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ÖZET 

Doktora Tezi 

Mikroyerçekim Biyoreaktöründe Adipoz Kök Hücrelerden  

Kardiyak Hücrelerin Üretilmesi 

Arın Doğan 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Danışman: Prof. Dr. Yaşar Murat Elçin 

Bu çalışmada insan kaynaklı adipoz kök hücrelerin yüksek oranda kardiyak karakterli 

hücrelere farklılaştırılması için yeni bir yöntem geliştirilmesi amaçlanmıştır. İnsan adipoz 

kök hücreleri üç boyutlu mikroyerçekimi biyoreaktöründe kültür edilerek çoğaltılmıştır. 5-

Azasitidin indüksiyonu sonrasında kardiyak büyüme besi ortamında kültür yapıldı. 

Hücrelerin farklılaşma veriminin arttırılması amacıyla, doğal elastinden oluşan elastik 

hidrojel mikroküreler sentezlenmiştir ve karakterizasyon sonrasında mikroyerçekimi 

kültürü ortamında hücrelerle beraber kültürü yapılmıştır. Kültür süreci sonunda elde edilen 

hücre gruplarına uygulanan kantitatif eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile kalp 

gelişimine ve erişkin kalp hücrelerine özgü genlerin ifade düzeyleri incelenmiştir. Gen 

bazında gruplar arasında bağıl gen ifadesi düzeyleri açısından değişim görülmüştür, buna 

karşın gen ifadesi düzeyleri bir arada değerlendirildiğinde deney koşulları arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunmamaktadır.  

2017, 150 sayfa 

Anahtar kelimeler: Adipoz kök hücreler; mikroyerçekimi biyoreaktörü; kardiyak 

farklılaşma; elastin; elastin-temelli mikroküre; hücre üretimi. 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

Production of Cardiac Cells from Adipose Stem Cells in Microgravity Bioreactor 

Arın Doğan 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Yaşar Murat Elçin 

This study aims to develop a new method for differentiating human adipose stem cells into 

cells with cardiac characteristics in high volumes. Human adipose stem cells were cultured 

and proliferated in three dimensional microgravity bioreactor. Cardiac differentiation was 

induced with 5-Azacytidine and cells were further cultured in a cardiac growth medium. 

To induce a higher degree of cardiac differentiation, groups of cells were cultured in the 

presence of elastic hydrogel micropheres derived from natural alpha elastin. The resulting 

cell populations were investigated by using quantitative real-time polymerase chain 

reaction technique for the analysis of expression levels of genes related to cardiac 

differentiation and adult cardiomyocytes. Our results showed no significant overall 

difference between groups, however there were changes in the gene expression levels of 

some cardiac genes.  

2017, 150 pages 

Keywords: Adipose stem cell; microgravity bioreactor; cardiac differentiation; elastin; 

elastin-based microspheres; cell production.  
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1. GİRİŞ 

Kalp ve damar hastalıkları gelişmiş dünya ülkelerinde ölüm sebeplerinin başında 

gelmektedir. Mevcut tedavi seçenekleri, geçmiş yıllara kıyasla önemli düzeyde fayda 

sağlamakta olsa da, her yıl on milyonlarca insan kalp ve damar hastalıkları sebebi ile 

hayatını kaybetmekte, sürekli artan sağlık harcamaları ve iş gücü kaybı, yeni tedavi 

seçeneklerinin geliştirilmesini gerekli kılmaktadır. 

Yeni ilaç geliştirme süreçleri milyar dolar düzeyinde harcamalar ile yürütülmektedir.   

Ortalama olarak on yıldan uzun sürede piyasaya çıkan yeni ilaç molekülleri, beklenmedik 

yan etkiler sebebi ile piyasadan çekilebilir, bu durum büyük mâli zararlara ve kaynak 

israfına sebep olarak,  tedavi maliyetlerinin dolaylı artışına sebep olmakta, yan etki profili 

yüksek olan ilaçlar ise önemli sağlık sorunlarına ve hatta can kayıplarına yol 

açabilmektedir.  İlaç geliştirme aşamalarında model organizmaların yanı sıra, insan 

hücrelerini kullanarak yapılan ilaç tarama çalışmaları, farmakolojik yanıtın incelenmesini 

sağlayan güncel yöntemler arasında önemli bir yer tutar.  

Kardiyovasküler hastalıkların konvansiyonel yöntemler ile tedavisinin yeterli iyileşme 

sağlamadığı veya hastalıkların ilerleyişini durduramadığı durumlar için onarımsal tedavi 

yöntemleri geliştirilmektedir. Bu yaklaşımlar arasında hücre temelli yaklaşımlar ve 

biyomalzeme temelli ya da eşlikli aday yöntemler önemli bir yer tutar. Onarımsal 

tedavilerin hücresel bileşenlerinin sağlanması, başlı başına önemli atılımlar gerektiren 

konulardan birisidir. Kök ya da progenitör hücreler kullanılarak miyokard ya da vasküler 

yapılar için gereken olgun hücre tiplerinin yüksek miktarlarda ve standartlaşmış biçimde 

elde edilmesi için halen çok sayıda temel bilimsel çalışma yürütülmektedir. 

Bu tez çalışması, yukarıda bahsedilen ilaç geliştirme çalışmaları ve hücresel tedaviler için 

yüksek sayıda, kararlı karakterde kalp hücresi elde edilmesi amacı ile adipoz kök 

hücrelerin yüksek verimde kardiyomiyosit farklılaşması için yeni bir biyomalzeme taşıma 

sistemi ve büyüme faktörü karışımının etkinliğini, literatürde bu amaçla daha önce 

uygulanmamış mikroyerçekimi biyoreaktörü kültürü koşullarında sınamayı amaçlamıştır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. KÖK HÜCRELER 

Kök hücreler, rejeneratif tıp kavramının önemli yapıtaşlarıdır. Geliştirilen teknolojiler 

ışığında yeni hücre kaynaklarının, saflaştırma yöntemlerinin bulunması ile beraber 

hücrelerin çoğaltılması ve uygulanma yeni yaklaşımlar ortaya çıkmaktadır. Dünya 

genelinde halen onlarca farklı hastalık için erken faz klinik çalışmaları başlatılmaktadır. 

Farklılaşmamış nitelikte olan kök hücreler, asimetrik bölünme özelliğinden ötürü kendine 

eşdeğer özellikte hücreler üretebilme kapasitesine sahiptir. Ek olarak, bölünme sonucu 

oluşan transit (geçiş) hücreler ile ileri düzeyde farklılaşmış ve dokuya özgü erişkin 

karakterdeki hücrelere kaynak verirler. Kök hücreler, bu özellikleri ile organizmanın 

yaşamı boyunca hasar gören dokuları, ölen hücreleri telafi eder. Sonuç olarak kök hücreler 

kendi kopyalarını üretebilen ve çeşitli hücre tiplerine farklılaşabilen özel bir hücre 

grubudur. Sürekli olarak hücre yitimine maruz kalan deri ve bağırsak dokularında kök 

hücre aktivitesi ömür boyunca devam etmektedir. Buna karşın kalp, beyin ve pankreas 

dokularında var olan kök hücreler ihmal edilebilir düzeyde yenileyici işlev gösterir ve 

yalnızca özel koşullarda onarıma katkıda bulunurlar. 

Potens kavramı, kök hücrelerin farklılaşma gücünü belirten ve Türkçede köklük olarak 

anılan bir özelliktir. Potens derecesine göre multipotent, pluripotent, totipotent ve 

bi/unipotent olarak dört sınıfta incelenir. Totipotent kök hücreler, en yüksek farklılaşma 

kapasitesine sahiptir. Zigot hücresi, döllenmeyi takip eden dört gün süresince totipotent 

özellik gösterir. Totipotent hücreler organizmadaki bütün doku tiplerine farklılaşma ve 

bütün bir organizma oluşturma özelliğine sahiptir. Bölünerek sayıca artan hücreler, 

dördüncü günden itibaren artık pluripotent karakterdedir. Pluripotent hücreler bir 

organizmaya köken verme becerisinden yoksundur, buna karşın bütün doku tiplerine 

farklılaşabilirler. Morula evresindeki blastokistin iç hücre kitlesini oluşturan hücreler 

pluripotent niteliktedir. Gelişim süresince bölünerek sayıca artan hücreler, kısmen 

farklılaşarak potens kaybederler ve multipotent nitelik gösterirler. Multipotent kök hücre 

grubunun önemli üyelerinden birisi mezenkimal kök hücrelerdir. Mezenkimal kök 

hücreler, yağ dokusu, kalp ve kemik iliği dâhil, neredeyse vücuttaki tüm organlara 

farklılaşma özelliği gösterebilir. Embriyonun olgunlaşma sürecinde farklılaşma ve hücre 
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bölünmesinin ilerlemesi ile kök hücrelerin potensi azalır. Unipotent kök hücre olarak 

adlandırılan bu hücre tipi, asimetrik hücre bölünmesi sonucunda tek bir hücre tipine 

kaynak verir. Farklılaşma süreci ilerledikçe pluripotense ilişkin gen ifadesi azalır, öte 

yandan doku karakterini yansıtan gen ifadesinde artış görülür. 

Mezenkimal kök hücreler diğer adı ile mezenkimal stromal hücreler in karakteristik 

özellikleri arasında plastik yüzeye tutunma, kendi hücre popülasyonunu yenileyebilme 

özelliği bulunur. Mezenkimal kök hücreler adipoz doku, kemik ve kıkırdak dokuya 

dönüşme potansiyeline sahiptir. 1970’li yıllarda ilk olarak tanımlanan bu kök hücre grubu, 

literatürdeki çalışmalarda çoğunlukla kemik iliğinden izole edilse de, periferik kan, fötal 

karaciğer, kordon kanı, iskelet kası ve adipoz dokudan mezenkimal kök hücre izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir (1,2). 

Kök hücreler elde edildikleri kaynaklara ve farklılaşma potansiyellerine göre; 

erişkin/mezenkimal kök hücreler, embriyonik kök hücreler ve uyarılmış pluripotent kök 

hücreler olarak sınıflandırılmaktadır. Farklılaşma sürecinde ilerledikçe pluripotense ilişkin 

gen ifadesi azalır, buna karşın dokuya özgü protein ekspresyonunda artış görülür (bkz. 

Şekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. Farklılaşma/Soy potansiyeli açısından kök hücre tiplerinin hiyerarşisi (3,4).  
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Embriyonik kök hücreler vücuttaki tüm hücre tiplerine dönüşme kapasitesine sahip 

pluripotent kök hücrelerdir (5,6). Blastokist iç kitlesinden elde edilen embriyonik kök 

hücreler (7), kültür koşullarında belirli bir yoğunluğa ulaşmalarını takiben farklılaşarak 

kalp kası benzeri özellikler gösterebilir. Ancak oluşan kolonilerin tamamen tek bir hücre 

tipinden oluşmadığı, sinir, kemik ve kıkırdak hücresi benzeri hücreler de içerdiği 

gösterilmiştir. Bu sebeple tutarlı bir kardiyak farklılaşmanın gerçekleşmesi ve olgun 

karakterli kardiyomiyojenik farklılaşma sağlanması için biyokimyasal uyarım gereklidir. 

Uyarılmış pluripotent kök hücreler, normal koşullarda doğada bulunmayan bir hücre 

tipidir. Bu hücreler, ileri derecede farklılaşmış somatik hücrelerin, embriyonik 

transkripsiyon faktörlerine ait gen dizileri kullanılarak “geriye programlanması” sonucu 

elde edilir. Bu hücreler pluripotens özelliği gösterirler ve embriyonik kök hücrelerden 

farklı özellikleri vardır. Yamanaka ve arkadaşları yaptıkları araştırmada c-Myc, Klf4, 

Oct3/4 ve Sox2 genlerini viral vektörler aracılığı ile dermal fibroblast hücrelerine aktararak 

pluripotens kazandırmıştır (8). Uyarılmış pluripotent hücreler, ilaç taraması, toksisite 

çalışmaları ve hastalık/farmakodinami modelleme araştırmalarında kullanılmaktadır. İnsan 

hücreleri ile uygulama yapılmasını sağladığından hayvan modellerine kıyasla önemli bir 

avantaj sağlamaktadır. Viral vektörlerin kullanımından ötürü oluşan güvenlik kaygıları çok 

az sayıda klinik çalışma gerçekleştirilmesine yol açmıştır. 

2.2. DOKU MÜHENDİSLİĞİ YAKLAŞIMI 

Doku mühendisliği, biyomalzeme alanından köken alan bir yaklaşım olup, amacı, iskele 

yapıları, hücre ve biyoaktif moleküllerin bir araya getirilerek yapay olarak fonksiyonel 

doku ve organlar geliştirilmesidir. Bu yolla, nihai olarak hastalıklı dokuların iyileştirilmesi, 

restore edilmesi, tekrar işlev göstermesi amaçlanarak iş gücü kaybının, kalıcı sakatlıkların 

ve organ nakli ihtiyacının önüne geçilmesi amaçlanmaktadır. 

Doku mühendisliği alanı, onarımsal tıp yaklaşımlarının bir koludur, iyileşmenin 

sağlanması için vücudun kendi sistemlerini aktive ederek yeni hücre bölünmesi ve doku 

sentezlenmesini sağlamaktadır. Bu amaçla doku tipine ve beklenen işleve göre tamamen 

sentetik biyouyumlu malzemeler kullanılabileceği gibi, biyolojik kökenli malzemeler de 

kullanılabilir. Farklı doku tiplerinden hücrelerin, zenojenik, homolog ya da otolog kaynaklı 

yapılar içinde çoğalarak, normal fizyolojik aktivite göstermesi, hücredışı bileşenleri ve 
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büyüme faktörlerini sentezleyerek ortama salmaları ve hücrelerin bunun yanında dokuya 

özgü metabolik işlevleri gerçekleştirmeleri için uyumlu niş ve yüzeyler oluşturulması 

amaçlanmaktadır. Bu amaçla dokuların normal gelişim süreçleri içinde morfogenez 

mekanizmalarının bilinmesi gereklidir. Kullanılan diğer önemli nokta ise normal yara 

iyileşme mekanizmalarının dokuya özgü nitelikleridir. Yara iyileşme süreçlerinin doku 

mühendisliği için kritik önemi olduğundan, iyileşmenin kontrol edilebilmesi amacı ile 

anjiogenez olayının kontrol edilmesi bir diğer önemli araştırma alanıdır (9). 

Doku mühendisliğinin bazı yaklaşımları malzemelerin rehber ya da kalıp olarak 

kullanılması ile konak dokuların bu yapı içine doğru gelişmesinin tetiklenmesini amaçlar. 

Bu biçimde organ içerisinde cerrahi müdahale ya da hastalık sonucunda oluşan estetik ve 

işlevsel açıdan sorun teşkil eden boşlukların doldurulması sağlanır. Diğer bir yaklaşımda 

mühendislik teknikleri ile oluşturulan yapı implante edilmeden önce, dokuya özgü 

hücrelerle ya da progenitör hücrelerle desteklenmektedir. Bu yaklaşımda amaç rasyonel 

tasarım yöntemleri ile canlı bir doku tasarlamaktır. 

Yapay dokuların sentezlenmesinde en önemli araçlardan olan hücrelerin elde edilmesi, 

istenen karakteristik özellikleri göstermesi ve muhafaza etmesi her hastaya kolaylıkla 

uyum sağlayacak standardize tedavi yöntemlerinin geliştirilmesinde önemli bir sorun ve 

araştırma sorusu olmayı sürdürmektedir. Bu konuda nihai gereklilik, her an uygulama için 

hazır olarak üretilebilen, her insan için immünolojik olarak uygun hücrelerin doku 

bankalarında muhafaza edilerek üretilmesidir. Evrensel olarak uyum gösteren hücrelerin 

ilk aşamalarda embiyonik kök hücrelerin ya da bunlardan farklılaştırılan hücrelerin 

hastalara nakli denenmiştir. Alınan olumsuz sonuçlar ışığında onarımsal tedavi alanı daha 

güvenli alternatiflerin arayışına girmiş ve de erişkin kök hücre ve progenitörlerin otolog 

olarak izole edilip uygun yöntemlerle (enjeksiyon ya da doku mühendisliği araçları ile) 

hastalara implante edilmesi yoluna gidilmiştir. 

Uyarılmış pluripotent kök hücre (uPKH) teknolojisi erişkin dokularından elde edilmiş ileri 

düzeyde farklılaşmış somatik hücrelerin transkripsiyonel olarak yeniden programlanma ile 

pluripotent hale getirilmesi esasına dayanır. İlaç geliştirme süreçlerinde dokuya özgü 

modellerin oluşturulmasını sağladığından çok önemli kullanıma alanları mevcut olsa da, 

uPKH hücreleri transkripsiyon faktörlerinin ulaştırılmasında kullanılan viral vektörlerin 
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lizojenik varlığı, çeşitli kromozal anomali ve instabiliteye sahip olması (10), bu hücrelerin 

klinik olarak kullanımını kısıtlamaktadır. 2012 yılında Tıp alanında Nobel ödülüne layık 

görülen Gurdon ve Yamanaka’nın çalışmaları (8), hastalıkların anlaşılması ve tedavi 

geliştirilmesi ile ilgili önemli bilimsel ilerlemelere sebep olmuştur. Buna karşın halen 

klinik uygulama aşamasında olan veya klinik deneme aşamasında bulunan uPKH 

çalışmalarının sayısı bir elin parmaklarını geçmezken, ikinci ya da üçüncü fazda klinik 

çalışma ise bulunmamaktadır. Embriyonik kök hücre ve indüklenmiş pluripotent hücrelerle 

güvenlik ile sorunlar aşılana kadar insan erişkin kök hücreleri ile otolog tedavi seçenekleri 

halen önem taşımaktadır. Kök hücre temelli yaklaşımların büyük çoğunluğu otolog 

kaynaklı progenitör ve kök hücrelerin kullanıldığı denemeleri içermektedir. 

2.2.1. Kök Hücre Temelli yaklaşımlar 

Kök hücre temelli yaklaşımlar, ilaç geliştirme, doğrudan enjeksiyon ve biyomalzeme 

destekli onarımsal yaklaşımlar gibi bir çok farklı alanı barındıran geniş bir çatı kavramdır. 

Bu tez çalışmasında temel amaç yüksek miktarda ve stabil karakterli hücre gruplarının 

eldesi olduğundan, her üç yaklaşıma da fayda sağlanması amaçlanmıştır. 

2.2.1.1. İlaç Geliştirme Süreçlerinde Kök Hücre Kullanımı  

Günümüzde standart yaklaşım olarak çeşitli farmakolojik ve cerrahi tedavi yöntemleri ile 

miyokard rejenerasyonun kısmen arttırılması ve kalp yetmezliği belirtilerinin bir ölçüde 

hafifletilmesi amaçlanmaktadır. Farmakolojik olarak ß-blokerler, ACE inhibitörleri ve 

benzer ilaçların kullanımı ile hasarlı kalp üzerindeki stres azaltılarak kalp yetmezliğinin 

ilerlemesi yavaşlatılabilmekte, ancak kalp tamamen iyileştirilememektedir. Farmakolojik 

yaklaşımlar ile onarımın değil, sürecin idamesi ve organ işlevinin daha fazla bozulmadan 

devam ettirilmesi mümkün olmaktadır. Yani, tedaviler semptomatik nitelikte olup, bazı 

hastalık grupları için kullanılan ilaçlar belirtilerin %50-70’ini giderebilmektedir (11). Bu 

durum onarımsal tedavilerin geliştirilmesinin gerekliliğini göstermektedir. Öte yandan, 

konvansiyonel tedavilerin başarısının arttırılması halen önemli araştırma hedeflerinin 

başında gelmektedir. Hastaların büyük çoğunluğu ömür boyu ilaç kullanmak durumunda 

olduğundan, yan etki profili düşük olan yeni ilaç moleküllerinin geliştirilmesi, tedavi 

başarısının artırılması ve sağlık harcamalarının azaltılması açısından büyük önem taşır 

(12).  
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İlaç geliştirme çalışmaları, ortalama 10 yıl süren çok yüksek maliyetli süreçlerdir. Son 

dönemlerde insan hücre hatları kullanılarak mutajenite ve tumörojenite açısından 

farmakodinamik, farmakokinetik etkiler incelenmekte ve aday moleküller toksisite 

açısından araştırılmaktadır. İnsan denek kullanılmadan insan metabolizması ile ilgili 

karmaşık bulgulara ulaşılması ve çalışma maliyetinin düşük olması, insan hücre hatlarının 

ilaç geliştirme sürecinde kullanılmasının en önemli avantajlarındandır. 

Kardiyomiyositlerin laboratuvar koşullarında üretilmesi ile kalp hastalıkları için yeni 

tedavilerin geliştirilmesi, kalp gelişiminin çalışılması, kanser gibi (13) farklı hastalıkların 

tedavisinde kullanılmak üzere ilaç moleküllerinin kardiyotoksisitesinin incelenmesi için 

gereklidir. İnsan kardiyomiyosit kültürleri, insandan çok farklı metabolizmaya sahip deney 

hayvanlarında yapılan laboratuvar çalışmalarına kuvvetli bir alternatif olarak ortaya 

çıkmıştır. Kardiyomiyositler, ilaç moleküllerinin yan etkilerine, çeşitli moleküllerin ortaya 

çıkarabileceği toksik etkilere karşı hassastır. Buna ek olarak doğuştan gelen genetik ve 

epigenetik özelliklere göre farklı bireylerin çeşitli gen-temelli veya konvansiyonel ilaç 

moleküllerine karşı farklı metabolik tepkiler verebileceği bilinmektedir. İnsan kalbindeki 

belirli bir hastalığın laboratuvar koşullarında düşük maliyetle çalışılabilmesini 

sağlayacağından “tüpte kalp” uygulamaları, temel tıp araştırmalarında, farmakoloji ve 

biyoteknoloji alanlarında önem taşımaktadır. Kardiyomiyositlerin yüksek verimde ve 

standartlarda in-vitro üretimi, kişiye özgü tedavi seçeneklerinin oluşturulabilmesinin önünü 

açma potansiyeline sahiptir (14). 

İlaç geliştirme sürecinde hayvan modellerinin kullanılması ile ilaç adayı moleküllerin 

piyasaya sürülme ve ileri geliştirme basamaklarında hayati tehlike yaratan başarısızlıklara 

yol açılması mümkündür. Bunun sebebi, insan ile en yaygın olarak tercih edilen model 

canlı fare arasında, kardiyak fizyoloji açısından uçurum niteliğindeki farklılıklardır (15). 

Yakın zamanlarda, kalbe yönelik toksik etkileri, ani kardiyak ölüm, kalp üzerinde aritmik 

ve apoptotik etkileri sebebi ile piyasadan çekilen kilo kaybı (sibutramin), ağrı kesici 

(propoksifen) ve anti-enflamatuvar (rofekoksib) ilaç molekülleri, ilaç geliştirme sürecinde 

insan kardiyomiyosit hücre hatları yerine, model organizmanın veya sıkça yapıldığı gibi 

insan embriyonik böbrek hücrelerinin kullanılmasının sakıncalarını göstermektedir (13). 

Bir ilaç molekülünün geliştirme sürecinde yapılan harcamaların ortalama olarak 1,5 milyar 
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ABD doları düzeyinde olması, geliştirilen bir ilacın uygun platformda değerlendirilmesinin 

gerekliliğine işaret etmektedir (16,17).  

2.2.1.2. Adipoz Kök Hücreler ve Kullanım Alanları  

Adipoz doku yapısında adipositler ve gevşek bağ doku bulundurur. Yağ dokusu, 

adipositlere ek olarak, stromal vasküler fraksiyonda bulunan öncül-adiposit, fibroblast, 

vasküler endotelyal hücreler ve çeşitli bağışıklık sistem hücrelerinden meydana gelir. 

Adipoz dokunun temel işlevi vücutta yağın üretilmesi ve depolanması olup, yağ deposunun 

metabolik enerji deposu olarak çalışmasının yanı sıra fiziksel destek ve yalıtım özelliği ile 

vücut sıcaklığı düzenleme özelliği de bulunmaktadır. Yüksek düzeyde hormonal aktivite 

gösteren bir doku olduğundan aynı zamanda başlıca endokrin organlar arasında kabul 

edilmektedir (18). 

Adipoz kök hücreler (eski tanımlamaya göre adipoz mezenkimal kök hücreler), 1960’lı 

yıllarda ilk olarak Martin Rodbell ve ekibi tarafından öncül adiposit hücreler ismi ile 

tanımlanmıştır (19). İnsan yağ dokusunda çoğalma özelliği olan, farklı doku hatlarına 

farklılaşma özelliği gösteren bir hücre grubunun bulunduğu ilk olarak tanımlanmıştır. 

Adipoz kaynaklı kök/stromal hücreler (Adipose Stromal/Stem Cell, kısaltması), kavramsal 

gelişim döneminde AdMSC, AdSC olarak farklı isimlerle tanımlanmıştır. 2004 yılında 

Uluslararası Adipoz Tedavi Gereçleri ve Bilim Federasyonu (International Federation of 

Adipose Therapeutics and Science), farklı disiplinlerde çalışan araştırma grupları 

arasındaki iletişimin sorunsuzca sağlanabilmesi için, “adipoz kök hücre” adının 

kullanılması kararlaştırmıştır. AKH’ler, kahverengi ve beyaz yağ dokusunda bulunan bir 

mezenkimal stromal hücre tipidir. Benzer farklılaşma kapasitesine sahip diğer mezenkimal 

kök hücre tipleri arasında plasenta, göbek kordonu kanı, göbek kordonu perivasküler, 

göbek kordonu kaynaklı Wharton Jeli, dental pulpa, amniyon sıvısı, sinoviyal zar ve anne 

sütü kaynaklı hücreler sunulabilir. Göbek bağı, kemik iliği ve yağ doku kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerin taşıdığı yüzey belirteçleri çizelge 2.1’de yer almaktadır. 

Bu hücre grubunun izolasyonu vücutta yağın bulunduğu, anatomik olarak uygun olan 

karın, meme, bacak ve kalça konumlarından liposuction yöntemi ya da cerrahi kesi 

yöntemleri ile yapılabilir. Yağ dokusu eksplantlarının uygun tampon ve besiyeri çözeltileri 

içinde mekanik ve enzimatik olarak parçalanması sonrasında gerçekleştirilen bir dizi 



9 

 

santrifüjleme basamağı sonunda ayırt edilen stromal vasküler fraksiyon (yağ dokunun 

dolaşımla beslenmesini sağlayan vasküler ağın destek hücreleri) içinden elde edilmektedir. 

Stromal vasküler fraksiyon deri altı yağ katmanından elde edilen parça biyopsi ya da 

lipoaspirat örneklerinden izolasyon ile elde edilir. Çeşitli gruplar tarafından uygulanan 

izolasyon yöntemleri, farklılıklar içermekle beraber, yıkama, enzimatik yıkım, mekanik 

parçalama ve sentrifüj aşamalarından oluşur. SVF hücrelerinin ayrıştırılması temel işleyiş 

ilkesi olarak ortak aşamalar içerir. Ayrıştırma basamaklarının sonrasında hücreler, 

dondurarak saklama (kriyopreservasyon) ile korunabilir ya da kültür koşullarında çoğaltılıp 

karakterize edilerek AKH kültürü olarak kullanılabilir (20).  

Vücutta yağ doku, fizyolojik ve morfolojik farklılıklar itibarı ile alt gruplara ayrılır. 

Kahverengi yağ hücreleri uncoupling protein-1 (UCP1) ifadeleyen mitokondri açısından 

zengindir. Yağ çok sayıda damla şeklinde sitozole dağıldığından ve yüksek sayıda 

mitokondri içerdiğinden kahverengi görünür. UCP1 aktivitesi sonucu mitokondride 

elektrokimyasal gradyan oluşması engellenerek, ATP sentezi yerine ısı açığa çıkması 

sağlanır. Açığa çıkan metabolik ısı, dolaşım yolu ile vücuda dağıtılarak vücut sıcaklığının 

düzenlenmesinde kullanılır (21). Erişkin insanda kahverengi yağ dokusu miktarı, sarı yağ 

dokusuna kıyasla azdır. Soğuk iklimlerde yaşayan veya hibernasyon (kış uykusu) özelliği 

gösteren memelilerde vücut yağ kütlesinin önemli bir kısmını oluşturur. 

Laboratuvar koşullarında kullanılan izolasyon yöntemlerinin yanı sıra enzimatik olmayan 

ayrıştırma yöntemini tercih eden yaklaşımlar vardır. Klinik uygulamalar için GMP (Good 

Manufacturing Practices; İyi Üretim Uygulamaları) temelli yöntemler uygulanmaktadır, 

kollajenaz preparatları için GMP uyumlu seçenekler vardır. Enzimatik olmayan yöntemler 

“İyi Laboratuvar Uygulamaları” açısından insan veya hayvan kaynaklı olmaları sebebi ile 

rekombinant enzim ve stabilizör protein kullanımın getireceği istenmeyen etkilerin 

gelişmesini önler. Elde edilecek hücrelerin kullanım amacına göre enzimatik ayrıştırma 

basamağı içeren ve içermeyen hücre izolasyonu yöntemleri tercih edilebilir. Enzimatik 

olmayan yöntemler, yağ dokudan stromal fraksiyon eldesinin otomatizasyonuna olanak 

sağlar. Enzimatik yıkım aracı olarak kullanılan dispaz, tripsin ve kollajenaz. Bu enzimler 

proteolitik aktivite ile hücrelerarası yapıların, yüzey reseptörlerinin veya belirteçlerinin 

yıkımına sebep olur. Nonenzimatik izolasyon yöntemleri arasında kesme gerilimi (shear 

stress), basınç ve sentrifügasyon gibi fiziksel etkiler uygulayan yaklaşımlar vardır (22). Bu 
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yöntemlere ek olarak önerilen akım-sitometrisi esaslı adipoz kök hücre saflaştırması 

yöntemleri, verim açısından enzim içeren yönteme yakın sonuçlar verdiği gösterilmiştir 

(23). 

Yağ dokusu, memeli canlıların ömrü boyunca yüksek plastisite gösterir. İçerdiği rejeneratif 

prekürsörler ile çoğalma ve rejenerasyon kapasitesi sürekli olarak üst düzeydedir. Yağ 

doku stromasında bulunan bu hücre grubu, izolasyon yöntemleri ile dokunun geri 

kalanından ayrıştırılabilir. Adipoz kök hücreler, yağ doku aspiratlarının stroma vasküler 

fraksiyonu olarak tanımlanan kısmından elde edilebilir. Bu hücre fraksiyonu heterojen bir 

yapıdadır ve normal yağ doku fizyolojisinde, yağ dokuyu ve yağ doku içerisindeki 

vasküler yapıları içerir. Adipoz kök hücrelerin saflaştırılması kemik iliği mezenkimal kök 

hücrelerinin saflaştırılmasına kıyasla önemli avantajlar içerir. Örneğin kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerin elde edilebilecek aspiratın miktarı kısıtlıdır. Benzer biçimde 

aspirat ve doku parçalarının elde edilmesi, vücuttan alınan dokunun kemik iliğine kıyasla 

hayati öneminin az olması, diğer doku tiplerine göre erişim kolaylığı, ameliyatın invazivlik 

düzeyi (girişimin zararlılık niteliği) bakımından daha güvenlidir. Doku kaybının herhangi 

bir işlev kaybı yaratmaması ve düşük hayati risk taşıması, lipoaspirasyonla elde edilen 

adipoz kök hücre yönteminin önemli bir avantajdır. Kemik iliği (Kİ-MKH), kordon kanı 

(GK-MKH), adipoz (AKH) kaynaklı kök hücrelere ilişkin yüzey belirteçlerine 

Çizelge2.1’de yer verilmiştir (24). 

 

Çizelge 2.1. Farklı kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin taşıdıkları yüzey belirteçleri. 

Yüzey 

Belirteçleri 

Kİ-MKH GK-MKH AKH 

CD10 + + + 

CD13 + + + 

CD29 + + + 

CD44 + + + 

CD49 + + + 

CD73 + + + 
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Çizelge 2.1. (devam) 

Yüzey 

Belirteçleri 

Kİ-MKH GK-MKH AKH 

CD90 + + + 

CD105 + + + 

MHC Sınıf I + + + 

SSEA-4 + + + 

CD14 - - - 

CD31 - - - 

CD45 - - - 

CD56 - - - 

CD144 - - - 

MHC Sınıf II - - - 

CD9   + 

CD22 +   

CD34   + 

CD51 +   

CD54 +  + 

CD55   + 

CD59   + 

CD64a +   

CD71 +  + 

CD106 + +  

CD133 +   

CD140b +   

CD146 +   
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Çizelge 2.1. (devam) 

Yüzey 

Belirteçleri 

Kİ-MKH GK-MKH AKH 

CD166 +   

CD271 +   

CD340 +   

CD349 +   

ESG1  +  

GD2 Sentaz + +  

LIFr  +  

SCF  +  

SSEA-1 +   

Stro 1 +   

Telomeraz  +  

Tra-1-60  +  

 

AKH’ler karın, bacak ve meme çevresinden yağ aldırma işlemleri sırasında 100 mL ila 3 L 

arasında elde edilen atık lipoaspirat örneklerinin yüksek miktarlarda izole edilebilir. Kemik 

iliği aspiratlarına kıyasla, hücre sayısı açısından 5 kat yüksek konsantrasyonda mezenkimal 

hücre eldesi mümkündür. Bu hücre tipi, belirlenen indüksiyon koşulları altında her üç 

embriyonal gelişim tabakasına (endoderm, mezoderm, ektoderm) ait dokuların erişkin 

hücrelerine farklılaşabilme kapasitesine sahiptir (25). Kemik, yağ, kıkırdak, kas, endotel, 

nöron, deri ve karaciğer hücrelerine başarılı biçimde farklılaştırıldıklarına dair kanıtlar 

mevcuttur. 

Adipoz dokudan elde edilen SVF hücreleri ve spesifik olarak AKH’ler endotel hücresine 

ve kardiyomiyositlere dönüşme potansiyeli bulundurmanın yanı sıra, anjiogenik faktörlerin 

salımı gibi (vasküler endotelyal büyüme faktörü, VEGF), yeni kan damarı oluşumunu 
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tetikleyici işlevler gösterirler. Çeşitli humoral faktörler, kimyasal tetikleyiciler ve fiziksel 

kültür koşulları SVF hücrelerinin kardiyak ve vasküler farklılaşma göstermesini tetikler 

(bkz. Çizelge 2.3). Bunun yanı sıra asılı kültürlerde spontan olarak organize olan 

AKH’lerin kontraktilite (kasılım) aktivitesi olan kardiyak benzeri hücrelere farklılaşma 

göstermeleri, bu hücre tipinin hedef dokuya fenotipik olarak yakınlığına dair fikir 

vermektedir. Yarı katı metilselüloz ortamında kültürü yapılan AKH’ler endotelyal 

progenitör benzeri hücrelere farklılaşarak tüp benzeri yapılar oluşturur (26). Bu yapıyı 

oluşturan hücreler, endotel-spesifik CD 31 ve von Willebrand Faktörü (vWF) ifadelemesi 

gösterdiği rapor edilmiştir. İnsan AKH kullanılan fare in vivo bacak iskemisi modellerinde 

anjiografik skorlama ve deri altı kan dolaşımı açısından belirgin iyileşme gözlenmiştir. 

Metilselüloz ortamında sürdürülen AKH kültüründeki hücrelerin oluşturdukları kontraktil 

öbekleri oluşturan hücreler NKX2-5, GATA4 ve MEF2c gibi önemli kalbe özgü 

transkripsiyon faktörlerinin yanında MLC-2v, cTnt ve sarkomerik alfa aktinin gibi kasılma 

aparatının komponentlerini teşkil eden yapısal proteinleri ifadeler. Konneksin-43 ve çeşitli 

kalp progenitörlerine özgü yüzey belirteçleri taşırlar ve “pacemaker aktivitesi” 

gösterebilirler. 

AKH’ler kemik iliği kaynaklı mezenkimal hücrelere kıyasla daha yüksek bağışıklık 

modülatör özelliğe sahiptir (27,28). Bu sayede konak organizma tarafından 

oluşturulabilecek graft versus host (29)
 
veya şiddetli alerjik reaksiyon (30) gibi olumsuz 

yanıtların oluşmasını engelleyerek, rejeneratif tedavi açısından avantajlar sağlayabilirler. 

Ek olarak anti-enflamatuvar (31) ve antioksidan (32) özelliği sayesinde hücre veya doku 

iskeleti naklinin yapıldığı bölgede olumsuz yöndeki doku modellemesinin önüne geçebilir 

ve bölgesel iyileşmeyi hızlandırabilir. Özellikle uzun süreli kültürlerde hücreler antijenik 

açıdan homojen bir grup haline gelir ve bağışıklık tetikleyici özellikleri azalır (33). Greft 

bölgesinde anjiogenez (34,35)
 
tetikleyerek greftin başarılı bir biçimde tutunmasını etkiler. 

Kalp hastalıklarının tedavisinde birçok önemli klinik çalışmaya konu olmuşlardır (36-40). 

Ek olarak bir diğer alt tip olan muse hücreleri ile embriyonik kök hücrelerin kıyaslandığı 

bir çalışmada, adipoz kaynaklı kök hücrelerin, embriyonik kök hücrelerden farklı olarak 

teratom oluşturmayarak doku rejenerasyonuna katkıda bulunduğu saptanmıştır (24,41). 
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2.2.1.3. Sınıflandırma ve Kullanım Alanları  

Adipoz kök hücrelerle yapılan ve tanımlayıcı basamaklar içeren başlıca çalışmalar Patricia 

Zuk ve ekibi tarafından 2013 yılında hazırlanan bir derlemede karşılaştırılmıştır. Çizelge 

2.2’de yüzey belirteçleri açısından literatürdeki bu çalışmaları ifade ettikleri ve etmedikleri 

ortak belirteçlere göre sınıflandırılmıştır (19). 

 

Çizelge 2.2. Adipoz kök hücrelerin yüzey belirteçleri. 

 Pozitif Belirteçler Negatif Belirteçler 

Önerilen ortak fenotip CD13, CD29, CD34, CD44, 

CD49d, CD54, CD90, CD140a, 

HLA-ABC, CD105, CD140b, 

CD146, CD166, SMA, HLA-

DR 

CD11a, CD11b, CD11c, 

CD14, CD31, CD45, 

CD106, CD144 

Tartışmalı AKH belirteçleri CD105, CD140b, CD146, 

CD166, SMA, HLA-DR 

 

Stromal hücre belirteçleri CD29, CD44, CD73, CD90, 

CD166 

 

Hematopoietik belirteçler CD31, CD34, CD45, ABCG2  

Perisit belirteçleri CD146, Stro-1, 3G5  

 

2.2.1.4. AKH’lerin Kardiyomiyosite Farklılaşması 

AKH’lerin kardiyomiyositlere farklılaştırılmasının farklılaşmamış hücre enjeksiyonu ile 

kıyaslandığı kardiyak infarkt modelinde, iki grup arasında anlamlı fark bulunmadığı 

saptanmıştır (42). 
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Çok sayıda çalışmada farklı konsantrasyonlarda ve inkübasyon sürelerinde kimyasal 

bileşikler kullanılarak kardiyomiyosit yönünde farklılaşma sağlanmıştır. Mezenkimal 

multipotent stromal hücrelerin kardiyojenik farklılaşma tetikleyicileri arasında 5-azasitidin, 

askorbik asit, BMP, spontan farklılaşma, ikariin, nitrik oksit, kardiyomiyosit ko-kültürü 

gibi farklı teknikler denenmiş ve anlamlı sonuçlar elde edilmiştir (43-47). Farklılaşma 

sürecinin takip edilebilmesi için çeşitli ayırt edici işlevsel belirteçlerin varlığı, protein ve 

gen ifadesi düzeyinde takip edilmiştir. Adipoz kök hücrelerin kardiyomiyosite 

farklılaşmasının incelendiği yayınlar Çizelge 2.3’te toplanmıştır. 5-Azasitidin (5-Aza) 

molekülü, DNA ve RNA yapısındaki bir nükleozid olan sitidin analoğudur. Düşük 

dozlarda uygulandığında DNA metiltransferaz inhibitörü olarak işlev gösterir.  5-

Azasitidin, DNA hipermetilasyonu ile meydana gelen gen susturumunu engelleyerek 

kardiyak gen ifadesinin tetiklenmesine yol açtığı ve farklılaşmayı başlattığı ifade 

edilmektedir (48,49). Çizelge 2.3’te derlenen 5-Azasitidin molekülünün kardiyak yönde 

farklılaşma amacıyla uygulandığı araştırma makalelerinde elde edilen farklılaşma 

protokollerinin sonuçları önemli yanlarıyla sunulmaktadır.  
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Çizelge 2.3. Adipoz kök hücrelerin kardiyomiyosite farklılaşmasında uygulanan yöntemler. 

Kaynak Bileşik Erken dönem Geç dönem Yüzde-sonuç 

Gaustad, 2004 Kardiyomiyosit ekstraktı  α-aktinin, desmin, kardiyak 

troponin I, konneksin-43, lamin A 

%20-30 

Planat-Benard, 2004 5-aza-2-deoksisitidin  NKX2-5, GATA4 ve 

MEF2C, β-MHC 

Pacemaker aktivitesi 

MLC-2v, MLC-2a ve ANP 

%0,02-%0,07 kontraktilite, miyotüp 

oluşumu 

Palpant, 2007 Fare AKH 

İndüksiyon,Wnt5a, 

Dickkopf1, Wnt3a  

 Tropomiyozin, α-sarkomerik aktin, 

kardiyak Troponin T ve Troponin I 

Anlamlı düzeyde farklılaşma. Doza 

bağlı atım gösteren koloniler. %12,3 ve 

%14,6 ± 0,3 vs. 4,5 ± 1,5; P < 0,01, 

Song, 2007 Spontan, VEGF NKX2-5, GATA4,  α-

MHC, 

cTn-I %0,005 - %0,07 

Van Dijk, 2008 5-aza-2-deoksisitidin, laminin 

kaplama 

 Alfa-aktinin, Mlc2a, Serca2a %61 

Arminan, 2009 -- GATA4, NKX2-5 TnI; β-MHC, ANP, alfa-aktinin. Anlamlı düzeyde farklılaşma 

Gwak, 2009 TGF-β1  MHC, α-sarkomerik 

aktin 

 %17 



17 

 

Çizelge 2.3. (devam) 

Kaynak Bileşik Erken dönem Geç dönem Yüzde-sonuç 

Rebelatto, 2009 Nitrik oksit   Fötal alfa-kardiyak aktin, kardiyak 

troponin T ve konneksin-43, 

VMHC, alfa sarkomerik aktinin 

%20 

Sliwa, 2009 SCF içeren bazal H4230 besi 

ortamı, 10 ng/ml IL-6, 10 

ng/ml IL-3 

GATA4 MEF 2C, MyoD 

 

 

Zhu, 2009 Kardiyomiyositler ile kokültür 

1:5 ve IGF-1 

ANP, GATA4 Nkx2-5 α-skA, b-MHC, TnI, Cx43, Kasılma yok 

%20-40 

Choi, 2010 5-aza, TRA, kardiyomiyosit 

ile ko-kültür  

GATA4 ve Nkx2-5, ve 

kontraktil proteinler 

α-aktinin, Troponin I 

ve cMHC 

%27,2 kasılma var 

Jin, 2010 İkarin, İkarin + PD98059  NKX2-5, GATA4, 

MLC-2v 

Alfa-aktinin ve cTnT %21,46 

Jumabay, 2010 BMP4, Noggin, 

BMP-inhibitörü, Dkk-1, a 

Wnt-inhibitörü veya non-

canonical Wnt5a 

NKX2-5 Troponin I %10-15 

Kasılma var 
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Çizelge 2.3. (devam) 

Kaynak Bileşik Erken dönem Geç dönem Yüzde-sonuç 

Peran, 2010 İnsan kalp dokusundan elde 

edilen kardiyomiyosit hücre 

içi materyali 

 Konneksin-43, 

sarkomerik α-aktinin, kardiyak 

troponin I ve T ve dezmin) 

Gen düzeyinde: kardiyak miyozin 

hafif zincir 1, alfa-kardiyak aktin, 

kardiyak troponin T ve kardiyak, b 

-miyozin 

%12-15 

Metzele, 2011 Kardiyomiyositler ile iAKH 

füzyonu 

Ki67 troponin I, troponin T, MHC, 

TNNT2 

%19,86 ± 4,84 füzyon, tamamı 

kontraktil 

Choi, 2010 Trikostatin A ve 5-Aza  NKX2-5 Sarkomerik aktin 

kardiyak MHC, α-aktin, Troponin I 

ve Cx-43 

%27,2 

kontraktilite 

Chang, 2012 Forbol miristat asetat  cTnT, MLC ve 

MHC, Cx 43 

 Preklinik uygulamada kullanılmıştır, 

yüzde bilgisine yayında yer 

verilmemiştir. 

Yeh, 2012 5-Azasitidin varlığında 

kitosan membran yüzeyinde 

fiziksel stimülasyon 

Wnt11, GATA4, 

NKX2-5, Tnnt2 ve 

Myh6 

N-cadherin, Zo-1 Anlamlı düzeyde farklılaşma 



19 

 

Çizelge 2.3. (devam) 

Kaynak Bileşik Erken dönem Geç dönem Yüzde-sonuç 

Madonna, 2013 Myocardin A transfeksiyonu Oct-4, 

GATA4, Nkx2-5, 

MLC2v, Mef2c, DTEF 

ve McA 

 Anlamlı düzeyde farklılaşma 

Peran, 2013 İnsan post mortem kardiyak 

hücre ekstraktı 

GATA4 veya Mef2-c Kardiyak a-aktin ve kardiyak 

troponin I, T, dezmin 

%50-60 troponin boyaması 

Song, 2013 Angiotensin II, azasitidin ve 

angiotensin II + bFGF 

 myosin heavy chain, troponin I ve 

Cx43 

%21 ve %18 

Zanetti, 2013 ATP2A2, GJA1 

ve NPPA transfeksiyonu 

Myh7, beta MHC, 

GATA4, MEF2C 

 %0,007, %0,009 

ve %0,004 

Girao-Silva, 2013 Kısa süreli çok eksenli 

esnetme  

 Alfa-sarkomerik aktin, troponin I Farklılaşma yok 

Khaleghi, 2014 BMP4  NKX2-5, TBX5, 

GATA4 

Kardiyak troponin, alfa aktinin, 

dezmin, BMP4, β-MHC, α-MHC, 

MLC2A ve MLC2V  

%53,6 troponin ifadesi 
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Çizelge 2.3. (devam) 

Kaynak Bileşik Erken dönem Geç dönem Yüzde-sonuç 

Naeem, 2014 

(konferans sunumu) 

Zebularin ----- ----- Anlamlı düzeyde farklılaşma 

Pavesi, 2014 Elektriksel uyarım  Cx 43 Anlamlı düzeyde farklılaşma 
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AKH yüksek verimlilikle kardiyomiyosit benzeri hücrelere farklılaşması birçok farklı 

bilimsel ve tıbbi kullanım alanları açısından önem taşımaktadır. Kullanılan farklılaştırıcı 

ajanlar, takip edilen değişkenler ve başarı düzeyleri yer almaktadır. Adipoz kök hücrelerin 

kalp dokusu hücrelerine farklılaşması konusunda önemli bir potansiyele sahip olması ile 

beraber, bu farklılaşmayı standardize biçimde ve işlevde iyileşme sağlayabilecek ya da ilaç 

maddesi geliştirme çalışmalarında kullanılabilecek güvenilir model sistemlerin 

geliştirilmesini amaçlayan çalışmalara gereksinim bulunmaktadır. Çizelge 2.3’te AKH’ler 

üzerinde kardiyomiyosit yönünde farklılaşmanın incelendiği çalışmalar özetlenmiştir 

(46,50-69). Klinik uygulamalar söz konusu olduğunda miyokardiyal enfarktüs sonrasında 

kalbin fonksiyonel iyileşmesini amaçlayan hücre temelli rejeneratif yaklaşımlar önemlidir. 

Bu tedavide amaçlanan otolog yolla elde edilen kök ve öncül hücrelerin miyokard içine 

enjekte edilerek parakrin etki ile ve kardiyomiyosite farklılaşma ile rejenerasyonu 

tetiklemesidir. Adipoz kök hücrelerin kendiliğinden kardiyomiyositlere farklılaşabilmesi 

(55,64), AKH’lerden elde edilen kardiyomiyositlerin kontraktil (kasılgan) özellik 

göstermesi, yüksek miktarlarda hücrenin kemik iliğine kıyasla daha kolay ve daha az 

“invaziv” biçimde elde edilebilmesi hücresel tedavide AKH kullanımı açısından avantajlar 

bulunduğunu gösterebilir. Bir başka önemli potansiyel kullanım alanı, ilaç geliştirme ve 

insan kardiyovasküler hastalıklarının laboratuvar koşullarında incelenmesi amacı ile kültür 

yapılmasıdır. Aday ilaç moleküllerinin hedef dokuya özgü koşullar içinde 

değerlendirilmesi, hayvan modellerinden sonraki ileri bir aşama olarak kullanılabilir ve 

metabolik koşullar veya gen ifadelenmesi değiştirilerek elde edilen kardiyomiyositler 

üzerinde hastalık koşulları taklit edilebilir. Bu amaçla AKH’lerin kardiyomiyosite 

farklılaştırılarak sağlıklı ya da hastalığa özgü hücre hatlarının geliştirilmesi ile kardiyak 

iyon kanal proteinlerine ilişkin genlerin mutasyonları, ve çeşitli kardiyomiyopati tiplerinin 

araştırılması mümkündür. AKH’ler kişiye özgü onarımsal tedavilerde kullanım için önemli 

bir aday hücre grubudur. Elde edilmedeki kolaylık, klinik deney koşullarında sınanmış 

güvenlilik, çoğalma ve farklılaşma düzeylerinin yüksek olması, hücresel tıp açısından 

önemli avantajlardır. Bunların yanı sıra, AKH’ler, otolog yolla (hastanın kendisinden) elde 

edilerek tedavi için kullanılan hücre tiplerinin hepsinde olduğu gibi, hastada yabancı 

malzeme veya dokuya yönelik olarak gelişebilecek bağışıklık yanıtı oluşumuna sebep 

olmazlar. AKH, bu özellikler sayesinde, kişiselleştirilmiş tıp uygulamalarında kullanım 

açısından önemli bir aday hücre tipidir. 
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Çalışma kapsamında gen ifadesi düzeyi incelenen kardiyak farklılaşma ve işlevlerle ilişkili 

genler Çizelge 2.4’de yer almaktadır. Listelenen bu genlerin hücresel işlevleri ve kardiyak 

farklılaşma açısından önemi, bu genlerin literatürdeki farklılaşma ile ilgili çalışmalardaki 

yeri tartışma bölümünde detaylı biçimde incelenmiştir. 

 

Çizelge 2.4 Farklılaşma çalışmalarında kullanılan eş-zamanlı PZR belirteçleri. 

Kaynak Kaynak hücre 

tipi 

Farklılaşm

a etkeni 

Belirteçler 

Khaleghi, 2014 AKH 5-Aza ve 

BMP4 

GATA4, MEF2C, NKX2-5, TBX5 

α-MHC, β-MHC, MLC2V, MLC2A. 

Gwak, 2009 AKH TGF-β1 Troponin I ve troponin T, Cx 43, 

GATA4 NKX2-5, MH, α-sarkomerik 

aktin 

Planat-Benard, 

2004 

AKH 5-Aza ve 

spontan 

gruplar 

GATA4, NKX2-5, ANP, MLC-2v, Mlc-

2a 

Rungarunlert, 2011 EKH Mikroyerçe

kimi, 

activin A 

Oct4, NKX2-5, Tnnt2, Myh6, Myl2, 

Nppa ve Brachyury T 

Den Hartogh, 2016 MESP-1 

pozitif 

kardiyak 

progenitörler 

 GATA4, LHX2, COUP-TF1, ZEPM2, 

TSHZ2, ZFHX3, PPAR-epsilon ve 

NKX2-5 

Koninckx, 2013 Eksplant 

kültürdeki 

Kardiyak 

progenitörler 

 Troponin T, α-aktinin, MHC, 

Connexin43, Kv 4.3, alfa1c, GATA4 

Smith, 2007 Eksplant 

kültür  

 NKX2-5, troponin I, α sarkomerik aktin, 

Cx 43 
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2.2.2. Doğal Elastinin Özellikleri, İşlevleri ve Elastin Türevlerinin Doku 

Mühendisliği Alanında Kullanımı  

Kalp ECM'sinde baskın olan proteinlerden Elastin, ~750 aminoasitli, 68.469 Da molekül 

ağırlığında ve bazik izoelektrik noktası olan (pI 10,4) büyük oranda hidrofobik bir 

proteindir. Yüksek oranda prolin ve glisin bakiyelerinin yanı sıra, hidroksiprolin içeren 

elastin, birçok biyolojik tampon sisteminde ancak ihmal edilebilir düzeyde çözünürlük 

gösterir. Elastinin bileşimi detaylı incelendiğinde, türler arasında farklılık göstermekle 

birlikte, insanlarda glisin, alanin, valin ve prolin amino asitleri başta olmak üzere treonin, 

lözin, izolözin, tirozin, arginin, fenilalanin dâhil yaklaşık 20 amino asitten oluşan 

kompleks bir bileşime sahip olduğu gözlenmektedir (70). 

Elastin, hücreler tarafından hücre dışı alana salınan öncül tropoelastin moleküllerinin hücre 

zarı dış yüzeyindeki katlantılarda kovalent bağlanması ile oluşur. Tropoelastin molekülleri 

lizin bakiyeleri üzerinden ileri derecede çapraz bağlanarak elastin iplik ve tabakalarını 

oluşturur. Elastin proteini kalbin gevşeme aşamasında önemli işlevlere sahiptir. Kanın 

kalbe dolması sırasında ventrikülün genişlemesi, pompalanacak kanın kalbe dolması için 

gerekli, ancak kontrol edilmesi gereken bir işlevdir. Ventrikülün aşırı genişlemesi kalpte 

kasılma ile görevli hücrelerin parçalanmasına ve HDM yapısının dağılmasına neden 

olabileceği gibi, sonrasında normal bir kasılma işlevinin sağlanması imkânsızdır. Elastin 

proteini, titin proteiniyle beraber kalbin gerilme ve eski formuna geri dönme yeteneğini 

temin ederken, yapısal özellikleri ile organa/dokuya mekanik dayanım da kazandırır. Kalp 

hücrelerinin kasılma aktivitesi, içinde bulunduğu hücreler arası protein ağının da hücre ile 

beraber esnemesi ve eski formuna dönmesi sayesinde gerçekleşir (71).  

Bu kapsamda, kalp dokusundaki çeşitli HDM elemanlarının, kök hücrelerin kardiyojenik 

farklılaşmasına olan etkileri incelenmiş, ancak sentetik elastin-benzeri peptitlerin 

kullanıldığı çalışmaların dışında, doğal elastin proteininin kök hücrelerin kardiyojenik 

farklılaşmasında kullanıldığı bir çalışma görülmemiştir. Elastin-benzeri peptitlerin 

kullanımını kapsayan çalışmalar incelendiğinde, temelde tropoelastinin bileşiminde tekrar 

eden amino asit dizilerinin kullanımı amaçlanmıştır. Söz konusu elastin-benzeri peptit 

yapılarının, doğal elastine kıyasla daha az oranda glisin, valin ve prolin amino asitlerini 

içeren dizilerin farklı sayılarda tekrarlarından oluşturulduğu görülmektedir (72,73). Elastin 
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yapısında yer alan diğer amino asitlerin kök hücre davranışları ve farklılaşma potansiyeli 

üzerine etkileri halen aydınlatılmayı beklemektedir (74-76).  

Elastomerik rekombinant proteinlerin doğal elastin proteini ile önemli fonksiyonel ve 

mekanik farklılıkları bulunmaktadır. Elastinin vücutta başka hiçbir protein tarafından 

sağlanamayan düzeydeki elastisite özelliği, “elastin-benzeri protein” ve benzer yapıdaki 

elastomerik rekombinant proteinlerde bulunmamaktadır. Bir yüzeyin sertlik ve esneme 

sonrası eski yapısına dönme becerisi gibi özelliklerini niteleyen elastik modül değeri göz 

önüne alındığında, çapraz bağlı durumdaki elastin-benzeri proteinlerin yaklaşık 35-45 kPa 

değerindeki elastikliğinin karşısında doğal elastin proteinin 300-600 kPa değerlerine sahip 

olduğu görülmektedir (72). Bu yaklaşık 10 katlık esneklik farkı, protein yapısındaki 

bileşenlerin fizyolojik olarak, hücre tutunması, fibroblast ve mezenkimal kök hücre 

proliferasyonunu tetikleme gibi özellikler açısından önemli farklılıklar göstermesine sebep 

olabileceği düşünülmüştür. Mezenkimal kök hücrelerin, farklı sertlikteki yüzey tutunma 

koşullarından etkilenerek, kemik, nöral ve kas hücrelerine farklılaşabildikleri bilinmektedir 

(77). Bu bulgular ışığında, yüksek elastisiteye sahip sübstrat, büyüme 

faktörleri/biyomoleküller ve mikroyerçekimli kültür koşullarının farklılaşma düzeylerinde 

anlamlı farklara sebep olacağı tahmin edilmiştir. 

Elastin proteini, tropoelastin birimlerinden oluşan polimer yapısında bir moleküldür. 

Tropoelastin geninin 1 numaralı ekzonundan meydana gelen peptit dizisi, sinyal peptidi 

özelliğindedir; bunun yanısıra toplam 36 ekzonun ifadelenmesi ile oluşan bu proteinin son 

işlevsel dizisi (C terminali), integrin türevlerinin bağlandığı diziler aracılığı ile dokuyu 

oluşturan hücrelerle bağlantı kurulmasını sağlar. Tropoelastin, diğer bazı ECM bileşeni 

proteinlerden farklı olarak RGD tanıma dizilerini içermez. Buna karşın, C-terminalinde 

bulunan ve ECM proteinlerinin ve hücrelerin bağlanmasını sağlayan integrin/GAG 

bağlanma bölgelerine sahiptir. Bu sayede normal fizyolojik koşullar altında hücre göçü, 

proliferasyonu ve hücre tutunması işlevlerine katkıda bulunur. Son olarak, Elastin 

bağlayıcı protein (Elastin Binding Protein-EBP) bağlama bölgelerini içeren doğal elastin 

proteininin, elastin ve EBP arasında gerçekleşen bağlanma sonucunda fibroblast/monosit 

kemotaksisi ve kas fibrili sentezlenmesinin tetiklenmesi gibi ispatlanmış işlevlere yol açtığı 

bilinmektedir. Bahsi geçen bu fizyolojik ve mekanik özellikler, Elastin-benzeri proteinler 
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tarafından kısmen taklit edilebilse de, işlevsel özelliklerin bütünü, yalnızca doğal 

tropoelastin ve elastin proteinleri tarafından taşınmaktadır (78,79). 

2.3. MEKANİK ETKİLERİN KÖK HÜCRE DAVRANIŞI ÜZERİNE ETKİLERİ 

Sübstrat sertliği, kök hücre farklılaşma yönünü belirleyen önemli etkenlerdendir. Young 

modülü (E, paskal olarak ölçülür) malzemenin esneklik göstermesi için gereken kuvveti 

tanımlar. Farklı elastik modüle sahip hücre dışı ortamda kültürü yapılan mezenkimal kök 

hücreler, sertlik derecesindeki değişime göre farklı biçimde tepki verir (80). Sentetik 

biyomalzemelerin sertliği ve bununla ilişkili olarak elastikiyet özelliği çapraz bağlanma 

düzeyi ile kontrol edilebilir. PDMS, hiyaluronik asit ve kollajen ile yapılan çalışmalar, 

farklı elastik modüle sahip yüzeylerin, kök hücre farklılaşmasını yönlendirdiğini 

göstermektedir (81). Ek olarak, benzer biçimde, farklılaşmış hücrelerin fonksiyon ve 

karakteristik özelliklerinin ifade edilmesi için hücre tipi ile bağlı olduğu hücre dışı ortam 

arasında mekanik uyum bulunması gereklidir (82). Kardiyomiyosit kültürü koşullarında 

yüzey elastisite düzeyi E ≤ 11 kPa seviyesinde optimal kasılma aktivitesi gözlenmektedir. 

Yeni doğan rat kalbinde epikard tabakasının elastik modülü embriyonik dönemde 12 ± 4 

kPa düzeyindedir. Neonatal dönemde ise 39 ± 7 kPa düzeyine artış gösterir. Bu belirgin 

değişim rat kardiyomiyositlerinin fenotipik olarak olgunlaşmasına ve gelişim sırasında 

artan kan akışı ihtiyacının karşılanmasını sağlar (83). 

2.4. KALP VE DAMAR HASTALIKLARININ TEDAVİSİNDE DOKU 

MÜHENDİSLİĞİ YAKLAŞIMLARI  

Kök hücrelerin miyokard tabakasına hücre süspansiyonu formunda enjekte edilmesi, kalbin 

yoğun bir organ olması sebebi ile ve infarkt varlığına bağlı olarak pro-enflamatuvar bir 

ortam olması sebebi ile greft hücrelerinin (enjekte edilen hücrelerin) büyük bir kısmının 

miyokarda yerleşmeden ölmesine yol açmaktadır. Hücrelerin besi ortamı içinde, eşlik eden 

koruyucu bir ortam olmadan aktarılması yöntemlerin etkinliğini kısıtladığından, kesme 

kuvvetini azaltan hidrojeller kullanılarak hücrelerin canlılığının devam ettirilmesi, önerilen 

yöntemlerden birisidir (84). Enjekte edilebilen biyomalzemeler kesme kuvvetini 

azaltmalarının yanı sıra kalbe yakın düzeyde elastikiyet, iletkenlik ve sertlik getirdiğinden 

ventrikül işlevine ve dolayısıyla olumsuz yeniden modelleme süreçlerinin önüne 

geçmektedir. Miyokard enfarktüsü modellerinde embriyonik kök hücre kaynaklı 
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kardiyomiyositlerin enjekte edilerek kullanımının onarımı arttırdığı gözlenmiştir (85). 

Atimik farelerde yapılan başka bir çalışmada uPKH ve MKH kaynaklı kardiyomiyosit 

kullanımının, infarkt bölgesinde kalbe özgü proteinlerin ifade edilmesini arttırdığı, fibröz 

oluşmasında azalışa yol açtığını göstermektedir (86). Preklinik çalışmalardan elde edilen 

bulgular, gelecekte, miyokard enfarktüsünün tedavisini amaçlayan klinik uygulamalarda 

uPKH kaynaklı kardiyomisyositlerin kullanıldığı yeni yaklaşımları destekleyebilir. 

Hücrelerle beraber kullanılan enjekte edilebilir biyomateryaller, hücre canlılığında, 

yerleşmesinde ve greftlenmesinde artış sağlamaktadır. Buna rağmen, bahsedilen tarzda in-

situ mühendislik uygulamalarının klinik aşamaya geçmesi için önemli aşamaların 

katedilmesi gereklidir. Çok az sayıda istisna olmakla beraber (87), uPKH ve uPKH 

kaynaklı hücreler ile yapılan klinik çalışmalar uygulamaya geçmiş değildir. 

Deneysel ve kliniğe dayalı bulgular, biyomalzeme enjeksiyonunun hızlı biçimde basınç 

yükünü azaltarak ventriküler destek sağladığını göstermektedir. Miyokard enfarktüsü 

sonrasında, iskemiden ötürü kasılma kapasitesinin azalması, kalp yetmezliğinin ortaya 

çıkmasına sebep olur. Miyokard içine yapılan biyomalzeme enjeksiyonu, olumsuz yeniden 

modelleme sürecini geciktirerek ya da durdurarak sol ventrikül diastolik hacminin 

korunmasını sağlayabilmektedir. Klinik çalışmaların sonuçlarına göre, yeniden kazanılan 

elastikiyet ve ventrikül duvarının pasif esnemesinin kısıtlanması, hızlı bir semptomatik 

iyileşme sağlamaktadır (88). Buna ek olarak, biyomalzeme yapısında çapraz bağlama yolu 

ile katılan büyüme faktörleri, küçük moleküller veya transkripsiyon faktörleri ile enjekte 

edilen bu biyomalzemelerin anti-apoptotik ve anti-enflamatuvar yanıt vermesi sağlanabilir 

(89). Protein bakiyeleri ile modifiye edilen iskele yapıları, konak hücrelerin yapı içine göç 

etmesini sağladığından, zaman içinde konak HDM yapılarının greft yerine geçmesini 

tetikler. Deselülerize biyomalzemeler, klinik olarak kullanılabilecek enjekte-edilebilir 

biyomalzemeler arasındaki başlıca adaydır. Deselülerizasyon tekniği özetle, nakli 

yapılacak homolog doku örneğinin hücrelerden arındırılarak HDM yapısının elde edilmesi 

mantığına dayanır. Araştırmacılar bu amaçla, hızlı dondurup-çözme döngüleri, hidrostatik 

basınç, elektroporasyon gibi fiziksel yöntemlerin yanı sıra deterjan, baz çözeltisi 

uygulaması ve nükleazlar gibi enzimler kullanılabilir. Gelişmekte olan doku mühendisliği 

çözümleri, değişik kalp hastalıklarının farklı safhalarına yönelik olarak özelleşmektedir. 

Mezenkimal kök hücre veya biyomalzemelerin intramiyokadiyal enjeksiyonu hücre 

kaybını ve hücre kaybının oluşturduğu işlev yitimini kompanse ederek olumsuz yeniden 
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modelleme sürecinin önüne geçmektir. Yeni yaklaşımlar ile biyoyapay yamalar 

kullanılarak geniş lezyonların tedavi edilmesi amaçlanmaktadır. Bu yama yaklaşımlarının 

önde geleni kasılma becerisine sahip otolog kardiyomiyosit içeren hücre tabakaları ile 

doğrudan müdahale edilerek kalbe kasılma becerisi kazandırılması ve kalp yetmezliği 

gelişiminin önüne geçilmesidir (90). Son dönemde yaklaşım olarak çığır açan bir önemli 

atılım ise tüm organ deselülerizasyonu ile elde edilen insan kalplerinin hasta kalbin yerine 

nakledilmesidir. Bu amaçla, deselülerize edilerek yabancı antijenlerden arındırılan verici 

kalbinin, hastanın kendi hücreleri ile reselülerize edilerek, anatomik ve hücresel olarak 

uyumlu bir biyoyapay bir organ görevi görmesi amaçlanmaktadır. Henüz preklinik 

aşamadaki bu yöntem, klinik uygulamaya aktarılabilmesi durumunda, normal koşullarda 

acil olarak gerçekleştirilen kalp naklinin elektif bir müdahale haline gelmesini 

sağlayacaktır. Buna ek olarak, hastanın kendi kök hücrelerinden üretilen 

kardiyomiyositlerin kullanılmasından dolayı bağışıklık baskılayıcı ilaçların kullanımına 

ihtiyaç olmayacaktır (81). Deselülerize yapıların kalbin lezyon içeren kısımlarının yerine 

nakli ise bir diğer olası yaklaşımdır. 

Kalbe implante edilecek biyoyapay dokuların canlılığının ve işlevinin sağlanması için 

dolaşım bağlantısının bulunması şarttır. Çözünmüş gazların dolaşım sistemi ile alışverişi, 

besin yapıtaşlarının alınması ve artıkların bertaraf edilmesi, normal doku homeostazının 

sağlanması amacı ile alıcının dolaşım sistemi ile bağlantılı olması şarttır. Bu amaçla 

kardiyak yapıların greft başarısı ve uzun süreli işlev gösterebilmesi için, implante edilen 

yapıların vaskularizasyonu gerekebilir. Bu amaçla yapıların vücuda implante edilmeden 

önce mikro-damar yapıları ile inşa edilmesi, implantasyon sonrasında madde alışverişini 

mümkün kılar (91,92). Doğal dokuya benzer biçimde, biyoyapay iskelelerin kalınlığı 

difüzyon yüzeyine olan mesafesi tarafından belirlenir. Kısaca, doku içerisinde nekrozun 

önlenebilmesi için, bir hücre ile difüzyon yüzeyi arasındaki mesafe 200 mikrometreden 

fazla olmalıdır (93). 

Doku taslaklarının ve biyoyapay implantların kanlanmasının yanı sıra, temel olarak damar 

hastalıklarında vasküler doku mühendisliği ürünlerinin bir tedavi biçimi olarak 

geliştirilmesi, önemli bir yaklaşımdır. Komplike kardiyovasküler lezyonların cerrahi 

tedavisi sırasında vasküler greftlerin kullanımı söz konusudur. Bu amaçla hastadan alınan 

otogreftlerin yeterli olmaması durumunda tamamen yapay damar greftlerinin tercih 
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edilmesi gerekmektedir. Yapay kaynaklı biyomalzemelerin kulllanılması beraberinde 

trombotik olay riskinde artış, malzeme iç yüzeyi üzerinde kalsiyum birikmesi, stenoz ve 

artan enfeksiyon riskini getirir. Ek olarak tamamen yapay malzemeler kullanılarak yapılan 

damar implantları çocuk hastalarda, büyüme ile birlikte ortaya çıkan gereksinimleri 

karşılamamaktadır. Doku mühendisliği yaklaşımı ile geliştirilen vasküler otogreftler, 

sinspesifik veya zenojenik deselülerize vasküler greftler ve insan kaynaklı aselüler greft 

seçenekleri, rejeneratif süreçler kapsamında yabancı maddenin zamanla bozunarak yerini 

konak organizmanın dokularına bırakmasından dolayı tercih edilmektedir. Greftin 

bozunurluğu ve konak doku ile yer değiştirmesi, greftin biyolojik olarak uyumlu ve uzun 

vadede başarılı olması, benzer çözümlere kıyasla tıbbi harcamaları azaltan etkenlerdir. 

Günümüzde damar doku mühendisliği hastaya özgü çözümler geliştirme gayretinin yanı 

sıra her an hazır olarak kullanılabilecek tam-uyumlu damar greftlerinin geliştirilmesine 

yoğunlaşmıştır (94). 

Kapak hastalıkları için önemli cerrahi tedavi yöntemlerden birisi kapak replasman 

ameliyatlarıdır. Stenoz, konjenital sebepler, bikuspit aortik kapak hastalığı, endokardit ve 

romatizmal hastalıklar sebebi ile dejenere olan kalp kapakçıklarının yapay mekanik 

kapaklarla veya biyoprotezlerle değiştirildiği yaygın olarak uygulanan yaklaşımlarla tedavi 

edilmektedir. Mekanik yapay kapakçıkların uygulandığı vakalarda ömür boyu 

antikoagülan kullanımı ve buna bağlı artan kanama riski söz konusudur. Bunlara alternatif 

olarak geliştirilen biyoprotezler ise genellikle 15-20 senelik kullanım ömrüne sahiptir. 

Doku mühendisliği yöntemleri ile üretilen biyomalzeme temelli kalp kapakçıkları sürekli 

antikoagülan kullanımına gerek oluşturmamasının yanı sıra, vücutta kendileştiğinden ve 

gelişme çağındaki hasta ile beraber büyüyebileceğinden ötürü alandaki önemli boşlukları 

doldurmaktadır (94).  

2.4.1. Kalbin Embriyolojisi, Histolojisi ve Fonksiyonel Anatomisi  

İnsan kalbi, toraks bölgesinin ortasında yer alır ve apeks kısmı sol tarafa dönüktür. Beşinci 

ve sekizinci torasik omurların arasında, mediastinumun ortasında yer alır. Kalp, iki 

tabakadan oluşan bir kese olan perikard ile çevrilidir ve bu yapı aracılığı ile mediastene 

bağlanır (95). Kalbin ön yüzeyi sternum ve kaburga kıkırdaklarına, kalbin arka yüzeyi ise 

vertebral kolona yakındır (96). Kalbin yukarı bölümü vena kavalar, aort ve pulmoner arter 

olmak üzere büyük damarlara bağlıdır. Bu kısım üçüncü kaburga kıkırdağı ile aynı hizada 
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bulunur. Kalbin alt ucu olan apeks bölgesi, sternumun sol tarafında, mediasten hattına 8-9 

cm mesafede bulunur. Kalbin büyük bölümü kısmen sola yerleşiktir ve tüm vücuda kan 

pompalama görevini gerçekleştiren “sol kalp” olduğundan, kalp solda hissedilir. Kalp, 

akciğer loblarının arasında bulunduğundan sol akciğer daha küçüktür. Sağ akciğerin sınırı 

kalbin bulunduğu bölgede içe doğru girintilidir. Kalp, koni şeklinde olup, apeks kısmına 

doğru incelir. Ortalama bir yetişkin kalbi 250-350 gram ağırlığında ve yaklaşık olarak bir 

yumruk büyüklüğündedir. Buna karşın, düzenli antrenman yapan bir atletin kalbi, çok daha 

büyük ölçülere ulaşabilir (96). 

Kalp, üstte iki kulakçık ve altta iki karıncık olmak üzere dört odacıktan oluşur. Atriyum 

olarak adlandırılan kulakçıklar atriyoventriküler kapakçıklar aracılığı ile ventriküllere 

bağlanır. Kalbin dış yüzeyinde görülen koroner sulkus atriyum ile ventrikül arasındaki 

bileşimin bulunduğu hattadır (97). Sağ ve sol atriyumun üst kısımlarında kulak biçiminde 

atriyal apendaj ismi verilen yapılar bulunur. Kardiyak kök hücre ve progenitörlerin zengin 

olarak bulunduğu bir bölge olmasında ötürü önemlidir (97,98). Sağ atriyum ve ventrikül 

beraber olarak sağ kalp olarak adlandırılabilir, benzer biçimde sol kalp terminolojisi de, sol 

ventrikül ve atriyum beraber anılırken kullanılır (97). İki ventrikül birbirinden 

interventriküler septum ile ayrılır. Kalbin dış yüzeyindeki anterior longitudinal sulkus 

interventriküler septumun hizasında bulunur (95). 

Kalbin yoğun bağ dokudan oluşan iskeleti, kalbe biçimini verir. Atrioventriküler septum ve 

dört kalp kapakçığının tutunduğu fibröz halkalar bu iskelet yapısının önemli bileşenleridir 

(99). Bağ dokudan oluşan bu yapı, kolajenin elektrik iletkenliği belirgin biçimde düşük 

olduğundan, aynı zamanda kalbin elektriksel iletim sisteminin sınırlarını çizer. İnteratriyal 

septum, atriyumları birbirinden ayırır ve interventriküler septum ise ventrikülleri 

birbirinden ayırır (96). Karıncıklarda kan pompalama işlevi, yüksek basınç değerleri 

oluşturduğundan, ventriküller arasındaki septum, interatriyal septumdan çok daha kalındır. 

Atriyum ve ventriküllerin arasındaki kapakçıklara atriyoventiküler kapakçık adı verilir. 

Sağ atriyum ile sağ ventrikül arasında trikuspit kapakçık bulunur. Bu kapakçık üç 

yapraktan oluşur ve korda tendinea adı verilen tendon ligamentleri ile anterior, posterior ve 

septal papiller kaslara bağlanır (100). Sol atriyum ve ventrikül arasında mitral kapakçık 

bulunur. Diğer adı ile bikuspit kapakçık olarak adlandırılan bu kapakçık, anterior ve 

posterior olmak üzere iki yapraktan oluşur. Bu kapakçıklar da kordalar ile ventrikül 
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duvarından köken alan iki papiller kas demetine bağlanır (101). Bu yapılar, papiller kaslar 

kalp duvarlarına kordalar ile tutunur. Papiller kaslar kapakçıkların kapanırken fazla ileri 

gitmesini engeller (102). Kalp döngüsünün gevşeme aşamasında papiller kaslar da gevşer 

ve bu aşamada korda tendinea üzerindeki gerilim azdır. Kalbin odacıklarının kasılması 

esnasında papiller kaslar da eş-zamanlı olarak kasılma aktivitesi gösterirler. Bu kasılma 

sırasında kordalar üzerinde gerilim oluşur ve böylece atroventriküler kapakçıkların 

yapraklarını yerinde tutarak atriyumun içine doğru katlanmalarını engellerler. 

Ventriküllerin çıkışında yarımay kapakçıkları bulunur. Pulmoner kapakçık, pulmoner 

arterin başladığı bileşkede bulunur. Bu kapakçık üç yapraklıdır ve herhangi bir papiller kas 

bağlantısı bulunmamaktadır. Ventrikül gevşediğinde, yani diastol aşamasında, kan 

pulmoner arterden ventriküle geri akar ve kapakçığın içini doldurur. Bu sayede kapakçık 

geliş yönüne doğru kanın oluşturduğu basınçla kapanır. Aort başlangıcında yarımay aort 

kapakçığı bulunur. Bu kapakçık da papiller kas bağlantısı olmadan çalışmaktadır. Üç 

yaprakçıklı olan bu kapakçık, pulmoner kapakçıkta olduğu gibi aorttan geriye akan kanın 

basıncı ile kapanır (103). 

Sağ atriyum, vücudun en büyük iki veni (toplardamar) olan superior ve inferior vena 

cava’dan neredeyse sürekli olarak gelen kanla beslenir. Inferior vena cava’nın atriyum 

bağlandığı bileşkede bulunan koroner sinus bölgesine koroner dolaşımdan gelen bir miktar 

kan sağ atriyumun içine akar. Sağ atriyum duvarının iç yüzeyinde oval biçimli fossa ovalis 

ismi verilen bir çöküntü bulunur. Bu yapı, fötal dönemde iki kulakçık arasındaki kan 

geçişini sağlayan açıklığın kalıntısıdır. Sağ atriyumun iç yüzeyi, fossa ovalis ve pektinat 

kasların yüzeyi haricinde çoğunlukla pürüzsüzdür. Sağ ventrikülün iç yüzeyinde trabeculae 

carneae adı verilen uzunlamasına kas çıkıntıları bulunur. Trabeküller endokardiyum ile 

örtülüdür. Bu yapıların yanı sıra kalp kasından oluşan moderatör bant, ince yapılı sağ 

ventrikül duvarını sağlamlaştırır ve kardiyak iletim için önemlidir. İntraventriküler 

septumda başlayarak inferior papiller kasa bağlanır. Sağ ventrikül pulmoner artere açılır ve 

kasılma sırasında buraya kan pompalayarak akciğerlere kan gönderir. 

Akciğerden oksijenlenerek pulmoner venler aracılığı ile kalbe geri dönen kan sol atriyuma 

dolar. Sol atriyum iç yüzeyinde pektinat kaslar mevcuttur (100). Bütün vücuda kan 

pompaladığı için, sadece akciğere kan pompalayan sağ ventriküle kıyasla çok daha büyük 

bir kas kitlesine sahiptir ve dolayısıyla çok daha kalındır. Sağ ventrikülde olduğu gibi sol 

ventrikül iç yüzeyinde trabeküller bulunur, ancak moderatör bantlar mevcut değildir. Sol 
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ventrikül, aort kapakçığı aracılığı ile aorta kan pompalar. Bu bileşkede iki küçük açıklık 

yolu ile kalbin kendi dolaşımına taşınan temiz kan sol ana koroner artere ve sağ koroner 

artere dolar. 

Kalp duvarının dışında viseral ve parietal tabakalardan oluşan perikard kesesi bulunur. 

İçeride endokard, ortada miyokard ve dışta epikard tabakalarına ayrılır. Endokard tabakası 

yassı epitelden oluşur. Bu tabaka kalp odacıklarının içini ve kapakçıklarını kaplar. Bu 

tabaka, kalbe bağlanan ven ve arterlerin iç yüzeyini oluşturan endotel tabakasının devamı 

olup, miyokard yapısına ince bir bağ doku tabakası ile birleşir. Endokard tabakası, 

salgıladığı endotelin molekülleri ile miyokardın kasılmasında düzenleyici görev alabilir 

(97). 

Kalp duvarının orta tabakasını miyokard oluşturur. Bu tabaka kalp kasıdır. İstemsiz kasılan 

çizgili kas ve kollajen ağından oluşmaktadır. Kalp kası yapısı karmaşık bir düzen gösterir. 

Kalp kası hücreleri birbirine bağlanırken dönüş ve spiral yapıları ile kulakçıkların duvarını 

ve büyük damarların başlangıç bölgesini oluşturur. Bu karmaşık spiralli yapı, kalp kasının, 

kanı daha etkili biçimde pompalamasını sağlamaktadır. 

Kasılgan kalp kası hücreleri ve pacemaker hücreleri olmak üzere iki tip kalp kası hücresi 

vardır. Bu hücreler atriyum ve ventrikül hücrelerinin %99’unu oluşturur. Bu hücreler 

birbirlerine interkale disklerle bağlanır ve böylece pacemaker hücrelerinin gönderdiği 

aksiyon potansiyeli impulslarına hızlı yanıt verilebilmektedir. Kardiyomiyositler, interkale 

diskler aracılığı ile sinsityum oluşturur ve senkronize, hızlı kasılmalar ile kanın 

pompalanması sağlanabilir. Pacemaker hücreleri kalp hücrelerin %1’ini teşkil eder ve 

kalbin iletim sistemini oluşturur. Bu hücreler kasılgan hücrelere kıyasla daha küçüktür ve 

az sayıda miyofibril ile kasılma fonksiyonu gösterir. Aksiyon potansiyelinin iletilmesi 

açısından nöronlara benzeyen bir işlev gösterirler. Kalp kası otoritmik özellik gösterir. 

Hücreler, sabit ritimde aksiyon potansiyeli iletimi ile kalbin tamamının kasılmasını sağlar. 

Perikard kesesi kalbi çevreler ve iki membrandan oluşur. İçerideki epikard tabakası seröz 

yapıdadır, dışarıdaki epikard ise fibröz özelliktedir. Vücudun geri kalanından kalbe ulaşan 

kan damarları ve sinirler kalp kasına epikard tabakasını geçerek ulaşır. Perikardiyal kavite 

perikardiyal sıvıyı içerir ve bu yolla kalbin yüzeyi kayganlaştırılır. 

Vücuttaki tüm hücreler için olduğu gibi, kalp dokusu da oksijen, besin ve metabolik 

atıkların alışverişi için dolaşım aktivitesine ihtiyaç duyar. Kalp hücreleri koroner dolaşım 
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ile beslenir. Bu özel dolaşım sistemi arter, ven ve lenfatik damarlar içerir. Koroner dolaşım 

içindeki kanın akış debisi, kalbin kasılması ve gevşemesine bağlı olarak artar ya da azalır. 

Kalp dokusu aort kapağının üzerinden itibaren başlayan sağ ve sol koroner arter ile 

kanlanır. Sol ana arter başlangıç bölgesine yakın bir noktada sol ön inen arter ve sol 

sirkumfleks arter olarak ikiye ayrılır. Sol ön inen arter kalbin ön tarafına, dış kısmına ve 

sol ventrikülün septumuna kan ulaştırır. Bunun için arter küçük arterlere ayrılarak 

diyagonal ve septal dallara ayrılır. Sol sirkumfleks arter kalbin arka yüzünün ve sol 

ventrikülün alt kısmının kanlanmasını sağlar. Sağ koroner arter, sağ atriyum, sağ ventrikül 

ve sol ventrikülün arka bölgesine kan ulaştırır. Sağ koroner arter, atriyoventriküler düğüm 

ve sinoatrial düğüme kan ulaştırır. Sağ koroner arter, kalbin arka yüzeyindeki bir oyuk 

içinde ilerler ve sol ön inen arter ise ön yüzeydeki bir oyuk içinde uzanır. Kalbin koroner 

damarlarının yerleşimi açısından bireyler arasında önemli varyasyonlar görülür (96). 

Koroner arterler küçük dallara ayrılırken küçük çaplı arterler ile kalp dokusunun 

derinlerine ulaşır, uzak uçlarda arteryal dağıtım ağları birbiri ile birleşir. 

Koroner sinüs, sağ atriyumun içine boşalan büyük bir vendir ve kalbin venöz drenajının 

çoğunluğu bu ven aracılığı ile gerçekleşir. Sol atriyum ve ventriküllerden geri dönen büyük 

kalp veni, sol ventrikülün arka yüzünden kan toplayan arka kardiyak ven ve ventriküllerin 

tabanından kan toplayan, orta kalp veni, diğer küçük venlerle beraber buraya açılır (26). 

Ön kardiyak venler sağ atriyumun ön yüzeyinden gelen kanı toplayarak doğrudan sağ 

atriyum içine iletir. 

Kalbin her üç tabakasının altında pleksus adı verilen küçük lenfatik ağlar bulunur. Bu ağlar 

solda ve sağda iki ana dala bağlanır. Atrioventriküler oyukta, sol ventrikülün diyaframa 

bakan yüzünden gelen lenfi toplayan bir damarla birleşir. 

Kalbin otonom innervasyonu, sempatik sinir gövdesinden dallanan vagus siniri yolu ile 

sinyal alır. Bu sinirler kalp ritmini etkiler ancak kontrol etmez. Bunun yanı sıra sempatik 

sinirler kalp kasılmasının kuvvetini etkiler. Bu sinirlerden aktarılan sinyaller medulla 

oblongata bölgesinden gelen mesajları taşır. Parasempatik sinir sisteminin vagus siniri 

kalbin atım hızını yavaşlatırken, sempatik gövdeden gelen mesajlar kalbin atım hızını 

arttırır. Bu sinirler beraber olarak kalbin üzerinde kardiyak pleksus adı verilen bir sinir ağı 

oluşturur (27). 
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Vagus siniri beyin kökünden köken alır, kalp dâhil olmak üzere toraks ve abdomen 

bölgesindeki birçok organ için parasempatik uyarım sağlar (29). Sempatik sinir 

gövdesinden çıkan T1-T4 torasik ganglionlarının uzantıları sinoatriyal ve atriyoventriküler 

düğümlere, atriyum ve ventiküllere ulaşır. Kalbin ventrikülleri ağırlıklı olarak 

parasempatik iplikçiklerde ziyade sempatik sinirlerle innerve olur. Sempatik uyarım 

sonucunda nopinefrin (noradrenalin) isimli nörotransmitter kardiyak sinirlerin 

nöromüsküler bileşim bölgesinden salınmaktadır. Bu durum, repolarizasyon sürecinin 

kısalmasını sağlayarak depolarizasyon ve kasılma aşamasını hızlandırarak kalp hızını 

arttırır. Kimyasal ya da ligand-bağımlı sodyum ve kalsiyum iyon kanallarının açılmasını 

sağlar ve pozitif yüklü iyonların içe akışını sağlar. Norepinefrin beta-1 reseptörüne 

bağlanır (101,104). 

Kalp, embriyogenez süreci içerisinde işlev gösteren ilk organ olup, üçüncü hafta içinde 

atım yaparak kan pompalamaya başlar. Bu işlev, embriyonik ve prenatal gelişim için 

önemlidir. 

Kardiyojenik bölge, nöral plaka içindeki splanknoplörik mezenkimden köken alır. İki 

endokardiyal tüp, bu bölgede kaynaşarak ilkin kalp tüpünü oluşturur (105). Üçüncü ve 

dördüncü haftalarda kalp tüpü uzayarak katlanır ve perikardiyum içinde “S” biçimini alır. 

Bu şekil değişikliği ile odacıklar ve ana damarlar hizalanır. İlerleyen gelişim sürecinde 

septumlar, kapakçıklar ve kalbin odacıkları meydana gelir. Beşinci haftanın sonunda 

septumların gelişimi tamamlanmıştır. Dokuzuncu haftanın sonunda ise kapakçıkların 

oluşması süreci tamamlanır. Beşinci haftadan önce atriyumlar arasında fötal kalbe özgü 

foramen ovale isimli açıklık bulunur. Bu açıklık kanın sağ akciğeri baypaslayarak 

doğrudan sağ atriyumdan sol atriyuma geçmesini sağlar. Akciğer kanın oksijenizasyonu 

için kullanılmadığından gerekli bir özellik olan foramen ovale, doğum olayının 

sonrasındaki saniyeler içinde septum primum isimli doku flapının kapanması ile beraber 

kapanır ve akciğer dolaşımı başlar. 

Zigot oluşumunun sonrasındaki 22 gün içinde kalp atmaya başlar. Annenin kalp atışına 

yakın bir tempo olan dakikada 75-80 atım yapar. 7. hafta, dakikada 165-185 atım 

mertebesine ulaşır ve doğum sonrasında ortalama olarak dakikada 145 atım hızında çalışır 

(106). 
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Gastrulasyon sırasında 3 ana germ tabakası oluşur. Mezoderm tabakası, ventral endoderm 

ve dorsal ektoderm arasında bulunur. Miyokardiyal öncül hücreler T-box transkripsiyon 

faktörü T (Brachyury) proteinini ifadeler. Bu hücreler, posterior epiblasttan köken alarak 

ilkin çizginin anterior pozisyonuna göç eder. Sonrasında bu hücreler yanal olarak hareket 

eder, embriyonik sölom oluşumu sırasında lateral splanknik mezodermin lateral 

bölgelerine yerleşir (107) kardiyak progenitörler orta hatta bir araya gelir ve hilâl biçimini 

alır. Hilâlin tepe kısmı kranial olarak konumlanırken, uçları kaudal yöne bakar. Altta yer 

alan ön bağırsak endoderminden prokardiyojenik sinyaller gelir, orta hat yapıları 

antikardiyojenik sinyaller üretir ve nöral plaka kalp alanlarının kesin büyüklüğünü ve 

biçimini belirler (108). 

Çizelge 2.5. Kalbin gelişim aşamalarında görev alan önemli düzenleyiciler. 

 

2.4.2. Kalp Hastalıkları, Konvansiyonel Tedavi Seçenekleri ve Yetersizlikler  

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre, kardiyovasküler hastalıklar 2008 yılında 

toplam ölümlerin %30’una neden olarak dünya genelindeki ölümlerin başlıca sebebi 

olmuştur. Toplam 17 milyon kardiyovasküler nedene bağlı ölümün 7,3 milyonu koroner 

kalp hastalığı sonucu gerçekleşmiştir. 2030 yılına gelindiğinde, 25 milyon ölümün 

kardiyovasküler hastalıklardan kaynaklanacağı ve bu ölüm olaylarının %80’inin orta ve 

düşük gelirli ülkelerde gerçekleşeceği öngörülmektedir (109). Amerikan Kalp Derneği 

(AHA) verilerine göre, yaklaşık 300 milyon nüfusa sahip A.B.D.’de 2013 yılı itibarı ile 5,1 

milyon kişinin kalp yetmezliği hastası olduğu ve kronik nitelikteki bu hastalığın can 

kayıplarına, iş gücü kayıplarına ve ~32 milyar dolarlık sağlık hizmetleri harcamasına yol 

açtığı saptanmıştır (110). Türkiye İstatistik Kurumu (TÜİK) verileri dikkate alındığına, 

benzer biçimde, 2013 yılında ülkemizdeki toplam ölümlerin %39,8’ini dolaşım sistemine 

bağlı hastalıklar oluşturmaktadır (111). Bahsi geçen ölüm nedenlerinin başında gelen kalp 
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yetmezliği, temelde kardiyomiyosit kaybına dayanır. İnsan kalbinin sol ventrikülünde ~2-4 

milyar kadar kardiyomiyosit bulunmakta olup, miyokard infarktüsü takip eden birkaç saat 

içerisinde bu hücrelerin ~%30’u kaybedilmektedir. Bunun yanında, hipertansiyon veya 

kalp kapağı hastalıkları gibi aşırı kardiyak yüklemeye neden olan kalp hastalıklarının, uzun 

yıllar boyunca yavaş ancak sürekli olarak kardiyomiyositlerin ölümüne neden olduğu 

bilinmektedir. Ayrıca yaşlanmaya bağlı olarak kalp yapısındaki değişim incelendiğinde, 

herhangi bir spesifik kalp rahatsızlığı olmaksızın yılda yaklaşık 1 gram miyokard 

dokusunun (~2 milyon kardiyomiyosite karşılık gelir) kaybedildiği ve bu nedenle kalp 

performansının düşerek kalp hastalığı olasılığının arttığı da bilinmektedir. Bu çerçevede, 

yapıdaki mevcut kardiyomiyosit popülasyonunun korunması ve/veya rejenerasyonu ile 

mevcut kalp yetmezliklerinin onarılması mümkün olabilir (112). 

Günümüzde 5 milyondan fazla insan akut miyokard infarktüs sonrası kronik kalp 

yetmezliği ile yaşamaktadır, halen etkin bir tedavi seçeneği geliştirilebilmiş değildir (110). 

Günden güne artan nüfusla beraber yeni vakalardaki artış göz önüne alındığında, 

kardiyovasküler hastalıklar için etkili tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesi aciliyetini 

korumaktadır (113). 

Günümüzde standart yaklaşım olarak çeşitli farmakolojik ve cerrahi tedavi yöntemleri ile 

miyokard rejenerasyonun kısmen arttırılması ve kalp yetmezliği belirtilerinin bir ölçüde 

hafifletilmesi amaçlanmaktadır. Farmakolojik olarak ß-blokörler, ACE inhibitörleri ve 

benzer ilaçların kullanımı ile hasarlı kalp üzerindeki stres azaltılarak kalp yetmezliğinin 

ilerlemesi yavaşlatılabilmekte, ancak tam olarak tedavi edilememektedir. Dolayısıyla 

farmakolojik yaklaşımlar ile onarımın aksine, sürecin idamesi ve yan etkilerin azaltılması 

mümkün olmaktadır. İlaç kullanımına dayalı tedaviler semptomatik nitelikte olup, 

kullanılan ilaçlar belirtilerin %50-70’ini giderebilmektedir (11). Hastaların büyük 

çoğunluğu ömür boyu ilaç kullanmak durumunda olup, yan etki profili düşük yeni ilaç 

moleküllerinin geliştirilmesi kalp hastalıklarının tedavisi açısından her zaman önemini 

sürdüren, gerek hasta ve hasta yakınları, gerekse tedavi ve sigorta masraflarının büyük 

kısmını üstlenen ülkelerde kritik bir konudur (114).  

Kardiyomiyositlerin laboratuvar koşullarında üretilmesi ile kalp hastalıkları için yeni 

tedavilerin geliştirilmesi, kalp gelişiminin çalışılması, kanser gibi farklı hastalıkların 
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tedavisinde kullanılmak üzere ilaç moleküllerinin kardiyotoksisitesinin incelenmesi için 

gereklidir. İnsandan farklı bir metabolizmaya sahip bir deney hayvanında yapılacak 

laboratuvar çalışmalarına kuvvetli bir alternatif olarak ortaya çıkmıştır. Kardiyomiyositler, 

ilaç moleküllerinin yan etkilerine, çeşitli moleküllerin ortaya çıkarabileceği toksik etkilere 

karşı hassastır. Buna ek olarak doğuştan gelen genetik ve epigenetik özelliklere göre farklı 

bireylerin çeşitli gen-bazlı veya konvansiyonel ilaç moleküllerine karşı farklı metabolik 

tepkiler verebileceği bilinmektedir. İnsan kalbindeki belirli bir hastalığın laboratuvar 

koşullarında düşük maliyetle çalışılabilmesini sağlayacağından “tüpte kalp” uygulamaları, 

temel tıp araştırmalarında, farmakoloji ve biyoteknoloji alanlarında önem taşımaktadır. 

Kardiyomiyositlerin yüksek verimde ve standartlarda in-vitro üretimi, kişiye özgü tedavi 

seçeneklerinin oluşturulabilmesinin önünü açmıştır (14). 

İlaç geliştirme sürecinde hayvan modellerinin kullanılması ile ilaç adayı moleküllerin 

piyasaya sürülme ve ileri geliştirme basamaklarında hayati tehlike yaratan başarısızlıklara 

yol açılması mümkündür. Bunun sebebi insan ile model canlı arasında kardiyak fizyoloji 

açısından uçurum niteliğindeki farklılıklardır (115). Yakın zamanlarda, kalbe yönelik 

toksik etkileri, ani kardiyak ölüm, kalp üzerinde aritmik ve apoptotik etkileri sebebi ile 

piyasadan çekilen kilo kaybı (sibutramin), ağrı kesici (propoksifen) ve anti-enflamatuvar 

(rofekoksib) ilaç molekülleri, ilaç geliştirme sürecinde insan kardiyomiyosit hücre hatları 

yerine, model organizmanın veya sıkça yapıldığı gibi insan embriyonik böbrek 

hücrelerinin kullanılmasının sakıncalarını göstermektedir (13). Bir ilaç molekülünün 

geliştirme sürecinde yapılan harcamaların ortalama olarak 1,5 milyar ABD doları 

düzeyinde olması, geliştirilen bir ilacın uygun platformda değerlendirilmesinin 

gerekliliğine işaret etmektedir (16,17). 

İlaç yaklaşımlarının yetersiz kaldığı vakalarda cerrahi yaklaşımlar ele alınır. Koroner arter 

baypas greftleme yolu ile koroner arter tıkanıklığının miyokard üzerinde hasar yaratması 

engellenebilmekteir. Enfarktüs oluşması durumunda ise miyokardın revaskülarizasyonu 

yapılsa da, bu işlemin uygulanabilirliği ventrikül doku alanı/miktarı ile sınırlı kalmaktadır. 

Dolayısıyla, orta veya şiddetli miyokard infarktüs sonrasında ventrikül fonksiyon 

bozukluğu uygulanan ilaç tedavileri ve/veya cerrahi işlemlerle oluşması halinde tamamen 

iyileşme sağlanması mümkün değildir.  
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İleri dönem kalp yetmezliğinin nihai tedavisi sol ventrikül destek cihazı kullanımı veya 

kalp naklidir. Destek sistemleri, hayatta kalma süresini uzatabilmekte ise de, kullanım 

süresince artan tromboz, enfeksiyon, gastrointestinal kanama ve organ yetmezliği gibi 

riskler kullanımını önemli ölçüde sınırlamaktadır. Dolayısıyla destek sistemleri, uzun 

süreli tedavi seçeneğinden daha çok nakil zamanına kadar bir köprü/idame aracı olarak 

kullanılmaktadır. Kalp yetmezliği bulunan ve nakle ihtiyaç duyulan hasta sayısındaki artış 

göz önüne alındığında, kalp nakli tek tedavi seçeneği olarak sunulmaktadır. Dünya 

genelinde her yıl yaklaşık 4.000 hasta ile sınırlı kalan kalp nakli seçeneği (116), sayıları 

hızla artan kalp nakli bekleme listelerindeki onbinlerce insanın tedavi edilemeden 

hayatlarını kaybetmelerini engelleyememektedir. Ayrıca, son aşamadaki kalp yetmezliği 

olan hastaların durumu çoğunlukla kalp naklinin yapılmasına engel teşkil edebilmektedir 

(117). Dolayısıyla kalp hastalıklarına bağlı gerçekleşen ölümlerdeki artış ve geleneksel 

yöntemlerin sınırlamaları/dezavantajları göz önüne alındığında, bu yaklaşımın artan hasta 

nüfusunun ihtiyaçlarını karşılamadığı, can kayıplarının çoğunu önlemediği, tedavi 

masrafları ve iş gücü kayıplarından ötürü sigorta sistemlerine büyük yükler getirdiği 

açıktır.  

Onarımsal tedaviler, mevcut tedavilerin aşamadığı kısıtlamaları aşmak, tedavi masraflarını 

düşürmek ve yeni tedavilerin daha yüksek sayıdaki hasta grubuna nakil aşamasına 

gelmeden fayda sağlamayı amaçlamaktadır. Kalp yetmezliği vakalarının ilerlemesini 

önlemek amacı ile geliştirilen onarımsal tedavilerin iki önemli keşif alanı bulunmaktadır. 

Bunlardan birincisi, hücresel kitlenin yeniden kazanılmasıdır. Bu amaçla kök hücre 

üretimi, kullanışlı bir kök hücre tipinin seçilmesi, yüksek miktarlarda ve güvenilir biçimde 

bu hücrelerin elde edilmesi gereklidir. İkinci önemli alan ise kalpte mesaj iletimini 

engellemeyen, kalbe özgü mekanik direngenlik ve esneklik gibi özellikleri destekleyebilen 

ve rejenerasyon sürecine aracı olabilecek biyomalzemelerin geliştirilmesidir. Bahsedilen 

ihtiyaçlar ışığında, bu tez çalışması, hücresel tedaviler ve ilaç geliştirme çalışmalarına 

katkı sağlayabilecek kök hücre üretimi ve kalbe özgü farklılaşmayı ve onarımı destekleme 

olasılığı bulunan bir biyomalzemenin geliştirilmesi amaçlanmıştır. 
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2.4.3. Çalışmada İncelenen Genlerin İşlevi ve Önemi 

TBX5 geni (T-box 5), alternatif eşleşme ile 5 transkripte kaynak olmaktadır. Bu genin 

ürünü olan Tbx5 proteini transkripsiyon regülatörü olarak görev alır. Diziye özgü DNA 

bağlanma özelliği ile RNA polimeraz II regülatörü, transkripsiyonal aktivasyon, 

transkripsiyon faktörü bağlanması işlevi gösterir. TBX5 geni insanda bütün doku tiplerinde 

ifadelenmekle beraber, kalp dokusunda diğer dokulara kıyasla yüksek oranda 

ifadelenmektedir(118-120). 

Brachyury T gen ailesinde sınıflandırılan bir transkripsiyon faktörü olan TBX5 geninin 

ürünleri epitel morfogenezi, hücre-hücre etkileşimi, uzuv gelişimi, akciğer gelişimi gibi 

kalp oluşumu ile doğrudan ilişkili olmayan gelişimsel işlevlere sahiptir. TBX5 delesyonu, 

erken dönem kalp gelişimini sağlayan NKX2-5 ve GATA4 ifadesinde ciddi düşüşe sebep 

olduğundan embriyonik aşamada letal özellikli bir mutasyon olma özelliği taşır (118,120). 

Buna karşın, kalp gelişimi ile ilgili işlevleri ağırlıklıdır ve bu işlevler kalp oluşumu için 

zorunludur. Bunlar arasında: His demetlerinin gelişimi, atriyoventriküler kapakçık 

gelişimi, endokardiyal yastık gelişimi, sol ventrikül oluşumu, ventriküler kardiyak kas 

oluşumu, ventriküler septum oluşumu, atriyal septum oluşumu, genel kalp oluşumu, 

kardiyak hücre farklılaşması, kardiyomiyosit proliferasyonu, ikincil kalp alanında 

kardiyoblast proliferasyonu, perikard gelişimi, koroner vaskülogenez sürecinde hücre göçü 

ve kardiyoblast farklılaşmasının düzenlenmesi TBX5 gen ürünlerinin en önemli işlevleridir 

(108,121). 

CDH2 geni, N-Cadherin olarak da adlandırılan Cadherin 2 proteinini kodlar. Bu genin 

ürünü kalsiyum iyonu bağlanması, protein kinaz bağlaması, katenin türevlerinin 

bağlanması işlevlerini gösterir. Kalsiyum-bağımlı hücre tutunma proteinleri ailesi olan 

cadherinler, homofilik biçimde diğer cadherin protein molekülleri ile etkileşerek hücreler 

arası bağlantıların kurulmasını sağlar (122,123). Bu özelliğinden dolayı heterojen hücre 

karışımlarında spesifik bir doku tipine ait hücrelerin ayırt edilmesi için 

kullanılabilmektedir. Diğer biyolojik işlevleri arasında adherens bağlantılarının 

organizasyonu, beyin morfogenezi sayılabilir. İfadelenen protein, interkale disklerin 

yapısında, fascia adherens ve fokal adhezyon yapısında bulunabilmektedir. Yüksek 

yoğunluklu oligonükleotit array çalışmaları ile gerçekleştirilen dokuya özgü ifade 
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analizleri, CDH2 geninin kalp kasında ve düz kas dokusunda yüksek biçimde 

ifadelendiğini gösterir (123,124). 

GJA1 geni, konneksin 43 (Cx-43) olarak da adlandırılan gap junction alfa 1 proteini kodlar 

(125). Gja1 proteini sinyal iletim aktivitesi, transmembran transportör aktivitesi, iyon 

transportu, diğer konneksin proteini moleküllerine bağlanma işlevlerinin yanı sıra 

kardiyomiyositlerin elektriksel eşleşmesi, sinyal iletimi ve hücre iletişimi için gerekli olan 

gap junction kanal aktivitesini sağlar (126,127). Gap junction ve konneksin kompleksinin 

varlığı orta ve ileri dönem kalp farklılaşması açısından ayırt edici protein belirteçlerden 

birisidir. Endotel hücre proliferasyonunun regülasyonu, hücre iletişimi, hücreler arası 

bağlantı, taşıma, kalp gelişimi, kardiyak hücre proliferasyonu, mekanik uyartıya verilen 

yanıt başta olmak üzere çok sayıda dokuda işlevleri bulunmaktadır (126). Literatürde, 

kardiyak-spesifik bileşenlerle birlikte ifadelenmesi durumunda kalp hücrelerine farklılaşma 

ile ilgili bir indikatör olarak kabul edilmektedir. 

MYH7 (myosin heavy chain 7) geni miyozin ağır zincir 7 proteinini ifadeler. Miyozin 

molekülü protein iki ağır zincir, iki alkali hafif zincir ve iki regülatör hafif zincir 

altbiriminden oluşur (128). MYH7’nin son ürünü, kardiyak miyozinin beta zinciri olarak 

adlandırılan yavaş kasılan ağır zinciridir. Ağırlıklı olarak sağlıklı insanda kalbin ventrikül 

bölgesinde ifadelenir. Yavaş kasılma özelliği bulunan tip 1 iskelet kası iplikçiklerinin 

yapısında da bulunmaktadır. İfadelenme miktarındaki bağıl farklılıkların derecesi kalp 

kasının kasılma hızı ile korelasyon gösterir. MYH7 genindeki mutasyonlar ailesel 

hipertrofik kardiyomiyopatiye, dilate kardiyomiyopatiye ve bazı kardiyak miyopati 

tiplerine sebep olur (129). Myh7 proteininin moleküler işlevleri arasında, motor aktivite, 

aktin bağlanma, kalmodulin bağlanması, ATP bağlanması ve mikro-iplikçik motor 

aktivitesi sayılabilir. MYH7 gen ürününün biyolojik işlevleri arasında yetişkin kalp 

gelişimi, kalp hızının düzenlenmesi, kalp atım kuvvetinin düzenlenmesi, ATP 

metabolizasyonu, kalp kası ve iskelet kasının kasılması, kalp ventrikülünün morfogenezi 

ve stres yanıtı olarak kardiyak hipertrofi gelişimi sıralanır (130). Kardiyak sarkomer 

yapısında miyozin kompleksinde, miyofibril yapısında ve Z-disk yapısındaki varlığından 

ötürü kalbin kasılma aparatı bileşenlerinin ifadelenmesini sağladığından kalp farklılaşması 

açısından ileri dönem bir belirteç olarak görülebilir. 
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MYL7 geni miyozin hafif zincir 7 proteinini kodlar. Miyozin molekülü, iki miyozin ağır 

zincirinden ve dört miyozin hafif zincirinden oluşan bir hekzamerdir. Hafif zincirlerin ikisi 

regülatör özelliklidir (örneğin, MYL7), bunlara ek olarak 2 adet bazik hafif zincirden 

meydana gelir. Myl7 proteini kalsiyum ve protein bağlama özelliğine sahiptir (131). 

MYL7 yalnızca kalpte ifadelenen bir gen olması sebebi ile kardiyak farklılaşmanın önemli 

bir işaretçisi olarak yaygın biçimde kullanılmaktadır. Sitoplazmik bir protein olan MYL7 

kardiyomiyosit sarkomerinde A bandında bulunduğundan kasılmayı sağlar ve olgunlaşmış 

kardiyomiyosit fenotipinde mutlaka bulunması gereken bir hücresel elemandır (132,133). 

Memelilerde aktin proteininin alfa, beta ve gama olmak üzere üç farklı izoformu vardır. 

ACTA2 (alfa aktin 2, aortik düz kas aktini) geni aktin protein ailesinin bir üyesidir. Diğer 

alfa aktin tiplerinde olduğu gibi kasılma aparatında yer alır. Hücre hareketinde ve yapısal 

bütünlüğün sağlanmasında çalışır (134). ACTA2, aort düz kas aktin proteini olarak 

adlandırılsa da kalpte, retinada, akciğerlerde ve istemsiz kas dokusunun bulunduğu uterusta 

ifadelenir. ATP bağlama ve protein kinaz bağlama özelliği ile kasılma sürecinde görev alır. 

ACTA2 gen ifadesinin varlığı kas dokusuna farklılaşma olduğunu göstermektedir. 

Beraberinde yalnızca kalbe özgü genlerin ifadelendiği göz önüne alındığında kasılma 

aparatına sahip bir kalp hücresine farklılaşma olduğu yorumu getirilebilir (135,136). 

Troponin I, troponin proteinin inhibitör altbirimini oluşturur. Aktin bağlanma özelliği, 

kalsiyum kanal inhibitör özelliği, metal iyonu bağlama ve troponin C ve T bağlama özelliği 

bulunmaktadır. Kalp kasılmasında, kalsiyum homeostazında, kalp gelişiminde, kalp 

kasılmasının regülasyonunda ve ventriküler kalp kası morfogenezinde görev alır (137). 

Troponin I yalnızca kalpte ifadelenen bir izoform olduğundan, gen ekspresyonu düzeyinde 

varlığı kalp hücresine farklılaşma açısından kesin bir göstergedir. Kalp ve kasa özgü diğer 

genlerin ifadesi ile beraber değerlendirildiğinde kalp hücresine farklılaşma olduğunu 

göstermektedir (138). 

Brachyury T geninin (Gen simgesi T, bazı kaynaklarda kolay anlaşılması için Bry 

kullanılır) protein ürünü diziye özgü DNA bağlama, RNA polimeraz II aktive edici 

transkripsiyon faktörüne bağlanma, transkripsiyon baskılayıcı aktivite özellikleri gösterir. 

Embriyonik bir transkripsiyon faktörüdür. Mezoderm oluşumu ve farklılaşmasından 

sorumlu genlerin transkripsiyonal regülasyonunda görevlidir. T bölgesi adı verilen 



41 

 

palindromik diziye bağlanarak gen transkripsiyonunu aktive eder. Görev aldığı birçok 

gelişim ve farklılaşma mekanizması arasında öne çıkanlar, mezoderm oluşumu, somit 

oluşumu nöral, tüp kapanması, notokord oluşumu, kalp morfogenezi, temel Wnt sinyal 

yolağı, anatomik yapının morfogenezi, başlangıç çizgisi oluşumu ve kalbin sağ-sol 

asimetrisinin oluşumu sayılabilir. Kardiyak progenitör indikatörü olan Mesp1’in ifadesini 

indükler ve kalp oluşumu ile ilişkili transkripsiyon faktörlerinin ifadelenmesini sağlar 

(139,140). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Bu tez çalışmasının başlıca amacı, adipoz kök hücreleri kaynak olarak kullanarak 

kardiyomiyosit karakterli hücrelerin yüksek miktarlarda üretilmesi için yeni bir yöntem 

geliştirmektir. Bu amaçla üç farklı yöntemin kombinasyonları, hücre kültürü koşullarında 

sistematik biçimde uygulandı ve sonuç olarak elde edilen hücreler kardiyak gen ifadesi 

açısından incelenerek yöntemlerin ve kombinasyonlarının etkinliği sınandı. 

Kullanılan değişkenlerden birincisi, literatürdeki çalışmalarda adipoz kök hücrelerin 

kardiyak yönde farklılaşması amacı ile daha önce kullanılmamış olan üç boyutlu 

mikroyerçekimi kültürü koşuludur. Bu amaçla öncelikle iki boyutlu standart koşullarda 

kültürü yapılan insan adipoz kök hücreler, yeterli sayıya ulaşılmasını takiben üç boyutlu 

mikroyerçekimi kültürü ortamına aktarılmıştır. Bu yaklaşımın kullanılmasındaki 

gerekçeler; yerçekimi ivmesinin ihmal edilebilir düzeyde düşük olduğu koşullarında 

hücrelerin küresel öbekler oluşturması, bir yüzeye temas halinde olmayan hücrelerin her 

yönden besin ve çözünmüş gaz transferi yapabilmesi, biyoreaktör ortamında temas 

inhibisyonunun toplam hücre sayısını sınırlamaması, yüzey bağımlı olmayan hücrelerin 

tutunma için metabolik enerji harcamaması olarak özetlenebilir. 

İkinci değişken olarak, kardiyomiyojenik indüksiyona maruz bırakılan hücrelerin 

kültüründe, literatürde daha önce adipoz kök hücrelerin kültürü için uygulanmamış olan 

kardiyak besi ortamı kullanılmıştır. Kardiyak besi ortamı, kardiyak progenitörlerin 

eksplant ve izolasyon sonrasında fenotipik karakterlerin korunması amacı ile 

kullanılmaktadır. Bu çalışmada kombine edilen besi ortamı, mikroyerçekimi koşulları ve 

elastin mikroküre taşıyıcılar ile kalp-benzeri bir çevresel uyarım sağlanması amaçlanmıştır. 

Kullanılan üçüncü değişken ise biyolojik kaynaklı elastik hidrojel taşıyıcılar varlığında 

kültürün farklılaşma üzerine etkisidir. Bu amaçla sentezlenen doğal alfa elastin kaynaklı 

hidrojel mikroküre yapısındaki materyal, bu tez çalışması kapsamında geliştirilerek 

karakterize edilmiş olup, mekanik çevresel etkilerden faydalanarak kardiyak farklılaşmaya 

veya edinilen kardiyak karakterlerin korunmasına katkıda bulunması amacı ile 

kullanılmıştır. 
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Yukarıda bahsedilen amaca yönelik olarak gerekçelendirilen deney aşamaları, iki boyutlu 

ve üç boyutu kültür koşullarında üç farklı gruptan oluşan deney planı içinde uygulanmıştır. 

İki boyutlu kültür koşullarında elde edilen hücreler üzerinde kardiyak farklılaşmanın 

hücresel düzeyde incelenmesi amacı ile immünohistokimyasal analizler 

gerçekleştirilmiştir. Deneyler sonunda elde edilen hücre peletleri, kantitatif eş-zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu ile gen ifadesi analizi yapılması amacı ile kullanıldı. Genler, 

erken, orta ve geç dönem kardiyomiyosit belirteçleri olmak üzere üç grupta incelendi. Bu 

amaçla literatürdeki kardiyak farklılaşmayı inceleyen çalışmalar dikkate alınarak; 

embriyonal dönemde kalp öncülü hücrelerde ifadelenen transkripsiyon faktörleri, yalnızca 

kalp dokusunun kasılma aparatı içinde ifadelenen belirteçler ve geç dönem belirteci olarak 

kardiyomiyosit hücre zarında bulunan kanal proteinlerine ilişkin genlerin ifadelenmesi 

incelendi. Elde edilen gen ifadesi analizi bulguları, gruplar arası bağıl gen ifadesi 

kıyaslaması yapılarak değerlendirildi.  
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

Kullanılan başlıca kimyasalların deney süresince tutarlılık ve tekrarlanabilirlik sağlaması 

amacıyla aynı marka ve lot numaralı ürünlerden olmasına dikkat edilmiştir. Kitler Roche 

(Almanya) ve Invitrogen (ABD)’den temin edilmiştir. Genel laboratuvar kimyasalları için 

Sigma Chemical Co. (St Louis, ABD), Merck (Darmstadt, Almanya) kullanıldı. 

4.2. YÖNTEM  

Şekil 4.1 ve 4.2’de şematize edilen deney aşamaları sonraki başlıklarda detaylı olarak 

sunulmuştur. Alfa-elastin temelli hidrojel mikrokürelerin sentezinin şematik sunumu şekil 

4.1’de yer almaktadır. İki boyutlu ve üç boyutlu hücre kültüründe gerçekleştirilen deney 

basamaklarının organizasyonu şekil 4.2’de şematize edilmiştir. 

 

Şekil 4.1. Elastin mikrokürelerin sentez aşamaları. 
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Şekil 4.2. İki ve üç boyutlu hücre kültürü gruplar ve analiz basamakları. 

4.3. ELASTİN MİKROKÜRELERİN SENTEZİ  

4.3.1. Mikroküre Sentezi Protokolünün Geliştirilmesi 

Optimizasyon aşamasında etkinliği sınanan yöntemler arasında yağ içinde su emülsiyon 

tekniğinin örnek alındığı yaklaşım, amaca yönelik olarak modifiye edilerek uygulanmıştır. 

Kollajen mikrokürelerin oluşturulması esasına dayanan benzer nitelikli bir çalışma göz 

önünde bulundurularak optimizasyon aşamasında emülsiyon ile eş zamanlı olarak 

EDC/NHS sistemi ile çapraz bağlama optimize edilmiştir (141). Sıvı parafin yağının sıvı 

faza oranının ve çapraz bağlama için uygun protein konsantrasyonunun belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Bu çalışmada sürfaktan olarak kullanılan span 80’in elastin mikroküre 

sentezi için uygun nitelikte olmadığı tespit edilmiştir. Bir diğer yöntem olarak etkinliği 

denenen yaklaşımda, span 20’nin, sürfaktan olarak elastin çapraz bağlaması için ideal 

sonuç verdiği görülmüştür. Bu amaçla sürdürülen çalışmalarda span 20’nin optimal 

konsantrasyonunun saptanması amaçlanmıştır (142). Yıkama için PBS tamponunun 

önerildiği bu çalışma dikkate alınarak, EDC/NHS sistemi ile çapraz bağlanma sonrasında 

PBS kullanılması protokole eklenmiştir (143). Protein yapıdaki mikropartiküllerin sentezi 

için glutaraldehit çapraz bağlayıcı olarak kullanılması denenmiştir. Elde edilen 

mikrokürelerin hücre kültüründe toksisite yapma olasılığı yüksek olduğundan bu yöntem 

terkedilmiştir (144). Mikrocamlaştırma yöntemi yeni ortaya atılan bir yöntemdir. Yağ fazı 

olarak dekanol gibi viskozitesi yüksek alkol çözeltilerinin kullanıldığı bu yöntem, suda 
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çözünmüş protein çözeltilerinin çapraz bağlayıcı ile mikroküre oluşturmada kullanımını 

önermektedir. Ancak yapılan deneylerde, bu sistemin etkinliğinin yeterli olmadığı 

gösterilmiştir (145,146) Elastin proteinin degradasyonu amacı ile geliştirilen az sayıda 

yöntemden birisi olan (147,148) oksalik asit degradasyonu Partridge tarafından 1955 

yılında önerilmiştir. Elde edilen çözünmüş proteinin koaservasyon özelliği üzerinde 

durulan bu çalışma ışığında, suda çözünme özelliği bulunmayan alfa elastinin sulu 

çözeltilere katılması sağlanmıştır. Şekil 4.1’de gösterilen seri asit degradasyonu basamağı 

bu esasa dayanmaktadır. Koaservasyon, sulu çözeltiler içinde hidrofobik etkileşimler 

sonucunda bir arada tutulan küresel agregatların oluşması sürecine verilen isimdir. Bu tez 

çalışmasında da elastin proteinin çözünür hale getirilmesi Partridge yöntemi modifiye 

edilerek gerçekleştirilmiştir. Elastinin koaservasyon özelliği mikrokürelerin sentezi amacı 

ile uygulanmış ancak sonuç alınamamıştır (149). Buna ek olarak bu çalışma kapsamında 

önerilen ve rutinde kullanılan sonikasyon yolu ile homojenizasyon yönteminin, elastin 

proteinin kohezyon kuvvetlerinin yüksek olması sebebi ile deney düzeni için uygun 

olmadığı saptanmıştır (148,150). Suda çözünmüş degrade elastinin hidrojel forma 

getirilmesi ile ilgili yaklaşımlar değerlendirilerek, optimal tuzluluk, ve tampon pH’sı ile 

ilgili denemeler gerçekleştirilmiştir (151). Partikül yüzeyinde gözeneklilik sağlayan 

yöntemler değerlendirilerek yüksek basınç altındaki CO2 son ürün üzerine etkisi 

incelenmiştir. İkili sürfaktan kombinasyonları, düşük pH altında gerçekleştirilen çapraz 

bağlama reaksiyonları göz önüne alınarak mini emülsiyon tekniğinde tercih edilen elastin 

konsantrasyonları denenmiştir (152). Kimyasal çapraz bağlayıcıların kullanılmadığı 

yaklaşımlar göz önüne alınarak 37°C’de uzun süreli inkübasyonlar uygulanmıştır, ancak 

degrade elastinin mikroküre formunda polimerize olması mümkün olmamıştır (153,154).  

4.3.2. Etkinliği İspatlanan Aşamalar Işığında Geliştirilen Yöntem 

Önceki kısımda aktarılan denemeler ışığında geliştirilen yöntemle karşılaşılan sorunlar 

aşılmıştır. Degradasyon yöntemi Partridge’in 1955 (148) makalesinde kullanılan 

yöntemden modifiye edilmiştir. Sığır boyun ligamentinden saflaştırılan alfa-elastin (Sigma, 

ABD) 0,25M oksalik asit (Merck, ABD) çözeltisi içerisine eklendikten sonra ısıtıcılı 

karıştırıcıda kaynama noktasına getirilmiştir. 1 saat süre ile karıştırılan solüsyon hemen 

buza geçirilip hızlıca soğutulmuştur. Karışım çöktürüldükten sonra, süpernatan ayrıldı. 

Pelet oksalik asit çözeltisinde tekrar süspanse edilerek sonraki ısıtma döngüsü başlatıldı. 
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Degradasyon aşaması buza geçirilerek durdurulduktan sonra, elde edilen süpernatan, 

önceki döngü sonunda elde edilen süpernatan ile birleştirilmiştir. Elde edilen pelet 

fraksiyonu ile sonraki döngü başlatıldı. Bu biçimde kaynama sonunda katı madde elde 

edilmeyene dek döngüler tekrarlandı. Deneyler kapsamında 3-5 döngü içerisinde katı 

maddenin tamamı degrade olarak sıvı çözelti halinde elde edilmiştir. Döngüler sonunda 

biriktirilerek elde edilen süpernatan 72 saat süresince distile suya karşı diyaliz edildi. 

Diyaliz amacı ile 14,000 kDa molekül ağırlığı cutoff derecesine sahip diyaliz membranı 

kullanılmıştır. Diyaliz sonucunda elde edilen su içinde degrade elastin çözeltisinin protein 

konsantrasyonu Lowry yöntemi ile ölçülmüştür.  

Küresel yapıda elastin temelli mikroparçacıkların sentezlenmesi amacı ile yağ içinde su 

emülsiyon tekniğinden faydalanılarak çapraz-bağlama reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Yağ 

fazı yüksek saflıkta sıvı parafin yağından oluşmuştur (Merck, ABD), sulu faz ise tampon 

solüsyon, protein çözeltisi ve çapraz-bağlayıcıdan oluşmuştur. Sürekli karıştırılan 

reaksiyon ortamına öncelikle parafin yağı eklenerek karıştırma başlatıldı, sonrasında sırası 

ile protein çözeltisi ve çapraz-bağlayıcı eklenmiştir. Sürekli olarak 1200 rpm devirde 

karıştırma sonucu yağ fazı içinde oluşan mikrodamlalar, karıştırma süresinde çapraz 

bağlanmaya maruz kaldığından mevcut formunda kalıcı yapılar oluşturmaktadır. 

Reaksiyon durdurulduktan sonra yapılan ayrıştırma aşamalarından sonra hidrojel yapıda 

mikroküreler elde edilmektedir. Araştırma-geliştirme aşamalarında; reakiyon süresi, 

çapraz-bağlayıcı tipi, su fazı miktarı, yağ fazı miktarı, yağ fazı tipi, tampon sistemi, protein 

konsantrasyonu, reaksiyon durdurma yöntemi, ortam sıcaklığı, rpm, santrifügasyon hızı ve 

süresi, liyofilizasyon yöntemi değişkenlerinde farklı seçenekler denenerek optimal sentez 

yöntemine ulaşılmıştır.  

Genipin molekülü bilimsel literatürde protein yapısındaki moleküllerin çapraz-bağlanma 

reaksiyonlarında kullanılmaktadır. PBS çözeltisi içerisinde bulunan nükleofil OH
-
, halka 

yapıdaki genipin molekülüne atak yaparak halkayı açar. Oluşan aldehit grupları aldol 

kondansasyonu aracılığıyla proteinlerin –NH2 gruplarına bağlanmış olan ve açıktaki 

genipin molekülleri arasında polimerizasyona sebep olur. Genipin molekülleri bu yollaa 

amino grubu içeren bileşiklerle bağlanarak ve diğer genipin molekülleri ile 

polimerizasyona uğrayarak uzun mesafeli intermoleküler çapraz-bağlar oluşturur (155). 
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Şekil 4.3. Genipin molekülünün yapısı. 

Yağ fazı yüksek saflıkta sıvı parafin yağından oluşmuştur (Merck, ABD), sulu faz 

yoğunlaştırılmış degrade protein çözeltisi, %50 etanol içinde genipin çözeltisi karışımını 

içermektedir. 1200 rpm hızla karıştırılan (IKA RW16, Almanya) 40mL parafin yağının 

içine “tip streaming” tekniği ile 3-5 dakika süre içerisinde yavaş pipetaj ile eklenen 3.5 mL 

yoğunlaştırılmış degrade elastin çözeltisi, 10 dakika süre ile parafinle karıştırılır. 0,2 g/mL 

konsantrasyonunda 1,5 mL %50 (V/V) etanol içinde çözünmüş genipin, 3-5 dakika süre 

içerisinde “tip streaming” ile çözeltiye eklendi. 3 saat süre ile aynı devirde karıştırılan 

ortama bu süre sonunda 50 ml %70’lik etanol solüsyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. 

Yağ fazının eliminasyonu için 5 dakika süre ile 27 derecede 4750 rpm (Beckman Coulter, 

CA, ABD) santrifügasyon yapılarak süpernatan atıldı. Sonrasında 0,2M pH 7,4 Tris 

tamponu içerisinde (Sigma) 15 dakika süre ile 27 derecede 4750 rpm hızda santrifugasyon 

yapıldı. Süpernatan atılmıştır ve aynı işlem Tris tamponu ile iki defa, distile su ile 3 defa 

tekrarlandıktan sonra pelet -80
ο
C’de dondurulduktan sonra liyofilize edildi (Christ, 

ALPHA 1- 4 LD plus, Osterode am Harz, Almanya). Kültür aşaması öncesinde, hazırlanan 

malzeme 1 saat süre ile laminer akış kabininde UV lambası (254 nm) altında sterilize 

edildi. 

4.4. ELASTİN MİKROKÜRELERİN KARAKTERİZASYONU 

4.4.1. Faz-Kontrast Görüntüleme ve Boyut Dağılımı 

Elde edilen liyofilize haldeki mikroküre örnekleri farklı distile su, PBS tamponu, karbonik 

asit tamponu, Tris-HCl çözeltisi gibi farklı çözücü ortamlarda, 25 ve 37
ο
C sıcaklıklarda 

yeniden solüsyona katıldıktan sonra küre büyüklüğü, degradasyon olup olmadığı, şişme 
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hızı değişkenlerinn incelenmesi amacı ile faz kontrast mikroskop görüntüleme tekniğinden 

yararlanılmıştır. Görüntüler AxioVision Rel. 4.8 ve ImageJ programları ile dijitalize 

edilerek, küre büyüklükleri ve boyut dağılımları ölçülmüştür. 

4.4.1.1. Atomik Kuvvet Mikroskop Görüntüleme 

Elde edilen mikroküreler, su ortamında yeniden süspanse edildikten sonra mikropipet 

aspirasyonu tekniği ile atomik kuvvet mikroskop görüntüsü elde edildi. Kullanılan prob 

tipi Hertz Cone modeli prob ucu kullanılarak 5,15 N/m yay sabiti ile yapılan ölçümlerde su 

kolonu oluşturulması sonrasında yapılan 3 tekrarlı ölçümde ortalama elastik modül değeri 

ölçüldü.  

4.4.1.2. Taramalı Elektron Mikroskobu Görüntüleme 

Analiz öncesinde örnekler, mikroküre sentezi sonrasında elde edilen pelet formundaki 

örnekler, 5 nm kalınlığında altın tabaka ile kaplandı. Farklı büyütme değerlerinde FEI 

Instruments Quanta 400F (Oregon, A.B.D.) model taramalı elektron mikroskop cihazı ile 

mikrograflar, 10 kV voltaj altında elektron bombardımanı ile tarama yapılarak elde edildi. 

4.4.1.3. Yüzey Yükü Analizi 

Zeta potansiyel analizi partiküller arasındaki itme veya çekme değerinin ölçülmesi amacı 

ile gerçekleştirilmiştir. Belirli bir yüzey yüküne sahip partiküller, süspansiyon içerisindeki 

karşıt yükteki iyonları çekerek, partikül yüzeyinde bir bağ yüzeyi oluşmasına sebep 

olmaktadır. Bu yüzeyin oluşturduğu konveks alana kayma yüzeyi adı verilir. Dolayısıyla 

partiküllerin solüsyon içerisindeki davranışları aminoasit bileşiminden ileri gelen yüzey 

yükü yerine, yüzey yapısı ve solüsyonla ilişkisi tarafından belirlenen zeta potansiyeli 

değeri tarafından belirlenir. Bu amaçla MALVERN Nano ZS90 Zeta potansiyel EV 

mobilite ölçüm cihazı kullanılmıştır. 

4.4.1.4. Örneklerin ATR FTIR Spektrum Ölçümü 

Degrade elastin proteini kullanılarak çapraz-bağlayıcı kullanılarak elde edilen elastin 

mikroküre yapıların liyofilize edilmesi sonrasında FTIR ölçümleri gerçekleştirildi. Kontrol 

grubu olarak saf haldeki nativ alfa-elastin kullanıldı. İnfrared spektrumları Perkin Elmer 

100 serisi ATR FTIR spektrofotometresi kullanılarak ölçüldü. Ölçümler 4,00 çözünürlük 
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değerinde ve 4 taramalı olarak 650-4000 cm
-1 

dalga boyu aralığında, her bir örnek için 10 

tarama yapılarak gerçekleştirildi. 

4.4.1.5. Eş-Zamanlı Hücre Proliferasyon Analizi.  

Eş-zamanlı hücre analiz (EZHA) sistemi (xCELLigence Real-Time Cell Analyzer; RTCA), 

hücre çoğalmasını işaretleme basamağı olmadan takip etmek amacı ile kullanılır. Bu 

teknik, empedans ölçüm ve analizinden faydalanarak hücre göçü, canlılığı, tutunması, 

farklılaşması ve hücre ölümü gibi hücresel davranışları eş zamanlı olarak kaydetmektedir. 

Sistem, çok kuyucuklu kültür kabı tabanına yerleştirilmiş altın mikro-elektrotlar (elektrot 

plakaları, e-plaka) aracılığı ile ölçüm alır. Bu elektrotlar üzerinde gerçekleşen hücresel 

aktivite, elektriksel empedansta değişime neden olmaktadır. Empedans bulgusu bilgisayara 

aktarılarak yazılımı tarafından anlık olarak işlenir. Elektriksel empedans değişimi hücre 

endeksine dönüştürülür (156). Kültür ortamının oluşturduğu empedans değeri, elektrot 

yüzeyi ve kültür besi yeri ara yüzündeki iyon bileşiminden kaynaklanmaktadır. Çoğalma 

ve tutunma aktivitesi gösteren hücreler, e-plakaya bağlanmaya ve başladığında, ara 

yüzdeki iyonik bileşim değişerek empedans değerini etkiler. E- plakalar yüzeyine tutunan 

hücre miktarında kaydedilen artış, empedansta artışa ve hücre endeksinin artmasına neden 

olmaktadır (157).  

Bu çalışmada eş-zamanlı hücre analizi kullanılarak genipin çapraz-bağlama reaksiyonu ile 

sentezlenen mikrokürelerin artan konsantrasyonlarda uygulandığı gruplar arasında hücre 

canlılığı açısından farklılık olup olmadığı değerlendirilmiştir. Bu amaçla oluşturulan üç 

tekrarlı 6 kuyucuktan oluşan deney serisi oluşturulmuştur. İki boyutlu ve üç boyutlu adipoz 

kök hücre kültürü basamaklarında kullanılan elastin mikroküre konsantrasyonu 1630 

µg/mL (1,63 mg/mL) olduğundan, olası toksisite etkisinin hücre canlılığına etkisinin 

görülebilmesi için 15 mg/mL, 7,5 mg/mL, 6 mg/mL, 3 mg/mL, 1,5 mg/mL son 

konsantrasyon değerine ulaşacak biçimde 200 µL kuyucuk hacminde uygulanmıştır. Eş 

Zamanlı Hücre Analiz sistemi 4 birimden oluşmaktadır: (1) EZHA birimi, (2) EZHA 

istasyonu, (3) EZHA yazılımı içeren ve bulguları anlık olarak işleyen bilgisayar ve (4) 96 

kuyucuklu e-plaka (Şekil 4.5). E-plakayı taşıyan EZHA SP istasyonu, rutin hücre kültürü 

işlemlerinin uygulandığı inkübatöre yerleştirilir. Bilgisayar ve EZHA analizörü inkübatör 

dışında bulunur.  
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Şekil 4.4. Eş-zamanlı hücre analizi sistemi. (A) Bilgisayar ve EZHA analizörü, (B) EZHA 

SP istasyonu, (C) 96 kuyucuklu e-plaka. (D) EZHA istasyonu. 

Çeşitli ekim yoğunluğundaki hücre gruplarının çoğalmasının eş-zamanlı olarak 

görüntülenebilmesi amacı ile öncelikle 96 kuyucuklu e-plaka üzerine 100’er µL standart 

(A) (B) 

(C) 

(D) 
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besi ortamı ilave edildi ve sonrasında oda sıcaklığında laminer kabin ortamında 30 dk süre 

ile inkübe edildi. Ardından inkübatöre aktarılan e-plaka 15-20 dk süre ile bekletildi. Hücre 

içermeyen kültür besiyeri ortamında empedans ölçümü alınarak geri plan sinyal düzeyi 

ölçüldü ve kuyucukların elektriksel bileşenlerinin temas kapasitesi değerlendirildi.  

4.5. İKİ BOYUTLU HÜCRE KÜLTÜRÜ 

T75 kültür kaplarına tohumlanan adipoz kök hücreler, %5 CO2, 37
o
C ve >%90 bağıl nem 

koşullarında inkübe edildi. En az %80 bolluğa ulaşan hücreler tripsinizasyon yapıldıktan 

sonra 1:3 ya da 1:4 oranında seyreltilerek yeni kültür kaplarına ekilerek sonraki pasaj 

sayısına geçildi. Takip eden deneylerde adipoz kök hücrelerin karakteristik özelliklerinin 

baskın olduğu 6-10 numaralı pasaj hücre popülasyonu kullanıldı. 

4.6. ÜÇ BOYUTLU MİKROYERÇEKİMİ BİYOREAKTÖRÜ 

Mikroyerçekimi kültür kabı (Slow turning lateral vessel-STLV) 55 mL sıvı hacmi ile 

çalışmaktadır. Hücre kültürü iki boyutlu koşullarda gerçekleştirilen koşullara kıyasla 

önemli farklar taşımaktadır. İki boyutlu kültür koşullarında bolluğa oluşan hücreler 

tripsinizasyon yapıldıktan sonra biyoreaktör başına 9 milyon hücre (150000hücre/mL) 

olacak şekilde tohumlandı. Seri deterjan ve alkol yıkamaları sonrasında otoklavlanarak 

sterilize edilen biyoreaktör kapları, steril koşullar altında dik konumda açılarak hazır hale 

getirildi. Alt ve üst vidalar allen tornavidası ile sıkıştırılarak biyoreaktör su sızdırmaz hale 

getirildi. Hava kilitlerine steril üç yollu musluklar monte edildi. Doldurma girişi (Fill port) 

kullanılarak, hücreler eklenmeden önce 10 mL hücre içermeyen standart besi yeri eklendi, 

böylece biyoreaktörün iç yüzeylerinin ve oksijenatör membranın ıslanması sağlandı.  

 

Şekil 4.5. Mikroyerçekimi biyoreaktöründe adipoz kök hücrelerden oluşan hücre 

kümelerinin şematik gösterimi. 
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Mikroyerçekimi kültürü yerçekimi ivmesinin yönünün sürekli olarak değişmesi dolayısı ile 

sürekli düşme ya da havada asılı kalma durumu ortaya çıkardığından hücreler veya 

solüsyon içinde asılı bulunan partiküller için toplam yerçekimi kuvvetinin oluşturduğu güç 

vektörü ortalama değeri sıfıra yakındır. Bağıl yerçekimsizlik durumunun hücre agregatları 

üzerindeki etkisi, dünya yörüngesinde bulunan uzay istasyonunda yapılan hücre kültürü 

deneylerinde görülen mikroyerçekiminin etkisi ile özdeştir. Mikroyerçekimi hücre 

agregatlarının kardiyosfer yapılarına benzer biçimde yüzeye tutunmayan hücre öbeği gibi 

davranmasını sağlamaktadır. Kök hücre karakterindeki hücrelerin mikroyerçekimi 

ortamında farklılaşma eğiliminde oldukları literatürde bulunan çalışmalar tarafından 

gösterilmiştir (158,159). Buna ek olarak tutunma ve hücredışı matriks sentezi için 

hücrelerin normal koşullar altında harcadığı metabolik enerji harcanmayarak hücre 

karakterinin olgunlaşması ve hücre çoğalmasındaki artışla karşılanmaktadır. Üç boyutta 

besi ortamı ile temas edebilen hücreler, iki boyutlu hücre kültürüne kıyasla daha optimal 

oksijenizasyon ve besin/atık transferi sağladığından hücreler için farklılaşma açısından 

uygun bir durum teşkil eder. 

Hücre kültürünün üç boyutlu koşullara ve mikroyerçekimi etkisine uyum sağlaması amacı 

ile tüm gruplar üç gün süre ile elastin ya da indüksiyon olmadan kültürü yapıldı. 

4.7. ADİPOZ KÖK HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Ticari olarak temin edilen adipoz kök hücreler donmuş halde kuru buz içinde elde edildi 

(Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells; Normal, Human ATCC® PCS-500-011). 

Kültür ortamı tamamen dezenfekte edildikten sonra üreticinin önerileri doğrultusunda 

Bazal mezenkimal kök hücre besiyerinde aseptik teknik kullanılarak hücreler çözüldü. %2 

FBS, 5 ng/mL bFGF, 5 ng/mL EGF ve 2.4 mM L-glutamin konsantrasyonunda 

destekleyici içeren ve %1 oranında penisilin-streptomisin çözeltisi içeren besi ortamı 

kullanıldı. Normal kültür koşullarında kültür yapılan hücreler, % 70-80 bolluğa ulaşınca 

Tripsin-EDTA çözeltisi ile hücre arası bağlar dağıtıldı. 7 dakika süre ile 1500 rpm 25°C 

sıcaklıkta yapılan sentrifügasyon sonrasında elde edilen pelet, %1 L-glutamin, %10 FBS, 

100 U/mL penisilin, 100 mg/mL streptomisin içeren DMEM:F12 besi yeri ortamında 

(standart besiyeri) süspanse edilen hücreler 50000 hücre/mL konsantrasyonunda T75 (75 

cm
2
) doku kültürü kaplarına ekildi. Hücre kültürü kapları %5’lik CO2, %95 hava ve %90 
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bağıl nem koşullarında 37
ο
C sabit sıcaklığa sahip aseptik hücre kültürü koşullarında inkübe 

edildi.  

Sonrasında tam besiyeri eklenerek üç gün ara ile besi ortamı değiştirildi. Düzenli yapılan 

kontrollerde kültür ortamında kontaminasyon olup olmadığı, kültürün genel kalitesi ve 

sağlığı, hücre morfolojisi inversiyon mikroskopu aracılığı ile gözlemsel olarak kontrol 

edildi.  

Yaklaşık olarak %80 bolluğa ulaşan kültür ortamı tripsin-EDTA (%0,05 tripsin/0,53 mM 

EDTA) (Sigma, ABD) çözeltisi ile inkübe edilmesi sonrasında hücre dışı matriks 

yapılarının dağıtılması ve hücrelerin plastik kap yüzeyinden ayrılması amacı ile yapılan bu 

işlem 5 mL TE çözeltisi kullanılarak 5-8 dakika sürdürülmektedir ve reaksiyon tripsinin 

optimal aktiviteyi gösterdiği 37
ο
C ortam sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. Kültür kabı 

yüzeyinden tamamen ayrılan hücreler serum içeren (tripsin inaktivasyonu amacı ile) 

besiyeri ortamında süspanse edilerek 15 mL’lik santrifüj tüpleri içerisinde 1100 rpm’de 

25
ο
C’de 7 dakika süre ile santrifüj edildi. Elde edilen pelet tam besiyeri içerisinde yeniden 

süspanse edildikten sonra, elde edilen hücre süspansiyonu 50000 hücre/mL 

konsantrasyonunda yeni T75 doku kültürü kaplarına aktarıldı ve önceden bahsedilen kültür 

koşullarında inkübe edildi. Pasaj geçişleri sırasında elde edilen hücre peletlerinin bir kısmı 

%10’luk DMSO (Sigma, ABD ) içerisine aktarıldıktan sonra -80
ο
C’de daha sonra 

değerlendirilmek üzere muhafaza edildi. İzole edilerek ekspanse edilen hücreler adipoz 

kök hücre karakterinin doğrulanması amacı ile yüzey belirteçlerinin incelenmesi için akım 

sitometri kullanılarak karakterize edildi. 

4.7.1. Akım Sitometri Analizleri 

%80 bolluğa ulaşan hücreler süspansiyon haline getirildikten sonra mezenkimal kök hücre 

fenotipinin belirlenmesi amacı ile floresans ile aktive edilen (fluorescence activated cell 

sorting; FACS) hücre ayırma analizleri gerçekleştirildi. Yüzey belirteçlerinden oluşan CD 

antijen paneli ve konjuge floresan işaretçileri CD105-PC7, CD29-FITC, CD90-PC5 

CD133-PE, CD34-APC, LIN-APC,-A750 ve HLA-DR-ECD şeklinde belirlendi. Akım 

sitometri analizi Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Anabilim Dalı’nda  

Beckman Coulter Navios FCM (ABD) cihaz ile uygulandıktan sonra Kaluza yazılımı ile 

hesaplama yapılmıştır. 
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İşlem detayları özetle; Tripsinizasyon sonrası sentrifüjleme ve hemasitometrede hücre 

sayımı yapıldı. Ardından hücreler %0,5 serum içeren PBS ile seyreltidi ve floresan 

moleküllerle konjuge haldeki CD antikorları ile inkübe edildi. Negatif kontrol olarak 

MoAb ile inkübe edilmemiş hücreler kullanıldı. İnkübasyon sonrasında işaretlenen 

hücreler çöktürülerek süpernatan atıldı. FACS cihazı yıkama çözeltisi ile yıkandı. % 0,1 

sodyum azid, %1 formaldehit ve %0,5 BSA içeren akım tamponunda süspanse edilen 

hücreler okunduktan sonra Kaluza yazılımı kullanılarak değerlendirildi. 

4.7.1.1. Koloni Oluşturan Fibroblastik Birim Analizi (CFU-f) 

Üçüncü pasaj aşamasındaki insan adipoz kök hücreleri, 6 kuyucuklu kültür kaplarına 100, 

1000 ve 10000 hücre/cm
2 

yoğunluğunda tohumlanmıştır. Kültür aşaması 21 gün süre ile 

devam ettirilmiştir. Bu süre sonunda kolonileri içeren kültür alanı yüzeyi, PBS ile 

yıkandıktan sonra oda sıcaklığı koşullarında %1’lik kristal viyole çözeltisi ile 6-10 dakika 

süre ile inkübe edilerek boyanmıştır. 

4.7.1.2. Üç Nesle Farklılaştırma Analizi (Tri-lineage) 

3. Pasaj sayısındaki hücreler, 8 kuyulu odacıklı slaytlara (Labtek, Nunc, ABD) 1,0x10
4
 

hücre/odacık yoğunluğunda ekilerek 24 saat süre ile EM besi ortamında kültürü yapıldı. Bu 

süre sonunda ilgili besi ortamına geçildi. Temel farklılaşma ortamı (Basal Differentiation 

Medium) olarak L-glutamin içeren DMEM (düşük glukoz), %10 inaktive fetal bovin 

serumu, 100 U/mL penisilin, 100 µg/mL streptomisin içine her bir grup için belirlenen 

farklı katkılar eklendi. 3 hafta boyunca sürdürülen kültür basamağı sırasında, haftada iki 

kez besi ortamı değiştirilerek yenilendi. Osteojenik farklılaşma ortamında 10
-8 

M 

dekzametazon, 10mM β-gliserofosfat, 50 µg/mL askorbik asit-2 fosfat katkısı 

kullanılmıştır. Kondrojenik farklılaşma için katkı olarak 10 ng/mL TGFβ3, 50 ng/mL 

BMP6, %1 ITS solüsyonu (5 µg/mL insülin, 5 µg/mL transferrin, 5 µg/mL selenöz asit), 

50 µg/mL askorbik asit-2 fosfat, 10
-7 

M dekzametazon ve %1 oranında esansiyel olmayan 

aminoasit karışımı eklenmiştir. Adipojenik farklılaşmanın uyarılması amacı ile temel besi 

ortamına eklenen katkıda, 0,45 mM 3-izobütil-1-metil ksantin, 0,1 µM dekzametazon, 0,2 

mM indometazin ve 0,1 U/mL insülin eklendi. 3 hafta sonunda fikse edilen kültür ortamı, 

kemik farklılaşması için von Kossa, adipogenez için Oil Red O ve kondrogenez için Alcian 

mavisi boyaları ile boyandı. 
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4.7.1.3. Farklılaşma İndüksiyonu ve Kardiyak Vasat  

Adipoz kök hücrelerin farklı hücre tiplerine farklılaşması ile ilgili literatürde bulunan çok 

sayıda yayınlanmış bulgu, kardiyak yönde farklılaşma potansiyelinin bulunduğunu 

göstermektedir. Farklı indüksiyon yöntemleri (biyokimyasal, mekanik, ko-kültür vd.) 

ışığında çeşitli kardiyak karakteristik gösteren hücrelere farklılaşma gösterdikleri 

ispatlanmıştır. Çizelge 2.3’te çeşitli indüksiyon yöntemleri, farklılaşmanın 

değerlendirilmesi için kullanılan kardiyak belirteçler ve de farklılaşma yüzdeleri 

derlenmiştir. Bu bilgiler ışığında 5-azasitidin indüksiyon etkeni olarak seçilmiştir. 

5-azasitidin DNA demetilasyonuna sebep olarak kardiyak gelişimden sorumlu 

transkripsiyon faktörlerini aktive etmektedir. Bu aktivasyon sonrasında kardiyak 

karakterdeki gen ifadesinin sürdürülmesi için kardiyak progenitörlerin farklılaşması ve 

özelliklerini devam ettirmesi için kullanılan (98,160,161) büyüme faktörleri, besi yeri 

katkıları ve mitojen karışımı bu çalışma ile beraber ilk defa adipoz kök hücrelerde 

uygulanmıştır. 

Kardiyomiyojenik indüksiyon amacı ile son konsantrasyonu 10 µM olan 5- azasitidin 

üçüncü günün sonunda eklenerek 24 saat süre ile inkübe edilmiştir. Uzun süreli maruziyet 

durumunda sitotoksik etki gösteren 5-azasitidin içeren besi ortamı 24 saat sonunda 

tamamen atıldıktan sonra deney grubunun özelliğine göre STLV biyoreaktöre %10 FBS 

içeren standart besiyeri, kardiyak besiyeri ve 90 mg elastin mikropartikül içeren kardiyak 

besiyeri konmuştur. 

Kardiyak besi ortamı içeriği; %65 DMEM/F-12 (Lonza), %35 IMDM (Lonza) karışımı 

içinde %2 B27 (Lonza), %10 FBS, %0,05 ITS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin, 

40 nM trombin, 20 ng/mL bFGF, 10 ng/mL EGF ve 40 nM kardiyotrofin. (Büyüme 

faktörleri, Peprotech ABD) 

Besi ortamları 4. günde tamamen değiştirilmiştir ve indüksiyon sonrası 8. günde deney 

sonlandırılmıştır. Hücreler 4750 rpm hızda çöktürüldükten sonra 25 mM sodyum sitrat, 10 

mM EDTA, 5,3M amonyum sülfat, bileşimine sahip olan RNAlater pH 5.2 solüsyonuna 

(Thermo Fisher Scientific, ABD) aktarılarak mRNA izolasyonu için -80
ο
C soğutucuda 

saklanmıştır. 
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Şekil 4.6. Synthecon mikroyerçekimi biyoreaktörü sistemi. 

4.8. KANTİTATİF EŞ ZAMANLI POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU 

4.8.1. mRNA İzolasyonu 

mRNA izolasyonu için Roche ABD’nin High Pure RNA isolation Kit ürünü kullanılmıştır. 

Üreticinin talimatlarına göre aşamalar takip edilerek elde edilen mRNA’nın saflığı 

nanodrop nükleik asit ölçümü amaçlı spektrofotometre ile ve agaroz jel elektroforezi ile 

belirlenerek sonraki aşamalar planlanmıştır. 

Çizelge 4.1. mRNA izolasyonu kitinin bileşenleri. 

Tüp 

numarası 

Solüsyon İçerik 

1 Lizis/bağlayıcı tamponu 4,5M guanidin-HCl, 50mM Tris HCl, %30 

triton x-100(w/v), pH 6,6 

2 Recombinant DNaz I 0,55mL Elüsyon tamponu içinde 10KU 

liyofilize DNaz I  

3 DNaz inkübasyon tamponu 1MNaCl, 20mM Tris-HCl ve 10mM 

MnCl2, pH 7,0 
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Çizelge 4.1. (devam) 

Tüp 

numarası 

Solüsyon İçerik 

4 Yıkama Tamponu I 5M guanidin-HCl, pH 6,6 

5 Yıkama Tamponu II 10mL karışıma 40mL mutlak etanol 

eklendikten sonraki bileşim: 20mM NaCl, 

2mM Tris-HCl, pH 7,5 

6 Elüsyon Tamponu PZR kalitesinde su 

7 Filtre Tüpleri 700 mikrolitrelik Polipropilen tüpler 

8 Toplama Tüpleri 2mL’lik polipropilen tüpler 

1. Hücre peleti (1x10
6
 hücre içeren) 200 µL PBS içinde süspansiyon haline getirildi. 

2. 400 µL lizis/bağlayıcı tampon eklenerek 15 saniye süre ile vortekslendi. 

3. Bir tüpe filtre kısmı takıldı, örneğin tamamı filtrenin üst kısmına eklendi. 

4. Filtre ve tüp bileşimi tezgâh üstü sentrifüj (Beckman Coulter Microfuge Centrifuge 

22R) kullanılarak 15 saniye süre ile 8000 x g hızında santrifüjlendi. 

5. Eluat atıldı ve filtre tekrar tüpe takıldı. 

6. Örnek başına 90 µL DNaz inkübasyon tamponu steril reaksiyon tüpüne 

aktarıldıktan sonra 10 µL DNaz I eklenerek karıştırıldı ve filtre tüpüne konulup 15 dakika 

süre ile oda sıcaklığında inkübe edildi. 

7. 500 µL yıkama tamponu I filtrenin üst kısmına eklendikten sonra 15 saniye 8000 x 

g hızda santrifüjlendi. Sonrasında eluat atılarak filtre kısmı tüple birleştirildi. 

8.  500 µL yıkama tamponu II filtrenin üst kısmına eklendi ve 15 saniye 8000 x g 

hızda santrifüjlendi. Sonrasında eluat atılarak filtre kısmı tüple birleştirildi. 
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9. 200 µL yıkama tamponu II filtrenin üst kısmına eklendi ve 2 dakika süre ile 13000 

x g hızda santrifüjlenerek yıkama tamponu kalıntısı süzüldü. 

10. Toplama tüpü atıldı, filtre 1,5mL hacimli mikrosantrifüj tüpüne monte edildi. 

11. RNA elüsyonu için filtre tüpünün üst kısmına 50-100 µL elüsyon tamponu eklendi. 

Tüp bileşimi 1 dakika süre ile 8000 x g santrifüjlendi. 

12. Elüat RNA içermektedir. Doğrudan Eş-zamanlı-PZR için kullanabilir ya da -

80
ο
C’de saklanarak ileri analizleri için saklandı. 

4.8.2. cDNA Sentezi 

İzole edilen mRNA dondurularak saklandığı aşamalarda çözülerek ya da saflaştırma 

sonrasında doğrudan cDNA sentezi amacıyla kullanılmıştır. 

 

Çizelge 4.2. cDNA sentezi için kullanılan kitin bileşenleri. 

Tüp 

numarası 

Solüsyon İçerik 

1 Revers transkriptaz 

solüsyonu 

55 µL, 110 µL, 220 µL hacimli üç vial. 

Saklama tamponu: 200mM potasyum fosfat, 

2mM ditiyotreitol, %0,2 Triton X-100 (v/v), 

%50 gliserol (v/v), pH 7,2 

2 Revers transkripsiyon 

tamponu 

1 mL’lik 4 vial. 

5x konsantrasyon: 250mM Tris/HCl, 150mM 

KCl, 40mM MgCl2, pH 8,5. 

3 RNaz inhibitörü 20mM Hepes-KOH, 50mM KCl, 8mM 

ditiyotreitol, %50 gliserol (v/v), pH 7,6. 

4 Deoksinükleotit 

karışımı 

10’ar mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
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Çizelge 4.2. (devam) 

Tüp 

numarası 

Solüsyon İçerik 

5 Sabitlenmiş-oligo 

(dT)18 primer 

100 µL (50 µM), 200 µL (50 µM) ve 2x50 µL 

(50 µM) 

7 DTT 0,1M DTT, 1mL’lik 1 tüp 

8 PZR kalitesinde distile 

su 

 

Revers transkripsiyon işleminde, önceden izole edilen mRNA, cDNA’ya çevrildi. Bu 

çalışmada gene özgü primer kullanılarak, izole edilmiş olan mRNA’dan cDNA 

transkriptleri elde edildi. Gene özgü primer tabanlı revers transkripsiyonda tek bir hedefe 

özgü transkripsiyon gerçekleştirilir. Elde edilen cDNA incelenen gene özgül, tek aşamalı 

kantitatif PZR için kullanılmak üzere sentezlendi. İncelenen genler için kullanılan primer 

probları, NCBI gene ve OMIM veri tabanları aracılığı ile doğrulanmıştır. Bağıl gen 

ifadesinin incelenmesi için vekilharç genler referans olarak kullanılarak bağıl 

sayısallaştırma yapılmıştır. Bu yöntem özdeş koşullardaki örneklerin bir değişken 

açısından incelenmesi için kullanılmaktadır. Devamında bağıl gen ifadesinin 

değerlendirilmesi için analiz kısmında detaylandırılan hesaplamalar yapılmıştır.  

1- cDNA tek bir tip primer kullanılarak sentezlendi. Donmuş haldeki tüm bileşenler 

çözüldü. Kullanım öncesinde santrifüjlendi. Reaksiyonlar hazırlanırken bütün bileşenler 

buz üzerinde karıştırıldı 

2- Steril ve nükleaz içermeyen ince gövdeli PZR tüpleri buz üzerinde hazırlandı, 20 

µL son hacimde kalıp-primer karışımı hazırlandı. 
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Çizelge 4.3. cDNA sentezinde kullanılan primer ve total RNA karışımının bileşimi. 

Bileşen Hacim Son Konsantrasyon 

Total RNA *** *** 

Sabitlenmiş-oligo(dT)18 Primer  

50 pmol/µL 

1 µL 2,5 µM 

PZR kalitesinde didistile su  Toplam hacim 11,4 µL 

Toplam 11,4 µL  

 

3-  Kalıp-primer karışımı 10 dk süre ile 65°C sıcaklıkta inkübe ederek denatüre edildi. 

Bu amaçla ısıtıcılı kapaklı blok döngü ısıtıcı kullanıldı ve buharlaşma engellendi. Bu 

aşamada ikincil RNA yapıların denatürasyonu gerçekleştirildi. Sonrasında tüp buza 

aktarıldı. 

4- Kalıp-primer karışımının bulunduğu tüpe revers transkripsiyon karışımının geri 

kalan bileşenleri aşağıda belirtilen sıra ile eklendi.  

 

Çizelge 4.4. Revers transkripsiyon reaksiyonu için kullanılan bileşenler. 

Bileşen Hacim Son Konsantrasyon 

Revers Transkriptaz Reaksiyon 

tamponu, 5× kons 

4 µL 1 × 8 mM MgCl2 

RNaz inhibitörü 40 U/µl  0,5 µL 20 U 

Deoksnükleotit karışımı, her bir 

deoksinükleotit tipinden 10 mM  

2 µL Her deoksinükleotit 1mM  

DTT 1 µL 5mM 

Revers transkriptaz 1,1 µL 10 U 

Son hacim 20 µL  
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5- Bileşenler dikkatlice karıştırıldı ve tüp, ısıtıcılı kapaklı blok döngü ısıtıcıya 

yerleştirildi. 

6- Reaksiyon 30 dakika süre ile 55°C sıcaklıkta inkübe edildi. Bu değerler, üreticinin 

önerisi doğrultusunda kullanılan problar için önceden optimize edilmiştir. 

Reaksiyon öncesinde ısıtıcı blok ısıtılarak hazırlandı. 

7- Revers transkriptaz enzimi 5 dk süre ile 85°C’de inkübe edilerek inaktive edildi. 

Sonrasında tüp, buza kondu. Saklanmak üzere -20°C’de donduruldu 

8- Elde edilen cDNA herhangi bir saflaştırma ya da ek RNaz kullanımına gerek 

olmadan kullanılmıştır.  

4.8.3. Kantitatif Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Revers transkripsiyon, elde edilen mRNA moleküllerinin kopya sayısının ölçülebilmesi 

amacıyla komplementer DNA yapılarına dönüştürülmesidir. cDNA örnekleri incelenen 

genlere RNA translasyonu yapılıp yapılmadığını ve oluşan mRNA moleküllerinin bağıl 

oranlarına ulaşılmasını sağlamaktadır. DNA örneklerinden kantitatif polimeraz zincir 

reaksiyonu LightCycler
®

 480 Probes Master protokolüne göre gerçekleştirildi. 

Kullanılmadan önce karıştırılan solüsyonlar mikrosantrifüjde kısa bir süre çöktürüldü. 

Bütün pipitleme işlemleri buz üzerinde gerçekleştirildi. Hidroliz probu ve PZR primerlerini 

içeren 10X konsantrasyonlu solüsyon hazırlandı. Çizelge 4.3’te 20 µl’lik bir kantitatif eş-

zamanlı-PZR reaksiyonu için PZR karışımına eklenen bileşenler ve miktarları 

gösterilmektedir. PZR karışımı, buz üzerinde hazırlandı. 

 

Çizelge 4.5. PZR Reaksiyonu için kullanılan bileşenler. 

Bileşen Hacim 

dH2O 3 µl 

LightCycler
® 

480 Probes Master, 2X kons. 10 µl 

Primer-prob karışımı, 10X kons. 2 µl 

Toplam Hacim 15 µl 
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Hazırlanan PZR bileşenleri, vorteks kullanılmadan yavaşça pipetlenerek karıştırıldı.  

LightCycler
® 

480 Çok Kuyulu Plakanın her bir kuyusuna 15 µl PZR karışımı konuldu ve 

her bir kuyuya 5 µl cDNA örneği eklendi. Optik film kullanılarak plakanın üst yüzeyi 

kapatıldı.  

Çok Kuyulu Plaka, LightCycler
® 

96 Real-Time PCR System (Roche, ABD) cihazına 

yerleştirildi ve uygun koşullarda reaksiyon başlatıldı. Eş-zamanlı-PZR reaksiyonu için 

kullanılan döngü koşulları çizelge 4.4’te gösterildi.  

 

Çizelge 4.6. Kantitatif eş zamanlı-PZR döngü koşulları 

Program Adı Döngü Sayısı Analiz 

Yöntemi 

Sıcaklık Zaman 

İnkübasyon 

Öncesi 

1 Hiçbiri 95°C 10 dakika 

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon 95°C 

60°C 

72°C 

10 saniye 

30 saniye 

1 saniye 

Soğutma  1 Hiçbiri 40°C 30 saniye 

Eş-zamanlı-PZR reaksiyonu bittikten sonra elde edilen veriler, LightCycler® 96 Real-

Time PCR System cihazında bulunan yazılım programı kullanılarak analiz edildi. 

4.8.4. İncelenen Kardiyak Genler 

Çizelge 2.4’te derlenmiş olan çalışmalar esas alınarak yapılan literatür araştırmaları 

sonrasında, bu tez çalışmasının analiz basamaklarında değerlendirilmek üzere seçilmiş olan 

probların detayları Çizelge 4.7’de sunulmuştur. 
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Çizelge 4.7 Tez çalışmasında incelenen eş-zamanlı PZR belirteçleri. 

Sıra No Gen Adı Sembolü Deney 

Kodu 

Konfigürasyon 

Numarası  

1 Homeobox Protein NK-2 

Homolog E 

NKX2-5 114583 100124165 

2 GATA Binding Protein 4 GATA4 144088 100124299 

3 T-Box Transcription 

Factor TBX5 

TBX5 101204 100124280 

4 Cadherin 2 CDH2 137066 100124271 

5 Gap Junction Protein 

Alpha 1 

GJA1 107330 100124262 

6 Troponin I3, Cardiac 

Type 

TNNI3 112140 100124253 

7 Troponin T2, Cardiac 

Type 

TNNT2 114181 100124244 

8 Myosin Heavy Chain 7 MYH7 114934 100124235 

9 Myosin Light Chain 7 MYL7 143285 100124226 

10 T-Brachyury 

Transcription Factor 

T 144639 100124217 

11 Actin, Alpha 2, Smooth 

Muscle, Aorta 

ACTA2 125175 100124208 
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4.8.5. Gen İfadesi Analizleri 

Gerçekleştirilen kantitatif eş-zamanlı PZR analizleri için her bir grup için üç biyolojik 

replikanın üç deneysel tekrarı gerçekleştirildi. Elde edilen Ct değerleri tablolaştırıldıktan 

sonra Livak deltadeltaCt yöntemi kullanılarak sayısallaştırıldı. Bu yolla gruplar arasındaki 

bağıl gen ifadesi ilişkisi elde edildi. Bu sonuçlar, grup içi varyansın homojenliği test etmek 

amacı ile tek yönlü ANOVA ile değerlendirildikten sonra gruplar Kruskal-Wallis testi ile 

karşılaştırıldı. Elde edilen p değerleri üzerinde Benjamini-Hochberg düzeltmesi 

yapılmıştır. P<0,05 değeri anlamlı olarak belirlenmiştir. İstatistiksel analizler IBM SPSS 

22. sürüm ve GraphPad Prism 5. sürüm kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

4.8.6. İmmünohistokimyasal Analizler 

Bu teknik, streptavidin-biotin işaretçili immünoenzimatik antijen tespiti yapılması amacı 

ile kullanılmaktadır. Hazırlanan örnekler sıra ile hedef antijene özgüllük taşıyan 

bağlanmamış primer antikor, bu antikora bağlanma aktivitesi gösteren bağlı sekonder 

antikor, enzim işaretli streptavidin ve kromojen sübstrat ile muamele edilmiştir. İncelenen 

antijene özgül antikor, biotin-işaretli sekonder antikor ile işaretlenir. Böylece dolaylı yolla, 

ilgilenilen proteinin bulunduğu bölge biyotin ile işaretlenmektedir. Sonrasında 

streptavidin-enzim konjugatı eklenerek, örnek içindeki biyotine bağlanma gerçekleşir. 

Birbirini takip eden bu basamaklar sonunda elde edilen antikor-sekonder antikor ve 

streptavidin-enzim kompleksi uygun sübstrat/kromojen kullanılarak boyandı. 

 

Şekil 4.7. İmmünohistokimyasal analiz ve antikorların kullanımı. 
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4.8.6.1. Örneklerin Boyanması 

1- 8’li kuyucuk içeren kasetlere 100000 hücre ekildikten sonra konfluansa 

ulaşılmasını takiben deney koşullarınauygun bileşenler ile muamele edildi. 

2- Endojen peroksidaz aktivitesine bağlı olarak nonspesifik boyama oluşmasını 

önlemek amacı ile slaytlar hidrojen peroksidaz blok solüsyonunda 10-15 dakika 

süre ile inkübe edildi. 

3- 2 defa tamponla yıkama yapıldı. 

4- Ultra v blok solüsyonunda oda sıcaklığında 5 dakika süre ile inkübe edilerek 

nonspesifik geri plan boyaması engellenir. 

5- Örnekler durulandı. 

6- Primer antikor çözeltisi, 1:100 veya 1:50 oranında uygulandıkta sonra inkübe 

edildi. 

7- 4 defa PBS pH 7.4 tamponu ile yıkandı. 

8- Streptavidin peroksidaz eklendikten sonra 10 dakika süre ile inkübe edildi. 

9- 4 defa PBS pH 7.4 tamponu ile yıkandı. 

10- 20-50 µl arasında AEC kromojen solüsyonu 1mL AEC sübstratı ile iyice karıştırıldı 

ve elde edilen karışım örneğe uygulandı. 20 dakika süre ile karıştırıldı ve 5 ila 20 

dakika süre ile inkübe edildi.  

11- Karşı boyama yapılarak lamel ile kapatıldı. 

Elde edilen slaytlar ışık mikroskobu (Leica DM 4000B, Wetzlar, Almanya) kullanılarak 

görüntülendi. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

Elde edilen araştırma bulguları, üç aşamada değerlendirilebilir. Elastin mikokürelerin 

sentez optimizasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili sonuçlar, hücre kültürü basamaklarının 

öncesinde gerçekleştirilen fiziksel ve kimyasal analizleri içermektedir. İkinci aşamada 

kültür basamakları öncesinde hücrelerin karakterizasyonu ve kültür basamakları ile ilgili 

gözlemler yer almaktadır. Son kısımda iki boyutlu hücre kültürü ve mikroyerçekimi 

biyoreaktörü kullanılarak gerçekleştirilen deneyler sonrasında gerçekleştirilen 

immünohistokimyasal analizler ve gen ifadesi analizleri yer almaktadır. 

5.1. ELASTİN MİKROKÜRELERİN KARAKTERİZASYON SONUÇLARI 

5.1.1. Boyut Dağılımı 

 

Şekil 5.1. Elastin-temelli mikrokürelerin sentezlenmesinde optimizasyon ara 

basamaklarından bir inversiyon mikroskop görüntüsü. 

Elastin mikrokürelerin sentez basamaklarının optimizasyonu sürecinde çapraz-bağlayıcı 

tipi (EDC/NHS, genipin), konsantrasyonu ve çapraz bağlama süresi değişkenleri 

sınanmıştır. Bu aşamaya gelmeden önce, optimal ortam pH derecesi, tampon çözelti tipi 

(ör: pH 5,5 MES tamponu, pH 7,4 PBS, pH 7,4 Tris tamponu, pH 10,4 Karbonat tamponu), 

yıkama döngüsü, santrifügasyon koşulları, reaksiyon sırasında ortam sıcaklığı (25 ve 37 

ο
C), yağ fazının tipi (mineral yağ, sıvı parafin yağı), sürfaktan tipi (Tween 80, Span 20, 

Span 80) konsantrasyonu, karıştırıcı kuvveti, reaktiflerin çözelti ortamına eklenme süre ve 

biçimi değişkenleri sınanmıştır. Optimal sonuç için belirlenen kriterler, liyofilizasyon 

sonrası kalıntı olmadan tamamen çözeltiye katılabilen kuru ürün eldesi, çözeltiye 
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katıldığında çabuk biçimde su ile şişerek süspanse olması, oluşan mikropartiküllerin 

küresel biçimli olması, oluşan mikroparçacıkların boyut dağılımının dar bir aralıkta olması 

ve geliştirilen malzemenin sulu ortamda, fizyolojik pH ve sıcaklık koşullarında dağılmadan 

süspansiyonda varlığını sürdürmesi olarak belirlendi. Şekil 5.1’de homojen dağılım ve 

küresel form kriterine uymayan bir deney sonucu görülmektedir. 

 

Şekil 5.2. Elastin-temelli mikrokürelerin sentezlenmesinde optimal sonuç gösteren 

grupların sonuçlarına ait bir inversiyon mikroskobu görüntüsü. (ölçek: 40µm). 

Çapraz-bağlama reaksiyonuna katılan degrade elastin proteininin miktar ve konsantrasyonu 

arttırılarak sürdürülen deneyler sırasında EDC/NHS sistemi ve genipin çapraz bağlayıcı 

olarak uygulanmıştır. Son ürünün doku kültürü koşullarında sitotoksik etki yaratmaması 

amacı ile genipin ideal bir çapraz bağlayıcı olarak görülerek, sonraki sentez basamakları 

genipin kullanımına göre optimize edilmiştir. Genipin çapraz bağlanma reaksiyonu 

EDC/NHS sistemine göre 3 kat daha uzun sürede etkili olmakla beraber, reaksiyon ortamı 

EDC/NHS için taze hazırlanmış pH 5.5 MES tamponu olarak kullanılırken, genipin için 

%50 etanol içeren distile su ortamı yeterli olmuştur. Şekil 5.2’de görüldüğü üzere küresel 

formda ürün elde edilmiştir, ancak boyut dağılımı homojen olmadığından, ileri 

optimizasyon deneyleri gerçekleştirilerek hücre kültürü ortamında süspansiyon halinde 

bulunarak hücrelere bir tutunma yüzeyi sağlaması amacı ile kürelerin büyüklüğünün 

ortalama 40 mikrometre düzeyine gelmesi amaçlandı. Bu amaçla farklı karıştırma hızları, 

ve seçilen sürfaktan olan span 20’nin farklı konsantrasyonları uygulandı. Önceki 

deneylerden farklı olarak su fazının yağ fazına oranları uygulanarak elde edilen liyofilize 
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örnekler süspanse edildikten sonra sonuçlar görüntülenmiştir. Optimal karıştırma hızı, 

sürfaktan konsantrasyonu ve su/yağ fazı oranı belirlendikten sonra kürelerin istenen boyut 

dağılımına geldiği ancak düşük verim alındığı saptanmıştır. Sonraki deney aşamalarında 

reaksiyon, ara aşamalarda durdurularak verim kaybının sebepleri araştırılmıştır. 

 

 

Şekil 5.3. Elastin-temelli mikrokürelerin sentezlenmesinde optimizasyon ara 

basamaklarından bir inversiyon mikroskop görüntüsü. 

Bu deneyde elde edilen hidrojel mikroküreler (Şekil 5.3), genel olarak homojen büyüklükte 

olmasına karşın, süspanse edilen partiküllerden elde edilen mikrokürelerin çapı, hücre 

kültüründe kullanılması için uygun büyüklükte değildir (ölçek: 20µm). Elde edilmesi 

amaçlanan mikroparçacıkların, hücre tutunmasını sağlayarak, kalp dokusu eksplantlarından 

elde edilen 200-300 µm büyüklüğündeki kardiyosfer yapılarını taklit etmesi amacı ile, su 

bazlı çözeltide şişerek 50 µm büyüklüğe ulaşması amaçlanmıştır (162). Bu amaç 

doğultusunda inversiyon mikroskop görüntüsü incelendiğinde, oluşan kürelerin sayıca 

uygun olduğu ancak 10µm ve altı ebattaki hidrojel mikrokürelerin çoğunlukta olduğu 

saptanmıştır. Retrospektif olarak yapılan gözlemler ile beraber değerlendirerek deney 

koşulları modifiye edilmiştir. Sonraki deneylerde, sürfaktan konsantrasyonu arttırılarak ve 

başlangıç protein konsantrasyonu zıt-yönlü diyaliz ile 6 misli arttırılarak emülsiyon sistemi 

kurularak çapraz bağlama gerçekleştirilerek amaçlanan 40-50 µm çaplı hidrojel 

mikroküreler elde edilmiştir. 
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5.1.2. Tarayıcı Elektron Mikroskop Görüntüleme  

 

Şekil 5.4. Sentez basamakları sırasında ilk yıkama sonrası elde edilen elastin mikroküre 

peletin suda dağıtılmadan önceki görüntüsü. 

Elde edilen pelet, ıslak durumdayken yüksek derecede hidrofobik ve elastik özellikler 

göstermektedir. Liyofilizasyon sonrasında elde edilen yapıda (Şekil 5.4’te sunulmuştur) 20 

mikron çaplı, birbiri ile etkileşim gösteren kavernöz yapılar ve porlar bulunmaktadır. 

Liyofilizasyon sonrası elde edilen kurutulmuş örnek, kırılgan özellikte olduğundan basınç 

uygulandığında toz haline gelmektedir. Oluşan bu toz tekrar sulu ortama (distile su, PBS 

tamponu veya besi ortamı gibi) eklendiğinde, partiküllerin sıvı ile temas sonucunda küresel 

yapıda hidrojellere dönüşmektedir. 

5.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi 

Elde edilen mikroküreler, su ortamında yeniden süspanse edildikten sonra mikropipet 

aspirasyonu tekniği ile atomik kuvvet mikroskop görüntüsü elde edildi. Kullanılan prob 

tipi Hertz Cone modeli prob ucu kullanılarak 5,15N/m yay sabiti ile yapılan ölçümlerde su 

kolonu oluturulması sonrasında yapılan 3 tekrarlı ölçümde 12,95 kPA ortalama elastik 

modül değeri ölçüldü. Bu ölçüm, elde edilen mikrokürelerin elastik özelliğini muhafaza 

ettiğini göstermektedir. 
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Şekil 5.5. Atomik kuvvet mikroskop analizi ölçümleri. 

 

Şekil 5.6. Su içerisinde yeniden süspansiyon haline getirilen peletin çoklu ölçümde elastik 

modül dağılımını gösteren bir histogram. 

 

Şekil 5.7. Kompozit topografik görüntüleme sonucu. 
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Elde edilen liyofilize mikroküre örnekleri Tris içermeyen pH 7,4 PBS tamponunda ve 

distile su ortamında çözelti ve süspansiyon haline getirilerek atomik kuvvet mikroskobu ile 

incelenmiştir. Bu teknik normal şartlar altında suda asılı haldeki parçacıkların incelenmesi 

için uygun bir teknik olmamakla beraber, mikrokürelerin yüzey yükü ve hidrofobisite 

özelliğinden ötürü lam yüzeyine adsorbe olması sayesinde manivela (cantilever) yardımı 

ile inceleme yapılması mümkün olmuştur. Elastik modül ölçümünü sağlayan AFM tekniği, 

bu sebeple uygulanarak su ortamında dağıtılarak ve dağıtılmadan incelenen saf haldeki 

mikroküre örnekler üzerinde ölçümler gerçekleştirilmiştir. En az 10 tarama yapılarak 

oluşturulan kompozit olarak oluşturulan kompozit görüntüde kürelerin yaklaşık büyüklüğü 

görülürken debris yapısının üzerinde yapılan ölçümlerde elastisite ölçümünün sonuçları 

histogram şeklindeki grafikte sunulmaktadır. 

5.1.4. Zeta Potansiyel Analizi 

Elde edilen mikrokürelerin zeta potansiyel değeri iki pikte ifadelenmektedir. Elde edilen 

biyomalzeme. negatif zeta potansiyel özelliğini göstermektedir. Ölçümler distile su 

ortamında gerçekleştirilmiştir (Şekil 5.8). 

Şekil 5.8. Zeta potansiyel ölçümü. Elastin mikrokürelerin zeta potansiyeli -39,9 mV olarak 

ölçüldü. 

Gerçekleştirilen Zeta potansiyel ölçümü mikropartiküllerin yüzeyindeki karboksil 

gruplarının genipin çapraz-bağlama reaksiyonu sonrasında iyonizasyona uğradığını 

göstermektedir.  
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5.1.5. FTIR spektrum analizi 

 

Şekil 5.9. Fourier Transform Infrared Spektrum analizi sonucu elde edilen spektrum 

görüntüleri. 

Degradasyon sonrasında yeniden çapraz bağlanarak oluşturulan mikroküre yapılarının aktif 

gruplar, bağ yapısı ve bu kimyasal bağların oranları açısından nativ alfa elastine neredeyse 

özdeş nitelikte olduğu görülmektedir. Fonksiyonel grup bölgesi ve parmak izi bölgesi, 

3289, 3069, 2924, 1782, 1638, 1530, 1450, 1240 ve 1034 dalga numarasında absorpsiyon 

sinyali içermektedir. Çapraz bağlanma geçekleştirilen protein, şekil 5.9’da görüldüğü gibi 

çok yakın okuma değerleri ile doğal alfa-elastin proteini örnekleri ile çok yakın kimyasal 

bağ kompozisyonu özellikleri göstermektedir. Geliştirilen malzemenin maruz kaldığı 

geliştirme basamaklarının elastinin yapısal ve biyokimyasal özelliklerini ne düzeyde 

etkilediği FT-IR spektrumu kullanılarak incelenmiştir. Elde edilen IR spektrumu, 

degradasyon sırasında elastin moleküllerinin aminoasit dizisini büyük ölçüde koruduğu 

gösterir. Buna ek olarak çapraz bağlama aşaması ve mikropartiküllerin eldesi sırasında 

gerçekleştirilen kimyasal değişikliklerin elastin molekülünün kimyasal kompozisyonunu 

büyük ölçüde koruduğunu göstermektedir (Çizelge 5.1). 
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Çizelge 5.1. Dalga numaraları ve temsil ettikleri fonksiyonel gruplar. 

Absorpsiyon (cm
-1

) Titreşim Tipi Fonksiyonel Grup 

1034 Esnek (alkol) C-O 

1240 Esnek (amin) C-N 

1450 Bükülen (alkan) -C-H 

1530  Esnek (aromatik) C=C 

1638 Esnek (alken) C=C 

1782 Esnek (karbonil) C=O 

2924 Esnek (alkan) C-H 

3069 Esnek (alken) =C-H 

3289 Esnek, H-bağlı (alkol) O-H 

 

5.1.6. Eş-zamanlı Hücre Proliferasyon Analizi 

 

Şekil 5.10. Artan elastin mikroküre konsantrasyonunun hücre viabilitesine etkisi. 

Genipin ile çapraz bağlama sonucunda açığa çıkan mikroküre yapılarının ve ortamda 

kalıntı olarak var olabilecek genipin moleküllerinin hücre kültürü ortamında toksik veya 

proliferasyonu olumsuz etkileyebilecek niteliklerinin olmadığı gözlenmiştir (Şekil 5.10). 
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5.2.2. Üç Boyutlu Mikroyerçekimi Biyoreaktörü ile Elde Edilen Hücre Öbekleri 

Gerçekleştirilen kültür basamakları sonunda elde edilen inversiyon mikroskop görüntüleme 

sonuçlarına Şekil 5.11 ve 5.12’de yer verilmiştir. Oluşan hücre öbeklerinin büyüklüğü, 

yoğunluğu ve elastin mikrokürelerle ilişkisi bu yolla incelenmiştir. Şekil 5.12’de oluşan 

elastin mikroküre yapıların hücre öbekleriyle ilişkisi görülmektedir. Bu yapılar kültür 

süresince varlığını sürdürse de, hücre öbeklerinin oluşmasına doğrudan katkı 

sağlamadıkları, ancak kültür ortamında öbek yapılarıyla temas halinde oldukları 

görülmektedir. 

 

Şekil 5.11. Üç boyutlu mikroyerçekimi biyoreaktöründe hücre öbeklerinin ışık mikroskop 

görüntüsü. (Ölçek 50µm) 
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Şekil 5.12. Üç boyutlu mikroyerçekimi biyoreaktöründe oluşan hücre öbekleri ve elastin 

mikrokürelerin görünümü. (Ölçek 50µm). 

5.2. ADİPOZ KÖK HÜCRE KARAKTERİZASYONU 

5.2.1. Koloni Oluşturan Fibroblastik Birim Analizi (Colony-forming unit-fibroblast 

assay) CFU-f 

iAKH’lerin kendi kendini yenileme özelliğinin varlığını belilrlemek amacı ile 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen koloniler, dijital ışık mikroskobu aracılığı ile 

görüntülenmiştir (Leica DM 4000B, Wetzlar, Almanya). 

 

Şekil 5.13. CFU-f analizi görüntülemesi. 

Koloni oluşturan fibroblastik birimler, kültürün 14. gününden itibaren görünür duruma 

gelmiştir. Bu yapıları iğ benzeri fibroblastoid morfolojiye sahiptir. Kristal viyole boyaması 

sonrasında ışık mikroskobu altında görüntülenerek elde edilen mikrograflar sırası ile a)100 

hücre/cm
2
, b) 1000 hücre/cm

2
 ve c)10000 hücre/cm

2
 gruplarına aittir. Ölçek 100µm. 
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5.2.2. Üç nesle Farklılaşma Analizi (Trilineage) 

Elde edilen hücre popülasyonunun insan adipoz kök hücre özelliğini taşıdığının 

doğrulanabilmesi için farklılaşma potansiyeli taşıdığının kanıtlanması gereklidir. Bu 

amaçla hücreler, osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklılaşma için indüksiyona maruz 

bırakılmıştır.  

 

Şekil 5.14. Üç nesle farklılaşma analizi. a) Oil Red O, b)Alcian Blue ve c) Von Kossa 

Slaytlar üzerinde yapılan histolojik boyamalarda farklılaşma sonuçları Şekil 5.14’te 

görülmektedir. a) lipid globüllerinin boyandığı Oil Red O boyaması, b) Kondrojenik 

farklılaşmanın gösterilmesi amacı ile glikozaminoglikanların boyandığı Alcian mavi 

boyaması ve c) von Kossa boyaması ile kalsiyum depozitlerinin gösterildiği osteojenik 

farklılaşma grubu görülmektedir (Ölçek 100µm). 

5.2.3. Hücre Yüzey Belirteçleri 

AKH’lerin immünofenotipleme analizi akım sitometri ile gerçekleştirilmiştir. Stromal 

hücrelerde ifadelenen CD29, CD73, CD90, CD105 yüzey belirteçlerinin kuvvetli 

ifadesinin yanı sıra CD31 ve CD34 yüzey belirteçlerini ifadesinin var olmadığı 

belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar hücrelerin adipoz kök hücre karakteristik özelliklerini 

taşıdığını göstermektedir.  
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Şekil 5.15. Hematopoietik hatta ilişkin yüzey belirteçlerini ifadelemediği belirlenmiştir. 

CD29, CD90, CD105 yüzey belirteçleri ifadelenmektedir. 

5.3. FARKLILAŞMA SONRASI ANALİZLER 

5.3.1. Gen İfadesi Analizi 

Hücre kültürü deneyleri iki boyutlu standart hücre kültürü ve üç boyutlu mikroyerçekimi 

kültür koşullarında gerçekleştirilmiştir. Adipoz kök hücreler iki boyutlu hücre kültüründe 

50000/mL ve üç boyutlu hücre kültüründe ise 150000 hücre/mL konsantrasyonunda 

tohumlandı. Üç boyutlu kültür koşullarında yapılan deneylerde, hücrelerin mikroyerçekimi 

koşullarına adapte olması için tripsinizasyon sonrasında 3 gün süresince standart 

koşullarda mikroyerçekimi biyoreaktöründe kültür sürdürüldü. Bir günlük indüksiyon 

aşamasından sonra kültür 8 gün süre ile devam etti. Mikroyerçekimi deneyleri 12. gün 

sonunda ve statik kültür grupları 9. Gün sonunda sonlandırılarak RNA saklama 

solüsyonunda -80
ο
C’de donduruldu ya da doğrudan RNA izolasyonu yapıldı. 

Deney gruplarının tasarımı şu şekildedir; birinci grupta %10 serum içeren standart besi 

ortamında 5-Azasitidin indüksiyonu varlığında kültür yapılmıştır. Bu grupta besiyeri 

değişimleri diğer gruplarla aynı zaman noktalarında gerçekleştirildi. 1. grup, standart vasat 

ile kültür yapıldı, kardiyak indüksiyon amacı ile 5-Azasitidin eklendi. Bu gruba 3. günün 

sonunda 24 saat süre ile son konsantrasyonu 10µM olacak biçimde 5-Azasitidin uygulandı, 

besiyeri değişimi devamında standart koşullarda kültür sürdürüldü. 2. gruptaki hücrelere, 

5-Azasitidin indüksiyonu uygulandı ve hücreler indüksiyon sonrasında kardiyak vasat 
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içinde kültür yapıldı. 3. gruptaki hücrelere, 5-Azasitidin indüksiyonu sonrasında kardiyak 

vasat ve elastin mikroküre varlığında kültürü yapıldı. Gruplar arasında gen ifadesinin 

karşılaştırılabilmesi için, iki boyutlu ve üç boyutlu hücre kültürü yapılan gruplar, aynı 

sürelerle 5-Azasitidin ve büyüme faktörü karışımı ile muamele edilmiştir. Bunun yanı sıra 

indüksiyon ve kardiyak büyüme kültürü süreçlerinden önce üç boyutlu kültür gruplarında 3 

gün mikroyerçekimine koşullandırma amacı ile kültür yapılmıştır. İki boyutlu hücre 

kültürü grupları için dokuzuncu gün sonunda; üç boyutlu hücre kültürü gruplarında 

onikinci gün sonunda hücreler 4750 rpm hızında 7 dakika santrifüjlenerek pelet haline 

getirilmiştir. Süpernatan atıldıktan sonra elde edilen pelet RNA saklama solüsyonuna 

aktarılıp 16 saat süre ile +4
ο
C’de inkübe edildikten sonra -80

ο
C soğutucuya aktarıldı. 

Sonrasında peletler, mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapıldıktan sonra eş zamanlı PZR 

gerçekleştirildi. 

Eş-zamanlı PZR sonucunda elde edilen eşik değerleri (Ct değeri), Livak yöntemi (163) ile 

normalize edilerek bağıl gen ifadesi düzeyleri elde edilmiştir. Bağıl gen ifadesi düzeyleri 

öncelikle varyansın homojenliğinin incelenmesi için tek yönlü ANOVA yöntemi ile, 

sonrasında nonparametrik Kruskal-Wallis analizi ile değerlendirilmiştir. P değerleri 

Benjamini-Hochberg düzeltmesi ile sıralanmıştır. 0,05’ten küçük p değeri anlamlı kabul 

edilmiştir. 

 

Şekil 5.16. İki boyutlu hücre kültürü deneylerinde uygulanan gruplar. 
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Şekil 5.17. Üç boyutlu hücre kültürü deneylerinde uygulanan gruplar. 

5.3.1.1. İki Boyutlu Kültür Sonucunda Gen İfadesi Değişimleri 

 

Şekil 5.18. İki boyutlu hücre kültürü yapılan 3 grupta NKX2-5 gen ifadesinin değişimi. 

P=0,024. 

İki boyutlu kültür sonucunda gen ifadesi analizi yapılan örnekler için RPLP0 geni gruplar 

arasında en tutarlı ifade düzeyini göstermesinden ötürü (ribosomal protein lateral stalk 

subunit P0) vekilharç gen olarak kullanılmıştır. 10µM 5-Azasitidin indüksiyonu uygulanan 

üç gruba ait kardiyak gen ifadesi yukarıda bahsedilen hesaplama yöntemleri ile 

incelenmiştir. Bazı genlerin ifadesinde istatistiksel açıdan anlamlı değişiklikler meydana 

gelmiştir. NKX2-5, GATA4, MYL7 ve T (Brachyury) genlerinin ifadesinde. Şekil 5.20’te 

ifade katsayılarındaki farklılık bağıl olarak gösterilmiştir. NKX2-5 gen ifadesi 

değişikliğinin rasgele gerçekleşmediğini ve mezenkimal karakterli adipoz kök hücrelerin 



81 

 

öncelikle mezodermal yönde farklılaşmaya başlayarak sonrasında kalbe özgü 

transkripsiyon faktörlerini ifade ettiklerini göstermektedir. Literatürde kalp bölgesinin 

oluşumu ve kalp gelişimi ile ilgili bilinen zamanlamada ifadelendiğinden ve miyozin hafif 

zincir 7 gibi yalnızca kalpte ifadelen genlerin ifade düzeylerindeki değişimleri ile bir arada 

değerlendirildiğinde kalp yönünde ilkin farklılaşma belirtisi olarak yorumlandığından 

çalışmada değişken olarak tercih edilmiştir (164).  

 

Şekil 5.19. İki boyutlu hücre kültürü yapılan 3 grupta MYL7 gen ifadesinin değişimi. 

*P=0,037, **P=0,037. 

Aynı biyokimyasal koşullar ve zaman noktaları kullanılarak gerçekleştirilen üç boyutlu 

hücre kültürü, 5-Azasitidin uygulamasının kardiyak gelişimi ve farklılaşmayı başlatma 

etkisinin üç boyutlu mikroyerçekimi koşulları altında etkilenip etkilenmediğinin 

saptanması amacı ile gerçekleştirilmiştir.  
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Şekil 5.20. İki boyutlu hücre kültürü yapılan 3 grupta Brachyury (T) gen ifadesinin 

değişimi. *P=0,034. 

24 saat süreli 5-Azasitidin muamelesi sonrasında üçüncü ve dördüncü gruplar kardiyak 

besi ortamında sekiz gün süre ile kültür yapıldı. Kardiyak besi ortamı, içerdiği ITS, B27, 

trombin, kardiyotrofin, EGF ve bFGF içeriği ile aktive olan kardiyak gen 

transkripsiyonunun devamlılığına katkıda bulunması amacı ile kullanılmıştır. Kontrol 

grubu ile kıyaslandığında kardiyomiyosit progenitörlerinde ve kardiyomiyosit 

sitoplazmasında işlev gösteren proteinlere ilişkin genlerin ifadesinde toplamda anlamlı 

olmayan, ancak grup içinde NKX2-5 ve MYL7 genleri için istatistiksel açıdan anlamlı artış 

görülmüştür. 

5-Azasitidin indüksiyonu ve kardiyak besi ortamı varlığında kültürü yapılan adipoz kök 

hücrelerin kardiyomiyosit ve kardiyak protenitörlere özgü miyozin hafif zincir 7 ve NKX2-

5 genlerinin ifadesinde grup içinde anlamlı artış gerçekleştiği gözlemlenmiştir. Kardiyak 

besi ortamında gerçekleştirilen kültürün, kardiyak gen ifadesini etkileme potansiyelinin 

incelenmesi amacı ile yalnızca 5-Azasitidin uygulanan birinci grup ve 5-Azasitidin ile 

kardiyak besi ortamı uygulanan ikinci gruplar arasında gen ifadesi katsayısı farklılığı 

incelenerek kardiyak besi ortamının etkisinin ayrıca ölçülmesi amaçlanmıştır (bkz. Şekil 

5.16 ve 5.17).  
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5.3.1.2. Üç Boyutlu Kültür Sonucunda Gen İfadesi Değişimleri 

Kardiyomiyojenik farklılaşmanın başlatıldığı 5-Azasitidin kullanılan hücre gruplarının 

kardiyak besiyeri ortamında kültürü yapılması sonucunda TBX5 gen ifadesinde grup içinde 

anlamlı ifade düzeyi değişikliğine yol açtığı görülmektedir. Mezodermal gelişim 

süreçlerine ilişkin belirteçlerin ifadesinde ise düşük düzeyde artış vardır. Üç boyutlu kültür 

sonucunda elde edilen örneklerin gen ifadesi analizinde beta aktin proteinini kodlayan 

ACTB geni vekilharç gen olarak değerlendirilmiştir. 

 

Şekil 5.21. İki boyutlu hücre kültürü yapılan 3 grupta TBX5 gen ifadesinin değişimi. 

*P=0,034, **P=0,037. 

5-Azasitidin ile farklılaşmanın tetiklendiği ve kardiyak büyüme besi ortamında kültürü 

yapılan hücrelerin kültür süresi sonunda TBX5 gen ifadesinde artış gözlenmiştir. 

Mezodermal farklılaşma ve kalp alanı oluşumu ile ilgili olan bu genin ifade düzeyi artışı 

NKX2-5, TBX5 genlerindeki ifade değişimi ile beraber değerlendirildiğinde kardiyak 

farklılaşmanın ilk dönemlerine ilişkin hücresel aktivitenin varlığı görülmektedir. Üç 

boyutlu hücre kültürü koşullarında kaydedilemeyen ancak iki boyutlu hücre kültürü 

koşullarında ortaya çıkan MYL7 gen ifadesindeki artış, kardiyomiyositlerin kasılma 

aparatında bulunan bir proteine ilişkin gen ifadesi ile ilgili olduğu için anlamlı olması 

beklenmiştir. 
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Şekil 5.22. Üç boyutlu hücre kültürü yapılan 3 grupta CDH2 gen ifadesinin değişimi. 

*P=0,037, **P=0,05. 

Kardiyak büyüme besi ortamının yalnızca 5-Azasitidin uygulanan gruplar arasında gen 

ifadesi açısından oluşturduğu farklılık tespit edilmiştir. Erken dönem kardiyak 

farklılaşmayı başlatan ve kalp oluşumu süresince ifadelenen NKX2-5 gen ifadesinde 

istatistiksel açıdan anlamlı bağıl artış görülmüştür. Bunun yanı sıra kasılma aparatına 

ilişkin bir belirteç olan ve yalnızca kardiyomiyosit sitoplazmasında ifadelenen miyozin 

hafif zincir 7 geninin ifadesinde artış olduğu saptanmıştır. Kardiyak büyüme besi ortamı 

içeren grubun miyozin hafif zincir 7 ifadesinde artışa sebep olduğu saptanmıştır. 

 

Şekil 5.23. Üç boyutlu hücre kültürü yapılan 3 grupta GJA1 gen ifadesinin değişimi. 
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Elastin mikroküre varlığında yapılan üç boyutlu mikroyerçekimi kültürü sonundaki gen 

ifadesi düzeylerinin değişiminin diğer gruplardaki gen ifadesi ile kıyaslaması, elastin 

mikrokürelerin taşıyıcı ya da çekirdek oluşturma işlevini gösterip göstermediğinin 

anlaşılması amacı ile gerçekleştirilmiştir. 5-Azasitidin indüksiyonu sonrasında kardiyak 

büyüme besi ortamında ve elastin mikroküre varlığında gerçekleştirilen kültür ile yalnızca 

5-Azasitidin indüksiyonu yapılmış olan grup ile karşılaştırmasını içermektedir.  

5-Azasitidin indüksiyonu ve kardiyak büyüme besi ortamı uygulanan grupların elastin 

mikroküre varlığında gen ifadesinde görülen değişime Şekil 5.19, Şekil 5.20, Şekil 5.22’te 

yer verilmiştir. Elastin mikrokürelerin üç boyutlu mikroyerçekimi kültür ortamında hücre 

öbeklerinin oluşmasına ve kardiyak yönde farklılaşmaya etkisinin olup olmadığının 

değerlendirilmesi amacı ile yapılan bu hesaplamaların sonucunda kardiyomiyosit ve 

kardiyak progenitörlere özgü NKX2-5 ve TBX5 genlerinin ifadelerinde grup içinde artış 

olduğu saptanmıştır. 

 

Şekil 5.24. Üç boyutlu kültürde CNN1 gen ifadesi değişimi. P=0,37 

İki boyutlu hücre kültürü altında özdeş deneysel koşullarda yürütülen deneyler sonunda 

elde edilen gen ifadesi elastin proteininin taşıyıcı ya da hücre öbeği oluşturma etkisine 

bağlı olup olmadığının anlaşılması amacı ile gerçekleştirilmiştir. İki boyutlu standart kültür 

koşulları altında yalnızca 5-Azasitidin indüksiyonu gerçekleştirilen deney grubu gen 

ifadesi profili ile 5-Azasitidin indüksiyonu sonrasında kardiyak büyüme besi ortamı ve 

elastin mikroküre varlığında kültür yapılan üçüncü gruba ait gen ifadesi profilinin bağıl 

karşılaştırılması yapılmıştır. Üçüncü grupta erken dönem kalp farklılaşması ve gelişiminde 
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görev alan ve belirteç özelliği bulunan NKX2-5 ve TBX5 gen ifadesinde bağıl artış 

gözlenmiştir. Bunun yanı sıra CDH2 gen ifadesi düzeyinde grup içinde artış görülmüştür. 

İki boyutlu hücre kültürü yapılan gruplar arasında elastin mikrokürelerin indüksiyon 

sonrası kardiyak büyüme besi ortamında kültür yapılan hücrelerin elastin mikroküre 

varlığında gen ifadesine etkisi Şekil 5.18, Şekil 5.19, Şekil 5.20, Şekil 5.21 ve Şekil 

5.22’de yer almaktadır. Elastin mikroküre varlığında yapılan kültür sonucunda NKX2-5, 

TBX5, Brachyury ve MYL7 gibi kardiyomiyositlere ve kardiyak progenitörlere özgü 

genler açısından grup içi artışa sebep olmuştur. 

5.3.2. İmmünohistokimyasal Analiz  

5.3.2.1. Hematoksilin-Eozin Boyaması 

İki boyutlu hücre kültüründe 3 deney grubu koşullarının tekrarlanarak sürdürüldüğü 5-

Azasitidin uyarımı gerçekleştirilen birinci grup, 5-Azasitidin uyarımı ile kardiyak vasat 

varlığında kültür yapılan ikinci grup ve 5-Azasitidin uyarımı ile kardiyak vasata ek olarak 

elastin mikroküre varlığında kültürü yapılan üçüncü grup örneklerinin 8 günlük kültürü 

sonunda gerçekleştirilmiştir. Fikse edilen hücreler öncelikle, hücre çekirdeği, dizilimi, 

sitoplazma yapısı ve hücrelerin ekstraselüler matriksle ilişkisi gibi temel dokusal 

özelliklerinin incelenmesi için Hematoksilin-Eozin yöntemi kullanılarak boyanmıştır. 

Sonuçlar hücre gruplarının sağlıklı gelişim gösterdiğini ortaya koymaktadır. Birinci gruba 

ait hücre serisinin görüntüsü hücre dağılımı ve sıklığı, çekirdek büyüklüğü gibi belirteçler 

açısından sağlıklı bir görüntü sergilemektedir. İkinci grupta hücrelerin ebat olarak daha 

küçük olduğu ve birim alandaki hücre sayısının gruplar arasında artış gösterdiği 

görülmektedir. Bu durum, kardiyak vasat içeriğindeki büyüme faktörlerinin hücre 

proliferasyonunu tetikleyici bir etkisi olduğunu göstermektedir. Üçüncü grupta görülen 

değişim de bu gözlemi destekleyen niteliktedir. Üçüncü gruba ait boyamalarda küçük 

ebatlı hücrelerin sayıca çokluğu proliferasyon düzeyindeki bir artışa işaret ederken, 

hücrelerin öbeklenmesi ile oluşan boşluklar koloni oluşturma davranışının varlığını 

göstermektedir (Şekil 5.25). 
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Şekil 5.25. Hematoksilin-Eozin boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 

100 µm. 

5.3.2.2. Aktin Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda Aktin proteininin immünohistokimyasal 

analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen boyamalar karşılaştırıldığında aktin proteininin 

ekspresyonu açısından kontrol ve deney grupları arasında anlamlı bir boyama derecesi 

farkı görülmemiştir. Buna karşın ikinci ve üçüncü gruplara ilişkin slaytlarda hücre 
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proliferasyonunun kontrole kıyasla daha yüksek düzeyde gerçekleştiğini gösteren bulgular 

mevcuttur (Şekil 5.26). 
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Şekil 5.26. Aktin boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm. 

5.3.2.3. CD34 Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda CD34 proteininin immünohistokimyasal 

analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen boyamalar karşılaştırıldığında CD34 proteininin 

ekspresyonu açısından kontrol ve deney grupları arasında anlamlı bir boyama derecesi 

farkı görülmemiştir. Buna karşın ikinci ve üçüncü gruplara ilişkin slaytlarda, küçük ebatlı 
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hücrelerin sayıca çokluğu ve kültür yüzeyinde oluşan boşluklar, hücre proliferasyonunun 

kontrole kıyasla daha yüksek düzeyde gerçekleştiğini göstermektedir (Şekil 5.27). 
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Şekil 5.28. CD34 boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm.  

5.3.2.4. C-kit (CD117) Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda C-kit proteininin immünohistokimyasal analizi 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen boyamalar karşılaştırıldığında C-kit proteininin 

ekspresyonu açısından kontrol ve deney grupları arasında anlamlı bir boyama derecesi 

farkı görülmemiştir (Şekil 5.29).  
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Şekil 5.30. C-kit boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm.  

5.3.2.5. GATA4 Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda GATA4 proteininin immünohistokimyasal 

analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen boyamalar karşılaştırıldığında GATA4 proteininin 

ekspresyonu açısından kontrol ve deney grupları arasında anlamlı bir boyama derecesi 

farkı görülmemiştir. Önemli bir kardiyak transkripsiyon faktörü olan GATA4 protein 

ifadesinde anlamlı bir değişim olmadığı görülmektedir (Şekil 5.31). 
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Şekil 5.32. GATA4 boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm.  

5.3.2.6. NKX2-5 Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda NKX2-5 proteininin immünohistokimyasal 

analizi gerçekleştirilmiştir. NKX2-5 proteininin ekspresyonu açısından kontrol ve deney 

grupları arasında anlamlı bir ifade farkı kaydedilmemiştir (Şekil 5.33).  
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Şekil 5.34. NKX2-5 boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm.  

5.3.2.7. Troponin I Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda Troponin-I proteininin immünohistokimyasal 

analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen boyamalar karşılaştırıldığında Troponin-I 

proteininin ekspresyonu açısından kontrol ve deney grupları arasında boyama derecesi 

açısından  deney grubu yönünde orta düzeyde bir protein ifadesi artışı olduğu 

görülmektedir (Şekil 5.35). 
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Şekil 5.36. Troponin-I boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm.  

5.3.2.8. Troponin T Boyaması 

İki boyutlu hücre kültürü deneyleri sonunda Troponin-T proteininin immünohistokimyasal 

analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen boyamalar karşılaştırıldığında Troponin-T 

proteininin ekspresyonu açısından kontrol ve deney grupları arasında boyama derecesi 

açısından belirgin düzeyde bir protein ifadesi artışı olduğu görülmektedir. Troponin-T 

izoformu kardiyomiyositlere özgü bir işlevsel bir protein olduğundan, Troponin-T 
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immünohistokimyasal boyama sonuçları farklılaşmaya ilişkin kısmî bir yönelim olduğu 

anlamını taşımaktadır (Şekil 5.37). 
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5-Aza 

 
5-Aza+KB 

 

5-Aza+KB 

 
5-Aza+KB+EM    

 

5-Aza+KB+EM    

 

Şekil 5.38. Troponin-T boyaması sonuçları. Ölçek çubuğu solda 200µm, sağda 100 µm.  
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Gerçekleştirilen adipoz kök hücre kültürü deneyleri sonucunda elde edilen hücre peletleri, 

başlıca kardiyomiyosit ve kardiyak progenitör belirteçlerinin gen ifadesi düzeyleri 

açısından incelenmiştir. Bu kısımda incelenen genler kalp oluşumu ve kardiyomiyosit 

farklılaşması ya da olgunlaşması açısından önemi ışığında incelenmektedir. Embriyonik 

dönemde öncelikle mezodermal transkripsiyon faktörlerinin ifadelenmesi ile beraber 

düzenleyici işleve sahip kalbe özgü transkripsiyon faktörlerine ilişkin genlerin aktivasyonu 

ve protein ifadelenmesi sonucunda kalbe ilişkin yapısal ve işlevsel genlerin ifadelenmesi 

süreçleri gerçekleşir. Bu sıralı aktivite, pluripotent kök hücreler ve mezenkimal hücreler 

için aynı öğelerin benzer zaman noktalarında ifadelenmesi ile in-vitro koşullar altında 

tekrarlanabilir. İki boyutlu ve üç boyutlu kültür koşullarının kardiyomiyosit farklılaşmasına 

etkisinin incelenmesi, çalışmanın temel bakış açılarından birisini teşkil etmektedir. Bu 

yaklaşımın başlıca gerekçesi, insan primer kardiyak kök hücresi kültürlerinde in vitro 

kültür koşullar altında kardiyosfer olarak adlandırılan, kültür kabı yüzeyine tutunmayan 

kalp öncülü öbekler oluşturmaktır. Tabaka halinde yerleşim gösteren hücrelerden farklı 

olarak, bu yapı içerisinde daha yüksek sayıda hücrelerarası bağlantı olması, yüzeye 

tutunma ile ilişkili hücre dışı matriks bileşenlerinin ifadelenmemesi ile metabolik enerjinin 

korunması sağlanabilmektedir. Son olarak, elastin mikrokürelerin kalp HDM’sine benzer 

nitelikli elastik modül özelliği taşımasından ötürü farklılaşmaya katkı sağlayıp 

sağlamadığının incelenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla mikroyerçekimi koşulları tercih 

edilerek, toplam yerçekimi vektörü niceliğinin sıfıra yakın olduğu bir kültür ortamında 

elastin mikrokürelerin sağlayacağı mekanik desteğin kardiyomiyosit farklılaşma 

süreçlerinin belirteci olan genlerin ifade düzeylerine etkisini izole etmek amaçlanmıştır. 

Çalışmanın kapsamında kardiyak farklılaşma literatürde örnekleri bulunan 5-Azasitidin 

indüksiyonu yolu ile tetiklenmiştir. Farklılaşmanın desteklenmesi amacı ile kardiyak 

büyüme besi ortamında yapılan kültürler ile adipoz mezenkimal kök hücreler için 

literatürde bir arada etkisi tanımlanmamış koşullar kullanılarak kardiyak yönde 

farklılaşmaya etkileri incelenmiştir. 
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Şekil 6.1. Pluripotent ve progenitör hücrelerde kardiyak farklılaşma ve gelişim sürecinde 

aktivite gösteren proteinler ve belirteçler (139). 

Adipoz kök hücrelerin kardiyomiyosit karakterli hücrelere farklılaştırılması uygulaması 

bilim dünyasında 2004 yılında gerçekleştirilen Planat-Benard ve arkadaşlarının çalışması 

ile başlamıştır(60). Bu çalışmada 5-Azasitidin etkisi ile farklılaşması tetiklenen AKH’ler 

çalışmada belirtildiği ifade ile atriyal ve ventriküler karakterli hücrelere farklılaşmaktadır 

ve sonuçta elde edilen hücrelerde pacemaker aktivitesi görüldüğü ifade edilmiştir. Adipoz 

kökenli hücrelerin kardiyomiyosite farklılaştırılması ile ilgili referans çalışma olan bu 

makalede, eş-zamanlı PZR belirteçleri olarak GATA4, NKX2-5, MLC 2a ve 2v, ANF gen 

ifadesi incelenmiştir. İki boyutlu hücre kültürü örnekleri üzerinde immünohistokimya 

deneylerinde ise konneksin-43, Mef2c, Mhc ve Mlc2v proteinlerine özgü antikorlar 

kullanılarak farklılaşma değerlendirilmiştir. Farklılaştırılan hücrelerin %0,05 kadarı 

kontraktilite özelliği taşımaktadır. Bu hücrelerin gen ifadesi analizleri pozitif kontrol 

olarak kontraktil özellikli kalp hücreleri ile kıyaslanmış ve benzer düzeyde gen ifadesi elde 

edildiği gösterilmiştir (60). 

Farklılaşan hücrelerin MEF2c, MLC-2v, MHC, konneksin 43 ve konneksin 40 protein 

ifadesi gösterdikleri immünohistokimya ile gösterilmiştir. İleri tetkiklerde elektrofizyoloji 

ve TEM görüntüleme ile bulgular desteklenmiştir. Farklılaşmanın düz kas veya iskelet kası 

yönünde gerçekleşmediği farklı pozitif kontrol hücreleri ve immünohistokimya antikorları 

kullanılarak gösterilmiştir. Belirgin kardiyak farklılaşma elde edilen araştımanın, bu tez 

çalışmasından önemli farklarını sıralamak gerekirse, detaylı karakterizasyon yapılmamış 

olan fare kaynaklı adipoz kök hücresi kullanılmış olması, farklılaşma sonrası kültür 

sürecinin 24 gün sürmesi (6. günde morfolojik farklılıklar görülmüştür) ve farklılaşma 

sonrası besi ortamında büyüme faktörü olarak IL-3 ve IL-6 kullanılmış olması sayılabilir. 
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Hücre kaynağının insan olmaması önemli bir etken olmakla beraber, literatürde insan 

hücreleri ile gerçekleştirilmiş kardiyak farklılaşma çalışmalarına ön ayak olmuştur (60). 

Sonuçları değerlendirilmesi gereken bir diğer çalışmada Van Dijk ve arkadaşları, insan 

kaynaklı adipoz kök hücrelerin kardiyomiyosite farklılaştırılmasını çalışmıştır (65). 24 

saatlik 10µM konsantrasyonunda 5-Azasitidin indüksiyonu ile farklılaşma başlatılmıştır. 

Farkılaşmanın saptanması amacı ile eş-zamanlı PZR ile MLC2α, SERCA2α ve α-aktinin 

mRNA ekspresyonu düzeyleri incelenmiştir. Kardiyak ilişkili proteinlerin ifade edilip 

edilmediğini incelemek amacı ile gerçekleştirilen immünolojik boyama ile desmin, α-

aktinin, MLC-2 α ve Troponin T antikorları ile yapılmıştır. Farklılaşmanın başlatılması 

sonrasında hüre öbekleri oluştuğu gözlenmiştir. 24 saatlik 5-Azasitidin uyarımı sonrasında 

kültür koşulları 5 hafta (35 gün) süre ile devam ettirilmiştir. MLC-2α ve SERCA2α bağıl 

gen ifadesi düzeyinde istatistiksel açıdan anlamlı artış gözlenmiştir.  

İfadelenen kalbe özgü genlerin düzeylerindeki artış, kardiyomiyosit yönünde 

farklılaşmanın başarı ile tetiklendiğinin göstergesi olarak kabul edilmiştir. Buna ek olarak 

gerçekleştirilen immünositokimyasal görüntüleme çalışmalarında Troponin T boyamasında 

anlamlı sonuç görülmezken, α-aktinin ve MLC-2α protein ifadesinde anlamlı artış 

gözlenmiştir. Bu yayının mevcut tez çalışmasından bazı önemli farklılıkları bulunmaktadır. 

Elde edilen istatistiksel açıdan anlamlı düzeydeki bağıl gen ifadesi değişimi indüksiyon 

sonrası üçüncü hafta sonunda görülmektedir. Buna ek olarak, iki boyutlu standart hücre 

kültürü deneylerinde laminin ve fibronektin yüzey kaplaması kullanılmış ve de yüzey 

kaplaması olmadan gerçekleştirilen farklılaşma deneylerine kıyasla farklılaşan hücre 

yüzdesi açısından önemli düzeyde fark kaydedilmiştir. Gözlemlenen bu fark, MLC-2 α 

ifadeleyen hücreler için birinci hafta sonunda yaklaşık olarak 3 misli daha çoktur. 

5-Azasitidin indüksiyonunun kullanıldığı bir diğer önemli yayında Choi ve arkadaşları, 

insan AKH ile 10µM konsantrasyonunda 5-Azasitidin varlığında 24 saat süre ile 

inkübasyon yapmıştır. Üç hafta süren kültür basamakları sonunda, hücre peletleri Troponin 

T ve kardiyak aktin gen ifadesi düzeyleri açısından eş-zamanlı PZR kullanılarak 

incelenmiştir. Bu çalışmada ek olarak immunositokimya çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Bu aşamada NKX2-5, Troponin I, kardiyak aktin, MHC ve GATA4 gibi mevcut tez 

çalışmasında da değerlendirilmiş olan değişkenler kullanılmıştır. Çalışma, 21 gün süre ile 
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sürdürülmüştür, buna karşın kardiyak aktin gen ifadesi açısından anlamlı düzeyde artış, 3. 

günden itibaren belirgin hale gelmiş ve 7. günden sonra sabit düzeyde sürdürülmüştür. 

Çalışmada 5-Azasitidin ile tek başına yapılan indüksiyonda, kardiyak aktin gen ifadesinde 

düşük düzeyde ancak istatistiksel açıdan anlamlı artış varken, modifiye kardiyak ortam 

kullanılan grupta birinci ve ikinci hafta sonunda 1,5 kat artış görülmüştür. 5-Azasitidin 

kullanımı, incelenen değişkenler, hücre kaynağı noktaları, anlamlı farkın görüldüğü kültür 

süresi açısından bu tez çalışması ile ortak özellikler barındırmaktadır. Buna karşın Choi ve 

arkadaşlarının çalışmasında primer kök hücre izolasyonu ile elde edilmiş hücreler üzerinde 

çalışılmıştır. Ek olarak kardiyak besi ortamında çalışmamızdan farklı olarak 0,47 µg/mL 

linoleik asit ve 10
-9

M konsantrasyonda deksametazon içermektedir (52).  

Yeh ve arkadaşlarının çalışmasında bu tez çalışmasına benzer biçimde, yetişkin AKH 

kullanılarak küresel formda organoidlerin oluşması amaçlanmıştır (66). Bu amaçla sıçan 

kaynaklı AKH saflaştırılmıştır ve farklı yapılardaki kitosan temelli membranlar üzerinde 

kültür yapılmıştır. Eş-zamanlı PZR’de incelenen kardiyak gen seçkisi, GATA4, NKX2-5, 

TNNT2, N-Cadherin ve MYH6 genlerini içermektedir. Kardiyak farklılaşma amacı ile 

10µM konsantrasyonunda 5-Azasitidin inkübasyonu yapılmıştır ve sonrasında kültür 

koşulları 12 gün süre ile devam ettirilmiştir. Son aşamada “solvent casting” yöntemi ile 

sentezlenen kitosan membran üzerinde indüksiyona maruz kalan hücre grubunda 

istatistiksel açıdan anlamlı olarak GATA4, NKX2-5, TNNT2 ve MYH6 bağıl gen ifadesi 

düzeyinde sırası ile ortalama 150, 400, 150 ve 1000 kat artış olduğu ifade edilmektedir. 

Ancak bulgular detaylı immünohistokimyasal çalışma ile desteklenmemiş olup, söz konusu 

çalışma intraselüler kalsiyum düzeyi, adipoz kök hücre öbeklerinin sayısı, büyüklüğü ve 

sentezlenen biyomalzemenin karakterizasyonu gibi değişkenler üzerinde durmaktadır. Bu 

çalışma, incelenen genler açısından tez çalışması ile örtüşmektedir. Ek olarak Wnt11, 

Icam1, Sox2 ve Vcam1 gen ifadesi düzeyleri incelenmiştir. Çalışmada herhangi bir 

destekleyici besi ortamı kullanılmazken, bu tez çalışmasına kıyasla en önemli farkı hücre 

kaynağı olarak insan yerine sıçan tercih edilmiş olması ve akım-sitometri esaslı bir AKH 

karakterizasyonu yapılmamış olmasıdır (66). 

Song ve arkadaşlarının 2013 yılında yayınladığı araştırmada, insan kaynaklı erişkin AKH 

kullanılarak kardiyak farklılaşma yönünde indüksiyon yapılmıştır. Bu çalışmada 

anjiotensin 2’nin kardiyak farklılaşma üzerine etkinliği araştırılırken, 5-Azasitidin 
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indüksiyonu yapılan grup, standart farklılaştırma sağlayan pozitif kontrol grubu olarak 

uygulanmıştır. İndüksiyon sonrası, farklılaşmanın değerlendirilmesi amacı ile 

immünositokimya kullanılmıştır (63).  

Bu aşamada, tez çalışması kapsamında da değerlendirilmiş olan MHC, troponin I ve 

konneksin-43’e karşı geliştirilmiş antikorlar kullanılarak immünboyama yapılmıştır. 

İndüksiyon sonrasında 4 hafta süre ile hücre kültürü yürütülmüştür ve 5-Azasitidin 

indüksiyonu yapılan grupta %21 oranında MHC protein ifade eden hücre popülasyonu 

saptandığı belirtilmektedir. Gerçekleştirilen immünofloresan boyama sonucunda 

konneksin-43 ve kardiyak troponin için anlamlı sonuç verdiği ifade edilmiştir. Buna ek 

olarak kardiyak troponin I ifadesinin gerçekleşmediği western blot analizi sonucunda 

gösterilmiştir. Çalışmada kullanılan hücreler akım sitometri analizi ve trilineage 

farklılaşma deneyleri ile karakterize edilmiştir. Buna karşın, farklılaşma yalnızca 

immünofloresans yöntemi kullanılan görüntüler ile gösterilmiş ve immünositokimyasal 

analizlerin kıyaslamaya elverişli fotoğraflar halinde sunulmamıştır ve PZR ile gen ifadesi 

analizi yapılmamıştır. 

Bu tez çalışmasında elde edilen sonuçlara göre insan adipoz kök hücreleri 5-Aza uyarımı 

sonucunda istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılaşma profili göstermemektedir. Yukarıda 

bahsedilen adipoz kök hücrelerin kardiyomiyosite farklılaşması ile ilgili olan çalışmalar, 

farklı etkinliklerde kardiyomiyosit belirteçlerinin ifade edilmesinde artış kaydetmişlerdir, 

ancak metodolojik olarak farklılıklar, elde ettiğimiz sonucu açıklamakta yeterli değildir. 

Adipoz kök hücrelerin yüksek verimlilikle kardiyomiyosit farklılaşmasına girdiği 

çalışmaların ortak yönü, bu çalışmalarda insan dışı model organizmalar kullanılmış 

olmasıdır. Bununla beraber insan AKH kullanılan çalışmalarda istatistiksel açıdan anlamlı 

bir farklılaşma rapor edilmektedir. 5-Azasitidinin bu etkisini ve çalışmamızdaki sonucun 

beklenti dışında oluşunun açıklanabilmesi için, 5-Azasitidinin etkinliği ile ilgili 

mezenkimal karakterdeki farklı hücre tipleri ile yapılan farklılaştırma çalışmaları ve 

mikroyerçekimi kültürünün kardiyomiyosit farklılaşmasına etkileri ile ilgili yayınlar 

incelenmiştir. 

Mezenkimal kök hücrelerin kardiyomiyosit yönünde farklılaşması Wnt/Beta-Katenin 

sinyal yolağının inhibe edilmesi ile başlatılır (165). Bu inhibisyon sonucunda 
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sitoplazmadaki β-katenin miktarı artarak nükleusa ulaşan β-katenin miktarında artışa sebep 

olur. Nükleusta β-katenin ile etkileşime giren TCF/LEF1 (transkripsiyon faktörü/lymphoid 

enchancer-binding factor 1), kardiyak gelişim ile ilgili gen ifadesinin artışını tetikler ve 

bazı transkripsiyon faktörleri ile etkileşimi sonucu gen ifadesi baskılanmasının 

inhibisyonuna neden olarak kardiyak gen ifadesinde artışa sebep olur (166). Bu yolağa 

müdahale ederek kardiyak yönde mezenkimal kök hücre farklılaşmasının çalışıldığı erken 

dönem çalışmalar arasında Fukuda ve ekibinin çalışmaları önemli yer tutmaktadır. Fare ve 

sıçan kaynaklı AKH’ler üzerinde uygulanan farklılaştırma protokolü, indüksiyon 

sonrasındaki ikinci hafta içinde ventriküler hücre karakteristiğinde senkronize kasılma 

özelliği gösteren hücreler saptanmıştır (167).  

Yapılan gen ifadesi analizinde NKX2-5 GATA4, TEF1, MEF2c genlerinin indüksiyondan 

önce de ifadelendiği, indüksiyon sonrasında ise bu genlere MEF2a ve MEF2d’nin de 

eklendiği ifade edilmektedir. Hücrelerin kasılma aparatı bileşenleri açısından fötal dönem 

kardiyomiyositlerine morfolojik olarak benzerliğine dikkat çekilmiştir. Yapılan 

elektrofizyoloji analizleri, farklılaşan hücrelerin sinüs düğümü hücrelerine veya ventriküler 

kardiyomiyositlere benzer özellikte aksiyon potansiyeli oluşturduğunu göstermektedir. 

İncelenen genlerin kardiyak indüksiyon öncesinde de ifadelenmesi çalışmada gen ifadesi 

değişimi açısından seçilen belirteçlerin kardiyak farklılaşma açısından geçerliliğini 

azaltmaktadır (168,169). Buna karşın bu genler kalp dokusuna yüksek özgüllük gösteren 

genler olduğundan ötürü, insan AKH’leri ile yapılan çalışmalarda görülmeyen bu kuvvetli 

indüksiyonun sebebi tercih edilen indüksiyon yöntemi ya da kültür koşulları yerine AKH 

elde edilen organizmanın türü olduğu söylenebilir. Fare ve sıçandan elde edilen AKH’lerin 

yüksek düzeyde farklılaşma ve hatta kontraktilite göstermesine karşın insan yetişkin AKH 

ile gerçekleştirilen çalışmalarda kardiyak farklılaşma anlamlı ancak fare ve sıçan 

hücrelerine kıyasla daha düşük düzeyde görülmektedir. İnsandan elde edilen AKH’ler ile 

5-Azasitidin aracılı kardiyak yönde farklılaşma sonrası kontraktilite elde edildiği rapor 

edilmiştir (52), aynı hücre grubu ve indüksiyon etkeni ile gerçekleştirilen başka bir 

çalışmada, 5-Azasitidinin farklılaşmayı başlatmada yeterli olmadığı ifade edilmektedir 

(170).  

5-Azasitidin molekülünün insan kaynaklı mezenkimal kök hücrelerde kardiyomiyosit 

benzeri hücrelere farklılaştığını gösteren çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Bir sitidin 
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analoğu olan 5-Azasitidin, temel olarak NKX2-5 ve GATA4 promotor bölgesinde bulunan 

H3K9 histon proteinin asetilasyonu ev metilasyonuna yol açarak epigenetik bir 

modifikasyonla bu kardiyak transkripsiyon faktörlerinin gen ifadesini stimüle ederek 

kardiyomiyosite farklılaşma sürecini başlatmaktadır (171). Ek olarak DNA üzerindeki CpG 

adalarının metilasyonu ile aynı farklılaşma yönünde etkiye sebep olmaktadır. Benzer bir 

etkinin uPKH, EKH ve bazı progenitör hücre tiplerinde aynı sonuca yol açtığı 

bilinmektedir.  

P19 fare embriyonal karsinoma hücrelerinin 5-Azasitidin aracılığı ile kardiyomiyosit 

farklılaşmasının incelendiği bir araştırmada immünohistokimya, akım sitometri ve eş-

zamanlı PZR teknikleri kullanılarak 5-Azasitidinin etkinliği gösterilmiştir. Farklı dozlarda 

ve sürelerde 5-Azasitidine maruz kalan hücrelerin kardiyak troponin T, alfa aktinin, ve 

kardiyak miyozin ağır zincir gen ifadesinde anlamlı düzeyde artış olduğu belirtilmiştir 

(172). Bir diğer araştırmada erişkin sıçan kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinde 

GATA4 ve NKX2-5, konneksin-43, kardiyotrofin-1, troponin I ve protein T protein 

ifadesinde artış görülmüştür. Sonuçlar immünofloresans analizi ile desteklenmektedir 

(173,174). In-vitro koşullar altında ikinci pasaj sayısındaki insan kemik iliği mezenkimal 

hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada, 24 saatlik 10µM 5-Azasitidin muamelesi 28 gün 

süre ile standart koşullar altında kültür yapılmıştır. Farklılaşma, eş-zamanlı PZR, 

immünohistokimya yöntemleri ile doğrulanmıştır. Troponin-T, MHC, α-kardiyak aktin 

düzeylerinde belirgin artış gözlenmiştir (174). Aynı ekibin bir diğer çalışmasında, koroner 

baypas ameliyatına alınan hastaların kemik iliğinden izole edilen mezenkimal nitelikli kök 

hücrelerden elde edilen alfa kardiyak aktin ifadesinde belirgin artış olduğu not edilmiştir. 

Düşük düzeyde kardiyak Troponin-T ve MHC gen ifadesinde artış görülmüştür. 

Araştırmacılar, ilerleyen pasaj numaralarında farklılaşma potansiyelinde düşüş olduğunu 

belirtmişlerdir. 

İnsan kaynaklı mezenkimal kök hücreler kullanılarak kardiyomiyosit yönünde farklılaşma 

amaçlayan dikkat çekici bir çalışmada, Martin-Rendon ve arkadaşları, in-vitro koşullar 

altında kardiyomiyosite farklılaşma frekansının ve potansiyelinin düşük olduğu ifade 

etmektedir. Bu çalışmada, araştırmacılar, göbek kordonu, kordon kanı ve kemik iliği 

mezenkimal kök hücreleri karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 5-Azasitidin 

indüksiyonu sonrasında, kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinde %0,1’den düşük 
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seviyede farklılaşma kaydedilirken, göbek kordonu ve kordon kanı hücrelerinde kardiyak 

beliteçlerin ifade edilmediği belirtilmiştir (175). Farklı indüksiyon sürelerinin kullanıldığı 

bu çalışmada, 24 saat 10µM 5-Azasitidin ile indüksiyon sonrası 1 ve 4 hafta süre ile 

yapılan kültür sonunda bağıl NKX2-5 ifadesinde ortalama 2,5 kat artış görülmüştür. 3 gün 

süre ile yapılan indüksiyonda ise bu değer 4 hafta sonunda ortalama 7 kata kadar artış 

göstermektedir. Buna karşın konneksin-43 deltaCt değerleri, 1 gün süre ile 5-Azasitidin 

yapılan grupta daha yüksek olarak saptanmıştır (175). Martin-Rendon ve arkadaşlarının 

çalışması ile çelişir nitelikte bulgular sunan bir çalışmada 3. pasaj insan göbek kordonu 

mezenkimal hücrelerinin, 5-Azasitidin uyarımının 4 hafta sonrasında NKX2-5 gen 

ifadesinde ortalama 4,7 kat ve GATA4 ifade katsayısında 3,7 kat artış görüldüğünü 

belirtmiştir. Bu bulgular, aynı farklılaştırıcı ajan ve kardiyak belirteçler tercih edilse bile, 

karakterizasyonu yapılmış bir hücre tipi için kardiyomiyojenik farklılaşma açısından 

birbirinden çok farklı sonuçlara ulaşılabildiğini göstermektedir (176).  

Belirgin düzeyde kardiyak farklılaşmaya işaret eden bulgular sunan bir başka araştırmada, 

Choi ve arkadaşları, insan kaynaklı adipoz kök hücrelerle gerçekleştirilen ve 24 saat süre 

ile 10µM 5-Azasitidin indüksiyonu uygulanarak farklılaşma tetiklenen bir çalışmada ise, 

yüksek yüzdelerde kardiyak gen ifadesi artışı elde edilmiştir. Primer kültür yöntemi ile 

elde edilen pasaj numaraları 4 ve 7 arasında bulunan adipoz kök hücreler kullanılarak 

gerçekleştirilen çalışmada, dekzametazon ve linoleik asit destekli modifiye 

kardiyomiyojenik besi ortamı tercih edilmiştir. 3 hafta süren indüksiyon sonrası kültür 

aşamasında kardiyak belirteçlerin (kardiyak aktin ve troponin T) ikinci hafta noktasında en 

yüksek düzeyde ifadelendiği görülmektedir. Kardiyak belirteçlerin yanı sıra, proliferasyon 

belirteci olan Ki67 ifade düzeyleri de değerlendirilmiştir. 5-Azasitidin uyarımı sonrasında 

kardiyak aktin ve NKX2-5 protein ifadesi gösteren hücrelerin oranının %10 civarında 

olduğu belirtilmiştir (52). Mevcut çalışmada sürdürülen kültür süresinin, belirteçlerin 

düzeyinde değişiklik saptamak açısından yeterli olabildiğini göstermektedir.  

5-Azasitidin indüksiyonunun insan kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin kardiyak yönde 

farklılaşmasında etkili olduğunu gösteren çalışmalar arasında standart kültür koşulları 

altında (177-179), hiperyerçekimi koşulunda (180), farklı büyüme faktörleri ve etkenler ile 

kombinasyon halinde (181-184) etkinliğini gösteren çok sayıda çalışma bulunmaktadır. 5-

Azasitidinin AKH üzerindeki kardiyomiyojenik farklılaşma etkileri ile ilgili yayınlarda 
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(185,186) mevcut tez çalışmasında kullanılan koşullarla çok sayıda temel nokta ortaktır. 

Bununla beraber mevcut tez çalışmasına benzer nitelikte verimsiz farklılaşma sonucuna 

ulaşan araştırma kayıtları da vardır. Wan Safwani ve arkadaşlarının Journal of Negative 

Results in BioMedicine dergisinde yayınlanan çalışmasında, 5. pasaj sayısında 5-Azasitidin 

ile kardiyomiyojenik farklılaşma indüksiyonu uygulanan hücrelerde, 3 hafta süren kültür 

sonrasında konneksin-43 düzeyinde değişiklik görülmemiştir, Troponin I, MLC ve MHC 

gen ifadelerinde ise indüksiyon olmayan kontrol grubuna kıyasla düşüş görüldüğü 

belirtilmiştir. GATA4 ve NKX2-5 gen ifadesi düzeyinde iki katlık bir artış görülürken, 10 

numaralı pasajla gerçekleştirilen indüksiyon deneyleri sonrasında kardiyak transkripsiyon 

faktörlerine ilişkin genlerin ifade düzeyinde değişiklik olmadığı belirtilmiştir. Bu 

çalışmada kardiyak yönde indüksiyon sonrasında gerçekleştirilen kültürde 

kardiyomiyojenik besi ortamı elemanlarına yer verilmemiştir. Farklılaşmanın 

gerçekleşmemesine dair önemli etkenlerden birisi olabilir. Buna ek olarak, araştırmacıların 

çalışmayı pasaj sayıları arasında farklılaşma potansiyelini kıyaslamak üzere planlamış 

olmaları önemli bir bakış açısı sağlamaktadır. Çalışmada, pasaj 5 ve 10 seviyesindeki 

hücre popülasyonları 5-Azasitidin varlığında kardiyomiyojenik yönde etkilenmektedir. 

Çalışmamızda kullanılan hüre popülasyonlarının pasaj 9 ve sonrasına ait olması 

farklılaşma eğiliminin azlığını ve literatürdeki AKH’lerin kardiyomiyojenik farklılaşma 

potansiyeline dikkat çeken çalışmalara kıyasla alınan farklı sonucu açıklamakta yardımcı 

olabilir. Mevcut çalışma, literatürde daha önce uygulanmamış yöntemlerin etkinliğini 

sınaması bakımından özgünlük değeri arz etmektedir. 

Mevcut çalışmanın özgün bir yaklaşımı olan kardiyak büyüme besi ortamı, kardiyak 

progenitörlerin, primer kültürde kardiyomiyositlerin ve kardiyak fibroblastların kadriyak 

karakterinin korunması ve farklılaşmanın desteklenmesi amacı ile kullanılmaktadır 

(98,160,161). Buna karşın mezenkimal kök hücrelerin ve özel olarak adipoz kök hücrelerin 

kardiyomiyojenik yönde farklılaştırılmasında kullanımı bu çalışma ile beraber ilk defa 

uygulanmaktadır. Planat-Benard makalesinde büyüme ortamı ortamı olarak tercih edilen 

karışımda interlökin türevleri biyokimyasal olarak destekleyici işlevi için 

değerlendirilirken (60), Choi ve arkadaşlarının 2010 (187) çalışmasında linoleik asit ve 

kortikosteroid desteği tercih edilmiştir. Choi araştırmasında kullanılan besi ortamı, sodyum 

selenit, insülin, askorbik asit (B27’nin kompozisyonunda bulunduğundan ötürü) içeriği 

açısından çalışmamızdaki besi ortamı ile benzerlikler içermektedir. Bununla beraber, bir 



104 

 

çok pozitif sonuç sunan çalışmada destekleyici bir besi ortamı yerine standart hücre kültürü 

kompozisyonu tercih edilmiştir (66,177-179). Bu bilgi ışığında, çalışmalarda 

kardiyomiyojenik farklılaşmayı sağlayan başlıca etkenin besi ortamı içeriği olmadığı 

söylenebilir. Pozitif sonuçların anlaşılması kadar, istatistiksel olarak negatif sonuçların 

sebeplerinin saptanması bilimsel yöntemin gereklerinden birisi olduğundan, mevcut 

çalışmada değerlendirilen kardiyak besi ortamı ve bileşenlerinin kısa bir incelemesi 

yapılmalıdır. 

Kardiyak besi ortamında bulunan fibroblast büyüme faktörünün kardiyak progenitör 

karakterlerinin muhafaza edilmesindeki işlevinin (188) yanı sıra, bir diğer araştırmada 

mezenkimal kök hücrelerin kardiyomiyojenik farklılaşma önünde ön koşullanması amacı 

ile etkinliği saptanmıştır. Kardiyomiyositler üzerinde sitoprotektif etkilerinin yanı sıra 

farklılaşma aşamalarında konneksin-43 ifadesinde artışa sebep olduğu görülmektedir 

(189). Erk1/2 sinyal yolağının tetiklenmesi ile sağlanan bu farklılaşma, fare embriyonik 

kök hücrelerinde (190), insan kardiyak progenitörleri üzerinde (191), insan kemik iliği 

mezenkimal hücrelerinde (192) olumlu farklılaşma tetikleyici etkisinin yanı sıra insan 

kordon kanı mezenkimal hücrelerinde kardiyomiyojenik farklılaşmayı başlatmadığı 

kaydedilmiştir (191). Kardiyak büyüme besi ortamının bir diğer bileşeni olan epidermal 

büyüme faktörü kardiyak progenitörlerin hücre fenotipinin kararlı hale gelmesine katkıda 

bulunur (193) ve insan kardiyosfer hücrelerinin fenotipik modülasyonunda etkin görev 

aldığı bilinmektedir (194). Buna ek olarak FGF ile beraber, hasarlı miyokard dokusunun in 

vivo kardiyak onarımda ve rejenerasyonunda işlevli olduğu gösterilmiştir (195). 

Kardiyak büyüme besi ortamının bileşenlerinden trombin, insan kemik iliği mezenkimal 

hücrelerinin miyokard enfarktüsünün tedavisi amacı ile kadiyomiyosit farklılaştırılmasında 

(196), insan mezenkimal hücrelerinden kardiyopoietik popülasyonların elde edilmesinde 

(197), progenitör hücrelerin kardiyak yönde farklılaşmasında (198) ve kardiyosfer kaynaklı 

progenitörlerin fenotipik karakterlerini muhafaza etmelerinde (199) destekleyici özelliğe 

sahip olduğundan, kullanılan kardiyak besi ortamında kardiyomiyojenik farklılaşmanın 

tetiklenmesine katkıda bulunmak ve de oluşan kardiyak fenotip özelliklerinin 

sürdürülmesini sağlamak amacı ile eklenmiştir. 
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Kardiyotrofin molekülü, son dönemde önem kazanan bir büyüme faktörüdür. Kalbin 

gelişiminde, kardiyovasküler sistem hücrelerin davaranışlarının parakrin etki ile 

modifikasyonunda görev alan bir sitokindir (200). Kardiyotrofin molekülünün 

kardiyovasküler hastalıkların gelişim aşamalarında (201) ve miyokard enfarktüsünün 

onarımsal tedavilerinde işlevi olabileceğine dair kanıtlar bulunmaktadır (202). 

Kardiyotrofin-1 molekülünün fare embriyonik kök hücrelerinden elde edilen 

kardiyomiyositlerin proliferasyon davranışını arttırdığı ispatlanmıştır (203). Son olarak, 5-

Azasitidin kullanılarak yapılan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin farklılaşma 

çalışmasında kardiyotrofin molekülünün besi ortamındaki varlığının, farklılaşma sürecinin 

etkinliğini arttırdığı ve GATA4, NKX2-5, alfa-kardiyak aktin ve MHC ifade düzeylerinde 

anlamlı derecede artış sağladığı belirtilmektedir (204). 

Kardiyak büyüme besi ortamının bileşim ve içeriğinde mezenkimal kök hücrelerin ve 

kardiyak progenitörlerin farklılaşmasını tetikleyici ve destekleyici nitelikteki etkin 

moleküller bulunması ile kardiyomiyojenik farklılaşmanın desteklenmesi amaçlanmıştır. 

Literatürde bulunan çok sayıda kaynak değerlendirilerek adipoz kök hücrelerin 

kardiyomiyojenik farklılaştırması için yeni bir yöntem geliştirilmesi amaçlanmıştır. Elde 

edilen sonuçlar, materyal ve metod bölümünde detaylandırılan koşullar altında bu büyüme 

faktörlerinin anlamlı bir kardiyak farklılaşmaya yol açmadığını göstermektedir. 

Mevcut çalışmanın başlıca özgün yanlarından bir diğeri mikroyerçekimi koşullarında 

kültür yapılan adipoz kök hücrelerin kardiyomiyojenik yönde farklılaştırılmasıdır. 

Literatürde mikroyerçekimi koşulları kullanılarak kök hücre farklılaşması konusunu 

aydınlatan çalışmaların çoğunluğu embriyonik kök hücreler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. uPKH ve kemik iliği mezenkimal hücreleri ile sürdürülen çalışmalar 

var olmakla beraber, detaylı veri tabanı aramaları sonucunda adipoz kök hücrelerle yapılan 

kardiyak farklılaşma çalışması bulunamamıştır. Mikroyerçekimi koşullarının indüklenmiş 

AKH’lerin farklılaşmasına etkisinin aydınlatılması açısından özgün bir çalışmadır. 

Mikroyerçekimi ve hiperyerçekimi koşullarının kardiyak yönde farklılaşmaya ve kardiyak 

karakterlerin korunmasına katkılarının olduğu, eksplant kalp hücresi kültürü ile 

gösterilmiştir (205). Çalışmamızda kulanılan STLV sistemi ile sağlanan mikroyerçekimi 

koşullarında kültür yapılan fare embriyonik hücrelerinin kardiyak yönde farklılaşmasının 

arttığı (206) ve embriyoid gövde oluşumunun arttığı belirtilmektedir (207).  
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İnsan kemik iliği mezenkimal kök hücreleri ile sürdürülen mikroyerçekimi deneyleri 

sırasında hücrelerin öbeklenerek kürecik yapısı oluşturduğu ve bu yapıların oluşumunun 

farklılaşma eğilimini arttırdığı belirtilmektedir (208). Mezenkimal kök hücrelerin 

kondrojenik farklılaşma eğiliminin, mikroyerçekimi koşulları altında, iki boyutlu statik 

kültüre kıyasla daha fazla olduğu kanıtlanmıştır (209). Benzer biçimde, mezenkimal 

hücrelerin endotel farklılaşmasının mikroyerçekimi koşullarında desteklendiği 

bilinmektedir (210).  

Mikroyerçekimi koşullarının kardiyak progenitörlerde parakrin faktörlere ilişkin 

transkriptlerin düzeyinde artışa neden olduğu, yetişkin kardiyak progenitörlerin hücre 

karakterinde kararlılığa etkili olmazken, neonatal kardiyovasküler progenitörlerin 

mikroyerçekimi kültürü sonunda dediferensiyasyon ile ilgili miRNA ifadesinde artış 

görüldüğü kaydedilmiştir (211). Jha ve arkadaşları tarafından yürütülen ve insan 

pluripotent kök hücrelerinden elde edilen kardiyak progenitörlerin proliferasyon, 

farklılaşma ve canlılık yüzdesinin üç boyutlu mikroyerçekimi kültürü koşullarında artış 

gösterdiği belirtilen bir çalışmada, kardiyak progenitörlerin küresel öbekler oluşturması 

sağlanmıştır. Sonrasında bu hücre öbeklerinden kardiyomiyosit eldesi veriminin 

mikroyerçekimi koşullarında 4 kat daha fazla miktarda anlamlı artış gösterdiği belirtilerek, 

üç boyutlu mikroyerçekimi koşullarının rejeneratif uygulamalar için kardiyomiyosit eldesi 

amacı ile kullanılabileceği sonucuna ulaşmıştır (212). Bu tez çalışması ile ortak amaç ve 

yaklaşıma sahip olan bu çalışma, anlamlı düzeyde kardiyomiyosit benzeri hücre eldesini 

takiben, hücreler üzerinde mikroelektrot analizör temelli elektrofizyolojik analizler 

gerçekleştirerek, hücrelerin impuls iletim kapasitesini doğrulamıştır. 

Mikroyerçekiminin farklılaşmayı indükleyici etkilerini belgeleyen çalışmaların yanı sıra, 

aksi yönde bulgular sunan çalışmalar da mevcuttur. 48 saat süre ile mikroyerçekimi 

koşulları altında kültürü yapılan kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücrelerin 

proliferasyon ve farklılaşma kapasitesinin düştüğü ve hücre döngüsünün G2/M aşamasında 

bloke olması ile apoptoz yolağının aktive olduğu kaydedilmiştir (213). Mezenkimal kök 

hücreler ile gerçekleştirilen bir diğer çalışmada, mikroyerçekimi koşullarının hücrelerin 

göç kapasitesini düşürdüğünü ve hücre iskeletinin yapısal değişikliğini tetikleyerek sertliği 

arttırdığını saptamıştır (214). Mikroyerçekimi koşulları altında mezenkimal kök hücre 

kültür süresinin farklılaşma potansiyelini ve yönelimini etkilediğine dair kanıtlar 
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mevcuttur. Xue ve arkadaşlarının çalışmasına göre 72 saat süreli üç boyutlu 

mikroyerçekimi kültürü, MKH’lerin endotelyal, nöronal ve adipojenik yönde farklılaşma 

potansiyelini arttırırken, 10 gün süreli kültürün osteoblast karakterli hücrelere farklılaşmayı 

tetiklediği görülmüştür (215).  

Farklı çalışmaların sonuçlarına göre, mikroyerçekimi etkeninin yüksek verimde 

kardiyomiyosit elde edilmesini sağlamak üzere değerlendirilmesi yaklaşımı, uPKH ve 

EKH kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Benzer bir yöntemin AKH veya MKH kullanılarak 

uygulandığı bir çalışma bulunmadığından ve de otolog AKH elde edilmesinin kemik iliği 

mezenkimal kök hücrelerine kıyasla daha güvenli olması ve farklılaşma sonucu elde edilen 

hücrelerin klinik koşullarda kullanımı ile ilgili güvenlik açısından olumlu sonuçlar sunan 

klinik çalışmaların var olmasından dolayı, AKH kullanılarak mikroyerçekimi kültüründe 

yüksek verim ve miktarda kardiyomiyosit üretilmesinin bilim dünyasına önemli bir katkı 

sağlayacağı düşünülmüştür. Mikroyerçekimi kültür koşullarında mezenkimal kök 

hücrelerin farklılaşmasını konu alan ve yukarıda yer verilen araştırmalar geniş bir 

yelpazede olumlu ve olumsuz sonuçlar sağlamaktadır. Pluripotent hücrelerle elde edilen 

sonuçlar ve mezenkimal kök hücrelerin üç boyutlu mikroyerçekimi kültürünün yapıldığı 

çalışmalar bir arada değerlendirildiğinde, bu tez çalışmasında istatistiksel açıdan anlamlı 

sonuçların elde edilememiş olmasının olası gerekçeleri üzerinde çıkarımlar 

yapılabilmektedir. İki boyutlu hücre kültürü koşullarında anlamlı değişime sebep olmamış 

olan indüksiyon ve kardiyak büyüme besi ortamı kombinasyonunun üç boyutlu 

mikroyerçekimi koşulları altında da anlamlı düzeyde bir farklılaşmaya yola açmamış 

olduğu görülmektedir. Mikroyerçekimi koşulları mezenkimal kök hücrelerde 

proliferasyonun baskılanmasına sebep olabilmektedir. Bunun yanı sıra mikroyerçekimi 

kültürünün süresi, mezenkimal kök hücrelerin farklılaşma kapasitesini ve yönelimini 

etkileyebilmektedir. Buna göre, mikroyerçekimi basamağı anlamlı fark yaratabilmek için 

fazla erken ya da geç sonlandırılmış olabilir. Mevcut çalışmada mikroyerçekimi 

kültürünün süresi bir değişken olarak değerlendirilmemiştir. Bunun yanı sıra AKH 

kültürünün adipojenik yönde uyarılmış olması mümkündür. Ancak incelenen değişkenlerin 

kardiyak ve düz kas açısından ayırt edici olmasından ötürü bu hipotezin değerlendirilmesi 

mümkün olmamıştır (216). AKH kültürünün farklılaşma yöneliminde hangi hücre tipine 

dönüştüğünün ya da, literatürde kardiyak progenitörlerde gözlemlendiği üzere, 

dediferansiyasyon sürecine girip girmediğinin anlaşılması için, bu çalışmanın farklı zaman 
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noktalarında ve çok sayıda transkriptin aynı koşullar altında değerlendirilmesine imkân 

verecek olan mikrodizin yaklaşımı ile değerlendirilmiş olması nihai bir sonuç için 

gereklidir.  

Büyüme faktörlerinin AKH kültüründe farklılaşmaya etkilerinin değerlendirildiği ve 

yukarıda yer verilen çalışmalar da göz önünde bulundurularak, çalışmanın kültür 

basamaklarının 21 veya 28. gün noktasına kadar sürdürülmesi ile anlamlı sonuç alma 

olasılığı arttırılabilir. Ancak üç boyutlu mikroyerçekimi kültürü başlangıç aşamasından 

itibaren iki boyutlu hücre kültürüne kıyasla çok daha yüksek bir konsantrasyonla 

başlatıldığından, uzayan kültürün olumsuz etkilere yol açması da mümkündür. Zamanla 

ölü hücre artıklarının membran yüzeyini kaplamasına bağlı olarak kültür ortamında 

çözünen oksijenin azalması, azalan oksijen düzeylerine bağlı olarak küresel yapıdaki hücre 

öbeklerinin merkez kısmındaki hücrelerin hipoksiye bağlı olarak apoptoz sürecine girmesi 

olasılık dâhilindedir.  

Tercih edilen büyüme faktörlerinin kardiyak fenotip oluşumunu destekleme açısından 

etkinliği, farklı hücre tipleri kullanılarak yapılan araştırmalarda gösterilmiştir. Ancak, bu 

tez çalışmasında uygulanan büyüme faktörü kombinasyonu literatürde ilk defa AKH 

kültüründe değerlendirilmiştir. Yaklaşım, parakrin uyarım mekanizmasından faydalanarak 

kardiyak transkripsiyon faktörlerinin ifade edilmesini tetiklemek mantığı çerçevesinde 

uygulanmış, ancak incelenen kardiyak belirteçler özelinde istatistiksel açıdan anlamlı 

sayılabilecek bir değişime yol açmamıştır.  

Literatürde AKH’lerin kardiyomiyojenik indüksiyonunun yüksek oranda verim alındığı 

çalışmalarda, fare ve sıçan gibi insan haricindeki model organizmalardan elde edilen 

hücrelerin kullanılmış olduğu görülmektedir. İnsan AKH’leri ile anlamlı düzeyde kardiyak 

yönde farklılaşma elde edilen çalışmalardan yukarıdaki paragraflarda bahsedilmektedir. 

Buna karşın, bu çalışmalar sonucunda elde edilen farklılaşmanın düzeyi ve farklılaşma 

gösteren hücrelerin toplam hücre sayısına oranı, insan AKH’leri kullanılan çalışmalarda 

klinik bir tedavide ya da ilaç geliştirme çalışmasında kullanılacak sayı ve kalitede 

kardiyomiyosit elde edilemediğini göstermektedir. Yüksek oranlarda farklılaşan hücre elde 

edilen çalışmalarda tercih edilen fare ve sıçan AKH’leri bazı çalışmalarda neonatal 

döneme aittir. Bu aşamadaki hücreler yüzeye bağlı olmayan kültürde spontan olarak 
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organize olarak kardiyak yönde farklılaşma özelliği göstermektedirler. Mevcut tez 

çalışmasında incelenen kardiyak belirteçlerin fare ve sıçan kaynaklı AKH’lerde bazal 

koşullarda bile ifade edildiği görülmektedir. Sıçandan elde edilecek adipoz kök hücrelerin, 

mikroyerçekiminde kardiyomiyosit farklılaşmasının çalışılması durumunda istatistiksel 

açıdan anlamlı sonuç alınması olasılığı daha yüksektir. 
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8. EKLER 

8.1. KULLANILAN MAKİNE-TEÇHİZAT LİSTESİ 

Kullanılan Makine – Teçhizat Listesi 

Adı/Modeli Kullanım Amacı 

Perkin Elmer 100 serisi ATR FT-IR. Ankara 

Üniversitesi, Fen Fakültesi Kimya Bölümü. 

Kimya Merkez Laboratuvarı. 

Degrade elastin kullanılarak çapraz bağlama yöntemiyle elde edilen 

mikrokürelerin, fonksiyonel grup bileşiminin doğal elastinin 

yapısıyla kıyaslanması amacıyla kullanılmıştır. Ölçümler, Ankara 

Üniversitesi Kimya Bölümü’nde gerçekleştirilmiştir. 

Atomik kuvvet mikroskobu (Asylum). 

Bilkent UNAM Tesisleri Bilkent 

Geliştirilen elastin-temelli mikrokürelerin ve çapraz-bağlanmış 

yapıdaki peletlerin elastik modül ölçümü amacıyla kullanılmıştır. 

Zeta Potansiyel ve Mobilite Ölçüm Cihazı 

MALVERN Nano ZS90 ODTÜ Merkez 

Laboratuvarları. 

Elastin-temelli mikrokürelerin yüzey yükü analizi amacıtla 

kullanılmıştır. Bu ölçümler Orta Doğu Teknik Üniversitesi, Merkez 

Laboratuvarında 
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8.2. KULLANILAN HÜCRELERİN ÖZELLİKLERİ 

Identification number: ATCC PCS-500-011 

Species:  Human (Homo sapiens) 

Cell Type:  Adipose Mesenchymal Stem 

Biosafety Level: 1 

Specific Staining:   Positive for CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, and CD166. 

Negative for CD14, CD31, CD34, and CD45. 

Reference:   Merfeld, Clauss B.S. et al, Tissue Engineering: Part A. 2010, 16: 

2953-2966 
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9. ÖZGEÇMİŞ 

ARIN DOĞAN 

 

İletişim Bilgileri:  

Adres:  Mustafa Kemal Mahallesi, Barış Sitesi, 2086. Sokak No. 25 

Eskişehiryolu Çankaya, Ankara  

Telefon:   0 533 4222754 

E-posta:   arindogan@gmail.com, arindogan@ankara.edu.tr 

 

Kişisel Bilgiler: 

Doğum tarihi:   7 Eylül 1982 

Doğum Yeri:   Ankara 

Uyruk:    Türkiye Cumhuriyeti 

Cinsiyet:   Erkek 

Medeni hal:    Bekar 

Ünvan:    Yüksek Biyolog 

Derece:    Biyokimya Yüksek Lisans 

 

Akademik ilgi alanları: 

Biyokimya, kardiyovasküler doku mühendisliği, biyomateryal ve hücre-tabanlı 

translasyonel tedaviler, kök hücre farklılaşması, mekanotransdüksiyon. 

Sınav Puanları:  

ALES (2012 sonbahar): 73.65, ÜDS (2008 bahar): 93.75, TOEFL IBT: 107 /120,  

YDS (2014 Bahar): 91.25 

Askerlik Durumu:  

Yükümlülük yoktur. 
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Eğitim: 

2010- Halen Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü'nde doktora eğitimi. 

Danışman: Prof. Dr. Y. Murat Elçin 

2005-2008 Yüksek Lisans Diploması, Hacettepe Üniversitesi, Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü, Biyokimya Anabilim Dalı, Sıhhiye, Ankara. 

1999-2004 Biyoloji Lisans Diploması, Hacettepe Üniversitesi, Fen Fakültesi, 

Biyoloji Bölümü, Beytepe, Ankara. 

1999   Lise diploması, ODTÜ Geliştirme Vakfı Özel Lisesi, Ankara. 

Burslar: 

2015-2016 “Hematolojik Maligniteli Hastalarda Haploidentik Allojeneik Kök 

Hücre Nakillerinde Mezenkimal Kök Hücre Uygulaması” Başlıklı 

TÜBİTAK projesinde araştırmacı bursu. 

2013-2014 “Nanoyapılı Jellerde Adipoz Mezenkimal Kök Hücre 

Farklılaşmasının İncelenmesi (EuroNanoMed Projesi)” 111-S-497 

Başlıklı TÜBİTAK projesinde araştırmacı bursu. 

2011-2013  "Kardiyomiyojenik Farklılaşma Potansiyeli Olan Kök/Öncül 

Hücrelerin Diferansiyasyon Sürecinde Gen Ekspresyon Profilinin 

Transkriptom Ve Proteom Ebadında Araştırılması (Ex Vivo 

Deneysel Çalışma)" 109S454 Başlıklı TÜBİTAK projesinde 

araştırmacı bursu.  

2007-2008 Amerika Birleşik Devletleri Ulusal Sağlık Enstitüsü (National 

Institutes of Health-NIH) yüksek lisans öğrencisi bursu. Moleküler 

Gerontoloji Laboratuvarı, Ulusal Yaşlanma Enstitüsü (National 

Institute on Aging-NIA), NIH, Baltimore, MD, Amerika Birleşik 

Devletleri. 

 

Kullandığı Araştırma Teknikleri: 

 Kolon kromatografisi yöntemi ile protein saflaştırma.  

 Enzim kinetiği ölçüm ve hesaplama teknikleri. 

 Konfokal Mikroskopi kullanımı ve LEICA görüntüleme yazılımının 

kullanımı. 

 Hücre kültürü ve gen "knockdown" teknikleri. 

 Deney hayvanlarının beyin, karaciğer ve böbrek dokularından mtDNA ve 

nDNA saflaşırılması. 
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 Protein tespit ve tanımlama teknikleri: Western Blotting, IP ve co-IP. 

 2D-PAGE. 

 32P ile işaretlenmiş oligodeoksinükleotit sentezi. 

 32
P ile işaretlenmiş oligodeoksinükleotit sübstratlar kullanılarak yapılan 

DNA glikozilaz ve DNA "trapping" deneyleri. 

 Doku takibi. 

İş ve Araştırma Deneyimi: 

2013-Halen Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü'nde doktora eğitimi 

çerçevesinde Fen Fakültesi Kimya Bölümü Ankara Üniversitesi Fen 

Fakültesi Doku Mühendisliği, Biyomalzemeler ve 

Nanobiyoteknoloji Laboratuvarı (DMBNL) ElçinLab Biyomalzeme 

ve kalp dokusu ile ilgili yenileyici tıp temel araştırmaları. 
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