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Embriyonik kok (EK) hiicreler hasar gormiis
dokularin yenilenmesi icin essiz birer hiicre kay-
nagidir. Klinikte hasarli dokularin yenilenmesi
icin ayni diizeyde farkhlasmis cok sayida hiicreye
gereksinim duyulur. Teorik olarak EK hiicreler sI-
nirsizca béliinebildikleri icin istenilen sayida hiic-
reyi; viicuttaki hemen her cesit hiicreye doniise-
bildikleri icin de ihtiya¢ duyulan tipte farklilasmis
hiicre tiplerini olusturabilirler. Ancak uygulamada
durum farkhdir. Bu hiicrelerin, kendileri gibi kok
hiicreler olusturarak cogalmalarini yani ‘yenilen-
me’lerini saglamak zordur; clinkii EK hiicre doga-
si geredi baska hiicrelere farklilasmak ister. Fark-
lilasmanin 6niine gecebilmek icin EK hiicreler fa-
re embriyolarindan yalitilan fibroblastlar iizerinde
kiiltiir ortamina sokulurlar. Fare embriyonik fib-
roblastlari, saldiklar birtakim faktorlerle EK hiic-
releri desteklerler. EK hiicrelerin altinda, kiiltiir
kaplarinin yiizeyini tamamen kaplamis bu tek ta-
bakali hiicre grubuna besleyici tabaka da denir.

Hiicrelerin daha saghkl ve farklilasmadan ¢o-
galmalarini saglasa da hastalik tedavisinde kulla-
nilacak insan EK hiicrelerinin, hayvan hiicreleri-
nin lizerinde kiiltiire edilmesi riskli. Fare hiicrele-
rindeki retroviruslar EK hiicrelerin genomlarinda
mutasyonlara yol acabilirler. Bunun 6niine gec-
mek icin degisik tipte insan hiicreleri besleyici ta-
baka olarak denenmis durumda. ﬁrnegin, 2003
yilinda israil’de yapilan bir calismada, insan EK
hiicreleri yeni dogan bebeklerin siinnet edilmis
dokularindan elde edilen hiicrelerin (izerinde
uzun donem kiiltiire edilebilmis.

Hiicre kiiltiirinde EK hiicreleri kontrol etme-
nin yolu, tanimlanmis bir mikrocevreden geciyor.
Besiyeri bilegenleri, kiiltiir kabr yiizeyleri, hticrele-
rin birbirleriyle komsuluklari, bir hiicrenin mikro-
cevresini belirleyen kosullari olusturuyor. Son yil-
larda hizla gelisen bir dal olan kok hiicre biyomii-
hendisligi, kok hiicrelerin istenilen yonde farklila-
sip cogalmalari icin mikrocevreler yapilandirmayi

EK hiicre kolonileri giemsa ile boyandiginda
farklilasmamis koloniler koyu boyanirken, farklilagan
koloniler daha agik tonlarda boyandilar.
Farklilasmamig kolonilerin sinirlari, cizgiyle cizilmis
gibi belirgin ve net oldugu halde, farklilasmaya
baslayan kolonilerin sinirlari dagilan hiicrelerden
dolayi belli belirsiz bir goriiniime sahipti.

hedeflemekte. Besiyerine uygulanan biiyiime fak-
tori kombinasyonlarinin, miktarlarinin ve zaman-
lamasinin hesaplanmasi, hiicrelerarasi maddenin
yerini alabilecek polimerik malzemeler ve ii¢ bo-
yutta doku gelisimini destekleyecek biyomateryal-
ler ve matematiksel modellerin gelistirilmesi bu
alanin sorumlulugunda. Amag, tiimiiyle yapay bir
ortamda hiicrelere istenileni yaptirabilmek.
TUBITAK GMBAE Transgen ve Deney Hayvan-
lari Laboratuavrinda 2004 yilinda bir kok hiicre
biyomiihendisligi calismasi gerceklestirildi. Kiiltir
ortamindaki hayvansal iiriinler olabildigince uzak-
lastirilarak, besleyici tabakalarin yerini alabilecek,
olabildigince sentetik bir kiiltiir sistemi gelistiril-
meye calisildi. Besleyici tabakalar yerine li¢ boyut-
lu fibroz bir matris; serum yerine ’serum replace-
ment’ denilen sentetik bir ¢ozelti kullanildi.
Oncelikle hiicreler besleyici tabakalarin iize-
rinde alti farkli besiyerinde kiiltiire edildi. Popu-
lasyon katlanma sayilari ve farklilasmamis koloni-
lerin oranina gdre en iyi besiyeri tanimlandi. Kul-
lanilan ¢ozeltilerin hiicrelerin ¢ogalmalan lizerine
bir etkisi olmadigi, ancak Serum Replacement
(SR) uygulanan deney gruplarinda kolonilerin da-
ha az oranda farklilasmis fenotip gosterdigi tespit
edildi. Boylelikle deneyin ilk asamasinda hiicrele-
re uygun bir kimyasal ¢evre hazirlanmis oldu.
Deneyin ikinci asamasinda hiicrelerin kiiltiire
oldugu fiziksel cevre degistirildi. Besleyici tabaka-
larin lizerinden alinan EK hiicreleri ii¢ boyutlu fib-
roz bir matris olan dokunmamis poliester fabrik-
lerinin (NWPF) (izerine aktarildilar. NWPF diskle-

EK hiicre kolonilerinin faz-kontrast mikroskoptaki goriintiileri. Farklilasmamus hiicrelerin birbirleriyle etkilesimi daha kuvvetlidir. Bu hiicrelerin meydana getirdigi kolo-

nilerin sinirlari, cizgiyle cizilmiscesine belirgin olur ve faz kontrast filtrede parlak géziikiirler. Yapilan calismada besleyici tabakalarin iizerinde kiiltiire edilen koloniler

besiyeri birlesenlerine gére farkli morfolojiler gdsterdiler. SR iceren besiyerlerindeki koloniler daha belirgin sinirlara sahip, daha yuvarlak ve piiriizlii yiizeyler gésterir-
ken, serumla kiiltiire edilen besiyerlerindeki koloniler daha basik ve piiriizsiiz bir goriiniime sahipti.
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EK hiicre kolonilerinin alkalin fosfataz aktiviteleri ( x 200). Farklilasmamis EK hiicreleri daha yiiksek alkalin fosfataz aktivitesi gdstererek daha koyu tonlarda boyandi-
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lar. Farklilagsan ve koloni yapilarini kaybedenler ise daha acik tonlarda boyanarak daha diisiik alkalin fosfataz etkinligi gosterdiler.

ri Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Bolii-
mii’nden Prof. Dr. Menemse Giimiisderelioglu ve
ekibi tarafindan hazirlandi. Bu matrisin malzeme-
si ameliyat ipliklerinde ve damar greftlerinde de
kullanilan bir biyomateryaldi. En biyik avantaji
genis yiizey ve alan hacmine sahip olmasiydi. Boy-
lelikle besleyici tabakalarla sadece petri yiizey
alaninda kiiltiire olan hiicreler, NWPF diskleri kul-
lanildiginda ayni biiyiikliikteki petrinin icinde cok
daha genis bir alanda kiiltiire oldular.

EK hiicre kolonisinin PET fiberleri arasindaki go-
riintiisti (x 400).

Fare EK hiicreleri LIF (Losemi ﬁnleyici Faktor)
kullanildiginda farklilasmadan ¢ogalirlar. LIF insan
EK hiicreleri lizerinde bir etki gostermezken, bazi
fare EK hiicre hatlarinda besleyici tabakanin yeri-
ni alabilecek kadar giiclii bir etkiye sahiptir. Bu ca-
lismada model olarak fare EK hiicre hatti R1 kul-
lanildi. Kullanilan matrislerin yiizeyine LIF sabit-
lendi. Baoylelikle hiicrelerin daha genis alanda da-
ha fazla farklhilasmayi onleyici faktorle daha uzun
siire kiiltiire edilmesi saglandi. LIF’in yiizeye sabit-
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EK hiicreler fiberler arasinda biiyiik hiicre agregatlari (
x40). Biiyiik hicre topluluklari, LIF sabitlenmis yiizey-
lerde yiiksek alkalin fosfataz etkinligi gosterdiler.

Giemsa ile boyanmis EK hiicre kolonilerinin PET fi-
berleri arasindaki goriintisi ( x 200).

Giemsa ile boyanmis EK hiicre kolonisinin PET fi-
berleri arasindaki goriintisi ( x 400).

PET fiberler arasindaki EK hiicre kolonisinin SSEA-
1’e karsi bagisiklik tepkisi (x 200).

EK hiicre kolonisinin LIF sabitlenmis yiizeylerdeki
elektron mikroskobik goriintisii.

lenmis formu hiicrelerle daha uzun siire etkilege-
cegi icin etkinliginin artacag diisiiniildii.

ilk denemeler cok heyecanlydi. Hiicrelerin
boyle fibr6z bir yapida nasil kolonize olacaklarini
merak ediyorduk. ilk 48 saat icinde hiicreleri fi-
berler (lifler) arasinda gozlemek kolay olmadi.
ilerleyen giinlerde matris iizerinde fiberlerin ara-
sini kaplamis cok biiyiik hiicre agregatlari (toplu-
luklari) gozlendi. Bu agregatlari gozlemleyebil-
mek icin kiiltiirasyon en ge¢ 4. giiniin sonunda
durduruldu. Hiicrelerin farklilasmaya mi bagladik-
larini yoksa kendilerini mi yeniledikleri merak
ediliyordu. Once giemsa boyasiyla koloni morfolo-
jilerini incelendi, sonra SSEA-1’e kargi bagisiklik
tepkisi ve alkalin fosfataz aktivitesine bakildi. Son
olarak da kolonilerin elektron mikroskobu goriin-
tilerini alindi. Bazi koloniler tripsinle matristen
ayrildi, besleyici hiicre tabakalarinin iizerine ekil-
di ve hiicrelerin eski ortamlarinda nasil davran-
diklari izlendi. Polimerik matris deneyleri iki kol-
dan yiiriitildd. LIF sabitlenmis yiizeylere sahip
NWPF disklerle, hidrolize edilmis yiizeylere sahip
NWPF diskleri lizerinde EK hiicrelerin gelisimi ay-
ri ayri izlendi.

Sonuglar, LIF sabitlenmis yiizeylerde EK hiic-
relerin daha az farkhlastigini gosterdi. Hidrolize
ylizeylerde Kkiiltiire edilen hiicrelerin besiyerine
LIF eklenmesi, farklilasmalarin oniine gecemedi.
Calismanin en umut verici yani fiber yiizeyindeki,
immobilize (hareketsiz) formdaki LIF’in calisma-
stydi. Bu, kok hiicre biyomiihendisligi calismalari
icin yeni bir fikirdi. Bu ¢ok pahali faktorii besiye-
rine siirekli disaridan eklemek yerine, matris yii-
zeyine sabitlemenin EK hiicre yenilenmesi icin
hem etkili hem de ekonomik bir yol olabilecegi
gosterilmis oldu.

Bu ¢alisma, iilkemizde embriyonik kok hiicrele-
rin farkh kiiltiir kosullarinda ve polimerik yapilar
lizerinde kiiltiird ile yapilan ilk ¢alisma oldugu icin
onemliydi. Elde edilen sonuglar, embriyonik kok
hiicrelerin farkhlastinimadan kiiltiire edilebilmele-
ri icin, daha iyi tanimlanmis ortamlarin gelistirile-
bilmesine yonelik bundan sonraki ¢alismalara isik
tutacak.
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