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ÖZET 

Doktora Tezi 

İn vitro koşullarda Uyarılmış Pluripotent Kök Hücrelerden Endotelyal Öncül ve Düz Kas 

Hücrelerinin Farklılaştırılması 

Mohammadreza DASTOURI 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Ahmet Rüçhan AKAR 

Endotelyal öncül hücreler, kemik iliğinden köken alarak kana geçen ve yüksek derecede 

farklılaşma potansiyeline sahip olan kök hücrelerden oluşmaktadır. Bu hücreler 

anjiyogenezde, tümör büyümesinde rol oynamaktadır. Çeşitli sitokinler, büyüme faktörleri 

ve hormonların etkisi ile harekete geçerek, yerleştiği bölgelerde kan damarı oluşumunu 

sağlarlar. Bu hücrelerin hasar görmüş dokuların onarımında rol oynadıkları bilinmektedir. 

Endotel progenitör hücreler miyokard infarktüs gibi kalp ve damar hastalıkları sonrasında 

harekete geçerek, kalp krizinden zarar gören kan damarlarının onarımını sağlarlar. Bu 

hücreler anjiyogenezis ve vaskülogenez de büyük bir rol oynamaktadırlar. Endotelyal 

progenitör hücreleri farklı kaynaklardan elde edilmesi ve bu hücreleri rejeneratif tıp 

alanında kullanması birçok bilim insanının ilgisini çekmiştir. Embriyonik kök hücrelerden 

endotelyal progenitör hücre elde etmek son yılların önemli projelerinde yer almıştır. 2006 

yılında Yamanaka ve arkadaşları tarafından bilim dünyasına sunulan uyarılmış pluripotent 

kök hücreler, rejeneratif tıp ve kök hücre biyolojisinde yeni bakış açısı yaratmıştır. Bu 

hücreler avantajlarından dolayı birçok araştırmacı tarafından farklı amaçlarla 

araştırılmıştır. 

Bu tezde, son dönemde geliştirilen uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücreler kullanılarak 

ilk aşamada, Flk1+ öncül hücreler elde edildi. Çalışmamızda bu hücrelerin izolasyonu için 

en uygun zamanı (5.5. gün) belirlemek amacıyla 10 farklı genin ifade seviyeleri 

değerlendirildi. İkinci aşamada, izole edilen hücreler iki farklı hücre gurubuna yani 

endotelyal öncül hücrelere (CD31+, AC133+) ve düz kas hücrelerine (αSMA+) 

farklılaştırıldı. Buna ek olarak elde edilen EÖH’lerin Arteryal ve venöz endotel hücrelere 

farklılaşma potansiyeli ve bu hücrelerin belirteçleri olan EphrinB2 ve VCAM genlerinin 
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ifade seviyelerinin artışı ile değerlendirildi. Farklılaştırma süreçinde elde edilen hücrelerin 

karakterizasyonu için gen ifade analizleri 11 farklı gen ifadesi ile değerlendirildi. Elde 

edilen sonuçların validasyonu için protein ifade analaizleri farklılaştırmanın her 

aşamasından western blot analizi yapıldı. Bu projede damar oluşumunda (anjiogenezis ve 

revaskülarizasyon) önemli rol oynayan iki hücre grubu in vitro koşullarda üretildi ve bu 

hücrelerin endotelyal ve düz kas hücrelerine dönüştükleri günümüzün gelişmiş teknolojik 

metotlarıyla başarıyla üretilip karakterize edildi. 

Yıl 2016, 160sayfa  

Anahtar kelimeler: Uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPK), endotelyal öncül hücreler 

(EÖH), Düz Kas Hücre(DKH) 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

İn vitro Differentiation of Induced Pluripotent Stem Cells to Endothelial progenitor and 

Smooth muscle Cells  

Mohammadreza DASTOURI 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Ahmet Rüçhan AKAR 

Endothelial progenitor cells (EPC) are bone marrow-derived stem cells that circulate in the 

blood with high differentiation potential. These cells are important in tumor growth and 

angiogenesis. Various cytokines, growth factors, and hormones cause hematopoietic cells, 

and by association endothelial progenitor cells, to be mobilized into the peripheral 

circulation, ultimately homing to regions of blood vessel formation. These cells are known 

to play a role in the repair of damaged tissues. After cardiovascular diseases such as 

myocardial infarction, endothelial progenitor cells mobilized and provide to repair of 

damaged blood vessels. These cells play a key role in angiogenesis and vasculogenesis. 

Obtained endothelial progenitor cells from different sources and use in filed regenerative 

medicine studied by many scientists. To achieve endothelial progenitor cells from 

embryonic stem cells has been involved in major projects in recent years. In 2006 

Yamanaka and colleagues presented induced pluripotent stem cells (iPSc) to the scientific 

world and has created a new perspective in regenerative medicine and stem cell biology. 

Some advantages of these cells encouraged many scientists to use of these cells in their 

researches. 

In this study, in the first stage we differentiated iPS cells to Flk-1+ progenitor cells. In the 

next stage we were able to differentiate Flk-1+ cells to two different cell types (CD31+, 

AC133+ endothelial progenitor cells and αSMA+ smooth muscle cells) succesfully. We 

concluded that optimal time for harvesting Flk-1+ cells on by MACS was is day 5.5 of 

initial differentiation. Following isolation of Flk-1+ progenitor cells they were further 

matured into CD31+/CD133+ cells and smooth suscle cells (SMA+) within 4 days of 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cytokines
http://en.wikipedia.org/wiki/Growth_factors
http://en.wikipedia.org/wiki/Hormones
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induction. In addition, we evaluated differentiation potential of these EPCs to the arterial 

and venous endothelial cells by the increase in ephrin B2 and VCAM gene expression 

levels as marker of arteial and venous markers. We characterized two different cell types 

that have important role in angiogenesis and revascularization with high technology 

methods and validation with immunostaining, qRT-PCR and MACS methods. In 

conclusion, we showed that early EPC cells could be successfully derived from mouse 

fibroblast-driven iPS cells. We suggest that those iPS cell-derived EPC cells may be used 

in the treatment of heart failure, ischemic heart disease, and critical limb ischemia by 

remodeling the blood vessels and could be considered for an in vivo model for the 

translational research. 

Year 2016, 160 pages  

Keywords: Induced pluripotent stem cells (iPSc), endothelial progenitor cells (EPCc), 

smooth muscle cell(SMC) 
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1. GİRİŞ 

Kardiyovasküler hastalıklar dünya çapında, görülen mortalite ve morbiditenin majör nedeni 

olma yolunda gittikçe artan bir rol üstlenmektedir. Dünya Sağlık Örgütü verileri, 

kardiyovasküler hastalıkların dünyada bir numaralı ölüm nedeni olduğunu ve 2012 yılında 

17.5 milyon insanın kardiyovasküler hastalıklar nedeni ile hayatını kaybettiğini 

bildirmektedir. Bu oran dünyadaki ölümlerin %30’unu ifade etmektedir. Bu ölümlerin 7.6 

milyonu kalp krizi, 5.7 milyonu ise inme kaynaklıdır. 2030 yılına kadar 23 milyondan fazla 

insanın kardiyovasküler hastalıklardan kaybedileceği tahmin edilmektedir(1).  

Gelişmiş ülkelerdeki ölümlerin yarısına yakını ve gelişmekte olan ülkelerdeki ölümlerin üçte 

biri kalp damar hastalıkları nedeniyle olmaktadır. Dünyada olduğu gibi, ülkemizde de kalp 

ve damar hastalıkları giderek artmaktadır ve meydana gelen ölümlerin %40 kadarı kalp ve 

damar hastalıkları nedeniyle olmaktadır. Dünya sağlık problemlerinin başında gelen 

kardiyovasküler hastalıkların tedavisine yönelik araştırmalar bilim dünyasının da öncelikleri 

arasında yer almaktadır(1, 2).   

Miyokardiyal iskemi, derin miyokardial hipoksiye bağıl olarak miyokard metaboliti 

gereksinimi ve temini arasındaki dengesizlik nedeniyle oluşan patolojik bir hastalıktır(3, 4). 

Bu olay, tipik olarak koroner arter tıkanmasının neden olduğu miyokardiyuma kan akışını 

sınırlamaktadır ve bu durumun sürekli devam etmesi halinde miyokardiyal hücre ölümü ve 

devamında kalp yetmezliği (iskemik kalp hastalığı) ortaya çıkmaktadır. Bu durumda iskemik 

bölgeye kan akışı sağlanamadığından, dokuda nekrotik alanlar oluşmaktadır. Hasara 

uğramış dokudan fazla miktarda sitokin ve uyarıcı maddeler salgılanıp tamir mekanizması 

devreye girer ve bu bölgede yeni damarların oluşumuna neden olur. Ancak bu hasar eğer 

büyük ise, bu tamir mekanizması yetersiz kalır ve dokuya yeteri miktarda oksijen transferi 

olmadığından (yetersiz kapiler damar oluşumu) dokuda skar dokusu (nekroz ve apoptozise 

uğrayan doku) oluşur ve bu doku işlevini yitirir. Bu sürecin geri döndürülmesinde rol 

oynayan tamir mekanizmasında farklı maddeler ve özellikle de sitokinlerin hasarlı 

dokulardan salgılanması ile birlikte endotelyal öncül hücre (EÖH) adı verdiğimiz hücreler, 

bu dokuya kemotaksik etki ile göç ederler.  

Endotelyal öncül hücreler, kemik iliğinden köken alarak kana geçen ve yüksek derecede 

farklılaşma potansiyeline sahip olan kök hücrelerden oluşmaktadır. Bu hücrelerin hasar 
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görmüş dokuların onarımında rol oynadıkları bilinmektedir. Bu hücreler anjiyogenezde, 

tümör büyümesinde ve revaskularizasyonda rol oynamaktadırlar. Çeşitli sitokinler, büyüme 

faktörleri ve hormonların etkisi ile harekete geçerek, yerleştiği bölgelerde kan damarı 

oluşumunu sağlarlar. Endotelyal progenitör hücreler miyokard infarktüs gibi kalp ve damar 

hastalıkları sonrasında harekete geçerek, kalp krizinden zarar gören kan damarlarının 

onarımını sağlarlar. Bu hücreler anjiogenez ve vaskülojenezde büyük rol oynamaktadırlar. 

Damar oluşumunda endotel hücrelerle iş birliği yapan düz kas hücreleri de önemli göreve 

sahiptirler. 

Endotelyal öncül hücreler, farklı kaynaklardan elde edilmesi ve rejeneratif tıp alanında 

kullanması sebebiyle bir çok bilim insanı tarafından araştırma konusu olmuştur. Yamanaka 

ve arkadaşları tarafından 2006 yılında uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücrelerin keşfine 

kadar, endotelyal öncül ve düz kas hücrelerin elde edilmesine yönelik çalışmalar, 

embriyonik kök hücre kaynaklı olarak devam etmiştir.  Uyarılmış pluripotent kök (uPK) 

hücrelerin bilim dünyasına sunulması, rejeneratif tıp ve kök hücre biyolojisinde farklı ve 

yeni bir bakış açısı kazandırmıştır. Bu hücrelerin bazı avantajlarından d bir çok araştırmacı 

tarafından farklı amaçlarla araştırılmaktadır. 

Sunulan bu tezde, son dönemde geliştirilen uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücreler 

kullanılarak, bir kaç aşamada ve in vitro koşullarda endotelyal öncül hücre (EÖH) ve düz 

kas hücreleri (DKH) üretilmiştir. Bu tezde ilk aşamada (uPK) hücreler, belirli koşullarda 

lateral mezoderm hücrelere farklılaştırılmıştır. Elde edilen bu hücrelerin EÖH yönünde 

farklılaştırılması gerçekleştirilmiştir. Ayrıca başka bir deneyde elde edilen mezoderm 

hücrelerinden düz kas hücreler elde edilmesi planlanmıştır. Saydığımız özeliklere sahip olan 

hücreler, özellikleri tanımlanıp ve izole edildikten sonra, Eş-zamanlı PZR ve immün boyama 

yöntemleri ile mRNA ve protein düzeyinde de valide edilmiştir. Buna ek olarak elde edilen 

hücrelerin transplantasyonunda ortaya çıkabilecek risk fakörlerin (onkogenler) gen ifade 

seviyeleri analiz edilmiştir.  Bu metotlarla elde edilen hücreler farklı kalp ve damar 

hastalıklarında kullanılma potansiyeline sahiptirler.   
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. KARDİYOVASKÜLER HASTALIKLAR 

Kardiyovasküler hastalıklar, kalp veya kan damarlarının (arterler ve venler) hastalıklarını 

içeren gruba verilen genel bir isimlendirmedir. Kardiyovasküler hastalık dolaşım sistemini 

etkileyen herhangi bir hastalığı tanımlar. Özellikle kalp hastalıkları, beyin ve böbrek 

damarlarını etkileyen hastalıklar ve periferik damar hastalıkları bu gruba girer. 

Kardiyovasküler hastalıklarının nedenleri çeşitlilik göstermesine rağmen en sık nedenler 

ateroskleroz ve / veya hipertansiyon olarak görülmektedir(105). 

Kardiyovasküler hastalıklar dünya çapında ölümlerin en büyük nedenidir. Son yirmi yıl 

içinde, kardiyovasküler hastalıklardan ölüm oranları yüksek gelirli ülkelerde düşmüş olsa da 

hastalık ve ölüm oranları düşük ve orta gelirli ülkelerde şaşırtıcı derecede ve hızlı bir şekilde 

artmıştır. Bu hastalıklar genellikle yaşlı yetişkinlerde görülse de özellikle ateroskleroz, 

geçmişi çocukluk çağına dayandığından birincil korunma çabaları yaşamın erken 

dönemlerinde başlamalıdır. Bu nedenle ateroskleroz önlenmesinde sağlıklı beslenme, 

egzersiz ve sigaradan kaçınma gibi risk faktörlerini ortadan kaldırmaya yönelik artan vurgu 

vardır(105). 

2.1.1.1. ARTERYAL DAMAR HASTALIKLARI 

Kalp ve beyin dışındaki damarlar periferik damarlar olarak adlandırılmakla birlikte periferik 

arter hastalığı dendiğinde sıklıkla bacaklardaki atardamar hastalığı anlaşılır. Bu damarlarda 

kanın geçişini engelleyecek daralma veya tıkanma durumunda periferik arter hastalığından 

bahsedilir. Bacak atardamar hastalıklarına, beyin ve koroner arter hastalığı sıklıkla eşlik 

ettiğinden bu hastalarda kalp krizi ve felç riski normal populasyona göre daha fazladır(105). 

2.1.1.2. KRİTİK BACAK İSKEMİSİ 

Kritik bacak iskemisi (KBİ), Periferik arteryal Oklusif Hastalık (PAOH) gibi terimler altında 

da incelenebilen klinik tablo; multidisipliner yaklaşım gerektiren bir periferik arter 

hastalığıdır. Etkilenen bölge genellikle bacaklardır. PAOH ve Periferik arter hastalığı, 

ekstremite arterlerinde stenoz (daralma) veya oklüzyon (tıkanma) nedeni ile meydana gelen, 

genellikle ateroskleroz kökenli hastalığı ifade etmek için kullanılan bir terimdir. Hastaların 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kan_damar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Arter
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ven
https://tr.wikipedia.org/wiki/Beyin
https://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Periferik_damar_hastal%C4%B1klar%C4%B1&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ateroskleroz
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hipertansiyon
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ateroskleroz
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sa%C4%9Fl%C4%B1kl%C4%B1_beslenme&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Fiziksel_egzersiz
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sigara
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yaklaşık %95’in de etiyolojik faktör aterosklerozdur. Diğer önemli nedenler; tromboemboli, 

tromboanjitis obliterans (Buerger hastalığı), adventisyal kist hastalığı, arterit ve bası yapan 

tümörlerdir. PAOH ve özellikle KBİ epidemiyolojisine yönelik çok az veri vardır. 40–60 yaş 

arası erkeklerde PAOH prevelansı %5 olarak bildirilmiştir. Sıklığın 55 yaş üstü 

erkeklerde %11, 70 yaş üstü erkeklerde görülme sıklığı %20 gibi yüksek oranlarda 

bildirildiği epidemiyolojik araştırmalar vardır. Hastaların %40–50’sinde bu tabloya eşlik 

eden hafif ya da şiddetli koroner arter hastalığı %15–20’sinde arteria karotis bulunmaktadır. 

Bu patolojilerin tedavi edilmesinde geleneksel ilaç ve cerrahi uygulamalara ilaveten kök 

hücre temelli yaklaşımlar da uygulanmaya çalışılmıştır. Özellikle periferal damar 

hastalıklarının tedavisinde farklı özellikte kök hücrelerin kullanılması gündeme 

gelmiştir(105). 

Bu hücrelerden aşağıda bahsedilmiştir. 

2.1.1.3. MİYOKARDİYAL ENFARKTÜS VE FONKSİYON KAYBI 

Miyokardial iskemi, derin miyokard hipoksisine yol açan, oksijen başta olmak üzere 

miyokarda metabolit temini ve talebi arasında bir dengesizlik ile karakterize patolojik bir 

hastalıktır(3). Bu olay, tipik olarak koroner arter tıkanmasının neden olduğu miyokardiyuma 

kan akışını sınırlamaktadır ve bu durumun sürekli devam etmesi halinde miyokardiyal hücre 

ölümü ve devamında kalp yetmezliği (iskemik kalp hastalığı) ortaya çıkmaktadır. 

Miyokardiyal enfarktüs (Mİ), damar içinde tromboza yol açan aterosklerotik plak rüptürü ve 

trombosit agregasyonu sonucu koroner arterlerin tıkanmasıyla oluşur(108). Tıkalı 

arterlerden kaynaklı şiddetli iskemi, birkaç dakika içinde kardiyomiyositlerde apoptozise 

neden olur. İskemik alana reoksijenizasyon sonucu reaktif oksijen türlerinin ve toksik 

maddelerin birikimi yaralanma ve hücre ölümünü artırmaktadır(109). Etkilenen alanda veya 

etrafındaki hücrelerden birtakım (tümör nekroz faktörü-α (TNF-α), monosit kemo-çekici 

protein-1 (MCP-1), interlökin (IL)-1β, IL-6 ve IL-8 gibi) sitokinler ve kemokinler salgılanır 

ki bu faktörler iskemik alana çok sayıda ve acil olarak sirkülasyondaki lökositlerin 

toplanmasını uyarır. Komşu endotel hücreleri tarafından E-selektin, hücreler arası adezyon 

molekülü-1 (ICAM-1) ve vasküler hücre adezyon molekülü-1 (VCAM-1) gibi hücre 

adezyon moleküllerinin ekspresyonunu artırarak pro-inflamatuar immün hücrelerinin 

toplanmasını sağlarlar. İmmun hücreler hasarlı alanda birikerek hücresel atıkları ve 
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parçalanmış matriks ürünlerini temizlerler. Hücresel artıklar, yaralı alandan kaldırıldıktan 

sonra, kalan boşluk granülasyon dokusu ile doldurulur. Bu işlem yaralanma sonrası birkaç 

gün içinde miyofibroblastların gelmesi ile başlar. Granülasyon dokusu, özellikle kan 

damarları, makrofajlar ve miyofibroblastlar, kollajen birikintisi ve hücre dışı matriks 

proteinlerinden oluşmaktadır. Enfarktüsten bir hafta sonra,  granülasyon dokusu, 

miyofibroblastlar ile iç içe kollajen birikintileri ile yoğun bir skar doku haline dönüşmeye 

başlar(110). 

 

Şekil 2.1. Kardiyak iskemik hasardan sonraki hücresel olayların şematik gösterimi (110) 

İskemik alan, sağlıklı hücreleri çevreleyen zarar veren, enflamatuar sitokinler ve proteaz 

aktivitesi bakımından zengindir. Kalan ventriküler hücreleri üzerindeki ekstra mekanik yük, 

kardiyak dokunun bütünlüğünü bozar. Böylece lokalize başlayan hasar yavaş yavaş 

dalgalanma etkisiyle kalbin daha geniş alanlarına yayılır. Fonksiyonel doku kaybı ve bu 

yeniden modellenme, ventriküler disfonksiyona, elektriksel instabiliteye neden olur ve bu 

da kalp yetmezliğine ve malign aritmilere yol açar(35).   
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2.2. ANJİYOGENEZ VE VASKÜLOGENEZ: 

Yakın tarihe kadar postnatal süreçte organizmanın fizyolojik gereksinimlerini karşılamak 

veya iskemik dokulara veya tümörlere oksijen sağlamak amacıyla yeni kapiller damarların 

oluşmasında sadece anjiyogenezin rol aldığı düşünülmekteydi. Vaskülogenezin ise sadece 

embriyonik dönemde yeni damar oluşumunu sağladığı sanılmaktaydı. Ancak, Asahara ve 

Shi ve ark 1998 yılında yaptıkları deneylerle kemik iliği kaynaklı hematopoietik öncül 

hücrelerin endotel hücreye embriyonik dönemin dışında da dönüşebildiğini, iskemi sonrası 

endotel bütünlüğün tekrar sağlanmasında ve yeni kapiller oluşumunda bizzat rol aldıklarını 

bularak vaskülogenez ile ilgili yaygın kanıyı değiştirdiler(111, 112). 

Endotel hücrelerin bölünme yetenekleri ölçüsünde çoğalarak ve göç ederek var olan 

damarlardan yeni kapillerler oluşturmasına anjiyogenez denir(113). Damar sisteminin 

geliştirilmesi birçok hayvan türünün embriyonik gelişimi sırasında önemli bir olaydır. Bu 

işlem sırasında, yerel mezodermal öncül hücreler damar ve endotel hücreleri (EH) farklılaşır.  

Bu işlem de vaskülojenez olarak adlandırılır(114). Dolaşımda bulunan endotel öncül 

hücrelerin daha önceden var olan herhangi bir damardan köken almadan olgun endotel 

hücrelere dönüşerek yeni bir damar oluşturması olarak bilinir(113). 

Endotelyal öncül hücrelerin açıklanmasından önce, vaskülojenezisin doğumdan sonra 

hayatta görülmediğini ve sadece embriyonik gelişim sürecinde olduğu düşünülmekteydi.  

Ancak on yıl önce iki grup, dolaşımda olan periferal kandan (PK), göbek kordon 

kanından(GKK) ve kemik iliğinden (Kİ) izole edilen CD34+ hücrelerin in vitro ve in vivo 

fare modelinde, endotelyal hücrelere farklılaşma potansiyeline sahip olduklarını rapor ettiler. 

Böylelikle, yetişkin organizmada neoendotelyalizasyon ve neovaskülarizasyon olaylarının 

postnatal süreçde gerçekleşebilmesine katkıda bulundular(111, 112). 

Sonuç olarak hem anjiogenezde ve hem vaskülogenezde, damar oluşumunda temel olarak 

iki farklı hücre rol oynamaktadır: 

a) Endotel öncül hücreleri(EÖH) 

b) Düz kas hücreler(DKH) 
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Şekil 2.2. Damar oluşumundan sorumlu olan hücrelerin gelişim sureci  

2.2.1. ENDOTELYAL ÖNCÜL HÜCRELER: 

Günümüzde endotelyal öncül hücreler (EÖH), kardiyovasküler hastalıkların tedavi 

yöntemlerine alternatif olarak düşünülmekle ve gelişmesini önlemede önemli bir şans olarak 

görülmektedir.  Bu hücreler yaşamın postnatal döneminde de var olan mononükleer 

hücrelerdir. Ancak erişkin sağlıklı vasküler sisteminde bu hücrelerin bölünme hızları çok 

düşüktür. Normal koşullarda kan dolaşımda bulunan tüm hücrelerin ~ %0,01’i kadarını 

oluşturmaktadır. Endotel hücreler sağlıklı bir erişkinde belirli oranlarda vücudun 

restorasyonuna katkıda bulunabilmektedir.  Kemik iliğinin vasküler bölgesinde depolanıp 

ve sabit bir hızda dolaşıma katılırlar. Dolaşıma katılmalarını etkeleyen birçok patolojik ve 

fizyolojik olay mevcuttur. Bu olaylar içinde dolaşıma katılmalarını arttıran en önemli sebep 

doku iskemisi ve hasarıdır(23). Bu hücreler iskemik dokularda in vitro ve in vivo koşullarda 

yeni damarlar oluşturmakla bu dokuların onarımını ve kan akışını sağlarlar(111, 115-117). 

Bu hücreler, belirli koşullar altında endotel hücrelerine farklılaşma potansiyeline sahipler. 

Ancak, 1997 yılında EÖH’lerin tanımlanmasından beri(111), EÖH kavramı ve bu hücrelerin 
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vücuttaki lokalizasyonu ile ilgili tartışmalar halen devam etmektedir. İlk olarak, EÖ hücreleri 

spesifik antijen ekspresyonu (CD133 +, Flk1 + ve Flt1+) ve bu hücrelerin endotelyal 

hücrelerine farklılaşma yeteneği ile tanımlanmıştır(118). Bu hücreler genellikle yetişkin 

bireylerde periferal kan ve kemik iliğinden elde edilmektedir. İskemik bölgeye yerleşerek 

bu dokuların postnatal neovaskülarizasyonda rol oynadıkları kabul edilmiştir. Fareler 

üzerinde yapılan çalışmalarda, kemik iliğinden farklılaşan bu hücrelerin,  damarların 

oluşumunda, tümör bölgelerinde (112, 113)  iyileşen yaralarda(111, 119), arka bacak 

iskeminde(86, 120), miyokardiyal enfarktüsda (127) kullanabileceği öne sürülmüştür.  

2.2.1.1. VASKÜLER ENDOTELYAL ÖNCÜL HÜCRELER: 

EÖ hücrelerin periferik kan ve kemik iliği olmak üzere iki ana kaynağı vardır. Ancak birkaç 

araştırma, dokuda ikamet eden endotel öncül hücreler üzerinde odaklanmıştır. Alessandri ve 

ark. 2001 yılında lokal endotelyal öncül hücrelerinin insan kapiller damarların oluşumuna 

dahil olduğunu ilk kez kanıtladılar. Bu grup, embriyonik aort duvarının dış katmanındaki 

öncül hücre tabakasını tespit ettiler. Daha sonra, başka bir grup öncül hücre tabakasını 

yetişkin insan arterlerinde buldular. Ancak, bu hücrelerin periferal kan ve kemik iliği veya 

yerel yerleşik hücrelerden kaynaklanıp ve neovaskülarizasyonda rol oynadıkları son yılların 

sorulan sorularından olmuştur(121). 

Yakın tarihe kadar postnatal süreçte organizmanın fizyolojik gereksinimlerini karşılamak 

veya iskemik dokulara veya tümörlere oksijen sağlamak amacıyla yeni kapiller damarların 

oluşmasında sadece anjiyogenezin rol aldığı düşünülmekteydi. Vaskülogenezin ise sadece 

embriyonik dönemde yeni damar oluşumunu sağladığı sanılmaktaydı. Ancak, Asahara ve 

Shi ve ark 1998yılında yaptıkları deneylerle kemik iliği kaynaklı hematopoetik öncül 

hücrelerin endotel hücreye embriyonik dönemin dışında da dönüşebildiğini, iskemi sonrası 

endotel bütünlüğün tekrar sağlanmasında ve yeni kapiller oluşumunda bizzat rol aldıklarını 

bularak, vaskülogenez ile ilgili yaygın düşünceyi değiştirdiler(111, 112). 

2.2.1.1.1. Endotelyal hücre belirteçleri: 

Endotelyal öncül hücre karakterizasyonu için, birçok araştırmacı tarafından CD34 ve 

VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) kullanılmıştır. Ayrıca bu 

belirteçleri kullanarak ve akım sitometrisi yöntemi ile elde edilen bu hücreler, in vitro 

koşullarda endotelyal hücrelere farklılaşma potansiyeline sahip oldukları rapor 
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edilmiştir(111, 112, 122). İnsanda CD34, VEGF-2, CD133 belirteçleri kullanarak kardiyak 

endotelyal öncül hücre izole edilmiştir. Bu özelikleri gösteren hücreler, in vitro ve in vivo 

koşullarda endotelyal hücresine farklılaşma potansiyelini göstermişler(123-125).  

Endotelyal hücrelerin önemli belirteçleri: 

a) FLK1 (VEGFR-2) 

Kinase insert domain receptor‘ü (KDR, tip III reseptör tirosin kinaz), aynı zamanda, 

vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü 2 (VEGFR-2) olarak bilinen VEGF 

reseptörüdür. Bu proteini insanda kodlayan gen KDR adıyla tanımlanmıştır. KDR veya 

CD309 olarak tanımlanan bu protein aynı zamanda (Fetal liver kinaz 1) olarak da 

bilinmektedir. Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), hem vaskülojenez ve hem 

anjiyojenez’de önemli bir sinyal proteinidir. İn vitro koşullarda, VEGF’nin, endotel 

hücrelerin mitojenezinde ve hücre göçünde etkili olduğu gösterilmiştir. VEGF ayrıca 

mikrovasküler geçirgenliği (permabilitesini) artırır ve bazen damar geçirgenlik faktörü 

olarak da adlandırılmaktadır(126). 

VEGF ailesinin tüm üyeleri, hücre yüzeyi üzerinde olan tirozin kinaz reseptörlerine bağlanır 

ve bu reseptörürlerin transfosforilasyonu ve hücre yanıtının uyarılmasına neden olur. VEGF-

A proteini VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/Flk-1) reseptörlerine bağlanır. VEGFR-2 

reseptörü hemen hemen tüm VEGF'lerin (VEGF-B dışında), reseptörü olarak 

tanımlanmaktadır(127). 
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Şekil 2.3. Flk1/KDR reseptörü ve ligand proteinleri 

b) CD31: 

Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1), CD31 adı ile tanımlanmaktadır. Bu 

protein 17 koromozom üzerinde bulun PECAM1 geni tarafından kodlanmaktadır(128, 129). 

PECAM-1 trombositler, monositler, nötrofiller ve T-hücrelerinin bazı türlerinin yüzeyinde 

bulunmaktadır. Bu protein immünoglobülin süper ailesinden olup büyük olasılıkla lökosit 

göçü, anjiyojenez, integrin aktivasyonunda rol oynamaktadır.   CD-31, normal olarak endotel 

hücreleri, trombositler, makrofajlar ve Kupffer hücreleri, granülositler, T/NK hücreleri, 

lenfositler, megakaryositler, osteoklastlar, nötrofiller üzerinde bulunur(128-130).  

CD-31 aynı zamanda vasküler tümörler, histiositik maligniteleri ve plazmasitom dahil olmak 

üzere bazı tümörlerde, ifade edilir. Ama nadiren, Kaposi sarkomu gibi bazı sarkomlarda ve 

karsinomalarda görünmektedir(123). İmmünohistokimyada, CD31 histolojik doku 

kesitlerinde endotel hücrelerinin varlığını göstermek için kullanılır. Ayrıca tümör 

anjiyogenez derecesini değerlendirmek için yardımcı olmaktadır(124). 

c) CD133: 
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CD133 aslında AC133 olarak da tanımlanmaktadır. CD133 insanlarda ve kemirgenlerde 

bilinen bir glikoproteindir. Ayrıca bu türlerde Prominin 1 (PROM1) olarak da 

adlandırılmaktadır(131). Şu ana kadar CD133’ün işlevi bilinmemektedir. Özellikle 

transmembran glikoproteinler üyesi (5-transmembran, 5-TM) olarak hücresel çıkıntılarla 

lokalize olmaktadır. CD133 hematopoietik kök hücreler(132), endotelyal öncül 

hücreler(131), glioblastoma, nöronal ve glial kök hücreler(133), çeşitli çocuk beyin 

tümörleri (134) ve yetişkin böbrek, meme dokusu, nefes borusu, tükürük bezleri, plasenta, 

sindirim sistemi, testis ve diğer bazı doku  hücre türlerinde ifade edilir(135, 136). 

d) VE-Kadherin: 

Kaderin 5, VE-kaderin veya CD144 olarak (vasküler endotelyal kadherin) da bilinmektedir. 

İnsanda CDH5 geni tarafından kodlanmaktadır(137). VE-kaderin, kaderin süper ailesineden 

olup ve 16. kromozomun uzun kolunda lokalize olmuştur. Kodlanan protein, kalsyuma bağlı 

olan hücre hücre adezyon glikoproteinidir. Bu protein endotelyal hücre biyolojisinde 

özelikle kohesion (uyum) ve ekstrasellüler bağlantıların organizasyonunda önemli rol 

oynamaktadır(137). Ayrıca yapılan araştırmalara göre VE-kadherin yeni oluşan damarların 

korumasını sağlamaktadır(138). 

e) VCAM-1 

Vasküler hücre adezyon protein 1, aynı zamanda, vasküler hücre adezyon molekülü 1 

(VCAM-1) veya insanlarda CD106 olarak adlandırılmaktadır. Bu protein VCAM1 gen 

tarafından kodlanıp ve hücre adezyon molekülü olarak fonksiyon göstermektedir(139). 

VCAM-1, altı veya yedi immünoglobulin domaini içerir ve endotel hücrelerinin sitokinler 

tarafından uyarısı ile büyük ve küçük kan damarları üzerinden ifade edilir. VCAM-1 

ekspresyonu, aynı zamanda, diğer hücre tiplerinde de (örneğin, düz kas hücrelerinde) 

gözlenmiştir(140). 

Melanom hücreleri endotelyuma tutunmak için VCAM-1’i kullanmaktadır. Ayrıca VCAM-

1’in aterosklerotik bölgelere monosit yerleşmesinde rol aldığı gösterilmiştir. Dolayısıyla, 

VCAM-1, potansiyel ilaç hedefi olabilmektedir(140). 

f) Efrin-B2: 
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Efrin-B2 insanlarda EFNB2 gen tarafından kodlanan bir proteindir. Efrin ailesi tirozin kinaz 

süper ailesinden olup, sinir sisteminde ve eritropoezis gelişim sürecinde aracılık 

etmektedir(141). Yapılarına göre, efrinler iki farklı gruba ayrılmaktadır. Efrin A (EFNA) bir 

glikozil-fosfatidilinozitol bağlantı ile membrana tutunmuştur. Ancak efrin-B (EFNB), bir 

transmembran proteindir. Efrin B2, EFNB tarafından kodlanıp ve EPHB4 ve EPHA3 

reseptörlerine bağlanır(142).  Efrin-B2, anjiyojenik ve lenf anjiyogenzin kontrolünde 

anahtar rol oynamaktadır.  Fare ve Zebrafish üzerinde yapılan genetik deneylerde efrin-

B2’nin, Eph reseptörü, tirozin kinazlar için bir membran ligandı olduğunu ve bu yolakla 

endotelyum anjiogenezinde önemli rol aldığı gösterilmiştir. Efrin-B2 atrial duvar kaslarının 

oluşumunda önemli rol oynamaktadır(143). 

2.2.1.1.2. Endotelyal hasar: 

Vasküler endotel disfonksiyonu veya endotel kaybı, ateroskleroz, damar grefti aterosklerozu, 

anjiyoplasti kaynaklı restenoz ve transplant ateroskleroz dahil olmak üzere vasküler 

hastalıkların oluşumunda çok önemli bir olaydır(144). 

Genel olarak arterlerde hücre döngüsü çok düşük(145). Lokal ateroskleroz bakımından, 

endotel hasarları, okside lipidler, serbest radikaller, sitokinler, hemodinamik stres ve kan 

kolesterol yüksek konsantrasyonları tarafından indüklenebilir. Bütün bu olaylar anti-

trombotik özelliklerin kaybıyla, endotelyal hücre tabakasının apoptoz / nekrozuna neden 

akut stres yaralanmalara yol açabilir(146). Hücre kümelerinin replikasyon seviyesinin 

çoğalmasıyla, bu hücrelerin plazma proteinlerine permabilitesinin çoğalması yakından 

ilişkilidir(145). Ateroskleroz dayanıklı arter alanlarında endotel hücreleri yaklaşık 12 aylık 

bir ömürleri vardır oysaki lezyon eğilimli yerlerin hücreleri birkaç hafta veya hayvanın 

yaşına bağlı olarak daha az yaşayabilirler(145). 

Endotel disfonksiyonu ve yaralanmalar, hemen hemen her türlü vasküler hastalıklarda oluşur, 

bu hasarların takibinde endotelyal onarım gerçekleşir. Ancak kritik durumlarda ve oluşan 

hasara bağlı olarak bu onarım yetersiz kalıp geri dönüşümsüz hasarlara yol açabilir(147). 

2.2.4. Endotelyal öncül hücre kaynakları: 

Son bilgiler arter duvarının homeostazisi damar hasarı ve onarımı arasındaki dengeye bağlı 

olarak kan dolaşımında olan EÖH’lerin ile bağlantılı olduğunu göstermiştir  (147, 148). 
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Yetişkinlerde periferik dolaşımda, daha olgun EÖH bulunmaktadır; Bu hücreler CD133 

ifadelerini kaybetmişler ama yine de CD34 ve VEGFR2 ifadesini devam ettirmektedirler. 

Doğum sonrası kemik iliği hematopoetik dokusundan türetilen EÖH’ler, EKH’lerin bazı 

özelliklerini göstermekle beraber yüksek rejeneratif potansiyele sahiptirler(149). Daha sonra 

yapılan farklı çalışmalardan elde edilen verilere göre EÖH’lerin başta kemik iliği olmak 

üzere farklı kaynaklardan periferal kana salgılandığı tanımlanmıştır (şekil2.11)(150).  

 

Şekil 2.4. Periferik kanda bulunan EÖH’lerinin kaynakları 

Son zamanlarda,  birçok araştırmacı, çeşitli dokulardan, örneğin arter duvarında(151), 

dalakda(152), karaciğerde(153),  ve yağ dokularında(154, 155), vasküler öncül hücrelerin 

varlığını göstermişlerdir. 

2.2.1.1.3. Hasarlı Endotel Hücrelerin Endotelyal Öncül Hücrelerle Onarımı:  

Sıçanlarda oluşturulmuş iskemi modellerinde (arka bacak iskemisi, miyokardiyal iskemi)  

EÖH trasplantasyon sonrasında, bu hücreler olgun endotel hücrelere dönüşerek iskemik 

bölgelerde neovaskülarizasyonu anlamlı derecede etkiledikleri gözlenmiştir.  

3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) redüktaz inhibitörleri yani statinler, 

insanlardaki kolesterol düzeyini düşürmek için kullanılan ilaçlardır. Statinlerin aynı 

zamanda vasküler hastalık riskini önledikleri de düşünülmektedir. Davani ve ark. 2007 
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yılında yaptıkları çalışmada, uzun süreli statin kullanan bireylerde EÖH’lerin belirlenmesini 

ve karakterize edilip edilemeyeceğini araştırmışlardır. Statin kullanan ve kullanmayan 

bireylerden elde edilen tüm mononükleer hücreler akım sitometrisi yardımıyla ayırıp, bu 

hücreleri özel koşullarda kültüre etmişlerdir. Sonuçlar, statin kullanan grupta dolaşımdaki 

CD34+ ve CD34+/CD144+ öncül hücrelerin statin kullanmayan gruba göre çok daha fazla 

olduğunu göstermiştir. Tüm bu sonuçlar, uzun süreli statin tedavisinin dolaşımdaki 

CD34+/CD144+ fenotipteki hücre sayısını arttırdığını göstermektedir(156). 

Olgun endotelyal hücreler farkılaşmanın son ürünü olarak tanımlanmaktadır. Dolayısıyla 

çok az proliferatif potansiyele sahip olup hasarlı endotel hücrelerinin sınırlı bir şekilde 

onarımında rol oynadıkları ortaya koyulmuştur. Birçok araştırmadan elde edilen verilere 

göre, hayvan modellerinde damar duvarlarının yaralanmasından hasar gören endotel 

tabakasının onarımında kanda dolaşan EÖH’ler sorumludur(157). 

İki bağımsız grup kemik iliğinden kaynaklanan öncül hücrelerin arter damar yaralanması 

üzerine, yeniden endotelizasyonunun ve neointimal oluşumuyla etkili olduğunu 

gösterdiler(152, 158). 

 

Şekil 2.5. Terapötik neovaskülarizasyonda hücresel tedavi. (1 ve 2) Endotelyal öncül 

hücreler, hücre ayırma teknikleri ile periferal kandan izole edilir. (3) Endotelyal öncül 

hücreler katater kullanılarak miyokarda implante edilir (4a),(4b).  Miyokardiyuma implante 
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edilen, endotelyal öncül hücreler, önceden var olan damarların vaskülojenez veya 

anjiogenezi uyarırlar(159). 

Fiziksel egzersiz EÖH’lerin üretimini çoğaltır. Dolayısıyla egzersiz yapan bireylerde EÖH 

miktarında artış görülür. Bu nedenle fiziksel egzersizler EÖH artışına neden olmaktadır(160). 

Rauscher ve Ark. yaşlanmanın kan dolaşımında olan EÖH sayısında etkili olduğu ve bu 

nedenle aterosklerotik lezyon oluşumuna ve damar tamirinin azalmasına neden 

olabilileceğini gösterdiler(161). Elde edilen verilere göre,  kemik iliği hücrelerini enjekte 

ettikten sonra ateroprotektif etkisi nedeniyle hiperkolesterolemi ortadan kaldırılıp, 

EÖH’lerin tamir kapasitesi büyük ölçüde çoğalmaktadır(147). 

EÖH’lerin kullanıldığı hayvan modellerinde damarların tedavisi açıkca neointimal 

hiperplazi engellenmesi ile olduğu ortaya koyulmuştur, ama henüz tam olarak bu konuyla 

ilgili hücresel olaylar ortaya koyulamamıştır(147).  

 
Şekil 2.6. Kan damarlarının iç duvarlarını endotel hücreler oluşturmaktadır. Düz kas 

hücreleri veya endotel perisitler kanalları örten (kaplayan) hücrelerdir (merkez). Bu temel 

hücre tiplerinin farklı öncül hücre tiplerinden kaynaklandığı düşünülmüştür. Endotelyal 

hücreler embriyo döneminde anjioblast ve hemanjioblast öncüllerinden (üst) veya erginlik 

döneminde endotelyal öncül hücrelerinden üretilmektedir(114).  
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Düz kas hücreleri farklı öncül hücrelerden elde edilmektedir. Bu öncül hücre gurubu, 

embriyo ve erginde, embriyonik nöral krest hücreler ve epikardium (kalbin dış tabakası) 

embriyonik öncül hücreleri içermektedir. Düz kas hücreleri, endotel hücrelerinden de 

oluşabilir. Ama Yamaşita ve ark’nin elde ettiği verilere göre kan damar hücrelerinin her iki 

tipini üreten diğer bir kaynak öncül hücrelerdir. Vasküler endotelyal büyüme faktörü 

(VEGF), EÖH’lerin geliştirilmesini teşvik eder. Platelet derived growth factor-BB (PDGF-

BB) düz kas hücrelerin ve perisitlerin gelişimi uyarmaktadır(114). 

2.2.1.2. DÜZ KAS HÜCRELERİ: 

2.2.1.2.1. Vasküler Düz Kas Hücreler: 

Vasküler düz kas hücreler, düz kas hücrelerin belirli bir kısmıdır ve kan damarlarının 

duvarlarında yer alan hücreleri oluşturmaktadır. Damarların duvarlarında bulunan düz kas 

hücreleri vücutta kan hacmini ve yerel kan basıncını kontrol etmektedirler.  Bu mekanizma 

kan dolaşımını ve kanın gerekli yerlere taşınmasını sağlamaktadır. 

 
Şekil 2.7. Kan damar duvarlarında düz kas hücrelerin lokalizasyonu 

 

Vasküler düz kas hücrelerinin asıl görevi vücutta olan kan damarlarını kalibre etmesidir. 

Arterlerde, venlere göre daha fazla düz kas hücreleri bulunduğundan dolayı arterlerin 

duvarları daha kalındır(162).  
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Şekil 2.8. 1999 yılında kollagenaz ve elastaz enzimi ile izole edilen vasküler aortik düz kas 

hücreler (ATCC,  CRL-2797). 

Damar duvarının oluşumu, hücre ve hücre dışı matriks bileşenleri, omurgalıların kalp-damar 

sisteminin gelişiminde ve olgunlaşmasında kritik bir süreçtir. Embriyonun organ 

sistemlerinin gelişiminde, besinlerin taşınması ve atıkların kaldırılması, dolaşım sisteminin 

asıl görevidir. Son on yılda damar gelişim sürecinin açıklanmasında çok büyük adımlar 

atılmasına rağmen vasküler ağın oluşumu ile ilgili birçok temel sorular cevapsız kalmaktadır. 

Vasküler öncül hücrelerin, nerede ve nasıl damar modelinin oluşumuna karar verdiği 

tartışılan sorular içinde yer almaktadır(163, 164) . 

Endotel oluşumu ile ilgili birçok bilgi elde edilmiş olsada, vasküler düz kas hücre (VDKH) 

öncüllerinin farklılaşma yolağı ve bu hücrelerin kullanımının düzenlenmesi tam olarak 

açıklanmamıştır. Gelişme ve olgunlaşma sırasında, VDKH biyosentetik, proliferatif ve 

gelişmekte olan damar duvarının kasılma bileşeni olarak görev yapmaktadır. Bütün bu 

fonksiyonlar, fizyolojik açıdan olgun bir damarın oluşturulması için kritiktir(165). 

VDKH'Ier, vasküler endotel ile bağlantılı hale geldikçe, ESM moleküllerini yardımıyla 

damar duvarının şekillenmesi ve onarımını organize ederler(166). Gelişim sürecinde ilkel 

VDKH'Ier, olgunlaşmamış endotelle beraber kısa bir süre sonra çoğalmaya başlarlar. Damar 

olgunlaştıkça, VDKH'Ierin varlığı, gelişmekte olan organizmada kan akışını sağlar(167). 
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2.2.1.2.2. Düz Kas Hücrelerinm Belirteçleri: 

Başka hücre tipleri gibi, DKH’leri de kendilerine özğü belirteçlerle karakterize edilmektedir. 

Ancak bu karakterizasyon hücrenin gelişim sürecine göre farklı belirteçlerle yapılmaktadır. 

Bu hücrelerin ergin ve gelişmekte olan damar duvarlarında bulunan en önemli belirteçleri 

şunlardır: 

SM α-actin: 

Alfa-aktin-2, aortik düz kas aktini ya da düz kas alfa aktin olarak da bilinen (α-SMA, SM 

actin, alfa-SM-aktin, ASMA) insanlarda 10q22-S24’da bulunan ACTA2 gen tarafından 

kodlanan bir proteindir. Alfa-düz kas aktini (α-SMA) miyofibroblast oluşumunun bir 

belirteci olarak kullanılır(168, 169). 

SM-MHC: 

Myosin-11 insanlarda MYH11 gen tarafından kodlanan bir proteindir. Aynı zamanda AAT4, 

FAA4, SMHC ve SMMHC olarakta tanımlanmaktadır. Bu protein miyozin ağır zincir 

ailesine ait bir düz kas miyozinidir. Myosin-11, bir hekzamer proteinin alt birimi olarak, iki 

ağır zincir alt-birimlerinden ve iki çift aynı olmayan hafif zincir alt-birimlerinden 

oluşmaktadır. Bu protein önemli bir kasılma proteini olarak, ATP hidrolizi ile kimyasal 

enerjiyi mekanik enerjiye dönüştürmektedir(170). 

Kalponin: 

Kalponin bir kalsiyum bağlayıcı proteindir. Kalponin düz kas miyosin ATPase aktivitesini 

inhibe eder. Kalponin aktine bağlı proteinlerin, fosfolipidlerin ve aktin miozin etkileşimini 

düzenlenmesinin bağlanmasından sorumlu bir proteindir(170). 

Desmin: 

Bu protein insanda DES geni tarafından kodlanmaktadır(171, 172).Bu gen DES; CSM1; 

CSM2 olarakta gösterilmektedir. Desmin tip III intermediate filament olarak sarkomerlerin 

Z çizgisinin yanında bulunmaktadır.1976 da (173) açıklanıp ve 1977 de(174) purifiye olup 

ve 1989 da klonlanmıştır. Desmin sadece omurgalılarda ifade edilir ancak homolog 

proteninler birçok bireyde bulunmakatadır(127). Bu protein 52 DK lik intermediate 
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filametlerin alt birimi olarak iskelet kaslarında, düz kas dokularında ve kardiak kas 

dokularında bulunmaktadır. Demsin embryonik aşamada kas dokularında en erken ifade 

edilen proteinlerdendir. Erken kas hücrelerinin gelişiminde mevcut olsa da, sadece düşük 

seviyelerde sentezlendiği görünmektedir. Hücrelerin son farklılaşmasında ifade seviyesi 

artmaya başlar(171). 

2.2.1.2.3. Düz Kas Hücrelerinin Damar Oluşumunda Rolü: 

Ateroskleroz ve hipertansiyon gibi kardiyovasküler hastalıklar, geri dönüşümsüz ve 

fonksiyonunu kaybeden damar hasarlarıyla ortaya çıkar. Populasyonda sık görülen bu 

hastalıklar,  yaşam kalitesini ve süresini etkilemektedir. VDKH’leri hipertansiyon ve 

takibinde aterosklerotik plak oluşumu mekanizmasında ve damar kalınlaşmasında önemli 

bir rol oynamaktadır. Bazı moleküller örneğin PDGF (platelet-derived growth factor), VDK 

hücrelerin üzrerine kemotaksik ve mitojenik etkisi vardir. PDGF-benzeri moleküller 

patalojik koşullarda otokrin şekilde VDK hücreleri tarafından üretilmektedir. Endotelyal ve 

DK hücreleri immün aktivasyon yolağıyla ve imünoglobulin ve selektin adezyon 

moleküllerinin sentezi ile damar duvarı hasarına yanıt verirler. Örneğin hücreler arası 

yapışma molekülü-1 (ICAM-1), vasküler adezyon molekülü-1 (VCAM-1) veya endotel 

lökosit adezyon molekülü-1 (ELAM-1) antijenleri bahsedilen hücrelerin üzerinde 

bulunmaktadır(175). 

Bu moleküller örneğin lökositler, lenfositler, makrofajlar ve mast hücreleri gibi bağışıklık 

sistemi hücreleri için reseptör olarak tanımlanmaktadır. Damar duvarının patolojisinde mast 

hücrelerinin rolü genellikle göz ardı edilmesine rağmen, patolojik olarak değişilmiş bir 

damar duvarında mast hücrelerin, VDK hücrelerine olan oranı 1:5 olduğu rapor 

edilmiştir(176). Enflamatuar hücreler, damar duvarının içine nüfuz ettikten sonra, proteolitik 

enzimler salgılayıp,  damar dışı matriksi okside edip bozabilir, böylece VDKH’lerin bu 

bölgeye göçünü ve gelişmesini etkilerler(177). Buna ek olarak, enflamatuar hücreler, 

interlökinler veya tümör nekroz faktör (TNF) gibi sitokinler üretirler. PDGF'ye benzer 

şekilde, bu maddeler VDK hücrelerinin fenotiplerini değiştirip kasılan hücre fototipe 

farklılaşmalarını etkilerler(178).  

Sonuç olarak, VDK hücreleri, kan damarlarının fizyolojisinde önemli bir rol oynarlarlar. 

Ayrıca patolojik koşullar altında yeniden damarlanmayı sağlarlar. Bu hücrelerin adezyonu, 
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hareketi, çoğalması ve farklılaşma özellikleri bu hücrelerin klinikte uygulamasında önemli 

faktörler arasında yer almaktadır. Ayrıca damar hasarlarının onarımında veya 

angiogenezinde endotelyal hücrelerin yanı sıra VDKH’lerin kullanımı bu hasarların 

onarımını veya anjiogenez hızını artırmaktadır. Buna ek olarak hücre-madde iletişiminde 

özellikle bahsedilen proteinlerin bu mekanizmada büyük bir görev sahibi oldukları 

tanımlanmaktadır. 

2.2.1.3. HÜCRE ADEZYONUNDA ÖNEMLİ OLAN PROTEİNLER: 

Hücre-madde adezyonunda hücre dışı matriks (HDM) proteinleri belirgin bir şekilde hücre 

tutunması, hareketi, çoğalması, metabolik aktivite, canlılığı, farklılaşması ve fenotipik 

olgunlaşmasında aracılık etmektedir. Bu proteinler özellikle kollajen, elastin, fibronektin, 

vitronektin ve laminin içerirler. Bu proteinlerin çoğu in vivo ortamda vasküler HDM'nin 

önemli bileşenleridir ve bu nedenle, kan damarının yeniden yapılmasında ve 

rejenerasyonunda önemli bir rol oynamaktadır(179).  

Kollajen memelilerin dokularında yaygın bir şekilde bulunmaktadır.  Bu protein 

memelilerde, tüm proteinlerin % 25-30’unu oluşturmaktadır. Bu molekül (alfa zinciri olarak 

adlandırılır) üç polipeptit zincirinden oluşup, her biri sol heliks formundadır. Bu güne kadar, 

29 çeşit kollajen tanımlanmıştır. En yaygın olanı kollajen, tip I’dir. Bir canlı organizma 

içinde bulunan kolajenin % 90'ını temsil eder ve esas olarak epidermis,  bağ, kemik ve diş 

içerisinde bulnmaktadır ve aynı zamanda vasküler HDM'nin önemli bir bileşenidir. Kollajen 

tip II kıkırdakları oluşturur. Tip III embriyonik gelişme kollajenidir ve daha sonra kolajen 

I‘e değiştirilir(179). Ancak patojenik koşullarda damar duvarlarında miktarı yükselmeye 

başlar(180, 181).  

Tip IV kollagen laminin ile birlikte bazal Lamiada meydana çıkar. Laminin ile birlikte VDK 

hücrelerin kasılan fenotipini korur(182). VDK hücreleri, β1-integrin yapışma molekülü ile 

özellikle kollajen reseptörleri olarak adlandırılır. α1β1, α2β1, α3β1 integrini ile kollajene 

bağlanırlar. Elastin çözünmeyen skleroprotein olarak tanımlanır ve hayvansal dokularda 

(bağlar, bronşlar, akciğerler ve damar duvar dokuları) elastik liflerin ana bileşenidir. Kalbe 

yakın büyük damarlarda, torasik aort veya karotid arterler gibi damarlarda elastin yüksek 

miktarlarda bulunmaktadır(183).  
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Fibronektin dimerik glikoproteinlerin ailesine  (yaklaşık ~440kD) aittir.  Fibronektinler 

HDM‘de bulunan kollajen, heparin sülfat ve fibrin gibi proteoglikanlara bağlanıp, vasküler 

hasar onarımına dahil yara iyileşmesine, katılan bir geçici matriks molekülü oluştururlar. Bu 

protein kan serumunun önemli bileşeni olarak tanımlanmaktadır. Ayrıca hücre kültürü 

besiyerlerinde ek protein olarak kullanılmaktadır(184).  

Vitronektin 459 amino asitden oluşan bir 75 kDa glikoproteindir. Bu protein kan 

dolaşımında 200-400 mg/ml konsantrasyonunda bulunan bir glikoproteindir. Ayrıca HDM 

olarak besiyerine ilave edilen ve serumun içinde bulunan bir proteindir. Hücre kültürlerinde, 

vitronektin VDKH'Ierin göçünü ve çoğalmasını etkilemektedir(185).   

Lamininler büyük moleküllü heterotrimer proteinlerdir (850kDa). Bu proteinler bazal 

laminada bulunan en önemli proteindir. Damar duvarlarında, kolajen IV, elastin ve sülfatlı 

ve heparin benzeri glikozaminoglikanlarla birlikte VDK hücrelerinin kasılma fenotipine 

farklılaşmasını sağlamaktalar. Laminin 16 izoformu, memelilerde tanımlanmıştır. Laminin 

hücresel reseptörleri α1β1, α2β1, α6β1, α7β1, α9β1 integrinlerden ibarettir(186, 187). 

Bu proteinler kardiyovasküler onarımda da çok önemli rol oynarlar. Bu sistemde hasar 

oluştuğu zaman hücre madde intraksiyonu ile göç eden hücreler hasarlanmış bölgeye 

yerleşip dokunun onarımını sağlarlar. 

 

2.3. KÖK HÜCRELER 

Kök hücreler, çok hücreli organizmalarda yer alan, her tip hücreye farklılaşabilme özelliğine 

sahip ve kendini yenileme potansiyeli olan hücrelerdir. Bu hücrelerin iki genel tipi 

bulunmaktadır;  

1. Embriyonik Kök Hücre: Embriyonun blastosist iç hücre kütlesinden elde edilen ve 

pluripotent özeliğe sahip olmaları sebebiyle vücuttaki tüm hücrelere farklılaşabilen 

hücrelerdir (Şekil 2.1.). 
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Şekil 2.9. Embriyonik kök hücrelerin izolasyonu 

2. Erişkin Kök Hücreler: Bir organizmanın farklı dokularında yer alan kök  hücrelerdir. 

Bu tip hücreler beyin, iskelet kası, periferal kan, bağırsak, kalp, deri, kemik iliği, 

karaciğer, kan damarları ve dişlerde bulunmaktadırlar (Şekil 2.92). 
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Şekil 2.10. Erişkin kök hücrelerin bulunduğu dokular 

Kök hücreler farklılaşma potansiyellerine göre 5 gruba ayrılmaktadır (Şekil 2.3.): 

a. Totipotent Hücreler: Bu hücreler embriyonik ve ekstra embriyonik hücre tiplerine 

farklılaşabilme özelliğine sahip hücrelerdir. Sperm ve yumurtanın birleşmesi ile 

döllenmiş olan bu hücreler, bir kaç bölünmeden sonra bile kendi özelliklerini 

korurlar(5). 

b. Pluripotent Hücreler: Totipotent kök hücrelerden köken alıp hemen hemen tüm germ 

hücre tabakalarına ve tüm hücre tiplerine farklılaşabilirler(6). Bu hücrelerden her üç 

germ tabakasını oluşturmak mümkündür. Örnek olarak embryonik kök hücreler(7). 

c. Multipotent Hücreler: Bu hücreler birçok hücre tiplerine, özellikle birbirine yakın 

olan hücre tiplerine farklılaşabilirler. Örnek olaral mezankimak kök hücreler (6). 

d. Oligopotent Hücreler: Bu hücreler sadece birkaç hücre tipine farklılaşabilme 

potansiyeline sahiptirler. Örnek olarak lenfoid veya miyeloid kök hücreler 

verilebilir(6). 

e. Unipotent Hücreler: Bu hücreler tek tip hücreye farklılaşabilirler. Kendini 

yenileyebilme potansiyellerinden dolayı kök hücre olmayan hücrelerle farklılık 

https://en.wikipedia.org/wiki/Totipotency
https://en.wikipedia.org/wiki/Pluripotency
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göstermektedirler.  Bu hücrelere örnek olarak öncül hücreler, kas kök hücreleri 

verilebilir(6, 8). 

 

Şekil 2.11. Kök hücrelerin kökeni ve farklılaşma potansiyelleri 

2.3.1. EMBRİYONİK KÖK HÜCRELERİ 

1981 yılında Martin Evans-Matthew Kaufman ve ark. tarafından, ilk olarak sıçan embriyonik 

kök hücrelerin (EKH) izole edilmesi bilim dünyasında çok büyük ilgi görmüştür(8, 9). 

Thomson ve ark 1998 yılında, insan blastosist embriyolarından insan embriyonik kök 

hücreleri izole edilip ve kültüre edilmiştir(10). Bu gelişmelerin ışığında, araştırıcılar kök 

hücreleri birçok hastalıkta tedavi amacıyla kullanmayı tasarlamış ve kök hücre 

araştırmalarına büyük umutlar bağlamışlardır. Embriyonik kök hücreler, sahip oldukları 

plastisite ve limitsiz olarak kendilerini yenileyebilme özelliklerinden dolayı, yenileyici tıp 

uygulamalarında ve doku replasman çalışmalarında büyük önem kazanmışlardır. Tüm bu 

olumlu özelliklerine rağmen insan embriyonik kök hücrelerinin kullanımını kısıtlayan iki 

önemli problem bulunmaktadır;  

a) Embriyonik kök hücrelerin izolasyonu sırasında insan embriyolarının yok edilmesi etik 

problemler oluşturmaktadır. 

b) Hücre transplantasyonundan sonra, alıcının bağışıklık sistemi tarafından tanınması ve 

yabancı olarak algılanıp savunma hücrelerinin saldırısına uğraması immün rejeksiyona 

neden olmaktadır. 
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Ancak bu sıkıntlara rağmen, bu hücreler tıp alanında kullanılmıştır. Kök hücrelerin klinikteki 

uygulamaları arasında; Romatizmal artrit, parkinson,  alzheimer,  osteoartrit(11), inme ve 

travmatik beyin hasarı, kalp krizi(12), öğrenme defektleri(13), omurilik yaralanması(14), saç 

dökülmesi(15), diş problemleri(16), sağırlık(17), körlük(18), amiyotrofik lateral skleroz(19), 

yara iyileşmesi(20), crohn hastalığı(21) gibi hastalıklar başta gelmektedir (Şekil 2.4.). 

 

Şekil 2.4. Kök hücrelerin kullanıldığı alanlar(22) 

İnsan embriyonik kök hücrelerinin klinikte kullanılmasını kısıtlayan problemlerin bulunması, 

araştırıcıları farklı hücre tipleri ile çalışmaya ve kök hücre kullanımında farklı yöntemler 

geliştirmeye yönlendirmiştir. Günümüze kadar kök hücre çalışmalarında aşağıdaki 

yöntemler kullanılmıştır; 

• Hücre füzyonu 

• Yeniden programlama  

• Somatik hücre nükleer transferi 

• Direk yeniden programlama 
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Şekil 2.12. Kök hücre üretiminde kullanılan yöntemler 

2.3.2. UYARILMIŞ PLURİPOTENT KÖK HÜCRELER 

2006 yılında ilk defa Yamanaka ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, fare fibroblast 

hücrelerinden pluripotent hücreler elde edilmiştir. Bu araştırmada viral transfeksiyon 

(retrovirüs vb.) yöntemiyle belirli genlerin fibroblast hücrelere aktarılmasıyla, somatik olan 

bu hücrelere embriyonik kök hücrelere benzer özelliklerin kazandırılması sağlanmıştır. 

Yeniden programlanan somatik hücreler pluripotent özelliği kazanmaktadır. Oct-4, Sox2, 

Klf4 ve c-Myc genlerinin aktarılmasıyla pluripotent özelliği kazanan bu hücreler uyarılmış 

pluripotent kök hücreler (uPKH) olarak tanımlanmışlardır. uPK hücreler, belirli genlerin 

ifade edilmesiyle, pluripotent olmayan somatik hücrelerden geri farklılaştırılarak 

üretilmektedir(23).    



27 

 

2007 yılında insan somatik hücrelerinden uPKH üretimi için, Oct-3/4, Sox2, c-Myc ve Klf4 

genlerinin aktarımı ve ifadesiyle uPKH elde edilmiştir. Zamanla bu hücrelerin farklı 

hastalıklarda kullanılabilme düşüncesi büyük bir önem kazanmıştır(24). uPKH’ler, belirli 

genlerin ekspresyonu, proteinler, kromatin metilasyon paterni, embriyoid, teratoma, 

yaşayabilir kimera gibi özellikleri göstermeleri sebebiyle embriyonik kök hücrelere 

benzerlik göstermektedirler. Ancak bu hücrelerin pluripotent kök hücrelerle ilişkisi tam 

olarak açıklanamamıştır. 

uPKH’lerin geliştirilmesi bilim dünyasında büyük bir ilgi uyandırmıştır. Bunun en önemli 

sebebi embriyonik kök hücrelerin kullanımını sınırlayan iki temel problemin ortadan 

kalkmış olmasıdır. uPKH’ler kök hücre araştırmalarına büyük avantajlar sağlamıştır; 

• İnsan embriyosundan köken almaması ve böylelikle etik problemlerin çözülmesi 

sonucunda bu hücrelerin pek çok araştırmada rahatça kullanılması sağlanmış olması, 

• Hastanın kendi hücresinden uPK hücre üretiminin mümkün olması ve bu nedenle 

immünorejeksiyon probleminin ortadan kalkması ile her hastaya özgü uPKH 

üretilmesi mümkün hale gelmiş olmasıdır.  

2.3.2.1. Farklı Hücre Kaynaklarından uPK Hücrelerinin Elde Edilmesi 

uPK hücrelerinin geliştirilmesinden sonra bu hücrelerin değeri arttıkça, dünyanın her bir 

yerinden farklı gruplar bu hücrelerle ilgili çalışmaya başlamışlar ve birçok grup bu hücreleri 

farklı hücre kaynaklarından elde etmişlerdir. 2008 yılında Hanna ve arkadaşları, fare B-

Lenfosit hücrelerinden, Stadfeld ve arkadaşları ise fare pankratik β hücrelerinden uPKH 

üretmişlerdir(25, 26). 

 Sonraki çalışmalarda sırasıyla, fare nöral kök hücrelerinden(27), ergin farenin karaciğer ve 

mide hücrelerinden(28), insan keratinosit hücrelerinden(29), hematopoietik hücrelerden(30), 

fare melanosit hücrelerinden(31), insan periferal kan hücrelerinden(32), insan amniyotik 

hücrelerden(33), Oct-4 ve Sox2 kullanarak insan kordon kanının endotelyal 

hücrelerinden(34), adipoz kök hücrelerinden(35), insan hepatosit hücrelerden(36), lentivirüs 

vektör kullanarak insan periferal kan hücrelerinden(37), plasmid vektör yardımıyla insan 

postnatal tek çekirdekli kan hücrelerinden (entegere olmayan yöntemle)(38), sendai virüs 

kullanarak insan periferal kan hücrelerinden(39), viral olmayan polisistronik plazmid 
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kullanarak insan adipoz dokusundan elde edilen kök hücrelerden (40) ve c-Myc aktarmadan 

insan adipoz dokusundan elde edilen kök hücrelerden (41) uPK hücreleri elde edilmiştir. 

Günümüzde bir çok çalışma farklı hücre kaynaklarından uPKH’si üretmek için devam 

etmektedir. 

2.3.2.2. Yamanaka Faktörleri:  

2006 yılında Yamanaka ve arkadaşları tarafından yapılan araştırmalardan elde edilen 

sonuçlara göre hücrenin yeniden programlanması için en az 4 transkripsiyon faktörü (Oct-4, 

Sox2, Klf4 ve c-Myc) gerekmektedir (Şekil 2.7). Bu faktörler hücreyi embriyonik safhaya 

götürüp pluripotensi özelliği sağlamaktadırlar. Bu faktörler bilim dünyasında Yamanaka 

faktörleri olarak tanımlanmaktadır. Daha sonra yapılan araştırmalarda bu faktörlerinin en 

aza indirilmesine çalışılmaktadır.  

 

Şekil 2.13. Retrovirüs gen aktarımıyla fibroblast hücrelerinden uyarılmış pluripotent kök 

hücre elde edilmesi 

Oct-4: Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4) proteini insanlarda POU5F1 geni ile 

kodlanmaktadır(42). POU ailesinden olan bu protein homeodomain transkripsiyon faktörü 

olarak tanımlanmıştır. Bu protein embriyonik kök hücrelerin kendini yenilemesinde kritik 

rol oynamaktadır(43). Bu nedenle bilim insanları tarafından farklılaşmamış hücrelerin bir 

belirteci olarak kullanılmaktadır. Oct-4 geninin ifadesi hücrelerin farklılaşması ile yakından 

ilgilidir(44).  
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Oct-4 transkripsiyon faktörü oositte maternal faktör olarak aktif rol üstlenmektedir ancak 

implantasyon dönemi boyunca embriyolarda aktif halde kalır. Bu genin ifadesi 

farklılaşmamış olan fenotip ve tümörlerle ilişkilidir(45). Oct-4 geninin ifadesinin 

durdurulması hücrenin farklılaşmasına neden olur. 2005 yılında Zaehres ve arkadaşları, bu 

genin insan EKH’lerinin kendilerini yenileme özellikleri ile ilişkili olduğunu 

belirtmişlerdir(46). 

2000 yılında Niwa ve arkadaşları, fare embriyonik kök hücrelerinde bu genin ifadesi ve 

susturmasıyla, bu hücrelerin korunması ve gelişimindeki rolünü araştırmışlardır(44). Ayrıca 

bu genin ifade seviyesinin, EKH’lerin hangi hücre tipine farklılaşacağının belirlemesinde 

önemli rol oynadığını tespit etmişlerdir. İfade seviyesi iki kattan az olursa ilkel endoderm ve 

mezoderm farklılaşmasına, bu genin susturulması hücrenin pluripotensisinin kaybına ve 

trofoktoderme farklılaşmasına neden olur. Böylece Oct-4’ün kritik bir seviyede ifadesi 

hücrenin kendini yenileme potansiyelini sürdürmesi için gereklidir ve bu genin ekspresyon 

seviyesinin düşük veya yüksek olmasına bağlı olarak farklı gelişim programlarını 

indüklemektedir. Niwa ve arkadaşları Oct-4 geninin pluripotenside ana regülatör rolüne 

sahip olduğunu belirtmişlerdir(44). 

Oct-4, Sox2 ve Nanog traskripsyon faktörlerinin birbirinin ifadesini indükleme potansiyeline 

sahip oldukları tespit edilmiştir. Bu faktörlerin,  embriyonik kök hücreler gibi blastosistin iç 

hücre kitle seviyesinin stabilitesi, farklılaşmamış hücrelerin kendilerini yenileme ve 

koruması için gerekli olduğu ortaya konulmuştur(47).  

Oct-4 ile birlikte Sox2, Klf4 ve c-Myc, uyarılmış pluripotent kök hücrelerin oluşunda 

kullanılan transkripsiyon faktörleridir(48-50). Daha sora yapılan çalışmalarda bu dört 

faktörden yalnızca ikisinin (Oct-4 ve Klf4) fare erişkin kök hücrelerinin yeniden 

programlaması için yeterli olduğu tespit edilmiştir(27).  Son olarak, tek bir faktör yani Oct-

4 ün bu dönüşüm için yeterli olduğu ispatlanmıştır(51). Farklılaşan hücrelerde Oct-4 geninin 

ifadesi daha düşük seviyededir ve bu gen bir kök hücre belirteci olarak kullanılmaktadır. 

Sox2: SRY (sex determining region Y)-box 2 veya Sox2 farklılaşmamış olan embriyonik 

kök hücrelerin pluripotensi seviyesini korumak ve bu hücrelerin kendini yenilemesini 

sağlamak için gerekli olan bir proteindir. Bu faktör Sox2 transkripsiyon faktör ailesine ait 

olup memelilerin gelişiminde önemli rol oynayan bir transkripsiyon faktörüdür. Bu protein, 
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embriyonik ve nöral kök hücrelerin stabilitesinde, indüklenen pluripotenside ve onarımsal 

tıp alanında kritik bir role sahiptir(52). 

LIF sinyali (Leukemia inhibitory factor) embriyonik kök hücreleri pluripotent safhasında 

tutan protein olarak JAK-STAT sinyal yolağını etkilemekte ve Sox2 geninin ifade seviyesin 

korurken Klf4 geninin ifade seviyesinin de artışına neden olmaktadır. Ayrıca Oct-4, Sox2 ve 

Nanog genlerinin yüksek ifade seviyesi, LIF yolağında olan tüm pluripotensi genlerinin 

transkripsiyon seviyelerini düzenlemektedir(53).  

NPM1 (nükleofosmin) geni, tek başına bir transkripsiyon düzenleyicisi olarak ve Sox2, Oct-

4 ve Nanog ile birlikte kompleks oluşturarak, kök hücrelerin proliferasyonu ve pluripotensi 

regülasyonunda önemli etki göstermektedirler(54, 55) 

Oct-4 ve Sox2 enhancerlerinin(hızlandırıcılar) düzenlenmesi, Sox2 olmadığı durumlarda da 

gerçekleşebilmektedir. Bununla birlikte yapılan araştırmaların sonucunda, Sox2’nin 

embriyonik kök hücrelerde ana rolünün Oct-4 ifadesinin kontrolü olduğu ortaya 

çıkmıştır(56). 

Yamanaka ve arkadaşları tarafından yapılan araştırmada Sox2 proteini, Oct-4, c-Myc ve Klf4 

genleri ile birlikte uPKH’lerin oluşumunda yeterli oldukları gösterilmiştir. Bu sayede sadece 

4 transkripsiyon fakörünün pluripotenside gerekli olduğu gösterilmiş ve bu durumda en az 

manipulasyonla rejeneratif tıpta kullanıma sunulmuştur(24). 

Pluripotensinin kaybı, germ hücrelerinde Sox2 ve Oct-4 hipermetilasyonu ve Sox2 geninin 

post transkripsional baskılanması, miR134 ile gerçekleşmektedir(57, 58). Sox2’nin değişen 

seviyeleri embriyonik kök hücrelerin farklılaşma kaderini etkileyebilir ve mezoderm germ 

tabakasının oluşumunu inhibe edip bu hücrelerin nöral ektoderm tabakasına farklılaşmasını 

sağlamaktadır(59). Sox2 NPM1 ile bir kompleks oluşturarak, ektoderm farklılaşma 

sürecinde ektoderm tabakası oluşana dek önemli işlevsel rol oynamaktadır(54). Ancak Sox2 

ifadesi öncül hücre farklılaşmasının son safhasında azalmaktadır(60). 

Klf4: Klf4 (Kruppel-like factor 4), insanlarda Klf4 geni tarafından kodlanan bir proteindir. 

EKH’lerin tanımlanmasında kullanılmaktadır. Bu protein mezenkimal kök hücrelerde 

(MKH) de belirteç olarak tanımlanmıştır. Klf4’ün CREB-bağlayıcı protein ile etkileşim 

içinde olduğu gösterilmiştir. Klf4 transkripsiyon faktörü, β-katenin ile bir kompleks 
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oluşturarak enzimatik alt birim olarak telomeraz (Tert) promotorunda bulunmaktadır ve bu 

genin ifadesini etkilemektedir. Ancak β-katenin yokluğunda Tert geninin ifadesini 

değiştirememektedir(61). 

c-Myc: c-Myc (Myc) regülatör bir gen olup ve transkripsiyon faktörü olarak görev 

almaktadır. c-Myc’in mutant versiyonu birçok kanserde bulunmaktadır. c-Myc’in işlev 

bozukluğu, serviks, kolon, göğüs, akciğer ve mide kanserinde belirlenmiştir. c-Myc çok 

güçlü bir proto-onkogen olup, birçok kanser türünde ifade seviyesinin yüksek olduğu 

görülmüştür.  Nobel ödüllü James D. Watson ve arkadaşları, Myc’in anti-kanser ilaçlar için 

umut verici bir hedef olduğunu belirtmişlerdir(62-64).  

İnsan genomunda Myc, kromozom 8 üzerinde yer almaktadır. Bu gen enhancer kutu dizisine  

(E-boxes) bağlanarak, histon asetil transferazları (HAT'ları) etkileyerek tüm genlerin % 15 

inin ifadesini regüle etmektedir(62). c-Myc proteini bir transkripsiyon faktörü olarak, 

konsensus (korunmuş) dizilerine (Enhancer Box sequences (E-boxes)) bağlanır ve histon 

asetiltransferazları (HATs) aktive ederek birçok genin ifadesini düzenler.  Transkripsiyonel 

represör olarak da görev yapan Myc aynı zamanda, DNA replikasyonunun kontrolünde 

doğrudan rol oynamaktadır(63). 

Myc daha önce belirtilen görevlerinin yanı sıra, Wnt, Shh yolaklarının ve endotelyal büyüme 

faktörünün (EBF) (MAPK / ERK yolağıyla) çeşitli mitojenik sinyallerinin aktif hale 

gelmesinde rol almaktadır. c-Myc aktivasyonu, hedef genlerin ifadelerinin modifikasyonu 

ile birçok biyolojik etkilere neden olmaktadır. Hücre proliferasyonunda etkili olduğu bilinen 

c-Myc, hücre büyümesinde ve kök hürelerinin kendini yenilemesi ve farklılaşması üzerinde 

önemli rol oynamaktadır(64). 

Nanog  (Homeobox Protein NANOG): Embriyonik kök hücrelerin kendini yenilemesi ile 

ilgili önemli bir transkripsiyon faktörüdür(65, 66)  ve hücrelerin pluripotensisini korumada 

önemli görevi vardır. EKH ‘lerin tanımlanmasında Oct-4 ve Sox2 gibi faktörlerin yanında 

Nanog da kullanılmaktadır(67). Yapılan çalışmalarda embriyoların, Oct-4, Nanog ve Rex1 

gibi pluripotent genleri ifade ettikleri gösterilmiştir. Nanog proteini, Rex1 promotorunun 

transkripsiyon faktörü olarak tanımlanmaktadır. 
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Fare EKH’lerinde Nanog’un aşırı ekspresyonu, bu hücrelerin LIF eksikliğinde kendini 

yenileme yeteneklerini korurken(65, 66), insan EKH’lerinin pluripotent safhada kalmasını 

sağlamaktadır(68). Nanog geninin susturulması, hücreleri farklılaşmaya teşvik eder(46). 

Yamanaka ve arkadaşları, fare embriyonik veya erişkin fibroblastlardan, Oc3/4, Sox2, c-

Myc ve Klf4 yardımıyla EKH’ye benzer hücre elde etmelerinin ardından yapılan 

çalışmalarda, Nanog’ un da bu faktörler arasında yer aldığı ve vazgeçilmez faktörlerden biri 

olduğu gösterilmiştir(23). 

 Elde edilen EKH hatlarında pluripotenside rol oynadığı gösterilen diğer spesifik belirteçler 

aşağıda sıralanmıştır(69).  

• TRA-1-60 

• TRA-1-81 

• SSEA4  

• Alkalen fosfataz 

• TERT 

• Rex1   

2.3.2.3. uPKH’lerin Avantaj ve Dezavantajları 

uPK hücrelerinin bulunuşundan bu yana, bu hücrelerin klinikte kullanması birçok 

araştırmanın konusu olmuş ve birçok bilim insanı tarafından araştırılmıştır.  

Bu hücreler bazı avantajlarından dolayı klinikte kullanılmak için daha uygun olmaktadırlar: 

(a) Hastaya özgü uPK hücresi üretmek mümkündür. (b) Erişkin insan veya hayvan için 

pluripotent hücre elde etmek mümkündür. (c) EKH’lerde olduğu gibi etik sıkıntılar bu 

hücrelerde ortadan kalkmıştır.  

Bu hücreler birçok olumlu özelliklerine rağmen, klinikte kullanımını engelleyen bazı 

dezavantajlara da sahiplerdir. Bu dezavantajlardan biri viral trasnfeksiyondur. Bu hücrelerin 

üretiminde viral transfeksiyon yoluyla gen aktarımı yapıldığı için, virüsleri elimine etmek 

mümkün değildir. Bir diğer olumsuz etkisi de bu hücrelerde gen entegrasyonu olması 

nedeniyle klinikte kullanılmasının güvenilir olmamasıdır. 
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2.3.2.4. Klinikte kullanılabilir uPK hücre elde etme yöntemleri 

Son zamanlarda yapılan çalışmalar uPK hücrelerin güvenilir şekilde kullanılması için 

dezavantajlarının azaltılması yönünde hızla ilerlemektedir. Bu yöntemler aşağıda 

sıralanmıştır. 

1) uPK hücrelerinin üretiminde kullanılan transkripsiyon faktörlerini en aza 

düşürmek; 

Bu çalışmalarla uPK hücrelerin üretiminde rol oynayan 4 Yamanaka faktörünün sayısını 

azaltmak ve üretilmiş uPK hüclerinde bu faktörlerin yan etkilerinin azaltılmasına 

çalışılmaktadır. Örneğin c-Myc yüksek derecede onkogen özelliğe sahiptir. Birçok 

çalışmada bu faktörü kullanmadan uPK hücresi elde edilmesi başarılabilmiş (28) veya yalnız 

iki faktör’le (Oct-4 ve Klf4 ) uPK hücreleri üretilebilmiştir(27). 

2) uPK hücrelerinin üretiminde güvenilebilir yöntemler veya entegre olmayan 

yöntemlerin kullanılması (integration free ips); 

uPK hücrelerin üretiminde farklı yöntemler izlenmektedir: 

a) Entegre olan yöntemler  

Retrovirus veya lentivirüslerle transfeksiyon: Entegre olan yöntemde Yamanaka 

faktörleri “retrovirus” aracılığıyla (48-50) veya “lentivirüslerle” aktarılır(70, 71). Bu 

yöntemlerde ekzojenik gen entegrasyonuyla ve viral transfeksiyonla elde edilen uPK 

hücrelerin, pratikte kullanması güvenilir değildir. 

Uygun azaltma (Excisable) metodu: Bu yöntemde polisistronik viral vektör 

kullanılmaktadır. Tek polisistronik viral vektör kullanıldığı için virüs sayısı azaltılmıştır(72). 

Transpozon: 1950 yılında Barbara McClintock tarafından tanımlanan transpozonlar hareket 

edebilen genetik birimlerdir. Bunlar tek bir hücrenin genomunda bir pozisyondan başka bir 

pozisyona taşınabilirler. Bunlara “jumping genes”  adı da verilmektedir. Son yapılan bir 

araştırmada “piggy Bac trasposon” kullanarak yamanaka faktörlerinin aktarılmasıyla yüksek 

verimli uPKH hücreleri elde edilmiştir(73).  
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b) Entegre olmayan yömtemler (Non-integration methods): 

Plasmid: İlk defa plasmid transfeksiyon yöntemi ile fare embriyonik fibroblastlarından 

(FEF’ler) uPK hücreleri elde edilmişti(74).   

Adenoviral: 2008 yılında Stadfeld ve arkadaşları tarafından, ilk defa erişkin fare 

hepatositlerinden entegre olmayan adenovirüs vektörü kullanarak uPK hücreleri 

üretilmiştir(26). Bu yöntemle insan fibroblast hücrelerinden uPK hücrelerin üretilmesi 2009 

yılında Zhou ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilmiştir(75). 

Bu yöntemlerden entegre olan yöntemler güvenilebilir yöntemler olmamakla birlikte, gen 

entegrasyonuyla ve viral transfeksiyon ile elde edilen uPK hücrelerinin klinikte kullanımı 

neredeyse mümkün olmamaktadır. Ancak virüs sayısının azaltıldığı (excisable) yöntem veya 

entegre olmayan yöntemlerden elde edilmiş uPK hücrelerinin klinikte kulanılma potansiyeli 

daha yüksektir. 

c) Yamanaka faktörlerinin protein veya mRNA’larını kullanarak uPKH’lerin elde 

edilmesi (DNA-free method) 

İlk defa 2009 yılında, insan ve fare hücrelerinden viral veya vektör plasmidi kullanmadan, 

sadece yeniden programlama faktörlerinin rekombinant proteinleri kullanılarak uPK 

hücrelerinin oluşturulması gerçekleşmiştir(76). Viral transfeksiyon ve gen entegrasyonunun 

olmaması sebebiyle klinikte kullanılma potansiyeli daha yüksek ve güvenilir bir yöntemdir. 

Bu yöntemin tek dezavantajı, veriminin çok düşük olmasıdır.  

2010 yılında yapılan bir çalışmada yamanaka faktörlerinin mRNA’larının aktarılmasıyla 

uPK hücreleri elde edilmiştir. Bu yöntem ile elde edilen uPKH oranı daha yüksek olmakla 

birlikte klinikte kullanma potansiyeli daha fazladır(77). 

d) Direkt yeniden programlama: 

Zhou ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada, farede bulunan erişkin ekzokrin hücrelerini 

beta-hücrelerine yeniden programlamışlardır. Erişkin hücrenin bazı maddeler kullanarak, 

pluripotent kök hücre yapmadan direkt olarak bir başka erişkin hücreye yeniden 

programlanmıştır(78). 
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2.3.2.5. uPK Hücrelerin Klinikte Kullanımı 

uPkH’lerin saydığımız avantajlarından dolayı, özelikle hastaya özgü uPKH üretilmesi, bu 

hücrelerin klinikte kullanılmasına zemin hazırlamıştır. Biçok araştırmacı bu hücreleri kendi 

klinik araştırmalarında kullanmıştır. 

2010 yılında Hollanda’da yapılan bir çalışmada önce bir herediter hemorajik telenjektasia 

(HHT) hastası ve 2 sağlıklı bireyden, uPK hücre hattı üretilmiş, bu hücrelerin embriyonik 

kök hücreler gibi belirli ekspresyon paterni gösterdikleri tespit edilmiştir. İn vitro koşullarda 

bu uPK hürelerden embriyonik süreçte rol alan 3 tabakalı yapı oluşturulmuştur. Ayrıca bu 

hücrelerden yine in vitro koşullarda kardiyomiyositler ve vasküler hücreler elde edilmiştir. 

Bu araştırmada kullanılan tekniğin, bu hastalıklarla çalışabilme potansiyelinin yüksek 

olduğu açıklanmıştır(79). 

2009 yılında Zhang ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada, önce Oct-4, Sox2, Nanog ve 

Lin28 genlerinin aktarımıyla uPK hücrelerini elde etmiş ve bu hücrelerin fonksiyonunu 

EKH’ler ile karşılaştırmışlardır. Bir sonraki aşamada her iki hücreden kardiyomiyosit elde 

edilmesinin ardından, RT-PZR yardımıyla her iki hücrede de aynı kardiyak ifade paterni 

gözlemlemişlerdir. Pluripotenside rol alan Oct-4 ve Nanog’un kardiyak farklılaşma sırasında 

ekspresyonları azalmaktadır. Ancak uPK hücrelerinde transgenik rezidülerin ekspresyonu 

nedeniyle bu azalma engellenmektedir. 5-bromo deoksiuridinle işaretlenmiş olan uPKH ve 

EKH’lerden elde edilmiş kardiyomiyositlerin proliferasyonunun aynı olduğu ve yapılan 

elektrofizyolojik çalışmalar sonucunda, uPK hücrelerin EKH’ler gibi arterial ve ventriküler 

fenotiplere farklılaşma kapasitesine sahip olduklarını gösterilmiştir. Ayrıca bu uPK 

hücrelerinin ortolog hücre kaynağı olarak, kardiyak onarımda ve kardiyovasküler 

araştırmalarda da kullanılabilecekleri önerilmiştir(80). 

2008 yılında Narazaki ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, sıçan uPK hücreleri 

in vitro koşullarda kardiovasküler hücrelere farklılaştırılmıştır. Bu çalışmada iki grupta 

EKH’ler ve uPK hücreler karşılaştırılarak incelenmiştir. İlk aşamada Flk1+ olan hücreler 

elde edilmiş ve bu hücrelerden, endotelyal ve mural hücreler elde edilmiştir. Bir sonraki 

aşamada arterial, venöz ve lenfatik endotelyal hücrelere farklılaşması gerçekleştirilmiştir. 

Belirli koşullarda OP9 stroma hücreleri Flk1+ hücreler ile kültüre edildiğinde 
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kardiyomiyositler elde edilmiştir. Sonuç olarak uPKH ve EKH’lerin kardiyovasküler 

hücrelere diferansiyasyon açısından farklılık göstermediği tespit edilmiştir(81). 

Eggermann ve arkadaşları tarafından 2002 yılında yapılan bir araştırmada, mononükleer 

hücreler insan umbilikal kord kanından CD34 yüzey belirteçlerine göre yoğunluk gradient 

santrifüjleme tekniği ile izole edilmiştir. İzole edilen hücreler, 9 gün süresince kültüre 

edilmiştir. Daha sonra bu hücrelerin yüzey belirteçleri immünfloresan boyama ve FACS 

yöntemiyle analiz edilmiştir. CD34 yüzey belirteçlerine göre seçilmeyen hücrelerde 

endotelyal progenitor kök hücreye spesifik yüzey belirteçleri olan VEGF-R2 ve VE-kaderin 

ekspresyonu 6.güne kadar artmıştır. CD45 ve CD14 yüzey belirteçlerinin ekspresyonları 

zamanla azalmıştır ve CD133 eksprese olmamıştır. CD34+-CDAC (Culture dish adherent 

cell) hücrelerde de VEGFR-2, CD133, CD34 ve vWF ekspresyonlarında artış olurken, CD14 

de azalma olmuştur. CD45 ise değişmemiştir. Sonuç olarak,  umbilikal kord kanından elde 

edilebileceği, CD34 yüzey belirteçlerine göre seçildiklerinde, hücrelerin kültür ortamında 

olgun endotelyal hücre belirteçlerini eksprese ederek farklılaşabilecekleri gösterilmiştir(82).  

2008 yılında Mauritz ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, standart embriyoid-temelli 

farklılaşma protokolüne göre, uPK hücrelerin EKH’ler gibi 24 günde farklılaştığı 

belirlenmiştir. Farklılaşma sonucunda, uPK hücrelerden embriyoid oluşturmuştur. 

Moleküler ve yapısal analizler sonucunda uPK hücrelerden üretilen kardiyomiyositlerin 

embriyonik kök hücrelerden üretilen kardiyomiyositlerle benzer özelliklere sahip olduğu 

belirlenmiştir. RT-PCR analizleri sonucunda, kardiyak genlerin ekspresyonları tespit 

edilmiştir. İmmünositolojik çalışmalarla, sarkomerik alfa-aktin, titin, kardiyak troponin T, 

MLC2v ve konneksin gibi kardiyomiyosit proteinler tespit edilmiştir. Ayrıca 

elektrofizyolojik çalışmalar da, bu hücrelerde beta-adrenerjik ve muskarinik sinyal 

yolaklarının bulunduğunu göstermiştir. Sonuç olarak, EKH’lerin aksine uPK hücrelerin 

hücresel kardiyomiyoplasti ve miyokardial doku mühendisliği için otolog fonksiyonel 

kardiyomiyosit oluşumunda kullanılabileceği ileri sürülmüştür(83, 84). 

Örneğin, 2008 yılında Hu ve arkadaşları endotelyal öncül hücreleri (EÖH’leri), statin grubu 

kolesterol düşürücü ilaç olan simvastatinle birlikte bacak iskemisi modelinde uygulamışlar. 

Bu denemede 4 farklı grupta ve farklı kombinasyonlarda EÖH ve simvastatin, bacak 

iskemisine uğrayan farelere uygulanmıştır. Transplantasyondan sonra iskemik dokuda 
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iskelet kas hücrelerinin apoptozunda anlamlı bir azalma belirlenmiştir. Hücrelerde apoptozu 

indükleyen Bax geninin ekspresyonunda azalma ve anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2’nin 

ekspresyonunda artma gerçekleşmiştir. EÖH’lerin simvastatinle kombine halde kullanılması, 

kritik bacak iskemisine uğrayan sıçanlarda güçlü anjiyogenezise neden olmuştur(85). 

Takahashi ve ark. 1999 yılında yaptıkları araştırmada insan EÖH’lerini kritik bacak 

iskemisine uğrayan sıçanlarda kullanmışlar ve transplantasyondan sonra iskemik dokuda 

kan akımının hızlandığını ve kapiller artış olduğunu gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, bacak 

kaybı, EÖH uygulanan grupta önemli ölçüde azalmıştır(86). 

Shintani ve ark. tarafından 2001 yılında yapılan bir araştırmada tavşan bacak iskemi 

modelinde kemik iliğinden elde edilen mononükleer hücreler (MNC) kullanılarak 

neovaskülerizasyon incelenmiştir. Florasan işaretli BM-MNC’ler iskemi bölgesine enjekte 

edilmiştir. İnjeksiyondan 4 hafta sonra transplante edilen grupta anjiyografik olarak 

belirlenen kollateral damarlar tespit edilmiştir. Sonuç olarak direk otolog BM-MNC 

transplante edilen grupta, ergin iskemik dokuda neovaskülarizasyon gözlenmiştir(87). 

2010 yılında Lian ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, insan uPK hücrelerinin MKH’lere 

farklılaşmasının klinik olarak mümkün olduğu gösterilmiştir. Üç monoklonal, stabil 

karyotipli ve fonksiyonel MKH kültürlerinden, CD24+ ve CD105+ hücreler kombine sorting 

ile başarılı bir şekilde izole edilmiştir. Bu hücrelerin pluripotensi özelliği yoktur ve MKH 

yüzey antijenleri göstermekle birlikte, adipoz, osteosit ve kondrosit hücrelerine 

farklılaşabilirler. Arka bacak iskemisine uğrayan, uPK hücrelerinden elde edilen MKH’ler, 

transplante edildiği yerde, damar oluşumu ve kas rejenerasyonu gösterdikleri tespit 

edilmiştir. uPK hücrelerinden elde edilen MKH’lerin en önemli avantajları sağkalım 

oranlarının yüksek olması, transplantasyon yeteneklerinin yüksek olması, vasküler 

indüksiyon, kas rejenerasyonu, de novo farklılaşma ve parakrin mekanizmalarının olmasıdır. 

Sonuç olarak, fonksiyonel MKH’ler, tek hücre düzeyinden başlayarak klonal olarak insan 

uPK hücrelerinden üretilebilirler. Hastaya özel uPK-MKH’leri üretildiğinde, doku 

iskemilerinin tedavilerde kullanma potansiyeline sahiptirler (88) . 
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2.3.2.5.1. Upk Hücrelerin Kardiyovasküler Rejenerasyon Potansiyeli Ve Hücresel 

Tedavide Kullanılması 

uPK hücreleri, kendini yenileme ve pluripotensi özelliklerine sahip oldukları için 

EKH’lerine iyi bir alrternatif oluşturmaktadır. Ayrıca hastaya özgü uPK hücresi üretmek bu 

hücrelerin transplantasyonunda immün rejeksiyon riskini ortadan kaldırmaktadır. Buna ek 

olarak EKH’lerinin kullanmasında karşılaştığımız etik sorunlar bu hücrelerin üretilmesi ve 

kullanmasıyla ortadan kalktığı düşünülmektedir. Bu muazzam faydalar uPK hücrelerini, 

rejeneratif tıp için yeni bir hücre kaynağı olarak sunmaktadır. uPK hücre teknolojisi 

hastalığın patogenezi ve ilaç keşfi alanında yapılan araştırmalarda yüksek potansiyele sahip 

olduğu bilinmektedir(89). 

Kalp ve damar hastalıkları, anomalileri ve sendromları günümüzde olan ölümlerin en önemli 

nedenlerindendir. Bu problemi çözmek için, bilimsel araştırmalarda yeni modeller 

oluşturulması ve yeni tedavilerin geliştirilmesi gerekmektedir(90). Bu kapsamda erişkin bir 

hastadan yeniden programlama yöntemiyle uPK hücre elde etmek ve bu hücreleri hastalık 

tedavisinde kulanmak umut vericidir. Ayrıca hastalık modeleri oluşturmak ve in vitro 

koşullarda ilaç veya yöntem uygulamak için en iyi seçeneklerden birini oluşturmaktadır. 

Bu nedenle uPK hücre teknolojisi, hastalıkların, farmakolojik ve toksikolojik testlerin ve 

hücre tabanlı tedavi patogenezinde çalışmak için eşsiz bir imkan ortaya koymuştur(91). 2007 

yılında ilk defa fare modelinde deri hücresinden üretilmiş otolog uPK hücrelerini orak hücre 

anemisinde kullanarak bu hastalığı farede tedavi ettiler (Şekil 2.6)(25).  
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Şekil 2.14. Fare modelinde kendi deri hücresinden elde edilen uPK hücrelerle orak hücre 

anemisinin tedavisinde kullanılması (25). 

İnsan uPK hücrelerinden elde edilmiş endotelyal hücrelerin fare modelinde periferik arter 

hastalığını iyileştirici potansiyeli değerlendirilmiştir. Hücreler SCID farelerin arka bacak 

iskemisinin olduğu bölgeye enjekte edilmiş ve bu hayvanlar kontrol grupla 

kıyaslandıklarında, bu hücrelerin (upKH’lerden elde edilmiş endotelyal hücreler) 

anjiogenezis etkisi gösterilmiştir(92).  

Bir başka araştırmada insan fibroblastından elde edilmiş uPK hücrelerinden endotelyal hücre 

(EH) oluşturulmuş ve bu hücrelerden de mezodermal hücreler izole edilmiştir. Bu hücreler 

MI geçiren athymic nude farelere nakledilmiş ve bu farelerde kontrol grubuna göre iyileşme 

izlemiştir. Sonuç olarak bu çalışmada uPK hücrelerin akut MI tedavisinde olası potansiyeli 

ortaya koyulmuştur(93). 

2011 yılında çalışılan bir araştırmada, tricell patch (Tri-P) oluşturması için, peritonum 

hücreleri, uPK hücrelerinden elde edilmiş kardiyomiyositler, endotelyal hücreler ve fare 

embriyonik fibroblastlar ile kültür edilmiştir. Elde edilen bu hücreler Mİ geçiren AC6 

farelerin tedavisinde kullanılmıştır. Sonuç olarak bu farelerde kontrol grubuna göre 2-4 hafta 

içinde sol ventriküler (LV)  fonksiyonu iyileştirdiğini ve LV’nin fibrozunun azalmasıyla 

ilişkili olduğu ortaya konulmuştur(94). 
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Şekil 2.15. Kök hücre bazlı tedavi(95). 

Kardiyak öncül hücrelerin rejeneratif ve anjiogenik etkisi bilinmektedir. 2011 yılında 

yapılan bir çalışmada fare uPK hücrelerini kardiyak öncül hücrelere farklılaştırılmıştır. 

Farklılaştırılan Flk1+  ve Flk1-  hücreler FACS yöntemi ile ayırarak bu hücreler iskemik 

miyokard (Koroner arter hastalığı (KAH)) olan hayvan modeline aktarılmıştır. 

Transplantasyondan sonra sol vetrikülde iyileşme ve fonksiyon düzelmesi gözlenmiştir. 

Araştırma sonunda Flk1+ öncül hücrelerin Flk1- hücrelere göre sol ventriküler fonksiyonu 

üzerinde daha etkili olduğu ortaya konmuştur. Sonuçta uPK hücrelerinden elde edilmiş olan 

Flk1+  progenitor hücreler in vitro ve in vivo koşullarda kardiovasküler hücrelere 

farklılaşarak, akut Mİ’dan sonra kardiyak fonksiyonu iyileştirildiği gösterilmiştir. Bu 

araştırmanın sonucu ile Mİ hastalarında otolog uPKH temeli tedavi yönteminin olasılığını 

daha da güçlendirmiştir(96).  
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2011 yılında Singla ve ark. H9c2 fare kardiyomiyositlerinden ilk defa uPK hücreleri 

üretmişler ve bu hücrelerin in vitro koşullarında kardiyomiyositlere farklılaşma potansiyelini 

değerlendirmişlerdir. Bu hücrelerden elde edilen kardiyomiyositler Mİ geçirmiş fare 

modeline uygulanmış ve sonuçta bu hücrelerin kalp fonksununu geliştirdiği tespit edilmiştir. 

Böylelikle bu hücrelerin rejeneratif özeliğine sahip oldukları ortaya çıkmıştır(97). 

2.3.2.5.2. uPK hücelerden kardiyovasküler hastalık modellerinin oluşturulması 

(farmakolojik ve toksikolojik) 

Embriyonik veya yetişkin kök hücrelerden elde edilen kardiyomyositlerden kalp hastalık 

modellerinin geliştirilmesi ve ilaç toksisite testlerinde yararlanılması oldukça önemlidir. 

Mevcut ilaç uygulama modelleri özellikle kardiyak yan etkilerinin tespiti için kullanılan 

yöntemler, birçok eksiklikle sınırlanmıştır. İnsan embriyonik kök hücreleri ve indüklenmiş 

pluripotent kök hücreler kardiyomyositlerin elde edilmesinde kullanılabilmedir ve bu 

kardiyomiyositler erken kardiyotoksisite algılama ve yeni ilaç keşfinde kullanılma 

potansiyeline sahiptir. Son yıllarda insan kardiyomiyositleri potansiyel kaynak olarak insan 

EKH’lerinden üretilmiştir. Ancak bu hücrelerin kullanılması etik sıkıntılarla 

sınırlanmaktadır ve günümüzde insan embriyosunu kullanmadan uPK hücrelerin elde 

edilmesi mümkündür. Ayrıca hastaya özgü uPKH üretmek ve in vitro koşullarda bu 

hücrelerden kardiyomiyosit elde etmek bu teknolojinin avantajlarındandır(79). Dolaysıyla 

uPK teknolojisini kullanarak hastalık modelleme yoluyla hastaya özel farmakolojik tarama 

ve ilaç geliştirme imkanını sunmaktadır(98).  

uPKH teknolojisini kullanmakla hastaya özgü uPK hücrelerinden kardiyomiyosit üretip ve 

in vitro koşullarda birçok ilacın riskini değerlendirmek, tedavi sürecinde ve ilaç 

geliştirilmesinde büyük bir ilerlemeye neden olacaktır(99). Ayrıca bu sistem kardiyak 

toksisite tahmininde ve kardiyak araştırmalar için yeni fırsatlar sunmaktadır. Son yıllarda bu 

alandaki çalışmalar in vitro koşullarda birçok kardiyovasküler hastalıkların, örneğin 

Timothy sendromu, gibi (Timothy sendromu (LQT8) kalsiyum kanalını kodlayan gendeki 

mutasyonlardan dolayı meydana gelmektedir.) hastalıkların ve insan kardiyak aritmisinin 

moleküler ve hücresel mekanizmasını açıklamıştır(100).  
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uPKH ve EKH’lerden elde edilmiş kardiyomiositlerin kalsiyum taşıma özeliklerini 

değerlendirmiştir. Bu denemenin sonuçunda EKH hücreleri uPKH’lere göre daha iyi 

kalsium taşıma özeliğine sahip oldukları ortaya koyulmuştur(101). 

Konjenital uzun QT sendromu (LQTS) tip 1, EKG de uzamış QT mesafesi, vetriküler 

aritmiler, torsadede pointes (TDP) ve ventriküler fibrilasyona eğilim sebebiyle oluşan 

senkop ve ani ölümle karakterize klinik ve genetik olarak heterojen bir sendromdur. Bu 

hastalığa özel uPKH üretilmiş ve bu hücreler fonksionel kardiyomiyositlere 

farklılaştırılmıştır. Bu araştırmada bu fenotipten elde edilen kardiyomiyositlerde 

katekolamin ile indüklenen aritmi ve beta-block’un azaldığı gösterildi(102). Hastaya özgü 

uPK hücresi üreterek anormal fenotip olan kardiyak bozukluğun (long Q) modellemesi 

yapılmıştır. Bu hastalık modellemesi yeni tedavi ajanları ve yöntemlerinin tanımlanması için 

son derece önemli olmuştur(103). 

Kalbin elektriksel aktivitesinin, uygun kontraksiyon koordinasyonunun anormallikleri olan 

elektrokardiyografik ileti defektlerini gösteren leopard sendromu kardiyomiyopatidir ve 

mortalite ile ilişkilidir. Leopard sendromu olan bir hastadan ve sağlam olan (wild type ) 

kardeşinden uPK hücresi üretilerek bu hücreler karşılaştırılmıştır. Hasta uPK hücrelerinde 

yüksek derecede sarkomerik organizasiyon ve NFTC4’un tercihen nukleusda lokalize 

olduğu öğrenilmiştir. Bu özellikler potansiyel bir kardiyomyopatik hipertrofi ile ilişkili 

olduğunun göstergesidir(104). 

Genel bir bakışta uPK hücrelerinin bulunuşundan sonra bu hücrelerin değeri giderek 

artmaktadır. Bu hücrelerin EKH’lere benzerlikleri ve daha kolay elde edilip ve kullanılması 

ile araştırmacılar tarafından tercih edilmiştir. Birçok araştırmanın konusu olan uPKH 

teknolojisi hızla gelişmektedir ve birçok farklı alanda üretilip ve kullanılabilme potansiyeli 

değerlendirilmektedir. Kardiyovasküler hastalıklar diğer hastalıklara göre daha yaygın 

olduğu ve ölümle sonuçlandığı için,  birçok araştırmacı bu alanda çalışmaktadır ve elde 

edilen hücrelerin bu alanda kullanımını daha cazip hale getirmiştir. Bu hücrelerin bazı 

avantajları aşağıda sıralanmıştır:  

 Bu hücrelerin kardiyovasküler hücreler için limitsiz kaynak olması, 

 Bu teknoloji yardımıyla hastaya özgü uPK hücre üretme imkanının sağlanması,  
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 Hastaya özgü üretilen hücrelerden elde edilen farklı hücrelerin hastaya 

transplantasyonunda immün rejeksiyonunun ortadan kalkması, 

 Hastaya özgü üretilen uPK hücrelerinin bazı mutasyonlar ve bazı epigenetik 

hastalıklara model oluşturma imkanının sağlanması 

 Hastalık modellerinde ilaç kontrolü ve doz denemelerinin yapılabilmesi  

 Bu modellerde in vitro koşullarda yeni ilaç kontrolünün yapılabilmesi 

 Genetik mutasyonların tespiti 

 Hastaya özel ilaç tasarlama imkanı sağlamıştır.  

Ayrıca kalp ve damar hastalıklarında bu hücrelerin kullanması rejeneratif tıp için büyük bir 

avantaj olarak tanımlanmıştır (105-107). Ancak bu teknolojinin avantajlarının yanında bazı 

sıkıntılarının aşılması gerekmektedir. Orneğin: 

 Elde edilen hücrelerin etkinliğini arttırmak, 

 Daha iyi yeniden programlama yöntemleri geliştirmek, 

 uPK hücrelerinden elde edilen hücrelerin (kardiyomiosit veya diğer hücreler) saf 

olarak izolasyonunu gerçekleştirmek.  

Bunların yanında bu hücrelerin klinikte kullanması için güvenilebilir hücre elde etmek 

gerekmektedir. uPK teknolojisi ile ilgili araştırmalar son zamanlarda daha güvenilir ve 

klinikte kullanılabilir yöntemler üzerine odaklanmıştır. uPK hücrelerin kilikte kullanma 

sıkıntılarına ek olarak bu hücrelerin, farklılaşmadan kullanılmasında, teratoma oluşturma 

riski beklenmektedir. Ancak bu sıkıntıyı aşmak için uPK hücrelerinden elde edilen 

farklılaşmış hücreler izole edildikten sonra klinikte kullanmak için tercih edilmektedir. 

Entegre olmayan uPKH üretmek ve bu yöntemlerin gelişmesi ile. Yakın zamanda elde edilen 

hücrelerin daha güvenilir halde klinik uygulamalarda kullanılması düşünülmektedir(105).  

 



44 

 

3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Endotelyal öncül hücreler, kemik iliğinden köken alarak kana geçen ve yüksek derecede 

farklılaşma potansiyeline sahip olan kök hücrelerden oluşmaktadır. Bu hücrelerin hasar 

görmüş dokuların onarımında rol oynadıkları bilinmektedir. Bu hücreler anjiyogenezde, 

tümör büyümesinde ve revaskularizasyonda rol oynamaktadırlar. Çeşitli sitokinler, büyüme 

faktörleri ve hormonların etkisi ile harekete geçerek, yerleştiği bölgelerde kan damarı 

oluşumunu sağlarlar. Endotelyal progenitör hücreler miyokard infarktüs gibi kalp ve damar 

hastalıkları sonrasında harekete geçerek, kalp krizinden zarar gören kan damarlarının 

onarımını sağlarlar. Bu hücreler anjiogenez ve vaskülojenezde büyük rol oynamaktadırlar. 

Damar oluşumunda endotel hücrelerle iş birliği yapan düz kas hücreleri de önemli göreve 

sahiptirler. 

Endotelyal öncül hücreler, farklı kaynaklardan elde edilmesi ve rejeneratif tıp alanında 

kullanması sebebiyle birçok bilim insanı tarafından araştırma konusu olmuştur. İncelenen 

literatürlere göre kadiyovasküler hastalıkların birçoğunun özellikle myokardial infraktüsün 

tedavisinde, iskemik bölgenin oluşmasının engellenmesidir. Bu durumlarda bireyde hasarlı 

bölgede anjogenezis ve revaskülarizyon en çok önem taşımaktadır. Bu kritik durumda EÖH 

bu bölgeye yerleşmeleri ve orda yeniden damarların oluşması bu dokuyu nekroz veya 

skardan korunmasını sağlamaktadır. Ama nerdeyse, hasarın büyüklüğünden ve dolaşımda 

olan EÖH’ler bu yenilenmeye yetersiz olup veya kemik iliğinden bu dokuya goç etmesi 

zaman alıcı bir olay olduğundan dolayı bu kısa zaman diliminde ek olarak hastaya özgü 

EÖH’lerin hasarlı dokuya hücre aktarmak düşünülmekte ve birçok araştırmacı tarafından 

dünya çapında araştırılmaktadır.  Yamanaka ve arkadaşları tarafından 2006 yılında uyarılmış 

pluripotent kök (uPK) hücrelerin keşfine kadar, endotelyal öncül ve düz kas hücrelerin elde 

edilmesine yönelik çalışmalar, embriyonik kök hücre kaynaklı olarak devam etmiştir.  

Uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücrelerin bilim dünyasına sunulması, rejeneratif tıp ve kök 

hücre biyolojisinde farklı ve yeni bir bakış açısı kazandırmıştır. Bu hücrelerin bazı 

avantajlarından birçok araştırmacı tarafından farklı amaçlarla araştırılmaktadır. 
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Sunulan bu tezin amacı, son dönemde geliştirilen uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücreler 

kullanılarak, bir kaç aşamada ve in vitro koşullarda endotelyal öncül hücre (EÖH) ve düz 

kas hücreleri (DKH) üretilmesidir. Bu amaçla, ilk aşamada (uPK) hücreler, belirli koşullarda 

lateral mezoderm hücrelere farklılaştırılmış ve elde edilen bu hücrelerin EÖH yönünde 

farklılaştırılması gerçekleştirilmiştir. Ayrıca başka bir deneyde elde edilen mezoderm 

hücrelerinden düz kas hücreler elde edilmesi planlanmıştır. Saydığımız özeliklere sahip olan 

hücreler, özellikleri tanımlanıp ve izole edildikten sonra, Eş-zamanlı PZR ve immün boyama 

yöntemleri ile mRNA ve protein düzeyinde de valide edilmiştir. Buna ek olarak elde edilen 

hücrelerin transplantasyonunda ortaya çıkabilecek risk fakörlerin (onkogenler) gen ifade 

seviyeleri analiz edilmiştir.  Bu metotlarla elde edilen hücreler farklı kalp ve damar 

hastalıklarında kullanılma potansiyeline sahiptirler. 
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4.  MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. HÜCRE HATLARI 

Çalışmamızda aşağıda belirtilen hücre serileri kullanılmıştır(Çizelge 4.1): 

   -Fare fibrobastlarından üretilen iPS-MEF-Ng- 20D-17 hücre serisi 

   -Besleyici hücre olarak FEF (Fare Embriyonik Fibroblast) hücreleri kullanılmıştır.  

Çizelge 4.1. Kullanılan hücreler ve özelikleri 

Hücre ismi Hücre kaynağı Bilimsel adı Özellikleri 

uPKH (Yamanaka ve ark., 

2006) 

Fare fibrobastlarından iPS-MEF-Ng-20D-17 Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog-

GFP-IRES-Puro^r genleri MEF 

hücrelerine aktarılmıştır 

Fare Embriyonik 

Fibroblast (FEF) 

13.5 günlük fare 

embriyosudan 

FEF Bu hücreler inaktif edilip besleyici 

hücre olarak uPK hücrelerin 

kültüründe kullanılır 

4.1.2. HÜCRELERİN PASAJLANMASI VE DONDURULMASI İÇİN 

KULLANILAN MALZEMELER 

Hücre kültüründe kullanılan solüsyonlar: 

1. ES-FBS(Gibco 10439-024) 

2. Penisilin /Streptomisin(Lonza17-602E) 

3. L-Glutamine-200 mM (100X), liquid( Gibco25030-081) 

4. MEM Sodium Pyruvate Solution 100 mM (100X), liquid 

5. Non-essential amino acid(Gibco 11140-50) 

6. 2-Mercaptoethanol (Gibco 21985-023) 

7. Leukemia inhibitory factor 107 U/ml(Sigma L5158) 

8. DMEM Media – KnockOut(Gibco 1118-50) 

9. PBS 10X(Gibco 70011-044) 

10. Tripsin EDTA (Hyclone, SV30037.01) 

11. DMEM Ham’s F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 

Ham) (Sigma, D8437) 

12. Santrifüj (Hettich) 

13. Jelatin (Sigma, G1890) 

http://products.invitrogen.com/ivgn/product/25030081?ICID=search-product
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/11360070?ICID=search-product
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14. Collagen Type IV(BD) 

15. Saf su (Lonza, BE51200) 

16. 12 mm çaplı yuvarlak lamel (Electron Microscopy Sciences, 72195-12) 

17. 6 ve 24 kuyucuklu plate (Corning) 

18. 4 Well chamber slide(Sigma) 

19. pastör pipet (Sigma) 

 

4.1.3. FİKSASYONDA KULLANILAR SOLÜSYONLAR 

1. D-PBS (Sigma, D8662) 

2. PFA (Sigma, 158127) 

3. PBS (Sigma, P4417) 

4. %2 NaN3 (Azid) (Sigma, S2002) 

4.1.4. İMMÜNOFLORESAN İŞARETLENMESİNDE KULLANILAN 

MALZEMELER  

1. Yıkama çözeltisi:  

 PBS (Sigma, P4417) 

2. Geçirgenlik çözeltisi 

 %0,5 PBST (Triton X-100 (Sigma, X-100), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100) (çekirdek 

boyamasında PBS yerine kullanılır) 

3. Bloklama çözeltisi (BSA-PBST)(bazı örneklerde kullanılmaktadır) 

 1:1 PBS (Sigma, P4417) 

 %1 BSA (Sigma, A2153) 

 %0,25 Triton X-100 (Sigma, X100) 

 %2 Goat Serum (Sigma, G9023) 

4. Primer antikorlar: 

 Poliklonal anti-Oct-4 rabbit IgG (abcam, ab137427), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100 

seyreltme 
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 Poliklonal anti-CD31 rabbit IgG (abcam, ab97959), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100 

seyreltme 

 Poliklonal anti-Ve Cadherin rabbit IgG (abcam, ab80892), PBS (Sigma, P4417) 

1:100 seyreltme 

 Poliklonal anti-VEGFR2 rabbit IgG (abcam, ab13840), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100 

seyreltme 

 Poliklonal anti-AC133 rabbit IgG (abcam, ab34139), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100 

seyreltme 

 Poliklonal anti-αSMA rabbit IgG (abcam, ab34139), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100 

seyreltme 

5. Sekonder antikor: Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, A11034), PBS 

(Sigma, P4417) 0,5:100 seyreltme 

4.1.5. GÖRÜNTÜLEME  

1. PBS (Sigma, P4417) 

2. Mounting medium with hoechst 

3. Lam (Citoglass) 

4. Lamel (Citoglass)  

5. Konfakal mikroskop (Carl Zeiss) 

 

4.1.6.  GEN İFADE ANALİZİ 

4.1.6.1. RNA İzolasyonu İçin Kullanılan Malzemeler 

1. TRIzol (Invitrogen, 15596-026) 

2. Kloroform (Sigma, C2432) 

3. İsopropanol (Sigma, I9516) 

4. Steril su (Lonza, BE51200) ile %70 olarak seyreltilmiş saf etanol (Sigma, 32221) 

5. % 0.1 DEPC (Sigma, D5758) 

6. 1.5 ml RNase/DNase free falkon tüpleri (Axygen, MCT-150-C) 

7.  Soğutmalı santrifüj (Thermo IEC, Microlite RF) 
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4.1.6.2. RNA’ların Kalite Kontrolü İçin Kullanılan Malzemeler 

1. Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

2. Agaroz (Sigma, A9539) 

3. Stok (5x) TBE (Trizma Base EDTA) tamponu 

 54 gr trizma base (Sigma, T1503) 

 27.5 gr borik asit (Sigma, B6768) 

 0.5 M EDTA 20 ml (Sigma, E5134) 

 1 Litre çift distile su (Millipore, ZMQS5V001) 

4. Etidyum bromür 

5. Jel yükleme boyası (Biolab, B7021) 

6. DNA ladder 100 bp (Biolab, N3231) 

7. Elektroforez güç kaynağı (ATTO, myPower 300, AE8130) 

8. Elektroforez tankı (Thermo, Minicell Primo Horizontal Gel System, EC320) 

9. Jel Görüntüleme sistemi  (Gene Genius Bioimaging System, SYDR2-1352) 

4.1.6.3. cDNA Sentezi 

1. Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, 4897030001) 

2. Steril su (Lonza, BE51200) 

3. Thermal Gradient Cycler (Bio-Rad, ALS1296) 

4. 0.2 ml PCR tüpleri (Sarstedt, 72.737.002) 

4.1.6.4. Eş-Zamanlı PZR (Kantitatif Real Time-PCR) 

1. Primer 

2. LightCycler® 480 SYBR Green I Master 2x (Roche, 4707516001) 

3. LightCycler® 480 Multiwell plate 384 (Roche, 4729749) 

4. Soğutmalı santrifüj (Beckman Coulter, Allegra X-15R, 392934) 
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5. Real Time-PCR cihazı (LightCycler® 480/384, Roche, İsviçre) 

 

4.1.7. İMMÜNBLOTLAMA (WESTERN BLOT) 

4.1.7.1. Protein İzolasyonu İçin Kullanılan Malzemeler  

1. Doku öğütücü (1 ml Tissue Grinders, Tenbroeck, Wheaton, 357421) 

2. Compelete Lysis-M (Roche, 04719956001) 

3. Ultrasonik cihazı (Sonics & Materials, Vibra Cell, V 130) 

4. Soğutmalı Santrifüj (Thermo, MicroCL 17R) 

4.1.7.2. Protein Miktar Tayini (Bradford Assay) 

1. Bradford boyası (BioRad, 500-0205) 

2. BSA (Sigma, A2153) 

3. Orbital çalkalayıcı (FinePCR, SH30) 

4. Spektrofotometre cihazı (BioRad, SmartSpec 3000) 

4.1.7.3. SDS Poliakriamid Jel Elektroforezi 

1. Stok (10x) TBS (Tris-Buffered Saline) tamponu (PH 7.6) 

 24.23 gr Trizma base (Sigma, T1503) 

 80.06 gr NaCl (Amresco, 0241) 

 1 Litre çift distile su (Millipore, ZMQS5V001) 

2. TBS-T (1x) 

 100 ml TBS (10x) 

 2 ml (% 0.2) Tween-20 (Sigma, P9416) 

 900 ml çift distile su (Millipore, ZMQS5V001) 

3. Hücre ve doku örneklerinden izole edilen total protein 
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4. Yükleme tamponu 

 Novex® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x) (Invitrogen, LC2676) 

 DTT (Dithiothreitol) 1M 

5. Protein ladder 10-230 KDa (BioLabs, P7711) 

6. Kuru blok ısıtıcı (Major Science, MD-02N) 

7. Soğutmalı Santrifüj (Thermo, MicroCL 17R) 

8. Yürütme tamponu 

 50 ml Novex® Tris-Glycine SDS Running Buffer (10x) (Invitrogen, LC2675) 

 450 ml çift distile su (Millipore, ZMQS5V001) 

9. SDS poliakriamid elektroforez jeli (Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Protein Gels, 1.0 

mm, 10 well, Invitrogen, EC6025BOX) 

10. Elektroforez tankı (XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System) 

11. Elektroforez güç kaynağı (ATTO, myPower 300, AE8130) 

4.1.7.4. Protein Transferi 

1. iBlot® Transfer Stack, PVDF, regular size (Invitrogen, IB401001) 

 iBlot® Anode Stack 

 iBlot® Filter Paper 

 iBlot® Cathode Stack 

 iBlot® Disposable Sponge 

3. iBlot Dry Blotting System (Invitrogen) 

4.1.7.5. Membrandaki Proteinlerin İmmünolojik Olarak Tespiti 

1. Bloklama çözeltisi (BSA-TBS-T) 

 5 gr (%5) BAS (Sigma, A2153) 

 100 ml TBS-T 
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2. Orbital çalkalayıcı (FinePCR, SH30) 

3. Primer antikorlar 

 Poliklonal anti-Oct-4 rabbit IgG (abcam, ab137427), BSA-TBS-T, 1:500 seyreltme 

 Poliklonal anti-Sox2 rabbit IgG (abcam, ab97959), BSA-TBS-T, 3 µg/ml 

 Poliklonal anti-Nanog rabbit IgG (abcam, ab80892), BSA-TBS-T, 1:250 seyreltme 

 Poliklonal anti-DDX4/VASA rabbit IgG (abcam, ab13840), BSA-TBS-T, 2 µg/ml 

 Poliklonal anti-DAZL rabbit IgG (abcam, ab34139), BSA-TBS-T, 2 µg/ml 

4. TBS-T 

5. Sekonder antikor: Goat anti-Rabbit IgG-HRP konjuge (BioRad, 1706515), BSA-TBS-T, 

1:10000 seyreltme 

6. ECL veya Enhanced Chemiluminescence (LumiGLO® Reagent and Peroxide 20X, 

CellSignaling, 7003) 

7. Referans kontrol: Anti-beta aktin-HRP konjuge (abcam, ab49900), BSA-TBS-T, 1:50000 

seyreltme 

7. Görüntüleme cihazı (Kodak Image Station, 4000MM) 

 

4.2. YÖNTEM 

4.2.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ 

4.2.1.1. FEF Hücreleri 

A. FEF Hücreleri Için Besiyeri Hazırlaması 

Fare Embriyonik Fibroblast (FEF) hücrelerinin hızlı bölünme özelliğinden dolayı DMEM 

high glucose besiyeri kullanıldı. Besiyerine 2 mM L-glutamin, 1 mM sodium pyruvate, 1 

mM nonessential amino acids, %10 FBS (fetal sığır serumu), 100 U/ml penisilin/ 

streptomisin ve 100 μM, amfoterisin eklendi. Hücreler bu ortam içerisinde, %5 CO2’in 
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bulunduğu, %95 oranında neme sahip olan 37oC’deki etüvde kültür edildi. Hücreler yeterli 

yoğunluğa ulaşıncaya kadar 2 günde bir besiyeri taze besiyeri ile değiştirildi. 

B. FEF Hücrelerinin İzolasyonu Ve Kültürü Ve İnaktivasyonu: 

FEF hücrelerin izolasyonu için 13,5 günlük hamile farenin embriyoları kullanıldı. Bu 

farenin uterusundan elde edilen embriyolar steril koşullarda laboratuvara taşındıktan sonra 

kafa bacak ve kuyruk bölgeleri vücudundan disekte edildi. Ayrıca embriyoların karaciğeri 

çıkarıldıktan sonra geriye kalan bölgeleri iki bisturi yardımıyla parçalandı. Elde edilen 

parçalar 50’lik falkona aktarıldı ve her embriyo başına 1 ml tripsin EDTA eklendi. Su 

banyosunda 37ºC’de 20 dakika bekletildi. Tripsini inhibe etmek için embriyo başına 2 ml 

besiyeri eklendi. 180 g’de 5 dakika santrifüj edilip supernatant altılarak kalan pelet üzerine 

besiyeri eklendi. Bu hücreler 75 ‘lik flasklarda kültüre edildi. Elde edilen FEF hücreleri, 

yüksek proliferasiyona sahip oldukları için her iki günde bir pasajlandı ve 4. Pasajda bu 

hücrelerin inaktif edilmesi için mitomisin C kullanıldı (2.5 saat 38ºC). Bu hücrelerden 

mitomisin C uzaklaştırdıktan sonra elde edilen hücreler dondurularak azot tankına 

kaldırıldı. 

 

C. FEF Hücrelerinin Pasajlanması  

1) Hücreler %90 yoğunlukta (Konfluent) olduğu zaman pasajları yapılarak çoğaltıldı. 

2) Flaskların üzerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı.   

3) Hücreler, serumdan arındırılmak için PBS ile yıkandı. 

4) PBS aspire edilerek uzaklaştırıldı. Flaska Tripsin-EDTA eklendi. Hücreler inkübatörde 

(37ºC) tripsinle 3-5 dakika inkübe edildi.  T75’lik flask için 3 ml tripsin, T25’lik flask için 

1,5 ml tripsin uygulandı. 

***Farklı hücre tiplerinin tripsine duyarlılığı farklıdır. Bu yüzden tripsin uygulanan 

hücrelerden bazıları 5 dakikadan daha az sürede flask/petri yüzeyinden ayrılabilir. 

Mikroskopta aralıklarla kontrol edilmelidir.   

5) Tripsin, hacminin en az iki katı serumlu besiyeriyle eklenerek bu enzim inhibe edildi. 

T75’lik flask için 10 ml besiyeri, T25’lik flask için 5 ml besiyeri eklendi.  
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6) Hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirildi ve bir falkon tüpe aktarıldı.  

7) 1 ml hücre Vi-cell cihazında hücre sayımı için kullanıldı.  

8) Hücre süspansyonu 130 g , 7 dak santrifüjlendi ve süpernatan uzaklaştırıldı.   

9) Hücreler 1 ml besiyerinde sulandırıldı. 

10) Flask veya petrilere ekim yapıldı.   

11) Hücreler inkübatör içerisinde, %5 CO2, %95 nemde ve 37oC’da kültür edildi. 

4.2.1.2. uPK Hücreleri 

A. Jelatin Kaplı Flaskların Hazırlanması 

Jelatin hazırlaması (%1’lik jelatin sigma)  

1) 250 mg jelatin, 50 ml 1x PBS ile çözüldü. 

2) 2-3 dakika mikrodalgada yüksek sıcaklıkta ısıtıldı. 

3) Sterilize edildikten sonra -20oC’de muhafaza edildi.  

4) 25 ml’lik flask için 3 ml ve 75 flaska 5 ml jelatin kullanıldı.  

5) Jelatin eklenen flasklar inkubatörde 37oC’da en az 20 dakika inkübe edildi. 

6) Laminar kabinde jelatin çekildikten sonra 20–25 dakika (flaskların kurumasına 

kadar)  bekletildi (Çizelge 4.2). 

Çizelge 4.2. Petri büyüklüğüne göre jelatin miktarı 

 Petri Büyüklüğü Jelatin Miktarı 

1 35 mm 1 ml den az 

2 60mm 1ml 

3 100mm 2ml 
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B. MEF-Ng- 20D-17-UPKH’ler Için Besiyeri Hazırlaması: 

MEF-Ng- 20D-17-UPKH’lerin kültüründe kullanılan besiyeri içeriği aşağıdaki tabloda 

belirtilmiştir. 

Çizelge 4.3. MEF-Ng- 20D-17-UPKH’lerin kültüründe kullanılan besiyeri içeriği 

Malzeme Miktar 

DMEM(high glucose, without Sodium pyruvate)  

FBS 15% 

NEAA(Non Essential Amino Acid) 0.1mM 

2-Mercaptoethanol 0.1mM 

mouse LIF 1000U/ml 

C. Fare uPK Hücrelerin Dondurulması Için Kullanılan 2x Besiyeri 

1) 60 ml DMEM 

2) 20 ml ES - FBS 

3) 20 ml DMSO 

4) Besiyerini filtere etmek için ( 0.22 µm pore size, low protein-binding) filtre 

kulanıldı. 

Fare uPK hücre dndurması için kullnılan 2x besiyeri taze bir şekilde hazırlandı ve buzda 

saklandı. 

D. uPKH Hücrelerin Kültürü Ve Pasajlanması: 

uPKH hücrelerinin pasajlanabilir duruma gelebilmesi için kolonilerin büyüyerek birbirine 

yaklaşmaları gerekmektedir (normalde 4 günde bu seviyeye ulaşırlar). Bu aşamadan sonra 

hücrelerin pasajlanması gerekmektedir. Bu hücrelerin kültürü için, dondurulup stok 

yapılan inaktif FEF hücreleri çözüldü ve uPK hücrelerin pasajlanmasından 1 gün önce 

flasklara ekildi. Bir gece inkübasyondan sonra besiyeri aspire edilip, PBS’le bir kere 

yıkandı. uPK hücreleri, bir gece önceden hazırlamış olduğumuz FEF hücrelerin üzerine 

ekildi. uPKH’lerin pasajlanmasının aşamaları sırayla şu şekildedir: 
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1) Pasajlanması gereken uPK hücrelerin flasklarından besiyeri uzaklaştırıldı.   

2) Hücreler serumdan arındırılmak için PBS ile yıkandı.  

3) PBS aspire edilerek uzaklaştırıldı. 

4) Hücreler inkübatörde tripsinle 3-5 dakika inkübe edildi.  

5) Tripsin, hacminin en az iki katı serumlu besiyeriyle inhibe edildi (uPKH besiyeri ile).  

6) Hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirildi (en az 10 kere pipetaj 

yapılır) ve bir falkon tüpe aktarıldı.  

7) 1ml hücre Vi-cell cihazında hücre sayımı için kullanıldı.  

8) Hücre süspansiyonu santrifüjlenir (200 ×g de 5 dak.), süpernatan uzaklaştırıldı.   

9) Hücreler istenilen konsantrasyonda besiyerinde sulandırıldı. 

10) Önceden hazırlanan FEF hücrelerinin ekilmiş olduğu flasklara ekim yapıldı.   

11) Hücreler inkübatör içerisinde, %5 CO2, %95 oranında neme ve 37oC’de kültür edildi. 

E. uPK Hücrelerinin Dondurulması: 

1) Flask/Petri üzerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı.   

2) Hücreler serumdan arındırılmak için PBS ile yıkandı, ve aspire edilerek uzaklaştırıldı. 

3) Hücreler inkübatörde tripsinle 5 dakika inkübe edildi.   

4) Tripsin, hacminin en az iki katı serumlu besiyeriyle inhibe edildi (uPKH besiyeri ile). 

5) Hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirilir ve bir falkon tüpe aktarıldı. 

6) 1ml hücre Vi-cell hücre sayımı için ayrıldı 

7) Hücre süspansiyonu santrifüjlenir (200g de 5 dakika), süpernatan uzaklaştırıldı.   

8) Pelet 1,5 ml besiyerinde sulandırıldı.  
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9) Dondurma tüpleri içerisine 1.5 ml hücre ve 150 µ DMSO (%10luk DMSO) yavaş yavaş 

eklendi. 

10) Viallerin kapağını sıkıca kapatıp, oda ısısında isopropanol freezing container’e alındı. 

11) İsopropanol freezing container -80 derin dondurucuya konuldu (-80oC’de içerisinde bu 

özel taşıyıcıda muhafaza edilerek sıcaklığın dakikada 1oC düşmesi sağlanır). 

12) 24 saat sonra dondurma tüpleri sıvı nitrojen tankına transfer edildi.  

F. uPKH Hücrelerin Çözülmesi 

1) -196°C’den alınan kriyovial 37°C’ye ayarlanan su banyosunda hızlı bir şekilde eritildi. 

2) Tamamen erimeden önce (içinde hala kristal buz varken) kriyovialin içindeki hücre 

süspansiyonu 10 ml besiyeri içeren falkon tüpe yavaşça aktarıldı. (Hücreler DMSO 

içerisinde oldukları için manipülasyonlar nazik olmalıdır.)    

3) Tüp 200 g’de 5dk. santrifüj edildikten sonra üst sıvı atıldı ve pelete 1 ml besiyeri eklendi.   

4) Hücreler 1 ml içinde iyice çözüldükten sonra besiyerine eklendi.   

5) Ertesi günden itibaren hergün besiyeri değiştirildi. Kültür kabı her gün inverted 

mikroskop ile kontrol edildi ve hücreler pasajlanabilecek duruma gelince kaldırıldı. 

4.2.2. HÜCRE FARKLILAŞTIRMA ÇALIŞMALARI 

4.2.2.1. uPKH Hücrelerin Farklılaşması: 

4.2.2.1.1. uPKH Hücrelerinin Flk1+ Hücrelere Farklılaştırması (1. Aşama) 

 Bu aşamada farklılaştırma besiyeri ve kollajen tip IV kaplı petriler kullarak 7.5 gününde 

gerçekleştirildi. Bu süreçte immün boyama, akım sitometrisi, Eş-zamanlı PZR analizi ve 

western blot analizleri parallel olarak yapildi. 

Immün boyama analizleri iki aşamada gerçekleştirildi. Mezodermal hücrelerin elde 

edilmesinden sonra ve ikinci aşamada Flk1+ hücrelerden EÖH ve DKH elde edildikten sonra 

immün boyama analizleri yapıldı. 
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Şekil 4.1 Şeki Farklılaştirmanin 1. Aşaması (lateral mesodermal hücre elde edilmesi) 

4.2.2.1.2. Flk1+ Ve Flk1- Hücrelerini EÖH Ve DKH’lere Farklılaştırması (2. 

Aşama) 

 Bu aşamada FLk1+ ve Flk1- hücreler sırayla VEGF ve PDGF içeren besiyerleri ile kültür 

edildi. Bu farklılaştırmanın 4. gününde immün boyama analizleri yapıldı ve EÖH ve DKH 

karakterizasyonu gerçekleştirildi. (şekil4.2) 

Ayrıca Eş-zamanlı PZR analizleri için ikinci aşamada önceki aşamadan elde edilen hücreler 

5.5. günde izole edilmeden iki farklı besiyeri ile kültür edildi. PDGF ve VEGF içeren 

besiyerleri ile 4 gün kültür edilen hücreler trizol ile kaldırıldı ve Eş-zamanlı PZR analizleri 

farklılaştırmanın ikinci aşamasında gerçekleşti. (şekil4.3) 
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Şekil 4.2. Farklılaştırmanin ikinci aşaması (Eş-zamanlı PZR analizleri) 

 

A. Farklılaşma Ortamının Hazırlanması: 

uPKH hücrelerini Flk1+ hücrelere farklılaştırmak için farklılaştırma besiyerleri denilen 

özel besiyeri kullanılmaktadır. uPKH bu besiyeriyle kültüre edildiğinde yavaş yavaş 

farklılaşmaya başlamaktadır. Farklılaştırma besiyeri içeriği aşağıdaki gibi hazırladı: 

1) α-minimum essential medium 

2) % 10 fetal calf serum  

3) 5x105 mol/L 2-mercaptoethanol  

4) Penisilin/streptomisin 
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B. Kollajen Kaplı 24 Kuyucuklu Platelerin Hazırlaması: 

Farklılaşmayı gerçekleştirmek için kollajen kaplı petriler ve yuvarlak lameller 

gerekmektedir. Bu nedenle kollajen kaplı petriler temin edildikten sonra yuvarlak 

lamellerin hazırlaması için: 

1. Kollajen tip IV solüsyonu hazırlandı  

2. 24 kuyucuklu platlerin içine atında yuvarlak lameller koyuldu. 

3. Bu kuyucuklara 200 uL kollajen tip IV solusuyunu eklenip laminer kabin içinde ve 

UV ışığı altında oda ısısında inkübe edildi.  

4. 2 saat sonra lamellerin üzerinde kalan kollajen, pipet ile çekilerek tekrar bir gece boyu 

aynı koşullar altında kurumaya bırakıldı.  

5. Bu yuvarlak lameller 24 kuyucuklu plateler ve özel poşet içinde +4oC de kullanım 

gerçekleşene kadar muhafıza edildi. 

C. Saf uPKH’lerin  Kollajen Kaplı Petrilerde Kültürü: 

Promisin ve mikrobeadler yardımıyla elde ettiğimiz saf uPKH hücrelerini, kollajen tip 

IV platelerde farklılaşma besiyeri ile kültüre edildi. Ayrıca konfakal mikroskobu ile 

hücreleri takip etmek için yuvarlak lamellerin üzerine de hücre aktarıldı ve farklılaşma 

besiyeri ile kültüre edildi. uPK hücreler farklaşma besiyeride 1. günden itibaren 

farklılaşmaya başlamaktadır ve Flk1 geni 2. günden ifadesi artmaya başlayıp ve 5.5 gün 

sonra ise maksimuma ulaşır. Bu nedenle örneklerin 2.5 günden, 7.5 güne kadar 

morfolojik ve gen ekspresyon değişiklikleri takip edildi. 2.5, 3.5, ....,7.5 günlerde RT-

PZR için örnekler trizole alınıp hızlı bir şekilde -80oC aktarıldı. Bununla paralel olarak 

yuvarlak lameller üzeride farklılaştırılan hücreler PFA (Paraformaldehid) ile fikse edilip 

+4°C’e kaldırıldı. Bu örneklerde immün boyama deneyleri yapıldı. 
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4.2.3. SAF UPKH VE FARKLILAŞTIRILMIŞ HÜCRE İZOLASYONU 

4.2.3.1. Promisin Yardımıyla Saf uPK Hücrelerin Elde Edilmesi 

4.2.4. uPKH hücrelerinin FEF hücrelerinden saflaştırılması: 

Öncelikli olarak uPKH hücrelerinin farklılaştırılması için bu hücreleri besleyici 

hücrelerden ayrılması hedeflendi. uPKH ve besleyici hücre topluluğu birlikte petrinin 

tabanından tripsin ile kaldırıldı. MEF-Ng-20D-17-uPK hücrelerinde Puromisin direnç geni 

olduğu için ortamda Puromisin antibiyotiği olduğunda FEF hücrelerinin eliminasyonu 

kolaylıkla başarıldı.  FEF hücrelerini elimine etmek için konsantrasyon optimizasyonu için 

kültür ortamına promisin C ilave edildi ve etkisi mikroskop altında incelenerek 

görüntülendi. Konsantrasyon oranları 1, 1.5, 2 µg/ml olarak uygulandı. En iyi sonuç 2 

µg/ml ve 3. günde elde edildi. Promisin uygulaması sonunda uPKH hücreleri saf olarak 

elde edildi.  

4.2.4.1. MACS Sistemi İle Hücre İzolasyonu 

4.2.4.1.1. MACS Sistemi Ve Mikrobead’ler Yardımıyla Saf uPK Hücrelerin Elde 

Edilmesi 

MEF-Ng-20D-17-uPK hücrelerini FEF hücrelerinden saflaştırılması, MACS sisteminde 

ve Feeder Removal MicroBead’ler kullanılarak gerçekleştirildi. Bu amaçla hücreleri 

tripsin ETDA ile kaldırdıktan sonra kitin protokolünu kullanarak başarılı şekilde saf 

MEF-Ng-20D-17-uPK hücreleri elde edildi. (Şekil4.4). 
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Şekil 4.3. uPKH’lerinin besleyici FEF hücrelerinden MACS sistemi ve Mikrobead’ler 

yardımıyla izolasyonu. 

 

4.2.5. Flk1+ HÜCRELERİN AKIM SİTOMETRİK ANALİZİ 

Lateral mesodermal hücrelerinin yüzey belirteçlerinden olan Flk1 karakterizasyonu ve 

farklılaşma yüzdesi için akım sitometri analizi yapılmıştır . 

1. 1 ml’de hücre suspansiyonu Vi Cell ile sayıldıktan sonra ependorf tüpe alındı. 

2. 200 g’de 1 dakika santrifüj edilip, üstte kalan besiyerleri atıldı. 

3. Pelet üzerine 90 µl boyama solüsyonu ve 10 µl antikor koyulduktan sonra 30 dakika 

buzda ve karanlıkta bekletildi. 

4. Boyama solüsyonundan kurtulmak amacıyla boyama solüsyonundaki hücrelere 500 

µl PBS eklendikten sonra 2500 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 

Üst kısmı atıldıktan sonra pelet üzerine 100 µl steril PBS konularak Accuri C6 cihazı ile 

akım sitometri analizi yapıldı. 
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Çizelge 4.4. Flk1+ hücrelerinin akım sitometrik analizi için hazırlık aşamaları 

 

Antikor 

 

Primer antikor-konjuge 

 

Sekonder 

antikor 

 

Bekleme Süresi 

 

Yıkama 

 

Sulandırma 

 

CD31-APC 

 

5µl Antikor 

 

- 

 

30dak. 

 

200 g’de 1dak 

santrifüj 

 

50/100µl 

 

4.2.5.1.1. MACS Sistemi ve Mikrobead’ler Yardımıyla Flk-1+ Hücrelerinin 

Izolasyonu  

İkinci aşamada elde ettiğimiz saf uPK hücrelerini kolajen tip IV kaplı petrilerde kültür 

edildi. Bu kültürde FEF hücresi kullanılmıyor. Ayrıca bu hücrelerin kültürü için 

farklılaşma besiyeri (186) kullanıldı. 5.5 gün sonra bu hücreler kaldırıldı ve MACS 

sistemi yardımıyla ozel mikrobead kullanarak Flk1+ hücreleri izole edildi. Bu deneyin 

sonucunda uPKH’lerden Flk1+ ve Flk-1- hücreler elde edildi (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.4. uPKH’lerinin, Flk1+ hücrelere farklılaştırması ve bu hücrelerin MACS sistemi ile  

izolasyonu 

4.2.6. İMMÜN BOYAMA İLE HÜCRELERİN KARAKTERİZASYONU 

Farklılaştırmanın her aşamasından elde edilen hücrelerin karakterizasyonu için immün 

boyama yapıldı. Asıl deneye paralel olarak hücreler yuvarlak lameller üzerinde kültüre 

edildi. Belirli zamanlarda bu lamellerin üzerinde olan hücrelerin morfolojik ve immün 

karakterizasyonu için önce hücreler fikse edildi. Sonraki aşamada fikse edilmiş hücreleri 

lameller üzerinde antikorlarla boyandı ve konfakal mikroskop altında görüntülendi. 

4.2.6.1. Hücre Fiksasyonu 

1) 4 kuyucuklu kültür kabına alınan lameller 250µl %3.5lik PFA içinde 30 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 

2) PFA alındıktan sonra 2 kez 1ml PBS ile hücreler yıkandı. 
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3) Daha sonra lameller Azitli PBS içinde +4ºC’e kaldırıldı. 

uPKH hücrelerin fiksasyonundan sonra örnekler görüntülemek için hazırlandı. 

4.2.6.2. İmmün Boyama ile Hücrelerinin Karakterizasyonu: 

Çalışma öncesinde uPKH hücrelerinin kimliklerini doğrulamak amacıyla SSEA1 ve OCT-

4 antikorları ile boyayarak konfakal mikroskop altında görüntülendi. 

Daha sonra uPK hücrelerini Flk-1+ hücre yönünde farklılaştırdıktan sonra elde edilen 

hücrelerin immün karakterizasyonu için Anti-VEGF-receptor 2 antikoru kullanıldı. 2. 

aşamada izole edilen Flk-1+ ve Flk-1- hücreler özel besiyeri kullanılarak, CD31+ , CD133 

ve αSMA+ hücrelere farklılaştırıldı. Farklılaşmanın belirteci olarak Anti-CD 31, CD133 ve 

Anti-alpha smooth muscle Actin antikorları ile boyama yapıldı. 

4.2.6.3. İmmün Boyama Ve Görüntüleme 

İmmün boyamada kullanılan antikorlar aşağıdaki tabloda verilmiştir: 

Çizelge 4.5. Kullanılan antikorlar ve özelikleri 

Hücre tipi Antikor ismi Açıklama  İLGİLİ GEN 
uPK’ler Oct-4 Oct-4 Rabbit 

Monoclonal Antibody, 

clone C30A3 

POU class 5 homebox 1 

uPK’ler SSEA-1   stage-specific 

embryonic antigen 1 

(SSEA-1 embryonic 

stem (ES) cells marker) 

CD15 is a 

carbohydrate adhesion 

molecule (not a protein) 

Flk-1+ 

hücreler 

VEGF-2 Anti-VEGF-receptor 2 

antibody 

 

Kinase insert domain 

protein receptor 

Düz kas 

hücreleri 

Alpha smooth 

muscle Actin 

Anti-alpha smooth 

muscle Actin antibody 

alpha 2, smooth muscle, 

aorta (ACTA2) 

Endotelyal 

öncül hücreler 

CD31 veya Pecam-

1 

Anti-  CD 31 

 

platelet/endothelial cell 

adhesion molecule 1 

 

Hücrelerin görüntülemesi için: 

1. uPK hücreleri 4 gün kültür edildi, PFA fiksasyonundan sonra immün boyama yapıldı: 

a) Sulandırılmış SSEA1 (primer) ile 1 saat 370C inkübasyona bırakıldı 

b) PBS ile yıkandı. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Antigen
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c) FITC (sekonder) ile bir saat 370C inkübasyona bırakıldı.  

d) PBS ile yıkandı. 

e) 7-AAD (çekirdek boyası) 0,5 saat 370C’de inkübe edildi. 

f) PBS ile yıkandı. 

g) Hoechst içeren kapatma medyumu ile lam üzerinde kapatıldı. 

2. uPK hücreleri 4 gün kültür edildi, PFA fiksasyonu yapıldıktan sonra bu şekilde immün 

boyama yapıldı: 

a) Oct3/4 (primer) ile 1 saat 370C’de inkübasyona bırakıldı. 

b) PBS ile yıkandı. 

c) FITC (sekonder) ile bir saat 370C’de inkübasyona bırakıldı.  

d) PBS ile yıkandı.  

e) 7-AAD (çekirdek boyası) 0,5 saat 370C’de inkübe edildi 

f) PBS ile yıkandı. 

g) Hoechst içeren kapatma medyumu ile lam üzerinde kapatıldı. 

Flk-1 (VEGFR2) antikoru 2.5, 3.5,….., 7.5 günlerde alınan örnekler (yuvarlak lameller 

üzerinde çoğaltılan ve fikse edilen hücreler) immün boyamada kullanıldı. Sekonder antikor 

kullandıktan sonra konfakal mikroskopta görüntülendi. Flk1+ hücreleri görüntülemek için: 

a) Flk1 (primer) ile 1 saat 370C inkübasyona bırakıldı. 

b) PBS ile yıkandı. 

c) FITC (sekonder) ile bir saat 370C inkübasyona bırakıldı.  

d) PBS ile yıkandı. 

e) 7-AAD (çekirdekboyası) 0,5 saat 370C inkübe edildi. 

f) PBS ile yıkandı. 
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g) Hoechst içeren kapatma medyumu ile lam üzerinde kapatıldı. 

İkinci aşamada Flk -1+ ve Flk-1- hücrelerinden elde edilen CD31+ , SMA+  aynı şekilde 

fikse edilip, immün boyama yapılarak görüntülendi. CD31 ve SMA+ hücrelerini 

görüntülemek için: 

1. Flk-1+ hücreler VEGF içeren besiyeri ile 2 gün boyunca tekrar kültür edildi, PFA 

fiksasiyonu yapıldıktan sonra bu şekilde immün boyama yapıldı: 

a) CD31 (primer) ile 1 saat 370C inkübasyona bırakıldı. 

b) PBS ile yıkandı. 

c) FITC (sekonder) ile bir saat 370C inkübasyona bırakıldı.  

d) PBS ile yıkandı. 

e) 7AAD(çekirdekboyası) 0,5 saat 370C inkübe edildi. 

f) PBS ile yıkandı. 

g) Hoechst içeren kapatma medyumu ile lam üzerinde kapatıldı. 

2. Flk-1-  ve Flk-1+ hücreler PDGF içeren besi yerinde 2 gün boyunca tekrar kültür edildi,  

her iki gurubun örneklerine PFA fiksasiyonu yapıldıktan sonra bu şekilde immün 

boyama yapıldı: 

a) SMA (primer) ile 1 saat 370C inkübasyona bırakıldı. 

b) PBS ile yıkandı. 

c) FITC (sekonder) ile bir saat 370C inkübasyona bırakıldı.  

d) PBS ile yıkandı.  

e) 7-AAD (çekirdekboyası) 0,5 saat 370C inkübe edildi. 

f) PBS ile yıkandı. 

g) Hoechst içeren kapatma medyumu ile lam üzerinde kapatıldı 
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4.2.7. EŞ-ZAMANLI PZR İLE HÜCRELERİN KARAKTERİZASYONU 

uPK, Flk-1+, CD31+ ve αSMA+  hücrelerin immün boyama ile tespitinden sonra elde edilen 

verilerin doğrulaması için Eş-zamanlı PZR yöntemi ile bahsedilen genlerin ifade seviyeleri 

analiz edildi.   

4.2.7.1. RNA İzolasyonu 

Gen ifade analizi için, hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. Izolasyon şu şekilde 

gerçekleştrildi: 

1. Platelerin içine 1 ml trizol eklendi. 

2. Bir kaç defa pipetaj yaparak hücreler kaldırılıp ependorfa toplandı. 

3. Elde edilen örnekler hızlı bir şekilde -80oC’ye kaldırıldı. 

RNA izolasyonu için aşağıdaki aşamalar izlendi: 

1. Trizol içeren örneği -80˚C’den çıkardıktan sonra oda ısısında çözülmesi beklendi.  

2. Eriyen örneklere 200 µl kloroform eklendi ve tüpler hafifçe çalkalandı.  

3. Tüpler oda ısısında 10 dk bekletildi. 

4. 10dk sonra tüpler +4˚C’de 12000 g’de 13-15dk santrifüj edildi.  

5. Santrifüj sonrası tüplerde 3 katman oluştuğu gözlendi. 

6. En üstteki RNA kısmı 1000 µl’lik pipetle çekilerek yeni ependorf tüplere aktarıldı. 

7. Tüplere 500 µl izopropanol eklendi ve tüpler 1dk kadar hafifçe aşağı yukarı 

çalkalandı. 

8. Tüpler oda ısısında 10 dk bekletildi. 

9. 10dk sonra tüpler +4˚C’de 12000 g’de 8 dk santrifüj edildi. Dipte beyaz RNA 

pelleti oluştu. 

10. Pellete dikkat edilerek izopropanol uzaklaştırıldı. 

11. Tüplere 1ml %75’lik EtOH eklenerek pelet kaldırıldı. (alkol yıkama amaçlı) 
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12. Tüpler 4˚C’de 7500 g’de 5dk santrifüj edildi. Dipte beyaz pelet oluştu. 

13. Pelete dikkat edilerek etil alkol uzaklaştırıldı. (pipetle veya dökülerek) 

14. Tüpler kapağı açık bir şekilde temiz bir yüzey üzerinde kurumaya bırakıldı.  

15. Alkol uçunca tüplere içindeki peletin büyüklüğüne göre 35-50 µl RNA’se 

içermeyen su eklendi ve pelet çözüldü. 

16. 2 µl RNA ölçüm için, 2 µl RNA jelde yürütmek için PCR tüplerine alınarak geriye 

kalan RNA stoğu -80˚C’ye kaldırıldı. 

4.2.7.2. cDNA Sentezi: 

İzole edilen RNA’ların ölçümü yapıldı. Nanodrop yardımıyla ve spektrofotomerik yöntem 

ile örneklerin miktarları ölçüldü. Deneyelere devam etmek için örneklerin konsantrasyonu 

500ng olarak eşitlendi. cDNA sentezi için 20 µl reaksiyon kuruldu. Tüm örneklerin 11 

µl’sinde 500 ng/ul RNA olması için örnekler eşitlendi. cDNA sentezi için Roche First 

Trancriptor cDNA syntesis kit kullanıldı: 

 RNA denatürasyonu 

1. Kit solüsyonları çözüldü  

2. Denaturasiyon miksi şu şekilde hazırlandı:  

(değişken) RNA kalıbı + (2 µl) random hexamer + (değişken) Su 

3. Bu mix 65°C’de 10 dk denatüre edildi 

 Master mix hazırlandi:    

 buffer 4 µl 

 RNase inhibitör 0.5 µl 

 10 mM dNTP mix 2 µl 

 RT Enzim 0.5 µl 

Toplam hacım 7 µl ayarlandı 
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Bu miks denatüre edilen RNA’ya (11 µl) eklenir ve toplam hacım 20 µl tamamlandı. 

cDNA sentez reaksiyonu bu şekilde kuruldu: 

 25 °C                          10´ 

 55°C                           30´ 

 85°C                            5´ 

 Bu reaksiyon tamamlandıktan sonra her tüp üzerine 80 µl nuclease free su eklenir 100 

µl‘ye dilue edilir  

 Tüm örnekler -20 °C’ye kaldırıldı. 

4.2.7.3. Eş-zamanlı PZR 

Öncelikle optimizasyon deneyleri yapıldı ve aşağıdaki tabloda reaksiyon sonuçlarına 

göre cDNA miktarı 2 µl olmasına karar verildi.  

Çizelge 4.6. Eş-zamanlı PZR deneylerinde kullanılan optimizasyon koşulları 

 Miks Forwar

d  

Reverse  cDNA Su  Toplam 

Non Template  5 µl 0.5  µl 0.5  µl 0 µl 4 µl 10 µl 

Örnek 1-1 5 µl 0.5  µl 0.5  µl 0.5 µl 3.5 µl 10 µl 

Örnek1-2 5 µl 0.5  µl 0.5  µl 1 µl 3 µl 10 µl 

Örnek1-3 5 µl 0.5  µl 0.5  µl 2 µl 2 µl 10 µl 

Ayrıca primerlerin hangi sıcaklıkta ve hangi primer konsantrasyonunda daha iyi 

çalışıldığnı anlamak için optimizasyon deneyleri kuruldu ve sonuçta primerlerin çalışma 

koşulları çizelge 5.7’de özetlendi. Deneyler roche Light Cycler 480 cihazinda 3 biyolojik 

tekrar ve 3 örnekle yapıldı. Ayrıca cDNA sentezinde, Transcriptor High Fidelity cDNA 

synthesis Kiti ve Eş-zamanlı PZR deneylerinde Sso Fast EvaGreen supermix kullanıldı. 



71 

 

Çizelge 4.7. Eş-zamanlı PZR deneylerinde kullanılan primerlerin özelikleri ve çalışma 

sıcaklıkları 

No Primer adı Opt 

sıcaklık 

Kullanılan 

miktar 

Kullanılan

 cDNA miktarı 

Ait olduğu gen 

1 Klf4 60 0.5 µl 2 µl Kruppel-like factor 4 

2 c-myc 60 0.5 µl 2 µl myelocytomatosis oncogene 

3 HPRT 60 0.5 µl 2 µl Hypoxanthine guanine phosphoribosyl 
transferase 

4 H2 afz 60 0.5 µl 2 µl H2A histone family, member Z 

5 αSMA 60 0.5 µl 2 µl alpha 2, smooth muscle, aorta (ACTA2) 

6 SMMHC 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus myosin, heavy polypeptide 

11 

7 Desmin 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus desmin (Des) 

8 calponin 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus calponin 1 (Cnn1) 

9 Ve cadherin 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus cadherin 5 (Cdh5 

10 AC 133 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus prominin 1 (Prom1) 

11 CD31 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus platelet/endothelial cell 

adhesion molecule 1 (Pecam1) 

12 Ephrin B2 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus ephrin B2 (Efnb2) 

13 Vcam 62 0.5 µl 2 µl Mus musculus vascular cell adhesion 
molecule 1  

14 Flk1 60 0.5 µl 2 µl Mus musculus kinase insert domain protein 
receptor (Kdr) 

 

4.2.8. İstatistiksel Yöntem  

Eş-zamanlı PZR yöntem ile farklaştırma günlerinde çeşitli gen ifadeleri (∆CT) tek yönlü 

varyans analizi yöntemi ile değerlendirilmiştir. Varyans analizi yöntemi verilerin normal 

dağılım gösterdiği varsayımına dayanmaktadır. Bu ön şartın sağlanıp sağlanmadığını test 
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etmek için Shapiro – Wilk ve Kolmogrov – Semirnov testlerinden yararlanılmıştır. 

Normal dağılım şartının yerine gelmediği durumlarda başvurulan çözüm yollarından 

birisi, verilerin transformasyonlara tabi tutularak bu ön şartın sağlanmasına çalışılmasıdır. 

Ancak hangi transformasyonun kullanılması gerektiğine karar vermek oldukça zordur. 

Transformasyon yöntemlerinden biri olan Box–Cox transformasyon tekniği bu zorluğu 

ve kararsızlığı gidermek üzere geliştrilmiştir. Çalışmada normal dağılım göstermeyen gen 

ifade değerlerinin aşağıdaki verilen Box – Cox transformasyon eşitliği kullanılarak 

normal dağılımı sağlanmıştır: 

z(λ)= (y^λ-1)/(λG_y^(λ-1)) 

Bu eşitlikte; 

z(λ): Gen ifadesinin transforme edilmiş değerini, 

y: Gen ifade değeri, 

G_y: Gen ifade değerine ait geometrik ortalamayı, 

λ: transformasyonda kullanılan katsayıyı, 

ifade etmektedir.  

Yukarıdaki eşitlikte, istatistiksel paket programının önerdiği optimal λ değeri 

kullanılmıştır. Ayrıca, varyans analizi tekniğinin (119) kullanılması için gerekli olan grup 

varyansların homojenliğinin ön şartının sağlanıp sağlanmadığı Levene yöntemi 

kullanılarak test edilmiştir.  

Gen ifadesi bakımından grup ortalamaları arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli 

olup olmadığını test etmek için tesadüf parselleri deneme tertibi (CRD)’nde tek yönlü 

varyans analizi tekniği kullanılmıştır. Uygulamada yaygın olarak kullanılan çoklu 

karşılaştırma testlerinden DUNCAN önem testinden (p<0.05) yararlanılmıştır.  

Buna ilaveten bağımlı değişken olarak gen ifade değerlerinin bağımsız değişken olan 

farklılaşma günlerinin lineer, kuadratik ve kübik regresyonlarının istatistiksel 

önemliliğinin tespiti için ortogonal polinomial kontrast yöntemi kullanılmıştır. Bu 
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yöntem farklaşma günlerine bağlı olarak gen ifadesinin ortaya koyduğu Yanıt Eğrisi 

(Respanse Curve)’nin çeşitli derecelerdeki (lineer, kuadratik vs) ilişkisinin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesine imkan sağlamaktadır.  
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5.  ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. PLURİPOTENSİ DEĞERLENDİRME ANALİZ SONUÇLARI: 

5.1.1. UPKH’LERİNİN MORFOLOJİK KARAKTERİZASYON VE İMMÜN 

BOYAMA SONUÇLARI: 

uPK hücreleri yeterli miktarda çoğaltıldıktan sonra farklı günlerde inverted mikroskop 

altında incelendi. Ayrıca bu hücrelerin koloni oluşturduğu gözlemlendi (Şekil 5.1). 

 

Şekil 5.1. uPKH hücrelerin 14. pasaj görüntüleri (x20) (FEF hücrelerinin üzerinde koloni 

oluşturan uPK hücreleri) 

uPK hücrelerini FEF hücrelerinden ayırmak için ortama puromisin antibiyotiği eklendi. 

Farklı konsantrasyonlarda uygulanan puromisinle en etkili olan konsantrasyon belirlendi. 

Puromisin uygulanan kültürlerde FEF hücreleri tamamen elimine olmuştur. Puromisin 

dirençli olan hücreler aynı zamanda GFP geni ifade ettikleri için floresan mikroskop altında 

bu hücreleri görüntülemek mümkün olmuştur. Yuvarlak lameller üzerinde çoğaltılan 

hücreler fikse edildikten sonra elektron mikroskopla görüntüler alınmıştır (Şekil 5.2, şekil 

5.3). 

 



75 

 

  

Şekil 5.2. uPK hücrelerinin taramalı elektron mikroskop görüntüleri(SEM) 

 

 

Şekil 5.3. (A) uPK kolonileri besleyici hücrelerin üzerinde (FEF hücreleri) (B) Puromisin 

kullanılarak FEF hücrelerin eleminsyonu (C) GFP+ olan uPK hücreleri (Ng-20D-17) D, E 

ve F) uPK hücreleri kolonilerinin taramalı elektron mikroskop (SEM) görüntüleri. Ölçek A-

C=200 µm, D-F=5µm. 

10 µm 
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uPK hücrelerinin pluripotesisi immün boyama sistemi ile karakterize edildi. Bu nedenle 

Oct3/4 ve SSEA1 primer antikoru ile boyama yapıldı ve sekonder antikor kullanarak bu 

hücreleri konfakal mikroskop altında görünür hale getirildi. Bu yöntemle hücrelerin uPK 

hücre özeliği gösterdikleri doğrulandı (Şekil 5.4) 

   

   

Şekil 5.4. uPKH ‘lerin konfakal mikroskobu altında görüntüleri ve karakterizasyonu. A ve 

B) Oct-4+ olan uPKH’ler. C) Oct-4+ ve GFP+ olan uPKH’ler. D) SSEA1+ olan uPKH’ler. E) 

GFP+ olan uPKH’ler.  F) SSEA1+ uPKH’ler. 

Ayrıca uPK hücrelerin ve bu hücrelerin oluşturduğu kolonilerin yapısını incelemek 

amacıyla Falloidin, cy5 ve 7-AAD kullanıp, konfakal mikroskop altında incelendi (Şekil 

5.5) 

A B C 

D E F 
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Şekil 5.5. uPKH ‘lerin immün boyama yöntemiyle konfakal mikroskobu altında görüntüleri 

ve karakterizasiyonu A-B) Falloidin-cy5 boyanmış uPKH’ler C)7-AAD çekirdek boyası ile 

boyanmış uPKH’ler D) Falloidin-cy5 ve 7-AAD çekirdek boyası ile görüntülenen uPKH’ler 

(20x) 

5.2. UPK HÜCRELERİNİN LATERAL MEZODERMAL (FLK1+) HÜCRELERE 

FARKLILAMASI VE BU HÜCRELERİN KARAKTERİZASYON 

SONUÇLARI 

5.2.1. FLK1 + HÜCRELERİNİN İMMÜN BOYAMA VE GÖRÜNTÜLEME 

SONUÇLARI 

Çoğaltılarak elde edilen saf uPK hücreler kolajen tip IV kaplı petrilerde kültüre edildi. 

Ayrıca bu hücrelerin kültürü için farklılaştırma besiyeri (186) kullanıldı. Bu süreçte 

A 

C 

B 

D 
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hücrelerin morfolojik farklılaşması takip edildi. Bu aşamada hücreler kültür kaplarına 

tutunduktan sonra morfolojik değişiklik (yıldız şeklide) ortaya çıktı (şekil 5.6) Bu hücreler 

belirli bir konsantrasyonda (1.7×103 hücre/cm2) kültür edildi ve bu sürecin sonunda 

hücreler tamamen kültür kabını kapladı. 

  
Şekil 5.6. uPKH’lrin kollajen tip IV kaplı petrilerde farklılaştırma besiyerinde görüntüsü 

40X (farklılaştırmanın 2. günü) 

uPK hücrelerini Flk1+ hücrelere farklılaştırma sürecini incelemek amacıyla jelatin tip IV 

yuvarlak lameller üzerinde ve farklılaştırma besiyeri ile saf uPK hücreleri kültür edildi ve 

2.5. ile 7.5. günler arasında fikse edilen hücreler, Flk1 antikoru ile immün boyama yapıldı. 

İlerleyen günlerde Flk1 ifadesinin (şekil 8 yeşil sinyal) artmaya başladığı ve 5.5. günde pike 

ulaştığı tespit edildi. Ayrıca bu deneyler sonucunda Flk1+ hücre izolasyonu için, 

farklılaştırmanın 5.5. günü, en uygun gün olduğu tespit edildi (Şekil 5.7, şekil 5.8). 
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Şekil 5.7. Farklılaştırmanın ilerleyen günlerinde (2.5. günden- 7.5. güne kadar) Flk1 protein 

ifadesi ve lokalizasyonu. (Flk-1+ = yeşil sinyal) (DNA =kırmızı sinyal). Ölçek =50µm 

 

  
Şekil 5.8. uPKHhücrelerinin Flk-1 Hücrelerine farklılaşmasının 5.5. günü.  Büyütme:63X ve 

100x.   Anti-VEGF Receptor 2 primer antikor ve FITC seconder antikor (yeşil floresan)       

7-Aminoactinomycin D (7-AAD), kırmızı-floresan DNA boyası  
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5.2.2. HÜCRE AYRIMI DENEYLERİ, AKIM SİTOMETRİ VE MACS 

SONUÇLARI:  

5.2.2.1. Poromisin C İle Hücre İzolasyon Sonuçları: 

FEF hücrelerini elimine etmek için hücrelere puromisin C uygulandı. Konsantrasyon 

optimizasyonunda farklı konsantrasyonlarda puromisin C kültür ortamına ilave edildi ve 

etkisi mikroskop altında incelenerek görüntülendi (tablo 4 ve şekil 12). Konsantrasyon 

oranları 1, 1.5, 2 µg/ml olarak uygulandı. En iyi sonuç 2 µg/ml ve 3. günde elde edildi. 

Puromisin C uygulamasından sonra FEF hücreleri, uPKH hücrelerden uzaklaştırıldı. 

Böylelikle saf uPKH hücresi elde edildi.  

Çizelge 5.1. Puromisin-C uygulaması için (hücre izolasyonu) uygun konsantrasyon ve 

uygulama sürecinin beklirlenmesi 

Konsantrasyon  Kontrol 1 µg/ml 1.5 µg/ml 2 µg/ml 2.5 µg/ml 

Zaman 

1.gün Normal çoğalma Yetersiz Etki Yetersiz Etki Yetersiz Etki Etkili ve uPKH kaybı 

2.gün Normal çoğalma Yetersiz Etki Yetersiz Etki Yetersiz Etki Etkili ve uPKH kaybı 

3.gün Normal çoğalma Yetersiz Etki Yetersiz Etki Etkili Etkili ve uPKH kaybı 
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Şekil 5.9. Farklı konsantrasyonlar ve zamanlarda Puromisin C uygulamasından sonra uPKH 

hücre ortamlarından görüntüler. A) Puromisin 1.5 µg/ml ve 3. gün.  D) Puromisin 2 µg/ml 3. 

gün C, D, EveF) Puromisin 2.5 µg/ml 3. gün  

 

B A 

C D 

E F 
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5.2.2.2. uPK Hücrelerinin Akım Sitometri ile Karakterizasyonu: 

uPK hücrelerinde günler (2.5.- 5.5.) arasındaki değişen Flk1+ hücre yüzdesinin belirlenmesi 

için akım sitometri analizi yapılmıştır. Sonuçlar şekil 6.6’da belirtildiği gibidir. Flk1+ hücre 

yüzdesi 2.5. günden 5.5. güne kadar sırayla, 1.3%, 2.8%, 7.2% ve 24.4% olarak bulunmuştur.  

A B 

  

C D 

  

Şekil 5.10.  Farklılaştırılan Flk1+ hücrelerinin akım sitometri analiz sonuçları. A. 2.5 günde 

1.3%.  B) 3.5 günde 2.8%.  C) 4.5 günde 7.4%.  D) 5.5 günde %24.4  

5.2.2.3. MACS Sonuçları 

Flk1+ hücre izolasyonu için kullanılan en yaygın yöntem, monoklonal antikorların 

kullanıldığı ve manyetik boncuklarla işaretlemenin yapıldığı: immunomanyetik ayırma 

tekniğidir. Bu metot ile, çok sayıda ve yüksek derecede saflaştırılmış Flk1+ hücreler elde 

edilmektedir. Çalışmamızda MACS sistemi kullanılarak Flk1+ hücreler 5.5 günde izole 
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edilmiştir. Belirlenen günler (2.5-7.5) arasında Flk1+ hücre izolasyonu için en uygun günü 

bulmak için yapılan Eş-zamanlı PZR, immün boyama ve akım sitometri sonuçları ile karar 

verildi. Bu sonuçlara göre izolasyon için en uygun gün 5.5. gün olduğu tespit edilmiştir.  

Ancak akim sitometrisi ve MACS sonuçları çok yakın olduğu için MACS sistemi ile 

izolasyon gerçekleştirildi. (Çizelge 5.2. ve Şekil 5.11) 

Çizelge 5.2. MACS yöntemi ile elde edilen Flk1+ hücre yüzdesi 

Farklılaşan hücre sayısı 12.500.000 H 

İzole edilen Flk1 + hücre sayısı 3.150.000 H 

Oran %25.2 

 

Şekil 5.11. MACS ile Flk1+ ve Flk1- hücrelerin izolasyonun ve immün boyama deneylerin 

şematik gösterimi 
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5.2.3. EŞ-ZAMANLI PZR SONUÇLARI 

Belirlenen günlerde (2.5-7.5) farklılaşan hücrelerden RNA izole edildi ve genetik analizler 

için tasarlanan primerler kullanılarak bu hücrelerin karakterizasyonu gerçekleştirildi. 

EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin) ifade 

seviyelerine bakılmıştır. Ayrıca arteriyel ve venöz endotel hücre belirteci olan bazı genlerin 

(EphrinB2, VCAM) analizi yapıldı. Buna ek olarak hücrelerin farklılaştırma sürecinde düz 

kas belirteçi olan bazı genler (SMA, SMMHC, Calponin ve Desmin) incelendi.  Bu genlerin 

ifade seviyelerinin değişimi farklılaşmanın ilerleyen günlerinde (2.5 günden 7.5 güne kadar) 

kontrol edildi. Bu analizlerden elde edilen verilere göre hücre izolasyonu için en uygun 

zamana karar verilmiştir.  

Yapılan Eş-zamanlı PZR sonuçlarının istatistik analizlerine göre, 2.5-4.5 gün arasında ifade 

seviyesi düşük olmasına rağmen 5.5 günde ifade seviyesinin yüksek seviyeye ulaştığı 

gözlenmiştir. 6.5-7.5 günlerde ise ifade seviyesinde çok az miktarda artış belirlenmiştir. 

Çizelge 5. de gruplar arasındaki istatistiksel fark ve p değerleri gösterilmiştir. Ayrıca 

poligonal polinomyal korelasyon analizlere göre lineer, kuadratik, kubik ve quarter 

anlamlılığı çizelgede özetlenmiştir.  

Çizelge 5.3. EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-

Cadherin) ifade sevilerinin istatistiksel verileri (ns: non-significant) 
 Mean ± SE 

Grup(gen) Flk1 CD31 AC133 Ve Cadherin C-Myc Klf4 

2.5 Gün 1.92d ± 0.14 9.33d ± 0.13 1.66c ± 0.18635 17.02e ±  0.10 5.43 ± 0.51 6.02d ± 0.92 

3.5 Gün 5.98d ± 0.24 5.45e ± 0.11 3.03b ± 0.04 22.91d ±  0.34 5.48±  0.64 5.76d ±  1.07 

4.5 Gün 39.10c± 3.52 3.46f± 0.08 3.08b ± 0.07 23.28d ± 0.36 4.57 ±  0.46 6.96cd ±   0.50 

5.5 Gün 196.42b ± 22.96 21.47c ± 0.11 3.59ab ± 0.02 42.12c ± 0.64 5.90 ±  0.19 9.05c ±  0.39 

6.5 Gün 209.39b ± 99.35 41.28b ± 0.368 3.34b ± 0.21 63.21b ± 0.13 5.43 ± 1.10 13.83b ±  0.85 

7.5 Gün 336.13a ± 41.31 80.90a ± 0.17 4.10a ± 0.35 82.10a ± 0.49 6.71 ± 0.62 24.14a ±  1.16 

P - Değeri <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.378 ns <0.0001 

Kontrast Polinomiyal 

P
 - D

eğ
er

i 

Liner <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.186 ns <0.0001 

Kuadratik <0.0001 <0.0001 0.407 ns <0.0001 0.207 ns <0.0001 

Kübik 0.149 ns <0.0001 0.038 ns <0.0001 0.875 ns 0.456 ns 

Quarter 0.006 ns <0.0001 0.660 ns <0.0001 0.924 ns 0.145 ns 

EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin ifade 

seviyelerine bakıldığı zaman, farklılaştırmanın ilerleyen günlerinde (2.5.-7.5. günlerde) bu 
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genlerin ifade seviyelerinde artış gösterilmiştir. 2.5.-4.5. günler arasında bu genlerin ifadesi 

az miktarda artış gösterirken 5.5. günde gen ifadeleri yüksek miktarda artış göstermiş ve bu 

artış sonraki günlerde de devam etmiştir. Flk1, CD31, ve-Cadherin ve AC133 genlerinin 

ifade artışı günler arasında istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.0001). (Şekil 5.12) 

Şekil 5.12. Farklılaştırma sürecinde EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin ifade 

seviyeleri (Flk1, CD31, AC133, Ve-cadherin) 

Farklılaştırma sürecinde yamanaka faktörlerinin içinde yer alıp aynı zamanda onkogen 

potansiyeline sahip olan c-Myc ve Klf4 genlerinin ifade değişikleri de incelenmiştir. 

Farklılaştırma sonucu elde edilen hücreler klinikte kullanılma potansiyeline sahip 

hücrelerdir. Bu açıdan yaklaşıldığında bunun gibi risk faktörlerinin (c-Myc ve Klf4 

genlerinin ifade değişikleri) araştırılması önem arz etmektedir. Farklılaştırma sürecinde c-

Myc geninin ifade seviyesi günler arasında fark göstermemekle (p>0.05) birlikte Klf4 

geninin ifadesi ilerleyen günlerde anlamlı olarak artmıştır (p<0.0001). (Şekil 5.13) 
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Şekil 5.13. Farklılaştırma sürecinde risk taşıyan genlerin ifade seviyesi (c-Myc, Klf4) 

Çizelge 5.3’de görüldüğü gibi, çalışma sonuçlarını güçlendiren arteriyel ve venöz endotel 

hücresi yönünde farklılaşma berlirteci olan EphrinB2, VCAM-1 ve düz kas hücre belirteci 

olan SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin genlerinin ifade analizleri de yapılmıştır. Ancak 

yapılan önceki deneyler sonucu elde edilen verilere göre 2.5. ve 3.5. günlerde gen ifade 

seviyeleri çok düşük ve istatistiksel olarak anlamsız olduğu için bu genlerde (EphrinB2, 

VCAM, SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) 4.5.-7.5. günden itibaren gen ifade analizi 

yapılmıştır.  

Yapılan Eş-zamanlı PZR sonuçlarının istatistik analizlerine genel baktığımızda yaklaşık 

bütün genlerde 4.5 günde ifade seviyesi düşük olmasına rağmen 5.5 günde ifade seviyesinin 

yüksek seviyeye ulaştığı görülmektedir. 6.5. ve 7.5. günlerde ise ifade seviyesinde çok az 

miktarda artış belirlenmiştir. Çizelge 5.4’de gruplar arasındaki istatistiksel fark ve p 

değerleri gösterilmiştir. Ayrıca poligonal polinomyal korelasyon analizlere göre lineer, 

kuadratik, kubik ve quarter anlamlılığı çizelgede özetlenmiştir. 
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Çizelge 5.4. Arteriyel ve venöz endotel hücresi yönünde farklılaşma berlirteçi olan EphrinB2, 

VCAM-1 ve düz kas hücre belirteci olan SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin genlerinin 

ifade seviyelerinin istatistiksel analizleri (ns: non-significant) 

 

Grup(gen) 

 Mean ± SE 

SMA Calponin SMMHC Desmin EphrinB2 VCAM 

4.5 Gün 1.91c ± 0.044 9.01d ± 0.12 3.04c ± 0.14 1.27c ± 0.01 3.34d ± 0.08 12.43d ± 0.94 

5.5 Gün 6.42b ± 0.32 27.17a ± 0.80 6.04ab ± 0.38 11.58b ± 0.22 20.41c ± 0.61 27.92c ± 0.84 

6.5 Gün 9.13a± 0.60 23.74b ± 0.98 7.39a ± 0.52 11.95b ± 0.12 22.79b  ± 0.12 62.20b ± 0.96 

7.5 Gün 10.94 a± 1.37 20.47c ± 0.41 5.80b ± 0.58 17.59a± 0.07 27.06a ± 0.18 72.50a ± 3.46 

P - Değeri <0.0001 <0.0001 <0.001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 

  

Kontrast Polinomiyal 

P
 - D

eğ
eri 

Liner <0.0001 <0.0001 0.001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Kuadratik 0.117 ns <0.0001 0.001 <0.0001 <0.0001 0.2010 

Kübik 0.801 ns <0.0001 0.534 ns <0.0001 <0.0001 0.001 

Quarter - - - - - - 

 

Şekil 5.15’de arteriyel ve venöz endotel hücresi yönünde farklılaşma belirteci olan EphrinB2, 

VCAM ifade seviyelerine bakıldığı zaman 4.5-7.5 günlerde ifade sevileri artış göstermetedir. 

4.5 gününde gen ifadesi düşük gözlenirken 5.5 günde gen ifadelerinde yüksek miktarda artış 

görülmüş ve bu artış sonraki günlerde de devam etmiştir. Bu genlerinin ifade artışı günler 

arasında istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.0001) (Hata! Başvuru kaynağı bulunamadı.ve 

Şekil 5.13.) 
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Şekil 5.14. Farklılaşma sürecinde arteriyel ve venöz endotel hücresi yönünde farklılaşma 

belirteci olan EphrinB2, VCAM gen ifade seviyeleri 

Düz kas hücre yönünde farklılaşma belirteçi olan SMA ve Desmin ifade seviyelerine 

bakıldığı zaman 4.5.-7.5. günlerde ifade seviyeleri artış göstermetedir. 4.5. gününde gen 

ifadesi düşük gözlenirken 5.5. günde gen ifadelerinde yüksek miktarda artış göstermiş ve bu 

artış sonraki günlerde de devam etmiştir. Bu genlerinin ifade artışı günler arasında 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.0001) (Şekil 5).  Calponin, SMMHC ifade seviyelerine 

bakıldığı zaman 4.5.- 6.5. günlerde ifade seviyelerinde artış gözlenmiştir. Ancak bu genlerin 

ifadesinde 7.5. günde azalma görülmüştür. Bu genlerinin ifade farklılığı, günler arasında 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.0001) (Şekil 5.17).  
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Şekil 5.15. Farklılaşma sürecinde DKH’lerin belirteçi olan SMA, Calponin, Desmin ve 

SMMHC genlerinin ifade seviyeleri 

5.2.4. FARKLILAŞTIRMA SÜRECİNDE FLK1 VE CD31 WESTERN BLOT 

ANALİZ SONUÇLARI 

Faklılaşma sürecinde Flk1 ve CD31 protein ifade seviyeleri western blot analizi ile teyit 

edilmiştir. Sonuçlara bakıldığı zaman 2.5.- 4.5. günlerde Flk1 protein ifadesi düşükken 5.5. 

günde en yüksek seviyeye ulaşıp 6.5. günde düşmeye başlamıştır. Gen ifade sevileriyle 

protein ifadelerini karşılaştırdığımız zaman gen ifade seviyesinin 5.5 günde yükseldiğini ve 

ilerleyen günlerde bu yükselme devam ettiği görülmektedir. Ancak protein ifade seviyesi 

5.5. günde en yüksek seviyeye ulaşıp 6.5. günde azalmaya başlamıştır. Protein ifadesindeki 

bu azalma gen ifadesinden bağımsız mekanizmaların etkin olduğunu düşünülmektedir. 

(Şekil 5.12 ve 5.17) 
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 2.5 Gün 3.5 Gün 4.5 Gün 5.5 Gün 6.5 Gün 

Flk1 0.000015 0.0015 0.0923 0.221 0.121 

Aktin 0.44 0.435 0.43 0.416 0.41 

Bağıl İfade 0.010015 0.0165 0.1123 0.255 0.161 

 

Flk1 

 
 

β actin  

 

Şekil 5.16. Farklılaştırma ilerleyen günlerinde Flk1 protein ifade seviyelri 

Farklılaştırmanın birinci aşasında 3.5 - 7.5 günlerin arasındakı EÖH belirteçi olan CD31 

geninin protein ifade seviyesi Western Blot yöntemi ile analiz edilmiştir. Sonuçlara bakıldığı 

zaman 2.5- 4.5 günlerde protein düşükken 5.5 günde en yüksek seviyeye ulaşıp 6.5 günde 

düşmeye başlamıştır. Gen ifade sevileriyle protein ifadelerini karşılaştırdığımız zaman gen 

ifade seviyesinin 5.5 günde yükseldiğini ve ilerleyen günlerde bu artışın devam edildiği 

görülmektedir. Ancak protein ifade seviyesi 5.5 günde en yüksek seviyeye ulaşıp 6.5 günde 

azalmaya başlamıştır. Protein ifadesindeki bu azalma gen ifadesinden bağımsız 

mekanizmaların etkin olduğunu düşündürebilir. (Şekil 5.18). 
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 3.5 Gün 4.5 Gün 5.5 Gün 6.5 Gün 7.5 Gün 

CD31 0,0012 0.0076 0.0265 0.015 0.121 

Aktin 0.44 0.435 0.43 0.416 0.41 

Bağıl İfade 0,0112 0.0226 0,0465 0,029 0,011 

 

 

CD31 

 
 

 

β actin 

 

Şekil 5.17. Farklılaştırma günlerinde CD31 protein ifade seviyeleri 

5.3. ELDE EDİLEN MEZODERMAL HÜCRELERİN ENDOTELYAL ÖNCÜL 

VE DÜZ KAS HÜCRELERE FARKLILAŞTIRMA SONUÇLARI 

5.3.1. İMMÜN BOYAMA VE GÖRÜNTÜLEME SONUÇLARI 

Farklılaşmanın 5.5. gününde izole edilen Flk1+  hücreler kollajen tip IV kaplı kültür 

kaplarına aktarıldı. Flk1+ hücreler VEGF içeren farklılaşma besiyerinde 4 gün boyunca 

kültür edildi. 4. günün sonunda farklılaşan hücrelerden örnekler alınarak endotelyal hücre 

belirteçleri olan CD31+ ve CD133+ görüntülemek için immün boyama yapıldı. Şekil 5.19 

ve şekil 5.20’de Flk1+ hücrelerden elde edilen CD31+  ve CD133+ olan hücreler yeşil 
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sinyalle gösterilmiştir.  

  
Şekil 5.18. A ve B: Flk1+ hücrelerinden farklılaşan CD31+ hücrelere. (CD31+= yeşil sinyal 

) (DNA= kırmızı sinyal) 63X 

  
Şekil 5.19. A ve B: Flk1+ hücrelerinden farklılaşan CD133+ hücreler. (CD133+= yeşil 

sinyal ) (DNA= kırmızı sinyal) 63X 

Ayrıca farklılaşmanın 5.5 günde izole edilen Flk1-  hücreler kollajen tip IV kaplı kültür 

kaplarına aktarıldı. Bu hücreler PDGF içeren farklılaşma besiyerinde 4 gün boyunca kültür 

edildi. 4. günün sonunda düz kas hücre markeri olan αSMA görüntülemek için immün 

boyama yapıldı. Şekil 5.22’de Flk1- hücrelerden elde edilen Düz kas belirteci taşıyan 

hücreler yeşil sinyalle görüntülendi.  

İmmün boyama sonuçlarına göre Flk1-, PDGF içeren farklılaştırma besiyeri kullanarak 

SMA+ hücrelere farklılaştığı tespit edildi.  
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Şekil 5.20. A ve B: Flk1- hücrelerinden farklılaşan αSMA+ hücreler. (αSMA+ = yeşil sinyal) 

(DNA= kırmızı sinyal) 63X 

5.3.2. EŞ-ZAMANLI PZR SONUÇLARI: 

5.3.2.1. Farklılaştırmanın 5.5. Gününden Elde Edilen Hücrelerin VEGF Ve PDGF 

İçeren Besiyerinde Kültür Ederek 4 Gün Sonra Gen İfade Seviyelerin Analiz 

Sonuçları  

Farklılaşmanın 5.5 günde elde edilen tüm hücreler (izole edilmeden)  kollajen tip IV kaplı 

kültür kaplarına aktarıldı. Bu hücreler iki gurupta VEGF ve PDGF içeren farklılaşma 

besiyerinde 4 gün boyunca kültür edildi. 4. günün sonunda farklılaşan hücrelerden örnekler 

alınarak trizol metoduyla RNA izolasyonu yapıldı.  
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Şekil 5.21 İkinci aşamadan elde edilen hücrelerin Eş-zamanlı PZR analizlerinin şematik 

gösterimi. 

EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin), 

arteriyel venöz yönünde farklılaşma belirteci olan genlerin (EphrinB2, VCAM), DKH’lerin 

spesifik belirteçleri olan genlerin(SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin)  ifade sevilerine 

bakılmıştır. Ayrıca farklılaştırma sürecinde yamanaka faktörlerinin içinde yer alıp aynı 

zamanda onkogen olan c-Myc ve Klf4 genlerinin ifade değişikleri incelenmiştir. 

Yapılan Eş-zamanlı PZR sonuçlarının istatistik analizlerine tüm örneklerde ifade 

seviyesinin iki gurup arasında(VEGF ve PDGF uygulanan guruplar) farklı olduğu tespit 

edilmiştir.  Çizelge 5.5, 5.6 ve 5.7’de gruplar arasındaki istatistiksel fark ve p değerleri 

gösterilmiştir.  
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Çizelge 5.5. EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133, Ve-Cadherin, 

EphrinB2, VCAM) arteriyel ve venöz endotel hücresi yönünde farklılaşma belirteci olan 

(EphrinB2, VCAM) gen ifade sevilerinin iki gurup arasında istatistiksel analizleri (ns: non-

significant) 
 

Grup 

Mean ± SE 

Flk1 CD31 AC133 Ve Cadherin EphrinB2 Vcam 

VEGF 9.99a ± 0.39 

 

45.18a±1.17 

 

12.62a ±0.48 

 

7.41 ±1.23 

 

16.98a ±0.39 

 

29.92a ±1.05 

 

PDGF 5.92b ± 0.41 

 

10.52b±0.9 

 

8.67b ±0.81 

 

7.04 ±0.80 

 

11.02b ±0.39 

 

11.69b ±0.75 

 

  

P - Değeri 0.002 <0.0001 0.014 0.815 ns <0.0001 0.001 

 

EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan genlerin Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin ifade 

sevilerine iki gurup arasında farklılık göstermektedir. Flk1, CD31, AC133 genlerinin iki 

gurup arasındaki olan farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır. (Sırayla P<0.0005, P<0.0001 

ve P<0.05) Sadece Ve-Cadherin geninin ifade seviyesi iki gurup arasında farklılık 

göstermesine rağmen istatistiksel olarak anlamsızdır. (Şekil 5.23) 

 

 

 

 



96 

 

  

  
Şekil 5.22. VEGF ve PDGF içeren besiyerleri ile beslenen guruplarn, EÖH’leri için spesifik 

belirteç olan Flk1, CD31, Ve-Cadherin ve AC133 genlerinin ifade seviyelerinin iki gurp 

arasında olan farklılıklar 

 

Ayrıca arteriyel ve venöz endotel hücresi yönünde farklılaşma belirteci olan EphrinB2, 

VCAM ifade sevilerine iki gurup arasında farklılık göstermektedir. İki gurup arasında olan 

bu farklılık her iki gen içinde istatistiksel olarak anlamlıdır. (Sırayla P<0.0001 ve P=0.001) 

(Şekil 5.24) 
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Şekil 5.23. VEGF ve PDGF içeren besiyerleri ile beslenen guruplarda, arteriyel ve venöz 

damar hücresi belirteçi olan EphrinB2 ve VCAM genlerinin ifade seviyelerinin iki grup 

arasında olan farklılıklar 

DKH’lerin spesifik belirteçleri olan SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin gen ifade sevileri 

iki gurup arasında farklılık göstermektedir. Bu genlerin iki gurup arasındaki olan ifade 

seviye farklılıkları itatistiksel olarak anlamlıdır. (Sırayla p<0.0001, p<0.0001, P<0.005 ve 

p<0.0001) (Şekil 5.25) 

Çizelge 5.6. DKH’lerin spesifik belirteçleri olan (SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) gen 

ifade sevilerinin iki gurup arasında istatistiksel analizi  

 

Grup 

Mean ± SE 

SMA Calponin SMMHC Desmin 

VEGF 11.42a ±0.56 58.43a ±1.61 6.71a ±0.37 13.60a ±0.43 

PDGF 3.42b ±0.38 6.97b ±0.26 3.17b±0.38 6.43b ±0.54 

    

P - Değeri <0.0001 <0.0001 0.003 <0.0001 
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Şekil 5.24. DKH’lerin spesifik belirteçleri olan (SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) gen 

ifade sevilerinin iki gurup arasında farklılıklar 

Farklılaştırma sürecinde yamanaka faktörlerinin içinde yer alıp aynı zamanda onkogen olan 

c-myc ve Klf4 genlerinin ifade değişikleri incelenmiştir. Farklılaştırma sonucu elde edilen 

hücreler klinikte kullanılma potansiyeline sahip hücrelerdir. Bu açıdan yaklaşıldığında risk 

faktörlerinin araştırılması önem arz eder. Farklılaştırma sürecinin sonunda c-myc ve Klf4 

genlerinin ifade seviyesi farklilaştirmanın 5.5 gününe göre anlamlı derecede azaldığı 

gösterilmiştir (p<0.0001 ve p<0.0001) (Şekil5.26). 
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Çizelge 5.7. Yamanaka faktörleri olan ve aynı zamanda onkogen özeliği olan (C-Myc, Klf4) 

genlerinin farklılaştırmanın 5.5 gününe göre ifade sevilerinin istatistiksel analizleri 

 

 

 

 

 

 

  

Şekil 5.25. Yamanaka faktörleri olan ve aynı zamanda onkogen özeliği taşıyan genlerin (C-

Myc, Klf4) farklılaştırmanın 5.5 gününe göre ifade sevilerinin farklılıkları 

5.3.3. WESTERN BLOT SONUÇLARI 

Faklılaştırmanın 2. aşamasından elde edilen hücrelerde EÖH markeri olan CD31 geninin 

protein ifade seviyeleri western blot analizi ile teyit edilmiştir. Farklılaşmanın 5.5 günde 

elde edilen hücreler kollajen tip IV kaplı kültür kaplarına aktarıldı. Bu hücrelere sırayla 

VEGF ve PDGF içeren farklılaşma besiyerinde 4 gün boyunca kültür edildi. 4. günün 

sonunda farklılaşan hücrelerden örnekler alınarak total protein izole edildi 

EÖH’lerin spesifik belirteçleri olan CD31, protein ifade sevilerine her iki gurup arasında 

5.5 Gün FLk1+ (VEGF ) FLk1-(PDGF)

C-Myc 11,22 6,73 3,36
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Grup Mean ± SE 

 

C-Myc 

 

Klf4 

Farklılaşmanın 5.5.Günü  11.22a±0.26 4.19a ±0.05 

VEGF 6.73b ±0.12 1.65b ±0.01 

PDGF 3.36c ±0.19 1.77c ±0.00 

  

P - Değeri <0.0001 <0.0001 
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bakılmıştır. Bu genin protein ifade seviyesi β aktin housekeeping gen ifade seviyesi ile 

normalize edildikten sonra şekil 5.27 gösterilmiştir. Bu şekilde görüldüğü gibi CD31 

proteinin ifade seviyesi VEGF içeren besiyeri ile beslenen hücrelerde başka gruba göre 

(PDGF içeren) daha yüksektir. 

 

  

VEGF 4.gün 

 

PDGF  4.gün 

CD31 0,03152 0,0001 

Aktin 0.40 0.41 

Bağıl İfade 0,08152 0,021 

 

CD31 

 
 

    β actin  

 

Şekil 5.26. VEGF ve PDGF grupları arasında olan CD31 protein ifade seviyeleri 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA  

Kalp ve damar hastalıkları, anomalileri ve sendromları günümüzde ölümlerin en önemli 

nedenleri arasındadır. Bu hastalıkların önüne geçilebilmesi için, yeni bilimsel araştırmalar 

yapılmalı ve yeni modeller oluşturularak farklı tedavi yöntemlerinin geliştirilmesi 

gerekmektedir(90).  Bu kapsamda erişkin bir hastadan yeniden programlama yöntemiyle 

uPK hücre elde etmek ve bu hücreleri hastalık tedavisinde kullanmak umut vericidir. Ayrıca 

hastalık modelleri oluşturmak ve in vitro koşullarda ilaç veya yeni tedavi yöntemleri 

geliştirmek için en iyi seçenekler olarak ön plana çıkmaktadırlar. 

uPK hücreleri, kendini yenileme ve pluripotensi özelliklerine sahip olmaları sebebiyle, EKH’ 

lerine iyi bir alternatif oluşturmaktadır. Ayrıca hastaya özgü uPK hücresi üretilmesi bu 

hücrelerin transplantasyonunda immün rejeksiyon riskini ortadan kaldırmaktadır. Buna ek 

olarak bu hücrelerin üretilmesi ve kullanmasıyla ile birlikte, EKH’ lerinin kullanmasında 

karşılaşılan etik sorunların da ortadan kalkacağı düşünülmektedir. Bu önemli faydalar uPK 

hücrelerini rejeneratif tıp için yeni bir hücre kaynağı olarak ön plana çıkarmaktadır. uPK 

hücre teknolojisinin, hastalığın patogenezi ve ilaç keşfi alanında yapılan araştırmalarda 

yüksek potansiyele sahip olduğu bilinmektedir(89). 

Miyokardial iskemi, derin miyokard hipoksisine yol açan, özellikle oksijen için, miyokard 

metaboliti temini ve talebi arasında bir dengesizlik ile karakterize patolojik bir hastalıktır(3, 

4) . Bu olay, tipik olarak koroner arter tıkanmasına neden olarak miyokardiyuma kan akışını 

sınırlamaktadır ve bu durumun sürekli devam etmesi halinde miyokardiyal hücre ölümü ve 

devamında kalp yetmezliği (iskemik kalp hastalığı) ortaya çıkmaktadır. Doğal olarak bu 

durumda hasar görmüş dokudan fazla miktarda sitokin ve uyarıcı maddeler salgılanması ve 

tamir mekanizmasının da devreye girmesi bu bölgede yeni damarların oluşumuna neden 

olmaktadır. Bu tamir mekanizmasında özellikle sitokinlerin hasarlı dokulardan salgılanması 

ile birlikte endotelyal öncül hücre (EÖH) adı verdiğimiz hücreler ve bu hücrelerden 

farklılaşan düz kas hücreleri bu dokuya kemotaksik etki ile göç etmektedirler.   
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EÖH’ler kemik iliğinde üretilir ve bazı sitokinler ve benzeri proteinler vasıtasıyla kan 

dolaşımına geçerler. Bu hücreler kök hücrelerden köken aldıkları için yüksek derecede 

farklılaşma özelliğine sahiptirler. Hasar gören dokuların onarımı, revaskülarizasyon ve 

anjogenez’de rol alırlar, ancak anjiogenez’deki rollerinden dolayı tümörlerin büyümesini de 

indüklerler. 

Bu hücreler, kardiyovasküler hasarlarda özelikle miyokard infarktüsü gibi hastalıklarda kan 

dolaşımı vasıtasıyla hasarlı bölgeye yerleşip ve yeni damar oluşturmak veya damarların 

onarımında etkili rol oynarlar. Buna ek olarak bazı dokuların revaskülarizasyonnundan 

sorumludurlar. Damar oluşumunda endotel hücrelerle iş birliği yapan düz kas hücreleri de 

önemli bir göreve sahiptirler.   

Son yıllarda yapılan araştırmalar EÖH’lerin onarımsal tıpta önemli olduğunu ortaya 

koymuştur. Birçok araştırmada, bu hücreler kandan izole edip kardiyovasküler hastalıklarda 

kullanılırken, bazi araştırmalar bu hücreleri kök hücrelerden farklılaştırmaya yönelik olarak 

devam etmektedir. Bu çalışmalara ek olarak farklı çalışma grupları tarafından in vitro 

koşullarda EÖH hücrelerin üretilmelerine yönelik araştırmalar yapılmaktadır. 2006 yılında 

Yamanaka ve arkadaşları, uPKH üretimini bilim dünyasına sunmalarıyla birlikte, birçok 

araştırmacı bu hücreleri, pluripotent kök hücre olarak kendi araştırmasına dahil etmişlerdir. 

Sunulan bu tez çalışmasında, uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücreler kullanılarak, birçok 

farklı aşamada ve in vitro koşullarda endotelyal öncül hücre (EÖH) ve düz kas hücreleri 

(DKH) üretilmiştir. İlk aşamada uPK hücreler, belirli koşullarda lateral mezoderm hücrelere 

farklılaştırılmıştır. İkinci aşamada ise elde edilen mezoderm hücrelerden EÖH’ler ve 

DKH’lerin farklılaştırılması gerçekleştirilmiştir. Elde edilen hücrelerin karakterizasyonu 

immünositokimyasal yöntemlerle yapılmış, elde edilen sonuçlar gen ekspresyon ve protein 

düzeyinde valide edilmiştir. Buna ek olarak elde edilen hücrelerin transplantasyonunda 

sorun oluşturabilecek risk faktörlerinin (onkogenler) gen ifadeleri değerlendirilmiştir. 

Yapılan analizler sonucu elde edilen hücreler farklı kalp ve damar hastalıklarında kullanılma 

potansiyeline sahip olabilecekleri gösterilmiştir. 
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6.1.1. uPKH’LERDEN, LATERAL MEZODERMAL (FLK1+) HÜCRELERİN 

FARKLILAŞTIRILMASI 

Öncelikle uPKH hücrelerinin çoğaltılması amacı ile bu hücrelerin besleyici hücreler (FEF) 

ile kültürü yapılmıştır. Daha sonra puromisin antibiyotiği ve MACS sistemi ile saf uPKH’ler 

izole edilmiştir. İzole edilen saf uPKH’ler extraselüler matrix (Kollajen tip IV) kaplı 

platelerde farklılaşma besi yeri kullanılarak 7.5 gün boyunca lateral mezodermal hücrelere 

(Flk1+) farklılaştırılmıştır. Hücreler 2.5., 3.5., 4.5., 5.5., 6.5. ve 7.5. günlerde akım sitometri 

ve immünositokimya yöntemleri ile takip edilmiş ve bu süreçte Flk1+ hücre yoğunluğunun 

5.5. günde en yüksek miktara ulaştığı saptanmıştır.  

İmmün boyama sonuçlarından elde edilen verilere paralel olarak, Flk1+ hücrelerine 

farklılaşma sürecinde, protein ifade seviyesi 2.5. günden 7.5. güne kadar incelenmiştir. Flk1 

protein düzeyinin giderek arttığı ve 5.5. gün en üst seviyeye ulaştığı tespit edilmiştir. 

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda, farklılaşmayı takip eden süreçte 2.5.-7.5. günler 

arasında her gün immün boyama ile görüntü alınmamıştır. İfade seviyesinin en yüksek 

olduğu düşünülen günde immün boyama ile Flk1 protein ifadesi tespit edilmiştir. 2008 

yılında Yamamizu Narazaki ve ark (188),  (81) ve  2009’da Niwa ve ark (189) ve 2010 

yılında Suzuki ve ark(190)  tarafından yapılan çalışmalarda immün boyamaların 4.5. ve 5. 

günde yapıldığı görülmektedir. Bizim yaptığımız çalışmada ise Flk1 protein ifade seviyesi 

farklılaşmanın her gününde görüntülenmiş ve ifade seviyesinin artışı farklılaştırmanın 

ilerleyen günlerinde de tespit edilmiştir. Ayrıca bu gözlemlerde 5.5. günde protein ifadesinin 

maksimum seviyeye ulaştığı saptanmıştır. 

Çalışmamızda akım sitometri yöntemiyle yapılan analizler sonucu, uPK hücrelerinden elde 

ettiğimiz Flk1+ hücrelerin 2.5. ile 7.5. gün arasında farklılaşma sürecindeki yüzdeleri 

sırasıyla, 2.5. günde %1.3, 3.5. günde %2.8, 4.5 günde %7.2 ve 5.5 günde %24.4 olarak 

bulunmuştur. Görüldüğü gibi Flk1+ hücrelerin yüzdesi giderek artmakta olup 5.5. günde en 

yüksek seviyeye ulaşmaktadır. Suzuki ve ark. 2010 yılında, aynı hücreleri kullanarak 

yaptıkları çalışmada, bizim çalışmamıza benzer şekilde farklılaşma 7.5 gün boyunca takip 

edilmiş ve sadece akım sitometri kullanılarak Flk1+ hücre sayısını en fazla olduğu zamanı 

4.5. gün olarak belirlemişlerdir. Yaptıkları bu araştırmaların akım sitometri yüzdelerine 

baktığımızda Flk1+ hücrelerin farklılaşma sürecinde yüzdeleri sırasıyla; %11.3 (3.5. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamamizu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19706882
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gün), %27 (4.5. gün), %14.9 (5.5. gün), %13.2 (6.5. gün) ve %6.5 (7.5. gün) olarak 

belirlemişlerdir(190).  

Narazaki ve ark 2008 yılında yaptıkları çalışmada, uPK hücrelerinden Flk1+ hücrelerin 

farklılaştırılmasını sağlamışlar ve yapılan akım sitometri analizleri sonucunda, farklılaştırma 

sürecinde elde edilen Flk1+ hücrelerin yüzdelerini 3.5., 4.5. ve 5.5. günlerde 

sırasıyla; %13.7, %27 ve %16.2 olarak tespit etmişlerdir(81). Niwa ve arkadaşları tarafından 

2009 yılında yapılan bir araştırmada ise aynı hücreler kullanılarak, 5 gün boyunca 

farklılaşma süreci takip edilmiş ve akımsitometri sonuçlarına göre Flk1+ hücre sayısının en 

yüksek olduğu zamanı 5. gün olarak belirlemişlerdir(189). 

Elde ettiğimiz sonuçlar yukarıda belirtilen 3 farklı çalışmaya benzerlik göstermektedir ancak 

bu çalışmalarda Flk1+ hücre yüzdesinin en yüksek olduğu zamanlar 4.5. ve 5. gün olarak 

görülürken, bizim yaptığımız çalışmada Flk1+ hücre seviyesinin en yüksek yüzdesine 5.5. 

günde ulaşılmıştır. 

Farklılaşma sürecinde, hücrelerin hangi yönde farklılaştığı ayrıca elde edilen verilere 

dayanarak hangi gün izolasyon için uygun olduğunu öğrenmek için belirteç genlerin ifade 

düzeyleri incelenmiştir. Eş-zamanlı PZR yöntemi kullanılarak, EÖH’lerin spesifik belirteç 

genlerinin, (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin) farklılaşma sürecinin 2.5. gününden 

itibaren 7.5. güne kadar olan ifade düzeyleri araştırılmıştır. Ayrıca Arter ve venöz endotel 

hücre farklılaşma sürecindeki belirteç genler olan EphrinB2 ve VCAM genlerinin ifade 

düzeyleri de araştırılmıştır.  

uPK hücrelerinin Flk1+ hücrelerine farklılaşma sürecinde endotelyal ve düz kas hücrelerinin 

belirteci olan genler ile ilgili az sayıda çalışma bulunmaktadır ve bu çalışmalarda tek gen 

veya en fazla 3 gen ifade seviyesi analiz edilmiştir. Ancak yaptığımız çalışmada 

farklılaştırmanın birinci aşamasında EÖH’lerinin belirteci olan 6 gen ve düz kas belirteci 

olan 4 genin ifadesi farklılaştırmanın ilerleyen günlerinde analiz edilmiş ve çalışmamızda 

özgün veriler elde edilmiştir. 

2013 yılında Kohler ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, farklılaştırma sürecinim 

0. Günü ile 5. Günü arasında olan Flk1, CD31 ve Ve-Cadherin gen ifadelerinin farklılıkları 
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incelenmiş ve her üç genin de 5. gündeki ifade seviyeleri, 0. gündeki ifade seviyelerine göre 

büyük artış göstermediği saptanmıştır. Bu sonuçlar elde ettiğimiz veriler ile büyük ölçüde  

benzerlik göstermektedir(191). 

2010 yılında Suzuki ve ark yaptıkları araştırmada Flk1 geninin ifade düzeyini Eş-zamanlı 

PZR analizi ile 5. güne kadar takip etmişler ve bu genin ifadesinin 5. güne kadar artış 

gösterdiği ancak 6. günden ifadesinin azaldığını belirtmişlerdir. Bu veriler ile elde ettiğimiz 

sonuçlar 5. güne kadar benzerlik göstermiştir. Ancak yaptığımız çalışmada elde ettiğimiz 

sonuçlara göre bu genin ifade seviyesinin artışı 6. ve 7. günde de devam etmiştir.    

Şekil 6.1. de farklılaşmanın 1. aşamasında gen ifade analiz sonuçları kümeleme analizi 

olarak verilmiştir. Şekilde görüldüğü üzere hemen hemen tüm genlerde 2.5. günden 4.5. 

güne kadar ifade profillerinde artış olduğu görülmüş ve bu artışın en belirgin olduğu zamanın 

5.5. günde olduğu belirlenmiştir. Sonuçlarımıza göre, Flk1, AC133, CD31, Ve-Cadherin 

genlerinin ifade seviyelerinin, farklılaşmanın ilerleyen günlerinde de arttığı belirlenmiştir. 

Ayrıca bu genler ile birlikte onkogen özelliği olan ve hücre proliferasyonunda rol oynayan 

c-Myc ve Klf4 genlerinin ifade seviyelerinin de bu farklılaşma sürecinde artışı gösterilmiştir. 
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Şekil 6.1. Birinci farklilaştırma süreçinde EÖH’lerinin ve c-Myc ve Klf 4 genlerinin ifade 

ve kümeleme analizi 

Şekil 6.2. ye bakıldığında arter ve venöz endotel belirteci olan genlerin (EphrinB2, VCAM) 

farklılaşma sürecindeki ifade seviyesinin 5.5. ve 6.5. günlerde yüksek derecede artış 

gösterdiği belirlenmiştir. DKH yönünde farklılaşmada, DKH belirteci olan genlerin de (α 

SMA, Calponin, Desmin ve smHC) 4.5.-7.5. gün arasındaki ifade seviyelerinin, 5.5. günde 

yüksek bir düzeye ulaştığı tespit edilmiştir.  
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Şekil 6.2. Birinci farklilaştırma süreçinde Arter, venöz ve DKH’lerinin gen ifade ve 

kümeleme analizi 

 

2006 yılında Lanner ve ark tarafından yapılan bir çalışmada, EKH’lerin endotelyal öncül 

hücrelere farklılaşması sürecinde, EphrinB2 geninin ifade seviyesini izlemişler ve bu genin 

ifade seviyesinin giderek artış gösterdiğini ve 8. günde en yüksek seviyeye ulaştığını 

gözlemlemişlerdir(192).   

2011 yılında Uosaki ve arkadaşları uPK hücrelerin VCAM-1+ hücreye farklılaşmalarını 

sağlayıp gen ifadesinin 5. günden itibaren artmaya başladığı ve 9.-11. günde en yüksek 

seviyeye geldiğini belirtmişlerdir. Bu araştırmadan elde edilen veriler, yaptığımız 

araştırmayla benzerlik göstermekle birlikte, bizim sonuçlarımızda ifade artışının 4.5. günden 

başlayarak, giderek artış göstermiştir(193). 

2009 yılında Xie ve arkadaşları yaptıkları bir araştırmada, uPK hücrelerden SmMHC+ 

hücreler elde etmişlerdir. Bu belirteç genin ifadesi, farklılaştırma sürecinde, ilerleyen 

günlerde artış göstermiştir ancak 6. ve 9. gün arasında en yüksek seviyeye ulaşmıştır.  Bizim 
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elde ettiğimiz bulgularda, bu genin ifade seviyesi farklılaştırma sürecinde 4.5. günden 

başlayıp, 6.5. günde en yüksek seviyeye ulaştığı görülmüş ve 7.5. günde azalmaya başladığı 

tespit edilmiştir(194). 

2014 yılında DKH belirteci olan αSMA geninin ifade seviyelerinin incelendiği bir çalışmada, 

Stefanska ve ark tarafından farklılaşma sürecinde gen ifadesinin 4. günde başlayıp ve 7. 

günde yüksek seviyelere ulaştığı saptanmıştır. Elde edilen bu sonuç yaptığımız araştırmanın 

sonucu ile benzerlik göstermektedir(195). 

Bunlara ek olarak çalışmamızda farklılaştırma sürecinde, Desmin ve Calponin genlerinin 

ifade seviyeleri incelenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre Desmin geninin ifade seviyesi 

farklılaşmanın 5.5. gününden başlayıp ve 7.5. gününe kadar artmaya devam etmiştir. 

Calponin geninin ifadesi ise 4.5. günde başlayıp 5.5. günde en yüksek seviyeye ulaştıktan 

sonra giderek düşmeye başladığı saptanmıştır. 

uPKH’lerden lateral mezodermal hücre farklılaştırma sürecinde Eş-zamanlı PZR 

analizlerinin validasyonu için Flk1 geninin protein ifade analizi Western Blot yöntemi ile 

gerçekleştirilmiştir. Bu deneylerin sonuçlarına göre, Flk1 geninin protein bağıl ifade seviyesi 

2.5. günden 6.5. güne kadar sırayla; 0.1, 0.02, 0.11, 0.26 ve 0.16 olarak görülmektedir. Bu 

verilere dayanak bu genin protein ifade seviyesi, farklılaşmanın ilerleyen günlerinde artış 

göstermektedir ve 5.5. günde en yüksek seviyeye ulaşırken, 6.5. günde azalmaya başlamıştır. 

Elde edilen bu veriler immün boyamadan elde edilen sonuçlar ile benzerlik göstermektedir. 

Ancak Eş-zamanlı PZR analizlerine göre gen ifade seviyesi 5.5. güne kadar artış göstererek, 

western blot ve immün boyama sonuçlarından farklı olarak 6.5. ve 7.5. günlerde de devam 

etmektedir. Gen ifade seviyesi ve protein seviyesinde görünen bu değişiklik transkripsiyon 

sonrası mekanizmalara bağlı olduğu düşünülmektedir. 

Narazaki ve ark 2008 yılında yaptıkları araştırmada Flk1 protein analizini 0. günden 4. güne 

kadar takip emişler ve elde ettikleri verilere göre, bizim bulgularımız ile benzerlik göstererek, 

bu genin ifadesinin giderek arttığını göstermişlerdir.   

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda lateral mezoderm hücre izolasyon zamanlarını 

belirlemek amacıyla sadece Flk1 geninin ifade seviyesi göz önüne alınmıştır. Yaptığımız 

çalışmada ise immün boyama, Western Blot ve akım sitometri teknikleri bir arada 
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kullanılmış, bu analizlere ek olarak Eş-zamanlı PZR yöntemiyle 10 genin ifade seviyeleri 

incelenerek izolasyon zamanına karar verilmiştir. Yapılan diğer çalışmalardan elde edilen 

sonuçlardan farklı olarak, bizim çalışmamızda gen ve protein düzeyleri ile hücre 

yoğunluğunun 5.5. günde en yüksek seviyeye ulaştığı belirlenmiştir. Bu nedenle, Flk1+ 

hücrelerin başka hücre tiplerine farklılaşmalarına izin verilmeden, bu hücrelerin izolasyonu 

5.5. günde gerçekleştirilmiştir. 

6.1.2. LATERAL MEZODERMAL HÜCRELERDEN EÖH VE DKH’LERİNİN 

FARKLILAŞTIRILMASI 

Tez çalışmamızın ikinci aşamasında Flk1 hücrelerinden EÖH elde etmek için birinci 

aşamanın 5.5. gününden izole edilen Flk1+ hücreleri VEGF içeren farklılaşma besiyerinde 

4 gün boyunca kültür edilmiştir. 4. günün sonunda farklılaşan hücrelerden örnekler alınarak 

endotelyal hücre belirteçleri olan CD31 ve CD133’i görüntülemek amacıyla immün boyama 

yapılmıştır.  İmmün boyama sonuçlarına göre CD31+ ve CD133+ hücrelerin elde edildiği 

görülmüş ve CD31 geni ile elde edilen sonuçlar Narazaki ark (2008), Yamamizu ve ark, 

Kohler ark (2013), ve Lanner ve ark (2006) tarafından yapılan araştırma sonuçları ile 

benzerlik göstermektedir. (2,4,5,6) CD133 genini boyama yapılarak görüntülendiği benzer 

bir araştırma bulunmamaktadır. Bu çalışmanın sonucu olarak, iki aşamada uPKH’lerden 

endotelyal hücre elde edilmiş ve bu sonuçların validasyonu için gen ve protein ifade analizi 

tekrarlanmıştır.  

Birinci aşamanın 5.5. gününden izole edilen Flk1-  hücreler kollajen tip IV kaplı kültür 

kaplarına aktarılarak, hücreler PDGF içeren farklılaşma besiyerinde 4 gün boyunca kültür 

edilmiştir. 4. günün sonunda düz kas hücre belirteci olan αSMA+ hücreleri görüntülemek 

amacıyla immün boyama yapılmıştır. Bu çalışmanın sonucu olarak, iki aşamada uPKH’ 

lerden düz kas hücreleri elde edilmiştir.  

İkinci aşamada elde ettiğimiz Eş-zamanlı PZR sonuçlarını incelediğimizde, EÖH belirteci 

olan Flk1, AC133, CD31 ve Ve-Cadherin genlerinin her iki gurupta (VEGF ve PDGF 

kullanılan guruplar) artış göstermesine rağmen VEGF kullanılan grupta PDGF kullanılan 

guruba göre, genlerin ifade düzeylerinin yüksek olduğu gösterilmiştir. Bu aşamada elde 

edilen gen ifade seviye analizlerini karşılaştırmak için yapılmış benzer bir gen ifade 

çalışması bulunmamaktadır.  
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EÖH’lerin karakterizasyonu için, bu hücrelerin en önemli belirteci olan CD31 geninin 

protein ifade analizleri yapılmıştır. Elde edilen bu sonuçlara göre CD31 proteininin her iki 

grupta da ifade edildiği görülmüş, ancak VEGF kullanılan grupta bu proteinin ifade 

seviyesinin, PDGF kullanılan gruba göre daha fazla olduğu saptanmıştır (şekil 5.24.).  

Şekil 6.3.’de gösterildiği gibi VEGF kullanılan grupta Arteryal ve venöz belirteçleri olan 

genlerin (EphrinB2, VCAM) ifade seviyesinin, PDGF kullanılan guruba göre yüksek olduğu 

gösterilmiştir. Elde edilen gen ifade sonuçları2006 yılında, Lanner ve ark tarafından yapılan 

araştırma sonuçları ile paralellik göstermektedir(192).  

DKH’ lerinin karakterizasyonu için immün boyama ve gen ifade analizleri yöntemleri 

kullanılmıştır. İmmün boyama deneylerinden elde edilen verilere göre, bu aşamada elde 

edilen DKH’ ler, αSMA+ hücreler olarak görüntülenmiş ve bu sonuçlar, Stefanska ve ark 

(2014) tarafından yapılan çalışmaya benzerlik göstermektedir(195). 

Eş-zamanlı PZR sonuçlarını incelediğimizde, αSMA, Calponin, Desmin ve SmMHC 

belirteçlerinin ifade analizleri sonucunda, VEGF kullanılan gruptaki ifade seviyelerinin, 

PDGF kullanılan gruba göre daha fazla olduğu gösterilmiştir (Şekil 6.3.). αSMA geninin 

ifade sonuçları ile Stefanska ve ark (2014) tarafından yapılan çalışma sonuçlarının benzer 

olduğu görülmektedir(195). Calponin gen ifadesi analizlerinden elde edilen sonuçların 2008 

yılında Narazaki ve ark tarafından yapılan araştırma sonuçlarıyla paralellik gösterirken, (81) 

Desmin ve SmMHC gen ifadelerinin analizini karşılaştıracak bir çalışma bulunmamaktadır. 
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Şekil 6.3. İkinc farklilaştırma süreçinde EÖH, arter, venöz endotel ve DKH’lerinin gen ifade 

ve kümeleme analizi 

 

Araştırmanın ikinci aşamasından elde edilen hücrelerde (EÖH ve DKH), hücre 

proliferasyonunda rol alan ve onkogen özeliği olan c-Myc ve Klf4 genlerinin ifade seviyeleri 

incelenmiş ve her iki gruptaki ifade düzeylerinin birinci aşamanın 5.5. gününe göre daha 

düşük olduğu belirlenmiştir (Şekil 6.4.).  PDGF kullanılan grupta bu genlerin ifade 

seviyelerinin VEGF kullanılan guruba göre daha az olduğu tespit edilmiştir.  
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Şekil 6.4. İkici farklılaştırma süreçinde c-Myc ve Klf 4 genlerinin ifade ve kümeleme analizi 

6.2. SONUÇ  

Bu çalışmada öncelikle uPK hücrelerden in vitro koşullarda ilk aşamada lateral mezodermal 

Flk1+ hücreler elde edilmiştir. Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda farklılaşma sürecinde 

sadece Flk1 geni ve bununla birlikte Ve-Cadherin genlerinin bu süreçte değişimi 

araştırılmıştır(81, 190). Yapılan bir çok çalışmada gen ifade değişiklikleri Eş-zamanlı PZR 

tekniği ve elektroforez ve gel görüntüsü yöntemleri ile gösterilmiştir. Yaptığımız bu 

çalışmada ise lateral mezodermal farklılaşma sürecinde EÖH belirteçleri olan Flk1, CD31, 

CD133, Ve-Cadherin genlerinin yanı sıra, Arteryal venöz belirteçleri olan VCAM ve 

EphrinB2 genlerinin ifade seviyeleri incelenmiştir. Bununla birlikte DKH belirteçleri olan 

αSMA, Calponin, Desmin ve SmMHC genlerinin ifade düzeyleri belirlenmiştir.  
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Bu sonuçlarla paralel olarak immün boyama ve western blot deneylerin sonucuna bakarak 

sadece gen ifade seviyesi ile sınırlı kalınmamış, protein ifade seviyesinde de analizler 

yapılmış ve lateral mezodermal hücreler karakterize edilmiştir. 

Bugüne kadar lateral mezodermal hücrelerin izolasyonu sadece Flk1 geninin farklılaşma 

sürecindeki ifade seviyesi ile gerçekleştirilmiştir. Çalışmamızda bu hücrelerin izolasyonu 

için en uygun zamanı belirlemek amacıyla 10 farklı genin ifade seviyeleri değerlendirilmiştir. 

Gen ifade analizlerine paralel olarak protein ifade seviyesi ve immün boyama yöntemleri ile 

bu hücrelerin karakterizasyonları ve izolasyonları gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle yapılan 

çalışma ve elde edilen veriler özgün değere sahiptir. 

Bugüne kadar yapılan çalışmalarda pluripotent hücreleri, in vitro koşullarda mezodermal 

yönünde farklılaştırıp ve farklılaşmanın 4.5. ve 5. gününde elde edilen hücreler endotelyal 

öncül hücre olarak kullanılmıştır(81, 190). Ancak bu hücreler birçok hücreye farklılaşabilme 

potansiyeline sahip olmaları sebebiyle, öncül hücre olmadıkları düşünülmektedir. Bu 

hücrelerin EÖH başlığı altında karakterize olmaları için, daha farklı bir süreçten geçip ve 

değişik özellikler kazanmaları gerekmektedir. Bu araştırmada elde edilen ilk lateral 

mezodermal hücreler, EÖH’ lere farklılaştırılmış ve karakterize edilmiştir. Bu süreçte 

bugüne kadar tanımlanan ve bu hücrelerin karakterizasyonunda kullanılan gen ifade profili 

de takip edilmiştir. Buna ek olarak elde edilen EÖH’lerin Arteryal ve venöz endotel 

hücrelere farklılaşma potansiyeli ve bu hücrelerin belirteçleri olan EphrinB2 ve VCAM 

genlerinin ifade seviyelerinin artışı ile değerlendirilmiştir.   

Yapılan bu çalışmalara ek olarak DKH farklılaştırması ve karakterizasyonu 

gerçekleştirilmiştir. 4 farklı belirtecin ilk kez kullanılması ve bu sayede hücrelerin 

karakterize edilmesi çalışmanın bir başka özgün değerini ifade etmektedir. Ayrıca yapılan 

çalışmada immün boyama yöntemi ile de karakterize edilen DKH’ lerin önemli belirteci olan 

αSMA’nın ifadesi ve hücredeki lokalizasyonu gösterilmiştir. 

Çalışmaların sonucunda son ürün olarak elde edilen EÖH ve DKH’ lerinin klinikte 

kullanılması düşünülmektedir. Ancak bu hücrelerin klinikte kullanılması için risk 

olasılığının en aza düşürülmesi gerekmektedir. Kök hücrelerde özelikle uPKH’ lerde aktif 

olan ve yüksek derecede ifade olan c-Myc ve Klf4 genleri hücre poliriferasyonundan 

sorumlu olmakla birlikte onkogen özelliğine sahipler. Transplantasyonda kullanılma 
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potansiyeline sahip olan bu hücrelerde, c-Myc ve Klf4 genlerinin yüksek ifadesi, aktarılan 

bireye risk teşkil edebilmektedir. Dolayısıyla son ürün olarak adlandırdığımız hücrelerin 

transplantasyon öncesinde, bu genlerin ifade seviyelerinin saptanması ve risk 

potansiyellerinin belirlenmesi gerekmektedir. Yapılan bu çalışmanın her iki aşamasında bu 

onkogenlerin ifade seviyeleri değerlendirilmiştir. Bu genlerin ifade seviyesi ilk aşamada elde 

edilen hücrelerde çok farklılık göstermese bile, ikinci aşamada elde edilen ve son ürün olarak 

kabul ettiğimiz EÖH ve DKH’lerinde büyük derecede düşüş göstermiştir. Elde edilen 

sonuçlar doğrultusunda, bu hücrelerin klinikte kullanılma riskinin, uPKH’lere göre daha 

düşük olduğu gösterilmiştir.  

Bu tez çalışmasından elde edilen veriler, in vitro ve in vivo koşullarda vaskülerizasyon 

(anjiogenez) denemelerinin yapılabilmesine olanak sağlayacaktır ve çalışma sonucunda 

ulaşılan bulguların, klinikte kardiyovasküler hastalıklara yönelik hücresel tedavi 

yöntemlerinin geliştirilmesi amacıyla yapılacak yeni çalışmalara öncülük edeceği 

düşünülmektedir. 
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