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fiekil 1. Besleyici tabaka üzerindeki R1 kolonileri (20X).A) ALP fosfataz aktivitesi (+) B) MEF üzerindeki boyanmam›fl koloniler.
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TÜB‹TAK Gen Mühendisli¤i ve
Biyoteknoloji Araflt›rma Enstitüsü’nde Arzu

Tafl, kök hücrelerin tutuldu¤u beslenme
kaplar›n› kontrol ediyor.

Bir insan›n yaflama att›¤› ilk ad›mlar› kapsayan embriyo evresinde ortaya ç›kan “kök hücreler”, son
y›llarda genetik biliminin ve t›bb›n gözdesi haline geldi. Nedeni, bunlar›n bedenimizde bulunan her
türlü hücreye dönüflebilme potansiyelini içlerinde tafl›malar›. Bu özellikleri, onlar› kalp, karaci¤er
bozukluklar›, Alzheimer, Parkinson gibi beyin dokusunun hasar görmesinden kaynaklanan hastal›klar›n
ve flimdiye kadar çare bulunamam›fl pek çok hastal›¤›n tedavisi için bafll›ca umut haline getirmifl
bulunuyor. Kök hücrelerle ilgili çal›flmalar› flimdiye kadar yabanc› bilim dergilerinde, gazete ve
televizyon haberlerinde görmeye al›flt›k. Bu alandaki ilerlemeleri insanl›¤›n ortak zaferi olarak
de¤erlendirdik; heyecan duyduk. Tabii bu alk›fl, biraz da içimizde duydu¤umuz bir buruklu¤u örtmeye
yönelikti. “Neden biz de yapam›yoruz?”, “Hep baflkalar›n› m› alk›fllayaca¤›z?”. Ama bak›yoruz ki, kendi
biliminsanlar›m›z da kendi laboratuvarlar›m›zda bu alanda önemli çal›flmalar gerçeklefltirmeye
bafllam›fllar. Bu önemli çal›flmalardan biri de geçti¤imiz günlerde TÜB‹TAK Gen Mühendisli¤i ve
Biyoteknoloji Araflt›rma Enstitüsü’nde, de¤erli hocalar›m›z gözetiminde genç bir araflt›rmac›m›zca
gerçeklefltirildi...
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TÜB‹TAK- Gen Mühendisli¤i ve Bi-
yoteknoloji Araflt›rma Enstitüsü Trans-
gen ve Deney Hayvanlar› Laboratuva-
r›nda fare embriyonik kök hücrelerin
farkl›laflmas› üzerine bir çal›flma yap›l-
d›. Bu çal›flmada embriyonik kök hücre-
lerin nöronal (sinir hücreleri) hücrelere

farkl›laflmas› sa¤land›.
Laboratuvarda, embriyonik kök hüc-

reler, besleyici hücre tabakas› olarak
adland›r›lan, fare embriyonik fibroblast
hücreleri üzerinde ve lösemi bask›lay›c›
faktör (Leukemia Inhibitory Factor;
LIF) varl›¤›nda kültüre edildiler. Besle-

yici hücre tabakas› ve/veya LIF varl›-
¤›nda, embriyonik kök hücreler farkl›-
laflmadan uzun süre içinde tutulabilir-
ler. Embriyonik kök hücre incelendi¤in-
de; büyük bir çekirde¤e sahip oldu¤u
görülür. Yuvarlak ve düzgün bir morfo-
lojileri vard›r. Kolonileri oluflturan hüc-
relerin s›n›rlar› ay›rt edilemez fakat
hücrelerin çekirdekleri kolayl›kla görü-
lebilir. Koloniler faz-kontrast mikros-
kopla incelendi¤inde koloni s›n›rlar›
parlak görülür.

Emriyonik Kökhücrelerin (EK) fark-
l›laflmadan kültür içinde tutulduklar›n›
göstermek için alkalin fosfataz etkinli¤i-
ne ve SSEA-1 (Stage Specific Embryo-
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fiekil .2. Besleyici tabaka üzerindeki R1 
kolonilerinin SSEA-1 immunboyamas› (20X) fiekil 3. Süspanse kültür EB’ler. A) 2. gün EB’ler (10X) B) 3.gün EB’ler (10X).

fiekil 4. Süspanse kültür EB’ler. A) 8. gün blastosist
görünümündeki EB’ler (10X) B) 10.gün at›m
gösteren EB (10X) C) 27 günlük EB (10X)

A) B)

A)

B)

C)

Kök Hücre
Tarih boyunca insano¤lu hastal›klara çare bul-

maya ve insan ömrünü uzatmaya çal›flm›fl. Bu ça-
l›flmalar günümüzde de devam etmekte. Özellikle
hücre-doku-organ nakillerinde karfl›lafl›lan zorluk-
lar sonucunda; bireyin kendisinden al›nan hücre-
lerin (kök hücreler) kullan›m› gündeme geldi. Kök
hücrelerin farkl›laflma potansiyellerinin keflfi, do-
ku hasarlar›n›n iyilefltirilmesinde bu hücrelerin
kullan›labilece¤ini düflündürmüfl bulunuyor. Böy-
lece, sinir sisteminde dejenerasyon ile ortaya ç›-
kan Parkinson, Alzheimer, Huntington hastal›¤›,
omurilik yaralanmalar›, inme ve multiple skleroz
gibi pek çok hastal›¤›n tedavisi farkl›laflt›r›lm›fl öz-
gün sinir hücrelerinin nakli ile mümkün olabile-
cek. Yine ayn› teknolojiyle çok çeflitli hastal›klar
kök hücrelerin onar›c› veya yerine geçici özelli-
¤iyle tedavi edilebilecek. Örne¤in, kalp krizi son-
ras› hasar gören kalp kas› onar›labilecek, osteo-
peroziste kemik erimesinin önüne geçilebilecek,
fleker hastalar›na insülin üreten kök hücreler çare
olabilecek. 

Embriyonik kök hücreler; vücuttaki de¤iflik hüc-
re tiplerine dönüflebilme ve s›n›rs›z bölünme yete-
nekleriyle son y›llar›n popüler araflt›rma konular›n-
dan biri haline geldi. Embriyonik kök hücre (EK)
hatlar›n›n kurulmas›, memelilerin geliflimsel biyolo-
jilerini araflt›ran bir çok çal›flmaya olanak sa¤lad›.
Son yirmi y›l içerisinde laboratuvar ortam›nda em-
briyonik kök hücrelerden farkl› tipte somatik (vü-
cut) hücreler elde edildi. Elde edilen somatik hüc-
reler, hematopoietik hücreler (kan hücreleri), endo-
tel hücresi, kalp kas› hücresi, çizgili kas hücresi,
düz kas hücresi, ya¤ hücresi, osteoblast (kemik
hücreleri), kondrosit (k›k›rdak hücreleri), nöronlar
(sinir hücreleri). Embriyonik kök hücrelerden ho-
mojen ve saf bir hücre populasyonu elde etmek için
çal›flmalar halen devam ediyor. 

Kök hücrelerin farkl›laflma potansiyelleri ince-
lendi¤inde, farkl› özellikteki kök hücrelerle karfl›la-
fl›l›yor. Hiyerarflinin en üst s›ras›nda totipotent (her
türlü hücreye dönüflebilen) hücreler yer al›yor. Toti-
potent hücreler, embriyoyu ve embriyoya ait doku-
lar› oluflturabilirler. Totipotent hücrelerin bir alt ba-
sama¤›nda pluripotent (belli bir grup hücreye

dönüflebilen) hücreler yer al›yorlar. Pluripotent hüc-
reler (embriyonik kök hücreler), embriyoya ait üç
tohum yapra¤›ndan geliflen tüm hücreleri olufltura-
bilirler fakat embriyo d›fl› yap›lar› oluflturamad›klar›
için bir embriyoyu flekillendiremezler. Pluripotent
hücreler, blastosistin iç hücre kitlesinden elde edi-
lirler. Geliflim ilerledikçe hücreler pluripotent özel-
liklerini kaybederek daha özelleflmifl hücrelere dö-
nüflürler. Yaln›zca bulunduklar› dokuya özgü hücre-
leri oluflturabilen kök hücreler, multipotent kök
hücreler diye adland›r›l›r. Son dönemde multipotent
kök hücrelerle yap›lan çal›flmalarda, sadece bulun-
duklar› dokuya ait hücreleri de¤il farkl› dokulara ait
hücreleri de meydana getirebildikleri gösterildi. Bu
tip farkl›laflma, transfarkl›laflma veya plastisite ola-
rak adland›r›l›r. Hiyerarflinin en alt›ndaysa unipo-
tent (tek yetili) kök hücreler ya da öncül (progeni-
tor) hücreler bulunur. Progenitor hücreler, sadece
belli hücre hatlar›na farkl›laflma e¤ilimi gösterirler.
Örne¤in, eritroblastlar (k›rm›z› kan hücrelerinin ön-
cülleri) sadece eritrositleri( k›rm›z› kan hücresi)
oluflturabilirler. Farkl› tipte bir hücreyi meydana ge-
tiremezler. 

EK hücreler in vitro flartlarda, besleyici hücre
tabakas› ve sitokinlerin varl›¤›nda farkl›laflmadan
yaflamlar›n› sürdürebilirler. Besleyici tabaka olarak
fare embriyonik fibroblast hücreleri  kullan›lmakta-
. Lösemi bask›lay›c› faktör adl› sitokin, fare EK hüc-
relerinin farkl›laflmas›n› önlemekte.

Besleyici tabakalar ve lösemi bask›lay›c› faktör,
kültür ortam›ndan uzaklaflt›r›ld›¤›nda EK hücreler
kendiliklerinden farkl›lafl›rlar. EK hücreleri kültür
ortamlar›nda üç boyutlu hücre topaklar› oluflturur-
lar ve bu üç boyutlu yap› embrioid (embriyo
benzeri) cisim olarak adland›r›l›r. Embrioid cisimler
incelendi¤inde, farkl›laflm›fl ve farkl›laflmam›fl hüc-
re gruplar›ndan oluflan bu yap›n›n, d›fl yüzeyindeki
endodermal hücreler ve içindeki bofllukla 6 günlük
bir embriyoya benzedi¤i görülmüfl bulunuyor.
EB’ler üç tohum yapra¤›na ait hücrelerin tümünü
içerir. Embriyonik kök hücrelerin kültür ortam›na
uygun uyaranlar verildi¤inde, farkl› hücre tiplerine
farkl›lafl›rlar. Bu uyaranlardan birisi retinoik asit.
Retinoik asit kültür ortam›na verildi¤inde embriyo-
nik kök hücrelerin sinir hücrelerine farkl›laflmas›n›
sa¤lar.
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nic Antigen-1) antikoru ile boyanmas›-
na bak›ld›. Yap›lan çal›flma sonucunda
EK hücrelerin her iki boyamayla da po-
zitif tepki verdi¤i görüldü.

Embriyonik kök hücrelerin kültür
ortam›ndan besleyici hücre tabakas›
ve/veya LIF’›n uzaklaflt›r›lmas› ve bak-
teriyolojik petri kaplar› kullan›larak
“embriyo benzeri yap›lar” (EB) olufltu-
rulabilir. EB’ler kültür petri kaplar›na
ekildiklerinde yay›lmaya ve ileri dönem-
de de farkl›laflmaya bafllarlar.

Yap›lan çal›flmada hücrelerin petri
yüzeyine yap›flmalar›n› engelleyen kül-
türde, EK hücrelerin üç boyutlu hücre
kümeleri (EB) oluflturmalar› sa¤land›.
Bu kümeler incelendi¤inde, kültürün
ilk yedi günü s›k› düzenlenmifl (kom-
pakt), düzgün ve yuvarlak yap›lar›n› ko-
ruduklar› gözlemlendi. Sekizinci gün-
den itibarense, bu özelliklerini kaybet-
meye bafllad›klar› saptand›. Kültürün
onuncu gününde; EB’lerin iç k›s›mla-
r›nda kalp at›m›na benzer flekilde at›m-
lar gözlemlendi. Bu at›mlar kültürün
devam eden günlerinde de izlendi. ‹ler-
leyen dönemlerde bu EB’lerin topaklan-
m›fl yap›lar›n› tamamen kaybettikleri;
fleffaf ve fliflmifl bir balonu and›ran yap›-
lar oluflturduklar› gözlemlendi. 

Dört günlük EB’ler kültür petrileri-
ne ekildi ve LIF ve belli bir uyaran içer-
meyen besiyeriyle kültürleri yap›ld›.

EB’lerin kültür kaplar›na ekiminden
sonra; at›m yapan kümeler ilk kez kül-
türün 7. gününde ortaya ç›kt›. Kültü-
rün 17 gününde kalp kas hücrelerine
benzer hücrelerin olufltu¤u ve hücrele-
rin tek olarak at›mlar›na devam ettikle-
ri görüldü. Bunun yan› s›ra, sinir hücre-
lerine benzer hücreler ve bu hücreler
aras›nda a¤ yap›lar› gözlemlendi. Sinir
hücrelerinin öncülleri nestin antikoru
ile gösterildi ve ancak kültürün 9. gü-
nünde pozitif reaksiyon gösterdi. Fakat
oluflan sinir hücrelerinin oran› düflük-
tü.

Bir sonraki aflamada, oluflturulan
EB’lere nöronal farkl›laflmay› bafllatan
retiniok asit uyguland›. Dört günlük
EB’lere dört gün daha retiniok asit uy-
guland› ve ard›ndan ekimleri yap›ld›. Si-
nir öncül hücreleri; nestin, sinir hücre-
leri; NCAM (Neural Cell Adhesion Mole-
cule, Sinir Hücre Yap›flma Molekülü),

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

Ekim sonras›nda ikinci gün, ilk sinir
öncül hücreleri nestin antikoru ile pozitif
reaksiyon verdi. Kültürün ilerleyen gün-
lerinde nestinin pozitifli¤i azal›rken di-
¤er antikorlar›n pozitifli¤inde art›fl göz-
lendi. Sinir hücreleri 5. günde oluflmaya
bafllad›lar ve 7. günde bu hücrelerin ora-
n› artt›. Dokuzuncu günde glial hücrele-
rin olufltu¤u görüldü. Kültürde kas hüc-
relerinin oluflup oluflmad›¤›n› anlamak
için Actin antikoruyla immun boyama ya-
p›ld› ve bu antikorla boyanma olmad›¤›
görüldü. Sonuç olarak, retiniok asit uy-
gulamas› sonucunda kültürde kas hücre-
lerinin oluflmad›¤› gözlemlendi. 

EK hücrelerin izolasyonunun ve de-
¤iflik hücre tiplerine farkl›laflma kapasi-

telerinin belirlenmesinin hastal›klar›n
tedavilerinde yeni ufuklar açabilece¤i
düflünülüyor. Özellikle sinir sisteminde
meydana gelen hasarlar›n tedavisinin
güçlü¤ü, EK hücreleri sinir hücrelerine
farkl›laflmaya yöneltme çal›flmalar›n› ön
plana ç›kar›yor. Üzerinde en çok çal›fl›-
lan konu, tek tip hücreye dönüfltürül-
müfl homojen bir hücre populasyonun
oluflturulmas› için uygun kültür ortam›-
n›n belirlenmesi. Fare EK hücreleriyle
yapt›¤›m›z farkl›laflma çal›flmas›, bu yol-
da at›lan ad›mlardan birini oluflturuyor.
Hedefimiz sinir hücresine farkl›laflan
hücre oran›n› art›rmak. Bu yolda çal›fl-
malar›m›z devam ediyor.

A r z u  T a fl  
D o ç . D r . S e z e n  A r a t  

Tubitak- GMBAE Transgen Laboratuvar›
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fiekil 5. Kontrolsüz farkl›laflma. A) 17.gün H-E boyas› Nöron benzeri hücreler ve sinir a¤lar› (20X). B)8.gün
Nöron benzeri hücreler sinir a¤lar› oluflturmufl (20X)

fiekil 6. Kontrolsüz farkl›laflma, at›m gösteren
hücreler A) 17.gün kalp kas› hücreleri (10X). B)

30.gün kalp kas› hücreleri (10X)

fiekil 7. Kontrolsüz farkl›laflma 9.gün 
Nestin (+) EB (10X).

fiekil 8. 4-/4+ RA uygulamas›. A) 2.gün boyama
Nestin (+) EB. B) 7.gün NCAM (+) EB C) 7.gün

GFAP (+) EB D) 9.gün GFAP (+) 

A)
B)

A)

B)

A)

B)

C)

D)
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