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Ozet

Amag: Calismamizda, eriskin ve fetal hepatositlerinin in
vitro fizyolojik ve morfolojik ozelliklerini ve tastyici poli-
mer lizerinde omentuma implantasyon sonrasinda elde
edilmis yeni karaciger dokusunun yapisini incelemeyi
amagladik.

Gereg ve Yontem: Karaciger doku érnekleri eriskin ve 20.
gestasyon giiniindeki fetal Yeni Zelanda tipi tavsanlardan
alind. Dofular kollajenaz ile parcalanarak hepatositler
elde edildi. Hiicre stispansiyonu kollajenle kapli flasklara
ekildi ve hepatosit besiyeri (H 1777, Sigma) kullanilarak
standart kiiltiir sartlarinda iiretildi. Flask yiizeyini doldu-
ran hiicrelerin morfolojik oézellikleri boyanmadan, 151k
mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. Hepatositler trip-
sin-EDTA ile kaldirildi ve hiicre ¢ozeltisi sayilarak kolla-
Jjenle kapli poligliko-laktik asit (PLGA) polimerleri iizerine
her birine yaklasik “4x106” hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicre-polimer kompleksi 10 giin boyunca kiiltiire edildi,
erigkin hepatositler otolog, fetal hepatositler homolog
omentum icine implate edildi ve non-absorbable sutiirle
tespit edildi. U¢ hafta sonra implantlar rezeke edildi ve pa-
m]!i’ne gomiildii. Bloklardan alinan kesitler hemotoksilen-
eozin, PAS ve best carmine boyalart ile boyandi, 15tk mik-
roskobu ile histolojik dzellikleri incelendi.

Bulgular: Erigkin ve fetal_hepatositler basarili bigcimde
izole edilerek tiretilmistir. Ureyen hiicrelerin hemen tiimii-
niin hegzogonal sekilli, biiyiik santral yerlesimli niikleuslu
oldugu ve biiyiik kismunin ¢ift niikleus icerdigi goriildii.
Implantin parafin bloktan elde edilen kesitlerinde dokunun
iyi organize oldugu ve doku iginde vaskiiler yapilarin olug-
tugu gosterilmistir. Hepatositlerin intakt polimer lifleri
arasinda kiimeler olusturdugu gosterilmistir.

Sonug¢: Calismamizda hepatositlerin uygun tagiyict poli-
mer lizerinde taginarak implate edildikleri doku i¢inde kit-
le olugturmak iizere iiremelerine devam ettikleri goriilmiis-
tiir. Fetal ve yetiskin karaciger hiicrelerinin morfolojik in-
celemesinde fark bulunmamakla birlikte, fetal hiicrelerin
daha hizli cogaldiklar: goriilmiistiir. Kollajen kapli PLGA
polimerlerinin karaciger hiicreleri i¢in iyi bir tasiyict iske-
let oldugu goriilmiistiir. Omentumun, implantin adaptasyo-
nu ve vaskiilarizasyonu i¢in iyi bir yapi oldugu goriilmiis-
tiir. Bu modelin, yapay karaciger dokusu elde ederek orto-
topik transplantasyona hazirlamak i¢in uygun oldugu dii-
stiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatosit, hiicre kiiltiirii

Summary

In vitro and in vivo functional and structural evaluation
of cultivated fetal and adult hepatocytes

Aim: In this study, we aimed to examine the in vitro physi-
ological and morphological characteristics of fetal and
adult hepatocytes and in situ tissue masses after implanta-
tion into the omentum.

Materials and Methods: Liver tissue samples were obtai-
ned from fetuses of twenty-day-gestation age and adult
New Zealand rabbits. Hepatocytes were separated by col-
lagenase digestion. Cell suspension was seeded onto colla-
gen coated dishes and cultivation was maintained using
hepatocyte medium (H 1777, Sigma) under standard cultu-
re condty'tion. Growing cells were examined morphologi-
cally using light and electron microscopic images. After
reaching confluence, flasks were treated with trypsin-ED-
TA and cell suspension was seeded onto the collagen coa-
ted unwoven poligliko-lactic acid (PLGA) polymers and
cultivated for 10 days. Fetus and adult cell-polymer comp-
lexes were implanted (fixed with sutures) into the omentum
of rabbits homologously and autologously respectively. Af-
ter three weeks of implantation, tissue masses were resec-
ted and embedded into paraffin. Paraffin sections were
stained with hemotoxilen-eosine, PAS, best carmine and
examined histologically.

Results: Both fetal and adult hepatocytes were successfully
isolated and cultivated. Morphologic analyzes have shown
that all cell populations expressed typical spheroid shape
with centrally located nucleus. Fetal cells reached conflu-
ence in two weeks whereas it took three weeks for the adult
liver cells. Attached and proliferated hepatocytes on the
polymer fibers were detected after 24 hours of seeding on-
to the scaffolds. Histological examination of artificial tis-
sues harvested from omentum has shown well organized
and vascularized liver tissues.

Conclusion: Although fetal liver cells seem proliferating
rapidly than adults, there is no difference in histological
examination of in situ tissue masses. Collagen coated
PLGA polymers may be the preferred vehicle for cell
transfer. We think that omentum is the most suitable tissu-
e for adaptation and vascularization of hepatic cells. This
model can be used to obtain artificial hepatic tissue and al-
so for orthotopic transplantation.
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Giris

Karaciger hiicre izolasyonu caligmalar1 25 yil dnce
Howard ve Pesch’in erigkin karacigerinden kollaje-
nazla canli fonksiyonel hepatositleri elde etmeleri ile
baglamigtir (D, Bu alanda yapilan pek ¢ok ¢aligma-
dan sonra, Seglen tarafindan tarif edilen iki agamali
kollajenaz perfiizyon teknigi standart protokol haline
gelmis ve daha sonra Dunn tarafindan modifiye edil-
mistir (2-3). Hepatositler kiiltiir ortaminda karacigere
ozel fonksiyonlarini devam ettirmektedirler. Kiiltiire
edilmis erigkin ve fetal hepatositler, karaciger dife-
ransiasyon ve rejenerasyon mekanizmalarinin anla-
silmasi ve in vitro ilag¢ toksikasyonu calismalari icin
kullanildig1 gibi, kronik ya da akut karaciger yetmez-
liklerinde transplantasyona kadar yasam destegi sag-
lamak i¢in yapay karaciger dokusu olarak da kullani-
labilirler.

Bu giine kadar karaciger hiicre kiiltiirii ve hiicre
transplantasyonu ¢alismalart ve yapay karaciger sis-
temleri gelistirilmistir. Fakat parsiyel karaciger do-
kusu nakline model olabilecek in vitro yeterli sayida
hepatositin polimer iizerinde kitle olusturma kapasi-
tesi ve bunlarin morfolojik 6zelliklerini incelemeye
yonelik ¢alisma yapilmamistir. Calismamizda biyop-
si materyalinden iiretilen hem fetal hem de erigkin
hepatositlerin 6zellikleri ve omentum icinde doku
olusturma kapasiteleri degerlendirilmistir.

Gerec ve Yontem

Calismanmuzda Yeni Zelanda tipi tavsanlar kullanil-
nustir. Cerrahi islemler intramiiskiiler 25 mglkg Ke-
tamine+5 mglkg Xylasine anestezisi altinda gergek-
lestirildi. Karaciger doku ornekleri, alti adet, on iki
aylik, ortalama 2500-2750 gr disi tavsan ve iki adet
on iki aylik, ortalama 3000-3250 gr hamile tavsanin,
20. gestasyonel giiniindeki alti adet yavrusundan
alindi. Her bir doku yaklasik 2 gr olarak él¢iildii.
Dokular RPMI transport besiyeri icinde steril sart-
larda laboratuara bir saat icinde ulastirildi. Laminer
hava akimi altinda % 0.075’ lik kollajenaz kullanarak
cift asamali perfiizyon teknigi uygulanarak hepato-
sitler izole edildi. Hiicre siispansiyonu kollajenle
kapli flasklara ekildi ve hepatosit besiyeri (H 1777,
Sigma) kullamilarak, 37°C, % 95 nemlive % 5 CO,’li
ortamda iiretildi. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi igin

flasklar ii¢ giin hareketsiz birakild. Ureyen hiicrele-
rin morfolojik dzellikleri boyanmadan 151k mikrosko-
bu kullanilarak degerlendirildi.

Tiim flask yiizeyini dolduran hepatositler tripsin-ED-
TA ile kaldirildi ve hiicre ¢ozeltisi Thoma laminda
sayilarak total hiicre miktar: belirlendi. Orgiilenme-
mig poligliko-laktik asit (PLGA, 90/10) polimeri 2x3
cm boyutlarinda kesilerek etilen oksitte steril edildi.
Polimerler tip-1 kollajen ¢ozeltisi icinde inkiibatorde
bir saat bekletildi. Kollajenle kapli PLGA polimerle-
ri lizerine, her birine yaklasik “4x106” hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Hiicre-polimer kompleksi 10
giin boyunca kiiltiire edildi. Polimer tizerinde itireyen
hiicreler 15tk mikroskobunda incelendi. Eriskin hiicre
polimer kompleksi ayni tavsanin omentumu icine
implante edilerek non-absorbable siitiirlerle tepit
edildi. Fetal hepatositler ise erigkin tavsanlarin
omentumuna implante edilerek tespit edildi. Implan-
tasyondan ii¢ hafta sonra dokular rezeke edildi, ¢ev-
re yag dokulart temizlendi. % 10 formolde tespit edi-
lerek parafine gomiildii. Bloklardan alinan kesitler
hemotoksilen-eozin, PAS ve best carmine boyalari ile
boyandi, 15tk mikroskobu ile histolojik ézellikleri in-
celendi.

Bulgular

Eriskin ve fetal hepatositler basarilt bi¢cimde izole
edilerek iretilmistir. Her iki hiicre popiilasyonunun
morfolojik 6zellikleri benzer bulundu. Ureyen hiicre-
lerin hemen tiimii hegzogonal sekilli ve niikleusu bii-
yiik santral yerlesimli oldugu, biiyiik kismu ¢ift niik-
leus igerdigi goriildii. Fetal hiicreler iki hafta icinde
tiim flask yiizeyini doldururken, erigkin hiicreler an-

Resim 1. Omentum icerisinde vaskiilarize olmus adaciklar ha-
linde hepatosit kiimeleri izlenmekte (H-E X100).



Resim 2. Polihedral sekilli, 6kromatik niikleuslu, eozinofilik
stoplazmali hepatositler grup halinde izlenmekte (H-E X400).

cak ii¢ hafta icinde doldurabilmistir. Polimer kena-
rindaki liflere tutunarak kiimeler olusturmus hepato-
sitler 151k mikroskobu ile goriintiilendi (Resim 1-2).
Implantin parafin bloktan elde edilen kesitlerinde
omental yag dokusu i¢inde, hepatositlerin intakt po-
limer lifleri arasinda kiimeler olusturdugu gosteril-
migstir. Olusan yeni karaciger dokusunun oldukca iyi
organize oldugu ve doku i¢inde vaskiiler yapilarin
olustugu gosterilmistir.

Tartisma

Karaciger transplantasyonu, bilier atrezi gibi konje-
nital ya da end-stage karaciger yetmezligi gibi akkiz
hastaliklarin tedavisinde kaginilmaz olabilmektedir.
American Liver Foundation verilerine gore her yil,
sadece ABD de 30.000 kisi karaciger yetmezliginden
Olmekte, yilda yaklasik 6500 karaciger transplantas-
yonu yapilmakta ve yaklasik 17000 kisi de transplan-
tasyon i¢in beklemektedir. Donér yetersizligi, hiicre
kiiltiir tekniklerinin gelismesi ve doku miithendisligi-
nin interdisipliner bir bilim dali olarak ortaya ¢ikma-
s1, in vitro hepatosit liretimi ve hiicre ya da doku nak-
li calismalarini hizlandirmustir.

Cift basamakli enzimatik yontemle hepatosit izolas-
yonundan sonra, hiicrelerin kiiltiire edilmeleri ve tok-
sikolojide ya da yapay karaciger sistemlerinde kulla-
nim1 yaygilasmistir. Hepatositlerin yapisal ve fonk-
siyonel olarak karmasik olmalar1 ve in vivo dzellik-
lerinin kendilerine 6zgii olmasi, in vitro izolasyon
sartlarii zorlastirmaktadir. Kiiltiir sartlarinda iireyen
tek tabakali hiicreler, in vivo sartlari incelemek i¢in
uygun olmamakta ve bunlar sadece genel deneysel
caligmalar i¢in kullanilmaktadir ). Hepatositlerin in
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vivo sartlardaki 6zelliklerini yansitmak icin besiyeri,
katki maddeleri, biiylime faktorleri, matriks ya da
kiiltiir metotlarinda iyilesme saglayan cok sayida ca-
lisma yapilmistir. Bizde c¢alismamizda, literatiirde
rastlamadigimiz erigkin ve fetal hepatositlerin in vit-
ro ve in vivo iireme Ozelliklerini inceledik. Fetal he-
patositlerin eriskin hepatositlerden daha hizli prolife-
re oldugunu gozledik. Ayni1 zamanda, histolojik ca-
ligsmalar her iki hiicre popiilasyonunun in situ doku
olusturma ozellikleri arasinda fark olmadigini gos-
termistir.

Hepatositler karaciger lobiilleri i¢inde ti¢ boyutlu ya-
pt olustururlar. Hiicreler kendi aralarinda, non-paran-
kimal dokular ve ekstraselliiler matriks arasinda
komplike baglantilar meydana getirir. Hepatositlerin
bu ozelliklerinin in vitro ortamda saglanmasi i¢in ge-
sitli yontemler ve materyaller denenmistir. Bunlar
arasinda matriksler, hepatositlerin proliferasyon ve
fonksiyonlarin idamesi i¢in en 6nemli role sahiptir (4-
6). Orgiilenmemis PLGA polimerleri in vitro doku
kitlesi olusturmak igin iskelet olarak sik kullanilan
bir materyaldir. Ozellikle 90/10 oranindaki ko-poli-
mer yapinin, ¢ok sayida hiicrenin tutunma ve prolife-
rasyonunu destekledigi gosterilmistir. Kollajen en
sik sekrete edilen ekstrastilliiler matriks proteinidir
ve cok sayida hiicrenin temasta oldugu yiizeye tutun-
masim kolaylastirir (7:8), Boylelikle ¢aligmamizda
gosterildigi gibi kollajenle kapli PLGA polimerleri
karaciger hiicre transferi icin tercih edilebilir bir tasi-
yic1 materyaldir.

Deneysel sartlarda olusturulan dokularin in vivo or-
tama adaptasyonu icin viicudun gesitli dokular1 kul-
lanilmustir. Implantin kolay vaskiilerize olmasi ve
onarimda kullanilacak organa yakin olmasi implan-
tasyon yerinin se¢iminde aranan onemli 6zellikler-
dendir. Bu amagla, deri alt1 dokular, batin 6n duvari,
retroperiton ve omentum siklikla kullanilmigtir 9.
Calismamizda omentumun karaciger hiicrelerinin
adaptasyon ve vaskiilarizasyonu i¢in en uygun doku
oldugu goriilmiistir. Bu model, olusturulan yapay
karaciger dokusunun ortotopik transplantasyonu igin
de kullanilabilir.

Sonug olarak, calismamizda hepatositlerin uygun ta-
styic1 polimer {izerinde tagmarak implate edildikleri
doku icinde kitle olusturmak {iizere iiremelerine de-
vam ettikleri goriilmiistiir. Fetal ve yetiskin karaciger
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hiicrelerinin morfolojik incelemesinde fark bulunma-
makla birlikte, fetal hiicrelerin daha hizli ¢cogaldikla-
1 goriilmiistiir. Kollajen kapli PLGA polimerlerinin
karaciger hiicreleri i¢in iyi bir tastyici iskelet oldugu
ve omentmun implantin adaptasyonu ve vaskiilari-
zasyonu icin iyi bir yap1 oldugu goriilmiistiir. Bu mo-
delin, yapay karaciger dokusu elde ederek, ortotopik
transplantasyona hazirlamak icin uygun oldugu dii-
siiniilmektedir
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