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Abstract

Isolation, Characterization and In Vitro Differentiation of Human Embryonic Stem Cell
Lines
Under suitable in vitro and in vivo conditions, human embryonic stem cells have the ability differentiate into all cell types in a hu-
man body. Therefore, it has been thought that they can play a very important therapeutic role in a variety of neurodegenerative
and life-threatening disorders in the near future. To our knowledge, here we report the isolation, establishment and characterizati-
on of first human embryonic stem cell lines as well as their differentiation potential into variety of somatic cell types in Turkey. 
Twenty-six blastocyst-stage embryos donated for research were used for embryonic stem cell isolation. Blastocysts were proces-
sed either for immunosurgery or direct culture methods for inner cell mass isolation. In either case, apparent primary colonies
after 7-10 days of culture were mechanically isolated and passaged into new plates. A total of 9 primary stem cell colonies we-
re obtained. Seven of these cell lines were further expanded and tested for their karyotypes, cell surface antigens, alkaline
phosphatase expression as well as their in vitro differentiation potential. Also, cells were cryopreserved by vitrification at cer-
tain passages and growth parameters were analyzed after thawing.
In conclusion, limited availability of stem cell lines as well as the limitations from the financial or ethical aspects restrict the
number of research projects on human embryonic stem cells worldwide. Our results on establishment of new hESC lines can
create additional potential sources for futher worldwide and nationwide research on stem cells. 
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Özet
‹nsan embriyonik kök hücrelerinin, uygun in vitro ve in vivo flartlarda insan vücudunu oluflturan tüm somatik hücre tiplerine
dönüflebilme özelli¤ine sahip olmalar› bu hücrelerin yak›n gelecekte ölümcül veya yaflam› olumsuz etkileyen birçok hastal›¤›n
tedavisinde kullan›labilece¤ini göstermektedir. Bu çal›flmada, bilebildi¤imiz kadar›yla ülkemizdeki ilk insan embriyonik kök
hücre dizilerinin elde edilmesi, tan›mlanmas› ve farkl›laflma potansiyellerinin araflt›r›lmas›na ait bulgular sunulmaktad›r. 
Blastosist aflamas›na ulaflm›fl 26 insan embriyosu embriyonik kök hücre izolasyonu için kullan›ld›. Blastosistlerin iç hücre küt-
lesi immünocerrahi veya do¤rudan kültür teknikleri kullan›larak izole edildi. Her iki durumda da, 7-10 gün sonra gözlenen ön-
cül hücre kolonileri mekanik yolla ayr›flt›r›larak yeni kültür kaplar›na ekildi. ‹ç hücre kütlesi izolasyonu ve kültürü sonras› 9
(dokuz) farkl› kök hücre dizisi elde edildi. Geliflimleri takip edilebilen 7 (yedi) kök hücre dizisi karyotipleri, yüzey antijenleri,
alkalin fosfataz ekspresyonu ve in vitro farkl›laflma potansiyelleri bak›m›ndan incelendi. Ayr›ca, hücreler belirli pasajlarda vit-
rifikasyon yöntemiyle donduruldu, tekrar çözüldükten sonra geliflim de¤erlendirmesi yap›ld›. 
Sonuç olarak, kullan›labilecek tan›mlanm›fl embriyonik kök hücre say›s›n›n s›n›rl› oluflu, elde edilme ve büyütülmelerinin yük-
sek maliyet gerektirmesi ve etik sorunlar dünya genelinde gerçeklefltirilen insan embriyonik kök hücre çal›flmalar› say›s›n› s›-
n›rland›rmaktad›r. Araflt›rmam›z›n neticesinde elde edilen insan embriyonik kök hücre (EKH) dizileri ulusal ve uluslararas›
araflt›rmalar için yeni ve potansiyel bir kaynak oluflturacakt›r. 
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Girifl

‹nsan embriyonik kök hücre dizilerinin ilk olarak 1998 y›l›n-

da elde edilmesinden bu zamana kadar geçen süreçte daha

fazla hücre dizisi oluflturmak ve tan›mlamak amac›yla birçok

çal›flma gerçeklefltirilmifltir (1-6). Günümüzde, 200’e yak›n

insan embriyonik kök hücre dizisi elde edilmifl olmas›na kar-

fl›n bunlar›n sadece bir k›sm› Amerikan Ulusal Sa¤l›k Ensti-

tüsü (NIH) taraf›ndan belirlenmifl kriterlere uymaktad›r. Ay-

r›ca, araflt›rma amaçl› örnek bulunmas›ndaki zorluk nedeni

ile flimdiye kadar gerçeklefltirilmifl birçok insan embriyonik

kök hücre çal›flmas› ve neticesinde elde edilen bulgular bu

hücre dizilerini oluflturmufl say›l› araflt›rma grubuna aittir.

‹nsan embriyonik kök hücrelerinin elde edilmesinde ve teda-

vi amaçl› kullan›lmas›nda karfl›lafl›lan teknik ve etik sorunla-

r›n d›fl›nda çözülmesi gereken di¤er bir husus ba¤›fl›kl›k sis-

temi uyum problemidir. Hwang ve arkadafllar›n›n yak›n za-

man önce gerçeklefltirdikleri çal›flmada, ba¤›fl›kl›k sisteminin

sebep oldu¤u verici hücre reddini engellemek için terapötik

klonlama yöntemiyle kifliye özgü embriyonik kök hücre di-

zileri elde edilmesinin mümkün oldu¤u gösterilmifltir (7).

Buna karfl›n, yöntemin etkinli¤inin çok düflük olmas› ve etik

aç›dan ortaya ç›kan problemler klinik alanda yöntemin kulla-

n›labilirli¤ini azaltmaktad›r. Hücre reddini önlemenin di¤er

bir yolu ise immünofenotipi belirlenmifl embriyonik kök

hücre bankas› oluflturarak al›c›lar›n HLA profiline uygun

embriyonik kök hücresinin bulunmas›n› kolaylaflt›rmakt›r.

(8). Bu noktadan hareketle, insan embriyonik kök hücreleri-

nin izolasyonu ve tan›mlanmas›, sadece yap›lan çal›flmalar›n

say›s›n› artt›rabilmek yönünden de¤il, ayn› zamanda kök

hücre biyolojisi hakk›ndaki bilinmeyenlere ›fl›k tutarak in-

sanl›k için son derece önemli olan alternatif hücre terapi yön-

temlerinin gelifltirilmesi yönünden de son derece önemlidir

(9). Bafll›ca embriyoloji, onkoloji, toksikoloji ve farmakolo-

ji gibi alanlarda yap›lan çal›flmalarda insan embriyonik kök

hücrelerinin kullan›lmas›, bu alanlarda ortaya ç›kacak yeni

tan› ve tedavi yöntemleri ile incelenen patoloji konusunda

daha detayl› bilgi sahibi olunmas›n› sa¤layacakt›r. 

Bu çal›flmada, Yard›mc› Üreme Teknikleri (YÜT) yöntemle-

ri s›ras›nda elde edilen ve tedavi amaçl› kullan›ma uygun ol-

may›p araflt›rma amaçl› olarak ba¤›fllanan insan embriyola-

r›ndan yedi farkl› insan embriyonik kök hücre dizisinin elde

edilmesi ve elde edilen hücre dizilerinin embriyonik kök

hücre olma özellikleri bak›m›ndan tan›mlanmas› ifllemle-

rinde elde edilen sonuçlar bildirilmektedir. ‹nsan embriyonik

kök hücreleri ayn› zamanda farkl› somatik hücre tiplerine dö-

nüflme potansiyelleri bak›m›ndan da de¤erlendirilmifltir.

Materyal ve Metot

Bu çal›flma, Ocak 2003-May›s 2004 tarihlerinde ‹stanbul

Memorial Hastanesi Yard›mc› Üreme Teknikleri ve Üreme

Geneti¤i Merkezi’ne ba¤l› Araflt›rma ve Gelifltirme Labora-

tuvar›’nda gerçeklefltirilmifltir. Araflt›rmada, embriyoloji la-

boratuvar›nda elde edilen ve embriyo kalitesi de¤erlendirme

kriterlerine göre (10) embriyo transferi ve/veya dondur-

ma/çözme ifllemleri için uygun bulunmayan 26 adet blasto-

sist aflamas›ndaki embriyo kullan›ld›. Çal›flma, ‹stanbul Me-

morial Hastanesi Etik Kurulu’nca da onayland› ve embriyo-

lar›n kök hücre elde etme amaçl› kullan›m› öncesi çiftlerden,

detayl› bilgilendirme sonras› yaz›l› onay formu al›nd›. 

Destek hücrelerin haz›rlanmas›

Çal›flmada destek hücresi olarak olarak kullan›lan fare emb-

riyonik fibroblast hücreleri (MEF), 12-14 günlük gebe

Balb/c farelerinden izole edilen fetuslar›n mekanik ve enzi-

matik yöntemler ile ayr›flt›r›lmas› yolu ile elde edildi. Elde

edilen fibroblast hücreleri, yüksek glikozlu DMEM (Dulbec-

co’s Modified Eagle’s Medium; Gibco Invitrogen Corporati-

on, Scotland, UK), %10 FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco In-

vitrogen Corporation, Scotland, UK), 1mM L-glutamin

(Gibco Invitrogen Corporation, Scotland, UK), %1 penisi-

lin/streptomisin (Gibco Invitrogen Corporation, Scotland,

UK) ve 0.1 mM β-merkaptoetanol (Sigma, St. Louis, USA)

içeren kültür ortam›nda büyütüldü. Bu hücreler 2. ve 6. pa-

sajlar aras›nda 3 saat boyunca 2 μg/ml Mitomisin-C içeren

kültür ortam›nda inkübe edilerek mitotik aktiviteleri durdu-

ruldu. Mitotik inaktivasyon sonras› hücreler %0.1’lik jelatin

(Sigma, St. Louis, USA) ile kaplanm›fl kültür kaplar›na ekil-

di.

Çal›flmada ayr›ca insan kaynakl› destek hücresi olarak sünnet

derisinden (prepusium) elde edilen fibroblast hücreleri kulla-

n›ld›. ‹nsan sünnet derisinden fibroblast hücresinin izolasyo-

nu yap›l›rken ve destek hücre olarak haz›rlan›rken daha önce

yay›nlanm›fl yöntem (11) dikkate al›nd›.

Blastosist evresindeki embriyodan iç hücre kütlesi

(ICM) izolasyonu

Embriyonik kök hücre izolasyonu için kullan›lan tüm blasto-
sistler 10 U/ml pronaz (Sigma, St. Louis, USA) enzimi içe-
ren embriyo kültür ortam›nda k›sa süre bekletilerek, zona
pellusida tabakas›n›n erimesi sa¤land›.

‹mmünocerrahi yöntem uygulan›rken daha önceden yay›n-
lanm›fl olan yöntem (12) takip edildi. Anti-insan albümin an-
tikoru (Sigma, St. Louis, USA) ve Guinea Pig Complement
(Accurate Chemical, New York, USA) kullan›larak trofob-
lastik hücreler parçaland› ve uzaklaflt›r›ld›. ICM, çap› incel-
tilmifl pastör pipeti ile birkaç kez pipetlenerek etraf›ndaki
hücrelerden ve debriden uzaklaflt›r›ld›. Temizlenmifl ICM
kümeleri embriyonik kök hücre kültür ortam› içeren ve MEF
hücreleriyle kaplanm›fl kültür kaplar›na al›nd› ve 7-10 gün
süre ile kültüre edildi.

Do¤rudan kültür yönteminde ise zonas› uzaklaflt›r›lm›fl insan
blastosistleri daha önceden haz›rlanm›fl MEF hücreleriyle
kapl› kültür kaplar›na konuldu. Embriyonik kök hücre kültür
ortam› her gün yenilendi ve kök hücre kolonilerine benzer
koloniler görülene kadar hücrelerin ve kolonilerin morfoloji-
si kontrol edildi.

Embriyonik kök hücre kültürü

Çal›flmada kök hücre kültür ortam› olarak Ko-DMEM

(Knockout Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco In-
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vitrogen Corporation, Scotland, UK), %15 FBS (Hyclone,

South Logan, USA), 2 mM L-glutamin (Gibco Invitrogen

Corporation, Scotland, UK), %1 penisilin/streptomisin (Gib-

co Invitrogen Corporation, Scotland, UK), %1 non-esansiyel

aminoasit (Sigma, St.Louis, USA),10 μg/ml β-merkaptoeta-

nol (Sigma, St.Louis, USA), %1 insülin-transferin-selenyum

kompleksi (Gibco Invitrogen Corporation, Scotland, UK) ve

12 ng/ml insan recombinant “Leukemia Inhibitory Factor”

den (LIF) (Chemicon; Temacula, USA) oluflan hücre kültür

kokteyli kullan›ld›. ‹lk sekiz pasajdan sonra LIF kültür orta-

m› kokteylden uzaklaflt›r›ld›.

Karyotipleme ve immünohistokimyasal analiz

Karyotipleme öncesi kök hücre kolonileri 0.1 μg/ml colce-

mid içeren kültür ortam›nda 3 saat boyunca 37°C’ta ve %6

CO
2

içeren ortamda inkübasyona b›rak›ld›. ‹nkubasyon son-

ras› koloniler mekanik olarak MEF destek hücrelerinden

uzaklaflt›r›ld› ve hücre kültür ortam› içeren 15 ml’lik falcon

tüplerine kondu. 1000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildikten

sonra supernatan uzaklaflt›r›ld› ve pelet hipotonik solüsyon

ile (0.075M KCI) tekrar süspanse edildi. Hücreler 17 dakika

boyunca 37°C’ta inkübasyona b›rak›ld› ve inkübasyon son-

ras› metanol/asetik asit (3:1) ile fikse edilerek G bantlamas›

yap›ld›.

‹mmünohistokimyasal analiz için, hücre kolonileri en az 15

dakika boyunca %4’lük paraformaldehid içeren PBS (Phosp-

hate Buffered Saline; Gibco Invitrogen Corporation, Scot-

land, UK) solüsyonunda bekletilerek fikse edildi. Tan›mlama

için kullan›lan SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-1-81 yüzey anti-

jenlerine özel antikorlar ve alkalin fosfataz substrat› için ti-

cari olarak sat›lan kök hücre karakterizasyon kiti (Stem Cell

Chracterization Kit; Chemicon, Temacula, USA) kullan›ld›.

Analiz üretici firman›n k›lavuzuna uyularak FITC-ba¤l› keçi

anti-fare sekonder antikoru (Santa Cruz, Santa Cruz, USA)

ve epifloresan mikroskop (BX50 Olympus, Japan) kullan›la-

rak yap›ld›. Çal›flmada kullan›lan di¤er antikorlar, OCT-4,

Nestin, Map2A&B ve kardiyak-spesifik Troponin I antikor-

lar› Chemicon firmas›ndan temin edildi.

Dondurma/çözme ifllemleri

Vitrifikasyon ifllemi daha önce yay›nlanm›fl protokollerde

(13,14) küçük de¤ifliklikler yap›larak gerçeklefltirildi. Kolo-

niler kültür kaplar›ndan mekanik olarak uzaklaflt›r›ld›ktan

sonra öncelikle HEPES içeren ortama transfer edildi ve 1 da-

kika süreyle bekletilerek dengelendi. Dengelenen koloniler

solüsyon I’e (%10 Dimetilsülfoksit (DMSO; Sigma, St.Lo-

uis, USA) ve %10 Etilen Glikol [Sigma, St. Louis, USA] içe-

ren) al›nd› ve 1 dakika bekletildikten sonra solüsyon II’ye

(%20 DMSO, %20 Etilen Glikol, 0.3M Sükroz içeren) trans-

fer edildi. Koloniler en fazla 30 saniye bu solüsyonda bekle-

tilerek a¤›z pipeti ile topland› ve daha önceden haz›rlanm›fl

hemistraw çubu¤un uç k›sm›na transfer edildi.

Çözme ifllemi ise dondurulmufl kolonilerin s›ras›yla 0.2M ve

0.1M sükroz içeren kültür ortam›nda 1’er dakika, en son ola-

rak da HEPES (Sigma, St.Louis, USA) içeren kültür orta-

m›nda 5 dakika inkübe edilmesi ile gerçeklefltirildi. Koloni-

ler daha sonra embriyonik kök hücre kültür ortam› içeren

destek hücresiyle kaplanm›fl kültür kaplar›na transfer edildi.

Sonuçlar

Çal›flman›n ilk aflamas›nda, iç hücre kütlesi farkl› özellikteki

20 insan blastosisti embriyonik kök hücre izolasyonu için se-

çildi (Resim 1A). Bu embriyolardan 15’inin immünocerrahi

yöntemine uygun oldu¤u saptand› ve immünocerrahi yönte-

mi uyguland›. ‹fllem sonras› 12 adet hücre bütünlü¤ünü koru-

yan iç hücre kütlesi kümesi elde edildi (Resim 1B). Elde edi-

len ICM kümeleri mitomisin-C ile mitotik aktivitesi durdu-

rulmufl fare embriyonik fibroblast hücrelerinin üstüne konu-

larak kültüre edildi.

‹ç hücre kütlelerinin kültüre edildi¤i dönem boyunca, 4 adet

ICM kümesinden (4/12; %33.3) öncül kök hücre kolonileri-

ne benzer koloniler gözlendi (Resim 1D). Bunlar NS-1, NS-

2, NS-3 ve NS-4 olarak isimlendirildi ve mekanik olarak her

5-7 gün sonra yeni destek hücresi içeren kaplara pasajland›.

3. pasajdan sonra, NS-1 ve NS-2 hücreleri kültürde spontan

farkl›laflmaya u¤rad›¤› için kaybedildi. Di¤er iki hücre dizisi

(NS-3 ve NS-4) ise baflar›l› flekilde donduruldu/çözüldü ve

40 pasajdan fazla destek hücresinin üstünde büyütülebildi.

Hücreler kültüre edilirken her iki dizi için de belirli dönem-

lerde yap›lan ölçümlerle benzer koloni büyüme h›z› tespit

edildi. Bu parametrelerin dondurulmay› takiben çözülüp tek-

rar kültüre edilen koloniler için de benzer oldu¤u saptand›.

Çal›flman›n ikinci bölümünde ise zonas› uzaklaflt›r›lm›fl 11

blastosiste do¤rudan kültür tekni¤i uyguland› (Resim 1C).
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Resim 1.
a) Pronaz ile muamele öncesi insan blastosist aflamas› embriyo

görüntüsü (200x büyütme); 
b) ‹mmünocerrahi ifllemi s›ras›nda guinea pig complement ile

muamele sonras› lize olan trofektoderm hücreleri (400x
büyütme);

c) Pronaz ile muamele sonras› do¤rudan kültür ortam›na al›nan
blastosist aflamas› embriyo (100x büyütme); 

d) Fare embriyonik fibroblast destek hücreleri üzerinde büyüyen
primer kök hücre kolonisi (200x büyütme).



Bu blastosistlerden befli, daha sonra YÜT siklusuna al›nm›fl

olgulardan elde edilen transferi ve dondurulmas› uygun ol-

mayan embriyolard›. Bu blastosistlerin MEF hücreleri üze-

rindeki kültürü neticesinde sadece bir kapta embriyonik kök

hücre kolonisine benzer koloni gözlendi ve elde edilen bu di-

zi M‹NE olarak isimlendirildi. Alt› blastosist ise HLA tiple-

mesi için preimplantasyon genetik tan› (PGT) uygulanm›fl

bir çiftten elde edildi. Embriyolar olabilecek tüm HLA uyu-

mu ihtimali bak›m›ndan incelendikten sonra, hasta çocukla

HLA uyumu göstermeyenler çiftten al›nan yaz›l› izinle çal›fl-

ma için kullan›ld›. Bu blastosistlerin do¤rudan kültür tekni-

¤iyle büyütülmesi neticesinde 6 kaptan 4’ünde primer kök

hücre kolonileri olufltu (%66.6). Elde edilen bu primer kök

hücre dizileri NS-5, NS-6, NS-7 ve NS-8 olarak isimlendiril-

di. Hücreler daha önceden belirtilen flekilde büyütüldü, muh-

telif aral›klarla vitrifikasyon uyguland›.

Tüm hücre dizilerine ait koloniler s›n›rlar› belirgin yuvarlak

görünümlü koloniler oluflturarak ço¤almay› sürdürdüler

(Resim 2A). Mikroskobun yüksek büyütmelerinde, daha ev-

vel yay›nlanm›fl çal›flmalarla uyumlu olarak hücrelerin belir-

gin çekirdekçik yap›s›na sahip ve çekirdek/sitoplazma oran›-

n› yüksek oldu¤u gözlendi (Resim 2B). Çal›flmada elde edi-

len hücre dizilerinin embriyonik kök hücresine spesifik yü-

zey antijenleri (SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 ve OCT-4)

ve alkalin fosfataz ekspresyonu gösterdikleri tespit edildi

(Resim 2C-F). Tüm hücre dizilerinin ayr›ca G bantlama so-

nucunda normal karyotipe sahip olduklar› görüldü (Resim

3’te örnek olarak üç dizi karyotipi verilmifltir).

‹nsan embriyonik kök hücreleri destek hücrelerinin olma-

d›¤› ve LIF içermeyen kültür ortam› ile süspansiyon olarak

büyütülür ise kendili¤inden embriyoid cisimcik (embryoid

body) ad› verilen üç boyutlu hücre topluluklar› olufltur-

makta ve üç germ yapra¤›na ait farkl› hücre tiplerine dönü-

flebilmektedir (15). Bu amaçla çal›flmada destek dokusun-

da büyütülen kök hücre kolonileri mekanik yöntemle des-

tek dokudan uzaklaflt›r›ld› ve sadece kök hücre kültür orta-

m› bulunan bakteri petri kaplar›na konarak 7-10 gün süre

ile kültüre edildi (Resim 4B). Oluflan üç boyutlu kistik

embriyoid cisimcikler jelatin kapl› kaplara transfer edile-

rek 4 hafta boyunca büyümeleri ve farkl›laflmalar› kontrol

edildi (Resim 4C). 4 hafta boyunca büyüyen embriyoid ci-

simciklerde nöral plak benzeri rozet yap›lar› ve farkl›laflan

nöronlar (Resim 4D), spontan kas›lma (kontraksiyon) gös-

teren hücre topluluklar› (Resim 4E), epitel hücreler (Resim

4F) ve endotel hücrelerine benzer hücreler gözlendi. Emb-

roid cisimciklerdeki nöron-benzeri hücrelerin MAP2A&B

ekspresyonuna sahip olduklar› (Resim 5A) ve spontan ka-

s›lma gösteren hücre topluluklar›n›n kardiyak-spesifik

Troponin I ekspresyonu gösterdikleri (Resim 5B) immüno-

sitokimyasal olarak tespit edildi.
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Resim 2.
a) Pasaj sonras› geliflimin 6. günündeki insan embriyonik kök hücre

kesiti (40x büyütme);
b) Yüksek büyütmede gözlenen yüksek çekirdek/sitoplazma oran›na

sahip kök hücreler (400x büyütme);
c) – e) NS-3, NS-4 ve NS-7 dizilerine ait farkl› yüzey antijen

ekspresyonu görüntüleri (FITC, 40x büyütme).
f)  Alkalin fosfataz ekspresyonu (100x büyütme)

Resim 3. NS-3, NS-4 ve NS-8 insan embriyonik kök hücre dizilerine
ait normal karyotip görüntüleri.

NS-3
46,XY

NS-8
46,XX

NS-4
46,XX
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Ayr›ca, bu çal›flmada oluflturulan EKH dizilerine ait koloni-

ler, insan sünnet derisinden (prepusium) elde edilen stromal

hücrelerin destek hücresi olarak kullan›ld›¤› kültür kaplar›n-

da büyüyebilmeleri yönünden de analiz edildiler. 15. pasaj-

dan sonra NS-4, NS-5 ve MINE dizilerine ait fakl›laflmam›fl

koloniler mekanik olarak izole edildi ve daha önceden haz›r-

lanm›fl sünnet derisi fibroblast hücrelerinin üzerine ekildi.

Tüm koloniler 24 saat içinde destek hücrelerine tutundular

ve geliflimlerine devam ettiler (Resim 5C). Sünnet derisi fib-

roblast hücreleri üzerinde büyütülen koloniler, MEF hücrele-

rinin destek dokusu olarak kullan›ld›¤› EKH dizilerine ait

koloniler ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda, sünnet derisi fibroblast hüc-

relerinin büyüme yönüne do¤ru polarize olmalar›ndan ötürü

meydana gelen koloni morfolojisindeki de¤ifliklik d›fl›nda,

kolonilerin benzer büyüme özelli¤ine sahip olduklar› ve kök

hücre özelliklerini koruduklar› gözlendi. Ayr›ca hücreler

embriyonik kök hücreye özerk yüzey antijen ekspresyonlar›-

n› da korudular (Resim 5D).

Tart›flma

Parkinson, Alzheimer, enfarktüs, diyabet gibi ölümcül veya

yaflam kalitesini düflüren pek çok hastal›¤›n tedavisinde al-

ternatif olarak kök hücre terapi yöntemleri denenmektedir.

Özellikle yetiflkin ve kordon kan› kök hücrelerinin kullan›l-

d›¤› çal›flma say›s› gün geçtikçe artmaktad›r. Bununla birlik-

te, çal›flmalarda belirli bir grupta olumlu sonuçlar al›nmas›na

karfl›n henüz klinik kullan›ma uygun, güvenli ve verimli bir

tedavi metodu oluflturulamam›flt›r. Otolog kaynakl› kök hüc-

relerin kullan›lmas›n›n embriyonik kök hücre izolasyonunda

ve verici-al›c› konular›nda ortaya ç›kan etik, yasal ve immü-

nolojik sorunlar› k›smen azalt›yor olmas›na karfl›n, birçok ol-

guda elde edilen otolog kök hücre miktar› transplantasyon

için yeterli olmamakta ve hücrelerin laboratuvar ortam›nda

ço¤alt›lmas›nda büyük güçlüklerle karfl›lafl›lmaktad›r. 

Yetiflkin kök hücresi çal›flmalar›nda ortaya ç›kan belirsizlik-

ler ve bu hücrelerin sahip olduklar› k›s›tl› ço¤alma ve farkl›-

laflma özellikleri yetiflkin kaynakl› kök hücrelerinin rutin kli-

nikte kullan›m›n›n halen beklenen verimlilik derecesinden

uzak oldu¤unu göstermektedir. Di¤er taraftan, insan EKH

izolasyonunun ve laboratuvar ortam›nda büyütülmesinin etik

ve yasal boyutu dünya genelinde halen tart›fl›l›yor olmas›na

karfl›n, insan embriyonik kök hücrelerinin kendini sürekli ye-

nileme ve kültür ortam›nda farkl›laflmaya u¤ramadan sürekli

ço¤alabilme özelli¤ine sahip olmalar› bu hücreleri hücre-ta-

banl› tedavi yöntemlerinde kullan›labilecek uygun bir kay-

nak konumuna getirmifltir.
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Resim 4.
a) Destek hücresi üzerinde geliflimi devam eden farkl›laflmam›fl

insan embriyonik kök hücre kolonisi kesiti (100x büyütme);
b) Mekanik yöntem kullan›larak destek hücresi üzerinden ayr›lan ve

süspansiyon fleklinde geliflimlerine devam eden embriyoid
cisimcikler (40x büyütme);

c) Jelatin kültür kab›na ekimi yap›lan ve farkl›laflmaya devam eden
EB yap›s› (40x büyütme);

d) Nöron-benzeri hücreler (100x büyütme);
e) Spontan kontraksiyon gösteren hücreler (40x büyütme);
f) Epitel-benzeri hücreler (40x büyütme).

Resim 5.
a) In vitro farkl›laflma sonras› nöronal morfoloji gösteren hücrele-

rin MAP2A&B ekspresyonu (100x büyütme);
b) In vitro farkl›laflma sonras› spontan kontraksiyon gösteren böl-

genin Troponin I ile iflaretlenmesi sonras› elde edilen görüntü
(FITC, 40x büyütme);

c) ‹nsan sünnet derisinden elde edilen fibroblastlardan oluflan des-
tek hücre sistemi üzerinde büyüyen insan embriyonik kök hücre
kolonisi (40x büyütme);

d) c)’deki insan embriyonik kök hücrelerin ard›fl›k pasajlar› s›ras›n-
da gözlenen SSEA-4 ekspresyonu (FITC, 40x büyütme).

A B

DC
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Bu noktadan hareketle, dünya genelinde var olan insan emb-

riyonik kök hücre dizilerine yenilerinin eklenmesi, gelecekte

hücrelerin potansiyel hücre terapi arac› olarak kullan›lmas›-

na yönelik yap›lan in vitro ve in vivo araflt›rmalara h›z kazan-

d›racakt›r. Ayr›ca, terapötik klonlaman›n teoride al›c› ile ve-

rici aras›ndaki HLA uyumsuzlu¤una bir çare olabilece¤i gös-

terilse de bu sistemin baflar› oran›n›n çok düflük, teknik ve bi-

yolojik do¤rulaman›n eksikli¤iyle birlikte etik konular›n da

halen tart›fl›l›yor oluflu yaklafl›m›n yak›n gelecekte bir alter-

natif olamayaca¤›na iflaret etmektedir. 

Blastosist aflamas›ndaki embriyolardan insan embriyonik

kök hücresi elde edilmesindeki baflar› oran›n›n daha önceki

çal›flmalar›n sonuçlar›yla benzer fleklide büyük farkl›l›klar

gösterdi¤i gözlendi. Çal›flmada, embriyo transferi veya don-

durma/çözme ifllemi için seçilmeyerek çal›flmaya dahil edil-

mifl blastosistlerden sadece iyi kalitede (A ve B kalitesinde)

iç hücre kütlesine sahip blastosistlerden embriyonik kök hüc-

re izolasyonu gerçeklefltirilebildi. Ayr›ca HLA tiplemesi ile

kombine olarak gerçeklefltirilen PGT uygulamas› sonras›

transfer için uygun olmayan ve kök hücre elde edilmesi için

ayr›lan 6 adet iyi kalite iç hücre kütlesi içeren blastosist afla-

mas› embriyonun 4’ünden (%66.6) insan embriyonik kök

hücre dizileri elde edildi. Embriyo say›s› sonuç ç›karabilmek

için yeterli olmamas›na karfl›n, ilk izlenimler bafllang›ç ma-

teryalinin kalitesinin çal›flmalarda en önemli kriter oldu¤unu

düflündürmektedir. 

HLA tiplemesiyle kombine yap›lan PGT uygulamalar›, kor-

don kan›ndan veya kemik ili¤inden elde yetiflkin kök hücre-

lerinin kullan›m›yla birlikte belirli hastal›klar›n tedavisinde

araç olarak kullan›lmaktad›r (16). ‹nfertil popülasyon ile kar-

fl›laflt›r›ld›¤›nda HLA ile kombine gerçeklefltirilen PGT uy-

gulamalar›nda göreceli olarak yüksek kaliteli embriyolar el-

de edilmektedir (17). Bu nedenle, çal›fl›lan embriyo say›s›

çok az da olsa embriyo kalitesine ba¤l› olarak elde edilen

yüksek verimlilik, tekni¤in sadece yetiflkin kök hücre elde

edilmesi ve transplantasyonu amac›yla de¤il, HLA uyumlu

embriyodan embriyonik kök hücrelerinin elde edilmesi ve

yak›n gelecekte terapötik bir araç olarak kullan›labilmesine

imkan sa¤layabilece¤ini iflaret etmektedir.

Son zamanlarda baz› gruplar do¤rudan kültür yöntemiyle

embriyonik kök hücre dizileri elde ettiklerini gösteren çal›fl-

malar›n› yay›nlad›lar (6,18,19) Bu çal›flmada, materyal say›-

s› s›n›rl› olsa da, daha önceki çal›flmalarla uyumlu olarak,

do¤rudan kültür yöntemi ile yap›lan izolasyonun embriyonik

kök hücre elde edilmesindeki baflar›y› att›rd›¤› gözlenmifltir

(%26.6’ya karfl› %45.5).

Günümüzde insan embriyonik kök hücrelerinin tedavi ama-

c›yla kullan›m›ndaki en önemli engellerden biri, elde edilme-

leri ve büyütülmeleri s›ras›nda kullan›lan hayvan kaynakl›

hücre ve substratlard›r. Bu çal›flmada ve dünya genelinde gü-

nümüze kadar elde edilen insan embriyonik kök hücreleri,

kültüründe hayvan kaynakl› kültür ortamlar› kullan›ld›¤›n-

dan yak›n gelecekte tedavi amaçl› kullan›m için uygun olma-

yacaklard›r. Bu nedenle embriyonik kök hücre çal›flmalar›n-

daki temel amaçlardan biri insan embriyonik kök hücre kül-

türünde kullan›labilecek ve hayvansal madde ve ortamlar

içermeyen bir kültür sistemi oluflturulmas›d›r. Günümüze ka-

dar gerçeklefltirilen baz› çal›flmalarda fare fibroblast hücrele-

rine alternatif olarak insan kaynakl› endometrial stromal, ke-

mik ili¤i stromal, fetal kas ve deri hücrelerinin de destek hüc-

resi olarak kullan›labilece¤i gösterilmifltir (11,20-23). Emb-

riyonik kök hücre kültürü s›ras›nda kullan›lan ve son zaman-

larda dikkati çeken di¤er bir yöntem ise destek dokusunun

sistemden ç›kar›ld›¤› yöntemdir (24-26). Merkezimizde yü-

rütmekte oldu¤umuz kök hücre çal›flmalar›na yol göstermesi

aç›s›ndan, elde edilmifl olan embriyonik kök hücre dizileri

insan sünnet derisi fibroblast hücreleri içeren destek hücre

ortam›nda da test edilerek ad› geçen destek hücre sisteminin

embriyonik kök hücre geliflimini destekledi¤i gözlenmifltir.

Dolay›s› ile benzer hücre kültür sistemleri, insan embriyonik

kök hücrelerinin yak›n gelecekte tedavi amaçl› kullan›labile-

ce¤i bir sistem oluflturma yönünde imkan sa¤lamaktad›rlar.

Tedavi amaçl› kullan›m potansiyelleri yan›nda bu çal›flmada

oluflturulan yeni insan embriyonik kök hücre dizileri ve daha

önce fakl› gruplarca oluflturulmufl diziler, temel moleküler ve

kök hücre biyolojisi gibi in vitro çal›flmalar için potansiyel

kaynak oluflturmaktad›rlar. Toksikoloji ve yeni ilaç tasar›-

m›/gelifltirilmesi alanlar›nda insan embriyonik kök hücre

kullan›m›na ilgi artmaktad›r. Ayr›ca PGT sonras› elde edilen,

özerk genetik anomalisi veya genetik hastal›¤› olan embriyo-

lardan elde edilebilecek kök hücre sufllar› genetik hastal›kla-

r› araflt›rmak ad›na çok de¤erli kaynak oluflturmaktad›r (5).

‹stanbul Memorial Hastanesi YÜT ve Üreme Geneti¤i Merke-

zi’nde gerçeklefltirilen bu çal›flma, embriyonik kök hücrelerinin

blastosist evresindeki embriyolardan elde edilmesini, karakter

tan›mlamas›n› ve uzun dönem kültür ortam›nda kültüre edilme-

sini içeren ve bilebildi¤imiz kadar›yla Türkiye’de yap›lm›fl ilk

çal›flma olmas›ndan dolay› önemlidir. Baz› ülkelerde, insan

embriyosunun kök hücre kayna¤› olarak kullan›lmas› kat› ku-

rallarla düzenlenmifl olup birden fazla komite veya enstitü tara-

f›ndan kontrol edilmektedir. Di¤er taraftan, Almanya, Norveç

ve ‹talya gibi baz› ülkelerde embriyolar›n araflt›rma amaçl› kul-

lan›m› yasaklanm›flt›r. ‹ngiltere’de ise embriyolar›n araflt›rma

ve terapötik klonlama amaçl› kullan›lmas›na izin verilmektedir.

Türkiye’de kök hücre araflt›rmalar› hakk›nda yasal veya kamu-

sal enstitülerce tan›mlanm›fl ve kabul edilmifl özel düzenleme-

ler ve k›lavuzlar henüz mevcut de¤ildir. Gerek yetiflkin gerek-

se embriyonik kaynakl› kök hücre araflt›rmalar›n› konu alan, bu

makalede gerçeklefltirilen çal›flmaya benzer araflt›rmalar›n bi-

limsel ve sosyal ilgiyi temin edebilece¤i ve bunu takiben, Tür-

kiye ve benzer di¤er ülkelerdeki düzenleyici kurumlar›n bu

alanda yap›lmas› gereken uygun düzenlemeleri ve k›lavuz ku-

rallar› oluflturaca¤› düflünülmektedir. 

Teflekkür

Çal›flmada bizlere sitogenetik analiz aflamas›nda yard›mc›

olan Say›n Asiye Gür’e ve verdikleri her türlü destek için

tüm ‹stanbul Memorial Hastanesi YÜT ve Üreme Geneti¤i

Merkezi çal›flanlar›na teflekkür ederiz.
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