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ÖZET 

 

VASKÜLER ENDOTHELİYAL BÜYÜME FAKTÖRÜ VE 

MEZENŞİMAL KÖK HÜCRE UYGULAMASININ SIÇAN SIRT FLEBİ 

MODELİNDE KAPİLLER YOĞUNLUĞA ETKİSİNİN CD 31 İLE 

İNCELENMESİ  

 

Ekin ERGİN 

Yüksek Lisans, Biyoloji Bölümü 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Özer Aylin GÜRPINAR 

Temmuz 2014, 72 sayfa 

 

Bu tez çalışmasında sıçanda modifiye edilerek oluşturulan sırt flebi modeli 
damarlanmanın etkisinin yorumlanması yönünde çalışılmıştır. Kontrol grubu, hücre 
grubu, vasküler endotheliyal büyüme faktörü (VEGF) grubu ve hücre+VEGF grubu 
çalışmada dört farklı deney grubu olarak tasarlanmıştır. Kontrol grubuna 
uygulama,  besiyeri emdirilen jelatin matriks ile yapılmıştır. Diğer üç gruba VEGF 
ve hücre uygulaması jelatin matriks emdirilerek yapılmıştır. Hücre kaynağı olarak 
sıçan kasık bölgesinden izole edilen yağ doku kökenli mezenşimal kök hücreler 
(MKH) pasaj 4 aşamasında kullanılmıştır. Flep operasyonundan yedi gün sonra 
flepten alınan kesitler histolojik boyama yöntemleri ile incelenmiş ve kıl kökü, 
iskelet kası derecelendirilmesi yapılmıştır. Çalışmanın immünohistokimyasal 
basamağında CD 31 pozitif hücre sayımı yapılmış ve sonuç olarak hücre 
grubunda ortalama sayım değerinin diğer gruplara göre fazla çıktığı bulunmuştur. 
Bu veriyi destekler şekilde hücre grubunda nekroz alan yüzdesinin az, kıl kökü 
sayımının ve iskelet kasının iyi yönde olan durumu istatiksel olarak anlamlı 
farklılıklar vermiştir. Sonuç, iskemi modellerinde MKH uygulamasının tek başına 
çalışılmasının damarlanmayı arttırıcı yönde etki edebileceği yönünde olmuştur. 
   

 

Anahtar Kelimeler: MKH, VEGF, iskemi, CD 31. 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CAPILLARY DENSITY WITH 

CD 31 VIA APPLICATION OF VASCULAR ENDOTHELIAL 

GROWTH FACTOR AND MESENCHYMAL STEM CELL ON RAT 

DORSAL FLAP MODEL   

 

Ekin ERGİN 

Master of Science, Department of Biology  

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Özer Aylin GÜRPINAR 

July 2014, 72 pages 

 

In this thesis study modified rat dorsal flap model had been studied to interpret the 
way of angiogenesis. Study was designed and divided into four different groups 
including control group, cell group, vascular endothelial growth factor (VEGF) 
group and cell+VEGF group. Giving medium had been applied with gelatine matrix 
in the control group. For other three groups giving VEGF and cell had been 
applied with gelatine matrix. As a cell source, mesenchymal stem cells isolated 
from rat inguinal region had been of the passage 4. Sections which were taken 
from flap, had been observed with histological staining method and then hair root 
and skeletal muscle score had been done at the seventh day after operation. To 
determine capillary density and to compare between groups, CD 31, an 
immunological marker, had been counted. Consequently, average of CD 31 count 
had been larger in cell group than other groups. To support the data, percentage 
of necrosis was found to be less, hair root count and muscle score  was found in a 
good way to had be statistically significant. As a result, giving of MSCs seperatelly 
is better application for ischemic diseases to enhance angiogenesis.  
 
 

 

Keywords: MSCs, VEGF, Ischemia, CD 31. 
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1. GİRİŞ 

Damar hastalıkları cerrahi müdahaleler sonucunda tedavisi mümkün olabildiği gibi, 

kimi zaman da mümkün olmayan ve hastanın yaşam kalitesini önemli ölçüde 

etkileyen durumlardır. Günümüzde klinikte cerrahi imkanlara bağlı olarak stentler 

ve damar greftleri hazırlanması kalp-damar hastalıklarının tedavisinde 

kullanılırken; diabetes mellitus gibi hastalıklarda sekonder tablo olarak görülen 

kronik bacak iskemisi tedavisi mümkün olmayan noktadan sonra ampütasyon ile 

sonuçlanmaktadır. Ayrıca, plastik cerrahide özellikle deri hasarlarında flep 

modelleri istenilen damarlanma düzeyine ulaşamadığı için ilerleyen nekroza bağlı 

olarak yine istenmeyen sonuçlar ortaya çıkmaktadır. 

Klinik uygulamadaki bu yetersizlikler, klinik öncesi çalışmaların gerekliliğini de 

beraberinde getirmektedir. Son 10 yılda damarlanma ile ilgili olan çalışmalara 

bakıldığında kök hücre kavramının giderek yaygınlaştığı görülmektedir. 

Mezenşimal kök hücreler ise damar çevresinde kendini göstermesiyle, 

salgıladıkları zengin damarlanma faktörleri ve yangı bölgesine göç etme 

yetenekleri sayesinde çalışmalarda tercih edilen bir kaynaktır.  

Buna bağlı olarak bu tez çalışmasında sıçan yağ dokusundan izole edilen 

mezenşimal kök hücrelerin sırt flebi modelinde damarlanmaya olan etkisi 

araştırılmış, yeni damar oluşumu CD 31+ endotel öncü hücrelerinin sayısı ile tespit 

edilmiştir. Sonuçlar, mezenşimal kök hücrelerin yeni damar oluşumunu 

desteklediği yönünde olmuştur. 
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2. GENEL BİLGİ 

Organizmada hücrelerin yaşamı için gerekli maddelerin alınması ve hücre 

metabolizması sonucunda oluşan atık maddelerin uzaklaştırılması dolaşım 

sisteminin fonksiyonudur [1]. Dolaşımın temel kurallarından birisi her dokunun 

kendi kan akımını gereksinimlerine göre kendisinin belirlemesidir. Dokulara oksijen 

taşınması, glukoz, yağ asiti gibi besin maddelerinin dokuya taşınması, 

karbondioksitin dokulardan uzaklaştırılması gibi metabolik faaliyetler ve iyon 

konsantrasyonunun dengelenmesi, hormonların ve özgül maddelerin taşınması 

dolaşım sisteminin görevlerindendir [2]. Kalp ve kan damarlarından oluşan kan 

damarları sistemi kan ve çeşitli bileşenlerini vücutta taşımada görev alır [3].  

2.1.  Kan Damarları Sistemi  

Kan damarlarının esas yapısını endotelyum  kas dokusu ve elastik liflerce zengin 

bağ dokusu oluşturur. Damarlar; çap, histolojik yapı ve işlevlerine göre farklılık 

göstermektedir. Damarlar sistemi; arteriyel sistem, venöz sistem  ve arterler ile 

venler arasında akışı sağlayan kapiller sistem olmak üzere 3 kısımda 

incelenmektedir  [1].  

Damarların yapısına bakıldığında genel yapı itibariyle kan damarları tunika intima, 

tunika media ve tunika adventisya olmak üzere üç katmandan oluşur (Şekil 2.1.1). 

Bu katmanların birbirlerinden farklılığını histolojik bileşenlerindeki farklılık sağlar  

[4]. 

1. Tunika intima: Damarın en iç tabakasıdır. Bu tabakada tek katlı endotel 

hücreleri gevşek bağ doku üzerinde yerleşmiştir. 

2. Tunika media: Damarın orta tabakasıdır. Düz kas hücreleri baskın olarak 

bulunur. Düz kas hücreleri arasında değişen oranlarda elastik lifler, retiküler 

lifler, proteoglikanlar ve glikoproteinler vardır.  

3. Tunika adventisya: Damarın dış tabakasıdır. Uzunlamasına dizilen kollajen ve 

elastik liflerden oluşur. İçinden geçtiği organın etrafını saran bağ dokusu ile 

kaynaşma özelliği gösterir  [4].  
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                         Şekil 2.1. 1.  Damarların histolojik tabakları [4] 

Ayrıca büyük damarlarda, adventisyada ve medianın dış kısmında çok sayıda dal 

yapan arteriyol, kapiler ve venüller şeklinde vasküler yapılar olan vaso vasorum 

yapıları bulunmaktadır.  

2.1.1. Arteriyel Sistem 

Kanı kalpten uzağa ileten sistem arterlerdir. Arterler yapılarında bulunan elastik 

doku sayesinde esnek özelliğe sahiptir [1].  

  

                              

                                Şekil 2.1.1. 1. Arterlerin genel yapısı [4] 
 
1. Elastik arterler: İletici ya da büyük arterlerdir. Kanı direkt olarak kalpten alan 

arterlerdir  [3]. Buna bağlı olarak diyastolik basıncın oluşumundan sorumludur ve 

kan akışının düzenli olmasına yardımcı olur. Bu arter tipi aort ve onun dallarını 

kapsamaktadır. Mediada elastin yoğunken; tunika intima müsküler artere oranla 

kalındır. Bu damarda bulunan karotid cisimler oksijen ve karbondioksit 

değişimlerine duyarlı kemoreseptörlerdir ve bu özellikleri ile pH değişimlerine de 

duyarlıdır. Bu reseptörlerin iki tipi mevcuttur: Tip I hücrelerde dopamin, serotonin 

ve adrenalin içeren çok sayıda vezikül varken; tip II hücreler destekleyici özellik 

gösterirler (Şekil  2.1.1.2) [4].  

2. Metarteriyoller: Arteriyel kanın sfinkterlerden geçişini kontrol eden yapılardır. 

İntima ve adventisya tabakları ince olup media tabaklarında da düz kas hücreleri 

seyrek dağılır  [4]. 
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3. Müsküler arterler: Dağıtıcı ya da orta arterlerdir (Şekil 2.1.1.2). Kanı çeşitli 

organlara dağıtırlar  [3]. 

                               
                                    

                                Şekil 2.1.1. 2. Müsküler arter yapısı [3] 
 

4. Arteriyoller: Çapları 0.5 mm’den küçük olan arterlerdir. İntima tabakaları ince 

olup  media tabakları bir ya da iki katlı düz kas hücrelerinden oluşur. Ayrıca 

arterlerde media ve adventisya tabakalarını ayıran lamina elastika çok küçük 

arteriyollerde bulunmaz  [4]. Damar duvarlarının vazokonstraksiyon ya da 

vazodilatasyonu yoluyla kan basıncını ve kapiller yataktaki kanın dağılımını 

düzenler [3].  

2.1.2. Venöz Sistem 

Venler kanı dokulardan uzaklaştıran damarlardır. Venler, arterler ile 

karşılaştırıldığında kas ve bağ doku oranında önemli ölçüde azalmalar olduğu 

görülür (Şekil 2.1.2.1). Buna bağlı olarak histolojik incelemelerde arterlere göre 

büyük çaplı oluşları ve arter duvarına göre ince duvara sahip olmaları ile ayırt 

edilirler [3]. 

                        

Şekil 2.1.2. 1. Müsküler arter (sol) ve ven (sağ)  tabaklarının karşılaştırılması [4] 

 

Venlerde kanın geriye akışını önleyen kapakçıklar bulunmaktadır. Venler; büyük, 

orta ve küçük olmak üzere 3 kategoride incelenir ve küçük venler venüller olarak 

adlandırılmaktadır [3].   
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1. Büyük çaplı venler: İntima tabakaları inceyken; media tabakaları birkaç kat düz 

kas hücresi içerir (Şekil 2.1.2.2). En tipik özellikleri düz kas demetleri içeren 

adventisya tabakasının çok kalın ve çok gelişmiş olmasıdır  [4].  

                   

                      

                            Şekil 2.1.2. 2.Büyük ven yapısı  

2. Orta venler: İntima tabakaları endotel, bazal lamina, ince bir bağ dokusu ve 

kapakçıklar içerir. Media değişen oranlarda bağ doku elemanları ve düz kas 

hücrelerden oluşmaktadır. Adventisya tabakası kalınlaşmıştır.  

3. Venüller: Kanı kapillerden alan ince damarlardır. Kan damarları arasında 

endotel hücrelerinin en gevşek bağlantılar yaptığı damar tipi venüllerdir. Buna 

bağlı olarak iltihabi yanıtlarda doku sıvınına sızan plazma ile  ödem oluşumu 

görülmektedir. Kapiller damarlardan ayırt edilmeleri çaplarının daha büyük 

olmasıyla mümkündür. Medialarında kasılma özelliğinde olan perisitler 

bulunmaktadır  [4]. Venüller üzerine etki eden ve vazodilatör özellikte olan 

histamin ve serotoninin komşu endotel hücrelerle hücrelerarası boşluğu 

arttırarak venüllerin daha geçirgen olmasını sağladığı bilinmektedir [3].  

2.1.3. Kapiller 

Kapiller ince duvarlı damar ağını oluşturmaktadır ve metarteriyollerin devamı 

şeklinde oluşan yapılardır  [4]. Kapiller 8-10 µm çapındaki ve genellikle 1 mm’den 

daha kısa olan dar vasküler kanal oluşturan ve endotel hücrelerden oluşan ağ 

yapısı şeklindeki damarlardır ( Şekil 2.1.3.1) . Bu yapı arteriyel sistem ve venöz 

sistem arasına yerleşmiştir. Bazal lamina ve perisitlerle olan ilişkilerine rağmen 

kapiller vazomotor aktivite göstermezler. Kan akımının kontrolü prekapiller 

sfinkterler ile olmaktadır [3]. 
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                                                                  Şekil 2.1.3 1. Damar ağ yapısı. 

Kapiller ağın yoğunluğu ve dokunun metabolik aktivite oranı arasında doğrudan 

ilişki vardır. Kapiller bazal laminanın ve endotel tabakasının sürekliliğine göre 

çeşitlere ayrılır ( Şekil  2.1.3.2. a, b, c) [3]:  

       

Şekil 2.1.3 2 Kapiller tipleri. A. Kesintisiz kapiller. B. Pencereli kapiller. 

C.Sinüzodial Kapiller [4] 

1. Kesintisiz (somatik) kapiller: Endotel hücreleri sıkı bağlı ve bazal lamina sürekli 

özelliktedir. Bu tip kılcal kan damarları bağ dokusunda, kas dokusunda, ekzokrin 

bezlerde ve sinir dokusunda bulunurlar  [4]. 

2. Pencereli (visseral) kapiller: Bazı tiplerinde endotel hücrelerinin duvarlarında 

hücre zarından ince yapıda bir kılıf olan diyafram bulunmakta; ancak bazılarında 

bu yapı bulunmamaktadır [3]. Diyafram bulundurmayan tipleri böbrek glomerülü 

için tipiktir. Bazal lamina her iki tip kapilerde süreklilik göstermektedir. Pencereli 

kapiller madde alışverişinin yoğun olduğu böbrek, bağırsak ve endokrin bezlerde 

bulunur [4]. 

3. Sinüzodial (kesintili) kapiller: Endotel hücreleri aralıklı ve bazal lamina 

kesintilidir. Endotel hücrelerinin bu konumu madde alışverişi için elverişlidir. 

Karaciğer, kemik iliği, dalak ve lenf  nodlarında bulunur [4].  

Kapiller ile venüllerde endotel hücrelerin etrafını kısmen saran uzun sitoplazmik 

uzantılara sahip mezenşimal kökenli perisit adı verilen hücreler bulunmaktadır.  
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Perisitlerde aktin, miyozin ve tropomiyozin bulunur. Doku yaralanmalarından 

sonra, perisitler yeni kan damarlarını oluşturmak üzere damarlanma sürecine 

katılırlar  [4].  

2.2. Anjiyogenezis 

Normal doku fonksiyonlarının devamı için dokuların oksijen gereksinimlerini 

karşılamaları gerekmektedir. Bu durum dokulara giden kan damarları sayesinde 

olmaktadır. Kan damarları oluşma mekanizmasında endotel hücreler, integrin 

ailesini kapsayan hücrelerarası bağlantılar ve damarlanma faktörlerinin rolü 

birbirleriyle sıkı sıkıya ilişkilidir. Anjiyogenezis damarlanma süreci için 

kullanabileceğimiz genel bir terim olmakla beraber yetişkinlerde patolojik 

durumlarda kendini gösterir ve kalp hastalıkları, yara iyileşmesi gibi durumlarda da 

iyileştirici özelliktedir. 

Doku gelişimi ve kan damarları oluşumu arasında doğrudan bir ilişki vardır ve 

buna bağlı olarak yeni kan damarlarının oluşumu fötal evrede olduğu gibi erişkin 

evrede de önem taşımaktadır [5]. Anjiyogenezis erişkinlerde yara iyileşmesi, 

endometriyum proliferasyonu, folikül olgunlaşması, koleteral dolaşım gibi fizyolojik 

süreçlerin yanı sıra tümör büyümesinde de görülmektedir [5,6].  

Anjiyogenezis terimi yaygın olarak var olan damar yatağından yeni damar ağının 

oluşumunu ifade etmek için kullanılmaktadır ve yetişkinlerde yeni damarların 

oluşumundan sorumlu süreç anjiyogenezistir [7]. Bu süreç retinal 

neovaskülarizasyon gibi durumlarda ya da metastaz gibi durumlarda normalde 

varolan fizyolojik dengesinin dışında da ortaya çıkar.  

Anjiyogenezis kavramıyla beraber sık karşılaştığımız; ancak anjiyogenezisten 

farklı olan vaskülogenezis ise endotel öncüsü hücrelerin olgun endotel hücrelere 

dönüşerek yeni kan damarı ağını oluşturmasıdır  [8]. Oluşan bu primitif damarların 

büyümesi, genişlemesi ve yeniden modellenmesi ile ilgili süreç anjiyogenezis olup  

[9] bu iki süreç arasındaki ilişki bu şekilde ifade edilmektedir. 

Anjiyogenezis, endotel hücrelerin aktivasyonunu sağlayan ve bu hücrelerin 

bölünmesini sağlayan anjiyogenik faktörler ile anti anjiyogenik faktörler arasındaki 

denge ile gerçekleşmektedir. Bu denge patolojik durumlarda bozulmaktadır. 

Anjiyogenik faktörler açısından en çok çalışılmış olan faktör vasküler endotel 

büyüme faktörü (VEGF) olarak bilinmektedir. Endotel hücre proliferasyonu 

incelendiğinde büyüme faktörü reseptörleri ve integrinlerin oluşturduğu sinyallerin 

varlığı görülmektedir  [7].  



 

8 
 

Bu süreçte varolan damarların vazodilatasyonu, geçirgenliği arttırmakta ve 

çevredeki matriksin degradasyonunu sağlamaktadır. Bu durum endotel hücrelerin 

proliferasyonununa ve aktivasyonuna göç etmeleri ve yeni damar lümeni 

oluşturmaları için imkan sağlamaktadır. Filizlenen yeni damarlara ait endotel 

hücreleri lokal gereksinimlere göre farklılaşma göstermektedir. Bu durumda 

çevreden gelen sinyalci moleküller önem kazanmaktadır [9]. En son aşama ise 

damarların yeniden modellenmesi olan remodeling olarak ifade edilir. 

Anjiyogenezisin basamakları şu şekilde açıklanabilmektedir [10, 11]: 

Vazodilatasyon, endotel geçirgenlik ve periendotel destek, endotel hücre 

prolifersayonu ve migrasyonu, lümen formasyonu, endotel farklılaşma, remodeling. 

Vazodilatasyon, endotel geçirgenlik ve periendotel destek: Anjiyogenezis 

vazodilatasyon ile başlar. Bu süreç nitrik oksit molekülünü içermektedir [12]. VEGF 

transkripsiyonu nitrik oksit tarafından arttırılır [9]. Vasküler geçirgenlik, VEGF 

molekülüne cevap olarak artmaktadır [12,13]. Endotel hücreler pasif durumda 

birbirlerine oldukça bağlı sıkı düzenlenmiş hücrelerdir. Hücreler arasındaki 

bağlantılar vasküler endotel-kaderin (VE) ve klaudinlerle sağlanmaktadır. Ayrıca 

endotel hücreler perisit hücrelerce etrafları sarılmış olarak bulunurlar. Bu hücreler 

endotel hücrelerin bölünmesini baskılamakta; aynı zamanda da VEGF ve 

anjiopoietin-1 ( ANG-1) gibi hücre-sağ kalım sinyalleri üretmektedir. Endotel 

hücreler ve perisitler bulundukları durum itibari ile hareketsiz bir membran 

oluşturmaktadır.  

Pasif haldeki endotel hücreler hipoksi ve  inflamasyon gibi durumlarda ve tümör 

hücrelerinin salgılayabildiği faktörler olan VEGF, VEGF-C, ANG-2, fibroblast 

büyüme faktörü (FGF) gibi faktörler aracılığı ile anjiyogenik bir sinyal aldıkları 

zaman, endotel hücreler tarafından matriks metallaproteinaz düzeyi arttırılır ve 

perisitler matriks mettalloproteinazların yönettiği proteolitik degradasyon ile 

bulundukları membran yapısından ayrılır. Buna bağlı olarak olgun damarlar 

stabilize durumlarını kaybederken endotel hücreler bulundukları yerden göç 

edebilme yeteğine kavuşur [11, 13].  VEGF geçirgenliğin düzenlenmesi 

hücrelerarası adezyon molekülleri olan platelet endotel hücre adezyon molekülü 

(PECAM-1) ve  VE-kaderinin yeniden dağılımı sağlanarak ve hücre membranı 

yapısında bir seri kinaz molekülünün değişimini sağlanarak yapmaktadır [9,14].  

Endotel hücre proliferasyonu ve migrasyonu: Prolifere olan endotel hücreler 

izleyecekleri yol belli olur olmaz uzak taraflara doğru göç ederler. Bu adımda 



 

9 
 

VEGF molekülünün çeşitli formları, anjiyopoietin formları ve fibroblastik büyüme 

faktörü ve bunların reseptörleri arasında etkileşim olmaktadır [9, 12]. VEGF-B, 

plasminojen aracılı ekstrasellular matriks degredasyonuyla ilişkilendirilmektedir ve 

koroner arter fonksiyonunu düzenlediği düşünülmektedir. VEGF-C için 

yetişkinlerde anjiyogenezisi uyardığı keşfedilmiştir. VEGF-C reseptörü olan 

VEGFR3 embriyonik gelişim aşamasında yüksek oranlarda ifade edilmektedir ve 

anjiyogenezis için gereklidir. ANG1 Tie2 reseptörünün fosforillenmesi aracılığı ile 

endotel hücreler için kemotaksiyi sağlar ve filizlenmeyi uyarır. Böylece endotel ve 

periendotel hücreler arasındaki etkileşimi harekete geçirir. ANG2, VEGF ile birlikte 

uyum içinde anjiyogenik özellikteyken VEGF yokluğunda ANG2 damar 

gerilemesine yol açmaktadır [9].  

Lümen formasyonu: Endotel hücreler sıralanarak lümen şeklini oluştururlar. 

Endotel hücrelerin kalın bir tabaka oluşturması ve varolan damarların bölünmesi 

damarların çaplarının ve uzunluklarının artışına neden olur. Lümen şeklinin 

oluşması için birçok faktör  rol oynamaktadır. Bu faktörlerden VEGF189 çapta 

küçülmeye sebep olurken; VEGF121, VEGF165 reseptörleri ile ilişki kurarak lümen 

şeklinin oluşmasını ve uzunluğunun artmasını sağlar. Ang 1 ve VEGF 

kombinasyonu ise lümen çapını arttırır [12].  

Endotel sağ kalım: Endotel hücreler birleşir birleşmez, dış faktörlere karşı önemli 

ölçüde dirençli hale gelir ve hayatta kalma özellikleri ile beraber yıllarca sessiz bir 

şekil de konumlarını korurlar [9]. VEGF, Ang1 gibi endotel sağ kalım faktörleri PI3-

kinaz/Akt, Bcl-2 gibi sağ kalım sinyal yollarını aktive ederken; p53, p21, Bax 

ifadelerini baskıladığı bilinmektedir [12]. Bu durum endotel hücrelerin apoptozise 

girmesini baskılamaktadır ve oluşan damarların stabil durumlarını 

koruyabilmelerine zemin hazırlamaktadır.  

Endotel hücre apoptozisi, vasküler gerileme olarak embriyoda görülmektedir. Bu 

durum doğal ve fizyolojik bir süreçtir. Endotel hücrelerin uzun yıllar boyunca sessiz 

kalıp durumlarını koruması tam olarak açıklanamamaktayken; bu hücrelerin 

spazm, trombus gibi durumlarda oluşan besin eksikliğine bağlı olarak  salgılanan 

pro-apoptotik sinyaller ve anti-apoptotik etkinin baskılanmasıyla programlı hücre 

ölümüne gittikleri çalışmalarda gösterilmiştir. Bu durum damar gerilemesine sebep 

olmaktadır  [9].   

Endotel farklılaşma: Damar gelişimine bağlı olarak endotel hücreler lokal fizyolojik 

gereksinimleri karşılamak için dokunun gerektirdiği spesifik karakterleri kazanır. 
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Örneğin kan beyin bariyerinin gelişimi  için astrogliyal hücrelerin etkileşimine 

ihtiyaç duyar. Bu hücreler, gliyal fibriler asidik protein, perisit ve yeterli oranda 

anjiyotensinojen ifade eder [9]. 

Remodeling: Vasküler ağın üç boyutlu yapısının oluşumu son aşamayı ifade 

etmektedir. Bu aşama özellikle terapötik çalışmaların hedefidir. Damarların 

olgunlaşması yeniden modellenme sürecini kapsamaktadır [12]. 

2.3. Vasküler Endotel Büyüme Faktörü (VEGF) 

VEGF, platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF) ailesine ait bir proteindir. 

Kromozom bölgesi olarak altıncı kromozomun 6p12 lokasyonunda bulunmaktadır 

ve vasküler geçirgenliği arttırma, anjiyogenezisi ve vaskülogenezisi uyarma, 

endotel hücre proliferasyonunu arttırma, apoptozisi engelleme görevleri 

bulunmaktadır [15]. VEGF endotel hücrelere spesifik olarak bulanan homodimerik 

yapıdaki bir glikoproteindir.  Anjiyogenezis ve vaskulogenezis için kritik düzenleyici 

rolüne ek olarak  damar geçirgenliğinin arttırmada da görevlidir [16].  

VEGF keşfi ile ilgili olarak yapılan çalışmalar 1980’li yıllara dayanmaktadır [17]. 

1983 yılında Sanger ve ark. tarafından deride kan damarı geçirgenliğini arttıran bir 

faktör olarak vasküler permeabilite faktörü bulunmuştur ve sonrasında 1989 

yılında Ferrara ve ark. bu faktörü endotel hücre mitojeni olarak tanımlamıştır. 

Sonrasında yapılan genom çalışmalarıyla iki faktörün aynı yapıda olduğu ve aynı 

gen bölgesinde olduğu bulunmuştur ve adı VEGF olarak belirlenmiştir [17].  

Çalışıldığı yıllar süresinde VEGF molekülünün birçok üyesi olduğu bulunmuştur. 

VEGF gen ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental büyüme 

faktörü (PIGF) üyelerinden oluşmaktadır. Bu üyelerin her biri reseptör tirozin kinaz 

(RTK) olan VEGF reseptörlerine farklı afinite göstermektedirler [16, 19].  

 Bu üyelerden en çok çalışılanı VEGF-A olarak bilinmektedir [18]. VEGF-A vücutta 

birçok fizyolojik ve patolojik süreçte kendini göstermektedir ve anjiyogenezis ile 

ilgili VEGF gen ailesinin en güçlü üyesi olup anti-VEGF tedaviler için en çok 

çalışılan üyedir [16]. 

VEGF-A yaygın olarak 5 izoformdan oluşmaktadır. Bunlar VEGF121, VEGF165, 

VEGF189 ve VEGF206 olarak ifade edilmektedir. VEGF121, VEGF165 ve VEGF189 

dokularda geniş yayılım göstermektedir. VEGF165 ifadesi VEGF189 ifadesine göre 

daha fazladır [16,18]. Bu numaralandırma izoformların içerdiği aminoasit sayısına 

göre yapılmıştır. VEGF’nin bu izoformaları aynı zamanda heparin ve heparin sülfat 

bağlama yeteneklerine göre ayırt edilir. VEGF165  anjiyogenezisi uyarma konusunda 
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potansiyeli en çok olan üyedir. VEGFA, PIGF varlığında endotel hücrelerin 

proliferasyonunu arttırabilirken; tek başına oldukça zayıf bir mitojenik etki 

göstermektedir [16]. 

VEGF-B, VEGFR1’e seçici olarak  bağlanma özelliği gösterir ve ekstrasellülar 

matriks degradasyonu, hücre adezyonu ve migrasyonunda görev yapar.  

VEGF-C ve VEGF-D, VEGFR2 ve VEGFR3 reseptörlerine bağlanır ve 

lenfogenezisten sorumludur. Ayrıca VEGF-C yara iyileşmesi sürecinde de görev 

almaktadır. PIGF  seçici olarak VEGFR1’e bağlanır ve VEGF üyeleri arasında 

endotel hücrelerde en fazla ifade edilen üyedir [16]. 

VEGF reseptörleri ilk olarak endotel hücre yüzeylerinde in vitro ve in vivo 

ortamlarda VEGF bağlama bölgeleri olarak tanımlanmıştır. Sonrasında bu 

reseptörlerin kemik iliği kökenli hücrelerde kendini gösterdiği belirgin bir hal 

almıştır [20]. VEGF üç adet reseptör tirozin kinaza bağlanmaktadır. Bunlar 

VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3 olarak sınıflandırılır. Bu sınıfa ek olarak son 

yıllarda bir diğer reseptör tipi olan nörofinler de gündeme gelmiştir. 

VEGFR1 (flt-1) 80 kD ağırlığında transmembran yapıda bir proteindir. Bu reseptör 

VEGF-A, PIGF ve VEGF-B için bağlanma özelliği göstermektedir [19]. VEGFA’nın 

VEGFR1’e olan afinitesi VEGFR2’ye göre 10 kat daha fazla olup reseptör tirozin 

kinaz aktivitesi 10 kat daha azdır. Ayrıca VEGFR1, VEGF-A’nın  VEGFR2’ye 

bağlanmaması için aldatıcı reseptör özelliği gösterir [19] . Bu özelliği ile ilişkili 

olarak VEGFR1 için VEGF-A aktivitesini inhibe edici özellik gösterdiği söylenebilir 

[20]. VEGFR1 endotel hücrelerde ifade edilmesine ek olarak monositlerde, 

osteoblastlarda, makrofajlarda, perisitlerde, hematopoietik kök hücrelerde, 

vasküler düz kas hücrelerinde de bulunmaktadır.  

VEGFR2 (kdr/flk1) 230 kD ağırlığında bir glikoprotein olup VEGF-A, VEGF-C ve 

VEGF-D bağlanabilir. VEGF-A için VEGFR1’e göre daha düşük afiniteye sahiptir 

[19]. Bu reseptörün kilit rolü anjiyogenezis gelişimi ve hematopoiezdir. VEGFR2 

VEGF’nin mitojenik, anjiyogenik ve geçirgenlik arttırıcı etkisinde esas aracıdır. 

VEGFR2, endotel hücrelere ek olarak hematopoietik kök hücrelerde, 

megakaryositlerde, retina öncüsü hücrelerde ve vasküler düz kas hücrelerinde 

ifade edilmektedir.  

VEGR3 (flt-4) 170 kD ağırlığında glukozillenmiş bir proteindir. VEGF-C’ye bağlanır. 

Bu reseptör embriyonik endotel hücrelerinde gelişim boyunca ifade edilir ve 
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sonrasında kan damarlarında ifade oranı düşmeye başlar. Yetişkin dokularda 

lenfatik endotelyumlarla ifadesi sınırlı kalır [19].  

Nörofilin1 ve nörofilin2 (NRP-1 ve NRP-2) VEGF molekülünün afinite gösterdiği ve 

reseptör tirozin kinaz olmayan ve VEGF-A, VEGF-B ve PIGF-2’nin bağlanma 

özelliği gösterdiği bir başka reseptör sınıfı olarak keşfedilmiştir [21]. NRP-1 

VEGFR1 ve VEGR2 ile ilişkilidir. VEGR2, NRP-1 ile birlikte ko-reseptör şeklinde 

çalışıp VEGF165 izoformuna daha hızlı bağlanabilmektedir [19,21].  

2.4. Damar Hastalıkları 

Türkiye istatistik kurumunun 2013 yılı ölüm istatistikleri oranına bakıldığında ülke 

genelinde ölümlere sebep olan 6 hastalık arasında dolaşım sistemi 

hastalıklarından kaynaklanan ölüm oranının %39.8 ile ilk sırayı aldığı ortaya 

konmuştur [22]. Buna ek olarak dolaşım sistemi hastalıkları nedeniyle gerçekleşen 

ölümlerin %38,8’i iskemik kalp hastalığı, %25,2’si serebro-vasküler hastalık, 

%17,7’si diğer kalp hastalıkları ve %12,8’i ise hipertansif hastalıklardan 

kaynaklandığı açıklanmıştır [22].  

Damar hastalıklarında oluşan durumlara bağlı olarak invaziv tanı yöntemleri 

mevcuttur. Bu tanı yöntemlerine yardımcı olabilecek gözlemlerden en tipik olanı 

devamlı ya da aralıklı olarak görülebilen ağrıdır. Bu durum genellikle tıkayıcı arter 

hastalıklarında erken dönemde ve egzersiz sırasında kendini gösterir. Buna ek 

olarak muayene esnasında gözlenen renk değişiklikleri, ülser, kangren, ödem, kan 

akımına bağlı oluşan ısı değişiklikleri de gözlenen durumlardır [23, 24]. 

Damar sistemine bakıldığında damarlar için tıkayıcı olan süreçlerin dolaşım 

sistemi açısından risk teşkil ettiğini görürüz. Koroner veya periferik damalarda 

tıkanma veya daralma gibi durumlar söz konusu ise yüksek vasküler risk kavramı 

kendini gösterir. Risk faktörleri, çevresel ve genetik faktörlerden 

kaynaklanmaktadır. Bu faktörlerin yol açtığı koroner, serebrovasküler ve periferik 

damar sistemindeki hastalıklarda temel sebep aterosklerozdur. Ateroskleroz 

durumunda aterosklerotik plak üzerinde trombüs oluşması aterotromboz olarak 

tanımlanır. Bu durumda büyük ve orta arterlerdeki patolojiye bağlı olarak vasküler 

bir hastalık durumu oluşmaktadır. Miyokard infarktüsü (Mİ), periferik arter hastalığı 

(PAH) ve inmenin  birçok formunun altında aterotromboz yatmaktadır [25].  

Koroner arter hastalığının patofizyolojisinde üç temel değişikliğin altı çizilmektedir:  

1. Koroner sirkülasyonda oluşan ve damar büzülmesine sebep olan cevaplar 

2. Platelet- damar duvarının etkileşiminin artması 
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3. Damar duvarındaki proliferatif cevaplar epikardiyal koroner arterlerin 

daralmasına sebep olur. Üç faktörün birleşmesi durumunda miyokardiyal infarktüs 

ve sonunda ölüm meydana gelir.  

Yaşlanma, dejenere olan endotelyum, lipoproteinler ve hiperkolestrol, 

hipertansiyon, diyabet ve ateroskleroz vasküler hastalıklarda en önemli 

tanımlayıcılardır. Ateroskleroz bu faktörler tarafından uyarılan en yaygın 

kardiyovasküler hastalıktır. Ateroskleroz; morfolojik olarak platelet-damar duvarı 

etkileşiminin artması, endotel hücre polimorfizmi, vasküler düz kaslarda ve 

fibroblastlarda proliferatif değişiklikler, endotel aşınım, damarlarda kapak yapısının 

bozulması ve trombozis ile karakterizedir. Kan akımındaki stres durumu 

aterosklerotik lezyonların oluşmasının bir sonucudur. Yüksek kolestrol, sigara içme 

ve hipertansiyon sinerjik olarak plak oluşumunu arttırmaktadır [26]. 

Perifer arter hastalığı (PAH), alt ekstremiteyi besleyen ana damarlarda arteriyel 

darlık ve tıkanmaya neden olan ateroskleroz sonucunda gelişir. PAH ilerleyen 

ateroskleroz sonucunda abdominal aort ve aortun bifurkasyon seviyesinin 

distalindeki arterlerde daralma veya tıkanıklık ile kendini gösteren bir hastalıktır 

[27, 28]. PAH için en klasik sepmton alt ekstremitelerdeki kaslarda egzersiz 

sırasında artış gösteren ağrı ve huzursuzluk olup dinlenme esnasında bu durum 

kaybolmaktadır. Bu sempton intermitten kladikasyondur [27]. Ülkemizde Batı 

Avrupa ülkelerine kıyasla, total kolestrol düzeyleri düşük bulunmakla beraber, 

yaygın sigara içimi, obezite ve metabolik sendrom durumları ile hipertansiyon ve 

diyabet gibi hastalıklardaki artış önemli risk faktörlerini oluşturmaktadır [28]. 

PAH için model oluşturabilecek çalışmalar deney hayvanlarında arka bacak kronik 

iskemi modellerinde yoğunlaşmaktadır. Klinik öncesi çalışmalar için sıçan ya da 

fare modelleri tercih edilmektedir. Oluşturulan modellerde kronik iskemiyi 

iyileştirmeye yönelik olarak damarlanma sürecinin iskemi bölgesinde oluşturulması 

hedeflenmektedir. Ateroskleroz sonucunda oluşan PAH için kolleteral 

dallanmaların oluşması kaçınılmaz bir sonuç olmakla beraber kollateral dallanma 

çoğu zaman iskemi bölgesi için yetersiz kalmaktadır. Bu yetersizlik oluşan 

damarların bölgeyi beslemek için yeterli olmaması, dokunun zaten sağlıksız olan 

yapısından kaynaklanan beslenme eksikliğinin bu şekilde telafi edilememesi gibi 

sebeplerden kaynaklanmaktadır.  

Bu yetersizliklerin giderilebilmesi için bölgede sadece damarlanmayı arttırıcı 

çalışmaların yapılması yeterli değildir. Damarlanmayı arttırıcı çalışmaların yanı sıra 
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damar stabilizasyonunu sağlayıcı koşulların sağlanması, oluşan damarların 

bölgedeki durumunun takip edilmesi de gereklidir.  

Mevcut tedavi yöntemlerinin yetersiz kaldığı durumlarda da hücre bazlı tedavilerin 

düşünülmesi bir seçenek olarak görülmektedir. Hücre tedavisinde, endotel öncü 

hücrelerin uygulanması, mezenşimal karakterdeki kök hücrelerin uygulanması gibi 

çalışmaların yanı sıra büyüme faktörü salgılama açısından  genetik olarak yeniden 

yapılandırılan hücrelerin iskemi bölgesine uygulanması yapılan çalışmalar 

arasında görülmektedir. Bu çalışmalar gerek hücrelerin salgıladıkları faktörlerin 

anjiyogenizisi destekleyici özelliğinin kullanılması gerekse hücrelerin işaretlenerek 

çalışma sırasında farklılaşması ve göç etme özelliklerinin takip edilmesi açısından 

önem taşımaktadır [ 29, 30, 31, 32, 33, 34. 35, 36, 37, 38].  

2.5. Kök Hücreler 

Kök hücre, henüz işlevsel olarak farklılaşmamış, ancak uygun büyüme ortamına 

yerleşebilen, çoğalma yeteneği olan ve çoğalırken hem farklılaşabilen hem de 

kendi kaynağının devamını sağlayabilen hücreler olarak tanımlanmaktadır [39, 40]. 

Kök hücreler bölünmeleri esnasında hem farklılaşabilmeleri hem de 

popülasyonlarını koruyacak şekilde yedeklerini meydana getirmeleri ile asimetrik 

bölünme özelliğine sahiptir [39]. 

Kök hücreler geniş bir tanım özelliğine sahip olmakla birlikte zigottan yetişkin 

bireye kadar olan gelişim evresinde farklı tiplerde bulunur [41, 42]. Bu hücreler 

bulundukları sınıfa göre çeşitli farklılaşma aşamalarını gösterirler ve beş grupta 

incelenirler [41]. 

Totipotent Kök Hücreler: Bu hücreler hiç farklılaşmamış ve gelişimin erken 

aşamalarında görülen hücrelerdir [41].  Bu hücreler bir canlının tüm hücre tiplerini 

oluşturma özelliği taşımalarının yanı sıra plasenta hücrelerini oluşturabilen yani 

embriyonik ve ekstraembriyonik dokulara farklılaşan kök hücrelerdir [40, 41]. Zigot 

ve morula totipotent hücre kaynaklardır. 

Pluripotent Kök Hücre: Bu hücreler ektoderm, endoderm ve mezoderm olmak 

üzere üç germ tabakasına farklışabilecek hücrelerden oluşan ve blastositin iç 

hücre tabakasından köken alan hücrelerdir [41]. 

Multipotent Kök Hücre: Bu hücreler birçok dokuda bulunur ve özgün doku 

hücrelerini oluştururlar. Erişkin kök hücre tipi olan mezenşimal kök hücre 

multipotent karaktere örnektir [41]. Bu hücreler yağ, kemik ve kıkırdak gibi 

mezoderm kökenli yapılara farklılaşırlar.  
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Oligopotent Kök Hücre: Bu hücreler kendi kendilerini yenileyebilir ve iki veya daha 

fazla hücre soyuna farklılaşabilir. Hematopoietik kök hücreler oligopotent tipteki 

kök hücrelerin en belirgin örneğidir. Bu hücreler hem miyeloid hem de lenfoid 

soylara farklılaşabilmektedir [41].  

Unipotent Kök Hücreler: Kendi kendilerini yenileyebilirler ve sadece tek tipteki 

hücre soyuna farklışabilirler.                                                 

Kök hücreler normal şartlar altında bölünmezken; aldıkları sinyale bağlı olarak 

bölünme özelliği veya göç etme özelliği gösterirler. Kök hücrelerin bu durumunu 

ise niş kavramı ile açıklamak mümkündür. Nişi oluşturan hücrelerarası matriks 

elemanları, komşu hücreler ve salgı faktörleri kök hücrelerin durumunda belirleyici 

rol oynar [39].  

Bu sınıflandırma haricinde laboratuvar ortamında genetik olarak yeniden 

proglamlama yapılarak yetişkin somatik hücrelerinden elde edilen ve embriyonik 

kök hücre benzeri olarak tanımlanabilecek indüklenmiş pluripotent kök hücre 

kavramı bilinmektedir (41). 2007 yılında Nobel ödüllü bilim adamı Yamanaka ve 

ark. bu hücrelerin embriyonik kök hücrelerle olan benzer özelliklerini ortaya 

koymuştur ve bu hücrelerin üç germ tabakasına farklılaşma yeteneğinde 

olduklarını ifade etmiştir (41). Yenilenen teknolojiye paralel olarak somatik 

hücrelerin geriye döndürülmesi ve buna bağlı olarak yeniden programlanmaları ile 

ilgili çalışmalar mevcuttur. 

Yetişkin kök hücreler farklılaşma yeteneklerine bağlı olarak birçok hücrenin öncüsü 

şeklinde yetişkin dokularda durumlarını korurlar. Yetişkin kök hücrelerin en tipik 

örnekleri hematopoietik kök hücreler ve mezenşimal kök hücrelerdir [ 39].  

Hematopoietik kök hücreler kemik iliğinde ve dolaşımda bulunan kök hücrelerdir. 

Bu hücreler kendilerine ulaşan özgül sinyaller aracılığı ile bulundukları nişten 

çıkarak dolaşıma katılır. Bu hücrelerin ayırt edici özelliği CD34+ olmalardır. Bu kök 

hücre tipi bütün kan hücresi tiplerine dönüşebilme potansiyeli taşımaktadır [39]. 

Mezenşimal kök hücreler diğer bir erişkin kök hücre tipidir. Bu hücreler özellikle 

stromal kökenli olmaları nedeniyle destek hücre özelliği taşımaktadır ve buna bağlı 

olarak klinik öncesi çalışmaların yoğun olarak konusunu oluşturmaktadır [39]. 

Mezenşimal kök hücrelerin varlığı neredeyse tüm yetişkin dokularda gösterilmiştir. 

Bunlar arasında yağ kökenli mezenşimal kök hücreler, kemik iliği kökenli 

mezenşimal kök hücreler, peridontal-ligament kökenli mezenşimal kök hücreler, 

sinoviyal membran kökenli mezenşimal kök hücreler, periostiyum kökenli 
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mezenşimal kök hücreler, deri kök hücreleri, Wharton’s jeli kök hücreleri 

bulunmaktadır [42]. 

2.5.1 Mezenşimal Kök Hücreler 

Patolojist Cohnheim 1867 yılında ilk kez hematopoietik özellikte olmayan hücreleri 

kemik iliğinde tanımlamıştır [41]. İlk yapılan bu gözlemde Cohnheim hücreler için 

fibroblast benzeri morfoloji gösterdiklerini, doku yaralanmasının olduğu bölgeye 

göç ettiklerini ve buna bağlı olarak rejenerasyon yeteneklerinin olduğunu hipotez 

olarak ileri sürmüştür. 1960’lı yıllarda Friendenstein ve arkadaşları bu hücrelerin 

izolasyonu, kültürü ve osteojenik farklılaşması ile ilgili öncü çalışmalar yapmışlardır 

[41]. 20 yıl sonrasında ise Caplan ve arkadaşları bu hücreleri stromal ya da 

mezenşimal kök hücreler olarak bilim dünyasına tanıtmışlardır [43]. Bu tarihten 

itibaren MKH’ler en çok dikkat çeken hücre grupları olmuştur [41]. 

MKH’ ler ile ilgili izolasyona ve uygulanan protokollere bağlı farklılıklar mevcut olsa 

da MKH’lerin salgıladığı faktörler, buna bağlı olarak çevrede yarattıkları 

değişiklikler ve immün düzenleyici etkileri hakkında görüş birliği sağlanmıştır [41, 

44].  

Temelde oluşabilecek görüş farklılıklarını tek bir çatı altında toplamak için 

Uluslararası Hücre Tedavisi Topluluğu/International Society for Cellular Therapy 

(ISCT) üç kriter tespit etmiştir [45]:  

1. Mezenşimal kök hücreler standart kültür koşullarında bulundukları kabın 

yüzeyine tutunabilmelidir 

2. CD105. CD73, CD90 yüzey belirteçleri bakımından pozitif; ancak CD45, CD34, 

CD14, CD11b ve CD79α yüzey belirteçleri için negatif olmalıdır 

3. İn-vitro ortamda yağ, osteoblast ve kondroblastlara dönüşebilmelidir [45].   

MKH’ler günümüzde gerek ektopik özellik göstermeleri gerekse salgıladıkları 

faktörlerin çeşitliliği açısından önem teşkil etmektedir. Ayrıca MKH’lerin immün 

sistem baskılayıcı özellikte olmaları klinik açısından bu hücrelerin ilgi çekmesini 

sağlamıştır [40].  

MKH’lerin allojenik lenfositler ile birlikte kültürleri yapıldığında lenfositlerin 

proliferasyonunun uyarılmaması MKH’lerin köken olarak immünojen olmayan bir 

yapıda olduklarını ispatlamıştır. Buna ek olarak MKH’ler lenfositlerin, antijen- 

sunucu hücrelerin ve doğal katil hücrelerin proliferasyonunu engellemektedir [46]. 

Bu durum MKH’lerin immün baskılayıcı özelliğini açıklamaktadır. Bu özellikler 

doğrultusunda MKH’ler hem immün sistemi baskılamaları hem de immün 
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sistemden kaçabilmeleri açısından allojenik nakile uygun olarak klinikte kullanım 

için en dikkat çekici adaylardır. MKH’ler insan lökosit antijen I grubunu (MHC Class 

I) çok düşük oranda ifade ederken insan lökosit antijen II grubunu (MHC Class II) 

hiç ifade etmezler ve buna bağlı olarak T lenfisot aktivasyonunu tetikleyici rolleri 

yoktur. Aynı zamanda MKH’ler allojenik olarak uyarılmış T hücre aktivasyonunu 

salgıladıkları hepatosit büyüme faktörü (HGF), prostaglandin E2 (PGE2) ve IL-10 

gibi sitokinlerle engellerler [44].  

MKH’lerin ilk izole edildiği kaynak kemik iliği olsa da sonraki çalışmalarda 

izolasyon kaynakları önemli ölçüde çeşitlenmiştir. İzole edildikleri kaynaklara bağlı 

olarak MKH’lerin potansiyellerinde de farklılıklar olduğu gösterilmiştir [42].  

MKH’ler ve salgıladıkları faktörlerle ilgili yapılan çalışmalarda yağ kökenli olan 

MKH’lerin özellikle VEGF gibi damarlanma faktörleri miktarında daha yüksek 

sekresyon yaptıkları gösterilmiştir. Bu çalışmalarda temel olarak hücrelerin 

bulundukları besiyeri ortamında ELISA ile ölçüm yapılmış ve büyüme faktörlerinin 

düzeyleri ölçülmüş ve yağ kökenli mezenşimal kök hücrelerin özellikleri buna göre 

yorumlanmıştır [47, 48, 49]. Buna ek olarak yağ kökenli hücrelerin kemik iliği 

kökenli mezenşimal kök hücrelerle karşılaştırıldığında daha proliferatif özellikte 

oldukları; mitoz, inflamasyon ve stres durumlarına cevap olarak daha yüksek 

düzeyde ifade edildikleri; yüksek düzeyde büyüme faktörü ve sitokin salgıladıkları 

ortaya konmuştur [47]. Ayrıca MKH trasplantasyonu ile ilgili çalışmalar sonucunda 

bu hücrelerin anjiyogenik özellik taşıyan ve kalbi koruyucu  etkisi olan birçok 

parakrin salgı faktörü salgıladığı da gösterilmiştir [40]. MKH’lerin ektopik göçü de 

inflamasyon bölgesinden salgılanan stromal kökenli faktörünü (SDF-1) gibi 

faktörlerden etkilenip harekete geçmeleriyle açıklanabilir [50].  

2.5.2. Mezenşimal Kök Hücre Kaynakları 

MKH’ler yağ dokudan, tendon, ligament, sinoviyal membran, trabeküler kemik, 

kemik iliği, embriyonik dokular, sinir sistemi, deri, periosteum ve kas yapılarından 

izole edilebilir [42]. İzolasyon kaynakları farklı olsa da temel olarak MKH’ler için 

hücre kültürü koşullarında çoğaltılmaları yapılmaktadır [43, 42].  

Elde edildikleri kaynaklara bağlı olarak MKH’lerin farklı potansiyeller taşıdıkları 

gösterilmiştir. Örneğin yağ doku kökenli MKH’ler yüksek adipojenik özellik 

gösterirken; kemik iliği kökenli MKH’ler yüksek osteojenik potansiyel gösterir [43].  

MKH’lerin elde edildikleri kaynaklar arasında yağ doku en az invaziv şekilde hücre 

izolasyonunun yapıldığı dokudur ve bu dokudan elde edilen hücre sayısı diğer 
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kaynaklara göre daha çok daha fazladır [42, 43]. 1g. Yağ dokudan alan başına 

5.000 h/ml kök hücre elde edilirken; aynı koşullarda kemik iliğindeki sayı 1.000 ya 

da 100 hücre/ml olarak bulunmuştur [43]. 

Moleküler bulgular yağ kökenli MKH’ler  ve kemik iliği kökenli MKH’ler arasındaki 

proliferasyon, farklılaşma potansiyeli ve parakrin etkilerin farklı oranlarda 

olduğunun altını çizmektedir [51]. Bu farklı oranların ortaya konduğu çalışmaların 

yapılması planlanan çalışmalarda kök hücre izole edebileceğimiz kaynağı ayırt 

etmemiz açısından faydalı olduğunu söyleyebiliriz. 

Yağ doku, çevresindeki olgun adipositlerle beraber yüksek vasküler özellik 

gösteren bir dokudur. Vasküler özelliğe bağlı kapiller yatakla bağlantılı olan yağ 

doku birçok farklı tipte hücreyi barındırmaktadır. Yapılan son araştırmalar yağ 

dokunun sadece trigliserit deposu olmadığını, birçok biyoaktif molekülü 

sentezleyen bir doku olduğunu ortaya koymaktadır. Bu biyoaktif moleküller lipit 

metabolizması, üreme, anjiyogenezis, inflamasyon süreçlerinde rol alan 

moleküllerdir [52]. Buna bağlı olarak yağ dokudan izole edilen MKH’ler pre-klinik 

ve klinik birçok araştırmaya konu olmaktadır. 

Deri altı yağ dokudan izole edilen MKH’ler daha az invaziv yöntemlerle elde 

edildikleri için kemik iliği MKH kaynağına alternatif olarak gösterilmektedir. Yağ 

doku kökenli MKH’lerin kullanıldığı çalışma modelleri olan arka bacak kronik 

iskemi modeli ve miyokard enfarktüs modelinde bu hücrelerin anjiyogenezisi 

uyardığı ortaya koyulmuştur [51]. MKH’ler bu görevi  özellikle VEGF gibi 

damarlanmayı uyarıcı etkisi olan faktörler salgılayarak yapmaktadır.  

Bu özelliklerinin yanı sıra yağ doku kökenli MKH’ler  ve kemik iliği kökenli MKH’ler 

arasında karşılaştırma yapıldığında yağ doku kökenli MKH popülasyonunun 

proliferasyon özelliğinin kemik iliği kökenli MKH popülasyonuna oranla daha fazla 

olduğu gösterilmiştir. Kültür ortamında 40. günde yağ doku kökenli MKH’ler, kemik 

iliği kökenli MKH popülasyonuna oranla 10 kat daha fazla çoğalma göstermiştir 

[51]. Ayrıca yağ doku kökenli MKH’ler, VEGF ve hepatosit büyüme faktörlerini 

(HGF) daha yüksek oranda salgılarken; kemik iliği kökenli MKH’ler hücre 

migrasyonu ile ilgili olan  SDF-1α daha yüksek oranda salgılamaktadır [50, 51, 52]. 

Buna ek olarak mitoz, inflamasyon ve stres cevapları ile ilgili genlerin yağ doku 

kökenli MKH popülasyonunda daha yüksek oranda ifade edildiği ortaya konmuş; 

organ gelişimi, morfogenezis ile ilgili genlerin de kemik iliği kökenli MKH’lere göre 

daha yüksek oranda ifade edildiği gösterilmiştir [51].  
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Yapılan çalışmalar, spesifik bir organ ya da doku onarımı için o bölgeden elde 

edilen MKH’lerin avantaj sağlayacağını da göstermektedir [39].  

2.5.3. Mezenşimal Kök Hücrelerin Uygulama Alanları  

MKH’ler klinik kullanım açısından değerlendirildiğinde destek hücresi özelliğinde 

oldukları için ilgili doku hücrelerinin gelişimine ve fonksiyonuna katkı sağlar. 

Farklılaşma yetenekleri, salgıladıkları zengin faktör profili ve buna bağlı olarak 

matriks etkileşimleri, göç etme yetenekleri ve buna bağlı olarak  hasarlı dokuya 

ulaşmaları, immunsüpresif olma özelliklerinin yanı sıra non-immünojenik olmaları 

tercih edilmelerini sağlamaktadır [39]. Özetle, MKH’lerin immün sistem üzerindeki 

düzenleyici rolü, antiapoptotik, antifibrotik özellik göstermesi, amjiyogenezisi 

desteklemesi ve salgıladıkları çok sayıdaki faktörün düzenleyici etkileri bu 

hücrelerin rejeneratif tıp açısından iyi bir kaynak olduğunu göstermektedir. 

MKH’lerin göç etme yetenekleri, rejenerasyona katkıda bulunmaları, kendi 

kendilerini yenileme özellikleri ve multipotent farklılaşma özelliğini in vitro ortamda 

sergilemelerine bağlı olarak in vivo ortamda bu özelliklerini sergileyebilmeye 

devam etmeleri oranları uygulamalar için önemli bir ölçüttür. 

MKH’lerin sekresyon potansiyelleri yaralı dokunun mikroçevresinde rejeneratif 

özellik göstermelerini sağlamaktadır [43]. Kemik iliği kökenli MKH’lerin kullanıldığı 

tranplante edilen çalışmalarda yeniden damarlanmanın uyarıldığı ve bu hücrelerin 

fonksiyonel hücrelere farklılaştığı gösterilmiştir. Buna ek olarak MKH’ler 

salgıladıkları anjiyogenik ve hücre canlılığını koruyan faktörlerle doku 

rejenerasyonuna katkı sağlamaktadır [51]. 

MKH’lerin salgıladığı faktörlerin çeşitliliğine bağlı olarak proteomiks çalışmaları da 

gündeme gelmektedir. 

MKH’lerin salgıladığı faktörlere ek olarak farklılaşmaya bağlı ya da transplante 

edildikleri alandaki hücreler ile ilişkilerine bağlı olarak ortaya konan çalışmalar 

vardır. Bunlar arasında MKH’lerin anjiyogenik potansiyelini yansıtan çalışmaların 

ön planda olduğu söylenebilir. 

MKH’lerin anjiyogenik özellikleri ile ilgili çalışmalara bakıldığında yağ vasküler 

duvarında sayıca baskın olarak bulunan hücrelerin yağ doku kökenli MKH’ler 

olduğu gösterilmiştir [43]. Bu çalışmayı yapan grubun diğer bir çalışması ile bu 

hücrelerin endotel ağ yapısını in vitro koşullarda stabilize etme yeteneğinde 

oldukları gösterilmiştir. Buna ek olarak, MKH’ler endotel hücreler ile güçlü bir 

sinerji oluşturarak in vivo ortamda yeni kan damarlarının yapısına katılmaktadır. 
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Bu yeni kan damarları mevcut damarlar ile bağlantı kurabilen, kan akımını yöneten 

ve haftalarca damar ağı stabilizasyonunu sağlayabilen damarlardır. Ancak 

MKH’lerin bu alandaki kullanımı hedef dokudaki yerleşiminin yetersizliğinden 

dolayı ve kalıcı olarak uzun süreli planlana vaskülarizasyonun yetersiz 

kalmasından kaynaklanan sorunlar yüzünden hala tartışmalıdır [43]. 

Yağ dokusu kökenli MKH’ler anjiyogenik özelliğinin yanında hematopoiezisi 

destekleyici hücre özelliği göstermektedir. Bu özelliklerini salgıladığı VEGF, M-

CSF, G-MCF, HGF, TGF-β gibi faktörler ile gerçekleştirmektedir [43, 51]. 

MKH’ler immunmodulatör ve immun sistemi baskılayıcı özelliklerinden dolayı graft 

versus host disease (GVHD) yani kemik iliği transplantasyonlarından sonra gelişen 

immün cevabı önlemede önemli rol oynamaktadır. Bu durumda allojenik 

transplantasyonlarda dahi GVHD önlenebilmektedir. MKH’lerin salgıladığı GM-

CSF, G-CSF, SCF ve IL-6 sitokinlerinin varlığında bu duruma sebep olduğu 

düşünülmektedir. Çünkü bu faktörler hematopoietik kök hücrelerin dokuya 

yerleşme, proliferasyon ve farklılaşma aktivitesini desteklemektedir [39]. 

MKH’lerin immünmodülatör aktivitelerine ek olarak immünsupresif özellik 

göstermeleri ve immün özellik açısından insan doku uyum antijenlerini 

bulundurmamaları in vivo uygulamalarda tercih edilmelerini sağlamaktadır [39, 50].  

2012 yılında Uluslararası Sağlık Enstitüsü/National Institute Of Health (NIH) 

verilerine göre 218 tane sonuçlanmış ve MKH uygulanan hastalık mevcuttur. 

Bunlar içinde yer alanlar; multiple skleroz, tip-1 diyabet, GVHD, kardiyak 

hastalıkları, iskemik hastalıklar, serebral dolaşım hastalıkları, çeşitli otoimmün bağ 

doku hastalıkları, spinal kord yaralanmaları ve iskemik ekstremite hastalıklarıdır 

[43].  

MKH’ler için in vitro ortamda uyarı ile hepatosit, pankreatik ada hücreleri, nöral 

hücreler, endotel hücreler ve epitel hücrelere farklılaştıklarını gösteren çalışmalar 

mevcuttur [43, 53]. Yağ doku kökenli MKH’ler için kıkırdak, kemik, kas onarımı 

yapması veya rejenerasyonu sağlamasının yanı sıra perifer sinir rejenerasyonu, 

hepatik rejenerasyon, fonksiyonel miyokard enfarktüs rejenerasyonu yapabildiğini 

gösteren in vivo modeller mevcuttur [43]. 

Yapılan çalışmalarda anlaşılması ve geliştirilmesi gereken en önemli nokta 

MKH’lerin nasıl göç ettiği, farklılaştığı ve büyüdüğünün anlaşılmasının yanı sıra 

mevcut hücreler ile nasıl etkileşim kurduklarının, büyüme faktörlerini ve sitokinleri 

onarım için nasıl kullandıklarının açıklanmasıdır [43].  
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2.6. Flep Modeli ve İyileşme Süreci 

Deri flebi kendi kan akımını sağlayabilir ve geniş deri hasralarının onarımı için 

plastik cerrahide sık kullanılan bir metottur [54]. Deri flebi operasyonlarında distal 

iskemik nekroz komplikasyon olarak görülmektedir. Bu durumun en temel 

sebeplerinden biri bölgede oluşan koagülasyon  sisteminin aktive olmasına bağlı 

olarak vasküler trombozis oluşumunun görülmesi ve flep nekrozunun oluşmasıdır 

[55]. Flep operasyonları ile ilgili bir diğer komplikasyon flebin damarlanamaması ve 

bu duruma bağlı olarak canlılığını bu duruma bağlı olarak koruyamamasıdır. Flep 

bölgesinde iskemi nekroz oluşması ile karakterizedir. Flep nekrozu; yeterli kan 

akımın azalması, operasyon kaynaklı problemlerin olması, şeker hastalığı, sigara 

kullanımı, periferal arter hastalıklarının varlığı ile oluşmaktadır [41].  

İskemik flep dokusunu kurtarmaya yönelik çalışmalar dışarıdan verilen ajanlar ve 

hücre uygulamaları ile flebin canlılığını korumasına yönelik çalışmalardır. Bu 

sebepten dolayı flep modelleri ile ilgili çalışmaların anjiyogenezis ve yara 

iyileşmesi ile yakından ilgili olduğu söylenebilir. 

Anjiyogenezis; doku iyileşmesi, flep ve greftlerin iyileşmesi için ana tanımlayıcı 

süreçtir. Doku iyileşmesi veya anjiyogenezis için tek bir büyüme faktörü kullanımı 

yetersiz kalacağı için özellikle MKH gibi sitokin salgılama çeşitliliği fazla ve bu 

süreçler ile ilgili olan hücre kaynaklarının terapötik olarak kullanılması, lokal 

çevredeki etki açısından uzun süreli tedavilerde iyi sonuçların elde edilebilmesi 

açısından önemlidir [56]. 

Yara iyileşmesi sırasında plateletler VEGF olmak üzere birçok sitokini salgılarlar. 

VEGF dolaşımda olan nötrofilleri ve monositleri yara bölgesine doğru çeker ve bu 

olay iyileşmenin normal bir sürecidir. VEGF buna ek olark monositler, 

keratonositler, endotel hücreler tarafından iyileşme bölgesinde salgılanır ve 

kapilleri etkiler. Buna bağlı olarak vasküler geçirgenliğin artmasıyla endotel hücre 

bağlantıları etkilenir ve granülasyon dokusu oluşumu hızlandırılır. VEGF tarafından 

gerçekleştirilen reseptör aktivasyonu ile endotel hücreler prolifere olurlar ve göç 

etmeye başlar. Son olarak VEGF etkisi ile perisitler tekrar endotel hücrelerin 

etrafını kaplar ve vasküler stabilizasyon sağlanmış olur. Bu durum yara 

iyileşmesinde anjiyogenezis ve VEGF ilişkisini ortaya koymaktadır [19].  

Yara iyileşmesi vücutta yangı oluşumuna paralel olarak ilerlemektedir. Yangı 

süreci hücreden salgılanan sitokinlere bağlı olarak düzenlenmektedir. Yangı 

oluşumunda ilk olarak bölgeye gelen hücreler nötrofiller, kompleman sistem 
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elemanları ve adezyon molekülleridir. Yangı derinin içi veya altında oluşan 

kızarıklık, şişlik, duyarlılık ve ağrı ile karakterizedir [5]. 

Deri, vücudu dış etkilere karşı koruyucu bir bariyer rolü oynamaktadır. Deri 

yaralanmaları ciddi problemler olup deride onarım yaralanma sonrası üç aşamada 

görülür. Bunlar inflamasyon, proliferasyon ve maturasyondur. Bu aşamalar çeşitli 

doku ve hücre etkileşimleri ile ilerlemektedir [57]. 

Epidermal bariyerin bozulması keratonisitlerden interlökin-1 (IL-1) ve tümör 

nekrozis faktör alfa (TNF-α) salgılanmasına neden olur. IL-1 ve TNF-α çevredeki 

hücreleri uyarır. Doku yaralanması sonucunda buna ek olarak kan birleşenleri kan 

damarları dışına sızar. Aynı zamanda plateletler epidermal büyüme faktörü (EGF), 

PDGF, TGF-β ve çok sayıda kemokin salgılar. Bu maddeler iyileşme sürecine 

katkı  sağlar. Makrofajlar inflamasyon cevabın gelişmesinde ve dokudan yabancı 

cisimlerin uzaklaştırılmasında önemli rol oynar. Makrofajlar granülasyon 

dokusunun gelişiminden köken alır ve çeşitli pro-inflamatuvar faktörleri ( IL-1, IL-6) 

ve büyüme faktörlerini (FGF, EGF, TGF-β ve PDGF) salgılar. Yaralanmanın 

olduğu sırada EGF, TGF-β ve FGF salgılanması epitel hücre migrasyonunu ve 

proliferasyonunu yeniden epitel oluşumu için uyarır. Bu süreç hücre-hücre ve 

hücre-bazal membran ilişkisinin çözülmesi ile başlar ve keratonositlerin 

ekstrasellüler matriks üzerinden göçünü takip eder. Yara kapanmasının başarısı 

yani %100 epitel oluşumu, keratonisitlerin tabakalaşması ve bariyeri tekrar 

oluşturmak üzere farklılaşmasıdır. Granülasyon ise yaralanmadan yaklaşık 4 gün 

sonra oluşmaya başlar. Aynı zamanda makrofajlar, fibroblastlar ve endotel 

hücreler yaralanma bölgesine doğru hareket eder. Makrofajlar sadece inflamasyon 

cevabı geliştirmez, aynı zamanda VEGF ve FGF gibi anjiyogenezisi ilerleten 

faktörler salgılar. Bu faktörler yeniden damarlanmayı sağlamaktadır ve yeniden 

damarlanma yeni ESM organizasyonu, depolanması ve sentezi için temel bir 

olaydır. FGF, TGF-β ve PDGF makrofajlardan salgılanır ve fibroblast 

infiltrasyonuna sebep olurlar. TGF-β ve PDGF kontrolü altında fibroblastlar 

fenotipik olarak miyofibroblastlara dönüşür. Miyofibroblastlar ESM boyunca yara 

kapatmayı sağlayan destekçiler olarak sıralanırlar. Kollajen ve elastin fiberler 

granülasyon dokusuna katılır.  Daha sonrasında elastin fiber ve kollajen iskeleti 

proteoglikanlar ve glikoproteinler ile doyurulur. Bu durum TGF-β aracılı yeni 

kollajen sentezini içeren dokunun yeniden oluşma sürecidir. Bu sürecin en son 

aşaması skar doku oluşumudur. Kollajenin yeniden yapılanması granülasyon 
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dokudan skar dokuya dönüşüm olan ve kollajenin katabolizması ve sentezine bağlı 

süreçtir. Yara alanında kollajenin indirgenmesi fibroblastlar, endotel hücreler, 

epidermal hücreler ve makrofajlar tarafından salgılanan birçok matriks 

metalloproteinaz (MMP) tarafından kontrol edilir. Yara iyileşmesi sırasında 

proliferatif aşamada yeni granülasyon formunun oluşmasında anjiyogenezis 

önemli bir olaydır. Hayashi ve arkadaşları VEGF’nin insan deri yaralarında 

makrofajlarda ve miyofibroblastlarda ifade edildiğini keşfetmişlerdir [57]. 

Bu bilgiler ışığında MKH’ler salgıladıkları faktörler sayesinde yara iyileşmesini 

hızlandırır, yara kapanmasını ve granülasyon doku oluşumunu arttırır, 

anjiyogenezisi uyarır. İlginç olarak bu pozitif sonuçlar MKH’lerin epitel hücrelere 

farklılaşması sonucunda olmamakta, belirgin şekilde MKH’lerin salgıladıkları ve 

deri yaralanmalarında hücresel cevabı düzenleyen faktörler ile olmaktadır. Bu 

çalışmaların ilerlemesi için MKH ve yara dokusundaki diğer hücreler arasındaki 

ilişkinin açıklanması gerekmektedir.  Bu durumda MKH’lerin yaralanmalarda 

salgıladığı faktörler de açıklanabilecektir [58]. 

Travma, yanma veya ameliyat sonrasında deri transplantasyonu yapılan 

çalışmalar gündeme geldiği zaman MKH’ler de gündeme gelmektedir. Transplante 

edilecek derinin yani flebin yapısı MKH’ler ile birlikte uygulandığında canlılığını 

daha uzun süre koruyabildiğini de yapılan çalışmalar göstermiştir [58]. 

Bütün bu çalışmalar göz önüne alındığında, bu tez çalışması kapsamında, 

MKH’lerin ve büyüme faktörlerinin gerek yara iyileşmesi sürecinde gerekse damar 

hastalıklarına bağlı olarak ortaya çıkan iskemi sürecinde etkilerinin incelenebilmesi 

için sırt flebi modeli seçilmiştir. 
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3. MATERYALLER ve YÖNTEM 

Bu tez çalışması beş basamakta yapılmıştır: 

1. MKH’lerin izolasyonu ve kültürü 

2. Sıçanlarda iskemik sırt flebi modelinin oluşturulması 

3. Deney ve Kontrol ve gruplarının uygulanması 

4. Nekrotik alan yüzdesinin hesabı 

5. Histolojik boyama çalışmaları 

6. CD31 yüzey antijeninin immunohistokimyasal boyama yöntemiyle tespit 

edilmesi 

7. İstatiksel Analiz  

3.1. MKH İzolasyonu ve Kültürü 

Bu çalışmada yağ dokusu mezenşimal kök hücreleri, sıçanların (Wistar albino, 

erkek, 6-8 haftalık, 350 g) kasık bölgesindeki deri altı yağ dokusundan izole 

edilmiştir. Hücre izolasyonu için kullanılan sıçanlar ile ilgili gerekli etik kurul izni 

Hacettepe Üniversitesi Etik Kurullarından alınmıştır ( H.Ü. Etik Kurulları, Protokol 

No: 2013-13-05) (EK-1). İzolasyona hazırlanmak üzere sıçanlar anesteziye 

alınmıştır. Xylazine (10 mg/kg) (Richter Pharma AG, Austria) ve ketamin (50 

mg/kg) (Richter Pharma AG) anestezi için kullanılmıştır. Anestezi intramuskular 

olarak yapılmıştır. Yağ dokusu mezenşimal kök hücrelerinin izolasyonu için primer 

eksplant kültür yöntemi kullanılmıştır. Yağ dokusuna ulaşmak için ilk olarak sıçanın 

kasık bölgesinde yaklaşık iki cm  uzunluğunda bir insizyon yapılmış ve bu 

bölgeden içeri girilerek yağ doku alınmıştır. Sıçanın kasık bölgesi operasyondan 

sonra üç numara atravmatik ipek ile kesikli dikiş tekniği ile dikilmiş ve sıçanın 

anestezi sonrası takibi yapılmıştır. Yağ doku alınır alınmaz %10 fetal bovine serum 

(FBS) (Sigma,USA), %0.2 penisilin-streptomisin (v/v) (Sigma, USA) içeren 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Ham’s F12 (DMEM / F12) (Sigma, USA) 

taşıma besiyerine alınmış ve bundan sonraki işlemler steril hava kabini içinde 

gerçekleştirilmiştir. Taşıma besiyeri içinde doku 2-3 mm’lik parçalara ayrılmış ve 

kontaminasyonu engellemek için 2-3 kez yıkanmıştır. Ardından doku parçaları 6 

kuyucuklu kültür kabına alınmıştır (Şekil  3.1.1). Dokuların  üzerlerine birer damla 

%20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v)  içeren besiyeri damlatılmış ve dokular 

37 oC’de %5 CO2 - %95 hava içeren standart kültür ortamında 20 dakika inkübe 

edilmiştir. 
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            Şekil 3.1. 1 Altı kuyucuklu kültür kabında hazırlanan primer eksplant kültür 
 

Bu sayede dokuların kültür kabı yüzeyine tutunması sağlanmış ve dokudan 

ayrılacak hücreler için uygun bir ortam oluşturulmuştur. 20 dakika sonunda 

dokuları yüzeyden kaldırmayacak ve  yüzeylerini kaplayacak şekilde %20 FBS, 

%0.1 penisilin-streptomisin (v/v)  içeren besiyeri damlatılmış ve dokular gece boyu 

beklemek üzere inkübasyona bırakılmıştır. İzolasyonun ertesi gününden itibaren 

kültürün takibi mikroskobik (IX70 Olympus, Japan) olarak yapılmıştır ve MKH 

kaynaklı olan sitokinlerin farklılaşmaya yol açmaması için besiyeri değişimi 

izolasyonun ilk beş günü hergün yapılmıştır. 

İzolasyonun beşinci gününde kuyucuklarda bulunan yağ doku parçaları 

uzaklaştırılmış ve kuyucuklara  %20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v)  içeren 

besiyeri eklenerek bir gün süre ile inkübasyona devam edilmiştir. Bu aşamadan 

sonra hücreler tripsinizasyon yöntemi kullanılarak pasajlanmıştır. Bu işlemde ilk 

olarak kuyucuklardaki besiyeri alınmış ve 0.5 ml tripsin ile (Sigma, USA % 0.25 

Trypsin/EDTA ) kuyucuklar yıkandıktan sonra kuyucuklara 0.5 ml tripsin eklenmiş 

ve hücreler yüzeyden kalkıp süspanse hale gelinceye kadar bekletilmiştir. 

Sonrasında kuyucukların her birine tripsinin inaktivasyonunu sağlamak ve 

hücreleri  toplamak üzere 2 ml %20 FBS içeren DMEM/F12 besiyeri eklenmiş ve 

hücreler yüzeyden toplanıp santrifüj tüpüne alınarak 800 rpm’de 5 dakika süreyle 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatan atılmış ve alt kısımda kalan hücre 

peleti %20 FBS içeren DMEM/F12 ile homojenize edilmiş ve  25 cm2 yüzey 

alanına sahip kültür kaplarına alınmıştır (Şekil  3.1.2 ). Bu işlem ile pasaj 1 

aşamasındaki hücreler elde edilmiştir. Pasaj 2 aşamasından itibaren inkübasyona 

75 cm2 flasklarda (Şekil 3.1.2) ve % 10 FBS ile devam edilmiştir. Hücreler pasaj 1 

aşamasından sonra pasaj 2 ve  pasaj 3 aşamasına kadar pasajlanmış ve pasaj 4 

olacak şekil de çoğaltılmış ve çalışmanın in vivo aşamasında kullanılmak üzere 

dondurulmuştur. 
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                        Şekil 3.1. 2 25 cm2 (üst) ve 75 cm2 (alt) flasklar 

 

Hücreler kademeli dondurma yöntemi kullanılarak dondurulmuştur. Bunun için,  

tripsinizasyon işleminde olduğu gibi hücreler toplanmış, süspanse edilen hücreler 

% 10 FBS içeren DMEM-F12 ile 5 dakika 800 rpm’de santrifüj edilmiştir. Bu 

aşamadan sonra süpernatan atılmış ve hücre peleti bu kez %50 FBS, %40 

DMEM/F12 ve %10 dimetilsülfoksit (DMS0) (Sigma, USA) içeren dondurma 

besiyeri ile homojenize edilerek kriyotüplere alınmıştır. Bu hücreler ilk olarak 72 

saat süre ile -80oC’de bekletilmiş sonrasında -196 oC’de sıvı azot içeren tanka 

alınmıştır. Böylece hücreler in vivo uygulama aşamasında kadar saklanmıştır. 

Çalışmanın in vivo aşamasında flebe uygulanması gereken hücre miktarı 3 milyon 

hücre/ ml olarak belirlenmiş ve bunun için istediğimiz hücre sayını oluşturan 75 

cm2lik bir flask bir kriyotüp olacak şekilde in vivo uygulamalar için hazırlanmıştır. 

Mezenşimal kökenli hücrelerin izole edileceği kaynakların heterojen potansiyel 

taşıdıkları bilinmektedir [42]. Buna bağlı olarak pasaj 3 ya da pasaj 4 aşamasının 

hem hücrelerin sitogenetik yapılarını korumaları açısından hem de daha saf 

mezenşimal kök hücre popülasyonu elde etmek amacıyla uygulama için uygun 

kaynaklar olduğu düşünülmektedir [39]. Çalışmamızda buna bağlı olarak pasaj 4 

aşaması uygulama yapılmak üzere seçilmiştir. 
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3.2. Sıçanda Sırt Flebi Modelinin Oluşturulması 

Flep modeli deney hayvanları açısından bakıldığında yara iyileşmesi, damarlanma 

konularında oldukça yoğun çalışılmaktadır. Çalışmamızda buna bağlı olarak 

modifiye edilmiş olarak Mc Farlene sırt flebi modeli 3 × 10 cm2 boyutlarında olacak 

şekilde [60] 6 aylık ortalama ağırlıkları 331 g olan Sprague-Dawley erkek 

sıçanlarda uygulanmıştır (Şekil  3.2.1 a, b).  

Flep modeli için deney hayvanları gerekli etik kurul izni  Hacettepe Üniversitesi 

Deney Hayvanları Araştırma ve Yetiştirme Biriminden 24 adet olarak alınmıştır 

(H.Ü. Etik Kurulları, Protokol No: 2013-22-02) (EK-2). Anestezi Xylazine ve 

ketamin kullanılarak intraperitonal olarak yapılmış ve anestezi sonrası hayvanın 

takibi yapılmıştır.  

                 

Şekil 3.2 1 Deney hayvanının operasyon için hazırlanışı (a) ve flep modelinin 

oluşturulması (b) 

Sırt flebi oluşturulduktan sonra (Şekil  3.2.1 b) grupların ayrımına uygun Şekil de 

vücutta eriyebilen  jelatin matrik kullanılarak (GELITA-SPON, Absorbable Gelatin 

Sponge) uygulama yapılmış (Şekil 3.2.2) ve flep sürekli dikiş tekniği ile üç numara 

atravmatik ipek cerrahi ip kullanılarak dikilmiştir. 

 

         

 

 

 

 

                        

 
                   Şekil 3.2 2 1X 1.5 cm2 boyutunda  hazırlanan jelatin matriksler. 
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3.3. Deney ve Kontrol Gruplarının Oluşturulması 

Çalışmamızda dört ayrı deney grubu oluşturulmuştur: 

1. Grup : Kontrol 

2. Grup: MKH grubu  

3. Grup: VEGF grubu  

4. Grup: MKH+ VEGF grubu 

Her grupta 6 adet sıçan kullanılmıştır. Gruplardaki fleplerden operasyonun 7. 

gününde histolojik çalışmalar için kesit alınmış ve fotoğraflamalar yapılarak % 

nekroz alanı tayin edilmiştir. 

1. Kontrol Grubu: Flep oluşturulduktan sonra flebin altı ayrı bölgesine gelecek 

şekilde jelatin matrikslere 50 µl  besiyeri emdirilmiş ve uygulama yapılmıştır (Şekil 

3.3.1.a) Uygulama sonrasında sırt flebi sürekli dikiş tekniği ile kapatılmıştır (Şekil 

3.3.1 b). 

2. MKH grubu: Bu grup için ilk olarak in vivo uygulamalar için dondurulan hücreler 

uygulamaya uygun olacak Şekil de hazırlanmıştır. -196 0C’de bulunan pasaj 4 

aşamasındaki hücreler alınmış ve 37 0C’de su banyosunda çözdürüldükten sonra 

800 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj yapılmıştır. Hücreler  1 ml’lik tüplere alınarak 

üzerlerine serumsuz besiyeri eklenmiş ve  bir kez daha 800 rpm’de 5 dakika süre - 

santrifüj yapılmıştır. Sonrasında süpernatan atılmış ve hücre peleti jelatin spona 

emdirilerek oluşturulmuş sırt flebinin 6 farklı bölgesine kontrol grubunda olduğu 

gibi uygulanmıştır (Şekil  3.3.1 a ve b). 

3. VEGF grubu: Çalışmamızda VEGF ekzojen olarak verilmiş olup liyofilize 

rekombinant sıçan VEGF’i kullanılmıştır (Biosource, Invitrogen Carlsbad CA, 

USA). VEGF ( 10 µg liyofilize) kullanım için uygun konsantrasyonda olacak şekilde 

100 µl DMEM F-12 kullanılarak sulandırılmış ve sonrasında 5 ml DMEM ile beş 

ayrı tüpe bölünerek kullanılana kadar -20 0C’de saklanmıştır. VEGF uygulaması 

her bir jelatin matrikse 50 µl VEGF emdirilerek flebin altı farklı bölgesine yapılmış ( 

Şekil 3.3.1 a ve b) ve uygulama sonrası flep kapatılmıştır. 
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Şekil 3.3. 1 Sırt flebine jelatin matriks (   ) uygulama yapılması (a), sırt flebinin 

dikilmesi (b) 

4. MKH+VEGF grubu: Daha önce dondurulmuş olan hücreler, -196 oC’den 

alınarak 37oC sıcak su banyosunda hızla çözdürülmüştür. Bu hücreler 800 rpm’de 

5 dakika süreyle santrifüj edilmiştir. Santrifüjün ardından hücreler bir ependof 

tüpüne alınarak serumsuz besiyeri içinde ve 800 rpm’de 5 dakika süreyle tekrar 

santrifüj edilmiştir. Böylece dondurma besiyeri tamamen uzaklaştırılmıştır. 

Süpernatan atıldıktan sonra hücrelerin üzerine 50 µl VEGF eklenmiştir. Bu 

süspanse karışım jelatin matrikslere emdirilerek aynı şekilde flebe uygulanmıştır ( 

Şekil 3.3.1 a ve b ). 

3.4. Nekrotik Alan Yüzdesinin Hesaplanması 

Uygulamadan 7 gün sonra, nekrotik alan %’sinin hesaplanması için yüksek doz 

anestezi verilerek ötanazi yapılmıştır. Ardından sıçanlar sırtüstü olacak şekilde bir 

kurutma kağıdının üzerine alınmış ve dört grup için ayrı ölçümler yapılmıştır (Şekil 

3.4.1).  

                                                   

Şekil 3.4. 1 Nekroz alan hesabı yapmak için hazırlanan sıçan 
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3.5. Histolojik Boyama Çalışmaları 

Çalışmamızda histolojik boyama teknikleri olan Hematoksilen&Eozin ve Masson’s 

trichome kullanılmıştır. Bu boyama yöntemleri aynı zamanda immunohistokimya 

için kesit alınacak derinliğin tayin edilebilmesi sağlanmıştır. 

Doku boyama tekniğinde fiksasyon ve doku takibi aşamaları boyanın dokuya 

tamamen nüfus etmesi için önemli basamaklardır. Çalışmamızda sırt flebinden 

kesit almak için operasyondan sonraki 7. günde deney hayvanlarına yüksek dozda 

anestezik madde uygulanarak ötenazi yapılmıştır. Ötenazi sonrasında flep 

bölgesinden nekrozun yoğun olduğu kısım olan kaudal kısımın yaklaşık 1 cm 

uzağından 1 cm2 kalınlığında doku örnekleri alınmıştır. Hematoksilen&Eozin 

boyama ve Masson’s Trichome boyama basamakları için Hacettepe Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Histoloji-Embriyoloji  Anabilim Dalı’nın uyguladığı deney prosedürü 

izlenmiştir. Alınan doku örneklerinin %10 buffer formalin içinde 3 gün süre ile tespit 

edilmesi yapılmıştır. 3 gün sonunda dokular takip için doku takip cihazına 

verilmiştir.  

Takip cihazından alınan dokular 60 0C’de bulunan parafin ile doku takip 

kasetlerine gömülmüştür ve parafin bloklar hazırlanmıştır. Sonrasında 1 gün süre 

ile parafin bloklar buzdolabında kesit alınmak üzere tutulmuştur.  

Kesit almak için ilk olarak jelatinli su hazırlanmıştır. Bu suyu hazırlamadaki amaç 

dokunun lam üzerinde boyama aşamaları esnasında kalkmayacak şekilde 

tutunmasını sağlamaktır. Hazırlanan suyun sıcaklığı 45 0C olarak belirlenmiştir. 

Kesit alma işlemi için mikrotom kullanılmış olup kesitler 3 mikron kalınlığında 

alınmıştır. Alınan kesitler, jelatin ve distile su ile hazırlanan havuza alınmıştır ve 

burada kesitlerin açılması bir süre beklendikten sonra lam üzerine alınmıştır.  

Lam üzerine alınan kesitler gece boyunca deparafinizasyon için etüvde 

bekletilmiştir. Etüvden alınan kesitler Hematoksilen&Eozin boyama (EK 3) ve 

Masson’s Trichome boyama (EK 4) için aşağıdaki yöntemlere uygun olarak 

hazırlanmıştır.  
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A. Hematoksilen&Eozin boyama: 

1. Ksilen 15 dakika X3 kez bekletme 

2. Ksilene konan asansörün dışarıda bekletilerek ksilenin uçurulması 

3. %96 alkol 10 dakikaX2 kez, % 80 alkol 10 dakika X1 kez bekletilme  

4. Çeşme suyu ile yıkama yapılması 

5. Önceden süzülmüş hematoksilen boyada 15 dakika bekletilmesi 

6. Çeşme suyunda yıkama yapılması 

7. Asit alkolX2 kez batırıp çıkartılması 

8. Çeşme suyu ile 2-3 kez yıkama yapılması 

9. Amonyaklı suX 2 kez batırıp çıkartılması 

10. Çeşme suyu ile 2-3 kez yıkama yapılması 

11. Eozin boyasında 1 dakika bekletimesi 

12. %80 alkol 1 kez, %96 alkol 2 kez batırıp çıkartılması 

13. Dışarıya çıkartılan asansörün kurumasının beklenmesi ve asansörün ksilende 

en az 45 dakika bekletilmesi 

14.  Entellan kullanılarak preparatların kapatılma işlemi yapılması 

Bu basamaklar sonucunda hazırlanan preparatlarda boyanın gerektirdiği şekilde 

çekirdeklerin mavi-mor renkte boyandığı ve sitoplazmanın kırmızıya renkte 

boyandığı mikroskop altında görülmüştür. 

Bu aşamadan sonra Masson’s Trichome boyama yapılmıştır. Bu boyama yöntemi 

için de daha önceki boyamada kullanılan parafin bloklar kullanılmıştır. Bloklardan 

alınan kesitlere aşağıdaki boyama prosedürü uygulanmıştır: 
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B. Masson’s Trichome Boyama: 

1. Preparatlar 40- 45 dakika ksilen içerinde tutulması ve sonrasında ksilenin 

uçurulması 

2. %100 absol veya %96 alkol içerisinde 15 dakika bekletilme 

3. %80 alkol içerisinde 15 dakika tutulan preparatlar distile su ile yıkama 

yapılması 

4. Bouin solüsyonuna konan preparatlar 1 saat boyunca 560C’de etüvde tutulması 

5. Çeşme suyu ile yıkama yapılması 

6. Süzülmüş hematoksilen içerinde 20 dakika bekletilme 

7. Çeşme suyu ile yıkama yapılması 

8. Asit alkole batırıp çıkarılması 

9. Çeşme suyunda yıkama yapılması 

10. Amonyaklı suya batırıp çıkarılması 

11. Çeşme suyunda yıkama yapılması 

12. Trichome içerisinde 15 dakika bekletilme 

13. Yıkama yapılmaksızın 2 dakika asetik aside preparatlar dizilimi 

14.  Sonrasında % 80 alkol ve % 96 alkol batırıp çıkarılması 

15.  Preparatlardan alkolü uçurmak amacıyla kurutma işleminin yapılması ve 

preparatların ksilende 15 dakika tutulması 

16. Entellan aracılığı ile preparatlar kapatılması 

Boyama sonunda preparatlar mikroskop altında incelendiğinde bağ doku 

elemanlarının mavi yeşil, kas yapının kırmızı renkte boyandığı görülmüştür. 

3.6. CD 31 Hücre Yüzey Antijeninin İmmunohistokimyasal Yöntemlerle 

Tespiti  

İmmunohistokimya antijeni dokudaki yeri ile tanımlayan bir tekniktir. Bu yüzden 

özel olarak hazırlanan antikorların, çalışılacak dokudaki antijenlere özel olarak 

çalışması prensibi olarak da tanımlanmaktadır [61]. 

Çalışmamızda anti-rat primer antikor ( Santa cruz, sc-1506, USA) ve bu antikora 

uyumlu olarak seçtiğimiz sekonder antikor boyama kiti ( Santa cruz, sc- 2024, 

USA) kullanılmıştır.  

İmmunohistokimyasal çalışmalar H.Ü. Tıp Fakültesi Histoloji& Embriyoloji Anabilim 

Dalı’nda yapılmıştır. İmmunohistokimya için yapılan denemeler sonucunda primer 

antikorun konsantrasyonunun belirlenmesinin ardından aşağıdaki prosedür 

uygulanmıştır: 
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1. Parafine gömülü dokulardan üç mikron kalınlığında kesitler adheziv özellikte 

lamlara alınarak dört saat boyunca etüvde deparafinizasyon yapılmıştır. 

2. Etüvden alınan dokular on beş  dakika X2 kez  ksilolde ve her birinde  on dakika 

olmak üzere sırasıyla % 96, % 80, % 70 alkol derecelerinden geçirilmiştir. 

3. Beş dakika distile su içerisinde dokular tutulmuştur.                                      

4. pH=6 olmak üzere 1:10 oranında sulandırılan sitrat tampon solüsyonu 

hazırlanarak şale içersinde antijen geri çağırma işlemi 95 Watt mikrodalga fırında 

on beş dakika süre ile üç kez yapılmıştır. 

5. Yirmi dakika kadar preparatların şale içerisinde soğuması beklenmiştir. 

6. İki dakika süre ile 1:10 oranında kullanılan stok PBS ile yıkama yapılmıştır. 

7. %1 oranında hazırlanan hidrojen peroksidaz solüsyonu ile hidrojen peroksit 

blokajı yapılmıştır. Hidrojen peroksit 1:10 oranında sulandırılan stok PBS ile 

sulandırılmıştır. Hazırlanan solüsyon her preparattaki kesitlerin üzerine 50 µl 

gelecek şekilde damlatılmıştır.  

8. PBS ile beş dakika süreyle iki kez yıkama yapılmıştır. 

9. Sekonder kit içerisinden çıkan goat anti serum ile serum blokaj bir saat süre ile 

yapılmıştır. Bunun için stok serum % 1,5 oranında olacak şekilde PBS ile 

sulandırılmıştır ve her preparattaki kesitlerin üzerine 50 µl gelecek şekilde 

damlatılmıştır. 

10. Serum blokaj ardından yıkama yapılmaksızın anti-rat primer antikor 1:100 

oranında %1,5’lik serum blokaj solüsyonu ile sulandırılmış ve primer antikor 

damlatıldıktan sonra +4 0C gece boyunca inkübasyon yapılmıştır.  

11. PBS ile beş dakika süreyle üç kez yıkama yapılmıştır. 

12. Goat anti-rat sekonder antikoru damlatılmış ve bir saat süre ile oda 

sıcaklığında inkübasyon yapılmıştır. 

13. PBS ile beş dakika süreyle üç  kez yıkama yapılmıştır. 

14. Avidin+biyotin kompleksi hazırlanmış ve kesitlerin üzerine 50 µl gelecek 

şekilde yarım saat süre ile oda sıcaklığında beklenmiştir. 

15. Kromojen olarak DAB solüsyonu hazırlanmıştır. Bu solüsyon susbrat buffer (5 

damla) ve peroksizdaz subsrat (1 damla) ve DAB (1 damla) ile 1.6 ml distile su 

içerisinde hazırlanmış ve kesitlerin üzerine damlatılarak beş dakika süre ile 

beklenmiştir. 

16. Preparatlar distile su içerisinde 5 dakika süreyle iki kez yıkama yapılmıştır. 

17. Preparatlar on saniye boyunca hematoksilen içerisinde bekletilmiştir.  
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18. Distile su ile yıkama yapılmıştır. 

19. Sırasıyla her birinde bir dakika olmak üzere preparatlar %70, %80, %96 alkol 

derecelerinden geçirilmiştir. 

20. 30 dakika boyunca iki kez olmak koşuluyla ksilende bekletilen preparatlar 

entellan yardımıyla kapatılmıştır. 

3.7. İstatiksel Analiz 

Çalışmanın istatiksel analiz basamağı Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Biyoistatistik Anabilim Dalı’nda yapılmıştır. İlk olarak istatiksel olarak hangi testin 

kullanılacağına karar vermek amacıyla tanımlaycı istatiksel yöntemler 

uygulanmıştır. Böylece ortalama, ortanca, minimum, maksimum ve standart 

sapma değerleri bulunmuştur. İstatiksel olarak Kruskal- Walls testi ve Fisher- 

Fremann- Halton testleri kullanılmıştır. Bu sonuçlar değerlendirildiğinde örneklem 

sayısının arttırılmasına bağlı istatiksel olarak anlamlı farklılıkların oluşabileceği 

öngörülmüştür. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 
4.1. MKH İzolasyonu ve Kültürü 

Çalışmamızda MKH’ler sıçanın kasık bölgesinde deri altından primer eksplant 

kültür yöntemi kullanılarak izole edilmiştir. Herhangi bir enzimatik yöntem 

kullanılmamış ve doku parçaları izole edildikten sonra doğrudan altı kuyucuklu 

kültür kaplarına alkınmış ve primer dokudan MKH’lerin ayrılarak kültür kabının 

yüzeyine tutunması sağlanmıştır. İnkübasyonun 18. ve 24. aaatinde fibroblastik 

morfolojiye sahip MKH’lerin dokudan ayrılarak kültür kabının yüzeyine tutunmaya 

başladıkları görülmüştür ( Şekil 4.1.1 a, b) 

 

             

Şekil 4.1. 1  İnkübasyonun 24. Saatinde primer dokudan ayrılan MKH’ler (   ) ve   
ortamdaki eritrositler (     )(a)  (100X) ve inkübasyonun ilerleyen günlerinde 
fibroblastik hücre görünümü (b) (200X) 
 

İnkübasyonun başlangıcında eritrositlerin de ortamda olduğu bilinmektedir; ancak 

besiyerinin değiştirilmesiyle ortamdan tamamen uzaklaştırılmışlardır. 

İnkübasyonun devam eden günlerinde hücreler çoğalmış, eritrositler ortamdan 

tamamen uzaklaşmış ve fibroblastik morfoloji belirginleşmiştir ( Şekil 4.1.1. b). Bu 

aşamada hücrelerin pasajları yapılmıştır. Bundan sonra yüzeyi tamamen 

kaplayarak konfluent hale gelen hücreler pasaj 4’e kadar çoğaltılmıştır (Şekil 4.1.2. 

a, b, c, d). 
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Şekil 4.1. 2 Farklı pasajlarda MKH’lerin görüntüsü (100X). Pasaj 1 (a), pasaj 2 (b) 
pasaj 3 (c), pasaj 4 (d)   
 

Pasaj 4’e kadar hücrelerin morfolojilerinde bir değişiklik olmadığı ve fibroblastik 

morfolojinin korunduğu gösterilmiştir. 

 

4.2. Sıçanda Sırt Flebinin Oluşturulması 

Tüm gruplar için uygulamaların yapılmasından 7 gün sonra incelemeye geçilmiştir. 

Bunun için sıçanlara yüksek doz anestezi uygulanarak ötanazi yapılmıştır. 

Ardından hayvan sırt üstü olacak şekilde düz bir zemin üzerine yatırılmış (Şekil 

3.4.1) ve nekrotik alan yüzdesi hesaplanmış, histolojik ve immünohistokimyasal 

çalışmalar yapılmıştır. 

Histolojik incelemeden önce flep tamamen kesilerek çıkartılmış ve cilt altındaki 

kanlanma da makroskopik olarak gözlenmiştir (Şekil 4.2.1 a, b, c, d).     
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Şekil 4.2. 1  Flep örneklerinin kesit için hazırlanması. Kontrol grubu (a), hücre 
grubu (b), VEGF grubu (c), hücre+VEGF(d). Hücre grubunda görülen kanlanma     
(     ).  
 

Yukarıdaki sonuçlarımız ile uyumlu olarak en fazla kanlanmanın hücre grubunda 

olduğu gösterilmiştir. Bu da MKH’lerin anjiyogenezise katkı sağladığı konusunda 

önemli bir sonuçtur. 
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4.3. Deney ve Kontrol Gruplarının İncelenmesi 

Operasyonun 7. Gününde deney sonlandırılmış ve yukarıda da ifade edildiği gibi 

deney hayvanı hazırlanarak incelemeye alınmıştır. Tüm gruplar için makroskopik 

olarak bakıldığında farklılıklar görülmüştür (Şekil 4.3.1).  

 

       

        

Şekil 4.3. 1  Flep modelinde  7. günde nekrotik alanların makroskobik görünümü.   
kontrol grubu (a), hücre grubu (b), VEGF grubu (c), hücre+VEGF grubu (d). 
 

4.4. Nekrotik Alan Yüzdesinin Hesaplanması 

Çalışmada 3X10 cm2 boyutlarında  modifiye edilmiş McFarlene flep modeli 

kullanılmıştır. İskemik flep yapısı saydam kağıtlara kopyalanarak çizildikten sonra 

elektronik ortama aktarılmış piksel sayımı yapılmış ve  % nekroz alanı 

hesaplanmıştır (Şekil 4.4.1)  

1. Kontrol Grubu: % 18.5 

2. Hücre Grubu: %11 

3. VEGF grubu: %10 

4. Hücre+VEGF Grubu: %31 

Gruplar arasındaki değerlere bakıldığında en az nekrotik alan hücre grubunda 

bulunmuştur. Nekrotik alan ortalaması en yüksek olan grup ise hücre+VEGF grubu 

olarak tespit edilmiştir (p=0.08). 
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%16               %11                %22           %30               %19             %13 

a 

     

%0                  %30            %20                %1           %16               %0 

b   

                         

%4           %6                 %18              %12                  %21                 %4 

c. 

                                     

%18           %25              %52                    %51                  %29             %12 

d. 
 Şekil 4.4. 1 Gruplarda nekrotik alan %’sinin hesaplanması. Kontrol grubu (a), 
hücre grubu (b), VEGF grubu (c), hücre+VEGF grubu (d) 
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Nekrotik alan hesaplamaları sonucunda en yüksek nekroz ortalamasına sahip olan 

grubun hücre+VEGF grubu olduğu görülmüştür. Bu sonuç damarlanmanın yoğun 

olarak görülmesinin beklendiği hücre+VEGF grubu için beklenilen durum 

görülmediğinden VEGF’nin MKH üzerinde baskılayıcı etkisi olabileceği yönünde 

yorumlanarak VEGF’nin MKH üzerindeki etkisi incelenmek istenmiştir. 

Buna bağlı olarak in vivo uygulamalarda kullandığımız dozda VEGF (10µg/ 

5000ml) 20.000 hücre/ml olacak şekilde MKH’ler üzerine in vitro olarak 

uygulanmış ve MKH’lerin VEGF’nin uygulama konsantrasyonunda canlılığı MTT 

testi testi ile tayin edilmiştir.  

 

 

Tablo 4.4. 1 VEGF için verilen OD (570 nm) değerleriVEGF için verilen OD (570 
nm) değerleri 

Gruplar 

(Besiyeri+MKH) 

OD değerleri Gruplar 

(Besiyeri+MKH+VEGF) 

OD değerleri 

 

n1 0.169 n1 0.154 

n2 0.389 n2 0.115 

n3 0.209 n3 0.100 

n4 0.406 n4 0.121 

n5 0.277 n5 0.113 

n6 0.963 n6 0.336 

 

Yapılan test sonucunda ilk 24 saat içerisinde alınan MTT spnuçları yorumlanmıştır. 

Bunun sebebi VEGF’nin MKH’ler üzerinde akut etkisinin çalışmamızda ön plana 

çıkmasıdır. Bu verilere göre  VEGF’nin MKH üzerinde baskılayıcı etkisinin 

olabileceği şeklinde yorumlanmıştır  
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4.5. Histolojik Boyama Çalışmaları  

Histolojik boyamalar için flepten 1X1 cm2 boyutunda kesitler alınmış ( Şekil 4.5.1.a, 

b) ve incelemeler yapılmıştır. 

 

          

        Şekil 4.5. 1. Sırt flebinden alınan 1 cm2 boyutundaki doku örnekleri (a, b) 

 

Çalışmamızda Hematoksilen&Eozin boyama yapılmış ve mononükleer hücre 

infiltrasyonu, kas dejenerasyonu, kan damarları gözlenmiştir (Şekil .4.5.2 a, b) 

 

               

       Şekil 4.5. 2.a. Kontrol grubunda dejenere olmuş kas dokusu (100X) 
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Şekil 4.5.2.b. Kontrol grubunda kan damarları ve dejenere olmuş kas dokusu 
gösterimi (200X) 
 

 

Ayrıca çalışmamızda Masson’s trichome boyama yapılmıştır. Masson’s trichome 

boyanın sağladığı zemindeki tezatlık sayesinde  bağ doku elemanları kastan 

rahatlıkla ayırt edilebilmiş ve bu boyama ile kastaki dejenerasyon durumu 

derecelendirilmiştir.  
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Kas derecelendirmesi için 100X büyütme kullanılmıştır (Şekil 4.5.3 a, b, c, d). 

                

Şekil 4.5.3.a. Kontrol grubunda +3 değerini alan kas görüntüsü ve mononükleer 

hücre infiltrasyonu (     ) (100X) 

                

 Şekil 4.5.2.b Hücre grubunda +1 değerini alan kas görüntüsü ve kapiller görünüm 
(       )  (100X) 
 

Şekillerde görüldüğü üzere kas dejenerasyonunun +3 olarak  derecelendirildiği 

grupta (Şekil 4.5.3.a) kas lifleri arasındaki bağ doku yoğunluğunun arttığı ve liflerin 

tamamen ayrıldığı ve bölgede yoğun mononükleer hücre infilitrasyonunun olduğu 

görülmektedir. Bu durum kas proteinlerindeki bozulma sonucunda ayrılan lifler 

arasına giren bağ doku kaynaklı bir görünümdür. +1 değerini alan hücre grubuna 

baktığımızda ise (Şekil 4.5.3.b) kas liflerinin sağlıklı yapıda olduğu görülmektedir.  



 

44 
 

+2 değerini alan gruba bakıldığında mononükleer hücre infiltrasyonunun nispeten 

az olduğu görülmektedir (Şekil 4.5.3. c). Hücre+VEGF grubunda da kaslar 

çoğunlukla +3 değerini almıştır (Şekil 4.5.3.d). 

                

         Şekil 4.5.3.c VEGF grubunda +2 değerini alan kas görünümü (100X) 

              

        Şekil 4.5.3.d. Hücre+VEGF grubunda +3 değerini alan kas görünümü ve 
kapiller görünüm (     ) (100X) 
 

Buna bağlı olarak dejenerasyon derecesi en yüksek olan kas +3 değerini, orta 

derece dejenerasyon +2 değerini ve en az dejenerasyon yani en iyi durumdaki kas 

+ 1 değerini almıştır ( Tablo 4.5.1) ve istatistiksel hesaplamalar buna bağlı 

kalınarak yapılmıştır ( Fisher-Freeman- Halton test). Sonuç olarak gruplar arası 

farklılık olduğu bulunmuştur (p=0.02).  
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Tablo 4.5. 1. Kas derecelendirmesinin istatistik için hazırlanması 

Kas derecesi +1 +2 +3 

Kas durum tayini En iyi durumda Orta durumda En kötü durumda 

 

Derecelendirme yapıldıktan sonra preparatın rastgele bölgeleri seçilerek 

görüntülemeler yapılmış ve dejenerasyonu destekleyecek bulgular taranmıştır. 

Sonuç olarak dejenerasyon için belirleyici faktörler kas liflerinin birbirinden 

ayrılması, yağ hücre infiltrasyonu, dejenere olan kas lifleri arasına giren bağ doku 

elemanlarının durumu olarak belirlenmiştir (Şekil 4.5.4. a, b, c, d). 

 

               

         Şekil 4.5.4.a. Kontrol grubunda dejenere +3 değerinde iskelet kası 
görüntüsü. Hücre   infiltrasyonu ve kıl kökü yapısında azalma tespit edilmiştir (50X) 
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          Şekil 4.5.4.b Hücre grubunda iskelet kasının +1 değerde görüntüsü (400X) 

               

          Şekil 4.5.4.c VEGF grubunda iskelet kasının +2 değerde görüntüsü (100X) 

 
 
 
Yukarıdaki şekiller karşılaştırılfığında hücre grubundaki iskelet kası oldukça iyi 
durumdayken; VEGF grubunda dejenerasyon görülmektedir. 



 

47 
 

                

Şekil 4.5.4.d. Hücre+ VEGF grubunda iskelet kası +3 görüntüsü. Yağ   hücresi 
infiltrasyonu şekilde gösterilmiştir (50X). 
 

İskelet kasındaki derecelendirmeye bağlı olarak kontrol grubu tamamen + 3 

değerini alan tek gruptur. Bu durum, kontrol grubunda iskelet kası açısından flebin 

en kötü durumda olduğunu ortaya koymaktadır. Yağ dokunun infiltrasyon 

özelliğine bağlı olarak hücre+VEGF grubunun diğer gruplara göre daha fazla 

infiltrasyon gösterdiği tespit edilmiştir. 

Ayrıca mikroskobik incelemeler esnasında kıl kökü sayımı yapılması uygun 

görülmüştür. Kıl kökü sayımı da 100X büyütme ile yapılmıştır. Kıl kökü sayımında 

sağlıklı durumda olanlar (Şekil 4.5.5.b) ve sağlıklı olmayanlar veya durumu tespit 

edilemeyenler (Şekil 4.5.5.a) olmak üzere sayım yapılmış ve istatiksel hesap 

sağlıklı olan kıl kökü sayısı üzerinden yapılmıştır. 
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      Şekil 4.5.5.a Kontrol grubunda sağlıksız kıl kökü görünümü (    ) (100X) 

               

      Şekil 4.5.5.b. Hücre grubunda sağlıklı kıl kökü görünümü (   ) (100X) 

 

     Kıl kökü açısından bakıldığında ortalaması en yüksek olan grup hücre 

grubudur. Bu durum kıl kökü ve iyileşme açısından değerlendirildiğinde hücre 

grubunun iyileşme açısından diğer gruplara göre fark yarattığını göstermektedir. 

Hücre grubundaki farklılık istatistiksel olarak da gösterilmiştir ( p=0.017, Kruskall 

Walls testi). 
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          Şekil 4.5.5.c. VEGF grubunda sayım yapılamayan ve iskelet kası açısından 
+3 değerini alan örnek (100X) 
. 

                

          Şekil 4.5.5.d. Hücre+VEGF grubunda kıl kökü görünümü  (      ) (100X) 

 

Kıl kökü sayısı hücre grubunda kontrol grubuna göre (p=0.04) ve hücre grubunda 

hücre+VEGF grubuna göre (p= 0.035) anlamlı olarak farklı bulunmuştur. 
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4.6. CD 31 Hücre Yüzey Antijeninin İmmunohistokimyasal Yöntemle Tespit 

Edilmesi  

İmmunohistokimyasal yöntem basamağı için yapılan ön çalışmalar sonucunda 

sonuç olarak 1:50 oranında primer antikor ile +4 0C’de gece boyunca bekleme 

yapılarak boyamanın devam etmesine karar verilmiştir. Buna bağlı olarak CD 31 

immunohistokimyasal boyama yöntemi tamamlanmış ve 400X büyütmede rastgele 

seçilen 5 alanda sayım yapılmıştır ( Şekil .4.6.1 a, b, c, d ). Sayım esnasında 

kapiller yapılar sayılarak CD 31+ olan hücrelerin sayımının spesifik olmasına dikkat 

edilmiştir. Sayım yapılan tüm alanlarda fotoğraf çekilmiştir.  

Sayım sonucunda istatiksel olarak CD31 miktarı bakımından gruplarda benzer 

ortalamalar olduğu tespit edilmiştir (p=0,674). Ancak ortalama değerler 

karşılaştırıldığında hücre grubunda CD31 ortalamasının yüksek olduğu 

görülmüştür (Tablo 4.6.1 a, b). 

Tablo 4.6. 1. a. Gruplar arasında CD 31+ hücre sayımı ortalama değerleri 

Grup İsmi CD 31 sayımı ortalaması 

Kontrol 34.3 

Hücre 40.5 

VEGF 34.3 

Hücre+VEGF  36.3 

 
Tablo 4.6. 2. CD 31+ hücre sayımı ortalamasının gruplar arasındaki değişimi 

 
 
 

30

32

34

36

38

40

42

kontrol hücre VEGF hücre+VEGF

1 2 3 4

C
D

 3
1

+
o
rt

a
la

m
a
 s

a
y
ıs

ı

gruplar

CD 31+ Hücre Sayımının Gruplardaki Ortalaması



 

51 
 

CD 31+ hücre sayımının yapılışının gruplara göre gösterimi aşağıdaki şekillderde 

verilmiştir ( Şekil 4.6.1.a, ,b, c, d): 

                  

            Şekil 4.6. 1.a. Kontrol grubunda oklar  (    ) ile  kapiller gösterimi. 

                  

            Şekil 4.6.1.b. Hücre grubunda oklar (    ) ile  kapiller gösterimi. 
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          Şekil 4.6.1.c. VEGF grubunda oklar (      ) ile  kapiller gösterimi. 

                  

                   Şekil 4.6.1.d. Hücre+VEGF grubunda oklar (     ) ile  kapiller gösterimi. 

 

 

 

 

 

 

 

    



 

53 
 

Gruplardan toplanan kıl kökü sayısı, iskelet kası derecelendirmesi, % nekroz alanı 

değerleri ve CD 31+ hücre sayımı aşağıdaki tabloda olduğu şekilde ifade edilmiştir 

(Tablo 4.6.2). Çıkan sonuçlar hücre grubu ve diğer gruplar karşılaştırıldığında 

hücre grubunda azalan nekrotik alan, artan kapiller yoğunluk ve kıl kökü sayısında 

artışı göstermektedir. 

Tablo 4.6. 3. İstatistik için kullanılan veriler 

Grup İsmi Kıl Kökü Sayısı İskelet Kası 

Derecelendirme 

% Nekroz değeri CD 31+ hücre 

sayımı 

Kontrol 1 0 +3 %16 51 

Kontrol 2 0 +3 %11 13 

Kontrol 3 0 +3 %22 38 

Kontrol 4 0 +3 %30 50 

Kontrol 5 9 +3 %19 23 

Kontrol 6 0 +3 %13 31 

Hücre 1 30 +1 %0 26 

Hücre 2 35 +2 %30 38 

Hücre 3 24 +3 %20 45 

Hücre 4 0 +2 %1 45 

Hücre 5 48 +1 %16 43 

Hücre 6 15 +2 %0 46 

VEGF 1 2 +3 %4 51 

VEGF 2 33 +3 %6 32 

VEGF 3 1 +3 %18 42 

VEGF 4 0 +3 %12 1 

VEGF 5 0 +3 %21 43 

VEGF 6 2 +2 %4 37 

H + VEGF 1 0 +3 %18 38 

H + VEGF 2 0 +3 %25 45 

H + VEGF 3 0 +2 %52 28 

H + VEGF 4 0 +3 %51 34 

H + VEGF 5 0 +3 %29 35 

H + VEGF 6 8 +3 %12 35 
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Besin, gaz, sinyal molekülü, kan akımı ve immün hücreler normal fizyolojik 

koşullarda esas olarak kan damarları tarafından iletilen ve taşınan yapılardır. Kan 

damaraları ile ilgili mekanizmaların açıklığa kavuşturulması kanser, diyabetik 

retinopati ve birçok iskemik durumlarının tedavisinin önünü açmak için önem 

taşımaktadır. İskemik durumlara baktığımız zaman damarlanmanın yeterli 

düzeyde sağlanamaması [62] problem teşkil etmektedir. Buradan hareketle deri 

flebi modelinde iskemi sonrası MKH’nin damarlanmaya olan katkısı araştırılmıştır  

MKH’ler salgıladıkları faktörlerle iskemi çalışmalarında damarlanmayı sağlamak 

açısından kullanılan hücrelerdir. Buna bağlı olarak çalışmamızda hücre grupları 

MKH’lerin iskemi üzerindeki etkisinin anlaşılabilmesi için oluşturulurken; 

hücre+VEGF grubu MKH’nin bir ürünü olan VEGF’nin etkisinin hücre ile beraber 

ekzojen olarak verildiğinde nasıl bir etki yaratabileceğinin araştırılması için 

oluşturulmuştur.  

Yapılan çalışmalar VEGF165 geni aktarılmış  hücrelerin sırt flebinde canlılığı 

arttırıcı yönde etki yaptıklarını göstermektedir [63]. Yani VEGF ifadesi flep canlılığı 

için istenilen bir durumdur. Ancak çalışmamızda hücre+VEGF grubunda CD 31+ 

hücre sayımı az, nekrotik alanın fazla olması, iskelet kasının kötü durumda 

derecelendirilmesi VEGF’nin ekzojen olarak verilen formunun MKH’lerle birlikte 

olduğunda akut etki olarak damarlanma sürecinin aleyhinde olabileceğini 

göstermiştir. VEGF grubu ile benzer sonuçlar gösteren hücre+VEGF grubu hücre 

grubundan tamamen farklı sonuçlar vermiş ve bu durum ekzojen olarak verilen 

faktörün flepte iskemi sürecinde beklenilen yönde etki etmediğini göstermiştir. 

Buna bağlı olarak VEGF’nin MKH’ler üzerinde etkili olup fonksiyonlarını 

baskılayabildiği ya da canlılığını azaltabildiği düşünülmüş ve bunun için MTT 

analizleri yapılmıştır.  

MTT sonuçları, sadece besiyeri içinde inkübe edilmiş MKH’nin canlılığının, VEGF 

ile birlikte inkübe edilmiş MKH’nin canlılığından daha yüksek olduğunu 

göstermiştir. Bu durum VEGF’nin ekzojen olarak uygulandığında MKH 

proliferasyonunu baskılayabileceği şeklinde yorumlanmıştır. 

VEGF, anjiyogenezis için temel bir molekül olsa da damar stabilizasyonu 

olmaksızın oluşan kapiller hızla apoptozise ve gerilemeye gittikleri bilinmektedir. 

Buna bağlı olarak yapılan çalışmalarda VEGF ile birlikte damar stabilizasyonunda 

rolü olan Anjiopoietin1 (Ang1) ve Anjiopoietin2 (Ang2) molekülleri de incelenmiştir 

[64, 65]. 
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Anjiyopoietin molekülleri, VEGFA’dan daha sonra tanımlanan bir moleküldür. Tie1 

ve Tie2 reseptörlerine etki ederek endotellere spesifik olarak bulunurlar [66]. Ang1, 

VEGFA kadar endoteller üzerinde mitojen etki göstermemektedir [67]. Ancak Ang1 

ve VEGFA koordineli çalışan moleküllerdir. Yapılan çalışmalarda Ang1 

molekülünün vasküler gelişimin stabilizasyon basamağı için önemli olduğu 

gösterilmiştir [65]. Ang1 mutant farelerde VEGF sürecine bağlı basamakların 

doğru şekilde ilerlediği; ancak damar stabilizasyonunun ve remodeling aşamasının 

aksadığı ortaya konmuştur [65]. Ang1 molekülünün doğal antogonisti olarak 

bulunan Ang2 molekülü ile birleşen VEGF molekülü, damarlardaki stabilizasyonu 

bozarak Ang1 etkisini inhibe etmektedir [65].  

Endotel hücrelerin etrafını saran perisitler Ang1 salgılamaktadır ve bu sayede 

damar stabilizasyonu sağlanmaktadır ve perisitler bu şekilde etki göstererek 

endotel hücreler ile sıkı bir bağlanma sağlamaktadır. Damar stabilizasyonunu 

sağlayan Ang1 MKH’ler tarafından da salgılanan bir faktördür; ancak biyolojik 

aktivite açısından VEGF salınımı MKH’lerde daha yüksek seviyededir [30]. 

Çalışmamızda hücre grubu ve hücre+VEGF grubu karşılaştırıldığında hücre 

grubunda daha sağlıklı bir tablonun ortaya çıktığını görmekteyiz. Bu durum 

VEGF’ün ekzojen olarak verildiğinde hızla indirgenmesi ve MTT testi sonuçlarında 

görüldüğü gibi MKH canlılığı bastırmasıyla ilişkilendirilebilir. Hücre+VEGF 

grubunda MKH’ler baskılandığı için salgılamaları gereken faktörleri 

salgılayamamış ve ortamda ekzojen olarak verilen VEGF’nin degrede olması 

sonucunda damarlanma hücre+VEGF grubunda yoğun olarak görülememiştir.  

VEGF’nin anjiyogeneziste endotel hücre proliferasyonu ve migrasyonunu sağladığı 

yönünde görüş birliği mevcut olsa da endotel hücre sağkalımı ve buna bağlı olarak 

damar stabilizasyonu üzerindeki etkisi ile ilgili aydınlatılması gereken 

mekanizmalar bulunmaktadır [ 19,21, 66, 67]. Bu durum VEGF’nin sahip olduğu 

konsantrasyona, pH değerine ve etkilediği reseptör tipine bağlıdır [7, 66]. Çünkü 

hücre yüzeyinde aktive olan reseptör tipine bağlı olarak aktive olan sinyal yolu 

farklı olacağından anjiyogeneziste bu ilişki endotel hücrelerin yüzeyindeki reseptör 

tipi ve aktive olan yol ile ilişkili olarak önem taşımaktadır. Bu bilgiler doğrultusunda, 

çalışmamızda hücre ve hücre+VEGF grupları karşılaştırıldığında, ekzojen olarak 

verilen VEGF yerine, gelen uyarılara göre ifade bulacak ve ortamda daha uzun 

süreli etki edecek MKH uygulamasının avantajlı olabileceği yorumlanmıştır. 
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Bu doğrultuda hücre grubu ve  VEGF grubu karşılaştırıldığında MKH’lerin mevcut 

olarak bulundukları dokudan gelen sinyallere bağlı olarak VEGF salgılayabildikleri 

düşünüldüğünden dokunun ihtiyacına göre oluşan bu cevabın ekzojen olarak 

verilen VEGF’ye göre daha sağlıklı olduğu söylenebilir. MKH uygulamasının diğer 

bir avantajının MKH’lerin iyileşme için salgıladıkları sitokinler olduğu ayrıca 

MKH’lerin yaralı dokuya yerleşerek dokunun ihitiyacına göre cevap oluşturdukları 

yönünde olabilir. Bu durum çalışmamızın sonucunda ekzojen bir faktör etkisi 

altında kalmaksızın yapılacak MKH uygulamasının avantajlı olabileceği yönünde 

yorumlanmıştır. 

Anjiyogenezis çözünebilen faktörler ve ECM içinde çözünmeyen faktörler ile 

ilişkilidir. Bu çok basamaklı süreç var olan damarların etrafındaki membranın 

degrede olmasıyla başlar ve endoteliyal hücre migrasyonunu, proliferasyonunu ve 

fonksiyonel damar ağı yapısının oluşumunu içerir [68]. Kapiller ağın gelişim süreci 

olan bu adımlar açısından anjiyogenezis süreci ve ECM elemanları yakından 

ilişkilidir [65].  

Anjiyogenezis çalışmalarında kapiller morfoloji ve değişen ECM koşulları önem 

kazanmaktadır [69]. Bu yüzden gerek hücre uygulama çalışmalarında gerekse 

doku mühendisliği çalışmalarında bu ilişki ön plandadır. Bu çalışmaların ortak 

amacı iskemiye bağlı oluşan ve zayıf damarlanmanın sonucu olarak kendini 

gösteren patolojik durumun tersine çevrilmesi yani yeni damar oluşumunun 

arttırılması ve hızlandırılması yönündedir. Bu doğrultuda çalışmamızda uygulama 

alanı olarak hemen hemen tüm flep bölgesi (altı farklı bölge) olacak şekilde 

uygulama yapılmıştır. Flep çalışmalarına bakıldığında [55, 70, 71, 72] özellikle 

kaudal bölgede nekrozun arttığı belirlenmiştir. Buna bağlı olarak kaudal kısımdaki 

damarlanmanın tespiti damarlanma açısından belirleyici olmaktadır. 

Bu nedenle çalışmamızda flepte nekrotik alanın başladığı bölgenin bitişinden 

itibaren yaklaşık 1 cm aralık verilerek kaudal bölgeden kesitler alınması uygun 

görülmüştür. Kapillerin etrafındaki bazal membran ve ECM degredayonu 

anjiyogenezis için ilk adımlardır. Buna bağlı olarak anjiyogenik süreçleri başlatacak 

uyaranlar önem kazanmaktadır. Bu faktörlerin en çok çalışılanı ve endotel 

hücrelere spesifik olarak bulunan molekül VEGF’dür [73]. Çalışmamızda VEGF 

tercih edilmesinin nedeni bu olmuştur. 
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Flep modelinde flebin oluşturulma sürecine bağlı olarak oluşan travma sonucunda 

bölgede onarım sürecine bağlı olarak birçok sitokin salgılandığı düşünülmektedir.  

Flep çalışmalarının yanı sıra yara dokusu ile ilgili olarak yapılan ve büyüme 

faktörlerini içeren proteomiks çalışmalarında gerek  damarlanma ile ilgili faktörlerin 

gerekse yara iyileşmesi ile ilgili faktörlerin ortamdaki varlığı gösterilmiştir [74]. 

Ancak hangi ortamda bulunmalarının dışında hangi yolla uygulanırsa uygulansın 

büyüme faktörlerinin iyileşme bölgesinde uzun süreli etki edemediği ve bu bölgeye 

tutunamadıkları bilinmektedir [63]. Çünkü yara dokusu mikroçevresi büyüme 

faktörlerinin hızlı degradasyonunu teşvik etmektedir [41, 63, 75]. Tez 

çalışmasındaki amacımız kan akımı kesilen flebin tekrar dikilmesi sonucunda 

damarlanmanın sağlanması, kan akımının sağlıklı olmasına bağlı olarak akımın 

hızlanması ve flebin canlı dokusunu koruyabilmesi olarak belirlenmiştir. VEGF 

uygulanan grubun ve hücre grubunun ayrı ayrı oluşturulması flep canlılığının 

VEGF uygulandığında ve MKH uygulaması yapıldığında karşılaştırılması için 

imkan sunmuştur.  

Ekzojen olarak verilen VEGF damarlanmayı arttırsa da, VEGF grubu ve hücre 

grubu karşılaştırıldığında VEGF etkisinin sınırlı kaldığı görülmüştür. Buna neden 

olarak VEGF’nin hızlı degrade olmasını gösterebiliriz. Buna ek olarak diğer önemli 

bir yorum ekzojen olarak uygulanan faktörün etkisinin mevcut olarak bulunan 

endotel hücrelerin sayısı yüzünden sınırlı olduğu şeklindedir. Bu yüzden 

damarlanma süreci gibi dinamik bir sürecin hücre uygulamaları ile desteklenmesi 

gerektiği düşünülmektedir. Bu uygulamalar için MKH iyi bir kaynak olarak 

düşünülebilir. Çünkü MKH’ler salgıladıkları faktörlerle çevrede bulunan hücreleri 

uyarabilirler ve bu uyarım, faktör uygulamasında faktörün indirgenme süresinin 

çabukluğu düşünüldüğünde çevredeki hücreler üzerinde daha uzun süreli etki 

göstermektedir. 

MKH’lerin özellikle HGF ve  VEGF biyolojik aktivite düzeyi gösterecek şekilde 

salgıladıklarının ve MKH’lerin yara bölgesine yerleşme ve bu bölgede 

farklılışabilme özelliklerinin biliniyor olması [30] bu hücrelerin in vivo olarak 

çalışılmasını ön plana almaktadır. MKH’lerin hem yönelimsel hem de besleyici 

özellik göstermeleri iyileşme, onarım gibi damarlanma sürecinin de içinde 

bulunduğu olayları desteklemesini sağlar [76]. Çalışmamızda hücre grubunun 

CD31+ hücre sayımı açısından diğer gruplara göre daha yüksek sonuç vermesi bu 

bilgiler ışığında yorumlanması uygulanan hücrelerin farklılaşma göstererek veya 
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salgıladıkları faktörler yardımıyla damarlanma sürecine katkı sağladıkları yönünde 

olmuştur.  

Yapılan araştırmalarda [71, 75]  MKH uygulanan gruplarda kapiller yoğunlukta 

daha fazla artış olduğu gösterilmiştir. Bizim çalışmamız da bu veriyi destekleyici 

yönde sonuç vermiştir. Ancak kapiller yoğunluktaki artışın MKH’lerin 

farklılaşmasına bağlı olup olmadığı tespit edilememiştir. Kapiller yoğunluktaki 

artışın tespiti vasküler endotel hücreler için immünolojik belirteç olan ve endotel 

öncüsü belirteç olan CD31 [77] ile yapılmış ve hücre grubunda diğer gruplara 

kıyasla daha fazla sayıda CD31 varlığı tespit edilmiştir.  

CD31 boyanmasına bakıldığında insan yağ dokusundaki damarların boyandığı bir 

çalışmada [78]  küçük arter ve venlerde CD31’in kesikli boyama gösterdiği ve 

özellikle hücre-hücre bağlantı bölgelerinde yoğunlaştığı tespit edilmiştir.  Kapiller 

damarlarda ise sürekli boyanma gösterdiği ifade edilmiştir [78].  

Hücre grubundaki CD 31+ hücre sayımın fazla olması MKH’lerin parakrin etki 

göstererek endotel hücreleri üzerinde etki ettikleri şeklinde yorumlanmıştır. Yağ 

doku kökenli MKH’lerin fonksiyonel olarak damar stabilizasyonunu sağlayan 

perisitlerle benzerlik gösterdiği hatta bunlara farklılaşabildiğini gösteren bir çalışma 

[79] bu yorumu güçlendirmektedir. MKH’lerin mikrodamarlarla ilişki kurarak 

perisitler gibi endotelleri stabil durumuda tuttukları bilinmektedir [79]. 

Dokunun yeniden organize olma süreci koagülasyon, inflamasyon, doku 

formasyonu ve yeniden modellenme adımlarını içerir. Bu adımlardan doku 

formasyonu sürecinde anjiyogenezis görülmektedir [74]. Buna bağlı olarak flep 

canlılığının karşılaştırıldığı gruplarda CD 31+ hücre sayımının yapılması kapiller 

yoğunluk açısından anjiyogenezisi dokunun yeniden organize olma süreciyle 

yorumlamamızı sağlamıştır.  

Mikrovasküler yoğunluğun CD 31 yüzey belirteci ile çalışmalarda yorumlanması 

[72] CD 31+ hücre sayımı yapmamız gerektiğine karar vermemizi sağlamıştır. CD 

31+ hücre sayımınının fazla olduğu grup olan hücre grubu için kapiller yoğunluk 

yüksek orandadır diyebiliriz. Bunun yanı sıra damarlanma süreci ile uyumlu 

olmasını beklediğimiz iskelet kası derecesinin hücre grubunda iyi derecede sonuç 

vermesi doku organizasyonunu destekler yöndedir.  

Dokular, hücreleri, hücrelerarası bağlantılar ve hücrelerin birbirleri ile tutundukları 

ekstraselllüler matriks ortamını içeren yapılardır. Buna bağlı olarak dokularda 

hücreleri çekirdek, sitoplazma olarak ayırt edebilmek için ve destek doku, bağ 
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doku gibi hücrelerin varlığını sürdürdüğü ortamları ayırt edebilmek için histolojik 

boyama teknikleri kullanılmaktadır. Buna bağlı olarak çalışmamızda kullanılan 

histolojik boyamalar kas derecelendirilmesi gibi flep yapısının yorumlanmasını 

kolaylaştırmıştır.  

İskelet kasındaki dejenerasyona bakıldığında bu durumun atrofi ile ilişkilendirildiği 

görülmektedir [80, 81]. Yapılan çalışmalarda [80] kas derecelendirilmesi açısından 

kullanılan ölçütler çalışmamıza uyarlanmıştır [80, 81]. Çalışmalarda kullanılan 

ölçütler fibrozis oluşumu, yağ doku infiltrasyonu göz önüne alınarak yapılmıştır. 

Kas hastalıkları ya da kasın mekanik hasarı sonucu oluşan kronik kas 

dejenerasyonu, atrofi, fibrozis ve daha sonraki dönemlerde oluşan yağ hücresi 

infiltrasyonuna bağlı olarak kas dokusu yapısındaki bozukluklar ile karakterize 

edilir [81]. İskelet kası hasarındaki birikimler onarım kapasitesini sınırlamaktadır 

[82]. Bu durum kan akımındaki bozukluklara bağlı olarak kasılma proteinlerinin ve 

miyofibrillerin yıkım hızının artmasına bağlı oluşan atrofi ile karakterizedir. Atrofi, 

kastaki rejenerasyon ve dejenerasyon dengesinin bozulmasıyla beraber kendini 

gösteren bir süreçtir. Atrofi sonucunda kasılma proteinlerindeki azalmaya bağlı 

olarak kasta fonksiyonel kayıplar meydana gelir [81]. 

Çalışmamızda yapılan derecelendirmede de +3 değerini alan yüksek oranda 

dejenere kasların görüntüsüne bakıldığında, fibrozisin ve hücre infiltrasyonunun 

olduğu ve bölgede yağ doku birikimin arttığı görülmektedir. Her ne kadar fibroz 

doku iyileşme sürecinde kas dokunun yerini doldursa da fonksiyonel olarak kas 

doku özelliği göstermediği için dejenerasyonda önemli bir belirteçtir. Ayrıca kapiller 

yoğunluk derecesi verebilen yani kan damarı yoğunluğunu yorumlayabileceğimiz 

CD 31+ hücre sayısının hücre grubunda fazla oranda bulunması iskelet kasının 

hücre grubunda daha iyi durumda bulunması ile ilişkilendirilebilmiştir. Birçok 

histolojik boyama  kas lifi durumlarını, nekroz ve inflamasyon varlığını ortaya 

koymaktadır. Ayrıca yağ birikimi kaslarda patolojik durumu işaret etmektedir. 

Çalışmamızda da damarın kası besleme özelliği ön plana alınarak iskelet 

kasındaki rejenerasyon durumu damarlanma ile ilişkilendirilmiş ve hücre grubunun 

kontrol ve hücre+VEGF grubuna göre iskelet kası açısından anlamlı olarak iyi 

durumda kasa sahip olduğu bulunmuştur. Bu veriler CD 31+ hücre sayımı ile 

yorumlandığında yine hücre grubunun diğer gruplara göre daha yüksek sonuç 

verdiği görülmüştür.  
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CD 31 belirtecinin sayı olarak hücre grubunda fazla çıkması iskelet kasının hücre 

grubunda nispeten iyi olması ve nekroz alanının hücre grubunda nispeten az 

olmasıyla ilişkilendirilebilir ve bu sonuç beklediğimiz durumu karşılamaktadır.  

Kas dejenerasyonu açısından bakıldığında kontrol grubunu ve VEGF+hücre 

grubunun ( bir denek +2 değerini almıştır) tamamen +3 değerini almış olduğu 

görülmektedir ve bu iki grup CD 31 açısından da hücre grubuna göre daha düşük 

oranda sayıma sahiptir. Ayrıca yağ doku infiltrasyonu açısından bakıldığında 

hücre+VEGF grubunun kontrol grubuna göre daha fazla yağ doku infiltrasyonu 

gösterdiği tespit edilmiştir. Bu durum zaten nekrozun yoğun olarak görüldüğü ve 

CD 31+ hücre sayımınının nispeten az olduğu VEGF+hücre grubunda beklenen bir 

durum olarak yorumlanmıştır.  

Kıl kökü sayımı açısından bakıldığında hücre grubundaki sağlıklı kıl kökü sayısı 

kontrol grubuna ve hücre+VEGF grubuna göre iskelet kasında olduğu gibi anlamlı 

derecede farklı çıkmıştır. Bu durum da hücre grubundaki diğer verilerle uyum 

göstermektedir. 

İskelet kası ve kıl kökü bakımından diğer gruplardan anlamlı derecede farklılık 

gösteren hücre grubunun verileri, CD 31+ hücre sayımı açısından diğer gruplara 

oranla yüksek ortalama göstermesiyle desteklenmiştir.  

İnsan vücudunda hasar görmüş damarların tedavisinde klasik yöntemlerin yetersiz 

kaldığı durumlarda MKH’ler bir kaynak olarak görülmektedir. MKH’ler salgıladıkları 

faktörler sayesinde anjiyogenezis sürecinde rol oynar. Burada en önemli nokta, 

MKH’lerin doku hasarına ve ihtiyaca göre cevap oluşturmasıdır. Bu durum iyileşme 

süreci için tam da istenen bir husustur. Bu nedenle ekzojen olarak eklenen, 

faktörlere ihtiyaç kalmaksızın tek başına MKH’ler dokunun iyileşmesi sorasında 

sürece katkı sağlayabileceklerdir. Güvenilirliği, kolay elde edilebilirliği ve etkinliği 

yağ dokusu MKH’lerin klinik olarak kullanılabilirliğini de mümkün kılmaktadır. Bu 

nedenle, MKH’ler hücresel tedaviler için çok iyi bir kaynak olarak görülmektedir. 

Çeşitli klinik uygulamaları olmasına rağmen, bu konuda düzenlenen toplantılarda 

araştırmacıların sonuç olarak vardığı nokta, daha fazla çalışmaların yapılması 

gerektiğidir. MKH’lerin moleküler düzeyde özelliklerinin daha iyi bilinmesi ortam 

koşullarına göre verdikleri cevapların tespit edilmesi ve güvenilir işaretleyici 

moleküller ile işaretlenip canlı vücudunda görüntülenebilmesi gelecekte bu 

hücrelerin çok daha güvenle kullanılabilmesine imkan sağlayacaktır.  
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EK-3 

Hematoksilen&Eozin Boyama Hazırlığı:  

Hematoksilen İçin Maddeler: 

1- Hematoksilen kristali: 7.5 g. 

2- %100’lük alkol 75 cc. 

3- Amonyum veya potasyum olum 150 g. 

4- Distile su 1500cc 

5- Merkuri oksit 7.5 g. 

Hematoksilen Hazırlanışı: 

1- Hematoksilen alkolde kaynatılarak eritilir. 

2- Amonyum veya potasyum olumda suda kaynatılarak eritilir. 

3- Bu iki çözelti sıcakken birbirine karıştırılır. Hemen tekrar kaynatılır. Sıcakken 

ateş üzerinden alınır. 

4- Yavaş yavaş merkuri oksit eklenir. 

5- Çözelti koyu menekşe rengini alır almaz soğutulur. 

Eozin İçin Maddeler: 

1- Eozin (suda eriyen) 

2- Distile Su 

3- %95’lik alkol 125 cc 

4- Distile su 375 cc 

5- CH3COOH 2 damla 

Eozin Hazırlanışı: 

1- 3 g. eozin 100cc distile suda eritilir. 

2- Bu karışıma 120 cc. %95’lik alkol eklenir. 

3- 375 cc distile suda eklendikten sonra 2 damla CH3COOH damlatılır. 
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EK-4 

Masson’s Trichome Boya Hazırlığı: 

Bouin Solusyonu: Pikrik asit 75 cc 

                             %30-40 formaldehit 25 cc 

                             Glasiyal CH3COOH 5 cc 

Trichome Boyası: Chromotrope 2R o.6 g. 

                             Light Green 0.3 g. 

                             Glasiyal CH3COOH 1 cc 

                             Fosfotunguistik asit 0.8 g. 

                             Distile su 100 cc 

Asetik Asit Solusyonu: 100 cc H2O’ya 5 cc CH3COOH 

Asit Alkol Hazırlamak İçin: 1000 cc %70 alkol 

                                           10 cc HCI  

Amonyaklı Su: Bir miktar distile su ile birkaç damla NH3 karıştırılır. 

 

 

 


