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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Ġnsan Göbek Kordonu Stroması Kaynaklı Kök Hücrelerin 

in vitro KoĢullarda GerçekleĢtirdiği Hücresel DönüĢümün 

Epitel Mezenkim GeçiĢi Çerçevesinde Değerlendirilmesi 

 

Hakan CoĢkun 

 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Alp Can 

 

 

Laboratuvar koĢullarında kültürü yapılan insan göbek kordonu stroması mezenkimal kök 

hücreleri (iGKS-MKH) iki farklı fenotip ile karĢımıza çıkmaktadır. Tip 1 ve Tip 2 olarak 

adlandırılan bu hücreler kültür ortamında heterojen bir yapıda olup, ilk pasajlardaki kültür 

ortamı Tip 1 hücrelerce zengin iken ilerleyen pasajlarda yerini Tip 2 hücrelere 

bırakmaktadır. Tip 1 hücreler geniĢ sitoplazmalı, son derece yassı ve stres liflerince zengin 

bir fenotip sergilerken; Tip 2 hücreler fibroblastoid olup uzun sitoplazmik uzantılara 

sahiptir. Bu bulgular ve deneyimler doğrultusunda göbek kordonu stromasından izole 

edilen hücreler arasında in vitro koĢullarda bir geçiĢin olduğunu ön görmekteyiz. Bu olay 

EMG süreci ile iliĢkilendirildiğinde Tip 1 hücrelerin ilerleyen pasajlarda yerini Tip 2 

hücrelere bıraktığı düĢünülebilir. Bu geçiĢin epitel mezenkim geçiĢinden ziyade bir 

miyofibroblast fibroblast geçiĢi olabileceğini düĢündük ve bu tez çalıĢması ile bunu 

kanıtlamayı planladık. 

 

Epitel mezenkim geçiĢi (EMG) bazal membran üzerinde polarize olmuĢ epitel hücresinin 

bir dizi hücresel değiĢim sonucunda mezenkim hücresi karakteri kazanmasıdır. Bu geçiĢ, 

biçimsel (fenotipik) ve hücre-hücre yapıĢma moleküllerinde meydana gelen bir dizi 

değiĢimle baĢlar ve bazal membranın tamamen yıkılmasıyla sona erer. EMG süreci ile 

hücrenin göç ve invazyon kapasitesi artar. Bu süreç içerisinde birçok moleküler değiĢim 

gerçekleĢmektedir.  
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Doğum sonrasında alınan göbek kordonu steril ve uygun taĢıma koĢulları içerisinde 

laboratuvara getirilerek gerekli mekanik ve enzimatik izolasyon teknikleri kullanılarak 

hücrelerin izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Ardından 7. pasaja kadar kültürleri yapılan bu 

hücreler çalıĢmanın amacına göre farklı denemelere tabi tutulmuĢtur.  

 

AraĢtırmada temel olarak immünhistokimyasal ve immünsitokimyasal incelemeler ile 

belirli hücre iskeleti ve hücre yüzey proteinlerinin hücredeki varlığı, dağılımı ve yarı 

sayısal yöntemle miktarı belirlenmiĢtir. Yapılan in situ ve in vitro çalıĢmalarda hücrelerin 

E-kaderin ifade etmedikleri fakat N-kaderin ifade ettikleri belirlenmiĢtir. Bunun yanında 

hücrelerin farklı düzeylerde pansitokeratin, sitokerain 18, sitokeratin 19 ile α-SMA (alfa-

düz kas aktini) ve vimentin ifade ettikleri gözlenmiĢtir.  

 

Bu çalıĢmada in vitro ortamda Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandırılan farklı fenotipe sahip iki 

hücre tipi ile yapılacak olan moleküler düzeydeki deneylerden elde edilen veriler 

doğrultusunda miyofibroblast fibroblast geçiĢ sürecini ve bu iki hücrenin deneysel olarak 

birbirine geçiĢini kontrol eden mekanizmaların gösterilmesi amaçlanmıĢtır. Bu moleküler 

mekanizmalar temelinde iGKS-MKH‟lerinin moleküler ve fenotipik özelliklerinin 

belirlenmesi kök hücre tedavisinde baĢarı oranına ve hücre biyolojisi alanına önemli katkı 

sağlayacaktır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2013, 83 sayfa  
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ABSTRACT 

 

M.Sc. Thesis 

 

The Assessment of Cellular Transformation in view of Epithelial-Mesenchymal Transition 

of Human Umbilical Cord-Derived Stromal Stem Cells Upon in vitro Culture Conditions 

 

Hakan CoĢkun 

 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Prof. Alp Can 

 

Human umbilical cord-derived stromal stem cells (HUCSCs) in culture revealed two 

distinct cell populations, designated as type-1 and type-2 cells. Type-1 cells dominate in 

the early passages, whereas later passages become rich in type 2 cells. Type-1 cells exhibit 

flat, wide cytoplasmic phenotype like myofibroblastic cells. In contrast, type 2-cells appear 

to have fibroblast-like cell phenotype. We hypothesized that an in vitro transition is 

concerned between those cell types, type-1 cells are replaced by type-2 cells in late 

passages. It appears that this phenomen is a myofibroblast fibroblast transition rather than 

an epithelial-mesenchymal transition. In this thesis, our aim was to prove this hypothesis.   

 

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a biologic process that allows a polarized 

epithelial cell, which normally interacts with basement membrane via its basal surface, to 

undergo multiple biochemical changes enabling it to assume a mesenchymal cell 

phenotype. EMT starts to undergo a series of multiple biochemical changes by which and 

greatly an increased production of extra cellular matrix (ECM) components exist. The 

completion of EMT is signaled by the degradation of underlying basement membrane and 

the formation of a mesenchymal cell, which includes enhanced migratory capacity, 

invasiveness. 

 

Briefly, umbilical cords from newborn babies were immersed in sterile transfer solution 

and immediately transferred to the laboratory. Stromal cells were isolated using 
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mechanical and enzymatic cell isolation techniques and then primary cultures were carried 

out until 7 passages.  

 

We used to immunohistochemical and immunocytochemical methods. to observe the 

changes and semi-quantitative amount in specific cell-surface and cytoskeletal proteins. 

When in situ and in vitro surveys was observed that E-cadherin was not expressed but N-

cadherin was expressed by the cells. Furthermore, it was determined that the cells were 

expressing pancytokeratin, cytokeratin 18, cytokeratin 19 and vimentin, α-SMA (alpha-

smooth musle actin).  

 

In this study, we aimed to assess the cellular transformation of Type-1 and Type-2 cells in 

view of EMT in vitro culture conditions.  The ultimate goal was to achieve the molecular 

and phenotypic characterization of the HUCSCs, which will importantly contribute to the 

stem cell therapies and biology of the cell. 
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ÖNSÖZ  

 

Vücut içinde karmaĢık doku ortamlarında bulunan hücreler vücut dıĢına çıkarıldıklarında 

bugüne kadar bilinen kültür yöntemlerinden birisi kullanılarak vücut dıĢındaki yapay 

ortamda çoğaltmaktadır. Hücre kültürü olarak adlandırılan bu yaklaĢım birçok hücrenin 

davranıĢında ve fenotipinde farklı düzeylerde değiĢimlere neden olmaktadır. Bu alanda 

yürütülen çalıĢmaların en önde gelen amaçlarından birisi kültür ortamında canlılığını 

sürdüren hücrelerin in vivo koĢullardaki fizyolojik süreçlerini taklit etmektir. Ancak 

yürütülen sayısız çalıĢmaya rağmen, sınırlı sayıda hücresel özelliğin in vitro ortamdaki 

hücrelerde korunabildiği görülmektedir. Kök hücreler söz konusu olduğunda bu durum 

daha da fazla önem kazanmaktadır. Çünkü kök hücreler sınırlı sayıya sahip hücreler olarak 

organizmanın çok özgün mikroçevrelerinde, yani kendilerine özgü niĢ ortamlarında 

varlıklarını sürdürmektedir. Günümüzde kök hücre çalıĢmaları ve tedavilerinde yaygın 

kullanıldığı üzere hücreler belli anatomik bölgelerden çıkarılmakta, kültür ortamlarında 

çoğaltılmakta ve gerekirse farklılaĢtırılmaktadır. Bu bağlamda hücrelerin özgün 

karakterlerinin belirlenmesi ve kültür koĢullarında bu özelliklerinin korunması hedeflenen 

çalıĢmalarda büyük önem arz etmektedir.  

Bu çalıĢmada insan göbek kordonu stroması kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin in vitro 

koĢullar altında sergilediği heterojen hücre fenotipinin hücresel dönüĢüm modeli 

çerçevesinde değerlendirerek sergilemiĢ oldukları heterojen görünümün moleküler ve 

fenotipik olarak tanımlanması amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamın baĢlangıcından bitimine kadar, benden yardımını esirgemeyen pek çok kiĢiye 

teĢekkür borçluyum.  

Lisans ve Yüksek lisans eğitimim boyunca ilminden faydalandığım, insani ve ahlaki 

değerleri ile de örnek edindiğim, birlikte çalıĢmaktan onur duyduğum ve ayrıca 

tecrübelerinden yararlanırken göstermiĢ olduğu hoĢ görü ve sabırdan dolayı değerli hocam, 

Prof. Dr. Alp Can‟a, 

Eğitimim boyunca üzerimde emeği geçen sayın hocalarıma; birlikte çalıĢmaktan zevk 

aldığım sevgili asistan arkadaĢlarıma, 

Bu günlere gelmemde büyük pay sahibi olan aileme ve dostlarıma teĢekkürlerimi sunarım. 
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1. GİRİŞ 

 

Vücut içinde karmaĢık doku ortamlarında bulunan hücreler vücut dıĢına çıkarıldıklarında 

bugüne kadar bilinen kültür yöntemlerinden birisi kullanılarak vücut dıĢındaki yapay 

ortamda çoğaltılırlar. Hücre kültürü olarak adlandırılan bu yaklaĢım birçok hücrenin 

davranıĢında ve fenotipinde farklı düzeylerde değiĢimlere neden olmaktadır. Bu alanda 

yürütülen çalıĢmaların en önde gelen amaçlarından birisi kültür ortamında canlılığını 

sürdüren hücrelerin in vivo koĢullardaki fizyolojik süreçlerini taklit etmektir. Ancak 

yürütülen sayısız çalıĢmaya rağmen, sınırlı sayıda hücresel özelliğin in vitro ortamdaki 

hücrelerde korunabildiği görülmektedir. Kök hücreler söz konusu olduğunda bu durum 

daha da fazla önem kazanmaktadır. Çünkü kök hücreler sınırlı sayıya sahip hücreler olarak 

organizmanın çok özgün mikroçevrelerinde, yani kendilerine özgü niĢ ortamlarında 

varlıklarını sürdürmektedir. Günümüzde kök hücre çalıĢmaları ve tedavilerinde yaygın 

kullanıldığı üzere hücreler belli anatomik bölgelerden çıkarılmakta, kültür ortamlarında 

çoğaltılmakta ve gerekirse farklılaĢtırılmaktadır. Bu bağlamda hücrelerin özgün 

karakterlerini bir bölümünü geçici veya kalıcı olarak yitirmeleri son derece doğaldır.  

 

 

Ġnsan göbek kordonu stroması mezenkimal kök hücreleri (iGKS-MKH) üzerinde 

yürütmekte olan analizler bu hücrelerin de kaynak aldıkları dokudan çıkarılmaları ve 

sonrasında kültüre edilmeleri sırasında benzer değiĢim sürecinden geçtiğini göstermiĢtir. 

ġimdiye kadar yapılan çalıĢmaların sonuçları değerlendirildiğinde laboratuvar koĢullarında 

kültürü yapılan iGKS-MKH iki farklı fenotip göstermektedir. Ġlk kez Can ve ark. 

tarafından Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandırılan bu hücreler kültür ortamında heterojen bir 

yapıda olup, ilk pasajlardaki kültür ortamı Tip 1 hücrelerce zengin iken ilerleyen pasajlarda 

yerini Tip 2 hücrelere bırakmaktadır (1). Tip 1 hücreler geniĢ sitoplazmalı, son derece 

yassı ve stres liflerince zengin bir fenotip sergilerken; Tip 2 hücreler fibroblastoid olup 

uzun sitoplazmik uzantılara sahiptir. Ġki hücre tipi de farklı vimentin ve sitokeratin 

profiline sahiptir. Alfa-düz kas aktin (α-SMA) ve desmin filamentlerinin ise dokuda 

varlıkları tespit edilmiĢ, fakat kültür ortamında ilerleyen pasajlarda ifadelerinin azaldıkları 

belirlenmiĢtir (2). Bununla birlikte Tip 1 ve Tip 2 hücrelerin kondrojenik, osteojenik ve 

adipojenik farklılaĢmaları arasında bir fark belirlenmemiĢtir. Oysa nöronal hücre hatlarında 

tercihli bir farklılaĢma saptanmıĢtır. Hücreler ilk olarak mezenkimal ve ekto/endodermal 
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belirteç olan vimentin ve pansitokeratin antikorlarıyla boyandığında vimentinin tüm hücre 

tiplerinde ifade olduğu gözlenirken; pansitokeratinin ifadesinin Tip 1 hücrelerle sınırlı 

olduğu tespit edilmiĢtir. Buna ek olarak ilerleyen pasajlarda (P5-P9) pansitokeratin 

ifadesinin azaldığı görülmüĢtür. Desmin ve α-SMA ifadelerine bakıldığında ise kültürdeki 

hücrelerde desmin tespit edilmezken, erken pasajlarda (P1-P3) α-SMA ifadesi belirlenmiĢ, 

ilerleyen pasajlardaki (P5-P9) hücrelerin α-SMA‟dan yoksun olduğu belirlenmiĢtir. 

Dokuda yapılan analizlerde ise perivasküler, intervasküler ve subamniyotik bölgelerdeki 

hücrelerin güçlü bir Ģekilde vimentin ve desmin ifade ettiği belirlenmiĢtir. Bu bölgelerde 

pansitokeratin ve α-SMA ifadesinde ise perivasküler ve subamniyotik alanda güçlü bir 

ifade gözlenirken; intervasküler alanda ifadenin zayıf olduğu belirlenmiĢtir (2).  

 

 

Tüm bu bulgular ve deneyimler değerlendirildiğinde göbek kordonu stromasından izole 

edilen hücreler arasında in vitro koĢullarda bir geçiĢin olduğunu hatırlatmaktadır. Bu olay 

kısmen yeni bir kavram olan epitel mezenkim geçiĢi (EMG)‟ne benzer bir nitelik taĢıdığını 

düĢünmekteyiz. Bir baĢka deyiĢle, Tip 1 hücrelerin ilerleyen pasajlarda yerini Tip 2 

hücrelere bırakması söz konusu olabilir.  

 

 

EMG sürecinde de birçok hücresel proteinde sentez ve dağılım değiĢikliği gerçekleĢir. 

Kaderin grubu proteinler ve hücre iskeleti filamanları bu süreçte belirgin değiĢik gösterir. 

iGKS-MKH‟leri üzerinde yaptığımız çalıĢmalarda bu iki molekül grubu arasında bir 

değiĢim saptamıĢ bulunmaktayız. Yeni tanımlanan EMG değiĢim süreci bu nedenle bizim 

karĢılaĢmıĢ olduğumuz hücresel değiĢimi açıklamaya yardımcı olabilir. Özellikle, hücre 

yüzey proteinleri olan E-kaderin ifadesinde azalma gerçekleĢirken; N-kaderin sentezi 

artmaktadır. E-kaderin ve N-kaderinin her ikisi de hücre-hücre iliĢkilerinde rol 

oynamaktadır. Hücre iskeleti elemanlarına bakıldığında α-SMA, vimentin ve F-aktin 

ifadesi artarken; sitokeratinin ifadesi azalmaktadır. 

 

 

İn vitro koĢullar altındaki iGKS-MKH‟leri EMG çerçevesinde değerlendirildiğinde bir 

miyofibroblast fibroblast geçiĢinin söz konusu olabileceğini düĢünmekteyiz. Bu çalıĢmayı 

yaparken EMG sürecinden esinlenebilecek çok sayıda bilimsel veri ve bulgu elde ettik. 

AraĢtırmada temel olarak immünhistokimyasal incelemeler ile hücre yüzey molekülleri 
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olan E-kaderin, N-kaderin; hücre iskeleti proteinleri olan vimenin, α-SMA, pansitokeratin 

(Tip1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 ve19), sitokeratin 18, sitokeratin 19 ifadeleri gözlendi.  Bu tez 

çalıĢmasının amacı da bu değiĢimin söz konusu olup olmadığını araĢtırmak ve eğer varsa 

bunun tanımlamaktır.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

 

2.1. Epitel Mezenkim Geçişi 

 

Epitel mezenkim geçiĢi (EMG) polarize olmuĢ epitel hücrelerin, birçok biyokimyasal 

değiĢim sonucunda göç edebilme yeteneğine sahip, yayılmacı özelik sergileyen ve 

apoptoza dirençli mezenkimal hücre fenotipini oluĢturan biyolojik bir süreçtir (3). Bu süreç 

içerisinde hücreler arası matriks elemanlarının üretimi büyük bir artıĢ göstermektedir. 

EMG süreci, bazal membran yapısının bozulması ve epitel hücrelerinin göç edebilme 

yetisine sahip mezenkimal hücrelerin oluĢması ile tamamlanmaktadır. EMG birçok 

moleküler değiĢim süreci sonunda gerçekleĢir. Bunlar; transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonu, hücre yüzey proteinlerin ifadesi, hücre iskelet proteinlerinin yeniden 

düzenlenmesi ve ifadesindeki değiĢiklikler, hücreler arası matriksi parçalayan enzimlerin 

üretilmesi ve miRNA ifadesindeki değiĢiklikler olarak sıralanabilir (ġekil 2.1.1). Birçok 

durumda bu faktörler EMG süreci içerisinde biyobelirteç olarak kullanılmaktadır. 

 

 

Şekil 2.1.1 Epitel Mezenkim GeçiĢi 

EMG, polarize olmuĢ epitel hücrelerinin, birçok biyokimyasal değiĢimler sonucunda göç 

etme yetisine sahip, yayılımcı özelik sergileyen ve mezenkimal hücre fenotipini oluĢturan 

biyolojik bir süreçtir. Bu süreç içerisinde hücreler epitelyal özelliklerini kaybederek 

mezenkimal özellikler kazanırlar. ZO-1, zona occludens; MUC1, musin 1; miR200, 

mikroRNA 200; FOXC2, forkhead box C2. (Kalluri and Weinberg 2009‟dan değiĢtirilerek 

alınmıĢtır) 
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Ġlk olarak E. Hay‟ın tavuk embriyosunda ilkel çizginin oluĢum modelini kullanarak yaptığı 

öncü çalıĢmalar “Epitel Mezenkim DönüĢümü” olarak adlandırılmıĢtır (4). Aradan geçen 

süre içinde, bu sürecin neoplastik dönüĢümden farklı olması ve daha doğru yansıttığı için 

“dönüĢüm” terimin yerini “geçiĢ” terimi almıĢtır (3). Bunun yanında, EMG süreci ile 

gerçekleĢen fenotipik esnekliğin tersine, mezenkimal hücrelerin epitel türevlerine 

dönüĢümünü içeren “Mezenkim Epitel GeçiĢi” süreci ortaya konmuĢtur (5).  

 

2.1.1. Epitel Mezenkim Geçişinin Nedenleri 

 

YaklaĢık 150 yıl önce, hücrelerin daha fazla hücre oluĢturmak ve buna bağlı olarak doku 

hacmini artırmak için bölündükleri düĢüncesi ortaya konmuĢtur. Her hücrenin bir diğer 

hücreden kaynaklandığı ve bunun temelinde de tek bir hücrenin (zigot) olması bu 

düĢüncenin merkezini oluĢturmaktadır. GeliĢim boyunca hücrelerin farklılaĢma süreci 

içerisindeki çeĢitli fenotipik durumları ise bir diğer karmaĢık bölümdür. Son zamanlarda 

geliĢim sürecindeki epitel hücrelerinin fenotipik esnekliğe sahip olduğu ve EMG ile MEG 

süreçleri içerisinde ileri ve geriye dönüĢüm yapabildikleri bilinmektedir (6).  

 

Epitel dokularının geliĢimine bakıldığında, mezenkim hücreleri doku oluĢumunu 

destekleme rolünü üstlenmiĢken; epitel hücreler dokuya özgü bir iĢlev sergiler. Burada bazı 

özelleĢmiĢ iĢlevleri gerçekleĢtirmek için terminal bir farklılaĢmanın gerekli olduğu ve 

geliĢim tamamladıktan sonra da hücrelerin bu durumu korunduğu görülmüĢtür. Bu durum 

geliĢim ve yetiĢkinlik dönemi boyunca, terminal farklılaĢma geçirmiĢ epitel hücreleri 

içeren hücre popülasyonunun EMG süreci ile farklılaĢma geçirerek mezenkimal fenotipe 

dönüĢmesi olarak açıklanmıĢtır. Bu programlar doku tamiri, patolojik stresler sonucunda 

çeĢitli yangı oluĢumları ve ileri seviyedeki karsinoma tipleri ile bağlantılı olarak aktif hâle 

gelebilir. Buna göre EMG, embriyodaki hücre dağılımı, hasarlı dokulardaki mezenkimal 

hücre Ģekillenmeleri, epitel kökenli kanser tiplerinin invazyonu ve metastazındaki 

mekanizmaları oluĢturmaktadır. 
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2.1.2. Epitel Mezenkim Geçişinin Sınıflandırılması 

 

EMG süreci içerisinde birbirinden farklı iĢlevsel sonuçları olan üç ayrı biyolojik olayla 

karĢılaĢılır. Bu olaylara ait özel sinyaller henüz yeterince netlik kazanmamıĢ olmasına 

rağmen bu programların birbirinden farklı olduğu kabul edilmiĢtir. EMG programının üç 

farklı biyolojik alt tipinin sınıflandırılmasına yönelik öneriler 2007‟de Polanya ve 2008‟in 

Mart ayında Cold Spring Harbor Laboratuvarları‟nda yapılan EMG konulu toplantılarda 

ele alınmıĢ ve kabul edilmiĢtir (7).  

 

 

Ġmplantasyon, embriyo oluĢumu ve organ geliĢimi ile bağlantılı EMG süreci, ortak 

mezenkim fenotipine sahip faklı hücre tipleri oluĢturmak üzere organize olmuĢlardır. Tip 1 

EMG olarak adlandırılan bu süreçte, ilk oluĢan epitel hücrelerin ikincil epiteli oluĢturmak 

üzere MEG sürecine girme potansiyeline sahip mezenkimal hücrelere (birincil mezenkim) 

dönüĢümü söz konusudur (ġekil 2.1.2.1). 

 

 

EMG‟ye bağımlı yara iyileĢmesi, doku yenilenmesi ve organ fibrozisi EMG‟nin ikinci 

tipini oluĢur. Tip 2 EMG‟de oluĢan ikincil epitel ya da endotel hücrelerin fibroblastlara 

dönüĢümü söz konusudur (ġekil 2.1.2.1). Fibroblast oluĢumu ve fibrozis, immünolojik 

olgunlaĢmayı ve doku oluĢumunu iĢaret eder. Ancak Tip 1 EMG‟nin tersine Tip 2 EMG 

yara iyileĢmesi ve doku yenilenmesi boyunca görülen inflamasyon ile bağlantı gösterir.  

 

 

Tip 3 EMG, genetik ve epigenetik değiĢimler sonucunda tümör geliĢimine neden olabilen 

neoplastik hücrelerde görülür. Bu değiĢimler sadece onkogen ve tümör baskılayıcı genleri 

etkilemez, bunun yanında EMG sürecini kontrol eden ve diğer iki tip EMG‟den faklı 

olarak yeni bir oluĢuma neden olan kontrol mekanizmalarını da etkiler. Tip 3 EMG 

sürecine girmiĢ karsinoma hücreleri, invazyon ve metastaz yapabilir ve bu olay kanser ile 

sonuçlanmaktadır. Epitel kanser hücreleri, EMG boyunca farklılaĢma gösterir ve 

mezenkim fenotipine dönüĢerek metastatik bir iĢlev kazanır. Metastaz sonrasında 

yerleĢtikleri niĢ ortamında epitel fenotiplerini geri kazanarak ikincil tümör yapısını 

Ģekillendirirler (ġekil 2.1.2.1).  
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Bu üç tip EMG farklı biyolojik süreçleri temsil ediyorken temelde benzer genetik ve 

biyokimyasal değiĢimlerin gerçekleĢtiği görülmektedir.  

 

 

Şekil 2.1.2.1 Epitel Mezenkim GeçiĢ Tipleri 

Tip 1 EMG‟de, ilk oluĢan epitel hücrelerin mezenkim hücrelerine dönüĢü söz konusudur. 

Bu durum, embriyogenezin gastrulasyon ve nöral krest oluĢum evrelerinde gözlenir. Daha 

sonra, oluĢan mezenkimal hücreler, ikincil epitel hücreleri oluĢturmak üzere farklılaĢırlar 

(MEG). Tip 2 EMG‟de, oluĢan ikincil epitel ya da endotel hücrelerinin fibroblastlara 

dönüĢmesi söz konusudur. Tip 3 EMG, metastatik sürecin bir parçasıdır. Epitelyal tümör 

hücreleri, birincil tümör nodülü olarak davranır ve bulunduğu ortamdan koparak yeni 

dokulara göç eder, bunun sonucunda ikincil tümör nodülünü oluĢturur. (Can A. 2014‟ten 

değiĢtirilerek alınmıĢtır)  
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2.1.2.1. Tip 1 EMG: İmplantasyon, Embriyogenez, Organ Gelişimi  

 

 

Embriyogenezin erken safhaları boyunca embriyonun implantasyonu ve plasenta yapısının 

oluĢması EMG süreci ile bağlantılı olarak gerçekleĢir (8). Özellikle sitotrofoblast öncüleri 

olan trofoektoderm hücreleri, endometriyuma yayılmayı kolaylaĢtırmak ve plasentanın 

doğru bir Ģekilde tutunabilmesini sağlamak için EMG programını kullanarak bazı 

düzenlemelerde bulunmaktadır (9).  

 

Embriyo, üç germ tabakasını oluĢturmak üzere gastrülasyon aĢamasına girer ve ilk olarak 

epiblast tabakasında ilkel çizgi oluĢur (10). Buradaki epitel hücreler E-kaderin ifade eder 

ve apikal-bazal kutuplaĢması oluĢturur. Ġlkel çizginin içe doğru göçmesi ile mezoderm ve 

endoderm tabakalarına ayrılacak olan, mezoderm tabakasını oluĢturur (9). Bu süreç EMG 

ile gerçekleĢmektedir (4). Epiblast ile hipoblast arasında oluĢan embriyonik mezoderm 

aksial, paraksial, orta ve yan mezodermal tabakalarla bağlantılı olarak göç edebilme 

yetileri yüksek olan birincil mezenkimleri oluĢturur (11). 

 

 

Biyokimyasal açıdan bakıldığında EMG bağımlı gastrulasyon Wnt sinyaline bağımlı 

olarak düzenlenir. Wnt3 hasarlı embriyolar EMG bağımlı gastrülasyon aĢamasına 

geçemezler (12, 13). Birincil çizgi oluĢumu Wnt8c ifadesi ile bağlantılıdır ve Wnt8c‟nin 

aĢırı ifadesi birçok birincil çizgi oluĢumuna yol açar. TGF-β üst ailesi proteinleri, özellikle 

de Nodal ve Vg1, Wnt‟nin çalıĢmasına aracılık etmektedir ve hasar gördüklerinde EMG 

kaybından dolayı mezodermal bozukluklar ortaya çıkmaktadır (14-18). Bununla birlikte 

Wnt‟ler FGF reseptörleri ile birlikte çalıĢarak EMG bağlantılı gastrulasyon sürecinin 

düzenlenmesine yardımcı olmaktadır (19-21). Snail, Eomes ve Mesps gibi transkripsiyon 

faktörleri EMG bağımlı gastrülasyonu yönetmektedir. Örneğin; Snail 1, E-kaderin ifadesini 

azaltmaktadır.  

 

 

Embriyonik geliĢim boyunca EMG, nöroektodermi oluĢturan nöral krista hücrelerinin 

göçüne doğrudan katılmaktadır (22). Göçe henüz baĢlamaıĢ hücreler ilk baĢta Sox, Snail1, 

Slug ve FoxD3 (Forkhead box D3) gibi genleri ifade etmektedir ve sonrasında bu hücreler 

EMG programına girmektedir (23, 24). Bunun sonucunda bu hücreler nöral katlantılardan 
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ayrılır, hareketli hâle gelir ve diğer hücre tiplerini dönüĢmek üzere embriyonun farklı 

bölgelerine göç eder. 

 

 

Nöral krista içerisindeki EMG de gastrülasyon aĢamasındakilere benzer sinyaller ile 

uyarılır. Bu sinyal yolaklarını Wnt, FGF (Fibroblast Büyüne Faktörü), BMP (Kemik 

Morfogenetik Protein), c-Myb ve msh homeobox 1 genlerinin ürünleri oluĢturur. Bunların 

içerisinde BMP nöral krista hücrelerinin uyarılmasında en belirgin olanıdır. Sadece 

BMP‟nin engellenmesi ile EMG sürecinin geriye çevrilmesi gerçekleĢtirilebilir (25-27). 

Bununla birlikte nöral krista yapısında (Bkz. ġekil 2.1.2.1.1) EMG‟nin gerçekleĢebilmesi 

için E-kaderin gibi hücre-hücre tutunma moleküllerinin de baskılanması gerekmektedir  

(28).  
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Şekil 2.1.2.1.1 Omurgalılarda embriyonik tabakaların oluĢumu 

Tip 1 EMG (A) Gastrülasyon evresinde embriyonik tabakaların oluĢması. EMG süreci ile 

epitel hücreleri (sarı), ilkel çizgiden içeriye doğru göç eden mezodermal (yeĢil) ve 

endodermal (pembe) hücrelere dönüĢmektedir. (B) Mezodermal hücreler (mavi), orta-yan 

eksenler boyunca çeĢitli yapıları oluĢturmak üzere yoğunlaĢmaktadırlar. MEG süreci ile 

lateral mezoderm tabakasından notokord yapısı oluĢurken; paraksial mezoderm 

tabakasından somitler oluĢmaktadır. (Nieto et al. 2009‟dan değiĢtirilerek alınmıĢtır)  

 

 

2.1.2.2. Tip 2 EMG: Doku yenilenmesi ve organ fibrozisi 

 

 

Epitel dokuda gerçekleĢen organ fibrozisi, çeĢitli inflamatuvar sinyaller sonrasında 

inflamatuvar hücre ve fibroblastlar ile kollajen, laminin, elastin ve tenaksin gibi hücreler 

arası matriks bileĢenleri aracılığıyla gerçekleĢmetedir (Bkz. ġekil 2.1.2.1.2). EMG süreci 
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ile iliĢkili fibrozis özellikle böbrek, karaciğer, akciğer ve bağırsakta görülmektedir (29-31). 

ÇeĢitli organlarda fibrozis geliĢimi boyunca görülen vimentin, α-SMA, desmin gibi hücre 

iskeleti proteinleri ve hücreler arası makriks bileĢeni olan kollajen 1 EMG süreciyle 

oluĢmuĢ mezenkimal hücrelerin tanımlanmasında güvenilir belirteçler olarak kullanılabilir. 

Bu süreçte E-kaderin/ß-katenin sinyalleri anahtar bir rol oynamaktadır. Bununla birlikte 

TGF-ß‟nın tersine çalıĢan BMP-7 de EMG sürecinde önemli bir transkripiyon faktörüdür. 

BMP-7, TGF-ß ile uyarılmıĢ EMG‟ye karĢı endojen baskılayıcı olarak iĢlev gösterir (32, 

33).  Bir diğer etkisini ise TGF-ß‟nın etkisiyle kaybolan E-kaderin ifadesini tersine 

çevirerek gösterir (32).  

 

EMG sürecinde epitel belirteçlerin ifadesi devam ederken EMG‟nin ara formundaki 

hücreler mezenkimal hücre belirteçleri sentezlenmeye baĢlar. Ġnflamatuvar stres altındaki 

epitel hücreleri EMG sürecinin baĢlarında mezenkim özelliklerinin yanında epitel 

özelliklerini de kısmen korurlar, bu da “kısmi EMG” kavramını oluĢturmaktadır. Sonuçta 

bu hücreler tamamen mezenkim özellik kazanarak epitel tabakasını terk eder ve dokunun 

interstiyumunda birikir (34).  

 

Farenin böbreğinde meydana getirilen inflamatuvar hasar sonrasında TGF-ß, PDGF, EGF 

ve FGF-2 gibi EMG sürecini tetikleyen büyüme faktörlerinin salgılandığı görülmüĢtür. Bu 

salınım, makrofajların ve istirahat halindeki fibroblastların aktifleĢerek hasar bölgesinde 

birikmesi ile baĢlar. Buna ek olarak, bu hücreler kemokinler ve MMP (Matriks 

Metalloproteinaz)‟lerin (özellikle de MMP-2, MMP-3 ve MMP-9) salgılanmasını sağlar. 

Epitel hücreler bu sinyal moleküllerinden etkilenir ve Tip 4 kollajen ve lamininin 

parçalanması ve bozulması sonucunda inflamatuvar hücreleri ile birlikte hareket ederler. 

Laminin yapısı bozulmuĢ olan hücreler mezenkim fenotipi kazanır ve ilgili büyüme 

faktörleri ve bazı kemoatrakten maddeler ile bulundukları bölgeden diğer epitel 

tabakalarına doğru hareket ederler (35). Epitel hücrelerinin EMG süreci içerisindeki bu 

oluĢum, doku plazminojen uyarıcısının (tPA) bozulması ve MMP-9‟un ifadesinin 

baskılanması ile durdurulur. Bu sırada TGF-ß‟nın düzenlenmesine bağlı olarak E-kaderin 

seviyesi düĢer ve aktif MMP-9‟un seviyesi azalır (36). Tübüler epitel hücrelerde 

gerçekleĢen TGF-ß bağımlı EMG sürecinde, ß-integrin ve integrin bağımlı kinazlar (ILK) 

arabulucu olarak davranırlar (37). Bu sinyal yolağı içerisinde TGF-ß, Smad2/3 bağımlı 

yolak ve MAPK bağımlı yolaklar üzerinden EMG‟yi uyarmaktadır (38, 39).  

 



12 

 

Kader belirleme ve kemik iliği nakli çalıĢmalarında farelerdeki böbrek oluĢumu boyunca 

fibroblastların % 12„sinin kemik iliği kaynaklı % 30‟unun ise EMG araçlığı ile böbrek 

tübüler epiteli kaynaklı olduğu gösterilmiĢtir (40). Ġnsan dokularında gerçekleĢen 

fibrozisde de EMG süreci rol almaktadır (41). 133 hastada yapılan böbrek fibrozisi 

çalıĢmasında tübüler epitel hücreleri etiketlemek için sikokeratin, vimentin, α-SMA 

kullanılarak yapılan çalıĢmalarda örneklerin önemli bir çoğunluğunda EMG süreci tespit 

edilmiĢtir (42). 

 

 

 
 

Şekil 2.1.2.1.2 Epitel Mezenkim GeçiĢi ve Fibrozis 

Ġnflamasyona bağlı EMG sürecinin uyarılması ile fibrozis gerçekleĢmektedir. Bu süreçte 

inflamatuar ve fibroblast hücreleri tarafından birçok molekül sentezlenir. Bu moleküller 

bazal membranın yıkılmasını ve Epitel hücrelerin polaritesini kaybederek ya apoptozise 

uğrarlar ya da EMG süreci ile fibroblast özellikleri kazanırlar. (Kalluri and Weinberg 

2009‟dan değiĢtirilerek alınmıĢtır) 

 

 

2.1.2.3. Tip 3 EMG: Kanser ve Metastaz 

 

 

Epitel hücrelerin aĢırı bölünmesi ve damar oluĢumu birincil epitel kanserlerin baĢlangıcı 

olarak kabul edilir (43). Sonrasında membranın alt tarafına doğru yayılmanın 

gerçekleĢmesi metastazın baĢlangıcıdır. Genetik kontrol ve biyokimyasal süreçlerin 

kontrolü ile yayılmacı fenotipin oluĢması ve sonrasında kanser hücrelerinin metastazı 

günümüzde en çok araĢtırılan konuĢarın baĢında gelmektedir. Bu çalıĢmaların birçoğunda 

epitel kanser hücreleri tarafından kanser hücre fenotipinin oluĢmasında EMG programının 

kritik bir mekanizma olduğu söylenmektedir (Bkz. ġekil 2.1.2.1.3) (44). 
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Şekil 2.1.2.1.3 Epitel-Mezenkim GeçiĢi ve kanserin ilerlemesi 

Kanserin invaziv hale dönüĢme evresi epitel hücrelerin polaritesini kaybetmesi ve bazal 

membran yapısının bozulması ile baĢlamaktadır. Bunun yanında hücreler arası matriks 

yapısındaki değiĢimler ve ilgili sinyal yolaklarının uyarılması ile devam etmektedir. 

Sonraki süreçte hareketli hale gelen karsinoma hücre damar içine geçerek dolaĢım 

sistemine geçer ve mikro veya makro metastaz gerçekleĢtirmek üzere damar dıĢına çıkarak 

kendine bir niĢ ortamı yaratır ve orada MEG süreci ile ikincil epitelyal tümörü oluĢturur. 

(Kalluri and Weinberg 2009‟dan değiĢtirilerek alınmıĢtır) 

 

 

Fareler üzerinde yapılan çalıĢmalar ve hücre kültürü deneyimleri epitel karsinoma 

hücrelerinin EMG programı ile mezenkim fenotipi kazandığını ve α-SMA, vimentin ve 

desmin gibi mezenkimal belirteçleri ifade ettiğini göstermiĢtir (45). Bu hücreler tipik bir 

Ģekilde birincil tümörlerin baĢlangıcında yayılmacı olarak görülmektedir, sonrasında bu 

hücreler invazyon-metastaz yolağına girmektedir. Bu süreç hücrenin damar içine göçü, 

periferik kanda taĢınması, damar dıĢına taĢınması, mikrometastaz oluĢumu ve en sonunda 

kolonizasyon (makroskobik metastazların içinde küçük kolonilerin oluĢumu) olarak 

özetlenebilir (44, 46, 47). 

 

 

Göç edebilen kanser hücreleri EMG süreci ile bulunduğu bölgeden ayrılarak uzak 

bölgelerde ikincil kolonileri oluĢturur. Bu durum histopatoloijik olarak incelendiğinde, 

birincil tümörden oluĢan ve metastazik karsinoma hücrelerini temsil eden mezenkim 

fenotipler metastaz sonrasında yerini epitel fenotipe bırakır. Metastatik yayılma sürecinde 

rol oynadığı belirtilen EMG sürecinin yanı sıra metastatik kanser hücreleri ikincil tümörün 

oluĢumu boyunca MEG süreci ile kendi mezenkim fenotipini yansıtır (48). YayılmıĢ 

kanser hücrelerinin MEG sürecine girme eğilimi yerel mikroçevreye yansır. EMG 

sürecinin uyarılması, metastatik evrenin oluĢumu için karsinoma devamlılığının 

merkezinde bulunan önemli bir mekanizmadır ve bir sonraki kolonizasyon süreci boyunca 
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MEG‟yi etkisi altına almaktadır (44, 49, 50). Ancak, bu mekanik modelin birçok 

basamağının açıklanması direk olarak deneyimsel onaylar gerektirmektedir. Dahası, bu 

olay ve moleküler mekanizmanın iliĢkisi ve epitel olmayan kanser hücrelerinin metastatik 

yayılması henüz yeterince netlik kazanmamıĢtır.  

 

 

Kanser hücrelerinin oluĢumunda EMG sürecine katkıda bulunan sinyal moleküllerinin 

tamamı henüz açığa kavuĢmamıĢtır. Fakat genetik ve epigenetik değiĢimler sonucunda 

tümör stromasından kaynaklanan heterotipik sinyaller ile EMG süreci uyarılarıldığı 

düĢünülmektedir. Bu süreçte onkogenler aktif rol oynamaktadır (51-53). Protein düzeyinde 

bakıldığında ise HGF (Hepatosit Büyüme Faktörü), EGF (Epitel Büyüme Faktörü), PDGF 

(Platelet Kaynaklı Büyüme Faktörü) ve TGF-ß (Tümör Büyüme Faktörü) gibi büyüme 

faktörleri bu süreci kontrol etmektedir. Bunun yanında Snail1, Slug, zinc finger E-box 

binding homeobox 1 (ZEB1),Twist, Goosecoid ve FOXC2 gibi transkripsiyon faktörleri de 

EMG sürecini uyarmaktadır (54-57). Aktif hale gelen her bir transkripsiyon faktörü EMG 

sürecini baĢlatmak üzere pleitotropik olarak hareket eder. Bu durum diğer transkripsiyon 

faktörlerinden bağımsız olarak gerçekleĢir. EMG programına bağımlı olarak hücreler 

tarafından gerçekleĢen bu durum ERK, MAPK, PI3K, Akt, Smads, RhoB, ß-katenin, 

LEF(Limfoid Artırıcı Bağlanma Faktörü), Ras, ve c-Fos gibi birçok hücre içi sinyal 

yolağını içermektedir. Bununla birlikte ß4 integrinler, α5ß1 integrin ve αVß6 gibi hücre 

yüzey proteinleri de bu sürece katılmaktadır (58).  

 

 

TGF-β, epitel hücre çoğalmasının önemli bir baskılayıcısıdır, buna bağlı olarak da birincil 

tümör oluĢumunu baskılar. Ancak tümör oluĢumu ve metastazın pozitif yönde 

düzenlenmesinde de görev almaktadır (59-61). Bu bağlamda, in vitro çalıĢmalarda TGF-

β‟nın kanser hücre tiplerini içeren EMG‟yi uyardığı gösterilmiĢtir (62). TGF-β ile 

uyarılmıĢ EMG sürecinde muhtemel iki sinyal yolağı tespit edilmiĢtir. Birincisi Smad 

proteinleridir. Bu proteinler, TGF-β aracılığı ile ALK-5 reseptörlerini kullanarak EMG 

programlarını uyarır (62-65). Smad proteinlerinin engellenmesi uygun transkripsiyon 

faktörleri ve sitoplazmik kinazların etkileri ve TGF-β‟nın otokrin üretimi ile gerçekleĢir. β-

katenin ve LEF aracılığı ile sinyal yolakları da Smad ile birlikte çalıĢarak EMG 

uyarılmasını sağlar (38, 66, 67). TGF-β ile uyarılmıĢ ikinci EMG yolağının p38 MAPK ve 
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RhoA aracılığı ile kontrol edilmektedir. Bu süreç integrin β1 aracılıklı sinyal ve αVβ6 

tarafından TGF-β‟nın aktivasyonuna ile gerçekleĢir (68).  

 

 

EMG‟nin önemli belirtilerinden biri de süreç içersinde E-kaderin ifadesinin azalmasındır 

(69, 70). Örneğin; c-Fos onkogeninin normal fare meme epitel hücrelerindeki uyarılması 

EMG‟yi tetiklemektedir. Bu durum E-kaderin ifadesindeki azalma ile doğrudan 

bağlantılıdır (62). Metastaz sonrasında epitel hücre yapıĢma molekülleri yeniden organize 

olur ve E-kaderinin sitoplazmik kısmı ya da tamamı ektopik olarak hücrelerde ifade olur 

(66, 71). E-kaderin ifadesine bağlı olarak ß-katenin‟in sitoplazmada biriktirilmesi kanser 

hücrelerinin epitelyal geleceklerinin korunması için önemlidir ve mezenkimal fenotipin 

kazanılması ß-kateninin Tcf/LEF kompleksinin çekirdeğe taĢınması ile bağlantılıdır (67, 

72). E-kaderin ifadesinin kaybı ile sonuçlanan çekirdekdeki ß-katenin birikimi EMG 

sürecinin baĢlaması ve yayılmacı fenotipin oluĢması ile bağlantılıdır. Buna göre, 

yüzeyindeki E-kaderinleri kaybetmiĢ olan hücreler birçok büyüme faktörünün etkisi ile 

EMG sürecini uyarılması yönünde daha duyarlı hale gelir (38, 44). E-kaderin ve ß-

katenin/LEF aktivitesinin epigenetik kontrolü kanser hücrelerinin metastasik 

potansiyellerinin saptanmasında önemlidir. E-kaderin eksikliği gösteren hücre hatları 

bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ farelere verildiğinde tümör oluĢumu ve metastazın arttığı 

gözlenmiĢtir (73-77).  

 

 

E-kaderin ifadesi Snail 1 ve Slug transkripsiyon faktörleri tarafından düzenlenmektedir. 

Bunun yanı sıra çinko parmak protein tipini içeren temel helix-loop-helix transkripsiyon 

faktörleri, motor nöron proteini etkileĢim proteini (SIP1)‟nin sürekliliği ve E12 (E47-E2A 

olarak da bilinen)„de bu süreçte rol alır (78). Bu transkripsiyon faktörleri TGF-ß ile 

uyarılmaktadır ve bir kere ifade olduğunda E-kaderin ifadesini baskılar. Snail 1 de invaziv 

fenotipi yönlendirir. E-kaderinin kaybı Wnt sinyalini teĢvik eder ve bu durum çekirdekteki 

Snail 1‟in yüksek seviyedeki ifadesi ile bağlantılıdır. SIP1 de Snail 1 ile birlikte E-kaderin 

ifadesini baskılar (19). Metastatik ve metastatik olmayan fare meme kanser hücre 

hatlarındaki gen ifadelerini karĢılaĢtırmak için kullanılan gen ifade analizlerinde Twist ve 

Goosecoid‟in EMG‟yi yönlendirmede ve metastazı uyarmada önemli genler olduğu 

gösterilmiĢtir (79, 80). MMP-3 gibi bazı matriks parçalıyıcı enzimlerin de Rac1b ve ROS 

aracılığı ile genomik kararsızlığı uyararak EMG sürecini yönlendirmektedir (81).  
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EMG programını düzenleyen bir diğer molekül miRNA‟lardır. miR200 ve miR205 E- 

kaderin, ZEB1 ve ZEB2 reseptörlerini engeller ve böylece epitel fenotipinin oluĢumuna 

yardım eder (82-86). Meme karsinoması da miR200 tipi ile vimentin ifadesinin artıĢı ve 

kanser hücrelerindeki E-kaderin seviyesinin azalıĢı ile bağlantılıdır (82-84). miR21 

miktarının artması ile birçok kanser ve TGF-ß ile uyarılmıĢ EMG süreci baskılanır. 

Bununla birlikte CD44
yüksek

/CD20
düĢük

 hücreler, EMG özelliklerini sergileyen kötü huylu 

meme kanseri dokularından izole edilip sağlıklı hücreler ile kültür edildiklerinde metastatik 

potansiyeli artan bir profil sergileyerek EMG sürecini uyardıkları gözlenmiĢtir (87). Bu 

durum EMG sürecinin kök hücre benzeri özelliği ile yüksek derecede invaziv hücrelerin 

oluĢmasında rol oynayabildiği ve kendinin aynısını oluĢturabilme potansiyeline sahip olan 

sonraki fenotip, yaygınlaĢan kanser hücreleri tarafından ikincil tümör oluĢumunu 

yönlendirebildiği düĢünülmektedir.  

 

 

2.2. İnsan Göbek Kordonunun Yapısı ve İşlevi 

Göbek kordonu (GK) hamilelik boyunca anne ile fetüs arasındaki bağlantıyı temsil 

etmektedir. Dokunun histolojik yapısına baktığımızda en dıĢta dokuyu saran amniyotik 

epitel bölgesi, içte ikisi arter biri ven olmak üzere üç damar ve damarlar ile amniyon zarı 

arasında ise Wharton Jeli (WJ) olarak adlandırılan bölge bulunmaktadır. Mukoz bir yapıya 

sahip olan WJ, doku içerisindeki temel görevi sıkıĢma, basınç, bükülme gibi mekanik 

etkilere karĢı damar yapısını korunmaktır.  

 

 

GK, doğum sonrası atılan bir materyal olduğu için 1970-1980‟lerde bilim camiasının 

yeterince dikkatini çekmemiĢtir. 1990‟larda bilim insanları tarafından Wharton Jeli stroma 

hücreleri (WJSH) ve hücreler arası matriksin kompozisyonu yeniden gözden geçirilmiĢ ve 

bunun sonunda iki temel düĢünce ortaya atılmıĢtır. Birincisi, gebelik zehirlenmesi 

vakalarının muhtemel nedenlerinin GK ile iliĢkisinin olduğu ihtimalidir. Buna bağlı olarak 

gebelik zehirlenmesi geçirmiĢ hastalarda, GK‟nun erken yaĢlanması ile iliĢkili bir seri 

değiĢik matriks fenotipi karĢılaĢılmıĢtır (88, 89). Ġkicisi ise GK stromal hücrelerinin 

mezenkimal fibroblastlar olarak tanımlanması olmuĢtur (90-92). Bu hücreler üzerine 

yapılan ileri yapısal çalıĢmalar ile bu hücrelerin düz kas hücresi iler benzerlik taĢıdıkları 

için miyofibroblastlar olarak kabul edilmiĢtir (1).  
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Son yıllarda farklı kaynaklardan elde edilen kök hücre çalıĢmalara paralel olarak fetal 

hücre deposu olarak görülen GK‟nu da multipotent kök hücre kaynağı olarak kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır.  2003 yılını takiben bu miyofibroblastik hücrelerin kök hücre potansiyeli 

üzerine yapılan çalıĢmalar ivme kazanmıĢtır (1).   

 

2.2.1. iGK Hücreleri ve Hücreler Arası Matriks Bileşenleri 

 

Ġnsan göbek kordonu (iGK) yaklaĢık 40 gr ağırlığında, 60-65 cm uzunluğunda ve ortalama 

1,5 cm çapındadır (93, 94). Doku, dıĢtan tekli/çoklu amniyotik kübik epitel hücreler 

tarafından oluĢturulmuĢ tabaka(lar) ile sarılıdır (95, 96).  Bu epitel hücrelerin keratinosit 

(97) özelliği sergilemelerinin yanında bir miktar kök hücre özellikleri de bulunmaktadır 

(98).  

 

 

Dokunun içyapısına bakıldığında ise sola doğru spiral oluĢturmuĢ Ģekilde organize olmuĢ 

iki arter ve bir ven bulunmaktadır. Göbek kordonu yapısında kılcal damar ve lenf düğümü 

bulunmamaktadır (99, 100). Bu damar yapılarını saran bağlayıcı muköz yapının içerisinde 

fibroblast benzeri hücreler ile zengin proteoglikan ve hiyaluronik asit yapıları içerisine 

gömülü halde mast hücreleri bulunmaktadır.  

 

 

iGK damarlarında damar duvarı bulunmamaktadır. WJ bu yapı içerisinde damarlara 

bağlanıp çevreleyerek adeta bir damar duvarı gibi görev yapmaktadır. Bunun yanında 

WJ‟nin iGK içerisinde kan akıĢını düzenlemek üzere bir görevi olduğu da düĢünülmektedir 

(101, 102). iGK histolojisi incelendiğinde kendi içerisinde yapı ve fonsiyonlarına göre 

altıya ayrılmıĢtır. DıĢtan içe doğru; yüzey epiteli (amniyon zarı), cepler, subamniyotik 

stroma, intervasküler stroma (Wharton Jeli), perivasküler stroma ve damarlar Ģeklindedir. 

Yapısal, immünhistokimyasal (2, 103) ve in vitro fonksiyon analizleri (2, 104) yapıldığında 

subamniyotik, intervasküler ve perivasküler bölgelerdeki hücrelerin sayı ve doğalarında 

önemli farklılıklar olduğu belirtilmiĢtir (Bkz. ġekil 2.1.1.1) Örneğin; intervasküler stroma 

kaynaklı miyofibroblastik hücrelerin vasküler düz kas hücresinden ya da önceden var olan 

fibroblastlardan kaynaklanmıĢ olabileceği düĢünülmektedir. 
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Şekil 2.1.1.1 Ġnsan göbek kordonu ve bölgeleri 

Ġnsanda göbek kordonu içinden seyreden iki umbilikal arter ve bir umbilikal ven oldukça 

gevĢek bir bağ dokusu içinde (Wharton jölesi,  intervasküler stroma) yer alır (A). DıĢarıdan 

göbek kordonunu saran tek-iki katlı kübik epitel yapısındaki amniyon zarı hemen altında 

subamniyotik stroma ile devam eder (B). Kordon stromasının büyük bölümü intervasküler 

stromadan oluĢur ve buradaki hücreler (C) kordon stromasının temel hücrelerini oluĢturur. 

Arter ve venin çevresini saran stroma perivasküler stroma olarak adlandırılır ve farklı 

özellikte kök hücreler barındırır (D). Arter duvarındaki hücreler ise E mikrografında 

izlenmektedir. Ölçüm çubukları: 200 μm (Can A., 2014‟ten alınmıĢtır.) 
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2.2.2. İnsan Göbek Kordonu Stroma Hücreleri ve Organizasyonu 

 

iGK stroması ile yapılan çalıĢmalarda, stromal hücreler ilk önce fibroblastlara 

benzetilmiĢtir (105). Bu hücreler glikojen sentezi, yağ damlacıkları ve kollajen salgılayan 

granülleri ile geliĢmiĢ endoplasmik retikulum, mitokondri ve golgi bileĢenleri ile aktif bir 

Ģekilde protein sentezi ve salınımı gerçekleĢtirmektedir (92, 106). Hücrelerin etrafı laminin, 

tip 4 kollajen (90-92) ve heperan sülfattan (91) oluĢan eksternal lamina ile kaplıdır. 

Hücreler, düz kas hücresinde olduğu gibi membran altında ve hücre içinde yoğun plak 

yapılarına sahiptir (103, 106). Mebranöz kaveol (91) ve pinositik veziküller plazma 

membranının (92) altında yer alır ve periferal membran içerisinde 10 nm kalınlığındaki 

filamentler ile birlikte çok sayıda yoğun yapılar bulunmaktadır (90, 91). Düz kas hücresine 

özgü olarak görülen bu yapılar, stromal hücrelerin fibroblasttan ziyade miyofibroblast 

olabileceğini iĢaret etmektedir. Bu terim ilk kez Manjo ve ark. tarafından fibroblast ve düz 

kas hücresi üzerine yaptığı yapısal çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur (107).  Aktin, miyozin, 

desmin ve α-düz kas aktin proteinleri miyofibroblasta özgü belirteçlerdir (108). Ġnsan 

göbek kordonu stroma hücreleri (iGKSH) de miyozin hariç diğer proteinleri ifade 

etmektedir. Bu bilgiler doğrultusunda bu hücrelerin fibril sentezinde özel olarak iĢlev 

gördüğü düĢünülmektedir. Bu görüĢü destekleyen kanıtlardan biri de bu hücrelerin 

vimentin ifade etmesidir (2, 109). Vimentin düz kas hücrelerinde ifade edilmemektedir. 

iGKSH‟nin vimentin ve desmin ifade etmeleri bu hücrelerin miyofibroblast olduğu 

hipotezini desteklemektedir. Stromal hücreler tarafından ifade edilen bir diğer hücre 

iskeleti proteini ise normalde endoderm ve ektoderm orijinli epitel hücrelerde görülen 

sitokeratindir (2, 109). Karahuseyinoglu ve ark. tarafından yapılan çalıĢmalarda 

perivasküler bölgeden izole edilen hücrelerin güçlü bir Ģekilde sitokratin ifade ettikleri 

gösterilmiĢtir (2).  

 

 

Vasküler düz kas hücreleri ile komĢu olan miyofibroblastlar, gevĢek düz kas hücresi ile 

olan morfolojik benzerlik göstermektedir. Hamilelik dönemi boyunca hücrelerin iGK 

stroması içerisindeki morfolojik ve iĢlevsel özellikleri de belirtilmiĢtir (90, 91). Örneğin, 

hamileliğin ilerleyen dönemlerinde α-düz kas aktinin ifadesi artmaktadır. Buna göre 

subaminyotik, intervasküler ve perivasküler bölgelerde hücre yoğunluğu bakımından 

farklılık göstermektedir. Subamniyotik bölgede hücre yoğunluğu oldukça düĢük iken; 
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perivasküler alanda oldukça yüksektir (90, 92, 110). iGKSH‟lerin iskelet elemanlarının 

karmaĢıklığı doku dıĢından damarlara doğru yaklaĢıldıkça artmaktadır (90, 92). Buna 

paralel olarak farklılaĢma durumları ve çoğalma kapasitelerinde de bir artıĢ olduğu 

belirtilmiĢtir (91).   

 

 

2.2.3. İnsan Göbek Kordonu Hücreler Arası Matriks Bileşenleri 

 

Hamilelik döneminde anne ile fetüs arasındaki tek bağlantıyı sağlayan GK‟nun mekanik 

özellikleri oldukça önemlidir. Göbek kordonu içindeki damarların dıĢ etkilerden korunması, 

içerisinde bağlayıcı fiberler ve çözünebilir proteinler barındıran hücreler arası matriks ile 

sağlanmaktadır. Hücreler arası matriks hakkındaki ilk gözlemler 1950-60‟larda rapor 

edilmiĢtir, daha sonra yapılan çalıĢmalarda amorf görünüĢünün kollajen yapısı ile iliĢkili 

olduğu belirtilmiĢtir (105, 111, 112). Stroma, dalgalı kollajen demetleri ile zengin fibriler 

bir yapıya sahip olmasına rağmen elastik fibriller bulunmamaktadır (111). Tip 4 kollajen 

minör bir kollajen formu olmasına rağmen GK‟nu epitelinde ve kültüre edilmiĢ stromal 

hücrelerde baskın olarak ifade edildiği yapılan PCR ve immünhistokimyasal analizler ile 

belirlenmiĢtir (113). Kollajen, stroma içinde glikozaminoglikan ve proteoglikanlar ile 

gerçekleĢtirdiği iyonik bağlar ile GK yapısına oldukça güçlü bir sağlamlık katmaktadır 

(114). Kollajen yapısının içinde bulunan cep olarak adlandırılan boĢlukların dokuya bir 

tutarlılık kazandırmaktadır (115). Stroma içerisinde tip 1, 3, 4 kollajen olmak üzere dört tip 

kollejen bulunur. Tip 4 kollajen GK epitel tabakasının bazal membranında ve 

subamniyotik bölgede gösterilmiĢtir (91). Tip 1 ve tip 3 kollajen ise hücreler arası matriks 

ve damara yakın bölgelerde tespit edilmiĢtir. Stromada bulunan kollajen miktarı arter 

duvarına yakın bölgeden dört kat daha fazladır (114).  

 

 

GK stromasını ikinci önemli bileĢeni ise glikozaminoglikan (GAG)‟lardır. GAG‟lar 

damarın yakınında bulunan mast hücrelerinden kaynaklanmaktadır. Stromadaki toplam 

GAG yapısının %70‟ini hiyaluranik asit (HA) oluĢturur (114, 116). Keratin, heperan, 

dermatin, kondroitin-4 sülfat ve konfroitin-6 sülfat gibi sülfatlanmıĢ GAG yapıların miktarı 

ise oldukça düĢüktür (114). GK, insana ait dokular içerisinde yapısında en çok HA 

barındıran yapılardan bir tanesidir (117). Bunun yanında GK‟nda HA‟in normal seviyenin 
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üzerinde ifade edilmesi ile patolojik vakalar ile sonuçlanmaktadır. HA‟in stroma 

içerisindeki haraketliliği kollajen ağı ve proteoglikan(lar) ve/veya mikrofibriller ile 

sağlanır. Fiziksel gereksinimler sonucunda HA‟in hareketliliğinin artırılması GK‟nun 

yeniden Ģekil kazanmasında önemli rol oynamaktadır (118). 

 

2.2.4. İnsan Göbek Kordonu Stromal Hücrelerin İn vitro Farklılaşma Potansiyelleri 

 

Ġnsan göbek kordonu kaynaklı stroma hücreleri, mezenkimal kök hücreler (MKH) ve 

birçok embriyonik ve yetiĢkin kök hücre serileri ile benzer özellikler sergilerler. 

iGKSH‟leri ekstraembriyonik mezoderm tabakasından köken almaktadır. Bu hücreler ile 

en fazla adipojenik, kondrojenik, osteojenik, kardiyojenik ve miyojenik farklılaĢma 

potansiyelleri üzerine çalıĢmalar yapılmıĢtır.  

 

 

Kemik iliği kayaklı mezenkimal kök hücreler ile kıyaslandığında iGKSH‟lerinin 

adipojenik farklılaĢm kapasitelerinin daha yüksek olduğu Karahuseyinoglu ve ark. yaptığı 

çalıĢma ile gösterilmiĢtir (2). Adipojenik farklılaĢma yönünde uyarılan hücrelerin adiposite 

özel genleri, lipoprotein lipaz ve plazminojen aktivatör inhibitörü-1‟i ifade ettikleri 

gözlenmiĢtir  (119).   

 

 

Kondrojenik farklılaĢma 3-boyutlu kürecikler Ģeklinde pellet haline getirilmiĢ hücrelerin 

uyarılması veya kollojen fibriller, GAG‟lar içeren poliglikolik iskele üzerine ekilmiĢ 

hücrelerin özel kültür ortamları içerinde kültürü yapılarak gerçekleĢtirilmektedir (2, 120, 

121). 1-2 mm çapındaki hücre kürecikleri üç hafta içerisinde mukopolisakkaridlerce zengin 

stroması ile kıkırdak özelliği göstermeye baĢlamaktadır (2). UyarılmıĢ kürecikler 

immünhistokimyasal ve hidroksipropilen yöntemi ile analiz edildiğinde büyük oranda tip 2 

kollejen ifade ettikleri bunun yanında küreciklerin dıĢına yakın bölgelerinde ve kapsül 

yapılarında tip 1 kollejen fibrilleri belirlenmiĢtir (2, 120).  

 

 

iGKSH‟lerinin osteojenik farklılĢama potansiyelleri ilk olarak 2004 yılında Wang ve ark. 

tarafından gösterilmiĢtir (121). Uyarılma sonrasında alkalin fosfataz pozitif kümeler 
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görülmüĢ ve osteospesifik matrijel proteini olan osteoponin ifadesi von Kossa boyama 

yöntemi ile belirlenmiĢtir. Sonrasında ise Karahuseyinoglu ve ark. tarafından yapılan 

çalıĢmalarda uyarılmadan dört hafta sonra hücrelerde kasiyumun depolandığı ve ikinci, 

üçüncü ve dördüncü haftalarda sialoprotein-2, osteonetin ve osteokalsin ifade ettikleri 

görülmüĢtür (2).  

 

 

iGKSH‟lerin kardiyomiyosit ve iskelet kasına farklılaĢma potansiyelleri diğer çalıĢmalara 

göre daha az ele alınmıĢtır. Sitozin nükleotidinin kimyasal bir analoğu olan 5-azasitidin, 

miyojenik farklılaĢmada anahtar kimyasal ajan olarak kullanılmaktadır (121). Bunun 

yanında Kocaefe ve ark.  2010 yılında yayınladıkları çalıĢmada bu hücrelerin MyoD 

transkripsiyon faktörü ile yeniden programlanması sonucunda miyojenik farklılaĢmayı 

sağladıklarını rapor etmiĢlerdir  (122).  

 

 

1990‟ların sonuna doğru yapılan MKH ve MKH benzeri hücrelerin nöronal hücre hatlarına 

farklılaĢtırılması çalıĢmaları bilim dünyasında büyük bir heyecan yaratmıĢtır. Domuz 

göbek kordonu stromal hücreleri ile yapılan çalıĢma bu konudaki ilk bulgular bilim 

camiasına sunulmuĢtur (123, 124). FarklılaĢan hücrelerin tuj-1 (β-3 tübülin), nöroflament 

(NF), nörona özgü enolaz, tirozin hidroksilaz (TH) ve büyüme proteini-43 ifade etmektedir. 

Mitchell ve ark. da glial hücrelere farklılaĢmakta olan bazı hücrelerin glial fibriler protien 

(GFAP) ve CNPaz ifadesi gösterdiğini rapor etmiĢtir (125). Benzer bir Ģekilde 

iGKSH‟lerinin de nöronal farklılaĢma sürecinde NeuN, NF ve GFAP ifade ettiği 

belirlenmiĢtir (126). 

 

2.2.5. İnsan Göbek Kordonu Stromal Hücrelerin Tıp Alanında Kullanımı 

 

Kök hücreler tamir edici ve yenileyici tıp alanında kullanılma potansiyeli oldukça yüksek 

olmasından dolayı bu alanda yapılan çalıĢmalar son on yılda büyük biri ivme kazanmıĢtır. 

Son yıllarda birçok klinik çalıĢmada da kullanılmaya baĢlanmıĢtır. iGKSH‟leri özel kültür 

koĢullarında osteoblast, adiposit, kondrosit ve miyoblasta dönüĢebilme potansiyeline sahip 

ve HLA-DR
-
 olmaları nedeni ile doku uyumluluğu problemlerini tekrarlayan 

uygulamalarda bile yaĢanmadığı bir hücre kaynağı olarak son yıllarda oldukça ümit vaat 
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eden hücreler haline gelmiĢtir (Çizelge 2.2.5. 1). Bunun yanında doğum sonrasında atılan 

bir materyal olması sebebi ile oluĢabilecek etik problemler en az düzeye inmiĢ durumdadır. 

Son yıllarda göbek kordonu stromasının allojeneik doku nakilleri için bankacılığının 

yapıldığını izlemekteyiz. Özellikle kemik ve kıkırdak onarımında ümit vaat eden hücreler 

olmaları önümüzdeki yıllarda insan uygulamalarının gerçekleĢeceğini göstermektedir. Bu 

bağlamda Çin baĢta olmak üzere dünyanın farklı ülkelerinde dondurularak saklanmak 

suretiyle insan göbek kordonu bankaları kurulmuĢtur. Uzak Doğu ve Avrupa ülkelerinin 

bazılarında kordon stroması bankacılığında 6000‟in üzerinde örnek toplanmıĢ ve 4 adet 

klinik çalıĢmada
1
 hasta kabullerine baĢlamıĢtır. 

 

Mezenkimak kök hücre belirteçleri 

CD10, CD13, CD29, CD44, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD51, CD54, CD68, CD73, 

CD80, CD90, CD105, CD106, CD117, CD146  

İmmün düzenleyici hücre belirteçleri 

HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-G, CD80, CD58, CD106, CD166, IL-1a, IL-6, HGF, PGE2, 

TGFβ1 

Hücre iskeleti proteinleri 

Vimentin, sitokeratin (tip 8, 18, 19), caldesmon, α-düz kas aktini 

Diğer belirteçler 

Bmi-1, GD2, Nucleostemin, ZFX, connexin-43, GATA-4, GATA-5, GATA-6 

Negatif belirteçler 

HLA-DR, CD34, CD31, CD45, desmin 

 

Çizelge 2.2.5. 1 Ġnsan göbek kordonu stroması MKH‟nin taĢıdığı belirteçler 

(Karahuseyinoglu et al. 2007‟den değiĢtirilerek alınmıĢtır.) 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1
 www.clinicaltirals.gov 



24 

 

3. GEREKÇE VE AMAÇ 

 

Son yıllarda insan göbek kordonu stroması kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin (iGKS-

MKH) biyolojisi oldukça yoğun bir Ģekilde araĢtırılmaktadır. iGKS-MKH‟leri özel kültür 

koĢullarında osteoblast, adiposit, kondrosit ve miyoblasta dönüĢebilme potansiyeline 

sahiptir. Bunun yanında allojenik MKH nakillerinde etik endiĢenin en az olduğu ve HLA-

DR
-
 olması nedeni ile doku uyumluluğu problemlerini tekrarlayan uygulamalarda bile 

yaĢanmadığı bir hücre kaynağı olarak son yıllarda oldukça ümit vaat eden hücreler haline 

gelmiĢtir. Bunun yanında doğum sonrasında atılan bir materyal olması sebebi ile 

oluĢabilecek etik problemler azamiye inmiĢ durumdadır.  

 

 

Karahuseyinoglu ve ark. (2007) tarafından yapılan insan göbek kordonu kaynaklı kök 

hücre izolasyonu çalıĢmaları sonucunda kültür ortamında iki farklı hücre tipi görülmüĢtür. 

Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandırdıkları hücre tipleri farklı hücre iskeleti proteini profiline 

sahiptir. Ayrıca bu hücreler kültür koĢullarında heterojen bir görünüm sergilemektedir. 

Erken pasajlarda Tip 1 hücrelerce zengin kültür ortamı ile karĢılaĢılırken geç pasajlarda 

Tip 2 hücrelerden zengin bir kültür ortamı görülmektedir (2). Yapılan literatür taramasında 

insan göbek kordonu kaynaklı mezenkimal kök hücrelerde gözlemiĢ olduğumuz bu 

değiĢikliği ele alan bir çalıĢma bulunamamıĢtır. Benzeri gözlemler kemik iliği kaynaklı 

MKH‟lerde de saptanmıĢtır. Dolayısıyla bu heterojen görünümün dokuya özgü 

olabileceğinin yanı sıra kullanılan izolasyon ve kültür koĢullarından da kaynaklanabileceği 

olasılığı güçlenmektedir.  

 

 

Bu deneyimler doğrultusunda göbek kordonu stromasından izole edilen hücreler arasında 

in vitro koĢullarda bir geçiĢin olduğunu ön görülerek çalıĢma planlanmıĢtır. Bu olayı EMG 

sürecindekine benzer biçimde ele aldığımızda Tip 1 hücrelerin ilerleyen pasajlarda yerini 

Tip 2 hücrelere bıraktığını ve bu geçiĢin epitel mezenkim geçiĢinden ziyade bir 

miyofibroblast fibroblast geçiĢi olabileceğini düĢündük. Bu bağlamda laboratuvarımızda 

insan göbek kordonu stroması kaynaklı mezenkimal kök hücreler hakkında 2006 yılından 

beri sürdürülen çalıĢmaların sonuçlarına dayanarak in vitro koĢullarda gözlemlediğimiz 
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heterojen hücre fenotipini hücresel dönüĢüm modeli çerçevesinde değerlendirerek 

moleküler ve fenotipik olarak tanımlamayı amaçladık. 

 

 

Bu tez çalıĢmasının temel amacı in vitro ortamda Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandırılan farklı 

fenotipe sahip iki hücre tipi ile yapılacak olan moleküler düzeydeki deneylerden elde 

edilen veriler doğrultusunda miyofibroblast/fibroblast olarak değerlendirilen hücrelerin 

kullandığımız kültür ortamları tarafından öne çıkarılıp çıkarılmadığını ve çıkarılıyor ise bu 

dönüĢüm temellerini sınamaktır. 

 

 

GeçmiĢte elde edilen deney sonuçları incelendiğinde Tip 1 olarak adlandırılan hücreler 

miyofibroblast benzeri bir karakteri sergilerken Tip 2 olarak adlandırılan hücreler 

fibroblast benzeri bir hücre karakteri sergilemektedir. Bu süreci bir Tip 2 EMG sürecine 

benzetmek gerekirse aĢağıdaki gibi bir hipotezi öne sürmek mümkün olmaktadır (ġekil 

3.1);  

 

 

 

Şekil 3.1 Hipotez: Miyofibroblast (Tip 1 hücre) – Fibroblast (Tip 2 hücre) geçiĢi 

 

 

Bu hipoteze göre; miyofibroblast karaktere sahip Tip 1 hücreler α-SMA, vimentin, 

sitokeratin, N-kaderin ifade etmelidir. Diğer yanda fibroblastik karaktere sahip Tip 2 

hücreler ise vimentin, N-kaderin ifade etmelidir. 
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Bu hipotez bu güne kadar bilim literatüründe ilk kez ele alınmaktadır ve doğruluğu 

ispatlanırsa in vitro koĢullarda bir miyofibroblast-fibroblast ve/veya fibroblast-

miyofibroblast geçiĢinin var olduğu gösterilecektir. Hipotezin ispatlanmasının yanı sıra 

yaygın bir Ģekilde kök hücre kaynağı olarak kullanılan insan göbek kordonu stroması kök 

hücreleri daha doğru bir Ģekilde tanımlanmıĢ olup, in vitro koĢullar altında gösterdiği 

heterojen fenotip anlamlandırılabilecektir.  

 

 

Daha önce bu heterojen profilin çeĢitli araĢtırma grupları tarafından da gözlendiği halde 

henüz böyle bir bakıĢ açısı ile ele alınmamıĢ olması bu çalıĢmanın özgün değerini ortaya 

koymaktadır. Bu çalıĢma, iGKS-MKH kullanılarak klinik deneylerin baĢlatıldığı bir 

dönemde, bu hücrelerin in vitro özelliklerini ortaya koyacak her türlü çalıĢman doğrudan 

kök hücre tedavilerine yansıyabilme potansiyeline sahiptit. Bu bilgiler yalnızca kök hücre 

dünyasına değil hücre biyolojisi alanına önemli bir katkı sağlayacaktır. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

4.1. Gereç 

 

Bu tez çalıĢması için Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik AraĢtırmalar Etik 

Kurulu‟ndan 12 Kasım 2012 tarihli 18-578-12 karar numarası ile etik kurul kararı 

alınmıĢtır (Bkz. EK1:Etik Kurul Kararı)  

 

4.1.1. İnsan Göbek Kordonu Örneklerinin Laboratuvara Taşınması 

 

 

1. Bu aĢamada kullanılan bütün cam ve metal malzeme önceden steril edilmiĢtir.  

2. ÇalıĢmaya 18 yaĢ üzerinde normal doğum gerçekleĢtiren (komplikasyon 

gebeliklerden) toplam 10 anne dahil edilmiĢtir.  Gözle görünür herhangi bir 

anemalisi olmayan 6 adet göbek kordonu ile çalıĢılmıĢtır.  

3. Göbek kordonu, doğum sonrasında, plasentaya yakın bölgeden 15 cm uzunluğunda 

kesilerek kanın fazlası el yardımı ile uzaklaĢtırıldıktan sonra örnek, taĢıma 

ortamının içine alınmıĢtır.  

4. Örnek, 4°C‟lik ortamda mümkün olduğunca hızlı bir süre içerisinde laboratuvara 

getirilmiĢ ve hücre kültürü iĢlemlerine baĢlanmıĢtır. 

 

 

4.1.2. iGKS-MKH’lerinin İzolasyonu 

 

1. Enzimatik Parçalama Vasatı: % 1 penisilin/streptomisin (Sigma) ve 2,5 µg/mL 

amfoterisin B (Sigma) içeren Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium 

(DMEM)/Ham‟s Nutrient Mixture F12 (1:1) (Sigma) ortama % 0.1 (g/L) kollajenaz 

tip 1 (Sigma) eklenerek enzimatik parçalama vasatı hazırlanmıĢtır. 

2. 0.6 mM kalsiyum klorür (CaCl) ve 0.5 mM magnezyum klorür içeren (MgCl) 

Dulbecco‟s fosfat tamponlu tuz (D-PBS) (Sigma). 

3. 50 mL ve 15 mL‟lik konik polipropilen santrifüj tüpü  (Biochrom, Berlin, 

Almanya).  

4. Cam petri kabı (100 mm çapında) 
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5. Otomatik hücre sayım cihazı (Vi-CELL, Automated Cell Viability Analyzer, 

Beckman Coulter, Fullerton, CA). 

6. Çalkalamalı su banyosu (37 °C‟ye ayarlı) (Memmert, Schwabach). 

7. Soğutmalı santrifüj (Hettich, Tuttlingen). 

8. Doğrama tablası (5-8 mm kalınlığında teflon tabla) 

9. Paslanmaz çelik parçalama makası (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). 

10. Cerrahi bıçak sapı ve bıçak (no: 20, 21) (Electron Microscopy Sciences).  

11. 1x2 diĢli paslanmaz çelik pens (Electron Microscopy Sciences). 

12. Serolojik pipet (5 mL, 10 mL, 25 mL) ve pipet tutucu (Biochrom). 

 

4.1.3. iGKS-MKH’lerinin Primer ve Pasajlama Kültürleri 

 

 

1. Kültür Ortamı: % 10 heat-inactivated FBS (Fötal Bovin Serum) (Sigma), % 1 

(g/mL) penisilin/streptomisin (Sigma) ve 2,5 µg/mL amfoterisin B (Sigma) içeren 

DMEM/Ham‟s Nutrient Mixture F12 (1:1) (Sigma). 

2. Tripsin (% 0,25) (g/L) (Biochrom) ve etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (1 mM) 

çözeltisi (Ġnvitrogen). 

3. 0,6 mM kalsiyum klorür ve 0,5 mM magnezyum klorür içeren fosfat tamponlu tuz 

(PBS) (Sigma). 

4. Polistiren steril doku kültür kapları (T25, T75, 24-kuyucuklu) (Corning).  

5. 15 ve 50 mL‟lik polipropilen steril konik tüp (Biochorom). 

6. Yuvarlak cam lamel (12 mm çapında) (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). 

7. CO2‟li Ġnkübatör (Sanyo) 

 

 

4.1.4. iGKS-MKH’lerinin Dondurularak Saklanması ve Çözülmesi 

 

 

1. Dondurma ortamı: % 10 FBS (Sigma) içeren DMEM/Ham‟s Nutrient Mixture F12 

(1:1) (Sigma). 

2. Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma). 

3. Polikarbonat dondurma kabı (Mr. Frosty®, Nalgene Labware, Rochester, NY). 

4. 2 mL‟lik polipropilen kapaklı dondurma ĢiĢesi (Corning) 
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4.1.5. iGKS-MKH’lerinin İmmunsitokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

 

1. Paraformaldehit (% 4) (% 10‟luk stok çözeltiden taze olarak hazırlanmıĢ) (Merck, 

San Diego, CA) 

2. PBS (Sigma) 

3. 25 mg/mL sodyum azid (NaN3) (% 2) içeren PBS çözeltisi (Merck). 

4. Hücre iskeleti proteinlerine karĢı bağlanma özelliği olan antikorlar;  

I. Monoclonal Anti-Vimentin antibody produced in mouse (Sigma). Azidli 

PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak kullanılmıĢtır. 

II. Monoclonal Anti-Cytokeratin, pan (Mixture) antibody produced in mouse 

(Tip1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 ve19) (Sigma). Azidli PBS içerisinde 1:100 

oranında seyreltilmiĢ olarak kullanılmıĢtır. 

III. Monoclonal Anti-Cytokeratin Peptide 18 antibody produced in Mouse 

(Sigma). Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak 

kullanılmıĢtır. 

IV. Monoclonal Anti-Cytokeratin Peptide 19 antibody produced in mouse 

(Sigma). Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak 

kullanılmıĢtır. 

V. Monoclonal Anti-Actin, α-Smooth Muscle antibody produced in mouse 

(Sigma). Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak 

kullanılmıĢtır. 

5. Hücre yüzey proteinlerine karĢı bağlanma özelliği olan antikorlar;  

I. Monoclonal Anti-N-Cadherin antibody produced in mouse (Sigma). Azidli 

PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak kullanılmıĢtır. 

II. Monoclonal Anti-E-Cadherin antibody produced in mouse (Ġnvirtogen). 

Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak kullanılmıĢtır. 

6. Floresan boya bağlı ikincil antikorlar; 

I. FITC-Goat Anti-Mouse IgG  (Jackson Immunoresearch Laboratories, West 

Grove, PA). Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak 

kullanılmıĢtır. 

II. Cy-3-Goat Anti-Mouse IgG  (Jackson Immunoresearch Laboratories, West 

Grove, PA). Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında seyreltilmiĢ olarak 

kullanılmıĢtır. 
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III. Cy-5-Goat Anti-Mouse IgG  (Zymed). Azidli PBS içerisinde 1:100 oranında 

seyreltilmiĢ olarak kullanılmıĢtır. 

IV. 7- Aminoaktinomisin D (7AAD)  (Sigma). Azidli PBS içerisinde 10 µg/mL 

oranında seyreltilerek kullanılmıĢtır. 

V. Hoechst 33242. Preparat kapama ortamı içerisinde 1 mg/mL oranında 

seyreltilerek kullanılmıĢtır. 

 

 

Materyal Marka Katalog Numarası 

Leibovitz L-15 Sigma L4386 

Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium 

(DMEM)/Ham‟s Nutrient Mixture F12 
Sigma D0547 

Penisilin/Streptomisin Sigma P0781 

Amfoterisin B Sigma A2942 

Kollajenaz tip 1 Sigma C0130 

Fötal Bovin Serum (FBS) Sigma F9665 

Tripsin Biochrom L2123 

Fosfat tamponlu tuz (PBS) Sigma P4417 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Sigma D4540 

Anti-Vimentin Sigma V6630 

Anti-PanCytoketarin Sigma C2562 

Anti-Cytokeratin 18 Sigma C1399 

Anti-Cytokeratin 19 Sigma C6930 

Anti-N-cadherin Sigma C3865 

Anti-α-smooth musle actin (α-SMA) Sigma A5228 

Anti-E-cadherin Ġnvitrogen 33-4000 

FITC- Goat Anti-Mouse IgG Jackson 115-095-166 

Cy-3-Goat Anti-Mouse IgG Jackson 115-165-208 

Cy-5-Goat Anti-Mouse IgG Zymed 81-6516 

7-Aminoaktinomisin D (7AAD) Sigma A9400 

Hoechst 33242 Sigma H6024 

 

Çizelge 4.1.5. 1 Kullanılan kimyasalların marka ve katalog numaraları 
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4.2. Yöntem 

 

4.2.1. İnsan Göbek Kordonu Örneklerinin Laboratuvara Taşınması 

 

 

1. Bu aĢamada kullanılan bütün cam ve metal malzemeler önceden steril edilmiĢtir.  

2. ÇalıĢmaya 18 yaĢ üzerinde normal doğum gerçekleĢtiren (komplikasyon 

gebeliklerden) toplam 10 anne dahil edilmiĢtir.  Gözle görülür anomalisi olmayan 6 

adet göbek kordonu ile çalıĢılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda anne ve bebeklerin 

kiĢisel özellikleri değerlendirilmemiĢtir. 

3. Göbek kordonu, doğum sonrasında, plasentaya yakın bölgeden 15 cm uzunluğunda 

kesilerek kanın fazlası el yardımı ile uzaklaĢtırıldıktan sonra örnek, taĢıma 

ortamının içine alınmıĢtır.  

4. Örnek, 4°C‟lik ortamda mümkün olduğunca hızlı bir süre içerisinde laboratuvara 

getirilmiĢ ve hücre kültürü iĢlemlerine baĢlanmıĢtır. 

 

 

4.2.2. iGKS-MKH’lerinin İzolasyonu 

 

 

AĢağıdaki aĢamalar sınıf II laminar hava akımlı kabin (Holten) içerisinde yapılmıĢtır. 

1. Laboratuvara getirilen kordon parçası uzun bir pens yardımı ile ĢiĢeden çıkarılmıĢ 

ve bir diğer pens yarımı ile sıkılarak damarlar içerisinde kalan kan mümkün 

olduğunca uzaklaĢtırılmıĢtır. 

2. Sonrasında kordon parçası, içerisinde L15 taĢıma kültür ortamı bulunan cam petri 

kabının içerisine alınmıĢtır. 

3. Teflon tabla üzerine alınan kordon parçası, bistüri yardımı ile 5 cm‟lik bir parça 

kesilmiĢ, kordon parçasının kalanı tekrar L15 taĢıma kültür ortamı bulunan cam 

petri kabının içerisine alınmıĢtır. 

4. Kordon parçasına diĢli pens yardımı ile boyuna bir yarık açılmıĢ ve yine diĢli pens 

yardımı ile kordon matriksi dikkatli bir Ģekilde açılarak damarlar ortamdan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Aynı iĢlemler dokunun diğer parçalarına da uygulanmıĢtır. 

Arterler beyaz renkli ve sert bir yapıya sahipken; ven açık sarı renkli ve oldukça 
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kırılgan bir yapıya sahiptir. Bu yüzden damarların uzaklaĢtırılması sırasında doku 

matriksi iyice açılmasına dikkat edilmiĢtir. Bunun yanında iĢlem sırasında dokunun 

kurumaması için arada bir doku taĢıma oramı ile ıslatılmıĢtır.  

5. Damarları uzaklaĢtırılmıĢ kordon parçaları 50 mL‟lik santrifüj tüpleri içerisine 

alınarak makas yardımı ile parçalanmıĢ ve 2-3 mm‟lik parçalar elde edilmiĢtir.  

6. Doku parçalarının üzerine 20 mL kültür ortamı eklenmiĢ ve 4°C‟de 250g‟de 5 dk. 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırılmıĢ ve ikinci kez aynı yıkama iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yıkama iĢleminden sonra çöken parçalar enzimatik ve mekanik 

kültür ortamlarında kullanılmak üzere ikiye ayrılmıĢtır.  

7. Mekanik parçalanma sonrasında elde edilen parçaların yarısı 10 mL kültür ortamı 

ile seyreltilerek iki adet T75 flaska aktarılmıĢ ve flask yüzeyine homojen dağılımı 

sağlamıĢtır.   

8. Pelletin diğer yarısı, 25 mL enzimatik parçalama ortamı ile seyreltildikten sonra 

parçalanmak üzere 37°C‟de 3 saat çalkalamalı su banyosunda inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonunda doku parçacıklarının parçalanarak viskoz bir yapı oluĢturduğu 

görülmüĢtür.  

9. Tüp içerisine 25 mL içeren kültür ortamı konulmuĢ ve pipet yardımı ile 

karıĢtırılmıĢtır. 

10. 50 mL‟lik süspanse ortam dört adet T75 flaska aktarılmıĢtır. 

 

4.2.3. iGKS-MKH’lerin Primer Kültürleri 

 

1. T75‟lik flaklara 10 mL kültür ortamı içeresinde yaklaĢık 2x10
5
 hücre ekilmiĢtir. 

2. 37°C ve % 5‟lik CO2 altında enzimatik olarak izole edilen hücreler üç günlük 

inkübasyonun sonunda flask zemininde baĢlanmıĢtır. Sadece mekanik parçalama 

yöntemi kullanılan yöntemde ise ikinci haftanın sonunda tutunan doku 

parçacıklarından da hücrelerin dıĢa doğru göç ettiği gözlemlenmiĢtir. 

3. Enzimatik yöntemle elde edilen kültür ortamında flask içerisinde hâlâ küçük 

parçacıklar hâlinde bulunan dokuların flaska tutunduğu ve yaklaĢık bir hafta sonra 

bu parçacıklardan da hücrelerin dıĢa doğru göç ettiği gözlemlenmiĢtir.  

4. Primer kültürün onuncu gününde yapıĢmayan hücre ve diğer parçacıkları ortamdan 

uzaklaĢtırmak için flask, ısıtılmıĢ D-PBS ile yıkanmıĢ ve üzerine hücre ve 

eksplantları kaldırmayacak Ģekilde 10 mL kültür ortamı konulmuĢtur. 
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5. Kültür ortamı her üç günde bir değiĢtirilmiĢtir. 

6. % 80-90 üzerinde bir hücre yoğunluğuna gelindiğinde, hücreler ısıtılmıĢ tripsin-

EDTA çözeltisi (her flask için 4 mL) ile 37°C‟de 5 dk. muamele edilip kaldırılmıĢ 

ve kalkmayan hücreler el ile mekanik kuvvet uygulanmak sureti ile kaldırılmıĢtır. 

7. Tripsin reaksiyonunu durdurmak üzere ortama 4 mL kültür ortamı konulmuĢtur. 

8. Süspansiyon, 15 mL‟lik konik santrifüj tüpüne alınmıĢ ve 200g‟de 10 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant dikkatli bir Ģekilde uzaklaĢtırılmıĢ ve pellet 15 mL 

kültür ortamı ile süspanse hâle getirilmiĢ ve 5‟er mL iki T75 flasklara ekilmiĢ, diğer 

5 mL‟lik hücre süspansiyonu ise toplam hacim 24 mL olacak Ģekilde seyreltilmiĢ 

ve 24 gözlü kaplar içerisinde bulunan poli-L-lizin kaplı yuvarlak lameller üzerine 

ekilmiĢtir. 

9. Kültür ortamı her üç günde bir değiĢtirilmiĢ hücrelerin davranıĢları faz-kontrast 

mikroskop (Leica Wetzlar) ile izlenmiĢtir. 

10. Tüm bu süreç 7. Pasaja (P7) kadar sürdürülmüĢtür. 

 

4.2.4. iGKS-MKH’lerinin Dondurulması ve Çözülmesi 

 

1. Tripsin-EDTA ile muamele edilmiĢ hücreler 200g‟de 5 dk. santrifüj edildikten 

sonra süpernatant uzaklaĢtırılıp hücre pelleti dondurma ortamı ile süspanse hâle 

getirilmiĢtir. 1,5 mL dondurma ortamının içerisinde 1x10
6
 hücre olacak Ģekilde bir 

sonraki aĢamaya geçilmiĢtir. 

2. P0 ve P7 aĢamasında olan hücreler dondurularak saklanmıĢtır. Bunun için 1350 µL 

hücre süspansiyonu 4°C‟lik soğutma kabı içerisinde bulunan 2 mL kriyotübe 

aktarılmıĢ ve üzerine 150 µL DMSO damla damla eklenmiĢtir.  

3. 4°C‟lik soğutma kabı içerisinde bulunan kritüpler Mr. Frosty® içerisine 

yerleĢtirilerek -80°C‟lik derin dondurucuya yerleĢtirilmiĢtir. Bir gece sonra bu 

ortamdan alınan kriyotüpler uzun süre saklamak amacı ile sıvı nitrojen tankına (-

196°C) yerleĢtirilmiĢtir. 

4. Hücreleri çözmek için sıvı nitrojen tankından alınan kriyotüpler direk 37°C 

sıcaklıktaki su banyona alınmıĢtır. 3 dakika beklendikten sonra dondurma 

ortamının çözüldüğü görülmüĢ ve sonrasında hücre süspansiyonu 150g‟de 10 dk. 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra hücre pelleti kültür ortamı 

ile süspanse edilip flaska ekilmiĢtir. 
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4.2.5. iGK’ndan Frozen Kesitlerin Alınması 

 

1. Doğum sonrasında laboratuvara getirilen dokudan, hücre izolasyonuna baĢlamadan 

önce, 1 cm uzunluğunda doku parçası kesilmiĢ ve % 4‟lük PFA içerisine alınmıĢtır. 

2. 24 saat % 4‟lük PFA içerisinde kalan doku 1.2 M sükroz çözeltisine alınmıĢ ve 

doku dibe çökene kadar 4 °C‟de beklenmiĢtir (Bu süre genellikle bir gece sürmekle 

beraber dokunun büyüklüğüne göre değiĢmektedir).  

3. Sükroz içerisinden alınan doku akarsudan geçirildikten sonra kurutma kâğıdı 

yardımı ile kurutulup kriyoprotektan (Thermo Shandon) içerisine gömülmüĢ ve -

60 °C‟de donması beklenmiĢtir. 

4. DonmuĢ doku kalıplarından kriyostat (Shandon) ile 10 µm kalınlığında kesitler 

poli-L- lizin kaplı lamlar üzerine alınmıĢ ve kesitler -20 °C‟de saklanmıĢtır. 

 

4.2.6. iGK Frozen Kesitlerin İmmunhistokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

1. Doku kesitlerinin immünhistokimyasal iĢaretlenmesi için lamlar nemli ortam 

oluĢturulmuĢ kaplara alınmıĢ ve iki defa PBS ile yıkandıktan sonra üzerlerine 15 

µL birincil antikor eklenerek 37 °C‟de 2 saat inkübe edilmiĢtir. 

2. Ġnkübasyon sonrasında kesitler iki defa PBS ile yıkandıktan sonra üzerlerine 15 µL 

ikincil antikor eklenmiĢ ve 37 °C‟de 2 saat inkübe edilmiĢtir. 

3. Kesitler iki defa PBS ile yıkanmıĢtır. 

4. F-aktin moleküllerini iĢaretlemek için Cy-5 falloidin kullanılmıĢtır. Lam üzerine 

Cy-5 falloidin çözeltisinden 15 µL eklenerek 37 °C‟de 1 saat inkübe edilmiĢtir. 

5. Kesitler iki defa PBS ile yıkanmıĢtır. 

6. Çekirdeği iĢaretlemek üzere 7-AAD çözeltisinden 15 µL eklenerek oda sıcaklığında 

30 dakika inkübe edilmiĢtr. 

7. Kesitler iki defa PBS ile yıkanmıĢtır. 

8. Son olarak içerinde Hoechst 33242 bulunduran preparat kapatma ortamından lam 

üzerine 5 µL damlatılarak lamel ile kapatılmıĢtır. 

9. Kapatma sonrasında lamellerin etrafı oje ile kaplanmıĢ ve gözlem yapılana kadar -

20°C‟de depolanmıĢtır. 
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10. Ġmmümhistokimyasal boyamalar lazer taramalı konfokal mikroskop (Zeis, 

LSM510) ile analiz edilmiĢtir. 

 

4.2.7. iGKS-MKH’lerin İmmunsitokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

1. Hücrelerin pasajlar boyunca morfolojik görünümleri faz-kontrast mikroskobu 

(Leica Wetzlar) ile yapılan gözlemler ile belirlenmiĢtir. 

2. Ġmmunsitokimyasal incelemeler için önceden 24-kuyucuklu kaplar içeresindeki 

poli-L-lizin kaplı yuvarlak cam lamellere ekilmiĢ olan örnekler kullanılmıĢtır. 

3. Kültür ortamındaki hücreler yeterli yoğunluğa ulaĢtıklarında % 3,5‟luk PFA (her 

bir kuyucuk için 250-300 µL PFA yeterlidir) ile 20 dk. oda sıcaklığında (25°C) 

kuyucuk içinde fikse edilmiĢtir.   

4. Fiksasyon süresinin sonunda fiksatif ortamdan uzaklaĢtırılmıĢ ve hücreler PBS ile 

iki kez yıkandıktan sonra her bir kuyucuğa 1 mL azidli PBS eklenerek 4°C‟de 

saklanmıĢtır.  

5. Hücrelerin immünsitokimyasal iĢaretlenmesi için yuvarlak lameller kuyucuklardan 

nemli ortam oluĢturulmuĢ kaplara alınmıĢ ve iki defa PBS ile yıkandıktan 

üzerlerine 15 µL birincil antikor eklenerek 37 °C‟de 2 saat inkübe edilmiĢtir.  

6. Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yıkandıktan sonra üzerlerine 15 µL ikincil 

antikor eklenmiĢ ve 37 °C‟de 2 saat inkübe edilmiĢtir. 

7. Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yıkanmıĢtır. 

8. F-aktin moleküllerini iĢaretlemek için Cy-5 falloidin kullanılmıĢtır. Lamel üzerine 

Cy-5 falloidin çözeltisinden 15 µL eklenerek 37 °C‟de 1 saat inkübe edilmiĢtir. 

9. Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yıkanmıĢtır. 

10. Çekirdeği iĢaretlemek üzere 7-AAD çözeltisinden 15 µL eklenerek oda sıcaklığında 

30 dakika inkübe edilmiĢtir. 

11. Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yıkanmıĢtır. 

12. Son olarak içerinde Hoechst 33242 bulunduran preparat kapatma ortamından lam 

üzerine 3-4 µL damlatılarak,  hücreler alta gelecek Ģekilde,  yuvarlak lameller 

kapatılmıĢtır. 

13. Kapatma sonrasında lamellerin etrafı oje ile kaplanmıĢ ve gözlem yapılasıya kadar 

-20°C‟de depolanmıĢtır. 
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14. Ġmmünsitokimyasal boyamalar lazer taramalı konfokal mikroskop (Zeis, LSM510) 

ile analiz edilmiĢtir. Sinyal dağılımı her mikroskop alanı için + ile +++++ arasında 

kalitatif bir değer verilerek değerlendirilmiĢtir (Bkz. Çizelge 5.3.1).  
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. iGKS-MKH’in Büyüme ve Çoğalma Sürecinin Değerlendirilmesi 

 

Doğum sonrasında alınan insan göbek kordonu laboratuvara getirildikten sonra iki eĢit 

parçaya bölünmüĢtür. Bu parçalardan bir tanesi makas yardımı ile yaklaĢık 1mm‟lik 

parçalara ayrıldıktan sonra eksplant kültürleri yapılmıĢtır. Diğer parça ise mekanik 

parçalanma sonrasında enzim uygulanmıĢ ve daha sonrasında santrifüj yardımı ile ayrılan 

hücrelerin kültürleri yapılmıĢtır. 

 

 

Eksplant kültürler değerlendirildiğinde; primer kültür ortamında 15. günün sonunda 

tutunmuĢ olan doku parçacıklarından hücrelerin ayrılmaya baĢladığı gözlemlenmiĢtir. Bu 

hücreler 25. günün sonunda flaskın yüzeyini % 100 oranında kaplamıĢtır. Sonrasında 

hücrelerin her 3 günde bir pasajları yapılmıĢtır. Enzimatik ayrıĢtırılmıĢ hücrelerin serisinde 

ise flaskın yüzeyini % 100 oranında kaplayan hücrelerin pasajları 10 günde bir yapılmıĢtır. 

Hücre pasajları 7. pasaja kadar sürdürülmüĢtür. 

 

 

Enzimatik kültürler değerlendirildiğinde; primer kültür ortamında kültürün 4. gününde 

hücrelerin flask yüzeyine tutundukları ve 10. günde flaskın tamamını kapladıkları 

gözlemlenmiĢtir. Primer kültürleri yapılan bu hücrelerin her 3 günde bir pasajları 

yapılmıĢtır. Bir diğer kültür serisinde ise yine primer kültür sonucunda flaskın yüzeyini % 

100 oranında kaplayan hücrelerin pasajları 10 günde bir yapılmıĢtır, yoğunluklarından 

ziyade zaman göz önünde tutulmuĢtur. Hücre pasajları 7. pasaja kadar sürdürülmüĢtür. 

 

 

5.2. iGKS-MKH’in İn vitro Koşullar Altında Fenotiplerinin Değerlendirilmesi 

 

Hücrelerin, mekanik izolasyonu sonrasındaki 15. günün sonunda dokudan ayrılmaya 

baĢladıkları gözlenmiĢtir ve 25. günün sonunda flaskın tamamını kaplamıĢlardır. Dokudan 

ayrılan hücrelerin fibroblastoid yapıda uzun sitoplazmik uzantılara sahip oldukları 
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gözlenmiĢtir. Ġlerleyen pasajlarda kültür ortamının yine bu fenotipe sahip hücrelerden 

zengin olduğu görülmüĢtür (ġekil 5.2.1). 

 

 

 

Şekil 5.2.1 Mekanik olarak izole edilmiĢ iGK-MKH‟leri 

Mekanik izolasyon sonrasında dokudan ayrılmaya baĢlayan hücreler fibroblastoid yapıda 

uzun sitoplazmik uzantılara sahiptir (P0). Sonraki pasajlarda da hücreler aynı fenotipi 

sergilemiĢtir (P1-P7). Büyütme ölçeği 15X 

 

 

Enzimatik izolasyon sonrasında ise geniĢ sitoplazmalı, son derece yassı ve stres liflerince 

zengin bir fenotip sergileyen hücrelerin kültür ortamında çoğunluğu temsil ettiği 

gözlemlenmiĢtir. Bunun yanında fibroblastoid görünümlü, uzun sitoplazmik uzantılara 

sahip hücrelerin de varlığı saptanmıĢtır. Buna göre ilk üç pasajda kültür ortamı geniĢ 

sitoplazmalı hücrelerce zengin durumda iken 4, 5, 6 ve 7. pasajlarda fibroblastoid hücre 

fenotipinin arttığı görülmüĢtür (ġekil 5.2.2). 
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Şekil 5.2.2 Enzimatik olarak izole edilmiĢ iGK-MKH‟leri 

Enzimatik izolasyon sonrasında ilk 3 pasajda geniĢ sitoplazmalı, yassı ve stres liflerince 

zengin bir fenotip sergileyen hücrelerin kültür ortamında çoğunluğu temsil ettiği 

gözlemlenmiĢtir (P0-P3). Ġlerleyen pasajlarda fibroblastoid hücre fenotipinin arttığı 

görülmüĢtür (P4-P7). Büyütme ölçeği 15X 

 

 

5.3. iGK Histolojik Kesitlerinin İmmünhistokimyasal Olarak Değerlendirilmesi 

 

 

Doğum sonrasında labotaruvara getirilen göbek kordonundan 1 cm kalınlığında bir kesit 

alındıktan sonra %3,5‟luk PFA içerisine alınmıĢtır. Fiksasyon aĢamasından sonra (bkz. 

Yöntem) kriyorotektan içerisine gömülmüĢ olan dokudan kriyostat yardımı ile 10 µm 

kalınlığında kesitler poli-L lizin kaplı lamlar üzerine alınmıĢ ve immünhistokimya boyama 

yöntemi kullanılarak lazer taramalı konfokal mikroskobu ile immünflüoresan analizleri 

yapılmıĢtır.   

 

 

Kordon kesitlerine E-kaderin, N-kaderin, pansitokeratin (Tip 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18, 19) 

(PanSk), sitokaratin 18 (sk 18), sitokeratin 19 (sk19), α-SMA ve vimentin antikorları ile 

iĢaretlenme yapılmıĢtır. Protein ifadelerinin değerlendirilmesi kordonun üç farklı bölgesi 

(amniyon zarı ve subamniyotik stroma, intervasküler storma ve perivasküler storma) ayrı 

ayrı ele alınarak yapılmıĢtır. 
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Lazer taramalı konfokal mikroskop ile yapılan analizler sonucunda kordonun hiçbir 

bölgesinde E-kaderin ifadesi gözlenmemiĢ; intervasküler ve perivasküler stromada bulunan 

hücrelerin N- kaderin ifade etikleri tespit edilmiĢtir (ġekil 5.3.1). 

 

 

 

Şekil 5.3.1 iGK stromasında E-kaderin ve N-kaderin ifadesi 

iGK stromasının hiçbir bölgesinde E-kaderin ifadesi gözlenmemiĢtir. Ġntervasküler ve 

perivasküler stromada bulunan hücreler N-kaderin ifade etmektedir. Ölçek boyu 50 µm. 

 

 

Sitokeratin ifadelerine bakıldığında ise amniyon zarında bulunan epitel hücreleri ve 

subamniyotik bölgedeki hücrelerin panSk ve sk 19‟u güçlü bir Ģekilde ifade ederken sk 

18‟i oldukça zayıf ifade ettikleri gözlenmiĢtir. Ġntervasküler stromada panSk ifadesi 

gözlenirken sk 18 ve sk 19‟un birkaç hücre tarafından ifade edildiği gözlenmiĢtir. 

Perivasküler stromada ise panSk güçlü bir Ģekilde ifade edildiği gözlenmiĢtir. Bunun 

yanında sk 18 birkaç hücre tarafından zayıf bir Ģekilde ifade edilirken; sk 19‟un hiç ifade 

olmadığı gözlenmiĢtir (ġekil 5.3.2) (Çizelge 5.3.1). 
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Şekil 5.3.2 iGK stromasında pansitokeratin, sitokeratin 18 ve sitokeratin 19 ifadesi 

Amniyon zarında bulunan epitel hücreleri ve subamniyotik bölgedeki hücrelerin 

pansitokeratin ve sitokeratin 19 ifade etmektedir. Sitokeratin 18 ise zayıf ifade ettikleri 

gözlenmiĢtir. Ġntervasküler stormada pansitokeratin ifadesi gözlenirken sitokeratin 18 ve 

sitokeratin 19‟un birkaç hücre tarafından ifade edildiği gözlenmiĢtir. Perivasküler stromada 

pansitokeratinin güçlübir Ģekilde ifade edildiği; sitokeratin 18 birkaç hücre tarafından zayıf 

bir Ģekilde ifade edilirken; sitokeratin 19‟un hiç ifade olmadığı gözlenmiĢtir. Ölçek boyu 

50 µm. 
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             Bölge 

Antikor  
Amniyon Zarı 

Subamniyotik 

Bölge 

Ġntervasküler 

Alan 

Perivasküler 

Alan 

Pansitokeratin ++++ +++ ++ +++++ 

Sitoketarin 18 + + - + 

Sitokeratin 19 +++++ +++ - - 

 

Çizelge 5.3.1 iGK stroma bölgelerinde sitokeratin ifade Ģiddetinin değerlendirilmesi 

 

Vimentin ve α-SMA ifadelerine bakıldığında ise; amniyon zarında vimentin ve α-SMA 

ifadesi gözlenmemiĢtir. Subamniyotik stromaya bakıldığında ise vimentin ifadesi 

gözlenmez iken hücrelerin güçlü bir Ģekilde α-SMA ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. 

Ġntervaslüler ve perivasküler stromada ise hem vimentinin hem de α-SMA‟in oldukça 

güçlü bir Ģekilde ifade edildiği gözlenmiĢtir (ġekil 5.3.3) (Çizelge 5.3.2). 
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Şekil 5.3.3 iGK stromasında vimentin ve α-SMA ifadesi 

Amniyon zarında vimentin ve α-SMA ifadesi gözlenmemiĢtir. Subamniyotik stromada 

vimentin ifadesi gözlenmez iken hücrelerin α-SMA ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. 

Ġntervaslüler ve perivasküler stromada ise hem vimentinin hem de α-SMA‟in oldukça 

güçlü bir Ģekilde ifade edildiği gözlenmiĢtir. Ölçek boyu 50 µm 

 

 

             Bölge 

Antikor  
Amniyon Zarı 

Subamniyotik 

Bölge 

Ġntervasküler 

Alan 

Perivasküler 

Alan 

Vimentin + - ++++ +++++ 

α-SMA - +++ ++++ +++++ 

 

Çizelge 5.3.2 iGK stroma bölgelerinde vimentin ve α-SMA ifade Ģiddetinin 

değerlendirilmesi  
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5.4. iGKS-MKH’lerinin İmmünsitokimyasal Olarak Değerlendirilmesi 

 

Ġnsan göbek kordonundan izole edilen hücreler in vitro koĢullar altında 1.pasajdan 7. 

pasaja kadar kültürleri yapılmıĢ ve her aĢamada 24 kuyucuklu kültür kapları içerisinde 

poli-L lizin kaplı yuvarlak lameller üzerinde fikse edilerek immünsitokimyasal boyama 

yöntemi kullanılarak lazer taramalı konfokal mikroskobu ile immünflüoresan analizleri 

yapılmıĢtır. Kültürü yapılan hücrelere hücre yüzeyi molekülleri olan N-kaderin, E-kaderin 

ile hücre iskeleti proteinleri olan α-düz kas aktini (α-SMA), vimentin, panSk (Tip 1, 4, 5, 6, 

8, 10, 13, 18, 19), sk 18 ve sk 19 antikorları ile iĢaretlenme yapılmıĢtır.   

 

 

Hücre kültür koĢulları temel de izolasyon tipi (enzimatik, mekanik) ve pasaj süreleri (72 

saat gün ve 10 gün) olmak üzere iki baĢlık altında toplanmıĢtır. Her bir inceleme bu 

baĢlıklar altında ayrı ayrı analiz edilmiĢtir. Yapılan analizler sonucunda kaderin ailesi 

moleküllerinin ifadesinde kısa süreli pasajlar ile uzun süreli pasajlar arasında ifade 

farklılığı gözlenmiĢtir. Hücre izolasyon yöntemleri ele alındığında enzimatik ve mekanik 

kültürler arasında kaderin molekülleri arasında herhangi bir fark gözlenmez iken ve hücre 

içi iskelet elemanı proteinlerinin ifadesinde farklılıklar gözlenmiĢtir.  

 

 

Yapılan analizler sonucunda kültürleri yapılan iGK-MKH‟lerinde E-kaderin ifadesi 

belirlenmemiĢtir (ġekil 5.4.1 ve ġekil 5.4.3). Bunun yanında kısa süreli kültürlerde N-

kaderinin bütün pasajlarda sitoplazma içerinde noktasal Ģekilde ifade edildiği görülmüĢtür 

(ġekil 5.4.2 ve ġekil 5.4.4). Kaderin hücre içindeki sentez dinamiği göz önüne alınarak 

yapılan değerlendirmeler sonucunda hücrelerin pasajlanma süreleri 10 güne çıkartıldığında 

kısa süreli kültürlerde olduğu gibi uzun süreli kültürlerde de E-kaderin ifadesine 

rastlanmamıĢtır (ġekil 5.4.5). Fakat iGK-MKH‟lerinin yüzeylerinde N-kaderin ifadesi tipik 

bir Ģekilde çizgisel olarak tespit edilmiĢtir (ġekil 5.4.6) (Çizelge 5.4.1). 
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Şekil 5.4.1 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde kısa süreli kültür sonrasında 

E-kaderin ifadesi 

Hücrelerin E-kaderin ifade etmedikleri tespit edilmiĢtir. Ölçek boyu 50µm. 

 

 

 

 

Şekil 5.4.2 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde kısa süreli kültür sonrasında 

N-kaderin ifadesi 

Hücrelerin sitoplazma içinde noktasal bir Ģekilde N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. 

Ölçek boyu 50µm. 
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Şekil 5.4.3 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde kısa süreli kültür sonrasında E-

kaderin ifadesi 

Hücrelerin E-kaderin ifade etmedikleri tespit edilmiĢtir. Ölçek boyu 50µm 
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Şekil 5.4.4 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde kısa süreli kültür sonrasında N-

kaderin ifadesi 

Hücrelerin sitoplazma içinde noktasal bir Ģekilde N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. 

Ölçek boyu 50µm 
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Şekil 5.4.5 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde uzun süreli kültür sonrasında E-

kaderin ifadesi 

Hücrelerin E-kaderin ifade etmedikleri tespit edilmiĢtir. Ölçek boyu 50µm 
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Şekil 5.4.6 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde uzun süreli kültür sonrasında 

N-kaderin ifadesi 

Hücrelerin yüzeylerinde çizgisel bir Ģekilde N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. 

Ölçek boyu 50µm 

 

 

Pansitokeratin ifadelerine bakıldığında enzimatik kültürün bütün pasajlarında Tip 1 büyük 

sitoplazmalı hücrelerde fazla miktarda ifade olurken Tip 2 hücrelerde düĢük seviyelerde 

ifade olduğu gözlemlenmiĢtir. Bunun yanında ilk 3 pasajdan sonra ifadenin azaldığı fakat 7. 

pasajda görülen büyük sitoplazmalı hücrelerde yüksek seviyede pansitokaretin ifade 

edildiği tespit edilmiĢtir (ġekil 5.4.7) (Çizelge 5.4.1). Mekanik olarak izole edilen 

hücrelerde pansitokeratin ifadesine bakıldığında ise P1‟de kültür ortamında bulunun 

eksplant doku parçacıklarında heterojen bir görünümde ifade tespit edilirken etrafından 

flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde ifade edilmediği görülmüĢtür. Yine P1‟de farklı bir 

alan incelendiğinde hücrelerin belli bir kısmının az da olsa pansitokeratin ifade ettikleri 

görülmüĢtür. Ġlerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) pansitokeratin ifadesinin arttığı tespit 

edilmiĢtir. Fakat genel ifade profiline bakıldığında belli hücrelerin pansitokeratin ifade 

etmedikleri tespit edilmiĢtir. Bu hücreler morfolojik olarak değerlendirildiklerinde Tip 1 ve 

Tip 2 olarak net bir ayrım yapılamamıĢtır (ġekil 5.4.8) (Çizelge 5.4.1).  
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Şekil 5.4.7 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde pansitokeratin ifadesi 

Büyük sitoplazmaya sahip hücrelerde fazla miktarda ifade edilirken küçük sitoplazmalı 

hücrelerde az miktarda ifade edilmiĢtir. Ġlk pasajlarda genel ifade seviyesi yüksekiken 5. ve 

6. Pasajda azalmıĢ ve 7. pasajda tekrar artmıĢtır. Ölçek boyu 50 µm 
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Şekil 5.4.8 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde pansitokeratin ifadesi 

P1‟de kültür ortamında bulunun eksplant
*
 doku parçacıklarında heterojen bir görünümde 

pansitokeratin ifadesi tespit edilirken etrafından flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde 

ifade edilmemektedir. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir 

kısmının az da olsa pansitokeratin ifade etmektedir. Ġlerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) 

pansitokeratin ifadesi artmaktadır. Ölçek boyu 50µm 

 

Enzimatik kültürlerde SK 18 de pansitokeratin ifadesinde olduğu gibi büyük sitoplazmaya 

sahip hücrelerde daha fazla miktarda ifade edildiği gözlenmiĢtir. Ġlk iki pasajda ifade 

edilen SK 18‟in 4. pasajda azaldığı sonraki 3 pasajda ise ifadenin arttığı gözlenmiĢtir (ġekil 

5.4.9) (Çizelge 5.4.1). Mekanik olarak izole edilen hücrelerde SK 18 ifadesine bakıldığında 

ise P1‟de kültür ortamında bulunun eksplant doku parçacıklarında heterojen bir görünümde 

ifade tespit edilirken etrafından flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde ifade edilmediği 

görülmüĢtür. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir kısmının az da 

olsa SK 18 ifade ettikleri görülmüĢtür. Ġlerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) SK 18 ifadesinin 

arttığı tespit edilmiĢtir. Fakat genel ifade profiline bakıldığında bazı hücrelerin az miktarda, 

bazı hücrelerin ise fazla miktarda SK 18 ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. Bu hücreler 

morfolojik olarak değerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak net bir ayrım 

yapılamamıĢtır (ġekil 5.4.10) (Çizelge 5.4.1). 
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Şekil 5.4.9 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde sitokeratin 18 ifadesi 

Büyük sitoplazmaya sahip hücrelerde fazla miktarda ifade edilirken küçük sitoplazmalı 

hücrelerde az miktarda ifade edilmiĢtir. Ġlk iki pasajda ifade edilen sitokeratin 18‟in 4. 

pasajda azaldığı sonraki 3. pasajda ise ifadenin arttığı gözlenmiĢtir. Ölçek boyu 50 µm 

 

 



53 

 

 

 

Şekil 5.4.10 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde sitokeratin18 ifadesi 

P1‟de kültür ortamında bulunun eksplant* doku parçacıklarında heterojen bir görünümde 

sitokeratin 18 ifadesi tespit edilirken etrafından flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde ifade 

edilmemektedir. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir kısmının az 

da olsa sitokeratin 18 ifade etmektedir. Ġlerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) sitokeratin 18 

ifadesi artmıĢtır. Genel ifade profiline bakıldığında ise bazı hücreler az miktarda bazı 

hücreler ise fazla miktarda sitokeratin 18 ifade ettmektedir. Ölçek boyu 50µm 

 

SK 19 ifadesine bakıldığında ise enzimatik kültürlerde ilk 6 pasajda bütün hücrelerde az da 

olsa ifade edildiği; 7. pasajda ise ifadenin arttığı gözlenmiĢtir (ġekil 5.4. 11) (Çizelge 

5.4.1). Mekanik olarak izole edilen hücrelerde SK 19 ifadesine bakıldığında P1‟de kültür 

ortamında bulunun eksplant doku parçacıklarında heterojen bir görünümde ifade tespit 

edilirken etrafından flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde ifade edilmediği görülmüĢtür. 

Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir kısmının az da olsa SK 19 

ifade ettikleri görülmüĢtür. Ġlerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) SK 19 ifadesinin azaldığı 

tespit edilmiĢtir. Bunun yanında bazı hücrelerin ise hiç SK 19 ifade etmedikleri 

görülmüĢtür. Bu hücreler morfolojik olarak değerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak 

net bir ayrım yapılamamıĢtır (ġekil 5.4. 12) (Çizelge 5.4.1). 
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Şekil 5.4. 11 iGK-MKH‟lerinde sitokeratin 19 ifadesi  

Bütün hücrelerde az da olsa ifade edildiği; 7. pasajda ise ifadenin arttığı gözlenmiĢtir. 

Ölçek boyu 50 µm 
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Şekil 5.4. 12 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH‟lerinde sitokeratin19 ifadesi 

P1‟de kültür ortamında bulunun eksplant* doku parçacıklarında heterojen bir görünümde 

sitokeratin 19 ifadesi tespit edilirken etrafından flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde ifade 

edilmemektedir. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir kısmı 

sitokeratin 19 ifade etmektedir. Ġlerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) sitokeratin 19 ifadesi 

azalmıĢtır. Bunun yanında bazı hücreler sitokeratin 19 ifade etmemektedir. Ölçek boyu 50 

µm 

 

 

Enzimatik izolasyon sonrasında α-SMA ifadesine bakıldığında ise ilk 3 pasajda hücre 

içerisinde çizgisel hâlde ifade edildiği gözlenirken ilerleyen pasajlarda hücrelerin bir 

kısmında noktasal, bir kısmında ise çizgisel hâlde ifade Ģekli gözlenmiĢtir. 1. pasajda ifade 

seviyesi düĢük iken ilerleyen pasajlarda artmıĢ ve 7. pasajda ifade azalmıĢtır (ġekil 5.4. 13) 

(Çizelge 5.4.1). Mekanik izolasyon sonrası kültürlere bakıldığında ise 1. pasajdaki eksplant 

doku parçacıklarında homojen bir Ģekilde ifade edildiği, ilerleyen pasajlarda da homojen 

ifade tipinin devam ettiği görülmüĢtür. 5. ve 6. Pasajda bazı hücrelerin diğer hücrelerden 

farklı olarak α-SMA‟ni daha güçlü ifade ettikleri gözlenmiĢtir (ġekil 5.4.14) (Çizelge 

5.4.1).  
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Şekil 5.4. 13 Enzimatik olarak izole edilmiĢ iGK-MKH‟lerinde α-SMA ifadesi 

Ġlk 3 pasajda hücre içerisinde çizgisel halde ifade edildiği gözlenirken ilerleyen pasajlarda 

hücrelerin bir kısmında noktasal bir kısmında ise çizgisel halde ifade Ģekli gözlenmiĢtir. 1. 

Pasajda ifade seviyesi düĢük iken ilerleyen pasajlarda artmıĢ ve 7. pasajda ifade azalmıĢtır. 

Ölçek boyu 50 µm 
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Şekil 5.4.14 Mekanik olarak izole edilmiĢ iGK-MKH‟lerinde α-SMA ifadesi 

α-SMA, pasaj 1‟deki eksplant doku parçacıklarında  homojen bir Ģekilde ifade 

edilmektedir.Ġlerleyen pasajlarda da homojen ifade tipinin devam etmektedir. 5. ve 6. 

pasajda bazı hücreler diğer hücrelerden farklı olarak daha güçlü bir Ģekilde α-SMA ifade 

etmektedir. Ölçek boyu 50 µm 

 

Bunun yanında bir diğer hücre iskelet proteini olan vimentin, enzimatik olarak izole 

edilmiĢ olan hücre kültürlerinin ilk 4 pasajında bütün hücrelerde sitoplazma içinde 

homojen bir görünümde ifade edilirken ilerleyen pasajlarda ifade seviyesi düĢmüĢ ve 

hücrelerin tek bir bölgesinde yoğunlaĢmıĢ hâlde ifade edildiği gözlenmiĢtir (ġekil 5.4.15) 

(Çizelge 5.4.1). Mekanik izolasyon sonrasında ise 1.pasajdaki eksplant doku parçacığında 

homojen bir Ģekilde vimentin ifadesi gözlenmiĢtir. Yine 1. pasajda farklı bir alan 

incelendiğinde dokudan ayrılan hücrelerin çoğunluğunun vimentin ifade ettikleri, 

bazılarının ise ifade etmedikleri gözlenmiĢtir. 2. pasajda vimentin ifadesi çekirdek etrafına 

dağılmıĢ bir Ģekilde hücre sitoplazmasının küçük bir kısmında ifade edildiği görülmüĢtür. 5. 

ve 6. pasajda ise alanda bulunan bütün hücrelerin tipik bir Ģekilde vimentin ifade ettikleri 

belirlenmiĢtir (ġekil 5.4.16) (Çizelge 5.4.1). 
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Şekil 5.4.15 Enzimatik olarak izole edilmiĢ iGK-MKH‟lerinde vimentin ifadesi 

Ġlk 4 pasajda bütün hücrelerde sitoplazma içinde homojen bir görünümde ifade edilirken 

ilerleyen pasajlarda ifade seviyesi düĢmüĢ ve hücrelerin tek bir bölgesinde yoğunlaĢmıĢ 

halde ifade edildiği gözlenmiĢtir. Ölçek boyu 50 µm 
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Şekil 5.4.16 Mekanik olarak izole edilmiĢ iGK-MKH‟lerinde vimentin ifadesi 

Eksplant doku parçacığı (P1
*
) homojen bir Ģekilde vimentin ifadesi etmektedir. 1. pasajda 

farklı bir alanda dokudan ayrılan hücrelerin büyük bir çoğunluğu vimentin ifade 

etmektedir.Bunun yanında bazı hücreler vimentin ifade etmemektedir. 2. pasajda vimentin 

ifadesi çekirdek etrafına dağılmıĢ bir Ģekilde hücre sitoplazmasının küçük bir kısmında 

ifade edilmektedir. 5. ve 6. pasajda ise alanda bulunan bütün hücreler tipik bir Ģekilde 

vimentin ifade etmektedirler. Ölçek boyu 50 µm 
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            Pasaj 

Antikor 
1. Pasaj 2. Pasaj 4. Pasaj 5. Pasaj 6. Pasaj 7. Pasaj 

 
E-kaderin - - - - - - 

N-kaderin 

(Kısa kültür) 
++ + +++ ++++ ++++ ++++ 

N-kaderin 

(Uzun kültür) 
+++ +++ ++++ +++ ++++ ++++ 

α-SMA 

(Enzimatik) 
+++ ++++ +++ ++++ ++++ +++ 

α-SMA 

(Mekanik) 
++++ ++++ 

Gözlem 

yapılmamıĢtır ++++ ++++ 
Gözlem 

yapılmamıĢtır 

Vimentin 

(Enzimatik) 
++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ 

Vimentin 

(Mekanik) 
++++ ++++ 

Gözlem 
yapılmamıĢtır +++++ +++++ 

Gözlem 
yapılmamıĢtır 

Pansitokeratin 

(Enzimatik) 
+++ ++++ ++++ ++ ++ +++ 

Pansitokeratin 

(Mekanik) 
++ +++ 

Gözlem 

yapılmamıĢtır ++++ ++++ 
Gözlem 

yapılmamıĢtır 

Sitokeratin 18 

(Enzimatik) 
+++ +++ ++ ++++ ++++ ++++ 

Sitokeratin 18 

(Mekanik) 
++ ++ 

Gözlem 

yapılmamıĢtır +++ ++++ 
Gözlem 

yapılmamıĢtır 

Sitokeratin 19 

(Enzimatik) 
++ ++ ++ ++ ++ ++++ 

Sitokeratin 19 

(Mekanik) 
++ ++ 

Gözlem 
yapılmamıĢtır + + 

Gözlem 
yapılmamıĢtır 

 

Çizelge 5.4.1 iGK MKH‟lerinde moleküllerin ifade Ģiddetinin değerlendirilmesi 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Günümüzde birçok dokudan hücre izolasyonu yapılmaktadır. Vücut içinde karmaĢık doku 

ortamlarında bulunan bu hücreler vücut dıĢına çıkarıldıklarında bugüne kadar bilinen 

kültür yöntemlerinden birisi kullanılarak vücut dıĢındaki yapay ortamda çoğaltmaktadır. 

Hücre kültürü olarak adlandırılan bu yaklaĢım birçok hücrenin davranıĢında ve fenotipinde 

farklı düzeylerde değiĢimlere neden olmaktadır. Bu alanda yürütülen çalıĢmaların en önde 

gelen amaçlarından birisi kültür ortamında canlılığını sürdüren hücrelerin in vivo 

koĢullardaki fizyolojik süreçlerini taklit etmektir. Ancak yürütülen sayısız çalıĢmaya 

rağmen, sınırlı sayıda hücresel özelliğin in vitro ortamdaki hücrelerde korunabildiği 

görülmektedir. Kök hücreler söz konusu olduğunda bu durum daha da fazla önem 

kazanmaktadır. Çünkü kök hücreler sınırlı sayıya sahip hücreler olarak organizmanın çok 

özgün mikroçevrelerinde, yani kendilerine özgü niĢ ortamlarında varlıklarını 

sürdürmektedir. Günümüzde kök hücre çalıĢmaları ve tedavilerinde yaygın kullanıldığı 

üzere hücreler belli anatomik bölgelerden çıkarılmakta, kültür ortamlarında çoğaltılmakta 

ve gerekirse farklılaĢtırılmaktadır. Bu bağlamda hücrelerin özgün karakterlerinin 

belirlenmesi ve kültür koĢullarında bu özelliklerinin korunması hedeflenen çalıĢmalarda 

büyük önem arz etmektedir. Bu durumda bu hücrelerin hem araĢtırmacılar hem de 

klinisyenler tarafından yaygın olarak kolay bir Ģekilde kullanılabilmeleri amacıyla atılması 

gereken adımların baĢında bu hücrelerin kültür koĢullarında sergiledikleri özelliklerin iyi 

anlaĢılması gerekmektedir. 

 

Literatüre yaptığı önemli katkılarıyla araĢtırma grubumuz ĠGKS-MKH‟lerinin izolasyon 

yöntemi, tanımlanması ve farklılaĢma özelliklerinin yanı sıra, bu hücrelerin elde edildiği 

kaynağın iĢleneceği merkeze ulaĢıncaya kadar korunmasının sağlanması için gerekli 

koĢullar ile izole edilen hücrelerin dondurulması ardından etkin bir Ģekilde kök hücre 

özelliklerini sergilemesine iliĢkin pek çok veriye sahip bulunmaktadır (1, 2, 122, 127-130). 

Bunun yanında kordon stromasından elde edilen bu hücrelerin kültür koĢulları altında 

sergilemiĢ oldukları heterojen görünümün morfolojik ve moleküler düzeyde tanımlanması 

ve yorumlanması ilk defa grubumuz tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir (2).  
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Bu tez çalıĢmasında ise bu durum literatüre çok yeni kazandırılmıĢ olan Epitel-Mezenkim 

GeçiĢi olarak tanımlanan hücresel dönüĢüm süreci çerçevesinde değerlendirilerek 

hücrelerin moleküler ve fenotipik olarak tanımlanması amaçlanmıĢtır. iGKS-MKH‟lerinin 

sergilemiĢ olduğu bu durumu EMG çerçevesinde değerlendiren bir çalıĢma henüz 

yayınlanmamıĢtır.  

 

6.1. iGKS-MKH’lerinin İzolasyon, Büyüme ve Çoğalma Sürecinin Fenotipik 

Olarak Değerlendirilmesi 

 

YetiĢkin kök hücreler ile ilgili yapılan çalıĢmalarda hücrelerin izolasyon teknikleri ve 

sonrasındaki büyüme ve çoğalma süreci önemli mesele olarak karĢımıza çıkmaktadır. 

Kullanılan izolasyon tekniği hücre fizyolojisini etkilemektedir. Bunun yanı sıra kültür 

ortamında kullanılan büyüme faktörleri ve serum oranı da hücrelerin in vitro koĢullar 

altında farklılaĢmadan büyüme ve çoğalmaları etkinliğini belirlemektedir.  

 

 

ĠGKS dokusundan elde edilen mezenkimal kök hücre miktarının kordon kanı ve kemik 

iliği mezenkimal kök hücreleri ile kıyaslandığında daha fazla olduğu ve ĠGKS hücrelerinin 

çoğalma kapasitelerinin 7. pasaj sonunda 300 kata ulaĢarak bu hücrelerin çoğalma 

kapasitelerinin yüksek olduğu gösterilmiĢtir (2). Bu araĢtırma kapsamında iGKS-MKH‟leri 

iki farklı teknik ile izole edilmiĢtir. Ġzolasyon sonrasında elde edilen hücrelerin aynı 

koĢulları altında kültürleri yapılmıĢtır.  

 

 

Mekanik olarak izolasyon yönteminde kültür kabına tutunan dokulardan 15. günün 

sonunda adeta bir halı gibi kültür kabının yüzeyini kaplarcasına hücrelerin ayrılmaya 

baĢladıkları görülmüĢtür. Dokudan ayrılan hücrelerin Karahuseyinoglu ve ark.‟nın Tip 2 

olarak tanımladıkları (2007) fusiform yapıda oldukları gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.2.1 P0). 

20. günün sonunda hücrelerin flaskın tamamını kapladığı gözlenmiĢ, ileri pasajları 

yapılmıĢ ve kültür 7. pasaja kadar sürdürülmüĢtür. Ġlerleyen pasajlarda hücrelerin iki katına 

çıkma süreleri 72 saat olarak belirlenmiĢ ve 3 günde bir pasajları yapılmıĢtır. Hücre 

morfolojileri incelendiğinde ise ilerleyen pasajlarda da hücrelerin Tip 2 hücreye benzeyen 

uzun, ince fibroblastoid yapılarını korudukları gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.2.1 P1-P7).   
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Enzimatik izolasyon yönteminde ise hücrelerin kültürün 4. gününde flask yüzeyine 

tutundukları izlenmiĢtir. Hücre morfolojilerine bakıldığında ise Karahuseyinoglu ve 

ark.‟nın Tip 1 olarak tanımladıkları (2007) geniĢ sitoplazmalı, son derece yassı ve stres 

liflerince zengin bir fenotip sergileyen hücrelerin çoğunlukta olduğu, bunun yanında 

fibroblastoid olup uzun sitoplazma uzantılara sahip Tip 2 hücre fenotipinin de var olduğu 

gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.2.2 P0). 10. günün sonunda hücrelerin flaskın tamamını 

kapladığı gözlenmiĢ, üst kültürü yapılmıĢ ve kültür 7. pasaja kadar sürdürülmüĢtür. 

Ġlerleyen pasajlarda hücrelerin iki katına çıkma süreleri 3 gün olarak belirlenmiĢ ve 3. 

günde bir pasajları yapılmıĢtır. Ġlk üç pasajda Tip 1 hücre fenotipinin çoğunluğu temsil 

ettiği gözlenirken, 4. pasajdan sonra Tip 2 hücre fenotipine sahip hücrelerin kültür 

ortamında daha fazla olduğu görülmüĢtür (Bkz. ġekil 5.2.2 P1-P7). 

 

 

Tüm bu sonuçlara göre hücrelerin dokudan izole edilirken kullanılan tekniğin ne kadar 

önemli olduğunu görmüĢ bulunmaktayız. Bu sonuçlara göre enzimatik izolasyon esnasında 

kullanılan kollajenaz tip 1 enzimi yalnızca hücreler arası makriksi parçalamakla kalmayıp 

matriks içerisine gömülü halde bulunan hücreleri de etkilemektedir. Bu etki kültür 

koĢullarına fenotipik olarak yansımaktadır. Tip 1 hücre ve Tip 2 hücre fenotipinin kök 

hücre özellikleri göz önüne alınarak yapılan çalıĢmalarda diğer hücrelere farklılaĢma 

potansiyelleri arasında bir fark bulunmamaktadır. Buna rağmen mekanik izolasyon 

tekniğinin hücre özelliklerinin kısmen korunması ile iliĢkili olarak kök hücre 

çalıĢmalarında daha etkili olabileceğini düĢünüyoruz. Fakat enzimatik ve eksplant 

kültürlerin süreleri göz önüne alındığında enzimatik olarak izole edilen hücreler aynı anda 

yaĢlanırlarken, eksplant kültürlerde hücreler arasında bir yaĢlanma farkı olabileceği göz 

önünde bulundurulmalıdır. Bu farkın kök hücre özellikleri üzerine etkileri 

değerlendirildiğinde izolasyon tekniğinin öneminin daha da öne çıkacağını düĢünmekteyiz. 

Bununla birlikte eksplant kültür tekniği ile in vitro koĢullar altında karĢılaĢılan 

heterojenitenin de azamiye inmesi kayda değer bir geliĢme olacağına inanmaktayız. 
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6.2. iGKS ve iGKS-MKH’lerin Moleküler Olarak Değerlendirilmesi 

 

Epitel-Mezenkim GeçiĢi çerçevesinde bakıldığında in vivo ve in vitro ortamdaki farklılıklar 

hücre yüzeyinde bulunan moleküller ile hücre içinde bulunan ara filamanların farklı 

Ģekillerde ifade olması ile değerlendirilmektedir (7, 131). Hücre yüzey moleküllerine 

bakıldığında kaderin ailesinin bu süreçte baĢrol oynadığını görmekteyiz. Kaderinler, tip 1 

transmembran proteini olup hücreler arasında bağlantı yapıları oluĢturarak hücre-hücre 

tutunmasından önemli bir role sahiptir. Klasik kaderin ailesi olarak tanımlanan E-kaderin, 

N-kaderin, VE-kaderin ve P-kaderin Ca
2+

 bağımlı olup, Ca
2+ 

varlığında iĢlev 

kazanmaktadır.  E-kaderin, epitel hücrelerinde bulunurken; N-kaderin nöron ve 

mezenkimal hücrelerde ifade edilmektedir. Bunun yanında VE-kaderin endotel 

hücrelerinde iĢlev görürken; P-kaderin özellikle salgı kanalını oluĢturan epitel hücrelerde 

bulunmaktadır (132-134).  EMG sürecinde bu kaderin ailesi grubundan E-kaderin ve N-

kaderin önemli bir rol üstlenmiĢlerdir. ġöyle ki; epitel hücreler tarafından E-kaderin ifade 

edilirken sürecin baĢlaması ile E-kaderin ifadesi azalmakta ve mezenkimal özelliklerin 

oluĢumuna paralel olarak N-kaderin ifadesi artmaktadır (3, 7, 67, 76, 81, 131, 133).  

 

Bu bilgiler doğrultusunda E-kaderin ve N-kaderin ifadelerinin kültür koĢullarında 

karĢılaĢtığımız heterojen hücre fenotipi ile bağdaĢıp bağdaĢmadığını test etmek istedik. 

Literatüre bakıldığında göbek kordonu stromasında bulunan hücrelerin miyofibroblast 

karaktere sahip olduğu söylenmektedir. Yine yapılan çalıĢmalarda in situ ve in vitro 

koĢulllar altında bu hücrelerin tipik miyofibroblast biyobelirteçlerini ifade ettiği 

belirtilmiĢtir. Bizim de deneyimlerimiz bu yönde olmuĢtur. Fakat yapılan literatür taraması 

sonucunda iGKS-MKH‟lerinde kaderin ailesine henüz bakılmadığı tespit edilmiĢtir. Bu 

bilgiler doğrultusunda kültür koĢullarındaki Tip1 hücre – Tip 2 hücre heterojenitesinin bir 

miyofibroblast-fibroblast geçiĢi olabileceğini düĢünmemize sevk etmiĢtir. Bu hipoteze göre 

hücreler N-kaderin ifade etmelidir, fakat E-kaderin ifade etmemelidir.  

 

Bu bağlamda insan göbek kordonunda hem in situ hem de in vitro olarak E-kaderin ve N-

kaderin ifadesi değerlendirilmiĢtir. İn situ çalıĢmalarda göbek kordonu kesitlerinin 

amniyon zarı ve subamniyotik stroma, intervasküler stroma ve perivasküler stroma olmak 

üzere üç bölge ayrı ayrı olarak analiz edilmiĢtir. Yapılan değerlendirme sonucunda hiçbir 
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bölgede E-kaderin ifadesine rastlanmamıĢtır. Bunun yanında intervasküler ve perivasküler 

stromadaki hücrelerin N-kaderin ifade ettikleri gözlemlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.3.1). Bunun 

yanında in vitro sonuçlar izolasyon tipi ve kültür süresi olmak üzere iki farklı parametre 

altında değerlendirilmiĢtir. Buna göre enzimatik ve mekanik olarak izole edilen kültürler 

ayrı ayrı değerlendirildiğinde hücrelerin E-kaderin ifade etmedikleri görülmüĢtür 

(Bkz.ġekil 5.4.1 ve ġekil 5.4.3). Fakat N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmiĢtir (Bkz. ġekil 

5.4.2 , ġekil 5.4.4 ve ġekil 5.4.6). N-kaderin ifadesinde enzimatik ile eksplant kültürler 

arasında herhangi bir fark gözlenmemiĢtir. Ġlk yaptığımız kaderin analizlerinde E-kaderin 

ifadesi gözlenmez iken, N-kaderin ifadesinin sitoplazma içerisinde noktasal bir Ģekilde 

ifade olduğunu tespit edilmiĢtir. Oysaki N-kaderin, yapı ve görevi gereği hücre yüzeyinde 

ifade olmalıdır. Bu durum karĢısında kaderin dinamiği ile hücrelerin kültür süreleri 

kıyaslandığında üç günlük bir sürenin N-kaderin hücre yüzeyinde ifade olabilmesi için 

yeterli olmadığı kanaatine varılmıĢ ve kültür süresini 10 güne uzatılmıĢtır. Kültür süresi 

uzatıldığında hücrelerin tipik bir Ģekilde yüzeylerinde çizgisel formda N-kaderin ifade 

ettiklerini tespit edilmiĢtir (Bkz. ġekil 5.4.6). Yine uzun süreli kültürlerde de E-kaderin 

ifadesine rastlanmamıĢtır (Bkz. ġekil 5.4.5). Yapılan in situ ve in vitro analizler sonucunda 

iGKS-MKH‟lerinin E-kaderin ifade etmediği, Tip 1 hücre ve Tip 2 hücre ayırdımı 

olmaksızın bütün hücrelerin N-kaderin ifade ettiği literatürde ilk kez gösterilmiĢtir. Bunun 

yanında hipotezimizde belirttiğimiz dönüĢüm dâhilinde her iki hücre tipinin de N-kaderin 

ifade etmelidir savı doğruluk kazanmıĢtır.    

 

Hücre içi ara filamanlara bakıldığında ise sitokeratin ve  α-SMA ile hücrenin yapısal 

proteini olan vimentin değerlendirilmiĢtir.  

 

Sitokeratinler 55-69 kDa molekül ağırlığındaki hücre içi ara filaman proteinlerdir ve ekto-

/endodermal kökenli epitel hücrelerinde gözlenirler. Temelde asidik tipler ve bazik tipler 

olmak üzere iki ana gruba ayrılırlar. Bazik sitokeratinler, sitokeratin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 

9 tiplerini içerirken, asidik sitokeratinler, sitokeratin 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 

ve 20 tiplerini temsil etmektedir. Bu sitokeratin tiplerinin ifade profili genellikler doku 

veya organa özel olarak gerçekleĢir (135-137). Örneğin sitokeratin 7 üriner sistemdeki 

duktal epitel hücrelerinde ifade olurken SK 20 genellikle gastrointestinal sistem 

organlarında görülmektedir. SK 18 tek tabakalı Epitel tabakalarında ifade olurken SK 19 

epitelyal meme kanseri kaynaklı metastaz tiplerinde biyobelirteç olarak kullanılmaktadır.  
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Sitokeratin ifadesi EMG sürecinde de önemli bir belirteç olarak rol almaktadır. Buna göre 

sitokeratin ifade eden epitel hücresi EMG süreci ile sitokeratin ifadesini azaltmaktadır. 

Bunun yanında sitokeratin 8, 17, 19 gibi bazı sitokeratin izoformları miyofibroblastik 

hücrelerde de ifade edilmektedir (138). ĠGKS-MKH‟lerinde de benzer Ģekilde sitokeratinin 

ifadesiyle hücrelerin yapısının karakterizasyonu sağlanabilmektedir (139). Pansitokeratinin 

( Tip 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 ve 19) göbek kordonu dokusunun damar duvarının etrafındaki 

hücrelerde, yani perivasküler alanda ifadelendiği ve kültür ortamında Tip 1 olarak 

adlandırılan hücrelerde varlığı ortaya konmuĢtur (2, 91). Tüm bu bilgiler doğrultusunda 

oluĢturduğumuz hipotezde, miyofibroblast-fibroblast geçiĢ sürecinde, miyofibroblastik 

karaktere sahip olan Tip 1 hücrelerde sitokeratin ifadesinin ilerleyen pasajlarda azalması ve 

fibroblastik karaktere sahip Tip 2 hücrelerde sitokeratin ifadesinin olmaması veya düĢük 

seviyede olması beklenmektedir. Bu bağlamda insan göbek kordonunda in situ ve in vitro 

olarak pansitokeratin ( Tip 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 ve 19), sitokeratin 18 ve sitokeratin 19 

ifadeleri değerlendirilmiĢtir. 

  

Göbek kordonu kesitlerinin amniyon zarı ve subamniyotik stroma, intervasküler stroma ve 

perivasküler stroma olmak üzere üç bölge ayrı ayrı olarak analiz edilmiĢtir. Yapılan 

değerlendirmeler sonucunda amniyon zarında bulunan epitel hücreleri ve subamniyotik 

bölgedeki hücrelerin pansitokeratin ve sitokeratin 19‟u güçlü bir Ģekilde ifade ederken 

sitokeratin 18‟i zayıf ifade ettikleri gözlenmiĢtir. Ġntervasküler stormada ise pansitokeratin 

ifadesi gözlenirken sitokeratin 18 ve sitokeratin 19‟un birkaç hücre tarafından ifade 

edildiği gözlenmiĢtir. Perivasküler stromada pansitokeratinin güçlü bir Ģekilde ifade 

edildiği gözlenmiĢtir. Bunun yanında sitokeratin 18 birkaç hücre tarafından zayıf bir 

Ģekilde ifade edilirken; sitokeratin 19‟un hiç ifade olmadığı gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.3.2).  

 

İn vitro sonuçlara bakıldığında ise enzimatik olarak izole edilen hücrelerde pansitokeratin 

ifadesinin bütün pasajlarda Tip 1 hücrelerde fazla miktarda ifade olurken Tip 2 hücrelerde 

düĢük seviyelerde ifade olduğu gözlemlenmiĢtir. Bunun yanında ilk 3 pasajdan sonra 

ifadenin azaldığı fakat 7. Pasajda görülen büyük sitoplazmalı hücrelerde yüksek seviyede 

pansitokaretin ifade edildiği tespit edilmiĢtir (Bkz. ġekil 5.4.7). Mekanik olarak izole 

edilen hücrelerde PanSK ifadesine bakıldığında ise P1‟de bulunan eksplant doku 

parçacıklarının heterojen bir görünümde olduğu tespit edilirken flaska yayılmıĢ olan 

hücrelerde ifade edilmediği görülmüĢtür. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde 
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hücrelerin belli bir kısmının az da olsa pansitokeratin ifade ettiği görülmüĢtür. Ġlerleyen 

pasajlarda (P5, P6) PanSK ifadesinin arttığı tespit edilmiĢtir. Fakat genel ifade profiline 

bakıldığında belli hücrelerin PanSK ifade etmediği tespit edilmiĢtir. Bu hücreler morfolojik 

olarak değerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak net bir ayrım yapılamamıĢtır (Bkz. 

ġekil 5.4.8) 

 

SK 18‟in  ifade profiline bakıldığında enzimatik kültürlerdeki PanSK ifadesinde olduğu 

gibi Tip 1 hücrelerde daha fazla miktarda ifade edildiği gözlenmiĢtir. Ġlk iki pasajda ifade 

edilen SK 18‟in 4. pasajda azaldığı sonraki pasajlarda ise ifadenin arttığı gözlenmiĢtir (Bkz. 

ġekil 5.4.9). Mekanik olarak izole edilen hücrelerde ise P1‟de eksplant doku 

parçacıklarında heterojen ifade tespit edilirken flaska yayılmıĢ olan hücrelerde ifade 

edilmediği görülmüĢtür. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir 

kısmının az da olsa SK 18 ifade ettiği görülmüĢtür. Ġlerleyen pasajlarda (P5, P6) SK 18 

ifadesinin arttığı tespit edilmiĢtir. Fakat genel ifade profiline bakıldığında bazı hücrelerin 

az, bazı hücrelerin ise fazla miktarda SK 18 ifade ettikleri tespit edilmiĢtir. Bu hücreler 

morfolojik olarak değerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak net bir ayrım 

yapılamamıĢtır (Bkz. ġekil 5.4.10). 

 

Sk 19‟un enzimatik kültürlerĠN ilk 6 pasajdaKĠ bütün hücrelerde az da olsa ifade edildiği; 

7. pasajda ise ifadenin arttığı gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.4. 11). Mekanik olarak izole edilen 

hücrelerde ise P1‟de kültür ortamında bulunun eksplant doku parçacıklarında heterojen bir 

görünümde ifade tespit edilirken etrafından flaska doğru yayılmıĢ olan hücrelerde ifade 

edilmediği görülmüĢtür. Yine P1‟de farklı bir alan incelendiğinde hücrelerin belli bir 

kısmının az da olsa SK 19 ifade ettiĞĠ görülmüĢtür. Ġlerleyen pasajlarda (P5, P6) SK 19 

ifadesinin azaldığı tespit edilmiĢtir. Bunun yanında bazı hücrelerin ise hiç SK 19 ifade 

etmedikleri görülmüĢtür. Bu hücreler morfolojik olarak değerlendirildiklerinde Tip 1 ve 

Tip 2 olarak net bir ayrım yapılamamıĢtır (Bkz. ġekil 5.4. 12) 

 

İn situ ve in vitro sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde hücrelerin doku içerisinde iken 

ifade ettikleri sitokeratin profili ile kültür koĢulları altında sergiledikleri sitokeratin profili 

farklılık göstermektedir. PanSK ifadeleri kıyaslandığında bir biri ile tutarlı sonuçlar 

sergilerken, doku içerisinde SK 18 neredeyse hiç görülmez iken kültür koĢulları altında 
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hücreler tarafından ifade edilmesi oldukça ilginçtir. Bununla yanında doku içerisinde 

özellikle amniyon zarında güçlü bir Ģekilde ifade edilen SK 19‟un kültür ortamında 

hücreler tarafından ifade edilmemesi normal karĢılanırken 7. pasajda ifadenin artması bir 

diğer ĢaĢırtıcı sonuçtur. Bununla birlikte 6. pasajda görülen bir mitoz örneğinde SK 19 

ifadesinin arttığı gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.4. 11 P6). Elde edilen sonuçlara bakıldığında 

sitokeratin ifade profilinde farklılıklar olduğu aĢikârdır, fakat sadece pansitokeratin 

ifadesine bakılarak hücreler arasında bir ayrım yapabilmek söz konusu değildir. Sonuçlara 

bakıldığında Tip 1 olarak tanımlanabilecek hücrelerde de yer yer sitokeratin ifadesinin 

olmadığını görmekteyiz. Bununla birlikte ilerleyen pasajlarda Tip 2 morfolojisine sahip 

hücrelerde de sitokeratin ifadesi mevcuttur. Buna göre hücreler bulundukları ortama göre 

sitokeratin ifade profilini değiĢtirmektedir. Hipotez ile verileri kıyasladığımızda ise her iki 

hücre tipinde de sitokeratin ifadesinin görülmesi hipotezi desteklememektedir. Fakat 

pansitokeratin kokteylinin içerisindeki sitokeratin tiplerinin ayrı ayrı değerlendirilmesinin 

karĢımıza daha net bir resim çizeceğini düĢünmekteyiz. 

 

Alfa-düz kas aktini miyofibroblastlara özgü bir proteindir. ĠGKS dokusunda ve kültüre 

edilen hücrelerinde erken pasajlarda kuvvetli pozitif bulunmuĢ pasajlar ilerledikçe 

ifadesinin azaldığı gösterilmiĢtir (2, 104, 125). Bu veriler doğrultusunda miyofibroblastik 

hücrelerin ilerleyen pasajlarda yerini fibroblastik hücrelere bıraktığını düĢünerek 

miyofibroblas-fibroblast hipotezimizde ilk pasajlarda görülen α-SMA ifadesinin ilerleyen 

azalması gerektiğini öngördük.  Bu bağlamda insan göbek kordonunda in situ ve in vitro 

olarak α-SMA ifadesini analiz ettik.  

 

İn situ sonuçlara bakıldığında α-SMA‟nın amniyon zarında ifade olmadığı, subamniyotik, 

intervasküler ve perivasküler stromada bölgedeki hücre sayısına paralel olarak oldukça 

güçlü bir Ģekilde ifade edildiği gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.3.3).  

 

İn vivo sonuçlara bakıldığında ise enzimatik kültürlerde ilk 3 pasajda bütün hücrelerde 

sitozlazma içerisinde çizgisel Ģekilde ifade edildiği gözlenirken ilerleyen pasajlarda 

hücrelerin bir kısmında noktasal bir kısmında ise çizgisel halde ifade Ģekli gözlenmiĢtir. 1. 

pasajda ifade seviyesi düĢük iken ilerleyen pasajlarda artmıĢ ve 7. pasajda ifade azalmıĢtır 

(Bkz. ġekil 5.4. 13). Mekanik izolasyon sonrası kültürlere bakıldığında ise pasaj 1‟deki 
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eksplant doku parçacıklarında homojen bir Ģekilde ifade edildiği, ilerleyen pasajlarda da 

homojen ifade tipinin devam ettiği görülmüĢtür. 5. ve 6. pasajda bazı hücrelerin diğer 

hücrelerden farklı olarak α-SMA‟ni daha güçlü ifade ettikleri gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 

5.4.14). Diğer hücrelerde ise α-SMA ifadesi düĢmektedir. Bu da hipotezi desteklemektedir. 

 

İn situ ve in vitro sonuçlar değerlendirildiğinde α-SMA‟nın tipik bir miyofibroblast 

belirteci olduğunu göz önüne aldığımızda göbek kordonu stromasının miyofibroblastlarca 

zengin olduğunu söyleyebiliriz. Kültür koĢullarına alındıklarında da bütün hücrelerin α-

SMA ifade etmeleri bu hücrelerin hala miyofibroblast özelliklerini koruduklarını ve 

spontan farklılaĢmadıklarını göstermektedir.  

 

Hücre içi yapısal proteini olan vimentin 50 kDa‟luk bir protein olup mezodermal kökenli 

hücrelerde bulunmaktadır (2). ĠGKS dokusunda vimentinin hem perivasküler hem de 

intervasküler alanda kuvvetle ifade edildiği ve dokudaki hücrelerin izolasyonu sonucunda 

kültür ortamına alınan hücrelerin, her iki fenotipteki hücrede de ifadelendiği 

Karahuseyinoglu ve ark. (2) tarafından gösterilmiĢtir. Vimentin ifadesinin kültür ortamında 

da sürdürülüyor olması hücre tarafından mezenkimal özelliklerinin korunduğunu gösteren 

önemli bir kanıt olarak karĢımıza çıkmaktadır.  Bu bağlamda insan göbek kordonunda in 

situ ve in vitro olarak vimentin ifadesini analiz ederek sonuçlarımızı tekrar etmek istedik. 

 

İn situ sonuçlara bakıldığında amniyon zarında ve subamniyotik stromada vimentin ifadesi 

gözlenmemiĢtir. Ġntervaslüler ve perivasküler stromada ise vimentinin güçlü bir Ģekilde 

ifade edildiği gözlenmiĢtir (Bkz. ġekil 5.3.3). 

 

İn vitro sonuçlara bakıldığında ise vimentin ilk 4 pasajda bütün hücrelerde sitoplazma 

içinde homojen bir görünümde ifade edilirken ilerleyen pasajlarda ifade seviyesi düĢmüĢ 

ve hücrelerin tek bir bölgesinde yoğunlaĢmıĢ halde ifade edildiği gözlemlmiĢtir (Bkz. ġekil 

5.4.15). Mekanik izolasyonsonrasında ise 1.pasajdaki eksplant doku parçacığında homojen 

bir Ģekilde vimentin ifadesi gözlenmiĢtir. Yine 1. pasajda farklı bir alan incelendiğinde 

dokudan ayrılan hücrelerin büyük çoğunluğunun vimentin ifade ettiği, bazılarının ise ifade 

etmedikleri gözlenmiĢtir. 2. pasajda vimentin ifadesi çekirdek etrafına dağılmıĢ bir Ģekilde 
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hücre sitoplazmasının küçük bir kısmında ifade edildiği görülmüĢtür. 5. ve 6. pasajda ise 

alanda bulunan bütün hücrelerin tipik bir Ģekilde vimentin ifade ettikleri belirlenmiĢtir 

(Bkz. ġekil 5.4.16) 

 

Buna göre doğal niĢ ortamında vimentin ifade eden hücrelerin kültür koĢullarında vimentin 

ifadelerinde miktar olarak bir dalgalanma söz konusudur.  Enzimatik ve mekanik kültürler 

arasındaki ifade farklılığının ise tamamen izolasyon tekniğine bağlı olduğunu 

düĢünmekteyiz. Bunun yanında ilerleyen pasajlarda da hücrelerin vimentin ifadelerini 

sürdürüyor olamaları bu hücrelerin doğal niĢ ortamındaki miyo/fibroblastoid özelliklerini 

koruduklarını göstermektedir.  

 

6.3. Sonuç 

 

Yapılan değerlendirmeler sonucunda iGKS-MKH‟lerinin in vitro koĢullar altında heterojen 

bir fenotip sergilediği açık bir Ģekilde görülmüĢtür. Bunun yanında kullanılan hücre 

izolasyon tekniğinin heterojen hücre fenotipin kazanılması üzerine olan etkileri net bir 

Ģekilde belirlenmiĢtir. Buna göre daha önceden rapor edilmiĢ olan Tip1 ve Tip 2 hücre 

fenotipinin kazanılmasında kullanılan enzimatik hücre izolasyon tekniğinin neden olduğu 

düĢünülmektedir. Zira mekanik izolasyon sonrasındaki eksplant kültür ortamında Tip 1 ve 

Tip 2 hücrelerin bulunduğu bir heterojen yapı ile karĢılaĢılmamıĢtır. Bunun yanında 

yapılan ileri analiz yöntemlerinde ilerleyen pasajlarda hücrelerin heretojen fenotiplerini 

hâlâ korudukları gözlenmiĢtir. Yapılan gözlemlerde miktar olarak bir oran saptanamamıĢtır.  

Yapılan analizlerde hücre sitoplazmalarının boyutları arasında bariz bir hererojenitenin var 

olduğu görülmüĢtür; fakat Tip 1 ve Tip 2 olarak iki ayrı hücre fenotipini net bir Ģekilde 

ortaya koymak mümkün görünmemektedir.   

 

 

Yapılan değerlendirmeler sonucunda gerek dokuda gerekse kültür ortamındaki hücrelerde 

E-kaderin ifadesinin olmayıĢı, buna karĢın hem doku içerisindeki hücrelerde hem de kültür 

ortamındaki hücrelerin yüksek miktarda N-kaderin ifade ettikleri gözlenmiĢtir. Bunun 

yanında bütün hücre tiplerinin farklı tip ve seviyelerde sitokeratin ifade etmeleri bu 

durumun tipik bir EMG süreci olmadığını göstermektedir. Bunun yanında hücrelerin bütün 
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pasajlarda α-SMA ve vimentin ifade etmeleri hücrelerin her ikisinin de mezenkimal 

karaktere sahip olduğunu göstermektedir. Fakat miyofibroblast ve/veya fibroblast olarak 

tanımlanamamıĢtır. Bunun yanında hücrelerin güçlü bir Ģekilde   α-SMA ifade etmeleri 

miyofibroblastik özelliklerini ortaya çıkarır iken yine aynı seviyede vimentin ifade etmeleri 

fibroblastik özelliklerini ön plana çıkarmaktadır. Bu bağlamda kültür ortamında görülen 

farklılığın bir miyofibroblast-fibroblast geçiĢi olmadığını öne sürebiliriz. Ancak bu 

durumun bu güne kadar tanımlanmamıĢ, iGKS-MKH‟lere özgü bir biyolojik sürecin söz 

konusu olabileceğini düĢünmekteyiz. 
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