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ÖZET 

BEYİN TÜMÖRLERİNDE UYARILMIŞ PLURİPOTENT KÖK 
HÜCRE (UPKH)’LERDEN ELDE EDİLMİŞ NÖRAL KÖK HÜCRE 

(NKH) KULLANARAK TERAPİ YAKLAŞIMLARI 
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Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dalı  

Tez Danışmanı:  Prof. Dr. Sinan Akgöl  

II. Tez Danışman: Doç. Dr. Tüğba bağcı ÖNDER 

Nisan 2019, 157 sayfa 

Nöral kök hücreler (NKH’lar), temel tıp araştırmalar için eşsiz ve son derece 
güçlü araçlar olmakla birlikte, nörodejeneratif hastalıkların ve rejeneratif tıp 
araştırma alanında kullanılmaktadır. Bu tez çalışma kapsamında, Meningioma 
(MNG) ve Glioblastoma multiform (GBM) tedavisinde NKH sistemlerinin 
geliştirilmesi yapılmıştır. Bu amaca ulaşmak için yeniden programlama yöntemiyle 
OSKM (pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-hUL) transkripsiyon 
faktörlerinin sağlıklı, MNG ve GBM hastalarından toplanan fibroblast hücrelerine 
epizomal transfeksiyon yöntemiyle aktarılması ve Uyarılmış pluripotent kök 
hücreleri (uPKH)'lerin oluşturulması yapıldı. Elde edilen uPKH’lerin morfolojik 
incelemesi, Karyotipleme, gen ekspresyon analizi, immunofloresan boyama ve 
teratoma oluşturma gibi farklı karekterizasyon testleri yapıldı. Bu testler yeniden 
programlanan hücrelerin gerçek uPKH olduklarını, pluripotens belirteç genlerinin 
ifadelerinin artması ve in vivo koşullarda ektoderm, mezoderm, endoderm 
oluşturma yeteneğine sahip oldukları teyit edildi. Hedefe yönelik uPKH’ler iki 
farklı farklılaştırma yöntemi kullanarak upNKH elde edildi. Nörosfer oluşturan 
upNKH’ler in vitro ortamlarda nöron ve astrosit oluşturma kapasiteye sahip 
hücreler tanımlanırlar. upNKH’lerin gen ekspresyon düzeyde Nestin, PAX6, 
GLAST, Blp, Sox1 gen ifade örüntülerinin standart upNKH’lara benzerlik 
göstermesi, aynı zamanda protein ekspresyonu için IF deneyleri ile Nestin protein 
miktarının ekspressyonu ve farklılaşma koşullarında nöron ve astrosit farklılaşması 
tespit edildi. Bu çalışmaların sonucunda, her hastalarına özgü, terapötik 
upNKH’lerin oluşturulması yapıldı. Bu yeni sistem geliştirilecek MNG ve GBM 
hastasından izole edilerek oluşturuldu. Elde edilen upNKH yönteminin prensipte 
nasıl çalıştığının incelenmesi ileride tasarlanacak klinik deneylere ışık tutacaktır. 

Anahtar sözcükler: Uyarılmış pluripotent kök hücre (uPKH), Meningioma 
(MNG), Glioblastoma multiform (GBM), Nöral kök hücre (NKH) 
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ABSTRACT  

THERAPEUTIC APPROACHES USING INDUCED PLURIPOTENT 
STEM CELL (IPS)-DERIVED NEURAL STEM CELLS (NSCS) IN 

BRAIN TUMORS  

LANGARIZADEH, Nastaran  

PhD in Biotechnology 

Supervisor: Prof. Dr. Sinan AKGÖL  

Co-Supervisor: Assoc. Dr. Tüğba Bağcı ÖNDER 

April 2019, 157 pages 

Neural stem cells (NSCs) suggestion for a unique and extremely powerful 
tool for basic research by personalizing regenerative treatment and generate novel 
human disease models to neurodegenerative diseases for research and therapeutic 
testing. During the course of this thesis, NSCs systems were developed in the 
treatment of Meningioma (MNG) and Glioblastoma multiforme (GBM). We 
generated and characterized integration-free induced pluripotent stem cells (iPSCs) 
lines derived from healthy, MNG and GBM-patient fibroblasts using 
reprogramming technology by applying the episomal vectors (PCXLE-SK, 
pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-hUL). iPSCs were characterized by morphological, 
karyotyping, gene expression analysis, IF staining and teratoma formation assay, 
all of which demonstrate that reprogrammed cells are true iPSCs and pluripotent 
genes were expressed. All three germ layers including endoderm, mesoderm and 
ectoderm are observed in Teratoma. Then, using directed differentiation techniques, 
to differentiate iPSCs into iP-NSCs, embryoid body formation and monolayer 
culture protocol was used. Characterized their in vitro properties. I show that MNG-
iP-NSCs are able to form the neurospheres and can be propagated over many 
passages and have the potential to differentiate into two neural lineages (neurons 
and astrocytes). Also, analysis of gene expression data showed that MNG-iP-NSCs 
were characterized by gene expression, all of which express Nestin, PAX6, 
GLAST, Blp, Sox1 genes. IF staining assay results demonstrate the presence of the 
proteins such as Nestin which is similar to the levels with standard NSCs. Our 
studies provided insight into the generation of MNG and GBM-patient specific iP-
NSCs. Demonstrating the proof-of-principle of this technology in animal models of 
MNG and GBM might help in the future design of clinical studies utilizing ip- NSCs 
as “armed” vehicles for MNG and GBM patients. 

Keywords: Induced pluripotent stem cells (iPSCs), Meningioma (MNG), 
Glioblastoma multiforme (GBM), Neural stem cells (NSC) 
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ÖNSÖZ 

 

Son zamanlarda gerek hücre biyolojisindeki gerekse teknolojideki ilerlemeler 
kök hücre’yi, tıp, biyoloji, eczacılık, veterinerlik gibialanlarda en çok ilgi duyulan 
konulardan biri haline getirdi. Birçok bilim insanı kök hücrenin gelecek için büyük 
bir umut vaat ettiğini düşünmekte. Günümüzde nöronal hücre kaybının yaşandığı 
nörodejeneratif hastalıklarda, kaybedilen hücrenin yerine konulmasını hedefleyen 
hücresel tedavilerde başlıca hücre kaynağı olarak görülmektedir. Nörodejeneratif 
hastalıklarda günümüzde tedavi yaklaşımları ne yazık ki çok kısıtlı olup, hastaya 
uygulanan cerrahi müdahale, kemoterapi ve radyoterapiye rağmen sağ kalım süresi 
çok kısa bir zamanla sınırlıdır. Dolayısıyla, günümüzde nörodejeneratif 
hastalıkların tedavisinde yararlı olan, kliniğe uyarlanabilecek NKH kaynaklarına 
ihtiyaç duyulmaktadır ve hedefe yönelik farklılaştırma yöntemleriyle bu mümkün 
olabilecektir. Tabiki bir bilim insanı olarak, bu olası negatif sonuçların pozitif 
sonuçlara dönüştürülmesine odaklanmalı ve her zaman mükemmele bir adım daha 
yaklaşacak şekilde nörodejeneratif hastalıkların tedavisinın geliştirilmesini 
amaçlamaktayım.  

Bu tezimde bana danışmanlık yapan ve  yönlendiren Sayın Prof. Dr. Sinan 
AKGÖL ve Doç. Dr. Tüğba BAĞCI ÖNDER hocalarıma teşekkür ederim. Ayrıca, 
hayatım boyunca beni her zaman destekleyen aileme ve arkadaşlarıma teşekkür 
ederim. 

 

                                                                                              İZMİR 

                                                                                               12/04/2019 
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1. GİRİŞ  

Meningioma (MNG) beynin etrafını saran, dura ismi verilen en dıştaki zardan 
kaynaklanan ve en çok rastlanan merkezi sinir sistemitümör tipidir. Genellikle 
beyin tümör arasında %15-20 kadarını kapsadıkları bilinir. Atipik ve malign 
meningioma tümörler beynin içinde farklı noktalarda ve çok önemli yapılara 
(Sinirler, damarlar, gibi) sıçrama yapabilir. Bu durumda tedavisinde kullanılan 
metodlar etkisiz kalabilir veya tümörün çıkartılmasına rağmen tekrar büyüyerek 
hastaya sıkıntı meydana getirebilir. Diğer beyin tümor tipi olan Glioblastoma 
Multiforme (GBM) hızlı ve agresif seyir gösteren ve erişkinlerde tüm beyin 
tümörleri arasında en sık saptanan yüksek gradlı glial tümördür. Günümüzde, 
Türkiye de dahil birçok ülkede tedavisi olarak kullanılan yöntemler, cerrahi olarak 
tümörün çıkarılması, radyoterapi ve Temozolomid (TMZ) adlı ilaçla yapılan 
kemoterapiden oluşmaktadır. Ne yazık ki, tüm bu tedavi seçenekleri uygulansa bile 
hastalarda prognoz kötüdür. Dolayısıyla, yenilikçi tedavi şekillerine büyük bir 
ihtiyaç duyulmaktadır.  

Mevcut tedavilerin başarısız olması ve hastalarda yıl içerisinde tümörün nüks 
etmesinin temel sebeplerinden birisi tümör hücrelerinin beyin dokusuna yüksek 
invazyon yeteneğidir. Teşhis anında beynin birçok bölgesinde tümor hücrelerinin 
ulaştığı kabul edilmektedir. Başarısızlığın bir diğer nedeni de; tümörlere spesifik, 
yan etkisi olmayan ilaç taşıyıcı sistemlerin mevcut olmamasıdır. In vitro 
çalışmalarda gelecek vadeden ilaçlar, hayvan modellerinde veya klinik deneylerde 
ne yazık ki başarısız kalmaktadır. Beynin korunaklı bir yapısı olması ve kan-beyin-
bariyerinin fonksiyonundan dolayı, sistemik olarak verilen ilaçlar beyine 
taşınamayıp etkisiz kalabilmektedir. 

Bu konuda son 10 yılda, bulunduğu birçok araştırmacının çalışmaları son 
derece yeni bir teknolojiye imza atmıştır: Hayvan modellerinde geliştirilmiş bu 
teknoloji, özetle, Nöral Kök Hücre (NKH)’lerin beyin içine enjekte edilmesini 
takiben tümör hücrelerini hedef alarak tümöre doğru yönelmesi özelliğine 
dayanmaktadır. Öyle ki, NKH’ler, tümör dokusunu bulup tanıyabilmekte ve tümör 
hücreleriyle birebir lokalize olabilmektedir. Migrasyon yeteneği kuvvetli olan bu 
NKH’ler, eğer terapötik gen ifade ederlerse, göç ettikleri tümörleri de yok 
edebilmektedir. Fakat, bu teknolojide kullanılan NKH hücreleri çok çeşitli 
kaynaklardan alınmış olup, klinik uygulamalardan çok uzaktadır. Normalde 
yetişkin beyninin özelleşmiş bölgelerinde bulunabilen NKH’leri izole etmek 
mümkün değildir. Günümüzde kullanılan NKH dizileri genellikle immortalize 
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edilmiş ve/veya embriyonik kökenli üretilmiş hücrelerdir. Dolayısıyla, kliniğe 
uyarlanabilecek NKH kaynaklarına ihtiyaç duyulmaktadır, ve hedefe yönelik 
farklılaştırma yöntemleriyle bu mümkün olmuştur. 

NKH’lerın kliniğe uyarlanması için, her hastaya özel hücre elde edilmesi en 
etkili sistem olarak tanımlanmaktadır. Yamanaka tarafından geliştirilen yeniden 
programlama yöntemi sayesinde her hastanın genetik yapısını taşıyan pluripotent 
kök hücreler elde edilmesi ve tedaviye amaçlı farklılaştırılmış hücrelerin 
kullanılması mumkun olmuştur. Bunun için 4 transkripsiyon faktörünün (OKSM) 
hastalardan alınan somatik hücrelere aktarılması sonucunda önce uPKH 
oluşturulur, ardından bunların farklılaştırılması sonucu kişiye özgü NKH’ler elde 
edilir. Bu şekilde elde edilmiş hücrelerin MNG ve GBM gibi bir tümör tipi terapisi 
gelişmesinde kullanılacak olması bakımından son derece özgündür. 

Bu tez çalışmasında, beyin tümörlerinde Uyarılmış Pluripotent kök hücre 
(uPKH)’lerden elde edilmiş Nöral kök hücre (NKH) kullanarak terapi yaklaşımları 
hedeflendi. Bunun için MNG ve GBM’in tedavisinde her hastaya özel NKH 
oluşturma ve bu sistemlerinin geliştirilmesi incelendi. Bu amaç doğrultusunda ilk 
olarak, MNG ve GBM hastalarından ve sağlıklı bireylerden alınan fibroblast 
hücrelerinin yeniden programlama yöntemiyle uPKH’lere dönüştürülmesi ve bu 
uPKH’lerin in vitro koşullarda ve fare modellerinde karakterizasyonu hedeflendi.  

Hedefe yönelik farklılaştırma kullanarak uPKH’lardan upNKH elde edilmesi 
yapıldı uPKH’lerin NKH’ye farklılaştırılması için embriyoid cisimciğe ve 
monolayer kültür sistemlerden faydalandı. Buna göre, seçilen uPKH’ler seçici 
besiyerlerinde iki aşamalı bir protokole uygulandı. 2-3 haftalık seçici indüklemenin 
sonucunda oluşan NKH’ler, morfolojik olarak (nörosfer oluşturma kapasiteleri), 
histolojik olarak (Nestin immunofloresansı), ve moleküler düzeyde 
karakterizasyonu yapıldı. Buna göre UPKH’lerden elde edilen NKH’lerin 
(upNKH) gen ifade örüntülerinin standart NKH’lerle benzerlik göstermesi, ve 
pluripotens genlerinin susmuş olması saptandı. çalışmaların sonucunda, her 
hastalarına özgü, terapötik upNKH’lerin oluşturulması yapıldı. Bu yeni sistem 
geliştirilecek MNG ve GBM hastasından izole edilerek oluşturuldu ve elde edilen 
upNKH yönteminin prensipte nasıl çalıştığının incelendi ve ileride tasarlanacak 
klinik deneylere ışık tutacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1.  Meningioma (MNG)  

Merkezi sinir sistemi tümörleri arasında en sık görülen beyin tümör tipidir 
(Şeki 2.1). Primer beyin tümörler arasında %34 oranında görünmektedir (Louis, 
Ohgaki et al. 2007). MNG’lerin patalojik tiplerine göre, beyinde yerleşim bölge ve 
boyutuna bağlı olarak hastanın hayatında önemli risk taşıybilir. (Longstreth, Dennis 
et al. 1993, Claus, Bondy et al. 2005). Bu tümörler beyin ve omuriliğini saran 
meninkslerden ortaya çıkar. MNG hastalığı orta-ileri yaşlarda, kadınlarda daha sık 
görülen, büyük çoğunluğu iyi huylu karekterli ekstraaksiyel yerleşimli tümörlerdir. 
Bazı türlerinde de içi sıvı kistler, kireçlenmeler şeklinde ortaya çıkabilir (Wakai, 
Arai et al. 1984, Marta, Correa et al. 2011). Yaş ilerledikçe MNG tümör riski artar. 
Kotü huylu karekterli (malignant) MNG’lar, daha hızlı büyürlerler. Bu hastalığın 
ortaya çıkma olasılığı %1-3’tür. Kotü huylu MNG’lar diğer organlara yayılarak 
metastaz yapar ve agresif davranışlar ile ortaya çıkarlar. Tedavileri konusunda 
henüz tam bir yöntem tedavisi bulunmamıştır (Nakasu, Fukami et al. 2009). 

MNG tedavisi olarak kullanılan yöntemler radyoterapi, kemoterapi ve temel 
tedavisi olarak cerrahi yaklaşımları dır. Ama her zaman tümörün tamamen 
çıkartılması mümkün olmadığı ve bu da tümör yeniden ortaya çıkması, tümör 
çevrelemişse çıkartılması önemli damarları ve sinirlerde hasar oluşturulması nedeni 
ile hastaların yaşamını riskler ortaya çıkrabiliyor (Kaba, DeMonte et al. 1997, 
Ichinose, Goto et al. 2010, Landeiro, Gonçalves et al. 2010).  

Farklı tedavi yöntemleri kullanılmasına rağmen hala bu hastalığı tamamen 
ortadan kaldırabilecek bir tedavi mevcut değildir. Ayrıvca beynin korunaklı bir 
yapıya sahip olduğu için verilen ilaçlar hasarlı bölgeye ulaşmadığı için etkisiz 
kalabilmektedir (Gezen, Kahraman et al. 2000, Commins, Atkinson et al. 2007). 
Kök hücreleri kendini yenilenme özelliği sayesinde vucutta olan normal hücrelere 
zarar vermeden sadece beyin tümörlerini ve kanserli hücreleri ortadan kaldırıyor. 
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Şekil 2.1. Meningioma beynin etrafını saran ve dura ismi verilen en dıştaki zardan kaynaklanan 
tümör tipidir. Clinical study. Vol 29, No. 14, 2008, Medical Friend Co. Ltd. Illustrator 
Kitahar. 

http://neurosurgery.med.u-tokai.ac.jp/en/patients/meningioma/index.html 

 

2.2. Glioblastoma Multiform (GBM) 

Hızlı ve agresif seyir gösteren ve erişkinlerde tüm beyin tümörleri arasında 
en sık saptanan yüksek gradlı glial tümördür (Louis 2006, Huse and Holland 2010). 
Genetik yapısı itibariyle çok karmaşık bir alt yapıya sahip olan GBM’ler, sayısız 
mutasyonların sonucu (p53, EGFR, PTEN, p21, vb) ya primer olarak ya da düşük 
dereceli astrositomların ilerlemesi sonucunda ortaya çıkarlar. Literatürde 
GBM’lerin genetik yapisini ve biyolojisini özetleyen pek çok çalışma 
bulunmaktadir (Furnari, Fenton et al. 2007). Beyin cerrahisinde, görüntüleme 
tekniklerinde ve GBM alanında moleküler düzeyde araştırmalardaki ilerlemelere 
rağmen, son 25 yılda ortalama hasta yaşam süresinde ne yazık ki herhangi bir 
degişiklik kaydedilememiştir. Günümüzde, Türkiye de dahil birçok ülkede GBM 
tedavisi olarak kullanılan yöntemler, cerrahi olarak tümörün çıkarılması, 
radyoterapi ve Temozolomid (TMZ) adlı ilaçla yapılan kemoterapiden 
oluşmaktadır. Ne yazık ki, tüm bu tedavi seçenekleri uygulansa bile hastalarda 
prognoz kötüdür ve GBM’de ortalama yaşam süresi ortalama 14 ayı 
geçmemektedir. Dolayısıyla, yenilikçi tedavi şekillerine büyük bir ihtiyaç 
duyulmaktadır (Berens and Giese 1999, Claes, Idema et al. 2007, Witte, Jeibmann 
et al. 2009).  

http://neurosurgery.med.u-tokai.ac.jp/en/patients/meningioma/index.html
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Bu hastalıklar’da mevcut tedavilerin başarısız olması ve hastaların hemen 
tümünde 2 yıl içerisinde tümörün nüks etmesinin ve başarısızlığın nedenlerinden: 

1. Tümör hücrelerinin beyin dokusuna yüksek invazyon yeteneğidir. Teşhis 
anında beynin birçok bölgesinde GBM hücrelerinin ulaştığı kabul 
edilmektedir.  

2. Tümörlere spesifik, yan etkisi olmayan ilaç taşıyıcı sistemlerin mevcut 
olmamasıdır. In vitro çalışmalarda gelecek vadeden ilaçlar, GBM hayvan 
modellerinde veya klinik deneylerde ne yazık ki başarısız kalmaktadır 
(Frankel and German 1958, Goodman, Heick et al. 2017) 

3. Beynin korunaklı bir yapısı olması ve kan-beyin-bariyerinin 
fonksiyonundan dolayı, sistemik olarak verilen ilaçlar beyine taşınamayıp 
etkisiz kalabilmektedir (Longstreth, Dennis et al. 1993, Jain, Di Tomaso et 
al. 2007).  

Bu özelliklerin ayrı ayrı incelenmesi MNG ve GBM hastalıklarında tümörü 
hedefleyen ilaç taşıyıcı sistemlerinin geliştirilmesi kuşkusuz tedavisinde başarıya 
ulaşmada önemli bir ihtiyaçtır (Şeki 2.2).  

 

 

Şekil 2.2. GBM hastsından kontrastlı T1 ağırlıklı MR tetkiki görüntüsü. 

Medscapehttps://www.physiopedia.com/Glioblastoma_Multiforme#cite_note-overview-2 

http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview
http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview
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2.3. Kök Hücre Çalışmaların Tarihçesi 

Kök hücre çalışmalarının tarihçesini değerlendirdiğimizde, ilk hayvan 
üretilmesi 1959’da in vitro fertilizasyon (IVF) yöntemi ile yapıldı (Chang 1959, 
Bavister 2002). J.Altman ve G.Das 1960’de beyinde kök hücre aktivitelerini ve 
erginlerde nöron oluşumu devam ettiğini göstermişlerdir. (Bongso and Richards 
2004, Takagi 2016). 1968 yılında Ernst Haeckel Alman biyolog tarafından in vitro 
ortamında ilk insan ovumunu fertilize ettiler (Edwards, Bavister et al. 1969) 
(Ramalho-Santos and Willenbring 2007).  

1978’de hematopoietik kök hücrelerin insan kord kanında olduğu anlaşıldı 
(Bongso and Richards 2004). Nöral kök hücrelerin in vitro kültürü 1992’de 
yapılmıştır (Reynolds and Weiss 1992). Evans ve Kaufman 1981’de fare 
embriyonik kök hücrelerini ve 1998 J.Thomson ve ark., insan embriyonik kök hücre 
kültürünü yapmışlar ve böylece kök hücre çalışmaları hız kazanmıştır (Thomson, 
Itskovitz-Eldor et al. 1998) (Evans and Kaufman 1981). 2000 yıllarında insan 
embriyonik kök hücresinin pluripotent özellikleri rapor edilmiştir.  

2006 yılında Shinya Yamanaka ve Kazutoshi Takahashisomatik Japon bilim 
adamları tarafından fare embriyonel kök hücre ve somatik hücrelerde pluripotensi 
ve kendini yenileme özelliğini belli genlerin aktarılması ile elde ettiler ve bu 
hücrelere uyarılmış pluripotent kök hücre (uPKH) adı verilmiştir (Takahashi, 
Tanabe et al. 2007) (Takahashi and Yamanaka 2006). Shinya Yamanaka, James 
Thomson, ve George Q. Daley 2007 yıllaında kendi  çalışmalarının sonucu 
uPKH’lerin insan somatik hücrelerindende (fibroblst) elde etmişlerdir (Takahashi, 
Tanabe et al. 2007). 

Profesör Henrik Semb başkanlığındaki Danimarka Kök Hücre Merkezi 
(DanStem), 2011 sonlarında Kopenhag Üniversitesi Sağlık ve Tıp Bilimleri 
Fakültesi'nde kuruldu. Bu merkezde biyoreaktörle kök hücre 
üretimi yapılmaktadır. 2012 Nobel Tıp Ödülü’nü alan “yeniden programlama” 
yöntemi ile embriyonik kök hücrelere benzeyen hücreler yetişkin somatik 
hücrelerden 'indüklenebilir' ve böylelikle uPKH üretilir (Abbott 2012). İnsan 
hastalıklarının modellerinin oluşturmak, geliştirmek, ilaçların etkilerini arttırmak 
ve hastaya özgü hücreler üretmek, transplantasyon oranını arttırmak amacıyla 
pluripotent kök hücre araştırması 2014 yılında ilk Avrupa iPSC Bankası (EBiSC) 
kuruldu (De Sousa, Steeg et al. 2017) (Şeki 2.3). 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjY6o3TiJ3WAhXFJMAKHYV1AfUQFgg4MAI&url=http%3A%2F%2Famericanpregnancy.org%2Finfertility%2Fin-vitro-fertilization%2F&usg=AFQjCNHa04E05J7jMJdJIks5FvW5hmWR_w
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Şekil 2.3. Kök hücre üzerinde yapılan 100 yıllık araştırma için zaman çizelgesi. 

http://www.biokemi.org/biozoom/issues/537/articles/2469 

 

2.4. Kök Hücre 

Kök hücreler henüz farklılaşmamış hücreler olup, sınırsız kendilerini 
yenileyebilir özelliğine sahip (self-renewal) (Weissman 2000) ve vücutta veya 
laboratuvar ortamında belli şartlar sağlandığında farklı hücre tiplerine (özelleşmiş 
hücre tiplerine), karaciğer, kas, kan veya beyin hücreleri gibi birçok özelleşmiş 
hücrelere olgunlaşabilmeleri ya da farklılaşabilen (plastisite) (Gurdon, Elsdale et 
al. 1958, Ilic and Polak 2011) primitif nitelikte olan hücrelerdir (Sheridan 2003). 
Bir hücreyi, kök hücre olarak tanımlamak için bazı gerekli özellikleri vardır. Kök 
hücreler farklı hücre tiplerine farklılaşmadan uzun zaman boyunca kendilerini 
yenileyebilme ve çoğalabilme özelliğine sahiptirler. Hücrelerin bölünme ve yaşam 
sürelerini belirleyen faktörlerden birisi doğrusal koromozomların ucunda var olan 

http://www.biokemi.org/biozoom/issues/537/articles/2469
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telomer (Hiyama and Hiyama 2007) adı verilen ve binlerce tekrarlanan kısa DNA 
zincirini (TTAGGG) içernektedir (Bongso and Richards 2004). Kök hücreler, in 
vivo koşullarda dokuda bir hasarı bile olmadığı durumunda farklaşmamış hücre 
tiplerine farklaşma potansiyeli vardır. Başka hücre tiplerine farklılaşıp bu türün 
devamı niteliğinde türler üretebilirler (Mannello and Tonti 2007). Vücudun bir 
hasar ve zedelenme sonucunda, dokuyu tamir edebilme ve onu tekrar işlevsel hale 
getirebilme potansiyeli vardır (Reya, Duncan et al. 2003) (Campbell, McWhir et al. 
1996) 

 

2.4.1. Kök hücrelerin gelişim basamakları 

Kök hücreler farklılaşabilme yeteneklerine göre birbirlerinden farklıdırlar. 
İnsan ve memeli hayvanlardaki kök hücreleri birden fazla hücre tipine farklılaşma 
yetenekleri vardır. Embriyodan, fetal dokulardan, kordon kanı, göz, kalp, böbrek, 
kemik iliği, beyin, deri gibi kaynaklardan çeşitli kök hücreler izole edilmiştir. 
Farklılaşma özelliklerine göre dört tip kök hücreden vardır: Totipotent kök hücre, 
pluripotent kök hücre, multipotent kök hücre ve unipotent Kök Hücre (Toma, 
Akhavan et al. 2001).  

 

2.4.1.1. Totipotent kök hücre  

Sınırsız farklılaşma ve farklı yönlere gidebilme kapasitesi olan kök 
hücrelerdir. Fertilizasyon ile spermiyum ve ovumun birleşmesi ile tam ve işlev 
gören bir bireyi oluşturabilecek tüm hücre tiplerine plasenta, embriyo, embriyo-
sonrası, embriyo dışı, amniyon kesesi ve vücut sistemlerini oluşturan bütün hücre, 
organ ve dokulara farklılaşma yeteneğine vardır (Weissman 2000). Bu olay 
embriyonun 5.gününede olan tüm blastomerler için geçerlidir. İleri gelişim 
süresinde bu hücreler pluripotent hücrelere farklaşırlar (Brink, Sudheer et al. 2008)  
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2.4.1.2. Pluripotent kök hücre  

Pre-implantasyon evresinde yani döllenmenin 5.günden sonra totipotent 
hücreler farklılaşmaya başlar ve blastosist meydana gelir. Pluripotent hücreler 
totipotent hüre özellikleri olmadığı için plasenta oluşamaz yani bir organizmayı 
oluşturamazlar. Blastosistte iki tip hücre vardır; dış tabaka yani ektoderm 
(throphoblast) ve iç tabaka yani endoderm (Nodus Embriyonalis) (Verfaillie 2009). 
Blastosistin iç hücre kitlesinde oluşan pluripotent kök hücrelerine embriyonik kök 
hücreleri de denir. Bu hücreler uygun ortam şartlarında yaklaşık 200 hücre türüne 
dönüşebilme potansiyelleri vardır yani organizmada tüm somatik hücrelere (üreme 
hücreleri dışındaki vücut hücreleri) ve birçok dokulara dönüşebilirler (Wagers and 
Weissman 2004). Pluripotent hücreler üç embriyonik tabakasından koken alan 
hücrelere yani (endoderm, mezoderm, ektoderm) farklılaşabilme özellikleri vardır 
(Verfaillie 2009, Kim, Doi et al. 2010). 

Embriyonik kök hücreler yüksek seviyede telomeraz aktiviteleri olduğu için 
sınırsız proliferasyon (çoğalma) kapasiteler, vardır (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 
1998). Pluripotent olmayan bazi hücreleri, özel laboratuar şartlarında yeniden 
programlanması ile bu özelliğin kazandırılmasi ve indüklenmiş pluripotent kök 
hücre denilen hücrelerin elde edilmesidir (Yu, Hu et al. 2009). Bu hücrelerin 
özellikleri emberyonik kök hücrelere yakın olduğu için rejeneratif tıpta tüm hücre 
hatlarına farklaşma yetenekleri sayesinde hastalıkların tedavisinde 
kullanılabilmektedir (Huangfu, Maehr et al. 2008).  

 

2.4.1.3. Multipotent kök hücreler 

Multipotent kök hücreler, pluripotent kök hücrelere göre daha az sayıda hücre 
tiplerine ve sadece tek hücre tipine (kan, kas dokularına, deri hücreleri, vb) 
dönüşebilme özellikleri vardır. Multipotent kök hücreleri kordon kanı, kemik iliği, 
fetal dokusu gibi vücudun farklı dokularında bulunmaktadır (Weissman 2000). 
Pluripotent kök hücreleri gelişimin daha erken dönemlerinde bulunur ama 
multipotent kök hücreleri gelişimin daha ileri dönemlerinde yani çocuklarda ve 
yetişkinlerde de bulunabilmektedir (Zahedi-Anaraki and Larijani 2011). 
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2.4.1.4. Unipotent kök hücreler 

Unipotent yada projenitör kök hücreler sadece tek bir yöne ve tek hücre tipine 
farklaşma yeteneğe sahip hücrelerdir. Ayrıca bu hücrelerde kendini yenilenme 
kapasitesi sınırlıdır. Mesela beyinden izole edilen kök hücreler sadce sinie 
hücrelerine yada kas dokusundaki uydu hücrelerine dönüşebilirler (Slack 2000). 

 

2.4.2. Elde edildikleri kaynağa göre kök hücreler 

2.4.2.1. Embriyonik kök hücreler 

İnsan embriyonik kök hücre çalışmalarında in vitro olarak fertilize edilmiş 
yani çocuksuz ailelerde anneden alınan 7-8 umurta babanın spermiyle labratuar 
ortamında fertilize ve 3-5 gün geliştirerek elde edilen yumurta 3-4ü anne rahmine 
yerleştirerek, eğer işlem başarılı olursa ve gebeliğe yol açarsa daha öncesi 
yumurtalara grek kalmayacaktir bu tür emberyolar aile izin ve yasal kurallara 
uymasıyla dondurulup ve kök hücre araştırmalarında kullanırlar (Smith 2001, 
Biswas and Hutchins 2007). Bu tür emberyolar proliferasyon, kendini yenilenme 
özelliklerine sahip olarak tüm hücre hatlarına farklaşma yetenkeleri vardır. Bu 
hücrelerin dış kısmında bulunan totipotent hücreleri olup ve plasenta yapısını 
oluşturur ve iç kısmında bulunan pluripotent hücreleri fetal yapını ve vucutta üç 
tabakadan köken alan ektoderm, mezoderm, endoderm hücrelere farklaşma 
yetenekleri vardır bu yüzden rejeneretif tıpta, gen terapi, hücre ve doku üretiminde 
ilaç endüstrisinde, alzimer, parkinson gibi hastalıkların tedavisinde odak noktasıdır 
(Murry and Keller 2008) (Şeki 2.4). Embriyonik kök hücre somatik kök hücre 
çekirdek transfer ile yetişkin hücrelerden elde edilmesi dir yani somatik hücrenin 
çekirdeği çıkarılmış yumurta hücresine yerleşerek labratıar ortamında blastosit 
aşamasına kadar getirilir ve bu blastosistin iç hücre kitlesinden kişiye özel 
embriyonik kök hücre dizileri elde edilmektedir (Amit, Carpenter et al. 2000, Smith 
2001). 

 

 

 



11 
 

 
 

 

Şekil 2.4. Embriyonik kök hücre (EKH) elde edilmesi (İnan and Özbilgin 2009). 

 

2.4.2.2. Yetişkin kök hücreler 

Erişkin kök hücreler (Somatik kök hücreler) gelişmekte olan organizmada, 
farklılaşmış dokularda bulunan farklaşmamış hücrelerdir. Erişkin kök hücreler 
kendini yenilenme potansiyeline sahiplerdir. Farklı hücre hatlarına 
farklaşabiliyorlar. Dokularda bulunan yetişkin kök hücreleri hasarlı dokuların 
tamirinde son derece önemlidir. Hastalıkarda hasar gören hücre yerine geçerek 
hasar gören dokunun hücre yenilmesini sağlıyorlar (Körbling and Estrov 2003). Bu 
hücreler pluripotent hücreler olarak tüm vucutta bulunan hücrelere ve özel 
mikroçevreye göre farklı hücre tiplerine farklaşa biliyorlar. Erişkin kök hücreler 
mikroçevrelerindeki değişiklikleri takiben prolifere olabilirler veya daha olgun ve 
dokuya özel hücre tiplerine farklolaşabilirler (Spradling, Drummond-Barbosa et al. 
2001). Bu hücreler kemik iliğinde, plasenta, göbek kordon kanı, kas, sınır, 
karaciğer, kan, kalp, deri, göz, beyin gibi birçok dokudan elde edilmektedir (Blau, 
Brazelton et al. 2001).  
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2.4.2.3. Uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPKH)  

Pluripotent kök hücreler tıbbi araştırmalarında ve insan sağlığı üzerinde 
potansiyelini göstermektedir. Aynı zamanda hücresel bazlı tedaviler için de büyük 
umutlar vermektedir. Embriyonik kök hücreler (EKH) ve uyarılmış pluripotent kök 
hücreler (uPKH), pluripotent kök hücre çeşitleri olarak ve en yaygın çalışmalar 
EKH’ler üzeinde olup, in vitro fertilizasyon sonucunda oluşan blastosistlerden 
üretilebilirler, ya da partenogenez (parthenogenesis) ve somatik hücrelerde 
klonlama gibi farkli yöntemler ile elde edilebilirler (Smith 2001). Bu yöntemler 
insan uygulamaları için biyoetik çekinceler ve yoğun tartışmaların konusu olmuş 
ve engellerle karşılaşmıştır (Daley, Ahrlund-Richter et al. 2007). Uyarılmış 
pluripotent kök hücre’ler özellikleri EKH’lere benzemektedir. Bu hücreler yeniden 
programlama yöntemi ve bazı transkripsiyon faktörleri ile somatik hücrelerden elde 
edilmektedir (Liang and Zhang 2013). Gurdon ve Shinya Yamanaka; erişkinlerde 
bulunan somatik hücrelerin yeniden proglandırmasiyle, pluripotent hücreler elde 
ettiler. 2006’da geliştirilen ve 2012 Nobel Tıp Ödülü’nü alan “yeniden 
programlama” yöntemi ile embriyonik kök hücrelere benzeyen hücreler yetişkin 
somatik hücrelerden 'indüklenebilir' ve böylelikle uyarılmış pluripotent kök 
hücreler üretilir. (Takahashi and Yamanaka 2006). 

Somatik hücrelerin uPKH’ye yeniden programlanması ilk olarak fare 
modelinde 2006 yılında Takahashi ve Yamanaka tarafından geliştirilmiştir 
(Takahashi and Yamanaka 2006). Araştımacılar retroviral transfeksiyon yöntemile 
embriyonik kök hücrelerin gen ifade örüntüsünü düzenleyen Oct4, Sox2, Klf4 ve 
c-Myc (OSKM) adlı dört yazılım faktörü fibroblast hücrelerinde yüksek miktarda 
ifade edilmiştir (Şekil 2.5). Bu dört faktörün ifadesi ile insan somatik hücreleri de 
yeniden programlama yöntemi ile uPKH’lere dönüştürülmesi mümkün olmuştur 
(Takahashi, Tanabe et al. 2007, Yu, Vodyanik et al. 2007, Park, Zhao et al. 2008).  
UPKH’ler gen ifadesi, morfoloji ve işlevsel açıdan embriyonik kök hücrelerine çok 
benzemektedirler (Robinton and Daley 2012). Bu hürelerin pluripotent özellik 
sayesinde organizmada bulunan üç germ tabakasindan köken alan tüm hücrelere 
farklaşma özellikleri vardır (Kim, Kim et al. 2009, Wilson and Wu 2015).  

UPKH’ler gen ifadesi, morfoloji ve işlevsel açıdan embriyonik kök 
hücrelerine çok benzemektedir. Ancak embriyonik kök hücrelerinin aksine bu 
hücrelerin üretilmelerinde embriyonun yok edilmesinden kaynaklanan etik sorunlar 
yoktur. Buna ilaveten yeniden programlama sayesinde yetişkin bireylerin 
hücrelerinden de pluripotent kök hücreler üretilebilirler; bu özellikleri sayesinde de 
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birçok genetik hastalığa özgün kök hücre üretilmesi ve hastalıkların laboratuvar 
ortamında modellenmesi mümkün olmuştur (Onder and Daley 2012, Robinton and 
Daley 2012). 

 

 

Şekil 2.5. Yeniden programlama yöntemi: Somatik hücrelerinden OSKM faktörler ifadesi ve 
yeniden programlama yöntemi ile uPKH hücreleri elde edilmiştir.Bu hücreler ilaç 
modelleme ve hücresel tedavide kullanılmaktadır. 

http://www.biyologlar.com/kok-hucrelere-bakistanimlar-kavramlar-ve-iniflandirmalar 

 

UPKH’lerin oluşturulmasında farklı kaynaklar hücre elde edilmektedir. 
Bügüne kadar insan üzerinde yapılan araştırmalarında: fibroblast hücreleri, nöral 
kök hücre, yağ doku hücresi, kordon kan hücreleri, mezenkimal kök hücreler, 
periferik kan hücreleri, epitel hücreleri, kan hücreleri gibi bir çok kaynaktan uPKH 
elde edilmiştir (González, Boué et al. 2011, Liang and Zhang 2013). İnsan somatik 
hücrelerin yeniden programlamasında dört yazılım (Oct3/4, Sox2, Klf4 ve c-Myc) 
faktörün ifadesi ile uPKH’ler elde edilir. OSKM transkripsiyon faktörleri hücrenin 
pluripotent özelliğini sağlayan faktörlerdir. 

http://www.biyologlar.com/kok-hucrelere-bakistanimlar-kavramlar-ve-iniflandirmalar
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2.4.2.3.1. Sox2  

Sox2 geni SYR (Kromozomu üzerindeki cinsiyeti belirleyen bölge) (Yuan, 
Kadara et al. 2010) ile bağlı olan pluripotentliği sağlayan en önemli transkripsiyon 
faktörlerden biri olarak tanımlanmaktadır. Hücrelerde kendini yenilenme (self-
renewal), pluripotent (Kashyap, Rezende et al. 2009) ve EKH özelliğini (Erken 
döneminde olan embriyolar, germ hücrelerinde ve epiblast hücrelerinin ifadesi) 
(Yako, Kato et al. 2013) için gereklidir. Sox2 gelişmekte olan merkezi sinir 
sisteminde (CNS) ifade edilmektedir. Bu gen nöroektodermal gelişimini 
destekleyerek ve aksine mezendodermal gelişimi ve nöral hücrelerine 
farklılaşmasını inhibe eder. Sx2 ve Oct4 (heterodimer) röleri birbirine bağlı olarak 
hücrenin pluripotent özelliğinin sağlamasında önemli görevleri vardır (Rizzino 
2009). 

 

2.4.2.3.2. Oct3/4  

Oct4 (octamer binding transcription factor-4) ) embriyonun iç hücre 
kitlesinde ve trofoektoderm’de ekspress oaln transkripsiyon faktörüdür. Totipotent 
ve ya pluripotent hücrelerde, kendini yenilenme özelliği ve embriyoda bulunan 
embriyo blastların (inner cell mass) gelişmesi (Chambers, 2004) için gerekli 
transkripsiyon faktörlerden birisidir. Oct-3, Oct-4 ya da Pou5f1 olarak da 
tanımlanmaktadır. çift zincirli DNA bölgelerinde var olan ATGCAAAT 
oktamerine etkili biçimde POU domaini ile tanıyarak bağlanmaktadır. Bu faktörün 
ekspresyon düzeyine göre hücrede etkisi değişmektedir: Oct3/4 genin düşük 
ekspresyonunu sonucunda hücreler farklı hücre tiplerine farklılaşmaması, bu genin 
ekspresyonunda artış olduğunda hücrelerin endoderm ve mezoderm yönünde 
farklılaşması (Saigal and Bhargava 2011) ve oct3/4 genin ifadesi inhibe edildiği 
taktirde hücreler pluripotent özelliklerini kaybedip ve farkli hücre tiplerine 
farklılaşması sağlanmaktadır (Tai, Chang et al. 2005, Amabile and Meissner 2009).  

 

2.4.2.3.3. c-Myc  

Emberyonik kök hücrelerin pluripotent veya kendini yenilenme özelliğini 
sağlayan gerekli faktördür (Yu, Vodyanik et al. 2007). Ortamda bulunan gerekli 
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faktörlerin (uygun büyüme faktörleri) ekspresyonuna bağlı olarak hücrelerin 
çoğalmasında (proliferasyon) ve aksine gerekli büyüme faktörler yokluğunda hücre 
ölümüne (apoptoz) (Richter, Weiss et al. 2001) neden olur. Tümörlerde yüksek 
aktivasyona gösteren onkogen olarak tanımlanır. Ayrıca kök hücre biyolojisinde, 
kanser hücreler biyolojisinde önemli röl almaktadır (Kim, Kim et al. 2009). 

 

2.4.2.3.4. Klf4 

Klf4 farkli dokularda (örneği bağırsakta bulunan Epitel, böbrek ve fibroblast 
hücreleri) bulunan transkripsiyon faktör olarak tanımlanmaktadir. Klf4 pluripotensi 
geni olarak EKH’lerin kendini yenilenme ve hücrelerin çoğalmasını inhibe eden ve 
farklaşmasında gereklı faktördür. Klf4 ifadesi doğum sonrası ve akciğer 
gelişmesinde ve fibroblast hücreler oönemlidir. Bu gen NKH’lerde ekspress edilir. 
Yeni doğan ve erişkenlerde yenilenme (rejenasyonu), nöronların radyal 
migrasyonunda rölü vardır. Klf4’ün yüksek ekspresyonunda hücre farklaşması ve 
bölünmesini inhibe eder (Takahashi, Tanabe et al. 2007, Ohnuki, Takahashi et al. 
2009). 

 

2.4.2.3.5. Nanog ve Lin-28 

Nanog homeobox transkripsiyon faktörü olarak, ilk fare embriyo gelişiminde 
blastositin (morulan) iç hücre kitlesinden elde edilmiştir. Nanog embryonik kök 
hücrelerin yenilenmesi (self-renewal), pluripotent özelliğinin devam etmesinde, 
embryonik kök hücre ve germ hücre tümörlerinde eksprese olan, endoderme 
farklılaşmasının engellemesinde (Chambers, Colby et al. 2003) ve uPKH’lerin 
yeniden programlamasını sağlayan önemli faktörlerden biridir (Martí, Mulero et al. 
2013). Nanog pluripotenside rölü olan diğer genlerin (Oct-4 ve Sox-2) kontrolünü 
yapmaktadır. Nanog eksikliğinde EKH’lerin kendini yenilenme özelliğini 
kaybederek, embriyonik hücre soylarına (embryonic cell lineages) farklaşırlar. Lin-
28 emberyonun erken evresinde ekspress edilen (EKH markeri) transkripsiyon 
faktörüdür (Shamblott, Axelman et al. 1998, Chambers, Colby et al. 2003).  
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2.4.2.4. Elektroporasyon 

Uyarılmış pluripotent kök hücre (uPKH) elde edilmesinde, “Yamanaka 
Yöntemi”, yani yeniden programlama işleminin uygulanması için, OSKM genlerin 
iki farklı gen aktarım metod ile (genoma entegre olan ve genoma entegre olmayan 
(Integration-free) (Zhou and Zeng 2013) hücreye aktrılması yapılmaktadır (Okita, 
Matsumura et al. 2011). Genoma integre olan yöntemler ile  oluşan uPKH’lerin 
transgenik olması ve tümor oluşma riskinin (Okita, Ichisaka et al. 2007) yüksek 
oranda olduğu nedenıyle pek çok tercih edilmemektedir. Genoma entegre olmayan, 
ve viral vektörü kullanmadan uPKH’lerin elde edilmesinde tanımlayan 
yöntemlerden “Elektroporasyon ”dur (Yu, Hu et al. 2009, Okita, Matsumura et al. 
2011) (Şekil 2.6). Bu yöntem ile elde edilen uPKH’lerin verimli olması hem de 
oluşan uPKH hatlarının büyük çoğunluğunun transgenik olmaması ve 
transplantasyon tedavilerinde ve rejeneratif tıpta kullanabilmesidir (Zhou and Zeng 
2013). 

 

 

Şekil 2.6. Genoma entegre omayan metodi ile insan uPKH oluşturulma modellenmesi. 

http://culturedmeatfoundation.org/en/ips-cells/ 

 

 

http://culturedmeatfoundation.org/en/ips-cells/
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Elektroporasyon yönteminde hücrelere belirli voltaj aralıklarında elektrik 
pulsları uygulanır. Hücre zarına ve yeniden programlamaya uygun olan DNA’ların 
geçebileceği boyutlarda geçici por’lar oluşturulur ve DNA’ların hücre içine integre 
etmesi sağlanır (Nakagawa, Taniguchi et al. 2014). Bu yöntem’de her hücre türüne 
göre belirli koşullar uygulanır ve gerkli optimizasyonlar gerekiyor. 
Elektroporasyonu önemli olan bazı faktörler elektroporasyon tamponu, DNA 
mıiktarı, elektrik akım gücü (plus), elektrik akım süresi, DNA miktarı gibi 
tanımlanmaktadır (Yu, Hu et al. 2009). 

 
 

2.4.3. Nöral kök hücre  

On yıl öncesine kadar sinir sisteminde kendini yenilenme özelliğine sahip 
olan hücrelerinin varlığına dair bir fikir yoktur. 1928 yılında araştırmacılar 
tarafındadn CNS hücrelerinde rejenerasyon özelliğin olmadığı açıklandı (Hess and 
Borlongan 2008). Ama 1990’yıllarında yapılan araştımalar sonucunda NKH’lerin 
insan beyninde var olduğu rapor edildi (Chu-LaGraff and Doe 1993, Breunig, 
Haydar et al. 2011). Son yıllarda yapılan çalışmalar sonucunda yetişkin insan 
hipokampusunda da yeni nöronların varlığı rapor edildi. Yapılan araştırmalara göre 
embriyo rat beyinde kortek, hipokampüs, serebellumun, omurilik bölgesinden ve 
erişkinlerde hipokampüs, omurilikte ve subventriküler bölgede izole edilmiştir. 
NKH’ler embriyo halindeki ve santral sinir sisteminin gelişim sırasında görev 
almakta olup, erişkin insan beyninde sınırlı sayıda ve subventriküler bölge (SVZ)  
(olfaktori blub bölge) (Lledo, Saghatelyan et al. 2004) ve Subgranülar bölge 
(Hipokampüsün girus bölgesinin bir kısmı) gibi rejeneratif kapasiteye sahip belirli 
bölgelerde bulunmaktadır (Şekil 2.7) (Conti and Cattaneo 2010).  
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Şekil 2.7. Erişkin insan ve Rat beyindeki nörogenez sadece subventriküler ve hipokampüs 
bölgelerde bulunmaktadır (Crews and Nixon 2003). 

 

Nöronal kök hücrelerinde bulunmasi gereken bazi özellikler: NKH’ler 
NKH’ler santral sinir sisteminde bulunur. Uzun süreli kendine yenilenme 
(benzerini yaparak çoğalabilme) (Shi, Sun et al. 2008) multipotent (Temple 2001) 
hücre tipidir. NKH’ler sinir sisteminin en ilker (primordial) ve az sayida bulunan 
farklaşmamış hücreleridir. (Parker, Anderson et al. 2005) (Gage 2000). Yüksek ve 
kuvetli migrasyon sayesinde kaybolan ve hasar gören hücrelerin yerine konarak 
ayni özellikte ve potansiyelde olan yeni hücreler üretebiliyorlar (Johansson, 
Momma et al. 1999, Ladran, Tran et al. 2013). Ayrıca NKH’ler prolifersayon 
yaparak CNS’den oluşan alt tip hücrelerine yani nöron, astrosit ve 
oligodendrositlere farklaşabilme potansiyeline sahipler (Şekil 2.8) (Parati, Pozzi et 
al. 2004). Bu hücreler seri olarak transplante edilebilir olmalıdır(Rossi and Cattaneo 
2002). 

Bu hücreler CNS’den oluşan hücrelere yani nöron, astrosit ve 
oligodendrositlere dönüşebilme özellikleri vardır (Kuhn and Svendsen 1999, 
Temple 2001, Iwanami, Kaneko et al. 2005). Bu hücrelerin keşfi sinir sistemi ile 
ilgili hastalıkların tedavisinde önemli etkisi olmuştur. Nöral progenitör hücreleri 
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hayvan beynine transplante ederek fonksiyonel hücrelere farklılaşması 
gösterilmiştir. 2001 yıllarında Johns Hopkins Üniversitesi’nde bu yöntem ile 
yapılan araştırmalar sonuçunda sinir sistemi hasar gören ve felçi farelerin çoğu 
iyileştirilebilmişlerdir. Bu hücreler, norodejeneratif hastalıklarında, Alzheimer ve 
Parkinson, Periferik Sinir Yaralanması, Amyotrofik lateral skleroz (ALS), 
Omurilik yaralanması (Spinal Cord), Multiple skleroz, Travmatik beyin hasarı, 
retinal hastalıkları, serebral felçler çok çeşitli nörolojik hastalık ve yaralanmaları 
tedavi etme potansiyeline sahiptir. 

Laboratuvar ortamında kök hücrelerden, sinir sistem hücreleri elde 
edilebilmektedir (Oppenheimer, Gelb et al. 1992). Nörol kök hücreler (NKH) 
memeli canlılarda (Weiss, Reynolds et al. 1996) merkezi sinir sistemlerinde (CNS) 
var olan nöron ve nöroglial hücreleri, farksız ve aynı progenitor nöronal kök 
hücrelerinden köken almaktadır. Hücresel tedavi için NKH progenitör hücreleri: kıl 
kıl folikülü, amniyotik plasenta sıvısı, Insan fetüsü, deri hücreleri, yağ dokusu, 
olfactory ensheathing hücreleri, makrofag, schwann hücreleri, kemik iliği ve 
kordon kan alternatif kaynaklarıdan elde edilebilmektedir. NKH’lerin kaynağı 
olarak Kemik iliği hücreleri, multipotent ve mezenkimal kök hücre kaynağı olarak 
farkli hücre tiplerine farklılaşma yetenekleri var. Yapılan aaştırmalarda, kemik 
iliğinden elde edilen kök myelin oluşturan hücrelere farklaşabilmektedirler ve 
hayvan modellerinde in vitro olarak nöron, oligodendrosit ve astrositleri 
oluşturabildikleri rapor edilmiştir. NKH’lerin diğer alternatif kaynağı, göbek 
kordon kanı. Bu hücreler pluripotent, kolay çoğalan kök hücre / progenitör hücreleri 
olarak, farklılaşma potansiyelleri diğer hücre tiplerine göre daha yüksektir. 
Hematopoetik hücrelerden edilen kök hücreler, hematopoetik hücre, epitelial, 
endotelial,kıkırdak, kas, deri ve nöral dokulara gibi hücrelere farklaşarak spinal 
kord hasarlarında kullanılan en zengin kaynak olarak tanımlanmaktadır.  
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Şekil 2.8. Nöral kök hücrelerin üç hücre tipi olan Nöron, Astrosit ve Oligodendrisitlere farklılaşma  
yolağı. 

https://www.rndsystems.com/pathways/neural-stem-cell-differentiation-pathways-
lineage-specific-markers 

 

2.4.3.1. Nöral kök hücre’lerde kendini yenilenme ve farklılaşmayı 
düzenleyen faktörler 

Nöral Kök hücreler merkezi sinir sisteminde bulunan ve uzun süreli kendine 
yenilenme ve CNS’de bulunan her üç hücre türüne (Nöron, Astrosit ve 
Oligodendrosit) de farklılaşma potansiyeline sahip hücrelerdir. NKH’ler kendini 
yenilenme özelliğini embriyo halinde ve CNS gelişim sırasında asimetrik bölünerek 

https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/akt%20yola%C4%9F%C4%B1%20inhibit%C3%B6rleri
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/akt%20yola%C4%9F%C4%B1%20inhibit%C3%B6rleri
https://www.rndsystems.com/pathways/neural-stem-cell-differentiation-pathways-lineage-specific-markers
https://www.rndsystems.com/pathways/neural-stem-cell-differentiation-pathways-lineage-specific-markers


21 
 

 
 

bir yandan progenitör hücreye farklaşacak hücreyi oluşturur ve öte yandan kendini 
yenilenme özelliği sahip hücreler üreterek kendi yedeğini aliyor. Araştırmalara göre 
erişkin beyninde simetrik hücre bölünmesi gerçekleşiyor. NKH’ler nöral öncü 
hücrelere farklılaşarak beyinde oluşan doku ve hücre restorasyonunu kontrol ederek 
öte yandan simetrik bölünme sayesinde yeni NKH’lar oluşturarak, NKH’lerin 
sayısını kontrol altına alırlar. Nörak kök hücrelerde kendini yenilenme veya 
farklılaşma sırasında bazi içsel ve dışsal faktörler önemlidir; (transkripsiyon 
faktörler, non-koding RNA, hücredışı matriks proteinler, sitokinler, büyüme 
faktörleri) tarafından düzenleniyor. 

 

2.4.3.2. Nöral kök hücre marker ve transkripsiyon faktörleri 

NKH’lerde bazi transkripsiyon faktörler, kendini yenileme veya dizi (lineage) 
değiştirmesi veya farklılaşmasını kontrol ve regüle eder (Bertrand, Castro et al. 
2002, Ming and Song 2011). Repressor element-1 silencing transkripsiyon faktörü 
(REST), ATF5, Sox genleri, Pax genleri, orphan nükleer reseptör Tailess (TLX) ve 
pronöral transkripsiyon faktörleri gibi, nöral kök hücrelerin kendini yenilenme 
özelliğini ve farklılaşmamasını sağlayan faktörler olark tanımlanmaktadır (Graham, 
Khudyakov et al. 2003). Öte yandan nörogenin1 (Ngn1), memeli achaete-scute 
homologu1 (Mash1) ve Pax gen NKH’larin hangi yönde farklılaşmalarını 
belirleyen transfeksiyon faktörler olarak tanımlanmaktadır (Kageyama, Ohtsuka et 
al. 2005). Nöral kök hücrelerin gelişim sırasında (embriyonik ve yetişkin beyinde) 
tanımlanabilmeleri için ifade edilen belirteçlerin rölü önemlidir. Nöral kök 
hücrelerde en yaygın belirteçleri olan CD133, Nestin, ara filaman molekülü, 
Musashi, RNA bağlanma proteini (RNA binding protein), Pax6 ve Sox2 (2.4.2.3.1 
bölümünde) eksprese oldukları gösterilmiştir. 

 

2.4.3.2.1. Nestin 

Nestin (neuroectodermal stem cell marker) ilk olarak 1985 yılında 
araştırmacılar (Hockfield and McKay 1985, Lendahl, Zimmerman et al. 1990) 
tarafından fare beyninde nöral tüpte olan nöro epitelial hücrelerde ifadesi rapor 
edilmiş ve progenitör kök hücre belirteci olarak tanımlanmıştır. Nestin tip IV ara 
(intermediate) flaman proteinidir (Frederiksen, Jat et al. 1988). Nöral progenitör 
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kök hücre markeri olarak çoğunlukla nöron hücrelerinde eksprese edilir. Hücresel 
yapı regülasyonunda rölü vardır. Nestin ifadesi hem merkezi sinir sistem (CNS) 
gelişiminde hem de periferik sinir sisteminde (PNS) rapor edilmiştir (Lendahl, 
Zimmerman et al. 1990, Kumar, Bari et al. 2013). Nestin hücre migrasyonunda ve 
nöron-glial-NKH farklılaşmasında önemli rolü vardır. 

Nestin ekspresyonu en çok embriyo ve fetal dokularda gelişme dönemlerinde 
birçok hücre tarafından (proliferasyona yapan progenitör ve kök hücrelerde) ifade 
olup ve yetişkinlerde subgranüler bölge de bazı hücrelerde; kordon kanı, karaciğer 
kök hücreleri nöronal progenitör ve radial glial, kas, kıl folikül, damar endotelinde 
ve farklılaşmamış hücrelerde saptanmıştır (Wiese, Rolletschek et al. 2004). 
Farklılaşma ile beraber nestin ekspresyonu azalır (down regulasyon) ve yerini 
spesifik intermediate filaman proteinler alır.  

Ayrıca Nestin bazı patolojik ve doku ve hücresel hasarlarında, nörodejeneratif 
hastalıklarda, beyin tümörlerinde, cilti pankras, meme, prostat gibi tümörlerde de 
ifadesi rapor edilmiştir. Nestin nöral kök hücrelerin önemli bir markeri olmasına 
rağmen, yanısıra gliom, melanom, prostat kanseri, gastrointestinal stromal 
tümörler, angiosarcoma, tiroid tümörü, meme kanseri ve agresif ve metastaza 
uğrayan tümörler gibi pozetifliği rapor edilmiştir (Yang, Wu et al. 2007). 

 

2.4.3.2.2. PAX6 

PAX6 (Paired box protein Pax-6) veya Aniridia tip II protein (AN2), 
homeodomain (HD) içeren transkripsiyon faktörü olarak tanımlanmaktadır. PAX 
genlerinin kodladıkları transkripsiyon faktörleri fetal gelişim sırasında eksprese 
edilir. PAX6 organ oluşturulmasında, embriyonik gelişme sırasında, doğum sonrası 
organ görev ve işlev korunmasında önemli rölü vardır. Memelilerde PAX6 ifadesi 
pankras, bağırsak, hipofiz de gözlenmiştir. Pax6 beyinde, ventral bölgede (Spinal 
Cord) ifade edilir ve ventral nöronların oluşumunda gereklidir. Pax6, NKH markeri 
olarak ve hayvan modellerinde nöral progenitör hücre hangi yönde farklanmasını 
belirleyen transfeksiyon faktörü olarak tanımlanmaktadır (Gehring and Ikeo 1999).  
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2.4.3.2.3. CD133  

CD133 antijeni, insanlarda PROM1 gen tarafından kodlanan glikoprotein 
olarak tanımlanmaktadır. Ilk kez 1997’de lösemili hastalardan izolasyonu 
yapılmıştır. Araştırmacılar tarafından solid tümörler üzerinde çalışarak, beyin 
tümörlerinde hücre yüzey antijeni CD133’ü tanımlanması rapor edilmiştir (Singh, 
Hawkins et al. 2004). CD133 beş transmembrandan oluşan hücre yüzey 
glikoproteindir. Olgunlaşmamış hematopoetik ve progenitör hücrelerde eksprese 
edilir (Uchida, Buck et al. 2000). CD133 hematopoetik kök hücre belirteçi olarak 
düşünülse de en yayıgın olarak normal beyin veya tümor dokuda, nöral öncü 
hücrelerin tanımlanması ve izolasyonunda işaretçi olarak kullanılır (Sun, Kong et 
al. 2009). Yuan ve arkadaşları hastalardan CD133+ hücreleri izole ederek ve serial 
transplantasyon sonrasında bu hücreler klonal nörosfer (Clonal neurospheres) ve 
yeni tümör taneleri meydana getirmişler Günümüzde artık CD133 ekspresyonunun 
beyin tümörlerinde önemli bir prognostik faktör olduğu pek çok çalışma ile 
ispatlanmıştır (Yuan, Curtin et al. 2004, Li, Du et al. 2005). 

 

2.4.3.2.4. RNA-bağlayıcı protein Musashi-1 

Musashi-1 (MSI1) sinir sisteminde ifade olan ve RNA-bağlayıcı protein 
olarak tanımlanmaktadır. Kök hücrelerde kendini yenilenme ve farklılaşmayi 
kontrol eden proteindir. Nöral kök hücrelerde, nöral öncü hücrelere (neural 
precursor cells) göre daha yüksek miktarda ifade edilmektedir (Okano, Imai et al. 
2002). Musashi-1 nöral progenitör hücrelerde yüksek miktarda ifade olan ve normal 
beyin gelişiminde gereklidir (Chavali, Stojic et al. 2017). 

  



24 
 

 
 

2.4.3.3. Nörak kök hücrelerin gelişim ve çoğalmasını etkileyen faktörler  

Epidermal büyüme faktörü (EGF) ve ana fibroblast büyüme faktörü (bFGF) 
transmembran bir protein olarak reseptör tirozin kinazların (RTK) aile üyeleridir. 
Transmembran reseptör tirozin kinazlara bağlanarak sitoplazmada etki gösterirler.  
Bu büyüme faktörleri hücrede (Nöral kök hücrelerde) kendini yenilenme, 
proliferasyon, farklılaşma, migrasyon, embriyo gelişiminde ve matriks sentezleme 
gibi birçok hücresel aktivitede önemli rolleri vardır (Conti, Pollard et al. 2005). 

Epidermal Büyüme Faktörü (EGF) embriyonun gelişim sırasında uyarıcı 
sinyal görevini gerçekleştirir ve nöral kök hücrelerin proliferasyon ve hasarlı 
bölgeye migrasyonunda önemli faktörlerden birisi olarak tanımlanmaktadır. 
Faktörün ortamdan uzaklaştırdığında, proliferasyonun yavaşladığına ve hücre 
ölümüne yol açar (Pollard, Conti et al. 2006). Kültür ortamlarında supplementary 
olarak  kullanılan EGF ve FGF-2 kombinasyonu, NKH’ların nörösfer olarak 
büyümesi saglanır (Gritti, Frölichsthal-Schoeller et al. 1999, Reynolds and Rietze 
2005). 

Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF) embriyo gelişim sırasında uyarıcı sinyal 
olarak hücrelerde proliferasyonu sitimüle eder ve kök hücrelerde farklılaşmayı 
inhibe eden faktörlerden birisidir. Nöral kök hücrelerin farklılaşmadan büyümesini 
sağlayan önemli faktörlerden birisidir. Ayrıca NKH büyüme ortamlarında 
supplementary olarak sadece FGF olduğunda, proliferasyonun azaldığı ve glial 
progenitör’e farklılaşması gözükmektedir (Conti, Pollard et al. 2005). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışmasında uygulandığı yöntemler amaçlara göre aşağıda 
belirtilmiştir: Çalışma üç ana amaçtan oluşmaktadır: İlk olarak, sağlıklı bireylerden 
(BJ fibroblast hücresi), MNG ve GBM hastalarından fibroblast hücreleri elde 
edilmesi ve karakterizasyonu, ikinci aşama, hedefe yönelik farklılaştırma 
kullanarak fibroblast hücrelerini Yamanaka yöntemiyle uyarılmış pluripotent kök 
hücrelere (uPKH) dönüştürülmesi ve oluşturulan uPKH dizileri daha sonra in vitro 
ve in vivo olarak karakterizasyonu ve son aşamada hedefe yönelik farklılaştırma 
kullanarak uPKH’lerden NKH elde edilmesi ve bu hücrelerin (upNKH’lerin) in 
vitro koşullarda karakterizasyonu amaçlanmaktaydı. 

 

3.1. Fibroblast Hücre İzolasyon, Kültür Ve Karakterizasyonu 

3.1.1. MNG, GBM hastalarından ve sağlıklı bireylerden fibroblast hücre 
oluşturulması 

Sağlıklı bireylerden (BJ fibroblast hücresi), MNG ve GBM hastalarından 
fibroblast kültürü elde edilmesi konusunda etik kurul onayı alındı. Buna göre, yeni 
oluşan tümör tanısı ile ameliyat edilecek olan hastalardan cerrahi müdahale 
sırasında 2mm 2’lik bir cilt biyopsisi alındı ve hemen ardından fibroblast D10 
içeren hücre kültürüne, (Tablo 3.1) konuldu ve laboratuvara ulaşım sırasında buz 
üzerinde saklandı. 

Daha sonra biyopsiler 10 ml'lik DPBS (kalsiyum ve magnezyum içermeyen) 
ile iki kez yıkandı. Biyopsiler steril forseps kullanarak 10cm Petriye aktarıldı ve 
steril jilet kullanarak 0,5-1 mm parçalar haline ayrıldı. Biyopsiler D10 besiyerinde 
yani 10% Fetal Bovine Serum (FBS) ,1% penisillin/streptomisin (PS) içeren 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium’da (DMEM), 37°C'de %5 CO2'lık bir 
inkübatörde üç gün boyunca büyümeye bırakıldı. Bu süreçten sonra hücrelerin 
büyümesini kontrol ederek besiyeri, 10 ml yeni D10 besiyeriyle değiştirildi. 
Hücreler büyüme için her gün kontrol edildi. Besiyeri değiştirildi ve fibroblast 
büyümesi gözlemlendi. Cilt biyopsiden fibroblast kültür oluşması 3-4 hafta sürdü 
(Şekil 3.1 ). 
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Tablo 3-1. D10 besiyerinin içeriği. 

 

 

Şekil 3.1. MNG hastalarından ve sağlıklı bireylerden fibroblast hücre oluşturulması. 

Bileşenin Oran 
(%) 

500 ml için 
gereken 

miktar (ml) 

Marka ve 
Kat. No. 

DMEM (1x, Basic), (Ca,Mg free) (+Pyruvate) 
“Dulbecco's Modified Eagle Medium” 89 110 

Gibco 
Invitrogen,  
41966029 

FBS (Fetal sığır serumu) 10 11 
Sigma 
Aldrich,  
15070063 

Penisilin-Streptomisin (5,000/ml) 1 11 
Gibco 
Invitrogen,  
10378-016 
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Hücreler, Konfluen hale geldiğinde (hücre kültür petrinin yüzeyini 90% 
kaplamış olduğunda) üzerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı, hücreler 
DPBS ile bir kez yıkandı. Hücrelerin kültür kaplarından ayrılmaları için, 0,05% 
tripsin ile muamele edildi ve 3-5 dakika 37 °C’de inkübe edildi. Tripsinin 
aktivasyonunu durdurmak için FBS içeren besiyeri eklendi ve daha sonar hücreler 
15ml’lik tüpler içerisine toplandı ve 1.500 rpm’de 5dk santrifüj edildi. Hücreler 
çökeltisinin üzerindeki besiyerinden uzaklaştırıldı ve 15 ml (1:3) D10 besiyeri ile 
tekrar hücre süspansiyon haline getirilip, 10cm hücre tabaklarına konuldu. Oluşan 
fibroblast dizileri çoğaltıktan sonra bir sonraki aşamaya kadar hazırladığımız D10 
dondurma besiyeri, 0,22 μm DMSO-güvenli filtreden geçirdikten sonra (Tablo 3.2) 
sıvı nitrojen tankında saklandı. Hücreler PBS ile yıkandı. % 0,05 tripsin 
kullanılarak 3-5 dakika 37˚C inkübe edildikten sonra kaldırılıp 1.500 rpm’de 5 
dakika santrifüj edildi. Hücreler çökeltisinin üzerindeki besiyerinden uzaklaştırıldı 
ve  2 ml D10 dondurma besiyeri ile süspansiyon haline getirilip, hücre dondurma 
tüpleri (cryovial) içerisinde 1ml şekilde aktarılarak, hücreler –80ºC’de bir gece 
boyunca inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün sıvı azot tankında saklandı. Hücreler 
aşağıdaki adımlarla ihtiyaç duyulduğunda çözüldü. Hücreler sıvı azot tankından 
çıkarılır çıkarılmaz 37 ° C'lik su banyosunda hafifçe çalkalayarak çözüldü. 1 ml 
D10 besiyeri cryovial içine eklendi. Hücreler tamamen eritildi, 15 mL’lik santrifuj 
tüpüne aktarıldı ve üzerine 5 ml D10 besiyeri eklendi. 1500 rpm'de 5 dakika 
santrifüj edildikten sonra, süpernatan uzaklaştırıldı. Hücre pelleti üzerine 5ml yeni 
D10 besiyeri eklenir ve hücreler iyice süspande edilir ve 10cm hücre tabaklarına 
konuldu. Ertesi gün mikroskop altında hücre canlılığı incelenir ve besiyeri 
değiştirildi. 

 

Tablo 3-2. D10 dondurma besiyerinin içeriği. 

 
 

 
  

Bileşenin Oran (%) 
10 ml için gereken miktar 

(ml) 

D10 besiyeri 40 4 

FBS 50 5 

DMSO 10 1 
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3.2. Destek Hücre Amaçlı MEF Hücre İzolasyonu 

Uyarılmış Pluripotent Kök Hücreleri (uPKH) ve İnsan embriyonik kök 
hücreleri (hESC) destek sistemlerin (feeder layer) yokluğunda farklı hücre tiplerine 
farklılaşması sağlanır uPKH’ların büyumesini destekleyen ve farklaşmalarını 
engelleyen hücreler yani mitotik olarak inaktive edilmiş fare embriyonik fibroblast 
hücreleri (MEF) kullanıldı. MEF hücreleri yeniden programlamanın ikinci 
haftasından itibaren kullanıldı. 

 

3.2.1. 0,1% Gelatin ile plate’leri gelatinleme 

UPKH’ların kültürü için kültürdn önce, hücre kültür petrileri %0,1’lik jelatin 
ile kaplanmalıdır. Bu petriler daha sonra mito-MEF hücrelerin ekimi için kullanılır. 
0,1% Jelatin Solüsyon Hazırlanma aşamaları aşağıda belirtildiği gibidir; 

1. 0,5 gram Gelatin tozu (Gelatin from porcine skin, Type A, Sigma) 500 ml 
distile suda (dH2O) çözüldü ve steril edilmesi otoklavlama ile yapıldı. 

2. %0,1’lik jelatin solüsyonu, belirtilen kültür ortamı miktarlarına ve deneye 
göre hücre kültür kaplarına yerleştirildi yani 6-kuyucuklu petri kaplarin her 
bir kuyucuğuna 1,5 ml gelatin konuldu. Konulan gelatilin bütün kuyucuğu 
kaplaması için plate sallandı.  

3. Hücre kültür petrilerine konulan %0,1’lik jelatin solüsyonu en az 15 dakika 
oda sıcaklığında bekletildi ve daha sonrası mito-MEF hücre ekimi yapıldı. 

4. Bu süre sonrası kullanmayan petrileriler parafilm ile kapatıldı ve +4°C’de 
saklandı. Hazırladığımız jelatin’ler 4 hafta içerisinde kullanmalıyız ve bu 
süre sonrası atılmalıdır. Kullanılacak olan kuyucukların gelatin aspire 
edilerek alındı ve çok kurumadan üzerine istenilen miktarda besiyeri 
eklendi. 
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3.2.2. MEF izolasyonu 

Fare embriyonik fibroblast izolasyon aşamaları aşağıda belirtildiği gibidir; 

1. Fibroblast izolasyonuna başlamadan önce, 10 cm2 petri kapları % 0,1 jelatin 
(Sigma, G1890) ile kaplandı ve 10-20 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  

2. % 70 etanol ile seyreltildi ve DPBS (Ca2 + ve Mg2 + içermeyen) içeren bir 
falcon tüpüne yerleştirildi.  

3. Fare fetusları 13 günlük (13 d.p.c) gebe fareler dissekiye edilir. Dissekiye 
edilen fareye ait tüm fetuslar %70’lik etanol ile muamele edildi. 50 ml’lik 
DPBS (Gibco 14190-169) içeriren tüpler içerisine konuldu ve steril kabin 
içerisine alındı ve aseptik koşullar altında gerçekleştirildi. 

4. Embriyolar, PBS içeren hücre kültür Petri kaplarına yerleştirildi. 
Embriyoların plasentasından ve çevresindeki membranlar uzaklaştırıldı. 
(Şekil 3.2) 

5. İç organların olduğu kısım yani kırmızı organlar ve baş kısmı forseps 
yardımı ile diger vücut kısımlarından uzaklastırıldı ve yeni DPBS içeren 
hücre kültür petrilerine aktarıldı ve yıkandı. 

6. Kalan diğer kısımlar steril jilet kullanarak küçük parçalar (0,5-1 mm) haline 
ayrıldı. Dokular üzerine, 1 embriyo için yaklaşık 1 ml Tripsin / EDTA (% 
0,05) (Gibco 25300-096) ilave edildi. 

7. Doku / tripsin karışımı Falcon tüpler içine toplandı ve 15 dakika 37 °C’de 
inkübe edildi. Her 5 dakika sonrası hafifçe pipetaj yaparak karıştırıldı.  

8. İnkübasyon sonrası solüsyonu 50 ml’lik tüplerr alarak üzerine, tripsini 
inaktivasyonu için eşit hacimde MEF besiyeri (Tablo 3.3) eklendi ve 
hücreler daha sonra 1500 rpm'de 5 dakika inkübe edildi.  

9. Yaklaşık olarak, her 2 embriyo, MEF besiyeri içeren 10 cm2 hücre kültür 
Petrilerde kültür edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı ve çökelti halindeki 
hücrelere MEF kültür besiyeri içerisinde karıştırıldı. 

10. Daha evel hücre kültüt kaplarına eklenen jelatinin uzaklaştırıldı. MEF ve 
besiyeri karışımı gelatin üzerine ekildi ve tabak tabanına tutunmaları için ve  
konfluent olana kadar 37˚C’de ve %5 CO₂ içeren inkübatörde 24 saat 
inkübasyona bırakıldı. Her iki günde bir kültür ortamı değiştirildi. 
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Tablo 3-3. MEF Besiyeri içeriği. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

Şekil 3.2. MEF izolasyonu amaçlı fare fetusları diseksiyonu. 

DMEM (Gibco 41966-052) 

10% (v/v) FCS 

1/100 (v/v) L-glutamine (11140-050) 

1/100 (v/v) pen/strep (Gibco 15140-122) 
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3.2.3. MEF hücre inaktivasyonu 

MEF hücrelerini inaktive etmek için, 1: 4 ve 1:5 oranında tripsin / EDTA 
kullanılarak iki kez pasajlandı. Hücreler yaklaşık % 80 konfluansa ulaştığında, 
üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. Daha sonra hücreler 
üzerine 10 ug / ml mitomisin-C içeren 20 ml MEF besiyeri eklenir ve %5 CO2’li 
ortamda 37°C’de en az 2-3 saat inkübe edilir. İnkübasyon sonrası, besiyeri 
uzaklaştırıldı ve hücreler en az üç kere 3-4ml DPBS ile yıkandı ve tripsinlendı. 
Hücre sayımı yapıldı ve istenilen oran ve sayıda MEF dondurucu besiyerinde (% 
40 D10,% 50 FBS ve % 10 DMSO (Sigma, D2650) donduruldu. Bu işlemden sonra 
MEF'ler mito-MEF olarak adlandırıldı. 

 

3.2.4. MEF hücre çözme işlemi 

Mito-MEF hücrelerini çözme tekniği  normal fibroblast hücre çözme tekniği 
gibi uygulandı. Yalnız MEF hücreleri önceden hazırladığımız 0,1% gelatin ile 
kaplanıp hücre kültür petrilere (uPKH hücreler için 200.000 hücre/ 6-kuyucuk) 
alındı. 
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3.3. iPSC Oluşturmak İçin OKSM Plazmidin (pCXLE-hUL, pCXLE-
SK, pCXLE-Oct3/4-shp53) İnsan Fibroblast Hücrelerine 
Transfeksiyonu 

Bu çalışmada, insan fibroblast dizilerinden “Yamanaka Yöntemi”, yani 
“Yeniden programlama” ile Uyarılmış Pluripotent Kök Hücre (uPKH) oluşturuldu. 
Yeniden programlama yöntemi olarak  epizomal plazmid transfeksiyonu uygulandı. 
Bunun nedeni bu yöntemin verimli olması hem de bu yöntem kullanıldığında oluşan 
uPKH hatlarının büyük çoğunluğunun transgenik olmaması ve transplantasyon 
tedavilerinde ve rejeneratif tıpta kullanabilmesidir. Yeniden programlamada gerekli 
olan plazmitler yani pCXLE-SK Sox-2 ve Klf4’u, pCXLE-Oct3/4-shp53 Oct4 ve 
Oct3 ve verimliliği artmakta olan shP53’yi, pCXLE-hUL ise Myc ve Lin28’i 
kodlamaktadır. Ayrıca verimliliği artırmak için pCXWB-EBNA1plazmii kullandık. 
Kontrol olarak pCXLE-EGFP kullanıldı. Plazmitlerin listesi aşağıda verilmektedir 
(Tablo 3.4). Bu plazmitlerin vektör haritaları pCXLE-Oct3/4-shp53 (Şekil 3.3), 
pCXLE-SK (Şekil 3.4), pCXLE-hUL (Şekil 3.5), pCXWB-EBNA (Şekil 3.6) ve 
pCXLE-EGFP (Şekil 3.7) verilmektedir. Ayrıca bu vektörler, Doç. Dr. Tamer 
Önder (Koç Üniversitesi, Tıp Fakültesi)’den temin edildi ve plazmitler Stbl3™ 
Escherichia coli bakterilerine transformasyon yöntem ile aktarıldı. Daha sonra bu 
plazmitler insan fibroblastlarına yani Meningiom hastadan aldığımız MNG 
fibroblastlarına ve pozetif kontrol olarak BJ hücrelerine elektoporasyon yöntemiyle 
(Neon Transfection System kullanarak) transfekte edildi.  

 

Tablo 3-4. Yeniden programlamada kullanılan Epizomal vektörler ve addgene plazmid 
numaraları. 

Plazmid Adı Addgene Plazmid Numara 

pCXWB-EBNA1 37624 

pCXLE-hOct3/4-shp53 27077 

pCXLE-hSK 27078 

pCXLE-hUL 27080 

pCXLE-EGFP  27082 
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Şekil 3.3. Kullanılan pCXLE-hOCT3/4-shp53-F plazmidin haritası. 

 

 

Şekil 3.4. Kullanılan pCXLE-hSK plazmidin haritası.
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Şekil 3.5. Kullanılan pCXLE-hUL plazmidin haritası. 

 

 

Şekil 3.6. Kullanılan pCXWB-EBNA1 plazmidin haritası. 
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Şekil 3.7. Kullanılan pCXLE-EGFP plazmidin haritası.  
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3.3.1. Plazmid transformasyon 

Bu deneylerde kullanılan tüm DNA vektörleri (pCXLE-hUL, pCXLE-SK, 
pCXLE-Oct3/4-shp53) midi-prep ya da maxi-prep kitleri kullanılarak çoğaltımı 
yapıldı  

 

3.3.1.1. Kompetan bakterilerin transformasyonu 

Plazmit miktarını artırmak için bakteri transformasyonu yapıldı: Bunun için 
transformasyon birinci gününde, transformasyona uygun olan  laboratuvar tütü 
Stbl3™ Escherichia coli bakterileri kullanıldı. Transformasyon sıcak şoku 
yöntemiyle yapıldı (Mamiatis, Fritsch et al. 1985, Sambrook and Russell 2001). 
Epizomal plazmitlerin çoğaltılması için, Stbl3™ Escherichia coli bakteri stok 
tüpleri, -80°C’den alındı ve buz üstünde bekletilirdi. Daha sonra buz üstünde erimiş 
olan 25 μl komptan bakteriler üzerine 1 μl çoğaltmak istediğimiz plasmid DNA’dan 
(pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-hUL, pCXWB-EBNA) eklendi ve 
yavaşça tüpe vurarak karıştırıldı ve ardından 20 dakika buz üstünde bekletildi. 
DNA’ların bakteri hücrelerine geçilmesi için, buz üzerinden alınan karışım 45 
saniye boyunca 45°C'de ayarlanmış su banyosunda inkübe edilir. Su banyosundan 
alınan bakteriler 2 dakika buz üzerine alındı. Bu aşamada bakteriler üzerine 250 μl 
hazırladığımız Lysogeny broth (LB) besiyerinde eklendi ve hücreler 1 saat boyunca 
37°C, 225 rpm çalkalayıcıda inkübe edildi. Daha sonra bu karışımdan 150 μl alıdı 
ve bakterilerin, plazmidin dirençlik geninin var olduğu ampisilin antibiotiği içeren 
Lysogeny broth agar (Difco, 24420) besiyeri içeren kültür petri kaplarına ekildi ve 
ve bütün petri’ye yayılacak şekilde spread edildi. Kullandığımız epizomal 
vektörleri ampisilin direnç genlerine sahip oldukları için 100 μg/ml ampisilin içeren 
LB agar besiyerinde kültüre alındı. Spread işleminden sonra kuruması için oda 
sıcaklığnda biraz bekletildi, daha sonra 37°C incübatöre ters bir şekilde gece 
boyunca (overnight) 12-16 saat bırakıldı. 

Plazmitlerin çoğaltılması için kullandığımız LB besiyerinin miktarları Tablo 
3.5’de verilmektedir. Kullandığımız miktarlar tartılıp ve distile suda süspansiyon 
haline getirdikten sonra sterilizasyonu otoklavlama ile yapıldı. Otoklav sonrası, 
55°C’de ayarlanmış su banosunda soğuması sağlandı. Laminar hava akımlı kabinler 
içerisinde 1:1000 (e.g. 1000 ml agar:1000 ul antibiotik) şekilde ampisilin 
antibiyotik eklendi daha sonra steril 10 cm’lik Petri kaplar içerisine 15 ml gelecek 
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şekilde dağıtımı sağlandı ve kurumaya bırakıldı ve ardında 4°C buzdolabında 
saklandı. Transformasyon ikinci günü olarak, transforme edilmiş bakteriler, 
epizomal plazmitler’de ampisilin antibiyotiğe dirençilik genin taşıdıkları nedeniyle 
besiyerinde koloniler oluşturuldu. Transformasyon sonucundan elde edilen tek 
koloni seçildi ve epizomal DNA plasmidin kalite kontrolünü test etmek için 
miniprep yöntemi kullanarak DNA plasmid izolasyonu (DNA extraction) yapıldı. 

 

Tablo 3-5. Sıvı ve Agar Lysogeny Broth (LB) besiyerlerinin hazırlanma koşulları. 

 

 
 

3.3.1.2. Miniprep ile plazmid DNA'nin izolasyonu 

Bakterilerin çoğaltımı için, pipet ucu yardımıyla koloniler arasından tek 
koloni seçilip ve pipet ucu 5ml ampicillinli LB içine konularak pipetaj yapıldı. 
Pipetaj sonrası tüp 37°C’de gece boyunca (12-16 saat) 225 rpm çalkalayıcı 
inkübatörde bırakıldı. Plazmid DNA (pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-
hUL, pCXWB-EBNA) izolasyonu için QIAprep Spin Miniprep Kit kullanıldı ve 
aşağıda anlatılan protokol kullanılarak plasmid izolasyonu yapılmıştır: Bir gün 
öncesi shaker’de inkubasyona bırakılan her bir süspansiyondan 3ml alınarak 1,5ml 
eppendorf tüpüne konuldu. Koloni süspansiyodan 1,5 ml alındı ve mikrosantrifüj 
11,000 x g hızında 30 sn’de ayarlandı ve santrifüj edildi. Daha sonra süpernatant 
döküldü, tekrar 1,5ml koloni süspansiyonu alınarak işlem tekrarlandı. Hücre 
çökeltisi 250 μL A1 tamponunda pipetaj yaparak süspanse haline getirildi. Karışım 
üzerine 250 μL A2 liziz tampon eklendi ve yavaşça 4-5 defa karıştırarak (vorteks 
ve pipetaj yapmadan) süspanse haline getirildi ve 5 dakika oda sıcaklığında inkübe 
edildi. Ardından 300 μL A3 tamponundan karışım üzerine yavaşça karıştırarak 

Besiyeri Miktarlar 
Marka 

Kat.no 

Sterilizasyon işlemi 

ve süresi 

Lysogeny Broth agar 40 g/L 
Difco, 

244520 

1,2 atmosferik hava 

basınç altında, 121 

°C'de, 15 dakika Lysogeny Broth Sıvı  25 g/L 
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eklendi ve 11,000 x g hızında 5 dakika santrifüj edildi. Kit içerisinde bulunan 
NucleoSpin plasmid klonlar 2ml’lik tüpler üzerine alındı ve süpernatant tek seferde 
klonlara transfer edildi ve 11,000 x g hızında 1 dakika santrifüj ederek karışımın 
klon içerisinden geçilmesi sağlandı. Epizomal DNA’lar kolonda bulunan 
membrana bağlandıktan sonra kit içerisinde bulunan ve önceden 50 °C’de 
ısıttığımız AW tampon (500 μL) ile 11,000 x g hızında 1 dakika santrifüj ederek 
yıkandı. Kolonlar tekrar yıkama tamponu (600 μL A4 tampunu ve etanol karışımı) 
ile 11,000 x g hızında 1 dakika santrifüj ederek yıkandı. Kolonda bulunan filtre’nin 
kuruması için 11,000 x g hızında 2 dakika santrifüj edildi. Bu aşamada toplama 
tüpü atıldı ve kolon 1,5ml’lik mikrosantrifüj tüp üzerine alındı. Epizomal DNA’lar 
membrandan ayırmaları için elüsyon işlemlei yapıldı. Bunun için 50 μL elüsyon 
tamponundan (AE tampon) membrane üzerine eklendi ve 1 dakika oda sıcaklığında 
inkübe edildi ve ardından tekrar 11,000 x g hızında 1 dakika boyunca santrifüj edildi 
ve böylece DNA’nin filterden geçilmesi sağlandı. İzolasyonu yapıldığı DNA’lar 
mikrotüpler içerisinde toplandı. Elde ettiğimiz DNA’ların konsantrasyonu, saflık 
ve miktar belirlenmesi, nanodrop spektrofotometre cihazı ile 260/280 absorbans 
değerlerinin ölçmesi hesaplandı. 

 

3.3.1.3. Epizomal DNA’ların agaroz jel elektroforezi ile belirlenmesi 

Miniprep plazmit izolasyonundan sonra her plazmit için uygun restriksiyon 
enzimi kullanılarak (pCXLE-Oct3/4-shp53 (Tablo 3.6), pCXLE-SK (Tablo 3.7), 
pCXLE-hUL (Tablo 3.8) ve pCXWB-EBNA (Tablo 3.9) kesim yapıldı.  
plazmitlerinin doğrultusun kanıtlamak için epizomal plazmit DNA’lardan 1 μg ve 
NEB (New England Biolab) firmanın kullanma talimatına göre, her plazmir DNA 
için farklı restriksiyon enzimler ve tamponlar kullanarak, toplam 50 μl hacimde 
reaksiyon karışım hazırlandı ve bir saat boyunca 37˚C’de su banyosunda kesim 
gerçekleştirilmesi sağlandı. Reaksiyon bileşenleri, koşulları aşağıdaki Tablo’larda 
belirtildiği gibi yapılmıştır. (Tablo 3.10).  
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Tablo 3-6. pCXLE-Oct3/4-shp53 kesimi için kullanılan restriksiyon enzimleri ve 
reaksiyon koşulları. 

 

Tablo 3-7. pCXLE-SK kesimi için kullanılan Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon 
koşulları. 

Enzim 
Enzim 

Kat. No 

NEB 

Tampon 

Tampon 

Kat. No 
Sıcaklık Aktivite 

Enzim 

inaktivasyon 

EcoRI R0101 
NEBuffer 

EcoRI 
B7202S  

 

37°C %100 65°C 

Xmn1 R0194S 

NEBuffer 

4,1 + 

BSA 

B7204S 37°C %100 65°C 

 

Tablo 3-8. pCXLE-hUL kesimi için kullanılan Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon 
koşulları. 

Enzim 
Enzim 

Kat. No 

NEB 

Tampon 

Tampon 

Kat. No 
Sıcaklık Aktivite 

Enzim 

inaktivasyon 

EcoRI R0101 
NEBuffer 

EcoRI 
B7202S  

 

37°C %100 65°C 

BamH1 R0136S 
NEBuffer 

EcoRI 
B7202S 37°C %100 - 

Enzim 
Enzim 

Kat. No 

NEB 

Tampon 

Tampon 

Kat. No 
Sıcaklık Aktivite 

Enzim 

inaktivasyon 

EcoRI R0101 
NEBuffer 

EcoRI 
B7202S  

 

37°C %100 65°C 

BamH1 R0136S 
NEBuffer 

EcoRI 
B7202S 37°C %100 - 
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Tablo 3-9. pCXWB-EBNA kesimi için kullanılan Restriksiyon Enzim ve Reaksiyon 
koşulları. 

Enzim 
Enzim 

Kat. No 

NEB 

Tampon 

Tampon 

Kat. No 
Sıcaklık Aktivite 

Enzim 

inaktivasyon 

EcoRI R0101 
NEBuffer 

EcoRI 
B7202S  

 

37°C %100 65°C 

Tablo 3-10. Restriksiyon enzim kesimlerin bileşenler ve reaksiyondaki hacimleri. 

BİLEŞEN 50 µl REAKSİYON 

DNA 1 µg 

10X NEBuffer  5 µl (1X) 

Enzim 1,0 µl 

BSA 5 µl 

Nükleaz içermeyen su 50 µl 

 

Enzim kesim sonrasında ürünleri aşağıdakı adımları ile 1,5% agaroz jel’de 
yürütüldü.  

1. % 1’lik agaroz jel solüsyonu hazırlandı. Bunun için 1 gram agaroz (35-1010, 
EQLAB peqGOLD Universal Agarose)  tartıldıktan sonra 100 ml (1X) TAE 
çözeltisi (Thermo Fisher Scientific, 50X TAE Electrophoresis Buffer #B49) 
ile karıştırıldı ve ardından mikrodalga fırın içeisinde erimeye bırakıldı. 

2. Daha sonra oda sıcaklığında 50-55 ˚C’ye kadar soğmaya bırakıldı ve 
üzerine 4,5-5 μl Etidyum Bromür (EtBr) eklendı ve çalkalayarak dağılması 
sağlandı. 

3. Uygun jel tarakları elektroforez kutu içerisine takıldı ve hazırladığımız jel 
hava kabarcığı olmadığı şekilde elektroforez kutu içerisine döküldü ve oda 
sıcaklığında katılaşmaya bırakıldı. 
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4. Jel donduktan sonra taraklar yavaşça çıkarıldı ve jel elektroforez tank (Mini-
Sub ® Cell GT System-Bio-Rad, 1704406), içerisine konuldu. Jelin üzerini 
kaplayacak şekilde 1X TAE tamponu ilave edildi.  

5. Önceden hazırladığımız DNA örneklerden 25 μl alındı ve 5 μl yükleme 
solüsyonu ile (loadind dye) karıştırıldı ve sıra ile jele yüklemesi yapıldı. 
Epizomal DNA’larınn ağırlıklarını belirlemek için kuyucukların birisine 
yaklaşık 5 μl markır DNA (Quick-Load® Purple 2-Log DNA (0,1–10,0 kb) 
#N3200S) yüklendi. 

6. Elektroforez tank, bağlantısı güç kaynağına (Bio-Rad- PowerPac™ Basic 
Power Supply #1645050) sağlandıktan sonra, 100 V/cm voltaj ayarlayarak 
50 dakika olacak şekilde yürüme işlemi sağlandı (Şekil 3-8). 

7. Yürüme işleminden sonra, jel görüntüleme sistem (Molecular Imager® Gel 
System # 1708195- Bio-Rad) yardımı ile görüntülenmesi sağlandı ve 
sisteme ait olan Software program ile fotoğraf çekildi. 

8. Sonuçlar beklenildiği gibi ise daha fazla plazmit üretimi için daha yüksek 
hacimli süspansiyon kültür hazırlanır ve maxiprep yapıldı. 
 

 

Şekil 3.8. Agaroz Jel Elektroforezi. 

 

Ayrıca ileride kullanılması için bakteriler gliserol içinde -80°C de saklandı: 
%50 gliserol (500 ul) + %50 LB+amp (500 ul) karıştırılarak temel gliserol besiyeri 
hazırlandı. Hazırlanan Gliserol besiyerine bakteri süspansiyonu eklenerek (%50 
Gliserol besiyeri + %50 bakteri suspansiyonu) gliserol stok hazırlandı ve karışım –
80ºC’ye transfer edildi. 
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3.3.1.4. Midiprep ile plazmid DNA'nın saflaştırılması 

Kesim sonuçları doğru plazmitlere (pCXLE-hUL, pCXLE-SK, pCXLE-
Oct3/4-shp53) sahip olduğumuzu gösteriyorsa 3 ml miniprep için alınan LB’lerden 
kalan 2ml bakteri süspansiyonunda kullanıldı. Kalan 2ml süspansiyondan 100μl 
alınarak 200 ml LB+Amp süspansiyona eklendi. Aynı şekilde 37°C, 225 rpm 
shaker’da gece boyunca (12-16 saat) bırakıldı. Ertesi gün bakteri üremesinden 
dolayı süspansiyon bulanık olması beklenir. Bakteri süspansiyonundan Maxiprep 
yapılır. İnkübasyon süreci ardından Macherey-Nagel plasmid DNA purification 
Midi Kit (NucleoBond® Xtra Midi / Maxi) kullanarak plazmid DNA izolasyonu 
yapıldı. Epizomal Plazmid DNA’ların (pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, 
pCXLE-hUL, pCXWB-EBNA) ekstraksiyonu aşağıdaki aşamalara göre yapıldı. 

LB besiyerinde kültür ettiğimiz bakteriler 3.800 rpm.’de 15 dakika santrifüj 
edili. Supernatant uzaklaştırldı ve hücre çökeltisi üzerine 8 ml RES tamponunda 
(Resuspension tampon) süspanse haline getirildi. Karışım üzerine 8 ml liziz 
tamponu (LYZ tampon) eklendi, karışım mavi renge görene kadar yavaşça 4-5 defa 
karıştırıldı (vorteks yapmadan) ve 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha 
sonra 4˚C’de beklettiğimiz Nötrleştirme tamponundan (NEU tampon) 4 ml eklendi 
ve karışım renksiz hale gelene kadar 3-4 kez karıştırıldı. Bu aşamada bakteriler 
parçalandı ve DNA’lar ayrıldı. Kit içerisinde bulunan klonlar 12 ml EQU 
dengeleme tamponu ile yıkandı ve karışım klon içerisinden geçilmesi sağlandı. 
Epizomal DNA’lar kolonda bulunan membrana bağlandıktan sonra, kolonlar tekrar 
5 ml EQU tamponu ile yıkandı ve klon atıldı. Kolonda bulunan membranın üzerine 
8 ml yıkama tamponu ekleyerek yıkaması sağlandı. Epizomal DNA’lar 
membrandan ayırmaları için elüsyon işlemlei yapıldı. Bunun için 50 ºC’de inkübe 
ettiğimiz elüsyon tamponundan (ELU tampon) 5 ml membrane üzerine eklendi ve 
solüsyon 15 ml’lik falkon tüplerde toplandı. DNA’yı çöktürmek için solüsyon 
üzerine 3,5 ml isopropanol eklendi ve iyice vortex yapıldıktan sonra oda 
sıcaklığında 2 dakika boyunca inkübe edildi. Kit içerisinde bulunan mavi filterler 
şırınga’ya bağlanarak, solüsyonun filterden geçirilmesi sağlandı. Daha sonra filter 
2 ml %70 etanol ile yıkandı. Filtre’nin kuruması sağlandı ve filter 1 ml’lik 
şiringe’ye bağlandı. Kit’te bulunan 500 μl Tris  tamponundan şiringe içerisine alındı 
ve filterden geçilmesi sağlandı. Izole ettiğimiz DNA’lar mikrotüpler içerisinde 
toplandı. Elde ettiğimiz DNA’ların konsantrasyonu, saflık ve miktar belirlenmesi, 
nanodrop spektrofotometre cihazı ile 260/280 absorbans değerlerinin ölçmesi 
(Thermo Scientific™ NanoDrop 2000) hesaplandı. 
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3.3.2. Elektroporasyon yöntemi ile epizomal vektörler kullanarak 
fibroblastların yeniden programlanması ve uPKH oluşturulması 

Bu aşamada elde ettiğimiz fibroblastların episomal DNA plasmid vektörü ile 
yeniden programlanması ve uPKH hücrelerinin oluşturulması için özel bir 
transfeksiyon sistemi olan elektroporasyon yöntemi kullandık. Farklılaşmasını 
tamamlayarak deri hücre karakterini kazanmış kök hücreler, pluripotent karakteri 
belirleyen 4 episomal plazmit DNA sistemi yani pCXLE-SK Sox-2 ve Klf4’u, 
pCXLE-Oct3/4-shp53 Oct4 ve verimliliği artmakta olan shP53’yi, pCXLE-hUL ise 
Myc ve Lin28 ile transfekte edildi (Şekil 3-9). OSKM aktarımından sonraki gün 
yeniden programlama sürecinin ilk günü olarak kabul edilir. İnsan hücrelerinin 
yeniden programlanması 24 gün sürmektedir. Ayrıca verimliliği artırmak için 
pCXWB-EBNA1 plazmit kullanıldı. 

 

 

Şekil 3.9. Yeniden programlama deneylerinde hangi işlemin ne zaman yapıldığını belirten şema ve 
medium sistemleri. 

 

Elektroporasyon yöntem uygulaması için Neon Transfection System kitini 
kullanıldı (Neon™ Transfection System 100 μL Kit, İnvitrogen, # MPK10096). 
Bunun için Neon Transfeksiyon Sistem kitin içinde bulunan elektroporasyon küvet, 
3 ml Neon E2 tamponu ile dolduruldu ve Neon transfeksiyon sistem cihazının 
(Şekil 3-10) belirli kısmına yani transfeksiyonu yapacak bölüme (Neon™ 
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Transfection System #MPK5000) yerleştirildi. Daha sonra 1,5 ml'lik mikro 
santrifüj (Eppendorf) tüpler içine: 

Birinci örnek: Yeniden programlamada gerekli olan plasmitlerden 
(pCXLEhOCT3 /4-shp53-F, pCXLE-hUL, pCXLE-hSK) 1,2 μg/μl (Toplam 3.6 
ug),  ve Neon Transfection System kitin içinde bulunan 120 ul Neon resüspansiyon 
tampon R (R buffer) ile birleştirildi.  

İkinci örnek: Positif kontrol için sadece Yeşil floresan protein (GFP) plasmidi 
içerir. 2. Örnek için 1,2 ug plasmid alındı ve 120 ul resüspansiyon tampon R ile 
birleştirildi. 

Üçüncü örnek: Negatif kontrol plasmid içermez. Bu tüpe sadece 120 ul 
resüspansiyon tampon R konuldu.  

 

 

Şekil 3.10. Neon transfeksiyon sistem. 
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MNG hastalardan ve sağlıklı bireylerden (BJ hücreleri) elde ettiğimiz 
fibroblast hücreleri, hücre kültür petri kabının yüzeyini % 80’ini kapladığında ve 
Konfluent hale geldikleribde, üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve PBS ile (Thermo 
Fisher, 10010-023) yıkadıktan sonra, % 0,05’lik tripsin / EDTA eklenip 37˚C’de 4 
dk. İnkübasyon edildi. Bu süre sonunda tripsini inaktive etmek için D10 besiyeri 
eklendi ve yüzeyden ayrılmış olan hücreler 15 ml'lik tüpe toplandı ve hazırladığımız 
hücre süspansiyonundan 10 μl alınıp Thoma lamına koyuldu ve hücreler mikroskop 
altında sayıldı. Her örnek için (3 örnek) 4×105 hücre ayrı bir tüpe alındı ve 1.500 
rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatan  uzaklaştırıldı. Hücre pelleti, önceden 
hazırladığımız ve 120 ul R tampon / plazmid çözeltisi ile süspansiyon haline 
getirildi. Pipetaj yapılarak hücrelerin homojen olarak dağılması sağlandı. Daha 
sonra neon transfection kitine ait pipet ve 100 ul’lik pipet ucu kullanılarak 100μl 
hücre/plazmit karışımından bir tüpten alındı ve transfeksiyon yapılacak bölmeye 
yerleştirildi. Daha sonra hücrelerin elektroporasyon yöntemi ile transfeksiyonu 
sağlandı. Hücrelerin transfeksiyonunu sağlamak ve daha güçlü ve verimli sonuçlar 
elde etmek için her hücre türüne göre, farklı koşullar (Tablo 3.11) ve 
elektroporasyon parametrelerini optimize (Voltaj, genişlik, Pulse) gerekiyordu 
bunun için farlkı koşollarda ve farklı parametrler deneyerek  optimizasyonu yapıldı. 
Hücreler Epizomal plazmitlerin ile Neon Transfeksiyon sisitem kullanılarak 
transfekte edildi. 5 farklı elektroporasyon parametresi optimizasyon için 
karşılaştırıldı (Tablo 3.12).  

Transfeksiyondan sonrası hücrelerin canlılıkları 24 ve 48 saatler arasında 
kontrol edildi. Floresan ışık yoğunluğu floresan mikroskop altında incelendi. 
Optimizasyon sonuçlarına göre, Neon transfeksiyon sistem cihaz programı  
istenilen voltaj değerinde, pulse sayısında ve süresinde ayarlandıktan sonra 
transfeksiyon yapıldı. Biz bu transfeksiyon için 1400V, 20ms, 2 pulse değer 
kullanıldı. 

Tablo 3-11. Elektroporasyon yöntemi ile epizomal vektörler kullanarak MNG fibroblast 
hücrelerin yeniden programlanmasında optimizasyon protokolu. 

Hücre 

Tipi 
Format 

Hücre 

Sayısı 
DNA  

Resüspansiyon 

Tampon 

Neon 

pipet 

Elektrolitik 

E2 Tampon 

BJ 6-

kuyucuk 

4x105  

kuyucuk 

1µg 

DNA/ 

kuyucuk 

Tampon R 
100 

µL 
3 ml 

MNG 
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Tablo 3-12. MNG ve BJ hücrelerinin epizomal vektörleri ile transfekte etmek için 
kullanılan elektriksel değişkenlerdeki ve canlılık değerleri. 

 
  

Transfeksiyon sonrası pipet ucundaki 100μl hücreler, 6-kuyucuklu kültür 
kabın bir kuyucuğuna, 2ml antibiyotik içermeyen D10 besiyeri eklendi. Örnek 2 ve 
3 içinde bütün adımlar tekrarlandı ve 2 ml D10 medium (antibiyotik içermeyen) 
olan 1 kuyucuğuna aktarıldı. Hücreler elektroporasyon sonrasi antibiyotiğe hassas 
oldukları için, elektroporasyonun ilk günüde hücreler antibiyotik içermeyen D10 
besiyerinde kültür edilid. Ekilen hücreler, kabın tabanına tutunmaları için, 37°C’de 
ve %5 CO₂ içeren inkübatörde 24 saat inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün (yeniden 
programlamanın 1.gününde), antibiyotik içermeyen D10 medium besiyeri yavaşça 
uzaklaştırıldı ve % 1 Pen/Strep antibiyotikleri içeren, D10 ile değiştirildi. Altıncı 
gününe kadar her 2 günde bir besiyeri değiştirildi. Yeniden programlamanın 
verimini artırmak için ilk 2 hafta boyunca 3 uM DotlL inhibitörü (EPZ004777, 
iDotlL) eklendi. OSKM gen aktarımını takiben hücreler 6 gün boyunca kendi 
besiyerlerinde büyütüldü. Ayrıca 6.günde (yeniden programlamanın 6.gününde) 
mitomisin C'ye maruz bırakılmış ve mitotik olarak inaktive edilmiş MEF hücreleri 
hazırlandı. Daha önce hazırladığımız ve dondurduğumuz MEF hücreleri kullanıldı. 
MEF hücrelerin ekiminde, hücrelerin daha iyi tutulmaları için, hücreleri ekmeden 
önce 6 kuyucuklu hücre kültür kaplarına her kuyuya 1 ml , %0,1’lik jelatin (Sigma, 
G1890) eklenip ve 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Sonrasında, 6-
kuyucuklu hücre kültür kaplarında, 200.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiş 
olması gerekmektedir. Bunn için sıvı nitrojen tankında toplam hücre sayısı 1,2x106 
olan hücre dondurma tüplerinde muhafaza edilen MEF hücreleri su banyosunda 

Elektroporasyon 

parametreler 

Puls 

voltaj 

Puls 

genişliği 

Puls 

sayısı 

%Canlılık 

(MNG) 

%Canlılık 

(BJ) 

1 1300 v 20ms 2 pulse % 10 % 10 

2 1400 v 20ms 2 pulse % 55 % 45 

3 1500 v 15ms 2 pulse % 20 % 20 

4 1650 v 20ms 1 pulse % 35 % 10 

5 1650 v 10 ms 3pulse % 50 % 10 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwigvNXZxtDWAhVOPFAKHemBAVoQFggpMAA&url=https%3A%2F%2Ftr.wiktionary.org%2Fwiki%2Fb%25C3%25BCy%25C3%25BCt%25C3%25BCld%25C3%25BC&usg=AOvVaw2fkg56EBSTESrGEBAkt8uC
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eritildikten sonra, üzerlerine 1 ml D10 besiyeri eklendi ve daha önce 15 ml’lik 
falcon tüplere koyulmuş 5ml D10 besiyeri üzerine eklendi. 1.500 rpm’de 5 dk 
santrifüj edildi. Hücre çökeltisinin üzerindeki besiyerinin uzaklaştırıldı ve 12 ml 
D10 besiyeri ile süspanse edildi, kuyucuklara daha önce eklenen 1 ml jelatinin 
uzaklaştırıldı ve her kuyucuğa 2 ml hücre süspansiyonu eklendi. Ekilen hücreler, 
kabın tabanına tutunmaları için, 37°C’de ve %5 CO₂ içeren inkübatörde 24 saat 
inkübasyona bırakıldı.  

Transfeksiyondan 7 gün sonra, transfekte ettiğimiz hücreler, 3 plasmid ile  
birlikte transfekte edilen fibroblastlar tripsin ile kaldırıldı ve 24 saat önceden 
hazırladığımız 6 kuyucuklu kültür kabınada olan MEF hücreleri üzerine üzerine eşit 
bir şekilde ekildi. Ertesi gün (8.gün) D10 mediumu alındı ve yerine  insan uPKH 
besiyerinde (hES besiyeri) (DMEM/F12 1:1 karışımı, Knock-out serum 
replacement (KOSR), L-glutamin, zaruri olmayan  amino asitler (non-essential) 
(MEM-NEAA), bFGF, 0,1mMβ-mercaptoethanol, penisilin/streptomisin) (Tablo 
3.13) konuldu (12ml). Bu aşamada (yedinci günden sonra) hücreler 3 hafta  
boyunca hES medium büyütüldü. Birinci hafta boyunca her 2 günde bir hES 
besiyeriyle değiştirildi. İkinci hafta çoğalan IPS hücreleri gözlemlendi ve üçüncü 
hafta hücrelerin çoğalmasıyla birlikte hES medium hergün değiştirildi. Epizomal 
plazmitler ile transfeksiyonu yapılan hücreler, yaklaşık 4 hafta sonra uPKH’lerine 
fenotip olarak benzeyen koloniler ışık mikroskopu altında gözlemlendi ve 
pasajlandı. Oluşan uPKH kolonileri steril ortamda diseksiyon mikroskobu altında 
seçilerek çoğaltılırdı ve pasajlanıp sıvı nitrojen tankında MNG-uPKH adlandırarak 
bir sonraki aşamaya kadar dondurucuda saklandı. 
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Tablo 3-13. hESC besiyerinin içeriği. 

Bileşenin 
Oran 

(%) 

250 ml için 

gereken miktar 

(ml) 

MARKA 

DMEM/F12 80% 200 ml 
Stemcell Technologies, 

36254 

KOSR 20% 50 ml Invitrogen, 10828-028 

L-Glutamine 1% 2,5 ml Invitrogen,11140-050 

MEM-NEAA 1% 2,5 ml Invitrogen, 050 

2-ME (β-mercaptoethanol) 0,1 mM 250μl Sigma, M7522-100ML 

bFGF 10 ng/ml 250μl Invitrogen, PHG0266 

Penicillin/ 

Streptomycin 
1% 2,5 ml 

Gibco Invitrogen, 

10378-016 

 

3.3.3. UPKH’lerin manuel ve enzimatik pasajlaması 

Gelişen uPKH kolonileri enzimatik veya manuel yöntemleri ile pasajlanma 
işlemine alındı. Pasajlama bir gün öncesinde hücre kültür petrilerine %0,1’lik 
jelatin solüsyonu konuldu, 10-20 dakika oda sıcaklığında bırakıldı ve daha sonrası 
mito-MEF hücre (uPKH hücreler için 200.000 hücre/ 6-kuyucuk) ekimi yapıldı.  

 

3.3.3.1.  UPKH’lerin manuel pasajlaması 

UPKH koloni sayısı az bulunduğunda ve erken pasajlarda, manuel pasajlama 
tekniği kullanıldı. Pasajlama işlem iki saat öncesinde, hücre steres azalması için, 
1ml taze hES besiyeri eklendi. Pasajlanacak  uPKH kolonileri içeren kültür kabı 2 
kere bazal besiyeri DMEM-F12 ile yıkandı. Farklılaşan koloni bölgeleri 
uzaklaştırıldıktan sonra, farklılaşmayan uPKH koloni bölgeleri (Şekil 3.11) ters 
mikroskop altında işaretlendi ve laminer akış kabın içerisinde stereo mikroskop 
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yardımıyla farklılaşma olmayan bölgelerin olduğu kısımlar 10 ul'lik bir pipet 
kullanılarak küçük parçalara ayrıldı (Şekil 3.12) ve daha sonra parçalar önceden 
hazırladığımız mito-MEF hücrelerinin olduğu yeni kültür kaplarına, hES besiyeri 
ekleyerek aktarıldı ve 37˚C’lik inkübatöre transfer edildi. Hücrelerin besiyeri, her 
gün 2 ml hES besiyeriyle değiştirildi.  

 

Şekil 3.11. Pasajlama öncesi besleyici MEF tabakasının üstünde morfolojik olarak uPKH kolonileri 
A) Farklaşmamış uPKH kolonisi, B) Kenarları farklaşmış uPKH kolonisi, C) 
Farklılaşmış uPKH kolonisi. 

 

Şekil 3.12. uPKH’lerin manuel pasajlaması aşamaları. 



50 
 

 
 

3.3.3.2. UPKH’lerin enzimatik pasajlaması 

UPKH koloni sayısı arttıkça enzimatik pasajlama yöntem tercih edildi. Bu 
yöntemde uPKH’lerin pasajlanması Kollajenaz IV (kolonileri kuçuk parçalara 
ayrılmasını sağlar) veya Dispase (kolonilerin tek hücre olarak ayrılmasını sağlar) 
enzimlerin kullanmasıyla yapıldı. Enzimatik hücre pasajlama sırasında, bir gün 
öncesinden mito-MEF hücreleri hazırlandı. Pasajlama işlem iki saat öncesinde, 
hücre steres azalması için, 1ml taze hES besiyeri eklendi. Pasajlanacak uPKH 
kolonileri içeren kültür kabı 2 kere bazal besiyeri DMEM-F12 ile yıkandı. 
Farklılaşmaya urayan uPKHkoloni bölgeleri ters mikroskop altında işaretlendi ve 
laminer akış kabın içerisinde stereo mikroskop yardımıyla farklılaşma olan 
bölgelerin olduğu kısımlar 10 ul'lik bir pipet kullanılarak atıldı. Besiyeri aspire 
edildi ve hücreler bazal besiyeri DMEM-F12 ile yıkandı. Yapışan uPKH kolonilerin 
tabandan ayrılması için önceden hazırlanmış ve 37˚C’de ısıtılmış 1ml Kollajenaz 
IV (1 mg/ml) kullanıldı. 3-5 dakika 37˚C inkübe edildikten sonra Kollajenaz IV 
aspire edildi ve ardından uPKH’ler bazal besiyeri DMEM-F12 ile yıkandı. Her 
kuyucuğa 2 ml DMEM-F12 eklendi. uPKH’ler hücre kazıcıyla (cell lifter) tabandan 
ayrılması sağlandı (Şekil 3.13). Hücreler 15ml’lik tüpler içerisine toplandı ve 1.000 
rpm’de 2dk santrifüj edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı.Hücre pelleti üzerine taz hES 
besiyeri ile eklendi ve uPKH’lerin koloni halinde kalmalarını sağlamamız için çok 
yavaşça süspansiyon haline getirildi. Pasajlama işlem sırasında uPKH kolonilerin 
tek hücre haline gelmelerine kaçırılmalıdır. uPKH  kolonileri önceden 
hazırladığımız mito-MEF hücrelerinin olduğu yeni kültür kaplarına, hES besiyeri 
eklenerek 1:2 veya 1:5 olarak şekilde aktarıldı ve 37˚C’lik inkübatöre transfer 
edildi. Hücrelerin besiyeri, her gün 2 ml hES besiyeriyle değiştirildi. 

 

Şekil 3.13. UPKH’lerin enzimatik pasajlaması. 
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3.3.3.3. UPKH ’lerin ReLeSR™ ile pasajlanması 

1. Pasjlama işlem bir gün veya 1-2 saat öncesinden 6-kuyucuklu kültür kapları 
DMEM-F12 içeren matrigel ile kaplandı. Hücre kültür petrilerine konulan 
matrigel solüsyonu 10-20 dakika oda sıcaklığında bırakıldı. Bu süre sonrası 
kullanmayan petrileriler parafilm ile kapatıldı ve +4°C’de saklandı. 
Hazırladığımız matrigel’ler 4 hafta içerisinde kullanmalıyız ve bu süre 
sonrası atılmalıdır. 

2. Pasajlama iki saat öncesinde, hücre steres azalması için, mTeSR1’de 
büyüten uPKH’lar üzerine 1ml taze mTeSR1 besiyeri eklendi.  

3. Pasajlanacak uPKH  koloni içeren kültür kabı 2 kere D-PBS ile yıkandı. D-
PBS aspire edildi ve 1ml/ 6-kuyucuk ReLeSR eklendi ve 1 dakika oda 
sıcaklığında inkübe edildi. 

4. ReLeSR aspire edilerek uzaklaştırıldı, ve 5-7 dakika 37 °C’de inkübe edildi 
ve uPKH  koloni içeren kültür kabına 1ml/6-kuyucuk mTeSR1 besiyeri 
eklendi. 

5. Yüzeyde olan koloniler (tabana yapışık olan koloniler farklaşan ve yüzeyde 
olan koloniler farklaşma olmayan koloniler) 15ml’lik tüpler içerisine 
toplandı ve 1.000 rpm’de 2dk santrifüj edildi. Daha sonar hücreler 
süpernatan uzaklaştırıldı ve hücre pelleti üzerine mTeSR1 besiyeri ile 
eklendi ve yavaşça süspansiyon haline getirildi.  

6. Hücre kültür petrilerine konulan matrigel solüsyonu aspire edildi ve üzerine 
mTeSR1 besiyerinden eklendi. Süspansiyon haline getirilen uPKH ’ler 1:2 
veya 1:4 olarak şekilde aktarıldı ve 37˚C’lik inkübatöre transfer edildi. 
Hücrelerin besiyeri, her gün 2 ml mTeSR1 besiyeriyle değiştirildi. 
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3.3.4. UPKH’lerin karakterizasyonu 

Üretilen uPKH hücrelerinin kalite kontrol ve pluripotent karakterizasyonu 
analiz etmemiz gerekir. Bunun için morfolojik inceleme, Karyotipleme, Gen 
Ekspresyon Analizi, immünofloresans (IF), tratoma oluşum gibi bazı testlerın 
yapılamsı gerekir.  

 

3.3.5. UPKH’lerin in vitro karakterizasyonu 

Ürettiğimiz MNG-uPKH ve positif kontrol olarak Periferik Kan 
Mononükleer Hücre (PBMC)-uPKH’ler karakterizasyonunda ilk önce mikroskop 
altında morfolojik inceleme yapıldı ve daha sonra moleküler (qRT-PCR) ve 
histolojik (immünofloresans) olarak in vitro deneylerle yapıldı. 

 

3.3.5.1. UPKH’lerin morfolojik incelenmesi 

Üretilen uPKH hücre kolonileri, morfolojik olarak mikroskop altında 
incelendi. 

 

3.3.5.2. Fibroblast ve uPKH hücrelerinin karyotip analizi 

Karyotip analizi, kromozomların bölünme sırasında büyüklüğünü, 
morfolojisini, yapısını ve kromozom sayı açısından belirlenmesi ve 
değerlendirilmesi yapılır (Schnedl 1971, Baghbaderani, Syama et al. 2016). 
Karyotip analizinde kromozomların normal veya anormallıkları tespit edilir. 
Karyotip analizi için ilk başta analiz edilen hücre hatlarını bazi işlemlerden sonra 
çoğaltılır ve kromozomların gelişimlerinin belirli bir aşamadan sonra durdurulması 
ve  mikroskopik olarak incelenmesi yapılır (Bickmore 2001, Yu, Vodyanik et al. 
2007, Mayshar, Ben-David et al. 2010). uPKH'ler uzun süre kültür edilmeleri için 
kültür koşulları veya yeniden programlama sırasında kromozomlarında bazı 
anormallikler ortaya çıkabilir. Bu çalışmada, karyotip analizi için, 10 ml’lik falsk 
kültür kapları mTeSER besiyeri içeren matrigel ile kaplandı. MNG-uPKH , PBMC- 
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uPKH (posetif kontrol) ve MNG fibroblast hücreleri kültür ederek çoğaltırıldı ve 
koç üniversitesi genetik merkezine  yapısal ve sayısal açıdan değerlendirilmesi için 
gönderildi. G-şeridi işlemi için hücre bölünmesi metafaz safhasında bloke edildi ve 
giemsa ile boyama işlemi yapıldı ve ışık mikroskop altında kromatin yapısı ve 
sayıları incelemesi yapıldı analiz edildi. 

 

3.3.5.3. UPKH’lerin gen ekspresyon analizi 

Üretilen MNG-uPKH’lerin, pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH’ler ve 
negatif kontrol olarak MNG fibroblast hücresi, pluripotent belirteç genlerinin 
ifadelerini belirlemek için gen ekspresyon analizi, gerçek zamanlı kantitatif 
polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemiyle ile analizi edildi. uPKH’lerden 
RNA elde edildi ve bu RNA’lar geri yazılıma (reverse transcription) tabi tutularak 
cDNA yapıldı. Total RNA, RNeasy Mini Kit (Qiagen) izolasyonu protokolü 
kullanılarak yapıldı.  

RNA izolasyonu için, MNG ve PBMC-uPKH’lerin ve MNG fibroblast 
hücresi besiyeri uzaklaştırıldı ve 350 μl RA1 tamponu ve 3.5  μl  ß- merkaptoetanol 
karışımı ekleyerek hücreler Nükleo Spin Filter tüpler içine toplandı. Tüpler 11.000 
rpm’de 1 dakika santifüj edildi. Daha sonra filtreden geçen sıvı üzerine 350 μl,  %70 
etanol eklendi ve pipetleme yapıldı. Karışım RNeasy-Spin kolonlara aktarıldı ve 
ardından 11.000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildi. Filtreden geçen sıvı atıldı ve 
kolonlara 350 μl RW1 tamponundan eklendi ve 11.000 rpm’de 30 saniye santrifüj 
edildi. Ardından 350 μl MDB eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 
RNase-Free Dnase karışımı, DNaz’ları uzaklaştırmak için kullanıldı. Yani 10 μl 
Dnase (reconstituted rDNase) solüsyonundan alınıp 90 μl Reaksiyon  tamponuyla 
karıştırıldı ve 95 μl kolonlara eklendi ve 15 dakikalık Oda sıcaklığında inkübe 
edildi. Daha sonra birinci yıkama için 200 μl RW2 tamponundan kolonlara eklenip 
11.000 rpm’de 30 saniye santrifüje alındı. Ikinci yıkama için Kolonlar üzerine 600 
μl RA3 tampondan eklendi ve 11.000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildi. Üçüncü 
yıkama için 250 μl RW2 tamponundan kolonlara eklenip 11.000 rpm’de 2 dakika 
santrifüje alındı. En son aşamada kolonların filtreleri, steril 1,5 ml’lik tüplere alındı 
ve 40-60 μl DNaz/RNaz-içermeyen su eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifüj 
ederek RNA’lar toplandı. RNA’ların konsantrasyonları Nanodrop cihazı ile 
ölçüldü. Elde edilen RNA’lardan, cDNA sentezi yapıldı. 1 μg örnek RNA’dan 
cDNA sentezi gerçekleştirildi (Tablo 3.14). Hazırladığımız karışım 65˚C’de 5 
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dakika inkübasyona bırakıldı. Ardından reaksiyon tüpler buz üzerine aktarıldı. 
Daha sonra 2.karışım aşağıda (Tablo 3.15) oranları gibi hazırlandı. 

 

Tablo 3-14. cDNA sentez karışımı. 

 

Tablo 3-15. RT mix karışımı. 

 

RT mix karışımı Miktar (μl) 

DTT (Invitrogen 1631531) (0,1 M) 2 μl 

5X First strand tamponu (Invitrogen 1583847) 5 μl 

Rnasin (RNAse inhibitor) (Promega N2111) 0,5 μl 

 
 
Karışımdan 7,5 μl tüplere eklendi ve oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

Daha sonra 1 μl MMLV RT (Invitrogen 28025-013) enziminden reaksiyon tüpüne 
eklendi ve 37˚C’de 1 saat inkübe edildi. Enzimin aktivitesini durdurmak için 15 
dakika 70˚C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon tüp üzerine 75 μl DNaz/RNaz 
içermeyen deyonize distile su (ddH20) 100 μl’ye tamamlayan şekilde eklendi ve 
örnekler -20˚C’de bir sonraki aşamaya kadar saklandı. uPKH (MNG ve PBMC) ve 
MNG fibroblast hücrelerden total RNA elde edildikten sonra bu hücrelerin 
pluripotent olduğunu belirlemek için Sox2, Oct4, Klf4 ve c-Myc genlerinin 
anlatımını qRT-PCR (ROCHE Light Cycler® 480 cihazı) ile analizi ettik. Bu 

Bileşenin Gereken miktar 

Heksanükleotid karışımı (Random 
Hexamer: Invitrogen 1646524 ) 

1 μl 

dNTP karışımı (2 mM) 2,5 μl 

RNA (1 μg) 12 μl’ye kadar 

dH2O Toplam reaksiyon 16,5 μl olacak şekilde, 
gereken miktarda dH2O ile tamamlandı 
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reaksiyonlarda uPKH belirteci olarak Sox2, Oct4, Klf4 ve c-Myc genlerine özgü 
primerler ve kontrol olarak GAPDH primerleri (Tablo 3.16) kullanıldı. 
Örneklerdeki uPKH gen seviyeleri GAPDH'e oranla ve delta Ct yoluyla belirlendi. 
Gen ekspresyon analizi için örnekler qRT-PCR’a özel 96 kuyucuklu (Roche, 
04729692001) kaplarında hazırlandı (Tablo 3.17). Gen ekspresyon analizi için RT-
PCR ayarları Tablo (Tablo 3.18)’de anlatıldığı gibi gerçekleştirildi. 

 
Tablo 3-16. UPKH gen ekspresyon analizi için (qRT-PCR) kullanılan primerler. 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Primer sekans 

hSox2 F Primer CCCAGCAGACTTCACATGT 

hSox2 R Primer CCTCCCATTTCCCTCGTTTT 

hOct4 F Primer CCTCACTTCACTGCAACTGTA 

hOct4 R Primer CAGGTTTTCTTTCCCTACGT 

hKlf4 F Primer ATGAACTGACCAGGCAGTA 

hKlf4 R Primer GTGGGTCATATCCACTGTCT 

c-Myc F Primer TGCCTCAAATTGGACTTTGG 

c-Myc R Primer GATAATTCTGTGTAACTGC 

GAPDH F Primer GAA GGC TGG GGC TCA TTT 

GAPDH R Primer CAGGAGGCATTGCTGATGAT 
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Tablo 3-17. RT-PCR reaksiyonu bileşenleri. 

Bileşen Miktar (μl) 

SYBR Green master mix (2X) 
 

10 μl 

F/R Primer karışımı (her primer 2,5 μM) 
 

1 μl 

cDNA 
 

2 μl 

  dH2O 6 μl 

 
 

Tablo 3-18. Gen ekspresyon analizi için RT-PCR ayarları. 

Aşama Sıcaklık (˚C) Süre Döngü sayısı 

Döngü 1 
Başlangıç 

denatürasyonu  
95 3 dk. 1 

Döngü 2 

Denatütasyon  

Bağlanma  

Uzama  

95 

60 

72 

10 sn. 

30 sn. 

30 sn. 

40 

Döngü 3 Son uzama  72 5 dk. 1 

 
 

3.3.5.4. UPKH’ların immunofloresans boyaması 

Elde ettiğimiz uPKH’ları analiz etmek amacıyla immünofloresans (IF) 
boyama yapıldı. Immünofloresans deneyleri için Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve 
SSEA4’ye özgü primer antikor kullanılarak, tabakta fikse edilmiş uPKH 
kolonilerinin üzerinde uygulandı. İmmünofloresans boyama için ürettiğimiz MNG-
uPKH ve pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH hücresi kullanıldı. Boyama işlem 
öncesinde 12-kuyucuklu kültür kapları 12 mm otoklavlanmış cover slip içeren 
matrigel ile kaplandı ve hücre ekimi yapıldı. Yaklaşık 3-4 gün sonrası hücre peti 
kabın %50’sini kapladığında, hücreler boya işlemine alındı.  
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İmmünofloresans boyama aşamaları aşağıda belirtildiği gibidir 

1. Hücreler bir defa PBS ile yıkandıktan sonra fiksasyon için %0.4 
paraformaldehid/PBS de 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 
fiksasyon sonrası 3 kez PBS ile yıkanır. 

2. Hücrelerin geçirgenliğini sağlamak için %0,2 Triton X-100/PBS ekleyerek 
30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha sonrası 3 kez PBS ile 
yıkanır. 

3. Spesifik olmayan birincil antikorların bağlanması için Blocking solüsyonu 
(3% BSA ve 5% donkey serum/PBS) ekleyerek oda sıcaklığında inkübe 
edildi. 2 saat sonrası Blocking solüsyonu aspire edildi. 

4. Primer antikorlar SSEA-4, TRA-1-60, Oct4 ve Nanog 1:100 oranında 
bloking solüsyonu ile dilüe ettikten sonra, cover slipler / hücre bir gece 
boyunca karanlık odada, +4°C’de inkübe edildi. (Table 3.19) 

5. Eretesi gün primer solüsyonu aspire edildi ve bağlanmayan primer antikoru 
uzaklaştırmak için cover slip / hücre 5 defa PBS ile yıkandı. 

6. Flüorofor ile konjuge olamayan primer antikorlar’la (Oct4 ve Nanog) 
boyadığımız hücreler, flüorofor ile konjuge edilmiş sekonder antikor ile 
1:300 oranında bloking solüsyonu ile sulandırıldı ve karanlık odada, 
+4°C’de 3 saat inkübe edildi. Flüorofor ile konjuge edilen primer 
antikorlar’la (SSEA ve TRA-1-60) boyadığımız hücreler, sekonder 
antikor’la boyamamıza gereek kalmadı. 

7. Sekonder antikor aspire edildi ve cover slip / hücre 3 defa PBS ile yıkandı. 
8. Hücreler 1:10,000 oranında Hoechst 33342 (PBS’in içinde) ile  muamele 

edildi ve 10 dakika inkübasyona bırakıldı. 
9. Cover slip / hücre ters şekilde lam üzerine alındı ve cover slip etrafı hiç hava 

almadığı şekilde iyice kapatıldı. 
10. Hücreler Konfokal mikroskop kullanılarak incelendi.  
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Tablo 3-19. İmmünofloresans boyaması için antikorlar. 

Hedef Marka Primer antikor Sekonder antikor 

Oct4 
Abcam 
Ab19857 
 

Rabbit IgG, 
1:100 oranında bloking 
solüsyonunda 
sulandırıldı 

Alexa Fluor 488 Anti-
rabbit, 
1:300 oranında bloking 
solüsyonunda 
sulandırıldı 

Nanog 
Abcam 
Ab21624 
 

Rabbit IgG, 
1:100 oranında bloking 
sulandırma tamponu 
eklendi 

Alexa Fluor 488 Anti-
rabbit, 
1:300 oranında bloking 
solüsyonunda 
sulandırıldı 

SSEA4 BD 
560218 

Mouse IgG3k, 
1:100 oranında bloking 
solüsyonunda 
sulandırıldı 

- 

TRA-1-60 BD 
560173 

Mouse IgG3k, 
1:100 oranında bloking 
solüsyonunda 
sulandırıldı 

- 

 

 

3.3.6. UPKH’lerin in vivo karakterizasyonu 

3.3.6.1. Tratoma oluşumu 

Elde edilen uPKH kolonilerinin pluripotensiyel özelliğini gösteremek için, 
bağışıklığı baskılanmış (SCID) farelere enjekte edilerek teratom oluşturma 
kapasiteleri teyid ve incelenir. Enjekte edilen uPKH’ler teratoma oluşumuna yol 
açar. Elde ettiğiğmiz MNG-uPKH kolonileri, pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH 
kolonileri ve negatif kontrol olarak MNG fibroblast hücreleri in vivo 
karakterizasyonu için kullanıldı (Zhang, de Almeida et al. 2012). Hücre toplama 
işlem iki saat öncesinde, hücre steres azalması için, 1ml taze mTeSER besiyeri 
eklendi. Kültür kabının yüzeyini tamamen kaplayıp yaygın ve Konfluent hale gelen 
ve farklılaşmamış uPKH kolonilerini, içeren kültür kabı 2 kere bazal besiyeri 
DMEM-F12 ile yıkandı. 6-kuyucuklu kültür kabın 6 kuyucuğundan hücre toplama 
işlemi yapıldı. Yapışan uPKH kolonilerin tabandan ayrılması için önceden 
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hazırlanmış ve 37˚C’de ısıtılmış 1ml Kollajenaz IV (1 mg/ml) kullanıldı. 3-5 dakika 
37˚C inkübe edildikten sonra Kollajenaz IV aspire edildi ve ardından uPKH’ler 
bazal besiyeri DMEM-F12 ile yıkandı. Her kuyucuğa 2 ml DMEM-F12 eklendi. 
uPKH’ler hücre kazıcıyla (corning) tabandan ayrılması sağlandı. Daha sonar 
hücreler 15ml’lik tüpler içerisine toplandı ve 1.000 rpm’de 2dk santrifüj edildi. 
Süpernatan uzaklaştırıldı. Hücre pelleti üzerine 1:1 oranında soğuk matrigel içeren 
D10 ile (120 μl matrigel, 120 μl D10) süspansiyon haline getirildi. Farklılaşmamış 
insan uPKH hücreleri bağışık sistemi baskılanmış 4-6 haftalık SCID farelere intra-
müsküler enjeksiyonla verildi. Her bir enjeksiyon 100 ul hacminde matrigel-D10-
uPKH karışımı olacak şekilde ayarlandı. Enjeksiyonlar stril kabin içinde ve anestezi 
sağlanmadan, 21 gauge iğne ile üst bacak kasının (quadriceps) içine yapıldı ve 
farele M1 (MNG fibroblast, negative kontrol), M2 (MNG-uPKH) ve M3 (PBMC-
uPKH, positif kontrol) olarak şekilde adlandırıldı. Enjeksiyondan 4-10 hafta sonra 
teratom oluşumu başladı. Teratomalar beklediğimiz boyuta olaştığında SCID 
fareler sakrifiye IACUC-approved method edildi. Teratom dokusu diseksiyon 
aletleri kullanılarak çıkarıldı, iki kere PBC ile yıkadıktan sonra % 10 formaldehit 
solüsyonu içerisinde 24 saat bekletildi. % 10 formaldehit solüsyonunda bekletilen 
tratomalar (M1, M2 ve M3) koç üniversitesi histopatoloji departmanına (Prof. Dr. 
Arzu Ruacan) gönderildi. Histolojisi incelenmek üzere parafin kesitler alınıp 
immünohistokimyasal boyama (hematoxylin ve eosin boyama) yapıldı. Alınan 
teratoma kesitler boyaması ile  uPKH oluşumunu gerçekleştiren ve teratom 
karakterini gösteren ektodermal, endodermal ve mezodermal kaynaklı hücrelerin 
gözlemlendi. 

3.4. İnsan uPKH’lerinden NKH (upNKH) Elde Edilmesi 

UPKH’lerden verimli NKH üretmek için iki farklı yöntem (Embriyoid 
cisimciğe (EB) ve Monolayer kültür yöntemleri) kullandık. Daha sonra oluşan 
NKH’lerin karakterizasyonu için morfolojik, moleküler düzeyde, histolojik olarak 
ve farklılaşma çalışmaları yapıldı. Bu iki yöntem arasındaki temel farklılıkları 
Tablo 3.20 belirtilmiştir.  
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Tablo 3-20. Embriyoid cisimcik ve Monolayer kültür yöntemler arasındaki temel 
farklılıklar. 

 

 Nöral İndüksiyon Protokol 

 Embriyoid 
cisimcik 

Monolayer 
kültür 

Gün (NKH indüksiyon 
başlangıçı) 

15-25 6-9 

Nöral İndüksiyon onaylama  
metodu 

Gözlem kontrolu/ 
Fenotipik 

karakterizasyonu 

Fenotipik 
karakterizasyonu 

Nöral rozete seçimi Evet Yok 

Kullanılan besiyeri FGF-Free hES Nöral İndüksiyon 
Besiyeri 

 

 

3.4.1. UPKH’lerden EB yöntemi ile upNKH izolasyonu 

UPKH’ların NKH’ya farklılaştırılması daha önceden Embriyonik Kök 
hücrelerde uygulanmış sistemlerden faydalandık (Itskovitz-Eldor, Schuldiner et al. 
2000, Schuldiner, Eiges et al. 2001, Kurosawa 2007). Buna göre, uygun koşullarda 
büyümekte olan, farklılaşmamış ve pluripotent özellikleri kanıtlanmış uPKH 
dizilerinden (MNG hastalarından üretilmiş olan ve pozetif kontrol olarak pBMC 
hücreleri) seçilip ve embriyoid cisimcik (EB) elde edildi. Daha sonra EB’ler 
seçilerek ve seçici besiyerlerinde NKH’lerine dönüştürüldü (Şekil 3.14). 
Embriyoid cisimcik (EB) oluşturma aşamaları aşağıda belirtildiği gibidir; 

Gün 0 : uPKH’lerden EB oluşumuna başlangıç 

1. İlk olarak, EB oluşumu için, mTeSR1’de büyümekte olan, pasajlanmaya 
hazır ve farklılaşmamış MNG-uPKH’ler ve PBMC-uPKH kolonileri 3.3.3.3 
bölümünde analtıldığı gibi, ReLeSR enzimi kullanarak falkon tüpe topladık 
ve 1.000 rpm’de 2dk santrifüj edildi.  

2. Daha sonra süpernatan uzaklaştırıldı ve hücre pelleti üzerine 2 ml olacak 
şekilde FGF-free (w/0) hES besiyeri (DMEM/F12 1:1 karışımı, 20% 
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Knock-out serum replacement (KOSR), 1% L-glutamin, 0,1 mM  zaruri 
olmayan amino asitler (non-essential) (MEM-NEAA), 0,1mM β-
mercaptoethanol, penisilin/streptomisin) eklendi ve yavaşça ve uPKH 
kolonileri, tek hücre hale gelmeden süspansiyon haline getirildi.  

3. Süspansiyon haline getirdiğimiz uPKH’ler 6-kuyucuklu olan low-adherent 
hücre kültür petrilerin 1 kuyucuğuna eklendi. Embriyoid cisimcik (EB) 
oluşma verimini artırmak için 2uM DotlL inhibitörü (EPZ004777, iDotlL) 
eklendi ve 37˚C’lik (çalkalayıcı üzerinde olmayan) inkübatör içerisinde 
transfer edildi ve EB oluşumu sağlandı. 

Gün 1-6 : 

4. Her gün mikroskopik inceleme yapıldı ve hücrelerin besiyerleri 4 gün 
boyunca 1 ml’lik mikropipet kullanarak, besiyerinin 1,5 ml’i uzaklaştırıldı 
ve tekrar 1,5 ml taze FGF-free hES besiyeri eklendi. 

Gün 7 : EB’lerin toplanması nkh indüksiyon başlangıçı 

5. Oluşan EB’ler ikinci aşamada Nöral Indükleme’ye tutuldu. 
6. 1-2 saat öncesinden 6-kuyucuklu kültür kapları DMEM-F12 içeren matrigel 

ile kaplandı. Hücre kültür petrilerine konulan matrigel solüsyonu 10-20 
dakika oda sıcaklığında bırakıldı ve kültür kabı 2 kere D-PBS ile yıkandı ve 
her kuyucuğa 2 ml Nöral Indüksiyon farklılaşma Besiyeri (serum free 
besiyeri) (05835/05839, STEMdiff Neural İnduction Medium) eklendi. 

7. Oluşan EB’ler steril ortamda ve diseksiyon mikroskop altında 1ml’lik 
mikropipet kullanarak seçilerek ve her kuyucuğa yaklaşık 20-25 EB gelecek 
şekilde EB’ler ekildi. 

8. EB’ler tabağın tabanına yapıştıktan sonra, 7 gün boyunca  besiyeri her gün 
yenilendi. 

Gün 14: Nöral Rozette seçimi ve toplaması 

9. Morfolojik olarak mikroskopik incelemesinde, Nöro ektodermin başlangıç 
hücrelerini temsil eden  Nöral Rozette hücre (Neural Rosette) oluşumu 
gözlemlendi. 

10. Pasjlama işlem 1-2 saat öncesinden 6-kuyucuklu kültür kapları DMEM-F12 
içeren matrigel ile kaplandı ve 10-20 dakika oda sıcaklığında bırakıldı. 
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11. Pasajlama iki saat öncesinde, hücre steres azalması için, her kuyucağa 1 ml 
Nöral Indüksiyon Besiyerin eklendi.  

12. Pasajlanacak kültür kabı 2 kere D-PBS ile yıkandı ve aspire edildi ve 1ml/ 
6-kuyucuk Nöral Rozette Seçim Reaktif (05832,STEMdiff™ Neural 
Rosette Selection Reagent) eklendi ve 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. 

13. Nöral rozette seçim reaktif aspire edilerek uzaklaştırıldı ve 1ml DMEM-F12 
eklend. 

14. Yüzeyde olan hücreler 15ml’lik tüpler içerisine toplandı ve 350˟g’de 5dk 
santrifüj edildi. 

15. Daha sonar hücreler süpernatan uzaklaştırıldı ve hücre pelleti üzerine 
mTeSR1 besiyeri ile eklendi ve yavaşça süspansiyon haline getirildi.  

16. Hücre kültür petrilerine konulan matrigel solüsyonu aspire edildi ve üzerine 
Nöral Indüksiyon Besiyerin eklendi. 

17. Süspansiyon haline getirilen Nöral rozette’ler 1:1 olarak şekilde matrigel 
üzerine aktarıldı,  verimini artırmak için 2uM DotlL inhibitörü (EPZ004777, 
iDotlL) eklendi ve 37˚C’lik inkübatöre transfer edildi.  

Gün 15-25:  upNKH’lerin oluşumu 

18. 12-14 gün boyunca hücrelerin besiyerleri 2 ml Nöral Indüksiyon besiyeri ile 
hücreler Konfluent hale gelene kadar değiştirildi. 
 

 

Şekil 3.14. UPKH’lerden EB oluşturma yöntemi ile, NKH (upNKH) oluşturma deneylerinde 
kullanan protokol şeması. UPKH’ler EB oluşturduktan sonra üç aşamalı bir 
farklılaşma protokolü uygulandı. Önce EB oluşumu sağlandı daha sonra Nöral Rozet 
oluşturuldu ve enzimatik olarak izole edildi ve son aşama olarak spesifik 
besiyerlerinde NKH’ye dönüştürüldü. 
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3.4.2. UPKH’lerden monolayer kültüe yöntemi ile (2D) upNKH 
izolasyonu 

UPKH’lerden, NKH üretmek için ikinci yöntem olarak, optimize ettiğimiz 
Monolayer (2D) kültür yöntemini kullandık. Bu yöntem diğer yönteme göre elde 
ettiğimiz Nöral kök hücreler diğer yönteme göre daha verimliydi. MNG 
hastalarından ürettiğimiz uPKH’ler ve posetif kontrol olarak kullandığımız PBMC 
hücreleri pluripotent özellikleri test edildi. Daha sonra mTeSR1’de büyümekte olan  
uPKH kolonilerin farklılaşmaya urayan bölgeleri ters mikroskop altında işaretlendi 
ve laminer akış kabın içerisinde stereo mikroskop yardımıyla ve 10 ul'lik bir pipet 
kullanılarak atıldı. Besiyeri aspire edildi ve hücreler 3-4 ml bazal besiyeri PBS ile 
yıkandı. Yapışan uPKH kolonilerin tabandan ayrılmaları ve tek hücre hale 
gelmeleri için önceden hazırladığımız ve 37˚C’de ısıtılmış 1ml Gentle Cell 
Dissociation Reagent (# 07174)  ile 8-10 dakika 37˚C inkübe edildi. Daha  sonra 
mikroskopik inceleme yapıldı. Hücrelerin tabandan ayrılmaları için pipet 
yardımıyla 3-5 defa pipetaj yapıldı ve daha önce içerisine 6 ml DMEM-F12 
koyulmuş 15 ml’lik tüplere 1˟106 hücre gelecek şelilde aktarıldı ve 350˟g’de 5dk 
santrifüj edildi.  

Daha sonra süpernatan uzaklaştırıldı ve hücre pelleti üzerine 2 ml olacak 
şekilde Nöral Indüksiyon farklılaşma Besiyeri (05835/05839, STEMdiff Neural 
İnduction Medium) + 2uM DotlL inhibitörü (EPZ004777, iDotlL) eklendi. 1-2 saat 
öncesinden 6-kuyucuklu kültür kapları DMEM-F12 içeren matrigel ile kaplandı. 
Hücre kültür petrilerine konulan matrigel solüsyonu 10-20 dakika oda sıcaklığında 
bırakıldı. 6-kuyucuklu kültür kabın bir kuyucuğuna, 2 ml hücre süspansiyonun’dan 
(1˟106 hücre / kuyucuk) ekleni ve 37˚C’lik inkübatör içerisinde transfer edildi ve 
NKH oluşumu sağlandı. Hücreler tabana yapıştıktan sonra yaklaşık 15-18 gün 
boyunca üzerindeki besiyeri yavaşça uzaklaştırıldı ve yeni Nöral Indüksiyon 
farklılaşma besiyeri ile değiştirildi ve bu süreçte hücrelerin büyümesi kontrol edildi. 

Hücreler  petri kabı yüzeyinin % 80-90’ini kapladığında (pasaj1), hücreler 
Gentle Cell Dissociation Reagent kullanarak pasajlandı. 6-kuyucuklu kültür kabın 
her kuyucuğuna, hücre süspansiyonun’dan (2˟105 hücre / kuyucuk) ekleni ve 
37˚C’lik inkübatör içerisinde transfer edildi. Hücreler petri kabı yüzeyinin % 80-
90’ini kapladığında kadar (pasaj 2) ve yaklaşık 25-28 gününe kadar yeni Nöral 
Indüksiyon farklılaşma besiyeri ekleyerek besiyeri değişirildi. (Şekil 3.15). Bu 
süreç pasaj 3’e kadar devam edildi, daha sonra oluşan NKH’ler, Nöral Çoğaltma 
besiyerine aktarıldı. 
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Şekil 3.15. UPKH’lerden Monolayer (2D) kültüe yöntemi ile NKH (upNKH) oluşturma 
deneylerinde kullanan protokol şeması. 
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3.4.3. MNG hastalarından kaynaklanan uPKH’lerden üretilmiş olan 
upNKH’lerin izolasyonu ve çoğaltılması 

Embriyoid cisimcik (EB) veya Monolayer (2D) yöntemi ile elde ettiğimiz 
NKH’ler diseksiyon mikroskop altında steril kabinlerde pipetleyerek izole edildi ve 
daha sonra optimize ettiğimiz aşamalara göre nöral çoğaltma (Neural expansion) 
besiyerine  geçirildi. Bu aşamada hücreler NKH morfolojisine kavuştu. 
Morfolojileri mikroskop altında incelendi. Önce yapışkan olarak (birincil NKH), 
daha sonra ise nörosfer  (ikincil NKH) olarak büyütüldü. 1-2 saat öncesinden 6-
kuyucuklu kültür kapları DMEM-F12 içeren matrigel ile kaplandı. Pasajlama 
işlemleri için önceden hazırladığımız ve 37˚C’de ısıtılmış 1ml ACCUTASE™ 
(#07920) ile 5-10 dakika 37˚C inkübe edildi. Hücrelerin tabandan ayrılmaları için 
pipet yardımıyla pipetaj yapıldı ve içerisine 6 ml DMEM-F12 koyulduktan sonra 
NKH süspansiyon 15ml’lik falkonlara transfer edildi ve 350˟g’de 5dk santrifüj 
edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı.  

Hücre pelleti üzerine hazırladığımız 4ml nöral çoğaltma (Neural expansion) 
besiyeri (Tablo 3.21) +4uM DotlL inhibitörü (EPZ004777, iDotlL) konuldu ve 
37˚C’lik inkübatör içerisinde transfer edildi. Ertesi gün mikroskop altında hücre 
canlılığı incelenir ve besiyeri hücreler petri kabı yüzeyinin % 80-90’ini 
kapladığında kadar (yaklaşık 10 gün) değiştirildi. İzole ettiğimiz ve çoğalttımız 
upNKH’lerin bir kısmı çoğaltılıp ve hazırladığımız NPM dondurma besiyeri, 0,22 
μm DMSO-güvenli filtreden geçirdikten sonra (Table 3.22) sıvı nitrojen tankında 
saklandı bir kısmı ise in vitro deneylerle araştırıldı.  

 

 Tablo 3-21. Nöral çoğaltma besiyerinin içeriği. 

Tablo 3-22. NPM dondurma besiyerinin içeriği. 

Bileşenin Katalog No 
90 ml için 
gereken 

miktar (ml) 
STEMdiff™ Neural Progenitor 
Medium #05834 98 ml 

STEMdiff™ Neural Progenitor 
Supplement A (50X)  #05836 2 ml 

Supplement B (1000X)  #05837 100 ul 
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3.5. Elde Edilen upNKH Karakterizasyonu 

Bu aşamada uPKH’lerden elde ettiğimiz NKH’lerin (upNKH) gen ifade 
örüntülerinin standart NKH’larla benzerlik göstermesi, ve pluripotens genlerinin 
susmuş olması beklenmekteydi. Seçici indüklemenin sonucunda oluşan NKH’lerin 
karakterizasyonu için morfolojik olarak (nörosfer oluşturma kapasiteleri), 
moleküler düzeyde (RT-PCR), histolojik olarak (Nestin immünofloresan) ve 
farklılaşma çalışmaları (nöron ve astrosit) yapıldı. 

 

3.5.1. upNKH’lerin morfolojik olarak nörosfer oluşturma kapasite 
incelenmesi 

NKH’ler in vitro koşullarda multipotent nörosfer oluşturma kapasiteye sahip 
hücreler olarak tanımlanır. Bu multipotent prolifratif nörosferler, seçici koşullarda 
nöron, astrosit ve oligodendrosit hücrelere farklılaşma özelliğe sahipler. İn vitro 
koşullarda nörosfer oluşturan hücreler, nöral kök hücre (upNKH) olarak tanımlanır 
(Reynolds and Rietze 2005). uPKH’lerden kontaminasyon olmadan saf olarak elde 
edilen MNG-upNKH’lerin ve Negatif kontrol olarak Periferik kan mononükleer 
hücreler (PBMC) morfolojik olarak incelenmesi için ilk olarak mikroskop altında 
morfolojik inceleme yapıldı. Daha sonra MNG-NKH’lerin nörosfer oluşturma 
kapasiteleri incelendi. Bunun için nöral çoğaltma (Neural expansion) besiyerinde 
hücreler kültür plağına sıkı bir şekilde yapışık, büyümekte olan NKH’ler, hücre 
kültür petri kabının yüzeyini % 80’ini kapladığında ve Konfluent hale 
geldiklerinde, üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve PBS ile yıkadıktan sonra, 
üzerine taze nöral çoğaltma besiyeri eklendi. Daha sonra hücreler kazıcıyla (cell 
lifter) hücre petri tabandan ayrılması sağlandı ve 15 ml’lik falkon tüpleler toplandı. 

Bileşenin Oran 
(%) 

10 ml için gereken 
miktar (ml) 

Nöral çoğaltma besiyeri 40 4 

HyClone™ AdvanceSTEM Serum 
Replacement 50 5 

DMSO 10 1 
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Çök yavaş pipetaj yaparak süspansiyon haline getirildi. 350˟g’de 5dk santrifüj 
edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı ve hücre pelleti üzerine yaklaşık 5 ml EGF/FGF-
upNKH (EF-upNKH) besiyeri (Table 3.23) eklendi ve süspansiyon haline getirildi. 
Süspansiyon haline getirdiğimiz hücreler önceden hazırladığımız 6-kuyucuklu 
kültür kabın 2 kuyucuğuna ekildi ve nörosfer oluşumu sağlandı. Nörosfer oluşma 
verimini artırmak için 2uM DotlL inhibitörü (EPZ004777, iDotlL) eklendi ve  37 ° 
C'de % 5 CO2'lik inkübatör içerisinde transfer edildi. Yaklaşık 3 gün sonrası 
mikroskopik inceleme yapıldı ve hücrelerin besiyerleri 1 ml’lik mikropipet 
kullanarak, çök dikatlı bir şekilde besiyerinin 1 ml’i uzaklaştırıldı ve tekrar 1 ml 
taze EF-upNKH besiyeri eklendi. Pasajlama işlemleri için yaklaşık 14-16 gün 
sonrası oluşan nörosfer’ler steril ortamda ve diseksiyon mikroskop altında 1ml’lik 
mikropipet kullanarak seçildi. Nörosferlerin bir kısmı kısmı 15 ml’lik falkon tüpe 
toplandı. 350˟g’de 5dk santrifüj edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı ve EF-upNKH 
besiyeri içeren 6-kuyucuklu kültür kabın 2 kuyucuğuna gelecek şekilde ekleyerek 
çoğalması sağlandı (Şekil 3.16) Nörosferlerin diğer kısmı santrifüj yaptıktan sonra 
hazırladığımız EF-upNKH dondurma besiyerinde (% 40 EF-upNKH, % 50 
HyClone™ Advance STEM Serum Replacement ve % 10 DMSO), 0,22 μm 
DMSO-güvenli filtreden geçirdikten sonra sıvı nitrojen tankında saklandı (Azari, 
Sharififar et al. 2011). 

 

Tablo 3-23. EF-upNKH besiyerinin içeriği. 

 

 

 

 

 

Bileşen 
500 ml için gereken 

miktar (ml) 
Katalog No 

Neurobasal Besiyeri 500 ml # 21103049 

L-Glutamine 7,5 ml #  11140-050 

B27 suplement 10 ml # 17504-044 

N2 supplement 2,5 ml # 17502-048 

Pen-Strep 2,5 ml # 15140-122 

Heparin 500 ul # 07980 

FGF (20 ng/ml) 100 ul # PHG0266 

EGF (20 ng/ml) 50 ul # PHG0313 
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Şekil 3.16. Nörosfer oluşturma protokol şeması. 

 

3.5.2. UPNKH’lerin gen ekspresyon analizi 

Bu aşamada negatif kontrol olarak kullandığımız MNG-fibroblast ve MNG-
uPKH’lar ve ayrıca MNG-uPKH’lerden elde edilen MNG-NKH’lerin (upNKH) 
gen ifade örüntülerinin standart NKH’larla benzerlik göstermesi, ve pluripotens 
genlerinin susmuş olması beklenmekteydi. Seçici indüklemenin sonucunda oluşan 
upNKH’lerin gen ekspresyon analizi, gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir 
reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemiyle ile analizi edildi.  

Buna göre, upNKH’lerden RNA elde edildi. Total RNA izolasyonu için, ilk 
önce çoğaltma besiyerinde büyümekte olan ve hücre kültür kabın yüzeyini yaklaşık 
% 80’ini kapladığında besiyeri uzaklaştırıldı ve 350 μl RA1 tamponu ve 3.5  μl  ß- 
merkaptoetanol karışımı ekleyerek hücreler Nükleo Spin Filter tüpler içine toplandı 
ve RNeasy Mini Kit (Qiagen) izolasyon protokolü kullanılarak gerçekleştirildi. 
Elde edilen RNA’lar geri yazılıma (reverse transcription) tabi tutularak cDNA 
sentezi yapıldı 1 μg örnek RNA’dan cDNA sentezi gerçekleştirildi. RNA 
izolasyonu ve cDNA sentezi 3.3.5.3 bölümünde anlatıldığı gibi gerçekleştirildi. 
MNG-uPKH, MNG-fibroblast ve MNG-NKH’lerin total cDNA sentezi yapıldıktan 
sonra bu hücrelerin pluripotens ve NKH belirteç genlerinin ifadeleri qRT-PCR 
yöntemiyle belirlendi. Bu reaksiyonlarda uPKH belirteci olarak Sox2, Oct4 
genlerinin özgü primerler ve NKH belirteci olarak Nestin, Pax6, Glast, Blp, Sox1 
genlerine özgü primerler ve kontrol olarak GAPDH primerleri kullanıldı (Tablo 
3.24). Gen seviyeleri GAPDH'e oranla ve delta Ct yoluyla belirlendi. Gen 
ekspresyon analizi için RT-PCR ayarları 3.3.5.3 bölümünde, Tablo 3.18’de 
anlatıldığı gibi gerçekleştirildi. 
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Tablo 3-24. NKH gen ekspresyon analizi için kullanılan primerler. 

Primer Primer sekans 

Nestin_F Primer TGAAAAGTTCCAGCTGGCTGTGG 

Nestin_R Primer TGTTTGCAGCCGGGAGTTCT 

PAX6_F Primer ATCCGAGATTTCAGAGCCCCA 

PAX6_R Primer CGCCCGTTGACAAAGACACCA 

GLAST_F (SLC1A3) Primer TCGGAATGCTTTTGTGCTGCTC 

GLAST_R  (SLC1A3) Primer TATCTAGCGCCGCCATTCCTGTG 

Blp_F (DYNLRB1) Primer CGGATCGGTCGGAAATGAGGT 

Blp_R (DYNLRB1) Primer GTGCTCCGTGCCTTCAGGAT 

 Sox1_F Primer CGCTGACACCAGACTTGGGTT 

Sox1_R Primer AGCAACGCGGAGGAAAGTGA 

hSox2 F Primer CCCAGCAGACTTCACATGT 

hSox2 R Primer CCTCCCATTTCCCTCGTTTT 

hOct4 F Primer CCTCACTTCACTGCAACTGTA 

hOct4 R Primer CAGGTTTTCTTTCCCTACGT 

GAPDH F Primer GAA GGC TGG GGC TCA TTT 

GAPDH R Primer CAGGAGGCATTGCTGATGAT 

 
 

  



70 
 

 
 

3.5.3. UPKH’ların immünofloresans boyaması 

Farklılaşmış hücrelerin tanımlanması için upNKH’ler, histolojik olarak 
immünofloresans boyama tekniği kullanılarak, Konfokal mikroskop ile 
değerlendirildi. Immünofloresans deney için, Nestin’e (nöron öncülü hücre 
belirteci) özgü primer antikor kullanılarak araştırıldı. Nestin intermediate flaman 
proteini olarak, nörak kök / progenitör hücre (NKH) markerleri arasında, gelişmiş 
hücrede, hücre gelişimindeki ve CNS gelişiminde en önemli faktör olarak 
bilinmemektedir. Immünofloresans boyama için Nestin’e özgü primer antikor 
kullanılarak, tabakta fikse edilmiş upNKH’ler, üzerinde uygulandı. 

İmmünofloresans boyama işlmine başlamadan önce (1-2 saat öncesinden), 
12-kuyucuklu kültür kapları, 12 mm otoklavlanmış cover slip ve NPM besiyeri 
içeren matrigel ile kapladıktan sonra upNKH’lerin ekimi yapıldı. Yaklaşık 7-8 gün 
sonrası hücre peti kabın %60’sini kapladığında, hücre byama işlemi uygulandı. 
Hücreler bir defa PBS ile yıkandıktan sonra fiksasyon için %0.4 
paraformaldehid/PBS de 20 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha sonra 
paraformaldehid/PBS uzaklaştırıldı ve 3 kez soğuk PBS ile yıkanır. NKH hücrelerin 
geçirgenliğini sağlamak için %0,2 Triton X-100/PBS ekleyerek 10 dakika oda 
sıcaklığında inkübe edildi ve tekrar 3 kez PBS ile yıkanır. Spesifik olmayan birincil 
antikorların bağlanması için Blocking solüsyonu (3% BSA ve 5% donkey 
serum/PBS) ekleyerek 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Yarım saat 
sonunda blocking solüsyonu uzaklaştırıldı ve tekrar 3 kez PBS ile yıkanır. 
upNKH’lere özgü Nestin primer antikor (Anti-Nestin antibody)1:100 oranında 
bloking solüsyonu ile dilüe edildi ve gece boyunca karanlık odada, +4°C’de 
bırakıldı. Eretesi gün primer solüsyonu aspire edildi ve bağlanmayan primer 
antikoru uzaklaştırmak için 5 defa PBS ile yıkandı. Flüorofor ile konjuge olamayan 
primer antikor’la (Nestin) boyadığımız hücreler, flüorofor ile konjuge edilmiş 
sekonder antikor  ile 1:1000  oranında bloking solüsyonu ile sulandırıldı ve karanlık 
odada, +4°C’de 3 saat inkübe edildi. Sekonder antikor aspire edildi ve cover slip / 
hücre 3 defa PBS ile (karanlık odada) yıkandı. Hücreler 1:10,000 oranında Hoechst 
33342 (PBS’in içinde) ile muamele edildi ve 10 dakika inkübasyona bırakıldı. 
Cover slip / hücre ters şekilde lam üzerine alındı ve cover slip etrafı hiç hava 
almadığı şekilde iyice kapatıldı (Tablo 3.25). Nestin pozitifliği Konfokal mikroskop 
kullanılarak değerlendirme yapıldı. 
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Tablo 3-25. İmmünofloresans boyaması için antikorlar. 

 

 

3.5.4. Oluşturulan NKH’lerin Nöron ve Astrosit farklılaştırılması 

Oluşan upNKH’lerin, bütün belirteçleri beklendiğimiz şekilde  yani 
morfolojik olarak (nörosfer oluşturma kapasiteleri), histolojik olarak (Nestin 
immünofloresansı), ve moleküler düzeyde araştırıldıktan sonra, uPKH’lerden elde 
edilen NKH’lerin (upNKH) gen ifade örüntülerinin standart NKH’lerle benzerlik 
göstermesi ve pluripotens genlerinin susmuş olması saptandı. karakterizasyonu 
deneyler sonucu NKH tanımlarına uyan upNKH’ler, kontaminasyonu olmadan saf 
olarak elde edilen upNKH’ler daha sonra in vitro farklılaşma deneyleriyle 
incelendi. Buna göre, upNKH’lerin, seçici koşullarda nöron ve astrosit oluşturma 
kapasiteleri, farklılaşma besiyerlerinde incelendi. 

Nöral çoğaltma (Neural expansion) besiyerinde olan NKH’lar, kültür plağına 
sıkı bir şekilde yapışık ve hücre kültür petri kabının yüzeyini % 80’ini kapladığında 
ve Konfluent hale geldiklerinde, üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve PBS ile 
yıkandı. Hücreler  1ml ACCUTASE™ (#07920) kullanarak 5-10 dakika 37˚C 
inkübe edildi. Hücrelerin tabandan ayrılmaları için pipet yardımıyla pipetaj yapıldı 
ve üzerine 5 ml NPM besiyeri konuldu. Hücre sayımı  yapıldı ve 350˟g’de 5dk 
santrifüj edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı. 1-2 saat öncesinden 6-kuyucuklu kültür 
kapları F12 içeren Geltrex (1X) (Geltrex® LDEV-Free, Kat.No. A1413201) ile 
kaplandı. Hücre kültür petrilerine konulan Geltrex solüsyonu 1 saat 37˚C’lik 
inkübatör içerisinde bırakıld. Geltrex ile kaplanan 6-kuyucuklu kültür kabın 
üzerinde olan solüsyon uzaklaştırıldı ve 2 kere PBS ile yıkandıktan sonra, her bir 
kuyucuğuna, 2 ml hücre süspansiyonun’dan (5˟104 hücre / kuyucuk) ekleni ve 
37˚C’lik inkübatör içerisinde transfer edildi. İkinci gün hücreler tabana yapıştıktan 
sonra üzerindeki besiyeri yavaşça uzaklaştırıldı. Kuyucukların birine nöron 
farklılaşma besiyeri (Tablo 3.26) ve diğerine astrosit farklılaşma besiyeri (AGM™ 
BulletKit™ Kat.No. CC-3186) (Tablo 3.27) eklendi ve nöron ve astrosit oluşumu 

Hedef 
Marka, 
kat. No. 

Primer antikor Sekonder antikor 

Anti-
Nestin 
antibody  

Abcam,  
ab92391  

Rabbit IgG, 
1:100 oranında bloking  
solüsyonunda sulandırıldı 

Alexa Fluor 488 Anti-rabbit, 
1:300 oranında bloking  
solüsyonunda sulandırıldı 
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sağlandı. Astrosit ve Nöron oluşması sonrası, hazırladığımız astrosit (% 40 astrosit 
farklılaşma besiyeri, % 50 HyClone™ Advance STEM Serum Replacement ve % 
10 DMSO), ve nöron (% 40 nöron farklılaşma besiyeri, % 50 HyClone™ Advance 
STEM Serum Replacement ve % 10 DMSO), dondurma besiyerinde (% 40 EF, % 
50 HyClone™ Advance STEM Serum Replacement ve % 10 DMSO), 0,22 μm 
DMSO-güvenli filtreden geçirdikten sonra sıvı nitrojen tankında saklandı. 

 

Tablo 3-26. Astrosit farklılaşma besiyeri içeriği. 

Bileşen 
500 ml için gereken 

miktar (ml) 

Astrocyte Basal Medium (ABM) 500  

GA-1000 (gentamycin/amphotericin solution) 0,5  

 EGF (rh) 0,5  

FBS 15  

 Insulin 1,25  

 L-Glutamine 0,5  

 Pen/Strep 2,5  

 Ascorbic acid 0,5  

 

Tablo 3-27. Nöron farklılaşma besiyeri içeriği. 

Bileşen 
500 ml için gereken 

miktar (ml) 
Katalog No 

Neurobasal Besiyeri 500  # 21103049 

L-Glutamine 7.5  #  11140-050 

B27 suplement 10 # 17504-044 
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4. BULGULAR 

4.1. MNG, GBM  Hastalarından Ve Sağlıklı Bireylerden Fibroblast 
Hücre Elde Edilmesi 

Bu çalışmada MNG ve GBM hastalara özgü uyarılmış pluripotent kök hücre 
(uPKH) elde edilmesi için yeni oluşan tümör tanısı ile ameliyat olan MNG ve GBM 
hastalarından ve kontrol gurubu olarak sağlıklı bireylerden (BJ fibroblast hücresi) 
cerrahi müdahale sırasında cilt biyopsisi alındı ve 3-4 hafta sonrası fibroblast hücre 
elde edildi (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1. Sağlıklı bireylerden, MNG ve GBM hastalardan ameliyat sırasında alınan cilt 
biyopsisinden elde edilen fibroblast dizisi ve ışık mikroskop ile görüntüleri. A) BJ 
Fibroblast hücresi, B) MNG Fibroblast hücresi, C) GBM Fibroblast  hücresi. 
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4.2. Fibroblastlardan Yeniden Programlama Yöntemiyle uPKH Elde 
Edilmesi 

Bu çalışmada, Uyarılmış Pluripotent Kök Hücre elde edilmesinde, MNG ve 
positif kontrol olarak sağlıklı bireylerden (BJ hücresi) elde ettiğimiz insan 
fibroblast dizileri yeniden programlama yöntemi ile epizomal plazmid 
transfeksiyonu uygulandı. Yeniden programlamada gerekli olan plazmidler, 
pCXLE-SK Sox-2 ve Klf4’u, pCXLE-Oct3/4-shp53 Oct4 ve verimliliği artmakta 
olan shP53’yi, pCXLE-hUL ise Myc ve Lin28’i kullanıldı. Bu plazmidler, insan 
fibroblastlarına elektoporasyon yöntemiyle (Neon Transfection System kullanarak) 
transfekte edildi. Yeniden programlamanın 6.gününde transfekte ettiğimiz hücreler 
mitotik olarak inaktive edilmiş fare embriyonik fibroblast hücreler üzerine alındı. 
Hücreler 14 gün boyunca insan uPKH besiyerinde (hES) büyümeye bırakıldı. 
Yaklaşık 4-6 hafta sonrası MNG-uPKH (Şekil 4.2) ve BJ-uPKH (Şekil 4.3) 
hücreleri elde edildi. Oluşan uPKH kolonileri manuel olarak pasajlandı ve 
çoğaltılırdı. Ayrıca elektroporasyon verimliliğini göstermek için GFP ile işaretli 
epizomal vektörü ile (PCXLE-eGFP) boyadığımız MNG (62.3%) ve BJ (57.7%) 
hücrelerinin akan hücre ölçer analiz sonuçları Şekil 4.4’de verilmiştir. 
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Şekil 4.2. MNG hastalardan elde ettiğimiz fibroblast hücrelerinin yeniden programlama yöntemiyle 
uPKH elde edilmesi. A) Hastasından ameliyat sırasında alınan cilt biyopsiden elde edilen 
fibroblast hücreleri (Hücreler temel fibroblast morfolojisine sahipler), Elektroporasyon 
verimliliğini göstermek için GFP ile işaretli epizomal vektörü (PCXLE-eGFP) kullanıldı 
(6.günde GFP pozetif hücreler), Yeniden programlamanın 10’uncu gününde hücreler 
fibroblastik morfolojisinde değişmeler gözlemlendi, B) 20.gün itibariyle besleyici MEF 
tabakasının üstünde uPKH colonileri oluşmaya başlamıştır, C) 1.Pasajlama, oluşan 
koloniler morfolojik olarak embryonik kök hücrelere benzemektedir, yaklaşık 
40.gününde MNG-uPKH koloni toplanması yapılmıştır. 
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Şekil 4.3. Sağlıklı bireylerden elde ettiğimiz fibroblast hücrelerinin yeniden programlama 
yöntemiyle uPKH elde edilmesi. A) Day 0’da hücreler temel fibroblast morfolojisine 
sahipler, Elektroporasyon verimliliğini göstermek için PCXLE-eGFP kullanıldı ve 
6.günde hücreler GFP pozetif olarak gözlemlendi, B) Yeniden programlamanın 
15’inci gününde hücreler fibroblastik morfolojisinde değişmeler başladı ve 20 sonrası 
MEF tabakasının üstünde uPKH colonileri oluşmaya başlamıştır, C) Oluşan BJ-
uPKH’lar morfolojik olarak embryonik kök hücrelere benzemektedir. 
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Şekil 4.4. MNG ve BJ hücrelerinin akan hücre ölçer analiz sonuçları. 

 
 

  



78 
 

 
 

4.2.1. UPKH’lerin karakterizasyonu 

4.2.1.1. UPKH’lerin İn vitro karakterizasyonu 

4.2.1.1.1. UPKH’lerin morfolojik incelenmesi 

Üretilen MNG-uPKH ve BJ- uPKH kolonileri, morfolojik olarak mikroskop 
altında incelendi. Koloniler morfolojik olarak kültür plağına sıkı bir şekilde yapışık, 
keskin sınırlı, ve dens yoğun görünüm görüntüsü vardır. Ürettiğimiz MNG-
uPKH’ler morfolojik ve görüntü açısından, positif olarak kullandığımız PBMC- 
uPKH’lere benzerdı (Şekil 4.5).  

 

Şekil 4.5. Fibroblastlardan yeniden programlama yöntemiyle uPKH elde edilmesi ve morfolojik 
incelenmesi. A) PBMC-uPKH (Pozetif kontrol, B) Menenjioma hastalardan elde 
ettiğimiz MNG-uPKH, C) Sağlıklı bireylerden elde ettiğimiz BJ-uPKH.   
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4.2.1.2. MNG-fibroblast, MNG-uPKH, PBMC-uPKH hücrelerinin  
karyotip analizi 

UPKH’lerinin kalite kontrol ve karakterizasyonu için insan G-şeridi karyotip 
analizi yapıldı. Karyotip analiz sonuçlarına göre her üç hücre’de yani, MNG-
fibroblast hücreleri (46,XX kromozom), pozetif kontrol olarak PBMC-uPKH’leri 
(46,XX kromozom)  ve yeniden programlama yöntemi ile elde ettiğimiz hastaya 
özel MNG-uPKH’lerde (46,XX kromozom) normal karyotipe sahip oldukları 
belirlendi (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. G-şeridi karyotip analizi. (A) MNG-Fibroblast hücresi, kromozomal sayısalı normal 
(46,XX kromozom), (B) PBMC-uPKH, kromozomal sayısalı normal (46,XX 
kromozom), (C) Yeniden programlama yöntemi ile elde ettiğimiz hastaya özel MNG-
uPKH’leri, kromozomal sayısalı normal (46,XX kromozom). 
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4.2.1.3. UPKH’lerin gen ekspresyon analizi  

Elde edilen uPKH hücrelerinin karakterize etmek ve pluripotensiyel 
özelliğini gösteremek için, gen ekspresyon analizi yapıldı. Yeniden programlama 
yöntemi ile ve epizomal plazmid transfeksiyon yoluyla fibroblastlardan oluşuran 
MNG-uPKH’lerin pluripotens belirteç genlerin (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) 
varlıklarını ve farklılaşmamış özelliğe sahip oldukalrını, gerçek zamanlı kantitatif 
polimeraz zincir reaksiyon (qRT-PCR) yöntemiyle analiz ettik. Bu deney’de pozetif 
kontrol oalrak PBMC-uPKH’ler ve negatif kontrol olarak MNG fibroblast hücresi 
kullandık. Hücrelerin RNA’sı elde edildi ve total olarak 1 μg RNA kullandık bu 
RNA’ları geri yazılıma (reverse transcription) tabi tutularak cDNA elde ettik. 
Genlerin ifade grafikleri incelendiğinde; MNG-uPKH’lerde Oct4, Sox2, Klf4, c-
Myc genlerin anlatım düzeylerinin artması ve pozetif kontrol olarak kullandığımız 
PBMC-uPKH’lere benzer düzeyde olduğu saptandı. Ayrıca negatif kontrol olarak 
kullandığımız MNG fibroblast hücrelerinde pluripotent genlerin ifade olmaması 
belirlendi. qRT-PCR yöntemi ile Oct4 (Şekil 4.7A), Sox2 (Şekil 4.7B), c-Myc 
(Şekil 4.7C), Klf4 (Şekil 4.7D) ve uPKH’ler de tüm genlerin anlatım düzeylerinin 
karşılaştırması (Şekil 4.7E) verilmiştir.  
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Şekil 4.7. qRT-PCR yöntemiyle uPKH’lerin Gen Ekspresyon Analizi: A) Oct-4 geninin ifade 
düzeyi, B) Sox2 geninin ifade düzeyi, C) c-Myc geninin ifade düzeyi, D) Klf4 geninin 
ifade düzeyi, E) uPKH’lerin pluripotens belirteç genlerin (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) 
varlıklarını ve dört pluripotensi genlerin de anlatımı saptandı. 
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4.2.1.4. UPKH’ların immünofloresans boyaması 

MNG fibroblast hücrelerden izole edilmiş MNG-uPKH’lerin 
karakterizasyonu ve pluripotensi özelliğini göstermek için  immünofloresans 
boyaması yapıldı. Immünofloresans deneyleri için, uPKH’lere özgü primer 
antikor’ler yani Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4 kullanıldı. Cover slip üzerinde 
fikse edilmiş uPKH koloniler üzerinde boyama işlemi uygulandı ve Konfokal 
mikroskop ile pluripotensi proteinlerin ifadesi tetiklendi. Yapılan immünofloresans 
boyama sonucuna göre MNG-uPKH (Şekil 4.8) ve pozetif kontrol oalrak 
kullandığımız PBMC-uPKH’lerde (Şekil 4.9) pluripotensi ile ilgili tüm 
protein’lerin (Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi saptandı.  

 

 

Şekil 4.8. MNG-uPKH’lein immünofloresans boyaması: Tüm pluripotent ile ilgili proteinin 
(Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi belirlendi. 
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 Şekil 4.9. PBMC-uPKH’lein immünofloresans boyaması: Tüm pluripotent ile ilgili proteinin 
(Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi belirlendi. 
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4.2.2. UPKH’lerin in vivo karakterizasyonu 

4.2.2.1. UPKH’lein tratoma oluşumu 

UPKH’lerin pluripotensiyel özelliklerini göstermek için bu hücrelerin 
teratom oluşturma kapasiteleri yani 3 çeşit embriyonik germ hücre tabakasına da 
oluşturma yeteneğine sahip oldukları (ektoderm, mezoderm, endoderm) teyid ve 
incelendi. Bu hücrelerin morfolojik ve yapısal analizi pluripotent özelliğini 
göstermek açısından önemlidir. Bunun için elde ettiğiğmiz MNG-uPKH kolonileri, 
pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH kolonileri ve negatif kontrol olarak MNG 
fibroblast hücreleri bağışıklığı baskılanmış (SCID) farelere enjekte edildi ve MNG-
uPKH’ler ve PBMC-uPKH’lerinde 4-10 hafta sonra teratom oluşumu başladı.  

Teratom dokusu diseksiyon aletleri ile çıkarıldı ve koç üniversitesi 
histopatoloji departmanına immünohistokimyasal boyama işlemi yapıldıktan sonra 
patolojıst Prof. Dr. Arzu Ruacan tarafından incelendi. Alınan teratoma kesitler 
boyaması ile  uPKH oluşumunu gerçekleştiren ve teratom karakterini gösteren 
ektodermal, endodermal ve mezodermal kaynaklı hücrelerin oluşturma yeteneği 
tespit edildi. uPKH’ler in vivo’da spontan olarak barsak epiteli, (endoderm); 
kıkırdak, kemik, düz kas, iskelet kası, kalp, kası (mezoderm); nöral epitel, 
embriyonik ganglion, çok katlı yassı epitele (ektoderm) (Miura, Okada et al. 2009) 
(Tsuji, Miura et al. 2010) teratomalara farklılasabildikleri saptandı (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10. UPKH’lerin SCID farelere enjekte edilerek tratoma oluşması. MNG hastalardan 
elde ettiğimiz MNG-uPKH ve pozetif kontrol olarak kullandığımız PBMC-uPKH 
kolonilerin pluripotensiyel özelliği, SCID farelere enjekte edilerek teratoma 
oluşturma kapasiteleri teyid edildi. 
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4.3. İnsan uPKH’lerden, upNKH Elde Edilmesi 

Bu tez çalışmasında, insan uPKH’lerinden iki farklı yöntem kullanarak 
(Embriyoid cisimciğe ve Monolayer kültür yöntemleri) upNKH’leri elde edildi. 

 

4.3.1. UPKH’lerden EB yöntemi ile upNKH izolasyonu 

MNG-upNKH elde edilmesinde kullandığımız ilk kültür sistemi, EB yöntemi 
olarak (Fraichard, Chassande et al. 1995, Kurosawa 2007, Lowry, Richter et al. 
2008), farklılaşmamış ve pluripotent özellikleri pozitif olan insan uPKH’leri bu  
yöntemin ilk aşamasında, low-adherent hücre kültür petri içeren FGF-free (w/0) 
hES besiyerinde (DMEM/F12 1:1 karışımı, 20% (KOSR), 1% L-glutamin, 0,1mM 
(MEM-NEAA), 0,1mM β-mercaptoethanol, penisilin/streptomisin), üç germ 
tabakaya farklılaşma yeteneği olan, embriyoid cisimciğe dönüştürüldü. Ayrıca elde 
ettiğimiz uPKH’lerin pluripotansiyel özelliği, embriyoid cisimcik oluşumu ile 
kanıtlanmış oldu. Farklılaşmanın dördüncü gününde itibaren mikroskopik inceleme 
sonucunda, ilk EB’ler gözükmeye başladı. Bu yöntemin ikinci aşamasında ve 7.gün 
sonunda, EB’ler beklediğimiz boyutlara ulaştı ve seçilerek (Şekil 4.11), matrigel ile 
kaplanan, Nöral Indüksiyon farklılaşma besiyeri içeren 6-kuyucuklu kültür kaplara 
ekildi,  
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Şekil 4.11. MNG-uPKH ve PBMC-uPKH’lerden EB oluşturulması. EB’ler morfolojik olarak insan 
EKH’lara benzemektedir. 

 

14.gününde mikroskopik inceleme sonucunda, uyarılmış pluripotent kök 
hücrelerden, Nöro ektodermin başlangıç hücrelerini temsil eden  Nöral Rozette 
hücreleri (Neural Rosette) elde edildi. Bu yöntemin üçüncü aşamasında, seçilen 
Nöral Rozette’ler enzimatik olarak izole edildi ve Nöral Indüksiyon farklılaşma 
Besiyerinde kültür edildi ve 25 gün sonunda upNKH’lerin elde edildi (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12. İnsan uPKH’lerden EB yöntemi ile Nöral projenitör (upNKH ) elde edilmesi. A) İkinci 
hafta sonunda nöral indüksiyon farklılaşma besiyerinde rozet adı verilen nöral kümeleri 
elde edildi, B) Üç ile dört hafta arasında Nöral indüksiyon farklılaşma besiyerinde elde 
edilen Nöral projenitör hücreleri (upNKH). 
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4.3.2. UPKH’lerden monolayer (2D) kültüe yöntemi ile upNKH 
izolasyonu 

Bu aşamada Monolayer (2D) kültüe yöntemi ile, elde ettiğimiz ve pluripotent 
özellikleri kanıtlanmış uPKH’lerden, Nöral kök hücre elde ettik. Monolayer kültüe 
yöntemi ile elde edilen NKH’ler, EB yöntem’ine göre daha uzun bir süreçte kültür 
edildi. Hücre farklılaşması için, matrigel ile kaplanan ve Nöral Indüksiyon 
farklılaşma besiyeri içeren hücre kültür kaplar üzerinde kültür ettiğimiz uPKH’ler, 
yani nöral indüksiyon ortamı uygulandıktan sonra (7-8.gün’e kadar), mikroskop 
inceleme sonucunda hücre canlılık oranı %30 olarak şekilde hesaplandı. 
Farklılaşmanın 15-18. Gününden itibaren hücrelerde  heterojenliğin artması ve 
çoğalması gözlemlendi. İkinci kültürlemede (pasaj 2) hücreler yeni hazırladığımız 
matrigel-kaplamlı petrilere aktardığımızda, hücreler morfolojilerini değişmesi, 
hücre çoğalma hızının artması ve nöral kök hücre benzeri bir görünüm 
sergilemişlerdi (Şekil 4.13). Hücreler seçici ortam koşullar altında ve yaklaşık % 
80 konfluansa ulaştığında (pasaj 3’e kadar) oluşan NKH’ler, Nöral Çoğaltma 
besiyerine aktarıldı ve çoğalması sağlandı. 

 

 

Şekil 4.13. İnsan uPKH’lerden Nöral indüksiyon farklılaşma besiyerinde Monolayer (2D) kültür 
yöntemi ile upNKH’lere farklılaştırılması. 

  



92 
 

 
 

4.4. UPNKH’lerin Karakterizasyonu 

MNG-NKH’lerin (upNKH) in vitro özelliklerinin karakterizasyonu için: 
morfolojik olarak nörosfer oluşturma kapasiteleri, gen ekspresyon düzede (qRT-
PCR) seçilen genlerin (Nestin, PAX6, GLAST, Blp, Sox1) gen ifade örüntülerinin 
standart upNKH’larla benzerlik göstermesi, aynı zamanda protein ekspresyonu için 
immünofloresans (IF) deneyleri ile Nestin protein miktarının ekspressyonu ve 
farklılaşma koşullarında nöron ve astrosit farrklılaşması incelendi.  

 

4.4.1. upNKH’lerin morfolojik olarak nörosfer oluşturma kapasite 
incelenmesi 

Nöral kök hücreler seçici kültürleme koşullarında çoğalarak, multipotent 
küresel klonlar yani nörosfer adı verilen hücre topluluklarını oluştururlar. 
Nörosferler oluşturan NKH’ler in vitro ortamlarda nöron, astrosit ve oligodendrosit 
oluşturma kapasiteye sahip hücreler tanımlanırlar. Bu hücreler nörodejeneretif 
hastalıklarında, beyin hasar ve NKH-bazlı kanser tedavileri konusunda kaynak 
olarak bir umut ışığı olmuştur. 

MNG-NKH’lerin nörosfer oluşturma kapasiteleri incelenmesi için nöral 
çoğaltma besiyerinde büyümekte olan ve hücre kültür kabın yüzeyini yaklaşık % 
80’ini kapladığında manuel yöntemler hücreler toplandı ve spesifik FGF (20 ng/ml) 
/ EGF (20 ng/ml) içeren serumsuz EF-upNKH besiyerinde kültüre edilerek nörösfer 
oluşumu gerçekleştirildi. EF-upNKH besiyeri uygulandıktan sonra hücrelerin 
çoğunluğu hipertrofik hale gelerek kültür plağına bağlandılar ve küçuk küresel 
klonlar (nörosfer) oluşturdular. 4-5 gün sonra, çoğalan hücreler, substrattan 
ayrılarak küçük kümeler haline gelerek, EF-upNKH besiyeri çoğalmaları 
gözlemlendi. Canlı nörosferler parlak ve boyutları arttıkça daha küresel hale 
geldiler. Yaklaşık 14-16 gün sonrası nörosferler istediğimiz boyutlara  geldiğinde 
(150 and 200 μm), nörosferlerin bir kısmı pasjlanarak çoğalması sağlandı ve diğer 
kısmı donduruldu ve sıvı nitrojen tankında saklandı (Şekil 4.14).  
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Şekil 4.14. UNKH’lerin morfolojik olarak nörosfer oluşturma kapasite incelenmesi. A) 
Matrigel tabanlı ve nöral çoğalma besiyerinde olan upNKH’ler (Day 0), B) İkinci 
hafta sonunda EF-upNKH besiyerinde nörosfer oluşturabilen insan upNKH’leri (Day 
14). 
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4.4.2. UPNKH’lerin gen ekspresyon analizi 

Bu tez çalışmasında Seçici indüklemenin sonucunda oluşan MNG-
upNKH’lerin gen ifade örüntüleri mRNA düzeyinde, qRT-PCR ile analiz edildi. 
qRT-PCR için RNA’lardan 1 μg kullanarak cDNA sentezlendi ve hücrelerin 
pluripotensiyel ve NKH belirteç genlerinin ifadeleri belirlendi. Ayrıca negatif 
kontrol olarak MNG-fibroblast hücreleri ve MNG-uPKH’leri kullanıldı. qRT-PCR 
sonuçları, NKH’lere özel genlerin ve pluripotens genlerinin anlatım düzeyleri 
incelendi. 

Genlerin ifade grafikleri incelendiğinde; Örneklerdeki gen seviyeleri 
GAPDH'e oranla ve delta Ct yoluyla incelendi; MNG-upNKH örneklerinde nöral 
progenitör genlerinin (Nestin, PAX6, GLAST, Blp, Sox1) ifadelerinin artmış 
olması ama pluripotens genlerinin (Sox2 ve Oct4) anlatımının negatif kontrol 
olarak kullandığımız MNG-uPKH’lere göre susmuş olması ve azaldığı görüldü. 
Boylece seçilen genlerin gen ifade örüntülerinin standart upNKH’larla benzerlik 
göstermesinin doğrulandığını gösterdik. Ayrıca negatif kontrol olarak 
kullandığımız MNG fibroblast ve uPKH’lerde nöral progenitör genlerinin, MNG-
upNKH’lere göre daha az ifade olması belirlendi. qRT-PCR yöntemi ile NKH 
genlerinin yani: Nestin (Şekil 4.15A), PAX6 (Şekil 4.15B), GLAST (Şekil 4.15C),  
Blp (Şekil 4.15D), Sox1(Şekil 4.15E),  ve pluripotens genlerinin yani: Oct4 (Şekil 
4.15F), Sox2(Şekil 4.15G), ve upNKH’ler de tüm genlerin karşılaştırmasının 
anlatım düzeyleri (Şekil 4.15H),  verilmiştir. Bu sonuçlara göre Sox1 ekspresyonu, 
hücrelerin nöroepitelyal aşamasında oldukalarını ve radyal glial hücrelere 
farklılaşmasının önlemesını sağlar. Nöroepitelyal hücrelerinde Pax6 ekspresyonu, 
radyal glial hücrelere farkılaşma oranını yükseltir. Nestin ekspresyonu’da  nöron 
hücrelerine farklılaşmasını sağlar. İn vitro koşullarda, NKH genlerinin ekspresyonu 
sonucunda, uyarılmış pluripotent kök hücrelerin, nöral kök hücrelere farklılaşması 
kanıtlanmış olduk. 
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Şekil 4.15. qRT-PCR yöntemiyle uPNKH’lerin Gen Ekspresyon Analizi: A. Sox2 geninin ifade 
düzeyi, B. Oct4 geninin ifade düzeyi, C. Nestin geninin ifade düzeyi, D. Pax6 geninin 
ifade düzeyi. E. Glast geninin ifade düzeyi, F. Blp geninin ifade düzeyi, G. Sox1 
geninin ifade düzeyi, H. uPNKH’lerde nöral progenitör genlerinin (Nestin, PAX6, 
GLAST, Blp, Sox1) ifadelerinin artmış olması ama pluripotens genlerinin (Sox2 ve 
Oct4) anlatım düzeyinin azaldığı saptandı. 
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4.4.3.  upNKH’ların immünofloresans boyaması 

uPKH’lerden elde ettiğimiz nöral kök hücrelerin karakterizasyonu ve spesifik 
antikorun (nestin) tespiti amacıyla IF boyama ile anazliz edildi. IF boyaması için 
upNKH’lere özgü belirteci primer antikor kullanarak, matrigel üzerinde fikse 
edilmiş upNKH’lerde uygulandı ve antikor dilüsyon optimizasyonu yapıldı. Nöral 
kök hücrelere özgü moleküllerden en önemli faktörü olarak Nestin seçildi. Bu 
molekül ile yapılan immünofloresan boyama ile ortaya çıkan sonüçlara göre 
upNKH’ler olduğunu gösteren sonuçlar gözlemlendi. uPKH’lerden elde ettiğimiz 
upNKH’lerde Nestin ifadesi saptandı. Nestin pozitifliği Konfokal mikroskop 
kullanılarak değerlendirildi (Şekil 4.16). Sonuçlar MNG-upNKH’lerin, normalde 
beyinde dokusunda bulunan NKH-profilini doğruladığını gösteriyordu. Aksine 
Negatif kontrol olarak kullandığımız ve farklılaşmamış MNG-uPKH’lerde, Nöral 
kök hücrelere özgü Nestin proteinin ifade olmadığı sonuçların doğrultusunu 
kanıtlanmış oldu. 

 
 

 
 

Şekil 4.16. MNG-upNKH’lerin Nestin ile immünofloresans işaretleme görüntüleri: NKH’lere 
özgü Nestin protein ekspresyonu (kırmızı), Çekirdek boyaması için Hoechst 33342 
(mavi) kullanıldı kullanıldı. 
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4.4.4. upNKH’lerin seçici koşullarda Astrosit ve Nöron’a 
Farklılaştırılması 

MNG-upNKH’lerin karektrizasyonu nörosfer oluşturma kapasiteleri, 
histolojik olarak Nestin immunofloresansı ve moleküler düzeyde gen ifade 
örüntülerinin standart NKH’lerle benzerlik göstermesi, ve pluripotens genlerinin 
susmuş olması araştırıldıktan sonra, bütün belirteçler beklendiğimiz şekilde 
gösteren upNKH’lerin in vitro farklılaşma deneyleriyle incelendi. Bunu için 
upNKH’lerin, seçici koşullarda Nöron, Astrosit hücre oluşturma kapasite 
incelenmesi için nöral çoğaltma besiyerinde büyümekte olan upNKH’ler enzimatik 
pasajlanma yöntemler ile toplandı ve Nöron ve Astrosit farklılaşma besiyerlerine 
alarak farklılaşmaları sağlandı. Yaklaşık 2-3 hafta sonrası mikroskopik ve 
morfolojik inceleme sonucunda, Nöron ve Astrosit (Şeki 4.17), oluşması 
gerçekleştirildi. Nöron ve Astrosit’lerin bir kısmı pasjlanarak çoğalması sağlandı 
ve diğer kısmı donduruldu. Farklılaşma çalışmalar sonuçlarına göre MNG-
upNKH’lerin kendini yenileyebilme, multipotent, nörosfer oluşturma, Nöron ve 
Astrositn farklılaşma kapasitesine sahip hücreler oldukları bildirilmiştir. 
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Şekil 4.17. MNG-upNKH’lerin Astrosit ve Nöron’a Farklılaştırılması. A) Nöral Prögenitor, B) 
Astrosit, C) Nöron. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu tez kapsamında, episomal DNA plasmid vektörü (genoma insersiyon 
yapma riski olmayan) ile yeniden programlanması tekniği kullanarak, önce MNG 
ve GBM  hastalarından insan fibroblast hücreleri elde edilmesi, daha sonra hedefe 
yönelik farklılaştırma kullanarak Yamanaka yöntemiyle ve uyarılmış pluripotent 
kök hücrelere (uPKH) dönüştürülmesi ve oluşturulan uPKH dizilerinden kişiye 
özgü NKH dizileri elde edilmesi gerçekleştirildi. Elde edilen MNG-uPKH ve 
GBM-uPKH karakterizasyonu yapıldı, sonuçlara göre Fibroblast örneklerinde 
pluripotent genlerin ifadesinin olmaması, uPKH’ye dönüşüm sonucu bu genlerin 
ifadelerinin artması ve yapılan immünofloresans boyama sonucuna göre 
pluripotensi ile ilgili tüm protein’lerin (Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi 
saptandı. uPKH’lerin teratom oluşturma kapasiteleri yani 3 çeşit embriyonik germ 
hücre tabakasına oluşturma yeteneğine sahip olduklarını (ektoderm, mezoderm, 
endoderm) kanıtladık. Oluşturulan uPKH’larin NKH’ya farklılaştırılma 
sonuçlarına göre  nöral progenitör genlerinin (Nestin, PAX6, GLAST, Blp, Sox1) 
ifadelerinin artması ve pluripotens genlerinin (Sox2 ve Oct4) susmuş olmasını yani 
standart upNKH’larla benzerlik göstermesini ve immünofloresans sonuçlarına göre 
özgü Nestin proteinin ifadesi ve normalde beyinde dokusunda bulunan NKH-
profilini doğruladığını gösterdik.  

NKH’lerin kliniğe uyarlanması için, kişiye özel kaynaklardan elde edilmesi 
en etkili yöntem dir. Amerika Birleşik Devletleri (ABD)'nde başta olmak üzere, 
dünyanın birçok yerinde yapılan çalışmalar, kök hücrelerin beyin tümörlerinde 
terapi taşıyıcısı olarak kullanılabileceğini göstermiştir. Özellikle nöral ve 
mezenkimal orijinli kök hücre dizileri bu konuda sık kullanılmıştır. Beyin 
tümörlerinde en sık kullanılan, bulundukları beyin mikroçevresine uyumluluğu 
açısından NKH’lerdir (Tablo 5.1). 
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Tablo 5-1. Nöral kök hücrelerinin beyin tümörlerde yönelimini konu alan çalışmalar ve 
terapötik gen aktarımı sonucu anti-tümör etkisi olduğu bilinen NKH dizileri (Bagci-

Onder 2013). 

  

 

Nöral kök hücreler erişkin beyninde sınırlı sayıda ve sadece subventriküler 
zone gibi rejeneratif kapasiteye sahip belirli bölgelerde bulunmaktadır. Günümüzde 
NKH’ler, özellikle nöronal hücre kaybının yaşandığı nörodejeneratif hastalıklarda, 
kaybedilen hücrenin yerine konulmasını hedefleyen hücresel tedavilerde başlıca 
hücre kaynağı olarak görülmektedir.  Bunun dışında NKH’lerin daha az bilinen, 
fakat önemli bir özelliği daha vardır: Bu da NKH’lerin tümörlere tropizm gösterme 
yeteneğidir. Bu konuda en iyi bilinen tümör çeşidi, kaynağını beyin dokusundan 
alan ve çok agresif olan,  ve erişkinlerde en sık görülen yüksek gradlı beyin 
tümörleri hastalıklarıdır. Bu hastalılların günümüzde tedavi yaklaşımları ne yazık 
ki çok kısıtlı olup, hastaya uygulanan cerrahi müdahale, kemoterapi ve 
radyoterapiye rağmen sağ kalım süresi kısa bir zamanla sınırlıdır. Başarısızlığın 
başlıca sebebi; tümör hücresinin yüksek proliferasyon, invazyon ve anjiogenetik 
kapasitesinin olmasının yanı sıra, kullanılan kemoterapötik ajanların kan-beyin-
bariyeri nedeniyle tümöre ulaşamamasıdır (Szerlip, Pedraza et al. 2012).  

Bu konuda son 10 yılda, aralarında bulunduğu birçok araştırmacının 
çalışmaları son derece yeni bir teknolojiye imza atmıştır: Hayvan modellerinde 
geliştirilmiş bu teknoloji, NKH’lerin beyin içine enjekte edilmesini takiben tümör 
hücrelerini hedef alarak tümöre doğru yönelmesi özelliğine dayanmaktadır. Öyle 
ki, NKH’ler, tümör dokusunu bulup tanıyabilmekte ve tümör hücreleriyle birebir 
lokalize olabilmektedir. Migrasyon yeteneği kuvvetli bu NKH’ler, eğer terapötik 
gen ifade ederlerse, göç ettikleri tümörleri de yok edebilmektedir (Kim 2004, 
Müller, Snyder et al. 2006, Yip and Shah 2008).  
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Beyin tümörleri bütün dünyada olduğu gibi Türkiye’de de önemli bir sağlık 
problemi olarak karşımıza çıkmaktadır ve bu konuda çalışmalar ülkemiz ve 
dünyada öncelikli çalışma alanları arasındadır. NKH’ler ister MNG ve GBM’de 
terapi taşıyıcısı olarak, isterse nörodejeneratif hastalıklarda hücre yenilenmesi 
amacıyla kullanılsınlar, bol miktarda elde edilmek zorundadırlar. Fakat, yetişkin 
santral sinir sisteminde NKH’lerin çok az sayıda ve kolay ulaşılamaz bölgelerde 
olduğu bilinmektedir. Dolayısıyla, günümüze kadar yapılmış tüm çalışmalarda 
kullanılan NKH’ler, genellikle fetal beyin dokusundan üretilmiş ya da embriyonik 
kök hücrelerin farklılaştırılmasıyla oluşturulmuş ve immortal hale getirilmiş hücre 
dizileridir (Kim 2011). Bu tür hücrelerin ileride klinik uygulamalarda kullanılması 
hem bağışıklık uyumsuzluğu hem de tümör oluşturma potansiyeli nedeniyle büyük 
dezavantaja sahip görünmektedir. Pluripotent kök hücreler temel tıp araştırmaları 
için çok değerli araçlar olup, aynı zamanda hücre bazlı tedaviler için de büyük 
umutlar vaad etmektedirler. En yaygın olarak üzerinde çalışılan pluripotent kök 
hücre embriyonik kök hücreler olup, in vitro fertilizasyon sonucunda oluşan 
blastosistlerden üretilebilirler, ya da partenogenez ve somatik hücre çekirdek 
transferi gibi alternatif yöntemlerle de elde edilebilirler. Bu yöntemler insan 
uygulamaları için etik ve pratik açıdan uygun değildir.  

Somatik hücrelerin uPKH’ye yeniden programlanması ilk olarak fare 
modelinde 2006 yılında Takahashi ve Yamanaka tarafından geliştirilmiştir 
(Takahashi and Yamanaka 2006). Yakın zamanda, Takahashi ve Yamanaka (2007) 
tarafından geliştirilen “yeniden programlama” yöntemi sayesinde artık hastaların 
kendi genetik yapılarını taşıyan pluripotent kök hücreler üretmek ve tedaviye 
yönelik farklılaştırılmış hücreler geliştirmek mümkün olmaktadır (Takahashi, 
Tanabe et al. 2007). Yeniden programlama sayesinde yetişkin bireylerin 
hücrelerinden de pluripotent kök hücreler üretilebilirler; bu özellikleri sayesinde de 
birçok genetik hastalığa özgün kök hücre üretilmesi ve bu hastalıkların laboratuvar 
ortamında modellenmesi mümkün olmuştur (Park, Zhao et al. 2008). Buna göre, 
viral vektörlerin kullanımına dayalı 4 transkripsiyon faktörünün [Oct4, Sox2, Klf4, 
c-Myc (OSKM)] somatik hücrelere aktarılması sonucu, uPKH elde 
edilebilmektedir (Takahashi and Yamanaka 2006, Robinton and Daley 2012).  Ama 
bu  yöntemde kullanılan viral vektörleri kanserleşme gibi istenmeyen durumlara yol 
açabilmektedir. Öte yandan viral vektörleri ile elde edilen uPKH’ler verimi oldukça 
düşüktür.  
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2013 yılında Önder ve ark. Nöral Kök Hücrelerinin GBM tümörlerine 
yönelimini ve terapötik ajanlar salgıladıklarında tümörleri küçültebildiğini 
gösterdiler. Ayrıca yeniden programlama tekniği fare hücrelei kullanarak 
uPKH’lerinden NKH (m-upNKH) elde etmişler (Bagci-Onder 2013). NKH’ler 
tarafından taşınarak tümör modellerinde etkisi gösterilmiş olan terapötik ajanlar ise 
şu şekilde listelenebilir: Prodrug dönüştürücü enzimler (örneğin, Cytosine 
Deaminase, Thymidine Kinase) (Aboody, Brown et al. 2000, Aboody, Najbauer et 
al. 2008), immünomodulatuvar sitokinler (Benedetti, Pirola et al. 2000), pro-
apoptotik (tumörisidal) ajanlar (örneğin TRAIL) (Yip and Shah 2008, Bagci-Onder, 
Wakimoto et al. 2010), anti-anjiyogenik ajanlar (van Eekelen, Sasportas et al. 2010) 
ve viral parçacıklar (Thaci, Ahmed et al. 2012) (Tablo 5.2).  
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Tablo 5.2. uPKH ve  Nöral kök hücrelerinin ile ilgili alan çalışmalar. 

Kaynak Makale 

(Takahashi and 
Yamanaka 2006) 

Fare fibroblastlardan yeniden programlama yöntemi ile (Oct4, 
Sox2, Klf4, c-MYC) uPKH elde edilmesini göstermişlerdir. 

(Takahashi, Tanabe et 
al. 2007) 

İnsan fibroblastlardan yeniden programlama yöntemi ile 
(Oct4, Sox2, Klf4, c-MYC) uPKH hücre elde edilmesini 

göstermişlerdir. 

(Vierbuchen, 
Ostermeier et al. 2010, 
Chambers and Studer 

2011) 

Fibroblastlarin yeniden programlama yöntemi ile nöronal 
hücrelere farklılaşmasını göstermişlerdir. 

(Yu, Vodyanik et al. 
2007) 

İnsan fibroblastlardan yeniden programlama yöntemi ile 
(Oct4, Sox2, NANOG, LIN28) uPKH hücre elde edilmesini 

göstermişlerdir.  

(Huangfu, Osafune et 
al. 2008) 

İnsan fibroblastlardan yeniden programlamasıyla ve sadece 
Oct4 ve Sox2 transkripsiyon faktörleri kullanarak uPKH hücre 
elde edilmesini göstermişlerdir. Ayrıca  yeniden programlama 

veriminin arttırmak için valproic acid (VPA) kullanmışlar. 

(Lu, Liu et al. 2013) İnsan fibroblastların direkt olarak yeniden programlanması ve 
Yamanaka faktörleri ve bazı küçük moleküllerin ( LIF, TGF-
β inhibitör SB431542, ve GSK-3β inhibitör) kullanmasıyla 

nöral projenitör hücreleri elde edilmesini rapor etmişler. 

(Ring, Tong et al. 
2012) 

İnsan ve fare fibroblastlardan yeniden programlamasiyla ve 
sadece Sox2 transkripsiyon faktörlerü kullanarak NKH elde 
etmişler. Ayrıca NKH’lerin multipotent özelliklerini nöron, 

astrosit ve oligodendrosit farklılaşmasıyla teyit etmişler. 

(Han, Tapia et al. 
2012) 

fibroblastlardan yeniden programlamasiyla ve Brn4/Pou3f4, 
Sox2, Klf4, c-Myc, plus E47/Tcf3 transkripsiyon faktörleri 

kullanarak NKH elde etmişler. Ve bu hücrelerin 
karakterizasyonunu in vitro ve in vivo koşullarda gostermişler. 

 

Bu şekilde elde edilmiş hücrelerin GBM gibi bir tümör tipinde terapi taşıyıcı 
olarak kullanılması ise şimdiye kadar denenmemiştir. Dolayısıyla bu tez 
çalışmasında, hem insan hücrelerinde bu tekniğin denenecek olması, hem de 
tümörlere terapi taşıyıcı olarak upNKH’lerin kullanılacak olması bakımından son 
derece özgündür. 

 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/transforming-growth-factor-beta
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/transforming-growth-factor-beta
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