
Özet

Amaç: Çal›flmam›zda, eriflkin ve fetal hepatositlerinin in
vitro fizyolojik ve morfolojik özelliklerini ve tafl›y›c› poli-
mer üzerinde omentuma implantasyon sonras›nda elde
edilmifl yeni karaci¤er dokusunun yap›s›n› incelemeyi
amaçlad›k.

Gereç ve Yöntem: Karaci¤er doku örnekleri eriflkin ve 20.
gestasyon günündeki fetal Yeni Zelanda tipi tavflanlardan
al›nd›. Dokular kollajenaz ile parçalanarak hepatositler
elde edildi. Hücre süspansiyonu kollajenle kapl› flasklara
ekildi ve hepatosit besiyeri (H 1777, Sigma) kullan›larak
standart kültür flartlar›nda üretildi. Flask yüzeyini doldu-
ran hücrelerin morfolojik özellikleri boyanmadan, ›fl›k
mikroskobu kullan›larak de¤erlendirildi. Hepatositler trip-
sin-EDTA ile kald›r›ld› ve hücre çözeltisi say›larak kolla-
jenle kapl› poligliko-laktik asit (PLGA) polimerleri üzerine
her birine yaklafl›k “4x106” hücre olacak flekilde ekildi.
Hücre-polimer kompleksi 10 gün boyunca kültüre edildi,
eriflkin hepatositler otolog, fetal hepatositler homolog
omentum içine implate edildi ve non-absorbable sutürle
tespit edildi. Üç hafta sonra implantlar rezeke edildi ve pa-
rafine gömüldü. Bloklardan al›nan kesitler hemotoksilen-
eozin, PAS ve best carmine boyalar› ile boyand›, ›fl›k mik-
roskobu ile histolojik özellikleri incelendi.

Bulgular: Eriflkin ve fetal hepatositler baflar›l› biçimde
izole edilerek üretilmifltir. Üreyen hücrelerin hemen tümü-
nün hegzogonal flekilli, büyük santral yerleflimli nükleuslu
oldu¤u ve büyük k›sm›n›n çift nükleus içerdi¤i görüldü.
‹mplant›n parafin bloktan elde edilen kesitlerinde dokunun
iyi organize oldu¤u ve doku içinde vasküler yap›lar›n olufl-
tu¤u gösterilmifltir. Hepatositlerin intakt polimer lifleri
aras›nda kümeler oluflturdu¤u gösterilmifltir. 

Sonuç: Çal›flmam›zda hepatositlerin uygun tafl›y›c› poli-
mer üzerinde tafl›narak implate edildikleri doku içinde kit-
le oluflturmak üzere üremelerine devam ettikleri görülmüfl-
tür. Fetal ve yetiflkin karaci¤er hücrelerinin morfolojik in-
celemesinde fark bulunmamakla birlikte, fetal hücrelerin
daha h›zl› ço¤ald›klar› görülmüfltür. Kollajen kapl› PLGA
polimerlerinin karaci¤er hücreleri için iyi bir tafl›y›c› iske-
let oldu¤u görülmüfltür. Omentumun, implant›n adaptasyo-
nu ve vaskülarizasyonu için iyi bir yap› oldu¤u görülmüfl-
tür. Bu modelin, yapay karaci¤er dokusu elde ederek orto-
topik transplantasyona haz›rlamak için uygun oldu¤u dü-
flünülmektedir. 
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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 condition. 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.

Key words: Hepatocyte, cell Culture

Eriflkin ve fetal hepatositlerin “in vivo” ve “in vitro” 
yap›sal ve fonksiyonel özelliklerinin 
de¤erlendirilmesi*

Adnan NARCI, Mevlit KORKMAZ, Tahsin YAKUT, Murat YA⁄MURCA, Burcu B‹LTEK‹N, 
Barbaros Y‹⁄‹T, Evrim ÖZKARACA
Afyon Kocatepe Üniversitesi T›p Fakültesi Çocuk Cerrahisi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dallar›, Afyon, ‹stanbul Üniversitesi
T›p Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal›, ‹stanbul, Uluda¤ Üniversitesi T›p Fakültesi T›bbi Genetik Anabilim Dal›, Bursa

XXV. Ulusal Çocuk Cerrahisi Kongresi’inde sunulmufltur, 2007,
Çeflme, ‹zmir
Adres: Dr. Adnan Narc›, Afyon Kocatepe Üninersitesi T›p
Fakültesi, Çocuk Cerrahisi Anabilim Dal›, Afyon
Yay›na kabul tarihi: 21.4.2008

Çocuk Cerrahisi Dergisi 22(1):4-7, 2008

4



Girifl

Karaci¤er hücre izolasyonu çal›flmalar› 25 y›l önce
Howard ve Pesch’in eriflkin karaci¤erinden kollaje-
nazla canl› fonksiyonel hepatositleri elde etmeleri ile
bafllam›flt›r (1). Bu alanda yap›lan pek çok çal›flma-
dan sonra, Seglen taraf›ndan tarif edilen iki aflamal›
kollajenaz perfüzyon tekni¤i standart protokol haline
gelmifl ve daha sonra Dunn taraf›ndan modifiye edil-
mifltir (2,3). Hepatositler kültür ortam›nda karaci¤ere
özel fonksiyonlar›n› devam ettirmektedirler. Kültüre
edilmifl eriflkin ve fetal hepatositler, karaci¤er dife-
ransiasyon ve rejenerasyon mekanizmalar›n›n anla-
fl›lmas› ve in vitro ilaç toksikasyonu çal›flmalar› için
kullan›ld›¤› gibi, kronik ya da akut karaci¤er yetmez-
liklerinde transplantasyona kadar yaflam deste¤i sa¤-
lamak için yapay karaci¤er dokusu olarak da kullan›-
labilirler.

Bu güne kadar karaci¤er hücre kültürü ve hücre
transplantasyonu çal›flmalar› ve yapay karaci¤er sis-
temleri gelifltirilmifltir. Fakat parsiyel karaci¤er do-
kusu nakline model olabilecek in vitro yeterli say›da
hepatositin polimer üzerinde kitle oluflturma kapasi-
tesi ve bunlar›n morfolojik özelliklerini incelemeye
yönelik çal›flma yap›lmam›flt›r. Çal›flmam›zda biyop-
si materyalinden üretilen hem fetal hem de eriflkin
hepatositlerin özellikleri ve omentum içinde doku
oluflturma kapasiteleri de¤erlendirilmifltir. 

Gereç ve Yöntem

Çal›flmam›zda Yeni Zelanda tipi tavflanlar kullan›l-
m›flt›r. Cerrahi ifllemler intramüsküler 25 mg/kg Ke-
tamine+5 mg/kg Xylasine anestezisi alt›nda gerçek-
lefltirildi. Karaci¤er doku örnekleri, alt› adet, on iki
ayl›k, ortalama 2500-2750 gr difli tavflan ve iki adet
on iki ayl›k, ortalama 3000-3250 gr hamile tavflan›n,
20. gestasyonel günündeki alt› adet yavrusundan
al›nd›. Her bir doku yaklafl›k 2 gr olarak ölçüldü.
Dokular RPMI transport besiyeri içinde steril flart-
larda laboratuara bir saat içinde ulaflt›r›ld›. Laminer
hava ak›m› alt›nda % 0.075’lik kollajenaz kullanarak
çift aflamal› perfüzyon tekni¤i uygulanarak hepato-
sitler izole edildi. Hücre süspansiyonu kollajenle
kapl› flasklara ekildi ve hepatosit besiyeri (H 1777,
Sigma) kullan›larak, 37°C, % 95 nemli ve % 5 CO2’li
ortamda üretildi. Hücrelerin yüzeye tutunmas› için

flasklar üç gün hareketsiz b›rak›ld›. Üreyen hücrele-
rin morfolojik özellikleri boyanmadan ›fl›k mikrosko-
bu kullan›larak de¤erlendirildi. 

Tüm flask yüzeyini dolduran hepatositler tripsin-ED-
TA ile kald›r›ld› ve hücre çözeltisi Thoma lam›nda
say›larak total hücre miktar› belirlendi. Örgülenme-
mifl poligliko-laktik asit (PLGA, 90/10) polimeri 2x3
cm boyutlar›nda kesilerek etilen oksitte steril edildi.
Polimerler tip-1 kollajen çözeltisi içinde inkübatörde
bir saat bekletildi. Kollajenle kapl› PLGA polimerle-
ri üzerine, her birine yaklafl›k “4x106” hücre olacak
flekilde ekim yap›ld›. Hücre-polimer kompleksi 10
gün boyunca kültüre edildi. Polimer üzerinde üreyen
hücreler ›fl›k mikroskobunda incelendi. Eriflkin hücre
polimer kompleksi ayn› tavflan›n omentumu içine
implante edilerek non-absorbable sütürlerle tepit
edildi. Fetal hepatositler ise eriflkin tavflanlar›n
omentumuna implante edilerek tespit edildi. ‹mplan-
tasyondan üç hafta sonra dokular rezeke edildi, çev-
re ya¤ dokular› temizlendi. % 10 formolde tespit edi-
lerek parafine gömüldü. Bloklardan al›nan kesitler
hemotoksilen-eozin, PAS ve best carmine boyalar› ile
boyand›, ›fl›k mikroskobu ile histolojik özellikleri in-
celendi.

Bulgular

Eriflkin ve fetal hepatositler baflar›l› biçimde izole
edilerek üretilmifltir. Her iki hücre popülasyonunun
morfolojik özellikleri benzer bulundu. Üreyen hücre-
lerin hemen tümü hegzogonal flekilli ve nükleusu bü-
yük santral yerleflimli oldu¤u, büyük k›sm› çift nük-
leus içerdi¤i görüldü. Fetal hücreler iki hafta içinde
tüm flask yüzeyini doldururken, eriflkin hücreler an-

Resim 1. Omentum içerisinde vaskülarize olmufl adac›klar ha-
linde hepatosit kümeleri izlenmekte (H-E X100).
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cak üç hafta içinde doldurabilmifltir. Polimer kena-
r›ndaki liflere tutunarak kümeler oluflturmufl hepato-
sitler ›fl›k mikroskobu ile görüntülendi (Resim 1-2).
‹mplant›n parafin bloktan elde edilen kesitlerinde
omental ya¤ dokusu içinde, hepatositlerin intakt po-
limer lifleri aras›nda kümeler oluflturdu¤u gösteril-
mifltir. Oluflan yeni karaci¤er dokusunun oldukça iyi
organize oldu¤u ve doku içinde vasküler yap›lar›n
olufltu¤u gösterilmifltir. 

Tart›flma

Karaci¤er transplantasyonu, bilier atrezi gibi konje-
nital ya da end-stage karaci¤er yetmezli¤i gibi akkiz
hastal›klar›n tedavisinde kaç›n›lmaz olabilmekted›r.
American Liver Foundation verilerine göre her y›l,
sadece ABD de 30.000 kifli karaci¤er yetmezli¤inden
ölmekte, y›lda yaklafl›k 6500 karaci¤er transplantas-
yonu yap›lmakta ve yaklafl›k 17000 kifli de transplan-
tasyon için beklemektedir. Donör yetersizli¤i, hücre
kültür tekniklerinin geliflmesi ve doku mühendisli¤i-
nin interdisipliner bir bilim dal› olarak ortaya ç›kma-
s›, in vitro hepatosit üretimi ve hücre ya da doku nak-
li çal›flmalar›n› h›zland›rm›flt›r. 

Çift basamakl› enzimatik yöntemle hepatosit izolas-
yonundan sonra, hücrelerin kültüre edilmeleri ve tok-
sikolojide ya da yapay karaci¤er sistemlerinde kulla-
n›m› yayg›nlaflm›flt›r. Hepatositlerin yap›sal ve fonk-
siyonel olarak karmafl›k olmalar› ve in vivo özellik-
lerinin kendilerine özgü olmas›, in vitro izolasyon
flartlar›n› zorlaflt›rmaktad›r. Kültür flartlar›nda üreyen
tek tabakal› hücreler, in vivo flartlar› incelemek için
uygun olmamakta ve bunlar sadece genel deneysel
çal›flmalar için kullan›lmaktad›r (4). Hepatositlerin in

vivo flartlardaki özelliklerini yans›tmak için besiyeri,
katk› maddeleri, büyüme faktörleri, matriks ya da
kültür metotlar›nda iyileflme sa¤layan çok say›da ça-
l›flma yap›lm›flt›r. Bizde çal›flmam›zda, literatürde
rastlamad›¤›m›z eriflkin ve fetal hepatositlerin in vit-
ro ve in vivo üreme özelliklerini inceledik. Fetal he-
patositlerin eriflkin hepatositlerden daha h›zl› prolife-
re oldu¤unu gözledik. Ayn› zamanda, histolojik ça-
l›flmalar her iki hücre popülasyonunun in situ doku
oluflturma özellikleri aras›nda fark olmad›¤›n› gös-
termifltir. 

Hepatositler karaci¤er lobülleri içinde üç boyutlu ya-
p› olufltururlar. Hücreler kendi aralar›nda, non-paran-
kimal dokular ve ekstrasellüler matriks aras›nda
komplike ba¤lant›lar meydana getirir. Hepatositlerin
bu özelliklerinin in vitro ortamda sa¤lanmas› için çe-
flitli yöntemler ve materyaller denenmifltir. Bunlar
aras›nda matriksler, hepatositlerin proliferasyon ve
fonksiyonlar›n idamesi için en önemli role sahiptir (4-

6). Örgülenmemifl PLGA polimerleri in vitro doku
kitlesi oluflturmak için iskelet olarak s›k kullan›lan
bir materyaldir. Özellikle 90/10 oran›ndaki ko-poli-
mer yap›n›n, çok say›da hücrenin tutunma ve prolife-
rasyonunu destekledi¤i gösterilmifltir. Kollajen en
s›k sekrete edilen ekstrasüllüler matriks proteinidir
ve çok say›da hücrenin temasta oldu¤u yüzeye tutun-
mas›n› kolaylaflt›r›r (7,8). Böylelikle çal›flmam›zda
gösterildi¤i gibi kollajenle kapl› PLGA polimerleri
karaci¤er hücre transferi için tercih edilebilir bir tafl›-
y›c› materyaldir. 

Deneysel flartlarda oluflturulan dokular›n in vivo or-
tama adaptasyonu için vücudun çeflitli dokular› kul-
lan›lm›flt›r. ‹mplant›n kolay vaskülerize olmas› ve
onar›mda kullan›lacak organa yak›n olmas› implan-
tasyon yerinin seçiminde aranan önemli özellikler-
dendir. Bu amaçla, deri alt› dokular, bat›n ön duvar›,
retroperiton ve omentum s›kl›kla kullan›lm›flt›r (9).
Çal›flmam›zda omentumun karaci¤er hücrelerinin
adaptasyon ve vaskülarizasyonu için en uygun doku
oldu¤u görülmüfltür. Bu model, oluflturulan yapay
karaci¤er dokusunun ortotopik transplantasyonu için
de kullan›labilir.

Sonuç olarak, çal›flmam›zda hepatositlerin uygun ta-
fl›y›c› polimer üzerinde tafl›narak implate edildikleri
doku içinde kitle oluflturmak üzere üremelerine de-
vam ettikleri görülmüfltür. Fetal ve yetiflkin karaci¤er

Resim 2. Polihedral flekilli, ökromatik nükleuslu, eozinofilik
stoplazmal› hepatositler grup halinde izlenmekte (H-E X400).
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hücrelerinin morfolojik incelemesinde fark bulunma-
makla birlikte, fetal hücrelerin daha h›zl› ço¤ald›kla-
r› görülmüfltür. Kollajen kapl› PLGA polimerlerinin
karaci¤er hücreleri için iyi bir tafl›y›c› iskelet oldu¤u
ve omentmun implant›n adaptasyonu ve vaskülari-
zasyonu için iyi bir yap› oldu¤u görülmüfltür. Bu mo-
delin, yapay karaci¤er dokusu elde ederek, ortotopik
transplantasyona haz›rlamak için uygun oldu¤u dü-
flünülmektedir
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