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en Miihendisligi ve
ma Enstitiisi’nde
ticrelerin tutuldugu besle
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Bir insanin yasama attigi ilk adimlari kapsayan embriyo evresinde ortaya c¢ikan “kok hiicreler”, son
yillarda genetik biliminin ve tibbin gozdesi haline geldi. Nedeni, bunlarin bedenimizde bulunan her
tirlu hiicreye dontisebilme potansiyelini iclerinde tasimalari. Bu ozellikleri, onlari kalp, karaciger
bozukluklar, Alzheimer, Parkinson gibi beyin dokusunun hasar gérmesinden kaynaklanan hastaliklarin
ve simdiye kadar care bulunamamis pek ¢ok hastaligin tedavisi icin baslica umut haline getirmis
bulunuyor. Kok hiicrelerle ilgili calismalari simdiye kadar yabanci bilim dergilerinde, gazete ve
televizyon haberlerinde gormeye alistik. Bu alandaki ilerlemeleri insanligin ortak zaferi olarak
degerlendirdik; heyecan duyduk. Tabii bu alkis, biraz da icimizde duydugumuz bir buruklugu 6rtmeye
yonelikti. “Neden biz de yapamiyoruz?”, “Hep baskalarini mi alkiglayacagiz?”. Ama bakiyoruz ki, kendi
biliminsanlarimiz da kendi laboratuvarlarimizda bu alanda onemli calismalar gerceklestirmeye
baslamislar. Bu 6nemli calismalardan biri de gectigimiz giinlerde TUBITAK Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Arastirma Enstitlisii’nde, degerli hocalarimiz gézetiminde geng bir arastirmacimizca
gerceklestirildi...

Sekil 1. Besleyici tabaka iizerindeki R1 kolonileri (20X).A) ALP fosfataz aktivitesi (+) B) MEF iizerindeki boyanmamis koloniler.
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Sekil .2. Besleyici tabaka iizerindeki R1
kolonilerinin SSEA-1 immunboyamasi (20X)

TUBITAK- Gen Miihendisligi ve Bi-
yoteknoloji Arastirma Enstittisti Trans-
gen ve Deney Hayvanlar1 Laboratuva-
rinda fare embriyonik kék hcrelerin
farklilasmasi tzerine bir calisma yapil-
di. Bu calismada embriyonik kok hticre-
lerin néronal (sinir hiicreleri) hiicrelere

Kok Hiicre

Tarih boyunca insanoglu hastaliklara care bul-
maya ve insan omriinii uzatmaya calismis. Bu ca-
lismalar giiniimiizde de devam etmekte. Ozellikle
hiicre-doku-organ nakillerinde karsilasilan zorluk-
lar sonucunda; bireyin kendisinden alinan hiicre-
lerin (kok hiicreler) kullanimi giindeme geldi. Kok
hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin kesfi, do-
ku hasarlarinin iyilestirilmesinde bu hiicrelerin
kullanilabilecegini diisiindiirmiis bulunuyor. Boy-
lece, sinir sisteminde dejenerasyon ile ortaya ¢i-
kan Parkinson, Alzheimer, Huntington hastaligi,
omurilik yaralanmalari, inme ve multiple skleroz
gibi pek cok hastaligin tedavisi farkllastirilmis 6z-
giin sinir hiicrelerinin nakli ile miimkiin olabile-
cek. Yine ayni teknolojiyle cok cesitli hastaliklar
kok hiicrelerin onarici veya yerine gecici ozelli-
giyle tedavi edilebilecek. Ornegin, kalp krizi son-
rasi hasar goren kalp kasi onarilabilecek, osteo-
peroziste kemik erimesinin oniine gecilebilecek,
seker hastalarina insiilin iireten kok hiicreler care
olabilecek.

Embriyonik kok hiicreler; viicuttaki degisik hiic-
re tiplerine doniisebilme ve sinirsiz boliinme yete-
nekleriyle son yillarin popiiler arastirma konularin-
dan biri haline geldi. Embriyonik kok hiicre (EK)
hatlarinin kurulmasi, memelilerin gelisimsel biyolo-
jilerini arastiran bir cok calismaya olanak sagladi.
Son yirmi yil icerisinde laboratuvar ortaminda em-
briyonik kok hiicrelerden farkli tipte somatik (vii-
cut) hiicreler elde edildi. Elde edilen somatik hic-
reler, hematopoietik hiicreler (kan hiicreleri), endo-
tel hiicresi, kalp kasi hiicresi, cizgili kas hiicresi,
diiz kas hiicresi, yag hiicresi, osteoblast (kemik
hiicreleri), kondrosit (kikirdak hiicreleri), noronlar
(sinir hticreleri). Embriyonik kok hiicrelerden ho-
mojen ve saf bir hiicre populasyonu elde etmek icin
calismalar halen devam ediyor.

Kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri ince-
lendiginde, farkli ozellikteki kok hiicrelerle karsila-
siliyor. Hiyerarsinin en iist sirasinda totipotent (her
tiirlii hiicreye doniisebilen) hiicreler yer aliyor. Toti-
potent hiicreler, embriyoyu ve embriyoya ait doku-
lari olusturabilirler. Totipotent hiicrelerin bir alt ba-
samaginda pluripotent (belli bir grup hiicreye

Sekil 3. Siispanse kiiltiir EB’ler. A) 2. giin EB’ler (10X) B) 3.giin EB’ler (10X).

farkhilasmasi saglandi.

Laboratuvarda, embriyonik kok hiic-
reler, besleyici hticre tabakasi olarak
adlandirilan, fare embriyonik fibroblast
hticreleri tizerinde ve 16semi baskilayic
faktér (Leukemia Inhibitory Factor;
LIF) varliginda kultiire edildiler. Besle-

doniisebilen) hiicreler yer aliyorlar. Pluripotent hiic-
reler (embriyonik kok hiicreler), embriyoya ait li¢
tohum yapragindan gelisen tiim hiicreleri olustura-
bilirler fakat embriyo disi yapilari olusturamadiklari
icin bir embriyoyu sekillendiremezler. Pluripotent
hiicreler, blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edi-
lirler. Gelisim ilerledikce hiicreler pluripotent ozel-
liklerini kaybederek daha ozellesmis hiicrelere do-
niistirler. Yalnizca bulunduklari dokuya 6zgii hiicre-
leri olusturabilen kok hiicreler, multipotent kok
hiicreler diye adlandirilir. Son donemde multipotent
kok hiicrelerle yapilan calismalarda, sadece bulun-
duklar dokuya ait hiicreleri degil farkli dokulara ait
hicreleri de meydana getirebildikleri gosterildi. Bu
tip farklilasma, transfarklilasma veya plastisite ola-
rak adlandirilir. Hiyerarsinin en altindaysa unipo-
tent (tek yetili) kok hiicreler ya da onciil (progeni-
tor) hiicreler bulunur. Progenitor hiicreler, sadece
belli hiicre hatlarina farklilasma egilimi gosterirler.
6rne§in, eritroblastlar (kirmizi kan hiicrelerinin on-
ctilleri) sadece eritrositleri( kirmizi kan hiicresi)
olusturabilirler. Farkli tipte bir hiicreyi meydana ge-
tiremezler.

EK hiicreler in vitro sartlarda, besleyici hiicre
tabakasi ve sitokinlerin varliginda farklilasmadan
yasamlarini siirdirebilirler. Besleyici tabaka olarak
fare embriyonik fibroblast hiicreleri kullaniimakta-
. Losemi baskilayici faktor adh sitokin, fare EK hiic-
relerinin farklilasmasini 6nlemekte.

Besleyici tabakalar ve [6semi baskilayici faktor,
kiiltir ortamindan uzaklastirildiginda EK hiicreler
kendiliklerinden farklilagirlar. EK hiicreleri kiiltiir
ortamlarinda ti¢ boyutlu hiicre topaklar olusturur-
lar ve bu li¢ boyutlu yapi embrioid (embriyo
benzeri) cisim olarak adlandirilir. Embrioid cisimler
incelendiginde, farkllasmis ve farklilasmamis hiic-
re gruplarindan olusan bu yapinin, dis yiizeyindeki
endodermal hiicreler ve icindeki boslukla 6 giinliik
bir embriyoya benzedigi goriilmiis bulunuyor.
EB’ler li¢c tohum yapragina ait hiicrelerin tiimiini
icerir. Embriyonik kok hiicrelerin kiiltiir ortamina
uygun uyaranlar verildiginde, farkl hiicre tiplerine
farkhilagirlar. Bu uyaranlardan birisi retinoik asit.
Retinoik asit kiiltiir ortamina verildiginde embriyo-
nik kok hiicrelerin sinir hiicrelerine farklilasmasini
saglar.

yici hticre tabakasi ve/veya LIF varli-
ginda, embriyonik kok htcreler farkh-
lasmadan uzun stre icinde tutulabilir-
ler. Embriyonik kok hiicre incelendigin-
de; btiytk bir cekirdege sahip oldugu
gordltr. Yuvarlak ve diizglin bir morfo-
lojileri vardir. Kolonileri olusturan hiic-
relerin smurlar1 ayirt edilemez fakat
hticrelerin cekirdekleri kolaylikla gori-
lebilir. Koloniler faz-kontrast mikros-
kopla incelendiginde koloni smirlari
parlak gorlar.

Emriyonik Kékhtcrelerin (EK) fark-
lilagsmadan kiiltir icinde tutulduklarini
gostermek icin alkalin fosfataz etkinligi-
ne ve SSEA-1 (Stage Specific Embryo-

Sekil 4. Siispanse kiiltiir EB’ler. A) 8. giin blastosist
goriniimindeki EB’ler (10X) B) 10.giin atim
gosteren EB (10X) C) 27 giinliik EB (10X)
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Sekil 5. Kontrolsiiz farklilasma. A) 17.giin H-E boyasi Noron benzeri hiicreler ve sinir aglar (20X). B)8.giin
Noron benzeri hiicreler sinir aglar olusturmus (20X)

nic Antigen-1) antikoru ile boyanmasi-
na bakildi. Yapilan calisma sonucunda
EK hiticrelerin her iki boyamayla da po-
zitif tepki verdigi gorulda.

Embriyonik kok htcrelerin kiilttir
ortamindan besleyici hiicre tabakasi
ve/veya LIF'mn uzaklastirilmas: ve bak-
teriyolojik petri kaplar1 kullanilarak
“embriyo benzeri yapilar” (EB) olustu-
rulabilir. EB’ler kilttir petri kaplarina
ekildiklerinde yayilmaya ve ileri d6nem-
de de farklilasmaya baslarlar.

Yapilan calismada hiticrelerin petri
ylizeyine yapismalarini engelleyen kuil-
tirde, EK hticrelerin ti¢c boyutlu hiicre
ktmeleri (EB) olusturmalart saglandi.
Bu kiimeler incelendiginde, kiilttiriin
ilk yedi giint siki diizenlenmis (kom-
pakt), diizgtin ve yuvarlak yapilarini ko-
ruduklan gozlemlendi. Sekizinci giin-
den itibarense, bu 6zelliklerini kaybet-
meye basladiklar1 saptandi. Kiilttriin
onuncu gintnde; EB’lerin i¢c kisimla-
rinda kalp atimina benzer sekilde atim-
lar gozlemlendi. Bu atimlar kiltiirtin
devam eden gtinlerinde de izlendi. ler-
leyen dénemlerde bu EB’lerin topaklan-
mig yapilarini tamamen kaybettikleri;
seffaf ve sismis bir balonu andiran yapi-
lar olusturduklar1 gzlemlendi.

Dort gunlik EB’ler kiltiir petrileri-
ne ekildi ve LIF ve belli bir uyaran icer-
meyen besiyeriyle kdltdrleri yapildi.

B)

Sekil 6. Kontrolsiiz farklilasma, atim gosteren
hiicreler A) 17.giin kalp kas hiicreleri (10X). B)
30.giin kalp kasi hiicreleri (10X)
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EB’lerin kultiir kaplarina ekiminden
sonra; atim yapan kiimeler ilk kez kdl-
tartin 7. glniinde ortaya ¢kt Kulti-
riin 17 giintinde kalp kas hticrelerine
benzer hiicrelerin olustugu ve hticrele-
rin tek olarak atimlarma devam ettikle-
ri gorildi. Bunun yani sira, sinir hticre-
lerine benzer hticreler ve bu hticreler
arasinda ag yapilar1 gozlemlendi. Sinir
hticrelerinin 6nctilleri nestin antikoru
ile gosterildi ve ancak kdltiirtiin 9. gi-
niinde pozitif reaksiyon gosterdi. Fakat
olusan sinir hticrelerinin oram dustik-
ta.

Bir sonraki asamada, olusturulan
EB’lere noéronal farklilasmayr baslatan
retiniok asit uygulandi. Dort giinltik
EB’lere dort giin daha retiniok asit uy-
gulandi ve ardindan ekimleri yapildi. Si-
nir 6ncdl htcreleri; nestin, sinir hticre-
leri; NCAM (Neural Cell Adhesion Mole-
cule, Sinir Hiicre Yapisma Molekiili),

Sekil 7. Kontrolsiiz farklilasma 9.giin
Nestin (+) EB (10X).

kas htcreleri; Actin ve glial htcreler;
GFAP (Glial Fibriller Asidic Protein) ile
tespit edildi.

Ekim sonrasinda ikinci giin, ilk sinir
onctil hticreleri nestin antikoru ile pozitif
reaksiyon verdi. Kulttirtin ilerleyen giin-
lerinde nestinin pozitifligi azalirken di-
ger antikorlarin pozitifliginde artis goz
lendi. Sinir hticreleri 5. giinde olusmaya
basladilar ve 7. gtinde bu hiicrelerin ora-
ni artt. Dokuzuncu giinde glial hticrele-
rin olustugu gorildi. Kiiltiirde kas htic-
relerinin olusup olusmadigini anlamak
icin Actin antikoruyla immun boyama ya-
pildi ve bu antikorla boyanma olmadig
gorildi. Sonug olarak, retiniok asit uy-
gulamasi sonucunda kiilttirde kas hticre-
lerinin olusmadig gozlemlendi.

EK hiicrelerin izolasyonunun ve de-
gisik hticre tiplerine farklilasma kapasi-

A)

)

C

)

Sekil 8. 4-/4+ RA uygulamasi. A) 2.giin boyama
Nestin (+) EB. B) 7.giin NCAM (+) EB C) 7.giin
GFAP (+) EB D) 9.giin GFAP (+)

telerinin belirlenmesinin hastaliklarin
tedavilerinde yeni ufuklar acabilecegi
dustntiliiyor. Ozellikle sinir sisteminde
meydana gelen hasarlarin tedavisinin
glicliigli, EK hticreleri sinir hiicrelerine
farklilasmaya yéneltme calismalarini 6n
plana cikariyor. Uzerinde en ¢ok calisi-
lan konu, tek tip hticreye dontstiirtil-
mis homojen bir hiicre populasyonun
olusturulmasi icin uygun kiilttr ortami-
nin belirlenmesi. Fare EK hiicreleriyle
yaptigimiz farkhlasma calismasi, bu yol-
da atilan adimlardan birini olusturuyor.
Hedefimiz sinir hticresine farkhlasan
hticre oranini artirmak. Bu yolda calis-
malarimiz devam ediyor.
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