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Danışman: Prof. Dr. Y. Murat ELÇİN 

 

Bu çalışmada, cerrahi operasyonlarla uzaklaştırılan atık insan adipoz dokularından, 

adipoz mezenkimal kök hücreler (AMKH) izole edildi. Hücrelerin immünfenotipik 

karakterizasyonu ve koloni oluşturma kapasiteleri belirlendi. Çeşitli büyüme faktörleri 

kullanılarak farklılaşma özellikleri incelendi. Aynı atık adipoz dokularından 

ekstraselüler matriks (ECM) fiziksel (homojenizasyon, santrifüjleme, kalıplama) ve 

kimyasal (çapraz bağlama) basamaklar içeren bir protokol geliştirilerek hücrelerinden 

arındırıldı, uzun ince lifler ve gözenekler bulunduran bir iskele malzemesi üretildi. 

Hazırlanan iskelenin su ve tampon tutma kapasitesi belirlendi. AMKH’ler hazırlanan 

iskelelere tohumlandı. Belli zaman noktalarında toplanan örneklerde hücre canlılığı ile 

malzemeye tutunma ve çoğalma davranışları MTT testi ve SEM analizleriyle belirlendi. 

Hücre-iskele yapılarının kıkırdak doku oluşturma kapasitelerinin incelenmesi amacıyla 

TGFβ-3 ve BMP-6 içeren kondrojenik vasat ortamında 42 gün kültürü sürdürüldü. Belli 

zaman noktalarında toplanan örneklerde kondrojenik protein ifadesi immüno/histo-

kimyasal analizlerle takip edildi. Kondrojenik farklılaşma sonrası hücrelerce 

sentezlenen toplam sGAG miktarı dimetilmetilen mavisi boya bağlanma testi ile 

ölçüldü. SEM bulguları iskelenin oldukça gözenekli olduğunu, hücrelerin iskelelere 

tutunduğunu, MTT testi sonuçları hücrelerin iskelelerde yaşayabilirliğinin yüksek 

olduğunu, çoğalmaya devam ettiklerini, immüno/histo-kimyasal analizler ise TGFβ-3 ve 

BMP-6 içeren kondrojenik vasat ortamında kondrogenezin gerçekleştiğini gösterdi. 

GAG analizi kondrogenezi doğrular şekilde, sGAG miktarının yapılar içinde zamanla 

arttığını gösterdi. Elde edilen sonuçlar, insan atık adipoz dokusunun hem ECM hem de 

kök hücrelerin eldesi açısından oldukça zengin ve önemli bir kaynak olduğu, aynı 

kaynaktan elde edilen matriks iskeleler ve mezenkimal kök hücrelerin uygun kültür 

şartlarında otolog kıkırdak doku mühendisliğinde kullanılma potansiyeline sahip olduğu 

görüşünü destekledi. 
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In this study, adipose mesenchymal stem cells (AMSCs) were isolated from human 

waste adipose tissues harvested by surgical operations. Immunophenotypical 

characterization and colony forming capacity of cells were determined. Differentiation 

characteristics were examined using a variety of growth factors. Extracellular matrix 

(ECM) of same waste adipose tissues was decellularized using a protocol composed of 

physical (homogenization, centrifugation, molding) and chemical (crosslinking) steps, 

thus a scaffold material containing long thin fibers and pores was produced. Water and 

buffer uptake capacity of scaffold was determined. ECM scaffold was seeded with 

AMSCs. Cell viability, adhesion/proliferation behavior of cells were evaluted by MTT 

assay and SEM analysis. To examine cartilage-forming capacity of cell-laden constructs 

42-day culture in chondrogenic medium containing TGFβ-3 ve BMP-6 was maintained. 

Chondrogenic protein expression were followed by immuno/histo-chemical analysis. 

Glycosaminoglycans (sGAG) synthesized by cells was measured by dimethylmethylene 

blue dye binding assay. SEM observations and MTT assay showed that scaffold had a 

highly porous structure and the cells were well attached to the scaffold with good 

cellular viability and high proliferation. Immuno/histo-chemical analysis proved that 

chondrogenesis occurred under the chondrogenic conditions with TGFβ-3 and BMP-6. 

sGAG analysis pointed out that the amount of GAG increased in constructs by time 

confirming chondrogenesis. All results supported that human waste adipose tissue is a 

rich and important source for obtaining ECM, as well as stem cells and matrix scaffolds 

and mesenchymal stem cells obtained from same adipose tissue have potential in 

autologous cartilage tissue engineering under proper culture conditions.  
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Key Words: Human waste adipose tissue, adipose derived mesenchymal stem cells, 

CFU, differentiation, autologous and allogenic natural biomaterials, cartilage tissue 
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1. GİRİŞ 

 

 

Doku mühendisliği, kaybedilmiş veya hastalıklı dokuların onarılması veya 

değiştirilmesi amacı ile izole edilmiş hücrelerin tasarlanmış iskeleler üzerine ekilmesi, 

ekilen hücrelerin çoğaltılarak farklılaştırılmaları ve oluşan yapıların hastaya 

nakledilmesi prensibine dayanmaktadır. Doku mühendisliğinin başarısında, kullanılacak 

hücre kaynağının büyük etkisi vardır. Hücresel tedavilerin çoğunda olduğu gibi, doku 

mühendisliğinde de öncelikli tercih hastanın kendi hücrelerinin (otolog nakil) 

kullanılmasıdır. Otolog hücreler hastaya uygulandığında bağışıklık yanıtı oluşturmaz, 

ancak bu hücrelerle ilgili sorun tedavi için yeterli miktarda hücre sayısının hastadan elde 

edilmesi aşamasında yaşanmaktadır. Özellikle hastanın yaşlı olduğu ve hastalığın 

ilerlemiş olduğu durumlarda bu uygulama gerçekleştirilememektedir. Allojenik (tür içi 

nakil) kaynaklı hücrelerin kullanımı açısından bakıldığında, verici doku veya organ 

temininde ciddi sınırlamalar bulunmaktadır, ayrıca allojenik nakiller çoğunlukla akut ve 

kronik ret yanıtları ile sonuçlanmaktadır. Bu nedenle, tedaviler için yüksek potansiyel 

taşıyan, güvenilir ve sınırsız ölçekte üretilip saklanabilen hücre kaynaklarına ihtiyaç 

giderek artmaktadır. Hücre kaynağı olarak zenojenik (hayvan kaynaklı nakil, ör. domuz 

gibi) hücreler, immünojenik olmaları ve hastalık yapıcı patojenlerin transferi gibi 

muhtemel risklerinin yanı sıra, etik çekincelerden dolayı hücre tedavileri için kabul 

gören bir seçenek durumunda değildir. Kök hücre araştırmaları, hücre nakli ve doku 

mühendisliği kapsamında bu bakımdan özel ilgi görmektedir. 

 

İnsan adipoz dokusunun stromal fraksiyonunda multipotent kök hücre popülasyonu 

bulunmaktadır. Adipoz mezenkimal kök hücreler (AMKH) olarak adlandırılan bu 

hücreler kemik iliği mezenkimal kök hücrelerine benzer farklılaşma potansiyeline ve 

fenotipine sahiptir. Bu hücreler in vitro koşullarda adipojenik, kondrojenik, miyojenik 

ve osteojenik yöne farklılaşabilirler. Atık adipoz dokularından kolay ve tekrarlanabilir 

şekilde elde edilebilmeleri ve enzime dayalı, karmaşık basamaklar gerektirmeyen 

izolasyonu nedeniyle, bu hücreler kök hücre çalışmaları açısından belirgin avantajlara 

sahiptir. Hücre morfolojisi, immünfenotip, koloni frekansı ve farklılaşma kapasitesi 

açısından karşılaştırıldıklarında kemik iliği mezenkimal hücrelerinden farklı olmadıkları  
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gösterilmiştir. Bu hücreler, kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinde gözlenen CD 

yüzey antijenlerini ifade etmektedirler.  

 

Günümüzde hücresizleştirilmiş ekstraselüler matriks (extracellular matrix, ECM) ve 

diğer hücresiz biyomateryaller hücre yapışması ve çoğalması için terapötik iskeleler 

olarak kullanılmaktadır. Bunlar biyouyumlu, toksik olmayan moleküllere parçalanabilen 

ve indükleyici biyolojik faktörlere sahip malzemelerdir. Hücre yapışması için uygun 

yapıdadırlar ve sentetik olarak taklit edilmesi mümkün olmayan biyokimyasal bilgi ve 

morfolojik ipuçları içerirler. Bugüne kadar çok sayıda hücresizleştirilmiş allojenik ve 

zenojenik ECM medikal ürün olarak geliştirilerek klinikte kullanılmak üzere piyasaya 

sunulmuştur. İnsan dermis tabakası (AllodermVR, LifeCell Corp.), domuz ince bağırsak 

altmukozası (SurgiSISVR, Cook Biotech; RestoreVR, DePuy Orthopaedics), domuz 

idrar kesesi (MatriStemVR, ACell) ve domuz kalp kapakçıklarından (Synergraft VR, 

CryoLife) üretilen bu ürünler insanlarda doku yenilenmesinde kullanılmaktadır. Ancak 

hücresizleştirilerek ürün haline getirilen bu dokular hayvanlardan veya kadavralardan 

toplanmaktadır. Bu durum immün yanıt oluşturma ve hastalık yapıcı patojen ve 

moleküler kalıntıların insana transferi ile ilgili kaygıları artırmaktadır. 

 

Adipoz doku, mezodermal kökenli bir organ olup yetişkin bireylerin kütlesini belirgin 

olarak değiştirebilen tek dokudur. Vücuttaki enerji fazlalığı yağ olarak depolandığı için 

adipoz dokunun artmasına neden olur. Bu artışa neden olan hücreler preadipositler ve 

stromal vasküler fraksiyonda bulunan kök hücrelerdir. Adipoz dokuda obezite gibi 

nedenlerle yağ kütlesi arttığında güçlü bir yapısal yeniden-modellenme görülür. Adipoz 

doku matriksi adipositlerin yapısal bütünlüğü için çok önemlidir ve tüm doku 

oluşumunda (adipogenez) esas rolü oynar. İnsan adipositlerini çevreleyen ECM 

yapısında kollajen tip I, III, IV, VI, laminin, fibronektin, perlekan, entaktin ve heparin 

sülfat proteoglikanları bulunmaktadır. Adipoz doku hem ECM hem de stromal 

fraksiyonda bulunan kök hücrelerin eldesi açısından oldukça önemli bir kaynaktır. 

Adipoz dokunun cerrahi olarak risksiz şekilde çok miktarda elde edilebilir olması, son 

yıllarda doku mühendisliği iskeleleri ve kök hücre tedavileri için ideal kaynak olmasını 

sağlamıştır. 
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Kıkırdak doku organizmada onarım ve yenilenme yeteneği en zayıf dokulardan biridir. 

Kıkırdak onarımı için mikrokırık, mozaikplasti, otolog greft tansferi ve otolog kondrosit 

nakli gibi başarıyla uygulanan cerrahi yöntemler bulunsa da her bir yöntemin sahip 

olduğu kendine ait kısıtlılıklar nedeniyle altın standart bir teknik henüz bildirilmemiştir. 

Bu yüzden güncel çalışmalar daha çok gen tedavisi, mezenkimal kök hücre ve doku 

mühendisliği çalışmalarına odaklanmış durumdadır. 

 

Bu tez çalışmasında, karın gerdirme, yağ çekme (liposuction) ve meme küçültme 

ameliyatlarından cerrahi işlemlerle uzaklaştırılan atık insan adipoz dokularından 

multipotent mezenkimal kök hücre popülasyonu izole edilmiş ve özellikleri 

belirlenmiştir. Aynı dokulardan ideal hücresizleştirme yöntemi oluşturularak 

ekstraselüler matriks (ECM) izole edilmiş ve elde edilen bu matriks yapı fiziksel 

(homojenizasyon, santrifüj, kalıplama) ve kimyasal (çapraz bağlayıcılar) yöntemler 

kullanılarak doku mühendisliği uygulamaları için 3-boyutlu biyolojik iskeleler haline 

getirilmiştir. Bu malzeme, yapısında uzun ince lifler ve hücre yapışması ve çoğalması 

için uygun gözenekler bulundurmaktadır. İskelelerin karakterizasyonu için SEM analizi 

yapılmış, su ve tampon tutma kapasiteleri belirlenmiştir. 

 

Elde edilen ECM iskeleler üzerine aynı dokulardan izole edilen adipoz mezenkimal kök 

hücreler ekilmiştir. Belli zaman noktalarında toplanan örneklerde hücre canlılığı ile 

malzemeye tutunma ve çoğalma davranışları MTT testi ve SEM analiziyle 

belirlenmiştir. Hücre-iskele yapılarının kıkırdak doku oluşturma potansiyelinin 

incelenmesi amacıyla TGFβ-3 (dönüştürücü büyüme faktörü beta 3, transforming 

growth factor β-3) ve BMP-6 (kemik morfogenetik proteini 6, bone morphogenetic 

protein-6) içeren kondrojenik vasat ortamında 42 gün kültür sürdürülmüştür. 

Örneklerdeki kondrojenik protein ifadesi immüno/histo-kimyasal analizlerle takip 

edilmiştir. Kondrojenik farklılaşma sonrası hücrelerce sentezlenen toplam sGAG 

miktarı dimetilmetilen mavisi boya bağlanma testi ile ölçülmüştür. Elde edilen 

sonuçlarla, atık insan adipoz dokusunun hem mezenkimal kök hücreler hem de ECM 

açısından zengin bir kaynak olduğu, otolog, kişiye özel tasarlanmış ve geliştirilmiş 

kıkırdak doku mühendisliği ürünlerinin oluşturulmasını sağlayabileceği gösterilmiştir. 



4 
  

2. KURAMSAL TEMELLER 

 

 

2.1 Kök Hücreler 

 

 

Kök hücre, mitozla çoğalarak hem kendini yenileyebilen, hem de diğer özelleşmiş hücre 

tiplerine farklılaşabilme yeteneğine sahip hücre tipidir. Kök hücreleri farklılaşma 

kapasitelerine göre gruplandırmak mümkündür. Memelilerde döllenme sonrası ilk 

birkaç günde oluşan 4-8 hücreli zigot tek başına tüm organizmayı meydana 

getirebilecek genetik bilgiye ve güce sahiptir. Her biri tek başına bir organizma 

meydana getirebilme yeteneğindeki, tüm hücrelere dönüşebilme potansiyeline sahip bu 

ilk embriyonel hücrelere “totipotent hücreler” denir. Totipotent hücrelerin 2-3 kez 

bölünerek oluşturduğu blastosist denen iç hücre kitlesi içindeki hücreler vücuttaki tüm 

hücrelere dönüşebilme yeteneğine sahiptir. Ancak bu hücreler tek başlarına bir 

organizmayı oluşturamazlar. Bu nedenle bu hücrelere “pluripotent hücreler” denir. 

Embriyonik kök hücreler bu iç hücre kitlesinin alınarak kültür koşullarında çoğaltılması 

ile elde edilirler. Bu aşamadan sonra hücreler bölünmeye devam ederler ve daha özel 

fonksiyonlara sahip olarak erişkin kök hücreleri oluştururlar. Biraz daha özelleşmiş olan 

bu kök hücrelere ise “multipotent hücreler” denir (McKay 2000) (Şekil 2.1). 

 

Erişkin kök hücreler, bir doku veya organdaki farklılaşmış hücreler arasında bulunan 

farklılaşmamış hücreler olup, kendilerini yenileyebilir ve içinde bulunduğu doku veya 

organın özelleşmiş hücre tiplerine farklılaşabilirler. Erişkin kök hücrelerin yaşayan 

organizmadaki esas görevleri, bulundukları dokuyu tamir etmek ve dokunun 

devamlılığını sağlamaktır. Erişkin kök hücreler kemik iliği, kalp, böbrek, yağ doku, 

beyin, deri, göz, gastrointestinal sistem, karaciğer, pankreas, akciğer, meme, over, 

prostat ve testis gibi organlarda tespit edilmiştir. Bu hücreler, bulundukları organda 

kendilerine ait bir mikroçevre içinde kısa veya uzun süre dinlenmede kalabilirler. 

Mikroçevrelerindeki değişiklikleri takiben çoğalabilirler veya daha olgun ve dokuya 

özel hücre tiplerine farklılaşabilirler (Barrilleaux vd. 2006). 
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Erişkin kök hücreler; osteosit, kondrosit, adiposit ve miyosit hücrelerini oluşturan 

mezenkimal kök hücreler, bütün kan hücrelerini oluşturan hematopoetik kök hücreler ve 

bulundukları dokunun tamirinde görev alan “unipotent” veya öncül hücreler olarak 

bilinen dokuya özgü kök hücreler olarak sınıflandırılabilir. Mezenkimal kök hücreler 

multipotent erişkin kök hücrelerin önemli bir grubudur.  

 

 

Şekil 2.1 Kök hücrelerin farklılaşma kapasitelerine göre sınıflandırılması (Chaudry 2004) 

 

2.1.1 Mezenkimal kök hücreler 

 

 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) başlıca kemik iliğinde bulunan, kültür kabının 

yüzeyine tutunan, kemik, kıkırdak, kas, tendon, ligament, adipoz doku ve kemik iliği 

stromal hücrelerine farklılaşma yeteneğine sahip, tek bir kök hücreden koloniler 

oluşturabilen multipotent hücrelerdir (Şekil 2.2). Stromal kökenli olmaları nedeniyle 

genel anlamda “destek hücresi” özelliği taşımaları, MKH’lerin tıbbın birçok alanında 

kullanım potansiyelinin temelini oluşturmaktadır. Bu hücreler ilk kez Fridenstein 
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tarafından tanımlanmıştır. Fridenstein, fetal buzağı serumu kullanılarak yapılan kemik 

iliği kültürlerinde kültür kabına tutunma özelliği olan, morfolojik olarak fibroblastlara 

benzeyen hücre kolonilerinin bulunduğunu ve bunların kemik ve yağ hücrelerine 

farklılaşma yeteneğine sahip olduklarını göstermiştir (Friedenstein vd. 1966). Takip 

eden yıllarda yapılan çalışmalarda bu hücrelerin hematopoetik özellikte olmayan 

multipotent kök hücreler olduğu, her üç germ yaprağından köken alan hücrelere 

farklılaşma yeteneği bulunduğu ortaya konmuştur (Pittenger vd. 1999, Jiang vd. 2002). 

Önceleri fibroblastik koloni oluşturan birimler (CFU-F, colony forming unit fibroblast) 

ve “kemik iliği stromal fibroblast”ları denilen bu hücreler daha sonra mezenkimal 

kök/stromal hücre olarak tanımlanmışlardır (Caplan 1991). 

 

 

Şekil 2.2 Kemik iliği mezenkimal kök hücrelerin plastitisesi 

 

Kemik iliği hücre popülasyonunun % 0,002’sini mezenkimal kök hücreler 

oluşturmaktadır. Standart in vitro koşullarda fibroblast benzeri iğsi yapıda olan bu 

hücrelerin kemik iliği aspiratında mevcut diğer hücrelerden ayırt edilmesi kolay 

değildir. Bu nedenle Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği’nin Mezenkimal ve Doku 

Kök Hücre Komitesi’nin belirlediği mezenkimal kök hücre ölçütleri şunlardır: 

 

1. Standart kültür koşullarında plastiğe yapışma özelliği göstermeli, 

2. Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hücre dizilerine farklılaşma özelliğine sahip 

olmalı, 
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3. CD73, CD90 ve CD105 yüzey antijenlerini ifade etmeli, 

4. Hematopoietik soya ait yüzey antijenleri olan c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, 

CD19, CD79 ve insan lökosit antijeni (HLA-DR) açısından negatif olmalıdır (Dominici 

vd. 2006).  

 

Kemik iliği MKH’ler için ana kaynak sayılmaktadır ancak bu hücreler kemik iliği 

dışında da birçok dokudan izole edilebilmektedir. Katı dokulardan izole edilirken 

enzimatik yöntemler kullanılmaktadır. Bu hücrelerin kordon kanı, kordon stroması, 

adipoz doku, plasenta, kas dokusu, diş pulpası, amniyon sıvısı, sinovial sıvı ve periferik 

kandan kültür kabına tutunma özellikleri sayesinde ayrıştırılarak çoğaltılabilmeleri 

mümkündür (Lu vd. 2006, Meirelles ve Nardi 2009). 

 

Hücresel tedavilerde kullanılmak üzere daha homojen ve çok sayıda MKH elde etmek 

için farklı izolasyon ve çoğaltma stratejileri kullanılmaktadır (Smith vd. 2004). CFU-F 

testi, MKH üretiminde kullanılan in vitro bir tekniktir. CFU-F, izole edilen hücrelerin 

ilk kültür işleminin 7. gününde kültür kabı tabanında oluşan fibroblast benzeri 

kolonilerin sayılması ve 14. gün bu kolonilerin toplanarak yeniden pasajlanması 

işlemidir. Oluşan her bir koloni tek bir öncül ya da kök hücreden türeyen klon hücre 

grubudur. Beliren koloni sayısının izole edilen hücre sayısına oranlanmasıyla hücre 

popülasyonu içindeki öncül hücre ve kök hücre frekansını belirlemek mümkündür. Bu 

teknikte temel nokta hücrelerin düşük yoğunlukta kültür edilmeleridir. Böylece 

fenotipik ve morfolojik olarak homojen mezenkimal kök hücreler üretilebilir ve daha 

ileri pasajlara kadar kültür sürdürülebilir. Bu teknik klinik üretimlerde kullanılan “pasaj 

araları kalite kontrol testleri”nden biridir. 

 

Mezenkimal kök hücrelerin başta hematopoietik kök hücre nakilleri, doku mühendisliği 

ve gen tedavileri olmak üzere birçok alanda klinik kullanım potansiyeline sahip olmaları 

bu hücrelere olan ilgiyi giderek artırmıştır. Mezenkimal kök hücreler doku tamirinde 

salgıladıkları parakrin faktörlerle rol alırlar. Bağ dokusu kökenli olmaları nedeniyle 

stromal destek sağlayarak, ilgili doku hücrelerinin gelişimine ve fonksiyonuna 

çözünebilir faktörler salgılayarak katkı sağlarlar. Göç etme özellikleri sayesinde hasarlı 
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dokuya ulaşabilirler ve hasarlı hücre ile birleşebilirler. Hasarlı bölgeyle birleşmeyi 

hızlandırıcı etkileri ve immunmodulator olmaları özellikle kemik iliği naklinde klinik 

olarak kullanılmalarını sağlamıştır. In vitro koşullarda hızlı çoğalabilirler. In vivo 

uygulamalarda bağışıklık düzenleyici etki yaptıklarından, greft versus host hastalığı, 

organ allogreft reddinin önlenmesi ve otoimmün hastalıkların tedavisinde 

kullanılmışlardır. Bu hücrelere gen transferi mümkündür. Dayanıklı ve göç edebilen 

hücreler olduklarından gen tedavisi için uygundurlar Ayrıca immün sistemden 

kaçabildikleri için allojenik nakillerde kullanılabilirler (Chamberlain vd. 2007).  

 

Embriyonik kök hücrelerin klinikte ve doku mühendisliği uygulamalarında kullanımıyla 

ilgili etik ve yasal kısıtlılıklar, allojenik uygulamalarda immün yanıta neden olmaları ve 

kontrolsüz hücre bölünmesine bağlı tümör (teratoma) oluşturma riski taşımaları 

mezenkimal kök hücreleri hücresel tedaviler için uygun kök hücre kaynağı haline 

getirmiştir. 

 

Mezenkimal kök hücrelerin kemik iliğinden toplanması lokal veya genel anestezi 

gerektiren, donör için oldukça sıkıntılı ve ağrılı bir işlem ile yapılmaktadır (Şekil 2.3). 

Donör yaşı ilerledikçe ilik içindeki kök hücrelerin miktarı, farklılaşma potansiyelleri ve 

yaşam süreleri kısalmaktadır (Mueller ve Glowacki 2001, Stenderup vd. 2003, Baxter 

vd. 2004). Kemik iliği, her 10.000 çekirdekli hücreye karşılık 1 adet mezenkimal kök 

hücre içerir. Kök hücre elde etme için hastalardan alınan sıvı miktarı oldukça kısıtlıdır. 

Lokal anestezi ile yetişkin bireyin kemik iliğinden en fazla 40 ml sıvı çekilebilmektedir. 

Bu 40 ml içinde yaklaşık 24.000 adet mezenkimal kök hücre bulunmaktadır (Pittenger 

vd. 1999, De Ugarte vd. 2003).  

 

 

Şekil 2.3 Kemik iliğinden örnek alma işlemi 
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Sayılarının çok az olması nedeniyle in vitro koşullarda haftalarca süren kültürlerde 

çoğaltılmalarının gerekmesi kemik iliği MKH’lerin klinik kullanım açısından en önemli 

dezavantajıdır. Haftalarca süren kültürler ciddi bir teknoloji, alt yapı, deneyim gerektirir 

ve maliyeti yüksektir. Ayrıca bu durum, hücrelerin kültür ortamında pasajlanmaları 

sonucu maruz kaldıkları çeşitli uyaranlar ve faktörlerin etkisiyle fenotipik, immünolojik 

ve diğer biyolojik özelliklerinde farklılıklara yol açmaktadır (Baxter vd. 2004). Bu 

nedenle son yıllarda kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin farklılaşma potansiyeline 

ve fenotipine sahip, bol miktarda hücre barındıran farklı kaynaklara yönelik araştırmalar 

artmıştır. Kordon kanı ve adipoz dokunun yapılan çalışmalarla klinik uygulamalar için 

alternatif mezenkimal kök hücre kaynakları olduğu gösterilmiştir (Zuk vd. 2001, Lu vd. 

2006). Yapılan karşılaştırmalı çalışmalarla bu kaynaklar içinde en yüksek CFU-F 

frekansının adipoz dokuda olduğu gösterilmiştir (Çizelge 2.1) (Lee vd. 2004, Kern vd. 

2006). 

 

Çizelge 2.1 Farklı kaynaklardan ve farklı yöntemlerle elde edilen mezenkimal kök 

                    hücrelerin izolasyon verimi 
 

Kaynak Kordon kanı Kemik iliği 
Liposuction ile 

toplanan adipoz doku 

Abdominoplasty ile 

toplanan adipoz 

doku 

Ürün 
200-20000 

CFU/ml 

100-1000 

CFU/ml 

3600-10700 

CFU/ml 

28000 

CFU/g 

 

 

2.1.2 Adipoz mezenkimal kök hücreler (AMKH) 

 

 

Dünyada her geçen yıl obezite hastalığının ve buna bağlı diğer hastalıkların artışı, 

adipoz dokunun cerrahi müdahaleyle vücudun belli yerlerinden uzaklaştırılması 

işlemlerini arttırmıştır. Amerika’da her yıl ortalama 400.000 yağ çekme (liposuction) ve 

karın gerdirme (abdominoplasty) operasyonu yapılmaktadır. Bu operasyonlardan elde 

edilen atık adipoz doku miktarı 100 mL ile 3 L arasında değişmektedir (Katz vd. 1999). 

Adipoz dokunun stromal vasküler fraksiyonunda kendi kendini yenileyebilen, farklı 

mezodermal doku hücre tiplerine dönüşebilen bir hücre popülasyonu bulunduğunu ve 

bu hücrelerin enzimatik yöntemlerle izolasyon işlemlerini rapor eden ilk çalışma 2001 
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yılında Zuk ve arkadaşları tarafından yapılmıştır (Zuk vd. 2001, 2002). Takip eden 14 

yıl içinde bu hücrelere olan ilgi giderek artmış, bu hücrelerin in vitro ve in vivo 

modellerde farklılaşma kapasitesini araştıran 3500’den fazla makale yayınlanmıştır. 

Bunlara ek olarak bu hücrelerin kullanıldığı 72 adet klinik çalışma devam etmektedir. 

Bu çalışmalarla ilgili süreç https://clinicaltrials.gov (2014) adresinden takip edilebilir. 

 

Bugüne kadar yapılan çalışmalar rejeneratif tıpta kullanılacak kök hücrelerin bazı 

özelliklere sahip olması gerektiğini ortaya koymuştur (Gimble vd. 2007): 

1. Kök hücreler uygun kaynaktan çok fazla sayıda (milyon/ milyar sayıda) elde 

edilebilmeli, 

2. Hastaya en az sıkıntı veren işlemlerle elde edilebilmeli, 

3. Hücrelerin düzenli ve tekrarlanabilir şekilde farklılaşma kapasitesi olmalı, 

4. Hücreler in vivo uygulamalarda kolayca nakledilebilmeli, 

5. Hücreler İyi Üretim Uygulamaları (Good Manufacturing Practices, GMP) 

koşullarında işlenebilir olmalıdır.  

 

Adipoz mezenkimal kök hücreler bu kriterlerin tamamını karşılamaktadır. Basit bir 

lokal anestezi ile liposuction uygulanarak 100-200 ml adipoz doku vücuttan 

toplanabilmektedir. Adipoz dokunun her bir gramından 5000 adet kök hücre elde 

edilebilmektedir. Bu sayı aynı miktarda ve sıkıntılı alınan kemik iliği aspiratındaki 

hücre sayısının yaklaşık 50 katıdır. Kemik iliği aspirasyonlarının her 1 ml’sinden 100-

1000 adet MKH elde edilebilmektedir. 

 

Adipoz dokunun, hastaya en az sıkıntı vererek ve çok miktarda elde edilebilir olması, 

mezodermal kökenli bir organ olup mikrovasküler endotel hücreleri, düz kas hücreleri 

ve kök hücreleri içeren stromal yapıda olması bu dokudan elde edilen MKH ile ilgili 

çalışmaları hızlandırmıştır (Aust vd. 2004, Oedayrajsingh-Varma vd. 2006). Kemik iliği 

ve kordon kanı mezenkimal hücreleriyle karşılaştırıldığında, adipoz mezenkimal kök 

hücrelerin adipoz, kıkırdak, kemik ve iskelet kası gibi mezodermal kaynaklı dokulara 

eşit oranda farklılaşma potansiyeline sahip olduğu tespit edilmiştir (De Ugarte vd. 

2003). Bu hücreler hücre morfolojisi, immünfenotipik karakterizasyon ve koloni 

https://clinicaltrials.gov/
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frekansı (CFU-F) açısından karşılaştırıldıklarında kemik iliği mezenkimal hücrelerinden 

farklı olmadıkları gösterilmiştir (De Ugarte vd. 2003, Aust vd. 2004, Oedayrajsingh-

Varma vd. 2006, Zaman vd. 2008, Charbord 2010, Danoviz vd. 2011, Safwani vd. 

2012, 2012, Zuk 2013). 

 

Adipoz dokunun stromal vasküler fraksiyonundan kültür kabına tutunma özelliği ile 

ayrıştırılarak çoğaltılan adipoz mezenkimal kök hücreleri, bu fraksiyondaki diğer 

hücrelerden ayıracak, sadece bu hücrelere özgü karakteristik yüzey antijenleri henüz 

keşfedilmediyse de pek çok çalışmada bu hücrelerin kemik iliği mezenkimal kök 

hücrelerinde gözlenen CD antijenlerini ifade ettikleri gösterilmiştir. Akım sitometri 

bulguları bu hücrelerin CD13, CD29, CD44, CD49d, CD73, CD90 ve CD105 yüzey 

antijenlerini yüksek oranda ifade ettiklerini, hematopoietik soya ait olan c-kit, CD14, 

CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79 yüzey antijenlerini ifade etmediklerini göstermiştir 

(Zuk 2002, Katz vd. 2005, Mitchell vd. 2006, Yoshimura vd. 2006, Oedayrajsingh-

Varma vd. 2007, Zannettino vd. 2008).  

 

Adipoz mezenkimal kök hücrelerin osteoartrit tedavisinde, kıkırdak ve eklem tamirinde 

etkili olduğu yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Schaffler vd. 2007, Locke vd. 2009, 

Zhang vd. 2009, Han vd. 2010, Niemeyer vd. 2010). Bu hücrelerin iskemik hasarlarda 

anjiyogenezi arttıran etkileriyle doku tamirini sağladıkları akut renal iskemi, bacak 

iskemi ve damar tıkanıklığı çalışmalarıyla gösterilmiştir (Gimble vd. 2010). Bu hücreler 

iskemik bölgeye nakledildiklerinde damarlanmayı hızlandıran VEGF (Song vd. 2007), 

HGF, SDF-1, ve TGFβ (Murohara vd. 2009) salgıladıkları tespit edilmiştir. 

 

 

2.2 İnsan Adipoz Doku Ekstraselüler Matriksi (ECM) 

 

 

Adipoz doku embriyonun mezodermal tabakasından köken alır ve doğum öncesi ve 

sonrasında gelişimini sürdürür (Nnodim 1987). Yetişkin bireylerin kütlesini belirgin 

olarak değiştirebilen tek dokudur. Organizmada normal kabul edilen yüzdesi, kadınlarda 

toplam vücut ağırlığının % 14-28’i, erkeklerde % 9-18’idir. Profesyonel sporcularda bu 

oran % 5-8 iken, obez bireylerde % 60-70’e çıkar. İnsanda farklı yerleşim, yapı, renk ve 
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patoloji gösteren, beyaz ve kahverengi olarak adlandırılan iki tip adipoz doku vardır. 

Beyaz adipoz doku, sitoplazmalarının ortasında büyük, sarı bir yağ damlası içeren 

hücrelerden oluşur. Yetişkinlerde görülen yağ dokusunun hemen hemen hepsi bu 

türdendir. Derinin hemen altında, iç organların etrafında, gözün arkasında ve kalbin 

yüzeyinde bulunur. Yaş ve cinsiyet adipoz dokunun dağılımını ve yoğunluğunu belirler. 

Kahverengi adipoz doku, kış uykusuna yatan canlılarda ve yenidoğanlarda çok bulunur. 

Hücrelerin içinde çok sayıda mitokondri ve çoklu yağ damlacıkları bulunduğundan 

mikroskop altında kahverengi görünür. Beyaz adipoz dokuya oranla daha sınırlı dağılım 

gösterir. Bu doku vücut ısısının düzenlenmesinden sorumludur. Doğum sonrasındaki ilk 

aylarda ısı oluşturarak yeni doğan bebeği soğuğa karşı korur. Bebek büyüdükçe 

kahverengi adipoz dokunun yerini beyaz adipoz doku alır (Şekil 2.4). 

 

 

Adipoz doku bağ dokusunun özel bir tipidir ve mikrovasküler endotel hücreleri, düz kas 

hücreleri, adiposit öncül hücreleri ve kök hücreleri içeren stromal yapıdadır. Adiposit 

hücreleri dokunun diğer fraksiyonudur. Organizmadaki rolü vücudun enerji dengesini 

korumak, termal ve mekanik yalıtım sağlamak ve vücut şeklini belirlemektir. Adipoz 

doku ayrıca aktif endokrin organ olarak tanımlanır. Adipositlerden leptin, resistin, 

tümör nekroz faktör-α (TNF-α), adiponektin, dönüştürücü büyüme faktörü-α 

(transforming growth factor alpha, TGF-α), anjiyotensinojen, insülin benzeri büyüme 

faktörü (IGF-I) gibi çok sayıda hormon salgılandığı saptanmıştır (Çizelge 2.2). Adipoz 

doku salgıladığı bu ürünler ile vücutta birçok sistemin fonksiyonunu etkiler. Adiposit 

pasif bir hücre değildir, günlük enerji alımına bağlı olarak sürekli hacim değişkenliği 

  

Şekil 2.4 Beyaz (solda) ve kahverengi (sağda) adipoz dokunun mikroskobik görüntüleri 
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gösteren, ekstrasellüler sıvıya sitokin ve hormon salgılayan bir hücredir. Adiposit bu 

salgı ürünleri ile endokrin, parakrin ve otokrin yolla diğer hücrelerle haberleşir. İhtiyaç 

fazlası enerjiyi trigliserit halinde hücre içinde depolar ve ihtiyaç duyulduğunda hızla 

dolaşıma verebilir, bu denge insülin gibi hormonal sinyallerle kontrol edilir (Trayhurn 

ve Beattie 2001). 

 

Çizelge 2.2 Adipoz dokudan salgılanan biyolojik faktörler 

 

Ekstraselüler matriks 

bileşenleri 

Otokrin etki Parakrin etki Endokrin etki 

Kollajen IV Adipsin NGF Yağ asitleri 

Laminin FGF-2 VEGF-A Leptin 

Heparan sülfat IGF-1 VEGF-B Adiponektin 

Proteoglikan Prostaglandin E2 VEGF-C T* 

Fibronektin Prostaglandin Fα Nitrit oksit  

 Adenozin Anjiyotensinojen  

*3,5,3’-triiyodotironin 

 

Vücuda beslenmeyle fazla kalori alındığında adipositlerin hacminde veya sayısında artış 

olur ve bu hücreler vücudun belli bölgelerine depolanır (Faust vd. 1978). Adipogenezin 

ilk aşamalarında stromal vasküler fraksiyondaki kök hücrelerin sayısı artar ve 

preadipositlere farklılaşma başlar. Trigliserit formundaki fazla enerji zamanla yağ 

damlacıkları halinde bu hücreler içinde birikir ve bu birikim preadipositlerin tipik tek 

taşlı yüzük görünümü alarak adipositlere tamamen farklılaşmasıyla tamamlanır 

(Pettersson vd. 1985) (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5 Adipoz doku stromal yapısında bulunan kök hücrelerin adipositlere farklılaşma evrelerinin 

şematik gösterimi (Troell 2014)  

 

Adipoz doku, organizmanın gelişimi, obezite veya kısmi yağ çekme (lipectomy) 

operasyonu nedeniyle vücudun belli bölgelerinde artar ve anatomik konumuna göre 

farklı artış eğilimi gösterir. Bulunduğu bölgeye göre ya adiposit hücrelerinin sayıca 

artışıyla ya da adiposit hücresinin hacimsel artışı ile kendini gösterir. İnsan deri altı 

(subkutan) adipoz doku uzun süre için enerji depolamakla yükümlü olduğundan ve 

anatomik olarak büyümesine engel bir durum bulunmadığından adiposit hücrelerinin 

sayıca artışı ile birikir. İç organların etrafındaki (omental) adipoz doku ise adipositlerin 

hacimlerinde artış ile birikir, hücrelerin sayısı artmaz. Bu durum, hücrelerin daha kısa 

sürelerle yağ depolamalarından, kana daha hızlı besin sağlamakla yükümlü 

olmalarından ve anatomik olarak daha kısıtlı alanda bulunmalarından kaynaklanır 

(Wang vd. 1989) (Şekil 2.6).  
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Şekil 2.6 Adipoz dokunun obezite veya gelişim nedeniyle vücudun farklı bölgelerindeki artış 

mekanizmalarının şematik gösterimi (Thomou vd. 2010) 

 

a. Subkutan (deri altı) adipoz doku, b. Omental (iç organların etrafındaki) adipoz doku  

 

Adipoz dokunun artışı sırasında güçlü bir yapısal yeniden-modellenme meydana gelir. 

Bu da adipoz doku biyolojisindeki değişimlere bağlı olarak dokunun ekstraselüler 

matriksinin yeniden düzenlenmesi ile gerçekleşir. Adipoz doku matriksi adipositlerin 

yapısal bütünlüğü için çok önemlidir ve tüm doku oluşumunda (adipogenez) esas rolü 

oynar (Trujillo vd. 2006). Histolojik olarak gevşek bağ doku olarak kategorize edilen 

adipoz dokunun hücresiz kısmı yoğunlukla kollajenden oluşmaktadır. Ekstraselülar 

matriks proteinleri adipositler, stromal vasküler fraksiyondaki öncül hücreler, kapiler 

endotel hücreler, dokuya sızan makrofaj/monositler ile multipotent kök hücreler 

tarafından üretilir. İnsan adipositlerini çevreleyen ECM yapısında kollajen tip I, III, IV, 

VI, laminin, fibronektin, perlekan, entaktin ve heparin sülfat proteoglikanın varlığı 

immünhistokimyasal olarak gösterilmiştir (Ahima vd. 2000, Orci vd. 2004, Niemela vd. 

2007). Her bir adipositin, başlıca elemanı kollajen tip IV olan yoğun lifli bir ECM ile 

çevrili olduğu rapor edilmiştir (Pierleoni vd. 1998) (Şekil 2.7).  
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Şekil 2.7 Adipositleri çevreleyen, başlıca elemanı kollajen tip IV olan yoğun lifli ECM’nin 

SEM görüntüsü (Comley vd. 2010) 

 

ECM yapısındaki kollajen tip IV, proteoglikan ve fibronektinle etkileşim halindedir. 

Makrofaj gibi hücrelerin doku içinde göç etmelerini ve yayılmalarını kolaylaştırır (Fang 

vd. 1999, Matsumoto vd. 2008). Bu özellik kemik ve kıkırdak hücrelerinde de görülür 

ki, bu durum şaşırtıcı değildir; çünkü adiposit, osteosit ve kondrositler aynı mezodermal 

kökenden gelir. Yoğun ECM kemik ve kıkırdağın sağlamlık ve sertliğini sağlarken, 

adipoz dokuda adiposit canlılığının devamı için gereklidir. Olgun insan adipositleri 

neredeyse hücre hacminin tamamını kaplayan tek bir yağ damlası içine trigliseritleri 

depolarlar. Depolanmış yağ sitozolden tek bir lipit zarla ayrılmış olduğundan, bu 

organele uygulanacak herhangi bir mekanik stres damlanın patlamasına yol açacaktır. 

Bu nedenle mekanik stresin dıştan içe doğru transferini azaltmak üzere doku içinde 

yoğun ve güçlü bir ekstraselüler matriks yapısı bulunur (Mariman vd. 2010). Ayrıca 

güçlü ekstraselüler matriks, lokal olarak uygulanan stresi dokunun daha geniş alanına 

yayarak zararı azaltırken, stresin etkisini hücrenin tamamına ve çekirdeğe iletir. Adipoz 

doku ECM’si dokuyu mekanik etkilerden korurken viskoelastik özellik de kazandırır. 

Bu özellik ise dokunun manipülasyonu, doku nakli ve yağ çekme işlemlerinde vakum 

aspirasyonunun ayarlanmasında önemlidir (Comley vd. 2010).  
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2.3 Kıkırdak Doku 

 

 

Kıkırdak doku özel bir bağ doku çeşididir. Diğer bağ doku çeşitlerinden farklı olarak 

kan damarları, lenf sistemi ve sinir ağı içermez. Kondrositler dokuda bulunan tek hücre 

tipidir ve doku kütlesinin % 1-5’ini oluştururlar. Dokunun yaklaşık % 85’i sudur. 

Hücreler jel kıvamındaki ekstraselüler matriks içine gömülü olarak yerleşmişlerdir. Kan 

damarları bulunmadığından kıkırdak hücrelerinin oksijen ve besin alımı için gereken 

vasküler desteği kıkırdağın etrafındaki perikondriyum sağlar (Şekil 2.8). Besin 

maddeleri, perikondriyumdaki kılcal damarlardan kıkırdak matrisine geçer ve 

difüzyonla hücrelere ulaşır (Junqueira ve Carneiro 2005). Perikondriyum kıkırdak 

etrafında bulunan yoğun bağ dokudur. Bu doku iki tabakadan oluşur; dış fibröz tabaka 

çevre bağ doku ve damarlara komşu iken, iç tabaka öncül hücrelerin yerleştiği, 

hücrelerin farklılaştığı ve hücreler arası matriks yapımının gerçekleştirildiği yerdir. İç 

tabakadaki öncül hücreler kondrositlere farklılaşarak doku tamiri yaparlar (Lohmander 

vd. 2003). Ancak dokuda kan damarları bulunmayışına bağlı olarak oluşan düşük 

oksijen konsantrasyonu nedeniyle hücreler düşük metabolik aktiviteye sahiptirler. Bu 

nedenle kıkırdak dokusunun kendini yenileme ve tamir etme yeteneği çok düşüktür 

(Reinholz vd. 2003). 

 

 

                            Şekil 2.8 Kıkırdak dokunun histolojik kesit görüntüsü 
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Kıkırdak matriksi yüksek oranda hidrate bir jeldir. Fiziksel olarak plastiğe benzer 

şekilde katı ancak esnek yapıdadır, kemik matriksinde olduğu gibi sert değildir. 

Kollajen (özellikle tip II), proteoglikan, hiyaluronik asit ve az miktarda değişik 

glikoproteinler kıkırdak matriksinin bütün tiplerinde bulunan esas makromoleküllerdir. 

Agregan, kıkırdağın karakteristik proteoglikanıdır. Kıkırdak matriksinin esas 

glikozaminoglikanları ise “kondroitin sülfat” ve “keratan sülfat" tır. Glikozaminoglikan 

zincirleri, proteoglikan çekirdek proteinlerinden uzanır. Çekirdek proteinin bir ucunda 

bulunan polipeptid halkasına hiyaluronik asit molekülleri bağlanır. Proteoglikan 

molekülleri ise bağlayıcı bir protein aracılığıyla hiyaluronik asite bağlanır (Henrikson 

vd. 1997) (Şekil 2.9). Kıkırdak dokusuna esnekliğini bu yapıya sıkıca bağlanan su 

molekülleri kazandırır. Bu esneklik sayesinde mekanik zorlanmalar karşısında kıkırdak 

doku şeklini korur. Kıkırdağın sert yapısı ise kollajen lifler ile proteoglikan matrisin 

glikozaminoglikan yan zincirleri arasındaki elektrostatik bağlardan kaynaklanır 

(Junqueira ve Carneiro 2005, Vacanti vd. 1997).  

 

Ekstraselüler matriks, kıkırdak dokunun biyomekanik özelliklerini belirlerken 

kondrositler için de mikroçevre oluşturur. Kondrositler pek çok reseptör aracılığıyla 

matriksle sürekli etkileşim halindedir. Bu yüzden ECM kondrositlerin farklılaşmasını ve 

doku fonksiyonlarını çok etkiler.  

 

 
Şekil 2.9 Kıkırdak ekstraselüler matriksinin moleküler yapılanması 
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Organizmada ECM içeriklerine göre üç tip kıkırdak doku bulunur. Bunlar hiyalin,  

elastik ve fibröz kıkırdaktır (Şekil 2.10). Hiyalin kıkırdak vücutta en çok bulunan 

kıkırdak türüdür. Hiyalin kıkırdak fetüste geçici bir iskelet oluşturur, bu iskeletin yerini 

daha sonra endokondral kemikleşmeyle kemik dokusu alır. Hiyalin kıkırdak, hareketli 

eklemlerin yüzeyinde, kaburgaların göğüs kemiğine tutunma bölgesinde, burun, larinks, 

trake ve bronşlarda bulunur. Mavi-beyaz renkte olup son derece pürüzsüzdür, böylece 

sürtünmeyi azaltır. Eklemi oluşturan kemiklerin birbirlerine bakan yüzlerini kaplayarak 

kemiklerin birbiri üzerinde kaymasını sağlar, kaygan bir darbe emici yüzey işlevi görür. 

Kondrositler yuvarlak veya oval görünümdedir ve lakünalar içinde bir veya birkaç 

tanesi birlikte yer alır ki bunlara izogen gruplar denir. Hiyalin matriksinde çok fazla 

kollajen tip II, glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler bulunur. Proteoglikanlar katyon 

bağlayıcı özelliktedir, bu nedenle matriks içinde su ve elektrolitlerin taşınmasında 

önemli rol alırlar. Tüm hiyalin kıkırdak dokularında agrekan miktarı yüksektir. Ayrıca 

içerdiği kollajen lifler nedeniyle doku basınca ve gerilmeye karşı oldukça dirençlidir 

(Temenoff vd. 2000). Hiyalin kıkırdakta ilerleyen yaşla birlikte matriks kalsifikasyonu 

gibi hasarlar meydana gelir. Hasar görmüş hiyalin kıkırdak dokusunun onarımı oldukça 

güçtür. 

 

Yapısında elastin liflerin çoğunlukta olduğu elastik kıkırdak, organizmada östaki 

borusunda, küçük dilde, bronşiollerde, kulak kepçesi ve gırtlakta bulunur. Katı fakat 

esnek yapısı ile yapısal bütünlüğü sağlarken bu yapıların bükülebilmesine de izin verir. 

Kollajen tip II, hiyaluronik asit, proteoglikanlar ve elastik liflerden oluşan yoğun bir ağ 

yapısı mevcuttur, az miktarda glikozaminoglikan içerir. Sarımsı bir renktedir. Elastik 

kıkırdak hiyalin kıkırdak gibi kemikleşmez (Junqueira ve Carneiro 2005). 

 

Fibröz kıkırdak çok miktarda kollajen tip I, hiyaluronik asit ve proteoglikandan oluşur. 

Diğer kıkırdak türlerine göre çok daha az glikozaminoglikan içerir. Bu kıkırdak tipi 

perikondriyum içermez. Omurlararası disklerde, diz eklemi içindeki yataklarda 

(menisküsler), kalça kemiklerinin birleşim yerinde (simfizispubis) ve tendonların 

kemiklere bağlantı yerlerinde bulunur (Junqueira ve Carneiro 2005). Çıplak gözle 

grimsi-beyaz renkte görülür. Kıkırdak hücreleri ve az miktarda matriks, yoğun kollajen 

tip I arasında yer alır. Kondrositler, tek tek ya da ikili-üçlü gruplar oluşturarak ardarda 
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yerleşirler. Yapısındaki kollajenler gerilmeye karşı çok dirençlidir. Yük dağıtabilme 

özelliğinden ötürü sinovyal eklemlerin menisküslerinde bulunur (Benjamin vd. 2004). 

 

 

Şekil 2.10 Organizmada bulunan kıkırdak doku tipleri 

 

 

2.4 Kıkırdak Doku Hasarı 

 

 

Kıkırdak hasarlarının ortalama yaşam süresinin uzaması, obezitenin artması ve 

hareketsiz yaşam tarzının yaygınlaşması gibi nedenlerle toplumdaki sıklığı giderek 

artmaktadır. Özellikle eklem kıkırdağında görülen ve sosyo-ekonomik önemli kayıplara 

yol açan hasarların tedavisi daha da önem kazanmaktadır. Kıkırdak dokunun yapısında, 

öncül veya kök hücrelerin kemik iliğinden lezyon bölgesine taşınmalarını sağlayacak 

damar yayılımı yoktur. Doku içinde bulunan öncül hücreler veya kondrositler 

kendilerini çevreleyen matriks içine gömülü haldedirler. Bu durum lezyon bölgesine 

göç etmelerini ve onarıcı matriks sentezlemelerini engeller. Erişkin yaşı üçüncü on yıla 

ulaştığında doğal yaşlanma sürecine giren kıkırdak doku daha az güçlü ve daha düşük 

baskı dayanımına sahip hale gelmeye başlar. Yaşla birlikte kondrositlerin metabolik 

aktivitesi daha da düşer, sitokinlere ve büyüme faktörlerine yanıt yeteneği azalır. 

Değişen mekanik özellikler ve azalan metabolik aktivite kıkırdak dokuyu hastalık ve 

yaralanmalara karşı daha hassas hale getirir. Sınırlı hücre sayısı, besin ve atık madde 

alışverişi için difüzyona bağlı olma kondrositlerin hasarlı ekstraselüler matriksi 

yenilemelerini zorlaştırır. Hasarlı dokuda matriks yapım ve yıkım dengesi bozulur ve 

bunu dokunun yıkım döngüsü izler (Jeffrey vd. 1997, Buckwalter vd. 1997). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeffrey%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9101717
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Kıkırdak dokuda görülen belli başlı rahatsızlıklar; eklem iltihabı (arterit), kalıtsal 

anormallikler, travma, eklem yıpranması, yaşlanması (artroz), ekstraselüler matriksin 

mineralizasyonu sonucu kireçlenme, kemikleşme (ossifikasyon), iyi ve kötü huylu 

tümörlerdir. Ayrıca çeşitli yaralanmalar ve kazalar özellikle eklem kıkırdağında hasara 

yol açmaktadır (Buckwalter vd. 1997, Angel vd. 2003). Eklemin ilgili bölgesine 

odaklanan ağrı ve eklem sıvısının artışına bağlı olarak hissedilen şişlik hasarın en 

önemli belirtileridir.  

 

Kıkırdak dokunun sınırlı iyileşme potansiyeli araştırmacıları yeni tedavi yöntemlerini 

bulmaya itmiştir. Kıkırdak rejenerasyonu için mikrokırık, periostal kapak transferi, 

mozaikplasti ve otolog kondrosit implantasyonu gibi cerrahi ve hücresel yöntemler 

başarıyla uygulanmaktadır (Şekil 2.11). Bu yöntemlerin birçoğu eklem fonksiyonunu 

geliştirse de eklem kıkırdağının doğal yapısını ve kompozisyonunu sağlamakta yetersiz 

kalmaktadır.  

 

  

  

Şekil 2.11 Kıkırdak hasarında uygulanan cerrahi ve hücresel tedavilerin şematik gösterimi 

(Caron 2008) 
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Ulusal ve uluslararası platformlarda yapılan çalışmalarda, dokunun fonksiyon 

kaybını/bozukluklarını gidermek yerine dokuyu yenileyebilen sistemlerin 

geliştirilmesine yönelik eğilimler artmaktadır. Bu çerçevede, kıkırdak hasarlarının 

iyileşmesine yönelik doğal veya sentetik polimerik ve/veya kompozit matriks 

sistemlerinin geliştirilmesine yönelik çalışmalar sürmektedir. Güncel çalışmalar daha 

çok mezenkimal kök hücre ve doku mühendisliği çalışmalarına odaklanmış durumdadır. 

 

2.5 Doku Mühendisliği 

 

 

Kıkırdak doku onarımında cerrahi ya da hücresel tedavilerle elde edilen sınırlı 

iyileşmenin sebeplerinden biri nakledilen hücrelerin hasarlı bölgedeki kıkırdak 

matriksini sentezlemede yetersiz oluşları ve doku içi yapılanmayı sağlayan karmaşık 

olayların tekrarlanmasını sağlayamamalarıdır. Bir diğer neden kondrojenik öncül 

hücrelerin farklılaşma evrelerini tamamlayamamalarıdır. Kondrosit fenotipinin 

değişkenliği hücre fonksiyonunu etkilediğinden uygulamanın etkinliğini düşürmektedir. 

Üç boyutlu ortamda yuvarlak formunu koruyan kondrositler iki boyutlu ortamda geri 

farklılaşmaya uğrayarak fibroblast fenotipe döner ve fonksiyonunu kaybeder. Özetle 

hücre temelli tedaviler kullanılabilirliklerini ispatlamışlardır ancak uzun vadede cerrahi 

metotlara üstünlük elde edememişlerdir. En büyük ihtiyaç tedavide kullanılacak hücre 

tipi, iskeleler ve kondrogenezi tetikleyen faktörlerin optimize edilmesidir. Bu ihtiyacı 

karşılayacak alan doku mühendisliğidir.  

 

Kıkırdak doku mühendisliğinde amaç elde edilen yapay kıkırdağın doğal kıkırdakla 

aynı biyomekanik özelliklere sahip olmasıdır. Kıkırdağın biyokimyasal içeriği 

bulunduğu bölgede karşılaştığı mekanik etkilerle yakından ilişkilidir. Eklem 

kıkırdağının basıncı emip eski haline dönebilmesini sağlayan düzenlenişi söz 

konusuyken kulak yapısındaki elastik kıkırdak, şekil ve destek verecek şekilde sabittir. 

Hasarlı bölgeye uygun yeni kıkırdak dokusunun mühendislikle elde edilmesi için 

dokunun özellikleri ve mekanik gereksinimlerinin göz önünde bulundurulması 

gerekmektedir. Doku mühendisliği uygulamasının başarılı olmasında nakil için uygun 

hücrelerin elde edilmesi, büyüme faktörleri ve sitokinler kullanılarak hücrelerin 

kondrojenik farklılaşmasının kontrol edilmesi, hücrelerin 3-boyutlu matriks yapılarıyla 
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desteklenmesi ve iyileşme olana kadar söz konusu matriksin hasar bölgesinde kalması 

önemlidir. 

 

 

2.5.1 Kıkırdak doku mühendisliğinde kullanılan malzemeler 

 

 

Polimerik malzemelerin doku mühendisliğinde kullanılması için biyobozunurluk, 

biyouyumluluk, kolay işlenebilirlik, mekanik dayanım, uygun yüzey kimyası ve yüksek 

gözeneklilik özelliklerine sahip olması gerekmektedir. Bu özelliklere sahip olmayan 

polimerlerin vücut içinde kullanılması ciddi sorunlara neden olmaktadır (Elçin vd. 

2004). 

 

Sentetik polimerler kolayca temin edilebilen, ucuz maliyetli, kolayca işlenebilen, 

göreceli olarak daha iyi mekanik dayanıma sahip malzemelerdir. Poli(L-laktik asit) 

(PLLA), poli(glikolik asit) (PGA), ve kopolimerleri poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) 

kıkırdak doku mühendisliğinde sıkça kullanılan sentetik biyomalzemelerdir. 

Biyouyumlu olduklarından in vivo ortamda kontrol edilebilir bir hızla toksik olmayan 

bileşenlere parçalanırlar. Bozunma hızları, kristallikleri, biyoaktiflikleri ve 

dayanıklılıkları kolayca kontrol edilebilir. Kondrosit hücrelerinin yapışmasını ve 

morfolojik yuvarlak şekillerini korumalarını sağlayacak, besin ve molekül değiş 

tokuşunu sağlayacak gözenekli yapıda hazırlanabilirler (Freed vd. 1994). Ancak bu 

malzemeler hücre tanıma sinyallerinden yoksundurlar. Bu nedenle dokudaki biyolojik 

çevreyle etkileşebilmeleri için sinyal molekülleri ile işlevsel hale getirilmeleri gerekir. 

Ayrıca karmaşık şekillerde üretilmeleri zordur. Çoğu hidrofobiktir, bu durum hücre 

yapışmasını sınırlandırdığından malzemeye tohumlanacak hücre sayısının çok fazla 

olması gerekir. Nakil sırasında invaziv cerrahi uygulanması gerekir ve vücutta 

istenmeyen yanıt oluşmasına sebep olabilirler (Reinholz vd. 2003). 

 

Doğal polimerler vücut ortamında bulunan polimerlerdir. Spesifik hücre reseptörlerinin 

bağlanmasına olanak sağlayan yapıda olmaları hücrelerin çoğalmasına ve protein 

sentezlemelerine katkı sağlar. Bu nedenle vücut tarafından reddedilme, toksik etki 

gösterme gibi sorunlara neden olmazlar. Doğal polimerler arasında en çok kullanılanlar 
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kollajen ve jelatin ile kollajen-GAG ve kollajen-hiyalüronik asit kompozitleridir 

(Grande vd. 1997). Biyobozunur ve biyouyumludurlar. Bu malzemeler farklı canlı 

türlerinden elde edilebilirler ancak in vivo uygulamalarda bağışıklık yanıtına neden 

olabilirler. Ayrıca enzimatik bozunmaya uğradıklarından uzun dönem dayanıklılık 

gerektiren uygulamalar için uygun değildirler (Vial vd. 2009). Doğal malzeme olmaları 

elde edilecekleri kaynakların sınırlı, elde etme yöntemlerinin pahalı olmasına neden 

olmaktadır. Kıkırdak matriksinde en çok bulunan malzeme olduğundan kollajen 

kıkırdak onarımında en çok kullanılan doğal polimerdir. Sıklıkla sığır tendonu ve 

sıçankuyruğundan elde edilen tip 1 kollajen kullanılmaktadır. Gözenekli kollajen 

iskeleler glikozaminoglikanlar ve büyüme faktörleri ile hazırlanmış ve hücre yapışması 

ve morfolojik görüntünün korunması açısından başarılı sonuçlar elde edilmiştir.  

 

Hidrojeller, yapılarında yüksek oranda su tutabilen çapraz bağlı polimerlerdir. Polimer 

çözeltisinin katyonik ortamda şelat oluşturacak şekilde polimerleşmesi ile oluşurlar 

(Knill vd. 2004). Yüksek oranda anyonik uç içermesi yapıya hidrofilik özellik 

kazandırır. Polimerin ana zincirleri arasında yüksek oranda hidrojen bağları ve Van der 

Waals etkileşimleri bulunur ve bu etkiler nedeniyle hidrojeller çözünmezlik özelliği 

kazanırlar (Williams vd. 2003). 

 

Hidrojeller doğal kıkırdak dokusuna elastik yapıları ve yüksek su içeriği ile 

benzediklerinden kıkırdak doku mühendisliğinde sıkça kullanılan malzemelerdir. 

Tohumlanan hücreler malzemeye kolayca tutunup fenotipik morfolojilerini 

koruyabilirler. Enjekte edilebilir veya nakledilebilir formda hazırlanabilirler. Enjekte 

edilebilir formda hazırlanan hidrojeller her şekil ve büyüklükteki hasar bölgesini 

kolayca doldurabilir ve cerrahi uygulama gerektirmeden nakledilebilirler. Kullanılan 

doğal hidrojellerden bazıları alginat, kitosan ve fibrindir. Bazı sentetik hidrojeller 

poli(etilen oksit) (PEO), poli(propilen oksit) (PPO), poli(vinil alkol) (PVA), ve 

poli(etilen glikol) (PEG)’dür. Sentetik hidrojellere hücre yapışması doğal olanlara göre 

daha sınırlıdır. Hidrojeller mekanik olarak zayıf malzemelerdir ayrıca bozunma hızı gibi 

bazı özelliklerinin kontrolü zordur. Hazırlama sırasında hücre süspansiyonunun 

homojen olması gerekir. Aksi halde aynı miktarda hücre tutuklanamayacağı için 

homojen örnekler hazırlanamaz (Bryant ve Anseth 2002, Kuo 2006).  
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2.5.2 Çapraz bağlayıcılar 

 

 

Kıkırdak doku mühendisliğinde kullanılan doğal polimerlerden kollajenin sulu ortamda 

kompozit formlarının mekanik özellikleri ve biyobozunma oranları çok iyi degildir. 

Malzemenin bu özellikleri çapraz bağlayıcı ajanlar kullanılarak geliştirilmektedir. 

Çapraz bağlama iki veya daha fazla molekülü kovalent bağ ile kimyasal yolla ekleme 

işlemidir. 

 

Kollajeni çapraz bağlamak için termal ısıtma, ultraviyole ışınlar gibi yöntemler ile 1-

Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorür (EDC)-N-hidroksisüksinimid 

(NHS), gluteraldehit (GA) ve poli-epoksiler gibi ajanlar kullanılmaktadır. EDC (NHS 

varlığında) ve GA yaygın olarak kullanılan kimyasal çapraz bağlayıcı ajanlarıdır. GA, 

amino grupları arasında köprü kurarak kollajenin çapraz baglanmasını sağlayan 

biyofonksiyonel bir reaktiftir. Fakat GA reaktif olmayan fonksiyonel gruplar 

içerdiginden çapraz bağlanmış biyomalzemenin enzimatik bozunması sırasında bu 

gruplar serbest kalmakta ve hem in vitro hem in vivo ortamda sitotoksik etki 

göstermektedir. EDC ve NHS ise toksik etki oluşturmaz. EDC ve NHS ile çapraz 

bağlanmış biyomalzeme biyouyumlu ve enzimatik bozunmaya karşı dirençli olma gibi 

özellikler kazanır. EDC’nin verimliliği NHS varlığında artmaktadır. EDC kararsız O-

açilizoüre esteri oluşturmak üzere moleküldeki karboksil grubu ile reaksiyona girer. 

Oluşan ester hidrolize girerek yeni karboksil grubu oluşturur ya da NHS ile reaksiyona 

girerek NHS ester ara ürünü oluşturur. Oluşan ara ürünün, primer amino grubu ile 

reaksiyona girmesi sonucu amid bağı üzerinden konjugat elde edilir (Rault vd. 1997) 

(Şekil 2.12). 
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Şekil 2.12 EDC/NHS’nin çapraz bağlama mekanizmasının şematik gösterimi 

 

 

2.5.3 Kıkırdak doku mühendisliğinde kullanılan hücreler 

 

 

Kıkırdak doku mühendisliğinde kondrositlerin, fibroblastların ve kök hücrelerin tedavi 

potansiyelleri üzerine çalışmalar yapılmıştır. Kondrositlerin matriks üretimi açısından 

diğer hücrelere göre üstünlükleri mevcuttur. Otolog kondrositler hastanın kendi 

dokusundan izole edildikleri için immün yanıt riski oluşmaz. Ancak büyük kıkırdak 

hasarlarında sayıca daha fazla hücre gerekmektedir. Farklılaşmış dokudan elde 

edildikleri için bu hücrelerin çoğalma ve yeniden farklılaşma kapasiteleri düşüktür. 

Ayrıca hasarlı dokudan hücre izolasyonunda zorluk çıkabilmektedir. Tek tabaka hücre 

kültüründe çoğaltma bu hücrelerin yaşlanmasına neden olmaktadır.  

 

Erişkin kondrositler eklem, kulak, kaburga kemiği veya burundan elde edilebilmektedir. 

Ancak kulak kıkırdağı elastik kıkırdak yapısında olduğu için eklem veya burunda 

bulunan hiyalin kıkırdaktan mekanik olarak farklı özellik taşımaktadır. Yapılan bir 

çalışmada kondrositlerin kaynak kıkırdak dokusunun özelliklerini taşıyan doku 

oluşturdukları gösterilmiştir. Yani kulak kıkırdağından alınan kondrositler elastik 

kıkırdak oluşturmaktadır. Eklem kıkırdağının tedavisinde uygulanacak kondrositlerin 

hiyalin kıkırdak dokusundan alınması gerekmektedir. Kondrositlerin kullanımını 

kısıtlayan bir diğer neden geri farklılaşmaya uğrayarak karakteristik morfolojik 

özelliklerini kaybetmeleri ve iğsi fibroblast-benzeri hücrelere dönüşerek fibröz kıkırdak 
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oluşturabilmeleridir. Kondrosit belirteçleri olan kollajen tip II ve agrekan gibi 

proteinlerin ifadesi gözlenmemekte, bu durum kondrositlerin kondrosit fenotipinden 

fibroblastik fenotipe geri dönüşleriyle sonuçlanmaktadır. Fibroblastik fenotipin belirteci 

kollajen tip I ifadesi artmaktadır (Tay vd. 2004). 

 

Bir diğer alternatif başka vericiden alınan allojenik kondrositlerin kullanılmasıdır. 

Ancak uygun vericinin her zaman bulunmaması ve olası hastalık transferi ve immün 

yanıt oluşturma riski bu hücrelerin kullanımı da kısıtlamaktadır. İnsan verici dokularının 

azlığı nedeniyle farklı türlerden alınan zenojenik kondrositlerin kullanılması 

düşünülmüştür. Koyun, keçi ve tavşanlarda zenojenik kondrositlerin kullanıldığı 

çalışmalar yapılmıştır. Ancak allojenik uygulamalardaki kısıtlayıcı etkenler bu 

uygulamalarda da söz konusudur (Homminga vd. 1991).  

 

Multipotent mezenkimal kök hücreler kolay elde edilebilir olmaları ve in vitro olarak 

rahatça çoğaltılabilmeleri sebepleriyle kıkırdak doku mühendisliği için çekici hücre 

kaynağıdır. Adipoz mezenkimal kök hücrelerin basit bir operasyonla çok sayıda elde 

edilebilir olması kıkırdak doku tamiri için uygun hücre kaynağı olmalarını 

sağlamaktadır. Uygulamalar öncesi uzun süren süren kültür aşamaları gerektirmemesi 

bu hücrelerin avantajıdır. Kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin klinik uygulamalar 

öncesi tek tabaka kültürde çoğaltılma zorunluluğu hem nakil öncesi süreyi uzatmakta, 

hem maliyeti yükseltmekte hem de uzun kültür süreleri hücrelerin özelliklerini 

değiştirmektedir. Adipoz dokunun elde edilmesinde etik sorunların doğmaması, bireyin 

hayatı boyunca vücudunda bulunması ve kolay elde edilebilir olması bu dokuyu klinik 

uygulamalar için ideal mezenkimal kök hücreler kaynağı yapmaktır.  

 

Adipoz kaynaklı kök hücrelerin pellet kültürlerde ve 3 boyutlu iskelelerle kombine 

edildiklerinde TGFβ, askorbat-2-fosfat, deksametazon ve FGF-2 içeren uygun vasatta 

kondrositlere dönüştüğü gösterilmiştir (Erickson vd. 2002).  
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2.5.4 Farklılaşma faktörleri 

 

 

Kıkırdak doku onarımında kondrogenezin uyarılması, hızlandırılması ya da artırılması 

amacıyla doku mühendisliğinin bir diğer bileşeni olan uyarıcı faktörler 

kullanılmaktadır. Gen tedavisi, mekanik sinyaller, büyüme faktörleri ve diğer katkı 

maddeleri uyarıcı faktörlerden bazılarıdır. Gen tedavisi ile hücrelerin istenilen biyoaktif 

molekülleri daha fazla ifade etmeleri sağlanabilmektedir. Pek çok kıkırdak türünde 

sağlıklı fonksiyonun elde edilmesi için mekanik kuvvet gereklidir. Bu etkiyi yaratmak 

için hidrostatik basınç, dinamik sıkıştırma veya biyoreaktörler kullanılmaktadır. 

Büyüme faktörleri (BMP, FGF-2, IGF-1, TGF- vd.) ve diğer katkı maddeleri 

(hiyalüronik asit, kondroitin sülfat, insülin vb) in vitro ortamda kültür vasatına 

eklenerek, in vivo ortamda ise iskelelere bağlanarak hücrelerin fonksiyonel 

kondrositlere farklılaşması, buna bağlı olarak doku gelişimi amaçlanmaktadır (Chung 

vd. 2008).  

 

 

2.6 Ekstraselüler Matriks Temelli Ürünler  

 

 

Doğal doku mikroçevresini taklit eden malzemelerin geliştirilmesinde büyük ilerlemeler 

kaydedilse de kıkırdak için kullanılan malzemeler hücre çoğalması ve farklılaşması için 

gereken faktörleri bütünüyle içermemektedirler. Vücuttaki tüm dokular farklı 

biyomateryallerin kompleks bir karışımından oluşur. Her ne kadar homojen ve basit 

doku gibi görünse de bu durum kıkırdak doku için de geçerlidir. Gerçekte kıkırdak 

ekstraselüler matriksi büyüme faktörleri, integrinler, fonksiyonel peptidler gibi biyoaktif 

maddeleri içeren, çeşitli tip kollajen ve proteoglikanlar içeren üç boyutlu kompleks bir 

çevredir. Ne kadar sofistike olursa olsun yeni geliştirilen malzemelerin hiçbiri bu 

çeşitliliği içermemektedir. Uygulanan yöntemlerin kısıtlılıkları kıkırdak doku 

mühendisliği alanını doğal ekstraselüler matriksten üretilen biyomalzemelerin 

kullanılmasına yönlendirmiştir. Bu yaklaşım kıkırdak onarımında çok geçerli bir 

seçenek olabilir.  

 

Daha etkin, yeterli ve doğal nakil malzemelerine duyulan ihtiyaç, ekstraselüler matriks 

ve diğer aselüler biyomateryallerin hücre yapışması ve çoğalması için terapötik iskeleler 
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olarak kullanılmasını gündeme getirmiştir (Badylak vd. 2009, Choi vd. 2010). 

Hücresizleştirme işlemleri immün yanıt oluşturacak bileşenlerin ECM’den 

uzaklaştırılmasını sağlar (Gilbert vd. 2006). Domuz idrar kesesi ve ince bağırsak alt 

mukozasından hücresizleştirilerek elde edilen ECM iskeleler kardiyovasküler dokuların, 

deri ve iskelet sistemi dokularının tamirinde zenogreft olarak sıklıkla kullanılmıştır 

(Dejardin vd. 1999, Huber vd. 2003, Spiegel vd. 2004, Robinson vd. 2005, Badylak vd 

2005). Hücresizleştirilmiş sıçan kalbi hasar görmüş kalp kasının tamirinde kullanılmıştır 

(Lutolf vd. 2005). Domuzun ince bağırsak veya mesane altmukozasından üretilen 

zenojenik ECM’ler hayvan modellerinde yemek borusu tamiri için kullanılmıştır 

(Badylak vd. 2000). Diğer çalışmalarda domuz ince bağırsağının altmukoza 

katmanından elde edilen matriksin hayvan modellerinde yara iyileşmesi için 

kullanıldığında damar oluşumunu ve konak dokunun yeniden modellenmesini uyardığı 

gösterilmiştir (Hodde vd. 2001). Bugüne kadar çok sayıda hücresizleştirilmiş allojenik 

ve zenojenik ECM medikal ürün olarak geliştirilerek klinikte kullanılmak üzere 

piyasaya sunulmuştur.  

 

Ekstraselüler matriksten üretilmiş biyolojik iskele malzemelerinin kıkırdak doku 

mühendisliğinde kullanılmasına yönelik çalışmalar giderek artmaktadır. Kıkırdak 

dokunun sınırlı kaynaklardan elde ediliyor olması, hücresizleştirme işlemlerinin düşük 

verimi kıkırdak matriksinin biyolojik iskele olarak kullanımını güçleştirmektedir 

(Gibson vd. 2008, Benjamin vd. 2009). Bu nedenle farklı kaynaklardan elde edilen 

matriks iskelelerin kıkırdak doku oluşturma potansiyelleri araştırılmaktadır.  
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3. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

 

Ekstraselüler matriksten üretilen biyomalzemeler, kök hücreler ve bu ürünlerin kıkırdak 

doku mühendisliğinde kullanımına yönelik çalışmalar aşağıda özetlenmiştir.  

 

Gong vd. (2011)’de yaptıkları çalışmada, domuz kulağından aldıkları kıkırdak dokuyu 

yaklaşık 6 mm çapında ve 10-30 mm kalınlığında dilimlemişler, dondurarak 

kurutmuşlar, hücresizleştirdikten sonra yeniden dondurarak kurutmuşlardır. 

Hücresizleştime işlemi sırasında SDS kullanımının matriks proteinlerini parçaladığı 

görülmüştür. Diğer yandan yenidoğan domuz kulağından izole ettikleri kondrositlerin 2 

haftalık kültür ile sayılarını çoğaltmışlardır. Çoğaltılan bu hücreleri çeşitli şekillerde 

hazırlanan hücresiz kıkırdak matriks membranların her bir tabakasına ekmiş, sonra 

hücreli her tabakayı üst üste yerleştirerek (20 kat) sandeviç modeli hücre-iskele yapıları 

oluşturup kültür etmişlerdir. 4 haftalık in vitro kültür sonrası oluşturulan yapıların bir 

kısmının in vitro olarak 12 hafta daha kültürü sürdürülmüş, geri kalan örnekler 

bağışıklık sistemi kapatılmış farenin deri altına nakledilerek 12 hafta in vivo ortamda 

kalmaları sağlanmıştır (Şekil 3.1). 

 

   

Şekil 3.1 Kıkırdak matriks membranlarından sandeviç model kompozitlerin hazırlanışının 

şematik gösterimi ve kültür sonrası oluşan yapıların makroskopik görüntüsü 

(Gong vd. 2011) 

 

Kıkırdak matriks membranların tamamen hücrelerden arındırıldığı histolojik analizlerle 

gösterilmiştir. 4 haftalık kültür sonrası kıkırdak benzeri yapı oluşmuş, histolojik 

analizlerde tipik laküna oluşumları gözlenmiştir. 10 mm’lik kıkırdak matriks 

membranların kullanıldığı yapılarda 30 mm kalınlıktakilere göre daha iyi kıkırdak 
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oluşumu gözlenmiştir. Fareye nakledilen örneklerde Olgun kıkırdak doku 12 haftalık 

kültürden sonra elde edilmiş, safranin O, toluidin mavisi ve anti-tip II kollajen antikoru 

boyamalarıyla gösterilmiştir. Çalışmada elde edilen kıkırdağın mekanik olarak normal 

kulak kıkırdağının özelliklerinin % 87’sine ulaştığı görülmüştür. İstenen özelliklerde 

kıkırdak doku in vitro koşullarda 10
8
 hücre/ml olarak tohumlanan 10 mm kalınlıktaki 

matriks membranlardan elde edilmiştir. Daha beyaz renkte ve daha büyük kıkırdak 

benzeri dokunun in vivo nakilden sonra elde edildiği ve kan damarlarının oluşmadığı 

bildirilmiştir (Gong vd. 2011).  

 

Xue vd. (2012) yukarıda anlatılan yöntemi kondrositler yerine kemik iliği mezenkimal 

kök hücreleri kullanarak uygulamışlardır. Hücresiz kıkırdak ekstraselüler matriksinin 

indükleyici özelliği kök hücreler üzerinde test edilmiştir. Kemik iliği mezenkimal kök 

hücreleri yenidoğan domuzdan izole edilerek in vitro kültürde çoğaltılmış, hücresiz 

kıkırdak matriks membranlar üzerine ekilmiş, hücreli membranlar kat kat yerleştirilerek 

sandeviç model yapılar elde edilmiştir. Kontrol olarak üzerine kemik iliği mezenkimal 

kök hücreler ekilmiş poliglikolik asit/polilaktik asit kopolimerinden üretilen iskeleler 

kullanılmıştır. 10 ng/ml TGFβ-1, 50 ng/ml IGF-1 ve 40 ng/ml deksametazon içeren ve 

içermeyen iki farklı kondrojenik vasat içinde 4 hafta in vitro hücre kültürü sonrası 

oluşan yapılar bağışıklık sistemi kapatılmış farelerin deri altına nakledilmiş, 4 hafta in 

vivo ortamda kalmaları sağlanmıştır. Kıkırdak benzeri yapılar 4 haftalık in vitro kültür 

sonrası elde edilmiştir. Ancak tipik laküna görüntüsünde kıkırdak oluşumu büyüme 

faktörlerini içeren vasat ortamında gözlenmiştir. RT-PCR (Real-time polymerase chain 

reaction, gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu) sonuçları agrekan, tip II kollajen 

ve Sox9 genlerinin kontrol örnekleri hariç bütün örneklerde ifade edildiğini 

göstermiştir. 

 

Kondrojenik olarak indüklenen ve indüklenmeyen kemik iliği mezenkimal kök hücreli 

örneklerde fareye nakilden 4 hafta sonra kıkırdak oluşumu safranin O, toluidin mavisi 

ve anti-tip II kollajen antikoru boyamalarıyla gösterilmiştir. Yapılan ELISA testi 

(enzyme-linked immunosorbent assay, enzimle bağlanmış immünosorbent testi) hücresiz 

kıkırdak membranların yapısında TGFβ-1, IGF-1 ve BMP-2’nin bulunduğunu 

göstermiştir. Bu sonuçlar hücresiz kıkırdak membranların kemik iliği mezenkimal kök 
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hücrelerini kondrojenik yönde indükleyici özellikte olduğunu göstermiştir (Xue vd. 

2012). 

 

Kheir vd. (2011) domuz osteokondral dokularını hücresizleştirerek elde edilen 

malzemenin kıkırdak doku oluşturma potansiyelini araştırmışlardır Hücresizleştirme 

işlemi dondurma-çözme döngüleri, hipotonik tris tamponu içinde döngüsel 

inkübasyonlar ve hipotonik tris tamponunda hazırlanan SDS ve proteaz inhibitörleri ile 

inkübe etme basamaklarından oluşmaktadır. Elde edilen ürünlerden nükleik asit 

kalıntılarını uzaklaştırmak için RNaz ve DNaz enzimleri kullanılmış, % 0,1 (v/v) 

perasetik asit ile dezenfekte etmişlerdir. Histolojik analizler hücrelerin arındırıldığını 

doğrulamıştır. DNA analizi genomik DNA’nın tamamına yakınının uzaklaştırıldığını 

göstemiştir. Hücresizleştime işlemi kıkırdak dokunun kollajen içeriğini en az şekilde 

etkilemiştir. Ancak, glikozaminoglikan miktarında belirgin azalma gözlenmiştir. Majör 

zenojenik epitop olan ve immün yanıt oluşturabilecek galaktoz-α-1,3-galaktozun ifade 

edildiğini gösteren kanıt bulunamamıştır. Hücresizleştirilmiş dokunun biyomekanik 

girim testleri yapıldığında normal kıkırdağa göre önemli ölçüde azalma gözlenmiştir. 

Bu durum glikozaminoglikan içeriğindeki değişimle ilişkilendirilmiştir. Hücresiz 

dokuların biyouyumluluğu, kontak sitotoksisite analizi ve galaktosiltransferaz geni 

kapatılmış fare modeline uygulamayla test edilmiştir. Hücresizleştirilen osteokondral 

matriks in vitro ve in vivo testlerde iyi sonuçlar vermiştir. Bu çalışma zenojenik 

osteokondral dokudaki bütün hücrelerin ve a-gal epitopun tamamen uzaklaştırıldığı ilk 

çalışmadır (Kheir vd. 2011).  

 

Yang vd. (2011) doğal osteokondral dokuyu taklit etmek amacıyla, hücresizleştirilmiş 

kıkırdak matriksi ile hücresizleştirilmiş kemik matriksinin bütünleştirilmesi esasına 

dayanan iki fazlı iskeleler oluşturmuşlardır. İskelelere kondrojenik yönde farklılaştırılan 

kemik iliği mezenkimal kök hücreleri ekilip, yapılar yük taşıyan eklem bölgesinde 

osteokondral hasar (4,2 mm çap x 6 mm derinlikte) oluşturulan köpeğe nakledilmiştir. 

Kontrol grubu olarak hücre ekilmeyen iskeleler hayvanlara nakledilmiştir. Bu amaçla 

erişkin köpeklerin uyluk kemiği çıkarılmış, yuvarlak eklem çıkıntıları testere ile 

ayrılarak süngerimsi kemik kolonları elde edilmiş, kemik iliği steril distile su ile 

temizlenmiş, sonrasında sırasıyla 24 saat NaN3 ile inkübasyon, 1:1 oranında 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20JX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20JX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608213
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karıştırılmış kloroform-metanol içinde 4 saat inkübasyon, % 3’lük Triton X-100 içinde 

inkübasyon, % 3’lük sodyum deoksişelat içinde hafif çalkalayarak 24 saat inkübasyon 

ve son olarak PBS ile yıkama basamakları uygulanarak hücresizleştirme işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Kıkırdak parçaları proteaz aktivitesini durdurmak için % 3,5 (w/v) 

fenilmetil sulfonilflorür ve % 0,1 (w/v) EDTA içeren fosfat tamponuna konarak 

süspansiyon haline getirilmiştir. Hazırlanan süpansiyon 2000 devir/dakikada 5 dakika 

santrifüj edilmiş, supernatan atılmış, yeniden 5 dakika 7000 devir/dakikada santrifüj 

edilmiştir. Toz haline getirilip kademeli olarak santrifüj edilerek elde edilen kıkırdak 

mikrofilamentleri sırasıyla 4°C’de % 1 TritonX-100 içeren hipotonik Tris-HCl içinde 

12 saat inkübasyon, 50 U/mL deoksiribonukleaz I and 1 U/mL ribonükleaz A içeren 10 

mM Tris-HCl içinde 12 saat 37°C de inkübasyon basamaklarının uygulanmasının 

ardından steril PBS ile bolca yıkanmış ve % 3 (w/v) oranında süspansiyon 

hazırlanmıştır. İki fazlı iskeleler oluşturmak için silindirik silikon kalıplar içindeki 

kıkırdak mikrofilament süspansiyonuna süngerimsi kemik kolonları derinlemesine 

daldırılmış, kalıplar 1 dakika oda sıcaklığında bekletilmiş ve -20
o
C’de 1 saat ve -

80
o
C’de 1 saat süre ile dondurulup, sonrasında 48 saat kurutulmuştur. Bütün iskeleler 

dehidrotermal uygulama ile çapraz bağlanmıştır. Çapraz bağlama için iskeleler 4°C’de 

karbodiimit solüsyonu (14 mM EDC ve 5,5 mM NHS) içinde 2 saat bekletilmiştir. 

Çapraz bağlayıcılar PBS tamponuyla uzaklaştırılmıştır. İşlemler bittiğinde üstte 1,5 mm 

kalınlığında kıkırdak-benzeri katman ve altta 4,5 mm kalınlığında kemik-benzeri 

katman bulunduran iki fazlı iskeleler elde edilmiştir (Şekil 3.2). 

 

   
 

Şekil 3.2 İki fazlı hazırlanan osteokondral iskelelerin makroskopik, mikro-BT ve SEM 

görüntüleri (Yang vd. 2011) 

 

Kullanılmadan önce gama radyasyonu ile steril edilen iskelelerin karakterizasyonu 

taramalı elektron mikroskobu ve mikrobilgisayarlı tomogrofi (mikro-BT) ile yapılmıştır. 
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Elde edilen iskeleler üzerine kondrojenik yönde indüklenmiş kemik iliği mezenkimal 

hücreleri ekilmiştir. Kondrojenik vasat DMEM, 100 U/ml penisilin, 100 μg/ml 

streptomisin, % 20 fetal sığır serumu, 0,1 M askorbat-2-fosfat, 40 μg/ml L-

hidroksprolin, 10
-7

 M deksametazon, 10 ng/ml TGFβ-1, 25 ng/ml FGF and ITS+1 (10 

μg/ml insulin, 5,5 μg/ml transferin, 5 ng/ml selenyum, 0,5 mg/ml sığır serum albumini, 

4,7 μg/ml linoleik asit) ile hazırlanmıştır. 4,2 mm çapında, 6 mm kalınlığındaki iskeleler 

üzerine 1 milyon hücre tohumlanmış, 4 gün sonra aynı büyüklükte hasar oluşturulmuş 

köpek modellerine nakledilmiş ve 3-6 ay sonra nakledilen doku çıkarılarak histolojik, 

bilgisayarlı tomografi, biyomekanik ve biyokimyasal analizleri yapılmıştır (Şekil 3.3). 

Kontrol grubu olarak hücresiz iskelelerin nakledildiği örnekler kullanılmıştır.  

 

 
 

Şekil 3.3 Köpek modelinde oluşturulan ostekondral hasar ve iskelenin hasar bölgesine 

yerleştirilmesinden sonra çekilen mikro-BT görüntüleri (Yang vd. 2011) 

 

Elde edilen sonuçlar osteokondral hasarın hücre ekilen iskelenin nakledildiği grupta 

daha iyi tamir olduğunu göstermiştir. İstatistiksel analizler, makroskopik ve histolojik 

derecelendirme skorlarının hücre ekilen iskelenin nakledildiği grupta daha yüksek 

olduğunu, hatta nakilden 6 ay sonra bu skorların belirgin ölçüde arttığını göstermiştir. 

Oluşan yeni doku örneklerinde kıkırdak ve kemik yoğunluğu ile GAG içeriği açısından 

doğal dokulara yakın ölçeklerde sonuçlar elde edilmiştir. Mikro-CT analizi ile de olgun 

trabeküler kemik oluşumu 3 ve 6 aylık örneklerde gözlenmiştir (Yang vd. 2011).  

 

Technau vd. (2011) yaptıkları çalışmada adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin 

kondrojenik yöne farklılaştıktan sonra bağışıklık sağlayıcı (immünojenik) ve bağışıklık 

sistemini baskılayıcı (immünsupresif) özelliklerinin sürekliliği araştırılmıştır. 
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Kondrojenik farklılaşma sonrası hücre yüzeylerinde insan lökosit antijen (human 

leukocyte antigen, HLA-DR) gibi immunojenik belirteçlerin ekspresyonuna bakılmıştır. 

Bunun için 10 farklı hastadan izole edilen adipoz kaynaklı kök hücrelerle 10 ng/mL 

TGFβ-3 içeren kondrojenik vasat içinde pellet kültür yapılmıştır. Örnekler 28 gün sonra 

toplanarak immünhistokimya ve RT-PCR ile analiz edilmişlerdir. Örneklerin 

supernatantındaki sitokin seviyesi ELISA ile belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar doku 

mühendisliği ile elde edilen kıkırdak dokunun in vitro TGFβ-3 indüklemesine bağlı 

olarak hem immünojenik hem immünbaskılayıcı özelliklere sahip olduğunu göstermiştir 

(Technau vd. 2011).  

 

Adipoz dokunun cerrahi olarak risksiz şekilde çok miktarda elde edilebilir olması, son 

yıllarda doku mühendisliği iskeleleri için ideal kaynak olmasını sağlamıştır. Fakat 

hücresizleştirme işlemlerine yönelik henüz az sayıda yayın ve patent bulunmaktadır. 

Adipoz doku ECM’sinden biyolojik iskele oluşturmak için farklı hücresizleştirme 

işlemleri geliştirilmiştir. Choi vd. (2009) yaptıkları çalışmada adipoz dokudan ECM 

tozu elde etmiş ve bu malzemenin in vivo kök hücre taşınması ve adipoz doku 

mühendisliği açısından potansiyelini araştırmışlardır. Bu amaçla, 20-40 yaş arasındaki 

sağlıklı gönüllülerden liposuction ile toplanan ~20 ml adipoz doku kan bileşenlerinden 

ayırmak için distile su ile iyice yıkanmıştır. Yıkanan doku üzerine 10 ml distile su 

eklenerek 12000 devir/dakikada 5 dakika homojenize edilmiştir. Parçalanmış doku 

süspansiyonu 3000 devir/dakikada 5 dakika santrifüj edilerek yağ bileşenleri içeren 

süpernatan atılmıştır. Bu işlem birkaç kez tekrarlanmıştır. Sonuçta elde edilen jel 

kıvamındaki doku süspansiyonu -70°C’de dondurularak kurutulmuş ve bir öğütücü ile 

toz haline getirilmiştir. 1,0×10
5
 hücre içeren süspansiyon içine toz halindeki ECM 

eklenerek döner flask içinde kültür yapılmıştır. Daha sonra ECM ve hücre içeren bu 

süspansiyon bağışıklık sistemi kapatılmış farenin deri altına enjenkte edilmiştir (Şekil 

3.4).  
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Şekil 3.4 Toz haline getirilmiş adipoz doku ECM’sinin hücre tohumlandıktan ve enjekte 

edildikten 8 hafta sonraki görüntüleri (Choi vd. 2009) 

 

Enjeksiyondan 8 hafta sonra toplanan örneklerde histolojik ve RT-PCR analizleri 

yapılmıştır. In vivo sonuçları ECM iskelelerin adipogenezi desteklediğini göstermiştir. 

Enjekte edilen hücre-matriks süspansiyonunun immün yanıt oluşturmadığı, greft 

hacminin kültür süresince arttığı, pek çok damarın oluştuğu, yeni adipoz dokunun 

geliştiği gözlenmiştir. Adipoz mezenkimal kök hücrelerin enjeksiyon bölgesinde 

adipositlere farklılaştığı ve içlerinde küçük yağ damlacıklarının biriktiği görülmüştür. 

Adipogeneze özgü PPARγ, aP2, leptin ve adiponektin genlerinin ifade edildiği tespit 

edilmiştir (Choi vd. 2009).  

 

Brown vd. (2011) yaptıkları çalışmada ise domuz adipoz dokusuna 3 farklı 

hücresizleştirme işlemi uygulanmış ve son ürün ECM kalitesine göre bu yöntemler 

kıyaslanmıştır (Şekil 3.5). Birinci işlemde (Metot A) doku deiyonize su içinde 

yıkanmış, elle yoğrularak hücrelerin patlaması sağlanmıştır. Doku % 0,02 tripsin ile % 

0,05 EDTA içeren solüsyonda 37
o
C sıcaklıkta 1 saat bekletilmiştir. Elde edilen doku 

tekrar deiyonize suyla yıkanmış ve tekrar elle yoğrulmuştur. Daha sonra doku % 3’lük 

Triton X-100 içeren çözeltiye aktarılıp aksiyal karıştırıcıda oda sıcaklığında 1 saat 

tutulmuştur. Doku tekrar deiyonize su ile yıkandıktan sonra, % 4’lük deoksikolik asit 

çözeltisi içine konarak aksiyal karıştırıcıda oda sıcaklığında 1 saat bekletilmiştir. Doku 

3 kez su ile yıkanmış ve 4
o
C’de bir gece bekletilmiştir. Daha sonra % 4’lük etanol ve % 

0,1 perasetik asit içeren çözeltiye konmuş ve aksiyal karıştırıcıda oda sıcaklığında 2 saat 

bekletilmiştir. Bu işlemi takiben oda sıcaklığında 2 kez fosfat tamponu ve 2 kez su ile 

15’er dakikalık yıkamalardan sonra son ürün materyal % 100 n-propanol içinde 1 saat 
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bekletilmiştir. Yeniden 1 saat su ile yıkanarak n-propanol uzaklaştırılmış ve dondurarak 

kurutma yapılmıştır. 

 

İkinci işlemde (Metot B) doku parçaları 1 saat 37
o
C sıcaklıkta karıştırıcı üzerinde 

kollajenazla sindirme (3mg/g başlangıç doku ağırlığı) işlemine tâbi tutulmuştur. Geride 

kalan doku % 0,02 tripsin ile % 0,05 EDTA ve 10 U/ml DNaz içeren enzim çözeltisinde 

1 saat bekletilmiş, bunu takiben 10 U/ml lipaz çözeltisinde 1 saat bekletilmiştir. Geride 

kalan materyal PBS ve su ile üçer kez 15’er dakika yıkanmış ve dondurarak 

kurutulmuştur. 

 

Üçüncü işlemde (Metot C) doku parçaları 1 saat 37
o
C sıcaklıkta karıştırıcı üzerinde 

kollajenazla sindirme (3mg/g başlangıç doku ağırlığı) işlemine tâbi tutulmuştur. Geride 

kalan doku % 0,05 EDTA içeren suda 1 saat bekletilmiş ve % 0,1 nonil 

fenoksilpolietoksietanol (NP40) içinde 1 saat, % 4’lük sodyum deoksikolatta 1 saat, % 

1’lik sodyum dodesil sülfatta 1 saat, % 0,9’luk NaCl içinde Tris-HCl ve proteaz 

inhibitörü bulunan çözeltide 1 saat bekletilip karıştırılmıştır. Elde edilen malzeme PBS 

ve su ile 15’er dakika 3 kez yıkanmış ve dondurarak kurutulmuştur.  

 

 

 
 

Şekil 3.5 Üç farklı metotla hücresizleştirilen domuz adipoz doku ekstraselüler matriksinin 

makroskopik ve SEM fotoğrafları (Brown vd. 2011)  
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Uygulanan her metot ile belli ölçüde hücresizleştirilebilen, kollajen ağ içeren ve elastik 

yapıda malzemeler elde edilmiştir. Ancak ECM’den hücre ve yağ içeriğinin tamamen 

uzaklaştırılamadığı görülmüştür. Ayrıca yapılan testlerle DNA’nın yapılardan tamamen 

uzaklaştırılamadığı tespit edilmiştir (Brown vd. 2011).  

 

Bir başka çalışmada ise karın ve memeden toplanan insan adipoz dokusuna deterjan 

kullanılmadan, mekanik parçalama, polar çözücü ekstraksiyonu ve enzimatik sindirme 

basamaklarını içeren 5 günlük bir hücresizleştirme işlemi uygulanarak orijinal doku 

bütünlüğü korunan hücresiz ECM elde edilmiştir (Şekil 3.6).  

 

 
 

Şekil 3.6 İşlem görmemiş adipoz doku ile 5 günlük işlem sonrası elde edilen hücresiz adipoz 

doku matriksinin makroskopik ve SEM görüntüleri (Flynn vd. 2010) 

 

Histoloji, immünhistokimya ve SEM analizleri uygulanan protokolün etkili olduğunu, 

laminin ve kollajen tip IV dahil olmak üzere adipoz doku ECM içeriğinin ve 

mimarisinin korunduğunu göstermiştir. Adipoz mezenkimal kök hücrelerin ekildiği 

matriks serumsuz DMEM:Ham's F-12, 15 mM NaHCO3, 15mM HEPES, 33 mM 

biyotin, 17 mM pantotenat,10 mg/mL transferrin,100 nM kortizol, 66 nM insulin, 1 nM 

triiodotironin (T3), 100 U/mL penicillin ve 0,1 mg/mL streptomisin içerenn adipojenik 

vasatta kültür edilmiştir. İlk 72 saatlik indüksiyon için 0,25 mM isobutilmetilksantin 

(IBMX) ve 1 mg/mL troglitazon vasata eklenmiştir. Malzemenin adipogenez için bir 

mikroçevre yarattığı, LPL ve PPARγ genlerinin hücrelerde ifade edildiği, GAPDH 

enzim aktivesinin görüldüğü, hücrelerin içinde yağ damlacıklarının biriktiği tespit 

edilmiştir. Dokulardan bazıları obez bireylerden alındığı için protein verilerinde 

farklılıklar gözlenmiştir (Flynn vd. 2010). 
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4. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 

4.1 Materyal 

 

 

Çalışmada kök hücre ve ekstraselüler matriks kaynağı olarak Ankara Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Plastik ve Rekonstrüktif Cerrahi Anabilim Dalı’nda kadın ve erkek hastaların 

isteği ile yapılan ameliyatlarda karın, baldır ve memeden cerrahi işlemlerle 

uzaklaştırılan atık insan adipoz dokuları (A.Ü.T.F. Etik Kurulu’nun 26.05.2008/130-

3711 sayılı kararı ve 21.07.2008/76 sayılı ek yazısı ile) kullanıldı. 

 

İnsan adipoz kaynaklı kök hücrelerin izolasyonunda doku sindirimi için Kollajenaz Tip 

I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MN, ABD) kullanıldı. İzolasyon sonrası hücre sayımı 

hemositometre (Neubauer, Almanya) ile yapıldı. Hücre kültürü çalışmalarında, 

hücrelerin ekilip çoğaltıldığı steril doku kültür kapları (Corning, NY, ABD), çoğaltma 

vasatı (ÇV) için DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's F-12, 50:50, 

PAA Laboratories, Inc., Pasching, Avusturya) kullanıldı. Vasat ekleri olarak L-glutamin 

(Lonza, Basel, İsviçre), Pen-Strep (10.000 U/ml penisilin ve 50 μg/ml streptomisin) 

(Gibco-BRL, Grand Island, NY, ABD) ve fetal sığır serumu (FBS) (Hyclone, Logan, 

UT, ABD), hücrelerin pasajlanma işleminde ise tripsin/EDTA çözeltisi (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, ABD) kullanıldı. Çalışmaların tamamı laminer akışlı steril kabinde 

(Nuaire, Class II, Plymouth, Minnesota, ABD) yapıldı ve hücre kültürleri 37ºC, % 5 

CO2 ve % 95 nem ortamı sağlayan karbondioksitli inkübatörde (Heracell 240
®
, 

Waltham, Massachusetts, ABD) inkübe edildi. Hücrelerin morfolojileri faz-kontrast 

inversiyon mikroskobu (Nikon TS100, Tokyo, Japonya) ile görüntülendi. Hücrelerin 

dondurulması için dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich) kullanıldı. 

 

Adipoz kaynaklı kök hücrelerin CD yüzey işaretleyicileri FACSAria II (BD 

Biosciences, San Jose, CA, A.B.D.) cihazı ile akım sitometri yapılarak incelendi. Hücre 

yüzey CD antijenlerine özel floresein izotiyosiyanat (FITC) konjuge monoklonal 

antikorlar [CD29, CD45, CD34, CD3, CD31 (BD Biosciences, ABD) ve HLA-DR 

(Chemicon, ABD)] ve fikoeritrin (PE) konjuge monoklonal antikorlar [CD44, CD90, 

CD73, CD146, CD105, CD133, CD166 ve HLA-ABC (BD Biosciences, ABD)] ile 
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uygun izotip kontrolleri kullanıldı. Hücrelerin koloni oluşturma eğilimlerini 

gözlemlemek üzere sürdürülen kültürler kristal viyole (Sigma-Aldrich) ile boyandı. 

 

Adipoz kaynaklı kök hücrelerin yönlendirilmiş farklılaşma deneyleri yapıldı. 

Adipojenik yönlendirme için düşük glukoz içerikli DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, PAA Labs.), FBS (Hyclone), penisilin-streptomisin (Gibco-BRL), askorbat-2-

fosfat (Sigma-Aldrich), deksametazon (Sigma-Aldrich), izobütilmetilksantin (IBMX) 

(Sigma-Aldrich), ITS+ (İnsülin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) (Gibco-BRL) 

kullanıldı.  

 

Osteojenik yönlendirme için yüksek glukoz içerikli DMEM (PAA Labs.), FBS 

(Hyclone), askorbat-2-fosfat (Sigma-Aldrich) β-gliserofosfat (Sigma-Aldrich), 

deksametazon (Sigma-Aldrich) ve penisilin-streptomisin (Gibco-BRL) kullanıldı. 

 

Kondrojenik yönlendirme için yüksek glukoz içerikli DMEM (PAA Labs.), FBS 

(Hyclone), penisilin-streptomisin (Gibco-BRL), askorbat-2-fosfat (Sigma-Aldrich), 

deksametazon (Sigma-Aldrich), ITS+ (İnsülin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) 

(Gibco-BRL), esansiyel olmayan aminoasitler (Sigma-Aldrich), TGFβ-3 ve BMP-6 

(Peprotech, Inc., Recky Hill, NJ, ABD) kullanıldı. 

 

Hazırlanan ekstraselüler matriks iskelelerin mekanik özelliklerini artırmak amacı ile 

çapraz bağlayıcılar N-hidroksi süksinimit (NHS) ve N-etil-N′-(3-dimetilaminopropil) 

karbodiimit hidroklorür (EDC) (Sigma-Aldrich) kullanıldı. İskeleler liyofilizatör 

(Christ, ALPHA 1- 4 LD plus, Osterode am Harz, Almanya) ile kurutularak elde edildi. 

İskelelerin hücreli ve hücresiz 3 boyutlu yapılarının görüntülenmesi JEOL marka 

taramalı elektron mikroskobu (JSM 5600, Tokyo, Japonya) ile yapıldı. In vitro hücre 

kültürü çalışmaları öncesinde iskeleler UV lambalı (254 nm) laminer akış kabininde 

(Nuaire, Class II, Plymouth, Minnesota, ABD) 1-2 saat süre ile steril edildi.  
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İskeleler üzerine tohumlanmış hücrelerin belirli zaman noktalarındaki mitokondriyal 

dehidrogenaz aktivitelerinin belirlenmesinde MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il-2,5-difenil 

tetrazolyum bromür) kiti (Sigma-Aldrich) kullanıldı ve ölçümler UVmini-1240 model 

spektrofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazı kullanılarak yapıldı. Örnekler 

belirli zaman noktalarında immünhistokimya çalışmaları için tespit edildi. Hücre ekili 

iskeleler tespit edildikten sonra dondurma çözeltisinde (Tissue Freezing Medium, 

Tissue-Tek, Sakura, Hollanda) donduruldu ve 5-8 µm kalındığında kesitler 

kriyomikrotom cihazı (Leica Microsystems CM1900, Nussloch, Almanya) ile alındı. 

Histolojik çalışmalar için hematoksilin-eosin (H&E), alsiyan mavisi ve alizarin 

kırmızısı (Sigma-Aldrich) boyaları kullanıldı. İmmünhistokimyasal çalışmalar için 

kesitler poliklonal-antikor-kollajen-tip-II (Santa Cruz, ABD) ve monoklonal antikor-

agrekan (Abcam, ABD) birincil antikorlar ile boyandı.  

 

4.2 Yöntem 

 

 

4.2.1 İnsan adipoz dokularından kök hücre izolasyonu  

 

 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu izni ve A.Ü. Tıp Fakültesi Plastik ve 

Rekonstrüktif Cerrahi Anabilim Dalı Başkanlığı’nın 18.12.2008 tarihli yazısı ile 

çalışmada kullanılmak üzere cerrahi işlemlerle uzaklaştırılan atık insan adipoz 

dokularının alımı başladı. Farklı zamanlarda, sağlıklı donörlere (n=6, yaş=37±7) genel 

anestezi altında yapılan karın gerdirme, meme küçültme, yağ çekme (liposuction) 

ameliyatlarından elde edilen atık beyaz yağ dokuları en kısa sürede (genellikle 60-90 

dakika içinde) laboratuara, %2 oranında Pen/Strep katkılı steril PBS (% 0,85 NaCl 

içeren 0,1 M fosfat tamponu; pH 7.4) içinde transfer edildi. Donörlerin hiçbiri vücut 

kütle indekslerine göre obez olarak değerlendirilmedi. Boy ve ağırlık bilgilerine göre 

ortalama vücut kütle indeksi (body mass index, BMI) 25,92 olarak belirlendi. 

 

İzolasyon işlemlerinin tamamı Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü Doku 

Mühendisliği ve Biyomalzemeler Laboratuarı’nda steril şartlar altında gerçekleştirildi. 

İzolasyon işlem basamakları şekil 4.1’de özetlenmiştir. Adipoz doku, içerdiği kan 

damarlarından ve fibröz doku parçalarından steril ameliyat araç-gereçleri yardımıyla 
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ayıklanıp, kan hücrelerini uzaklaştırmak üzere steril PBS ile defalarca yıkandı. Bunun 

ardından doku, uzun uçlu steril bir cerrahi doku makasıyla olabildiğince ufak parçalara 

kıyılarak mekanik olarak parçalandı. Liposuction yöntemiyle toplanan dokularda bu 

aşamada herhangi bir işlem yapılmadı. Liposuction işlemi öncesi hastanın deri altına 

damar sıkılaştırıcı maddeler içeren Ringer çözeltisi verilir. Cerrahi aspiratör ile vücut 

dışına çekilen doku parçaları, bu çözelti içinde vücuttan vakumla alındığından, bu 

solüsyonu ve kan hücrelerini uzaklaştırmak için steril PBS ile defalarca yıkandı. Doku, 

yağ çekme işlemi gereği vücut dışına oldukça ufak parçalar halinde atıldığı için 

mekanik olarak parçalanması gerekmedi. Katı doku olarak laboratuvara gelen ve 

yıkanıp mekanik olarak parçalanan adipoz doku homojenatı steril serolojik pipet ile 

PBS ile hazırlanmış % 0,1 Kollajenaz Tip I çözeltisi konmuş 50 ml’lik santrifüj tüpüne 

aktarıldı. Bu süspansiyon daha da homojen hale gelene kadar pipet pompasıyla ileri geri 

çekip bırakılarak pipetlendi ve ardından sıkıca kapatılan kapak, parafilm ile izole 

edildikten sonra, aksiyal karıştırıcının plakası üzerine sabitlenip, bu şekilde 

karbondioksit inkübatörüne alındı ve 1 saat süreyle 37°C sıcaklıkta yavaşça 

çalkalanarak enzimatik olarak sindirildi. Bu sırada DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium: Nutrient Mixture F12, 50:50 içine % 10 fetal sığır serumu ve % 1 

Pen/Strep eklenerek çoğaltma vasatı (ÇV) hazırlandı. Sindirim işlemini sonlandırmak 

amacıyla kollajenaz içeren süspansiyon aynı hacimde ÇV ilavesi ile etkisizleştirildi, 

elde edilen karışım 7 dakika süreyle 25
o
C sıcaklıkta 1500 devir/dakikada santrifüj 

(Beckman Coulter SX4750, CA, ABD) edildi. Bu işlemin sonunda tüpler içinde üç 

tabaka gözlendi, en üstte yağ, ortada sindirilmemiş adipoz doku ekstraselüler matriksi, 

en altta ise dokunun stromal vasküler fraksiyonundaki hücreler pellet olarak toplandı. 

Üstteki yağ tabakası steril pipetle atıldı. Sindirilmemiş adipoz doku ekstraselüler 

matriksi hücresizleştirme işlemleri (Bölüm 4.2.3) ve iskele üretimi için başka tüpe 

alındı. Tüp içinde geride kalan süpernatan steril pipetle atıldı ve dipteki hücre pelleti ÇV 

içinde yeniden süspanse edildi, pipet yardımıyla tek hücre süspansiyonu oluşturuldu ve 

sindirilmeyen doku parçaları 100 μm’lik steril bir filtre yardımıyla ayrıldı.  
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Şekil 4.1 İnsan adipoz dokusundan kök hücre izolasyonu işleminin aşamaları 

 

a ve b. Ameliyathaneden gelen adipoz doku; dokudan kan damarları ve fibröz doku parçalarının 

ayrılması, c. Yıkama işlemi sonrasında dokunun mekanik olarak parçalanması, d. % 0,1’lik tip I 

kollajenaz çözeltisinde enzimatik sindirim, e. Yıkama ve santrifüjleme sonrasında elde edilen yağ, 

sindirilmemiş ekstraselüler matriks ve hücre pelleti, f. 100 μm’lik filtreden süzme ve eritrosit liziz 

tamponunda inkübasyon, g. Yıkama işlemlerinden sonra hücrelerin t-75 kültür kaplarına ekilmesi 
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Bu süspansiyona en çok karışan hücreler eritrositler olup bu aşamada toplam hücre 

sayısının % 90’ından fazlasını oluşturmaktadırlar. Eritrositlerin fazlalığı hücre 

yapışmasını ve çoğalmasını belirgin şekilde azalttığından stromal vasküler hücre 

süspansiyonu eritrosit liziz tamponu (steril distile su içinde 155 mM amonyum klorür 

(NH4Cl), 10 mM potasyum karbonat (K2CO3), ve 0,1 mM EDTA, pH 7,4) içinde oda 

sıcaklığında 10 dakika bekletildi. Bu koşullarda eritrositlerin % 95’inden fazlası 

çekirdekli hücrelere zarar vermeden parçalandı. Çekirdekli hücrelerin bu işlem sırasında 

parçalanmadığı tripan mavisi boyaması yöntemiyle belirlendi.  

 

Eritrosit liziz tamponunda yıkama işleminin, stromal vasküler süspansiyondaki 

çekirdekli hücrelerin yüzeye yapışma, gelişme veya farklılaşma özelliklerini olumsuz 

yönde etkilemediği bilinmektedir (Zuk vd. 2001). Hücre pelleti 1500 devir/dakikada 5 

dakika santrifüjlenip ÇV’da süspanse edildikten sonra, 5,0 x 10
5
 hücre/ml 

yoğunluğunda 75 cm²’lik (T-75) kapaklı yatık kültür kaplarına hücre ekimi yapıldı (0. 

Pasaj). Kaplara ekilen hücreler % 5 CO2, % 95 hava ve % 90 nem içeren 37°C sıcaklığa 

ayarlı inkübatöre yerleştirildi. 

 

4.2.2 İnsan adipoz kaynaklı kök hücrelerin özelliklerinin incelenmesi  

 

 

4.2.2.1 İnsan adipoz kaynaklı kök hücrelerin kültürü 

 

 

İzolasyon işleminden 24 saat sonra, yüzeye tutunmayan hücreler steril PBS yıkamaları 

ile uzaklaştırılıp, tutunan hücreler için ÇV yenilendi. Vasat değişimi her 3-4 günde bir 

tekrarlandı. Hücre morfolojisi, faz-kontrast inversiyon mikroskobunda günlük olarak 

takip edildi ve fotoğraflandı. Yaklaşık 15 gün süren kültürün sonunda ~% 80 bolluğa 

ulaşan hücreler tripsinleme işlemine alındı. Bu işlem için önce T-75 kaplarındaki vasat 

steril aspiratör yardımıyla uzaklaştırılıp, hücreler 5 ml serumsuz vasatla üç kez 

yıkandıktan sonra % 0,05 Tripsin/0,53 mM EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) içeren 

5 ml çözeltiyle yaklaşık 5-6 dakika inkübe edildi. İnversiyon mikroskobu altında 

hücrelerin yuvarlaklaşmaya başladıkları gözlendikten sonra kültür kabının tabanına 

avuç içi ile vurularak tabandan hücrelerin ayrılmalarına yardımcı olundu; ardından 10 

ml vasat ile yıkanarak süspansiyon haline getirildi. Serumlu vasatla yapılan yıkamalar 
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sonunda tripsinin etkisi ortamdan uzaklaştırıldı; hücre süspansiyonu 15 ml’lik santrifüj 

tüplerine aktarıldı ve 1500 devir/dakikada 25°C sıcaklıkta 7 dakika boyunca santrifüj 

edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler serumlu ÇV’ında yeniden dağıtıldı. Hücre 

sayımı için Neubauer hemositometresi kullanıldı. Hücreler ÇV içinde süspanse 

edildikten sonra 100 μl hücre süspansiyonu mikropipetle çekilip 10 μl % 0,1 tripan 

mavisi ile karıştırıldı ve hemositometrenin çizgilerle belirlenmiş okuma bölgelerinden 

her birine birer damla damlatılarak üzerlerine lamel kondu. Mikroskopta ölü hücreler, 

mavi boyayı bünyelerine almaları ile ayırt edilirler ve böylece canlı hücre düzeyi 

belirlenir. Hemositometrenin okuma bölgelerinin her biri 25 büyük kareden oluşur, 

bunlar da her biri 16 küçük kareciğe ayrılmıştır. Her bir küçük kareciğin altında toplam 

0,00025 mm
3
’lük vasat hacmi kalmaktadır (her bir büyük karenin altında 0,004 mm

3
 ve 

toplam alanda da 0,1 mm
3
 vasat bulunur). Buradan, ml başına düşen hücre sayısı 

hesaplanıp toplam canlı hücre sayısına geçildi. Sayımı yapılan hücreler, 5,0 x 10
5
 

hücre/ml yoğunluğunda, 1:4 seyreltme oranında yeni T-75 kültür kaplarına aktarıldı ve 

% 5 CO2 içeren 37°C sıcaklığa ayarlı karbondioksitli inkübatöre kaldırıldı. Böylece 

hücreler pasajlanmış oldu ve pasaj-1 (P-1) hücreleri olarak isimlendirildi. İleri pasaj 

hücreleri aynı işlemler tekrarlanarak elde edildi. Her pasajlama işlemi öncesi hücrelerin 

bir kısmı donduruldu. Böylece her pasaj numarasından hücre bulunduran hücre stoğu 

oluşturulmuş oldu. 

 

4.2.2.2 İmmünfenotip karakterizasyon metodolojisi (Akım sitometri)  

 

 

Kültürde % 80 bolluğa ulaşan stromal vasküler hücre popülasyonunu karakterize etmek 

amacıyla, ilgili ekstraselüler matriks bileşenleri, büyüme faktörleri ve hücre-hücre 

etkileşimlerinde rol alan yüzey CD işaretleyicileri akım sitometri yöntemiyle incelendi. 

Floresan-aktifleşmiş hücre ayırma (fluorescence activated cell sorting; FACS) analizi 

adipoz kaynaklı kök hücrelerin (AMKH) yüzeylerini tanımlamak için uygun bir yöntem 

olarak kabul edilmektedir. Bu işlemler, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk 

Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı, Hematoloji Bölümü Kemik İliği Nakli Ünitesi 

Akım Sitometrisi Laboratuarı’nda, FACSAria II cihazı ile gerçekleştirildi. Seçilen CD 

antijen paneli, mezenkimal kök hücreler için bilinen panel olup, CD29, CD90, CD73, 

CD34, HLA-ABC, HLA-DR, CD166, CD105, CD133, CD3, CD31, CD146, CD45 ve 
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CD44’den oluşmaktadır. Bu antijenlerin hiçbiri “tek başlarına” mezenkimal kök 

hücreleri veya diğer kök hücreleri tanımlamak için yeterli kabul edilemediğinden, MKH 

için geliştirilmiş olan bu CD antijen paneli izole edilip kültürde çoğaltılan hücreler için 

kullanıldı. Uygulanan akım sitometri protokolü aşağıda verilmiştir:  

 

1. Hücreler, % 0,05 tripsin ve 25 mM EDTA içeren steril PBS ile muamele edilip, 

yüzeyden kalkmaları için karbondioksitli inkübatörde 10 dakika süreyle inkübe edildi. 

Tripsin aktivitesi FBS ile durdurularak hücre süspansiyonu 1500 devir/dakikada 5 

dakika süreyle oda sıcaklığında santrifüj edildi.  

2. Süpernatan atılarak hemositometre ile hücre sayımı yapıldı ve 5,0 x 10
5
 hücre/ml 

olacak şekilde % 2 insan serumu içeren PBS ile seyreltildi.  

3. Boyalı antikorlar ve hücrelerin inkübe edileceği tüpler hazırlandı. Seyreltilen hücre 

süspansiyonundan tüplerin her birine 100’er μl eklendi. Böylece yaklaşık 200.000 

hücre, 10-20 μl kadar boyalı antikor ile oda sıcaklığında 20 dakika süreyle inkübe 

edilerek boyandı. Her bir antikor için aynı işlem tekrarlandı. Çalışmada floresan 

izotiyosiyanat (FITC) konjüge edilmiş CD29, CD45, CD34, CD3, CD31 ve HLA-DR 

monoklonal antikorları ile fikoeritrin (PE) konjüge edilmiş CD44, CD90, CD73, 

CD146, CD105, CD133, CD166 ve HLA-ABC monoklonal antikorları kullanıldı. 

Negatif kontrol olarak boyanmamış hücre süspansiyonu kullanıldı.  

4. Boyamadan sonra hücreler sığır serum albümini (bovine serum albümin, BSA) ve 

fetal sığır serumu içeren FACS Aria II cihazının yıkama çözeltisi ile 2 defa yıkanıp, 

1500 devir/dakikada oda sıcaklığında 5 dakika süreyle santrifüj edildi ve süpernatan 

atıldı.  

5. Floresanlı antikorlarla işaretlenen hücreler her bir tüpe 200 μl olacak şekilde % 1 

formaldehit, % 0,1 sodyum azid ve % 0,5 BSA içeren akım tamponunda (flow buffer) 

süspanse edilerek sabitlendi.  

6. Süspanse edilen hücreler akım sitometri cihazında her sayımda 10.000 işlem (event) 

olacak şekilde Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, ABD) analiz programı 

kullanılarak tarandı.  
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4.2.2.3 Yönlendirilmiş farklılaştırma deneyleri 

 

 

Farklı donörlerden toplanan adipoz dokularından izole edilen hücrelerin plastisite 

özellikleri adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklılaştırma deneyleriyle incelendi. 

Bu amaçla iki-boyutlu standart kültürlerde adipojenik ve osteojenik yöne farklılaştırma 

deneyleri, standart pellet kültürde kondrojenik yöne farklılaştırma deneyleri yapıldı. 

 

Adipoz dokudan izole edilen hücreler 12-kuyucuklu kültür kaplarında bolluk noktasına 

kadar ÇV içinde kültür edildi. Adipojenik yönlendirme için, ÇV adipojenik indüksiyon 

vasatı ile değiştirildi. Adipojenik indüksiyon vasatı düşük glukoz içerikli DMEM, % 10 

FBS, % 1 Pen/Strep, 1 μM deksametazon, 0,5 mM izobütilmetilksantin (IBMX), ITS+ 

(İnsülin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) [6,25 μg/mL insulin, 6,25 μg/mL 

transferin, 6,25 ng/mL selenöz asit, 1,25 mg/mL sığır serum albumini, 5,35 mg/mL 

linoleik asit] ile hazırlandı. 7 gün sonra ise indüksiyon vasatından farklı olarak IBMX 

içermeyen adiposit koruma vasatına geçildi. Hücreler 14 gün bu kültürde tutulduktan 

sonra, PBS ile 3 kez yıkanıp, % 10’luk formalinde 1 saat 4ºC’de tespit edildi. 

Çekirdeklerin etrafında biriken yağ damlacıkları invert mikroskopta gözlemlenip 

fotoğraflandı. 

 

Osteojenik yönlendirme için kullanılan osteojenik vasatın bileşimi ise, yüksek glukoz 

içerikli DMEM, % 10 FBS, 10 mM β-gliserofosfat, 0,2 mM askorbat-2-fosfat, 10 nM 

deksametazon, % 1 Pen/Strep şeklinde idi. Osteojenik farklılaşma sonrası oluşan 

mineral odaklar alizarin kırmızısı boyamasıyla tespit edildi.  

 

Kültürde % 80 bolluğa ulaşan stromal vasküler popülasyondan 2,5 x 10
5 

hücre/ml içeren 

alikotlar 15 ml steril polipropilen tüplere pipetlendi. Hücreler 500 xg de 5 dakika 

santrifüj edildi ve ÇV uzaklaştırıldı. Peletlerin üzerine 500 µl kondrojenik vasat eklendi. 

Hücreler tekrar 500 xg de 5 dakika pelet oluşması için santrifüjlendi. Pelet kültürlerde 

kondrojenik yönlendirme için kullanılan vasatın bileşimi yüksek glukoz içerikli 

DMEM, % 10 FBS, % 1 Pen/Strep, 100nM deksametazon, % 1 ITS+ (İnsülin-

Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) [6,25 μg/mL insulin, 6,25 μg/mL transferin, 
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6,25 ng/mL selenöz asit, 1,25 mg/mL sığır serum albumini, 5,35 mg/mL linoleik asit], 2 

mM L-Glutamin, 10 ng/ml TGFβ-1, % 1 esansiyel olmayan aminoasitler, 0,15 mM 

askorbat-2-fosfat şeklinde idi. Vidalı kapakları gevşek kapatılan polipropilen tüplerdeki 

peletler % 5 CO2, % 95 hava ve % 90 nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatörde 28 

gün kültür edildi, vasatın tamamı haftada iki kez peleti yerinden oynatmadan 

değiştirildi. Kondrojenik indüksiyonun 28. gününde pelet alındı, PBS içinde % 10 

formalin ile histolojik boyama için tespit edildi. Her peletten alınan yaklaşık 7 µm 

kalınlığındaki kesitler alsiyan mavisi ile boyandı.  

 

Osteojenik farklılaştırma sonrası alizarin kırmızısı (AR-S) boyaması 

AR-S boyaması için, osteojenik indüksiyon uygulanan kültür kabı içindeki adipoz 

dokudan izole edilen hücrelerin üzerine 40 mM’lık alizarin kırmızısı çözeltisi (pH 4,2) 

eklendi ve 10 dakika süre ile aksiyel karıştırıcı üzerinde tutuldu. Boyanın fazlasını 

uzaklaştırmak amacıyla 5 defa saf su, 15 dakika PBS ile yıkama yapıldı. Boyanan 

hücreler ve mineral odaklar inversiyon mikroskobu altında görüntülenip fotoğraflandı. 

 

Pelet kültürlerin kondrojenik farklılaştırma sontası alsiyan mavisi ile boyanması 

Kondrojenik indüksiyon deneylerinde 28 gün kültürde tutulan peletlerin dondurulduktan 

sonra lam üzerine alınan kesitlerine alsiyan mavisi boyaması yapıldı. Bu amaçla 

örnekler 30 dakika alsiyan mavisi ile muamele edildi. Saf su ile 2 dakika yıkandı. 

Nükleer Fast Red solüsyonuyla 5 dakika muamele edildi. Saf su ile dikkatlice yıkandı. 

İki kez üçer dakika absolüt etanol ile muamele edildi. Alkol uzaklaştırıldıktan sonra 

örnekler kurumaya bırakıldı. Örnekler inversiyon mikroskobu altında görüntülenip 

fotoğraflandı. 



49 
  

4.2.2.4 Cerrahi işlemlerle vücudun farklı bölgelerinden toplanan adipoz 

dokularından izole edilen kök hücrelerin koloni oluşturma kapasitelerinin 

incelenmesi (CFU-F testi) 

 

 

Meme küçültme ve karın gerdirme ameliyatlarından toplanan atık insan adipoz 

dokularından elde edilen stromal vasküler fraksiyon hücreleri 5,0 x 10
5
 hücre/ml 

yoğunluğunda 75 cm²’lik (T-75) kapaklı yatık kültür kaplarında kültür edildi (Pasaj-0). 

Kaplara ekilen hücreler % 5 CO2, % 95 hava ve % 90 nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı 

inkübatöre yerleştirildi. Kültürde % 80 bolluğa ulaşan pasaj-0 hücreleri tripsinleme 

işlemiyle kültür kabından ayrıldı. İleri pasaj testleri için, pasaj-0 hücreleri T-75 kültür 

kaplarına 1:3 olacak şekilde, 5,0 x 10
5
 hücre/ml yoğunluğunda ekildi. Kültürde % 80 

bolluğa ulaşan hücreler enzimatik olarak yüzeyden ayrıldı ve yeniden T-75 kültür 

kaplarına 1:3 olacak şekilde, 5,0 x 10
5
 hücre/ml yoğunluğunda ekildi. Bu şekilde ileri 

pasajlama işlemine pasaj-4 hücreleri elde edilinceye kadar devam edildi.  

 

Koloni oluşturma testi için iki farklı bölgeden (meme ve karın) ve iki farklı pasaj 

numarasından (P1 ve P4) elde edilen hücreler standart işlemler sonrasında 100 ve 500 

hücre/cm
2
 olacak şekilde iki farklı hücre yoğunluğunda 6 kuyucuklu plastik kültür 

kaplarına üç tekrarlı ekildi ve ÇV içinde kültür edildi. Hücrelerin koloni oluşturma 

eğilimlerini gözlemlemek üzere kültürler 14 gün sürdürüldü. Hücreler CFU-F tayini için 

kristal viyole ile boyandı. Boyama işlemi için vasat ortamdan uzaklaştırılıp hücreler iki 

kez PBS ile yıkandı. Daha sonra kuyucukların her birine ikişer ml % 95 etanol 

eklenerek 5 dakika bekletilerek hücreler tespit edildi. Etanolü uzaklaştırmak üzere 

tekrar PBS ile iki kez yıkama yapıldı. % 95 etanol ile hazırlanan % 0,5 kristal viyole 2-3 

ml kuyucuklara eklendi ve kaplar 30 dakika oda sıcaklığında boya ile inkübe edildi. 

Boya uzaklaştırıldıktan sonra kuyucuklar PBS ile iyice yıkandı ve kurumaya bırakıldı. 

Koloniler inversiyon mikroskobunda  4X büyütmede görüntülendi. Makroskobik olarak 

beliren ≥50 hücreli koloniler CFU-F olarak tanımlandı. Her bir hücre kaynağı ve pasaj 

numarası için üçerli kuyucuklardaki koloniler sayıldı ve ortalama CFU-F frekansı 

hesaplandı. CFU-F frekansı, koloni sayısı toplam hücre sayısına bölünerek hesaplandı, 

% frekans için de bu değer 100 ile çarpıldı. 
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4.2.3 İnsan adipoz doku ekstraselüler matriksinden üç-boyutlu iskele hazırlanması 

 

 

Cerrahi işlemlerle uzaklaştırılan atık insan adipoz dokularından mezenkimal kök 

hücrelerin izolasyon işlemleri sırasında elde edilen sindirilmemiş yağ doku ekstraselüler 

matriksi hücresizleştirme işlemleri ve iskele üretimi için başka tüpe alındı. Ayrılan bu 

jelimsi matriks distile su ile defalarca yıkandı ve her seferinde 3000 devir/dakikada 5 

dakika santrifüj edilerek pellet haline gelmesi sağlandı ve tekrar yıkandı. Yıkanan 

matriks uygun petri kabına alınarak -80
o
C’de donduruldu ve 17-24 saat boyunca 0,0010 

mbar basınç altında kurutuldu. Dondurularak kurutulan adipoz doku ECM’sinden % 1-

20’lik (w/v) süspansiyonlar hazırlayabilmek için uygun miktarda tartıldı. Çapraz 

bağlayıcı ajan olarak NHS varlığında EDC kullanıldı. Yapısal bütünlük ve gözenek 

boyutu olarak en uygun malzemeyi elde edebilmek amacıyla EDC’nin 2 ile 20 mM 

arasında konsantrasyonları ile NHS’nin 6 ile 14 mM arasında konsantrasyonları 

denenerek en uygun oran tespit edildi. Optimizasyon çalışmalarının ardından tipik bir 

deney için % 95’lik etanol içinde 14 mM EDC ve 12 mM NHS olacak şekilde ajanlar 

tartılıp çözüldü ve solüsyon steril filtreden geçirildi. Uygun miktarda tartılan 

kurutulmuş ECM bu çapraz bağlayıcı solüsyon içine kondu. Hazırlanan karışım 17.800 

devir/dakikada çalışan rotor-stator homojenizatör ile homojenize edilerek vakit 

kaybetmeden çeşitli formlardaki kalıplara döküldü ve 1000 xg’de oda sıcaklığında 2 

saat boyunca santrifüj edildi. Santrifüj sonrası supernatan atıldı, içinde bulunduğu 

kalıbın şeklini alan adipoz doku ECM’si dikkatlice çıkarıldı. Soğuk steril distile su içine 

konarak çapraz bağlayıcıları yapıdan uzaklaştırmak üzere 3 gün boyunca her 4 saatte bir 

distile su değiştirilerek dikkatlice yıkandı. 3 gün sonunda istenen kalıp formundaki 

iskeleler -80
o
C’de dondurularak 17-24 saat boyunca kurutuldu. Son ürün olarak adipoz 

doku ECM’sinden yaklaşık 2,5 cm çapında 6 mm kalınlığında iskeleler elde edildi. 

Hazırlanan tüm iskelelerin 1-2 saat süre ile harici UV lambası (254 nm) bulunan 

laminer akış kabininde her iki yüzleri steril edildi. İskeleler planlanan her deney öncesi 

steril edilerek kullanıldı. 
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4.2.3.1 Taramalı elektron mikroskopisi (SEM) 

 

 

Çapraz bağlanma reaksiyonları ile üç-boyutlu hale getirilmiş adipoz doku ECM’sinden 

üretilen iskelelerde hücresizleştirme etkinliği ve gözenekliliği gözlemlemek üzere SEM 

analizleri yapıldı. İskeleler uygun boyutlarda kesilerek önce % 2,5 glutaraldehit içeren 

0,1 M kakodilat tamponunda (pH 7,4) 4°C’de tespit edildi. Tespit işleminin ardından 

örnekler fiksatifi ve diğer kirlilikleri uzaklaştırmak amacıyla PBS ile yıkandı. Yıkama 

işleminden sonra, sulu etanol (% 60, % 70, % 80, % 90, % 95) serilerinden geçirilerek 

dehidrate edildi. Bu işlemi takiben tüm örnekler stublara yerleştirildi ve ince bir altın-

paladyum (15 nM) tabakasıyla kaplanıp, JEOL 840 SEM cihazında incelenip 

görüntülendi. 

 

 

4.2.3.2 ECM iskelelerin su ve tampon tutma kapasitelerinin belirlenmesi 

 

 

1 cm x 1 cm boyutlarında kesilen ECM iskeleler tartılarak başlangıçtaki kuru ağırlıkları 

(Ak) belirlendi. Hazırlanan örnekler, içlerinde 15 ml distile su ve PBS (pH: 7,4) bulunan 

tüplere daldırıldı. Tüplerden çıkarıldıktan sonra yüzeylerindeki fazla su süzgeç kağıdına 

emdirilen örnekler belirli zaman noktalarında tartılarak ıslak ağırlıkları (Aı) belirlendi. 

Örneklerin sıvı adsorbsiyonundan kaynaklanan ağırlık artışıyla sıvı tutma kapasiteleri 

belirtilen formül kullanılarak hesaplandı. 

% STK = [(Aı – Ak) / Ak ] x 100 

Formülde % STK sıvı tutma kapasitesi, Ak ve Aı sırayla iskelelerin kuru ve ıslak 

ağırlıklarıdır. 
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4.2.4 Adipoz mezenkimal kök hücrelerin ECM iskelelere tohumlanması 

 

 

Hücrelerinden arındırılmış, çapraz bağlayıcılarla üç-boyutlu hale getirilmiş adipoz doku 

ECM iskeleleri üzerine, hücrelerin tutunmasını ve çoğalmasını gözlemlemek amacıyla 

adipoz mezenkimal kök hücreler tohumlandı ve hücre kültürü çalışmaları yapıldı. Bu 

amaçla, kare şeklinde kesilmiş (0,5 cm x 0,5 cm boyutlarında, 0,8 cm yüksekliğinde) 

ECM iskeleler 6 kuyucuklu kültür kabına yerleştirildi. 2,0 x 10
6 

adet adipoz mezenkimal 

kök hücre içeren 30 µl’lik hücre süspansiyonu iskelelerin üzerine/içine tohumlandı. 

Hücrelerin yüzeye tutunmasını sağlamak üzere kültür kabı 30 dakika boyunca % 5 CO2, 

% 95 hava ve % 90 nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatörde tutuldu. Daha sonra 

hücre-iskele yapılarının olduğu her bir kuyucuğa 1 ml ÇV eklenerek tekrar inkübatöre 

yerleştirildi. Hücre tohumlanan ve 21 gün boyunca kültür edilen iskelelerin SEM analizi 

için uygun boyutlarda kesilen örnekler stublara yerleştirildi. Örnekler % 2,5 

glutaraldehit içeren 0,1 M kakodilat tamponunda (pH 7,4) 4°C sıcaklıkta tespit edildi ve 

daha önceki bölümde (Bölüm 4.2.3.1) anlatılan işlemler tekrarlandı. 

 

4.2.4.1 Hücre canlılığının ve çoğalmasının MTT testi ile belirlenmesi 

 

 

Adipoz ECM’sinden üretilen iskeleler üzerine tohumlanan adipoz mezenkimal kök 

hücrelerinin malzeme üzerinde canlılık ve çoğalma düzeyleri hücrelerin mitokondriyal 

dehidrogenaz enzim aktivitesinin belli zaman dilimlerinde spektrofotometrik olarak 

ölçülmesiyle takip edildi. MTT testi, canlı hücrelerde etkin olan mitokondriyal 

dehidrogenaz enziminin sarı renkli tetrazolyum tuzu MTT’yi parçalayarak mor renkli 

formazan kristallerine indirgemesi prensibine dayanan kolorimetrik bir testtir. 2,0 x 10
6
 

hücre yoğunluğunda ECM iskeleler üzerine tohumlanan hücrelerin vasatı uzaklaştırıldı. 

Hücrelerin serum içermeyen vasat ile yıkanmasından sonra iskeleler üzerine taze 

hazırlanan 300 µl [270 μL vasat içerisinde 30 μl MTT reaktifi(5 mg/ml)] MTT çözeltisi 

ilave edilerek, örnekler 4 saat boyunca % 5 CO2, % 95 hava ve % 90 nem içeren 37ºC 

sıcaklığa ayarlı inkübatörde bekletildi. İnkübasyonun ardından oluşan formazan 

kristallerinin spektrofotometrik ölçümü için MTT çözeltili vasat ortamdan uzaklaştırıldı 

ve oluşan formazan kristalleri, 300 μl MTT çözücüsü ile çözündükten sonra pipetle 

toplanarak tüplere alındı. Örneklerin spektrofotometre cihazı ile 570 nm dalga 
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boyundaki optik yoğunlukları köre karşı belirlendi. Bütün işlemler hücrelerin 

tohumlandığı günden itibaren 7, 14, 21. günde toplanan örneklere uygulandı. 

 

 

4.2.5 ECM iskeleler üzerine tohumlanan adipoz mezenkimal kök hücrelerin 

kondrojenik yöne farklılaştırılması 

 

 

Çalışmanın bu bölümünde, ECM iskelelere tohumlanan pasaj 4 seviyesindeki insan 

adipoz mezenkimal kök hücrelerinin kondrojenik farklılaşma potansiyelleri araştırıldı. 

Bu amaçla, 0,5 cm x 0,5 cm x 0,8 cm boyutlarında kesilen ve 2,0 x 10
6 

adet adipoz 

mezenkimal kök hücre tohumlanan ECM iskeleler 6 kuyucuklu kültür kaplarına 

yerleştirildi. Örnekler 18 saat boyunca ÇV içerisinde % 5 CO2, % 95 hava ve % 90 nem 

içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatörde bekletildi. Daha sonra kondrojenik indüksiyon 

için ÇV uzaklaştırılarak kondrojenik vasata geçildi. Kondrojenik vasat yüksek glukoz 

içerikli DMEM içine % 10 FBS, %1 Pen/Strep, 100 nM deksametazon, 50 mg/mL 

askorbat-2-fosfat, %1 ITS+ (İnsülin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) [6,25 

μg/mL insulin, 6,25 μg/mL transferin, 6,25 ng/mL selenöz asit, 1,25 mg/mL sığır serum 

albumini, 5,35 mg/mL linoleik asit], 2 mM L-Glutamin, 10 ng/ml TGFβ-3, 50ng/ml 

BMP-6 ve % 1 esansiyel olmayan aminoasitler eklenerek hazırlandı. Örnekler % 5 CO2, 

% 95 hava ve % 90 nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatöre yerleştirildi. Vasatın 

tamamı iki günde bir değiştirildi. Kondrogenezin takibi için örneklerin 14, 28 ve 42. 

günde kültür işlemleri sonlandırılarak histokimya, immünhistokimya ve GAG analizleri 

yapıldı.  
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4.2.5.1 Histokimya çalışmaları 

 

 

Kondrojenik yöne farklılaştırılmış ve belirli zaman noktalarında (14, 28 ve 42. günde) 

toplanan hücre-ECM iskele yapıları histolojik boyamalar için hazırlandı. Farklılaşma 

sonrası hücrelerin matriks içinde dağılımı hematoksilin ve eozin (H&E) ile, hücreler 

tarafından sentezlenen kondrojenik matriks bileşenlerinden glikozaminoglikanlar 

(GAG) alsiyan mavisi ile boyanarak tespit edildi. Örnekler PBS ile (pH 7,4; 0,1 M) 

yıkandıktan sonra tamponla nötürlenmiş % 10’luk formalin çözeltisinde gece boyunca 

tespit edildi. Fiksatifi ve kalıntıları uzaklaştırmak için örnekler su ile 3 x 10 dakika 

boyunca yıkandı. Daha sonra örnekler etanol serilerinden (% 50, % 70, % 80 ve % 95’ 

lik) 2 x 10 dakika süreyle geçirilerek bulundurdukları sudan arındırıldı. Daha sonra 

örnekler sırasıyla potasyum tamponunda (pH 7,4; 0,1 M) hazırlanmış % 15’lik sukroz 

çözeltisinde ve dondurma çözeltisinde 30’ar dakika bekletildi Kalıplara yerleştirilip, 

üzerleri dondurma çözeltisi ile kaplandıktan sonra -80°C’de dondurulup, kriyo kesit 

işlemi için hazırlandı. Kesit alma işleminden sonra örnekler glikozaminoglikanların 

tespiti için alsiyan mavisi ile boyanarak inversiyon mikroskobunda incelendi ve 

fotoğraflandı. Alsiyan mavisi ile boyama işlemleri önceki bölümde (Bölüm 4.2.2.3) 

anlatılmıştır. 

 

Hematoksilin ve eozin dokuların rutin histolojik boyamasında, çekirdek ve sitoplazma 

ayrımında kullanılan yaygın bir doku boyasıdır. Alınan kesitlerin alkolde çözülmüş 

hematoksilen ve sulandırılmış eozinle boyanma ilkesine dayanır. Hematoksilin 

genellikle çekirdeği mavi-siyah renkte boyayarak detayları iyi gösterir. Eozin ise, hücre 

sitoplazmasını ve bağ dokusu elemanlarını çeşitli varyasyonlarda pembe, turucu ve 

kırmızı renkte boyar. Lamlardaki örnekler distile su ile yıkandıktan sonra Mayer 

hematoksilin çözeltisi ile 8 dakika boyandı. Süre sonunda kesitler önce distile su ile 

sonra % 95’lik etanol ile 10 dakika boyunca yıkandı. Daha sonra Eozin-Pholxine B 

çözeltisi ile 30-60 saniye karşıt boyama yapıldı. % 95’lik etanol ile boyanın fazlası 

uzaklaştırıldı. Örnekler havada kurutulup inversiyon mikroskobu ile incelendi ve 

fotoğraflandı. 
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4.2.5.2 İmmünhistokimya çalışmaları 

 

 

Kondrojenik yöne farklılaştırılmış ve belirli zaman noktalarında (14, 28 ve 42. günde) 

toplanan hücre-ECM iskele yapıları immunhistokimya boyamaları için hazırlandı. 

Kıkırdak dokuya farklılaşma göstergelerinden biri yapı içindeki hücrelerce sentezlenen 

matriks bileşenleridir. Bunlar arasından kıkırdak dokuda en çok bulunan proteinler olan 

kollajen tip II ve agrekan molekülleri için boyamalar yapıldı. Bu amaçla, distile su 

içinde % 2,5’luk gluteraldehit çözeltisi ile 2 gün süre ile tespit edilen örnekler kriyo 

tamponu (potasyum hidrojen fosfat, sakkaroz ve su) ile 2 kez 10 dakika boyunca 

yıkandı. Yıkama işleminin ardından örnekler 0,2 M potasyum fosfat stok çözeltisi 

içinde 15-20 dakika bekletildi. Süre sonunda alınan örnekler doku dondurma çözeltisi 

içinde 15 dakika tutuldu. Doku dondurma çözeltisi donduktan sonra 5-8 µm 

kalındığında kesitler kriyo-mikrotom cihazı ile alındı. Alınan kesitler öncelikle bidistile 

su ile yıkandı, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile muamele edildikten sonra bidistile su 

ile tekrar yıkanıp % 1’lik FBS içeren PBS ile 1/100 oranında seyreltilmiş birincil 

antikorlar [poliklonal keçi anti-insan kollajen tip II IgG (1:200) ve monoklonal fare 

anti-insan agrekan IgG (1:200)] ile oda sıcaklığında 60 dakika süreyle etkileştirildi. 

Bidistile su ile yıkama sonrası, biyotinlenmiş sekonder antikorları (agrekan için keçi 

anti-insan IgG ve kollajen tip II için tavşan anti-insan IgG) ile 10 dakika etkileştirilen 

örnekler tekrar suyla yıkanıp streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karışımı ile 5-20 dakika inkübe 

edilen örnekler yıkandı. Boyanmış örnekler inversiyon mikroskopu ile incelendi ve 

fotoğraflandı.  

 

 

4.2.5.2 Glikoaminoglikan (GAG) analizi  

 

 

Kondrojenik indüksiyon yapılan hücre-iskele yapılarındaki hücrelerce sentezlenen 

glikozaminoglikan (GAG) miktarının belirlenmesi için dimetilmetilen mavisi boya 

bağlanma esasına dayalı Blyscan Sülfatlanmış Glikozamin Test kiti (Biocolor, 

Carrickfergus, K. İrlanda) kullanıldı (Farndale vd. 1986). Kit içeriğindeki katyonik boya 

olan 1,9-dimetilmetilen mavisi spesifik olarak proteoglikanların sülfatlanmış 

glikoaminoglikan (sGAG) zincirlerine ve proteinden bağımsız sGAG zincirlerine 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farndale%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3091074
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bağlanır. Bu amaçla kondrojenik yönlendirmenin 14, 28 ve 42. günlerinde toplanan 

hücre-iskele yapıları %4’lük paraformaldehit (PFA) kullanılarak tespit edildi. Üreticinin 

yönlendirmeleri doğrultusunda işlemler yapıldı. Öncelikle 64 U/ml papain enzimi 1 M 

NaCl, 5 mM L-sistein-HCl ve 1 mM EDTA içeren 50 mM fosfat tamponunda (pH 6,8) 

çözüldü. Örnekler hazırlanan bu papain tampon çözeltisinde 18 saat süresince ve 

65°C’de inkübe edilerek sindirildi. Elde edilen ekstrakt santrifüjlendi ve süpernatant 

toplam sülfatlanmış glikozaminoglikan tayini için başka tüplere alındı. Bu tüplerden 50 

µl alınarak tampon çözeltisi ile 100 µl’ye tamamlandı. Her tüpe 1 ml 1,9-dimetil-

metilen mavisi içeren boya çözeltisi konarak 30 dakika vortekslendi. sGAG içeren 

tüplerde sıvı renginin mor/pembeye döndüğü görüldü. Boya-SGAG kompleksi 10.000 

g’de 10 dakika santrifüjleme ile çöktürüldü. Süpernatantın dikkatlice uzaklaştırıldığı 

tüplere 1 ml boya ayırma ajanı konarak vortekslendi. Örneklerin 656 nm’de UVmini-

1240 model spektrofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanılarak ölçümleri 

yapıldı. Standard solüsyonlar olarak sığır trakesinden elde edilen, 100 µl tampon içine 

1, 2, 3, ve 4 µg konarak hazırlanan kondroitin-4-sulfat çözeltileri kullanıldı. Her zaman 

noktasından üç örnekle çalışıldı. sGAG içerikleri µg/ml cinsinden ifade edildi.  
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5. BULGULAR 

 

 

5.1 İnsan Adipoz Dokularından Kök Hücre İzolasyonu ve Özelliklerinin 

Belirlenmesi 

 

 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Plastik ve Rekonstrüktif Cerrahi Anabilim Dalı’ndan 

steril şartlarda laboratuara ulaştırılan atık adipoz dokuları vakit kaybedilmeden 

izolasyon işlemine alındı. Hücre kültürü aşamasına geçilmeden önce ulaşılan izolasyon 

verimi yaklaşık 3,1 x 10
7 

stromal hücre/kg adipoz doku düzeyinde gerçekleşti. Kültüre 

alınan hücreler izolasyonun ertesi günü yüzeye tutunmaya ve yaklaşık 48 saatten 

itibaren yayılmaya başladılar. Yüzeye tutunmayan hücreler fosfat tamponuyla 

uzaklaştırıldı. Hücrelerin mezenkimal kök hücrelere has fibroblastik morfolojide 

oldukları gözlendi. Yaklaşık % 80 bolluk noktasına ulaşan hücreler pasajlanarak alt 

kültürlere geçildi. Hücre kültürlerinin her aşaması inversiyon mikroskobu altında 

düzenli olarak takip edildi (Şekil 5.1). 

 

 

Şekil 5.1 İzolasyon sonrası kültürün 1. günü ile pasaj-0 (P0) ve pasaj-1 (P1) aşamasındaki 

adipoz kaynaklı kök hücrelerin mikroskobik görüntüleri (Hoffman modülasyonu). 

Boyut çubukları: 200 μm 
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5.1.1 İmmünfenotip karakterizasyonu (Akım sitometri)  

 

 

Adipoz dokudan izole edilerek çoğaltılan hücrelerin yüzey antijen paneli çizelge 5.1’de 

ve akım sitometri sonuçları şekil 5.2’de verilmektedir. Çizelgede görüldüğü üzere, 

hücreler CD73, CD90, CD105’in yanı sıra, CD29, HLA-ABC, CD166 ve CD44’ü 

yüksek düzeyde ifade etmektedirler. Diğer yandan, CD34, CD45, HLA-DR, CD133, 

CD3, CD31 ve CD146 ise bu hücreler tarafından ihmal edilebilecek düzeyde ifade 

edilmektedir.  

 

Çizelge 5.1 Adipoz mezenkimal kök hücrelerin CD yüzey antijen paneli 
 

Pozitif CD yüzey antijenleri 

Karın CD73 

(% 98,5) 

CD90 

(% 99,7) 

CD105 

(% 98,5) 

CD29 

(% 98,3) 

HLA-ABC 

(% 99) 

CD166 

(% 98,2) 

CD44 

(% 99,4) 

Meme CD73 

(% 94,3) 

CD90 

(% 96,9) 

CD105 

(% 98,8) 

CD29 

(% 99,1) 

HLA-ABC 

(% 72,5) 

CD166 

(% 85,6) 

CD44 

(% 97,2) 

Negatif CD yüzey antijenleri 

Karın CD34 

(% 0) 

CD45 

(% 0) 

HLA-DR 

(% 0) 

CD133 

(% 0,9) 

CD3 

(% 0) 

CD31 

(% 0) 

CD146* 

(% 39,6) 

Meme CD34 

(% 0) 

CD45 

(% 0) 

HLA-DR 

(% 0) 

CD133 

(% 0) 

CD3 

(% 0) 

CD31 

(% 0) 

CD146 

(% 0,6) 
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Şekil 5.2 Memeden izole edilen adipoz mezenkimal kök hücrelerin akım sitometri analizi 

toplu sonuçları 
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Şekil 5.3 Karından izole edilen adipoz mezenkimal kök hücrelerin akım sitometri analizi 

toplu sonuçları 
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5.1.2 Yönlendirilmiş Farklılaştırma Deney Bulguları 

 

 

Yönlendirilmiş farklılaşma deneylerinin bulguları şekil 5.4’de verilmiştir. 

 

  

  

  

Şekil 5.4 Adipoz mezenkimal kök hücrelerin indüksiyon sonrası mikroskop görüntüleri: 

 
a ve b. Adipojenik farklılaşma, c ve d. Osteojenik farklılaşma, Alizarin kırmızısı boyaması, e, ve f. 

Kondrojenik farklılaşma, Alsiyan Mavisi boyamaları 

 

E F 
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Adipojenik yönlendirme yapılan adipoz mezenkimal kök hücre kültürleri invert 

mikroskopta gözlemlendiğinde, hücrelerin içinde 2. haftadan itibaren artan düzeyde yağ 

damlacıklarının biriktiği belirlendi. Osteojenik yönlendirme yapılan kültürlerde ise 

mineral odakların 3. haftadan itibaren ortaya çıkmaya başladığı gözlendi. Bu gruptaki 

örnekler alizarin kırmızısı ile boyandığında, olgunlaşan osteojenik hücre kültürleri için 

karakteristik olan boyanmaların gerçekleştiği görüldü. Kondrojenik yönlendirme 

yapılan yüksek hücre yoğunluklu pelet kültürlerde ise sülfatlanmış 

glikozaminoglikanların alsiyan mavisi ile boyandığı görüldü.  

 

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği’nin Mezenkimal ve Doku Kök Hücre 

Komitesi’nin belirlediği mezenkimal kök hücre kriteleri aşağıda listelenmiştir 

(Dominici vd. 2006):  

1. Mezenkimal kök hücreler standart kültür koşullarında yüzeye yapışmalıdır.  

2. Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklılaşma yeteneğine sahip olmalıdır.  

3. CD73, CD90 ve CD105 antijenlerini hücre yüzeyinde ifade etmelidir.  

4. Hematopoietik hücre hattı belirteçlerinden c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, 

CD79 ve (HLA)-DR antijenlerini hücre yüzeyinde ifade etmemelidir.  

Bu durumda, yukarıda belirtilen tüm kriterler adipoz kaynaklı kök hücreler tarafından 

karşılanmış bulunmaktadır. Bu bulgular, izole edilen adipoz kaynaklı hücre 

popülasyonunun “Mezenkimal Kök Hücre” olarak tanımlanmasına izin vermektedir.  

 

 

5.1.3 Farklı Bölgelerden Alınan Adipoz dokularından izole edilen Adipoz 

Mezenkimal Kök Hücrelerinin Koloni Oluşturma Kapasitelerinin 

İncelenmesi (CFU-F testi) 

 

 

Vücudun farklı bölgelerinden elde edilen adipoz mezenkimal kök hücrelerinin klon 

oluşturma kapasitelerini belirlemek üzere koloni oluşturan birim (CFU-F) testi 

yapılmıştır. Erken ve ileri pasajları sürdürülen, karın ve meme adipoz dokusundan elde 

edilmiş hücrelerin % CFU-F frekansı belirlenmiştir.  
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Standart kültür kaplarına iki farklı yoğunlukta ekilen hücrelerin kültür boyunca 

fibroblast benzeri morfolojiye sahip oldukları görülmüştür. Kültürün ilk 1-2 gününde 

ince uzun iğsi görünüme sahip hücreler gözlenmiş, kültür süresi ilerledikçe bu hücreler 

yerini daha geniş ve yassı görünümlü hücrelere bırakmıştır. Kemik iliği mezenkimal 

kök hücreleri ile yapılan çalışmalarda da bu durum gözlemlenmiş, özellikle düşük 

yoğunlukta hücre ekilen kültürlerin ilk günlerinde görülen ince, uzun, iğsi görünümlü 

hücrelerin kendini çabuk yenileyen, erken öncül hücreler olduğu, ilerleyen günlerde 

beliren geniş ve yassı hücrelerin yavaş yenilenen hücreler olduğu bildirilmiştir (Mets 

vd. 1981, Sekiya vd. 2002). İleri pasaj hücreleri yüksek yoğunlukta kültür edildiklerinde 

erken öncül hücrelerin sayısı azalmaktadır. Erken pasaj mezenkimal kök hücreleri, 

özellikle düşük yoğunlukta kültür edilir ve bolluk noktasına ulaşmadan yeniden düşük 

yoğunlukta pasajlanırlarsa kendini çabuk yenileyen erken öncül hücrelerin sayısı ileri 

pasajlarda da korunabilmektedir (Prockop vd. 1997).  

 

Çalışmanın bu bölümünde yapılan deneylerde, adipoz doku stromal fraksiyonundan 

elde edilen mezenkimal kök hücrelerin, referans gösterilen çalışmalarda belirtilen 

çoğalma paternine çok benzer özellikler gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 5.5). Vücudun 

farklı bölgelerinden alınan adipoz dokularından elde edilen mezenkimal kök hücreler 

arasında çoğalma paterni açısından bir farklılık gözlemlenmemiştir. Düşük yoğunlukta 

hücre sayısı ile başlayan kültürlerin ilk gününde, meme veya karın adipoz dokusundan 

elde edilmiş olmaları farketmeksizin, çabuk yenilenen ince, uzun, iğsi hücreler kültür 

kabında gözlenmiş, günler ilerledikçe daha geniş ve yassı hücrelerin sayısı artmıştır 

(Şekil 5.5, a. b. c.). Ancak şekil 5.5 d’de görüldüğü gibi, meme adipoz dokusundan elde 

edilen pasaj-1 hücreleri yüksek yoğunlukta kültür edildiğinde geniş ve yassı görünümde 

hücreler kültür kabında daha belirgindir. Bu sonuç, kendini yenileme ve farklılaşma 

potansiyeli yüksek mezenkimal kök hücrelerinin sayısını sabit veya yüksek tutmak için 

kültürlerin düşük yoğunlukta hücre sayısı ile başlaması gerektiğini göstermektedir. 
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Şekil 5.5 Hücre yoğunluğunun ve kültür süresinin hücre morfolojisi üzerindeki etkisi. 

 

a ve b. Pasaj-1 Karın adipoz dokusu stromal vasküler fraksiyonu hücreleri, c ve d. Pasaj-1 Meme 

adipoz dokusu stromal vasküler fraksiyonu hücreleri 

 

Başlangıç hücre yoğunluğu mezenkimal kök hücrelerin koloni oluşturma kapasitelerini 

(CFU-F) de etkilemektedir (Prockop vd. 1997). Farklı hücre yoğunluğu ile erken ve ileri 

pasaj seviyeleri kullanılarak farklı bölgelerden alınan adipoz mezenkimal kök 

hücrelerinin koloni oluşturma kapasiteleri makroskobik ve kantitatif (% CFU-F 

frekansı) olarak kıyaslanmıştır. 

 

Meme ve karın adipoz dokusun dan izole edilen mezenkimal kök hücrelerin erken ve 

ileri pasajlamaları (P-1 ve P-4) yapılmış, daha sonra bu hücreler yüksek ve düşük hücre 

yoğunluğunda 6 kuyucuklu kültür kaplarında 14 gün süreyle kültür edilmiş ve oluşan 

kolonileri tespit için kristal viyole ile boyanmıştır. CFU-F kolonileri makroskobik 

olarak görüntülenmiş ve şekil 5.6’da verilmiştir. Her iki tür adipoz doku için, düşük 

hücre yoğunluğunda ve Pasaj-1 seviyesinde kültür edilen hücreler belirgin ve ≥50 hücre 

içeren koloniler oluşturmuşlardır. Her bir koloninin tek bir hücreden oluştuğu 

düşünülmektedir.  

  A   B   C   D 
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Şekil 5.6 CFU-F testi uygulanan, farklı bölgelerden alınan adipoz dokudan izole edilmiş mezenkimal 

kök hücrelerin oluşturduğu, kristal viyole ile boyanmış koloniler 

 

Adipoz dokuları arasında bölgesel kıyaslama yapıldığında, karından elde edilen 

mezenkimal kök hücrelerinin memeden elde edilenlere göre daha fazla sayıda koloni 

ürettiği görülmektedir. Cerrahi yöntemlerin ve hücre izolasyon prosedürlerinin elde 

edilen mezenkimal kök hücre sayısında herhangi bir etkisi bulunmadığından, bu durum 

vücut dışına atılan adipoz dokularının miktarıyla ve dolayısıyla elde edilen hücre sayısı 

ve hücre çeşitliliği ile açıklanabilir. Çalışma kapsamında ameliyatla alınan karın adipoz 

dokusunun miktarı meme dokusuna kıyasla daha fazla olduğundan, kendini yenileme 

kapasitesi yüksek hücre yoğunluğunun da orantılı olarak hücre popülasyonu içinde fazla 

olduğu düşünülmektedir.  

 

Hücre yoğunluğunun koloni oluşturma kapasitesine etkisine bakıldığında, belirgin ve 

büyük kolonilerin, her bir pasaj ve doku bölgesi için düşük hücre yoğunluğunda 

başlayan kültürlerde olduğu görülmektedir. Kemik iliği mezenkimal kök hücre 

kültürlerinde düşük hücre yoğunluğunun hızlı çoğalmayı ve koloni oluşturma özelliğini 

desteklediği yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (David vd. 2000, Prockop 2009). 
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Çalışmada elde edilen bulgular, adipoz doku için de aynı durumun söz konusu olduğunu 

göstermektedir. Yüksek hücre yoğunluklu kültürlerde kolonilerin büyüklüğü azalmış ve 

ayırtedilemez hale gelmiştir. Bu durumun yoğun hücreli kültürlerde görülen kontak 

inhibisyondan kaynaklandığı düşünülmektedir. Ancak bu kuyucuklardaki hücreler 

mikroskop altında incelendiğinde, popülasyon içinde mevcut olan kendini çabuk 

yenileyen erken öncül hücrelerden türeyen klon hücre yığınları görülmüş ve kuyucuklar 

kristal viyole ile boyandıklarında mikroskobik koloniler gözlemlenmiştir. Pasaj 

numaralarına göre hücreler kıyaslandığında ise pasaj 1 hücrelerinin daha fazla sayıda 

koloni oluşturduğu görülmektedir. Bu durum kendini çabuk yenileyen ve kültürde 

popülasyon sayısını artıran erken öncül hücrelerin sayısının ileri pasajlarda azalmasıyla 

açıklanabilir. Düşük ve yüksek hücre yoğunluklarında kültür edilen meme ve karın 

mezenkimal kök hücrelerinin oluşturduğu kolonilerin inversiyon mikroskobuyla elde 

edilen görüntüleri şekil 5.7’de görülmektedir (4X büyütme)  
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Şekil 5.7 Düşük ve yüksek hücre yoğunluklarında kültür edilen meme ve karın mezenkimal kök 

hücrelerinin oluşturduğu kolonilerin mikroskobik görüntüleri 

 

Adipoz dokularından elde edilen mezenkimal kök hücrelerin % CFU-F frekansı 

hesaplandığında, karın adipoz dokusunun pasaj-1 seviyesinde %9 CFU-F içerdiği, 

pasaj-4’te ise bu değerin % 10 CFU-F’a yükseldiği görülmektedir (Şekil 5.8). Meme 

dokusundan elde edilen hücrelerde ise pasaj-1 seviyesinde % 5 CFU-F iken pasaj-4 

seviyesinde bu değerin % 2’ye düştüğü görülmektedir. Meme dokusundan daha az 

sayıda mezenkimal kök hücre elde edildiğinden çabuk kendini yenileyen erken öncül 

hücre sayısının ileri pasajlarda azaldığı bunun da CFU-F frekansını azalttığı 

düşünülmektedir. 
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Şekil 5.8 Farklı bölgelerden ve farklı pasajlamalardan elde edilen adipoz mezenkimal kök hücrelerinin 

% CFU-F frekansı 

 

 

5.2 ECM iskele üretimi  

 

 

Adipoz doku ekstraselüler matriksi hücrelerinden arındırılmış ve toksik olmayan çapraz 

bağlayıcılar kullanılarak kararlı yapıda biyolojik iskele üretilmiştir. Yapılan işlemlerle, 

doğal adipoz dokunun kütlesinde % 90’lık azalma görülmüştür. İskelenin ıslak ve kuru 

halde makroskopik görüntüleri şekil 5.9’da verilmiştir.  

 

  

Şekil 5.9 Adipoz doku ekstraselüler matriksinden geliştirilen biyolojik iskelenin boyutlarını ve 

ıslak ve kuru halini gösteren makroskopik fotoğraflar  
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5.2.1 SEM bulguları 

 

 

SEM bulgularına bakıldığında adipoz doku ekstraselüler matriksinin büyük ölçüde 

hücrelerinden arındırıldığı ve ara bağlantılı gözenekli kollajenöz yapının oluştuğu 

gözlenmiştir (Şekil 5.10). 

 

 
 

  

Şekil 5.10 Adipoz doku ekstraselüler matriksinden geliştirilen biyolojik iskelelerin SEM 

fotoğrafları  

 

 

5.2.2 Tampon ve su tutma kapasitelerinin belirlenmesi 

 

 

Hazırlanan iskelelerin su tutma kapasitesinin zamana bağlı olarak arttığı, 24. saat itibarı 

ile maksimum su miktarını absorpladıkları belirlenmiştir (Şekil 5.11). 
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Şekil 5.11 Adipoz doku ekstraselüler matriksinden geliştirilen biyolojik iskelelerin su tutma grafiği 

 

Benzer şekilde adipoz ECM iskelelerin tampon tutma kapasitelerinin de yaklaşık % 500 

arttığı yapılan ölçümlerle belirlenmiştir (Şekil 5.12). 

 

 

Şekil 5.12 Adipoz doku ekstraselüler matriksinden geliştirilen biyolojik iskelelerin tampon tutma 

grafiği 
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5.3 ECM İskele Üzerine Tohumlanan Kök Hücrelerin Canlılık ve Çoğalma 

Davranışlarının Belirlenmesi 

 

 

Dokulardan elde edilen adipoz mezenkimal kök hücreler çoğaltıldıktan sonra hazırlanan 

iskelelere statik in vitro şartlarda ekilmiştir. Ekim verimi ve hücrelerin çoğalma 

eğilimleri belirli zaman noktalarında MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür] kiti kullanılarak belirlenmiştir. Hücrelerin iskele üzerinde 

yayılımları SEM fotoğraflarıyla belirlenmiştir.  

 

5.3.1 MTT testi 

 

 

Belirli zaman noktalarında MTT reaktifi ile 4 saat boyunca inkübe edilen adipoz ECM 

iskelelerin yüzeylerine/içlerine tohumlanan adipoz mezenkimal kök hücrelerin 

mitokondriyel aktivitelerini sürdürdüğü spektrofotometrik ölçümlerle açıkça 

görülmüştür. Geçen süreye bağlı olarak hücrelerin iskeleler içinde çoğaldıkları tespit 

edilmiştir (Şekil 5.13). 

 

 

Şekil 5.13 Adipoz mezenkimal kök hücrelerin ECM iskeleler üzerinde ve içinde 7, 14 ve 21 günlük 

kültür boyunca hücre canlılığının grafik üzerinde gösterimi 
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5.3.2 SEM bulguları  

 

 

Kültürün 21. gününde tespit edilerek alınan hücre- iskele yapılarının SEM bulgularına 

bakıldığında iskele yüzeyinin ve gözeneklerinin büyük çoğunluğunun hücreler 

tarafından kaplandığı gözlenmiştir (Şekil 5.14). 

 

 

Şekil 5.14 Adipoz mezenkimal kök hücre tohumlanan ECM iskelenin: A. Tohumlama öncesine, B. 

Hücre kültürünün 21. gününe ait SEM görüntüleri 

 

 

5.4 Kondrojenik Farklılaşma 

 

 

Adipoz ECM iskelelerine tohumlanan adipoz mezenkimal kök hücreler kondrojenik 

indüksiyon sağlayan, TGFβ-3 ve BMP-6 içeren vasat ortamında 6 hafta süresince kültür 

edilmiştir. Kondrojenik matriks proteinlerinin sentezlenmesi farklılaşma belirteci olarak 

kabul edilmektedir. Hücre canlılığı ve hücrelerce sentezlenen kıkırdak dokuya özgü 

matriks proteinleri histolojik analizler ve immünhistokimyasal yöntemlerle 

belirlenmiştir. Hücrelerce sentezlenen toplam sGAG miktarı dimetilmetilen mavisi boya 

bağlanma testi ile ölçülmüştür. 

 

Kondrojenik indüksiyonun 1. ve 42. günlerindeki makroskopik değişim şekil 5.15’de 

görülmektedir. İskele içindeki hücreler kondrositlere farklılaştıkça kendi matrikslerini 

ürettiklerinden yapı içinde kıkırdak dokuya özgü matriks proteinleri birikmiştir. 

Böylece indüksiyonun 1. gününe kıyasla yapıların giderek sıkılaştığı, sarımsı-beyaz 

renkte kıkırdak benzeri doku oluştuğu gözlenmiştir.   
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Şekil 5.15 Adipoz mezenkimal kök hücrelerin tohumlandığı ECM iskelenin in vitro koşullarda 

kondrojenik yöne farklılaştırılmasını takiben belirli zaman noktalarında boyut ve 

rengindeki değişimi gösteren makrobik fotoğraflar 

 

a. Hücre tohumlanmadan önce, b. Hücre tohumlanmasının ve kondrojenik kültürün 1. günü, c. 

Kondrojenik kültürün 42. günü 

 

 

5.4.1 Histokimyasal bulgular 

 

 

Histokimyasal çalışmalarda deney süresince hücre yoğunluğuna bağlı olarak ECM 

iskelelerin farklı şiddetlerde boyandığı gözlenmiştir. Hematoksilin ve eozin ile yapılan 

boyamalarda AMKH tohumlanmış ECM iskelelerde kültür süresinin uzamasıyla hücre 

yoğunluğunun arttığı gözlenmiştir. Hücre çekirdeğinin kahverengi-siyah renkte, hücre 

sitoplazmasının ve bağ dokusu elemanlarının ise pembe-kırmızı renkte boyandığı 

görülmüştür (Şekil 5.16). Kültürün 14. gününde hücrelerin gözenekli iskeleler üzerinde 

ilerleyerek içlere doğru kolaylıkla yayıldıkları gözlenmiştir. 28. güne gelindiğinde 

kahverengi-siyah renkte boyanan hücrelerin çoğalarak iskeleleri büyük ölçüde 

kapladıkları gözlenmiştir. Deneyin 42. gününde hücrelerin belli bir düzen içinde 

yerleştiği, iskele yapısında homojen olarak dağıldığı görülmüştür. Ayrıca çoğalan 

hücrelerin üretimiyle kollajen yoğunluğunun arttığı gözlenmiştir. Bu sonuçlar MTT 

analizlerini desteklemektedir. Elde edilen in vitro veriler ECM iskelelerin hücre 

tutunması ve çoğalmasını destekleyen yapıda olduğunu göstermiştir.  

  

  A   B   C 
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Şekil 5.16 ECM iskeleler içine tohumlanan ve kondrojenik vasat içinde kültür edilen adipoz 

mezenkimal kök hücrelerin farklılaşmanın 14, 28 ve 42. gününde hematoksilin & 

eosin ve alsiyan mavisi ile yapılan boyamalarına ait mikroskop görüntüleri  

 

Benzer şekilde alsiyan mavisi boyamaları da H&E boyamalarını destekler şekilde sonuç 

vermiş, iskele içindeki hücreler kondrositlere farklılaştıkça glikozaminoglikan üretimi 

artmış, buna bağlı olarak örneklerdeki boyanmaların şiddeti artmıştır (Şekil 5.16).  
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5.4.2 İmmünhistokimyasal bulgular 

 

 

Kollajen tip II kıkırdak matriksinin ana proteini olduğundan kollajen tip II’ye spesifik 

poliklonal antikor boyamaları kondrojenik farklılaşmanın takibi için kullanılmıştır. 

Örneklere bakıldığında farklılaşmanın başlamasıyla birlikte hücrelerce sentezlenen 

kollajen tip II’nin yapı içinde birikimi de başlamıştır (Şekil 5.17).  
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Şekil 5.17 ECM iskeleler içine tohumlanan ve kondrojenik vasat içinde kültür edilen 

adipoz mezenkimal kök hücrelerin farklılaşmanın 14, 28 ve 42. gününde 

agrekan ve kollajen tip II için yapılan immünhistokimya boyamalarına ait 

mikroskop görüntüleri  
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6 haftalık kültür sonrası kollajen tip II’nin homojen dağılımlı olduğu böylece yapıyı 

daha organize bir hale getirdiği boyamalarla tespit edilmiştir. 42. gündeki güçlü 

boyamalar Şekil 5.17’de görülmektedir. Benzer şekilde adipoz mezenkimal kök 

hücreleri TGFβ-3 ve BMP-6 varlığında kondrositlere farklılaştıkça sentezlenen 

agrekanın giderek yapı içinde biriktiği, sıkı ve düzenli matriks üretimine katıldığı 

görülmüştür. Kıkırdak dokuya özgü yoğun ve zengin matriks üretiminin gerçekleştiği 

tespit edilmiştir. Bu bulgular örneklerin makroskopik değişimi ve histolojik 

analizlerlerin sonuçlarıyla uyumludur. 

 

 

5.4.3 GAG analizi 

 

 

Kondrojenik indüksiyon vasatında 14, 28 ve 42 gün boyunca kültür edilen adipoz ECM 

iskele-adipoz MKH yapılarındaki sGAG miktarı Blyscan Sülfatlanmış Glikozamin Test 

kiti (Biocolor, Carrickfergus, Northern Ireland) ile belirlenmiştir. Sığır trakesinden elde 

edilen kondroitin-4-sulfat standart olarak kullanılmıştır. Standart çözeltilerindeki GAG 

miktarlarının 650 nm’deki absorbans değerlerine karşı çizilen standart grafiği şekil 

5.18’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 5.18 sGAG standart grafiği (Blyscan, Biocolor, K. İrlanda) 

 

y = 0.1023x 
R2= 0.9061 
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14, 28 ve 42 günlerde toplanan örneklerin absorbans ölçümleri yapılmıştır. Standart 

grafiğinden faydalanılarak örnekler içindeki GAG miktarı belirlenerek zaman 

noktalarına karşı grafiği çizilmiştir. ECM iskeleler içinde kondrositlere farklılaşan 

adipoz mezenkimal kök hücrelerince sentezlenen toplam sülfatlanmış 

glikozaminoglikan miktarına ait grafik şekil 5.19’da verilmiştir.  

 

 

Şekil 5.19 ECM iskeleler içine tohumlanan ve kondrojenik vasat içinde kültür edilen adipoz 

mezenkimal kök hücrelerden farklılaşmanın 14, 28 ve 42. gününde sentezlenen toplam 

sGAG miktarının zamana bağlı değişimini gösteren grafik  

 

Grafik incelendiğinde kondrojenik kültürün14. gününde GAG sentezi belirgin değilken 

mezenkimal kök hücrelerin sayıca çoğalıp kondrositlere farklılaşmaya başlamasıyla 28 

günden itibaren GAG sentezinde ciddi bir artış meydana gelmiştir ve artışın 42. günde 

de devam ettiği görülmüştür. 
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6. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

Bu çalışmada, etik kurul izni ve bilgilendirilmiş gönüllü oluru ile cerrahi işlemlerle 

vücuttan uzaklaştırılan atık insan adipoz dokularından mezenkimal kök hücreler 

(AMKH) izole edilerek çoğaltılmıştır. Fibroblastik morfolojili ve kültür kabına tutunma 

özelliği olan bu hücreler, kemik iliği mezenkimal kök hücreleriyle aynı yüzey 

antijenlerini ifade ettiklerinden, akım sitometri yöntemiyle bu antijenler belirlenmiştir. 

AMKH’lerin plastisite özellikleri, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklılaştırma 

deneyleriyle incelenmiştir. Aynı atık adipoz dokuları fiziksel (homojenizasyon, 

santrifüjleme, kalıplama) ve kimyasal (çapraz bağlama) yöntemleri içeren bir protokol 

ile hücrelerinden arındırılmış, bağlantılı uzun ince lifler ile hücre yapışması ve 

çoğalması için uygun gözenekler bulunduran bir iskele malzemesi üretilmiştir. Adipoz 

doku ekstraselüler matriksinden üretilen bu iskelelerin yüzey özellikleri taramalı 

elektron mikroskobuyla incelenmiştir. İskelelerin su ve tampon tutma kapasiteleri 

fizyolojik tuz çözeltisi ve distile su kullanılarak belirlenmiştir. Dokulardan elde edilen 

adipoz mezenkimal kök hücreler çoğaltıldıktan sonra hazırlanan iskelelere statik in vitro 

şartlarda ekilmiştir. Ekim verimi ve hücrelerin çoğalma eğilimleri belirli zaman 

noktalarında MTT kiti kullanılarak belirlenmiştir. Daha sonra oluşturulan bu hücre-

iskele yapılarının TGFβ-3 ve BMP-6 içeren kondrojenik vasat ortamında 6 hafta 

süresince kültürü sürdürülmüştür. 6 haftalık kültür boyunca belirli zaman noktalarında 

toplanan örneklerde hücreler tarafından sentezlenen kıkırdak dokuya özgü matriks 

proteinlerinin varlığı kondrojenik farklılaşma belirteçleri olarak kabul edilmiştir. Hücre 

canlılığı ve hücrelerce sentezlenen matriks proteinleri immün/histokimyasal analizlerle 

belirlenmiştir. Hücrelerce sentezlenen toplam sGAG miktarı dimetilmetilen mavisi boya 

bağlanma testi ile ölçülmüştür.  

 

Çalışmanın ilk aşamasında adipoz kaynaklı kök hücrelerin izolasyonu ve özelliklerinin 

belirlenmesine odaklanılmıştır. İnsan adipoz dokularından enzimatik işlemlerle stromal 

vasküler fraksiyon elde edilmiştir. Bu heterojen hücre popülasyonundan yüzen hücreler 

kültürün birinci gününden itibaren tamponla yıkanarak uzaklaştırılmış, fibroblast 

benzeri iğsi yapılı hücreler kültür kabına tutunma özellikleri ile ayrıştırılarak 

çoğaltılmıştır (Meirelles vd. 2009). 48. saatten itibaren yayılmaya başlayan ve % 80 
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bolluk noktasına ulaşan hücreler pasajlanarak alt kültürlere geçilmiştir. Hücrelerin 

mezenkimal kök hücre CD antijenlerini ifade ettikleri akım sitometri yöntemiyle 

gösterilmiştir. Hücreler CD73, CD90, CD105, CD29, HLA-ABC, CD166 ve CD44’ü 

yüksek düzeyde ifade etmişlerdir. Diğer yandan, CD34, CD45, HLA-DR, CD133, CD3, 

CD31 ve CD146 ise bu hücreler tarafından ihmal edilebilecek düzeyde ifade edilmiştir.  

 

Adipoz dokudan izole edilen hücrelerin plastisite özellikleri, adipojenik, osteojenik ve 

kondrojenik farklılaştırma deneyleriyle incelenmiştir. Bu amaçla 2-boyutlu standart 

kültürlerde adipojenik ve osteojenik yöne farklılaştırma deneyleri, standart 3-boyutlu 

pellet kültürde kondrojenik yöne farklılaştırma deneyleri yapılmıştır. Adipojenik 

yönlendirme yapılan AMK hücre kültürlerinde 2. haftadan itibaren artan düzeyde yağ 

damlacıklarının hücreler içinde biriktiği gözlenmiştir. Osteojenik yönlendirme yapılan 

kültürlerde ise mineral odakların 3. haftadan itibaren ortaya çıkmaya başladığı, 

osteojenik hücre kültürleri için karakteristik olan boyanmaların gerçekleştiği 

görülmüştür. Kondrojenik yönlendirme yapılan yüksek hücre yoğunluklu pelet 

kültürlerde ise sülfatlanmış glikozaminoglikanların alsiyan mavisi ile boyandığı 

görülmüştür. Elde edilen bulgularla, Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği’nin 

Mezenkimal ve Doku Kök Hücre Komitesi’nin belirlediği mezenkimal kök hücre 

kritelerinin hepsinin adipoz dokudan elde edilen hücreler tarafından karşılandığı 

görülmüştür (Dominici vd. 2006). Bu bulgular, izole edilen adipoz kaynaklı hücre 

popülasyonunun “Mezenkimal Kök Hücre” olarak tanımlanmasına izin vermiştir.  

 

Koloni oluşturma özelliği (CFU-F) mezenkimal kök hücre belirteçlerinden biridir. 

Fenotipik ve morfolojik olarak homojen mezenkimal kök hücre popülasyonlarının 

üretimi klinik uygulamaların başarısı için çok önemlidir. Başlangıç hücre yoğunluğu 

mezenkimal kök hücrelerin koloni oluşturma kapasitelerini (CFU-F) etkilemektedir 

(Smith vd. 2004). Bu bilgiler ışığında farklı hücre yoğunluğu ile erken ve ileri pasaj 

seviyeleri kullanılarak farklı bölgelerden alınan adipoz mezenkimal kök hücrelerinin 

koloni oluşturma kapasiteleri makroskobik ve kantitatif (% CFU-F frekansı) olarak 

kıyaslanmıştır. Karın gerdirme ameliyatlarından bütün halinde doku parçası olarak 

çıkarılan adipoz doku ile memeden liposuction yöntemiyle toplanan adipoz doku 

mezenkimal kök hücre kaynağı olarak kullanılmıştır. 



80 
  

Yapılan kapsamlı bir çalışmada adipoz doku elde edilmesinde uygulanan cerrahi işlem 

tipinin ve adipoz dokunun elde edildiği bölgenin, stromal vasküler fraksiyondaki 

mezenkimal kök hücre sayısına bir etkisi olmadığı gösterilmiştir. Çalışmada adipoz 

doku karın bölgesinden büyük doku parçası şeklinde (doku rezeksiyonu), standart 

liposuction ve ultrasonlu-liposuction işlemleriyle toplanmış, bu dokulardan elde edilen 

stromal vasküler fraksiyondaki mezenkimal kök hücre frekansı sınırlı seyreltmeler ile, 

fenotipik belirteç profilleri akım sitometrisi ile, büyüme kinetikleri hücre kültürü gün 

sayısına bağlı logaritmik büyüme fazı grafikleri ile gösterilmiş, kondrojenik ve 

osteojenik indüksiyon koşullarında hücrelerin farklılaşma potansiyelleri incelenmiştir 

(Oedayrajsingh-Varma vd. 2006). Cerrahi müdahale tipinin ve dokunun alındığı 

bölgenin canlı hücre sayısına etkisinin olmadığı, her üç işlemden elde edilen hücrelerin 

CD34+, CD31-, CD105+, CD166+, CD45- ve CD90+ fenotipte oldukları gösterilmiştir. 

Ancak ultrasonlu-liposuction işleminden elde edilen fraksiyondaki hücrelerin daha 

yavaş çoğaldığı ve hücre ikilenme süresinin daha uzun olduğu rapor edilmiştir. Doku 

rezeksiyonu ve standart liposuction işlemleriyle elde edilen adipoz dokunun, hücre 

dizilerinin oluşturulması ve doku mühendisliğine yönelik çalışmalar için daha uygun 

olduğu sonucuna varılmıştır (Oedayrajsingh-Varma vd. 2006). 

 

Bu çalışma kapsamında toplanan adipoz dokuları arasında bölgesel kıyaslama 

yapıldığında, karından elde edilen mezenkimal kök hücrelerin memeden elde edilenlere 

göre daha fazla sayıda koloni ürettiği görülmüştür. Cerrahi yöntemlerin ve hücre 

izolasyon prosedürlerinin elde edilen mezenkimal kök hücre sayısında herhangi bir 

etkisi bulunmadığından, bu durum vücut dışına atılan adipoz dokularının miktarıyla ve 

dolayısıyla elde edilen hücre sayısı ve hücre çeşitliliği ile açıklanmıştır. Çalışma 

kapsamında ameliyatla alınan karın adipoz dokusunun miktarı meme dokusuna kıyasla 

daha fazla olduğundan, kendini yenileme kapasitesi yüksek hücre yoğunluğunun da 

orantılı olarak hücre populasyonu içinde fazla olduğu düşünülmüştür. Adipoz 

mezenkimal kök hücrelerinin izolasyonu ve özelliklerinin belirlenmesinin ardından 

çalışmanın ikinci bölümüne geçilmiştir. 

 

Çalışmanın ikinci bölümünde, cerrahi operasyonlarla uzaklaştırılan atık insan adipoz 

dokularından ekstraselüler matriksin izole edilmesi ve elde edilen bu matriks yapının 
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fiziksel (homojenizasyon, santrifüjleme, kalıplama) ve kimyasal (çapraz bağlama) 

yöntemler kullanılarak doku mühendisliği uygulamaları için 3-boyutlu biyolojik 

iskelelere dönüştürülmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla atık adipoz dokuları kan damarları 

ve fibröz doku parçaları ayıklandıktan sonra, kan hücrelerini uzaklaştırmak üzere steril 

PBS ile defalarca yıkanmış ve enzimatik sindirime tabi tutulmuştur. Sindirme işlemi 

durdurulan doku süspansiyonu santrifüjlenerek yağ bileşenlerinden ve stromal 

fraksiyonundan ayrılmış, geride kalan jelimsi pellet filtrelendikten sonra distile su ile 

defalarca yıkanarak -80
o
C’de dondurularak kurutulmuştur. Kurutulan ECM değişik 

oranlarda çapraz bağlayıcı çözeltisi içinde homojenizatörle homojen hale getirilmiş, 

bekletilmeden kalıplara dökülmüş ve oda sıcaklığında santrifüj edilmiştir. Elde edilen 

iskele formları steril distile su ile 2 gün boyunca çapraz bağlayıcı ajanları uzaklaştırmak 

amacıyla yıkanmıştır. Yıkanan örnekler dondurularak kurutulmuş ve kullanıma hazır 

hale gelmiştir. Geliştirilen yöntem ile biyolojik olarak aktif bir iskele malzemesi 

üretilmiştir. Makroskopik görüntülere bakıldığında elle tutulur, gözenekli, hidrofilik ve 

yumuşak bir iskele malzemesi olduğu görülmektedir. Malzemenin biyolojik olarak aktif 

olması, malzeme üzerine tohumlanan hücrelerin hücre kültürü koşullarında canlı olarak 

kalmasını, in vivo koşullarda ise doku onarımını sağlayan bir malzeme olması anlamına 

gelmektedir. Ekstraselüler matriks iskele malzemesinin bu fonksiyonu, malzemenin 

biyouyumlu olmasından, yapısında bulundurduğu aktif moleküllerden ve in vitro 

şartlarda kültür vasatının ve in vivo (canlı organizma) şartlarında ise fizyolojik sıvıların 

iskele içinde tutunan hücrelere ulaşabilmesine imkân veren uygun gözenek yapısına 

sahip olmasından kaynaklanmaktadır. İnsan adipositlerini çevreleyen ECM yapısında 

kollajen tip I, III, IV, VI, laminin, fibronektin, perlekan, entaktin ve heparin sülfat 

proteoglikanın varlığı immünhistokimyasal olarak gösterilmiştir (Ahima vd. 2000, Orci 

vd. 2004, Niemela vd 2007, Fonseca-Alaniz vd. 2007). Taramalı elektron mikroskobu 

görüntüleri incelendiğinde kollajen lifler içeren, büyük ölçüde homojen, ara bağlantılı 

gözenekli yapının oluştuğu, hücrelerin dokudan büyük ölçüde uzaklaştırıldığı 

gözlenmiştir.  

 

Ekstraselüler matriks, memeli dokularında hücrelerin arasında bulunan, hücreleri 

birbirine bağlayan ve destekleyen karmaşık bir yapıdır. Bu yapı, içerdiği ya da temasta 

olduğu hücreler tarafından salgılanır. ECM, hücrelerin doku şeklinde organizasyonunu 
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sağlar, su ve mineral tutarak dokunun fiziksel özelliklerini belirler, içinde barındırdığı 

büyüme faktörleri gibi biyomoleküller sayesinde hücrelerin gelişme ve farklılaşmasını 

düzenler, hücrelerin yapışma, göç etme ve çoğalmasında rol alır. ECM farklı dokularda 

farklı miktarlarda bulunur. Epitel gibi tabakalar oluşturan dokuda çok az ekstraselüler 

matriks bulunurken, kemik, kıkırdak gibi dokularda çok fazla ekstraselüler matriks ve 

az sayıda hücre bulunmaktadır. ECM, her dokuda dokunun fonksiyonelliğine göre farklı 

özellikte bulunur. Kemik ve dişte kalsifiye olmuştur, korneada şeffaftır, tendonlarda ise 

ip gibi ve çok sağlamdır. ECM, yapısal proteinler (örn. kollajen ve elastin), özelleşmiş 

proteinler (örn. fibronektin, laminin) ve proteoglikanlar (örn. perlekan ve dekorin) 

olmak üzere üç biyomolekül sınıfından oluşmuştur. Matriks yapıyı oluşturmak için 

gereken protein bileşimi, moleküler organizasyon ve biyomekanik özellikler dokunun 

fonksiyonuna göre ayarlanır (Nelson vd. 2006). Bu proteinlerin biyosentezi oldukça 

karmaşıktır ve çok sayıda translasyon sonrası yapısal değişimleri gerektirir. Bu işlemler 

hücre içi ve dışında devam eder (Kanagawa vd. 2005, Humphries vd. 2008). Bu 

karmaşık döngü ECM’nin sentetik olarak taklit edilmesini ve üretilmesini çok 

zorlaştırır. Biyoteknolojik gelişmeler sayesinde artık ECM proteinlerinin rekombinant 

olarak üretilmesi mümkün olmaktadır ancak proteinlerarası hiyerarşik düzen ve bütün 

olarak çok fonksiyonlu sentetik ECM üretimi hala oldukça uzak bir ihtimaldir 

(Ruggiero vd. 2008).  

 

Günümüzde farklı donörlerden ve farklı türlerden elde edilen dokuların 

hücresizleştirilmesi ile üretilmiş ekstraselüler matriks ve diğer aselüler biyomateryaller 

hücre yapışması ve çoğalması için terapötik iskeleler olarak kullanılmaktadır. Bu 

malzemelerin doku onarımına ve yenilenmesine nasıl bir mekanizma ile katıldığı henüz 

tam olarak bilinmemesine rağmen matriksi oluşturan bileşenlerin içerik ve 

organizasyonunun hücre yapışması, gen ifadesinin kontrolü ve hücre farklılaşmasında 

rol oynadığı düşünülmektedir (Raghow 1994, Nelson ve Bissell 2006, Vorotnikova vd. 

2010). Bu malzemelerin belirgin avantajları biyouyumluluk, toksik olmayan 

moleküllere parçalanabilme ve dokunun yeniden modellenmesini ve fonksiyonel doku 

oluşumunu sağlayan indükleyici biyolojik yapısıdır (Badylak 2007). Malzemeler hücre 

yapışması için uygun yapıdadırlar ve sentetik olarak taklit edilmesi mümkün olmayan 

biyokimyasal bilgi ve morfolojik ipuçları içerirler (Hubbell 2003). Bu nedenle ECM 
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yapısında hücresizleştirildikten sonra büyüme faktörlerinin ve mikroçevrenin korunması 

ile yüzey topolojisi fonksiyonel doku elde edilebilmesi için çok önemlidir. Ayrıca 

malzemenin immün yanıt oluşturmayacak şekilde hazırlanması gerekir. Ancak, 

ekstraselüler matrikslerin hücresizleştirme işlemleri yoğun, kapsamlı ve yorucu 

basamaklar içermektedir. Genellikle kullanılan yöntemler fiziksel (dondurma, basınç 

uygulama, sonikasyon, çalkalama) ve kimyasal (enzim, deterjan, asit, baz) basamaklar 

içermekte ve bu işlemler ilgilenilen doku veya organa adapte edilmektedir. Her bir 

işlem, ECM yapısı içinde kalan bileşenleri etkilemekte, materyalin mekanik yapısını 

değiştirmekte, dolayısıyle tohumlanan hücrelerin büyüme ve farklılaşmasını destekleme 

yeteneğini ve nakledildikten sonra konak doku cevabını etkilemektedir. Doku ancak 

etkili biçimde hücresizleştirilir ve ECM’ye özgü yapısal ve fonksiyonel bileşenler 

(kollajen, laminin, fibronektin, büyüme faktörleri, vd.) korunabilirse immün yanıt 

oluşmaması mümkün olmaktadır (van der Rest vd. 1991, Allman vd. 2001). Ancak 

kullanılan bazı deterjanların bazı dokularda kollajen yapısını bozduğu, dolayısıyla 

dokunun mekanik sağlamlığının bozulduğu gözlenmiştir (Woods ve Gratzer 2005). Bir 

başka çalışmada ise uygulanan işlemlerin ECM’nin GAG miktarını ve yapısını bozduğu 

ve azalttığı bu nedenle son ürün iskele malzemesinin viskoelastik yapısının değiştiği 

bildirilmiştir (Lovekamp vd. 2006). 

 

Bu çalışmada uygulanan yöntem, glutaraldehit gibi toksik çapraz bağlayıcılar 

kullanılmadan ılıman koşullarda üç-boyutlu biyolojik malzeme yapımını sağlamıştır. Bu 

yöntemle, adipoz doku etkili bir biçimde hücresizleştirilmiş, son ürün ECM’nin yapısal 

ve fonksiyonel özelliklerini etkileyebilecek deterjanlar, emülsifikasyon ajanları, toksik 

çapraz bağlayıcılar kullanılmamıştır. Yöntem çapraz bağlayıcı içinde santrifüj basamağı 

ile çapraz bağlanma reaksiyonu için molekülleri birbirine yaklaştırması sayesinde 

reaksiyonu hızlandırmakta ve daha kararlı yapıda biyolojik iskelelerin oluşturulmasını 

sağlamıştır. Elde edilen malzeme primer hücre ya da hücre hatları için statik kültür, 

perfüzyon ya da diğer biyoreaktör koşullarında substrat olarak kullanılabilir. Aynı 

zamanda farklı hücre çeşitleri tohumlanarak ve farklı formlarda üretilerek fizyolojik 

ortamda ihtiyaca uygun istenen boyutta otolog veya allojenik biyolojik greftler 

oluşturmak mümkün olabilir.  
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Hazırlanan ECM iskelelerin in vitro çalışmalar öncesinde su ve tampon tutma 

kapasiteleri belirlenmiştir. Sonuçlara bakıldığında, 24. saat itibarı ile en yüksek su ve 

tampon tutma kapasitesine ulaştıkları görülmüştür. Literatürdeki sonuçlara benzer 

olarak, hücresizleştirme işlemlerinin ardından ECM temelli malzemelerin gözenekli bir 

yapı kazandığı ve buna paralel olarak absorblama kapasitelerinin arttığı görülmüştür. Bu 

sonuçlarla gözenekli, lifsi ve aktif biyomolekül içeriğini koruyan ECM iskelelerin 

özellikle yüksek derecede hidrate olan kıkırdak gibi dokuların tedavisinde kullanımı 

sırasında sıvı kaybını engelleyip besin ve madde alışverişine izin verecek difüzyon 

ortamını sağlama ve koruma potansiyeline sahip oldukları düşünülmektedir.  

 

Hazırlanan iskelelerin sitotoksik etkileri MTT yöntemi ve histokimya boyamaları ile 

değerlendirilmiştir. İskeleler üzerine aynı dokulardan elde edilen ve özellikleri 

belirlenen mezenkimal kök hücreler tohumlanmış ve standart kültür vasatında kültür 

edilmişlerdir. Belirli zaman noktalarında MTT testi uygulanarak hücre canlılığı ve 

çoğalması takip edilmiştir. Absorbans değerleri incelendiğinde, deney süresince 

hücrelerin iskeleler üzerinde canlılıklarını korudukları ve çoğaldıkları, maksimum hücre 

sayısına 21. günde ulaştıkları görülmüştür. Histokimya çalışmaları incelendiğinde, 

hematoksilin-eozin boyamaları sonucunda tohumlanan mezenkimal kök hücrelerin 

sayıca arttığı hücre çekirdeklerinin mavi-siyah renkte boyanması ile belirlenmiştir. In 

vitro kültürün ileri aşamalarından toplanan örneklerde mavi-siyah rengin şiddetinin 

arttığı, hücrelerin çoğalarak iskeleye iyice entegre oldukları görülmüştür. Ayrıca 

taramalı elektron mikroskobu görüntüleri, tohumlanan mezenkimal kök hücrelerin 

gözenekli kollajenöz yapıyı 21. günde tamamen kapladıklarını göstermiştir. Bu bulgular 

MTT sonuçları ve histokimya boyamalarıyla uyumludur. Elde edilen in vitro veriler 

adipoz ECM iskelelerin aynı dokulardan izole edilen mezenkimal kök hücrelerin 

tutunma ve çoğalmaları için elverişli bir çevre olduğu, hücreler üzerinde herhangi bir 

sitotoksik etkisinin bulunmadığı anlaşılmıştır.  

 

Hücre tutunması ve çoğalması açısından biyouyumlu olduğu belirlenen ECM iskelelere 

tohumlanan mezenkimal kök hücrelerin kıkırdak oluşturma potansiyelinin belirlenmesi 

amacıyla kondrojenik farklılaştırma deneyleri tasarlanmıştır. Kıkırdak doku 

mühendisliği için üretilen biyomalzemelerin kondrogenezi artıran, doğal mikroçevreyi 
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taklit eden biyolojik ve kimyasal işaretçileri içerecek şekilde tasarlanması ve hücre 

fenotipini koruyan yapıda olması gerekir (Vinatier vd. 2009). Bugüne kadar 

biyobozunur poli(laktik-ko-glikolik asit), poliüretan, poli(3-hidroksibütirat), hiyaluronik 

asit, kollajen, fibrin ve jelatin gibi sentetik veya doğal pek çok polimer kıkırdak doku 

mühendisliği için kullanılmıştır (Bonzani vd. 2006, Lee vd. 2006, Wu vd. 2010, Ahmed 

vd. 2011). Son yıllarda hücrelerinden arındırılmış doku iskelelerine yönelik çalışmalar 

biyouyumlu olmaları ve sinyal molekülleri içermeleri nedeniyle artmaktadır (Diekman 

vd. 2009).  

 

Ekstraselüler matriksten üretilmiş biyolojik iskelelerin kıkırdak doku mühendisliğinde 

kullanıldığı henüz az sayıda çalışma vardır. Kıkırdak dokunun sınırlı kaynaklardan elde 

ediliyor olması, hücresizleştirme işlemlerinin düşük verimi kıkırdak matriksinin 

kullanımını güçleştirmektedir (Gibson vd. 2008, Elder vd. 2009, Schwarz vd. 2012). 

Doğal kıkırdak doku oldukça yoğun ve kompakt bir yapı olduğundan hücresizleştirme 

işlemlerinde kullanılan maddelerin dokuya etkili biçimde girmesini engellemekte, hücre 

ve DNA kalıntılarının uzaklaştırıldığı malzeme elde edilmesini zorlaştırmaktadır. Doğal 

kıkırdak dokusundaki kondrositlerin ortamdan uzaklaştırılması için hassas işlemler 

yeterli olmamaktadır. Uygulanan yoğun ve kapsamlı işlemler, deterjan gibi ajanlar 

matriksin biyolojik yapısını bozmaktadır. Kıkırdak doku mühendisliğinde kullanılacak 

ECM iskelelerin elde edilmesinde önemli nokta, biyomekanik özelliklerinin 

korunmasıdır. Özellikle eklem kıkırdağının elastikliği ve sıkılığı dokunun mekanik 

olarak fonksiyonelliğini sağlarken, kondrositlerin davranışlarını etkileyen 

mekanotransdüksiyon yolakların yönünü değiştiren işaretçileri içererek doku içi dengeyi 

sağlamaktadır (Guilak 2011). Bu bağlamda ECM’nin biyomekanik özellikleri içerdiği 

büyüme faktörleri rezervuarını da etkiler, böylece örneğin TGFβ yolaklarının işleyişini 

etkiler (Pei vd. 2011). Kıkırdak dokunun vücuttan toplanması, hücresizleştirilmesi ve 

sterilizasyonu işlemleri su içeriğini ve üç boyutlu konfigürasyonunu etkilemekte 

böylece biyomekanik özelliklerini etkilemektedir. Hücresizleştirme için Triton X-100, 

SDS veya tripsin gibi maddelerin kullanılması örneklerde GAG içeriğinin belirgin 

ölçüde azalmasına buna bağlı olarak yapı içindeki suyun kaybolmasına neden 

olmaktadır (Yang vd. 2008, Elder vd. 2009, Xue vd. 2012). Bu durumda elde edilen 

üründe daha sıkı ve yoğun hale gelmiş kollajen ağ yapı oluştuğundan yapının 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elder%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19395023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18313139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20JX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608213
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viskoelastik özellikleri kaybolmaktadır (Badylak 2007, Kheir vd. 2011). Kollajenlerin 

deterjan varlığında kısmen korunup GAG kaybının çok olması bu moleküllerin 

birbirlerine göre konumlarından da kaynaklanmaktadır. Yapı içinde düzenli iplikler 

halindeki bulunan kollajen proteoglikan ve GAG’ca zengin matriks içinde gömülüdür 

(Han vd. 2011). Bu durum GAG’ların işlemlerde kullanılan malzemelere daha çok 

maruz kalmalarına sebep olmaktadır. Özellike tripsin matriks proteinleri arasındaki 

bağlantıları kopardığından daha gevşek bir yapı oluşturmakta, bu da GAG içeriğini 

azaltmaktadır (Xu vd. 2014). SDS (Sodyum dodesil sülfat) anyonik bir deterjan olup iki 

aminoasitte bir peptit zincirine bağlanarak protein moleküllerini oluşturan alt birimleri 

birbirinden ayırır. Ayrıca negatif yük taşıdığından peptitlere yüksek oranda negatif yük 

kazandırır. Protein içindeki kovalent olmayan bağları kopararak proteinin doğal yapısını 

bozar. Böylece doğal dokunun yapısındaki hem GAG hem de kollajen içeriğinde önemli 

kayıplara sebep olur (Gilbert vd. 2006, Xu vd. 2014). Hücresizleştirme işlemlerinde 

uygulanan dondurup çözme basamaklarının tekrarlanması da kristal oluşumu nedeniyle 

kollajen ağ yapısını bozmaktadır.  

 

Adipoz doku histolojik olarak gevşek bağ doku olarak kategorize edilir ve dokunun 

hücresiz kısmı yoğunlukla kollajenden oluşmaktadır. Her bir adipositin, başlıca elemanı 

kollajen tip IV olan kalın bir ecm ile çevrili olduğu rapor edilmiştir (Pierleoni vd. 1998). 

Adipoz dokunun viskoelastik yapısı ve kemik ve kıkırdak dokuya kıyasla görece daha 

yumuşak ve işlenebilir olması yoğun ve yorucu hücresizleştirilme işlemlerinin 

uygulanmasını gerektirmemektedir. Farklı hücresizleştirme işlemlerinin uygulandığı 

çalışmalarda son ürün ECM içeriğinin korunduğu, TGFβ1, IGF, bFGF ve VEGF gibi 

büyüme faktörlerinin yapı içinde fonksiyonel kaldığı, içerdiği sitokinler ve diğer aktif 

biyomoleküller sayesinde hücrelerin tutunma, çoğalma ve farklılaşmasını destekleyen 

bir mikroçevre oluşturduğu gösterilmiştir (Flynn 2010, Choi vd. 2011). Bu çalışmada 

uygulanan yöntem hassas basamaklar içermektedir. Adipoz dokuda matriksinde doğal 

olarak mevcut olan kollajen, GAG ve büyüme faktörü gibi biyomoleküllerin yapısını ve 

miktarını bozacak işlemler uygulanmamıştır. Son ürün iskele malzemesinin viskoelastik 

yapısının ve biyolojik içeriğinin korunduğu düşünülmektedir. 
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Vücuda herhangi bir malzeme makledildiğinde o bölgeye gelen hücrelerden biri 

makrofajlardır. Kandan dokulara göç eden monositler farklılaşarak makrofajları 

oluştururlar. Makrofajlar tüm vücut dokularına yayılabilir ve yerleştikleri yerde özel 

isimler alırlar. Yabancı ve zararlı olan maddeler, reseptör ve ligand bağlanmasından 

sonra aktine bağlı motilite ile makrofaj içine alınır ve parçalanırlar. TNF-α ve IL-1 gibi 

sitokinler aracılığıyla makrofajlar antikora bağlı olmayan litik aktivite gösterirler. 

Makrofajların patojenleri tanıması, patojen ilişkili moleküler motifler ve bazı yüzey 

molekülleri ile olur. Makrofajların yabancı ajan ile temasında CD16, CD32 gibi yüzey 

reseptörleri ile sitokin reseptörleri rol oynar. Bu hücreler patolojik organizmaları ve 

doku artıklarını fagosite ederler. Hem nitrik oksit sentezleyerek hem de serbest oksijen 

radikalleri ile patojenleri yok ederler. Bu hücreler ayrıca, nakledilen iskelenin 

bozunmasını, greft malzeme ile konak dokunun kaynaşmasını sağlarlar. Ancak 

makrofajların fenotiplerine göre salgıladıkları bazı çözünür faktörler yeni doku oluşumu 

için hem yararlı hem de zararlı olabilir. M1 makrofajların aktivasyonuyla katabolik 

sitokinlerin salgılanması yeniden yapılanmayı ters yönde etkilerken, M2 makrofajların 

aktivasyonunda anabolik sitokinler salgılanacağından yeniden yapılanmayı hızlandırıcı 

etki oluşmaktadır (Badylak vd. 2008, 2008, Yang vd. 2008, Keane vd. 2012, Xue vd. 

2012). Örneğin eklem kıkırdağında hasar olan bir hastada M1 makrofajlarından IL-1β 

ve IL-6 salınımı artarken nakledilen ECM iskele başarılı şekilde hücresizleştirildiyse 

denge M2 makrofajlarından salınan sitokinler tarafına kayar ve bağışıklık reddi oluşmaz 

(Badylak ve Gilbert 2008, Badylak vd. 2008, Yang vd. 2008, Xue vd. 2012). Allojenik 

veya zenojenik uygulamalarda ECM’den tamamen uzaklaştırılamayan hücreler asıl 

immünojenik faktörlerdir. Hücre zarının yüzeyinde lipoprotein veya glikoprotein 

formunda doku uyuşumu antijenleri (HLA antijenleri) bulunur. Bu antijenler genetik 

şifreye göre ifade edildiğinden aynı tür içinde veya farklı tür organizmalarda her bireyde 

değişkenlik gösterir. Bu antijenler kanda bulunan T hücreleri tarafından tanınır ve 

immün atak oluşumunu sağlarlar. Bu nedenle ECM iskelenin in vivo olarak 

kullanılmadan önce immün ret cevabını, enflamasyonu ve olası greft reddini önlemek 

amacıyla bütün hücrelerinden arındırılmış olması gerekir (Gilbert vd. 2008). 

 

Kıkırdak dokuda damarların bulunmayışı doku tamirini kısıtlayıcı bir faktör olsa da bu 

durum pek çok farklı kaynaktan ECM iskelelerin hasarlı bölgeye nakledilmesini 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badylak%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18083531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18313139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20JX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608213
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sağlayabilecek bağışıklık imtiyazı da sağlamaktadır (Revell vd. 2009). Kıkırdağın 

yoğun ECM’si dokuyu neredeyse non-immünojenik yapmaktadır çünkü yoğun ECM 

kondrositleri greft reddinde aktif rol oynayan T ve NK hücrelerinden fiziksel olarak 

korumaktadır. Bu durum allojenik uygulamalarda bir avantaj olabilir ancak zenojenik 

uygulamalar için ileri araştırmaların yapılması gerekmektedir. 

 

Kıkırdak matriksinin kullanımını kısıtlayan bir diğer sorun, hücresizleştirme 

işlemlerinden sonra bile kıkırdak matriksinden elde edilen iskelelerde gözenekliliğin 

düşük olmasıdır (Gibson vd. 2008). Gözenek sayısı ve büyüklüğünün düşük olması 

tohumlanan hücrelerin tutunma ve çoğalmasını olumsuz etkilemektedir. Malzeme 

üzerinde hücre dağılımı homojen olamamaktadır. Kelley ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada tavşan burnundan alınan kıkırdak doku konvansiyonel fizikokimyasal 

işlemlerden geçirilmiş ancak hücre kalıntıları tamamen uzaklaştırılamamıştır. Bu durum 

özelllikle zenojenik kaynaklı doku olduğu için bağışıklık yanıtı oluşturması muhtemel 

bir malzemenin elde edilmesi anlamına gelmektedir (Kelley vd. 2002). Bir başka 

çalışmada ise kıkırdak matriksinden hücreler uzaklaştırılmış ve kollajen iplikleri 

bozulmamış membranlar elde edilmiştir ancak bu malzemelerin gözenek boyutu düşük 

olduğundan (10-40 μm çapında) ekilen hücrelerin malzeme içine nüfuz etmesi 

sağlanamamıştır (Schwarz vd. 2012). 

 

Bu sorunlara ek olarak, otolog kıkırdak çalışmalarında, cerrahi işlemle doku alma 

zorunluluğu ve hasar bölgesinin boyutları kadar dokunun başka bölgeden alınması, 

alınan bölgede de doku kaybına neden olmaktadır. Genellikle daha az ağırlık taşıyan 

bölgeden kıkırdak doku çıkarılmaktadır. Bu da mekanik özellikleri daha zayıf olan 

dokunun işlemlerden geçirilerek daha çok ağırlık taşıyan bölgeye nakledilmesi anlamına 

gelmekte, bu yüzden ağırlık ve basınç nedeniyle nakledilen dokunun hasarına neden 

olmaktadır. Bütün bu kısıtlılıklar nedeniyle başka dokulardan elde edilen ve 

hücresizleştirilen ekstraselüler matriks iskelelerin kıkırdak doku mühendisliğinde 

kullanımına yönelik çalışmalar hızlanmıştır. Başka dokulardan elde edilmiş ECM 

biyomateryallerin doku tamirinde benzer etkiye sahip olduğu düşünülmektedir. Domuz 

ince bağırsak altmukozasından üretilen ECM iskelelerin kardiak veya vajinal doku 

tamirinde etkili olduğu gösterilmiştir (Geoffrion vd. 2011, Padalino vd. 2012). Başka 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwarz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690787
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dokulardan hücresizleştirilen matriksten elde edilen biyomalzemeler standartlaşmış 

protokollerle üretildikleri, daha kolay ve daha çok miktarda elde edilebilen dokulardan 

üretildikleri ve SIS ECM’sinde olduğu gibi in vitro, in vivo ve hatta klinik çalışmalarla 

pek çok açıdan değerlendirilmiş olmaları ile rejeneratif uygulamaların başarı şansını 

artırmaktadırlar.  

 

Bu çalışmada kullanılan adipoz doku ECM iskele, otolog dokulardan elde edildiği için 

immün yanıt veya etik çekinceler oluşturmamaktadır. Toksik ajanlar, deterjan gibi 

maddelerin kullanımı gerekmediğinden biyolojik içeriği korunmuş, kolayca işlebilen, 

biyouyumlu bir biyomalzeme elde edilmiştir. Üretilen adipoz doku ECM iskelelerin 

bütünlüğünü, sağlamlığını ve gözenekliliğini artırmak üzere biyouyumlu çapraz 

bağlayıcılar kullanılmıştır. Kıkırdak doku mühendisliğinde özellikle eklem bölgesine 

yönelik çalışmalarda mekanik ve biyolojik olarak fonksiyonel dokunun nakil öncesi 

oluşturulması başarı şansını artırmaktadır. Yapısal olarak yetersiz malzemeler onarımı 

önleyici ve hatta hasarlı bölgenin etafındaki dokuda degredasyonu hızlandırıcı etki 

yapabilirler. Doğal dokuya özgü mekanik özelliklere sahip malzemeler üretilerek pek 

çok olumsuzluk bertaraf edilebilir. Bu nedenle pek çok araştırıcı özellikle eklem 

kıkırdak mühendisliği için in vitro çalışmaların ve malzeme özelliklerini geliştiren 

işlemlerin gerekliliğini vurgulamaktadır.  

 

Bu çalışmada, kıkırdak doku mühendisliği için otolog kök hücreler kullanılmıştır ki bu 

doku mühendisliği çalışmaları için en çok tercih edilen hücre grubudur. Son yıllarda 

kemik iliği mezenkimal kök hücrelerine alternatif olan adipoz mezenkimal kök hücreleri 

kıkırdak doku mühendisliği için uygun hücre grubu olarak düşünülmektedir. Adipoz 

mezenkimal kök hücrelerin hemen, kolayca ve çok miktarda elde edilebilir olması, 

hücre kültürlerinde yüksek pasaj numaralarına kadar özelliklerini korumaları ve 

kondrojenik potansiyele sahip olmaları bu hücrelere olan ilgiyi artırmaktadır (Lee vd. 

2004, Kern vd. 2006, Izadpanah vd. 2006). 

 

Adipoz ve kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin kondrojenik potansiyel açısından 

farklı pasaj numarası ve kondrojenik vasat içerikleri vardır (Im vd. 2005). Adipoz 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15319535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Izadpanah%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16795045
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mezenkimal kök hücrelerinin ileri pasajlarda ve TGFβ-1, TGFβ-3, BMP-6 ve bazik 

fibroblast büyüme faktörü (bFGF) eklenen besiyerinde kondrojenik potansiyeli 

artmaktadır (Estes vd. 2006, 2006, 2010, Kim vd. 2009, 2010). Domuz kemik iliği 

mezenkimal kök hücrelerinin ileri pasajlarda kondrojenik potansiyelinin azaldığı 

görülmüştür (Vacanti vd. 2005). Bir diğer farklılık kondrojenik indüksiyonu sağlayan 

çözünür maddelere hücrelerin verdiği farklı yanıtlardır. Her iki hücre grubunun 

indüksiyonunda birbirinden farklı büyüme faktörleri gerekmektedir. Agrekan üretiminin 

kemik iliği mezenkimal hücrelerinde TGFβ-3 ile arttığı, adipoz mezenkimal kök 

hücrelerinde ise BMP-6 ile arttığı bildirilmiştir (Diekman vd. 2010). Bir başka 

çalışmada, adipoz mezenkimal kök hücrelerinin kültür vasatına BMP-6 ve TGFβ-3 

eklendiğinde kollajen tip II ifadesinin arttığı ve kondrogenezi yoğunlaştırdığı rapor 

edilmiştir (Hennig vd. 2007). Son yıllarda yapılan çalışmalarda, adipoz mezenkimal kök 

hücrelerin daha yüksek dozlarda büyüme faktörü içeren vasatlarla indüklendiği ve hatta 

TGFβ-3’ten daha yüksek dozda BMP-6 kullanılmasının kondrogenezi arttırdığı ve daha 

iyi sonuçlar verdiği rapor edilmiştir (Estes vd. 2006, Hennig vd 2007, Kim vd. 2009, 

Diekman vd. 2010). 

 

Bu çalışmada yüksek doz BMP-6 ve TGFβ-3 içeren kondrojenik vasatta 14, 28 ve 42 

gün kültürü sürdürülen hücre-iskele yapılarında yoğun kondrojenik matriks birikimi 

gözlenmiştir. İskele içindeki hücreler kondrositlere farklılaştıkça kendi matrikslerini 

ürettiklerinden yapı içinde kıkırdak dokuya özgü matriks proteinleri birikmiştir. 

Böylece yapıların giderek sıkılaştığı ve elastikleştiği, sarımsı-beyaz renkte kıkırdak 

benzeri doku oluştuğu gözlenmiştir.  

 

Kıkırdak dokuda en çok bulunan protein kollajen Tip II'dir ve dokunun baskı 

dayanımını ve sertliğini sağlayan çapraz fibrilleri oluşturan esas komponenttir. Tip IX 

ve Tip XI, kollajen ağın şekillenmesine ve stabilizasyonuna katkıda bulunur. Tip VI, 

kondrositlerin matrikse tutunmalarını sağlar. Kollajen liflerin arasını proteoglikanlar 

doldurmuştur. Proteoglikan bir çekirdek proteine bağlanmış glikozaminoglikanlardan 

oluşur. Glikozaminoglikanlar anyonik olduklarından proteoglikan molekülü etrafında 

güçlü bir elektronegatif alan oluştururlar. Proteoglikanlar kıkırdaktaki sıvı akımına karşı 

direnç gösterdiklerinden kıkırdağın esnekliği dokunun su ve proteoglikan içeriğine 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vacanti%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15880640
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bağlıdır. Proteoglikan kütlesinin % 90’ını agrekan molekülleri oluşturur. Agrekanlar 

hiyaluronik asit ve bağlantı proteinleri ile birleşerek büyük moleküler agregatlar 

oluştururlar. Bunlar proteoglikanları matriks içinde tutmaya ve dokunun deformasyonu 

sırasında yer değiştirmelerini önlemeye yarar. Böylece kıkırdak doku tekrarlayıcı 

sürtünme ve deformasyona dirençli bir yapı kazanır (Alford vd. 2005). Sağlıklı insan 

eklem kıkırdağında bulunan ~13 µm çapındaki bir kondrosit hücresinin ortalama olarak 

~100-160 µm boyutlarındaki matriksin yapımı ve yıkımından sorumlu olduğu 

hesaplanmıştır (Alford vd. 2005). Kondrositler belli bir ölçüye kadar matriksi 

yenileyebilirler, eğer yıkımla kaybedilen matriksten daha fazla sentez gerçekleşemezse 

ve doku aşırı, tekrar eden yüklere maruz kalırsa kalıcı matriks hasarları meydana gelir 

(Paige vd. 1995). Bu çalışmada adipoz mezenkimal kök hücrelerin ECM iskeleler 

üzerinde kondrositlere farklılaştığı pozitif alsiyan mavisi, kollajen tip II ve agrekan 

boyamaları ile gösterilmiştir. Kültürün 4. haftasından itibaren hücrelerin belli bir 

düzende yapı içine yerleştiği ve zengin bir ECM ile çevrili oldukları immunhistokimya 

bulgularıyla gösterilmiştir. Ayrıca yapıda önemli ölçüde GAG birikimi tespit edilmiştir. 

Bu sonuçlarla adipoz mezenkimal kök hücrelerin aynı dokulardan elde edilen ECM 

iskeleler üzerinde TGFβ-3 ve BMP-6 içeren vasat içinde kondrojenik yöne 

farklılaştırılabileceği, bu koşulların kıkırdak benzeri doku oluşumunu desteklediği 

gösterilmiştir. Elde edilen sonuçların literatürdeki pek çok çalışmayla uyumlu olduğu 

görülmüştür. 

 

İnsan vücudunda doku oluşumu ve onarımı embriyogenezden yara kapanmasına kadar 

hayat boyu devam eder. Bu değişimler hücre göçü, hücre çoğalması, ECM depolanması 

ve yeniden modellenmesi ile gerçekleşir. Doku gelişimi sırasında ECM’nin 

depolanması ve organizasyonu hücreleri göçetmesine ve farklılaşmasına rehberlik eder 

ve ECM memeli embriyosunun iki hücreli aşamasından itibaren organizmanın yaşamı 

boyunca işlev görür. Son yıllarda kök hücre biyolojisi alanındaki gelişmeler tedavi 

edilemez pek çok hastalık için yeni terapötik yaklaşımların kapılarını açmıştır. Fakat bu 

yaklaşımların tam bir klinik başarıya dönüşmesi için kök hücre kaderinin etkili bir 

biçimde belirlenebilmesi ve kontrol edilebilmesi gerekir. Ancak bu şekilde farmasötik 

amaçlara uygun nitelik ve nicelikte hücre tedavileri geliştirilebilir. Günümüzde en 

gelişmiş biyomalzemeler kök hücre mühendisliğinde hem hücrelerin 3-boyutlu 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paige%20KT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19877919
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mikroçevredeki davranışlarını anlamayı hem de uzun vadeli ve istenen yönde 

farklılaşmış terapötik hücre tedavilerini oluşturmayı amaçlamaktadır. Doku 

mühendisliğinin başarısında kullanılacak hücre kaynağının, iskele malzemesinin doğal 

biyolojik ortam yaratacak özellikte olmasının büyük etkisi vardır. Bu nedenle daha etkin 

ve doğal nakil malzemelerine, daha fazla hücre barındıran kaynaklara duyulan ihtiyaç 

artmaktadır.  

 

Sonuç olarak bu çalışmada, adipoz dokunun otolog mezenkimal kök hücreler ve doğal, 

taklit edilemez moleküler içeriğe sahip üç boyutlu yapı iskelesi üretiminde 

kullanılabilecek ekstraselüler matriks açısından zengin bir kaynak olduğu gösterilmiştir. 

Adipoz mezenkimal kök hücrelerin ve iskelelerin önemli ölçüde kondrojenik potansiyeli 

olduğu, otolog veya allojenik kıkırdak doku mühendisliği uygulamalarında 

kullanılabileceği tespit edilmiştir. Elde edilen bulguların otolog kök hücreler, üç boyutlu 

yapı iskeleleri ve uygun kültür koşullarının kombinasyonuyla kişiye özel tedavi 

yaklaşımlarına imkan sağlayabilecek ve klinik tedavilerin geliştirilmesine rehberlik 

edebilecek bilgi birikimine katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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