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ÖZET 

HİPOKSİK ORTAMDA OTOLOG SERUMLA ELDE EDİLEN 

İNSAN ADİPOZ KAYNAKLI MEZENKİMAL KÖK 

HÜCRELERDE KRİYOPREZERVASYON ETKİSİ, 

PROLİFERATİF VE KONDROJENİK FARKLANMA 

KAPASİTESİNİN İNCELENMESİ 

İnsan kaynaklı adipoz (yağ) dokusundan elde edilen mezenkimal kök hücrelerin 

izolasyonu, ekspansiyonu, kriyoprezervasyonu ve izole edilen kök hücrelerin 

diferansiyasyon kapasiteleri araştırılmıştır. Bu konuda ülkemizde ve diğer ülkelerde 

yapılmış çalışmalarda farklı izolasyon, ekspansiyon, kriyoprezervasyon ve 

diferansiyasyon yöntemleri kullanılmış olmasına rağmen hayvan kaynaklı serum 

içermeyen otolog serum ve hipoksik kültür koşullarında yapılmış bir çalışma yoktur. 

Cerrahi koşullarda daha önce belirlenen protokoller çerçevesinde 10 adet 25-52 yaş 

arası kadından alınan abdominal yağ örneklerinden mezenkimal kök hücre eldesi 

sağlanmıştır. Aynı hastaya ait kök hücreler hipoksik ve normansi koşullarda 

kültüre edilmiş 1., 3., ve 5. pasajlarda hücre canlılığı, mezenkimal kök hücre 

karakterizasyonu, dondurup/çözme ve kıkırdak yönüne doğru farklanma bu 

çalışmada gözlemlenmiştir. 

Bu çalışmayla birlikte bugüne kadar hipoksik kültür ortamında yağ doku kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerle ilgili mevcut bilgilere otolog serum uygulaması 

eklenerek konuda genişleme, yenileme ve iyileştirme oluşturulacağı aynı zamanda 

standart bir protokol geliştirilip ileride in vivo çalışmalarla desteklenerek klinikte 

kullanıma ışık tutacağı düşünülmektedir. Bu kapsamda çalışmanın rejeneratif tıp 

uygulaması ve metodolojik açıdan oldukça önemlidir 

 

Anahtar Ke l i me l er : Adipoz d o k u  kaynaklı mezenkimal k ö k  hücre; O t o l o g  

s e r u m ; Dondurma/çözme; Kıkırdak farklılaşması; Trehaloz 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CRYOPRESERVATION, 

PROLIFERATIVE AND CHONDROGENIC DIFFERENTIATION 

CAPACITY ON HUMAN ADIPOCYTE-DERIVED MESENCYMAL STEM 

CELLS OBTAINED IN HYPOXIA WITH AUTOLOGOUS SERUM 

Isolation, expansion, cryopreservation of mesenchymal stem cells obtained from 

human fat tissue and investigation of differentiation capacities of isolated stem 

cells. Although there is different isolation, expansion, cryopreservation and 

differentiation methods used in studies in our country and in other countries, there is 

no study on animal derived serum free autologous serum and hypoxic culture 

conditions. 

Mesenchymal stem cells were obtained from 10 abdominal fat samples taken from 10, 

25 to 52-years-old females within the framework of previously defined protocols in 

surgical conditions. 

Cell viability, mesenchymal stem cell characterization, freezing / thawing and 

chondrogenic differentiation in the hypoxic and normal cultured of 1-3-5 passages of 

the same patient were observed in this study. 

With this study, it is thought that in the hypoxic culture medium, expansion, 

renewal and improvement in the subject will be made by adding autologous 

serum application to existing information about mesenchymal stem cells derived 

from adipose tissue, and at the same time a standard protocol will be developed 

and supported by in vivo studies in the future. Working within this context is 

very important in terms of regenerative medicine application and methodology. 

 

Key Words:   Adipose tissue-derived mesencymal stem cells, Autologous serum, 

Freezing/thawing, Chondrogenic differentiation, Trehalose  
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Kök hücreler, vücudumuzda bulunan tüm hücre, doku ve organların temelini 

oluşturmaktadır. Özelleşmemiş olan kök hücreler çok sayıda bölünebilme ve kendilerini 

yenileyebilme özelliğine sahiptir. Bu hücreler özelleşmiş o l a n  hücrelere kaynak 

olabilir ve hasarlanmış olan dokuyu onarma yeteneğine sahip olan hücrelerdir. 

Günümüzde kök hücrelerin kullanıldığı yeni tedavi yöntemlerini düzenlemeye 

yönelik çok sayıda araştırma dünyanın önde gelen pek çok araştırma kuruluşunda 

yürütülmektedir. Transplantasyon işleminde alıcının kendine nakledilen dokuları 

yabancı saymasını önlemek amacıyla immünsupresifler uygulanmaktadır. 

İmmünsupresyon, bağışıklık sisteminin çeşitli yöntemlerle baskılanması işlemidir. 

İmmünsupresyonda, antijen tanınarak T hücrelerinin antijeni tanıması, çoğalması, 

farklılaşması ve antikor yapımı işlevi baskılanmaktadır (1,2). 

Kök hücre tabanlı tedaviler hastalara büyük umut vadetmektedir. Klinikte 

hematopoetik ve mezenkimal kök hücre uygulaması mevcutken embriyonik kök 

hücre uygulamasının yeri yoktur. Embriyonik kök hücreler immun redde neden olan 

HLA ekspresyonundan yoksun olmalarına rağmen etik ve politik nedenlerin yanı sıra 

in vivo teratom oluşturma riskinden dolayı kullanılmamaktadır. Mezenkimal kök 

hücrelerin (MKH) farklanma potansiyeli, embriyonik kök hücreler (ESC) ve 

indüklenebilir pluripotent kök hücreler (iPSC) gibi pluripotent kök hücrelere kıyasla 

nispeten kısıtlı olmasına rağmen, nakledilen kök hücrenin in vivo teratom oluşturma 

riski açısından hücre tabanlı tedavide daha güvenilir bir kaynaktır (1). MKH’ler 

düşük immunreaktivite ve tümorojenite özellikleri yanında yüksek immünsupresif ve 

immunregülatör özellikler göstermeleri onları otolog ve allojenik tedavide kullanım 

için uygun birer kaynak haline getirmektedir (3,4,5). 

Multipotent mezenkimal kök izolasyonunda asıl kaynak kemik iliği olmasına rağmen 

aspirasyon prosedürünün oldukça invaziv oluşu, farklılaşma ve dayanıklılık 

potansiyellerinin yaşla birlikte azalması alternatif kaynaklar geliştirmeyi gündeme 

getirmiştir (1). Otolog hücre tabanlı tedavilerde en fazla kullanılan mezenkimal kök 

hücre kaynakları; kemik iliği ve yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerdir. Benzer morfoloji 

ve immun fenotiplerlere sahip olmalarına rağmen, yağ dokusu daha yüksek 

konsantrasyonda MKH içermektedir (1,3,4). 
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İnsan adipoz dokusunun 1 gramı yaklaşık 1x106 adipoz kaynaklı MKH 

barındırmaktadır. 1 ml yağ dokusu aynı miktardaki kemik iliği ile karşılaştırıldığında 

500 kat daha fazla kök hücre içerir (6). Kemik iliği aspirasyonuyla karşılaştırıldığında, 

yağ kaynaklı MKH’lerin lipoaspirasyon ve abdominoplasti gibi daha kolay yollarla 

elde edilebilmesi ve operasyon sonrası atık materyali olması düşünüldüğünde etik ve 

pratik anlamda daha uygun bir kaynaktır (4). Kriyoprezervasyon amacıyla en çok 

kullanılan hidroskopik polar bir bileşik olan DMSO’dır. Son yıllarda kullanılan 

trehaloz ise membran stabilizasyonunu sağlayarak dondurma sırasında koruyucu rol 

oynayan görece daha yeni bir kriyoprotektandır. Kimyasal ve doğal yapısı, dondurma 

esnasında koruyucusu camsı bir form almasını sağlar. Hücrede camsı matriks 

oluşumu, letal buz kristalleri potansiyelini inhibe ederek hücre hasarını minimal 

düzeye indirir (7). 

Yapılan bu deneysel çalışmada; insan kaynaklı yağ dokusundan elde edilen 

mezenkimal kök hücrelerin izolasyonu, ekspansiyonu, kriyoprezervasyonu ve izole 

edilen kök hücrelerin diferansiyasyon kapasiteleri araştırılmıştır. Bu konuda 

ülkemizde ve diğer ülkelerde yapılmış çalışmalarda farklı izolasyon, ekspansiyon, 

kriyoprezervasyon ve diferansiyasyon yöntemleri kullanılmış olmasına rağmen 

hayvan kaynaklı serum içermeyen otolog serum ve hipoksik kültür koşullarında 

yapılmış bir çalışmanın olmaması araştırmanın özgünlüğüdür. 

Güncel literatürler incelendiğinde yağ dokunun yumuşak doku defektlerinin tamirinde 

otolog kullanım potansiyelinin yüksek olduğu, bununla beraber dokunun ve içerdiği 

kök hücrelerin farklı izolasyon, çoğaltma, saklama koşulları üzerine yöntemleri 

kullanarak etkinliği incelenmiş olsa da çalışma sayısının azlığı, birbirine zıt sonuçların 

elde edilmesi ve henüz dünya genelinde bu konuda kliniğe uygun etkin ve verimli bir 

standardın oluşturulamamış olması çalışmanın diğer gerekçesini oluşturmaktadır. 

Bu çalışmanın amacı; yağ doku kaynaklı MKH’de otolog serum kullanılması, bununla 

ilgili protokollerin geliştirmesi, hipoksik ortam ve otolog serum etkilerinin 

proliferasyon, kriyoprezervasyon ve farklılaşma üzerine etkilerinin incelenmesidir. Bu 

şekilde standardize edilmiş MKH’lerin; dondurma çözme sonrası verilerin de 

inceleneceği çalışma; her basamakta hastanın kendi kanından elde edilen serum 

kullanılarak insan yağ dokusu hücreleri fizyolojisine uygun olan hipoksik kültür 

tekniği standardizasyonun yapılacak olması hücre bankacılığı açısından ele 
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alındığında alternatif bir kaynak olarak düşünülmektedir. Bu çalışmayla birlikte 

bugüne kadar hipoksik kültür ortamında yağ doku kaynaklı MKH ile ilgili mevcut 

bilgilere otolog serum uygulaması eklenerek konuda genişleme, yenileme ve 

iyileştirme oluşturulacağı aynı zamanda standart bir protokol geliştirilip ileride in vivo 

çalışmalarla desteklenerek klinikte kullanıma ışık tutacağı düşünülmektedir.  
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GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Kök Hücreler 

 

Vücudumuzdaki tüm hücrelere ana kaynak olan kök hücreler; çok sayıda bölünebilme 

ve kendilerini yenileyebilme özelliğine sahip, özelleşmemiş ancak özelleşmiş 

hücrelere kaynaklık edebilen ve hasarlanmış olan dokuyu tekrar oluşturup eski 

fonksiyonunu kazanmasını sağlayan hücrelerdir. Günümüzde kök hücrelerin 

kullanıldığı yeni tedavi yöntemlerini düzenlemeye yönelik çok sayıda araştırma 

dünyanın önde gelen pek çok araştırma kuruluşunda yürütülmektedir (3). 

 

 

 

Şekil 1: Telomerlerin her hücre bölünmesinde kısalır 

 

 

1.2. Kök Hücrenin Genel Özellikleri 

 

İşlevsel olarak diferansiye olmamış, köken olarak değişik karekterlere dönüşebilmeye 

hazır olan kök hücreler temelde üç özellik ile tanımlanabilir. 
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1.2.1. Self-renewal (Kendini yenileyebilme) 

 

Kök hücreler köklülük yeteneklerini koruyacak şekilde diferansiye olmadan çoğalarak 

kendini yenileyebilme özelliğine sahiptir. Bölünen hücreler iki adet farklılaşacak 

hücreyi oluşturabileceği gibi iki adet kök hücreyi de meydana getirebilir ki buna 

“simetrik bölünme” denir. Biri kök hücre olarak devam ederken diğeri progenitor 

hücre olabilir, bu durumda “asimetrik hücre bölünmesi” olarak tanımlanır. Hücrelerin 

kaderi iç ve dış faktörlerle belirlenir. Hücrenin ne olacağını belirleyen bu faktörler; 

hücre dışı matriks bileşenleri, hücre- hücre teması, adezyon molekülleri, niş 

(mikroçevre), sinyal yolakları, sitokinler, çeşitli büyüme faktörleri, simetrik ve 

asitmetrik hücre bölünmesi olarak sıralanabilir (8). 

Hücre kaderinin (cell-fate) belirlenmesinde en önemli mekanizma asitmerik hücre 

bölünmesidir. İç ve dış faktörlerce belirlenen asitmetrik hücre bölünmesinin 

gerçekleşebilmesi için ilk şart hücre kutuplaşmasıdır. Dış sinyaller; kök hücre ve niş 

arasındaki iletişim sayesinde gerçekleşir. Yapısal proteinler ve moleküller hücrede eşit 

olmayan şekilde konumlanmıştırlar (8,9). 

Sitoplazmada protein dağılımı da homojen değildir, hücrenin bazal ve apikali farklı 

proteinleri ihtiva edebilir. Kök hücrelerde asimetrik hücre bölünmesi “spektozom” 

olarak isimlendirilen cisimcik tarafından sağlanır. Bölünme mekiği bu özgül 

proteinlerin olduğu tarafa doğru hareket eder ve bu yönlenmede zonula adherens 

bağlantı kompleksinin ilişki kurduğu aktinlere bağlanan E-kaderin etkilidir. İç 

sinyallerde ise hücreler başka bir hücreyle temas halinde ya da bağlantılı değildir. Bu 

durumda sitoplazmik kutuplaşma pek beklenemez. Bölünme mekiği kutuplaşmasını 

bir önceki bölünmeye göre yapar, mekik bir önceki nişin neden olduğu bilgiye göre 

konumlanır (8,9,10,11). 

 

1.2.2. Plastisite (Farklılaşma) 

 

Kendisine özgü programlar ya da gen ifadesinin yönlendirilmesiyle gerçekleşen 

fonksiyonel olarak erişkin bir hücre olana kadar gerçekleşen biyokimyasal ve fenotipik 

aşamaların tamamı farklılaşma olarak tanımlanır. Farklılaşmayı kontrol eden birçok 

etken vardır. Asimetrik hücre bölünmesi, büyüme ve farklılaşma faktörleri, hücrenin 
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kararlanma aşamaları, sitoplazmik farklılıklar, morfogenler, gen metilasyonları, 

histonlar, homeotik genler, hücreler arası bağlantı kompleksleri, hücre dışı matriks 

proteinleri, sinyal yolakları ve epigenetik faktörlerin tümünün toplu olarak etkisiyle 

meydana gelir (8). 

Farklılaşmanın belirlendiği ilk yer, hücrenin blastosist döneminde geçirdiği trofoblast 

ya da iç hücre kitlesini oluşturduğu kararlanma aşamadır. Bu kararda niş, sitoplazmik 

özgün proteinlerin kutuplaşma bölgeleri ve asitmetrik bölünme etkili iken ikinci 

kararlama aşaması, 16-32 blastomerli evrede iç hücre kitlesinin epiblast ya da 

hipoblast olma kararıdır. Bu karar aşamasında Oct4, Sox2, Nanog gibi transkripsiyon 

faktörleri etkilidir. Hücre epiblast olarak ileride ektoderm, mezoderm ve endoderm 

olan üç germ yaprağını, trofoblast olarak plasentaya ait kısımları ve hipoblast olarak 

vitellus kesesini oluşturabilme yeteneğine sahiptir (8,9,10,11). 

Eşey hücreleri dışındaki tüm hücrelerin genomu aynıdır. Hücreler birbirinden gen 

ifadesi mekanizmasıyla ayrılır. Epigenetik kontrol sistemi, farklılaşma üzerindeki en 

belirleyici noktadır. DNA ve histon metilasyonu, kök hücrenin progenitor ya da 

özelleşmiş hücre seçimini etkiler. DNA metiltransferazlar aracılığıyla Oct4 ve Sox2 

gibi genler metillenerek promotor kısımları bağlanır ve hücre farklılaşma periyoduna 

girer. DNA metilasyonu ile köklüğünün devamını sağlayan genlerin ifadesi azalarak 

hücrede heterokromotin bölgeler artarken ökromatin alanlar azalır. Sinyal yolaklarının 

da farklılaşma üzerine etkileri vardır. JAK/STAT, Wnt, β-Katenin, Mapk-ERK, 

Delta/Notch yolakları, TGF-β, Fibroblast büyüme faktörü (FGF), Retinoik Asit (RA), 

Lösemi inhibitör faktör (LIF), Kemik morfogenetik protein (BMP) büyüme faktörleri 

ve sitokinler, Sonic Hedgehog (SHH) gibi morfogenler etkilidir. TGF-β ve FGF gibi 

büyüme faktörleri bir ligand gibi reseptöre bağlanarak onun tirozin kinaz etkinliği 

kazanmasına neden olur. Reseptör tirozin kinaz aracılığı ile fosforile olan bazı 

sitoplazmik proteinlere transkripsiyon faktörleri bağlanarak hücre farklanmaya gider 

(12). 
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1.2.3. Pluripotensi (Köklülük) 

 

Kök hücrelerin diğer hücrelerden ayırt edilmesini sağlayan hücresel ve moleküler 

özelliklerini tanımlamak için pluripotensi kavramı kullanılmaktadır. Hücrelerin 

yüzeyinde yer alan belirteçler veya hücre- hücre yapışma molekülleri kullanılarak kök 

hücre tipi belirlenebilmektedir. Bu belirteçlerden birçoğu farklılaşma kümeleri 

(clusters of differentiation, CD) olarak bir başlık altında toplanmıştır. Ektoderm, 

endoderm ve mezoderm tabakalarına ve bu üç germ yaprağının türevlerine 

farklılaşabilme kabiliyetine köklülük denir. Pluripotensi; transkripsiyon faktörleri, 

kromatin düzenleyiciler, bazı proteinler ve epigenetik mekanizmalar gibi iç faktörler 

ile hücre - hücre teması, reseptör - ligand etkileşimleri, sitokinler, büyüme faktöleri ve 

çok sayıda sinyal iletim mekanizmaları gibi dış faktörlerin dengesiyle sağlanır ve 

korunur  (13,14). 

 

1.3. Kök Hücrelerin Türlerine Göre Sınıflandırılması 

 

Kök hücreler türlerine göre; totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve 

unipotent olarak sınıflandırılırlar. 

Totipotent kök hücreler; ovosit ve spermin birleşip kaynaşması anlamına gelen 

fertilizasyondan sonra 4- 8 blastmerli evreye kadar olan bütün blastomerler totipotent 

özelliktedir. Totus - Tam, bölünmemiş; Potentia - Güç; Totipotent hücre ise her şeyi 

yapabilen anlamına gelir, bir birey oluşturabilir. Erken embriyonik dönemdeki bu 

blastomerler, embriyo ve embriyo dışı tüm yapıları oluşturabilir, embriyo dışı 

membran ve organlara kaynaklık edebilirler (8,10). 

Pluripotent kök hücreler; Blastokistin iç hücre kitlesinden elde edilirler. Pre- 

implantasyonun 5. gününde totipotent hücreler içi sıvı dolu bir kitleye “Blastosist” 

farklılaşırlar. Blastosist; blastosöl boşluğu, trofoblast ve iç hücre kitlesini yani 

embriyoblastı içerir. Trofoblast vitellus kesesini, embriyoblasttan ise doku ve 

organlara kaynaklık eden ekdoderm, mezoderm ve endodermi meydana getirecek 

yaklaşık 250 çeşit hücre gelişir. Bu hücrelere embriyonik kök hücre (EKH) denir. 

Fakat totipotent kök hücre gibi kendi başına bir birey oluşturamaz (8,10). 
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Multipotent kök hücreler; Erişkin tip kök hücrelerdir, farklılaşma yetileri daha az 

olan bu kök hücre tipi bulunduğu dokunun özelleşmiş hücre tiplerine dönüşebilir. Üst 

üste farklılaşma geçiren pluripotent kök hücreler zamanla özelleşmiş erişkin hücrelere 

dönüşürler. Farklanmış hücreler arasında bulunan farklılaşmamış erişkin kök hücreler 

aldıkları sinyallerle özelleşmiş hücrelere dönüşebilirler oligopotent kök hücreler 

olarak, tek bir hücre tipine farklılaşabilen kök hücreler unipotent kök hücre olarak 

sınıflandırılır (10). 

 

 

 

Şekil 2: Kök Hücre Tipleri 
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Şekil 3: Kök hücre tipleri ve germ yaprakları  

 

 

1.4. Kök Hücrelerin Elde Edildiği Kaynağa Göre Sınıflandırılması 

 

Kök hücreler temelde elde edildikleri kaynağa göre embriyonik kök hücreler ve 

embriyonik olmayan kök hücreler olarak ikiye ayrılırlar. Embriyonik kök hücreler, 

embriyonun erken gelişim sürecinde blastokistin iç hücre kitlesinden elde edilen 

hücrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kök hücreler ise; erişkin 

kök hücreler, fetüs kök hücreleri, kadavradan elde edilen kök hücreler, göbek kordonu 

ve plasenta kök hücreleridir (9). 

 

1.4.1. Embriyonik Kök Hücreler ( EKH ) 

 

Blastokist aşamasındaki embriyonun (4-5 günlük) iç hücre kitlesinde yer alan, 

pluripotent karakterde yani gelişim sırasında embriyoya ait 3 germ tabakasına 

(endoderm, mezoderm, ektoderm) ve bu tabakalardan köken alan farklı hücre tiplerine 

dönüşebilme yetkinliğinde olan farklılaşmadan çoğalabilme özelliğine sahip olan 

hücrelerdir (9,15). Kendini yenileme, hayatta kalma ve farklanmada farklı sinyal 

yolakları, proteinler ve transkripsiyon faktörleri, hücre- hücre etkileşimleri, parakrin 
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ve otokrin faktörler, epigenetik mekanizmalar ve reseptör ligand etkileşimleri gibi iç 

ve dış etkenler rol oynar.  

EKH kendini yenilerken diferansiye olmaması için farklılaşma inhibisyonu gereklidir. 

Farklılaşmadan çoğalmadaki en önemli mekanizma protein glukoprotein 130  (gp130) 

üzerinden gerçekleşen LIF / JAK / STAT3 yolaklarının mekanizmasıdır.  

EKH’ler farklılaşmadan sınırsız bölünebilme kapasitesindedir ancak in vitro 

koşullarda farklılaşmadan çoğalmaları için uygun kültür ortamının sağlanması 

gereklidir. EKH’ lerin tedavide kullanımında en son nokta uygun besi ortamı ve kültür 

şartları sağlandığında, indüklenerek farklılaşmasının istenilen yönde kontrol 

edilebiliyor olmasıdır. Fakat klinik açıdan bakıldığında EKH’lerin kullanımı, tümör 

oluşturma riskini akla getirir (9,16).  

EKH’ lerin yüzey belirteçleri; telomeraz aktivitesi çok yüksek olan alkalen fosfataz, 

hücre yüzeyinde bulunan glukoprotein SSEA 3 ve 4, hücre dışı matriks proteini TRA-

1-60 ve 81, CD 81, hücre göçünde etkili osteopontin, CD 30, CD 9, CD 29, E- 

kaderindir. Oct-4, Sox-2, STAT3, Nanog ve c-Myc gibi transkripsiyon faktörlerine 

sahiptir. Telomeraz enzim aktivitesi yüksek olan EKH’ lerin kontrolsüz çoğalmayla 

tümör oluşturma riskinden dolayı. Birçok ülkede etik, dinsel ve politik sorunlar 

nedeniyle kullanımı sınırladırılmıştır. Ülkemizde, 2005 yılı Eylül ayında sağlık 

bakanlığı genelgesiyle insan EKH’ leri ile yapılan her türlü uygulama ve araştırma 

durdurulmuştur (17). 

 

1.4.2. Erişkin Kök Hücreler (Embriyonik olmayan kök hücreler) 

 

Hematopoetik ve mezenkimal kök hücreler üzerinde en çok çalışılan kök hücreleri 

tipleri olup multipotent özellikte olan yetişkin kök hücreler sınıfına girerler. Kas ve 

iskelet sistemi, kalp ve damar sistemi, sinir sistemi, sindirim sistemi, epitel doku, testis 

ve ovaryum kök hücreleri unipotent özellikteki diğer yetişkin kök hücrelerdir (9). 
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1.4.2.1. Hematopoetik Kök Hücreler 

 

HKH’ler nişi çeşitli ve karmaşık olan, rejeneratif ve reperatif tıpta kullanımı olan 

multipotent kök hücrelerdir. Asimetrik hücre bölünmesi geçirerek yeni bir kök hücre 

üretebilecek self-renewal özelliğine sahip olduğu gibi türlerine de farklılaşabilirler. 

Yanı sıra plastisite, homing ve mobilizasyon özellikleri vardır. Hematopoetik kök 

hücreler hematopoezle oluşurlar. İlk olarak vitellus kesesinde, aort gonad çıkıntısı 

mezonefroz (AGM) bölgesinde hemingiosblastlardan köken alırlar. 

Hemingiosblastlar; HKH ya da anjiyopoetik (endoteliyal) progenitörleridir. 5. haftanın 

ortalarında fetüs karaciğer ve dalağına gelen hücreler lenfoid ve miyoloid hücre 

serilerine dönüşerek çoğalırlar. 12. haftada kemik iliğine mobilizasyonla dokuya 

yerleşirler. HKH’lerin karaciğerden kemik iliğine yerleşmesinde CXCL12, c-kit, 

integrin α, E- kadherin ve angiopoetin etkilidir. HKH mikroçevresi tanımlanması ile 

gelişmenin kök hücre ile çevresi arasındaki etkileşim ile dengede olduğu 

belirlenmiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda Wnt, Notch, kemik morfojenik 

protein, sonic hedgehog ve fibroblast büyüme faktörü’nün HKH hücre farklılaşmasını 

kontrol ettiği gösterilmiştir (18,19).  

İnsan hematopoetik kök hücreleri belirteçleri; Lin, CD34, CD38, CD43, CD45, CD59, 

CD90, CD109, CD117, CD133, CD166 ve HLA-DR’ dir. Klinikte temel olarak CD34 

pozitif CD90 pozitif kombinasyonu kullanılmaktadır (20,21).  

HKH kaynakları; Kemik iliği, periferik kan, kordon kanı ve fetal karaciğerdir. Her bir 

kaynağın kendi içinde avantajları ve dezavantajları olduğu gibi, birbirlerine göre de 

avantaj ve dezavantajları vardır. Bu kapsamda kaynak olarak birine diğerinden daha 

iyi dir demek doğru değildir. Fakat günümüze kadar yapılmış çalışma sayısı ve nakil 

deneyimleri dikkate alınacak olursa kemik iliği HKK’leri daha öndedir (8,9,22). 

Çoğunluğu kemik iliğinde bulunan HKH’lerin sitokinler aracılığıyla periferik kana 

mobilizasyonlarının sağlanabiliyor olması daha non invaziv oluşundan ötürü mobilize 

periferik kan kök hücreleri olarak kullanılmaktadır. Günümüzde hematopoetik kök 

hücre nakli malignensi, kemik iliği ve immün rahatsızlıklar gibi hastalıkların 

tedavisinde başarı ile uygulanmaktadır (23).  

HKH kaynağı olarak diğer seçenek kordon kanıdır. Kordon kanı içerisinde eritrosit, 

lenfosit, lökosit ve trombosit gibi kan hücrelerinin yanında yüksek yoğunlukta kök 
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hücreler bulunmaktadır (24). Kordon kanı kök hücreleri, kemik iliği ve periferik 

kandan izole edilen kök hücrelerle kıyaslandığında daha uzun telomerlere ve daha 

yüksek çoğalma kapasitesine sahip ve daha naif hücrelerdir. Bununla birilkte CD34 

pozitif eksprese eden hücre sayıları kemik iliğine kıyasla üç kat daha fazladır. Kordon 

kanı CD34+ hücreleri yetişkin progenitör hücrelere göre daha fazla migratör aktivite 

göstermektedir (23,25,26). 

 

1.4.2.2. Mezenkimal Kök Hücrelerin Tarihçesi ve Tanımı 

 

Hematopoietik olmayan kök hücrelerin varlığı ileri Alman patolog Cohnheim 

tarafından ilk kez 130 yıl önce ileri sürülmüştür. Cohnheim’in gözlemleri, bu 

hücrelerin fibroblast-benzeri morfolojiye sahip olduğunu göstermiş ve kemik iliğinin 

yara iyileşmesi sürecinde rol alan fibroblastların kaynağı olabileceğini gündeme 

getirmiştir (27). 

Friedenstein ve arkadaşları, 60’lı yılların sonunda bu hücreleri kemik iliğinden elde 

edilen fibroblast-benzeri hücreler olması ve kültür ortamında iğ şeklinde olup koloni 

oluşturma özelliğine sahip olması nedeniyle fibroblast kolonisi oluşturan birim (CFU-

F) olarak tanımlanmıştır. İn vivo ve in vitro da hızla çoğalmaya başlayan bu hücrelerin 

diğer mezenkimal hücrelere dönüşebildiği ve plastik kültür kabına yapıştıkları rapor 

edilmiştir Friedenstein ve ark., 1972 yılında bu hücrelerin sadece kemik iliğinde 

olmayıp, timus ve diğer limfoid organlarda da var olduğunu göstermişlerdir 

(27,28,29).  

Arnold Caplan, 90’ lı yılların başında bu hücrelerin adiposit, kondrosit ve osteosit gibi 

mezenşim kökenli diğer hücre tiplerine dönüşebilme özelliği nedeniyle ilk kez 

‘mezenkimal kök hücre’ terimini kullanmıştır (30).  

Mezenkimal kök hücreler; Kemik iliği, adipoz doku, kordon, kordon kanı, karaciğer, 

beyin, diş pulpası, deri ve fetal dokularda bulunan farklılaşmamış, yüksek proliferatif 

kapasitede kendini farklılaşmadan yenileyebilme özelliğine sahip, mezodermal 

farklılaşma yetisi çok yüksek olan kök hücrelerdir (1,2). 
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Şekil 4: Mezenkimal kök hücrenin birinci pasaj görüntüsü 

 

 

2006 yılında ISCT (Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği) MKH tanımlanmasında 

standardizasyon sağlamak amacıyla minimal kriterler belirlemiştir.  

Buna göre MKH’ler; 

1. Standart kültür koşullarında plastik kültür kabı yüzeyine yapışmalıdır (adezyon). 

2. CD73, CD90 ve CD105 yüzey belirteçlerini yüksek düzeyde (>%95) ifade ederken, 

CD45, CD34, CD14 / CD11b, CD79a / CD19 ve HLA-DR gibi diğer hücrelere ait 

olabilecek yüzey belirteçlerini ( <%2 ) ifade etmemelidir.  

3. İn vitro ve in vivo koşullarda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine dönüşebilmelidir 

(31). 
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Şekil 5: Mezenkimal kök hücre olarak tanımlanma kriterleri (32) 

 

 

Mezenkimal kök hüclerin nitelikleri ve fenotipleri hakkında son yirmi yılda çok sayıda 

araştırma yapılmıştır. 2019 yılında yapılan bir araştırma itibariyle “Mezenkimal kök 

hücre” terimi için 3790000 internet araması kaydı bulunmaktadır. Mezenkimal kök 

hücrelerin biyolojik özellikleri konusunda daha fazla detay keşfedilip incelendiğinde, 

bu hücrelerin gerçek bir kök hücre ölçütünü karşılayıp karşılamadığı sorusu ortaya 

çıkmıştır (34). 

Bir hücrenin kök hücre olarak nitelendirilebilmesi için, bu hücrelerin, simetrik hücre 

bölünmesiyle, kendisiyle aynı kök hücre özelliklerine sahip iki yavru hücre üretmesi 

için kendini yenilemesi gerekir. Aynı zamanda, asimetrik hücre bölünmesi veya 

spesifik aktivasyondan sonra, olgun progenitör hücreler ya da farklılaşmış efektör 

hücreler oluşturabilmelidir. MKH’ler bu farklılaşma kapasitelerini sergilerler ve bu 

sebeple multipotent progenitör hücreler olarak nitelendirilirler. Günümüzde uzmanlar, 

MKH' lerin uygun stimülasyonla osteoblast, kondrosit, tendinosit, adiposit, düz kas 

hücresi ve kemik iliğinin stromal hücresi de dâhil olmak üzere oldukça farklı olgun 

hücreleri üretebileceği konusunda fikir birliğine ulaşmıştırlar (35,36).  

MKH’ler, bulundukları dokuları oluşturan hücrelere farklılaşabilme ve onlara spesifik 

olan kendilerini yenileyebilme kapasiteleri bakımından hücre tabanlı tedaviler için 
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potansiyel birer hücre kaynağı olarak umut vaat etmektedirler. Bu hücreler, hastanın 

kendisinden elde edilebildiği için allojenik nakillerde oluşabilen dokunun immün 

reddiyle ilgili komplikasyonları ortadan kaldırmaktadırlar. Farklılaşmamış hücreler 

olan MKH’ ler, mezodermal farklılaşabilme potansiyeline ve hızlı çoğalma 

kapasitesine sahip olduklarından dolayı yetişkin dokularda bulunan MKH’ ler klinik 

uygulamalarda doku hasarlarının rejenerasyonu için tercih edilen bir kök hücre 

kaynağı olmaktadır. Yetişkin dokularda bulunan bu hücreler kök hücre populasyonu 

olarak izole edilebilip uygun kültür şartlarında çoğaltılabilmektedir. Adiposit, osteosit 

ve kondrositlere kolayca farklılaşabilmekle birlikte kültür ortamında embriyonik veya 

hematopoetik hücreleri destekleyebilmektedirler. Bununla birlikte endotel, nöral, düz 

kas, iskelet miyoblastları ve kardiyak miyosit hücrelerinin de fenotipik özelliklerini 

ifade edebildiklerini gösteren çalışmalar mevcuttur (37,38). 

 

1.4.2.3. Mezenkimal Kök Hücre Kaynakları 

 

Mezenkimal kök hücreler; Kemik iliği, adipoz doku, kordon, kordon kanı, karaciğer, 

beyin, diş pulpası, deri ve fetal dokularda bulunan farklılaşmamış, yüksek proliferatif 

kapasitede kendini farklılaşmadan yenileyebilme özelliğine sahip mezodermal 

farklılaşma yetisi çok yüksek olan kök hücrelerdir. Multipotent mezenkimal kök 

hücrelerin asıl kaynağı kemik iliği olmasıyla birlikte kemik iliği aspirasyonunun 

oldukça invaziv oluşu, farklılaşma ve dayanıklılık potansiyellerinin yaşla birlikte 

azalması alternatif kaynaklar geliştirmeyi gündeme getirmiştir (1,2). 

Mezenkimal kök hücreler kemik, kıkırdak, kas gibi farklı hücre tiplerine dönüşüm 

kapasitelerinin yanında ürettikleri birçok büyüme faktörü ve sitokinler nedeni ile 

immun baskılayıcı ve trofik etki potensiyeline sahiptir. Bu özellikleriyle 1990 yılından 

beri klinikte kullanılabilirlikleriyle ilgili pek çok çalışma gerçekleştirilmiştir. Literatür 

taraması yapıldığında bu amaçla kullanılan mezenkimal kök hücre kaynaklarının 

yoğunluklu olarak kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı olduğu görülmektedir. Kordon 

kanı, kemik iliği ve adipoz doku mezenkimal kök hücrelerinin karşılaştırmalı olarak 

çalışıldığı yayınlar mevcuttur.  Koloni oluşturma kapasitelerinin karşılaştırıldığı bir 

çalışmada en yüksek kapasite adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücreler, onu takiben 

kemik iliği ve en düşük kapasite de kordon kanı mezenkimal kök hücrelerinde 
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bulunmuştur. İzolasyon başarı oranlarına bakılan aynı çalışmada kemik iliği ve yağ 

kaynaklı olanlar %100’ e yakın iken, kordon kanından izole edilen MKH’ ler de başarı 

oranları maksimum %30-38 olarak gösterilmiştir (1,39).  

Mezenkimal stromal hücreler, kemik iliği, yağ dokusu, iç organlar ve kan damarları 

ve amniyotik sıvı, amniyon zarı, göbek kordonu veya plasenta gibi “genç kaynaklar” 

dâhil olmak üzere birçok farklı yetişkin dokulardan da izole edilmiş ve tanımlanmıştır 

(33).  Kemik iliği dışındaki dokulardan izole edilen MKH'lerin de aynı özellikleri 

paylaştığı ve in vitro uyarımla osteoblastlar, kondrositler ve adipositlere 

dönüşebildiğini gösteren çok sayıda deneysel kanıt vardır. Bununla birlikte, şimdiye 

kadar, herhangi bir kaynaktan alınan MKH preparatlarının, ektopik bölgelere 

transplantasyondan sonra kendiliğinden yağ veya kıkırdak üreten progenitör hücreleri 

içerdiği konusunda deneysel bir kanıt yoktur (40,41,42,43). 

Bu çalışmada kullanılan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler memeli 

türlerinde embriyonik gelişim evresinde mezoderm tabakasından kökenlenmektedir 

(15). Yağ dokusunun damarlı bölgesinin stromasından (stromal vascular fraction, 

SVF) yağ hücrelerinin uzaklaştırılmasıyla elde edilmektedirler. Yağ dokusu kaynaklı 

MKH’ler in vitro ortamda sayılarını iki katına çıkarma süreleri kültür ortamına ve 

pasaj sayılarına bağlı olarak 2 ile 4 gün arasında değişmektedir. İzole edilen yağ doku 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin çoğalabilme kapasitelerine vericinin yaşı, 

cinsiyeti, yağ dokusunun alındığı bölge, alınma şekline göre farklılıklar 

gösterebilmektedir (44). Dondurma- çözdürme işlemi uygulanan adipoz dokudan izole 

edilen MKH’ler bu işlemlere rağmen multipotensi özelliğini kaybetmezler. Yapılan 

çalışmalarda adiposit, osteoblast, kondrosit serisi dışında hepatosit, iskelet, kalp ve düz 

kas, endotel, hematopoetik, nöral ve epitel hücrelere de farklılaşabildiği gösterilmiştir 

(45). Sayıca fazla olmaları, izolasyonlarının, kültürasyonlarının ve çoğalmalarının 

kolay oluşuyla birlikte mezodermden köken alan diğer doku tiplerine 

farklılaşabilmeleri nedeniyle çeşitli klinik uygulamalarda kullanılabilmektedirler (46). 
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1.4.2.4. Mezenkimal Kök Hücrelerden Salınan Faktörler ve 

Fenotipleri   

 

Mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonu genellikle yüzey belirteçleri ile 

karakterize edilir. MKH’ler için pozitif yüzey belirteçlerinden bazıları CD44, CD71, 

CD90 ve CD105’tir. Karakterizasyon için sık kullanılan negatif yüzey belirteçleri ise 

CD34, CD45, CD104 ve CD106’dır. Yüzey belirteçlerin iki farklı metot ile belirlenir  

(47). Fakat MKH’leri türevlerinden ayırmak için hücre yüzey belirteçlerini tek başına 

kullanılmak doğru olmaz, bunu desteklemek için mutlaka tek bir kök hücrenin çok 

sayıda kök hücre oluşturma potansiyeli (klonite) ve in vitro farklı hücrelere 

dönüşebilme potansiyelinin de değerlendirilmesi gereklidir. MKH’ ler elde edildiği 

kaynağa göre farklı çoğalma ve farklılaşma kapasitesi gösterirler. Bu durum hücrelerin 

heterojen bir populasyondan oluştuğunu göstermektedir. Farklı kaynaklardan elde 

edilen kök hücreler karakterilize edilirken spesifik hücre yüzey belirteçlerinin 

ifadesine bakılmaktadır. İnsan kemik iliği kaynaklı MKH’lerin (Kİ-MKH) 

belirlenmesinde CD29, CD73 (SH-3 ve SH-4), CD90, CD105, CD44, CD106 

(VCAM-1), CD166, CD117 (zayıf), STRO-1, Sca-1, L-selektin, ICAM-1 pozitif 

belirteç olarak kullanılırken, hematopoietik ve endotelyal hücreler için spesifik olan 

CD14, CD31, CD34, CD45, CD144, E-selektin negatif belirteç olarak 

kullanılmaktadır Yağ dokusu ve kordon kanı kaynaklı mezenkimal kök hücrelere 

bakıldığında ise bu hücrelerin Kİ-MKH’lerine oldukça benzer yüzey belirteçleri 

(pozitif olarak CD73, CD90, CD105, CD29, CD166, CD44 ve negatif olarak CD14, 

CD31, CD34, CD45) ile karakterize ediliği ancak bazı yüzey belirteçleri açısından 

farklılıklar içerdiği belirtilmiştir (39,48). Kendini yenileyen, çoğalan ve farklı hücre 

tiplerine dönüşebilme potansiyeline sahip olan MKH'ler çeşitli büyüme faktörleri, 

sitokinler, kemokinler ve hücre dışı matriks proteinlerini salgılamaktadır. İşlevlerini 

yerine getirebilmek için bu faktörlerin sentezlenmesine ve regüle edilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Yağ doku kaynaklı kök hücreler yüksek oranda epidermal büyüme 

faktörü (EGF), vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF), temel fibroblast büyüme 

faktörü (bFGF), keratinosit büyüme faktörü (KGF), platelet kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF), hepatosit büyüme faktörü (HGF), dönüştürücü büyüme faktörü beta (TGF-

β), insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) ve beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF) 

salgılamaktadırlar. Aynı zamanda Flt-3 (Fms benzeri tirozin kinaz 3) ligand, granülosit 

koloni stimüle edici faktör (G-CSF), granülosit/makrofaj koloni stimüle edici faktör 
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(GM-CSF), interlökin-6 (IL-6), interlökin-7 (IL-7), interlökin-8 (IL-8), interlökin-11 

(IL-11), interlökin-12 (IL-12), lökemia inhibitör faktörü (LIF) ve tümör nekrozis 

faktörü alfa (TNF-α) gibi sitokinleri salgılarlar. Tablo-1 de MKH’ler tarafından 

salgılanan faktörleri ve kısaca işlevlerini göstermektedir. 

 

 

Tablo 1: MKH’ler tarafından salgılanan faktörler (15) 

 

 

 

 

1.4.2.5. Adipoz Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Mikroçevresi 

 

MKH’ler son zamanlarda rejeneratif tıp ve hücre tabanlı tedavi aracı olarak 

kullanılmaktadır. Fakat ex vivo transplantasyon sırasında mikroçevreden kaynaklanan 

hücresel dejenerasyonlar nedeniyle kullanımı kısıtlıdır. Tranfer edilen MKH 

ölümlerine ve terapötik hatalara; besin, oksijen kaynağı gibi iskemik koşulların yol 
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açmakta olduğu düşünülmektedir. Diğer bir taraftan mezenkimal kök hücrelerin düşük 

oksijen basıncındaki mikroçevrede karakterize olduklarının bilinmesi onları oksijen 

yetersizliğine karşı dirençli kılar (49). Hipoksinin, hipoksi indüklenebilir α ve β alt 

biriminden oluşan heterodimer HIF1 transkripsiyon faktörü ekspresyonu aracılığıyla 

birçok hücresel uzantı ve sinyal aktarımlarını regüle ettiği bilinmektedir. HIF1-α 

dokulardaki oksijen konsantrasyonu ile regüle edilir ve transkripsiyonel aktivitesi bu 

şekilde belirlenir. İskemik durumlarda artan ekspresyonuyla hücre proliferasyonunu 

indüklemesi yanı sıra hücre siklusu ve apoptozis üzerine etki yapar (50). Bu çalışmada 

apoptotik hücre ölümleri minimale indirilmiş kök hücrelerin multipotensileri ve 

proliferatif kapasiteleri kaybedilmeden istenilen sayılara ulaştırmak için hipoksik 

ortam kullanılmıştır (49, 50). 

Mezenkimal kök hücrelerle ilgili yapılan araştırmalar çoğunlukta in vitro çalışmalar 

olduğu için, hücrelerin dokularda yerleşimi, niş bölgeleri detaylı incelenmemiştir. 

Fakat son yıllarda sunulan çalışmalarda, bu hücrelerin dokularda perisitler gibi 

perivasküler yerleşimde olduğu, komşu hücrelerin olgunlaşma, farklılaşma ya da 

sessiz kalma gibi hücresel fonksiyonlarını koordine ettikleri bildirilmiştir. Bununla 

birlikte in vitro hipoksik mikroçevrenin mezenkimal kök hücrelerin davranışları 

üzerine etkileri yoğun bir biçimde çalışılmaktadır. Hipoksik ortam deneysel protokolu 

oluşturma konusunda pek çok varyasyon olmasıyla birlikte hipoksiye maruz kalma 

süresi üzerinden kalıcı maruziyet ve kısa süreli maruziyet (72 saate kadar) olarak temel 

iki grupta toplanmaktadır. Kalıcı hipoksik ortamda kültüre edilen hücrelerle kısa süreli 

hipoksiye maruz kalan mezenkimal kök hücreler karşılaştırıldığında; anaerobik 

glikoliz, anjiyojenik aktiviteleri eşitken canlılık, proliferasyon, koloni oluşturma 

yeteneği, köklülük ve kondrojenik farklılaşmanın kalıcı hipokside daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir. Akut süreli hipoksik kültürün hücrelerin apoptotik sürece girmelerine 

neden olduğu gösterilmiştir. Kök hücrelerin hipoksik ortama maruz kalma süreleri 

arttırıldıkça mikroçevreye hızlı bir şekilde adapte olup metabolizmalarını anerobik 

glikolize çevirerek multipotent özelliklerini sürdürdükleri ve mitokondri sayılarını 

arttırdıkları bilinmektedir. Artan mitokondriyal aktivite MKH’leri hücre ölümlerine 

neden olan indükleyicilere karşı güçlü kılar (49). 
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1.4.2.6. Mezenkimal Kök Hücrelerin İzolasyonu ve Kültür Şartları 

 

 

 

Şekil 6: Mezenkimal kök hücre izolasyonu (51) 

 

 

MKH’ler ürettikleri birçok büyüme faktörü ve sitokinler aracılığıyla immun sistemi 

baskılayıcı ve trofik etki potensiyeline sahiptirler. Mezenkimal kök hücrelerin 

tedavide kullanılabilirliğiyle ilgili en büyük avantajlarından biri hastaların kendisinden 

otolog olarak alınabilmesiyle allojenik nakillerden kaynaklanabilecek olası immün 

redlerin ve enfeksiyoların ortadan kalkmasını olanak tanımalarıdır  (1,52).  

MKH’lerin tedavide kullanılabilmesi için hücrelerin belirli bir sayıya ulaşmaları 

gerekmektedir. Yapılan literatür taramalarında kullanılan mezenkimal kök hücre 

kaynaklarının yoğunluklu olarak kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı hücreler olduğu 

görülmektedir. Kordon kanı, kemik iliği ve adipoz doku mezenkimal kök hücrelerinin 

karşılaştırmalı olarak çalışıldığı yayınlar mevcuttur (3). 

Kordon kanı, kemik iliği ve adipoz dokusundan kaynaklanan MKH’lerin koloni 

oluşturma kapasitelerinin karşılaştırıldığı bir çalışmada (1) en yüksek oran adipoz 

kaynaklı mezenkimal kök hücreler, onu takiben kemik iliği ve en düşük kapasite de 

kordon kanı mezenkimal kök hücrelerinde bulunmuştur. İzolasyon oranı başarılarına 

da bakılan çalışmada kemik iliği ve yağ kaynaklı olanlar %100’e yakınken, kordon 
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kanı MKH’lerinde maksimum %30-38 oranlarda olduğu gösterilmiştir(1,39). Aynı 

çalışmadaki 2. pasaj senesens yüzdeleri arasında kordon kanı MKH ile adipoz MKH 

leri arasında belirgin farklılık saptanmıştır. Erken pasajlarda senesense ulaşan koloni 

sayısı en fazla olmasına rağmen en uzun süreli kültürün kordon kanı MKH’ lerinde, 

takiben adipoz MKH’ler ve kemik iliği MKH’lerinin çok kısa kültür süreleri olduğu 

gözlenmiştir (39). Adipojenik farklanma kapasitelerinin çalışıldığı bir başka çalışmada 

adipoz MKH’lerinde farklılaştırma için indüklemeden 2 gün sonra dönüşüm başlayıp 

farklılaşma en fazla 2 hafta sonunda tamamlanırken, kordon kanı MKH’lerinde 

dönüşüm 5 günde belirip 3 haftada tamamlanmıştır (2). Bu çalışmada literatür 

taramaları sonucu ulaşılan bilgiler ışığında en yüksek verimin alınabileceği adipoz 

doku seçilmiştir.  

Mezenkimal kök izolasyonunda asıl kaynağın kemik iliği olması, bu kaynaktan elde 

edilen kök hücrelerle yapılan deneysel çalışmaların ve uygulamaların sayıca daha fazla 

olmasından kaynaklanan güvenilirliğe rağmen aspirasyon prosedürünün oldukça 

invaziv oluşu, farklılaşma ve dayanıklılık potansiyellerinin yaşla birlikte azalması 

alternatif kaynaklar geliştirmeyi gündeme getirmiştir. Alternatif kaynaklardan biri 

olan dipoz doku stromal vasküler fraksiyon (SVF) içeriğinde multipotent mezenkimal 

kök hücre popülasyonu bulundurmaktadır. Yağ doku kaynaklı kök hücreler dokudan 

lipoaspirasyon ya da abdominoplasti yöntemi uygulanarak elde edilebilmektedir. Elde 

edilen dokudan MKH içeren fraksiyon izolasyonunda; enzimatik yöntem, 

homojenizasyon ve diferansiyel santrifügasyon yöntemleri sıklıkla kullanılmaktadır. 

Kök hücre kaynağı olarak adipoz dokunun avantajlarından biri de izolasyon sırasında 

morbiditenin minimal, erişebilirliğin kolay olmasıdır. İnsan adipoz dokusunun 1 

gramından izole edilen MKH sayısı yaklaşık 1x106 kadardır. 1 ml yağ dokusu aynı 

miktardaki kemik iliği ile karşılaştırıldığında 500 kat daha fazla kök hücre içerir 

(3,6,45,53,54,55). 

MKH izolasyonunda farklı teknikler ve kültür ortamları kullanılmakla birlikte standar 

olarak; izolasyonu öncesinde, izolasyonu yapılacak olan dokunun eritrositlerden 

uzaklaştırılması gerekmektedir. Kemik iliğinden izolasyon yapmak için dansite 

gradient yöntemi ile mononükleer hücre süspansiyonu hazırlanırken diğer dokulara 

çoğunlukla tip1 kollajenaz ve dispaz enzimlerinin kullanıldığı enzimatik ayrıştırma 

uygulanmaktadır. Bu yöntemlerle süspansiye edilen hücreler kültür ortamı içinde,  T25 

veya T75’ lik kültür kaplarına konularak  % 5 CO2 içeren 37 ºC’lik ve %95 nemli 
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inkübatörde inkübasyona bırakılmaktadır. Flasklara ekim yapılan heterojen hücre 

topluluğu içinde çok az sayıdaki mevcut olan MKH’lerin çoğaltılması için herhangibir 

büyüme faktörleri veya diğer uyaranların eklenmesi gerekmemektedir. Ancak MKH’ 

lerin çoğalması için kültür ortamına serum ilave etmek gerekmetedir. Bu amaçla en 

fazla kullanılan serum kaynakları %10- 15 oranlarında fetal bovine serum (FBS) ve 

fetal calf serum (FCS) olmakla birlikte plastik flask tabanına yapışma (adezyon) 

özelliği gösteren hücreler, fenotipik ve farklılaşma özelliklerini koruyarak 

çoğalabilmektedirler. Standart şartlarda kültüre edilen hücre topluluğu içinden küçük 

bir kısmı, saatler içerisinde flask tabanına adezyon göstermeye başlamaktadır. 24- 48 

saat sonra yapışmayan hücrelerin ortamdan uzaklaştırılması ardından yapışan hücreler 

tripsin- EDTA ile kaldırılarak tekrar kültür kaplarına ekilmektedir. Fakat klinik 

uygulamalarda kullanılacak olan durumlarda FCS ve FBS alerjik reaksiyon gibi yan 

etkilerinden dolayı tercih edilmemektedir. Çözüm olarak otolog serum kullanılması 

üzerine çalışmalar yapılmıştır (45,56,57,58). Bu çalışmada izolasyon, pasaj, 

kriyoprezervasyon ve indükleme sürecini içine alan tüm aşamalarında otolog serum 

kullanarak MKH kullanımının kliniğe uygun hale getirilmesi hedeflenmiştir. 

 

1.5. Kriyoprezervasyon 

 

Dokuların ve hücrelerin canlılıklarını kaybetmeden, çeşitli kriyoprotektanlar 

kullanılarak düşük sıcaklıklarda dondurulup saklanması işlemine kriyoprezervasyon 

denir (59). Kriyoprotektanlar dondurma- çözdürme işlemlerinde hücrelerde 

oluşabilecek zararları önlemek amacıyla kullanılırken toksik etkileri de olabilen 

kimyasal maddelerdir. Hücreye nüfuz etme kapasitelerine göre hücre membranından 

geçebilen intrasellüler kriyoprotektanlar (permeabl) ve hücre membranından 

geçemeyen (non-permeabl) ekstrasellüler kriyoprotektanlar olarak iki grupturlar (60).  

İntrasellüler kriyoprotektanlar, hücre içindeki su ile yer değiştirerek dehidrasyonu 

sağlarlar. Dondurma solüsyonlarının içerisinde en az bir tane bulunması gereken 

intrasellüler kriyoprotektanlar, dondurma ve çözdürme işlemleri esnasında hücre içi 

buz kristallerinin meydana gelmesini engelleyerek hücre yapısının devamlılığını 

sağlarlar. Ekstrasellüler kriyoprotektanlar ise tek başlarına kullanılmazlar diğer 

kriyoprotekranlarla birlikte kullanılmaları durumunda hücre membranınındaki 

fosfolipidlerin stabilizasyonunu ve kontrollü dehidrasyon oluşumunu sağlarlar. Ayrıca 
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ozmotik değişikliğe bağlı sıvı geçişinde etkili olup, çözme esnasında hücresel şişmeyi 

engelleyerek hücrede oluşabilecek zararın minimalize edilmesini sağlarlar (61). 

Adipoz dokudan izole edilen insan stromal vasküler fraksiyondaki adipoz kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerinin dondurulup çözdürülmesiyle ilgili yayınlanmış az sayıda 

bilgi olmasıyla birlikte, hipoksik ortamda kültüre edilmesi sonrası dondurma 

ortamında DMSO ve trehaloz kriyoprotektanları ile otolog serum içeren bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır. Kriyoprezervasyon amacıyla en çok kullanılan hidroskobik polar 

bileşik DMSO iken, trehaloz membran stabilizasyonunu sağlar ve dondurma sırasında 

koruyucudur. Kimyasal ve doğal yapısı, dondurma esnasında koruyucusu camsı bir 

form almasını sağlar. Hücrede camsı matriks oluşumu, lethal buz kristalleri 

potansiyelini inhibe eder ve hücre hasarını minimalize eder. Dehidratasyon esnasında 

hücre membranını koruyan trehalozun zar ve proteinler için çok iyi bir koruyucu 

olduğu bilinmektedir. Trehalozun stabilize etme etkisi, son zamanlarda aşı ve nakil 

için organ solüsyonlarında, biyomedikalde, kozmetikte ve farmakolojik 

uygulamalarda da yer almasını sağlamaktadır (7). Bu sebeple bu çalışmada yüksek 

konsantrasyon trehaloz düşük konsantrasyonda DMSO kriyoprotektanı kullanılmıştır.  

Birçok hastalık ya da bozuluk kişinin kendi hücreleri kullanılarak tedavi edilebilir. 

MKH açısından zengin olan adipoz doku, otolog nakiller için bu kullanıma olanak 

tanır. Fakat hastaların fayda görebileceği bu hücreler her zaman elde edilemez. Bu 

yüzden hücrelerin tedavi noktasında hazır bulunmaları için saklanmaları önemlidir. 

Kriyoprezervasyon, ileride hasar görmüş doku veya organ fonksiyonlarının 

kurtarılması ya da iyileştirilmesi için hücre ya da dokuların saklanmasında iyi bir 

yoldur. Mezenkimal kök hücreler multipotent özelliklerini kaybetmeden uzun süreli 

kültüre uygun ve dondurma çözdürme işlemlerine dayanıklıdır (7,62,63). 

 

1.6. Cerrahi Olarak Adipoz Dokunun Eldesi (Lipoaspirasyon) 

 

Uluslararası Plastik Cerrahi Derneği tarafından yayınlanan 2011 yılı istatistiklerine 

göre dünya genelinde en sık gerçekleştirilen rekonstrüktif/kozmetik cerrahi 

operasyonlar arasında lipoaspirasyon %20’lik bir oranla başı çekmektedir. Bu işlem 

hacmi göz önüne alınırsa lipoaspirasyon sırasında alınan otolog yağ dokuların etkin 

olarak hücre-doku merkezlerinde saklanabilmesi ve ihtiyaç durumunda 
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kullanılabilmesinin klinik tedavilerde önemli ölçüde tıbbi ve ekonomik avantaj 

yaratacağı aşikârdır. Özellikle son 15 yıldır bazı araştırmacılar adipoz dokunun bu 

amaçlar doğrultusunda farklı yöntemler kullanılarak kriyoprezervasyonu ve dokunun 

çözme sonrasındaki yapısal ve fonksiyonel etkinliğini incelemektedir (64, 65). 

Literatürde lipoaspirasyon tekniği, kullanılan kanül, vakum basıncı, yağın alındığı 

vücut bölgesi, hastanın yaşı, beden kitle indeksi, kök hücrenin işlenmesi sırasında 

kullanılan santrifüj hızı gibi bir çok faktörün kök hücrenin kalitatif ve kantitatif 

değerleri üzerinde etkisini gösteren çalışmalar mevcuttur. Bununla birlikte 

lipoaspirasyon sonrası alınan ve farklı metotlarla izole edilip işlenen dokuların işlem 

sırasında ve sonrasındaki biyolojik özellikleri ve nakil öncesi/sonrası biyolojik/klinik 

etkinlikleri konusunda dünya genelinde halen standardize edilebilmiş bir yöntem 

mevcut değildir. Dahası günümüze kadar gerçekleştirilen sınırlı sayıdaki çalışmalar 

birbirine zıt ve farklı sonuçlar vermiştir (64). Beden kitle indeksi ve donörün yaşıyla 

ilgili yapılan bazı çalışmalarda proliferatif kapasite ve hücre sayısının istatistiksel 

olarak anlamlı etkilenmediği (66,67) gösterilirken diğer çalışmalarda artan yaşla 

birlikte canlılık, hücresel yaşlanma, proliferasyon hızı, farklılaşma potansiyeli,  

ikilenme zamanlarının etkilendiği belirtilmiştir (68,69,70). Beden kitle indeksinin 

artışıyla mezenkimal kök sayısının azaldığını konusunda fikir birliği fazladır. Bu 

konuda yapılan ayrıntılı bir çalışmada 50 yaş üstü gruplarda p16 ve p21 yaşlılık genleri 

seviyesi yüksek, genç bireylerde de süperoksit dismutaz aktivitesi fazla bulunmuştur. 

Yaş artışıyla birlikte hücrelerin koloni oluşturma kapasitesi, canlılıkları, 

adipojenik/kondrojenik/osteojenik farklılaşma kapasiteleri düşük bulunmuştur (68). 

Yağın alındığı bölgenin kök hücre sayısını etkilediğini gösteren birkaç çalışmada 

mezenkimal kök hücre yoğunluğunun en fazla alt karında olduğu daha sonra hemen 

hemen eşit sayıda üst karın ve alt iç bacaklarda, bunu takiben bel ve üst iç bacaklarda, 

en az ise basenlerde olduğu gösterilmiş ve uygulanan tekniğinde izole edilen hücre 

sayısını etkilediği gösterilmiştir (70,71). 

 

 



25 

 

 

Şekil 7: Adipoz dokunun elde edilebileceği alanlar. 1, üst karın; 2, alt karın; 3, 

trokanterik bölge; 4, iç uyluk; 5, diz; 6, yan bölge (70). 

 

 

Ameliyat sırasında kullanılan yüksek vakum basıncının kök hücre sayısı verimini 

azalttığı düşük basınçla yapılan vakumda daha yüksek sayılarda canlı mezenkimal kök 

hücre elde edildiği belirtilen çalışmalar mevcuttur (72).  

Standardizasyonun sağlanabilmesindeki en büyük zorluklardan biri bireylerden alınan 

örneklerdeki adipoz kaynaklı kök hücrelerinin kalitatif/kantitatif özelliklerinde 

farklılıklar olmasının yanı sıra aynı bireyin farklı bölgelerinden alınan örneklerde bile 

varyasyonlar görülmesidir (73). Bu çalışmada; klasik lipoaspirayon tekniği, tek bir 

vücut bölgesi (alt karın), standart ölçülü kanül, sabit-düşük vakum basıncı, sabit 

santrifüj hızı, sabit BMI’ne sahip genç/yaşlı kadın bireyler kullanılarak sonuçların 

sapması elemine edilmeye ve standarda ulaşılmaya çalışıldı. 

 

1.7. Mezenkimal Kök Hücrelerin Klinikte Kullanımı 

 

MKH’ler son zamanlarda rejeneratif tıp ve hücre tabanlı tedavi aracı olarak 

kullanılmaktadır. MKH ölümlerine ve terapötik hatalara; besin, oksijen kaynağı gibi 
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iskemik koşulların yol açmakta olduğu düşünülmektedir. Diğer bir taraftan 

mezenkimal kök hücrelerin düşük oksijen basıncındaki mikroçevrede karakterize 

olduklarının bilinmesi onları oksijen yetersizliğine karşı dirençli kılar (49). Son 

yıllarda pek çok araştırmacı tarafından kök hücrelerin uzun süre bölünebilme ve 

kendilerini yenileyebilme kapasitesine sahip olması; kas, sinir, kemik, kıkırdak gibi 

birçok hücrelere farklılaşabilme ve hasarlı dokulara nakil edilmesi sonrasında işlevsel 

olabilme özellikleri nedeniyle, kök hücreler yeni tedavi yöntemi olarak düşünülmekte 

ve bu konularda araştırmalar yapılmaktadır. Vücutta doku hasarlarına karşı oluşan ilk 

tepki fizyolojik doku tamiri mekanizmasının devreye girmesidir. Fakat bu doğal 

mekanizma her zaman yeterli ve etkin bir şekilde restarasyonu sağlayamayabilir. 

Bunun için doku tamiri sürecinde alternatif tedavi edici yaklaşımlarına ihtiyaç 

duyulmaktadır. Hasarlanmış yada dejenere olmuş kıkırdağın kendi kendini 

yenileyebilme potansiyeli sınırlıdır. Tamamen iyileşme sağlanamaması ortopedik 

hastaların primer şikâyetlerindendir. Eklem kıkırdağı lezyonları onarımı bugüne kadar 

hep önemli bir klinik sorun olmuştur. Geleneksel tedaviler doğal hiyalin kıkırdak 

restorasyonunu sağlayamamıştır. Bu durum uzun vadede kıkırdağın esnekliğini 

kaybetmesine yol açmaktadır. Yumuşak doku hasarlarının tamirinde günümüzde en 

çok tercih edilen yöntemler hasarlı dokunun flap yöntemiyle cerrahi olarak tamiri, 

biyolojik ya da sentetik greftler kullanarak onarılmaya çalışılması ve otolog adipoz 

doku nakli yaklaşımlarıdır. Otojen osteokondral greft ya da kondrosit 

transplantasyonunun etkili olduğu görülürken, fazla invaziv olması yanı sıra ve in vitro 

hücre kültürü sırasında yaşlanma ve hücre ölümleri gibi sonuçlarda meydana 

gelebilmektedir. Adipoz doku nakli yapay doku maddelerine kıyasla daha ucuz, kolay 

elde edilebilir ve alerjik olmamasından dolayı rekonstrüktif cerrahide sıklıkla 

uygulanır. Otolog olarak nakledilen adipoz dokunun doku tamirinde sağladığı pek çok 

avantaj yanında nakledilen bölgede kalış süresi ve yarı akışkan bir dokunun nakil 

sonrası canlılığının ne kadarını koruduğu sorusunun cevabı tartışmalıdır. Geri emilme 

gibi sonuçlardan kaynaklı tekrarlayan yağ transplantasyonları hastaya hem maddi hem 

manevi zorluklar oluşturmaktadır (74,75,76,77,78).  

Yağ dokusu mezenkimal kök hücreleri gibi erişkin multipotent kök hücreleri izole 

edip, çoğaltıp, kondrosit hatta farklılaştırmak; osteoartrit, eklem yaralanmaları 

tedavilerinde rekonstrüktif ve plastik cerrahi uygulamalarında önemli bir adımdır (79). 

Hücre tabanlı doku mühendisliği son yıllarda, kıkırdak hasarından kaynaklı ortopedik 
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defektlerin onarımı için hücreleri agaroz, kollajen, fibrin, hyaluronik asit, sentetik 

polimerler ve alginat gibi uygun bir taşıyıcı maddeye gömerek üç boyutlu yapıda 

farklılaştırma yöntemi geliştirmiştir. Literatürde bu tür ortamlara gömülerek 

farklılaştırılan hücrelerde kondrojenik markırların, proteoglikanların, tip II kollajen 

gibi kıkırdak dokuya spesifik belirteç ekspresyonlarının arttığı gösterilmiştir (80).  

Yağ doku mezenkimal kök hücrelerinin; tip 1 ve tip 2 diabetes mellitus, karaciğer 

sirozu, kron hastalığı, GVHD, miyokard infaktüsü, lipodistrofi, alzheimer, parkinson, 

inme, vitiligo, böbrek ve kalp yetmezliği, fekal inkontinans, osteoartrit, osteoporoz, 

menisküs gibi ortopedik hastalıklar, kanser ve immun hastalıklarda bağışıklık 

sistemini baskılayıcı ve düzenleyici, multipl skleroz, sekonder progresif multipl 

skleroz nörodejeneratif hastalıklar, omurilik yaralanmaları ve travmatik sinir kesileri 

gibi sinir sistemi hastalıkları, diş hekimliğinde implantlar, plastik cerrahide yanık 

tedavisi gibi rejeneratif amaçlı, osteogenesis imperfekta gibi kalıtsal hastalıklarda 

kullanıma ait deneysel ve klinik çalışmalar mevcuttur. Yağ kaynaklı mezenkimal kök 

hücreler düşük immunjenitesi, yüksek modülatör ve immünsupresif özelliklere sahip 

olduğu için klinikte kullanılmaktadır. Bununla birlikte belli bazı hastalıkların tedavisi 

için klinik çalışmalar halen devam etmektedir (81). 

Güncel literatür incelendiğinde adipoz dokunun yumuşak doku defeklerinin tamirinde 

otolog kullanım potansiyelinin yüksek olduğu bununla beraber dokunun ve içerdiği 

kök hücrelerin farklı izolasyon, çoğaltma, saklama koşulları, yöntemleri kullanarak 

etkinliği incelenmiş olsa da çalışma sayısının azlığı, birbirine zıt sonuçların elde 

edilmiş olması ve henüz dünya genelinde bu konuda kliniğe uygun etkin ve verimli bir 

standardın oluşturulamamış olması çalışmanın gerekçesini oluşturmaktadır. 

 

1.7.1. Mezenkimal Kök Hücrelerin Klinikte Kullanımı İle İlgili Güncel 

Çalışmalar 

 

Mezenkimal kök hücreler kemik, kıkırdak, kas gibi farklı hücre tiplerine dönüşüm 

kapasitelerinin yanında salgıladıkları pek çok büyüme faktörü ve sitokinler ile immün 

baskılayıcı ve trofik etki potansiyeline sahiptirler. 1990’lı yıllardan bu yana klinik 

kullanıma uygunluğuyla ilgili birçok çalışma gerçekleştirilmiştir (82). 
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2019 yılı itibarı ile Uluslararası Sağlık Örgütü tarafından desteklenen 

www.clinicaltrials.gov sitesinde kayıtlı 7031 kök hücre çalışması varlığı ve bu 

çalışmalardan 913’ü MKH’lerin etkinliğini göstermeye yönelik olduğu gösterilmiştir 

(Şekil 8). 

 

 

Şekil 8: (a) Kök hücre bazlı toplam klinik çalışma verileri. (b) Mezenkimal kök hücre 

çalışma verileri. MKH: Mezenkimal kök hücre (9) 

 

 

Graft versus host hastalığı (GVHD), kemik iliği nakillerinde donörden alınıp hastaya 

kök hücrelerle birlikte verilen sağlıklı T-lenfositlerin aracılık ettiği şiddetli 

immünolojik reaksiyon sonucu organ fonksiyon bozukluğu ile seyreden kompleks bir 

klinik tablo olup allojenik kök hücre naklinden sonra en önemli mortalite ve morbidite 

nedeni olarak bilinir. Mezenkimal kök hücreler immünmodülatör etkileri ve immün 

cevabı düzenleme etkileriyle son zamanlarda GVHD tedavisinde alternatif bir 

yaklaşım olarak kullanılmaya başlamışlardır. Mezenkimal kök hücreler, T hücrelerinin 

çoğalmalarını, temel doku uyumluluğu kompleksi (MHC) gözetmeden baskılarlar. 

MKH ‘lerin immünsüpresif ve immünmodülatör etkileri ifade ettiği ve içerdiği yüzey 

molekülleriyle ilintilidir. Donörden gelen protein parçaları alıcının T hücreleri 
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tarafından ayırt edilir ve tüm çekirdekli hücreler, antijeni MHC I sınıfı aracılığıyla T 

hücrelerine iletirler. Mezenkimal kök hücreler insan lökosit antijeni (HLA) tarafından 

kodlanan MHC I sınıfına yüzey moleküllerini az seviyede bulundurduğu için immün 

yanıta neden olmamakla birlikte genellikle lenfosit ve antijen sunucu hücrelerin 

yüzeyinde bulunan MHC II yüzey moleküllerini içermedikleri için doku uyumu 

aranmamaktadır (83,84). 

GVHD, allogeneik hematopoietik kök hücre nakillerinden sonra alıcının farklı 

dokularına karşı saldırıya geçen donör T-lenfositlerine bağlı olarak gelişen morbidite 

ve mortalitesi yüksek, yaygın bir komplikasyondur. Görülme oranı tedavi dozuna, 

HLA uyumuna, alıcının yaşına ve hastalığın evresine göre %20-70 arasında 

görülmektedir. Akut GVHD (aGVHD) için standart olarak ilk tedavi 

kortikosteroidlerdir. Sıklıkla hastaların %30-50’sinde iyileşme görülmemekle birlikte 

3. ve 4. evre GVHD gelişebilmekte, toksisite ve enfeksiyon riski artabilmektedir. 

Literatüre bakıldığında steroidlere dirençli GVHD olgularında sağkalım %10 ve 

altındadır (85,86). Multipotent progenitor hücreler olan MKH’ler ekstansif 

immünmodulatör etkilerinden dolayı GVHD’de kullanılmaktadır. GVHD’de ilk 

başarılı deneme 2004 yılında LeBlanck ve ark. (87) tarafından yapılmış olup, 

çalışmada 4. evre steroide dirençli GVHD’ li dokuz yaş olguda uygulanan MKH 

tedavisinin iyileştirici etkisi görülmüştür. Bir süre sonra relaps yapan olguya yinelenen 

MKH uygulaması sonrası kalıcı bir yanıt alınmıştır (88). 

2016 yılında Erbey ve ark., ortalama yaşları 7 olan 33 adet pediatrik hastaya, toplamda 

68 doz Kİ-MKH uygulamışlardır. Ortalama 1.18x106 /kg hücre infüze edilmiş ve 

uygulama sırası ve sonrasında hastalardan hiçbirinde komplikasyon görülmemiştir.  

Hastalardan 8’inde tedaviye yanıt alınamazken, 18’ inde tam ve 7’sinde kısmi cevap 

alınmıştır. Tam ve kısmi yanıt alınan hastalarda iki yıllık sağkalım yüzdesi %63.8 iken 

tedaviye yanıt alınamayan hastalarda bu yüzde %29.4 olarak raporlanmıştır. İlk doz 

uygulamasından 100 gün sonra bakılan kümülatif insidanslara göre tam ve kısmi cevap 

alınan olgularda mortalite görülmemekle birlikte tedaviye yanıt alınamayan grupta 

nakile bağlı mortalite %46.6 olarak bildirilmiştir. Kronik GVHD gelişen MKH 

infüzyonuna tam ve kısmi yanıt veren 20 pediatrik olgudan 8’inin yaşadığını 

raporlanmıştır. Yapılan çalışmaların sonucu olarak steroid rezistanslı akut GVHD 

hastalarda MKH uygulamasının güvenilir ve etkli bir tedavi olduğunu belirtilirken 

kronik GVHD gelişmiş akut GVHD olgularında kısıtlı etki göstermiştir (89). 
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Crohn hastalığı sonucu oluşan fistül onarımında mezenkimal kök hücre faz I ve faz II 

klinik çalışmaları mevcuttur (90). Garcia-Olmo ve ark., tarafından yapılan Faz I 

çalışmasında, MKH’ye özgü olan ekspresyonları gösterilmiş ve büyüme hızları 

üzerine çalışılmış otolog adipoz doku kaynaklı MKH infüzyonu yaparak güvenilirlik 

ve uygulanabilirlik üzerine araştırma yapılmıştır. Adipoz doku kaynaklı MKH’lerin 

kültürü yapılıp üçüncü pasajından sonra dört hastada toplamda sekiz fistül üzerine 

tedavi uygulanmıştır. Haftalık kontrollerle sekiz hafta sürecine tedaviye devam 

edilmiştir. Süreç sonucunda fistüllerinin altısında dış kısım epitelizasyonuyla 

kapandığı gözlenirken iki fistülde kısmi iyileşme izlenmiştir. Bir yıllık kontrolde yan 

etki saptanmamıştır (91). Garcia-Olmo ve ark., MKH ve fibrin yapıştırıcı uygulayarak 

yaptıkları karşılaştırmalı faz II çalışması sonucunda MKH’nin daha etkili olduğunu 

bildirmişlerdir (90). 2012 yılında aynı grup allojenik AK-MKH uygulamasını 

denemişler, uygulamadan 24 hafta sonra %69.2 olguda fistül akıntısı indirgenirken, 

%56.3 olguda tedavi edilen fistüllerde tam kapanma, %30’unda ise var olan tüm 

fistüllerin tamamen kapandığı gösterilmiş ve 6 aylık kontrollerde herhangibir yan etki 

saptanmamıştır. Sonuç olarak MKH lokal enjeksiyonunun tedaviye yanıtının yüksek 

oluşu ve uygulamadaki kolaylığı nedeniyle preanal fistül üzerine uygulanmanın efektif 

olduğunu belirtilmişir (92). 

MKH’ler otolog ve allojenik olarak olarak plastik cerrahide, rekonstrüktif ve estetik 

amaçlasıkça kullanılan bir uygulamadır. 2007 yılında Rigotti ve ark. radyasyondan 

hasar görmüş dokular üzerine adipoz kökenli MKH uygulamışlar ve yara iyileşmesi 

üzerine bir çalışma yapmışardır. Çalışma sonucunda radyoterapi kaynaklı yara hasarlı 

dokularda nakledilen kök hücre kaynaklı iyileşme olduğunu raporlamışlardır (93). 

Keratokist nedenliyle hemimaksillektomi uygulanan bir başka çalışmada bir hastada 

GMP şartları altında elde edilmiş yağ doku kaynaklı MKH ile trikalsiyum fosfat 

granüllerini titanyum mesh içinde prefabrike edilerek elde edilen doku mikrovasküler 

flep olarak maksillaya nakledilmiştir. Biyopsi verilerine bakıldığında kemiğin yeniden 

şekillendiği görülmüştür (94).  Tanikawa ve ark., 2013 yılında tarafından yapılan bir 

klinik çalışmada; 14 adet kraniyofasiyal mikrozomili hastada hücre sayısı bilenen ve 

karakterizasyonu yapılmış olan otolog yağ dokusu kaynaklı MKH ve kök hücre 

içermeyen kontrol gruplarına greft uygulanmıştır (44). Kök hücre uygulanan gruptaki 

hastalarda CD73 ve CD105 ifadeleri %95 olarak tespit edilmiş ve sağkalım %88 olarak 
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kaydedilmiştir. MKH içermeyen kontrol grubunda ise %54 oranında bulunmuştur 

(95). 

Mezenkimal kök hücre uygulamaları, sistemik yolla infüzyonu sonrası in vivo 

düzenleyici parakrin etkileri, hedef bölgeye yönelimi ve engrafmanı sağlamayabilme 

özellikleri nedeniyle osteoartrit tedavisinde de kullanılmaktadır. Koh ve ark. 2016 

yılında kıkırdak defektleri üzerine bir çalışma yapmışlar ve bu çalışmada metotreksat 

(MTX) tedavisi ile fibrin yapıştırıcıyla birlikte verilen AK-MKH tedavisini 

karşılaştırmışlardır. AK-MKH ile fibrin yapıştırıcı verilen gruplarda 3., 12. ve 24. ay 

artroskopilerinde alınan biyopsi sonuçları ve günlük aktivite, yaşam kalitesi gibi diğer 

alt skorlara bakıldığında artan bir iyileşme kaydedilmiş ve gruplar arası anlamlı bir 

farklılık saptanmamıştır (96). COL1A1 ya COL1A2 genlerinde 1500 farklı dominant 

mutasyondan kaynaklanan kollajen sentezi bozukluğuyla tanımlanan ve genetik bir 

hastalık olan Osteogenesis imperfecta (OI) tedavisinde de prenatal ve postnatal olarak 

MKH uygulamaları üzerine klinik çalışmalar mevcuttur. 2014 yılında Götherström ve 

ark.(97) prenatal ve postnatal olmak üzere ortak donörden elde edilen MKH 

retransplantasyonu gerçekleştirmişlerdir. Çalışmada 2.8x106 hücre/kg doz uygulanmış 

ve kırık ve mobilite iyileşmesi, az seviyede kemik yamalanması ve linner büyüme 

izlenmiştir. Fetusa 31. haftasındaki verilen 30x106 hücre/kg sonuçlarına göre hamilelik 

ve infantil evrede yeni bir kırık gelişmemiş olduğu gösterilmiştir. Olgunun 13 aylık 

olana kadar takibinde normal gelişim ve uzama kaydedilmiştir. Postnatal olguda ise 

19. ayına kadar normal gelişim seyretmiştir. Çalışmadan elde edilen veriler ışığında 

allojenik MKH retransplantasyonunun hem prenatal hem de postnatal hastalarda OI 

için güvenilir ve efektif bir tedavi biçimi olduğu raporlanmıştır (97). 

MKH’lerin bilinen en eski kullanım alanlarından birisi kardiyak hastalıklardır. 

Kardiyak olgularda MKH uygulamasıyla ilgili yapılan çalışmalarda infüze edilen kök 

hücrelerin fonksiyonel miyosite diferansiyasyonu, yerleşik hücrelerin hasarlı alana 

yönelimi ve kök hücrelerden salınan faktörlerle inflamatuvarın baskılanması 

amaçlanmıştır. İskemik kalp hastalıklarında umut verici bir kaynak olan MKH’ler 

üzerine randomize ve uzun dönemli klinik çalışmaların yapılmasına ihtiyaç 

duyulmaktadır (15). 

MKH’lerin nörolojik hastalıklardan özellikle omurilik yaralanmaları, amiyotrofik 

lateral skleroz (ALS), multipl skleroz (MS) ve parkinson gibi hastalıkların tedavisinde 
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çalışılmıştır. Çalışmaların uzun dönem sonuçları beklenmektedir. 2010 yılında multipl 

skleroz üzerine Yamout ve ark.’ın yaptıkları bir çalışmada 10 hastaya otolog kemik 

iliği kaynaklı MKH infüzyonu yapılıp 3 ve 6 aylık takip sonrası olgulardan yarısında 

iyileşme kaydedilmiştir (98). 2010 yılında yapılan bir başka çalışmada Karussis ve ark. 

15 MS ve 19 ALS olgusunda damar içi ve intratekal kombinasyonuyla otolog MKH 

uygulamışlar ve 6 ile 28 ay süresince takip ettikleri bu olgularda herhangibir yan etki 

görmediklerini belirtmişlerdir (99). 2012 yılında Connick ve ark. sekonder progresif 

MS’li 10 olguya kg başına 1-6x106 hücre şeklinde MKH infüzyonu yapmışlardır. 

Olguların 10 aylık takibinde hastalardan birinde tedaviden sonra döküntü, ikisinde de 

bakteriyal enfeksiyon raporlanmıştır (100). Görme yetilerinde iyileşme izlenen 

çalışmada MKH’lerin yapısal, fonksiyonel, fizyolojik olarak tedaviyi ve sinir 

hücrelerinin korunmasını desteklediğini raporlanmıştır. Llufriu ve ark. 2014 yılında 

randomize, plasebo kontrollü faz II çalışmasında dokuz MS olgusuna 1-2x106/kg 

damar içi MKH infüze etmişler ve hastalarda IFN-c oranında azalmayla birlikte 

proinflamatuvar T hücre profilinde düşüş gibi anlamlı immünolojik farklılıklar 

gözlemlenmişlerdir (101). Sonuç olarak hastalara verilen MKH’ler immünmodülatör 

özellikleri ile inflamatuvar parametrelerde tutarlı düşüşe neden olmuştur.  

Park ve ark. 2012 yılında kök hücrenin omurilik yaralanması üzerine etkilerini 

araştırdıkları yaptıkları çalışmalarında; 10 olguda intramedüller yolla verdikleri MKH 

uzun dönem sonuçlarını değerlendirmişlerdir (102). Olgulara verilen MKH kemik 

iliğinden izole edilip dört hafta kültüre edilmiştir. Doğrudan omuiliğe ifüze edilen 

hücre sayısı kg başına 8x106 iken intradural boşluğa 4x107 /kg enjekte edilmekle 

birlikte 4 ve 8 hafta sonunda 5x107/kg ilave doz verilmiştir. Hastalarda MKH nakline 

bağlı hiçbir yan etki gözlenmezken 6 aylık takipte, MRG ve elektrofizyolojik kayıt 

sonuçlarına göre 10 hastadan altısında üst ekstremitenin motor gücünde iyileşme, 3 

hastada ise anlamlı olarak günlük yaşam kalitesinde ilerleme kaydedilmiştir. Olguların 

MRG sonuçlarına bakıldığında boşluk alan boyutununda azalma izlenmiştir. MKH’ 

nin omurilik yaralanmaları üzerine tedavisi henüz yeni bir uygulamakla olmakla 

birlikte hastaların bu tedavi yanısıra fizyoterapi de alıyor olmalarından dolayı klinik 

başarı altında yatan mekanizmanın tam olarak ortaya çıkarılmasına engeldir.  

Mohamadnejad ve ark., dekompanse karaciğer sirozlu 4 adet olguda periferden kg 

başına 31.73x106 otolog MKH infüze ettikleri faz I çalışmasında karaciğer hastalığı 
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skoru 1’den itibaren 3-4 puan artarak iyileşme göstermiş ve takibin sonunda dört 

hastanın da yaşam kalitesi artış izlenmiştir (103).  

Günümüzde diyabet üzerine MKH nakli uygulaması henüz deneysel aşamadadır.  

Çeşitli kök hücre tiplerinde yapılan araştırmalara göre CD34+ kemik iliği ve kordon 

kanı kök hücreleri, diğer kaynaklardan elde edilen mezenkimal hücrelere oranla daha 

iyi sonuçlar vermiştir (104,105). 1999 yılında uygulanan tip 1 diyabet tedavisinde 

kullanılan ilk hücresel tedavi “Edmonton yöntemi” donörün pankreas dokusundan 

enzimatik işlemler sonrasında elde edilen hücrelerin, farklı kemoterapötiklerle immün 

sistemi baskılanan olan alıcıya nakledilmesi (106,107) olup efektif bir sonuç 

alınamamıştır (108). Yöntem geliştirilmesine rağmen donör sayısı ve izole edilen 

hücre sayısı yetersizliğiyle birlikte alıcının uzun süre immün sisteminin baskılanması, 

bu yöntemin uygulanabilirliğini azaltmıştır (109,110,111) Çalışmalardan elde edilen 

sonuçlar, metabolik işleyişi çok yönlü olan diyabet için tam anlamıyla yeterli 

görülmemekte, çeşitli fizyolojik unsurlar değerlendirilerek daha fazla veri ile 

karşılaştırılması gerektmektedir (112). 

Literatür ışığı altında ilk olarak kanser olgularında kemik iliği destek amaçlı daha 

sonra GVHD, miyokard enfarktüsü, Crohn hastalığı, organ nakilleri, akut ve kronik 

böbrek yetmezliği, diyabet, osteoartrit, MS gibi çeşitli hastalıkların tedavisinde 

yapılan klinik uygulamalar konu ile ilgili deneyimler arttıkça tedavi üzerine etkileri 

aydınlanacak bununla birlikte rejeneratif tıp alanında yeni ufuklar açacaktır. Günümüz 

itibariyle klinik olarak denenen 7031 kök hücre çalışması vardır. Bu çalışmalardan 913 

tanesi mezenkimal kök hücrelerle ilgilidir. MKH çalışmalarından yalnızca 8 tanesi 

ülkemizde yapılmaktadır (Şekil 9). 
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Şekil 9: Mezenkimal kök hücre ile tedavi edilen yaygın hastalık yüzdeleri. GVHD: 

Graft versus host hastalığı (9) 

 

 

  

Miyokardiyal Enfarktüs (%4) Diabet (%6)

Omurilik Yaralanması (%4) Osteogenezis (%2)

Crohn Hastalığı (%3) Aplastik Anemi (%1)

Beyin Yaralanması (%2) GVHD (%7)

Karaciğer Sirozu (%5) Osteoartrit (%8)

Multiple Skleroz (MS) (%5) Parkinson (%1)

Nakil (%45) Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) (%3)

Kalıtsal Hastalık (%4)
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GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Materyaller 

 

• 10, 50, 100, 1000 μl ‘lik mikropipetler (Thermo Pippetman) 

• 1-10, 10-100, 100-1000 μl ‘lik tek kullanımlık pipet uçları 

• Serolojik Pipet Tabancası (Thermo) 

• 5, 10, 25 ml serolojik pipetler 

• Şırınga ucu filtre 0.22- 0.45 μm steril (Sartorius- syringe filter) 

• Flask 25cm2, 75cm2 ‘lik kültür kabı (Orange scientific- 4410200N) 

• 4, 8 kuyucuklu kültür kabı (Nest) 

• 6, 24, 96 well-plate (Nest) 

• Kriyotüp (V7634 Sigma Nunc® CryoTubes® cryogenic vial, 1.8 mL) 

• 15, 50 ml steril tüp (Isolab) 

• 1-2, 5-5, 10-50 cc’ lik enjektör (Ayset) 

• Steril örnek toplama kabı 

• 1,5 luk Eppendorf tüp 

 

2.2. Cihazlar 

 

• Hipoksik İnkübatör (New Brunswick Galaxy 170 R) 

• Normansi İnkübatör (New Brunswick Galaxy 170 R) 

• Santrifüj 

• Su banyosu (Nüve) 

• Akım Sitometri (BD Accuri C6) 

• Işık Mikroskobu (Olympus BX51) 
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• İnverted Mikroskop (Olympus CKX41) 

• Olympus C5050 Kamera 

• Nanotek ArthurTM hücre analiz cihazı 

• -196 oC Azot tankı 

 

2.3. Kimyasallar 

 

Tablo 2: Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Solüsyonlar 

Madde Firma Katalog Numarası 

PBS-1X w/o Ca, Mg 500 ml Lonza BE17-516F 

Collagenase type IA 100 mg Sigma C2674 

Kristal Violet Millipore 1014080025 

Trehalose dehydrate 10 mg Sigma T9531 

DME/F-12 (1:1) (1X) Gibco 11320033 

Hücre Canlılığı Solüsyonu BD Biosciences 555816 

DMSO (Hybrimax) Sigma D2650 

Alcian Mavisi Solüsyonu (%1) Sigma B8438 

Paraformaldehit Sigma P6148 

Etilen Glikol Sigma 102466 

Tripsin/EDTA Solüsyonu 100 ml Lonza CC-5012 

Tripsin-EDTA Sigma T4049 

Tripan Mavisi 100 ml Biocompare 03-102-1B 

DMSO (Dimetil sülfoksit) Amresco N182 

Penisilin / Streptomisin Gibco 15140-122 

L- Glutamin 100 ml Gibco 25030024 

Alizarin Kırmızısı S 25 gr Sigma A5533 

DAPI 10 mg Applichem A1001 

Kollojen II Antibody 50 UG Genetex GTX26579 

PE labeled anti-human CD73 Becton Dickinson 550257 

HU CD90 PERCP-CY5.5 İşaretli Becton Dickinson 561557 

HU CD105 APC İşaretli Becton Dickinson 562408 

PE İşaretli CD34 Becton Dickinson 555822 

FITC İşaretli CD 45 Becton Dickinson 555482 
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Annexin V FITC Becton Dickinson 556547 

BD CellWASH Becton Dickinson 349524 

StemPro® Kıkırdak Farklanma Kiti 
Invitrogen A1007101 

 

 

 

2.4. Metodlar 

 

2.4.1. İnsan Adipoz Dokunun Örneklenmesi (Cerrahi) 

 

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kuruluna yapılan İlaç Dışı 

Araştırmalar kategorisinde başvuru yapılmış ve 02.04.2015 tarih ve 15-3.2/19 nolu 

kararı ile etik izin alınarak çalışmaya başlanmıştır. 

Yağ doku kaynaklı mezenkimal kök hücreleri içeren stromal vasküler fraksiyon eldesi 

için; Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Plastik ve Rekonstrüktif Cerrahi Kliniği’ ne 

lipoaspirasyon ameliyatı için başvuran, 20–55 yaş aralığında rutin serolojik ve 

biyokimya testleri yapılmış ciddi bir sistemik ve genetik hastalığı olmayan gönüllü 10 

sağlıklı kadından; genel anestezi ve/veya lokal anestezi altında steril koşullarda, alt 

abdominal alandan “klasik vakumlu mekanik lipoaspirasyon” yöntemi, tumescent 

tekniğiyle 250- 350 mm/hg düşük vakum basıncında, standart 4 mm kanül kullanılarak 

50 ml lipoaspirat elde edildi. Her hastada aynı teknik ve değerler kullanıldı. İşlemler 

plastik cerrahi ekibi tarafından hastalardan bilgilendirilmiş onam formaları alınarak 

gerçekleştirildi.  

Elde edilen lipoaspirat örnekleri ameliyathane ortamında steril olarak süzülmek 

suretiyle lipoaspiratı çevreleyen sıvı ve kan hücrelerinden uzaklaştırıldı. Aynı 

hastalardan alınan 100 ml periferik kan; klasik yöntemle damardan elde edilerek serum 

tüplerine aktarıldı. Serum tüplerine alınan kan ve lipoaspirasyon materyali %1’lik 

penisilin streptomisinli PBS içeren steril taşıma kaplarında steril koşullarda 

laboratuvara getirildi. En fazla 4 saat içinde izolasyon işlemine başlandı. 
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Şekil 10: Lipoaspirasyon uygulaması 

 

 

Tablo 3: Çalışmada kullanılan lipoaspirasyon materyallerin elde edildiği hastaların 

demografik bilgileri 

Donör 

No. 

Donör 

Cinsiyeti 

Donör 

Yaşı 

Lipoaspirat 

Miktarı (cc) 

Örnek Alma Tekniği 

1 Kadın 36 30 Lipoaspirasyon 

2 Kadın 28 25 Lipoaspirasyon 

3 Kadın 37 25 Lipoaspirasyon 

4 Kadın 35 25 Lipoaspirasyon 

5 Kadın 33 25 Lipoaspirasyon 

6 Kadın 45 40 Lipoaspirasyon 

7 Kadın 40 30 Lipoaspirasyon 

8 Kadın 24 30 Lipoaspirasyon 

9 Kadın 52 35 Lipoaspirasyon 

10 Kadın 40 30 Lipoaspirasyon 
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2.4.2. Periferik Kandan Serum Eldesi 

 

Otolog serumun hazırlanması; Toplanan 50 ml kan 1 saat oda sıcaklığında 

pıhtılaşmaya bırakıldı. Serum tüpleri içindeki kanlar 1 saat 1200 rpm devirde 15 dk. 

santrifüj edildi. Serum hava akışlı laminar içinde steril enjektör ile toplanarak 0.2 µm’ 

lik steril enjektör ucu filtrelerden geçirilerek küçük volümler halinde steril 1,5 ml ‘lik 

ependorflar içinde -20 oC’ de saklamaya alındı. 

 

2.4.3. Lipoaspirattan Mezenkimal Kök Hücre İzolasyonu ve 

Ekspansiyonu 

 

Ege Üniversitesi Kordon Kanı Hücre- Doku UAM laboratuvarında tüm hücresel 

tabanlı işlemler gerçekleştirildi. Uygulanacak olan klasik enzimatik izolasyon metodu; 

literatürdeki 3 farklı makaleden modifiye edilerek kullanıldı (56,113,114). 

Lipoaspiratın yıkanması; 

Eritrosit ve lökositlerin büyük çoğunluğunun uzaklaştırılması için aseptik koşullarda 

yıkama prosedürü gerçekleştirildi. 

• % 1’lik penisilin streptomisinli PBS içeren steril taşıma kabı içindeki lipoaspiratın, 

kan fraksiyonlarının spontan olarak ayrılması beklendi. Ayrışan kan dikkatlice 25’lik 

steril pipetle alındı. 

• Eşit volümde antibiyotikli PBS eklenerek 5-10 dk hafifçe çalkalanan lipoaspirat 1-2 

dk bekletilerek ayrılan PBS, 50’lik pipetle dikkatlice uzaklaştırıldı. 

• Yıkama protokolüne materyalin temizliği sağlanana kadar en az 3 tekrar olmak üzere 

devam edildi. 

Enzimle manuel parçalama; 

• Yağ doku kaynaklı mezenkimal kök hücreleri içeren stromal vasküler fraksiyon 

eldesi için; yıkanan lipoaspirat ekstrasellüler matriks ile ayrılması için önceden 

hazırlanan %0,075 tip 1 kollojenaz enzimi ile 1- 3 saat 37 oC’ de 15 dk aralıklarla hafif 

çalkalanarak inkübasyona bırakıldı. Süspansiyon homojen hale ulaşınca enzimatik 

parçalanma sonlandırıldı. 
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Şekil 11: Ameliyathane şartlarında lipoaspirasyonla elde edilen yağ dokusu örnekleri 

 

 

 

Şekil 12: Hücre kültürü çalışmalarının yapıldığı laminar kabin, elde edilen SVF 

görüntüsü. 
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Şekil 13: Yağ dokudan MKH eldesi için kullanılan tip I kollojenaz enzimi 

 

 

• Enzim aktivitesi DMEM F12 besiyeri (%8 otolog serum, %1 penisilin streptomisin 

ve %1 L– Glutamin içeren) ile nötralize edildi. 

• Stromal vasküler fraksiyon pelleti, bağ doku ve matur adipositlerden ayırmak için 

1000 rpm, 7 dk santrifüj edildi. 

• Elde edilen pellet 15 ml lik falkon tüp içinde 1000 ml lik besiyeri ile pipetaj yapılarak 

homojenize edildi. İçinden 50 mikrolitre örnek alınarak Nanotek Arthur TM cihazında 

ilk canlılık ve hücre sayısı hesabı yapıldı. 

Geriye kalan SVF pellet; DMEM F12, %1’ lik L-Glutamin, %1’ lik penisilin / 

streptomisin, %8’lik otolog serum dan oluşan taze hücre kültürü medyumuyla 

süspansiye edilerek ikiye ayıldı ve her bir flaskta en fazla 1x106 hücre olacak şekilde 

75 cm2 ’lik hücre kültürü flasklarına ekildi. 

• Hücreler önceden sterilizasyonu sağlanmış ve hipoksik koşullar % 2 O2, % 5 CO2, 

37 oC’ de, normansi koşullar % 21 O2, % 5 CO2, 37 oC’ de olarak şekilde ayarlanan 

inkübatörde 2 gün inkübasyona bırakıldı. 

• 2 gün sonra flaska yapışmayan hücreler PBS ile uzaklaştırılarak, aynı taze hücre 

kültürü mediumuyla besiyerleri tazelendi. 10 gün boyunca %8’lik oranda kullanılan 

otolog serum, 10 gün sonrasında %5‘e düşürüldü. Hücreler %80 yoğunluğa ulaştığında 

Tripsin -EDTA ile kaldırılarak pasajlama yapıldı. 
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2.4.4. Deney Grupları 

 

1. Grup: Hipoksik ortamda otolog serum kullanılarak kültüre edilen kök hücreler  

2. Grup: Normansik ortamda otolog serum kullanılarak kültüre edilen kök hücreler  

3. Grup: Pasaj 3 de otolog serumla 3 hafta dondurulan hipoksik kök hücreler  

4. Grup: Pasaj 3 de otolog serumla 3 hafta dondurulan normansi kök hücreleri olarak 

seçildi. 

 

2.4.5. Hipoksi Modeli Oluşturma 

 

İzole edilen yağ kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden 1. ve 3. gruptaki hücreler; 

ekspansiyon ve diferansiyasyonu da içine alan her basamakta kalıcı hipoksik 

koşullarda tutuldu. Hücreler oksijen kontrollü (Galaxy 170 R, New Brunswick) 

inkübatörde %2 O2, %5 CO2 ve % 93 N2 oranlarından oluşan ortamda kültürü sağlandı 

(46). 

 

2.4.6. Normansi Modeli Oluşturma 

 

2. ve 4. gruptaki hücreler ise %21 O2, %5 CO2 ve %74 N2 oranlarından oluşan ortamda 

kültüre edildi. 
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Şekil 14: Ekimden 6 saat sonraki MKH görüntüsü 

 

 

2.5. İn Vitro Hücre Kültürü 

 

Hücre kültürü, hücrelerin in vitro ortamda gerekli koşullar sağlanarak çoğaltılması 

işlemidir. Hücre kültürü çalışmalarının ortamın kontrol altında tutulabilmesi, 

hücrelerin üzerindeki etkilerin doğrudan doğruya gözlenebilmesi ve organizmada 

karşılıklı etkileşimler nedeniyle yapılamayan araştırmaların in vitro ortamda 

yapılabilmesi gibi avantajları vardır. 

 

2.5.1. Hücrelerin Ekspansiyonu 

 

İzole edilen primer hücre kültürü örneklerinin çoğaltılması için ilk 10 gün boyunca % 

8 otolog serum, %1 Penisilin-Streptomisin (Lonza 10K/10K 100 ml 17-602E), %1 L- 

Glutamin (Lonza 200 mM 500 ml-17-605F) içeren DMEM F12 (Gibco) kültür 

mediumu kullanılarak hazırlanmıştır. 10 gün sonrasında serum yüzdesi %5’e 

düşürülerek devam edilmiştir. 

 

 



44 

 

    

 

 

 

 

 

 

Şekil 15: Hücre kültürü için gerekli besiyerleri 

 

 

Hücreler yatay konumdaki 25 ve 75 cm2’lik filtreli kapaklı flasklar (Orange scientific- 

4410200N) içerisinde kültür edilmiştir. Yeterli yoğunluğa ulaşana kadar geçen süreçte 

hipoksik grubu (Galaxy 170 R, New Brunswick) inkübatörde %2 O2, %5 CO2 ve % 

93 N2; Normansi grubu ise %21 O2, %5 CO2 ve % 74 N2 inkübatörde kültüre 

edilmiştir. Dondurma işlemi için ayrılan hücreler daha sonraki basamaklarda 

kullanılmak üzere dondurularak -196 oC’de sıvı azot tankında buhar fazda 

saklanmışlardır. Hücrelerin canlılık ve proliferasyonlarını gözlemlemek amacıyla 

Olympus CH30 inverted mikroskobu kullanılmıştır. Hücrelerin ortam değişimi, 

pasajlama, dondurma ve çözdürme işlemleri laminar akım kabininde (ESCO Class II, 

Biological Safety Cabinets) gerçekleştirilmiştir. 

 

2.5.2. Hücrelerin Pasajlanması 

 

Ekspansiyonu sağlanan, yoğunluğu %80-90 oranlara ulaşan primer hücre kültürü 

örneklerinin pasajlanma işleminde hücreleri yüzeyden kaldırmak için % 0.25’lik 

tripsin (BI, Trypsin EDTA Solution B, Cat. No: 03-052-1B) hücre yüzeyini 

kaplayacak şekilde flaska eklenmiş ve 5 dakika inkübatörde bekletilmiştir. Hücreler 

yüzeyden ayrıldıktan sonra üzerine besiyeri eklenmiş ve santrifüj tüplerine alınarak 

1200 rpm’de 5 dakika santrifüjlenmiştir. Santrifüj işlemi sonunda supernatant 
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uzaklaştırılmış milimetredeki sayıları 105-106 aralığında kalacak şekilde pasajlanmış 2 

günde bir besiyeri değişimleri yapılmıştır. 

 

 

 

Şekil 16: İnsan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin üçüncü pasajdaki 

mikroskop görünümü. 

 

 

2.5.3. Canlılık Tayini 

 

Tripan mavisi ile canlılık tayini;  

Tripan mavisi (Biological industries Cat. No:03-102-1B) negatif yüklü bir boya olup 

hücre canlı ise, boyanın hücre içine girmesine izin vermeyeceğinden hücreler şeffaf 

renkte görünürken canlı olmayan hücreler boyayı absorbe ederek mikroskop altında 

mavi renkte görülürler. Canlılık tayini 50 µl hücre ve 50 µl tripan mavisi boyası 

karıştırılarak Neubauer lamına pipetlenip 4x4’lük karelerden oluşan 4 adet alanda 

bulunan hücreler ışık mikroskobu altında bakılarak sayılmış ve ortalamaları 

hesaplanmıştır. Hücrelerin canlılık yüzdelerini bulmak için canlı hücre sayısı toplam 

hücre sayısına oranlanmıştır. Canlı hücre sayısını dilüsyon faktörü ve 2x104 ile 

çarparak milimetredeki canlı hücre sayısı hesaplanmıştır. 

Viabilite (%) = (canlı hücre sayısı / toplam hücre sayısı) X100 
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Nanotek ArthurTM cihazıyla canlılık tayini;  

Çalışmada elde edilen taze pellet, çözdürme sonrası ve pasaj aralarında total hücre, 

canlı ve ölü hücre sayısına/yüzdesine ulaşmak için ArthurTM (Nanotek) cihazı 

kullanılmıştır. Hücre süspansiyonundan 100 µl alınarak ve içerisine 1 µl Propidyum 

iyodür (PI) boyası konulmuş ve pipetajı yapılmıştır. 15 dk karanlıkta inkübasyon 

sonrası içerisinden 25 µl alınarak cihaza özel lama pipetlenerek okutturulmuştur. 3 

ayrı kanala (parlak zemin, kırmızı ve yeşil floresan) sahip olan ArthurTM cihazı 

sayesinde kısa sürede hücre sayımı, canlılığı, Anneksin V apoptoz ve hücre döngüsü 

analizleri yapılabilmekte ve sonuç grafiği elde kaydedilebilmektedir. 

 

 

 

Şekil 17: Nanotek ArthurTM Cihazının Dış Görünümü 

 

 

2.5.4. Akım Sitometri İle İmmunfenotipleme 

 

Akım sitometrik analizler Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji A.D da 

gerçekleştirilmiştir. Kültürü devam eden hücreler 1., 2. ve 3. pasajda, dondurma 

çözdürme basamağı sonrasında PE-anti-human CD73, Hu CD90 Percp-cy5.5, Hu 

CD105 APC, PE-Anti-Human CD34 ve FITC-Anti-Human CD45 primer antibodileri 
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ile üretici firma talimatlarına göre işaretlendi. PBS ile yıkanıp, kalibrasyonu önceden 

yapılmış olan BD Accuri™ C6 Akım sitometri cihazı ile analizi yapıldı.  

Prosedür şu şekildedir; 

• Trucount tüplere 20 µl CD 73, 5 µl CD 90, 5 µl CD 105, 5 µl CD 34 ve 20 µl CD 45 

antibody leri pipetle aktarılır. 

• 1x106 hücre içeren 100 µl kök hücre ilave edilir, vortekslendikten sonra 20 dk 

karanlıkta inkübasyona bırakılır. 

• 1:9 oranında dilue edilen Lysing Buffer solüsyonundan 2 ml eklenerek voktekslenir, 

10 dk karanlıkta inkübe edildikten sonra BD Accuri™ C6 Akım sitometri cihazı ile 

analizi yapılır. 

 

 

 

Şekil 18: Akım sitometri analizinde kullanılan markırlar 
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Şekil 19: BD Accuri™ C6 Akım sitometri cihazı 

 

 

2.5.5. Apotoz/Nekroz Tayini 

 

Çözdürülmüş ve kültürü devam eden hücreler 1., 2. ve 3. pasajda; Annexin V- FITC 

(BD Pharmingen Cat no: 556547) apoptoz belirleme kitiyle hücrelerin 

apoptotik/nekrotik yüzdelerinin eldesi yapıldı. Kontrol grubu olarak taze hücreler 

kullanıldı (7,47) . 

Genel popülasyonun apoptoz / nekroz oranı tespiti için; 

• Hücreler 2 defa soğuk PBS ile yıkandı. 1x Binding Buffer ile konsantrasyon 1x106 

hücre/ml olacak şekilde ayarlandı 

• Elde edilen hücre solüsyonundan 100 µl (1x105 hücre) 5 ml’lik kültür tüpüne alındı 

(12x75 mm’lik falcon tüpü de kullanılabilir). 

• 5 µl Annexin V ve 5 µl PI pipetlenir. 15 dk, oda ısısında, karanlıkta inkübe edildi. 

• 400 µl 1x Binding Buffer eklenir. 1 saat içinde akım sitometrisinde okutuldu. 
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Şekil 20: Hücre ölümü analizleri için kullanılan boya ve solüsyonlar 

 

 

2.5.6. Hücrelerin Çoğalma Karakterlerinin Tespitleri 

 

Her 2 grubunda plating efficiency, max PDs, DT ve satürasyon densisiteleri ölçüldü 

(63,115). 

Plating Efficiency; 

• Her 2 gruptaki hücreler, 1. Pasajda; cm2 de 20 hücre olacak şekilde 25 cm2 lik kültür 

flasklarına ekildi. 

• %8 (ya da %5) otolog serum destekli ekspansiyon medyumunda yayıldı, 

• Kültürden 2 hafta sonra oluşan koloniler metanol ve  (%0,1)  kristal viole boyasıyla 

fikse edildi. 

• 30 hücreden fazla hücre içeren koloniler direk mikroskobik gözlemle manuel sayıldı. 

• Skor koloniler için, her MKH örneği 3 tekrarlı ve bağımsız 2 gözlemci tarafından 

skorlandı. 

Plating Efficieny; formülle hesaplandı: Koloni sayısı / Başlangıç hücre sayısı X 100. 
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PDs (Population doubling) ve DT (Doubling time) 

Gruplara ayrılan hücrelerin proliferasyon potansiyellerinin belirlenmeleri için 

populasyon katlama seviyesi (population doubling level=PDL) ve ikilenme süresi 

(doubling time=DT) hesaplandı. Bu verilerin hesaplanması için hücreler, başlangıçta 

belirli sayıda hücre (1x106) 25 cm2 lik flasklara ekilip ve gruplara göre belirlenen 

büyüme koşullarında inkübasyona bırakıldı. Hücrelerin ekimi başlangıç kabul edilip 7 

gün boyunca her gün hücreler tripsinizasyonla kaldırılıp ve tripan mavisi boyası ile 

neubaer lamında sayımları yapıldı. Sayımlar, güvenilir olabilmesi için iki farklı kişi 

tarafından üç tekrarlı olarak yapıldı. Elde edilen sayıların doğrultusunda, aşağıdaki 

formüller yardımıyla PDL ve DT verileri hesaplandı. 

DT=T ln2/ln(Xe/Xb) 

DT: Doubling time 

T: İnkübasyon süresi (gün ya da saat) 

Xb: Başlangıç hücre sayısı Xe: Son hücre sayısı PDL=3.32(logXe-logXb) +S 

PDL: Population doubling level 

Xb: Başlangıç hücre sayısı Xe: Son hücre sayısı  

Saturasyon Yoğunluğu; 

• 1. pasajda hücrelere tripsin uygulandı, sayımı yapıldı ve son konsantrasyon cm’ de 

1000 hücre olunca 25 cm2’lik flasklara alındı, 

• Konfluent oluncaya kadar kültürler her gün mikroskopta gözlendi,  

• Hücreler hemositometreyle ilave bir artış oluncaya kadar 2 günde bir sayıldı. 

 

2.5.7. Kriyoprezervasyon Yöntemi 

 

Elde edilen primer kültürünün üçüncü pasajı sonrasında hem hipoksi hemde normansi 

grubundan hücreler; Kriyotüplerde %4 DMSO, %6 Trehaloz, %20 otolog serum, %70 

DMEM F12 varlığında -20 oC de 30 dk, -80 oC de 1 saat bekletildikten sonra -196 oC 

sıvı azota alındı. Dondurmanın kademeli yavaş oluşu buz kristalleri oluşumundan 

korur. DMSO, intrasellüler buz oluşumlarından kaynaklı hücre hasarını azaltmak için 
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kullanılan permeabl bir kriyoprotektandır. Trehaloz, hücre membranını koruyabilen 

nonpermeabl bir kriyoprotektandır. 

 

2.5.8. Hücrelerin Çözdürülmesi 

 

Üçüncü pasaj sorası dondurulmuş olan hücrelerin bulunduğu kriyo vialler buz üzerine 

alınarak, %5 lik otolog serum içeren kültür medyumunda su banyosu kullanmadan 

çözdürüldü. Steril pipet ile yavaş yavaş besiyeri ile beslenen hücreler 15 lik falkon 

tüplere alındı hemen 1200 rpm’de 3 dakika santrifüj cihazında (Thermo Scientific 

Heraeus Labofuge 400) santrifüjlenmiştir. Santrifüj işlemi sonrası süpernatant 

uzaklaştırılarak pellet süspanse edilmiş üzerine taze besiyeri damla damla 

bırakılmıştır. Aynı şartlarda bir santifrüj işlemi daha gerçekleştirildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılıp pellet süspanse edilmiş ve üzerine taze besiyeri eklenen 

hücrelerin flasklara ekim işlemi uygulanmıştır. Hipoksi grubu (%2 O2, %5 CO2, 

37oC’de) ve Normansi grubu ise (%21 O2, %5 CO2, 37oC’de) ortamlarda haftada 2 

kere besiyeri değiştirerek kültüre edilmiştir. 

 

 

 

Şekil 21: Hücre sayısı belirlenip kriyoviyalde saklanan MKH’ler 

 

 

2.6. Hücrelerin İn Vitro Farklılaştırılması 

 

Her 4 gruptaki hücrelerde StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit kullanılarak 

Ahrens ve ark ile Malladi ve ark çalışmalarından modifiye edilerek mikro kütle tekniği 
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ile kondrojenik yönde otolog serum kullanarak diferansiye edildi. İn vitro farklılaşma 

uygulanacak 4 deney grubundaki hücrelerde 25 cm2 lik kültür kaplarında hipoksi ve 

normansi ortamda çoğaltılırlar. Hücreler kabı yüzeyini %70-90 oranında kapladığı 

zaman tripsinle ayrılmaları sağlanır. 1x107 konsantrasyonundaki hücrelerin büyüme 

medyumuyla tripsin blokajı sağlanır. 10 µl’ lık damlacıklar halinde mikromass tekniği 

ile kültür kaplarına alınan hücreler hipoksi ve normansi olarak 37oC’ de 2 saat inkübe 

edildi. StemPro® kondrojenik indükleme medyum kültür kabına dikkatlice eklendi. Bir 

kültür kabı ise kontrol grubu olarak hazırlandı. Farklılaşma ortamı 3 günde bir 

değiştirilip, kültür kapları her gün kontrol edildi. Kondrojenik farklanmanın beklendiği 

hücrelerin farklı yöntemlerle tayini yapıldı (63,116,117). 

 

 

 

Şekil 22: 24 well plate içerisinde farklanan kıkırdak yapısı ve farklanma medyumu 

 

 

2.6.1. Kondrojenik Farklılaşmanın Alcian Mavisi ile Histolojik Tayini 

 

Doku Takibi, Gömme ve bloklama 

• Parçalar % 4 paraformaldahit (Sigma-Aldrich-158127 Paraformaldehyde powder 

(95%) (veya % 10 formalin) çözeltisi içerisinde 24 saat süreyle bekletilerek fikse edildi 

(Parça boyutuna göre farklılık gösterir). 
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• 30 dakika PBS- Bioshop PBS (Phosphate buffered saline tablets) tamponunda 

bekletilerek yıkandı. 

• 1,5 saat % 80 Etanol,  

• 1saat % 95 Etanol I, 

• 1 saat % 95 Etanol II, 

• 1 saat % 100 Etanol I (107017 - Merck Ethanol absolute), 

• 1 saat % 100 Etanol III’de bekletilerek dehidretasyon işlemi gerçekleştildi. 

• Ksilol ile şeffaflandırma aşamasına geçildi (Ksilol I 30 dakika, Ksilol II 30 dakika). 

• Şeffaflandırma aşamasını sonrası 60°C etüvde erimiş parafin (Tek Path 10 KG 

boncuk Paraffin) içerisine alınan parçalar Parafin- I 30 dakika, Parafin -II 30 dakika 

bekletildi. 

• Ertesi gün etüvden çıkarılan parçalar bloklandı (118). 

% 10 Nötral Buffer Formalin  

• Formalin (%37 Formaldahit) 100 ml 

• PBS 900 ml 

% 4 Paraformaldahit 

8 gr paraformaldehit hassas terazide tartılarak 100 ml distile suya konulur. Sıcaklığı 

58ºC’yi geçmeyecek şekilde ısıtıcı üzerinde sürekli karıştırılarak renginin 

saydamlaşması beklenir. Rengi saydamlaştıktan sonra soğuması beklenerek süzülür. 

Elde edilen %8’lik paraformaldehit (Stok solüsyon) kullanıma hazır hale getirilmesi 

için aynı miktarda fosfat tamponuyla karıştırılması ve %4’lük hale getirilmesi 

gerekmektedir. Daha sonra pH 7.2 olacak şekilde ayarlanır. 

Kesit Alma 

• Işık mikroskopik incelemeler için mikrotomda (Leica RM 2145) 5 μm’lik kesitler 

alınarak 37˚C su banyosunda kesitlerin açılması sağlandı. 

• Tercihe göre rodajlı ve polilizinli lamlar üzerine doku kesitleri alındı. 

• Tüm kesitler 1 gece 37°C’lik etüvde tutularak lam üzerine yapışmaları sağlandı. 
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• Kesitler 62°C’lik etüvde 2 saat bekletildikten sonra ksilol 1’de 1 saat, ksilol 2’de 1 

saat tutularak parafinden uzaklaştırma işlemi gerçekleştirildi. 

Alcian Blue Boyama Metodu 

• Kesitler deparafinize edilir 

• Yıkanıp distile suya alınır. 

• Alcian Blue solüsyonunda 30 dk bekletilir. 

• Distile suda yıkanır. 

• %96’ lık alkollerde yıkanır. 

• Aseton ve ksilolden geçirilir. 

• Balzamla kapatılır (119). 

 

2.6.2. Kondrojenik Farklılaşmanın Anti-Kollojen II ile 

İmmunohistokimyasal Tayini 

 

• Kesitler, bir gece 60ºC etüvde ve soğuduktan sonra 3x30 dakika ksilolde tutuldu. 

• Sırasıyla %95, %80, %70 ve %60’lık etil alkolde 2’şer dk bekletildi. 

• Kesitler distile su ile 10 dk yıkandı ve çevreleri sınırlayıcı kalem (Sigma PAP pen - 

Z377821 - for immunostaining 5 mm) ile çizildi. 

• PBS (1X) (Phosphote Buffered Saline) solüsyonu ile 3x5 dk yıkandı. 

• Kullanılacak antikor için önerilen “antijen retrival” yöntemi uygulandı (0,01 M sitrat 

tampon (S1804 Sigma-Aldrich Trisodium citrate dehydrate) içerisinde 90º C 

mikrodalgada 30 dk). 

• Örnekler soğutulduktan sonra 5 dakika % 0,25 Triton X-100 (X100 Sigma-aldrich 

Triton™ X-100 laboratory grade) PBS’ de bekletildi. 

• Endojen peroksit (Sigma 107209 - Hydrogen peroxide 30%) blokajı yapıldı, distile 

su ile seyrelterek (% 3 H2O2) (5 dakika). 
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• PBS solüsyonu ile 3x5 dk yıkandıktan sonra kesitler üzerine bloklama solüsyonu 

(veya % 1 BSA-PBS) (non-immun serum) damlatılarak 1 saat beklenildi. 

• Blok solüsyonu yıkamadan uzaklaştırıldı ve uygun şekilde dilüsyonu yapılmış 50 µl 

primer antikor damlatıldı, kapalı nemli kutuda bir gece 4˚C’de bekletildi (Primer 

antikor dilüsyonları PBS ile 1/100, anti kollojen II). 

• PBS solüsyonu ile 3x5 dk yıkandı. 

• Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmiş sekonder antikor damlatıldı, kapalı nemli 

kutuda 30 dakika oda ısısında bekletildi. 

• PBS solüsyonu ile 3x5 dk yıkandı. Hazırlanan streptavidinle işaretli sekonder antikor 

(ScyTek SHP 125 SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack) damlatılıp, kapalı nemli 

kutuda 30 dk oda ısısında bekletildi. 

• PBS solüsyonu ile 3x5 dk yıkandı. DAB (3,3-diaminobenzidine) (ScyTek ACK 500 

DAB Chromogen/Substrate Bulk pack) solüsyonu damlatılıp, 8 dk kapalı nemli kutuda 

bekletildi ve tekrar PBS solüsyonu ile 3X5 dk ve distile su ile yıkandı. 

• Mayers’in hematoksilen (109249- Mayer's hemalum solution) ile Nükleus 

boyanması kontrol edilerek 2 dk boyama yapıldı. 

• Distile su ile yıkandı. 

• Sırasıyla % 80, % 95 ve % 100’lük etil alkolde 1’er dk bekletildi. 

• Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dk ksilolde şeffaflaştırıldı. 

• Entellan ile kesitler kapatıldı (120). 

 

Sodyum Sitrat Tamponu (10mM Sodyum sitrat, pH 6.0): 

Tri-sodyum Sitrat (dihydrate) --------- 2.94 g  

Distile Su--------------------------- 1000 ml 

3 ay boyunca oda sıcaklığında, daha uzun saklanılacaksa +4ºC’ de muhafaza edildi. 
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2.6.3. Kondrojenik Farklılaşmanın RT-PCR İle Aggrecan Tespiti 

 

Örnek Toplanması ve RNA izolasyonu; 

1,5 ml’lik tüp içerisindeki örneklere aşağıdaki protokol uygulandı. 

• Tüplere 1 ml tripure eklenir ve tüpler 45 saniye vortekslenir. Böylece tüpteki hücreler 

homojen bir görünüm alarak parçalanır ve tripure reagent etkisiyle de pembe bir renk 

görünümünü alır. 

• Vortekslenen tüpler buza alınır ve 2 dakika bekletilir. Vortekste o hızın ve sürenin 

etkisiyle ısınan tüpleri soğutmak için bu işleme başvurulur. 

• 5 dakika oda ısısında bekletilir. 

• Tüplere 200 ul kloroform eklenir ve 5 dk beklenir. (Kloroform; homojen hale gelen 

dokuda faz oluşumunu sağlar. Böylece RNA, DNA ve protein elde edilir). 

• 12.000 rpm’ de 4oC ‘de 20 dk santrifüj yapılır. 

• Santrifüj sonunda 3 faz oluşur. 

1.Faz (Sulu faz): RNA içerir  (renksizdir) 

2.Faz: DNA içerir (beyaz renklidir) 

3.Faz: (Organik faz): Protein içerir. (kırmızı renktedir) 

• RNA izolasyonu için renksiz olan 1.faz yeni tüpe aktarılır. 

• Yeni tüpe 500 µl izopropanol eklenir. Oda ısısında 10 dakika inkube edilir. 

• İzopropanol RNA’ yı DNA ve diğer safsızlıklardan arındırmak için kullanılır. 

• 12.000 rpm’ de 4 C’ de 10 dak santrifüjlenir. Süpernatant atılır. 

• Oluşan çökelek üzerine 1 ml %75 EtOH eklenir. 

• 7.500 x g’ de 4oC’de 5 dak santrifüjlenir. 

• Santrifüj sonunda süpernatant atılır. 

• 57oC’ de EtOH uçurulur. 

• Kalan çökeleğe 50-100 µl RNAse free su eklenerek pipetaj yapılır. 
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Şekil 23: RNA izolasyon prosedürü 

 

 

İzolasyonun ardından RNA konsantrasyonları spektrofotometrik yöntemlerle ölçüldü. 

Elde edilen RNA örneklerinin konsantrasyonu ve saflıkları 260 ve 280 nm dalga 

boylarında absorbanslarının ölçülmesiyle belirlenir. İzole edilen RNA’ların saflığı 260 

nm ve 280 nm’deki absorbanslarının oranı ile kontrol edilir, ideal saflıktaki kaliteli 

RNA’nın A260/ A280 absorbans oranının 1,8- 2,0 olması beklenir. Spektrofotometrik 

ölçümün yanı sıra RNA degredasyonunun kontrolü agaroz jel elektroforeziyle 

gerçekleştirilebilir. Genel olarak reaksiyon başına 5ng total RNA’nın ortalama 

düzeyde ifade edilen mRNA tespitinde yeterli olacağı düşünülmektedir. Buna bağlı 

olarak gen ifadesi bakılacak materyalin özelliğine bağlı olarak RNA miktarı reaksiyon 

başına 5 ng ile 5 µg arasında alınmalıdır. 

 

cDNA SENTEZİ 

cDNA sentezi için Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit kullanıldı. Her örnek 

için RNA+H2O’dan 11 µl konur ve 2 µl Random hexamer primer (vial 6) eklenir. 

RNA örneği……….11 µl 

Random hexamer primer (vial 6) ……….2 µ  

Toplam……….13 µl 
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Tüpler thermalcycler a yerleştirilir. 65 oC’ de 10 dk RNA’lar denatüre edilir. 

Bu arada master miks hazırlanır. (Bu miktarlar örnek sayınla çarpılarak hazırlanır). 

 

 

Tek Reaksiyon için 

Reaction Buffer (vial 2) ……….4 µl 

Protector RNase Inhibitor (vial 3) ……….0,5 µl 

Deoxynucleotide Mix (vial 4) ……….  2 µl   

Transcriptor Reverse Transcriptase (vial 1) ……….   0,5 µl  

Toplam……….7 µl 

 

Thermalcycler dan alınan örnekler soğutma kabına yerleştirilir. Her tüpe 7 µl 

hazırlanan karışımdan dağıtılır ve pipetle 3-4 kez karıştırılır. Tüpler thermal cycler a 

yerleştirilir ve aşağıdaki hazırlanmış program çalıştırılır. 

25oC ‘de 10 dk 

50 oC’de 60 dk 

85 oC’de 5 dk 

4 oC’de             bekleme 

 

 

Real-Time PCR (Q-PCR); 

Aggrecan target geninin ACTB gen ile çalışılması; 

Elde edilen cDNA’lar, yukarıda belirtilen primer, probe ve catalog assay’ler 

kullanılarak; aşağıdaki miks ve cihaz protokolleri ile LightCycler 480II cihazı ile 

çalışılmıştır. 
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Cihaz protokolü; 

 

 

Şekil 24: PCR çalışma koşulları 

 

 

Miks Hazırlanması; ( tek bir reaksiyon için ) 

Nükleaz Free su 3.8 µl 

Forward Primer (20uM) 0,5 µl 

Reverse Primer (20uM) 0,5 µl  

Taqman Probe-UPL probe (10uM) 0,2 µl  

Enzim ve dNTP miski 10 µl  

Toplam 15 µl 

ACTB Miks Hazırlanması; ( tek bir reaksiyon için ) 

Nükleaz Free su 4.0 µl 

Primer- Probe Miksi 1.0 µl 

Enzim ve dNTP miski 10 µl 
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Toplam 15 µl 

 

Reaksiyon tüpünde, tek bir reaksiyon için reaktiflerin her birinden eklenir. Karışım 

spin ettirilir ve plate’e her bir reaksiyon için 15 μl reaksiyon karışımından transfer 

edilir. 5 µl örnek veya kontrol her bir kuyucuğa son reaksiyon hacmi 20 µl olacak 

şekilde ilave edilir. Hazırlanan plate (karışım ilave edildikten sonra) santrifüjlenir. 

Analiz; 

Elde edilen sonuçlar relatif kantitasyon yapılabilmek için ∆/∆ Ct metodu kullanılır. Bu 

metod ile aggrecan geninin ct değerleri ACTB geni ile normalize edilir (bu değer ∆ Ct 

olarak geçer) ve gruplar arasında oranlanarak elde edilen sonuç ∆/∆ Ct’yi verir. Pozitif 

değerler up regülasyonu, negatif değerler ise down regülasyonu ifade eder. 

 

 

 

Şekil 25: ACTB geni Amplifikasyon Eğrisi 
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Şekil 26: Agreccan Geni Amplifikasyon Eğrisi 

 

 

2.7. İstatistiksel Değerlendirme Yöntemi 

 

Nanotek ArthurTM ile canlı ve ölü hücre yüzdesi hesaplaması için her gruba ait veriler 

Microsoft Office Excel 2010 versiyonu üzerine yazılarak, IBM SPSS Statistic 23.00 

(Statistical Package for Social Sciences) programında oluşturulan veri tabanına 

aktarıldı ve istatistiksel analizler aynı program ile yapılmıştır. Sürekli değişkenlere ait; 

ortalama, standart sapma ve hata, minimum ve maksimum değerleri ve ortalamalar 

için %95 güven aralıkları sunulmuştur. 10 tabanına göre logaritmik dönüşüm yapılarak 

hipoksi ve normansi ortamlarında aynı pasaja ait örneklerin ortalamaları paired T- testi 

ile yapılmıştır. Tüm hipotez kontrolleri 0.05 önem seviyesinde gerçekleştirilmiş, yani 

p<0.05 anlamlı kabul edilmiştir. 
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BULGULAR 

 

3.1. Canlılık Analizleri 

 

Her pasaja ait örnekler Nanotek ArthurTM hücre analiz cihazında okutulup sonuçlar 

istatistiksel değerlendirmeye alındı. 

 

 

Şekil 27: Nanotek ArthurTM analiz sonucu örneği 
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Şekil 28: Canlı hücre sayısının deney gruplarında dağılımı 

 

 

 

Şekil 29: Canlı hücre sayısının deney gruplarında logaritmik 10 tabanına göre 

dağılımı. 
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Şekil 30: Ölü hücre sayısının deney gruplarında dağılımı 

 

 

 

Şekil 31: Ölü hücre sayısının deney gruplarında logaritmik 10 tabanına göre dağılımı 
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Tablo 4: Deney gruplarına uygulanan istatistiksel analiz 

Paired Samples Statistics 

  Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 H.P1.Canli 6,49416 10 ,277152 ,092384 

 N.P1.Canli 6,37138 10 ,307757 ,102586 

Pair 2 H.P3.Canli 6,78643 10 ,344068 ,114689 

 N.P3.Canli 6,62240 10 ,438437 ,146146 

Pair 3 H.P5.Canli 6,84895 10 ,316032 ,105344 

 N.P5.Canli 6,67791 10 ,443354 ,147785 

Pair 4 Frz.H.Canli 5,84108 10 ,433783 ,144594 

 Frz.N.Canli 5,78653 10 ,666415 ,222138 

Pair 5 H.P1.Olu 4,52114 10 ,335929 ,111976 

 N.P1.Olu 4,26681 10 ,512541 ,170847 

Pair 6 H.P3.Olu 4,90883 10 ,479677 ,159892 

 N.P3.Olu 4,79459 10 ,401939 ,133980 

Pair 7 H.P5.Olu 4,99066 10 ,417448 ,139149 

 N.P5.Olu 4,85089 10 ,496596 ,165532 

Pair 8 Frz.H.Olu 4,72351 10 1,151586 ,383862 

 Frz.N.Olu 4,63457 10 ,572398 ,190799 

      

 

Logaritmik 10 tabanına dönüşüm yapılarak hipoksi ve normansi ortamlarında aynı 

pasaja ait örneklerin ortalamaları paired T- testi ile yapılmıştır. Tüm hipotez kontrolleri 

0.05 önem seviyesinde gerçekleştirilmiş yani p<0.05 anlamlı kabul edilmiştir. 
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 Paired Differences 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mean 

 

 

 

 
 

Std. 

Deviatio n 

 

 

 

 

 

 
Std. Error 

Mean 

95% 

Confidenc e 

Interval of the 

Difference 

Lower 

Pair 1 H.P1.Canli - 

N.P1.Canli 

,12278 

2 
,117782 ,039261 ,032247 

Pair 2 H.P3.Canli - 

N.P3.Canli 

,16402 

9 

 

,162875 

 

,054292 

 

,038832 

Pair 3 H.P5.Canli - 

N.P5.Canli 

,17103 

3 

 

,202692 

 

,067564 

 

,015229 

Pair 4 Frz.H.Canli - 

Frz.N.Canli 

,05455 

1 

 

,545285 

 

,181762 

 

-,364593 

Pair 5 H.P1.Olu - 

N.P1.Olu 

,25432 

8 

 

,354346 

 

,118115 

 

-,018046 

Pair 6 H.P3.Olu - 

N.P3.Olu 

,11424 

1 

 

,522798 

 

,174266 

 

-,287616 

Pair 7 H.P5.Olu - 

N.P5.Olu 

,13976 

2 

 

,406760 

 

,135587 

 

-,172901 

Pair 8 Frz.H.Olu - 

Frz.N.Olu 

,08894 

2 

 

,642777 
 

,214259 
 

-,405140 

 

 

Paired Samples Correlations 

   

N 
 

Correlation 
 

Sig. 

Pair 1 H.P1.Canli & N.P1.Canli 10 ,924 ,000 

Pair 2 H.P3.Canli & N.P3.Canli 10 ,942 ,000 

Pair 3 H.P5.Canli & N.P5.Canli 10 ,911 ,001 

Pair 4 Frz.H.Canli & Frz.N.Canli 10 ,579 ,102 

Pair 5 H.P1.Olu & N.P1.Olu 10 ,726 ,027 

Pair 6 H.P3.Olu & N.P3.Olu 10 ,307 ,422 

Pair 7 H.P5.Olu & N.P5.Olu 10 ,616 ,077 

Pair 8 Frz.H.Olu & Frz.N.Olu 10 ,941 ,000 

 

 

 



67 

 

Paired Samples Test 

 Paired Differences  

 

 

 

 

 
 

t 

 

 

 

 

 

 
 

df 

 

 

 

 

 

 
 

Sig. (2-tailed) 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Upper 

Pair 1 H.P1.Canli - N.P1.Canli 

Pair 2 H.P3.Canli - N.P3.Canli 

Pair 3 H.P5.Canli - N.P5.Canli 

Pair 4 Frz.H.Canli - Frz.N.Canli 

Pair 5 H.P1.Olu - N.P1.Olu 

Pair 6 H.P3.Olu - N.P3.Olu 

Pair 7 H.P5.Olu - N.P5.Olu 

Pair 8 Frz.H.Olu - Frz.N.Olu 

,213317 

,289226 

,326836 

,473694 

,526703 

,516099 

,452425 

,583024 

3,127 

3,021 

2,531 

,300 

2,153 

,656 

1,031 

,415 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

,014 

,017 

,035 

,772 

,063 

,531 

,333 

,689 

 

 

 

Yapılan istatistiksel değerlendirme sonucu Pasaj 1- Hipoksi Canlı hücre – Pasaj 1 

Normansi canlı hücre; Pasaj 3- Hipoksi canlı hücre – Pasaj 3 Normansi canlı hücre; 

Pasaj 5- Hipoksi canlı hücre– Pasaj 5 Normansi canlı hücre sayıları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı sonuç bulunmuştur (p<0,005). Ölü hücrelerin her pasajdaki 

sonuçları değerlendirildiğinde grupların hiçbirinde istatistiksel bir anlam elde 

edilemedi. Dondurma/çözülme hipoksi grubu Dondurma/çözülme normansi grubu 

istatistiksel karşılaştırılmasına bakıldığında ham verilerde hipoksi yönünde anlamlı 

olabilecek bir sonuç gözlenirken bunun istatistiksel analize yansımadığı ve istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı saptandı (p=0,689). 
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3.2. Pasajlara Göre Hücrelerin Morfolojik Yapısının Değerlendirilmesi 

 

 

Şekil 32: Pasaj 0 Hipoksi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 

 

 

 

Şekil 33: Pasaj 0 Normansi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 
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Şekil 34: Pasaj 1 Hipoksi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 

 

 

 

Şekil 35: Pasaj 1 Normansi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 
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Şekil 36: Pasaj 3 Hipoksi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 

 

 

 

Şekil 37: Pasaj 3 Normansi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 
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Şekil 38: Pasaj 5 Hipoksi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 

 

 

 

Şekil 39: Pasaj 5 Normansi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 
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Şekil 40: Pasaj 4 Dondurulup çözülen hipoksik fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 

 

 

 

Şekil 41: Pasaj 4 Dondurulup çözülen Normansi MKH fotoğrafları. X4-10-40 büyütme 

 

 

Genel anlamda bakıldığında hipoksik grupların tümünde normansi gruplara daha hücre 

yoğunluğunun fazla ve konfluent olma zamanlarının daha kısa olduğu görülmüştür. 

Hücre debrisleri ya da benzeri görüntü veren olası apoptotik cisimlerin normansi 

gruplarında hipoksilere göre daha yoğun olduğu saptanmıştır. 
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3.3. Akım Sitometrik Bulgular 

 

 

Şekil 42: Pasaj 3 Hipoksik grubu akım sitometrik grafikler 

 

 

 

Şekil 43: Pasaj 3 Normansi grubu akım sitometrik grafikler 
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Şekil 44: Dondurulmuş çözülmüş Hipoksi grubu akım sitometrik grafikler 

 

 

 

Şekil 45: Dondurulmuş çözülmüş Normansi grubu akım sitometrik grafikler 

 

 

Mezenkimal hücrelerin spesifik özellikleri CD34 ve CD45 reseptör ifadesi 

bulundurmazlarken CD73, 90 ve 105 reseptörleri ifadesi %80 ve üzerinde olmalıdır. 

Yukarıda yer alan akım sitometre sonuçlarında hücrelerin yüzey reseptörlerinin 

ifadeleri sayısal olarak verilmiştir ve kullanılan hücrelerin mezenkimal kök hücre 

olduğu kanıtlanmıştır. 
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3.4. Doubling Time (Katlanma süresi) Analizi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 46: Deneyde kullanılan MKH’lerin katlanma süreleri 

 

 

Hücre katlanma süresinin (doubling time) hesaplanması için bütün gruplardan hücreler 

(hipoksi/normansi/dondurup-çözme hipoksi/dondurup- çözme normansi) 20 kez 

pasajlanmıştır ve her pasajda katlanma süreleri hesaplanmıştır. 

Verilere göre ilk yedi pasajda katlanma zamanı 40- 60 saat arasında değişmektedir. En 

düşük katlanma süresi hipoksi grubunda görülmüştür. Yedinci pasaj sonrasında 

katlanma süreleri giderek artış göstermektedir. Gruplar incelendiğinde normansi 

grubunun hipoksi grubundan daha yüksek katlanma süresine sahip olduğu 

görülmektedir. Dondurulup çözülen hücre grupları incelendiğinde hücre katlanma 

sürelerinin, dondurma işlemi yapılmamış hücrelere göre daha uzun olduğu 

görülmüştür. Dondurma işlemi uygulanmış gruplar kendi aralarında incelendiğinde 

dondurulup çözülen normansi grupları, aynı şekilde işlem gören hipoksi gruplarından 

daha uzun katlanma süresine sahip olduğu görülmüştür. 

 

Hücre Katlanma Süresi (Doubling Time) 

 

 

 

 

50 

 

9    10   11   12   13   14   15   16   17   18   19   20 

Pasajlar 

Hipoksi 

Dondurulmuş-Çözülmüş Hipoksi 

Normansi 

Dondurulmuş-Çözülmüş Normansi 
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3.5. MKH’lerin Kıkırdağa Farklanma Bulguları 

 

 

Şekil 47: Yağ kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin kıkırdak yapıya diferansiyasyonu. 

A. Hipoksi grubu B. Normansi grubu C. Dondurulmuş- Çözülmüş hipoksi grubu D. 

Dondurulmuş- Çözülmüş normansi grubu. Kıkırdak yönünde diferansiye olmuş MKH 

hücreleri Şekil 35’de gösterilmiştir. 
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Şekil 48: Alcian blue ve anti-Tip II kollojen boyama. A. Hipoksi grubu B. Normansi 

grubu C. Dondurulmuş- çözülmüş hipoksi grubu D. Dondurulmuş- çözülmüş 

normansi grubu. 

 

 

Özel besiyeri içerisinde kıkırdak yönünde farklandırılan MKH hücrelerine ait 

örneklerin histopatolojik değerlendirilmesi yapıldığında her deney grubundan kıkırdak 

eldesi sağlanmıştır. Çeşitli büyüklükte elde edilen bu yapıların inverted mikroskopik 
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incelemesinde sferik yapıda ve değişken çaplarda yapılar görülmüştür. Doku takibine 

alınan bu yapılardan kesitler alınıp Alcian mavisi ve anti- tip II kollojen boyamaları 

yapılmıştır. Alcian blue, asit mukopolisakkaritleri ve glikozaminoglikanları mavi 

renkte boyama özelliği göstermektedir. Dolayısıyla bu yapıda spesifik olarak aggrecan 

sentezine işaret eden bir yapıdır. 130 kadar kondroitin sülfat ve keratan sülfat, 

glikozaminoglikan zincirinin bağlandığı 210.000 mol ağırlığında, kıkırdakta bulunan 

bir proteoglikan yapısı olan aggrecanın Hipoksi ve Dondurulmuş- Çözülmüş hipoksi 

grubu kesitlerine ait örneklerde daha yoğun boyandığı saptanmıştır. Tip II kollojen ise 

hyalin ve elastik kıkırdakta görülen kıkırdak dokusuna hem sağlamlık hemde esneklik 

kazandıran interteritorial matriks içinde yerleşmiş ve kondrosit/blast hücreleri 

tarafından üretilen bir proteindir. Gruplara ait yapılan histopatolojik incelemede alcian 

blue boyaması ile paralel olarak Hipoksi ve Dondurulmuş- Çözülmüş hipoksi 

grubunda daha yoğun bir boyama gösterdiği görülmüştür yine aynı gruplara ait 

örneklerde tip II kollojen sentezi yapan MKH’lerden kıkırdak hücrelerine dönüşen 

hücre ve hücre topluluklarında sitoplazmik yoğun boyanma verdikleri saptanmıştır. 

Ayrıca her kesite ait sferik yapıların etrafında fibroblast benzeri hücreler ve kıkırdak 

hücrelerine benzer hücrelerden karışık bir yapıda olası süreç içerisinde perikondriyum 

benzeri yapılanmanın oluştuğu saptanmıştır. 
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3.6. Real Time PCR ile Agreccan Tayini 

 

 

 

Şekil 49: Agreccan Real-TİME PCR tayin Grafiği 

 

 

Elde edilen sonuçlar relatif kantitasyon yapılabilmek için ∆/∆ Ct metodu kullanıldı. 

Bu metod ile aggrecan geninin ct değerleri ACTB geni ile normalize edildiğinde, 

yukarıdaki tabloda görülen pozitif değerler elde edildi. Bu değerler aggrekanın anlamlı 

artışını temsil etmektedir. 
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TARTIŞMA 

 

Vücudumuzdaki bütün hücrelerin ana kaynağı, dokuların ve organların yapı taşı olan 

kök hücreler; çok sayıda bölünebilme ve kendilerini yenileyebilme yeteneğine sahip, 

özelleşmemiş, ancak özelleşmiş hücrelere kaynaklık edebilen ve bu özelliğiyle 

hasarlanmış olan dokuyu tekrardan çoğaltıp eski fonksiyonunu geri kazandırabilme 

yeteneğine sahip olan hücrelerdir. Günümüzde kök hücrelerin kullanıldığı yeni tedavi 

yöntemlerini düzenlemeye yönelik çok sayıda araştırma dünyanın önde gelen pek çok 

araştırma kuruluşunda yürütülmektedir. Kök hücre tabanlı tedaviler hastalara büyük 

umutlar vadetmektedir. Klinikte hematopoetik ve mezenkimal kök hücre uygulaması 

mevcutken embriyonik kök hücre uygulamasının yeri yoktur. Embriyonik kök 

hücreler İmmun redde neden olan HLA ekspresyonundan yoksun olmalarına rağmen 

etik ve politik nedenlerin yanı sıra in vivo teratom oluşturma riskinden dolayı 

kullanılmamaktadır. Araştırmacıların hala üzerinde çalıştıkları embriyonik kök 

hücreye alternatif olan indüklenmiş pluripotent kök hücreler ise allojenite sorununu 

ortadan kaldırırken teratoma ve viral enfeksiyonlar gibi istenmeyen ciddi sonuçlara 

neden olabilmektedir. Tüm bu sebeplerden dolayı rejeneratif tıp, gen tedavileri ve 

doku mühendisliğinde kök hücre ve progenitor hücre kaynakları çoğunlukla otolog 

olarak kullanılmaktadır. Mezenkimal kök hücrelerin düşük immunreaktivite ve 

tümorojenite özellikleri yanında yüksek immünsupresif ve immunregülatör özellikler 

göstermeleri onları otolog ve allojenik tedavide kullanım için uygun birer kaynak 

haline getirmektedir (3,4,5). 

Mezenkimal kök hücreler; Kemik iliği, adipoz doku, kordon, kordon kanı, karaciğer, 

beyin, diş pulpası, deri ve fetal dokularda bulunan farklılaşmamış, yüksek proliferatif 

kapasitede kendini farklılaşmadan yenileyebilme özelliğine sahip, mezodermal 

farklılaşma yetisi çok yüksek olan kök hücrelerdir (1,2). 

Multipotent mezenkimal kök izolasyonunda asıl kaynak kemik iliği olmasına rağmen 

aspirasyon prosedürünün oldukça invaziv oluşu, farklılaşma ve dayanıklılık 

potansiyellerinin yaşla birlikte azalması alternatif kaynaklar geliştirmeyi gündeme 

getirmiştir (1). Alternatif bir kaynak olan kordon kanı mezenkimal kök hücrelerinin 

elde ediliş yöntemi daha az invaziv olmakla birlikte, yağ doku ve kemik iliği MKH ile 
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benzer fenotip, antiapoptotik özellik ve morfolojileri paylaşırken %70 civarı daha az 

izolasyon verimliliği göstermektedir. Adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücrelerine 

göre adipojenik ve nörojenik farklılaşma potansiyeli çok düşüktür (2,39). 

İnsan adipoz dokunun 1 gramında yaklaşık 1x106 adipoz kaynaklı MKH vardır (6). 1 

ml yağ dokusu aynı miktardaki kemik iliği ile karşılaştırıldığında 500 kat daha fazla 

kök hücre içerir (56). Otolog hücre tabanlı tedavilerde en fazla kullanılan mezenkimal 

kök hücre kaynakları; kemik iliği ve yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerdir. Benzer 

morfoloji ve immun fenotiplerlere sahip olmalarına rağmen, yağ dokusu daha yüksek 

konsantrasyonda mezenkimal kök hücre içerir. Fakat kemik iliği kaynaklı olan 

mezenkimal kök daha uzun süredir çalışıldığı için klinik güvenilirliği ve uygulamasına 

ait veriler de daha fazladır (1,3,4). 

Hücre bankacılığı açısından ele alındığında kemik iliği MKH’lerin (CF) koloni 

oluşturma kapasitesinin düşüklüğü ve (DT) katlanma zamanı uzunluğu belli başlı bazı 

zorluklara neden olur (4). Kemik iliği aspirasyonuyla karşılaştırıldığında, yağ kaynaklı 

MKH’lerin liposuction ve abdominoplasti gibi daha kolay yollarla elde edilebilmesi 

ve operasyon sonrası atık materyali olması düşünüldüğünde etik ve pratik anlamda 

daha uygun bir kaynaktır (63). Bu çalışmadaki amaçlardan biri yüksek sayıda ve 

işlevsel hücre elde etmek ve bu prosedürü standart hale getirmek olduğu için kaynak 

olarak yağ doku seçilmiştir. 

Literatürde yağ kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin; cinsiyet, yaş, (BMI) beden kitle 

indeksi (66,68,69,121), yağın alındığı bölge, lipoaspirasyon tekniği, cerrahide 

kullanılan kanül ölçüsü, vakum basıncı ve deney sürecinde uygulanılan santrüfüj 

hızından etkilendiğini/etkilenmediğini gösteren pek çok çalışma mevcuttur 

(70,72,122,123,124). 

Standardizasyonun sağlanabilmesindeki en büyük zorluklardan biri bireylerden alınan 

örneklerdeki adipoz kaynaklı kök hücrelerinin kalitatif/kantitatif özelliklerinde 

farklılıklar olmasının yanı sıra aynı bireyin farklı bölgelerinden alınan örneklerde bile 

varyasyonlar görülmesidir  (73). 

Bu çalışmada; kalitatifaspirasyon tekniği, tek bir vücut bölgesi (alt karın), standart 

ölçülü kanül, sabit-düşük vakum basıncı, sabit santrifüj hızı, sabit BMI’ ne sahip 

genç/yaşlı kadın bireyler kullanılarak sonuçların sapması elemine edilme sebebi olmuş 

ve görece yüksek bir standarta ulaşılmıştır. 
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 MKH’lerin in vitro olarak çoğaltılması için ortama büyüme faktörleri ve diğer 

uyaranların eklenmesi gerekmektedir. Bu amaçla kültivasyonda serum içeren ortam 

olarak en sık kullanılanı, buzağı serumu olan FBS’nin % 10-15 gibi yüksek oranlarda 

kültür vasatına eklenmesidir. Klinik kullanım amaçlı mezenkimal kök hücre 

hazırlığında ise FBS, yan etkileri nedeniyle tercih edilmemektedir. Konu ile ilgili 

yapılmış çalışmalarda genellikle hayvan materyalleri kullanılmış olup klinik 

çalışmalar ve denemelerin çoğunda in vitro mezenkimal kök hücre ekspansiyonu 

kültür mediumunda serum olarak FBS ve FCS kullanılmaktadır. Fakat prion ve zoonoz 

tehlikesiyle birlikte FBS içindeki proteinlerin immünojenitesi de büyük bir sorundur. 

Çözüm olarak otolog serum kullanılması üzerine çalışmalar yapılmıştır (45,56,57). 

Fakat literatürde otolog serumla hipokside farklılaşma kapasitelerine bakılmış bir 

çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu eksiklik çalışmanın özgün değerlerinden birini 

oluşturmaktadır.  

Kök hücreleri tanımlayan en önemli karakterler; farklılaşmadan kendini 

yenileyebilmeleri ve multipotansilerini koruyabilme kapasiteleridir. Bu kapasite 

mikroçevrelerindeki kompleks sinyallerin dengesine bağlıdır. Düşük oksijen basıncı 

(hipoksi) embriyonik, hematopoetik, mezenkimal ve nöral kök hücre fenotiplerinin 

farklılaşmadan devamlılığı, proliferasyon ve hücre kaderini etkiler. Mezenkimal kök 

hücreler dokularda kan damarlarına yakın perivasküler nişte bulunurlar. Farklı 

dokularda düşük oksijen basıncının olduğu yerlerde bulunan MKH’lerin lokasyonları, 

vasküler yapıda olması farklılaşmadan çoğalabilmeleri (self-renewal) için hipoksik 

ortamın gerekliliğinin nedenini göstermektedir. Bu mikroçevrede kültüre 

edildiklerinde pluripotensi için gerekli olan Oct4 ekspresyonu, telomeraz aktivitesi 

artarken kondrojenik ve osteojenik farklılaşma yetenekleri ve proliferasyonları 

yüksektir. Hipoksik ortamda kültürü yapılan yağ kaynaklı MKH’lerin normansiye 

göre migrasyonları da çok daha fazladır. Bu veriler MKH’lerin köklülüğün devamlılığı 

(stemness) ve hücre kaderinin belirlenmesinde düşük oksijen basıncının önemini 

vurgulamaktadır (125). Bu araştırmada üç boyutlu mikro kütle yöntemi kullanılarak 

yapılmış olup kondrojenik farklanmanın gerek insan fizyolojisine uygun olan hipoksik 

ortamda, gerekse insanın kendi serumuyla yapılmış olması; kök hücre temelli yeni 

tedavi yöntemlerinin belirlenmesi, mevcut literature katkı sağlaması olasıdır. 
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Hipoksik ortamın kemik iliği MKH’lerine etkisin araştırıldığı bir başka çalışmada kök 

hücrelerin Oct4 ekspresyonları ve telomeraz aktivitesinin arttığı, adipoz MKH’leriyle 

yapılan benzer bir çalışmada da osteojenik ve kondrojenik farklanmanın yükseldiği 

gösterilirken benzer bir diğer çalışmada kondrojenik potansiyel genişlerken 

proliferatif kapasitenin düştüğü ifade edilmiştir. Hipoksik ortamda kültüre edilip, 

farklılaştırılan adipoz MKH’lerinde kondrojenik marker ekspresyonları daha yüksek 

bulunmuştur. MKH izolasyonu, kültürü ve deneysel tasarımdaki kombinasyon 

farklılıkların fazlalığı düşünüldüğünde hipoksinin MKH’lerin biyolojisi üzerindeki 

rolünü standart olarak ortaya koymak oldukça güç iken hücrenin kaderini etkilediği 

açıktır (49,125). 

Kriyoprezervasyon, ileride hasar görmüş doku veya organ fonksiyonlarının 

kurtarılması ya da iyileştirilmesi için hücre ya da dokuların saklanmasında iyi bir 

yoldur (63). Dondurma solüsyonu olmadan yapılan çalışmalar incelendiğinde 

proliferasyon ve farklılaşma kapasitelerinde çok belirgin farklılık olmazken apoptoz 

kaynaklı hücre ölümleri dondurma solüsyonu olmayan grupta fazla bulunmuştur (64). 

Kriyoprezervasyonda dondurma solüsyonu olarak kullanılan DMSO ve trehaloz 

kombinasyonu adipoz MKH’leri canlılığı, hücre membran bütünlüğü, farklılaşma 

kapasitesi, intrasellüler buz oluşumu, köklülük üzerine etkilerine bakılan bir 

çalışmada, yüksek trehaloz düşük DMSO kombinasyonu grupları taze örneklerle 

karşılaştırılmıştır. Bir yıl sonra çözdürülmüş örnek morfolojisinde bir değişiklik 

gözlenmemekle birlikte CD34-, CD90+ ekspresyon seviyeleri normal düzeyde tespit 

edilmiştir. Canlılık oranları taze ve 1. ayda çözdürülen grupta %92,5, 3. ayda %84,6 

ve 1. yılda % 70 oranında bulunmuştur. Apoptotik ve nekrotik yüzdelere bakıldığında 

da taze örneklerle çok büyük farklılıklar gözlenmemiştir. Aynı çalışmada bakılan 

adipojenik farklılaşma seviyelerinde de aylar arasında anlamlı bir değişiklik yoktur 

(7). Klinik uygulamalarda kullanılmak üzere dondurulan MKH’lerin kök hücre 

potensilerini kaybetmeden saklanmaları için 4 alternatifteki optimal protokolden en 

iyisi %4 DMSO+ %6 trehaloz+ %90 PBS olarak bulunan çalışmaya bu proje 

çalışmasında alternatif dondurma solüsyonumuz klinik kullanımda güvenlik sağlamak 

amaçlı serum ortamının otolog insan serumu olarak modifiye edildiği bir opsiyon 

olacaktır. Bu şekilde dondurularak saklanan hücreler ileri bir tarihte ihtiyaç olduğunda 

tekrar bir cerrahi operasyona gerek kalmaksızın çözülerek doku defekt tamirinde ya 

da kozmetik amaçlı cerrahi uygulamalarında kullanılabilir olacaktır. Güncel literatür 
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incelendiğinde adipoz dokunun yumuşak doku defeklerinin tamirinde otolog kullanım 

potansiyelinin yüksek olduğu bununla beraber dokunun ve içerdiği kök hücrelerin 

farklı izolasyon, çoğaltma, saklama koşulları, yöntemleri kullanarak etkinliği 

incelenmiş olsa da çalışma sayısının azlığı, birbirine zıt sonuçların elde edilmiş olması 

ve henüz dünya genelinde bu konuda kliniğe uygun etkin ve verimli bir standardın 

oluşturulamamış olması çalışmanın gerekçesidir. 

MKH'lerin kemik, kıkırdak, yağ, kas, tendon, stroma ve nöronal hücrelere 

dönüşebilme yetisi onları doku mühendisliği ve rejeneratif tıpta faydalı araçlar haline 

getirir. Bu hücreler in vitro olarak plastik yüzeye yapışma ve özelliklerini 

kaybetmeden 30- 40 jenerasyon pasajlanabilme özelliğine sahiptir. Adiposit, kıkırdak 

ve kemik gibi mezodermal kökenli hücrelere farklılaşabildikleri gibi, ektodermal ve 

endodermal kaynaklı hücrelere de farklanabilirler (45,57). 

İnsan adipoz mezenkimal kök hücreleri pek çok çalışma ve uygulamalarda standart 

kültür koşullarında kültüre edilmekle birlikte vücutta fizyolojik olarak daha düşük 

oksijen seviyesinin olduğu ortamlarda bulunurlar. Standart kültür ortamında kısıtlı 

proliferatif ve migratif kapasiteye sahiptirler (125,126). 

Literatürde yağ kaynaklı mezenkimal kök hücrelerinin kültürü ve ekspansiyonunda az 

sayıda otolog serum denemesi yapılmış olamakla birlikte diferansiyasyonda 

indükleme ortamına FBS ilave edilmiş sadece bir çalışmaya rastlanılmıştır. Bu 

çalışmada kondrojenik indükleme ortamında otolog serum uygulanmıştır. İnsan adipoz 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin izolasyonu, proliferatif kapasitesi, 

diferansiyasyonu, canlılığı ve migrasyonları in vivo ve in vitro olarak araştırılmış az 

sayıda literatür olmasıyla birlikte, hipoksi altında otolog serumla birlikte bu etkilerin 

araştırılmasıyla ilgili literature rastlanılmamıştır. 

2008 yılında Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT)’ nin fikir birliğiyle MKH 

olarak sınıflandırma yapılabilmesi için; 

 i.Hücrelerin kültür ortamında plastik yüzeye tutunabilmeleri, 

 ii. Yüzeylerinde CD 105, CD 73 ve CD 90 gibi hematopoetik olmayan hücre yüzey 

belirteçlerini eksprese ederken, CD 45, CD 34, CD14 veya CD 11b, CD 79 veya CD 

19 ve HLA-DR tipik hematopoetik belirteçleri eksprese etmemeleri, 
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 iii. İn vitro ortamda kemik, kıkırdak ve yağ hücrelerine farklılaşabilmeleri 

gerekmektedir (127,128). 

Yağ doku mezenkimal kök hücrelerinin; tip 1 ve tip 2 diabetes mellitus, karaciğer 

sirozu, kron hastalığı, GVHD, miyokard infaktüsü, lipodistrofi, alzheimer, parkinson, 

inme, vitiligo, böbrek ve kalp yetmezliği, fekal inkontinans, osteoartrit, osteoporoz, 

menisküs gibi ortopedik hastalıklar, kanser ve immun hastalıklarda bağışıklık 

sistemini baskılayıcı ve düzenleyici, multipl skleroz, sekonder progresif multipl 

skleroz nörodejeneratif hastalıklar, omurilik yaralanmaları ve travmatik sinir kesileri 

gibi sinir sistemi hastalıkları, diş hekimliğinde implantlar, plastik cerrahide yanık 

tedavisi gibi rejeneratif amaçlı, osteogenesis imperfekta gibi kalıtsal hastalıklarda 

kullanıma ait deneysel ve klinik çalışmalar mevcuttur. Yağ kaynaklı mezenkimal kök 

hücreler düşük immunjenitesi, yüksek modulatör ve immünsupresif özelliklere sahip 

olduğu için klinikte kullanılmaktadır. Bununla birlikte belli bazı hastalıkların tedavisi 

için klinik çalışmalar halen devam etmektedir (9,65). 

Deneye ait pasaj sonuçları açısından hipoksik grupların tümünde normansi gruplara 

daha hücre yoğunluğunun fazla ve konfluent olma zamanlarının daha kısa olduğu 

görülmüştür. Hücre debrisleri ya da benzeri görüntü veren olası apoptotik cisimlerin 

normansi gruplarında hipoksilere göre daha yoğun olduğu saptanmıştır. 

Mezenkimal hücrelerin spesifik özellikleri CD34 ve CD45 reseptör ifadesi 

bulundurmazlarken CD73, 90 ve 105 reseptörleri ifadesi %80 ve üzerinde olmalıdır. 

Yukarıda yer alan akım sitometre sonuçlarında hücrelerin yüzey reseptörlerinin 

ifadeleri sayısal olarak verilmiştir ve kullanılan hücrelerin mezenkimal kök hücre 

olduğu kanıtlanmıştır. 

Verilere göre ilk yedi pasajda katlanma zamanı 40- 60 saat arasında değişmektedir. En 

düşük katlanma süresi hipoksi grubunda görülmüştür. Yedinci pasaj sonrasında 

katlanma süreleri giderek artış göstermektedir. Gruplar incelendiğinde normansi 

grubunun hipoksi grubundan daha yüksek katlanma süresine sahip olduğu 

görülmektedir. Dondurulup çözülen hücre grupları incelendiğinde hücre katlanma 

sürelerinin, dondurma işlemi yapılmamış hücrelere göre daha uzun olduğu 

görülmüştür. Dordurma işlemi uygulanmış gruplar kendi aralarında incelendiğinde 

dondurulup çözülen normansi grupları, aynı şekilde işlem gören hipoksi gruplarından 

daha uzun katlanma süresine sahip olduğu görülmüştür. 
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Hücre canlılığı bulguları açısından yapılan istatistiksel değerlendirme sonucu Pasaj 1- 

Hipoksi Canlı hücre - Pasaj 1 Normansi canlı hücre; Pasaj 3- Hipoksi canlı hücre -

Pasaj 3 Normansi canlı hücre; Pasaj 5- Hipoksi canlı hücre – Pasaj 5 Normansi canlı 

hücre sayıları arasında istatistiksel olarak anlamlı sonuç bulunmuştur (p<0,005). Ölü 

hücrelerin her pasajdaki sonuçları değerlendirildiğinde grupların hiçbirinde 

istatistiksel bir anlam elde edilmemiştir.    

Dondurma/çözülme normansi grubu istatistiksel karşılaştırılmasına bakıldığında ham 

verilerde hipoksi yönünde anlamlı olabilecek bir sonuç gözlenirken bunun istatistiksel 

analize yansımadığı ve istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptandı (p=0,689). 

Kıkırdak yönünde farklandırılan MKH hücrelerine ait örneklerin histopatolojik 

değerlendirilmesi yapıldığında her deney grubundan kıkırdak eldesi sağlanmıştır. 

Çeşitli büyüklükte elde edilen bu yapıların inverted mikroskopik incelemesinde sferik 

yapıda ve değişken çaplarda yapılar görülmüştür. Doku takibine alınan bu yapılardan 

kesitler alınıp Alcian mavisi ve anti-tip II kollojen boyamaları yapılmıştır. Alcian blue, 

asit mukopolisakkaritleri ve glikozaminoglikanları mavi renkte boyama özelliği 

göstermektedir. Dolayısıyla bu yapıda spesifik olarak aggrecan sentezine işaret eden 

bir yapıdır. Aggrecanın Hipoksi ve Dondurulmuş- Çözülmüş hipoksi grubu kesitlerine 

ait örneklerde daha yoğun boyandığı saptanmıştır. Gruplara ait yapılan histopatolojik 

incelemede alcian blue boyaması ile paralel olarak Hipoksi ve Dondurulmuş- 

Çözülmüş hipoksi grubunda daha yoğun bir boyama gösterdiği görülmüştür yine aynı 

gruplara ait örneklerde tip II kollojen sentezi yapan MKH’lerden kıkırdak hücrelerine 

dönüşen hücre ve hücre topluluklarında sitoplazmik yoğun boyanma verdikleri 

saptanmıştır. Ayrıca her kesite ait sferik yapıların etrafında fibroblast benzeri hücreler 

ve kıkırdak hücrelerine benzer hücrelerden karışık bir yapıda olası süreç içerisinde 

perikondriyum benzeri yapılanmanın oluştuğu saptanmıştır. Elde edilen PCR 

sonuçlarına göre de relatif kantitasyon yapılabilmek için ∆/∆ Ct metodu kullanıldı. Bu 

metod ile aggrecan geninin ct değerleri ACTB geni ile normalize edildiğinde, 

yukarıdaki tabloda görülen pozitif değerler elde edildi. Bu değerler aggrekanın anlamlı 

artışını temsil etmektedir. 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

1. FCS ve FBS gibi hayvan kaynaklı serum içermeyen, insan serumu ile oluşturulan 

hipoksik kültür ortamıyla, klinik kullanıma uygun yağ kaynaklı MKH elde edilmiştir. 

Bu hücrelerin kıkırdak dokusuna farklandığı gösterilmiştir. 

2. Hipoksik ve normansi ortamlarda aynı pasaj, sayı ve aynı kişiye ait MKH’lerin 

kondrojenik farklılaşma ve proliferatif kapasitesi verileri değerlendirilerek hipoksik 

ortamın daha iyi bir kültür stratejisi olduğu sonucuna varılmıştır. 

3. Otolog serumla izole edilen ve hipoksik kültür ortamında çoğaltılan yağ kaynaklı 

MKH’ların otolog serumla kriyoprezervasyonu ile ilgili literatürdeki boşluğun 

doldurulacağı düşünülmektedir. 

4. Her deney grubuna ait MKH’lerden kıkırdak doku elde edilmiştir. Tip II kollojen 

ve aggrecan sentezi açısından bakıldığında hipoksik ve dondurup/çözme hipoksik 

gruplarında daha iyi kalitede kıkırdak dokusu elde edilmiştir. 

5. Hücre ölümü ile yapılan analizler sonucunda hipoksik grupta normansiye kıyasla 

istatistiksel anlamlı olarak hücre sayısı yüksek bulunmuştur. Dondurma/çözülme 

hipoksi grubu- Dondurma/çözülme normansi grubu istatistiksel karşılaştırılmasına 

bakıldığında ham verilerde hipoksi yönünde anlamlı olabilecek bir sonuç gözlenirken 

bunun istatistiksel analize yansımadığı ve istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptandı 

(p=0,689). Bunun temel nedeninin hasta sayısının yetersizliğine bağlı olduğu 

yapılacak daha yüksek N sayılı çalışmalarda istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar 

alınabileceği düşünülmüştür. 

6. Bu çalışmada kriyoprotektan olarak kullanılan trehalozun, MKH üzerinde toksik 

etki göstermediği saptanmıştır. 

7. MKH’lerin bankacılığının yapılabilirliği ve rejeneratif tıp ya da kozmetik amaçlı 

kullanım potansiyeli olabileceği sonucuna varılmıştır. 
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