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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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Ozet

Insan embriyonik kok hiicrelerinin, uygun in vitro ve in vivo sartlarda insan viicudunu olusturan tiim somatik hiicre tiplerine
doniigebilme 6zelligine sahip olmalart bu hiicrelerin yakin gelecekte 6liimciil veya yagami olumsuz etkileyen bircok hastaligin
tedavisinde kullanilabilecegini gdstermektedir. Bu calismada, bilebildigimiz kadariyla tilkemizdeki ilk insan embriyonik kok
hiicre dizilerinin elde edilmesi, tanimlanmasi ve farklilasma potansiyellerinin arastirilmasina ait bulgular sunulmaktadir.
Blastosist agamasina ulasmis 26 insan embriyosu embriyonik kok hiicre izolasyonu i¢in kullanildi. Blastosistlerin ig¢ hiicre kiit-
lesi immiinocerrahi veya dogrudan kiiltiir teknikleri kullanilarak izole edildi. Her iki durumda da, 7-10 giin sonra gozlenen 6n-
ciil hiicre kolonileri mekanik yolla ayristirilarak yeni kiiltiir kaplarina ekildi. I¢ hiicre kiitlesi izolasyonu ve kiiltiirii sonrast 9
(dokuz) farkli kok hiicre dizisi elde edildi. Gelisimleri takip edilebilen 7 (yedi) kok hiicre dizisi karyotipleri, yiizey antijenleri,
alkalin fosfataz ekspresyonu ve in vitro farklilasma potansiyelleri bakimindan incelendi. Ayrica, hiicreler belirli pasajlarda vit-
rifikasyon yontemiyle donduruldu, tekrar ¢oziildiikten sonra gelisim degerlendirmesi yapild.

Sonug olarak, kullanilabilecek tanimlanmig embriyonik kok hiicre sayisinin sinirli olusu, elde edilme ve biiyiitiilmelerinin yiik-
sek maliyet gerektirmesi ve etik sorunlar diinya genelinde gergeklestirilen insan embriyonik kok hiicre caligmalart sayisini si-
nirlandirmaktadir. Aragtirmamizin neticesinde elde edilen insan embriyonik kok hiicre (EKH) dizileri ulusal ve uluslararasi
arastirmalar igin yeni ve potansiyel bir kaynak olusturacaktir.

Anahtar sozciikler: blastosist kiiltiirii, embriyonik kok hiicre, immiinocerrahi, in vitro farklilagma
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Giris

Insan embriyonik kok hiicre dizilerinin ilk olarak 1998 yilin-
da elde edilmesinden bu zamana kadar gecen siirecte daha
fazla hiicre dizisi olusturmak ve tanimlamak amaciyla bir¢ok
calisma gerceklestirilmistir (1-6). Giintimiizde, 200’e yakin
insan embriyonik kok hiicre dizisi elde edilmis olmasina kar-
sin bunlarin sadece bir kismi1 Amerikan Ulusal Saglik Ensti-
tiisti (NIH) tarafindan belirlenmis kriterlere uymaktadir. Ay-
rica, arastirma amaclh ornek bulunmasindaki zorluk nedeni
ile simdiye kadar gerceklestirilmis bir¢cok insan embriyonik
kok hiicre ¢alismasi ve neticesinde elde edilen bulgular bu
hiicre dizilerini olusturmus sayili arastirma grubuna aittir.

Insan embriyonik kok hiicrelerinin elde edilmesinde ve teda-
vi amach kullanilmasinda karsilagilan teknik ve etik sorunla-
rin diginda c¢oziilmesi gereken diger bir husus bagisiklik sis-
temi uyum problemidir. Hwang ve arkadaglarinin yakin za-
man Once gerceklestirdikleri calismada, bagisiklik sisteminin
sebep oldugu verici hiicre reddini engellemek icin terapotik
klonlama yontemiyle kisiye 6zgii embriyonik kok hiicre di-
zileri elde edilmesinin miimkiin oldugu gosterilmistir (7).
Buna karsin, yontemin etkinliginin ¢ok diisiik olmas1 ve etik
acidan ortaya ¢ikan problemler klinik alanda yontemin kulla-
nilabilirligini azaltmaktadir. Hiicre reddini 6nlemenin diger
bir yolu ise immiinofenotipi belirlenmis embriyonik kok
hiicre bankasi olusturarak alicilarin HLA profiline uygun
embriyonik kok hiicresinin bulunmasini kolaylastirmaktir.
(8). Bu noktadan hareketle, insan embriyonik kok hiicreleri-
nin izolasyonu ve tanimlanmasi, sadece yapilan ¢alismalarin
sayisini arttirabilmek yoniinden degil, ayn1 zamanda kok
hiicre biyolojisi hakkindaki bilinmeyenlere 1s1k tutarak in-
sanlik i¢in son derece 6nemli olan alternatif hiicre terapi yon-
temlerinin gelistirilmesi yoniinden de son derece dnemlidir
(9). Baglica embriyoloji, onkoloji, toksikoloji ve farmakolo-
ji gibi alanlarda yapilan caligmalarda insan embriyonik kok
hiicrelerinin kullanilmasi, bu alanlarda ortaya cikacak yeni
tan1 ve tedavi yontemleri ile incelenen patoloji konusunda
daha detayli bilgi sahibi olunmasin saglayacaktir.

Bu ¢alismada, Yardimci Ureme Teknikleri (YUT) yontemle-
ri sirasinda elde edilen ve tedavi amacli kullanima uygun ol-
mayip arastirma amacl olarak bagislanan insan embriyola-
rindan yedi farkli insan embriyonik kok hiicre dizisinin elde
edilmesi ve elde edilen hiicre dizilerinin embriyonik kok
hiicre olma o6zellikleri bakimindan tanimlanmasi islemle-
rinde elde edilen sonuglar bildirilmektedir. Insan embriyonik
kok hiicreleri ayn1 zamanda farkli somatik hiicre tiplerine do-
niisme potansiyelleri bakimindan da degerlendirilmistir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alisma, Ocak 2003-Mayis 2004 tarihlerinde Istanbul
Memorial Hastanesi Yardimc1 Ureme Teknikleri ve Ureme
Genetigi Merkezi ne bagh Arastirma ve Gelistirme Labora-
tuvari’nda gerceklestirilmistir. Arastirmada, embriyoloji la-
boratuvarinda elde edilen ve embriyo kalitesi degerlendirme
kriterlerine gére (10) embriyo transferi ve/veya dondur-
ma/¢ézme islemleri i¢in uygun bulunmayan 26 adet blasto-
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sist asamasindaki embriyo kullamldi. Caligma, istanbul Me-
morial Hastanesi Etik Kurulu’nca da onaylandi ve embriyo-
larin kok hiicre elde etme amagli kullanimi 6ncesi ¢iftlerden,
detayl bilgilendirme sonrasi yazili onay formu alindi.

Destek hiicrelerin hazirlanmasi

Caligsmada destek hiicresi olarak olarak kullanilan fare emb-
riyonik fibroblast hiicreleri (MEF), 12-14 giinliik gebe
Balb/c farelerinden izole edilen fetuslarin mekanik ve enzi-
matik yontemler ile ayristirilmast yolu ile elde edildi. Elde
edilen fibroblast hiicreleri, yiiksek glikozZlu 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), ImM L-glutamin
(Gibco Invitrogen Corporation, Scotland, UK), %1 penisi-
lin/streptomisin (Gibco Invitrogen Corporation, Scotland,
UK) ve 0.1 mM B-merkaptoetanol (Sigma, St. Louis, USA)

iceren kiiltiir ortaminda biiyiitiildii. Bu hiicreler 2. ve 6. pa-
sajlar arasinda 3 saat boyunca 2 pg/ml Mitomisin-C iceren
kiiltiir ortaminda inkiibe edilerek mitotik aktiviteleri durdu-
ruldu. Mitotik inaktivasyon sonrasi hiicreler %0.1°lik jelatin
(Sigma, St. Louis, USA) ile kaplanmuis kiiltiir kaplarina ekil-
di.

Caligsmada ayrica insan kaynakli destek hiicresi olarak siinnet
derisinden (prepusium) elde edilen fibroblast hiicreleri kulla-
mildi. Insan siinnet derisinden fibroblast hiicresinin izolasyo-
nu yapilirken ve destek hiicre olarak hazirlanirken daha 6nce
yaymlanmig yontem (11) dikkate alind1.

Blastosist evresindeki embriyodan i¢ hiicre Kiitlesi
(ICM) izolasyonu

Embriyonik kok hiicre izolasyonu i¢in kullanilan tiim blasto-
sistler 10 U/ml pronaz (Sigma, St. Louis, USA) enzimi ige-
ren embriyo kiiltiir ortaminda kisa siire bekletilerek, zona
pellusida tabakasinin erimesi saglandi.

Immiinocerrahi yontem uygulanirken daha onceden yayin-
lanmis olan yontem (12) takip edildi. Anti-insan albiimin an-
tikoru (Sigma, St. Louis, USA) ve Guinea Pig Complement
(Accurate Chemical, New York, USA) kullanilarak trofob-
lastik hiicreler parcalandi ve uzaklastirildi. ICM, ¢ap1 incel-
tilmis pastor pipeti ile birka¢ kez pipetlenerek etrafindaki
hiicrelerden ve debriden uzaklastirildi. Temizlenmis ICM
kiimeleri embriyonik kok hiicre kiiltiir ortami iceren ve MEF
hiicreleriyle kaplanmig kiiltiir kaplarina alind1 ve 7-10 giin
siire ile kiiltiire edildi.

Dogrudan kiiltiir yonteminde ise zonas1 uzaklastirilmis insan
blastosistleri daha onceden hazirlanmis MEF hiicreleriyle
kapli kiiltiir kaplarina konuldu. Embriyonik kok hiicre kiiltiir
ortam1 her giin yenilendi ve kok hiicre kolonilerine benzer
koloniler goriilene kadar hiicrelerin ve kolonilerin morfoloji-
si kontrol edildi.

Embriyonik kok hiicre Kiiltiirii
Calismada kok hiicre kiiltiir ortami1 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 pg/ml B-merkaptoeta-

nol (Sigma, St.Louis, USA), %1 insiilin-transferin-selenyum
kompleksi (Gibco Invitrogen Corporation, Scotland, UK) ve
12 ng/ml insan recombinant “Leukemia Inhibitory Factor”
den (LIF) (Chemicon; Temacula, USA) olusan hiicre kiiltiir
kokteyli kullanildi. ik sekiz pasajdan sonra LIF kiiltiir orta-
mi kokteylden uzaklastirildi.

Karyotipleme ve immiinohistokimyasal analiz

Karyotipleme 6ncesi kok hiicre kolonileri 0.1 pg/ml colce-
mid iceren kiiltiir ortaminda 3 saat boyunca 37°C’ta ve %6
CO, igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Inkubasyon son-

ras1 koloniler mekanik olarak MEF destek hiicrelerinden
uzaklastirildi ve hiicre kiiltiir ortami iceren 15 ml’lik falcon
tiiplerine kondu. 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra supernatan uzaklastirildi ve pelet hipotonik soliisyon
ile (0.075M KCI) tekrar siispanse edildi. Hiicreler 17 dakika
boyunca 37°C’ta inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon son-
ras1 metanol/asetik asit (3:1) ile fikse edilerek G bantlamasi
yapildi.

Immiinohistokimyasal analiz icin, hiicre kolonileri en az 15
dakika boyunca %4 liik paraformaldehid iceren PBS (Phosp-
hate Buffered Saline; Gibco Invitrogen Corporation, Scot-
land, UK) soliisyonunda bekletilerek fikse edildi. Tanimlama
icin kullanilan SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-1-81 yiizey anti-
jenlerine ozel antikorlar ve alkalin fosfataz substrati i¢in ti-
cari olarak satilan kok hiicre karakterizasyon kiti (Stem Cell
Chracterization Kit; Chemicon, Temacula, USA) kullanildi.
Analiz tiretici firmanin kilavuzuna uyularak FITC-bagh ke¢i
anti-fare sekonder antikoru (Santa Cruz, Santa Cruz, USA)
ve epifloresan mikroskop (BX50 Olympus, Japan) kullanila-
rak yapildi. Calismada kullanilan diger antikorlar, OCT-4,
Nestin, Map2A&B ve kardiyak-spesifik Troponin I antikor-
lar1 Chemicon firmasindan temin edildi.

Dondurma/¢ozme islemleri

Vitrifikasyon islemi daha once yaymlanmis protokollerde
(13,14) kiiciik degisiklikler yapilarak gerceklestirildi. Kolo-
niler kiiltiir kaplarindan mekanik olarak uzaklastirildiktan
sonra oncelikle HEPES iceren ortama transfer edildi ve 1 da-
kika siireyle bekletilerek dengelendi. Dengelenen koloniler
soliisyon I’e (%10 Dimetilsiilfoksit (DMSO; Sigma, St.Lo-
uis, USA) ve %10 Etilen Glikol [Sigma, St. Louis, USA] ice-
ren) alind1 ve 1 dakika bekletildikten sonra soliisyon II’ye
(%20 DMSO, %20 Etilen Glikol, 0.3M Siikroz igeren) trans-
fer edildi. Koloniler en fazla 30 saniye bu soliisyonda bekle-
tilerek agiz pipeti ile topland1 ve daha 6nceden hazirlanmig
hemistraw ¢ubugun ug kismina transfer edildi.

Cozme islemi ise dondurulmusg kolonilerin sirasiyla 0.2M ve
0.1M siikroz iceren kiiltiir ortaminda 1’er dakika, en son ola-
rak da HEPES (Sigma, St.Louis, USA) igeren kiiltiir orta-
minda 5 dakika inkiibe edilmesi ile gerceklestirildi. Koloni-
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ler daha sonra embriyonik kok hiicre kiiltiir ortam1 igeren
destek hiicresiyle kaplanmus kiiltiir kaplarina transfer edildi.

Sonuclar

Calismanin ilk asamasinda, i¢ hiicre kiitlesi farkli 6zellikteki
20 insan blastosisti embriyonik kok hiicre izolasyonu i¢in se-
¢ildi (Resim 1A). Bu embriyolardan 15’inin immiinocerrahi
yontemine uygun oldugu saptandi ve immiinocerrahi yonte-
mi uygulandi. Tslem sonras1 12 adet hiicre biitiinliigiinii koru-
yan i¢ hiicre kiitlesi kiimesi elde edildi (Resim 1B). Elde edi-
len ICM kiimeleri mitomisin-C ile mitotik aktivitesi durdu-
rulmus fare embriyonik fibroblast hiicrelerinin iistiine konu-
larak kiiltiire edildi.

I¢ hiicre kiitlelerinin kiiltiire edildigi dsnem boyunca, 4 adet
ICM kiimesinden (4/12; %33.3) onciil kok hiicre kolonileri-
ne benzer koloniler gézlendi (Resim 1D). Bunlar NS-1, NS-
2, NS-3 ve NS-4 olarak isimlendirildi ve mekanik olarak her
5-7 giin sonra yeni destek hiicresi iceren kaplara pasajlandi.
3. pasajdan sonra, NS-1 ve NS-2 hiicreleri kiiltiirde spontan
farklilasmaya ugradig: i¢in kaybedildi. Diger iki hiicre dizisi
(NS-3 ve NS-4) ise basarili sekilde donduruldu/¢oziildii ve
40 pasajdan fazla destek hiicresinin iistiinde biiyiitiilebildi.
Hiicreler kiiltiire edilirken her iki dizi i¢in de belirli donem-
lerde yapilan olgiimlerle benzer koloni biiyiime hiz1 tespit
edildi. Bu parametrelerin dondurulmayi takiben ¢oziiliip tek-
rar kiiltiire edilen koloniler icin de benzer oldugu saptandi.

Calismanin ikinci boliimiinde ise zonasi uzaklastirilmig 11
blastosiste dogrudan kiiltiir teknigi uygulandi (Resim 1C).

Resim 1.

a) Pronaz ile muamele Oncesi insan blastosist agamasi embriyo
gorintisi (200x biyiitme);

b) Immiinocerrahi iglemi sirasinda guinea pig complement ile
muamele sonrasi lize olan trofektoderm hiicreleri (400x
blyitme);

c) Pronaz ile muamele sonrasi dogrudan kiltlir ortamina alinan
blastosist asamasi embriyo (100x biyiitme);

d) Fare embriyonik fibroblast destek hiicreleri lzerinde biyiyen
primer kok hiicre kolonisi (200x bliyitme).
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Bu blastosistlerden besi, daha sonra YUT siklusuna alinmus
olgulardan elde edilen transferi ve dondurulmasi uygun ol-
mayan embriyolardi. Bu blastosistlerin MEF hiicreleri iize-
rindeki kiiltiirii neticesinde sadece bir kapta embriyonik kok
hiicre kolonisine benzer koloni gozlendi ve elde edilen bu di-
zi MINE olarak isimlendirildi. Alt: blastosist ise HLA tiple-
mesi igin preimplantasyon genetik tan1 (PGT) uygulanmig
bir ¢iftten elde edildi. Embriyolar olabilecek tiim HLA uyu-
mu ihtimali bakimidan incelendikten sonra, hasta ¢ocukla
HLA uyumu gostermeyenler ¢iftten alinan yazili izinle calis-
ma i¢in kullanildi. Bu blastosistlerin dogrudan kiiltiir tekni-
giyle biiyiitiilmesi neticesinde 6 kaptan 4’tinde primer kok
hiicre kolonileri olustu (%66.6). Elde edilen bu primer kok
hiicre dizileri NS-5, NS-6, NS-7 ve NS-8 olarak isimlendiril-
di. Hiicreler daha 6nceden belirtilen sekilde biiyiitiildii, muh-
telif araliklarla vitrifikasyon uygulandi.

Tiim hiicre dizilerine ait koloniler sinirlar1 belirgin yuvarlak
goriiniimlii koloniler olusturarak cogalmay: siirdiirdiiler
(Resim 2A). Mikroskobun yiiksek biiytitmelerinde, daha ev-
vel yaymlanmis ¢alismalarla uyumlu olarak hiicrelerin belir-
gin cekirdekgik yapisina sahip ve cekirdek/sitoplazma orani-
n1 yiiksek oldugu gozlendi (Resim 2B). Calismada elde edi-
len hiicre dizilerinin embriyonik kok hiicresine spesifik yii-
zey antijenleri (SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 ve OCT-4)
ve alkalin fosfataz ekspresyonu gosterdikleri tespit edildi

TRA-180

c

TRA-181

Resim 2.

a) Pasaj sonrasi gelisimin 6. giinindeki insan embriyonik kok hiicre
kesiti (40x biyiitme);

b) Yiiksek bliyitmede g6zlenen yiiksek cekirdek/sitoplazma oranina
sahip kok hiicreler (400x biytitme);

c) — e) NS-3, NS-4 ve NS-7 dizilerine ait farkli yiizey antijen
ekspresyonu goriintileri (FITC, 40x biiyiitme).

f) Alkalin fosfataz ekspresyonu (100x biyitme)
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(Resim 2C-F). Tiim hiicre dizilerinin ayrica G bantlama so-
nucunda normal karyotipe sahip olduklar1 goriildii (Resim
3’te ornek olarak ti¢ dizi karyotipi verilmistir).

Insan embriyonik kok hiicreleri destek hiicrelerinin olma-
dig1 ve LIF icermeyen kiiltiir ortamu ile siispansiyon olarak
biiyiitiiliir ise kendiliginden embriyoid cisimcik (embryoid
body) adi verilen ti¢ boyutlu hiicre topluluklari olustur-
makta ve ii¢ germ yapragina ait farkli hiicre tiplerine donii-
sebilmektedir (15). Bu amacla caligmada destek dokusun-
da biiyiitiilen kok hiicre kolonileri mekanik yontemle des-
tek dokudan uzaklagtirildi ve sadece kok hiicre kiiltiir orta-
m1 bulunan bakteri petri kaplarina konarak 7-10 giin siire
ile kiiltiire edildi (Resim 4B). Olusan ii¢ boyutlu kistik
embriyoid cisimcikler jelatin kapli kaplara transfer edile-
rek 4 hafta boyunca biiylimeleri ve farklilagsmalar1 kontrol
edildi (Resim 4C). 4 hafta boyunca biiyliyen embriyoid ci-
simciklerde noral plak benzeri rozet yapilari ve farklilasan
noronlar (Resim 4D), spontan kasilma (kontraksiyon) gos-
teren hiicre topluluklar1 (Resim 4E), epitel hiicreler (Resim
4F) ve endotel hiicrelerine benzer hiicreler gozlendi. Emb-
roid cisimciklerdeki noron-benzeri hiicrelerin MAP2A&B
ekspresyonuna sahip olduklart (Resim 5A) ve spontan ka-
silma gosteren hiicre topluluklarinin kardiyak-spesifik
Troponin I ekspresyonu gosterdikleri (Resim 5B) immiino-
sitokimyasal olarak tespit edildi.

1T} ‘; T § ™
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a4 ﬂ.ﬁ -4 AR &R 44
L] | 11 - as ﬁﬁ
Hoix & oK
l_s it 1+ R % u wn
" »n Wo» M NS-8
; 46,XX
w (1) L el

Resim 3. NS-3, NS-4 ve NS-8 insan embriyonik kék hiicre dizilerine
ait normal karyotip gériintiileri.
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Resim 4.

a) Destek hiicresi lizerinde gelisimi devam eden farklilasmamig
insan embriyonik kok hiicre kolonisi kesiti (100x biytitme);

b) Mekanik yontem kullanilarak destek hiicresi (izerinden ayrilan ve
sispansiyon seklinde gelisimlerine devam eden embriyoid
cisimcikler (40x blyitme);

c) Jelatin kiltir kabina ekimi yapilan ve farklilagmaya devam eden
EB yapisi (40x biyiitme);

d) Noron-benzeri hiicreler (100x biylitme);

e) Spontan kontraksiyon gdsteren hiicreler (40x biyiitme);

f) Epitel-benzeri hiicreler (40x biyitme).

Ayrica, bu calismada olusturulan EKH dizilerine ait koloni-
ler, insan siinnet derisinden (prepusium) elde edilen stromal
hiicrelerin destek hiicresi olarak kullanildig: kiiltiir kaplarin-
da biiyiiyebilmeleri yoniinden de analiz edildiler. 15. pasaj-
dan sonra NS-4, NS-5 ve MINE dizilerine ait faklilagsmamig
koloniler mekanik olarak izole edildi ve daha 6nceden hazir-
lanmig siinnet derisi fibroblast hiicrelerinin iizerine ekildi.
Tim koloniler 24 saat icinde destek hiicrelerine tutundular
ve geligimlerine devam ettiler (Resim 5C). Stinnet derisi fib-
roblast hiicreleri iizerinde biiyiitiilen koloniler, MEF hiicrele-
rinin destek dokusu olarak kullanildigit EKH dizilerine ait
koloniler ile kargilastirildiginda, stinnet derisi fibroblast hiic-
relerinin biiytime yoniine dogru polarize olmalarindan otiirii
meydana gelen koloni morfolojisindeki degisiklik disinda,
kolonilerin benzer biiyiime 6zelligine sahip olduklari ve kok
hiicre 6zelliklerini koruduklar gozlendi. Ayrica hiicreler
embriyonik kok hiicreye 6zerk yiizey antijen ekspresyonlari-
n1 da korudular (Resim 5D).
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Resim 5.

a) In vitro farklilagma sonrasi néronal morfoloji gdsteren hiicrele-
rin MAP2A&B ekspresyonu (100x biytiitme);

b) In vitro farklilasma sonrasi spontan kontraksiyon gdsteren bél-
genin Troponin | ile isaretlenmesi sonrasi elde edilen goriinti
(FITC, 40x biyitme);

¢) Insan siinnet derisinden elde edilen fibroblastlardan olugan des-
tek hiicre sistemi iizerinde bilyilyen insan embriyonik kok hiicre
kolonisi (40x biyitme);

d) c)’deki insan embriyonik kok hiicrelerin ardigik pasajlari sirasin-
da g6zlenen SSEA-4 ekspresyonu (FITC, 40x biyiitme).

Tartisma

Parkinson, Alzheimer, enfarktiis, diyabet gibi 6liimciil veya
yasam kalitesini diigliren pek ¢ok hastaligin tedavisinde al-
ternatif olarak kok hiicre terapi yontemleri denenmektedir.
Ozellikle yetiskin ve kordon kam kok hiicrelerinin kullanil-
dig1 calisma sayisi giin gectikge artmaktadir. Bununla birlik-
te, calismalarda belirli bir grupta olumlu sonuglar alinmasina
karsin heniiz klinik kullanima uygun, giivenli ve verimli bir
tedavi metodu olusturulamamistir. Otolog kaynakli kok hiic-
relerin kullanilmasinin embriyonik kok hiicre izolasyonunda
ve verici-alici konularinda ortaya ¢ikan etik, yasal ve immii-
nolojik sorunlart kismen azaltiyor olmasina karsin, bircok ol-
guda elde edilen otolog kok hiicre miktar1 transplantasyon
icin yeterli olmamakta ve hiicrelerin laboratuvar ortaminda
cogaltilmasinda biiyiik giicliiklerle karsilagilmaktadir.

Yetigkin kok hiicresi calismalarinda ortaya ¢ikan belirsizlik-
ler ve bu hiicrelerin sahip olduklari kisitli cogalma ve farkli-
lagma ozellikleri yetigkin kaynakli kok hiicrelerinin rutin kli-
nikte kullanimmin halen beklenen verimlilik derecesinden
uzak oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, insan EKH
izolasyonunun ve laboratuvar ortaminda biiytitiilmesinin etik
ve yasal boyutu diinya genelinde halen tartigiliyor olmasina
karsin, insan embriyonik kok hiicrelerinin kendini stirekli ye-
nileme ve kiiltiir ortaminda farklilagsmaya ugramadan stirekli
¢ogalabilme 6zelligine sahip olmalari bu hiicreleri hiicre-ta-
banli tedavi yontemlerinde kullanilabilecek uygun bir kay-
nak konumuna getirmistir.



J TURKISH GERMAN GYNECOL ASSOC, Vol. 6(3); 2005

qutkAlm,

Bu noktadan hareketle, diinya genelinde var olan insan emb-
riyonik kok hiicre dizilerine yenilerinin eklenmesi, gelecekte
hiicrelerin potansiyel hiicre terapi araci olarak kullanilmasi-
na yonelik yapilan in vitro ve in vivo aragtirmalara hiz kazan-
diracaktir. Ayrica, terapotik klonlamanin teoride alici ile ve-
rici arasindaki HLA uyumsuzluguna bir care olabilecegi gos-
terilse de bu sistemin bagar1 oraninin ¢ok diisiik, teknik ve bi-
yolojik dogrulamanin eksikligiyle birlikte etik konularin da
halen tartisiliyor olusu yaklasimin yakin gelecekte bir alter-
natif olamayacagna isaret etmektedir.

Blastosist agamasindaki embriyolardan insan embriyonik
kok hiicresi elde edilmesindeki basar1 oraninin daha onceki
calismalarin sonuglartyla benzer seklide biiyiik farkliliklar
gosterdigi gozlendi. Caligmada, embriyo transferi veya don-
durma/¢cozme islemi igin se¢ilmeyerek caligmaya dahil edil-
mis blastosistlerden sadece iyi kalitede (A ve B kalitesinde)
i¢ hiicre kiitlesine sahip blastosistlerden embriyonik kok hiic-
re izolasyonu gerceklestirilebildi. Ayrica HLA tiplemesi ile
kombine olarak gergeklestirilen PGT uygulamasi sonrasi
transfer i¢in uygun olmayan ve kok hiicre elde edilmesi icin
ayrilan 6 adet iyi kalite i¢ hiicre kiitlesi iceren blastosist asa-
mas1 embriyonun 4’iinden (%66.6) insan embriyonik kok
hiicre dizileri elde edildi. Embriyo sayis1 sonug ¢ikarabilmek
icin yeterli olmamasina karsin, ilk izlenimler baslangi¢c ma-
teryalinin kalitesinin ¢aligmalarda en 6nemli kriter oldugunu
diisiindiirmektedir.

HLA tiplemesiyle kombine yapilan PGT uygulamalar1, kor-
don kanindan veya kemik iliginden elde yetigkin kok hiicre-
lerinin kullanimiyla birlikte belirli hastaliklarin tedavisinde
arag olarak kullanilmaktadir (16). Infertil popiilasyon ile kar-
silagtirildiginda HLA ile kombine gerceklestirilen PGT uy-
gulamalarinda goreceli olarak yiiksek kaliteli embriyolar el-
de edilmektedir (17). Bu nedenle, calisilan embriyo sayisi
¢ok az da olsa embriyo kalitesine bagli olarak elde edilen
yiiksek verimlilik, teknigin sadece yetiskin kok hiicre elde
edilmesi ve transplantasyonu amaciyla degil, HLA uyumlu
embriyodan embriyonik kok hiicrelerinin elde edilmesi ve
yakin gelecekte terapotik bir ara¢ olarak kullanilabilmesine
imkan saglayabilecegini isaret etmektedir.

Son zamanlarda bazi gruplar dogrudan kiiltiir yontemiyle
embriyonik kok hiicre dizileri elde ettiklerini gosteren calis-
malarin yayinladilar (6,18,19) Bu ¢alismada, materyal sayi-
st sinuirlt olsa da, daha onceki galismalarla uyumlu olarak,
dogrudan kiiltiir yontemi ile yapilan izolasyonun embriyonik
kok hiicre elde edilmesindeki basariy: attirdigt gézlenmistir
(%26.6’ya kars1 %45.5).

Giinlimiizde insan embriyonik kok hiicrelerinin tedavi ama-
ctyla kullanimindaki en 6nemli engellerden biri, elde edilme-
leri ve biiyiitiilmeleri sirasinda kullanilan hayvan kaynakli
hiicre ve substratlardir. Bu ¢alismada ve diinya genelinde gii-
niimiize kadar elde edilen insan embriyonik kok hiicreleri,
kiiltiirinde hayvan kaynakli kiiltiir ortamlar1 kullanildigin-
dan yakin gelecekte tedavi amacl kullanim i¢in uygun olma-
yacaklardir. Bu nedenle embriyonik kok hiicre ¢aligmalarin-
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daki temel amaglardan biri insan embriyonik kok hiicre kiil-
tiriinde kullanilabilecek ve hayvansal madde ve ortamlar
icermeyen bir kiiltiir sistemi olusturulmasidir. Giintimiize ka-
dar gerceklestirilen bazi ¢alismalarda fare fibroblast hiicrele-
rine alternatif olarak insan kaynakli endometrial stromal, ke-
mik iligi stromal, fetal kas ve deri hiicrelerinin de destek hiic-
resi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (11,20-23). Emb-
riyonik kok hiicre kiiltiirii sirasinda kullanilan ve son zaman-
larda dikkati ¢eken diger bir yontem ise destek dokusunun
sistemden cikarildig1 yontemdir (24-26). Merkezimizde yii-
riitmekte oldugumuz kok hiicre ¢alismalarina yol gostermesi
acisindan, elde edilmis olan embriyonik kok hiicre dizileri
insan siinnet derisi fibroblast hiicreleri iceren destek hiicre
ortaminda da test edilerek ad1 gecen destek hiicre sisteminin
embriyonik kok hiicre gelisimini destekledigi gozlenmistir.
Dolayist ile benzer hiicre kiiltiir sistemleri, insan embriyonik
kok hiicrelerinin yakin gelecekte tedavi amacl kullanilabile-
cegi bir sistem olusturma yoniinde imkan saglamaktadirlar.

Tedavi amacli kullanim potansiyelleri yaninda bu ¢aligmada
olusturulan yeni insan embriyonik kok hiicre dizileri ve daha
once fakli gruplarca olusturulmus diziler, temel molekiiler ve
kok hiicre biyolojisi gibi in vitro caligmalar igin potansiyel
kaynak olusturmaktadirlar. Toksikoloji ve yeni ilag tasari-
mi/gelistirilmesi alanlarinda insan embriyonik kok hiicre
kullanimina ilgi artmaktadir. Ayrica PGT sonrasi elde edilen,
ozerk genetik anomalisi veya genetik hastaligi olan embriyo-
lardan elde edilebilecek kok hiicre suslari genetik hastalikla-
r1 aragtirmak adma ¢ok degerli kaynak olusturmaktadir (5).

Istanbul Memorial Hastanesi YUT ve Ureme Genetigi Merke-
zi’'nde gerceklestirilen bu ¢alisma, embriyonik kok hiicrelerinin
blastosist evresindeki embriyolardan elde edilmesini, karakter
tamimlamasini ve uzun donem kiiltiir ortaminda kiiltiire edilme-
sini iceren ve bilebildigimiz kadarryla Tiirkiye’de yapilmus ilk
calisma olmasindan dolayr 6nemlidir. Bazi iilkelerde, insan
embriyosunun kok hiicre kaynagi olarak kullanilmasi kat1 ku-
rallarla diizenlenmis olup birden fazla komite veya enstitii tara-
findan kontrol edilmektedir. Diger taraftan, Almanya, Norveg
ve Italya gibi bazi iilkelerde embriyolarin arastirma amach kul-
lanimi yasaklanmustir. Ingiltere’de ise embriyolarin aragtirma
ve terapotik klonlama amagcli kullanilmasina izin verilmektedir.
Tiirkiye’de kok hiicre arastirmalart hakkinda yasal veya kamu-
sal enstitiilerce tanimlanmis ve kabul edilmis 6zel diizenleme-
ler ve kilavuzlar heniiz mevcut degildir. Gerek yetiskin gerek-
se embriyonik kaynakli kok hiicre aragtirmalarimi konu alan, bu
makalede gerceklestirilen calismaya benzer arastirmalarin bi-
limsel ve sosyal ilgiyi temin edebilecegi ve bunu takiben, Tiir-
kiye ve benzer diger iilkelerdeki diizenleyici kurumlarin bu
alanda yapilmasi gereken uygun diizenlemeleri ve kilavuz ku-
rallar1 olusturacag diistintilmektedir.

Tesekkiir

Calismada bizlere sitogenetik analiz asamasinda yardimci
olan Sayin Asiye Giir’e ve verdikleri her tiirlii destek i¢in
tiim Istanbul Memorial Hastanesi YUT ve Ureme Genetigi
Merkezi galisanlarina tesekkiir ederiz.
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