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[nsan Kok Hiicrelerin
Dondurulmasi ve
Yuzyillarca Saklanmasi

Canlilik s1v1 azot tankinda -196 °Cde yillarca muhafaza edilebiliyor.

Simdilik tedavisi olmayan bir hastaliga yakalanmis ve dliimiin esigine gelmis hastalar
kendilerini dondurtarak biiyiik siv1 azot tanklarinin iginde yeniden hayata déniis igin
bekliyorlar. Diinyada bununla ilgili hayat uzatma vakaiflar1 ¢oktan kuruldu bile.
Oniimiizdeki yillarda kriyoprezervasyon teknolojisinin gelismesi sayesinde hayat siiresi
uzayabilir ve daha kaliteli ve saglikli bir yasam siirdiirtilebilir.
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I nsan hiicrelerinin, ozellikle embriyolarin ve

kok hiicrelerin  kriyoprezervasyonu (don-

durulmasi) yardimcr iireme teknikleri (ya-
pay dolleme, IVE, mikroenjeksiyon) alaninda ¢ok
6nemli bir rol oynar. Kok hiicreler béliinerek ken-
dini yenileyebilen ve 6zellesmis fonksiyonel hiic-
relere doniisebilme yetenegi olan farklilagmamis
hiicrelerdir. Kok hiicre tipleri arasinda yer alan
embriyonik kok hiicreler, her ¢esit hiicre ve doku-
ya doniisebilme kapasitesi nedeniyle doku mithen-
disligi ve yenileyici (rejeneratif) tip alaninda kul-
lanilabilecek bir kék hiicre grubudur. Embriyonik
kok hiicrelerin Dr. James Alexander Thomson ve
arkadaslar: tarafindan 1998de tiretilmesiyle birlik-
te embriyonik kok hiicre konusunda yeni bir do-
nem bagladi. Giintimiizde, insan embriyolar: tize-
rine dondurma ¢aligmalari tiip bebek kliniklerinde
artan ve bagislanan embriyolarla yapiliyor. Embri-
yo potansiyel bir canli olarak kabul edildiginden
bu hiicrelerin arastirmada veya tedavide kullani-
muyla ilgili etik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Ozellikle
insan embriyonik kok hiicreleri yeni ilag tasarimi
deneylerinde, ilag toksisitelerinin aragtirilmasinda
ve erken embriyonik gelisim ¢aligmalarinda model
olarak kullanilabilecek hiicrelerdir. Normalde ken-
dileri ¢ogalamayan sinir, kas veya kan hiicrelerin-
den farkli olarak, kok hiicreler boliinebilir ve ¢oga-
labilirler. Laboratuvar sartlarinda ¢ogalabilen kok
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hiicre popiilasyonundan milyonlarca
hiicre ortaya ¢ikabilir. Uygun kiiltiir or-
tami saglandiginda bu hiicreler farklilag-
madan ¢ogaldiklar1 gibi, ortamin degis-
tirilmesi ile bu hiicrelerin farklilasmasi
da saglanabilir (sinir hiicresi gibi). Kok
hiicreler uygun ortamlarda siv1 azot bu-
hari igerisinde -150 °C’ye kadar sogutu-
lur, -196 °Cde ytizyillarca saklanabilir ve
gerektiginde bu hiicreler ¢oziilerek kul-
lanilabilirler. Bugiin diinyadaki tiip be-
bek merkezlerinde spermalar, yumur-
talar, embriyolar, kok hiicreler, ovaryum
ve testis dokular1 dondurularak saklan-
makta ve istenildigi takdirde bu hiicreler
¢oziindiirilerek kullanilmaktadir.

Embriyonik Kok Hiicrelerin
Elde Edilmesi

Déllenme, olgun disi yumurta hiicre-
si ile erkek tireme hiicresi spermin bir-
leserek dollenmis yumurtanin (zigot)
meydana gelmesidir. Bu olay, disilerin
yumurta yolunda (fallop tiiplerinde)
gergeklesir. Spermin yumurta hiicresi
ile bulusmasindan sonra sperm, bas kis-
mindaki eritici enzimlerle yumurtanin
zarlarini delerek sitoplazma igine girer.
Bir sperm yumurta i¢ine girdikten son-
ra yumurta zarmin ozelligini degistire-
rek bagka spermlerin yumurta igine gir-
mesine izin vermez. Déllenmis yumurta
zigot, belirli zaman araliklarinda bolin-
meye baglayarak once iki hiicreye sonra
sirastyla dort, sekiz, on alty, otuz iki (mo-
rula) ve son olarak 95-100 adet hiicreye
boliiniir. Bu agamadaki embriyoya blas-
tokist adi verilir. Bir blastokistte iki tiir
hiicre bulunur, en distaki hiicre dizisine
“trofoblast’, en igteki hiicre topluluguna
ise “i¢ hiicre kitlesi” denir. Embriyonik
kok hiicreler (EKH) blastokistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilir ve bu hiicreler vii-
cuttaki dokular1 meydana getiren yakla-
sik 200 farkls hiicre tipine dontisebilirler.
Insan embriyonik kok hiicreleri, sinir-
s1z sayida boéliinebilme ve viicudumuzu
meydana getiren tiim somatik hiicrelere
farklilagabilme ozelligi gosterirler. Bun-
dan dolay1 yeni ilaglarin gelistirilmesi ve
fonksiyonlarini yitirmis, zedelenmis do-

kularin yenilenmesi i¢in insan embriyo-
nik kok hiicreleri 6nemli bir kaynaktir.
Bu hiicrelerin dondurularak saklanabil-
meleri ve gerektiginde ¢oziiliip kullani-
labilmeleri gerekir.

Kriyoprezervasyon yasayan hiicre ve
dokularin dondurularak saklanmas: an-
lamina gelir. Doku ve hiicre gibi biyolo-
jik materyallerin dondurularak biyoban-
kalarda saklanmasi, hem genetik mater-
yalin korunmast hem de hasarli doku-
larin yenilenmesi bakimindan 6nemli-
dir. Hiicreleri disiik sicakliklarda zarar
vermeden muhafaza edebilmek icin ba-
z1 koruyucu molekiillerin kullanilma-
s1 gerekir. Cok diisiik sicakliklarda hiic-
renin i¢indeki su molekiillerinin don-
mastyla olusabilecek buz kristalleri hiic-
relerin biitiinléigiinii bozar. Hiicre iginde
buz kristallerinin olusmasini onleyebil-
mek icin kriyoprotektan denilen koruyu-
cu bazi molekiiller kullanilir. Kriyopro-
tektanlar hiicre zarindan igeri girebilme-
li ve hiicrede toksik etki yaratmamalidur.
Gliserol, dimethylsulfoxide (DMSO), et-
hanediol ve propanediol bu amagla kul-
lanilan  kriyoprotektanlardan bazilari-
dir. Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan bir¢ok
hiicrenin dondurulmasinda klasik yavag
dondurma yontemi tercih edilir. Bu yon-
temde hiicreler DMSO adli kriyopektan
ile sicaklik dakikada 1 °C dusirtlerek

dondurulur. Hiicrenin i¢indeki su digari
¢ikarken DMSO hiicre igine girer. Boyle-
likle hiicre disina ¢ikan su donar ve hiic-
re icinde buz kristallerinin olusumu en-
gellenmis olur. Bu yavas sogutma yonte-
miyle dokular1 ve organlar1 meydana ge-
tiren somatik hiicreler basariyla dondu-
rulabilir.

Embriyonik kok hiicreler hiicre kiil-
tiriinde koloniler halinde trer. Fare
embriyonik kok hiicreleri enzimatik re-
aksiyonlarla tek hiicre stispansiyonu ha-
line getirildikten sonra %10 oraninda
DMSO’nun kullanildig1 ve sicakligin da-
kikada 1 °C disiiraldiigt yavas dondur-
ma teknigiyle basarili bir sekilde don-
durulabiliyor. Birgok hastaligin tedavi-
si i¢in bityitk umutlar vaat eden insan
embriyonik kok hiicrelerinin donduru-
lup saklanmasi i¢in yeni dondurma tek-
nikleri de gelistirilmeye devam ediyor.
Embriyonik kék hiicrelerinin basariyla
dondurulup saklandig1 yavas dondurma
yontemi insan embriyonik kok hiicrele-
rinde iyi sonuglar vermiyor.

Insan embriyonik kok hiicreleri kolo-
ni halinde iirer. Ancak 100 hiicreden da-
ha kiiciik kolonilere boliindiiklerinde et-
kili bir biiyiime elde edilemez. Bu hiic-
relerin ¢ogaltilabilmeleri i¢in hiicrelerin
birbirleriyle etkilesimleri olduk¢a 6nem-
lidir. Hiicrelerin bu hassasiyeti dondu-
rulmalarinin bagarisini da etkiler. Aras-
tirmacilar insan embriyonik kok hiicre-
lerinin saklanabilmeleri i¢in farkli yon-
temler deniyor. Bunun i¢in embriyolar-
daki dondurma yoéntemleri kullanilma-
ya baglandu.

Embriyolarin Dondurulmasi

[lk bagarili embriyo dondurma islemi
1972 yilinda fare embriyolarinda gercek-
lestirilmis. Embriyolarin dondurulma ve
¢oziindiirme islemleri, embriyolarin be-
lirli kimyasal maddelerin i¢inde bir sii-
re kalmasi, kimyasal maddelerle sogu-
tulmasi ve -196 santigrat derecede sivi
azot i¢inde depolanmasi, ¢ozildiikten
sonra da sogutulmada kullanilan kim-
yasal maddelerin kok hiicrelerden uzak-
lagtirilmasi adimlarini kapsar. Her iki is-
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Embriyo dondurulmasi
a) blastokist,

b-c) blastokistin dondurma
cubuguna cekilmesi,

d) donmus blastokist,
e)dondurma cubugunda
blastokist

f) ¢oziindiirilmis blastokist

@ @
Dondurma soliisyonu icinde
fare embriyolari
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lem de ¢ok dikkatli yapilmalidir. Hiicre yapisinin
korunabilmesi i¢in hiicrelerin diigiik hizda su kay-
betmeleri ve buna bagli olarak da yavas sogutma
yontemiyle dondurulmalar: saglanir. Sogutma si-
rasinda embriyo i¢indeki saf su katilagir ve sonugta
hiicreye gore daha yogun bir hal alir. Ancak don-
durulan hiicrelerde buz kristalleri olusur. Bu igslem
¢ok ani olursa embriyolara zarar verebilir. Bu zara-
r1 engellemek i¢in “seeding” adi verilen bir teknik
ile buz kristalleri ¢ok yavas olusturulur. Embriyola-
rin dondurma-¢dziindiirme sonrasi canlilik oran-
lar1 tlirler arasinda (insan, inek ve fare embriyola-
r1 gibi) bazi farkliliklar gosterir. Buna neden ola-
rak; dondurma ve ¢oziindiirme islemlerinde uy-
gulanan donma ve ¢dziinme hizlari, embriyolarin
buyiiklikleri ve gelisim donemleri, hiicrelerin ge-
cirgenlik 6zellikleri ve dondurma isleminde kulla-
nilan kimyasallarin hiicrelerde yaratacagi ozmotik
degisiklikler ile toksisiteleri sayilabilir.

Embriyo dondurma isleminde embriyolar i¢in
yavag dondurma (slow freezing), hizli dondurma
(rapid freezing) ve vitrifikasyon (camsi dondur-
ma) teknikleri kullanilir. Bu tekniklerden vitrifi-
kasyon yaygin olarak kullaniliyor. Vitrifikasyon,
hiicrelerin, dokularin ve organlarin diisiik sicaklik-
larda hiicre icerisinde tamamen vitroz ya da cam-
s1 bir durumun yaratilmasiyla dondurulmasini ifa-
de eden bir terim olarak kullanilir. Vitrifikasyon
ile embriyo dondurma y6nteminde, buz kristalle-
rinin hig sekillenmedigi vitroz ya da camsi bir du-
rum yaratilarak, hiicrelerin, dokularin ve organla-
rin direkt olarak sivi azot igerisine daldirilmasiyla
dondurulmalari saglanir. Uygulanmakta olan tiim
dondurma yo6ntemlerindeki temel ilke, hiicrele-
rin dondurulmalar: ve ¢oziindiiriilmeleri sirasinda
olugabilecek hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu-
nu engelleyip, hiicrelerin buz kristallerinden gore-
cekleri zarar1 6nlemektir. Bunu saglamak amaciyla
hiicre igi stvisinin, hiicre membranindan gegebilen

baska bir deyisle niifuz edebilen ve hiicrelere ola-
bildigince zararsiz olan kriyoprotektan maddeler-
le yer degistirmesi hedeflenir. Embriyo ve kok hiic-
re dondurulmasinda hiicrelerin yasamini, dondur-
ma isleminde kullanilan kimyasal maddeler, hiic-
re sogutma oranlari, hiicre saklama son sicaklig1 ve
embriyo ¢oziindiirme oranlar: gibi faktorler dog-
rudan etkiler.

Vitrifikasyon Teknigiyle Embriyo ve
Kok Hiicrelerin Dondurulmasi

Bu yontemde buz kristalleri hi¢ sekillenmez.
Bagarili bir vitrifikasyon i¢in, dondurma islemin-
de kullanilan kimyasallarin yogunlugunda bir ar-
tis gerekir. Bunun i¢in de ya yiiksek sogutma oran-
lart ya da digiik sicaklik derecelerinde yogunlu-
gu artiran ve buz kristallerinin olusumunu baski-
layan kimyasal karisimlarin kullanimi gerekir. Vit-
rifikasyonda, kriyoprotektanlarin dondurma isle-
minde buz kristalerinin olusumunu baskilamalar1
en 6nemli unsurdur ve sicaklik diistiikge, soliisyon
tiimiiyle viskoz bir hal alarak sonunda cams: bir fa-
za geger. Bu fazdaki hiicrelere vitrifiye olmus hiic-
reler denir.

Diinyada ilk defa, laboratuvarimizda fare emb-
riyolarinin vitrifikasyon teknigiyle dondurulma-
sma yonelik bir teknik gelistirdik. Bu teknige, ka-
t1 ylizey vitrifikasyon teknigi (Solid Surface Vit-
rification, SSV) adin1 verdik. Bu teknikte sivi azot
igerisine kismen batirilmis ve aliminyum folyoy-
la kaplanmis olan metal cismin {izerine yumurta
(oositleri) veya embriyolari igeren 1-2 ml'lik emb-
riyo dondurma soliisyonu (Etilen glikol, trehaloz
ve poli vinil prolidon karisimi) damlatarak don-
ma hizin1 daha da artirdik. Oysa diger yontem-
lerde soltisyonu tasiyan plastik ¢ubuklar da sogu-
makta ve dolayistyla donma hizini kismen de ol-
sa olumsuz etkilemektedir. Laboratuvarimizda zi-
got donemindeki fare embriyolarini kati yiizey
vitrifikasyon teknigiyle dondurup ¢6ztindiirdik-
ten sonra bu zigotlara mikroenjeksiyon yontemiy-
le gen transferi yaptik ve gen transferi yapilmis bu
zigotlarin tagiyici farelerin rahimlerine aktararak
transgenik yavru fareler elde ettik. Gelistirdigimiz
bu yontem kullanilarak cesitli tiirdeki hayvanlarin
yumurta ve embriyolarinin yani sira insan embri-
yonik kok hiicrelerinin de bagariyla donduruldugu
biliniyor. Embriyo dondurma ¢aligmalarinda vitri-
fikasyon teknigi kullanildiginda, yavas dondurma
teknigine kiyasla hiicre kayiplarinin daha az oldu-
gunu da belirledik.
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Diinyada ve laboratuarimizda yapilan tim bu
calismalar, vitrifikasyonun embriyolarin saklan-
masl i¢in uygun bir yéntem oldugunu ortaya ko-
yuyor. Insan embriyonik kék hiicrelerinin saklan-
masl i¢in yavas dondurma islemiyle iyi sonuglar
elde edemeyen arastirmacilar, embriyolarda elde
edilen iyi sonuglara dayanarak vitrifikasyon uygu-
lamalarina yoneldiler. Vitrifikasyon teknigiyle ya-
pilan caligmalarda dondurulan insan embriyonik
kok hiicrelerinin ¢oztindiirtilmesi sonunda %70-
90 oraninda canlilik elde etmek miimkiin. Bugiin
insan embriyonik kok hiicrelerinin daha biiyiik 61-
¢eklerde dondurulup saklanabilmeleri i¢in vitrifi-
kasyon tekniklerinin gelistirilmesine yonelik ¢alis-
malar devam ediyor.

Dondurulan Embriyolarin
Saklanmasi

Embriyo ve kok hiicrelerin kiigiik hacimlerde
saklanmasini saglayan cesitli aygitlar vardir. Kla-
sik dondurma teknikleriyle yapilan galismalarda
embriyolar 0,5 veya 0,25 cc’lik dondurma ¢ubuk-
larinda saklanir. Ancak vitrifikasyon teknigiyle ya-
pilan embriyo dondurma ¢alismalarinda yonteme
gore degisen embriyo saklama aygitlar: kullanilir
(kriyovial gibi). Dondurma isleminde kullanilan
s1v1 azotun zaman zaman patojenik viral etkenle-
ri tagidig1 biliniyor. Bu bakimdan filtre edilmis siv
azotun kullanilmas: gerekir. Embriyo ve kok hiic-
reler diizgiin etiketlenmis olarak siv1 azot saklama
kaplarina konulmaly, etiket iizerinde kok hiicre ve-
ya embriyonun kime ait oldugu, gelisme safthala-
r1 ve dondurulma tarihleri hiicre saklama ¢ubuk-
lar1 tizerinde yazili olmalidir. Yazim isleminde si-
v1 azottan etkilenmeyen miirekkepler kullanilir ve
boylece tiim embriyolar herhangi bir risk olmak-
sizin yillarca siv1 azot tanklarinda saklanabilir. S1-
v1 azot tanklarinin iizerinde azot seviyesini goste-
recek ve erken ¢oziilmeyi 6nleyecek alarm sistem-
leri bulunur.

Embriyo Dondurulmasi ve
Uygulamalan

Dondurulup ¢oziilerek transfer edilen insan
embriyosundan ilk gebelik 1984 ve 1985 yillarin-
da Avustralyali aragtirmacilar tarafindan elde edil-
di. Tip bebek g¢alismalarinda insan embriyolari-
nin dondurulma isleminin biiytik 6nemi vardur.
Tiip bebek uygulamalarinda ¢ogul gebelik riskini
en aza indirmek i¢in en fazla 3 embriyo transfer

ediliyor. Ancak, alic1 annede sorunla karsilasildi-
ginda tiipte iretilen embriyolarin saklanmas: ge-
rekir. Anne adayina belli sayida iyi kalitede embri-
yo transferi yapildiginda geriye kalan kaliteli emb-
riyolar dondurularak daha sonraki denemeler igin
saklanabilir. Iyi kalitedeki embriyolar dondurma
ve ¢ozme islemlerinden sonra %75-90 canliliklari-
n1 korurken kotii kalitedeki embriyolarin yasama
oranlar1 %20-30’lara diiser. Istatistiksel verilere go-
re dondurma ve ¢ozme islemlerinden sonra gebe-
lik oranlar1 %20-52 arasinda degismektedir. Oran-
larin bu kadar genis bir aralikta yer almasinin ne-
deni, uygulanan klinik ve laboratuar protokoliine,
hastanin yasina, kisirlik sebebine, rahme aktarilan
¢oziindiiriilmiis embriyonun kalitesi gibi kistasla-
ra dayanmaktadir. {lk embriyo transferinden sonra
gebelik elde edilemezse, yeniden ilag enjeksiyonu
ve yumurta toplama islemlerine gerek kalmadan,
dondurulmus embriyolar ¢oziindiirillerek anne
rahmine tekrar yerlestirilebilir. Embriyo dondur-
ma islemi tiip bebek uygulamalarinda basar: san-
sin1 arttiran bir islem olarak da degerlendirilebilir.
Ciftlerden izin belgesi almarak dondurulan emb-
riyolar Tiirkiyede 1997 yilinda yiiriirliige giren bir
yasayla {i¢ y1l boyunca siv1 nitrojen igerisinde sak-
lanabiliyor.

Sonug olarak, insan embriyonik kok hiicre ¢alis-
malar1 son zamanlarda hiz kazanmigtir. Kok hiic-
relerin hastaliklarin tedavisinde kullanilmak tizere
farklilagtirilma ve transferleri iizerine projeler de-
vam etmektedir. Embriyo ve kok hiicrelerin don-
durulmasina iliskin ¢aligmalarin {ilkemiz acisin-
dan da biiyiik 6nem tagidig1 ortadadir. Bu hiicre ve
dokularin uygun kriyoprezervasyonunun gercek-
lestirilmesi i¢in buzsuz bir ortamn saglanmasi ya
da vitrifikasyon teknigiyle dondurma islemininin
uygulanmasi gerekir. Ancak kok hiicrelerin don-
durulup ¢oztindiirtilmeleri sirasinda farklilagtiril-
mamalari gerekir.
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