
Embriyonik kök (EK) hücreler hasar görmüfl
dokular›n yenilenmesi için eflsiz birer hücre kay-
na¤›d›r. Klinikte hasarl› dokular›n yenilenmesi
için ayn› düzeyde farkl›laflm›fl çok say›da hücreye
gereksinim duyulur. Teorik olarak EK hücreler s›-
n›rs›zca bölünebildikleri için istenilen say›da hüc-
reyi; vücuttaki hemen her çeflit hücreye dönüfle-
bildikleri için de ihtiyaç duyulan tipte farkl›laflm›fl
hücre tiplerini oluflturabilirler. Ancak uygulamada
durum farkl›d›r. Bu hücrelerin, kendileri gibi kök
hücreler oluflturarak ço¤almalar›n› yani ‘yenilen-
me’lerini sa¤lamak zordur; çünkü EK hücre do¤a-
s› gere¤i baflka hücrelere farkl›laflmak ister. Fark-
l›laflman›n önüne geçebilmek için EK hücreler fa-
re embriyolar›ndan yal›t›lan fibroblastlar üzerinde
kültür ortam›na sokulurlar. Fare embriyonik fib-
roblastlar›, sald›klar› birtak›m faktörlerle EK hüc-
releri desteklerler. EK hücrelerin alt›nda, kültür
kaplar›n›n yüzeyini tamamen kaplam›fl bu tek ta-
bakal› hücre grubuna besleyici tabaka da denir. 

Hücrelerin daha sa¤l›kl› ve farkl›laflmadan ço-
¤almalar›n› sa¤lasa da hastal›k tedavisinde kulla-
n›lacak insan EK hücrelerinin, hayvan hücreleri-
nin üzerinde kültüre edilmesi riskli. Fare hücrele-
rindeki retroviruslar EK hücrelerin genomlar›nda
mutasyonlara yol açabilirler. Bunun önüne geç-
mek için de¤iflik tipte insan hücreleri besleyici ta-
baka olarak denenmifl durumda. Örne¤in, 2003
y›l›nda ‹srail’de yap›lan bir çal›flmada, insan EK
hücreleri yeni do¤an bebeklerin sünnet edilmifl
dokular›ndan elde edilen hücrelerin üzerinde
uzun dönem kültüre edilebilmifl. 

Hücre kültüründe EK hücreleri kontrol etme-
nin yolu, tan›mlanm›fl bir mikroçevreden geçiyor.
Besiyeri bileflenleri, kültür kab› yüzeyleri, hücrele-
rin birbirleriyle komfluluklar›, bir hücrenin mikro-
çevresini belirleyen koflullar› oluflturuyor. Son y›l-
larda h›zla geliflen bir dal olan kök hücre biyomü-
hendisli¤i, kök hücrelerin istenilen yönde farkl›la-
fl›p ço¤almalar› için mikroçevreler yap›land›rmay›

hedeflemekte. Besiyerine uygulanan büyüme fak-
törü kombinasyonlar›n›n, miktarlar›n›n ve zaman-
lamas›n›n hesaplanmas›, hücreleraras› maddenin
yerini alabilecek polimerik malzemeler ve üç bo-
yutta doku geliflimini destekleyecek biyomateryal-
ler ve matematiksel modellerin gelifltirilmesi bu
alan›n sorumlulu¤unda. Amaç, tümüyle yapay bir
ortamda hücrelere istenileni yapt›rabilmek. 

TUB‹TAK GMBAE Transgen ve Deney Hayvan-
lar› Laboratuavr›nda 2004 y›l›nda bir kök hücre
biyomühendisli¤i çal›flmas› gerçeklefltirildi. Kültür
ortam›ndaki hayvansal ürünler olabildi¤ince uzak-
laflt›r›larak, besleyici tabakalar›n yerini alabilecek,
olabildi¤ince sentetik bir kültür sistemi gelifltiril-
meye çal›fl›ld›. Besleyici tabakalar yerine üç boyut-
lu fibröz bir matris; serum yerine ’serum replace-
ment’ denilen sentetik bir çözelti kullan›ld›. 

Öncelikle hücreler besleyici tabakalar›n üze-
rinde alt› farkl› besiyerinde kültüre edildi. Popu-
lasyon katlanma say›lar› ve farkl›laflmam›fl koloni-
lerin oran›na göre en iyi besiyeri tan›mland›. Kul-
lan›lan çözeltilerin hücrelerin ço¤almalar› üzerine
bir etkisi olmad›¤›, ancak Serum Replacement
(SR) uygulanan deney gruplar›nda kolonilerin da-
ha az oranda farkl›laflm›fl fenotip gösterdi¤i tespit
edildi. Böylelikle deneyin ilk aflamas›nda hücrele-
re uygun bir kimyasal çevre haz›rlanm›fl oldu.

Deneyin ikinci aflamas›nda hücrelerin kültüre
oldu¤u fiziksel çevre de¤ifltirildi. Besleyici tabaka-
lar›n üzerinden al›nan EK hücreleri üç boyutlu fib-
röz bir matris olan dokunmam›fl poliester fabrik-
lerinin (NWPF) üzerine aktar›ld›lar. NWPF diskle-

58 A¤ustos 2005B‹L‹M veTEKN‹K

EK hücre kolonilerinin faz-kontrast mikroskoptaki görüntüleri. Farkl›laflmam›fl hücrelerin birbirleriyle etkileflimi daha kuvvetlidir. Bu hücrelerin meydana getirdi¤i kolo-
nilerin s›n›rlar›, çizgiyle çizilmiflçesine belirgin olur ve faz kontrast filtrede parlak gözükürler. Yap›lan çal›flmada besleyici tabakalar›n üzerinde kültüre edilen koloniler
besiyeri birleflenlerine göre farkl› morfolojiler gösterdiler. SR içeren besiyerlerindeki koloniler daha belirgin s›n›rlara sahip, daha yuvarlak ve pürüzlü yüzeyler gösterir-

ken, serumla kültüre edilen besiyerlerindeki koloniler daha bas›k ve pürüzsüz bir görünüme sahipti. 

EK hücre kolonileri giemsa ile boyand›¤›nda
farkl›laflmam›fl koloniler koyu boyan›rken, farkl›laflan

koloniler daha aç›k tonlarda boyand›lar.
Farkl›laflmam›fl kolonilerin s›n›rlar›, çizgiyle çizilmifl

gibi belirgin ve net oldu¤u halde, farkl›laflmaya
bafllayan kolonilerin s›n›rlar› da¤›lan hücrelerden

dolay› belli belirsiz bir görünüme sahipti.Embriyonik
Kök

hücreler
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ri Hacettepe Üniversitesi Biyomühendislik Bölü-
mü’nden Prof. Dr. Menemfle Gümüflderelio¤lu ve
ekibi taraf›ndan haz›rland›. Bu matrisin malzeme-
si ameliyat ipliklerinde ve damar greftlerinde de
kullan›lan bir biyomateryaldi. En büyük avantaj›
genifl yüzey ve alan hacmine sahip olmas›yd›. Böy-
lelikle besleyici tabakalarla sadece petri yüzey
alan›nda kültüre olan hücreler, NWPF diskleri kul-
lan›ld›¤›nda ayn› büyüklükteki petrinin içinde çok
daha genifl bir alanda kültüre oldular. 

Fare EK hücreleri LIF (Lösemi Önleyici Faktör)
kullan›ld›¤›nda farkl›laflmadan ço¤al›rlar. LIF insan
EK hücreleri üzerinde bir etki göstermezken, baz›
fare EK hücre hatlar›nda besleyici tabakan›n yeri-
ni alabilecek kadar güçlü bir etkiye sahiptir. Bu ça-
l›flmada model olarak fare EK hücre hatt› R1 kul-
lan›ld›. Kullan›lan matrislerin yüzeyine LIF sabit-
lendi. Böylelikle hücrelerin daha genifl alanda da-
ha fazla farkl›laflmay› önleyici faktörle daha uzun
süre kültüre edilmesi sa¤land›. LIF’in yüzeye sabit-

lenmifl formu hücrelerle daha uzun süre etkilefle-
ce¤i için etkinli¤inin artaca¤› düflünüldü. 

‹lk denemeler çok heyecanl›yd›. Hücrelerin
böyle fibröz bir yap›da nas›l kolonize olacaklar›n›
merak ediyorduk. ‹lk 48 saat içinde hücreleri fi-
berler (lifler) aras›nda gözlemek kolay olmad›.
‹lerleyen günlerde matris üzerinde fiberlerin ara-
s›n› kaplam›fl çok büyük hücre agregatlar› (toplu-
luklar›) gözlendi. Bu agregatlar› gözlemleyebil-
mek için kültürasyon en geç 4. günün sonunda
durduruldu. Hücrelerin farkl›laflmaya m› bafllad›k-
lar›n› yoksa kendilerini mi yeniledikleri merak
ediliyordu. Önce giemsa boyas›yla koloni morfolo-
jilerini incelendi, sonra SSEA-1’e karfl› ba¤›fl›kl›k
tepkisi ve alkalin fosfataz aktivitesine bak›ld›. Son
olarak da kolonilerin elektron mikroskobu görün-
tülerini al›nd›. Baz› koloniler tripsinle matristen
ayr›ld›, besleyici hücre tabakalar›n›n üzerine ekil-
di ve hücrelerin eski ortamlar›nda nas›l davran-
d›klar› izlendi. Polimerik matris deneyleri iki kol-
dan yürütüldü. LIF sabitlenmifl yüzeylere sahip
NWPF disklerle, hidrolize edilmifl yüzeylere sahip
NWPF diskleri üzerinde EK hücrelerin geliflimi ay-
r› ayr› izlendi. 

Sonuçlar, LIF sabitlenmifl yüzeylerde EK hüc-
relerin daha az farkl›laflt›¤›n› gösterdi. Hidrolize
yüzeylerde kültüre edilen hücrelerin besiyerine
LIF eklenmesi, farkl›laflmalar›n önüne geçemedi.
Çal›flman›n en umut verici yan› fiber yüzeyindeki,
immobilize (hareketsiz) formdaki LIF’in çal›flma-
s›yd›. Bu, kök hücre biyomühendisli¤i çal›flmalar›
için yeni bir fikirdi. Bu çok pahal› faktörü besiye-
rine sürekli d›flar›dan eklemek yerine, matris yü-
zeyine sabitlemenin EK hücre yenilenmesi için
hem etkili hem de ekonomik bir yol olabilece¤i
gösterilmifl oldu. 

Bu çal›flma, ülkemizde embriyonik kök hücrele-
rin farkl› kültür koflullar›nda ve polimerik yap›lar
üzerinde kültürü ile yap›lan ilk çal›flma oldu¤u için
önemliydi. Elde edilen sonuçlar, embriyonik kök
hücrelerin farkl›laflt›r›lmadan kültüre edilebilmele-
ri için, daha iyi tan›mlanm›fl ortamlar›n gelifltirile-
bilmesine yönelik bundan sonraki çal›flmalara ›fl›k
tutacak. 
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EK hücre kolonisinin PET fiberleri aras›ndaki gö-
rüntüsü (x 400).

Giemsa ile boyanm›fl EK hücre kolonilerinin PET fi-
berleri aras›ndaki görüntüsü ( x 200).

Giemsa ile boyanm›fl EK hücre kolonisinin PET fi-
berleri aras›ndaki görüntüsü ( x 400).

EK hücre kolonilerinin alkalin fosfataz aktiviteleri ( x 200). Farkl›laflmam›fl EK hücreleri daha yüksek alkalin fosfataz aktivitesi göstererek daha koyu tonlarda boyand›-
lar. Farkl›laflan ve koloni yap›lar›n› kaybedenler ise daha aç›k tonlarda boyanarak daha düflük alkalin fosfataz etkinli¤i gösterdiler.

EK hücreler fiberler aras›nda büyük hücre agregatlar› (
x40). Büyük hücre topluluklar›, LIF sabitlenmifl yüzey-

lerde yüksek alkalin fosfataz etkinli¤i gösterdiler. 

PET fiberler aras›ndaki EK hücre kolonisinin SSEA-
1’e karfl› ba¤›fl›kl›k tepkisi (x 200).

EK hücre kolonisinin LIF sabitlenmifl yüzeylerdeki
elektron mikroskobik görüntüsü. 
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