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Ġnsan adipoz mezenkimal kök hücreleri adipoz dokudan izole edilip 

immünfenotiplemesi yapılmıĢ ve çeĢitli büyüme faktörleri/kemokinler kullanılarak 

damar düz kas benzeri hücrelere ve damar endotel benzeri hücrelere farklılaĢtırılmıĢ ve 

farklılaĢma immünhistokimyasal olarak belirlenmiĢtir. Bu iĢlemin ardından 3 boyutlu 

doku mühendisliği damar greftinin (3B-DMDG’nin) lümen kısmı Poli-ε-

kaprolakton’dan elektro-eğirme tekniği kullanılarak üretilmiĢtir. 3B-DMDG’nin medya 

ve adventisya tabakalarını oluĢturmak amacı ile tip I kollajen ve elastinden gözenekli 

süngerimsi iskeleler elde edilmiĢtir. Üretilen 3B-DMDG’nin biyomekanik özellikleri ise 

mekanik test cihazı ile belirlenmiĢtir. FarklılaĢtırılmıĢ hücre hatları statik ve dinamik 

koĢullar altında iskelelerin üzerine/içine ekilmiĢ ve hücre canlılığı (MTT testi), 

tutunma/çoğalma (SEM analizi) ve protein ifadesi (immünhistokimya) gibi temel 

fizyolojik davranıĢlar incelenmiĢ ve sonuç olarak intima, medya ve adventisya 

tabakaları oluĢturulmuĢtur (Patent Başvurusu: TPE 2012/01600). 
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ABSTRACT 
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Human adipose-derived mesenchymal stem cells were isolated, performed 

immunophenotypic analysis, and differentiated into smooth muscle like cells and 

endothelial like cells by using various growth factors/chemokines and differentiation 

were determinated by using immunohistochemistry. Following this step, lumen layer of 

3-Dimensional tissue engineered vascular graft (3D-TEVG) was fabricated from poly-ε-

caprolactone by using electrospinning technique. To produce media and adventitia 

layers of 3D-TEVG, porous and spongy scaffolds were prepared from collagen type I 

and elastin. Bio-mechanical properties of fabricated 3D-TEVG were performed by 

using uniaxial tensile test. Differentiated cell lines were seeded outer/inner of the 

scaffolds under static and dynamic conditions and, basic physiological properties such 

as cell viability (MTT test), adhesion/growth (SEM analysis) and protein expression 

were determinated and in conclusion intima, media and adventitia layers were created. 

(Patent Application: TPE 2012/01600). 
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1. GĠRĠġ  

 

Kalp ve damar hastalıkları, özellikle arterioskleroz-kaynaklı koroner kalp hastalıkları, 

dünyada baĢta gelen ölüm nedenidir. Açık damar cerrahisi alanında halen kullanılmakta 

olan otolog greftler, sentetik protez greftler veya allogreftlerin, özellikle küçük-orta 

çaptaki damarların değiĢiminde, bazı yetersizlikleri ve/veya sınırlamaları 

bulunmaktadır. Doku mühendisliği yaklaĢımıyla oluĢturulacak damar greftlerinin, yeni 

bir rejeneratif tedavi seçeneği olma potansiyeli vardır. Ancak, oluĢturulacak yapıların 

kendini yenileme, yeniden-modellenme ve yeterli mekanik özelliklere sahip olma 

Ģansının artması için, damarın in vivo Ģartlarda karĢı karĢıya kaldığı mekanik ve 

biyolojik sinyalizasyon ortamının in vitroda taklit edilmesi zorunludur. 

 

Kök hücrelere dayalı rejeneratif tıbbın, mevcut geleneksel tedavilerde karĢılaĢılan 

sorunlara önemli çözümler getirmesi beklenmektedir. Son yıllarda uygulamaları giderek 

artan kök hücrelerin, damar grefti mühendisliği alanında da değerlendirilmesi konusu 

gündemdedir. Bu bağlamda, adipoz dokudan kolayca ve bol miktarda temin edilebilen 

mezenkimal kök hücrelerle yapılacak damar doku mühendisliği çalıĢmalarının bu 

sürecin geliĢimine katkı sağlaması beklenmektedir. 

 

Bu çalıĢmada, Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul izni ve hasta 

bilgilendirilmiĢ onamı kapsamında 1 Mart 2010 tarih ve 08-129 sayılı kararını takiben, 

uygun donörlerden uzman hekimlerin yardımı ile lipoektomi iĢlemi yapılmıĢtır. 

Çıkartılan yağ dokusu uygun taĢıyıcı tamponlar ile laboratuvara getirilmiĢ ve adipoz 

kaynaklı mezenkimal kök hücreler izole edilmiĢtir. Pasaj 2-5 arasında çoğaltılmıĢ insan 

adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin (iAMKH’lerin) floresan-aktifleĢmiĢ hücre 

ayırma (fluorescence activated cell sorting; FACS) analizleri yapılmıĢtır. Bu iĢlem için 

CD29-FITC, CD90-PE, CD73-PE, CD34-FITC, HLA_ABC-PE, HLA_DR-FITC, 

CD166-PE, CD105-PE, CD133-PE, CD3-FITC, CD31-FITC, CD146-PE, CD45-FITC 

ve CD44-PE gibi antikorlar seçilmiĢtir. 
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Fenotipi belirlenmiĢ kök hücreler farklı bileĢimlerde dönüĢüm büyüme faktörü 1 

(TGFβ1), kemik morfogenetik proteini 4 (BMP4) ve Angiotensin II (Ang II) gibi 

büyüme faktörleri ve kemokin kullanılarak damar düz kas benzeri hücrelere 

(DDKbH’lere) farklılaĢtırılmıĢtır. Bu iĢleme paralel olarak kök hücreler EGM-2 Bullet 

Kit ve farklı oranlarda rekombinant insan damar endotel büyüme faktörü (rh-VEGF) 

kullanılarak damar endotel benzeri hücrelere (DEbH’lere) farklılaĢtırılmıĢtır. 

 

FarklılaĢma immün/histokimya teknikleri ile karakterize edilmiĢtir. Belirli zaman 

noktalarında tesbit edilen DDKbH’ler alfa düz kas aktini (αSMA), kalponin (CALP), H-

kaldesmon (CADH), L-kaldesmon (CADL) ve ağır zincirli miyozin (MY-HC) gibi 

immünhistokimya antikorları ile etkileĢtirilerek farklılaĢma karakterize edilmiĢtir. 

Benzer Ģekilde tesbit edilen DEbH’leri CD31 (PECAM-1), CD34, VE-Cadherin 

(CD144), von Willebrand faktörü (vWF), Tie-2 ve Flk-1 (VEGF-R2) gibi endotel 

iĢaretçilerinin ifadelerindeki değiĢim incelenerek farklılaĢma karakterize edilmiĢtir. 

 

Hücre kültürü ve farklılaĢma çalıĢmalarını takiben malzeme üretimine geçilmiĢ ve 

birinci aĢama olarak poli-ε-kaprolakton (PCL)’dan elektro-eğirme tekniği yardımı ile 

tek tabaka ve tübüler yapıda nano/mikro lifsi örgüsel olmayan iskeleler elde edilmiĢtir. 

Elektro-eğirme tekniğinin parametreleri (optimal polimer-çözücü sistemi, gerilim, 

pompa hızı vd.) optimize edilmiĢtir. Ġkinci aĢamada sodyum bikarbonat ile süspanse 

edilmiĢ elastin/kollajen hidrojelinden makro/mikro gözenekli yapıda süngerimsi 

iskeleler dondurarak-kurutma tekniği (DKT) kullanılarak üretilmiĢtir. Benzer Ģekilde 

hazırlanan süspansiyon nano/mikro lifsi tübüler formda PCL iskelenin çevresine 

dökülerek kalıplanmıĢtır. OluĢturan 3 boyutlu doku mühendisliği damar grefti (3B-

DMDG) çapraz bağlanmıĢ ve DKT yardımı ile son Ģeklini almıĢtır. Üretilen 

malzemelerin biyomekaniksel özellikleri tek yönlü çekme test cihazı ile morfolojik 

özellikleri ise taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmiĢtir. 

  

Üretilen malzemelere ve doku kültür kabına ekilmiĢ iAMKH’lerin, DDKbH’lerin ve 

DEbH’lerin hücre canlılığı mitokondriyal dehidrogenaz aktivite testi (MTT testi) ile 

belirlenmiĢtir.  
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Ġskelelerin içine/yüzeyine ekilen hücrelerin durgun koĢullarda protein ifadelerinde 

meydana gelen değiĢimler immünhistokimya ile belirlenmiĢtir. Ġlave olarak malzeme 

içine/yüzeyine hücrelerin tutunması ve yayılması yine SEM analizleri ile karakterize 

edilmiĢtir.  

 

Statik çalıĢmaları takiben dinamik koĢullarda 3B-DMDG içine/yüzeyine kültüre edilen 

DDKbH’ler ve DEbH’ler ekilmiĢtir.  DDKbH’ler iskelenin medya ve adventisya 

tabakalarına ekilirken DEbH’ler ise intima kısmına ekilmiĢtir. Sistemde oluĢan akıĢ ve 

basınç gerçek zamanlı olarak akıĢ metreler ve basınç transdüserleri tarafından ölçülerek 

bir veri kayıt sistemi üzerinden bilgisayara aktarılmıĢtır. Belirlenen zaman noktasında 

tesbit edilen 3B-DMDG’nde hücre tutunması ve yönlenmesi SEM analizleri ile dinamik 

koĢullar altında protein ifadesindeki değiĢim ise immün/histokimya teknikleri ile 

karakterize edilmiĢtir.  

 

Elde edilen veriler ıĢığında iAMKH’ler laboratuvar koĢullarında etkin bir Ģekilde 

DDKbH’lere ve DEbH’lere farklılaĢtırılmıĢtır. Biyouyumlu ve biyobozunur 

sentetik/doğal polimerlerden üretilen 3B-DMDG’nin yeterli biyomekaniksel özelliklere 

sahip olduğu belirlenmiĢtir. Dinamik koĢullarda 3B-DMDG’ne ekilen hücre hatlarının 

21. günün sonunda yapının intima, medya ve adventisya tabakalarını sararak kapattığı 

görülmüĢtür.  

 

Son olarak, damar doku mühendisliği yaklaĢımıyla geliĢtirilen 3B-DMDG’nin greftinin 

otolog kök hücrelerin kullanılacağı kiĢiye özgü tedavi yaklaĢımı fikrini bir adım daha 

ileriye götürebileceği düĢünülmektedir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

 

2.1 Kök Hücreler 

 

Kök hücreler kendini yenileyebilen ve farklılaĢma kabiliyetleri olan eĢsiz hücre 

popülasyonlarıdır. EriĢkin memeli dokularında bulunan kök hücreler “EriĢkin Kök 

Hücreler” olarak adlandırılır ve sınırlı sayıda hücre tiplerine farklılaĢabilmektedirler. 

Buna karĢılık, “blastosist” veya “blastokist” aĢamasındaki memeli embriyolarından elde 

edilen embriyonik kök hücreler tüm vücut hücrelerini oluĢturma kapasitelerine 

sahiptirler. Ġlave olarak insan embriyonik kök hücreleri normal karyotipe sahip, yüksek 

telomeraz aktivitesini koruyan ve kültür koĢullarında uzun vadeli proliferatif özellik 

sergileyen hücrelerdir (Odorico vd. 2001).  

 

 

  ġekil 2.1 Kök hücrelere genel bir bakıĢ (Chaudhry 2004) 
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Son yıllarda, doku ve organa özgün kök hücre kavramı yayınlanan birçok çalıĢmada ele 

alınmıĢtır. Bilim insanları yetiĢkin kök hücrelerin bulunduğu mikro çevreler (kök hücre 

niĢi) tarafından düzenlendiğini ve sanılandan daha olağanüstü “plastisiteye” sahip 

olabileceklerini düĢünmektedirler (Martin-Rendon ve Watt 2003). Kök hücre 

biyolojisinin ana dogması, belirli bir dokudan izole edilen hücrelerin kendini yenilemesi 

ve bulunduğu dokuda mevcut hücre hatlarına farklılaĢabilmesi olmuĢtur. Birçok 

çalıĢmada dokuya özgü kök hücrelerin önemli plastisitelerinin olduğu ve diğer hücre 

hatlarına farklılaĢabilecekleri gösterilmiĢtir (Lakshmipathy ve Verfaillie 2005).  

 

 

ġekil 2.2 Kök hücre plastitisesi (Blau vd. 2001) 

 

Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler) aynı embriyonik kök hücreler gibi çoklu 

potansiyele sahiptirler ve yağ hücresi, kıkırdak hücresi, kemik hücresi, tendon ve bağ 

dokusu, kas hücresi, deri hücresi ilave olarak da sinir hücrelerine in vitro ve in vivo 

koĢullarda farklılaĢabilme potansiyeline sahiptirler (Tuan vd. 2003). Embriyonik kök 

hücrelerin klinikte ve doku mühendisliği uygulamalarındaki kullanımıyla ilgili etik ve 

yasal itilaflardan ötürü, MKH’ler potansiyeli yüksek bir alternatif olarak karĢımıza 

çıkmaktadır (Zuk vd. 2002). 
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Trabeküler kemik (Tuli vd. 2003), periosteum (De Bari vd. 2001), sinovyal membran 

(De Bari vd. 2001), kas (Bosch vd. 2000), dermis (Young vd. 2001), perisitler (Brighton 

vd. 1992), kan (Hattori vd. 2004), yağ dokusu (Rodriguez vd. 2004) ve kemik iliği 

(Kotobuki vd. 2004) eriĢkin mezenkimal kök hücre kaynağı olarak kullanılmaktadır. 

 

2.1.1 Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

 

Kemik iliği kaynaklı MKH’lerin en önemli karakteristiği in vivo ve in vitro koĢullarda 

birçok hücre tipine farklılaĢabilme kapasitesine sahip olmalarıdır. Bu hücrelerin in vitro 

koĢullarda çoğaltılması ilk olarak, kemirgen kemik iliği eksplantlarının tek hücre 

süspansiyonlarından izole edilen fibroblastoit hücrelerin doku kültür plastiklerine 

tutunabilme kabiliyetlerini gösteren Friedenstein ve çalıĢma arkadaĢları tarafından 

1970’lerde gerçekleĢtirilmiĢtir (Friedenstein vd. 1970).  

 

 

ġekil 2.3 Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin plastitisesi (Winslow vd. 

2001) 
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Morfolojik olarak MKH’ler iğsi formda kübik fibroblastik hücrelerdir ve kemik iliği 

aspiratında mevcut diğer hücrelerden ayırt edilmesi kolay değildir. AraĢtırıcılar 

MKH’leri ayırt etmek için iki strateji izlemektedirler. Bunlardan birincisi, MKH’lerin 

kültür plastiğine yapıĢma karakteristiğidir. Kemik aspiratında mevcut diğer hücre tipleri 

bu özelliği göstermezler. Ġkinci karakteristik özellikleri ise bazı özel yüzey antijenlerine 

pozitif olurken hematopoetik yüzey iĢaretçilerine negatif olmalarıdır (Wagner vd. 

2005). MKH’ler CD105 (SH-2), CD166 (ALCAM), CD54 (ICAM-1), CD55, CD13 

(APN), CD73 (SH-3, SH-4), CD90 (Thy-1) ve CD44 gibi yüzey iĢaretçilerine pozitif 

iken, CD34, CD45, CD14, CD31, CD133 ve CD50 gibi hematopoetik yüzey 

iĢaretçilerine negatiftir (Kassem 2004).  

 

2.1.2 Adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

 

MKH’ler rejeneratif tıpta ve hücresel tedavi yaklaĢımlarında ümit vaat etmektedir. Bu 

zamana kadar MKH’ler invazif iĢlemler aracılığı ile konvansiyonel olarak kemik 

iliğinden izole edilmiĢtir. ġimdilerde ise giderek artan bir ilgi ile adipoz doku ve kordon 

kanı gibi kaynaklardan izole edilebilmektedirler (Vishnubalaji vd. 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.4 Adipoz mezenkimal kök hücrelerin çoklu soy farklılaĢma potansiyeli (Bunnell 

vd. 2008) 
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Ġlave olarak yaĢlanma, adipoz kaynaklı MKH’lere kemik iliği kaynaklı MKH’lere 

olduğundan daha az etki göstermektedir (Chen vd. 2012). Adipoz doku aynı kemik 

dokusu gibi embriyonun mezenkimal dokusundan köken alır ve kolay izole edilebilen 

bir stroma içermektedir. Terminolojide iĢlenmiĢ lipoaspirat hücreleri Ģeklinde 

adlandırılan bu hücre popülasyonu insan lipoaspiratlarından izole edilebilmekte ve aynı 

kemik iliği mezenkimal kök hücreleri gibi osteojenik, adipojenik, miyojenik ve 

kondrojenik soylara farklılaĢabilmektedirler. ĠĢlenmiĢ lipoaspirat hücreleri kemik iliği 

MKH’lerine benzer Ģekilde yüzey antijenlerini ifade etmektedirler. Akım sitometri 

analizlerine göre adipoz kaynaklı MKH’ler ile kemik iliği kaynaklı MKH’ler arasında 

iki CD iĢaretçisinin farklı olduğu görülmüĢtür. Bu iĢaretçiler CD49d (α4 integrin) ve 

CD106 (VCAM) olarak tespit edilmiĢtir. CD49d adipoz kaynaklı MKH’ler tarafından 

ifade edilirken aksine kemik iliği kaynaklı MKH’ler tarafından ifade edilmezler. 

CD106’nın ise kemik iliği kaynaklı MKH’ler tarafından ifade edildiği buna karĢın 

adipoz kaynaklı MKH’ler tarafından ifade edilmediği yapılan analizler ile gösterilmiĢtir 

(Zuk vd. 2002).   

 

2.2 Doku Mühendisliği 

 

Doku Mühendisliği, hastalıklı veya kaybedilmiĢ dokuların onarılması ya da 

değiĢtirilmesi amacıyla yeni biyolojik eĢdeğerlerinin geliĢtirilmesini hedefleyen bir 

rejeneratif tıp alanıdır (Elçin 2003). Bu hücresel tedavi yaklaĢımında, izole edilmiĢ 

hücreler ex vivo Ģartlarda üç boyutlu hücre dıĢı matriks molekülleriyle benzerlik taĢıyan 

tasarlanmıĢ yapı iskeleleri üzerine ekildikten sonra özel Ģartlar altında yeniden 

farklılaĢtırılarak çoğaltılmakta ve oluĢan dokuya benzer yeni hibrit yapılar geri 

nakledilmektedir. 

 

Organ yetmezliği veya doku kaybı yaĢayan milyonlarca Amerikalıyı tedavi etmek için 

BirleĢik Devletler’de yıllık 8 milyondan fazla cerrahi iĢlem yapılmaktadır (Lanza vd. 

1997). Organ nakli ve rekonstrüksiyon cerrahisinin yaĢam kalitesini arttırmasına ve bazı 

durumlarda hayat kurtarmasına rağmen bazı yetersizlikleri vardır. Çoğu durumda tedavi 

gören kiĢi ikincil bir cerrahi müdahaleye veya tekrar bir doku nakline ihtiyaç 

duyabilmektedir. Organ naklindeki en büyük problem ise uygun ve yeterli sayıda 
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donörün bulunamamasıdır. 1996 yılında 50.000 hasta için sadece 20.000 organ 

kullanılabilir durumdaydı.  

 

Gerçekte, uygun kalp donörü bekleyen hastaların kalp transplantasyonunun ilk iki 

yılında olan hastalara göre ölme ihtimalleri daha yüksektir. Ġlave olarak organ 

transplantasyonunu bekleyen hastalarda oluĢan ağrı ve hastalıklar ise ikincil riskleri 

oluĢturmaktadır. Bu problemlerin bir sonucu olarak doku mühendisliği bilimi 

gelecekteki bir nakil için kullanıma hazır organ, doku ve sentetik malzemelerin vücut 

dıĢında üretimini gerçekleĢtirmek için ortaya çıkmıĢtır. Gelecekte doku mühendisliği 

ürünlerinin pazar payının yaklaĢık olarak 5 milyar Amerikan doları olacağı tahmin 

edilmektedir (Oh vd. 2006).  

 
 

ġekil 2.5 Doku mühendisliği yaklaĢımı (Dvir vd. 2011) 
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ĠĢlevsel doku geliĢimini yönlendiren biyomalzeme iskelelerinin kontrol edilebilir bir 

süreçte biyobozunmasıyla geride sadece hücreler ve onların ürettikleri stroma 

kalmaktadır. Uygun mekanik ve biyolojik sinyalizasyon Ģartları altında 

oluĢturulabilindiğinde ise doku mühendisliği yapılarının büyüme, kendini yenileme ve 

yeniden-modelleme (remodeling) potansiyeli bulunmaktadır (Ġnanç vd. 2008).  

 

2.3 Doku Mühendisliğinde Kullanılan Polimerler 

 

Neredeyse her gün hastalıklar veya travmalar sonucu dokuda meydana gelen hasarların 

tamiri veya eĢ değerinin nakli için binlerce cerrahi iĢlem yapılmaktadır. GeliĢmekte olan 

doku mühendisliği alanı, vücuttan izole edilen hücreler ile doku yenilenmesinde Ģablon 

görevi gören ve yeni doku oluĢumuna rehberlik edebilen yüksek gözenekli 

biyomalzeme iskelelerini kombine ederek hasarlı dokuların rejenerasyonu 

amaçlamaktadır (O’Brien 2011). 

 

Doku mühendisliği uygulamaları için biyomalzeme geliĢtirilmesi çalıĢmaları özel 

hücresel sinyallerin oluĢmasına sebep olan ve içeriğindeki biyomoleküller sayesinde 

yeni doku oluĢumunu yönlendiren biyotaklit malzemelerin tasarımı üzerine 

odaklanmıĢtır. Biyotaklit malzemeler potansiyel olarak hücre dıĢı matriksin birçok 

rolünü taklit edebilmektedir (Shin vd. 2003)  

 

Doku mühendisliğinde kullanılan iskele malzemelerinin çoğunlukla biyobozunur 

özellikte olması istenir ve malzemenin ideal bir Ģablon görevi sunabilmesi için yıkılma 

hızının yeni doku oluĢum hızına eĢdeğer bir hızda olması beklenir (Ma 2005). Örneğin 

polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve bunların kopolimeri olan polilaktik 

asit-ko-glikolik asit (PLGA) gibi düz zincirli alifatik polyesterler biyobozunur ve 

biyouyumluluk özeliklerinden ötürü iskele üretiminde sıklıkla kullanılırlar (Ma ve 

Langer 1995). Aksine, polietilen glikol (PEG) biyo-bozunur özellikte olmamasına 

rağmen biyo-uyumlu bir hidrojeldir ve kıkırdak gibi yumuĢak dokularla benzer mekanik 

özelliklere sahiptir (Elisseeff vd. 2002). 
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Kalp kası, kalp kapakçığı ve kan damarları gibi birçok doku belirgin bir elastomerik 

özelliğe sahiptir. Bu dokuların inĢası için doku mühendisliği grupları sürekli bir çaba 

harcamaktadır (Shinoka vd. 1997). Gerekli elastomerik özellikleri yakalamak ve bu 

dokuların inĢasında kullanabilmek amacıyla birçok elastomerik malzeme 

araĢtırılmaktadır.  

 

Doğal hücre dıĢı matriks kaynaklı elastik malzemelere ilave olarak (Isenberg vd. 2006),   

PCL ve poliüretanlar (PU) bazı tipik sentetik polimerlerdir. Yarı kristal bir polimer olan 

PCL, düĢük camsı geçiĢ sıcaklığına sahiptir (yaklaĢık -62 °C) ve bu yüzden oda 

koĢullarında ve vücutta yüksek elastikiyet göstermektedir (Ma 2008). Uzun bir yıkım 

sürecine (>24 ay toplam kütle kaybı) sahip PCL, biyomedikal uygulamalarda 

kullanılmak üzere 1970’lerden bu yana FDA (US Food and Drug Administration) 

tarafından onaylı ve birçok sutür (ameliyat ipliği) bileĢiminde bulunabilmektedir 

(Sravanthi 2009). 

 

 

 

ġekil 2.6 ε-kaprolaktonun halka açılma polimerizasyonu (Barbier-Baudry vd. 2002) 

 

DilimlenmiĢ PU elastomerik özellikleri kazanabilmek için yapısal varyasyonlara izin 

verir (Lin vd. 1194). PU’nın biyomedikal uygulamalarda en önemli dezavantajı 

sentezinde kullanılan toksik baĢlatıcıları (tolüen ve diizosiyanat gibi) içermesidir. Biyo-

bozunur PU veya üretan temelli polimerlerin üretimindeki ilerleme ancak daha az toksik 

diizosiyanatların kullanımıyla gerçekleĢtirilecektir (Skarja ve Woodhouse 2001). Bu 

polimerler damar ve diğer doku mühendisliği uygulamaları için araĢtırılmaya devam 

etmektedir (Guan vd. 2002). 
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Farklı dokuların inĢasında gerekli elastomerik özellikleri oluĢturmak amacıyla mevcut 

polimer teknolojilerine ilave olarak biyotaklit yaklaĢımlar da mevcuttur. Elastin, 

esneyip büzülebilen ve vücudumuzda birçok organ ve dokunun bileĢiminde var olan 

çözünmeyen polimerik bir hücre dıĢı matriks proteinidir  (Bellingham vd. 2003). 

 

Elastin ve elastin kaynaklı molekülleri içeren biyomalzemeler doku mühendisliği 

uygulamaları için giderek artan bir oranda araĢtırılmaktadır. Bu yapısal proteinin 

elastikiyet, kendiliğinden düzenlenme, uzun süreli kararlılık ve biyolojik aktivite gibi 

dikkat çekici özellikleri bu proteine olan ilgiyi körüklemektedir. Elastin, çözünmeyen 

polimer lifleri, hidrolize çözünür elastin, rekombinant tropoelastin (fragmanları), 

sentetik peptit dizilerinin tekrarı ve diğer biyo(polimerler) ile birleĢtirilmesiyle elde 

edilen elastin blok kopolimeri Ģeklinde biyomalzemelere katılabilmektedir (Daamen vd. 

2007). 

 

 

ġekil 2.7 Elastin lif oluĢumunun Ģematik gösterimi (Moore ve Thibeault 2012) 
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Birçok hücre dıĢı matriks proteini lifsi yapıya sahiptir ve bu liflerin çapı nanometre veya 

mikron altı ölçektedir. Örneğin, kollajen (insan vücudunda en çok bulunan hücre dıĢı 

matriks proteini) 50-500 nm çaplarında lif demetleri içermektedir (Hay 1991). 

 

Kollajen hücre dıĢı matriksin ve bağ dokusunun çözünmeyen en temel lifsi proteindir. 

Kollajenin en az 16 tipi vardır, ancak vücutta bulunan kollajenin %80 ila %90’ı tip I, II 

ve III dür. Bu kollajen molekülleri birlikte uzun ince lifçikler Ģeklinde paketlenirler. 

Eskiden kollajenin sadece fibroblastlar tarafından salındığı düĢünülürken, Ģimdilerde 

sayısız epitel hücresinin de kollajen tiplerini ürettiği bilinmektedir. Kollajen tipleri 

gerilimlere karĢı dokulara yardımcı olmaktadırlar (Lodish vd. 2000). 

 

 

ġekil 2.8 Kollajen liflerin biyo-sentezi (Lodish vd. 2000) 

 

Nano/mikro lifsi hücre dıĢı matriks yapılarını taklit eden malzemeleri üretmek için, 

çeĢitli baĢarı derecelerinde birkaç teknoloji geliĢtirilmiĢtir. 
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2.4 Elektro-eğirme Tekniği 

 

Elektro-eğirme tekniği literatürde 100 yılı aĢkın bir süredir bulunmaktadır (Morton 

1902). Teknik endüstriyel ve ev ölçeğinde dokunmamıĢ kumaĢ üretiminde 1930’ların 

baĢlarına kadar kullanılmıĢtır (Formhals 1934). Elektro-eğirme tekniği nano veya 

mikron ölçeğinde liflerin üretimine olanak sağladığından ötürü son yıllarda yeniden ilgi 

görmeye baĢlanmıĢtır. Ayrıca diğer bir tekstil teknolojisi olan eriyikten çekme 

yöntemiyle benzerlikler göstermektedir. En basit Ģekliyle elektro-eğirme düzeneği bir 

polimer çözeltisi (eriyiği) haznesi, bir elektrik alan (yüksek gerilimda) ve topraklanmıĢ 

bir toplayıcıdan oluĢmaktadır.  

 

Elektrik alan altında çekim gücü, polimer çözeltisinin yüzey gerilimini yener ve 

toplayıcı plakaya doğru yüklenmiĢ bir fıĢkırma oluĢturur. Elektrik alan etkisiyle fıĢkıran 

polimer eğilir ve spiral Ģeklini alarak belirli mesafeye yerleĢtirilmiĢ toplayıcı plakaya 

doğru hareket eder. Çözücü yolda buharlaĢır ve toplayıcı plaka yüzeyinde örgüsel 

olmayan lifsi yapıda polimer toplanır (Deitzel vd. 2001). Elektriksel olarak 

topraklanmıĢ dönen teller veya silindir toplayıcılar isteğe göre hazırlanabilir (Matthews 

vd. 2002, Theron vd. 2001). 

 

 

 

ġekil 2.9 Elektro-eğirme sistemi (Kenawy vd. 2003) 
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Birçok doğal makro moleküller (kollajen, ipek fibroini ve fibrinojen) ve sentetik 

polimerler (PGA, PLLA, PLGA ve PCL) doku mühendisliği araĢtırmalarında örgüsel 

olmayan kumaĢ formunda iĢlenebilmektedir (Boland vd. 2004). ÇeĢitli hücre tiplerinin 

üretilen bu elektro-eğirilmiĢ nano lifsi malzemeler üzerine tutunduğu, yayıldığı ve 

farklılaĢtığı rapor edilmiĢtir (Liv vd. 2001, Yang vd. 2005). Ġlave olarak, FDA onaylı 

biyobozunur polimerlerin elektro-eğirilmesi ile üretilen malzemelerde lif çapları 

genellikle mikrometre mertebesindedir.  

 

2.5 Damarın Yapısı 

 

Ġnsan vücudundaki arterler (Atardamarlar) dört farklı grupta incelenir. Bunlar sırasıyla 

elastik arterler, orta geniĢlikte musküler arterler, küçük arterler ve arteriollerdir. Radyal 

(dairesel) arter orta geniĢlikteki musküler arter grubundadır. Bir musküler arter 

duvarının yapısı üç farklı tabakadan meydana gelmektedir. En iç tabaka tunika intima, 

orta tabaka tunika medya ve en dıĢ tabaka ise tunika adventisya dır.  

 

ġekil 2.10 Orta ölçekli musküler (dağıtıcı) arterin yapısı (Kangasniemi ve Opas 1997) 
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Tunika intima üç tabakadan oluĢmaktadır. En iç tabakasında endotel hücreler, ortada 

ince bir areoler dokuya yerleĢmiĢ alt endotel tabakayı içeren bağ dokusu ve en dıĢ 

katmanda ise ince bir bağ dokusu yer almaktadır. Tunika medya en ince tabakadır ve 

bağ dokusu, düz kas hücreleri ve elastik dokudan meydana gelmektedir. Tunika 

medyanın yapısı arter türüne göre değiĢmektedir. GeniĢ arterler bağ dokusu, elastik 

doku ve elastik lifleri içermektedir. Bacak arterleri gibi küçük arterlerde elastik liflerin 

yerine düz kas hücreleri vardır. Tunika medya tabakası etkin olarak arter duvarının 

mekaniksel özelliklerini belirlemektedir. Tunika adventisya ise kollajen liflerden ve 

elastik dokudan meydana gelmektedir (Carola vd. 1990). Kollajen, elastin ve çapraz 

bağlı proteinler bir arterin mekanik özelliklerini belirlerler. Genel bir kural olarak, 

elastin oranı kollajen oranından daha fazla olursa elastik modül azalır ve gerilebilirlik 

artar (Doublin vd.1969).  

 

Her bir tabakanın farklı bileĢimi ve farklı fizyolojik rolü bulunmaktadır. Intima 

tabakası, ince bir bazal lamina üzerine yerleĢmiĢ tek katmanlı endotel hücreler ve bu 

tabakaya komĢu kollajen tip IV ve elastinden oluĢan damar iç duvarıdır. Kan akıĢıyla 

temas halindeki bu tabaka, trombosit aktivasyonunun önündeki baĢlıca engeldir. Kalın 

medya tabakası, kollajen tip I ile tip III, elastin ve proteoglikanları içeren bir matriks 

içine gömülü birkaç damar düz kas hücresi katmanından oluĢmaktadır. En dıĢtaki 

adventisya tabakası ise, fibroblastları ve dağınık kollajen tip I’i içerir. Doğal arterin ana 

protein bileĢenleri olan kollajen ve elastin, gerilme desteği sağlayarak damarın 

yırtılmasını engeller ve atımlı deformasyona direnebilen bir elastiklik kazandırır. Kan 

akıĢına karĢı damarın düĢük mekanik gerilme gevĢeme yanıtı vermesinde ve atım 

enerjisinin sıcaklık olarak dağılmasının engellenmesinde elastik yapılı elastin molekülü 

baĢroldedir (Huang vd. 2000). 

 

2.5.1 Damar düz kas hücreleri 

 

Damar düz kas hücreleri (DDKH’leri) kapiller damarlar hariç bütün damarların 

duvarında bulunan ve damarın kasılıp gevĢeme fonksiyonunu sağlayan hücrelerdir. Orta 

ve büyük çaplı damarlar 3 tabakadan oluĢur: intima, medya ve adventisya. DDKH’leri 

damarların medya tabakasında ve hücre dıĢı matriks içinde yerleĢmiĢ olarak bulunurlar. 
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GeliĢim sırasında DDKH’leri farklı birçok fenotip sergilerler. DDKH’lerini diğer damar 

hücrelerinden ayırmak amacıyla kasılmayla ilgili bazı proteinlerin ifadelerine bakılması 

esas alınmıĢtır. Damara özgünlükleri azalan sıraya göre verildiğinde bunlar; düz kas ağır 

zincirli miyozin, kalponin, kalsiyum, aktin bağlayan protein SM22α ve alfa düz kas 

aktinidir. DDKH’nin birden fazla fenotipte bulunduğu ve damar düz kasının 

olgunlaĢması sırasında veya zedelenmesini takiben DDKH’lerinde fenotip modulasyonu 

olduğu gözlenmektedir.  

 

Bu konuda yapılan moleküler incelemeler damar duvarından izole edilen düz kas 

hücrelerinin en az 2 alt gruba ayrılabileceğini göstermektedir. Birinci grupta düz kasın 

tipik yapısını gösteren, uzun ve silindirik görünümde olan, kasılma yeteneğine sahip ve 

konraktil eleman proteinlerini içeren tip I hücreler vardır. Tip I hücrelerde 

proliferasyon, göç veya hücre-dıĢı matriks sentezleme yeteneği bulunmamaktadır. Ġkinci 

grupta ise izolasyon sonrasında küresel biçimde olduğu gözlenen, kasılma yeteneği 

olmayan ve sadece kültüre edildikten sonra düz kas aktinini ifade edebilen düz kas 

hücreleri vardır. Bu hücreler hücre-dıĢı matriksini oluĢturan elastin, fibronektin, 

kollajen gibi proteinleri sentezleyen, proliferasyon ve migrasyon yeteneğine sahip tip 2 

hücrelerdir. Belirtilen hücreler arasındaki baĢka bir fark da tip 2 hücrelerin plastik 

yüzeylere kolayca tutunmaları ve kolayca kültüre edilebilmeleridir. Yeni damar 

oluĢumu veya damar duvarının tamiri sırasında baĢlangıçta tip 2 hücrelerin ortama 

hâkim olduğu ve olgunlaĢma sonrasında tip 1 hücrelere dönüĢtükleri düĢünülmektedir 

(Köksoy 2002). 

 

2.5.2 Damar endotel hücreleri 

 

Endotel; normal damar fizyolojisinin devamında fonksiyonları olan parakrin, otokrin ve 

intrakrin bir organdır. İntima tabakasında tek katlı hücrelerden oluĢan önemli bir 

yapıdır. Endotel hücrelerinden pek çok faktör ve hormonun salınımı ile arteriyel tonüs 

ve kalp ve damar hemostazı ayarlanmaktadır. Endotel damar tonüsü, kan basıncı, kan 

akımı ve pıhtılaĢma sistemi üzerinde etkili olan ve yaklaĢık 1800 gr ağırlığında olan 

vücuttaki en büyük endokrin organıdır. Endotelden salınan nitrik oksit vasküler 

devamlılığı sağlamaktadır. Endotel fonksiyon bozukluğunda salınan vazodilatatör ile 
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vazokonstriktör faktörler arasındaki denge değiĢmiĢtir. Esansiyel hipertansiyonda 

endotele bağlı vazodilatasyon cevabının bozulması ve vazokonstriktörlere olan 

hassasiyetin artması periferik damar direncini arttırabilmektedir.  

 

Endotel fonksiyon bozukluğu olan hastalarda anjiyotensin dönüĢtürücü enzim 

inhibitörleri, carvedilol, anjiyotensin-II ve endotelin reseptör antagonistler hakkında 

bazı olumlu sonuçlar bildirilmesine rağmen bu grup ilaçların etkinlikleri halen 

tartıĢılmaktadır. Ayrıca arteriyel tansiyonun düĢürülmesi endotel fonksiyon 

bozukluğunun düzelmesi ile her zaman paralellik göstermemektedir. Gelecekte genetik 

çalıĢmalar ıĢığında, nitrik oksit salınımını arttıran gen tedavisi endotel fonksiyon 

bozukluğunu geriletmede daha etkin bir role sahip olacaktır. Endotel hücrelerinin 

baĢlıca önemli fonksiyonları ise; 

 

I. Düz kas tonüsü: Endotel hücreleri fizyolojik ve patolojik uyarılara karĢı damar 

düz kas hücrelerinin tonüsünü ayarlar. 

II. PıhtılaĢmanın önlenmesi: PıhtılaĢma sisteminin çeĢitli basamaklardaki denetimi 

endotelden salgılanan kolaylaĢtırıcı (thrombomodulin, von Willebrand faktörü, 

tromboxan A2) ya da engelleyen (doku plazminojen aktivatörü, plazminojen 

aktivatör inhibitörü gibi) faktörlerle sağlanmaktadır. 

III. Vazoaktif maddelerin salınımı ve enzimatik aktivite: EDRF (endothelium-

derived relaxation factor), endotelin ve anjiyotensin-I gibi vazoaktif maddelerin 

ve muhtemelen anjiyotensin-II’nin açığa çıkmasını sağlar. 

IV. Ġmmün sistem üzerinde etkisi: Ġnterleukin-1 salınımında rol oynar ve immüno-

kompetan hücrelere antijen sağlar. 

 

Endotelden salınan en güçlü ve önemli mediyatörlerden biri nitrik oksit (NO) dir. Ġlk 

olarak 1980 yılında Furchgott ve Zawadzki (1980), izole tavĢan aortasında asetilkoline 

bağlı gevĢemenin ancak sağlam endotel hücrelerinin varlığında gerçekleĢebileceğini 

gösterdiler. Endotele bağlı bu gevĢeme endotelden salınan gevĢetici faktör (EDRF) 

aracılığıyla gerçekleĢmektedir. Endotel devamlılığı bozulduğunda ise asetilkoline bağlı 

vazodilatasyon yetersiz kalmaktadır. Daha sonraki yıllarda Palmer ve arkadaĢları EDRF 
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ve nitrik oksidin benzer farmokolojik yapıda olduklarını ileri sürerken EDRF’yi NO 

olarak tanımladılar.  

 

Endotelden salınan NO bir amino asit olan L-arjinin’den sentezlenir. Nitrik oksit daha 

sonra damar düz kaslarına geçerek hücre içi “guanilat siklaz” enzimine bağlanır (N0-

haem GC) ve bu enzimi aktive ederek “guanozin monofosfat” (cGMP) yapımını arttırır. 

Sarkoplazmik retikulumda cGMP kalsiyum deriĢimini azaltarak düz kasta gevĢemeye 

neden olur. Normal Ģartlarda endotelden nitrik oksit ve prostasiklin gibi 

vazodilatatörler, endotelin ve EDHF gibi vazokonstriktör maddeler salınmaktadır. 

Damar tonüsü bu faktörlerin ve sempatik sinir sisteminin dengesine bağlıdır (Zoghi ve 

Nalbantgil 2002). 

 

Endotel hücrelerin bölünme yetenekleri ölçüsünde çoğalarak ve göç ederek var olan 

damarlardan yeni kapillerler oluĢturmasına anjiyogenez denmektedir.  Vaskülogenez ise 

dolaĢımda bulunan endotel hücre öncüllerinin (endotel progenitör hücreler) daha 

önceden var olan herhangi bir damardan köken almadan olgun endotel hücrelere 

dönüĢerek yeni bir damar oluĢturması olarak bilinir. Yakın tarihe kadar postnatal süreçte 

organizmanın fizyolojik gereksinimlerini karĢılamak veya iskemik dokulara veya 

tümörlere oksijen sağlamak amacıyla yeni kapiller damarların oluĢmasında sadece 

anjiyogenezin rol aldığı düĢünülmekteydi.  

 

Vaskülogenezin ise sadece embriyonik dönemde yeni damar oluĢumunu sağladığı 

sanılmaktaydı. Ancak, Asahara (1997) ve Shi (1998) yaptıkları deneylerle kemik iliği 

kaynaklı hematopoetik progenitör hücrelerin endotel hücreye embriyonik dönemin 

dıĢında da dönüĢebildiğini, iskemi sonrası endotel bütünlüğün tekrar sağlanmasında ve 

yeni kapiller oluĢumunda bizzat rol aldıklarını bularak vaskülogenez ile ilgili yaygın 

kanıyı değiĢtirdiler (Tekeli ve Emerk 2007). 
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2.6 Kalp ve Damar Hastalıkları 

 

Kalp ve damar hastalıkları, özel olarak arterioskleroz-kaynaklı koroner kalp hastalıkları, 

dünyada baĢta gelen ölüm nedeni olarak gösterilmektedir (Dünya Sağlık Örgütü, 2006). 

Sınırlı istatistiklere rağmen, ülkemizde de benzer durumun söz konusu olduğu kabul 

edilmektedir. Kalp ve damar cerrahisinin ilerlemesine, tanı yöntemlerindeki (EKG ve 

CT-anjiyogram gibi), ilaçlardaki (beta-blokerler ve statinler gibi) ve giriĢim 

araçlarındaki (kateter teknolojileri gibi) geliĢmeler önemli katkılar sağlamıĢtır. 

 

Diğer yandan, açık damar cerrahisi alanında büyük ilerlemeler gerçekleĢtirilememiĢtir. 

Bacaktan yapılan ilk vasküler by-pass (1948) veya ilk baĢarılı koroner arter by-pass 

(1967) uygulamalarıyla, modern periferal ve koroner by-pass teknikleri arasındaki 

farklılıklar sınırlı düzeylerde kalmıĢtır (Friedman, 2005). 

 

2009 yılında, 80 milyondan fazla Amerikalı kalp ve damar hastalıklarına yakalanmıĢtır. 

Ülke genelinde ise toplam ölümlerin %36’sının kalp ve damar hastalıkları sonucu 

oluĢtuğu saptanmıĢtır. Bu oran ölüm listesinde kalp ve damar hastalıkları dıĢında 

liderliğe oynayan beĢ ölüm sebebinin toplamından daha yüksektir (Thanh vd. 2010). 

Her yıl 250 bin hasta koroner arter by-pass ameliyatları olmaktadır. Maalesef hastaların 

%20-%30 by-pass ameliyatlarında kullanılan uygun otolog damarlara sahip değildirler 

(Beamish vd. 2010). 
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2009 yılında, BirleĢik Devletler’de her altı ölümden bir tanesi koroner kalp hastalığı 

sonucunda oluĢmuĢtur (Amerikan Kalp Derneği, Kalp hastalıkları ve Krizi Ġstatistikleri, 

2013).  

 

 

 

ġekil 2.11 Kalp ve damar hastalıkları istatistikleri (Kalp ve Damar Hastalıkları Üzerine 

Global Atlas, 2010) 

 

A. Kalp ve damar hastalıklarını da içeren baĢlıca ölüm nedenlerinin dağılımı, B. Kalp krizi, felç ve diğer 

kalp ve damar hastalıkları sonucunda meydana gelen ölümlerin dağılımı (erkekler), C. Kalp krizi, felç ve 

diğer kalp ve damar hastalıkları sonucunda meydana gelen ölümlerin dağılımı (kadınlar) 
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ġekil 2.12 Erkeklerde kalp ve damar hastalıkları sonucu oluĢan ölüm oranlarının küresel 

dağılımını gösteren dünya haritası (Kalp ve Damar Hastalıkları Üzerine 

Global Atlas, 2010) 

 

 

 

ġekil 2.13 Kadınlarda kalp ve damar hastalıkları sonucu oluĢan ölüm oranlarının küresel 

dağılımını gösteren dünya haritası (Kalp ve Damar Hastalıkları Üzerine 

Global Atlas, 2010) 

 

2008 yılında 17,3 milyon insan kalp ve damar hastalıkları sonucu hayatını kaybetmiĢtir. 

Kalp ve damar hastalıkları sonucu oluĢan ölümlerin %80’den fazlası düĢük ve orta 

ölçekte geliri olan ülkelerde meydana gelmiĢtir. 2023 yılında ise ortalama yıllık 23 

milyon insanın kalp ve damar hastalıkları sonucu öleceği düĢünülmektedir. 
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2.7 By-Pass Ameliyatlarında Kullanılan Damar Yedekleri 

 

Avrupa’daki tüm ölümlerin neredeyse yarısı arterioskleroz kaynaklıdır (Stehouwer vd. 

2009). Ġleri farmakolojik ve minimal invaziv tekniklerin geliĢmesine rağmen (Met vd. 

2008), küçük ekstremitelerde ve kalpte yapay kan damarlarının cerrahi by-pass iĢlemleri 

birçok hasta için tercih edilmektedir (Guyton 2006, Norgren vd. 2007). Bu yaklaĢım 

hem daha ucuzdur hem de hastanın yaĢam kalitesini bacaktan yapılan ampütasyon 

iĢlemine göre daha fazla artırmaktadır (Cheshire vd. 1992). 

 

Eğer hastanın kendisinde bir arter veya toplardamarı kullanılabilir durumda değil ise 

sentetik bir tüp veya bir damar protezi hastaya implante edilebilir. Greft geliĢtirme 

çalıĢmalarından yaklaĢık yarım yüzyıl sonra elde edilen veriler ıĢığında, Ģu anda klinikte 

kullanılan mevcut malzemelerin iyileĢme ve doku rejenerasyonu açısından optimal 

olmadığı gözlenmiĢtir (Chlupáč vd. 2009).  

 

Büyük çaplı arterlerde (>8 mm) prostetik greftlerin uzun dönem açıklık oranları yeteri 

düzeydedir. Kan akıĢı bu ölçekteki damarlarda yüksek miktarda olduğundan 

trombojenisite (kanın pıhtılaĢması) gerçekleĢmez ve bu aort-iliak eĢdeğerleri beĢ yıl 

süre ile %90 açıklık oranlarına sahip olabilmektedirler (Brewster 1997).  

 

Karotid veya sıradan femoral arterler gibi orta çaplı damarların (6-8 mm) değiĢimde 

kullanılan prostetik ve otolog (hastanın kendinden alınan) greftlerin sonuçları arasında 

çok az farklılık vardır (Ricotta 2005). 

 

Buna rağmen, koroner arterler, infrainguinal arterleri (kasık ligamentinin altında) ve 

özellikle düĢük kan akıĢı olan infragenikulat arterleri (diz ekleminin altında) gibi küçük 

çaplı damarlar (<6 mm) için kullanılan damar protezlerinin sonuçları hayal kırıklığı 

yaratmıĢtır.  
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Çizelge 2.1 Vücut bölgesine göre klinikte kullanılan damar greftleri (Chlupáč vd. 2009) 

Damar Türleri 

 

 

Damar 

eşdeğeri 

seçimi 

Büyük çaplı 

arterler  

(≥ 8 mm) 

Orta çaplı 

arterler  
(6- 8 mm) 

Küçük çaplı 

arterler  
(≤ 6 mm) 

Venöz 

rekonstraksiyonu 
Hemodializ 

arteriyovenöz 

kullanımı 

Aort, Ģah damarı, 

iliak ve yaygın 
femoral arterler 

Karotid, subklavian, 

yaygın femoral, 

viseral ve diz üstü 

arterleri  

Koroner, diz altı, 

tibiyal ve peroneal 
arterler 

Üst ve iç vena cava, 

iliko-femoral venler, 

portal ven, viskeral 

venler  

Yukarı > alt 

ekstremite 

1. seçim Protezler (Dacron, 

ePTFE) 

Protezler ve 

otogreftler (eĢit) 

Arterler veya venöz 

otogreftler 

Safen spiral ven greft, 

derin ven otogreft 

Doğal 

malzemeler 

2. seçim Allogreft, derin 

venöz otogreft 

Protezler veya 

otogreft 

Kompozit greft, ven 

interpozisyonu, 

protezler (ePTFE, 

Dacron), allogreft, 
biyosentetik 

Allogreftler, ePTFE, 

Dacron, biogreftler 

ePTFE, PU, 

zenogrfetler, 

biogreftler, doku 

mühendisliği 

ürünleri (klinik 
denemeler) 

 

Diz altında femoropopliteal by-pass grefti olarak kullanılan ePTFE protezinin birinci 

beĢ yıllık açıklık oranının %39 gibi düĢük bir seviyede kaldığı ve oto-venöz by-passda 

bu oranın %74’lerde olduğu tespit edilmiĢtir (Klinkert vd. 2004). Arter hastalıklarındaki 

endo-vasküler yaklaĢım giderek önem kazanmakta ise de, tıkanan arterlerin greftler 

yardımıyla by-pass edilmesi periferal ve kalp ve damar hastalıklarının tedavisindeki 

önemi sürdürmektedir (Kannan vd. 2005).  

 

Bu iĢlem için, otolog (kendisine ait) greftler, sentetik protez greftler veya biyolojik 

greftler (biyoprotezler) kullanılmaktadır. Son dönemlerde ise, dördüncü bir potansiyel 

seçenek olarak doku mühendisliği yaklaĢımıyla greft geliĢtirilmesini hedefleyen 

araĢtırmalar sürdürülmektedir. Bilindiği gibi, by-pass iĢlemlerinde otolog greftler altın 

standart durumundadırlar. 
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Çizelge 2.2 Klinikte kullanılan biyolojik damar greftleri (Chlupáč vd. 2009) 

Biyolojik Damar Greftleri 

 
Otogreftler  

Allogreftler 

(homogreftler) 

Zenogreftler 

(heterogreftler) 

Arteriyel Venöz Arteriyel Venöz  

Avantajları En iyi yaklaĢım, en az 

çap uyumsuzluğu, iç 

meme arteri anatomik 

olarak yakın, en iyi 

fonsiyon 

Dayanıklı ve çok 

yönlü, iyi sonuçlar, 

enfeksiyona karĢı 
direnç, bağıl uygunluk 

Kullanıma hazır, enfeksiyona karĢı en iyi direnç, 

tranplant-duyarlı hastalar 

Dezavantajları Bulunabilirliği, 

vasospazm (Radyal 

arter), donör 
tarafından hastalık 

Bulunabilirliği, hasarlı 

damar, ven greft 

hastalığı 

Antijenitise, greft bozulması, erken tıkanıklıklar, kronik 
ret, ilaç alımı, enfeksiyon riski 

İyileşme Ġntimal kalınlaĢma, 

miyointimal 

hiperplazi (Radyal 

arter) 

Endotel 

deskuamasyon, ven 

dilatasyonu, duvar 

kalınlaĢması, 

arteriyalizasyon, tekrar 
endotelizasyon 

Endotel soyulması, immün tepki, fibrozitasyon 

İlk kullanımı Jaboulay ve Briau 

1896 
Goyannes 1906 Gross vd. 1948 Linton 1955  

Derleme Nezic vd. 2006 Cooper vd. 1996 Fahner vd. 2006 Dardik vd. 

2002 

Schmidt ve Baier 

2000 

 

Otolog greftler çoğunlukla büyük safen venden veya daha ender olarak iç meme veya 

radyal arterden elde edilmektedir. Ġkinci bir cerrahi iĢlemle alınabilen otolog greftler, 

istenilen kalite özelliklerini her zaman sağlayamamaktadırlar. Otolog greft temini 

mümkün olamadığında ise, vücutta absorbe olmayan protez greftler veya biyoprotezler 

(dondurularak saklanmıĢ damar allogreftleri) alternatif olmaktadır. Ancak, bu greftlerle 

yapılan küçük-orta boyutlu (<6 mm çapta) arter by-pass iĢlemlerinde ulaĢılan baĢarı 

tatmin edici düzeyde değildir (Friedman 2005).  

 

Ayrıca, protez greftlerin geliĢme potansiyeli bulunmadığından çocuk hastalarda 

zamanla değiĢtirilmeleri gerekmektedir. Kimyasal olarak modifiye edilmiĢ/tesbit 

edilmiĢ greftlerin ve hücrelerinden arındırılmıĢ zenogreftlerin kronik enflamatuvar 

yanıtı uyararak doku yıkımına yol açabildiği bildirilmektedir. 
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2.8 Damar Doku Mühendisliğindeki Uygulamalar 

 

Düz kas insan dokularındaki ana bileĢendir ve bağırsak, idrar yolları ve damar sistemi 

gibi organların normal fonksiyonlarını gösterebilmeleri için önemlidir.  Kök hücrelerin 

hücreye dayalı doku mühendisliği ve rejenerasyon stratejilerinde kullanımı düz kas 

hasarlarının tamiri için alternatif bir yol olarak ortaya çıkmaktadır. Bu tür stratejilerin 

baĢarıya ulaĢması için, düz kas öncül hücreleri için uygun bir kaynağın tanımlanması 

gerekmektedir. Adipoz doku, çoklu potansiyele (multipotent) sahip hücreleri yapısında 

bol miktarda barındırır.  Bu çalıĢmada, adipoz kaynaklı kök hücrelerin fenotipik ve 

fonksiyonel düz kas hücrelerine farklılaĢma kapasiteleri belirlenmiĢtir. FarklılaĢmayı 

indüklemek amacıyla, adipoz kaynaklı kök hücreler düz kas farklılaĢma besi yeri ile 

kültüre edilmiĢtir. Kök hücrelerden düz kas hücrelerine farklılaĢan hücrelerde düz kas 

hücresine özel aktin (ASMA), kalponin, kaldesmon, SM22, ağır zincirli miyozin (MY-

HC), ve smoothelin gibi proteinlerin ifadeleri artmıĢtır. Adipoz kaynaklı çoklu 

potansiyele sahip hücrelerin klonal çalıĢmaları üç germ tabakasına farklılaĢma 

kapasitelerine ilave olarak düz kas hücrelerine de farklılaĢabildikleri gösterilmiĢtir. Asıl 

önemlisi, düz kasa farklılaĢmıĢ hücreler, farmakolojik maddelere karĢı doğrudan bir 

kasılma ve gevĢeme gibi fonksiyonel özellikler göstermiĢtir. Sonuç olarak, adipoz 

kaynaklı kök hücreler fonksiyonel düz kas hücrelerine farklılaĢma potansiyeline sahiptir 

ve bu nedenle, adipoz doku düz kasın önemli bir rol oynadığı hasarlı dokuların tedavisi 

için önemli bir hücre kaynağı olarak kullanılabilir (Rodriguez vd. 2006). 

 

Düz kas tabakasının kan damarlarında homeostaziyi önlemek gibi önemli bir görevi 

vardır. Bu nedenle, fonksiyonel bir düz kas tabakasının oluĢturulması doku 

mühendisliği yaklaĢımı ile üretilen kan damarının inĢası için ön Ģarttır. Bu çalıĢmada, 

atımlı bir biyoreaktör sistemi altında insan adipoz dokusu kaynaklı kök hücrelerden 

farklılaĢtırılmıĢ düz kas hücrelerinin kullanılmasıyla edilen küçük çapta (< 6 mm) 

elastik damar duvarlarının inĢa fizibilitesi incelenmiĢtir. Kök hücreler dönüĢüm büyüme 

faktörü beta 1 (TGF-β1) ve kemik morfogenetik proteini-4 (BMP4) ile 7 gün süreyle 

indüklendiğinde, düz kas hücresi fenotipini alarak ASMA, kalponin, MY-HC gibi özel 

düz kas hücresi iĢaretçilerini ifade ettiği bulunmuĢtur. Kök hücrelerden farklılaĢan düz 

kas hücreleri örgüsel olmayan PGA meĢine ekilmiĢ ve elde edilen hücre-iskele 
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kompleksi atımlı bir biyoreaktör sistemi içine alınarak 8 hafta boyunca takip edilmiĢtir. 

8 hafta boyunca dinamik koĢullara maruz bırakılan damar duvarlarının doğal damara 

benzer biçimde yoğun ve iyi organize olduğu gözlenmiĢtir. 3 boyutlu PGA iskelesine 

ekili düz kas hücrelerinin dinamik koĢullar altında fenotipini koruduğu ve doğal 

eĢdeğerlerine kıyasla yüksek oranda iskele içinde kollajen ürettiği belirlenmiĢtir. Statik 

koĢullarda kültüre edilen örneklerde ise kasılmada görevli proteinlerin seviyelerinin 

düĢük olduğu histolojik çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Asıl önemlisi, dinamik koĢullara 

maruz bırakılan iskele-hücre yapısının mekanik özelliklerinin statik koĢullara maruz 

bırakılan örneklerden dikkat çekiçi oranda iyi olduğu bulunmuĢtur. Sonuç olarak, 

adipoz kaynaklı kök hücreler damar doku mühendisliği uygulamalarında kullanılan düz 

kas hücreleri için yeni bir kaynak olabilir ve elastik küçük çaplı damar duvarları kök 

hücrelerden farklılaĢan düz kas hücrelerinin ekildiği PGA iskelesinden üretilmesi 

mümkün olabilir (Wang vd. 2010). 

 

Biyobozunur iskele, biyo-taklit bir perfüzyon sistemi ve farklı canlıların damarlarından 

izole edilmiĢ endotel ve düz kas hücrelerinin kullanılmasıyla laboratuvar koĢullarında 

baĢarılı bir biçimde küçük çaplı damar greftler inĢa edilmiĢtir. Buna rağmen, bu teknik 

insanlara uygulandığında türler arası farklılıklardan ve yaĢtan ötürü ciddi problemler 

oluĢmaktadır. YaĢlı kiĢilerden elde edilen düz kas hücreleri limitli çoğalma kapasitesine 

sahiptirler ve kan damarlarının mekanik özellikleri için önemli olan kollajeni düĢük 

oranda sentezlemektedirler.  Alternatif bir hücre kaynağı olarak, eriĢkin insan kemik 

iliği kaynaklı MKH’lerin hem kültür kabında hem de biyoreaktör sisteminde düz kas 

hücrelerine farklılaĢması kabiliyetleri çalıĢılmıĢtır. Ġndüksiyonun 14. gününden sonra 

MKH’lerin erken ve orta dönem düz kas iĢaretçileri olan ASMA ve kalponin ifade 

etmeye baĢladığı immünofloresans teknikler ile gösterilmiĢtir. Optimize Ģartlar altında 

üretilmiĢ damar duvarları histolojik ve moleküler teknikler ile incelenmiĢ ve doğal 

dokuya benzer özellikler gösterdiği bulunmuĢtur. Sonuç olarak, kemik iliği kaynaklı 

MKH’ler, damar mühendisliği alanına yeni bir kaynak olabilmektedir (Gong ve 

Niklason 2008). 

 

Doku mühendisliği arterlerinin in vitro koĢullarda üretimi ile ilgili geleneksel 

yaklaĢımlar hücre kültürü ve malzeme hücre etkileĢimine dayanmaktadır. Öngörülen 
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çoğu uygulamada, küçük otolog kan damarı eksplante edilir ve kan damarlarında 

mevcut hücre hatları için bir kaynak olarak kullanılır. Bu çalıĢmada, tasarlanmıĢ 

arterlerin üretimi için küçük otolog greftlerin kullanılması amaçlanmıĢtır ve bununda 

cazip bir baĢlangıç noktası olduğu düĢünülmüĢtür. Yavru domuzlardan (yaklaĢık 30 kg) 

elde edilen karotid arterler perfüzyon sitemine ex vivo koĢullar altında uzunlamasına 

yerleĢtirilmiĢ ve 9 gün boyunca perfüzyona maruz bırakılmıĢtır. Bu fizyolojik gerilme 

sayesinde arterin boyunda baĢlangıca göre %40’lık bir uzama meydana geldiği tespit 

edilmiĢtir (Clerin vd. 2003). 

 

Adipoz doku bileĢiminde endotel hücreler, yağ hücreleri, düz kas hücreleri ve 

Uluslararası Hücresel Tedaviler Derneğinin ölçütlerini belirlediği mezankimal öncül ve 

stromal hücreleri içeren heterojen bir hücre popülasyonu içerir. Bu çalıĢmada, insan 

adipoz dokusundan stromal vasküler fraksiyonlar kullanılmıĢ ve kantitatif RT-PCR, 

antijen ifadesi, protein parmak izi, çoğalma kinetikleri, in vitro 3 soy farklılaĢması, düz 

kas hücreleri ile ilgili geliĢimsel yolakları modüle eden küçük moleküllere olan 

fonksiyonel tepkiler karakterize edilerek fonskiyonel olarak doğrulanmıĢ mezenkimal 

kök hücre kültürleri ile kıyaslanmıĢtır.  Stromal vasküler fraksiyon kaynaklı ilk kültürler 

(P0) içeriğinde hiçbir büyüme faktörü veya rekombinant sitokin içermeyen ve 

mezenkimal kök hücreler için optimize edilmemiĢ tanımlı bir besi yeri ile kültüre 

edilmiĢtir. Bu koĢullar altında tutunan hücrelerin iĢlevsel olarak doğrulanmıĢ 

mezenkimal kök hücre kültürlerine göre belirgin fenotipik ve biyolojik özellikleri 

olduğu tespit edilmiĢtir (Basu vd. 2011). 

 

Klinik olarak kullanıma uygun küçük çaplı doku mühendisliği damar greftlerinin 

geliĢtirilmesi önündeki en önemli engel iskele bileĢimidir. Doğal damarlar ile benzer 

yapısal ve mekaniksel özellikler gösterebilen ve daha iyi bir hücre entegrasyonu, 

tutunması ve çoğalması sağlayan iskele gereksinimi vardır. Bu çalıĢmada, küçük çaplı, 

çift tabakalı, sentetik elastomerik biyobozunur bir iskele geliĢtirilmiĢtir. Ġskele, hücre 

tutunmasına ve çoğalmasına olanak sağlayan yüksek oranda gözenekli bir iç tabaka ve 

elektro-eğirme tekniği ile oluĢturulmuĢ lifsi dıĢ tabakadan oluĢmaktadır. Ġskele 

morfolojisi ve mekanik özellikleri değerlendirilmiĢ ve doğal damarlar ile kıyaslanmıĢtır. 

Ġskele üzerine eriĢkin kök hücreleri ekilmiĢ ve dinamik koĢullar altında 7 gün boyunca 
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kültür sürdürülmüĢtür. Bu yaklaĢımla üretilen hücreli doku mühendisliği ürünlerinin 

gelecekte klinik uygulamalar için katkısının olabileceği düĢünülmektedir (Soletti vd. 

2010). 

 

Küçük çaptaki (<5 mm) kan damarının doku mühendisliği yaklaĢımı ile üretimi otolog 

damar greftlerine bir alternatif olarak karĢımıza çıkmaktadır. Fonksiyonel, tutunmuĢ, 

kayma gerilimi olan endotel hücre tabakasının geliĢtirilmesi baĢarılı doku mühendisliği 

greft uygulamaları önündeki önemli engellerden bir tanesidir. Bu çalıĢma ile 3 boyutlu 

kardiyo-vasküler yapıda tam dolulukta endotel hücre tabakasının oluĢturulması ve 

oluĢan bu tabakanın hücre dıĢı matriks bileĢimi ve yapının mekanik özellikleri üzerine 

etkisinin tanımlanması amaçlanmıĢtır. Kardiyo-vasküler yapılar fibrin jelin kullanıldığı 

PGA ve poli-4-hidroksi bütirat üzerine miyofibroblastlar ekilerek elde edilmiĢtir. 3-4 

hafta sonra, endotel hücreler yapıya ekilmiĢ ve EGM-2 besi yeri kullanılarak 1-2 hafta 

süre ile ko-kültür yapılmıĢtır. Tam dolulukta endotel tabakası oluĢturulabilmiĢ ve 2 

hafta süre boyunca kültür sürdürülmüĢtür. EGM-2 besi yeri miyofibroblastların kollajen 

üretimini azaltmıĢ ve bunun sonucu olarak daha zayıf bir iskele elde edilmiĢtir. Endotel 

hücreler ile ko-kültür iĢlemi kollajen içeriğini düĢürmüĢtür ancak yapının mekanik 

özellikleri çok etkilenmemiĢtir. 3 boyutlu insan kardiyo-vasküler yapısında tam dolu bir 

endotel tabakası inĢa edilmiĢtir. Endotel tabakası 1-2 hafta süre ile ko-kültüre alınmıĢtır. 

Miyofibroblast hücrelerinin ürettiği kollajen miktarında azalma olmasına rağmen 1 

hafta süre endotel hücreler ile ko-kültüre edilen yapının yeterli mekanik özelliklere 

sahip olduğu görülmüĢtür (Pullens vd. 2009). 

 

Bu çalıĢmada, endotel hücreler ve düz kas hücrelerinin in vitro koĢullarda ko-kültürü 

için kan damarlarının sağlıklı ve hastalıklı durumunu taklit edebilen bir platform 

geliĢtirilmiĢtir. TGFβ1 ve heparin ile etkileĢtirilmiĢ düz kas hücrelerinde ASMA ve 

kalponin gibi düz kas iĢaretçilerinin ifadesi artmıĢtır (homotipik model). Ġlginç bir 

biçimde, neredeyse tam doluluk oranında endotel hücrelerin düz kas hücreleri üzerine 

ekilmesi (heterotipik model) ASMA ve kalponin ifadesini homotipik modele göre daha 

fazla arttırdığı gözlenmiĢtir. Sonuç olarak, geliĢtirilen bu yapının sağlıklı bir damar 

dokusu için önemli olduğu belirlenmiĢtir (Chaterji vd. 2010). 
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Doğal kan damarlarına kıyasla, klinikte kullanılan diğer tüm kan damarı yedekleri 

standardın altındadır. Doku mühendisliği yaklaĢımı ile kan damarı üretiminde farklı 

iskele malzemeleri, hücre tipleri ve kültür koĢulları takip edilmektedir. Arteriyel sistem 

uygulamalarından önce sistemde mevcut birçok problemin çözülmesi gerekmektedir. 

Bu çalıĢmada, koyun sistemik dolaĢımına implantasyon için uygun canlı kan 

damarlarının doku mühendisliği yaklaĢımı ile üretilmesi amaçlanmaktadır. Son 

zamanlarda yapılan çalıĢmalarda, damar düz kas hücreleri eksplant teknik yardımı ile 

çoğaltılmaktadır. Buna rağmen bu çalıĢmada farklılaĢmıĢ damar düz kas hücrelerinin 

homojen popülasyonu enzimatik tekniklerle elde edilmiĢ ve düz kas hücrelerine özel 

proteinler ile karakterize edilmiĢtir. Eksplant tekniğin aksine daha az sayıda farklılaĢmıĢ 

miyofibroblast hücreleri oluĢmuĢtur. Enzimatik teknik ile elde edilen damar düz kas 

hücreleri P-4-HB iskeleleri üzerine ekilmiĢ ve hem dinamik hem de statik koĢullarda 

kültüre edilmiĢtir. Dinamik koĢullarda kültüre edilen doku mühendisliği damar yedeği 

tam dolu doku tabakaları oluĢturmuĢ ve tamamen su geçirmez özellik göstermiĢtir. 

Hücre dıĢı matriks sentezi, DNA ve damar düz kas hücrelerinin ifade ettiği iĢaretçilerin 

miktarı artmıĢtır. Biyoreaktörde kültüre edilen doku mühendisliği kan damarlarının 

mekanik özellikleri doğal aorta yaklaĢmıĢtır. Sonuç olarak koyun kan damarı yedekleri 

enzimatik teknik kullanılarak elde edilen düz kas hücreleri, biyoemici iskeleler ve 

uygulanan kayma gerilimi ile baĢarılı bir biçimde üretilmiĢtir (Opitz vd. 2004). 

 

Kalp ve damar cerrahisi alanındaki doku mühendisliği uygulamaları kalp ve damar 

hastalarının tedavisi için büyük umut vaat etmektedir. ġu anda kullanılan sentetik damar 

greftlerinin trombojenite, artan enfeksiyon riski ve düĢük yenilenme potansiyeli gibi 

birçok sınırlamaları mevcuttur. Bu çalıĢmayla otolog kemik iliği kaynaklı mono nükleer 

hücrelerin biyobozunur tübüler iskelelerin üzerine ekilmesiyle oluĢturulan doku 

mühendisliği damar grefti kullanımın fizibilitesinin değerlendirilmesi ile ilgili ilk klinik 

deneme tamamlanmıĢtır. Mükemmel bir güvenlik profiline karĢın klinik denemelerden 

gelen verilere göre doku mühendisliği damar greftinin ilki ile ilgili komplikasyonun 

daralma olduğu ve greftlerin yaklaĢık %16’sını implantasyon sonrası ilk yedi yıl içinde 

etkilendiği belirlenmiĢtir. Yeni damar dokusunun oluĢumu altında yatan hücresel ve 

moleküler mekanizmalar hakkında devam eden araĢtırma temel anlayıĢımızı geliĢtirecek 
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ve ikinci nesil doku mühendisliği damar greftinin üretilmesi ilgili tasarımların altında 

yatan gerçekleri anlamamıza olanak sağlayacaktır (Naito vd. 2011). 

 

Son yirmi yılda, doku mühendisliği damar yedeklerinin geliĢtirilmesi kalp ve damar 

doku mühendisliği alanındaki birçok araĢtırmaya konu olmuĢtur. Biyolojik fonksiyon 

gösterebilen kan damarı eĢ değerlerinin inĢası için birçok yöntem ortaya konulmuĢtur. 

Bu yöntemler hücre ekilmiĢ kollajen jeller, hücre ekilmiĢ biyobozunur sentetik polimer 

iskeleler, kendiliğinden düzenlenen hücre ve hücrelerinden arındırma gibi teknikleri 

içermektedir (Nerem ve Seliktar 2001). 

 

Damar düz kas hücrelerinin doğal arterde önemli fonksiyonların yerine getirilmesinde 

büyük payı vardır ve bu nedenle düz kas hücrelerinin doku mühendisliği kan damarları 

üretiminde mutlaka iskele içinde yer alması gerekmektedir. Doğal biyomalzemelerin 

kendilerine özgü mimarisi ve düĢük gözenekli yapılarından ötürü, damar doku 

mühendisliği uygulamalarında düz kas hücrelerinin malzeme ile bütünleĢmesi önünde 

problemler oluĢmaktadır. Bu amaçla, hücrelerinden arındırılmıĢ domuz karotid arteri 

üzerine damar düz kas hücrelerinin ekimi, yayılması ve olgunlaĢması için etkili bir 

yöntemin geliĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. Adventisya tabakasını içeren hücrelerinden 

arındırılmıĢ damarlar üzerine statik koĢullarda sıçan aortik düz kas hücreleri pipetleme 

yapılarak ekilmiĢtir. Hücre ekimini takiben, hücre tutunması, yayılması ve olgunlaĢması 

için yeniden hücrelendirilen damar yapıları özel olarak tasarlanmıĢ bir biyoreaktör 

sistemi içine 1-2 hafta süre ile yerleĢtirilmiĢtir. Damar düz kas hücreleri ilk olarak 

hücrelerinden arındırılmıĢ domuz arterinin adventisya tabakasına tutunmuĢtur. Ġlave 

olarak, biyoreaktör koĢulları (akıĢ ve basınç) birinci hafta boyunca damar düz kas 

hücrelerinin proliferasyonunu arttırmıĢ ve adventisya tabakası yokluğunda muskülerize 

bir orta tabakanın oluĢumunu hızlandırmıĢtır. Bu çalıĢmanın en önemli bulgusunun 

biyoreaktör koĢullarının özellikle adventisya tabakası soyulmuĢ olan hücrelerinden 

arındırılmıĢ iskelelerde belirgin bir musküler tabakanın oluĢumunun hızlanması olduğu 

bildirilmiĢtir (Yazdani vd. 2009). 

 

Elastin sentezi ve fizyolojik uyum kan damarı doku mühendisliği uygulamaları için 

önemli bir zorluktur. Bu çalıĢmada, biyouyumlu elastomerik bir iskelenin yapıda 
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fizyolojik uyumu arttıran kollajen ve elastin gibi proteinlerin ortak ifadesindeki artıĢı 

destekleyebileceği bildirilmiĢtir. Biyobozunur bir elastomer olan poli(gliserol 

sebakat)’dan yüksek gözenekli tübüler iskeleler üretilmiĢtir. Primer babun arteriyel düz 

kas hücreleri iskelenin lümen kısmına ekilmiĢ ve kültür 1 hafta boyunca ılıman 

perfüzyon sistemi altında devam ettirilmiĢtir. Babun periferal kanından izole edilen 

endotel progenitör hücreler 8. günde doğrudan düz kas hücre tabakasına ekilmiĢtir. 

Yapı, atımlı bir akıĢ sistemi altında 2 hafta daha kültüre edilmiĢtir. Diğer bir deney 

protokolünde, düz kas hücreleri 7 hafta boyunca kültüre edilmiĢ ve endotel progenitör 

hücreler ile 1 hafta boyunca ko-kültür yapılmıĢtır. Yapıda oluĢan kollajen bantları 

Masson trikrom ile karakterize edilirken elastin ise Verhoff boyaması ile karakterize 

edilmiĢtir. Düz kas ve endotel progenitör hücrelerin ko-kültürü ve mekanik 

Ģartlanmanın kombinasyonu sonucu oluĢan yapı doğal hücre dıĢı matrikse yakın bir 

görüntü sergilemiĢtir. Elastomerik iskelenin kan damar doku mühendisliği 

uygulamalarında önemli bir zorluk olan fizyolojik uyum için rehberlik edebileceği 

düĢünülmektedir (Gao vd. 2008). 

 

Günümüzde, kalp ve damar cerrahisinde kullanılan biyobozunur olmayan sentetik 

polimer damar greftlerinin dokuya tam bütünleĢme potansiyeli yoktur. Doku 

mühendisliği damar greftleri bu problemleri çözebilir. Bu çalıĢmada,  hücrelerinden 

arındırılmıĢ doku matriksleri ve otolog kemik iliği kaynaklı hücrelerin kullanılmasıyla 

bir doku mühendisliği damar grefti geliĢtirilmiĢ ve in vivo koĢullarda doğal doku ile 

uyuĢma ve damar tekrar modellenme gibi özellikler test edilmiĢtir. Damar düz kas 

benzeri hücreler ve endotel benzeri hücreler kemik iliği mono nükleer hücrelerin in vitro 

farklılaĢtırılması ile elde edilmiĢtir. Doku mühendisliği damar greftleri hücrelerinden 

arındırılmıĢ domuz abdominal aortu üzerine bu hücrelerin ekilmesi ile üretilmiĢ ve 4 

yaĢında kemik iliği donörü olarak kullanılan domuzların abdominal aortlarına 

transplante edilmiĢtir. Transplantasyondan 18 hafta sonra, üç boyutlu doku mühendisliği 

damar grefti doğal abdominal aortlara göre kıyaslanmıĢtır. Damar yeniden 

modellenmesi sonucu moleküllerin ifadelerindeki değiĢim RT-PCR ve 

immünhistokimya analizleri ile belirlenmiĢtir.  Transplantasyondan 18 hafta sonra, tüm 

doku mühendisliği damar greftlerinin hiç birinde belirgin bir tromboz, dilatasyon ve 

stenoz oluĢmamıĢtır. Kollajen ve elastin varlığında endotel ve düz kas tabakalarının 
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rejenere olduğu histolojik ve immünhistokimyasal analizlerle gösterilmiĢtir. 

Hücrelerinden arındırılmıĢ doku matrikslerinin ve otolog kemik iliği mono nükleer 

hücrelerin kullanıldığı doku mühendisliği damar greftleri in vivo koĢullarda doğal doku 

ile uyuĢma ve yeniden modellenme göstermiĢtir (Cho vd. 2009). 

 

Damar endotel hücrelerinin kanın pıhtılaĢması gibi birçok doğal fonksiyonun 

düzenlenmesinde önemli görevleri vardır. Ġlave olarak endotel hücreler immünolojik 

hastalıkların aterojenezi ve tümör anjiyogenezi gibi görevler de üstlenmektedir. Bu 

hücreler Ģeker hastalığı sonucu oluĢan arteriosklerotik hasarların geç dönem 

komplikasyonlarının patofizyoloji ve enflamatuvar hastalıklarda lökosit adezyonu gibi 

çalıĢmalarda sıklıkla kullanılır. Primer arteriyel ve venöz endotel hücre kültürleri 

üzerine otoptik malzeme uygunluğu ve hücre kültürlerinin tekrarlabilirliği gibi birçok 

problemli çalıĢma yapılmaktadır. Bu çalıĢmada, insan aortik endotel hücrelerin in vitro 

koĢullarda uzun dönem kültürleri için yeni bir izolasyon ve karakterizasyon yöntemi 

tasarlanmıĢtır. Ġzole edilen hücreler t-PA ve PAI-1 gibi anti-trombotik ve trombotik 

faktörleri, enflamasyonda önemli olan TNFα, nitrik oksit ve endothelin üretmektedir. 

Bu yeni sistem damar patojenlerindeki değiĢimlerin ve yaĢlanmanın moleküler 

mekanizmalarını anlamamızda çok yararlı olabilir (Donnini vd. 2000). 

 

Sıçan aortundan izole edilen endotel hücrelerinin ve düz kas hücrelerinin primer 

kültürleri, saflaĢtırılması ve biyolojik karakteristikleri arasındaki farklılıklar 

araĢtırılmıĢtır.  Endotel hücreler damar halka tutunması, kollajenaz ile sindirme ve ileri 

damar halka tutunması gibi yöntemler ile elde edilirken düz kas hücreleri sıçan aortunun 

doku kesitlerinden izole edilmiĢtir. Endotel hücre klonları sınırlandırılmıĢ dilüsyon testi 

ile seçilmiĢtir. Tüm hücre tipleri özel hücre immüno-floresans iĢaretçileri ve faz 

konstrast mikroskopisi ile hem tek hücre hem de koloni seviyesinde tanımlanmıĢtır. 

Hücre çoğalması, kit-8 ile tanımlanmıĢtır. Düz kas hücreleri ve endotel hücreleri 

arasındaki farklılıklar tripsine karĢı duyarlılık zamanı, tutunma zamanı ve dondurulma-

çözülme sonrası canlılık çalıĢmaları ile gösterilmiĢtir. Sonuç olarak primer sıçan endotel 

hücre ve damar düz kas hücre kültürleri farklı morfolojik karakteristikler, çoğalma hızı, 

tutunma zamanı, tripsine olan duyarlılık ve dondurulma-çözülme sonrası canlılık 
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göstermiĢtir. Bu araĢtırma kan damarlarının rejenerasyonu çalıĢmalarını konu olan 

uygulamalar için temel bir kaynak olabilir (Hu vd. 2009). 

 

Adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin çoklu potansiyelde olduğu ve kemik, 

yağ, kıkırdak ve nöral hücreler gibi birçok hücre tipine farklılaĢabildiği bildirilmiĢtir. 

Son yıllarda, birçok yazar in vitro koĢullarda adipoz kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelerin damar endotel benzeri hücrelere farklılaĢabileceğini rapor etmektedir. Buna 

rağmen, bu raporlar fetal buzağı serumu içeren besi yeri kullanılmasıyla endotel 

farklılaĢmanın yapılabileceğini söylemektedir.  Bu çalıĢmada, fare adipoz mezenkimal 

kök hücrelerinin serumsuz besi yeri ortamında damar endotel hücrelerine farklılaĢması 

için yeni bir yöntem geliĢtirilmiĢtir. FarklılaĢmanın ardından, hücrelerin %80’ninden 

fazlasının damar endotele-özgü iĢaretçi proteinleri ifade ettiği ve in vitro koĢullarda 

düĢük yoğunluklu lipo-protein endositozunda artıĢın olduğu belirlenmiĢtir.  Bu protokol 

adipoz mezenkimal kök hücrelerin damar endotel hücre soylarına farklılaĢmasının 

mekanizmalarını anlamamıza yardımcı olabilir (Konno vd. 2012). 

 

Endotel progenitör hücreler nispeten nadir hücre popülasyonları oluĢturur ve yeteri 

hücre sayılarına ulaĢılması halen bir sorun olmaya devam etmektedir. Bunun aksine, 

insan adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücreler kolay bir biçimde izole edilebilir ve 

endotel hücrelere farklılaĢabilme yeteneğine sahiptir.  Bu çalıĢmada, çoklu potansiyele 

sahip endotel benzeri hücrelerin izolasyonu ve uzun dönem damar progenitör 

özelliklerini koruma kapasiteleri karakterize edilmiĢtir. Ġnsan adipoz kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler lipo-aspiratlardan izole edilmiĢ ve farklı kültür aĢamaları takip 

edilerek içeriğindeki çoklu potansiyele sahip endotel progenitör hücrelerin çoğalması 

sağlanmıĢtır. Bunun için DMEM-FBS (1. aĢama), serumsuz DMEM (2. aĢama), SFO3 

besi yeri (3. aĢama) ve son olarak kollajen tip IV kaplı doku kültür kaplarında EGM-2 

besi yeri (4. aĢama) kullanılmıĢtır. Çoklu potansiyele sahip endotel progenitör 

hücrelerinin endotel ve hematopoetik soy iĢaretçilerinde (CD45, KDR ve CXR4) artıĢ 

meydana geldiği tespit edilmiĢtir. Ġlave olarak, endotel progenitör iĢaretçilerinin (CD34 

ve CD133) ifadesinde artıĢ olurken CD31 ifadesinin zayıf olduğu tespit edilmiĢtir. 

Önemli olarak, bu hücre hatlarının kalp kası benzeri hücrelerine farklılaĢma 

kapasitelerinin olduğu tespit edilmiĢtir.  Sonuç olarak bu yöntemle, lipoasiprat kaynaklı 
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adipoz kök hücrelerden etkili ve yüksek miktarlarda çoklu potansiyele sahip endotel 

benzeri hücrelerin elde edilebileceği ve hücrelere dayalı tedavilerin kullanıldığı kalp ve 

damar rejeneratif tıbbının açık bir potansiyel kaynağı olduğu düĢünülmektedir. 

(Marchal vd. 2012). 

 

Bu çalıĢmada, adipoz dokudan CD31, CD34 ve CD106 (VCAM-1) negatif ve fetal 

karaciğer kinazı (Flk-1) pozitif hücreler izole edilmiĢtir. Bu hücreler in vitro koĢullarda 

osteojenik ve kondrojenik soylara farklılaĢtırılabilir ve literatürde adipoz kaynaklı 

eriĢkin kök hücreler olarak yer almaktadır. Bu hücrelerin endotel progenitör hücre 

karakterine sahip olduğu gösterilmiĢtir. VEGF ile kültüre edilen adipoz kök hücrelerin 

in vitro koĢullarda endotel iĢaretçileri ifade ettiği tespit edilmiĢtir. Adipoz kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler in vivo koĢullarda bacak iskemi modelinde neo-anjiogenezden 

sorumlu endotel hücreleri tetiklemek için kullanılabilir. PI3 kinaz inhibitör LY294002 

adipoz kök hücrelerin endotel hücrelere in vitro koĢullarda farklılaĢmasını bloke 

etmektedir. Sonuç olarak, hücresel pro-anjiogenik tedavilerde adipoz kaynaklı kök 

hücreler endotel hücreleri için potansiyel bir kaynak olabilir (Cao vd. 2005).  

 

Amniyonik sıvı özellikle otolog hücrelerin izole edilip kullanıldığı neo-netal 

uygulamalarda umut verici bir kök hücre kaynağıdır. Bu çalıĢmada, çeĢitli maddeler 

kullanılarak amniyonik sıvı kaynaklı kök hücreler endotel hücrelere farklılaĢtırılmıĢ ve 

fonksiyonları belirlenmiĢtir. FarklılaĢmamıĢ amniyonik kaynaklı kök hücrelerin normal 

karyotipte olduğu ve embriyonik kök hücre iĢaretçisi olan SSEA-4, hematopoetik kök 

hücre iĢaretçisi c-kit ve mezenkimal kök hücre iĢaretçileri CD29, CD44, CD73, CD90 

ve CD105 pozitif olduğu belirlenmiĢtir. Ġlave olarak bu hücreler, endotel iĢaretçisi 

CD31 ve hematopoetik farklılaĢma iĢaretçisi CD45 negatiftir. Kök hücreler VEGF’in 

farklı deriĢimlerini içeren endotel çoğaltma besi yeri ile kültüre edilmiĢtir. 2 hafta sonra, 

farklılaĢan kök hücreler von Willebrand faktör, endotel nitrik oksit sentaz, CD31, VE-

Cadherin ve VEGF reseptörü 2’yi ifade etmiĢlerdir. CD31 ifadesindeki artıĢ VEGF 

deriĢimi ile doğru orantılı olarak değiĢmiĢtir. Elde edilen deney sonuçlarına göre, 

amniyonik sıvı kaynaklı kök hücreler fonksiyonel endotel benzeri hücrelere 

farklılaĢabilmekte ve rejeneratif tıp stratejilerinde kullanılan damar yedeklerinin inĢası 

için potansiyel oluĢturmaktadır (Benavides vd. 2012). 
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Özelliklerinden dolayı lifsi yapıda polimerik malzemeler doku mühendisliği iskeleleri, 

filtre cihazları, sensörler ve yüksek dayanıma sahip hafif malzemelerin geliĢtirilmesinde 

kullanılmaktadır. Elektro-eğirme polimerik nano lifsi malzemelerin üretiminde 

kullanılan yaygın ve etkili bir yöntemdir. Elektro-eğirilmiĢ nano lifler 2 paralel levha 

arasında toplanır.  Bu iki levha arasındaki mesafe önemlidir ve toplanan liflerin 

uzunluğunu belirler. Elektro-eğirme tekniği parametrelerinin maksimum lif uzunluğu, 

ortalama lif çapı, homojenlik ve lif kalitesi üzerine etkisi incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada, 

PCL’dan 350 nm ile 1 μm arasında değiĢen çaplarda lif elde edilmiĢtir. Ġki levha 

arasındaki mesafe ise 35-50 cm arasında çalıĢılmıĢtır. Deneysel sonuçlar göre paralel 

plakalar arasındaki mesafenin artmasıyla 50 cm’nin üzerinde tek parça nano liflerin elde 

edildiği belirlenmiĢtir. Polimer deriĢiminin, toplayıcı plaka boyutunun ve uygulanan 

gerilimın maksimum lif uzunluğu, lif çapı ve homojenite üzerinde etkili olduğu 

belirlenmiĢtir (Beachley ve Wen 2009). 

 

Bu çalıĢmada, nano/mikro yapılı biyobozunur PLCL örgüsü elektro-eğirme tekniği ile 

hazırlanmıĢtır. Farklı kompozisyonda PLCL (70/30, 505/50 ve 30/70), PLL ve PCL 

metilen klorürde (diklorometan) çözülmüĢ ve elektro-eğrilmiĢ mikro lifsi örgüler elde 

edilmiĢtir. PLL mikro liflerden mamul tabakanın yüzeyinde ve alt yüzeyinde yaklaĢık 

200-800 nm gözenek çapında boĢlukların olduğu ve bu özelliğin ise kaprolakton içeren 

diğer polimerlerde olmadığı gözlenmiĢtir. PLCL 50/50’den mamul mikro lifsi örgü 

elastomerik özellikler taĢımaktadır. Nano ölçekte liflere sahip PLCL 50/50 (yaklaĢık 0,3 

veya 1,2 mm çapında) tabakası 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol’ün çözücü olarak 

kullanılmasıyla elektro-eğrilmiĢtir. Lif çapındaki azalmanın gözenek boyutunu azalttığı 

ancak bunun aksine iskelenin lif yoğunluğunu ve mekanik özelliklerini arttığı civalı 

porozimetre ile belirlenmiĢtir. Ġnsan göbek bağı veni endotel hücrelerinin düĢük çaplı 

lifsi tabaka (0,3 ve 1,2 mm çapında) üzerinde iyi bir biçimde tutunarak çoğaldığı, daha 

yoğun lifsi tabakalarda ise hücre tutunması ve yayılmasının ciddi oranda düĢtüğü ve 

büyük çaplı lifsi tabakalarda ise (7,0 mm çapında) hiçbir hücre tutunmasının 

gerçekleĢmediği gözlenmiĢtir. Elektro-eğrilmiĢ PLCL 50/50’nin biyomedikal 

uygulamalarındaki potansiyeli tartıĢılmıĢtır (Kwon vd. 2005). 
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Doğal dokunun hücre dıĢı matriksine benzer özelliklerde biyobozunur PCL ve 

kollajenden 300-700 nm çapında nano liflere sahip tabakalar elektro-eğirme tekniğiyle 

üretilmiĢtir. Ġnsan koroner arter düz kas hücreleri bu nano lifsi matriksler üzerine 

ekilmiĢ ve nano liflerin rehberliğinde normal fenotipik Ģekillerini koruyarak 

çoğalmıĢlardır. Düz kas hücreleri ve nano lifsi matriks arasındaki etkileĢim SEM, MTS 

testi, tripan mavisi dıĢlama testi ve lazer taramalı konfokal mikroskopisi ile karakterize 

edilmiĢtir. Sonuç olacak, kollajen kaplı PCL nano lifsi matriks ve doku kültür kabına 

tutunan hücrelerin yayılma ve çoğalma hızları arasına bir farklılık görülmemiĢtir. Düz 

kas hücrelerinin kollajen kaplı PCL nano lifsi matriks içine doğru göç ettiği ve düz kas 

doku yapısını aldığı belirlenmiĢtir. Bu yaklaĢımın birçok doku mühendisliği uygulaması 

için farklı boyut ve Ģekillerde matriks üretimi için yararlı olabileceği düĢünülmektedir 

(Venugopal vd. 2005). 

 

P(LLA-CL) (75:25) polimerinden elektro-eğirme tekniği yardımı ile nano lifsi tabakalar 

elde edilmiĢtir.  Elektro-eğirme parametreleri ve lif çapı arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır. 

Polimer deriĢimindeki azalma ve gerilimdaki artmanın oluĢan liflerin çaplarında 

küçülmeye neden olduğu belirlenmiĢtir. X ıĢınları difraktometresi ve diferansiyel 

taramalı kalorimetre sonuçlarına göre elektro-eğrilmiĢ nano lifler iĢlem sırasında CL 

birimlerinin yüksek oranda yönlenmesi ile oluĢmuĢtur. Nano lifsi iskelenin 

biyouyumluluğu hücre kültürü çalıĢmaları ile belirlenmiĢtir. Hem düz kas hücreleri hem 

de endotel hücreleri nano lifsi P(LLA-CL) iskelesi üzerine yüksek oranda tutunmuĢ ve 

yayılmıĢtır (Mo vd. 2004). 

 

EĢsiz biyouyumlu P(LLA-CL) (75:25) kopolimerinden yönlendirilmiĢ nano lifsi iskele 

elektro-eğirme tekniği ile üretilmiĢtir. OluĢturulan liflerin çapı yaklaĢık 500 nm 

civarındadır ve yönlenmiĢ topografi doğal arterin medya tabakasında mevcut lifçikleri 

taklit etmektedir. Ġskele ile insan koroner arteri arasındaki etkileĢim MTS testi, faz 

kontrast ıĢık mikroskobu, taramalı elektron mikroskobu, immünohistoloji ve lazer 

taramalı konfokal mikroskobu ile ayrı yarı belirlenmiĢtir. Doku kültür polistreni ve 

P(LLA-CL) filmleri kontrol grubu olarak kullanılmıĢtır. Sonuçlara göre, düz kas 

hücreleri yönlenmiĢ nano lifsi yapıya tutunarak bir yön boyunca yayılmıĢ ve iğsi 

gerilmiĢ fenotipini almıĢtır. Düz kas hücrelerinin hücre iskelet proteinleri lif hatları 
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boyunca yönlenmiĢtir. Hücrelerin yönlenmiĢ lifsi yapıya tutunma ve yayılma hızları 

film formuna göre belirgin bir biçimde farklı olduğu saptanmıĢtır. Yukarıda bahsi geçen 

sonuçlara göre, sentetik yönlenmiĢ lifsi matriks hücre dıĢı matriksi taklit edebilmekte ve 

in vivo benzeri damar yapıları oluĢumuna olanak sağlamaktadır. Bu iskelenin özellikle 

damar doku mühendisliği uygulamalarında uygun bir doku mühendisliği yapısı 

olabileceği düĢünülmektedir (Xu vd. 2004). 

 

Doku mühendisliği ve klinik uygulamalarda sıklıkla kullanılan biyobozunur FDA onaylı 

polimerler poli(α-hidroksi) esterlerdir. Elektro-eğirme teknolojisi ile lifsi iskele 

üretiminde sıklıkla altı farklı poli(α-hidroksi) ester kullanılır. Bu elektro-eğrilmiĢ 

polimerlerin fiziksel ve biyolojik özellikleri de karakterize edilmiĢtir. Bu polimerlerin 

elektro-eğrilmesi ile elde edilen yapılar doğal hücre dıĢı matrikse benzer özellikler 

gösterdiğinden üretim parametrelerinin optimizasyonu gereklidir. Kullanılan polimerin 

tipine göre 300 nm-1.5 µm arasında değiĢen lif çapların sahip yüksek gözenekli üç 

boyutlu iskelelerin üretilebileceği elektron mikroskobu verileri ile gösterilmiĢtir.  PGA 

ve PLGA (50:50) lifsi yapıları PLA ve PCL polimerlerine göre daha serttir. Ġlave olarak, 

PLLA iskeleleri diğer polimerik iskelelere göre çok daha yüksek hızlarda hücre 

(kıkırdak ve mezenkimal kök hücreleri) çoğalmasını desteklemektedir. PLLA ve PCL 

temelli lifsi iskeleler kültür koĢullarında hücreler için daha optimal destekler 

oluĢturmaktadır. Bu verilerin ıĢığında, elektro-eğrilmiĢ polimerik lifsi yapıların doku 

mühendisliği biyomalzemeleri için umut vaat eden birer aday olacakları 

düĢünülmektedir (Li vd. 2006). 

 

Prostetik damar greft komplikasyonlarını önlemek ve damar rekonstrüksiyonunda 

kullanılmak üzere alternatif damar greftlerinin inĢası araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla damar 

doku mühendisliği iskelelerinin üretimi kilit rol oynamaktadır. Çünkü günümüzde 

mevcut seçenekler yeteri kadar hücre tutunmasına olanak sağlamamakta ve yetersiz 

mekaniksel özellikler sergilemektedir. Bu çalıĢmada, PCL/kollajen iskeleleri bir tavĢan 

aort-iliak by-pass modelinde kullanılmıĢ ve iskelelerin fizyolojik Ģartlara olan uyumu ve 

yapısında hücre çoğalmasını desteklemesi gibi özellikleri incelenmiĢtir. Elektro-

eğrilmiĢ iskeleler fizyolojik koĢullar altında damar hücrelerinin tutunmasını ve 

çoğalmasını desteklemiĢ ve endotelize greft kan akıĢı altında tromboz oluĢumunu 
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engellemiĢtir. Sonuç olarak, damar hücreleri ile kombine edilmiĢ elektro-eğrilmiĢ 

iskelelerin damar rekonstrüksiyonunda prostetik greftlere bir alternatif olabileceği 

düĢünülmektedir (Tillman vd. 2009). 

 

Küçük çapa sahip sentetik damar greft malzemeleri, damar by-pass cerrahisinde insan 

damarlarına tam uyum sağlayamamaktadır. Yabancı yüzeyde endotelizasyon 

gerçekleĢmez ve tromboz meydana gelirken, mekanik özelliklerinin yetersizliğinden 

ötürü de intimal hiperplazi oluĢmaktadır. Rekombinant insan tropoelastinin 

kullanılmasıyla küçük çapa sahip sentetik bir damar kondüiti geliĢtirilmiĢtir. 

Tropoelastinin endotel hücrelerinin tutunmasını ve proliferasyonunu sağladığı 

gösterilmiĢtir. Tek tabaka oluĢturabilen ve sentetik elastin ile çapraz bağlanan 

tropoelastin düĢük trombojeniteye sahiptir. Plazma pıhtılaĢma süresi ile ölçülen 

koagülasyonun intrinsik yolağının aktivasyonu tropoelastin kullanımı ile düĢürülmüĢtür. 

Trombosit tutunması kollajene kıyasla daha düĢüktür. Trombosit etkileĢimlerindeki 

azalmalar çapraz bağlı elastin iskelelere yansımıĢtır. Daha sonra mekanik özellikleri, 

uyumu, elastik modülü ve patlama basıncı insan iç meme arteri için optimize edilen 

elastin/PCL kondüiti tropoelastin ile etkileĢtirilmiĢtir. Ayrıca, bu çok katmanlı kondüit 

kan akıĢına izin veren sentetik elastin bir lamina oluĢturmuĢ ve küçük ölçekli bir tavĢan 

karotid inter-pozisyonu modelinde dikiĢ tutabilme ve mekanik dayanıklılık göstermiĢtir 

(Wise vd. 2011).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

Hücre kültürü çalıĢmalarında, hücrelerin ekilip çoğaltıldığı steril doku kültür kapları 

(Corning, NY, ABD), besi yeri olarak kök hücreler için DMEM:F12 (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium/Ham's F-12) (Lonza, Basel, Ġsviçre), endotel hücreleri için 

EGM-2 Bullet Kit (Endotelial Cell Growth Medya Kit) (Lonza) ve düz kas hücreleri 

için Medium-231 (Smooth muscle cell medium)/SMGS (Smooth Muscle Growth 

Supplement) (Gibco, NY, ABD) kullanılmıĢtır. Besi yeri ekleri olarak L-glutamin, 

penisilin-streptomisin (antibiyotik-antimikotik) ve fetal sığır serumu (FCS) (Lonza), 

hücrelerin pasajlanma iĢleminde ise tripsin/EDTA çözeltisi (Sigma, MO, ABD) 

kullanıldı. ÇalıĢmaların tamamı laminer akıĢlı steril kabinde (IVF Workstation L226, K 

Systems, Birkerød, Danimarka) yapılmıĢ ve hücre kültürleri ise 37ºC, %5 CO2 ve %95 

bağıl bağıl nem ortamı sağlayan bir karbondioksitli inkübatörde (HERAcell 150i, 

Waltham, MA, ABD) gerçekleĢtirildi.  

 

Elektro-eğirme iĢleminde polimer çözeltisinden uygun boyutlarda lif elde etmek 

amacıyla 60kV DC güç kaynağı (FC60P02, Glassman, ABD), polimer çözeltisini 

gerilim bölgesine itmek için bir enjektör pompası (Harvard Apparatus, MA, ABD) 

kullanıldı. Ayrıca farklı boyutta iç çaplara sahip enjektör uçları (Ayset, Ġstanbul, 

Türkiye) ve cam Ģırıngalar (Injekta, Ġstanbul, Türkiye), PCL (Sigma) ve polimeri 

çözmek için diklorometan ve metanol gibi organik çözücüler (Sigma) kullanıldı. 

Toplayıcı plaka olarak alüminyum folyo, toplayıcı tel olarak ise 316L paslanmaz çelik 

çubuklar seçilmiĢtir. Elektro-eğrilmiĢ tabakalar hücre kültürü çalıĢmaları için iskele 

taĢıyıcı kalıplara (CellCrown
TM

, Scaffdex, Tampere, Finlandiya) alındı. Hazırlanan 

nano/mikro lifsi iskelelerden çözücü sistemini tamamen uzaklaĢtırmak için vakumlu 

etüv (Shel Lab, Washington, ABD) kullanılmıĢtır. 

 

Ġskelenin medya ve adventisya tabakalalarının inĢası için çözünür elastin (Sigma) ve 

kollajen (sıçan kuyruğundan izole edildi) kullanıldı. Elastin/kollajeni çözmek için 

fosforik asit (Sigma) ve gözenek oluĢturucu madde olarak ise sodyum bikarbonat 
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(Sigma) kullanıldı. Ġskelenin mekaniksel özelliklerini artırmak amacı ile çapraz 

bağlayıcılar N-hidroksi süksinimit (NHS) ve N-etil-N′-(3-dimetilaminopropil) 

karbodiimit hidroklorür (EDC) (Sigma) kullanıldı. Silindirik yapıda elastin/kollajen 

süngerimsi iskeleler bir liyofilizatör (Christ, ALPHA 1- 4 LD plus, Osterode am Harz, 

Almanya) ile kurutularak elde edildi. Hazırlanan tüm iskeleler 1-2 saat süre ile harici 

UV lambası (254 nm) içeren laminer akıĢ kabininde (IVF Workstation L226) steril 

edildi. 

 

Ġskeleler üzerine tohumlanmıĢ hücrelerin belirli zaman noktalarındaki mitokondriyal 

dehidrogenaz aktivitelerinin belirlenmesinde MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il-2,5-difenil 

tetrazolyum bromür) kiti (Sigma) kullanıldı ve ölçümler UV çoklu plaka okuyucu 

(Biotrak II, Amersham Biosciences, ABD) cihazı ile alındı. 

 

Hücre hatları 4-8 kuyucuklu slaytlara (Lab-Tek
TM

, Thermo, ABD) ve hazırlanan 

iskeleler üzerine/içine ekildi. Kuyucuklara ekilen hücrelerin morfolojileri inversiyon 

mikroskobu (Nikon TS100, Tokyo, Japonya) yardımı ile görüntülendi. Örnekler belirli 

zaman noktalarında immün/histokimya çalıĢmaları için tesbit edildi. Hücre ekili 

iskeleler tesbit edildikten sonra dondurma çözeltisinde (Tissue Freezing Medium, 

Tissue-Tek, Sakura, Hollanda) donduruldu ve 5-8 µm kalındığında kesitler kriyo-

mikrotom cihazı (Leica Microsystems CM1900, Nussloch, Almanya) ile alındı. Daha 

sonra örnekler hematoksilin ve eosin (H&E) (Sigma),  αSMA (sc-56499), CALP (sc-

52992), CADH (sc-58703), CADL (sc-25339) ve MY-HC (sc-65735) (Santa Cruz, 

Texas, ABD) gibi düz kas hücrelerine özel birincil antikorlar ile boyandı.  

 

Benzer Ģekilde CD31 (sc-13537), vWF (sc-59810), Flk-1 (sc-6251), CD34 (sc-65261) 

(Santa Cruz), CD144 (555661) ve Tie-2 (557039) (BD biosciences, CA, ABD) gibi 

endotel hücrelerine özel birincil antikorlar ile boyandı.  Boyanan örnekler ıĢık 

mikroskobu (Leica 4000B, Wetzler, Almanya) ile görüntülenip fotoğraflandı. 

 

Hazırlanan iskelelerin kuru ve ıslak formda mekanik özellikleri bir mekanik test cihazı 

(Shimadzu AGS-X, Kyoto Japonya) ile belirlendi. Hazırlanan iskelelerin hücreli ve 
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hücresiz üç boyutlu morfolojileri taramalı elektron mikroskobu (JEOL, JSM-6060 LV, 

Tokyo, Japonya) ile görüntülendi.  

 

Perfüzyon iĢlemi için bir adet peristaltik pompa (MasterFlex®L/S®, Cole Parmer, IL, 

ABD), akıĢ ölçerler (Model No: 32908-45, Cole Parmer), basınç trandüserleri (Model 

No: 68072-04, Cole Parmer), veri kayıt cihazları (UDL 100, Ordel Türkiye), perfüzyon 

hücresi (316L paslanmaz çelik, viton O-ring ve Fleksi cam), besi yeri kabı (Cam) ve 

silikon hortum sistemi (FDA § 177.2600, ISO 10993-1, Euro Pharm.) kullanıldı. Ġlave 

olarak veri toplama ve kayıt ara yüzü için bir yazılım (Ordel) temin edildi. 

 

3.2 Yöntem 

 

3.2.1 Ġnsan adipoz mezenkimal kök hücrelerin izolasyonu 

 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul izni ve hasta bilgilendirilmiĢ onamı 

kapsamında 1 Mart 2010 tarih ve 08-129 sayılı kararını takiben, uygun donörlerden 

uzman hekimlerin yardımı ile lipoektomi iĢlemi yapıldı. Uygun doku taĢıyıcı tamponu 

(PBS) (penisilin-streptomisin ile zenginleĢtirilmiĢ %0,9 NaCl içeren 0,1 M fosfat 

tamponu; pH 7,4) ile laboratuvara getirilen yağ dokusu (ġekil 3.1) çeĢitli enzimatik 

iĢlemlerden geçirilerek içeriğinden MKH’ler izole edilmiĢtir.  

 

Özetle; adipoz doku fibröz doku parçalarından ve diğer içeriklerden (kan vs.) 

ayıklanması için, steril ameliyat gereçleri kullanıldı ve PBS ile defalarca yıkandı. Bu 

iĢlemi takiben enzimatik parçalama (sindirme) verimini artırmak için adipoz doku, 

cerrahi makaslar yardımı ile çok ince parçalara kıyıldı. Daha sonra doku homojenatı 

PBS içindeki %0,1 tip I kollajenaz (Sigma) çözeltisi içeren 50 ml’lik santrifüj tüpüne 

aktarıldı ve karbondioksit inkübatörüne alınarak 45 dakika süreyle 37°C sıcaklıkta 

yavaĢça çalkalanarak enzimatik olarak sindirildi. Daha sonra bu süspansiyon, %10 fetal 

buzağı serumu (FBS), 100 U/mL penisilin, 100 mg/mL streptomisin (Pen-Strep) içeren 

DMEM:F12 besi yeri (Kök Hücre Çoğaltma Besi yeri; KHÇV) tekrar süspansiyona 

alındı ve 7 dakika boyunca 25°C sıcaklıkta 1500 devir/dakikada santrifüj (Beckman 

Coulter SX4750, CA, ABD) edilip hücreler pellet olarak toplandı. Çözelti kısmı 



43 
 

atıldıktan sonra pellet KHÇV ile süspanse edilerek 100 μm gözenek çapında steril bir 

filtreden geçirildi. Bu Ģekilde sindirilmeyen doku parçalarından hücreler ayrıldı. 

Süspanse edilen hücreler 5,0 x 10
5
 hücre/ml yoğunluğunda 75 cm

2
’lik doku kültür 

kaplarına ekildi (0. Pasaj). Daha sonra bu kaplar %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem 

içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatöre yerleĢtirildi. 

 

 

ġekil 3.1 Ġnsan adipoz dokusundan hücre izolasyonu (%0.1’lik tip I kollajenaz 

çözeltisinde enzimatik sindirim) 

 

3.2.1.1 iAMKH’lerin kültürü 

 

Ġzolasyon iĢleminden yaklaĢık 24 saat sonra, kültür kaplarından yüzeye yapıĢmayan 

hücrelerin ayrılması için kaplar steril PBS ile birkaç kez yıkandı. Daha sonra tekrar 

kültür kaplarına KHÇV eklendi ve besi yeri değiĢimi her 3-4 günde bir yapıldı. Hücre 

morfolojisi inversiyon mikroskobu ile takip edildi.  

 

YaklaĢık olarak %90 bolluğa ulaĢmıĢ hücreler tripsinleme iĢlemine tabi tutuldu. Bu 

iĢlem için hücreler ilk önce steril PBS ile birkaç tur yıkandıktan sonra (serumu 

uzaklaĢtırmak için) %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) içeren 

5 ml çözeltiyle yaklaĢık olarak 8-10 dakika muamele edilerek yapıĢan hücrelerin kültür 
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kabından ayrılması sağlandı. Bu iĢlemin ardından doku kültür kabına serumlu KHÇV 

ilave edilerek hücre süspansiyonu 15 ml’lik santrifüj tüpüne alındı.  

 

Hücre süspansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C sıcaklıkta 7 dakika boyunca santrifüj 

edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler tekrar KHÇV ile muamele edilerek dağıtıldı. 

Hücreler 5,0 x 10
5
 hücre/ml yoğunluğunda 1:3 seyreltme oranında yeni 75 cm

2
 doku 

kültür kaplarına alındı ve kaplar %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC 

sıcaklığa ayarlı inkübatöre yerleĢtirildi. Her pasajda hücrelerin bir kısmı -80°C’da 

dondurularak saklandı. iAMKH’leri özel yüzey antijen iĢaretçi (CD iĢaretçi) profillerine 

göre karakterize edildi. 

 

3.2.1.2 iAMKH’lerin akım sitometri çalıĢmaları / kök hücre fenotipinin 

belirlenmesi 

 

YaklaĢık olarak %90 bolluğa ulaĢan iAMKH’lerin fenotipinin belirlenmesi amacı ile 

floresan-aktifleĢmiĢ hücre ayırma (fluorescence activated cell sorting; FACS) analizleri 

yapıldı. Bu iĢlem için seçilen CD antijen paneli, mezenkimal kök hücreler için bilinen 

panel olup, CD29-FITC, CD90-PE, CD73-PE, CD34-FITC, HLA_ABC-PE, HLA_DR-

FITC, CD166-PE, CD105-PE, CD133-PE, CD3-FITC, CD31-FITC, CD146-PE, CD45-

FITC, CD44-PE’den oluĢmaktadır. MKH için geliĢtirilmiĢ olan bu CD antijen paneli 

izole edilip kültürde çoğaltılan hücreler için kullanıldı. Bu iĢlem Hacettepe Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları A.D. Hematoloji B.D. Kemik Ġliği Nakli 

Ünitesi Akım Sitometrisi Laboratuvarı’ndan hizmet alımı yapılarak gerçekleĢtirildi. 

 

Özetle; hücreler yukarıda bahsedildiği gibi tripsinleme iĢlemine tabi tutularak doku 

kültür kabının yüzeyinden ayrılmaları sağlandı. Santrifüj iĢlemini takiben süpernatan 

atıldı ve hemositometre ile hücre sayımı yapıldı. Hücreler %2 insan serumu içeren PBS 

ile seyreltilmiĢtir. Hücreler protokolde önceden belirlenmiĢ oranlarda seyreltilip tüplere 

alındı ve 20 dakika boyunca floresan izotiyosiyanat ile konjüge edilmiĢ CD iĢaretçileri 

ile inkübe edildi. Negatif kontrol olarak boyanmamıĢ hücre süspansiyonu kullanıldı. 

Ġnkübasyon iĢleminin ardından hücreler FACS cihazının yıkama çözeltisi ile birkaç kez 

yıkanıp, 1500 devir/dakikada oda sıcaklığında 5 dakika süre ile santrifüj edildi ve 
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süpernatan atıldı. Floresanlı antikorlarla iĢaretlenen hücreler her bir tüpe 200 μl olacak 

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

(flow buffer) süspanse edilerek sabitlendi. Süspanse edilen hücreler akım sitometri 

cihazında her sayımda 10.000 iĢlem (event) olacak Ģekilde Cell Quest (BD Biosciences, 

San Jose, CA, ABD) analiz programı kullanılarak tarandı. 

 

3.2.2 Ġnsan göbek bağı ve iç meme arteri düz kas hücrelerinin izolasyonu 

 

TaĢıyıcı tampon içinde laboratuvara getirilen insan göbek bağı (iGB), laminer akıĢ 

sağlayan Hepa filtreli bir kabin içine alındı. TaĢıyıcı tampon uzaklaĢtırıldıktan sonra 

göbek bağı içinde yer alan iki adet plasental arter steril cerrahi aletlerin yardımı ile 

çıkartıldı ve daha küçük parçalara ayrıldı. Bu iĢlemleri takiben fungusit ihtiva eden 

steril PBS ile birkaç kez yıkama iĢlemi gerçekleĢtirildi. Steril cerrahi bir makasla küçük 

parçalara kıyılan plasental arter 6 kuyucuklu doku kültür kaplarına alındı. Üzerine 

serumsuz düz kas hücresi çoğaltma besi yeri (DKHÇV) ilave edildi ve eksplant kültür 

tekniği kullanılarak 24 saat süre %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC 

sıcaklığa ayarlı inkübatörde kültüre alındı (0. Pasaj).  

 

Serumsuz besi yeri kullanılarak endotel hücrelerin kültür içinde çoğalarak kültürü 

kontamine etme riski ortadan kaldırıldı. 24 saatin ardından besi yeri düz kas hücresi 

çoğaltma kokteyli ile zenginleĢtirilmiĢ DKHÇV (zDKHÇV) ile değiĢtirildi ve kültür bu 

Ģekilde sürdürüldü. Aynı Ģekilde taĢıyıcı tampon içerisinde laboratuvara getirilen insan 

iç meme arteri yukarıda ayrıntıları tarif edilen yöntem ile kültüre alındı. Ġnsan göbek 

bağı arteri düz kas hücrelerinin (iGBADKH’lerinin) ve insan iç meme arteri düz kas 

hücrelerinin (iĠMADKH’lerinin) morfolojileri inversiyon mikroskobu yardımı ile 

görüntülenip fotoğraflandı. 

 

3.2.2.1 iGBADKH’nin ve iĠMADKH’lerinin kültürü 

 

Yeteri bolluğa ulaĢan (%90) DDKH’leri tripsinleme iĢlemine tabi tutuldu. Bu iĢlem için 

hücreler ilk önce steril PBS ile birkaç tur yıkandıktan sonra (serumu uzaklaĢtırmak için) 
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%0,05 tripsin/0,53 mM EDTA içeren 5 ml çözeltiyle yaklaĢık olarak 3-5 dakika 

muamele edilerek yapıĢan hücrelerin kültür kabından ayrılması sağlandı. Bu iĢlemin 

ardından doku kültür kabına zDKHÇV ilave edilerek hücre süspansiyonu 15 ml’lik 

santrifüj tüpüne alındı. Hücre süspansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C sıcaklıkta 7 

dakika boyunca santrifüj edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler tekrar zDKHÇV ile 

muamele edilerek dağıtıldı. Hücreler 5,0 x 10
5
 hücre/ml yoğunluğunda 75 cm

2
 doku 

kültür kaplarına alındı ve kaplar %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC 

sıcaklığa ayarlı inkübatöre yerleĢtirildi. Her pasajda hücrelerin bir kısmı -80°C’da 

dondurularak saklandı. Hücre çoğaltma iĢlemi pasaj 5’e kadar sürdürüldü. 

 

3.2.3 iAMKH’lerin damar düz kas benzeri hücrelere farklılaĢması 

 

Kök hücre fenotipi akım sitometri çalıĢmaları ile belirlenmiĢ ve Pasaj 2-5 arasında 

dondurulmuĢ iAMKH’leri damar düz kas benzeri hücrelere (DDKbH’lere) 

farklılaĢtırma çalıĢmalarında kullanıldı. Özetle; pasaj 3’de kültürde olan iAMKH’leri 

steril PBS ile birkaç tur yıkandıktan sonra (serumu uzaklaĢtırmak için) %0,05 

tripsin/0,53 mM EDTA içeren 5 ml çözeltiyle yaklaĢık olarak 8-10 dakika muamele 

edilerek yapıĢan hücrelerin kültür kabından ayrılması sağlandı.  

 

Bu iĢlemin ardından kültür kabına serumlu KHÇV ilave edilerek hücre süspansiyonu 15 

ml’lik santrifüj tüpüne alındı. Hücre süspansiyonu 1500 devir/dakikada 25°C sıcaklıkta 

7 dakika boyunca santrifüj edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler tekrar KHÇV ile 

muamele edilerek dağıtıldı ve 8 kuyucuklu slaytlara her bir kuyucuğa 1x10
5
 hücre 

düĢecek Ģekilde ekildi. Hücrelerin zemine yapıĢması için kültür 48 saat süre ile %5 CO2, 

%95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatörde sürdürüldü. 48 

saatin ardından farklılaĢma çalıĢmalarına geçildi. FarklılaĢma için kök hücreler 

dönüĢüm büyüme faktörü beta 1 (TGFβ1), kemik morfogenetik proteini 4 (BMP4) ve 

Anjiotensin II (Ang II) ile hem ayrı hem de aĢağıda belirtilen ve literatürde yer almayan 

kombinasyonları ile etkileĢtirildi. zDKHÇV içerisine TGFβ1 (5 ng/ml), BMP4 (2,5 

ng/ml) ve Ang II (1µM) ilave edildi. FarklılaĢtırma serisi olarak ise TGFβ1, BMP4, Ang 

II, TGFβ1/BMP4, TGFβ1/Ang II ve BMP4/Ang II seçildi ve indüksiyon 7 ve 14 gün 

boyunca takip edildi. Bu serilerin farklılaĢma üzerine etkileri ĠHK ile belirlendi. Bu 
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çalıĢmada iAMKH’leri negatif kontrol (NK) olarak, iGBADKH’leri ve iĠMADKH’leri 

birlikte pozitif kontrol (PK) olarak kullanıldı. 

 

3.2.3.1 DDKbH’lerin immünofenotipik karakterizasyonu 

 

Örnekler soğuk metanolde (-20°C’da) tesbit edilip havada kurutulduktan sonra bidestile 

su ile yıkandı, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile muamele edildikten sonra bidestile 

su ile tekrar yıkanıp 5 dakika ultra V blok ile inkübe edildi, %1’lik FBS içeren PBS ile 

1:50 oranında seyreltilerek hazırlanmıĢ birincil antikorla (fare anti-insan αSMA, 

kalponin, CALP, CADH, CADL ve MY-HC) oda sıcaklığında 60-120 dakika süreyle 

etkileĢtirildi. Bidestile su ile yıkama sonrası, 10 dakika ikincil antikor (keçi anti-fare) ile 

inkübe edilen örnekler tekrar suyla yıkanıp streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karıĢımı ile 5-20 dakika 

kadar inkübe edilen hücreler yıkandı ve ıĢık mikroskobu altında görüntülenip 

fotoğraflandı.  

 

3.2.4 Ġnsan iç meme arteri endotel hücrelerin izolasyonu 

 

TaĢıyıcı tampon içinde laboratuvara getirilen insan iç meme arteri, laminer akıĢ 

sağlayan Hepa filtreli bir kabin içine alındı. TaĢıyıcı tampon uzaklaĢtırıldıktan sonra 

fungusit içeren steril PBS ile birkaç kez yıkama iĢlemi gerçekleĢtirildi. Steril cerrahi bir 

makasla küçük parçalara kıyılan iç meme arteri %2 sığır deri jelatini kaplı 6 kuyucuklu 

doku kültür kaplarına alındı. Daha sonra üzerine endotel hücre çoğaltma ve 

farklılaĢtırma besi yeri (EGM-2 Bullet Kit: bFGF, VEGF, IGF-I, heparin, EGF, 

hidrokortizon ve askorbik asit) (EHÇFV) ilave edildi ve eksplant kültür tekniği 

kullanılarak 24 saat süre %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC sıcaklığa 

ayarlı inkübatörde kültüre alındı (0. Pasaj). YaklaĢık 10. günün sonunda insan iç meme 

arteri endotel hücreleri (iĠMAEH’leri) eksplanttan doku kültür kabına doğru göçe 

baĢladı ve 2. haftanın sonuna doğru %90 bolluğa ulaĢtı. 
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3.2.4.1 iĠMAEH’lerin kültürü 

 

Yeteri bolluğa ulaĢan (%90) iĠMAEH’leri tripsinleme iĢlemine tabi tutuldu. Bu iĢlem 

için hücreler ilk önce steril PBS ile birkaç tur yıkandıktan sonra (serumu uzaklaĢtırmak 

için) %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA içeren 5 ml çözeltiyle yaklaĢık olarak 3-5 dakika 

muamele edilerek yapıĢan hücrelerin doku kültür kabından ayrılması sağlandı. Bu 

iĢlemin ardından kültür kabına EHÇFV ilave edilerek hücre süspansiyonu 15 ml’lik 

santrifüj tüpüne alındı. Hücre süspansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C sıcaklıkta 7 

dakika boyunca santrifüj edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler tekrar EHÇV ile 

muamele edilerek dağıtıldı. Hücreler 5,0 x 10
5
 hücre/ml yoğunluğunda 75 cm

2
 doku 

kültür kaplarına alındı ve kaplar %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC 

sıcaklığa ayarlı inkübatöre yerleĢtirildi. Her pasajda hücrelerin bir kısmı -86°C’da 

dondurularak saklandı. Hücre çoğaltma iĢlemi Pasaj 5’e kadar sürdürüldü. 

 

3.2.5 iAMKH’lerin damar endotel benzeri hücrelere farklılaĢması 

 

Pasaj 2-5 arasında dondurulmuĢ iAMKH’leri damar endotel benzeri hücrelere 

(DEbH’lere) farklılaĢtırma çalıĢmalarında kullanıldı. Özetle; pasaj 3’de kültürde olan 

iAMKH’leri steril PBS ile birkaç tur yıkandıktan sonra (serumu uzaklaĢtırmak için) 

%0,05 tripsin/0,53 mM EDTA içeren 5 ml çözeltiyle yaklaĢık olarak 8-10 dakika 

muamele edilerek yapıĢan hücrelerin kültür kabından ayrılması sağlandı. Bu iĢlemin 

ardından kültür kabına serumlu KHÇV ilave edilerek hücre süspansiyonu 15 ml’lik 

santrifüj tüpüne alındı. Hücre süspansiyonu 1500 devir/dakikada 25°C sıcaklıkta 7 

dakika boyunca santrifüj edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler tekrar KHÇV ile 

muamele edilerek dağıtıldı ve %2 sığır deri jelatini kaplı 8 kuyucuklu slaytlara her bir 

kuyucuğa 1x10
5
 hücre düĢecek Ģekilde ekildi. Hücrelerin zemine yapıĢması için kültür 

48 saat süre ile %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı 

inkübatörde sürdürüldü. 48 saatin ardından farklılaĢma çalıĢmalarına geçildi. 

FarklılaĢma için kök hücreler ticari olarak mevcut EGM-2 Bullet Kit ile 7 ve 14 gün 

boyunca kültüre edildi. 
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3.2.5.1 DEbH’lerin immünofenotipik karakterizasyonu 

 

Örnekler soğuk metanolde (-20°C’da) tesbit edilip havada kurutulduktan sonra bidestile 

su ile yıkandı, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile muamele edildikten sonra bidestile 

su ile tekrar yıkanıp 5 dakika ultra V blok ile inkübe edilip, %1’lik FBS içeren PBS ile 

1:50 oranında seyreltilerek hazırlanmıĢ birincil antikorla (fare anti-insan CD31, CD34, 

CD144, Tie-2, vWF, Flk-1) oda sıcaklığında 60-120 dakika süre ile etkileĢtirildi. 

Bidestile su ile yıkama sonrası, 10 dakika ikincil antikor (keçi anti-fare) ile inkübe 

edilen örnekler tekrar suyla yıkanıp streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karıĢımı ile 5-20 dakika 

kadar inkübe edilen hücreler yıkandı ve ıĢık mikroskobu altında görüntülenip 

fotoğraflandı. 

 

3.2.6 Elektro-eğirme iĢlemi 

 

Elektro-eğirme çalıĢmalarında ilk olarak yüksek gerilim güç kaynağının optimizasyonu 

gerçekleĢtirildi. Deneylere baĢlarken tüm kullanılan malzemeler topraklandı. Yüksek 

gerilim doğru akım (DC) güç kaynağı cihazı aracılığı ile elektro-eğirme iĢlemi yapıldı. 

Yüksek gerilim güç kaynağının pozitif ucu “+”, enjektör ucuna bir krokodil (timsah) 

uçlu kablo (timsah ağzı) yardımı ile tutturuldu. Toplayıcı plaka ile cihazın geri dönüĢü 

“-” aynı toprak hattı üzerinden verildi. Enjektör ucu ile toplayıcı plaka uygun bir 

mesafeye ayarlandı. Polimer çözeltisi 10 ml hacimli bir cam enjektör içerisinden bir 

enjektör pompası yardımıyla kontrollü bir hızda güç kaynağının pozitif kutbu üzerinden 

elektrik alan oluĢturulan bölgeye gönderildi.  

 

Uygun çapta lif elde etmek için farklı gerilim değerleri (0-33 kV) ve ejektör pompası 

hızı çalıĢmaları yapıldı. Polimer çözeltisi, pompa hızı 5-500 µl/dakika arasında 

değiĢtirilerek pozitif ana yükleme merkezine gönderildi. Farklı enjektör iç çaplarının 

(20-30G) nano/mikro lif oluĢumu üzerine etkisi araĢtırıldı. Nano/mikro lif tabanlı hücre 

iskelesi hazırlamak için FDA tarafından onaylı bir biyopolimer olan PCL elektro-

eğirme sistemine uygulandı. 
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PCL, %0,6 NaCl içeren diklorometan/metanol (7:3) çözücü sistemi içerinde sırasıyla 

%1, %2, %5, %10 (m/v)’lik deriĢimler de çözülerek elektro-eğirme için en uygun 

deriĢim araĢtırıldı. Elektro-eğirme iĢleminin tüm parametreleri çalıĢılarak sistem 

optimize edildi. Tübüler formda lifsi iskele hazırlamak için ise polimer fıĢkırığı, 2 mm 

çapında dönen paslanmaz çelik tellere sarılarak toplandı. Tellerin dönüĢ hızı yaklaĢık 

olarak 100 rpm’ye ayarlandı (TPE 2012/01600). 

 

 

ġekil 3.2 Nano/mikro lifsi tabaka ve tübüler iskele üretiminde kullanılan elektro-eğirme 

düzeneğinin Ģematik gösterimi 

 

3.2.7 Çok katlı hibrit damar doku mühendisliği iskelesinin hazırlanması 

 

Ġskelenin medya ve adventisya tabakalarının inĢası için tip I kollajen ve elastin 

kullanıldı. Özetle; Elektro-eğrilmiĢ PCL tübüler iskele bir kalıp içine yerleĢtirildi ve 

gözenek oluĢturucu madde (sodyum bikarbonat kütlece-%40) içeren elastin/kollajen 

(1/1,5 kütlece-%) hidrojeli bu tübüler yapı etrafına döküldü. Kalıp daha sonra hızlı bir 

Ģekilde -80 ºC’a ayarlı bir dondurucu içine yerleĢtirildi. YaklaĢık olarak bir gün süre ile 
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kalıp bu dondurucu içinde bekletildi. Bu sürenin ardından dondurucudan çıkartılan kalıp 

24 saat süre ile liyofilize edildi. Elastin/Kollajen/PCL çok katlı tübüler iskele N-

hidroksi süksinimit (NHS) ve N-Etil-N′-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorür 

(EDC) kullanımıyla çapraz bağlandı. Birkaç yıkama iĢleminin ardından çok katlı bu 

tübüler iskele tekrar liyofilize edildi ve kullanılacağı zamana kadar + 4ºC’da saklandı 

(TPE 2012/01600). 

 

3.2.8 Hücrelerin proliferasyon kapasitesinin belirlenmesi 

 

iAMKH’lerin, DDKbH’lerin ve DEbH’lerin proliferasyon kapasitelerinin doku kültür 

kabı ve üretilen biyomalzemeler üzerindeki canlılık ve çoğalma düzeyleri incelenerek 

araĢtırıldı. Bu iĢlem için canlı hücrelerde etkin olan mitokondriyal dehidrogenaz 

enziminin tetrazolyum tuzu MTT’yi parçalamasına dayanan kolorimetrik proliferasyon 

ve canlılık belirleme yöntemi olan MTT testi kullanıldı. 5,0 x 10
4
 hücre/ml 

yoğunluğunda 24 kuyucuklu doku kültür kaplarına ve malzemeye ekilen hücreler 270 

μL besi yeri içerisine 30 μl taze MTT çözeltisi (5 mg/ml) içeren reaktif ile 37°C ve %5 

CO2 ortamı sağlayan inkübatörde 4 saat süreyle inkübe edildi. Hücreler tarafından 

alınarak mitokondriyal iĢlemle çözünmeyen mavi-mor bir boya olan formazana 

dönüĢtürülen MTT ürünü invert mikroskopta görüntülendi. Spektrofotometrik ölçümler 

570 nm dalga boyunda gerçekleĢtirildi. Deneyler 1, 3, 7, 14. günler boyunca takip 

edildi. 

 

 

ġekil 3.3 MTT reaktifinin mitokondri tarafından formazana indirgenme reaksiyonu 
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3.2.9 DEbH’lerin nano/mikro lifsi PCL tabaka üzerine ekimi 

 

Elektro-eğirme tekniği kullanılarak elde edilen ve 3 Boyutlu-Doku Mühendisliği Damar 

Grefti (3B-DMDG)’nin intima bölgesini oluĢturan nano/mikro lifsi yapıya sahip PCL 

tabakalar uygun iskele taĢıyıcı kalıplara alınarak 1-2 saat süre ile laminer akıĢ sağlayan 

bir kabin içerinde steril edildi. Ardından 24 kuyucuklu doku kültür kaplarına alınan 

yapılar üzerine EGM-2 Bullet Kit ilave edildi ve 5-10 dakika %5 CO2, %95 hava ve 

%90 bağıl nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı bir inkübatöre yerleĢtirilerek tabakaların 

ıslanması sağlandı.  

 

Daha sonra yeteri bolluğa ulaĢmıĢ (%90) DEbH’leri tripsinleme iĢlemine tabi tutuldu. 

Bu iĢlem için hücreler ilk önce steril PBS ile birkaç tur yıkandıktan sonra (serumu 

uzaklaĢtırmak için) %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA içeren 5 ml çözeltiyle yaklaĢık olarak 

3-5 dakika muamele edilerek yapıĢan hücrelerin doku kültür kabından ayrılması 

sağlandı. Bu iĢlemin ardından kültür kabına besi yeri ilave edilerek hücre süspansiyonu 

15 ml’lik santrifüj tüpüne alındı. Hücre süspansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C 

sıcaklıkta 7 dakika boyunca santrifüj edildi. Dibe pellet halinde çöken hücreler tekrar 

besi yeri ile muamele edilerek dağıtıldı. Hücreler 5,0 x 10
4 

hücre/ml yoğunluğunda 

nano/mikro lifsi yapıya sahip PCL tabakalar üzerine ekildi. Farklı zaman noktalarında 

tesbit edilen örnekler taramalı elektron mikroskobu ile görüntülendi. 

 

3.2.10 DDKbH’lerin gözenekli kollajen/elastin süngerimsi iskeleye ekilmesi 

 

Dondurarak-kurutma tekniği kullanılarak iĢlenmiĢ ve 3B-DMDG’nin medya-adventisya 

tabakalarını oluĢturan kollajen/elastin süngerimsi yapı 1-2 saat süre ile laminer akıĢ 

sağlayan bir kabin içerisinde steril edildi. Ardından 24 kuyucuklu doku kültür kaplarına 

alınan süngerimsi iskeleler üzerine yeteri bolluğa ulaĢan (%90) DDKbH’ler kısım 

3.2.9’da tarifi verilen biçimde tripsinlenip ekilerek %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl 

nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı bir inkübatöre alındı. Hücreler 5.0 x 10
4
 hücre/ml 

yoğunluğunda kollajen/elastin süngerimsi iskeleler üzerine ekildi. Farklı zaman 

noktalarında tesbit edilen örnekler taramalı elektron mikroskobu yardımı ile 

görüntülendi. 
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3.2.11 GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL çok-katlı tübüler iskele üretimi 

 

Elastin/Kollajen/PCL çok-katlı tübüler formdaki iskelenin mekanik özelliklerini 

arttırmak için üretim protokolü revize edildi. Özetle; Elektro-eğrilmiĢ PCL tübüler 

iskele bir kalıp içine yerleĢtirilmiĢ ve çevresi Poli(glikolik-ko-L-laktit)[Glacomer91] 

(PGLA) (4/0) örgülü sentetik emilebilir sutür ile simetrik olacak Ģekilde örgü içine 

alındı. Ardından bu yapı %2 elastin içeren bir çözeltiye birkaç tur daldırılarak 

kurutuldu. Bu iĢlemlerin ardından kısım 3.2.7’de tarif edildiği biçimde iskele üretim 

protokolü takip edildi.  

 

3.2.12 Ġskelelerin biyomekaniksel özelliklerinin incelenmesi 

 

Ġskele hazırlama aĢamasının çeĢitli evrelerinde alınan örneklerin ıslak ve kuru formunun 

mekaniksel özellikleri tek yönlü yükleme hücresine sahip bir mekanik test cihazı 

kullanılarak incelendi. Kuru formda nano/mikro lifsi PCL tüp, kuru formda 

Elastin/Kollajen/PCL tüp, ıslak formada Elastin/Kollajen/PCL tüp, kuru formda 

GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tüp, ıslak formda GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL tüp ve kontrol grubu olarak insan göbek bağı arteri (iGBA) tek 

yönlü çekme testine tabi tutuldu. Sonuçlar USB ara yüzü üzerinden bilgisayara aktarılıp 

bir yazılım (Trapezium X, Shimadzu) yardımı ile iĢlendi. 

 

3.2.13 DDKbH’lerin ve DEbH’lerin Elastin/Kollajen/PCL çok katlı tübüler iskelesi 

üzerine ekimi (statik çalıĢmalar) 

 

Tarif edilen biçimde hazırlanan ve önceden steril edilen Elastin/Kollajen/PCL’dan 

mamul 3B-DMDG üzerine/içine DDKbH’ler (1x10
6
 hücre/ml) ve DEbH’ler (1x10

6
 

hücre/ml) ayrı ayrı olacak Ģekilde ekilerek %5 CO2, %95 hava ve %90 bağıl nem içeren 

37ºC sıcaklığa ayarlı bir inkübatörde kültüre alındı. Farklı zaman noktalarında tesbit 

edilen DEbH’lerin etkileĢtirildiği 3B-DMDG’ne ve DDKbH’lerin etkileĢtirildiği 3B-

DMDG’ne ait örnekler taramalı elektron mikroskobu yardımı ile görüntülendi. 
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3.2.14 Gerçek zamanlı akıĢ-basınç ölçümlü perfüzyon biyoreaktör sistemin 

kurulması ve damar hücre hatlarının 3B-DMDG’ne ekimi (dinamik 

çalıĢmalar) 

 

Peristaltik tarafından oluĢturulan iç-dıĢ akıĢ ve basınç, sisteme seri olarak bağlanan akıĢ 

ölçerler ve basınç transdüserleri tarafından takip edildi. OluĢan sinyaller USB ara yüze 

sahip 8 kanallı veri kayıt cihazları ile bilgisayara gönderilip bir yazılım üzerinden 

gerçek zamanlı olarak akıĢ (ml/dakika) ve basınç (mmHg) kayıt altına alındı. 

Biyoreaktör sisteminde perfüzyon hücresi, besi yeri kabı ve ölçüm cihazları birbirlerine 

2 mm iç çaplı silikon hortum sistemi ile bağlanmıĢtır.  

 

Biyoreaktör sisteminin steril koĢullarda kurulumunu takiben hazırlanan 3B-DMDG’ne 

hücre ekimi çalıĢmalarına geçildi. Steril edilen 3B-DMDG perfüzyon ünitesine teflon 

iplikler aracılığı ile sıkıca bağlandı. Bu iĢlemin ardından iskele bağlı perfüzyon ünitesi 

UV ıĢık altında tekrar steril edildi (25-30 dakika). 3B-DMDG’nin medya-adventisya 

tabakasına statik olarak DDKbH’leri ekilerek (5x10
3
 hücre/mm

3
) perfüzyon ünitesi 

kapatıldı. Peristaltik pompa ve cihazlar dıĢında kalan tüm parçalar %5 CO2, %95 hava 

ve %90 bağıl nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatöre alındı ve hücrelerin yapıya 

tutunmaları için 2-4 saat aralığında beklendi. Süre sonunda dıĢ akıĢ hızı 400 µL/dakika 

olacak Ģekilde peristaltik pompa çalıĢtırıldı. Perfüzyon ünitesinin dıĢ kısmından 

DDKbH’lerin besi yeri geçirilirken lümen kısmından ise DEbH’lerin besi yeri geçirildi. 

YaklaĢık 10 gün süre ile sistem bu Ģekilde çalıĢtırıldı. Hız 7-10. günler arasında 1,0 

ml/dakika olacak Ģekilde tekrar değiĢtirildi. 10. günün sonunda DEbH’ler (6x10
6
 hücre) 

dinamik olarak akıĢta 3B-DMDG’ne ekildi. Bunun için iç akıĢ hızı 400 µL/dakika 

olacak Ģekilde peristaltik pompa programlandı. YaklaĢık 5 gün daha sistem bu Ģekilde 

çalıĢtırıldıktan sonra hız gradientli olarak artırıldı ve akıĢ-basınç değerleri gerçek 

zamanlı (6 gün boyunca) olarak kayıt altına alındı. 21. gününün sonunda 3B-DMDG 

perfüzyon sisteminden çıkartılarak %2,5’lik gluteraldehit (PBS içinde hazırlanan) içinde 

tesbit edildi. Daha sonra alkol serilerinden geçirilen örnekler taramalı elektron 

mikroskobu ile fotoğraflandı. 
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3.2.15 Ġmmün/histokimya çalıĢmaları (statik ve dinamik çalıĢmalar) 

 

%2,5’luk gluteraldehit çözeltisi ile en az 2 gün süre ile tesbit edilen Statik-3 Boyut ve 

Dinamik-3 Boyut örnekleri kriyo tamponu (potasyum hidrojen fosfat, sakkaroz ve su) 

ile 2 kez 10 dakika yıkandı. Yıkama iĢleminin ardından örnekler 0,2 M potasyum fosfat 

stok çözeltisi içeren kaplara alınarak 15-20 dakika süre ile bekletildi. Süre sonunda 

alınan örnekler doku dondurma çözeltisi ile kaplanıp yaklaĢık 15 dakika süre bu çözelti 

içerisinde tutuldu. Doku dondurma çözeltisinin donması ile birlikte 5-8 µm kalındığında 

kesitler kriyo-mikrotom cihazı ile alındı.  

 

Alınan kesitler öncelikle bidestile su ile yıkandı, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile 

muamele edildikten sonra bidestile su ile tekrar yıkanıp 5 dakika ultra V blok ile inkübe 

edilip, DDKbH’ler ekilmiĢ örnekler %1’lik FBS içeren PBS ile 1:50 oranında 

seyreltilerek hazırlanmıĢ birincil antikorla (fare anti-insan αSMA, CALP, CADH, 

CADL ve MY-HC), DEbH’ler ekilmiĢ örnekler %1’lik FBS içeren PBS ile 1:50 

oranında seyreltilerek hazırlanmıĢ diğer birincil antikorla (fare anti-insan CD31, CD34, 

CD144, Tie-2, vWF, Flk-1) ve iAMKH’ler ekilmiĢ örnekler ise bu iki hücre hattı için 

seçilmiĢ birincil antikorlar ile oda sıcaklığında 60-120 dakika süreyle etkileĢtirildi. 

Bidestile su ile yıkama sonrası, 10 dakika ikincil antikor (keçi anti-fare) ile inkübe 

edilen örnekler tekrar suyla yıkanıp streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karıĢımı ile 5-20 dakika 

kadar inkübe edilmiĢ olan hücreler yıkandı. Histokimya çalıĢmaları için örnekler 

bidestile su ile yıkandıktan sonra Mayer hematoksilin çözeltisi ile 8 dakika boyandı. 

Süre sonunda kesitler önce bidestile su ile daha sonra %95’lik etanol ile 10 dakika 

yıkandı. Daha sonra Eozin-Pholxine B çözeltisi ile 30-60 saniye karĢıt boyama yapıldı. 

Boyamanın ardından kesitler %95’lik etanol ile yıkanıp havada kurutulmuĢ ve ıĢık 

mikroskobu altında görüntülenip fotoğraflandı.  
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4. BULGULAR 

 

4.1 iAMKH’lerin Kültürü 

 

Hücrelerin -86°C’dan alınıp çözüldükten yaklaĢık 24 saat sonra tutunup yayılmaya 

baĢladıkları gözlendi. 10. günün sonunda yaklaĢık %80 bolluğa ulaĢan hücreler 

pasajlanarak alt kültürlere geçildi. Hücre morfolojisi inversiyon mikroskobu altında 

düzenli olarak takip edildi (ġekil 4.1). 

 

4.1.1 Akım sitometri sonuçları 

 

Adipoz dokudan izole edilerek çoğaltılan ve yapıĢan hücrelerin yüzey antijen paneli 

çizelge 4.1’de verilmiĢtir. Uluslararası Hücresel Terapi Derneği’nin Mezenkimal ve 

Doku Kök Hücre Komitesi’nin “mezenkimal kök hücreler” için belirlemiĢ olduğu CD 

kriterlerine göre CD73, CD90, CD105 pozitif olurken, hematopoietik hücre hattı 

belirteçlerinden c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79 ve (HLA)-DR 

antijenleri negatif olmalıdır. 

 

Çizelge 4.1 incelendiğinde hücrelerin CD73 (%91,9), CD90 (%98,4), CD105 (%96)‟in 

yanı sıra, CD29 (%95,4), HLA-ABC (%89,9), CD166 (%91,2) ve CD44 (%98,3)‟ü 

yüksek düzeyde ifade ettiği görülmektedir. Diğer yandan, CD34 (%5,9), CD45 (%5,6), 

HLA-DR (%4,9), CD133 (%2,6), CD3 (%3,0), CD31 (4,0) ve CD146 (%6,0) ise bu 

hücreler tarafından ihmal edilebilecek düzeyde ifade edilmektedir. 
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Çizelge 4.1 iAMKH’lerin yüzey antijen paneli ve elde edilen bulgular 

Antijen Sonuç Oran (-/+) 

CD29-FITC %95.4 Pozitif 

CD90-PE %98.4 Pozitif 

CD73-PE %91.9 Pozitif 

CD34-FITC %5.9 Negatif 

HLA_ABC-PE %89.9 Pozitif 

HLA_DR-FITC %4.9 Negatif 

CD166-PE %91.2 Pozitif 

CD105-PE %96 Pozitif 

CD133-PE %2.6 Negatif 

CD3-FITC %3 Negatif 

CD31-FITC %4 Negatif 

CD146-PE %6 Negatif 

CD45-PE %5.6 Negatif 

CD44-PE %98.3 Pozitif 

 

4.2 iGBADKH’nin ve iĠMADKH’nin Ġzolasyonu ve Kültürü 

 

Kültüre alınan iGBADKH’lerinin eksplanttan doku kültür kabına doğru 7. günün 

sonunda göçe baĢladığı ve 14. günün sonuna doğru ise %90 bolluğa ulaĢtığı gözlendi. 

iGBADKH’lerinin fibroblastik iğsi morfolojileri inversiyon mikroskobu yardımı ile 

görüntülenip fotoğraflandı (ġekil 4.1). Benzer Ģekilde iĠMADKH’lerinin eksplanttan 

doku kültür kabına doğru göç etmesi ve doluluk noktasına gelmesi inversiyon 

mikroskobu yardımı ile görüntülenip fotoğraflandı (ġekil 4.1). 

 

 

 

 



58 
 

  

 

ġekil 4.1 Ġzolasyonlar sonrası kültürlerin inversiyon mikroskobu görüntüleri (Boyut 

çubukları 100 µm) 

 
A. Adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücreler, B. Göbek bağından izole edilen ve eksplanttan çoğalan 

damar düz kas hücreleri, C. Ġç meme arteri eksplant parçasından çoğalan düz kas hücreleri 

 

4.3 iAMKH’lerin DDKbH’lere FarklılaĢması 

 

ÇalıĢmalarda iki farklı pozitif kontrol (PK) kullanıldı. Bu iki farklı düz kas hücresi ve 

iAMKH’lerden DDKbH’lere farklılaĢan hücrelerin fibroblastik morfolojileri inversiyon 

mikroskobu yardımı ile görüntülenip fotoğraflandı (ġekil 4.2). ġekil 4.2’de görüldüğü 

üzere DDKbH’ler iğsi morfolojik özellikleriyle PK olarak kullanılan arter düz kas 

hücrelerine benzerlik göstermektedir. 

 

ġekil 4.4-4.5 ve Ģekil 4.7-4.8 incelediğinde en iyi indükleme kombinasyonunun 

TGFβ1/BMP4 olduğu görülmektedir. 7 gün boyunca yapılan indüksiyonda αSMA, 

CALP ve CADH gibi düz kas hücresine özel proteinlerin ifadesinde NK’e göre bariz bir 

artıĢın olduğu, 14. günün sonunda ise ifadelerin artarak devam ettiği görülmüĢtür. 

Bunun aksine yine düz kas hücresine özgü bir belirteç olan MY-HC ifadesinde ise çok 

A 

C 

B 



59 
 

net bir değiĢim görülmemiĢtir. Bunun sebebinin ise MY-HC’nin geç dönem bir düz kas 

hücresi iĢaretçisi olması ve statik koĢullarda ifade edilememesi olarak düĢünülmektedir. 

Bu sonuçlara ilave olarak CADH’un düz kas hücresi olmayan hücrelerde (NK’de) düz 

kas hücresi olan hücrelere göre ifadesinin daha yüksek olduğu görülmektedir. 

DDKbH’lerin ifade ettiği iĢaretçilerin PK olarak kullanılan iĠMADKH’lerine benzer 

özellikler gösterdiği ġekil 4.3 ve ġekil 4.6’de görülmektedir.  

 

 

  

ġekil 4.2 Damar düz kas hücresi kültürlerinin inversiyon mikroskobu görüntüleri (Boyut 

çubukları 100 µm) 

 
A. iGBADKH, B. iĠMADKH, C. iAMKH’sinden farklılaĢan DDKbH’ler 

A 

B C 
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ġekil 4.3 7 gün boyunca kültüre edilen hücrelerin insana karĢı farede üretilen αSMA, 

MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorları ile boyanmasının ıĢık 

mikroskobu görüntüsü (Boyut çubukları 25 µm) 

 

 

7. Gün Sonuçları (A) 

 NK (iAMKH) PK (iĠMADKH) PK (iGBADKH) 
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ġekil 4.4 7 gün boyunca büyüme faktörleri ile muamele edilen hücrelerin insana karĢı 

farede üretilen αSMA, MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorları 

ile boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü (Boyut çubukları 25 µm) 
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ġekil 4.5 7 gün boyunca büyüme faktörleri ve/veya kemokinle muamale edilen 

hücrelerin insana karĢı farede üretilen αSMA, MY-HC, CALP, CADL ve 

CADH birincil antikorları ile boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü 

(Boyut çubukları 25 µm) 
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ġekil 4.6 14 gün boyunca kültüre edilen hücrelerin insana karĢı farede üretilen αSMA, 

MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorları ile boyanmasının ıĢık 

mikroskobu görüntüsü (Boyut çubukları 25 µm) 
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ġekil 4.7 14 gün boyunca büyüme faktörleri ile muamale edilen hücrelerin insana karĢı 

farede üretilen αSMA, MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorları 

ile boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü (Boyut çubukları 25 µm) 
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ġekil 4.8 14 gün boyunca büyüme faktörleri ve/veya kemokinle muamele edilen 

hücrelerin insana karĢı farede üretilen αSMA, MY-HC, CALP, CADL ve 

CADH birincil antikorları ile boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü 

(Boyut çubukları 25 µm) 
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4.4 iAMKH’lerin DEbH’lere FarklılaĢması 

 

iAMKH’lerinin iğsi yapısı ve endotel hücrelerin (iĠMAEH’leri ve DEbH’ler) 

morfolojileri inversiyon mikroskobu yardımı ile görüntülenip fotoğraflandı (ġekil 4.9). 

ġekil 4.9’de görüldüğü gibi iç meme arterinden izole edilen endotel hücreler “parke-

taĢı” morfolojisine sahipken 50 ng/ml VEGF içeren EGM-2 Bullet Kit etkisiyle endotel 

hücre benzeri hücrelere farklılaĢan iAMKH’leri birkaç pasajın ardından literatürde 

sıklıkla rastlanılan uzun ince ikincil yapılarına dönüĢmektedir. ġekil 4.10 incelendiğinde 

iAMKH’lerin EGM-2 Bullet Kit ile kültüre edilmesiyle CD31, CD34, CD144, vWF, 

Tie-2 ve Flk-1 gibi endotel iĢaretçilerin ifadelerinde artıĢın oluĢtuğu görülmektedir. 

 

 

  

ġekil 4.9 Ġzolasyon ve indüksiyon sonrası kültürlerin inversiyon mikroskobu görüntüleri 

(Boyut çubukları 100 µm) 

 

A. Adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücreler (NK), B. Ġç meme arterinden izole edilen ve eksplanttan 

çoğalan damar endotel hücreleri, C. iAMKH’lerden EGM-2 Bullet Kit kullanılarak farklılaĢtırılan damar 

endotel benzeri hücreler 

 

 

A 

B C 
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ġekil 4.10 7 gün boyunca farklı oranlarda VEGF içeren EGM-2 Bullet Kit ile kültüre 

edilen hücrelerin insana karĢı farede üretilen CD31, CD34, CD144, Tie-2, 

vWF ve Flk-1 birincil antikorları ile boyanmasının ıĢık mikroskobu 

görüntüsü (Boyut çubukları 25 µm) 

7. Gün Sonuçları 

 NK (iAMKH) DEbH (2 ng/ml VEGF) DEbH (50 ng/ml VEGF) 
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ġekil 4.11 14 gün boyunca farklı oranlarda VEGF içeren EGM-2 Bullet Kit ile kültüre 

edilen hücrelerin insana karĢı farede üretilen CD31, CD34, CD144, Tie-2, 

vWF ve Flk-1 birincil antikorları ile boyanmasının ıĢık mikroskobu 

görüntüsü (Boyut çubukları 25 µm) 
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Özellikle 50 ng/ml VEGF kullanılmasıyla özellikle 7. günde CD31 ve CD34 gibi 

önemli endotel içaritçlerinde artıĢın daha yüksek olduğu belirlendi. 7. ve 14. günler 

kıyaslandığında 14. günde ifadenin 7. güne göre biraz daha ileri safhalarda olduğu tespit 

edildi (ġekil 4.10-4.11). 

 

4.5 FarklılaĢmanın Hücre Morfolojisi Üzerine Etkisi 

 

ġekil 4.13-4.14 incelendiğinde, iAMKH’lerin TGFβ1/BMP4 etkisiyle DDKbH’lere 

farklılaĢması sırasında mevcut fibroblastik morfolojileri değiĢerek DDKbH’ler için PK 

olarak seçilen iĠMADKH’lerine benzer Ģekilde tepe-vadi morfolojisi aldıkları gözlenmiĢ 

olup benzer Ģekilde 50ng/ml rh-VEGF içeren EGM-2 Bullet Kit ile etkileĢtirilen 

iAMKH’lerin ise DEbH’ler için PK olarak seçilen iĠMAEH’lerin ilk pasajlarda parke-

taĢı morfolojisine (ġekil 4.12) sahip iken daha sonra kullanılan besi yerinin etkisiyle 

morfolojisini değiĢtiren ikincil iğsi yapıya (ġekil 4.12) çevirdiği tespit edilmiĢtir. 

 

  

ġekil 4.12 Ġnsan iç meme arterinden izole edilen endotel hücrelerin inversiyon 

mikroskobu görüntüleri (40 kat büyütmede) 

 

A. Pasaj 1, parke-taĢı morfolojisi, B. Pasaj 3 iğsi ikincil yapıları. 

 

 

 

A B 
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ġekil 4.13 Farklı hücre tiplerinin inversiyon mikroskobu görüntüleri (10X) 

 

A. iAMKH’leri, B. TGFβ1/BMP4 etkisiyle farklılaĢmıĢ DDKbH’ler, C. Ġnsan iç meme arterinden izole 

edilen damar düz kas hücreleri, D. 50 ng/ml rh-VEGF içeren EGM-2 Bullet Kit etksiyle farklılaĢmıĢ 

DEbH’ler, E. Ġnsan iç meme arterinden izole edilen damar endotel hücreleri 

 

 

 

 

 

 

A 

D E 

B C 

D E 
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ġekil 4.14 Farklı hücre tiplerinin inversiyon mikroskobu görüntüleri (20X) 

 

A. iAMKH’leri, B. TGFβ1/BMP4 etkisiyle farklılaĢmıĢ DDKbH’ler, C. Ġnsan iç meme arterinden izole 

edilen damar düz kas hücreleri, D. 50 ng/ml rh-VEGF içeren EGM-2 Bullet Kit etksiyle farklılaĢmıĢ 

DEbH’ler, E. Ġnsan iç meme arterinden izole edilen damar endotel hücreleri 

 

 

 

 

 

 

A 

C 

D E 

B C 

D E 
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4.6 Elektro-eğirme ĠĢlemi 

 

Elektro-eğirme sisteminin tüm parametreleri çalıĢıldı ve sistem PCL için optimize 

edildi. Prosesde uygulanan gerilimın etkisinin lif oluĢumunda temel etkenlerden biri 

olduğu saptandı. Polimer deriĢimi sabit tutulduğunda belirli gerilim değerlerine kadar lif 

oluĢumu gözlenmezken uygun gerilim eĢiği aĢıldığında ise rastgele yönlenmiĢ 

nano/mikro mertebede liflerin örgüsel olmayan bir ağ yapısı meydana getirerek 

toplayıcı plaka üzerinde biriktiği görüldü. Gerilim ile lif oluĢumu arasındaki iliĢki ġekil 

4.15’de verilmiĢtir. ġekilde de görüldüğü üzere 5 kV’a kadar lif oluĢumu gözlenmezken 

bu eĢik değer aĢıldığında artan oranlarda lif oluĢumu gözlendi ve optimal değerinde 28 

kV olduğu belirlendi. 

 

 

ġekil 4.15 Uygulanan gerilimin PCL nano/mikro lif oluĢumuna etkisi [(%10’luk (m/v) 

PCL ile)] 

 

DüĢük gerilim değerlerinde lif oluĢumu gözlenmezken gerilim yükseldikçe enjektör 

ucunda damla Ģeklinde birikmiĢ polimer eriğinin küre yapısının bozularak elips Ģeklini 

almaya baĢladığı ve daha yüksek gerilimlere çıkıldıkça bu yapının sivrilerek doğrusal 

tek bir çizgi haline geldiği gözlendi. Bu gözlemlere ilave olarak lifsi yapının oluĢup 

oluĢmadığı pozitif kutup çevresinde biriken örgüsel ağlardan da anlaĢılabilir olduğu 

görüldü. 
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Uygun boyutlarda lif elde etmek için diğer önemli parametre olan enjektör pompasının 

hızının optimizasyonu çalıĢmaları da gerçekleĢtirildi. ġekil 4.16’da farklı pompa 

hızlarının lif oluĢumu üzerine etkisi verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.16 Enjeksiyon hızının nano/mikro lif oluĢumuna etkisi [(28 kV ve %10’luk m/v) 

PCL Ģartlarında)] 

 

PCL için en uygun enjeksiyon hızının yaklaĢık olarak 10 µl/dakika olduğu yapılan 

çalıĢmalar sonucunda tespit edildi. DüĢük hızlarda polimer çözeltisinden lif elde 

edilmiĢ, yüksek hızlara çıkıldığında ise lif oluĢum yüzdesinin düĢtüğü ve boncuk 

Ģeklinde yapıların oluĢtuğu görüldü. 26G uçla optimal sonuçlar elde edildi. Ayrıca daha 

iyi lif elde edebilmek için enjektör iğne ucu törpülenerek düz hale getirilmiĢtir. Enjektör 

iğnesi iç çapının nano/mikro lif oluĢum üzerine etkisi ġekil 4.17’de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.17 Enjektör iğnesi iç çapının PCL nano/mikro lif oluĢum yüzdesine olan etkisi 

[(28 kV ve %10’lik (m/v) PCL Ģartlarında)] 

 

 

 

ġekil 4.18 PCL deriĢiminin elektroeğirme iĢleminde nanolif oluĢumuna etkisi (28 

kV’da) 
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PCL, diklorometan/metanol (7:3) (v/v) içinde %10 (m/v) olacak Ģekilde kolaylıkla 

çözüldü. Elektro-eğirme verimini artırmak için sisteme %0,6 NaCl ilavesi 

gerçekleĢtirildi. Tuz ilavesi çözeltinin iletkenliğini artırarak uygulanan gerilimin 

etkinliğini arttırmıĢtır. ġekil 4.18 incelendiğinde düĢük deriĢimler de lif oluĢumu 

görçekleĢmezken, “boncuk” Ģeklinde yapıların olduğu belirlendi. Polimer deriĢimi 

yükseldikçe ise daha düzgün yapıda tabakalar elde edildi. Elektro-eğrilmiĢ PCL 

liflerinin 400-600 nm aralığında değiĢtiği elektron mikroskobu görüntüleri ile belirlendi 

(ġekil 4.19).  

 

  

  

 

ġekil 4.19 Elektroeğirme tekniğiyle elde edilen ve değiĢken lif çaplarına sahip 

tabakaların taramalı elektron mikroskobu görüntüleri 

 

A. PCL nano/mikro lif tabaka, B. Tübüler yapıda iskele 

 

Optimize edilen Ģartlar altında oluĢturulan PCL nano/mikro lif iskelelerde lifler birbirini 

rastgele doğrultularda kesmekte ve üst üste birikerek birbirleriyle irtibat halinde 

gözenekli üç boyutlu iskeleler meydana getirmekte olduğu görülmektedir (ġekil 4.19). 

A 

B 



76 
 

4.7 Çok Katlı Hibrit Damar Doku Mühendisliği Ġskelesinin Hazırlanması 

 

Tarif edildiği Ģekilde FDA onaylı PCL polimeri optimize çözücü sisteminde çözülmüĢ 

ve elektro-eğirme tekniğinden yararlanılarak nano/mikro ölçekte liflere sahip 2 mm iç 

çapında tübüler formda endotel hücrelerin tutunmasına ve çoğalmasına olanak sağlayan 

ve intima tabakasını taklit eden yapı elde edildi (ġekil 4.19). Hazırlanan bu öncül iskele 

daha sonra kalıba alınarak dıĢ kısmına gözenek oluĢturucu madde olarak sodyum 

bikarbonat içeren elastin/kollajen hidrojeli dökülmüĢ ve dondurucu içine alındı. Bu 

iĢlemleri takiben liyofilizasyon ve yıkama basamakları takip edildi ve düz kas hücreleri 

için medya ve adventisya tabakaları inĢa edilmiĢ oldu. Hazırlanan elastin/kollajen 

süngerimsi iskelenin 50-150 µm arasında biribiri ile bağlantılı kanalları içerdiği elektron 

mikroskobu ile belirlendi (ġekil 4.20).  

 

  

  

ġekil 4.20 Hazırlanan iskelelerin elektron mikroskobu görüntüleri 

 

A. Elastin/Kollajen makro/mikro gözenekli süngerimsi iskele, B. Elastin/Kollajen/PCL çok katlı tübüler 

iskele 

A 

B 



77 
 

ġekil 4.20 incelediğinde makro/mikro gözenekliliğe sahip medya ve adventisya 

tabakaları ve nano/mikro liflerden mamul lümen kısmı açık bir Ģekilde görülmektedir. 

Makro/mikro gözenekli süngerimsi dıĢ kabuk aynı zamanda birbiri ile bağlantılı iç 

kanalara sahiptir. 

 

4.8 Hücrelerin Proliferasyon Kapasitesinin Belirlenmesi 

 

MTT testi ile hücrelerin doku kültür kabında ve üretilen iskeleler üzerindeki canlılık ve 

çoğalma düzeyleri belirlendi. ġekil 4.21 incelendiğinde DDKbH’lerin diğer hücre 

tiplerine göre doku kültür kabı yüzeyinde daha yüksek oranda canlılık ve çoğalma 

gösterdiği görülmektedir. Ayrıca DDKbH’ler doku kültür kabında süngerimsi iskeleye 

göre daha yüksek canlılık göstermektedir. DEbH’ler ise DDKbH’ler gibi doku kültür 

kabına daha çok tutunup çoğaldığı görülmektedir. Ġnversiyon mikroskobu görüntüleri 

Ģekil 4.22-4.23 ve Ģekil 4.24’de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.21 Hücre canlılığının grafiksel gösterimi. iAMKH’lerinin doku kültür kabında 

(DKK), DEbH’lerin DDK, DDKbH’lerin DKK, DEbH’lerin PCL Nanolif 

üzerinde ve DDKbH’lerin süngerimsi iskele içerinde 1, 3, 7 ve 14 gün 

boyunca çoğalması 
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ġekil 4.22 DKK çoğalan iAMKH’lerin MTT boyamalarının inversiyon mikroskobu 

görüntüleri (1, 3, 7 ve 14. günler) 
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ġekil 4.23 DKK ve nano lif üzerinde çoğalan DEbH’lerin MTT boyamalarının 

inversiyon mikroskobu görüntüleri (1, 3, 7 ve 14. günler) 
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ġekil 4.24 DKK ve süngerimsi iskele içerisinde çoğalan DDKbH’lerin MTT 

boyamalarının inversiyon mikroskobu görüntüleri (1, 3, 7 ve 14. günler) 

 

4.9 DEbH’lerin Nano/Mikro Lifsi PCL Tabaka Üzerine Ekimi 

 

3B-DMDG’nin intima bölgesini oluĢturan nano/mikro lifsi yapıya sahip PCL tabakalar 

üzerine DEbH’ler ekildi ve örnekler 3. günde ve 14. günde (ġekil 4.25) tesbit edilerek 

taramalı elektron mikroskobu ile hücre adezyonu ve yayılması görüntülendi. ġekil 4’de 

de görüldüğü üzere birinci zaman noktasında tutunan DEbH’ler 14. günün sonuna doğru 

lifsi yapıya tamamıyla entegre olarak yüzeyi kapatmıĢtır. 

DDKbH (DKK ve Sünger Ġçerisinde) 

   

1
g
 

   

3
g
 

   

7
g
 

   

1
4
g
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ġekil 4.25 DEbH’ler ekilmiĢ PCL tabakaların taramalı elektron mikroskobu görüntüleri 

 

 A., C., E. 3. günler, B., D., F. 14. günler 

 

 

 

 

 

 

 

3. gün A 

14. gün 

3. gün 

14. gün 

3. gün 

14. gün 

C 

B 

E 

D 

F 
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4.10 DDKbH’lerin Gözenekli Kollajen/Elastin Süngerimsi Ġskele Üzerine Ekimi 

 

3B-DMDG’nin medya ve adventisya tabakalarını oluĢturan çapraz bağlı kollajen/elastin 

süngerimsi yapıya ekilen DDKbH’lerinin 3. gün ve 14. günde (ġekil 4.26) iskele 

üzerine/içine olan göçü, tutunması ve yayılması taramalı elektron mikroskobu ile 

görüntülendi. 3. günde iskele yüzeyinin neredeyse tamamını örtmeyi baĢaran 

DDKbH’lerin 14. güne gelindiğinde iskelenin her yönüne hareket ederek yüzeyi 

tamamen kapattığı Ģekil 4.26’da görülmektedir. 

 

  

  

ġekil 4.26 DDKbH’ler ekilmiĢ çapraz elastin/kollajen süngerimsi iskelelerin elektron 

mikroskobu görüntüleri 

 

 A., C. 3. günler, B., D. 14. günler 

 

 

 

 

 

A B 

C D 

3. gün 

3. gün 

14. gün 

14. gün 
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4.11 GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL Çok Katlı Tübüler Ġskele Üretimi 

 

Elastin/Kollajen/PCL çok katlı hibrit tübüler yapıdaki iskelenin mekanik özelliklerini 

arttırmak için PGLA sutür (mavi) ile iskelenin çevresi belirli bir simetride örüldü. 

Tübüler iskele çevresindeki örgünün makroskobik görüntüsü Ģekil 4.27’de verilmiĢtir. 

ġekil 4.27’de mavi renkte görülen sutür yapıya entegredir ve iskele üretim aĢamasında 

olumsuz bir etki göstermemiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.27 GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL çok katlı tübüler iskelesi 

 

Siyah oklar PGLA stürünü iĢaret etmektedir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 
 

4.12 Ġskelelerin Biyomekaniksel Özelliklerinin Ġncelenmesi 

 

Hazırlanan iskelelerin biyomekaniksel özellikleri tek yönlü çekme testi uygulayan bir 

mekanik test cihazı ile belirlendi. Nano/mikro lifsi yapıya sahip PCL tübün (n=3) 

ortalama 18226,9 ± 2642,3 kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit edildi. ġekil 4.28 

incelendiğinde ise maksimum gerilimin yaklaĢık 22000 kPa olduğu görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.28 Nano/mikro lifsi PCL tübe ait Gerilim (kPa) / Yüzde Uzama eğrileri (n=3) 

 

Ġlave olarak çizelge 4.2’de görüldüğü üzere bu iskelenin ortalama 167,1 ± 29,8’lik bir 

uzama yüzdesine sahip olduğu bulundu. 

 

Çizelge 4.2 Nano/mikro lifsi yapıya sahip PCL tübe ait veriler (n=3) 

 
 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

PCL Tüp (1) 21235,8 22,8 152,2 

PCL Tüp (2) 17160,8 30,2 201,4 

PCL Tüp (3) 16284,2 22,1 147,6 

Ortalama 18226,9 25,1 167,1 

Standart Sapma ±2642,3 ±4,4 ±29,8 
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Ġskele üretim aĢamasının diğer bir evresinde elde edilen Elastin/Kollajen/PCL tübün 

hem kuru formunun hem de ıslak formunun biyomekaniksel özellikleri belirlendi. Kuru 

formdaki Elastin/Kollajen/PCL tübün (n=3) ortalama 274,8 ± 84,2 kPa’lık bir gerilime 

dayandığı tespit edildi. ġekil 4.29 incelendiğinde ise maksimum gerilimin yaklaĢık 370 

kPa olduğu görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.29 Kuru formda Elastin/Kollajen/PCL tübe ait Gerilim (kPa) / Yüzde Uzama 

eğrileri (n=3) 

 

Ġlave olarak çizelge 4.3’de görüldüğü üzere bu iskelenin ortalama 78,2 ± 3,1’lik bir 

uzama yüzdesine sahip olduğu bulundu. 

 

Çizelge 4.3 Kuru formda Elastin/Kollajen/PCL tübe ait veriler (n=3) 

 
 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (1) 260,2 11,3 75,4 

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (2) 365,4 10,6 81,6 

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (3) 198,8 11,6 77,7 

Ortalama 274,8 11,1 78,2 

Standart Sapma ±84,2 ±0,5 ±3,1 
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Benzer Ģekilde hazırlanan Elastin/Kollajen/PCL tüp tam besi yeri içinde %5 CO2, %95 

hava ve %90 bağıl nem içeren 37ºC sıcaklığa ayarlı inkübatörde 48 saat bekletildi. 

Ġnkübasyon süresinin ardından alınan iskeleler ıslak formda mekanik test cihazının yük 

hücrelerine tutturularak çekme testi yapıldı. Islak formdaki Elastin/Kollajen/PCL tübün 

(n=3) ortalama 90,9 ± 2,1 kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit edildi. ġekil 4.30 

incelendiğinde ise maksimum gerilimin yaklaĢık 93 kPa olduğu görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.30 Islak formda Elastin/Kollajen/PCL tübe ait Gerilim (kPa) / Yüzde Uzama 

eğrileri (n=3) 

 

Ġlave olarak çizelge 4.4’de görüldüğü üzere bu iskelenin ortalama 135,1 ± 65,9’luk bir 

uzama yüzdesine sahip olduğu bulundu. 

 

Çizelge 4.4 Islak formda Elastin/Kollajen/PCL tübe ait veriler (n=3) 
 

 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (1) 92,5 12,1 80,7 

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (2) 88,6 31,2 208,4 

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (3) 91,6 17,4 109,5 

Ortalama 90,9 20,2 135,1 

Standart Sapma ±2,1 ±9,8 ±65,9 
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GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübün benzer Ģekilde kuru ve ıslak formunun 

mekanik özellikleri belirlendi. Kuru formda GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübün 

(n=3) ortalama 1086,4 ± 89,7 kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit edildi. ġekil 4.31 

incelendiğinde ise maksimum gerilimin yaklaĢık 1185 kPa olduğu görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.31 Kuru formda GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübe ait Gerilim (kPa) / 

Yüzde Uzama eğrileri (n=3) 

 

Ġlave olarak çizelge 4.5’de görüldüğü üzere bu iskelenin ortalama 82,9 ± 15,8’lik bir 

uzama yüzdesine sahip olduğu bulunmuĢtur. 

 

Çizelge 4.5 Kuru formda GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübe ait veriler (n=3) 

 
 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (1) 
1008,4 8,1 67,3 

GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (2) 
1066,3 11,8 98,9 

GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (3) 
1184,5 9,9 82,5 

Ortalama 1086,4 9,9 82,9 

Standart Sapma ±89,7 ±1,8 ±15,8 
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Islak formda GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübün (n=3) ortalama 672,3 ± 154,5 

kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit edildi. ġekil 4.32 incelendiğinde ise maksimum 

gerilimin yaklaĢık 789 kPa olduğu görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.32 Islak formda GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübe ait Gerilim (kPa) / 

Yüzde Uzama eğrileri (n=3) 

 

Ġlave olarak çizelge 4.6’da görüldüğü üzere bu iskelenin ortalama 147,9 ± 27,1’lik bir 

uzama yüzdesine sahip olduğu bulundu. 

 

Çizelge 4.6 Islak formda GüçlendirilmiĢ-Elastin/Kollajen/PCL tübe ait veriler (n=3) 

 
 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (1) 
730,8 17,1 171,9 

GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (2) 
789,1 9,4 118,5 

GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL Tüp (3) 
497,1 15,3 153,5 

Ortalama 672,3 14,0 147,9 

Standart Sapma ±154,5 ±4,0 ±27,1 
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iGBA (ġekil 4.34) biyomekaniksel test çalıĢmalarında kontrol grubu olarak seçildi. 

Islak formda iGBA (n=3) ortalama 132,0 ± 39,4 kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit 

edilmiĢtir. ġekil 4.33 incelendiğinde ise maksimum gerilimin yaklaĢık 178 kPa olduğu 

görülmektedir. 

 

 
 

ġekil 4.33 iGBA’ne ait Gerilim (kPa) / Yüzde Uzama eğrileri (n=3) 

 

Ġlave olarak çizelge 4.7’de görüldüğü üzere bu iskelenin ortalama 84,7 ± 29,4’lük bir 

uzama yüzdesine sahip olduğu bulundu. 

 

Çizelge 4.7 iGBA’ne ait veriler (n=3) 

 
 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

iGBA (1) 177,5 10,0 52,6 

iGBA (2) 107,3 17,2 90,7 

iGBA (3) 111,1 18,8 110,6 

Ortalama 132,0 15,3 84,7 

Standart Sapma ±39,4 ±4,6 ±29,4 
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ġekil 4.34 iGBA’nin makroskobik görüntüsü 

 

Ġlave olarak biyomekanik test sonuçlarının toplu gösterimi çizelge 4.8’de görülmektedir. 

 

Çizelge 4.8 Biyomekanik test sonuçlarının toplu gösterimi 

 Gerilme 

(kPa) 

Uzama 

(mm) 

Yüzde Uzama 

(%) 

iGBA (kontrol) 132,0 ± 39,4 15,3 ± 4,6 84,7 ± 29,4 

PCL Tüp 18226,9 ± 2642,3 25,1 ± 4,4 167,1 ± 29,8 

Elastin/Kollajen/PCL 

Tüp (kuru form) 
274,8 ± 84,2 11,1 ± 0,5 78,2 ± 3,1  

Elastin/Kollajen/PCL 

Tüp (ıslak form) 
90,9 ± 2,1 20,2 ± 9,8 135,1 ± 65,9 

GüçlendirilmiĢ- 

Elastin/Kollajen/PCL 

Tüp (kuru form) 

1086,4 ± 89,7 9,9± 1,8 82,9 ± 15,8 

GüçlendirilmiĢ- 

Elastin/Kollajen/PCL 

Tüp (ıslak form) 

672,3 ± 154,5 14,0 ± 4,0 147,9 ± 27,1 
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4.13 DDKbH’lerin ve DEbH’lerin Elastin/Kollajen/PCL Çok Katlı Tübüler 

Ġskelesi Üzerine Ekimi (Statik ÇalıĢmalar) 

 

Hazırlanan ve önceden steril edilen Elastin/Kollajen/PCL’den üretilen 3B-DMDG’nin 

üzerine/içine ekilen DEbH’lerin 3. günde (ġekil 4.35) iskele yüzeyini kapladığı ve 21. 

günün (ġekil 4.35) sonuna doğru ise tamamen yayılarak tüm iskele yüzeyini örtüğü 

görüldü. Benzer Ģekilde DDKbH’lerin 3. günde (ġekil 4.36) iskele içine/yüzeyine 

tutunmuĢ ve 21. günde (ġekil 4.36) ise iskele etrafında tamamen yayıldığı taramalı 

elektron mikroskobu mikrograftlarında görülmektedir. 

 

  

  

ġekil 4.35 DEbH’ler ekilmiĢ 3B-DMDG’nin elektron mikroskobu görüntüleri 

 

A., C. 3. günler B., D. 21. günler 
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3. gün 
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21. gün 
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ġekil 4.36 DDKbH’ler ekilmiĢ 3B-DMDG’nin elektron mikroskobu görüntüleri 

 

A., C. 3. günler B., D. 21. günler 

 

4.14 Gerçek Zamanlı AkıĢ-Basınç Ölçümlü Perfüzyon Biyoreaktör Sistemin 

Kurulması ve Damar Hücre Hatlarının 3B-DMDG’ne Ekimi (Dinamik 

ÇalıĢmalar)  

 

Kurulan biyoreaktör sisteminde akıĢ-basınç bir peristaltik pompa yardımı ile sağlandı. 

Peristaltik pompanın ilk çıkıĢına seri olarak iç-dıĢ akıĢı ölçebilen akıĢ metreler ayrı ayrı 

bağlandı. AkıĢ metrelere ise doğrudan iç-dıĢ basıncı ölçebilen basınç trandüserleri seri 

olarak ayrı ayrı bağlandı. Peristaltik pompayı, akıĢ metreleri ve basınç transdüserlerini 

içeren Perfüzyon/Sensör Ünitesi Ģekil 4.37’da görülmektedir. 

 

 

 

 

A B 

C D 

3. gün 

3. gün 

21. gün 

21. gün 
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ġekil 4.37 Perfüzyon/Sensör Ünitesine genel bir bakıĢ 

 

AkıĢ metreler ve basınç transdüserlerinden alınan sinyaller akım ve gerilim duyarlı veri 

kayıt cihazları ile bir bilgisayara gönderildi. Veri kayıt cihazlarını ve bilgisayarı içeren 

Veri Kayıt ve ĠĢlem Ünitesi ġekil 4.38’de görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.38 Veri Kayıt ve ĠĢlem Ünitesi 

 

 

 

 

PERFÜZYON/SENSÖR ÜNĠTESĠ 

Peristaltik Pompa 

AkıĢ Ölçerler 

Basınç 

Transdüserleri 

VERĠ KAYIT ve ĠġLEM ÜNĠTESĠ  

Veri Kayıt Cihazları 

Veri ĠĢlem 

Bilgisayarı 
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Peristaltik pompa, rezervuarlarından çektiği besi yerini akıĢ ölçerler ve basınç 

transdüserleri üzerinden doğrudan perfüzyon ünitesine doğru iletmiĢtir. Perfüzyon 

ünitesinin iç ve dıĢ giriĢinden içeri dolan besi yeri teflon iplerler yardımı ile tutturulmuĢ 

3B-DMDG’nin içinden ve dıĢından akarak tekrar ilgili rezervuarlara doğru akmıĢtır. 

Rezervuarları ve perfüzyon hücresini içeren Biyoreaktör Ünitesi ġekil 4.39’de 

verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.39 Biyoreaktör Ünitesi 

 

Dinamik kültürün ilk günlerinde akıĢ, hücrelerin tutunması ve yayılması için düĢük 

hızlarda tutuldu. Bu süre DDKbH’ler için yaklaĢık 10 gün iken, DEbH’ler için ise 5 

gündür. 15. günden itibaren ise akıĢ gradientli olarak artırıldı ve buna bağlı sistemde 

oluĢan basınç gerçek zamanlı olarak kayıt altına alındı. Günlere göre değiĢen akıĢ-

basınç ile ilgili veriler çizelge 4.9-4.10 ve çizelge 4.11’de sunulmuĢtur. 

 

 

 

BĠYOREAKTÖR ÜNĠTESĠ  

Rezervuarlar 

GiriĢ (DıĢ) 

GiriĢ (Ġç) 

ÇıkıĢ (Ġç-DıĢ) 

3B-DMDG 

Silikon 

Hortum 
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Çizelge 4.9 0-2. günler arasında sistemde ölçülen akıĢ (ml/dakika) ve basınç (mmHg) 

değerleri 

 

 

Çizelge 4.10 2-4. günler arasında sistemde ölçülen akıĢ (ml/dakika) ve basınç (mmHg) 

değerleri 

 

 

Çizelge 4.11 4-6. günler arasında sistemde ölçülen akıĢ (ml/dakika) ve basınç (mmHg) 

değerleri 
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ġekil 4.40 21 gün boyunca dinamik koĢullarda tutulan DDKbH’ler ve DEbH’ler ekili 

3B-DMDG’nin elektron mikroskobu görüntüleri 

 

A., C., E., G. DEbH’lerin tutunup yayıldığı intima tabakası, B. Greftin dikey görünümü, D. Greftin yatay 

görünümü, F., H. DDKbH’ler ekili medya ve adventisya tabakaları 

A B 

C 

E 

D 

F 

Intima (1) Dikey 

Yatay 

Medya 

G H Adventisya 

Intima (2) 

Intima (3) 

Intima (4) 
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6 gün boyunca toplamda 518.400 kayıt alındı. Çizelgeler 4.9 - 4.11 incelendiğinde 

ortalama iç akıĢ hızının 1,0 ml/dakikalarda olduğu sürede iç basıncın okunamadığı 

ancak ortalama hızın 2,0 ml/dakika ve üzerine çıktığında ise iç basıncın 34,1 mmHg 

seviyelerinde okunduğu görülmektedir. Aksine ortalama dıĢ akıĢ hızı 5,9 ml/dakikalara 

kadar çıkmıĢtır ancak buna karĢılık bir basınç değeri okunamadı. 

 

21 gün boyunca dinamik koĢullarda 3B-DMDG içinde/yüzeyinde kültüre edilen 

DDKbH’ler ve DEbH’lerin iskelenin her yanını sardığı görüldü. DEbH’lerin, iskelenin 

lümen kısmına tutunduğu ve dinamik olarak ekilmelerini takiben 11 günlük süre 

zarfında tamamen lifsi intima tabakasını örterek pürüzsüz bir endotelyumu oluĢturduğu 

taramalı elektron mikroskobu mikrograftlarında görülmektedir. Ġlave olarak 3B-DMDG 

üzerine statik olarak ekilen DDKbH’lerin 21 gün boyunca iskelenin medya ve 

adventisya tabakalarını sardığı ve kapattığı da yine elektron mikroskobu 

mikrograftlarında görülmektedir (ġekil 4.40). 

 

4.15 Ġmmün/histokimya ÇalıĢmaları 1 (Statik ÇalıĢmalar) 

 

DEbH’ler statik koĢullarda 3B-DMDG üzerine/içine ekildi ve örnekler farklı zaman 

noktalarında tesbit edildi. Tesbit edilen örnekler kriyo kesit çalıĢmaları için çeĢitli 

çözeltiler ve tamponlar ile etkileĢtirildi ve daha sonra kriyo mikrotom cihazı ile 

örneklerden kesitler alındı. Alınan kesitler endotel hücrelere özel antikorlar ve H&E ile 

boyandı ve ıĢık mikroskobu yardımı ile görüntülendi (ġekil 4.41).  

 

Statik olarak 3B-DMDG üzerine/içine ekilen ve bu Ģekilde kültüre edilen DEbH’lerin 

protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde CD34 ifadesinde iki hafta boyunca bir 

değiĢim olmazken 21 günde ifadede kısmen bir artıĢın olduğu, CD31 ifadesinde görünür 

bir değiĢimin olmadığı, Flk-1 ifadesinin ilk günlerde oluĢmadığı ancak takip eden kültür 

süresinde arttığı, Tie-2 ifadesinde deney süresi boyunca bir değiĢimin olmadığı, CD144 

ifadesinde ise yine belirgin bir farkın olmadığı ve son olarak ise vWF ifadesinde ilk 

haftada bir değiĢim görünmez iken takiben eden 2 hafta boyunca ifadenin yoğun Ģekilde 

arttığı görüldü (ġekil 4.41). 
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ġekil 4.41 3, 7, 14 ve 21 gün boyunca 3B-DMDG içinde/üzerinde statik olarak ekilip 

kültüre edilen DEbH’lerin insana karĢı farede üretilen CD31, CD34, 

CD144, Tie-2, vWF, Flk-1 birincil antikorları ve ilave olarak H&E ile 

boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü 
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DDKbH’ler statik koĢullarda benzer biçimde 3B-DMDG üzerine/içine ekildi, örnekler 

farklı zaman noktalarında tesbit edildi ve kesitleri alındı. Alınan kesitler damar düz kas 

hücrelerine özel antikorlar ve H&E ile boyandı ve ıĢık mikroskobu yardımı ile 

görüntülendi (ġekil 4.42).  

 

Statik olarak 3B-DMDG üzerine/içine ekilen ve bu Ģekilde kültüre edilen DDKbH’lerin 

protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde αSMA ifadesinin ilk günlerden son güne 

kadar yoğun bir Ģekilde olduğu, MY-HC ifadesinin ilk üç günde oluĢmadığı ama 3. 

günden itibaren kısmen de olsa oluĢmaya baĢladığı, kalponin ifadesinin de  αSMA 

ifadesine benzer biçimde ilk günlerden son güne kadar yoğun bir Ģekilde olduğu, CADL 

ifadesinin ilk 3 hafta oluĢtuğu ama sonraki haftada azaldığı ve son olarak ise CADH 

ifadesinin ilk günlerden son güne kadar belirgin bir biçimde oluĢtuğu Ģekil 4.42’de 

görülmektedir. 
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ġekil 4.42 3, 7, 14 ve 21 gün boyunca 3B-DMDG içinde/üzerinde statik olarak ekilip 

kültüre edilen DDKbH’lerin insana karĢı farede üretilen αSMA, MY-HC, 

CALP, CADL ve CADH birincil antikorları ve ilave olarak H&E ile 

boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü 
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iAMKH’leri de statik olarak 3B-DMDG içine/üzerine ekilerek endotel hücrelere (ġekil 

4.43) ve düz kas hücrelerine (ġekil 4.44) özel yukarıda sıralan birincil antikorların hepsi 

ve H&E ile boyanarak ıĢık mikroskobu altında görüntülendi. Bu çalıĢma ile kullanılan 

kök hücrelerin ifadesi ile kök hücrelerden farklılaĢmıĢ hücre hatlarının ifadeleri 

arasındaki benzerlikler ve/veya farklılıklar ortaya konuldu. 

 

Statik olarak 3B-DMDG üzerine/içine ekilen ve bu Ģekilde kültüre edilen iAMKH’lerin 

protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde CD34 ve CD31 ifadesinde 3. günden 21. 

güne kadar bir değiĢim olmadığı, Flk-1 ifadesinin düĢük seviyelerde olduğu, Tie-2 ve 

CD144 ifadelerinde deney süresi boyunca bir değiĢimin olmadığı ve son olarak ise vWF 

ifadesinin ise yine düĢük seviyelerde olduğu Ģekil 4.43’de görülmektedir. 

 

Yine benzer Ģekilde statik olarak 3B-DMDG üzerine/içine ekilen ve bu Ģekilde kültüre 

edilen iAMKH’lerin protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde αSMA ifadesinin ilk 

günlerden son güne kadar belirli düzeylerde olduğu, MY-HC ifadesinde bir değiĢimin 

olmadığı, CALP ifadesinin olduğu, CADL ifadesinin ilk günlerden son günlere kadar 

belirgin biçimde oluĢtuğu ve son olarakta CADH ifadesinin ilk günlerden son güne 

kadar oluĢmadığı Ģekil 4.44’de görülmektedir. 
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ġekil 4.43 3, 7, 14 ve 21 gün boyunca 3B-DMDG içinde/üzerinde statik olarak ekilip 

kültüre edilen iAMKH’lerin insana karĢı farede üretilen CD31, CD34, 

CD144, Tie-2, vWF, Flk-1 birincil antikorları ve ilave olarak H&E ile 

boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü 
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ġekil 4.44 3, 7, 14 ve 21 gün boyunca 3B-DMDG içinde/üzerinde statik olarak ekilip 

kültüre edilen iAMKH’lerin insana karĢı farede üretilen αSMA, MY-HC, 

CALP, CADL ve CADH birincil antikorları ve ilave olarak H&E ile 

boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü  
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4.16 Ġmmün/histokimya ÇalıĢmaları 2 (Dinamik ÇalıĢmalar) 

 

Statik çalıĢmaları takiben dinamik çalıĢmalara geçildi ve dinamik koĢullar altında 3B-

DMDG içine ekilip kültüre edilen DEbH’lerin ifadelerindeki değiĢim incelendi (ġekil 

4.45). Bunun için 21. günün sonunda biyoreaktörden çıkartılıp tesbit edilen 3B-DMDG 

kriyo kesit çalıĢmaları için çeĢitli çözeltiler ve tamponlar ile etkileĢtirildi ve daha sonra 

kriyo mikrotom cihazı ile bu iskeleden kesitler alındı. Dinamik olarak 3B-DMDG’nin 

lümen kısmına ekilen DEbH’ler yaklaĢık olarak 11 gün boyunca perfüzyona maruz 

bırakıldı. Bu hücre hattının protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde statik kültüre 

göre CD31, CD34, Flk-1 ifadelerinde bariz bir artıĢın olduğu bununla birlikte CD144 

ifadesinin oluĢmaya baĢladığı görüldü. Ancak Tie-2 ifadesinde statik kültüre göre bir 

değiĢim saptanmadı (ġekil 4.45). H&E dahil diğer boyamalardan da görüldüğü üzere 

DEbH’ler 3B-DMDG’nin lümen kısmını ince bir hat Ģeklinde sararak kapattığı 

belirlendi. Taramalı elektron mikroskobu ile alınan görüntüler de bu tezi savunmaktadır 

(ġekil 4.40).  
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ġekil 4.45 11 gün boyunca biyoreaktör sisteminde 3B-DMDG’nin lümen kısmına 

dinamik koĢullar altında ekilip kültüre edilen DEbH’lerin insana karĢı 

farede üretilen CD31, CD34, CD144, Tie-2, vWF, Flk-1 birincil antikorları 

ve ilave olarak H&E ile boyanmasının ıĢık mikroskobu görüntüsü (Boyut 

çubukları 100 µm ve 50 µm)  
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Benzer Ģekilde dinamik koĢullar altında 3B-DMDG üzerinde (medya ve adventisya 

tabakalarında) kültüre DDKbH’lerin ifadelerindeki değiĢim incelendi (ġekil 4.46). 

Statik olarak 3B-DMDG’nin medya ve adventisya tabakalarına ekilen DDKbH’ler 21 

gün boyunca perfüzyona maruz bırakıldı. Bu hücre hattının protein ifadelerindeki 

değiĢim incelendiğinde statik kültüre oranla αSMA, CALP, CADH ve CADL ifadesinde 

bir artıĢın olduğu aksine MY-HC ifadesinde bariz bir değiĢimin olmadığı görüldü (ġekil 

4.46). H&E dahil diğer boyamalardan da görüldüğü üzere DDKbH’ler 3B-DMDG’nin 

medya ve adventisya tabakaları içinde tamamen yayılarak bu tabakaları örtmüĢtür. 

Taramalı elektron mikroskobu ile alınan görüntüler de bu tezi savunmaktadır (ġekil 

4.40). 
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ġekil 4.46 21 gün boyunca biyoreaktör sisteminde 3B-DMDG’nin medya ve adventisya 

tabakalarına statik olarak ekilip dinamik koĢullarda kültüre edilen 

DDKbH’lerin insana karĢı farede üretilen αSMA, MY-HC, CALP, CADL 

CADH birincil antikorları ve ilave olarak H&E ile boyanmasının ıĢık 

mikroskobu görüntüsü (Boyut çubukları 100 µm ve 50 µm) 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Bu çalıĢmada, iAMKH’lerinin izolasyonu, izole edilen hücrelerin kök hücre fenotipinin 

belirlenmesi, fenotipi belirlenen kök hücrelerin TGFβ1, BMP4 ve Ang II gibi büyüme 

faktörleri ve kemokinin kullanılmasıyla DDKbH’lere ve farklı deriĢimlerde rh-VEGF 

içeren EGM-2 Bullet kit kullanılmasıyla DEbH’lere farklılaĢtırılması, doğal damarın üç 

katmanını aynı anda taklit edebilen tübüler formda iskelelerin üretilmesi, üretilen 

iskelelerin biyomekaniksek özelliklerinin belirlenmesi, iAMKH’lerinin, DDKbH’lerinin 

ve DEbH’lerinin doku kültür kabının yüzeyinde ve üretilen iskeleler üzerinde/içinde 

canlılık ve çoğalma kapasitelerinin belirlenmesi, tek tabakada (iki boyut), statik (üç 

boyut) ve dinamik (üç boyut) koĢullarda kültüre edilen hücrelerin immünfenotipinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır.  

 

Ġnsan adipoz dokusu tip I kollajenaz varlığında enzimatik olarak sindirilmiĢ ve lipo-

aspirat hücreleri kültüre alınmıĢtır. Kemik iliği kaynaklı MKH’lerin izolasyonu ve 

kültürüne benzer Ģekilde (Gong ve Niklason 2008) hiçbir ek ilave katılmadan kültür 

devam ettirilmiĢtir. Ġzolasyondan yaklaĢık bir hafta sonra dibe yapıĢan ve fibroblastik 

morfolojiye sahip hücreler gözlenmeye baĢlanmıĢtır (ġekil 4.1). “International Society 

for Cellular Therapy’nin” mezenkimal kök hücreleri için belirlediği CD paneline göre, 

izole edilen hücrelerin CD73, CD90 ve CD105 gibi iĢaretçilere yüksek oranda pozitif, 

aksine hematopoetik CD iĢaretçilerine ise yüksek oranda negatif olduğu yapılan akım 

sitometri çalıĢmaları ile görülmüĢtür (Çizelge 4.1). 

 

Son zamanlarda yapılan birçok damar doku doku mühendisliği çalıĢmasında 

bulunabilirlik ve farklılaĢma potansiyellinin gücünden ötürü adipoz kaynaklı 

MKH’lerin kemik iliği kaynaklı MKH’lere bir alternatif olarak ortaya çıkmata olduğu 

bildirilmiĢtir (Rodriguez vd. 2006). Ġlave olarak mezenkimal kök hücre fenotipine sahip 

lipoasiprat hücreleri in vitro koĢullarda damar düz kas benzeri ve endotel benzeri 

hücrelere farklılaĢabilme kabiliyetlerinin olduğu belirlenmiĢtir (Cao vd. 2005). 

 

Fonsiyonel bir düz kas tabakasının inĢası damar doku mühendisliği çalıĢmaları için çok 

önemlidir (Yazdani vd. 2009). Fenotipi belirlenmiĢ iAMKH’leri in vitro koĢullarda 
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DDKbH’lere farklılaĢtırılmıĢtır. Kök hücrelerin damar düz kas hücrelerine 

farklılaĢmasını konu alan birçok çalıĢmada TGFβ1, BMP4 ve Ang II gibi büyüme 

faktörleri ve kemokinin çeĢitli kombinasyonları kullanılmıĢtır (Villiers vd. 2009, Kim 

vd. 2008).  Bu çalıĢmada, iAMKH’leri TGFβ1, BMP4, Ang II, TGFβ1/BMP4, 

TGFβ1/Ang II, BMP4/Ang II ile ayrı ayrı etkileĢtirilmiĢ ve bu büyeme 

faktörü/kemokinlerin iAMKH’leri damar düz kas hücrelerine farklılaĢtırma güçleri 

belirlenmiĢtir. FarklılaĢma 7 ve 14 gün boyunca takip edilmiĢtir. Öncellikle, indüksiyon 

parametrelerinin tümünde αSMA ifadesinde negatif kontrole göre gözle görünür bir 

artıĢ meydana geldiği, CALP ve CADH artıĢında TGFβ1/BMP4’ün etkin olduğu, Ang II 

ve kombinasyonlarının αSMA ifadesinin artıĢına neden olduğu ve tüm indüksiyon 

parametreleri içinde TGFβ1/BMP4 kombinasyonunun en etkin indükleme aracı olduğu 

belirlenmiĢtir. Ġlave olarak zamanla CADH ifadesindeki artıĢa paralel olarak CADL 

ifadesindeki azalıĢ görülmektedir. MY-HC ifadesinde ise bir değiĢim gözlenmemiĢtir. 

Tek tabaka (2 boyut) kültürde hücrelerde bir gevĢeme-kasılma hareketi olmadığından bu 

geç düz kas ifadesinin oluĢamadığı düĢünülmektedir (Heydarkhan-Hagvall vd. 2008). 

Doku kültür kabının yüzeyinde kültüre edilen ve pozitif kontrol olarak kullanılan 

iĠMADKH’leri benzer yoğunlukta αSMA, CALP ve CADH gibi proteinlerin ifade 

etmiĢtir (ġekil 4.3 ve ġekil 4.6). Benzer Ģekilde TGFβ1/BMP4 kombinasyonunun 

iAMKH’lerinin damar düz kas hücrelerine farklılaĢması için etkili bir indükleme aracı 

olduğu birçok grup tarafından da bildirilmektedir (Wang vd. 2010).  

 

Damar doku mühendisliği çalıĢmalarındaki bir diğer önemli parametre ise sağlam ve 

fonksiyonel bir endotel tabakasının inĢasıdır (Opitz vd. 2004). Bu amaçla, iAMKH’leri 

DEbH’lere farklılaĢtırılmıĢtır. FarklılaĢma için ticari olarak mevcut olan EGM-2 Bullet 

kit kullanılmıĢtır. Kullanılan kit endotel hücreler için birçok önemli biyomolekülü 

içermektedir. Endotel hücresine farklılaĢmada bFGF ve rh-VEGF gibi büyüme 

faktörleri çok önemlidir (Konno vd. 2010). Özellikle kullanılan rh-VEGF miktarı iyi 

ayarlanmalıdır. Bu çalıĢmada, 2ng/ml ve 50ng/ml olacak Ģekilde iki deriĢimin endotel 

hücresine farklılaĢma üzerine etkisi belirlenmiĢtir. Ġçeriğinde 50ng/ml rh-VEGF 

bulunan EGM-2 Bullet kit ile kültüre edilen iAMKH’lerinin CD31, CD34, Flk-1, Tie-2, 

CD144 ve vWF gibi endotel hücre iĢaretçilerini negatif kontrole göre daha yoğun bir 

biçimde ifade ettiği immünohistokimya çalıĢmaları ile görülmüĢtür (ġekil 4.10-4.11). 
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Bu alanda yapılan çalıĢmalar incelendiğinde kullanılan rh-VEGF miktarının farklılaĢma 

için yeterli olduğu bulunmuĢtur (Cao vd. 2005). Ayrıca EGM-2 Bullet kit ile kültüre 

edilen hücrelerin zamanla parke-taĢı morfolojisini bırakarak iğsi ikincil yapıları aldığı 

(ġekil 4.12) gözlenmiĢtir (Donnini vd. 2000). 

 

iAMKH’lerin, DDKbH’lerin ve DEbH’lerin morfolojileri, dondurma-çözme sonrası 

canlılıkları ve tripsine karĢı duyarlılıklarının farklılıklar gösterdiği belirlenmiĢtir. 

iAMKH’leri fibroblastik iğsi (Banas vd. 2007), DDKbH’ler tepe-vadi (Jeong vd. 2005) 

ve DEbH’lerin parke-taĢı (Fischer vd. 2009) morfolojisine sahip olduğu inversiyon 

mikrokobu ile gözlenmiĢtir (ġekil 4.13-4.14). Dondurma-çözme sonrası canlılıkları 

incelendiğinde ilk sırada DDKbH’ler yer almakta ve bunu sırası ile DEbH’ler ve 

iAMKH’ler izlemektedir. Benzer Ģekilde tripsine karĢı duyarlılıkta ilk sırada DEbH’ler 

(20-30 saniye) yer almakta ve bunu sırası ile DDKbH’ler (1-2 dakika) ve iAMKH’leri 

(3-5 dakika) takip etmekte olduğu ve bu sonuçların literatür ile benzerlikler gösterdiği 

bulunmuĢtur (Hu vd. 2009). 

 

Hücre kültürü çalıĢmalarını takiben malzeme üretimi aĢamasına geçilmiĢtir. Öncellikle, 

inĢa edilecek 3B-DMDG’nin intima tabakasını oluĢturacak nano/mikro lifsi tübüler 

iskele elektro-eğirme tekniği yardımı ile PCL’dan üretilmiĢtir. PCL biyomekaniksel 

özelliklerinden ötürü damar doku mühendisliği çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan 

biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir (Liv vd. 2006).  Nano/mikro lifsi yapıda 

iskele üretiminde kullanılan en yaygın teknik elektro-eğirme tekniğidir (Bhardwaj ve 

Kundu 2010). Ġskele üretim aĢamasından öncelikle sistem parametrelerinin 

optimizasyonu yapılmıĢtır. Bunun için öncellikle çözücü sistemi ve polimer deriĢimi 

çalıĢılmıĢtır. PCL, %0.6 NaCl içeren diklorometan/metanol (7:3) çözücü sistemi 

içerinde sırasıyla %1, %2, %5, %10 (m/v)’lik deriĢimler de çözülerek elektro-eğirme 

için en uygun deriĢim araĢtırılmıĢtır. Çözücü sistemi olarak seçilen 

diklorometan/metanol PCL’dan elektro-eğirme iĢlemi ile nano/mikro lifsi iskele 

üretiminde sıklıkla kullanılmaktadır. Ortama ilave edilen tuz ise polimer çözeltisinin 

elektriksel iletkenliğinin artmasına ve daha düz liflerin elde edilmesine olanak 

sağlamaktadır (Beachley ve Wen 2009). Yapılan çalıĢmalar doğrultusunda en uygun 

deriĢimin %10 (m/v) olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 4.18). Bu deriĢimin üzerine 
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çıkıldığında enjektör ucunda tıkanmalar meydana gelmiĢtir. Diğer önemli bir parametre 

ise uygulanan gerilim ve oluĢan elektrik alanın Ģiddetidir. 0-33 kV aralığında denemeler 

yapılmĢ ve en uygun gerilimin 28 kV olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.15). Enjektör 

pompa hızı ve enjektör iç çapı gibi parametreler de çalıĢılıp optimal değerler 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.16-4.17). Sistem optimize edildikten sonra PCL’dan tek tabaka 

ve tübüler yapıda nano/mikro lifsi örgüsel olmayan iskeleler elde edilmiĢtir (ġekil 4.19). 

Elde edile bu iskele hücrelerin tutunmasına ve lifler boyunca yönlenmesine olanak 

sağlamaktadır (Xu vd. 2004). 

 

3B-DMDG’nin intima tabakasının inĢasını takiben elastin/kollajenden mamül 

makro/mikro gözenekli süngerimsi iskelelerin üretimine geçilmiĢtir. Elastin ve kollajen 

seyreltik asit varlığında çözülmüĢ ve daha sonra bir kalıba alınarak 3B-DMDG’nin 

medya ve adventisya tabakaları oluĢturulmuĢtur. Elde edilen makro/mikro gözeneğe 

sahip iskele (ġekil 4.20) hücrelerin tutunmasına ve çoğalmasına olanak sağlamaktadır 

(Bilodeau ve Mantovani 2006). Ayrıca yapısındaki mevcut gözenekler sayesinde besi 

yeri iskelenin her noktasına ulaĢmaktadır. 

 

Ġskele üretim aĢamasının ardından elde edilen iskeleler üzerine/içine iAMKH’leri, 

DDKbH’ler ve DEbH’ler ekilmiĢ ve hücrelerin üretilen iskeleler üzerinde canlılıkları, 

çoğalmaları ve yayılmaları incelenmiĢtir. ġekil 4.21 incelendiğinde DDKbH’lerin diğer 

hücre tiplerine göre doku kültür kabı yüzeyinde daha yüksek canlılık ve çoğalma 

gösterdiği bu DEbH’lerinin ve iAMKH’lerinin takip ettiği görülmektedir. Daha yüksek 

yüzey alanına sahip sünger içinde DDKbH’lerin nano/mikro lifsi tabaka yüzeyine ekili 

DEbH’lere göre daha yüksek oranda canlılık gösterdiği belirlenmiĢtir. DEbH’lerin 3. 

günde nano/mikro lifsi iskele yüzeyine tutunduğu ve 14. Günün sonuna doğru iskeleyi 

tamamen kapatarak sardığı taramalı elektron mikroskobu mikrograftlarında 

görülmektedir (ġekil 4.25). Benzer biçimde makro/mikro gözeneğe sahip 

elastin/kollajen süngerimsi iskele üzerine ekilen DDKbH’ler de 3. Günden 14. Güne 

kadar iskele üzerine/içine tutunup çoğaldığı ve mevcut gözeneklerin tamamını kapattığı 

elektron mikroskobu mikrograftlarından görülmektedir (ġekil 4.26). Nano/mikro lifsi 

PCL tek tabaka iskelesi ve makro/mikro gözenekli süngerimsi elastin/kollajen DEbH’ler 

ve DDKbH’lerin tutunup yayılabilmesine olanak sağlamaktadır.  
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Üretilen iskelelerin biyomekaniksel özelliklerinin belirlenmesi için tüm iskeleler kuru 

ve ıslak formda tek yönlü çekme testine tabi tutulmuĢtur. Doğal damara benzer 

mekaniksek özelliklere sahip iskelelerin üretilmesi için yoğun bir çalıĢma yapılmaktadır 

(Naito vd. 2011). Nano/mikro lifsi yapıya sahip PCL tübün ortalama 18226,9 ± 2642,36 

kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit edimiĢtir (ġekil 4.28). GüçlendirilmiĢ-

Elastin/Kollajen/PCL iskelesi ıslak formda yaklaĢık olarak ortalama 672,352 ± 154,548 

kPa’lık bir gerilime dayandığı tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.6). Hazırlanan iskelede ana 

yükü nano/lifsi PCL tübüler iskelesi çekmektedir (Çizelge 4.2). Medya ve adventisya 

tabakasını oluĢturan makro/mikro gözenekli elastin/kollajen süngerimsi yapının 

iskelenin biyomekaniksel özeliklerine bir katkı sağlamadığı belirlenmiĢtir. Koroner 

arterin biyomekaniksel testi ile ilgili çalıĢmaları içeren yayınlar incelediğinde koroner 

arterin 250-300 kPa gerilime dayanabildiği görülmüĢtür (Kathryn A. McKenna vd. 

2012, Mehmet H.Kural vd. 2012, E. Claes vd. 2010). Kontrol grubu olarak seçilen 

iGBA ise yaklaĢık 132 kPa’lık bir gerilime dayanabilmektedir (Çizelge 4.7).  

 

3B-DMDG üzerine/içine iAMKH’leri, DDKbH’leri ve DEbH’leri ayrı ayrı ekilerek 

statik koĢullarda (3 boyut) kültür sürdürülmüĢtür. Belirli zaman noktalarında tesbit 

edilen örnekler immün/histokimyasal olarak karakterize edilmiĢtir. DDKbH’ler ekili 

3B-DMDG kesitleri düz kas hücrelerine özel birincil antikorlar ile boyanmıĢtır. Ġskele 

üzerine ekilmiĢ DDKbH’lerinin ilk günlerden son güne kadar yoğun bir Ģekilde αSMA 

ifade ettiği, MY-HC ifadesinin ilk günlerde oluĢmadığı ama daha sonraki zaman 

noktalarında kısmen de olsa oluĢmaya baĢladığı, CALP ifadesinin de αSMA ifadesine 

benzer biçimde ilk günlerden son güne kadar yoğun bir Ģekilde olduğu, CADL 

ifadesinin ilk 3 haftada oluĢtuğu ama sonraki haftada azaldığı ve son olarak ise CADH 

ifadesinin ilk günlerden son güne kadar belirgin bir biçimde oluĢtuğu ġekil 4.41’de 

görülmektedir. Ġskele üzerine/içine ekilmiĢ DDKbH’ler statik koĢullarda MY-HC 

ifadesini değiĢtirmemiĢtir. 

 

Benzer Ģekilde kültüre edilen DEbH’lerin protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde 

CD34 ifadesinde ilk iki hafta boyunca bir değiĢim olmazken 21 günde ifadede kısmen 

bir artıĢın olduğu, CD31 ifadesinde görünür bir değiĢimin olmadığı, Flk-1 ifadesinin ilk 

günlerde oluĢmadığı ancak takip eden kültür süresinde arttığı, Tie-2 ifadesinde deney 
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süresi boyunca bir değiĢimin olmadığı, CD144 ifadesinde ise yine belirgin bir farkın 

olmadığı ve son olarak ise vWF ifadesinde ilk haftada bir değiĢim görünmez iken 

takiben eden 2 hafta boyunca ifadenin yoğun Ģekilde arttığı görülmüĢtür  (ġekil 4.40).  

 

iAMKH’leri hazırlanan 3B-DMDG üzerine/içine statik koĢullarda ekilmiĢ ve kontrol 

grubu olarak sonuçlar değerlendirilmiĢtir. Endotel hücrelere özgü protein ifadeleri 

incelendiğinde CD34 ve CD31 ifadesinde ilk günlerden 3. haftaya kadar bir değiĢim 

olmadığı, Flk-1 ifadesinin düĢük seviyelerde olduğu, Tie-2 ve CD144 ifadelerinde 

deney süresi boyunca bir değiĢimin olmadığı ve son olarak ise vWF ifadesinin ise yine 

düĢük seviyelerde olduğu ġekil 4.42’de görülmektedir. Yine benzer Ģekilde kültüre 

edilen iAMKH’lerinin damar düz kas hücrelerine özgü protein ifadelerindeki değiĢim 

incelendiğinde αSMA ifadesinin ilk günlerden son güne kadar belirli düzeylerde olduğu, 

MY-HC ifadesinde bir değiĢimin olmadığı, CALP ifadesinin olduğu, CADL ifadesinin 

ilk günlerden son günlere kadar belirgin biçimde oluĢtuğu ve son olarak da CADH 

ifadesinin ilk günlerden son güne kadar oluĢmadığı Ģekil 4.43’de görülmektedir.  

 

Taramalı elektron mikroskobu mikrograftları incelendiğinde kullanılan hücre hatlarının 

statik koĢullarda 3B-DMDG’nin intima, medya ve adventisya tabakalarına ilk günlerde 

tutunmaya baĢladığı ve takip eden üç hafta boyunca iskelenin tüm katmanlarını sardığı 

görülmüĢtür (ġekil 4.34-4.35). 

 

Statik kültür çalıĢmalarını takiben dinamik kültür çalıĢmalarına geçilmiĢtir. Damar doku 

mühendisliğinde hücre/iskele etkileĢimini arttırmak ve hücrelerin akıĢ ve basınç altında 

(mekanotransdüksiyon etki) hücre iskelet ve hücre dıĢı matriks proteinlerini yoğun bir 

biçimde sentezlemesini indüklemek amacı ile hücre/iskele yapısı perüzyon sistemi içine 

alınarak dinamik koĢullarda kültüre edilir (Lowery vd. 2010). Mekanotransdüksiyon 

etki altında hücreler doğal damar dokusuna benzer biçimde Ģekillenebilmektedir 

(Yazdani vd. 2009). Hücreler akıĢ ve basınç altında iskele üretiminde kullanılan doğal 

ve sentetik polimerleri yeniden modelleyebilmektedir. Dinamik kültür çalıĢmalarında, 

ilk olarak hazırlanan iskelenin medya ve adventisya tabakaları üzerine statik koĢullarda 

DDKbH’ler ekilmiĢtir. Bu Ģekilde kültür 10 gün boyunca düĢük hızlarda sürdürülmüĢ 

ve hücrelerin tutunup yayılması sağlanmıĢtır (Goa vd. 2008).  Bu aĢamadan sonra 
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DEbH’ler hazırlanan iskelenin lümen kısmına dinamik koĢullarda ekilmiĢtir. 15-21. 

günler arasında ise akıĢ hızı gradiyentli olarak arttırılmıĢ ve buna bağlı sistem içimde 

oluĢan basınç değerleri kayıt edilmiĢtir (Çizelgeler 4.9-4.11).  

 

Taramalı elektron mikroskobu mikrograftlarına göre dinamik koĢullarda kültüre edilen 

DDKbH’ler iskelenin medya ve adventisya tabakarına tutunmuĢ ve 3 hafta içinde 

iskelenin dıĢ kabuğunu tamamen sarararak bazal membran görevi gören nano/mikro lifsi 

PCL tabakasına ulaĢmıĢtır (ġekil 4.39). Benzer Ģekilde dinamik koĢullarda ekilen ve 

kültüre edilen DEbH’ler iskelenin lümen kısmına tutunup çoğaldığı ve pürüzsüz bir 

endotel tabakasını oluĢturduğu görülmektedir (ġekil 4.39). Dinamik koĢullarda kültüre 

edilen DDKbH’lerin protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde statik kültüre oranla 

αSMA, CALP, CADH ve CADL ifadesinde bir artıĢın olduğu aksine MY-HC 

ifadesinde bariz bir değiĢimin olmadığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.45). Benzer Ģekilde 

endotel hücrelerin protein ifadelerindeki değiĢim incelendiğinde statik kültüre göre 

CD31, CD34, Flk-1 ifadelerinde bariz bir artıĢın olduğu bununla birlikte CD144 

ifadesinin oluĢmaya baĢladığı görülmüĢtür. Ancak Tie-2 ifadesinde statik kültüre göre 

bir değiĢim saptanmamıĢtır (ġekil 4.44). Elde edilen sonuçlar literatür ile benzerlikler 

gösterdiği görülmüĢtür (Cho vd. 2006). 

 

Sonuç olarak bu çalıĢmanın, damar doku mühendisliğinde kullanılabilecek otolog hücre 

kaynağı, üç boyutlu yapı iskelesi ve kültür sistemlerinin kombinasyonuyla kiĢiye özgü 

tedavi yaklaĢımı fikrini ve kliniğe rehberlik edebilecek çevrilebilir bilgi birikimine katkı 

sağlayabileceği düĢünülmektedir.   
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