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ÖZET 

 

YAĞ DOKUSU KÖKENLĠ MEZENġĠMAL KÖK HÜCRELERĠNĠN 

FARKLI PASAJLARDA KARAKTERĠZASYONU 

 

Minela Jusovic 

Yüksek Lisans, Biyoloji Bölümü 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR 

Temmuz 2014, 105 sayfa 

 

Yağ dokusu, hücresel tedavi ve rejeneratif tıp için dikkat çekici ve bol bulunan bir kök 

hücre kaynağıdır. Mezenşimal kök hücreler (MKH) hasar bölgesine göç, tutunma ve 

dokuya yerleşme yetenekleri sayesinde ve salgıladıkları moleküller aracığıyla önemli 

derecede tedavi edici potansiyele sahiptir.  MKH'ler cilt altı yağ dokusundan primer 

eksplant kültür yöntemi ile kolaylıkla izole edilebilir ve in vitro kültür ortamında 

kolaylıkla çoğaltılabilir. MKH'ler immunofenotiplerini belirleyen bir çok yüzey antijeni 

ifade eder.  Bu çalışmada MKH'ler 10 farklı pasajda beş farklı yüzey antijeni (CD13, 

CD29, CD54, CD90 ve CD34) için immunofloresan boyama yöntemi ile karakterize 

edilmiştir. MKH'ler Wistar albino sıçanlardan primer kültür yöntemi ile izole edilmiş ve 

standart koşullarda kültürü yapılmıştır. 10 pasajda da MKH'ler kültür kaplarının 

yüzeyine tutunarak fibroblastik morfoloji göstermiştir. Hücreler tam konfluent hale 

geldikten sonra pasajlanmış, ve bütün pasajlarda yüzey antijenlerinin ifadesi % olarak 

hesaplanmıştır. Pasajlar arasında yüzey antijenlerin ifade bakımından farklılık olup 

olmadığı Kruskal-Wallis test yöntemi ile istatistiksel olarak gösterilmiştir. İstatistiksel 

önem kontrolü p≤ 0,05 düzeyinde yapılmıştır.   
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Sonuçlar hücreler uzun süre kültür edildikleri zaman yüzey antijenlerinin ifadesinde 

değişiklikler olduğunu göstermiştir.  

CD13 ve CD54 artan pasajlarda ifade oranında bir değişiklik olmazken, CD29 ve 

CD90 ifadesi farklı pasajlarda değişmektedir ve en yüksek ifade oranı ilk pasajlarda 

görülürken ilerleyen pasajlarda ifade oranı düşmektedir. CD34, MKH'lerde ifade 

edilen bir diğer yüzey antijenidir. Ancak, bu yüzey antijenin ifadesi diğer yüzey 

antijenleri ile kıyaslandığında belirgin derecede düşük olmaktadır.  

MKH'lerin yüzey antijenlerinin profiline bakıldığında, ilk pasajlarda yüzey ifadesi 

bakımından daha kararlı oldukları ve in vivo uygulamalar için P3, P4, P5 ve P6'nın en 

uygun pasajlar olduğu söylenebilir. Bu pasajlarda hücrelerin morfolojileri 

değişmemekte ve immunofenotipik özelliklerini devam ettirmektedirler.  

Heterojen bir hücre populasyonu olduğu için, bir çok yüzey antijeninin ifadesi, ilk 

pasajlarda hücre kültüründe salgılanmış çeşitli faktörler ve sitokin molekülleri 

tarafından etkilenmekte ve in vitro yüzey antijenlerinin ifadesi, in vivo daki ifadeleri ile 

her zaman örtüşmemektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: yağ doku, mezenşimal kök hücreler, yüzey antijen, pasaj, ifade 
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ABSTRACT 

 

CHARACTERIZATION OF ADIPOSE TISSUE-DERIVED 

MESENCHYMAL STEM CELLS IN DIFFERENT PASSAGES 

 

Minela Jusovic 

Master of Science, Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR  

July 2014, 105 pages 

 

Adipose tissue represents an attractive and abundant stem cell source for both 

cellular therapy and regenerative medicine. It is clear that mesenchymal stem cells 

(MSCs) have significant therapeutic potential because of their ability to secrete 

various molecules, which are important for their adhesion, migration and homing to 

the site of injury.  MSC can be isolated from subcutaneous adipose tissue by primary 

explant culture method, can be easily expanded in vitro. MSCs express many of 

surface molecules that define their immunophenotype.  

In this study, MSCs were characterized in 10 different passages for five surface 

antigens including CD13, CD29, CD54, CD90 and CD34 by using 

immunofluorescence staining method. MSCs were isolated by primary explant culture 

method from Wistar albino rats, and cultured under standard culture conditions. In the 

culture medium cells showed plastic adherent properties, and exhibited fibroblastic 

morphologies in all of 10 different passages. Cells were subcultured when nearly 

complete confluence was reached. Expression profile (%) of five different surface 

antigens were determined separately in all passages.  
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By using independent samples Kruskal-Wallis test expression profile of each surface 

antigen was compared between passages. P-value of  p≤ 0,05 was considered 

statistically different.  Results obtained showed that some surface antigens were 

changed when cells are cultured for longer time. The expression of CD13 and CD54 

did not change with increasing passage number. However, expression of CD29 and 

CD90 was variable between passages, and was mostly expressed highly in first 

passages, with decline in later passages. CD34 was also detected on the surface of 

MSCs, but its expression was considerably lower than other normally positively 

expressed surface antigens.  

Based on surface profile of the characterized MSCs it can be concluded that the 

expression profile is mostly stable in first passages, and for any further in vivo 

application these cells should be used at P3, P4, P5, P6 passages. In the mentioned 

passages cells maintained their morphologies and kept their immunophenotypic 

characteristics.  

Because of the heterogenous cell population, it is important to note that differences in 

cell surface expression of many markers may be influenced by factors secreted by 

other cells in the initial passage, and the in vitro expression of some markers by 

MSCs does not always correlate with their expression patterns in vivo.  

 

Keywords: adipose tissue, mesenchymal stem cells, surface antigen, passage, 

expression 
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1. GĠRĠġ 

Mezenşimal kök hücreler (MKH), hematopoietik grup dışında kemik, kıkırdak, yağ, 

kas ve endotel gibi farklı hücre tiplerine dönüşebilme, vücudun kendi hasarlarını tamir 

edebilme yeteneğine sahip, oldukça özgün hücrelerdir. Kemik iliği, periferik kan,  

kordon kanı ve  yağ dokusu  başlıca MKH kaynaklarıdır. Yağ dokusu, elde edilme 

kolaylığı ve çok sayıda MKH içermesi bakımından son yıllarda fazlaca ilgi 

çekmektedir. Yağ dokusundan elde edilen MKH'ler, birçok hastalığın tedavisi ve 

özellikle hasarlı dokunun yenilenmesi konularında hem preklinik hem de klinik 

araştırmalarda doku hasarlarının iyileştirilmesine yönelik olarak kullanılmaktadır. 

MKH'ler göç edebilme özellikleri ve dokuda hasarlı hücre ile füzyon yeteneği, 

çoğunlukla non-immunojenik özellikte olmaları ve salgıladıkları çeşitli faktörler 

sayesinde transplante edildiklerinde uygulama bölgesinde hasarlı dokunun 

iyileşmesine katkıda bulunmaktadır.  

Çeşitli kaynaklardan izole edilen MKH'in karakterize edilmesi için farklı tipte hücre 

yüzey işaretleyicileri kullanılmakla birlikte, bu hücrelerin karakterizasyonunda hala 

tam olarak bir fikir birliğine varılabilmiş değildir. Ancak bu konu ile ilgili olarak 

uluslararası komiteler, araştırmacılar arasında fikir birliğine varılabilmesi için temel 

bazı kriterler oluşturmaktadır.  

Bu noktada kabul gören üç temel kriter vardır: MKH,  

1.Plastik kültür yüzeylerine tutunabilmeli; 

2. CD105, CD73 ve CD90 (+), ancak CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve 

HLA-DR (-) olmalı ve 

3. İn vitro koşullarda osteoblast, kondroblast ve adipositlere farklılaşabilmelidir.  

Yağ dokusu MKH'leri de benzer özelliklere sahip ancak kemik iliği MKH'leri ile 

kıyaslandığında genetik olarak daha kararlı ve uzun süren kültürde daha az değişiklik 

gösteren hücrelerdir. Yapılan çalışmalar yağ dokusu MKH'lerinin de CD13, CD29, 

CD53,CD73 ve CD90 yüzey antijenleri için pozitif, CD34, CD45 antijenleri için ise 
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negatif özelliğe sahip olduğunu göstermektedir.  MKH'lerin sahip oldukları bu yüzey 

antijenleri aynı zamanda MKH'lerin farklılaşma potansiyelini de ifade etmektedir.   

Ancak yapılan çalışmalar, sözü edilen bu yüzey antijenlerinin devam eden kültürde ve 

pasajlarda değişikliğe uğradığını göstermektedir. Uzun süreli kültürlerde ve devam 

eden pasajlarda bu yüzey antijenlerinin ifadesinde nasıl değişiklik olduğuna dair tam 

bir fikir birliğine varılabilmiş değildir. Bu nedenle, yapılan bu çalışmada primer 

eksplant kültür yöntemi ile izole edilmiş ve 10. pasaja kadar çoğaltılmış olan hücreler, 

farklı yüzey antijenleri için immunofloresan boyama yöntemi kullanarak boyanmış ve 

farklı pasajlarda ifade edilme özellikleri ve morfolojileri incelenmiştir.  

Sonuçlar, farklı pasajlarda in vitro ortamda MKH'lerin yüzey özelliklerinde değişiklik 

olabileceğini ve bu hücrelerin farklı pasajlarda bazı morfolojik değişikliklere sahip 

olabileceğini göstermektedir.    
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kök Hücreler 

Farklı hücre tiplerine dönüşebilme potansiyeline ve kendisini yenileyebilme gücüne 

sahip olan hücrelere kök hücre denir [1]. Kök hücre biyolojisinde en önemli özellik, 

kök hücrenin kendi kendini yenileyebilmesi ve bulunduğu dokudaki bir veya daha 

fazla hücre tipine farklılaşabilmesidir [2]. İnsan vücudunda kök hücreler, doku 

hasarlarının iyileşmesinde bir tamir mekanizması olarak görev almaktadır.  

Kök hücreler yüksek plastisite göstermektedir. Kök hücre plastisitesi bir hücrenin 

köken aldıkları dokuların dışındaki dokulara da farklılaşabilme özelliğini 

tanımlamaktadır. Örneğin kemik iliği kök hücreleri kas hücrelerine, endotele ve 

hepatosit hücrelerine farklılaşabilmektedir [3]. 

Temelde kök hücre tanımını oluşturan prensipler şunlardır:  

 Kendi kendini yenileyebilme yeteneği, 

 Tek bir hücreden birden fazla hücre tipine farklılaşabilme, 

 Belli bir dokunun in vivo fonksiyonu geri kazandırabilme. 

 

Kök hücreleri farklılaşma kapasitelerine göre gruplandırmak mümkündür. Zigottan  

oluşan hücreler bütün bir organizmayı oluşturabilecek özelliğe sahip hücrelerdir ve 

bunlara totipotent hücre denir. Pluripotent hücreler, embriyonun blastosist 

evresinde iç hücre kitlesinden meydana gelir ve embriyonik dönemde farklı doku 

hücrelerine (endoderm, mezoderm, ektoderm) dönüşebilme yeteneğine sahip 

hücrelerdir. Multipotent hücreler ise sadece sınırlı sayıda hücre tipine farklılaşabilen 

yetişkin kök hücreleridir [4]. 

Diğer bir deyişe göre kök hücreler, gelişim evresine göre embriyonik kök hücreler 

(EKH) ve yetişkin kök hücreler olmak üzere sınıflandırılabilinir [1][4]. Bir de 

indüklenmiş pluripotent kök hücre (IPSC) tanımından bahsetmek mümkündür. IPSC, 

organizmada doğal olarak bulunmayan ancak in vitro şartlarda uyarı sonucu meydana 

getirilen ve pluripotent özellik kazandırılan hücrelerdir [1][5][6]. 
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2.1.1. Embriyonik Kök Hücreler 

Embriyonik kök hücreler blastosist denilen embriyonun 4-5 günlük iç hücre kitlesinden 

elde edilen pluripotent hücrelerdir [4]. Pluripotent özelliğe sahip bir kök hücre kendini 

yenileme özelliğine sahiptir ve pek çok vücut hücresine dönüşebilir (Şekil 2.1.1.1). 

Embriyonik kök hücreler kültür ortamında kök hücre özelliğini kaybetmeden canlılığını 

korur ve kendini yenileyebilir. Bu hücreler dondurulabilir ve araştırmalarda tekrar 

tekrar kullanılabilir. Ancak bu özellikleri EKH'leri klinik uygulamalar için çok başarılı bir 

kaynak yapmaz. Çünkü sınırsız bölünme potansiyelleri nedeniyle uygulandıkları doku 

bölgesinde tümör oluşumuna neden olabilir.  

EKH'ler dondurulup defalarca kullanabilme özelliğinden dolayı doğal bir hücre hattıdır. 

Bu nedenle, embriyogenez araştırmaları ve genetik hastalıkların mekanizmalarının 

araştırması için iyi bir kaynaktır.  

 

ġekil 2.1.1. 1 Pluripotent özellikteki embriyonik kök hücreler 
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2.1.2. YetiĢkin Kök Hücreler 

Yetişkin kök hücreler, somatik kök hücreler olarak da adlandırılır. Yetişkin kök 

hücreler, mezenşimal kök hücreler gibi yetişkin dokulardan kök alır. Bu hücreler 

genellikle bulundukları dokuların yenilenmesinde ve homeostazında görev alır [1]. 

Yetişkin kök hücreler multipotenttir ve elde edildikleri doku kaynağını temsil ederler 

(Şekil 2.1.2.1). Antiinflamatuar özellikte olan yetişkin kök hücreler, doku hasarının 

tamirinde rol oynamaktadır. Ancak in vitro şartlarda sınırlı bir farklılaşma potansiyeline 

sahiptir. Yetişkin kök hücreler otolog olarak kullanılabildiklerinden dolayı klinik 

uygulamalarda önemli bir avantaja sahiptir. Yetişkin kök hücreler plasenta da dahil 

olmak üzere kemik iliği, periferik kan, diş pulpası, yağ doku, sindirim sistemi ve beyin 

gibi birçok farklı kaynaktan izole edilebilir [1]. 

Kemik iliği ve yağ dokusu iyi birer yetişkin kök hücre kaynağıdır. Bu hücreler 

salgıladıkları faktörler sayesinde hasarlı doku bölgesinde iyileşmeye katkı 

sağlamaktadır.  

 

ġekil 2.1.2. 1 Multipotent kök hücreler 
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2.2. MezenĢimal Kök Hücreler (MKH) 

Mezenşimal kök hücreleri yetişkin kök hücre tiplerinden biridir. MKH'ler kendini 

yenileyebilen ve çeşitli hücre tiplerine farklılaşabilen multipotent stromal hücreler 

olarak tanımlanır [7].  Bu hücrelerin kültürü esnasında, hem kök hücre hem de diğer 

hücre tiplerinden oluşan heterojen bir hücre popülasyonuna rastlanır [7]. 

MKH'ler hem hücresel tedavi hem de doku yenilenmesi konularındaki kullanımı 

dolayısıyla son zamanlarda çok önem kazanmıştır. Güvenilirliği ve kültür ortamında 

uzun süre kültüre edilebilmesi sebebi ile in vivo ve in vitro çalışmalarda sıkça 

kullanılmaktadır. Bu hücrelerin izolasyonunun ve kültürünün kolay olması ayrıca 

yüksek ex vivo potansiyelinin olması bu hücreleri tedavi edici bir araç haline 

getirmektedir. MKH'ler neredeyse tüm yetişkin organlarda bulunur. Bu hücreler 

kolayca izole edilip, milyonlarca hücreye kadar çoğaltılabilir. 

MKH'ler hematopoietik grup dışında kemik, kıkırdak, yağ, ligament ve tendon gibi 

hücrelere farklılaşma yeteneğine sahiptir (Şekil 2.2.1).  

[8] 

  

ġekil 2.2. 1 Mezenşimal kök hücrelerin farklılaşma potansiyelleri 
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MKH'ler hematopoietik olmayan stromal hücreler olup bağ doku kökenli olmaları 

nedeniyle başta bağ doku kökenli hücreler (kemik, kıkırdak, yağ, ligament ve tendon) 

olmak üzere bir çok farklı tipte hücreye (kalp, karaciğer, pankreas, sinir sistemi 

hücreleri) farklılaşabilme yeteneğine sahiptir [7][8].  

MKH'ler göç edebilme özellikleri ve dokuda hasarlı hücre ile füzyon yeteneği ve 

çoğunlukla non-immunojenik özellikte olmaları ve salgıladıkları çeşitli faktörler 

sayesinde transplante edildiklerinde uygulama bölgesinde hasarlı dokunun 

iyileşmesine katkıda bulunurlar [9]. 

 

2.2.1  MezenĢimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Mezenşimal kök hücreler ilk kez 1968 yıllında Fridenstein tarafından 

tanımlanmışlardır. Fridenstein, yapılan kemik iliği kültürlerinde hematopoietik 

olmayan, adezyon yeteneği gösteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hücre 

kolonilerinin bulunduğunu ve bunların kemik ve yağ hücrelerine farklılaşma 

yeteneğine sahip olduklarını göstermiştir [7] .  Yıllar sonra yapılan çalışmalarda bu 

hücrelerin hematopoietik özellikte olmayan multipotent kök hücreler olduğu ve farklı 

hücrelere dönüşebilme yeteneklerinin olduğu gösterilmiştir.  

 

Mezenşimal kök hücrelerini tanımlayabilmek için üç temel kriter vardır: 

 Kültür kabının yüzeyine tutunabilme özelliğine sahip olmalı 

 Yüzeylerinde spesifik yüzey antijenlerini ifade edebilmeli  

 İn vitro koşullarda osteoblast, kondroblast ve adipositlere farklılaşabilmeli. 

 

İlk kez 1999 yılında, Pittenger ve arkadaşları MKH'lerin sahip oldukları yüzey 

antijenlerini tanımlayarak bu hücreleri karakterize etmişlerdir [10]. Bu hücreler, birçok 

farklılaşma kümesi molekülleri için pozitif ya da negatif olabilir.  Farklılaşma kümeleri 

(Cluster of Differentiation, CD) sistemi, monoklonal antikorlarla tanımlanan lökosit 

antijenlerinin isimlendirilmesinde kullanılan sistematik bir yaklaşımdır [11].  

CD adlandırması hem insan lökosit antijenleri hem de fare ve sıçanlardaki 

homologları için kullanılır.  CD molekülleri, reseptör olarak ya da ligand olarak hareket 
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edebilir. Bazı CD proteinleri ise hücre sinyal yollarında hücre adezyon molekülü 

olarak görev alır.  

CD sistemi immünofenotiplemede hücre belirteci olarak kullanılır. Bu şekilde hücreler 

yüzeylerinde bulunan, kendilerine özgü CD moleküllerine göre tanımlanır. Bahsedilen 

bu CD molekülleri aynı zamanda mezenşimal kök hücrelerin karakterizasyonunda da 

kullanılmaktadır [12][13][14]. 

Yüzey antijenleri MKH'in karışık hücre populasyonundan ve hematopoietik gruptan 

ayrılması için önemlidir. MKH'ler çok çeşitli yüzey antijenlerini ifade etmekle birlikte 

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneğinin (ISCT) fikir birliğine vardığı yüzey antijenleri 

CD73, CD90, CD105 pozitif ve CD14, CD34, CD45, CD19 ve HLA-DR negatiftir 

[10][12][14].   

MKH'ler in vitro koşullarda birçok hücre tipine, başta adiposit, osteoblast, kondrosit, 

miyosit, hepatosit, sinir hücreleri, endotel ve epitel hücrelerine dönüşebilme 

yeteneğine sahiptir [7][12][15].      

MKH'ler non-hematopoetik stromal hücreler olarak; kemik, kıkırdak, kas, bağ doku, 

tendon ve yağ doku yenilenmesinde katkıda bulunurlar. MKH'lerin 

karakterizasyonunun yapılabilmesi için yukarda belirtilen üç temel kriter takip 

edilmelidir. Yanı sıra bu hücrelerin karakterize edilebilmesi için ekstraselüler matriks 

reseptörleri ve büyüme faktörleri gibi  birçok hücre belirteçleri kullanılmaktadır [16].   

MKH'lerin önemli bir özelliği hasarlı bölgeye mobilize olabilmeleridir. Bu hücreler 

hasarlı bölgeye göç edebilme ve o dokuya yerleşme kapasitesine sahiptirler [15]. Bu 

yerleşmede kimokin, sitokin ve yüzeydeki reseptörler önemli rol oynar. 

 

2.2.2. MezenĢimal Kök Hücrelerin Kaynakları 

İlk çalışmalarda MKH'ler sadece kemik iliğinden izole edilmiştir [7]. Fakat günümüzde 

MKH'ler, yağ dokusu, deri, diş, periferik kan, umbikal kord kanı, ve sert dokularda; 

karaciğer, dalak, akciğer gibi neredeyse tüm erişkin dokulardan temin edilebilir 

[17][18][19][20]. Bu hücreler aynı zamanda plasenta ve amniotik sıvıdan da izole 

edilebilir [7][15].   
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Yapılan çalışmalara göre MKH'ler kıkırdak dokudan da elde edilebilmektedir ve 

MKH'lerin temel kriterlerinden olan yüksek proliferasyon oranı, multipotent yapı ve 

benzer MKH'lerin belirteci fenotipini göstermektedir [13].   

Bahsedilen MKH'lerin kaynakları olan kemik iliği, kıkırdak ve yağ doku farklı hücre 

tiplerine farklılaşması, bu üç kaynak da osteojenik, adipojenik ve kondrojenik 

farklılaşma potansiyeline sahiptirler. Yüzey belirteçlerinin ifadesinde değişiklikler 

görülebilmektedir [13].   

İnsan plasentasından elde edilen MKH'ler, kemik iliğinden elde edilen MKH'lere 

oranla daha yüksek çoğalma ve kültüre edilme kapasitesine sahiptir [21].  Amniotik 

sıvı MKH'lerinin de yüksek hücresel plastisitesi ve farklılaşma özelliği vardır [22].  

Farklı dokulardan izole edilmiş MKH'ler morfolojik olarak benzerlik gösterirler ve bu 

hücrelerin üzerinde  bulunan ve  ortak olarak kullanılan yüzey belirteçlerinin 

ifadesinde farklılık görülmemiştir [23].  

MKH'ler, kemik iliğinde ve diğer dokularda sadece çok az miktarda bulunmaktadır. 

Kemik iliğinde tüm kemik iliği hücrelerinin 0.0001%-0.01'lık kısmını oluşturmaktadır 

[14]. Bu hücreler üzerine yapılan geniş çalışmalar esnasında diğer kaynakların da 

araştırılması gerektiği anlaşılmıştır. Yağ doku için her bir gram yağda 100.000 

mezenşimal kök hücre bulundurmaktadır [15].   

Kemik iliğine kıyasla yağ dokudan MKH'leri toplanırken, acı vermeden daha fazla 

miktarda elde edilmesi mümkündür. Bu nedenle yağ dokunun, MKH'ler için çok iyi bir 

kaynak olduğu farkedilmiştir. Yağ doku kolay ulaşılabilir, güvenilir, fazla miktarda 

yetişkin kök hücre izole edilebilen bir kaynaktır. Bu nedenle, doku yenilenmesi 

amacıyla yapılan uygulamalarda sıkça tercih edilmektedir. Farklı hayvan modelleri 

üzerinde yapılan çalışmalarda, yağ doku MKH'lerinin immün baskılayıcı olarak ve 

aynı zamanda farklı doku hasarların tedavisinde kullanılmaktadır [15].  
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2.3. Yağ Dokusu Kökenli MezenĢimal Kök Hücreler 

Kemik iliği gibi yağ doku da mezodermden türemiş bir organdır. Yağ doku MKH'leri, 

elde edilmesi kolay ve bir seferde bol miktarda doku izole edilebileceği için alternatif 

bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Bu hücreler de adipojenik, osteojenik, 

kondrojenik, nörojenik ve miyojenik farklılaşma yeteneğine sahiptir (Şekil 2.3.1) [24].   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yağ dokusu kök hücrelerinin immun cevap oluşturma olasılığı daha düşük ve uzun 

dönemde kültür koşularında genetik olarak daha stabildir [24][25]. Güvenirliliği ve 

etkinliği yağ dokusu MKH'nin klinik olarak uygulanabilirliliğini de mümkün olmaktadır.  

Uluslararası Yağ Uygulamaları Teknolojileri Topluluğu (International Fat Applied 

Technology Society) "yağ dokusu kök hücreleri" kavramını, yağ dokudan elde edilen, 

plastik kültür kabının yüzeyine tutunan, seri olarak pasajlanan ve  multipotent özellik 

gösteren hücre popülasyonu şeklinde tanımlar [14][26].  

Sağlıklı ve yetişkin bir bireyin toplam vücut ağırlığının %10-15'i yağ dokusu olup; bu 

dokunun yaklaşık yarısı cilt altında, geri kalanı da omentum, mezenter ve iç organlar 

arasında yer alır. Cilt altı yağ dokusu aynı zamanda iyi bir MKH'lerin kaynağıdır. 

ġekil 2.3. 1 Yağ dokusu kökenli mezenşimal kök hücrelerinin farklılaşma 
potansiyeli 
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Birçok çalışmaların sonuçlarına göre, kök hücre popülasyonu perivasküler 

lokasyonda, perisit ve endotel hücreler ile beraber bulunmaktadır [7][26].  

MKH'ler pasajlama sırasında fibroblastik morfoloji göstermeye devam ederken (Şekil 

2.3.2) yüzey özellikleri kısmen değişerek, farklılaşma gösterebilmektedirler.  

 

 

Yağ dokusu kökenli mezenşimal kök hücreler tüm yüzey belirteç ifadelerini 

göstermez. Bu hücrelerin fenotipik karakterlerine bakıldığında, CD29, CD90, CD73, 

CD44, CD105, CD13, CD54, CD146 ve HLA-ABC için pozitif, hematopoetik ve 

endotel hücrelerin belirteçleri olan CD45, CD34, CD133 ve HLA-DR için ise negatif 

ifade göstermektedir [12][27][28]. Adipoz doku kökenli mezenşimal kök hücreler aynı 

zamanda kemik iliği kök hücrelerin ile karşılaştırıldığında, CD36 için pozitif ve CD106 

için negatif ifade gösterir [29]. 

Bu hücreler deri altında (subcutaneous) ya da karın bölgesinde bulunan yağdan 

(abdominal) izole edilebilir. Ong ve ark. 2014 yılında yaptığı çalışmada, CD10'un 

ifadesi, deri altından alınan yağ dokusunda sıkça görüldüğünü, aynı zamanda CD200 

yüzey antijeninin ifadesi abdominal yağdan izole edilen yağ kök hücrelerinin üzerinde 

daha çok görüldüğünü tespit etmiştir [30]. Farklı çalışmalar göstermektedir ki; 

karakterize edilmiş ve immunofenotip özelliklerine göre karşılaştırılmış, kültüre edilmiş 

 

B A 

ġekil 2.3. 2 P1'de yağ dokusu kökenli mezenşimal kök hücrelerin fibroblast 
morfolojisi A) X10 B) X20   
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adipoz kök hücrelerinin ilk ve ileri pasajlardaki yüzey özelliklerinde değişiklikler 

olmaktadır [7] [27].    

 

2.3.1. Yağ Dokusu Kökenli MezenĢimal Kök Hücrelerin Yüzey Özellikleri ve 

Karakterizasyonu 

Yağ dokusu MKH'leri, kemik iliği MKH'lerine benzer birçok yüzey antijenini ifade 

ederler ve ISCT' nin belirlediği gibi ortak yüzey antijenleri vardır (Çizelge 2.3.1.1). 

Ancak bazı özellikleri bakımından çok ufak farklılıklar gösterirler. Örneğin kemik iliği 

kök hücreleri CD49d'yi çok az ifade ederken, yağ dokusu kök hücreleri tarafından çok 

daha fazla miktarda ifade edilir. CD106 ise yağ dokusu kökenli MKH'ler tarafından çok 

az ifade edilirken, kemik iliği kök hücreleri çok daha fazla ifade eder. Bununla birlikte 

kabul görmüş sonuç bu hücrelerin CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve MHC 

Class I için pozitif, CD34, CD45, CD31 için  ise negatif özellik gösterdiğidir.  

 

Mezenşimal kök hücrelerin karakterizasyonunda hücre yüzey işaretleyicilerinin 

yanısıra sitokin ve çeşitli büyüme faktörleri reseptörleri ile ekstrasellüler matriks 

reseptörleri de kullanılabilir  (Çizelge 2.3.1.2) [16][31][32]. 

Mezenşimal kök hücreler, makrofaj koloni stimule eden faktör (M-CSF), granulosit 

koloni stimule eden faktör (G-CSF), fms-benzeri tirozin kinaz-3 (Flt-3) ligand, kök 

hücre faktörü (SCF) gibi sitokinler, kimokinler ve büyüme faktörlerini üretir. Ayrıca, IL-

1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R sitokin reseptörlerini ifade eder. Kemik büyüme faktör 

reseptörü (BGF-R), platelet kökenli büyüme faktör reseptörü (PDGFR) ve 

 
 

Pozitif yüzey antijenleri Negatif yüzey antijenleri 

CD13 CD63 CD11 CD34 

CD29 CD71 CD11b CD45 

CD44 CD73 CD14 CD106 

CD49a CD90 CD31 CD117 

CD54 CD105 CD33 CD133 

Çizelge 2.3.1. 1 MezenĢimal kök hücrelerin yüzey antijenleri 
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dönüştürücü büyüme faktörü beta reseptörü (TGFβR) gibi büyüme faktörü 

resepörlerinin MKH'lerin farklılaşmalarında önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir [31]. 

Sitokinler tarafından uyarılmış olan mezenşimal kök hücreler, CXCL9, CXCL10 ve 

CXCL11 gibi lökosit kimokinlerini yüksek düzeyde ifade eder.  Doku yenilenmesi ya 

da doku hasarının tamir edilmesi sırasında hasarlı bölgeye mezenşimal hücrelerin 

göç etmesi sırasında CCR1, CCR4, CCR7, CXCR5 ve CCR10 gibi bazı kimokin 

reseptörlerinin rol oynadığı yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir [16]. 

 

Çizelge 2.3.1. 2 MezenĢimal kök hücrelerde yaygın olarak ifade edilen yüzey 
iĢaretleyiciler 

Yüzey antijenleri CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, Stro-1, 
Sco-1 

Kimokin reseptörleri  CCR1, CCR2, CCR4, CCR6, CCR7, CCR9, 
CCR10, CXCR1, CXCR2, CXCR4, CXCR5  
 

Sitokin reseptörleri IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R 

Ekstrasellülermatriks 
reseptörleri 

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM, endoglin, 

hyaluranon, integrinler: 1, 2, 3, A, V, 1, 2, 

3, 4 

Büyüme faktörü reseptörleri BGF-R, PDGF-R 

Diğer reseptörler Thy-1, IFN-R, TGF-R, TNF-R 

Bu tez çalışmasında yağ dokusundan izole edilen mezenşimal kök hücrelerin 

karakterizasyonu için CD13, CD29, CD54, CD90 ve CD34 yüzey antijenleri 

kullanılmıştır.  

 

2.3.1.1. CD 13  (Aminopeptidaz N) 

Aminopeptidaz N, 967 amino asit içeren bir integral ll tip çinkoya bağlanan bir 

metalloproteazdır (Şekil 2.3.1.1.1) [33]. CD13 ifadesi, embriyonik ve çeşitli 

kaynaklardan izole edilen yetişkin kök hücrelerin yüzeylerinde görülmektedir.   
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CD13 bir ubikutin enzimdir ve insanda endotel, epitel, fibroblast, lökosit gibi hücre 

tiplerinde ve bir çok dokuda görülmektedir. Farklı hücre tiplerinde  regülatör peptitlerin 

metabolizmalarına katılabilmektedir [33][34]. 

Hem enzime bağlı hem de bağlı olmayan bu multifonksiyonel protein, bağışıklık 

sistemi fonksiyonları ve hücre proliferasyonu, sekresyonu, adezyonu, migrasyonu, 

anjiyogenez, inflamasyon hareketleri, antijen sunumu ve endositoz gibi temel biyolojik 

olaylara etki eder [33][34]. 

Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda CD13'ün, MKH'lerin adezyonunda, 

migrasyonunda ve vasküler ağın formasyonunda büyük bir rol oynadığı görülmüştür 

[34].  

 

ġekil 2.3.1.1. 1 İnsan Aminopeptidaz N (CD13) proteini [35] 

 

2.3.1.2. CD 29 (Ġntegrin β1)  

İnsan MKH’leri yüzeylerinde α1, α2, α3, α4, α5 ve β1, β3, β4  gibi farklı integrin 

moleküller  bulunmaktadır [9]. Bu moleküllerden biri olan CD29 aynı zamanda integrin 

β1 olarak da adlandırılır ve in vivo ortamda MKH’lerin migrasyonunda işlev görür [36]. 

İntegrinler hücre adezyonuna yardım eden bir hücre yüzey protein ailesidir. İntegrinler 

temel yapı olarak membranda bulunurlar ve glikoprotein yapısındadır (Şekil 
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2.3.1.2.1A). İntegrinlerin moleküler yapıları α ve β olmak üzere iki altüniteden 

oluşmaktadır [37] (Şekil 2.3.1.2.1B).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[38] 

16α  ve 8β altünitelerinin heterodimerizasyonu sonucunda 20 farklı integrin reseptör 

oluşturur [39]. Bu integrin reseptörlerin çoğu ekstrasellüler matriksler üzerinde 

bulunan fibronektin, kollajen ve vitronektin gibi ligandlara bağlanır (Şekil 2.3.1.2.2). 

Bazı integrinler çözünebilen fibrinojen gibi ligandlara bağlanabilir ya da komşu 

hücrelerin intrasellüler adezyon molekülleri gibi reseptörlerine bağlanır.  

Hücre adezyonunda ve hücre iskeletinin organizasyonun yanı sıra, integrinler sinyal 

reseptörleri olarak da fonksiyon üstlenir. CD29 hücre büyümesinde, farklılaşmasında, 

migrasyonunda ve apoptozunda önemli rol oynar [7][36][40]. 

 

A B 

ġekil 2.3.1.2. 1 A) İntegrinin temel yapısı B) İntegrinin moleküler yapısı α ve β 

altüniteler [37] [38]. 

 . 
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[41] 

Kendini yenileyebilen, multipotent ve migrasyona sahip MKH’ler temel regulator 

olarak homeostazda ve birçok yenilenme işlemlerinde görev alır. Migrasyon yeteneği, 

bu hücrelerin hasarlı bölgeye hareket etme ve hasarlı bölgeye yerleşme aktivitesidir. 

Bazı araştırmalar, MKH’lerin migrasyonunun CD73 / CD29 yüzey antijenlerinin 

kontrolünde gerçekleştiğini göstermektedir. MKH’lerin CD73 ve CD29 yüzey 

antijenlerinin ifadelerinin fonksiyonel seviyede azalması durumunda MKH’lerin 

migrasyonu azalır [42]. 

 

2.3.1.3. CD 54 (intraselüler adezyon molekülü-1) 

Hücre adezyonunda, göçünde ve transmigrasyonunda görev aldığı bilinen birçok 

molekül vardır [9]. Bu moleküller MKH’lerin de yüzeylerinde bulunur. CD54 aynı 

zamanda intraselüler adezyon molekülü (ICAM-1) olarak adlandırılan ve 

immunoglobulin ailesinden gelen bir integral membran proteindir (Şekil 2.3.1.3.1A). 

Bu protein β2 α1 ve β2 αM gibi integrinleri tanır (Şekil 2.3.1.2.1B). İntraselüler 

adezyon molekülü genel olarak endotel ve lökosit ilişkili bir transmembran proteinidir 

ve bu protein hücrelerin arasında hücre etkileşimini stabilize etmede ve 

transmigrasyonunda önemli bir görev almaktadır [43][44].  

ġekil 2.3.1.2. 2 İntegrin resepörlerinin ekstrasellüler matriksler üzerinde bulunan 
fibronektin ve kolajen ligandlara bağlanması [41] 
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Lenfosit, fibroblast, keratinosit, epitel, T ve B hücreleri ve bir çok başka hücre tipleri 

CD54 antijeni ifade eder. T hücrelerin, T ve B hücrelerle etkileşimlerde önemli rol 

oynadığı gösterilmiştir [45]. Enfeksiyon bölgesine lökositleri ve aynı dokulara 

MKH’lerin migrasyonunun karşılaştırılması açısından iyi bir örnektir [39].  MKH'ler  T 

lenfösit aktivasyonu ve alloreaktif reaksiyonları önlerler. Bunun yanında aktive B 

lenfositleri de inhibe eder, regülatör T hücreleri uyarırlar. MKH'lerin hayvan ve 

insanlarda lenfosit proliferasyonunu engelleyerek immunosüpresif etki gösterdiği 

bildirilmiştir [46].  

Yapılan çalışmalara göre MKH’de bulunan ICAM-1 molekülü, bu hücrelerin 

endotelyuma tutunmada fonksiyonel öneme sahiptir [9]. Bunun yanı sıra ICAM-1 

molekülü, MKH aracılı immunosüpresyonda kritik bir rol üstlenir [43][44].  

 

 

 
ġekil 2.3.1.3. 1 A) ICAM-1 temel yapısı B) ICAM-1'ın β2 integrinleri tanıması [47] 

 

2.3.1.4. CD 90 (Thy-1)  

Glikozilfosfatidilinozitol bağlı bir protein olan CD90 aynı zamanda Thy-1 olarak da 

bilinir (Şekil 2.3.1.4.1). CD90, hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşiminde görev alır 

[48]. CD90 ifadesi türler arasında değişiklik gösterir, ama şimdiye kadar endotel 

hücrelerde, hematopoietik kök hücrelerde, lenfositlerde, fibroblast hücrelerinde, sinir 

A B 
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hücrelerinde tanımlanmıştır ve aynı zamanda MKH'lerin yüzeyinde pozitif olarak 

tanımlanır [12][48]. 

CD90 ilk defa T hücrelerin yüzeyinde tespit edildi. CD90 T hücrelerin aktivasyonunu 

teşvik eder, hücre adezyonunda, migrasyonunda, inflamasyonunda, ölümünde ve 

tümör gelişiminde görev alır [48]. 

 

 

 

 

 

 

 

  

[49] [50] 

2.3.1.5. CD 34  

 
CD34 transmembran bir glikoproteindir ve lenfohematopoetik kök ve progenitör 

hücrelerinin, endotel, embriyonik fibroblast hücrelerinin, fetal ve yetişkin sinir 

dokularından oluşan hücrelerin yüzeylerinde ifade edilir [48]. CD34’ün fonksiyonu tam 

olarak bilinmemekle birlikte, yapılan çalışmalara göre bu molekülün hücresel 

mikroçevreye göre hem tutunma hem de anti-tutunma özellikleri görülmektedir [51]. 

CD34'ün, hücre proliferasyonu desteklediği, faklılaşmayı bloke ettiğini bildirilmiştir. 

Aynı zamanda, hematopoietik hücrelerin hareketleri ve migrasyonu da arttırmaktadır 

[52]. CD34, MKH’ler için negatif bir belirteç olarak önerilmiştir [12][27][28]. 

 

 

ġekil 2.3.1.4. 1 Thy-1 (CD90) membrana bağlanması; Glikozilfosfatidilinozitol 
anchor (GPI-açık yeşil) [49] [50] 
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2. 4. Hücre Kültüründe Pasajlama   

Kültürde hücrelerin proliferasyonu sonucu sayıların artması, buna bağlı olarak besin 

kullanılması atık maddelerin miktarının artması ve istenmeyen ürünlerin oluşması 

nedeniyle hücreler aynı ortamda sonsuza kadar kültüre edilemez. Bu nedenle hücre 

populasyonunu yeni bir kültür ortamına transfer etmek gerekir. Bu işlem, hücre 

pasajlanması olarak adlandırılır. Hücre pasajlaması genel olarak yaşam süresini 

uzatmak ya da kültür ortamındaki hücre sayısını artırmak için kullanılır.  

Hücre pasajlanması, asıl hücre kültürüne göre daha düşük yoğunlukta hücreler elde 

etmek için kullanılır. Yeni kültür ortamında taze besiyeri hücrelerin ölüm riski olmadan 

çoğalmasını sağlar [53]. Hücre süspansiyonu kültür flasklarına bölünerek daha düşük 

yoğunlukta hücreler elde edilir ve bu kültür sekonder kültür olarak tanımlanır. Daha 

sonra sekonder kültürdeki hücreler tekrar çoğaltılarak üçüncül hücre kültürü elde 

edilmesi mümkündür [53]. Bu şekilde hücrelerin de özelliklerine göre pasajlama 

devam edebilir.  

Hücre kültür ortamına ekilen hücreler çoğalarak kültür kabı zeminini tamamen 

kapladığında hem besleyici sıvılar hücreler için yetersiz hale gelir, hem de kültür 

kabında yer olmadığı için hücrelerin çoğalmaları durur ve hücreler ölmeye başlar.  Bu 

durumda pasajlama işlemi ile hücrelere zarar vermeden yüzeyden kaldırılması ve 

yeni ortama transfer edilmesi gerekmektedir. Hücreler tutundukları yüzeyden mekanik 

veya enzimatik yollarla ayrılır.  

Mekanik yöntemin çabuk olmasının yanı sıra hücrelerin spatül ile kaldırılmasında 

zarar görmesi tehlikesi olduğu için, enzimatik yöntemler tercih edilir. Bu yöntemde 

pasajlama işlemi çeşitli proteolitik enzimler kullanarak yapılır. En yaygın kullanılan 

proteolitik enzimler tripsin, kolajenaz ve pronazdır. Hücreler plastik yüzeye 

tutunabilmek için çeşitli proteinleri ve adezyon molekülerini ifade eder.  Tripsin ve 

diğer proteolitik enzimler bu hücrelere bağlanır ve proteinlerin bağlarını kopartarak, 

hücrelerin kültür kabı yüzeyinden ayrılmasını sağlar. Tripsin çoğu zamanda EDTA 

(etilen diamin tetra asetik asit) ile kombine kullanılır. Tripsin yardımıyla hücrelerin 

birbiriyle ve kültür kabının yüzeyi ile olan etkileşimi koparılır ve tek hücre olarak 
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süspanse şekilde toplanır. Hücre süspansyonu santrifüj edilerek toplanır ve hücre 

peleti yeni besi ortamı ile tekrar süspanse edilerek hücreler yeni ortama aktarılır.  

Pasajlama sırasında, bu hücreler farklılaşmaya uğrayabilirler. Bu yüzden her hücre 

tipi ve farklı kaynaklardan izole edilen hücreler için ve farklı in vivo uygulamalarda 

kullanılacak olan hücrelerin hangi pasaja kadar kültüre edileceği belirtilmelidir. 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. MezenĢimal Kök Hücre Ġzolasyonu  

Bu çalışmada MKH izolasyonu için ortalama ağırlıkları 300-350 gram olan, 6-8 

haftalık erkek Wistar albino sıçanlar kullanmıştır. Yağ dokusu mezenşimal kök 

hücreleri sıçanların deri altı yağ dokusundan izole edilmiştir. Hücre izolasyonu için 

kullanılan sıçanlar ile ilgili gerekli etik kurul izni Hacettepe Üniversitesi Deney 

Hayvanları Etik Kurulu'ndan alınmıştır ( H.Ü. Etik Kurulları, Protokol No: 2011/01-1).  

İzolasyona hazırlanmak üzere sıçanlar anesteziye alınmıştır. Anastezi için Xylazine 

(10 mg/kg) (Richter Pharma AG, Austria) ve Ketamin (50 mg/kg) (Richter Pharma 

AG) kullanılmıştır. Anestezi, sıçanlara intramüskular olarak verılmıştır. Anestezi 

uygulanmış olan sıçanların dokusunun alınacağı kasık bölgesi tıraşlanmış ve 

antiseptik solüsyon ile temizlenmiştir. Yağ dokusuna ulaşmak için ilk olarak sıçanın 

kasık bölgesinde yaklaşık iki cm uzunluğunda bir insizyon yapılmış ve bu bölgeden 

içeri girilerek yağ doku alınmıştır (Şekil 3.1.1).  

Cilt operasyondan sonra üç numara atravmatik cerrahi ipek ile kesikli dikiş tekniği ile 

dikilmiş ve sıçanın anestezi sonrası takibi yapılmıştır.   

 

 

A B 

ġekil 3.1. 1 Sıçanlardan yağ dokusu alınması A) Kasık bölgesinde insizyon yapılması 
B) Yağ dokusunun (→) cilt altından çıkartılması  
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3.2. MezenĢimal Kök Hücre Kültürü ve Pasajlanması 

Sıçanlardan elde edilen yağ dokusu, önceden hazırlanmış %10 fetal bovine serum 

(FBS) (Sigma,USA), %0.4 penisilin-streptomisin (v/v) (Sigma, USA) içeren Dulbecco’s 

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

alınmıştır. Bundan sonra tüm işlemler, steril hava kabini içinde gerçekleştirilmiştir. 

Taşıma besiyeri içinde yağ dokusu küçük parçalara bölünmüş ve bu doku parçaları 

kontaminasyon riskinden kaçınmak amacıyla üç kez ayrı taşıma besiyeri içeren cam 

petri kaplarında yıkanmıştır. Daha sonra yağ doku parçaları 6-kuyucuklu kültür 

kaplarına alınmıştır (Şekil 3.2.1).  

 

ġekil 3.2. 1 6-kuyucuklu kültür kabındaki yağ doku parçaları 

                      

Doku parçalarının üzerlerine birer damla %20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v)  

içeren besiyeri damlatılmış ve dokular 37 oC’de %5 CO2 - %95 hava içeren standart 

kültür ortamında 20 dakika inkübe edilmiştir. Bu inkübasyon süresi dokuların kültür 

kabı yüzeyine tutunması ve dokulardan ayrılacak hücreler için uygun bir ortam 

oluşmasını sağlamak içindir. 20 dakika sonra dokuları yüzeyden kaldırmayacak ve 

dokuların yüzeyini kaplayacak kadar %20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v)  

içeren besiyeri damlatılmış ve dokular gece boyu beklemek üzere inkübasyona 

bırakılmıştır (Şekil 3.2.2).  
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İzolasyonun ertesi gününden itibaren kültürün takibi mikroskobik (IX70 Olympus, 

Japan) olarak yapılmıştır. Çeşitli sitokin moleküler, mezenşimal kök hücrelerin 

farklılasmasına sebep olabilir. Bu nedenle mezenşimal kök hücrelerin farklılaşmaya 

yol açmaması için besiyeri değişimi izolasyonun ilk beşinci günü yapılmıştır.   

İzolasyonun beşinci gününde kuyucuklarda bulunan yağ doku parçaları 

uzaklaştırılmış ve kuyucuklara  %20 FBS, %0.2 penisilin-streptomisin (v/v)  içeren 

besiyeri eklenerek bir gün süre ile inkübasyona devam edilmiştir.  

Bu aşamadan sonra standart tripsinizasyon metodu uygulanarak hücrelerin 

pasajlama işlemleri gerçekleştirilmiştir. Bu işlemde ilk olarak 6-kuyucuklu kültür 

kaplarındaki besiyeri alınmış ve daha sonra her kuyucuk 0.5 ml Trypsin/EDTA 

solüsyon ile (Sigma, USA) yıkanmıştır. Yıkama işlemi yapıldıktan sonra kuyucukların 

her birine 0.5 ml Trypsin/EDTA eklenmiş ve kültür kabı 37 oC’de %5 CO2 - %95 hava 

içeren standart kültür koşullarında inkübe edilmiştir. Kültür kapları 2-5 dakika 

inkübatörde bekletilmiş ve böylece hücrelerin birbirleri ve yüzey ile olan 

bağlantılarının kopartılması sağlanmıştır. Hücreler yüzeyden kalkıp süspanse hale 

gelinceye kadar tripsin içerisinde bekletilmiştir. Daha sonra kuyucukların her birine 2 

ml %20 FBS içeren DMEM/F12 besiyeri eklenmiş ve böylece hücreler yüzeyden 

toplanıp santrifüj tüpüne alınarak 800 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüj edilmiştir.  

ġekil 3.2.2 6-kuyucuklu kültür kaplarında yağ dokularının inkübasyonu 
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Santrifüj sonrası süpernatan atılmış ve alt kısımda kalan hücre peleti %20 FBS içeren 

DMEM/F12 ile homojenize edilmiş ve  25 cm2'lik kültür kaplarına alınmıştır (Şekil 

3.2.3). Bu işlem ile pasaj 1 (P1) aşamasındaki hücreler elde edilmişitir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                           

 

 

Tripsinizasyon yöntemi kullanarak hücreler toplam olarak pasaj  10'a (P10) kadar 

kültüre edilmiştir. Her pasajdaki hücrelerin çoğaltılması için 7-10 güne kadar 

beklenmiş ve hücreler tam konfluensiye ulaştıktan sonra pasajlama işlemi yapılmıştır.   

Pasaj 2 aşamasından itibaren inkübasyon 75 cm2 'lik kültür kaplarında ve P10'a 

kadar, her pasajda, % 20 FBS içeren besiyeri ortamında kültürü devam edilmiştir. 

(Sekil 3.2.4).  

Her pasajdaki hücreler bir sonraki işlemler için kademeli dondurma yöntemi ile 

dondurulmuştur. Bu işlem için, aynı tripsinizasyon yöntemi uygulanmış olup, hücreler 

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

aşamadan sonra süpernatan atılmış ve tüpün altında kalan hücre peletinin 

homojenizasyonu  bu kez %50 FBS, %40 DMEM/F12 ve %10 dimetilsülfoksit (DMS0) 

(Sigma, USA) içeren dondurma besiyeri ile yapılmıştır. Bu hücreler ilk olarak 72 saat 

süre ile -80oC’de bekletilmiş sonrasında -196 oC’de sıvı azota alınmıştır. Böylece 

toplam 10 farklı pasaj hücre hazırlanıp karakterizasyon işlemi için saklanmıştır.  

ġekil 3.2. 3 Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 1 (P1)'de 
25cm2'lik kültür kabında kültüre edilmesi 
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3.3. MezenĢimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu  

Yağ dokusundan izole edilen mezenşimal kök hücrelerin toplam olarak 10 pasajı 

hazırlanmıştır. Her pasajdaki hücreler dondurulmuş ve karakterizasyon için 

saklanmıştır. Hücrelerin karakterizasyonu iki aşamada gerçekleştirimiştir. Birinci 

aşamada, her pasajdaki hücreler karakterizasyon için 6-kuyucuklu kültür kaplarında 

hazırlanmıştır. İkinci aşamada ise, farklı pasajlardaki hücreler immünofloresan 

boyama yöntemi kullanarak karakterize edilmiştir. 

 

3.3.1. MezenĢimal Kök Hücrelerin Karakterizasyon için Hazırlanması  

Kriyotüp içerisinde kademeli dondurularak sıvı azot tankına (-196 °C) yerleştirilmiş 

olan hücreler (P1-P10) tanktan çıkarılarak, sıcaklığı önceden 37 °C'ye ayarlanmış su 

banyosunda hızlıca çözdürülmüştür. İçinde çözdürülmüş hücre süspansyonu bulunan 

kriyotüp, kriyoprotektan madde içeren dondurma ortamının uzaklaştırılması amacıyla 

800 rpm'de 5 dakika süreyle santrifüj edilmiştir. Santrifüj işleminin sonunda, kriyotüp 

içerisindeki süpernatan (DMSO içeren hücre dondurma ortamı) atılarak 

uzaklaştırılmıştır.  

ġekil 3.2.4 Mezenşimal kök hücrelerin 75cm2'lik kültür kabında kültüre 
edilmesi 
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Daha sonra kalan hücre peleti % 20 FBS içeren besiyeri ortamı ile homojenize 

edilmiştir. Trypan Blue ile hücreler boyanarak, canlı hücreler ışık mikroskobunda 

neubauer lamında hemositometrik olarak sayılmış (Şekil 3.3.1.1) ve ml'deki hücre 

sayısı bulunmuştur.  Sayım işlemi için 1:1 (100 µl hücre süspansyonu +100 µl Trypan 

Blue)  hücre süspansiyonu Trypan Blue ile karıştırılmış ve bu şekilde hücre yoğunluğu 

ve toplam hücre sayısı belirlenmiştir. 

 

Hücre sayısı aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır;  

Hücre/ml = [Canlı hücre sayısı (A) /en küçük kare 

sayısı (400)] x SF x 104  

Toplam Hücre sayısı=Hücre/ml x Hücre 

süspansiyonunun hacmi (ml) 

 

  

 

 

Toplam hücre sayısı belirlendikten sonra (istenilen hücre sayısı x istenilen hacim) 

/toplam hücre sayısı; formülü kullanarak her 6-kuyucuğa eşit miktarda hücrelerin 

ekimi yapılmıştır.  

Her pasajda, karakterizasyon yapabilmesi için başlangıç hücre sayısı her bir 6-

kuyucuklu kültür kabı için 100 000 hücre/12ml; her kuyucukta yaklaşık 16.666 hücre/2 

ml olarak hazırlanmıştır. Her pasajda beş farklı yüzey antijeni ile karakterizasyon 

yapmak üzere, boyama işlemlerinden 24 saat öncesinde, hücrelerin 6-kuyucuk kültür 

kaplarına ekimi yapılmış ve gece boyunca bu hücreler inkübe edilmistir. Burada 

belirlenen hücre sayısı sayım için en uygun miktar olduğu için tercih edilmiştir. 

 

 

ġekil 3.3.1. 1 Hemositometrede canlı hücre sayımı 

A 
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3.3.2. MezenĢimal Kök Hücrelerin Ġmmunofloresan Yöntemi ile  

Karakterizasyonu 

6-kuyucuklu kültür kabında gece boyunca inkübe edilmiş hücreler boyama işlemlerine 

başlamak için uygun hale gelmiş, her kuyucukta yeterli sayıda hücre olup plastik 

yüzeye tutunmuşlardır.  İlk başta boyama işlemleri için tüm solüsyonlar PBS içinde 

(Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich; P4417) 1:50 oranında hazırlanmış ve tüm 

işlemler oda sıcaklığında gerçekleştirilmiştir  

Mezenşimal kök hücrelerin karakterizasyonu için CD13 (Santa Cruz 

Biotechnology,USA; sc-15360), CD29 (Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-6622), 

CD90 (Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-9163), CD54 (Santa Cruz Biotechnology, 

USA; sc-8439) ve CD34 (Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-9095) olmak üzere  beş 

farklı yüzey antijeni kullanılmıştir. 

Floresan boyama yönteminde sırasıyla şu aşamalar gerçekleştirilmiştir:  

 Standart floresan boyama yöntemine başlamak için öncelikle 6-kuyucuklu 

kültür kaplarından kültür ortamı uzaklaştırılmıştır ve her kuyucuktaki hücreler 

fosfat tampon çözeltisi (PBS) ile yıkanmıştır.  

 Fiksasyon için hücrelerin üzerini kapayacak kadar (0.5ml) metanol eklenmiş ve 

5 dakika -10 °C'de beklenmiştir. 

 Daha sonra metanol uzaklaştırılmış ve 6-kuyucuklu kültür kaplarındaki 

hücrelerin üzerine her bir kuyucuğa 300µl olacak şekide engelleyici (blocking) 

serum (Normal Goat Serum, Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-2043) 

eklenmiş ve 20 dakika boyunca inkübe edilmiştir. 

 Bu sürenin sonunda serum uzaklaştırılarak, hücreler PBS ile yıkanmıştır.  

 Daha sonra hücrelerin üzerini kaplayacak şekilde, her kuyucuğa önceden PBS 

içinde hazırlanmış olan primer antikor solüsyonlar (1:50 oranında) (CD13, 

CD29, CD90, CD54 ve CD34, Santa Cruz Biotechnology, USA) eklenerek 60 

dakika süreyle oda sıcaklığında karanlık ortamda kabın içerisinde inkübe 

edilmiştir. 

 İnkübasyonun sonunda ortamdan primer antikor solüsyonları uzaklaştırılarak 3 

kez ve her seferde 5 dakika süreyle bekleyerek PBS ile yıkanmıştır. 
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 Daha sonra hücrelerin üzerine, her kuyucuğa 300 µl önceden PBS içinde 1:50 

oranında hazırlanmış sekonder antikorlar (CD13, CD29, CD90, CD54 ve CD34 

yüzey antijeni için: donkey anti-goat IgG-TR (Texas red, Santa Cruz 

Biotechnology, USA; sc-2783)) ile 45 dakika süreyle inkübe edilmiştir. 

 Bu işlemin sonunda sekonder antikorların ortamdan uzaklaştırılması için 

hücreler 3 kez PBS ile yıkanmıştır.  

Tüm işlemler CD13, CD29, CD54, CD90 ve CD34 için altı kuyucuklu kültür kaplarında 

pasaj 1'den , pasaj 10’a kadar ve her pasaj için ayrı ayrı uygulanmıştır. Hücreler TR 

için floresan aydınlatma (Olympus, Japan) ile inverted mikroskopta (Olympus IX70 

Inverted Mikroskop, Japan) 545-580 nm'de (Excitation Filter) görüntülenmiştir. 

Görüntüler Olympus DP Manager ve DP Controller (Olympus IX-JVAD, Japan) 

programları kullanılarak her pasajdaki hücrelerin çekimleri yapılmak üzere bilgisayara 

aktarılmıştır. 6-kuyucuklu kültür kabına bakıldığında her bir kuyucuk için beş farklı 

alan seçilmiştir. Bu beş farklı alanın hem normal görüntü hem de florasan görüntü için 

hücre sayımı yapılmıştır (Şekil 3.3.2.1). Bu şekilde her bir yüzey antijeninin ifadesinin 

pozitif yüzde (%) oranı hesaplanmıştır.  

n1 için: 

Toplam normal görüntüde 

(boyama yapılmaksızın) hücre 

sayısı = A1+A2+A3+A4+A5  

Toplam floresan boyanmış hücre 

sayısı= A1+A2+A3+A4+A5 

% İfade oranı: (toplam floresan 

boyanmış hücre x 100) / toplam 

normal görüntüde hücre sayısı  

 

 

ġekil 3.3.2. 1 6-kuyucuklu kültür kabında hücre 
sayımı için alan belirlenmesi 
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3.4. Ġstatistiksel Analiz 

Bu çalışmada deneysel verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for 

the Social Sciences) istatistik programı kullanılmıştır. Her bir yüzey antijeninin, 10 

farklı pasajı arasındaki farklıkları incelemek için parametrik olmayan (non-parametric) 

Independent Samples Kruskal-Wallis test kullanılmıştır. İstatistiksel önem kontrolü p≤ 

0,05 düzeyinde yapılmıştır. Son olarak, beş farklı yüzey antijenin genel ifadesi 

arasındaki farklara bakılmak üzere tek yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) 

uygulanmıştır.   
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4. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

4.1. MezenĢimal Kök Hücrelerin Ġzolasyonu, Kültürü ve Pasajlanması 

Yağ dokusundan primer eksplant kültür yöntemi ile izolasyonu yapılan mezenşimal 

kök hücreler pasaj 0 (P0) ve pasaj 1 (P1) olarak kültüre edilmiştir  Daha sonra bu 

pasajlardaki kök hücreler dondurulmuş ve sıvı azottan (-196°C) çıkarıldıktan sonra 

P1'den P10'a kadar pasajlanmış ve karakterizasyonu için tekrar dondurulmuştur.  

Bu tez çalışmasında hücre izolasyonu sırasında herhangi bir enzimatik yöntemi 

kullanılmamış, primer dokudan doğrudan mezenşimal kök hücrelerin ayrılarak kültür 

kabının yüzeyine tutunmaları sağlanmıştır. İnkubasyondan 24 saat sonra MKH'lerin 

dokudan ayrılarak kültür kabının yüzeyine tutunmaya başladıkları ve fibroblastik 

morfolojiye sahip oldukları gösterilmiştir (Şekil 4.1.1). Bu hücrelerin arasında  

eritrositler de belirgin olarak görülmektedir. Ancak besiyerinin değiştirilmesi ile 

eritrositler ortamdan uzaklaştırılmış ve birinci pasajdan sonra kültürde hemen hemen 

hiç eritrosit kalmamıştır. İnkübasyonun başlangıcından 5 gün sonra fibroblastik 

morfoloji gösteren hücrelerin sayısı artmış (Şekil 4.1.2A, Şekil 4.1.2B) ve pasaj 1'den 

önce hücreler konfluent görüntüye ulaşmışlardır (Şekil 4.1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.1. 1 Yağ dokusundan izolasyondan 24 saat 
sonra MKH'ler (→) ve çevrelerindeki eritrositler (---►) 
(X10) 
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Pasaj 1'deki hücreler hızla prolifere olmuş ve kültür kabının yüzeyini tamamiyle 

kaplayarak konfluensiye ulaşmışlardır (Şekil 4.1.4). Primer kültür ile kıyaslandığında 

(P0), P1'den sonra hücre sayısı hızla artmaya başlamış ve hücreler P10'a kadar 

pasajlanmıştır. Her pasajdaki hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik 

morfolojiden belirgin bir sapma olmadığı gösterilmiştir (Şekil 4.1.5 - 4.1.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

ġekil 4.1. 2 Primer ekspant kültürün 5. gününde 
MKH'lerin morfolojisi A) X10 B) X20 
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A 

B ġekil 4.1. 3 MKH'lerinin pasaj 1' den (P1) öncesi konfluent 
görüntüsü (X10) 

ġekil 4.1. 4 Pasaj 1'de (P1) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 
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ġekil 4.1. 5 Pasaj 2'de (P2) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 

ġekil 4.1. 6 Pasaj 3'de (P3) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 
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ġekil 4.1. 7 Pasaj 4'de (P4) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 

ġekil 4.1. 8 Pasaj 5'de (P5) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 
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ġekil 4.1. 9 Pasaj 6'da (P6) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 

ġekil 4.1. 10 Pasaj 7'de (P7) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 
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ġekil 4.1. 11 Pasaj 8'de (P8) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 

ġekil 4.1. 12 Pasaj 9'da (P9) MKH'lerin konfluent görüntüsü ve 
morfolojisi (X10) 
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İlerleyen pasajlarda hücrelerin morfolojilerinde bazı sapmalar olduğunu görülmüştür. 

Bu değişiklikler belirgin ve sayıca fazla olarak P6 'dan sonra görülmüştür. P6, P7, P8, 

P9 ve P10'da hücrelerin fibroblastik morfolojilerinin değişerek daha yaygın bir 

görüntüye sahip oldukları tespit edilmiştir. Bu hücrelerde hücre gövdesi daha 

yaygınlaşmış, uzantılar kısalarak kalınlaşmıştır (Şekil 4.1.14 - 4.1.16). 

 

 

ġekil 4.1. 13 Pasaj 10'da (P10) MKH'lerin konfluent görüntüsü 
ve morfolojisi (X10) 

ġekil 4.1. 14 A) P6'da MKH'lerin değişik morfolojik görüntüsü B) P7'de 
MKH'lerin değişik morfolojik görüntüsü (X20) 
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4.2. MezenĢimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Yağ dokusu kökenli MKH de, bazı spesifik yüzey antijenleri ifade eder. Bu da 

MKH'lerin karışık bir hücre populasyonu içinden hızlı bir şekide ayrılmasına olanak 

tanır. Bu çalışmada yağ dokusu MKH'leri immunofloresan boyama yöntemiyle 

karakterize edilmiş ve bunun için CD13, CD29, CD54, CD90 ve CD34 yüzey 

antijenleri kullanılmıştır.    

A 

A 

B 

B 

ġekil 4.1. 15 A) P8'de MKH'lerin değişik morfolojik görüntüsü B) P9'da MKH'lerin 
değişik morfolojik görüntüsü (X20) 

 

ġekil 4.1. 16 P10'da MKH'lerin değişik 
morfolojik görüntüsü (X20) 

B

 

A
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Hücreler boyama sonunda TR (Texas Red) için 545-580 nm dalga boyunda floresan 

aydınlatma (Olympus, Japan) ile inverted mikroskopta (Olympus IX70 Inverted 

Mikroskop, Japan) görüntülenmiştir.   

Elde edilen görüntüler ile hücrelerin her pasajda her bir yüzey antijeni için normal ve 

floresan hücre sayısı belirlenmiştir. Floresan görüntüler, normal çekim görüntüleri ile 

karşılaştırılmış ve her pasajda pozitif ifade oranı % olarak hesaplanmıştır. Hücreler 

P1’den P10'a kadar beş yüzey antijeni için belirli oranlarda boyanmıştır. 

CD 34'ün mezenşimal kök hücreler için negatif bir antijen olması gerekirken, farklı 

pasajlarda belirli oranda ifade edildiği görülmüştür. Ancak bu oran diğer antijenler ile 

karşılaştırıldığında düşük olduğu için MKH'lerde yeterli düzeyde ifade edilmediği 

söylenebilir.  Tek yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) kullanarak CD 34 yüzey 

antijenin % ifade oranı diğer yüzey antijenler ile karşılaştırıldığında, CD34'ün % ifade 

oranı, CD13, CD29 ve CD90 yüzey antijenlerinin ifade oranlarından istatistiksel olarak 

farklı bulunmuştur (Çizelge 4.2.1).  

Çizelge 4.2. 1 CD34 yüzey antijenin % ifadesinin diğer yüzey antijenleri ile 
karĢılaĢtırılması 

Yüzey antijeni P değeri 

CD13 0.000 

CD29 0.004 

CD90 0.004 

Her yüzey antijeninin ifade oranı hesaplanırken daha önce de ifade edildiği gibi 

P6'dan sonra hücrelerin morfolojilerinde bazı değişiklikler görülmüştür (Şekil 

4.2.1.6,7,10; Şekil 4.2.2.6,7,9,10; Şekil 4.2.3.7,8,9,10; Şekil 4.2.4.6,7,8,9,10; Şekil 

4.2.5.7,9,10). Bu değişik morfolojideki hücreler sayım alanlarında yer alabilir ya da 

almayabilir. Ancak her pasajda hücreler fibroblastik morfolojiye sahip olmaktadır.   

İmmunofloresan boyama sonuçları, beş yüzey antijeninin de her pasajda ifade 

edildiğini ancak pasajlar arasında ifade oranında bazı farklılıklar olduğunu 

göstermiştir. 
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4.2.1. MezenĢimal Kök Hücrelerin CD13 Yüzey Antijeni ile Karakterizasyonu 

Pasaj 1'de (P1) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.1A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.1B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P1 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 73.575 olarak hesaplanmıştır. 
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B 

ġekil 4.2.1. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 2'de (P2) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.2A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.2B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P2 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 83.055 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.1. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 3'de (P3) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.3A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.3B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P3 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 81.025 olarak hesaplanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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ġekil 4.2.1. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 

 



 

43 
 

Pasaj 4'de (P4) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.4A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.4B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P4 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 79.728 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.1. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 5'de (P5) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.5A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.5B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P5 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 91.740  olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.1. 1 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 6'da (P6) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.6A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.6B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P6 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 90.113  olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.1. 2 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 7'de (P7) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.7A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.7B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P7 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 81.931 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.1. 3 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 8'de (P8) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.8A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.8B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P8 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 78.546 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.1. 4 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 9'da (P9) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.9A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.9B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P9 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 87.825 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.1. 5 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 10'da (P10) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.1.10A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.1.10B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P10 MKH'lerde CD13 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 79.233 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.1. 6 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD13 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 

 



 

50 
 

CD13 yüzey antijenin 10 farklı pasajda % ifadesine bakıldığında (Şekil 4.2.1.11) 

Independent Samples Kruskal-Wallis Test kullanarak anlamlı bir farklılık olmadığı 

tespit edilmiştir (p=0.237). 

 

 

ġekil 4.2.1. 11 10 farklı pasajda CD13 yüzey antijeninin ifadesi (%) 
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4.2.2. MezenĢimal Kök Hücrelerin CD29 Yüzey Antijeni ile Karakterizasyonu 

Pasaj 1'de (P1) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.1A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.1B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P1 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 84.880 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 



 

52 
 

Pasaj 2'de (P2) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.2A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.2B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P2 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 90.268 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 3'de (P3) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.3A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.3B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P3 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 93.021 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 4'de (P4) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.4A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.4B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P4 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 83.753 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 5'de (P5) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.5A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.5B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P5 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 91.013 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 6'da (P6) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.6A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.6B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P6 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 85.590 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 7'de (P7) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.7A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.7B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P7 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 46.988 olarak hesaplanmıştır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

200 µm 

200 µm 
B 

A 

ġekil 4.2.2. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 8'de (P8) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.8A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.8B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P8 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifadesi % 69.571 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 9'da (P9) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.9A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.9B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P9 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 85.008 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 10'da (P10) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.2.10A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.2.10B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P10 MKH'lerde CD29 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 70.868 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.2. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD29 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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CD29, yüzey antijenin % ifade oranına bakıldığında (Şekil 4.2.2.11) farklı pasajlarda 

anlamlı bir farklılık olduğu görülmüştür (p=0.002).  

 

CD 29 yüzey antijenin % ifadesinde P7' de önemli bir düşüş gözlenmektedir. Ancak 

bazı pasajlar arasında önemli derecede anlamlı farklılık görülmüştür (Çizelge 4.2.2.1).  

Çizelge 4.2.2. 1 CD29 yüzey antijeninin pasajlarının karĢılaĢtırılması 

Pasajlar P değeri Pasajlar P değeri Pasajlar P değeri 

P7-P1 0.007 P7-P6 0.007 P10-P2 0.014 

P7-P2 0.018 P7-P9 0.009 P10-P3 0.007 

P7-P3 0.006 P8-P2 0.039 P10-P5 0.017 

P7-P4 0.006 P8-P3 0.020   

P7-P5 0.022 P8-P5 0.044   
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4.2.3. MezenĢimal Kök Hücrelerin CD54 Yüzey Antijeni ile Karakterizasyonu 

Pasaj 1'de (P1) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.1A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.1B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P1 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 84.870 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 2'de (P2) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.2A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.2B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P2 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 75.298 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 

 



 

64 
 

Pasaj 3'de (P3) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.3A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.3B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P3 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 82.461 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 4'de (P4) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.4A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.4B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P4 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 76.220 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 5'de (P5) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.5A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.5B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P5 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 75.811 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 6'da (P6) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.6A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.6B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P6 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 76.128 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 7'de (P7) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.7A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.7B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P7 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 61.520 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 8'de (P8) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.8A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.8B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P8 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 65.686 olarak hesaplanmıştır.   
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ġekil 4.2.3. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 9'da (P9) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.9A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.9B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P9 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 75.675 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.3. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 10'da (P10) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.3.10A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.3.10B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P10 MKH'lerde CD54 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 73.078 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.3. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD54 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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CD 54 yüzey antijenin de ifadesinde, farklı pasajlarda (Şekil 4.2.3.11) bir farklılık 

olmadığı gözlenmiştir (p=0.123). 

 

 

ġekil 4.2.3. 11 10 farklı pasajda CD54 yüzey antijeninin ifadesi (%) 
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4.2.4. MezenĢimal Kök Hücrelerin CD90 Yüzey Antijeni ile Karakterizasyonu 

Pasaj 1'de (P1) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.1A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.1B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P1 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 77.001 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 2'de (P2) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.2A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.2B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P2 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 84.093 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 3'de (P3) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.3A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.3B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P3 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 85.390 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 4'de (P4) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.4A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.4B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P4 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 78.680 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 5'de (P5) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.5A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.5B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P5 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 84.996 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 6'da (P6) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.6A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.6B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P6 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 88.368 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 7'de (P7) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.7A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.7B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P7 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 71.356 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 



 

80 
 

Pasaj 8'de (P8) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.8A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.8B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P8 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 67.793 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 9'da (P9) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.9A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.9B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P9 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 77.645 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 10'da (P10) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.4.10A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.4.10B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P10 MKH'lerde CD90 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 69.600 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.4. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD90 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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CD 90 da aynı istatistik analizi uygulanarak tekrar 10 farklı pasajda % ifadesine 

bakıldığında (Şekil 4.2.4.11) anlamlı farklılık tespit edilmiştir (p=0.031).  

 

 

ġekil 4.2.4. 11 10 farklı pasajda CD90 yüzey antijeninin ifadesi (%) 

 

CD90 yüzey antijenin en düşük % ifade oranı P8'de ve P10'da görülmüştür. Bu 

nedenle, hem bu iki pasajın hem de diğer pasajlarin karşılaştırılması yapılmış ve p 

değerleri (p ≤ 0.05) aşağıda verilmiştir (Çizelge 4.2.4.1). 

Çizelge 4.2.4. 1 CD90 yüzey antijeninin pasajlarının karĢılaĢtırılması 

Pasajlar P değeri Pasajlar P değeri Pasajlar P değeri 

P8-P2 0.033 P10-P2 0.039 P7-P6 0.032 

P8-P3 0.018 P10-P3 0.022   

P8-P5 0.010 P10-P5 0.013   

P8-P6 0.004 P10-P6 0.004   
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4.2.5. MezenĢimal Kök Hücrelerin CD34 Yüzey Antijeni ile Karakterizasyonu 

Pasaj 1'de (P1) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.1A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.1B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P1 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 73.636 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 2'de (P2) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.2A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.2B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P2 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 75.326 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 3'de (P3) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.3A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.3B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P3 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 73.563 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 4'de (P4) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.4A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.4B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P4 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 77.830 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 5'de (P5) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.5A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.5B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P5 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 61.920 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 6'da (P6) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.6A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.6B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P6 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 77.395 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 7'de (P7) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.7A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.7B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P7 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 67.078 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 8'de (P8) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.8A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.8B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P8 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 55.036 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 9'da (P9) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.9A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.9B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P9 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 76.920 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Pasaj 10'da (P10) hücreler morfolojik olarak incelendiğinde fibroblastik morfoloji 

gözlenmiştir. Normal görüntüden (Şekil 4.2.5.10A) toplam ve floresan boyanmış (Şekil 

4.2.5.10B) hücrelerin sayısı belirlenmiş ve bu şekilde P10 MKH'lerde CD34 yüzey 

antijenin pozitif ifade oranı % 48.615 olarak hesaplanmıştır. 
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ġekil 4.2.5. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD34 yüzey 
antijeninin ifadesi A) Hücrelerin normal görüntüsü B) 
Hücrelerin floresan boyama görüntüsü (X20) 
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Son olarak, diğer yüzey antijenlerine göre en düşük % ifadesi olan CD34 yüzey 

antijeninin de farklı pasajlarda % ifade oranında (Şekil 4.2.5.11) farklılık olduğu 

görülmüştür (p=0.016).  

 

ġekil 4.2.5. 11 10 farklı pasajda CD34 yüzey antijeninin ifadesi (%) 

 

CD34 yüzey antijenin en düşük % ifade oranı P8'de ve P10'da görülmüştür. Bu 

nedenle hem bu iki pasajin hem de diğer pasajların karşılaştırılması yapılmış ve p 

değerleri (p ≤ 0.05) aşağıda verilmiştir (Çizelge 4.2.5.1). 

Çizelge 4.2.5. 1 CD34 yüzey antijeninin pasajlarının karĢılaĢtırılması 

Pasajlar P değeri Pasajlar P değeri Pasajlar P değeri 

P8-P4 0.020 P10-P2 0.006 P10-P9 0.004 

P8-P6 0.031 P10-P3 0.012   

P8-P9 0.041 P10-P4 0.002   

P10-P1 0.010 P10-P6 0.003   

73.636 75.326 73.563 77.830
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Beş farklı yüzey antijenin genel ifadesine bakıldığında, mezenşimal kök hücrelerde 

CD13 yüzey antijenin en yüksek oranda ifade edildiği görülmüştür (% 82.677). Daha 

sonra CD29 (% 80.096) ve CD90 yüzey antijenlerinin (% 78.492) bu hücrelerin 

yüzeylerinde ifade edildiği gözlenmiştir, daha CD 54 yüzey antijenin de pozitif ifadesi 

gelmektedir (% 74.675). Son olarak diğer yüzey antijenlere göre en düşük % ifade 

oranı gösteren CD34 yüzey antijenin ifadesi % 68.732 olarak gösterilmiştir.    

 

 

 

 

 

Yüzey Antijen 

ġekil 4.2.5. 11 Bütün yüzey antijenlerinin ifadesi 
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Kök hücreler kendilerini yenileyebilme özelliği ve yüksek plastisite gösterebilen 

hücrelerdir. Bu hücreler, dokulara spesifik olan hücrelerinin ifade profilleri ve fenotipik 

özelliklerini gösterebilme özelliğine sahiptir. Fizyolojik açıdan yetişkin kök hücreler 

doku homeostazını sağlamaktadır. Yetişkin kök hücreler belirli progenitor hücrelere 

farklılaşabilir ve bu şekilde hasarlı dokunun iyileşmesini sağlar. Yetişkin kök hücreler 

spesifik stromal dokularda bulunur ve kolaylıkla mezoderm dokulardan-kemik iliği, 

kas, yağ doku-, endoderm dokudan - bağırsak - ve ektoderm dokudan-deri-elde 

edilebilir.  

Yetişkin kök hücre tiplerinden biri olan mezenşimal kök hücreler (MKH), ilk 

çalısmalarda sadece kemik iliğinden izole edilebilirken, yapılan yeni çalışmalarda yağ 

doku gibi farklı dokulardan da bu hücrelerin izolasyonu gerçekleşmektedir [7][15].  

MKH’ler genel olarak mezoderm spesifik hücre tiplerine farklılaşabilir. Bu farklı 

dokulara in vitro farklılaşma özelliği sayesinde, bu hücreler in vivo hasarlı organların 

onarılmasında ve immun sistemin düzenlenmesinde kullanılır. Aynı zamanda bu 

hücreler endotel hücrelere farklılaşabilirler ve yeni damar oluşumuna katkıda bulunur. 

Bahsedilen bu özelliklerinden dolayı MKH'ler, temel araç olarak, hücresel tedavi ve 

rejeneratif tıpta çok yaygın kullanılmaktadır.  

Birçok araştırma, kültüre edilen MKH’lerin çeşitli biyoaktif moleküller salgıladıklarını 

göstermektedir. Bu moleküllerin anti-apoptotik, immunmodulatör, immunsupresif ve  

angiojenez özellikleri sayesinde in vivo ortamda lokal rejenerasyon sağlanır. 

Daha önce bahsedildiği gibi, yağ doku, yetişkin kök hücreler için kolayca ulaşılabilen 

ve çok zengin bir kaynaktır. Yağ doku kaynaklı kök hücreler, kemik iliği mezenşimal 

kök hücrelerine çok benzer bir yüzey protein profili gösterir. Bu hücrelerin ilk izolasyon 

ve karakterizasyon çalışmasında ve diğer birçok çalışmada uzun süre kültüre edilen 

hücrelerin yüzey özelliklerinin değişikliğe uğradığı görülmüştür [14][27][54][55].  

Bu tez çalışmasında MKH’ler, CD13,CD29, CD54, CD90 ve CD34 yüzey antijenleri 

için karakterize edilmiş ve bu yüzey antijenlerinin % ifade oranı on farklı pasajda 

belirlenmiştir. 
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MHK'lerin izolasyonu, primer eksplant kültür yöntemi kullanılarak yapılmıştır. Primer 

eksplant kültür yöntemin bir çok farklı yönden avantajları bulunmaktadır. Bu yöntemde 

hücreler yağ dokusundan doğrudan ayrılarak izole edilmiştir. Bu yöntem, diğer 

yöntemlere göre oldukça hızlı bir yöntemdir. Aynı zamanda hücre izolasyonunda 

kolojenaz ya da tripsin gibi herhangi bir enzim kullanılmadığı için, hücrelerde çok az 

yüzeysel hasar neden olmakta ve hücre yüzey antijenlerininde de çok az değişiklik 

gözlemlenmektedir.  

Elde edilen yağ doku karışık ve heterojen bir hücre populasyonu içermektedir. 

MKH'ler, yüzeye tutunma özelliği gösterdiği için bu hücreler doku eksplantından 

ayrıldıklarında, hem tutunma özelliği taşımayan diğer hücrelerden kolaylıkla  

ayrılmakta,  hem de MKH'lerin dışındaki tüm hücreler elimine edilebilmektedir. Daha 

homojen bir hücre populasyonu elde etmek için, besiyeri ortamı her gün değiştirilmiş 

ve bu şekilde eritrositlerin ve diğer hücrelerin uzaklaştırılması sağlanmıştır. Aynı 

zamanda, bu hücrelerin salgılamış oldukları faktörler diğer yandan sitokin ve diğer 

büyüme faktörlerinin olası farklılaştırıcı etkileri de ortadan kaldırılmıştır.  

Bu yöntemde MKH'ler ortalama 5 günde tam konfluensiye ulaşmadan ilk pasajları 

yapılmıştır. İlk pasajdan sonra bu hücrelerin proliferasyon yeteneğinin arttığı görülmüş 

ve P1'den P4'e kadar, her pasaj 2-3 gün içerisinde elde edilmiştir. İlk tripsinizasyon 

işlemi ve hücrelerin ilk kez tutundukları yüzeylerden ayrılması, bu hücrelerin daha 

hızlı prolifere olmasını başlatmış ve bu şekilde hücrelerin tam konfluensiye gelme 

sürelerinin ilk pasajlarda daha hızlı gerçekleştiği görülmüştür. İlerli pasajlarda 

hücrelerin çoğalma hızının azaldığı görülmüş ve hücrelerin tam konfluensiye ulaşmak 

için daha fazla zaman gerektiği gözlemlenmiştir.  

Bu çalışmada, MKH'ler tüm pasajlarda fibroblastik morfoloji göstemişlerdir. Ancak, 

pasaj 6'dan sonra hücrelerde bazı morfolojik değişiklikler farkedilmiştir. Bu 

değişiklikler,  ilerleyen pasajlarda MKH'lerin farklılaşabildiği yönünde bir takım 

sonuçlar ortaya çıkarmaktadır. 

MKH'ler karışık bir hücre fraksiyonundan izole edildiği için, bu heterojen hücre 

populasyonu preadiposit, endotel progenitor hücreleri gibi bir takım farklı hücre tipleri 

içermektedir [7].  
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Bu nedenle ilerleyen pasajlarda, MKH'lerde saptanan morfolojik değişiklikler 

sonucunda, bu hücrelerin endotel hücrelere farklılaştığı söylenebilir. Fakat, hiç bir 

zaman bu farklılaşmış hücreler, kültür ortamında MKH'lerin fibroblastik morfolojiye 

göre  baskın hale gelmemişlerdir. 

Yapılan bir çalışmaya göre MKH’lerin P10’a kadar kültüre edildikleri zaman, bu 

hücrelerin morfolojileri ve yüzeylerinde bulunan moleküllerin ifadelerinin değişmediği 

saptanmış fakat, uzun süre kültür ortamında bu hücrelerin spontene transformasyon 

riski taşıdıkları görülmüştür [15]. 

Başka bir çalışmaya göre, MKH’lerin azalan proliferasyonun sonucunda hücre 

yaşlanması ve bazı morfolojik değişiklikler görülmüştür. Aynı çalışmada MKH’ler uzun 

süre, P7'den P12'e kadar kültüre edilmiş ve hücrelerde bir takım morfolojik 

anormalite, hücre büyümesi ve bazı spesifik yüzey antijenlerinin ifadelerinin ve 

proliferasyonun azalması gözlemlenmiştir [56]. 

Hücre kültür metodu, çok sayıda hücreler elde etmek için güvenli bir yöntemdir. Fakat 

eğer bu hücreler in vivo uygulamalarda kullanılacaksa, MKH'lerin farklı pasajlarda 

genetik stabilitelerini korumaları ve kök hücre özelliklerini göstermeye devam etmeleri 

gerekir. Uzun süreli kültür, MKH’lerin proliferatif kapasite ve farklılaşma potansiyeli 

MKH’lerin kalitesini düşürebilmektedir.  

Bu çalışmada, bazı yüzey moleküllerinin ifade oranında değişiklikler olmuş ve seri 

pasajlama sonrasında ifadenin azaldığı görülmüştür. Yağ doku kökenli MKH’ler 

biyolojik özelliklerini kaybetmeden kültür ortamında çoğaltılabilir, ancak farklı 

pasajlarda kendilerine özgü hem pozitif hem de negatif yüzey antijenlerinin ifadesinde 

bazı kabul edilebilir değişiklikler ortaya çıkabilmektedir. 

Bu tez çalışmasında MKH’lerinin beş farklı yüzey antijeni için karakterizasyonu 

yapıldığında CD13 yüzey antijeninin ifadesi bu hücrelerin yüzeylerinde % 82.677  

olarak hesaplanmıştır. CD13 yüzey antijeninin ifade oranı 10 farklı pasajda 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür (p=0.237). 

Birinci pasajda (P1), en düşük ifade oranı % 73.575  ve en yüksek ifade oranı P5'de 

% 91.740 olarak belirlenmiştir. CD13 ifadesi için elde edilen veriler, bu yüzey 

antijeninin pasajlar ilerledikçe sabit kaldığını göstermektedir.  
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CD13’ün potansiyel görevi halen tam olarak bilinmemesine rağmen, bu tip-II çinko 

bağlı metalopeptidaz bir çoklu fonksiyona sahip olarak enzime bağlı (biyoaktif 

peptitlere bölebilmesi) ve enzime bağlı olmayan adezyon molekül ya da anjiyojenik 

regülatör gibi fonksiyonları vardır. Bu fonksiyonlar, hücre adezyonunda, hücre 

migrasyonunda, anjiyojenez ve inflamatör hareketlerine katkıda bulunmaktadır [33] 

[57] [58] [59] [60].     

CD13 ifadesi bütün pasajlarda aynı seviyede olduğu için, bu hücrelerin in vivo 

uygulamalarda kullanımı, bütün pasajlardaki hücrelerin güvenli bir şekilde 

kullanılmasını sağlar.  

CD13 hücre adezyonunda, migrasyonunda ve vasküler ağ formasyonunda önemli bir 

görev almaktadır. Rahman ve ark.'nın çalışmasına göre, CD13 anjiyogenezin 

fonksiyon regülatörü olarak çalıştığı tespit edilmiş ve MKH’lerin yüzeylerinde CD13 

bulunmadığı durumlarda, bu hücrelerin endotel ağlara dönüşmekte yetersiz kaldığı 

görülmüştür [34]. 

Aynı çalışmada, CD13'ün bir adezyon molekülü olarak fonksiyon üstlendiği 

gözlenmiştir. MKH’lerin ekstraselüler matriks (ECM) proteinleri ile etkileşimleri 

incelendiği zaman, yüzeylerinde CD13 bulunmayan MKH’lerin, yüzeylerinde CD13 

bulunan normal hücrelere göre daha az tutunma özelliği gösterdiği saptanmıştır. 

Adezyon molekülleri aracılığı ile gerçekleştirilen ekstraselüler matrikse tutunma, bir 

takım sinyal iletim yollarını aktive eder ve sonuç olarak hücre iskeletinden intraselüler 

değişiklikleri uyarır. CD13 molekülü bulunmayan hücrelerde, hücre iskeletinde 

bütünlüğün bozulduğu gözlenmiştir [34]. 

Bu tez çalışmasında, yağ doku MKH'lerinin farklı pasajlarda CD13 yüzey antijeninin 

ifadesinde değişiklik olmadığı için, bu hücrelerin tutunma özellikleri CD13 molekülü ile 

regüle edilir ve bu esnada fokal adezyon kinaz (FAK) aktivasyonu gerçekleşir. FAK 

aktivasyonu adezyonu regüle eder, bu da MKH’lerin hayatta kalmasını, migrasyon ve 

invazyonu kontrol ederek, MKH’lerin entegre olmasını, hayatta kalmasını ve hasarlı 

dokuda yerleşmesini yönetir [61][62][63]. İn vivo ve in vitro özelliklerin 

kıyaslandığında, MKH’lerin popülasyonu, MKH’lerinde bulunan CD13 molekülünün bir 
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çok fonksiyonu yerine getirdiğini, CD13'ün yokluğunda iskelet kaslarının iyileşmesine 

daha az etkisinin olduğunu göstermiştir [34].  

MKH’ler in vivo ortamda yara iyileşmesine katkıda bulunurlar ve Rahman ve ark.'nın 

yapmış olduğu çalışmada, enjekte edilen CD13’ten yoksun MKH’lerin kas dokusunda 

kan akşında düzelmenin daha geç gerçekleştiğini göstermişlerdir. Bu gözlem, in vitro 

ortamda bozulmuş olan MKH’lerin adezyonu, yani bu hücrelerde CD13 molekülü 

yokluğunda, in vivo ortamda MKH’lerin fonksiyonunun azaldığını öngörmektedir [34]. 

Aynı çalışmada, CD13 bulunmayan MKH’lerde in vitro vasküler ağların oluşamadığı 

gösterilmiştir. Bu aynı zamanda göstermektedir ki, CD13, endotel hücrelerinin 

kaderini belirlemektedir [34]. 

Çalışmamızda CD29 yüzey antijeni, % 80.096 oranı ile ikinci en çok ifade gösteren 

yüzey antijeni olarak tespit edilmiştir. CD29 yüzey antijenin  ifadesine  10 farklı 

pasajda bakıldığında, istatistiksel olarak anlamı bir farklılık olduğu görülmüştür 

(p=0.002). İlk pasajlarda CD29 ifadesinde bir artış gözlenmiştir, ve en yüksek ifadesi  

P3 'de (% 93.021) ve P5'de (% 91.014) görülmüştür. MKH'ler için CD29 

karakterizasyonu yapıldığında, P7'de ve  P7'den sonra hücrelerin morfolojilerinde 

değişiklikler gözlemlenmiştir. Ayrıca, pasaj 7'de CD29 yüzey antijeninin ifade 

oranında bir düşüş tespit edilmiştir (% 46.968). P8 ve P9' da tekrar bir artış 

görülmüştür, ama ilk pasajlardaki ifadesine göre CD29 yüzey antijenin daha düşük 

ifade edildiği belirlenmiştir. Bu artışı hücre kültüründe MKH'lerin yüzeylerinde çeşitli 

molekülerin uyarılmış hale gelmeleri ile açıklanabilir. P10' da CD29 ifadesinde tekrar 

bir azalma görülmektedir (%70.868).  

Literatürde yapılan çalışmalar, farklı pasajlarda farklı yüzey antijenlerinin değişebilen 

ifadeler gösterdiklerini ortaya koymaktadır. Yeni izole edilmiş yağ doku kök hücreleri, 

ilk ve ilerleyen pasajlarda yüzey antijenlerinin ifadelerinde değişiklik gösterir. Yağ 

doku kökenli mezenşimal kök hücreler tüm yüzey proteinlerini ifade etmez, fakat 

genel olarak bu hücreler P2’de ve P3’te, kendilerine özgü pozitif yüzey antijenleri 

ifade ederler [14][15][27][55]. 
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Bu tez çalışmasında hem CD13 hem de CD29 yüzey antijenleri, MKH’lerinin 

yüzeylerinde yüksek oranda ifade gösterirler, ama CD13 ifadesi kültür ortamında 

belirgin olarak değişmezken, CD29 ifadesi ilerleyen pasajlarda azalmaktadır. Bir 

araştırmaya göre CD29 ifadesinin izolasyondan hemen sonra (stromal vasküler 

fraksyonda) P3’e kadar yükseldiği saptanmıştır. Çeşitli proteinler ve yüzey 

moleküllerinin MKH’lerde orta derecede ifade edilmesi gerekmektedir. Çünkü bu 

moleküller aracılığıyla MKH’ler hedef dokuya göç edebilmekte, diğer hücrelerle 

füzyon yapabilmekte ve hasarlı dokuda yerleşmeleri sağlanmaktadır. 

MKH’lerin, hedef dokulara yerleşmesinde, bu hücrelerin spesifik dokuya farklılaşması 

yerine, asıl faydalı etkileri o dokuda büyüme ve diğer faktörlerin üretimini 

sağlamasıdır [55]. 

MKH’lerin, kan damarından geçmesi, göçü ve dokulara yerleşmesi, tam olarak 

bilinmemektedir. Ama çok muhtemelen, hasarlı dokuda bulunan spesifik reseptörler, 

ya da çeşitli ligandlar, MKH’lerin bu dokulara yerleşmesinde, göç etmelerinde ve 

adezyonunda yardımcı olmaktadır. Kimokinler dışında, MKH’lerde çeşitli adezyon 

molekülleri de bulunmaktadır ve bu moleküller, yukarda bahsedilen MKH’lerin 

migrasyonunda ve hasarlı dokuya yerleşmesinde yardımcı olmaktadırlar. Bu 

moleküllerden biri olan integrinlerin hem hücre adezyonunda hem migrasyonunda 

önemli bir rol oynadığı bilinmektedir [64][65].  Ip ve ark.'nın yaptığı çalışmalarda, 

integrin α4 yerine integrin β1'in, kemik iliği kök hücrelerin intramiyokardiyal 

migrasyonunda ve doku yerleşmesinde ayrı bir görev aldığını tespit etmiştir [36]. 

Elde ettiğimiz bu sonuçlara göre MKH’lerin intravenöz uygulamalarda kullanılması 

durumunda, bu hücrelerin ilk pasajlarının tercih edilmesi gerekir, çünkü bu pasajlarda 

yüzey antijeninin ifade oranının en yüksek seviyede olduğu görülmüştür. Bu şekilde 

hücrelerin hedef dokuya kolaylıkla göç edebilmeleri sağlanabilecektir. 

Bazı araştırmalar, MKH’lerin migrasyonunun CD73 ve CD29 yüzey antijenlerinin 

kontrolünde gerçekleştiğini göstermektedir. MKH’lerin CD73 ve CD29 yüzey 

antijenlerinin ifadelerinin fonksiyonel seviyede azalması durumunda MKH’lerin 

migrasyonu azalır [42]. 
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Birçok araştırma, MKH'lerin üzerinde, CD54 molekülünü tanımlamıştır, öte yandan 

bazı diğer araştırmalara göre MKH’lerde bu antijenin ifadesine rastlanmamıştır 

[7][43][44]. Bu tez çalışmasında MKH’ler bu adezyon molekülü (CD54) için 

karakterize edilmiş ve farklı pasajlarda CD54 ifade oranında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir farklılık olmadığı saptanmıştır (p=0.123). 

Diğer yüzey antijenleri ile karşılaştırıldığında, CD54 daha düşük ifade (% 74.675) 

gösterir. P1'de bu yüzey antijeninin ifadesinin en yüksek olduğu tespit edilmiştir (% 

84.870). İlerleyen pasajlarda bu ifade oranında azalma görülmüştür. En düşük ifade 

oranı  P7' de (% 61.520) ve P8' de (% 65.686) tespit edilmiştir.  

Yapılan çalışmalara göre MKH’de bulunan ICAM-1 (CD54) molekülü, bu hücrelerin 

endotelyuma tutunmasında fonksiyonel öneme sahiptir [9]. Bunun yanı sıra ICAM-1 

molekülü, MKH’ler aracılı immunosüpresyonda kritik bir rol üstlenir [43][44].  

ICAM-1 ve VCAM-1 genellikle MKH’lerin işaretleyicileri olarak görülmektedir. Bu 

adezyon molekülleri MKH’lerin göç edebilme ve hasarlı dokuların yenilenmesinde 

kritik bir rol almaktadır. Aynı zamanda MKH’ler aracılı, immunosupresyonda gerekli 

olan hücre-hücre adezyonunun sağlanması önemli bir fonksiyon üstlenmektedir. Ren 

ve ark. yaptıkları çalışmalarında, MKH’lerde ICAM-1 ve VCAM-1 ifadelerinin 

yükselmesi durumunda, daha yüksek immunosüpresyon gözlemlemiştir [44].  

Adezyon molekülleri, immün aktivasyon ve imunsüpresyon arasında denge kurmada 

önemli rol oynamaktadır. Endotelyuma ulaştıktan sonra, adezyon molekülleri hücre 

hareketlerini desteklemekte ve bu şekilde T-lenfositler ve antijen sunucu hücrelerin 

arasında etkileşimi stabilize eder. Bu etkileşim, T-hücrelerin aktivasyonu için kritik bir 

olay olmaktadır. T hücreleri aktif hale geldiği zaman, IFN-γ,TNF-α ya da IL-1 gibi bir 

takım sitokinler salgılarlar ki bu sitokinler ICAM-1 ve VCAM-1 adezyon moleküllerinin 

ifadesini artırır. Bu iki molekülün, MKH'ler ve T-hücreleri arasındaki etkileşimi arttırdığı 

gösterilmiştir [44].  

Bu durumda MKH’lerde ICAM-1 ifadesi immunolojik hastalıklarda önemli rol 

oynamaktadır. Bu da MKH'lerin bir çok immunolojik hastalığın tedavisinde 

immunosupresif olarak etki etmesini sağlamaktadır.  
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Adezyon moleküllerinin ligandlarının ya da reseptörlerinin engellenmesi hayvan 

modellerde birçok hastalığın kontrol altına alınmasında büyük fayda göstermektedir. 

ICAM-1 olmayan MKH’lerde, bu hücrelerin hem in vivo hem de in vitro ortamda 

immunosüpresiv etkilerinin azaldığı gözlenmiştir [44]. 

İlk pasajlarda yağ dokusu izolasyonundan hemen sonra, MKH’ler stromal belirteç 

olarak CD90’ı (Thy-1) ifade eder. Hücreler pasajlandıkça, bu yüzey antijeninin 

ifadesinin yükseldiği ve P6’da en yüksek ifadesi gözlemlenmiştir (% 88.368). Sonuç 

olarak, CD90 yüzey antijeninin ifadesinin farklı pasajlarda değişiklik gösterdiği tespit 

edilmiştir (p=0.031). P7 ve sonrasında morfolojik değişiklikler görülmüş, P7 ve sonraki 

pasajlarda ifadenin azaldığı tespit edilmiştir. 

Yapılan bir çalışmaya göre, CD90 (Thy-1) bir farklılaşma işaretleyicisi, özellikle 

osteoblastların farklılaşmasında işaretleyici olarak incelenmiştir [66]. Bu GPI-bağlı 

membran proteinin kesin bir biyolojik fonksiyonu bilinmemekte ve MKH’lerinde 

potansiyel rolü araştırılmaktadır. 

Adipoz doku heterojen bir hücre popülasyonu içermekte ve stromal vasküler fraksiyon 

adipositler, vasküler endotel hücreleri ve bunların progenitor hücreleri ve 

hematopoetik hücreleri içermektedir. MKH’lerin kültüre edilmesi durumunda daha 

homojen hücre popülasyonu elde etmek mümkündür fakat kültür esnasında 

hücrelerin imunofenotipik özellikleri değişebilmektedir. MKH’leri için hem pozitif hem 

de negatif olarak tespit edilen bir başka yüzey antijeni ise CD34’tür. Gronthos ve ark. 

ve bir çok diğer araştırmacılar, MKH’lerin yüzeylerinde CD34 bulunduğunu 

[14][67][68], Katz ve ark. ve diğer araştırmacılar ise aynı işaretleyicinin bulunmadığını 

söylemiştir [27][28][69].   

CD34 bir transmembran siyalomusin proteindir ve bu proteinin fonksiyonu hala tam 

olarak bilinmemektedir. Fakat çeşitli araştırmalara göre bu yüzey antijeni hem 

adezyon hem de adezyon olmayan molekül olarak, farklı mikroçevreye bağlı görev 

yaptığı gösterilmiştir. CD34'ün hematopoietik kök hücrelerin ve progenitor hücrelerin 

izolasyonunda ve tanımlanmasında kullanıldığı söylenmektedir [70]. Yakın zamanda, 

CD34 doku spesifik kök hücreleri ve diğer progenitor hücrelerinin tanımlanmasında 

kullanılmıştır [52].  
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CD34 aynı zamanda endotel progenitor hücrelerinin belirteci olarak kullanılmaktadır 

[71]. Kültüre edilmiş kemik iliği MKH’leri, genel olarak CD34 yüzey antijeni için negatif 

ifade gösterir. Fakat bu yüzey antijeninin yağ dokudan yeni izole edilen MKH’lerde 

ifade edilip edilmediği hala tartışılmaktadır. 

Bu tez çalışmasında, CD34 genel ifadesine bakıldığında, diğer yüzey antijenlerine 

göre daha az miktarda saptanmıştır (% 68.732). CD34 ifadesinde, 10 farklı pasajda 

değişiklik görülmüştür (p=0.016). Bu yüzey antijeninin ifadesi, geç pasajlarda azalmış 

ve P10’da minimum (% 48.615) değerine ulaşmıştır. 

Dominici ve ark. MKH’lerinin tanımlanmasında minimal kriterlerden birini, CD34 

ifadesinin negatif olmasını önermiştir [12]. Öte yandan, CD34 yüzey antijeninin bir 

stromal hücre belirteci olduğuna dair tartışmalar hala devam etmekte ve CD34’ün 

ifadesinin, hücre izolasyonu ve hücre kültür koşullarına bağlı olduğu söylenmektedir. 

Yeni izole edilen hücreler (stromal vaskular frakisyon), heterojen hücre popülasyonu 

içerdiği için bu hücreler CD34 gibi kök hücre belirteçleri için pozitif olduğu söylenebilir. 

Mitchell ve ark. yapmış olduğu çalışmalarda, insan yağ doku kök hücrelerinin 

izolasyonundan hemen sonra, CD34'ün  % 60 oranında ifade edildiğini göstermiş ve 

CD34 ifadesinde ilerleyen pasajlarda azalma gözlemlemiştir [14]. 

Bu tez çalışması ve diğer birçok çalışmalar, yağ dokudan yeni izolen MKH’lerin, yağ 

CD34+ hücre popülasyonuna sahip olduğunu göstermektedir [68]. 

Diğer bazı araştırmalarda, yağ dokuda iki farklı progenitor hücre popülasyonu olduğu 

göstermiş; bu hücreler CD34 (+) hücrelerden köken alan yağ dokusu MKH'leri ve 

CD34 (-) hücrelerden köken alan yağ dokusu MKH'leri olarak tanımlanmıştır [72]. 

Ayrıca Traktuev ve ark. CD34+ adipoz doku kökenli hücrelerin, perisit kökenli 

olduğunu söylemiştir [73]. 

Sonuç olarak, elde edilen farklı veriler ve yüzey antijenlerinin ifadesindeki farklılıklar 

hücre kültür yöntemine bağlı olduğu şeklinde özetlenebilir. Yüzey antijenlerin 

ifadelerindeki değişikliklerin, hücrelerin kültür ortamında uzun süre kalmasından 

kaynaklandığı söylenebilir. Aynı zamanda lokal mikroçevrenin, kök hücrenin hayatta 

kalma ve fenotipik özelliklerini devam ettirebilmede önemli bir etken olduğu 

söylenebilir. 
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Özetle çalışmamızdan elde edilen sonuçlara göre MKH’lerin farklı yüzey 

antijenlerininin ifadesinin ilk pasajlarda stabil olduğu söylenebilir ve gelecekte 

yapılacak olan in vivo uygulamalarda bu hücrelerin  P3 ve P6 arasında kullanılması 

tercih edilmelidir, sonucuna varılabilir. Bu pasajlar, hem yüzey antijenlerinin ifadeleri 

yüksek olduğu için hem de MKH’ler kendi özelliklerini ve morfolojilerini koruyabildiği 

için optimal pasajlar olarak seçilebilir. 

Başka bir önemli nokta ise; birçok yüzey antijenlerinin ifadesi, ilk pasajlarda hücre 

kültüründe salgılanmış çeşitli faktörler ve sitokin molekülleri tarafından 

etkilenmektedir. İn vitro yüzey antijenlerinin ifadesi, in vivo daki ifadeleriyle her zaman 

örtüşmeyebilir. Bu da MKH'lerin detaylı in vitro karakterizasyonuyla bile, in vivo 

davranışları hakkında daha fazla araştırma gerektiğini göstermektedir. 

MKH’lerin detaylı karakterizasyonunu yapabilmek için bu hücrelere özgü moleküler 

biyomarkerler tanımlanmalı, yeni ve gelişmiş proteomik çalışmalar yapılmalıdır. Bu 

şekilde bu hücrelerin, hücresel tedavilerde verimliliği artırılabilir. 
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