JCEI/
Journal of Clinical and Experimental Investigations

DERLEME / REVIEW ARTICLE

2014; 5 (3): 486-495
doi: 10.5799/ahinjs.01.2014.03.0446

insan embriyonik kok hiicreleri ve mikrogevre

Human embryonic stem cells and microenvironment

Banu iskender?, Kenan izgi??, Salih Sanlioglu?, Halit Canatan®?

OzZET

insan embriyonik kék hiicreleri (iEKH) pluripotent 6zellik-
leri ile sinirsiz cogalip kendi kendilerini yenileyebilirken, tg¢
embriyonik tabakayi temsil eden hicrelere farklilasabilme
yetenekleri ile rejeneratif tip alaninda buyik ilgi uyandirmig-
lardir. Genellikle mitotik olarak inaktive edilmis fare besleyici
hacreleri ile bUyGtulseler de, turler arasi kontaminasyon ris-
kini ortadan kaldirmak icin insan kokenli besleyici hiicrelerin
kullanildigi in vitro kdltlr sistemleri de bulunmaktadir. Son
donemde gelistirilen kiltirlerde iIEKH'nin besleyici hucre
ile birebir temasina gerek olmadigi, ancak hicre tutunma-
sini saglayan substratin varliginin uzun sureli, etkin in vit-
ro iEKH’nin kultara icin gerekli oldugu ileri strilmustir. Bu
substrat gogunlukla in vivo mikrogevrenin de bir pargasi olan
ekstraselliler matriks molekullerinden biri ya da birkaginin
karisimi olabilmektedir. [EKH biyolojisinde ekstraselliiler
matriks molekdleriyle etkilesim, hiicrelerin kisa sureli ve ge-
gici in vivo mikrogevre ile interaksiyonu nedeniyle simdiye
kadar ihmal edilen bir alan olarak kalmistir. Ancak ekstra-
seluler matriks molekdlleriyle olusturulacak bir in vitro kulttr
sistemi, besleyici hucrelerin kullanildigi geleneksel kultur
sistemlerine nazaran giivenli bir alternatif olusturarak, ‘lyi
Uretim Uygulamalari (GMP) standardinda tedaviye yonelik
iIEKH’nin Uretiminin yolunu agacaktir. Bu nedenle iEKH’nin
genis c¢apl uretiminin, is yukinu en aza indirecek sekilde
yapilabilmesi igin gerekli in vitro kultir standartlarinin olus-
turulmasi, iIEKH’nin ekstraselller matriks molekulleriyle ilis-
kilerinin arastirimasina baghdir. Boylelikle hem pluripotent
ozelligi kontrol eden mekanizmalar hakkinda énemli bilgi
edinilirken hem de gelecekteki tedaviye yonelik olasi uygula-
malarda kullanilacak iEKH’nin yénlendirilmis farklilagsmasini
saglayan sinyal yolaklari tanimlanabilecektir.
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ABSTRACT

Human embryonic stem cells (hESCs) possess a great po-
tential in the field of regenerative medicine by their virtue of
pluripotent potential with indefinite proliferation capabilities.
They can self renew themselves and differentiate into three
embryonic germ layers. Although they are conventionally
grown on mitotically inactivated mouse feeder cells, there
are in vitro culture systems utilizing feeder cells of human
origin in order to prevent cross-species contamination.
Recently established in vitro culture systems suggested
that direct interaction with feeder cells is not necessary
but rather attachment to a substrate is required to ensure
long-term, efficient hESC culture in vitro. This substrate is
usually composed of a mixture of extracellular matrix com-
ponents representing in vivo natural niche. In hESC biology,
the mechanism of interaction of hESCs with extracellular
matrix molecules remained insufficiently explored area of
research due to their transient nature of interaction with the
in vivo niche. However, an in vitro culture system estab-
lished using extracellular matrix molecules may provide a
safer alternative to culture systems with feeder cells while
paving the way to Good Manufacturing Practice-GMP pro-
duction of hESCs for therapeutic purposes. Therefore, it is
essential to study the interaction of extracellular matrix mol-
ecules with hESCs in order to standardize in vitro culture
systems for large-scale production of hRESCs in a less labor-
intensive way. This would not only provide valuable infor-
mation regarding the mechanisms that control pluripotency
but also serve to dissect the molecular signaling pathways
of directed differentiation for prospective therapeutic appli-
cations in the future. J Clin Exp Invest 2014; 5 (3): 486-495
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GIRIS

insan embriyonik kdk hiicreleri pre-implantas-
yon embriyoda gelisen i¢ hicre kitlesi (Inner Cell
Mass-ICM)'nden elde edilirler ve sinirsiz bdliinme
Ozellikleri ile Ug farkli embriyonik tabaka (endoderm,
mezoderm ve ektoderm)’yl temsil eden hicrelere
farklilasabilme potansiyelleri ile tanimlanirlar. Bu
hicreleri sayisiz béluinme kapasitesi ile bir anlamda
Olumsuiz kilan ve farklilasma yetenedi ile diger hic-
re tiplerinden ayiran bu 6zellik ‘pluripotent 6zellik’
olarak bilinir [1,2]. Embriyonik kdk hicrelerin farkli-
lasma kapasiteleri in vivo olarak teratoma olusumu
ve in vitro olarak embryoid cisimcik (Embryoid body-
EB) olusumu ile goésterilir. Kendi kendini yenileye-
bilme (self-renewal) ve farklilagsma potansiyelleri ile
embriyonik kdk hicreler, gelisimin erken asamala-
rinin molekller mekanizmalarinin galisiimasi, ilac
Uretilmesi, toksisite testleri ve olasi terapétik uygu-
lamalar i¢cin umut vadeden 6zel bir hiicre grubudur
[3-5].

Bir embriyonik kok hlcrenin kendini yenileme
Ozelligi iki farkli tipte hiicre bdélinmesi gdsterme

yetenegine baghdir. Simetrik hicre bdlinmesi ile
embriyonik kdk hicre karakteri tagiyan ayni iki yav-
ru hticre olusturabilirken, asimetrik hlicre boltinmesi
ile birbirinden farkli tipte yavru hicreler Uretebilir.
Asimetrik hicre bdlinmesi sonucu olusan yavru
hicrelerden biri embriyonik kdk hiucre 6zelligini ta-
sirken digeri farkhlagsma 6zelligi gosteren projenitor
hacreleri olusturur [6-8]. Embriyonik kék htcrelerin
kendilerini yenileyebilmeleri ya da farklilagsma yonu-
ne gidecek projenitdr hicreleri Gretmeleri kok hlcre
kimligini yonlendiren sinyalleri Ureten mikrogevreye
ya da 1978 yilinda Schofield’in terminolojiye kazan-
dirdigi ifade sekliyle, ‘kdk hicre nisi'ne baghidir [9,
10]. Her ne kadar insan embriyonik kok htcreleri
benzer morfoloji ve gen ekspresyon dizenine sa-
hiplerse de, varolan ve derivasyonu gercgeklestirilen
insan embriyonik kok hicre dizilerinde, kdken aldik-
lari i¢ hdcre kitlelerinin farkli olusu nedeniyle birgok
farkhlik ortaya ¢ikmaktadir [1,11-14]. Henuz insan
embriyonik kok hlicreleriigin en uygun (optimal) kal-
tur kosullarinin da belirlenememis olmasi nedeniyle
hlcre dizilerindeki farkliliklar gevresel faktorlerce de
desteklenerek giderek artmaktadir [15].
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IEKH rutin olarak fibroblast besleyici hiicreleri
ile ko-kultir ortaminda ya da besleyici hiicre kulla-
nilmadigi takdirde hicre yapigsmasini ve yayilma-
sini destekleyecek sekilde dizenlenen, bir ya da
birkag ekstraselliler matriks bileseni Uzerinde ve
secilen kiltur tipine gore besiyerine farkli biyime
faktoru karigimlari eklenerek kulture edilirler [2,16].
IEKH’in pluripotent 6zelliklerinin korunmasi igin ge-
rekli faktorlerin kiltir sartlarina gére degismesi ve
hentz pluripotent 6zelligin molekiler mekanizmasi-
nin anlasilamamig olmasi iEKH’nin tedaviye yonelik
etkin kullanimi icin asilmasi gereken en buyuk en-
gellerin basinda gelmektedir. Farkl organizmalar-
dan elde edilen embriyonik kdk hicrelerle yapilan
calismalar sonucunda belirlenen intrinsik ve ekstrin-
sik faktorler arasindaki etkilesimin iEKH’nde farkli-
lasma ve kendini yenileme (self-renewal) arasinda-
ki dengeyi sagladigi bilinmekle birlikte, bu dengeyi
saglayan evrensel bir mekanizmanin varligi henlz
ortaya konulamamistir [17-19] (Sekil 1). Embriyo-
nik kdk hicrelerin farklilagsacaklari hicre tipleri ya
da kendini yenileyebilme 6zellikleri intrinsik faktorler
kadar hicrenin bulundugu mikrogevre kosullarin-
dan da etkilenmektedir. Simdiye kadar tanimlanmis
olan karaciger, pankreas, sinir sistemi ve kan do-
kularina ait eriskin kdk hiicre nislerinde mikrocevre
elemanlarinin kék hiicre davranisi Gzerindeki etkile-
ri gosterilmistir [20,21]. Bu nedenle, mikrogevre ve
ekstrasellller matriks molekullerinin embriyonik kok
hicre kaderini belirleyen mekanizmalari ne yonde
etkilediginin arastiriimasi, hem yabanci patojen ve
antijenden arindiriimis in vitro kultdr sistemlerinin
gelistiriimesi(xeno-free sistemler), hem de embriyo-
nik kék hucrelerin rejeneratif tip alanindaki kullanim
yolunun agilmasi agisindan buylik énem tasimak-
tadir.

insan embriyonik kék hiicre kiiltiirii

IEKH'nin derivasyonu, i¢ hiicre kitlesi (Inner Cell
Mass: ICM)’nin immunolojik ya da mekanik yon-
temle trofektodermin epidermal hicrelerinden ay-
rilmasi ve besleyici hiicreler ya da 6zel substratlar
lizerine transferi ile gergeklestirilir [1,22]. izole edi-
len iEKH, mitotik olarak inaktive edilmis fare emb-
riyonik fibroblastlari (Mouse Embryonic Fibroblast:
MEF) Gzerinde minimum farklilagsma ile uzun sure-
ler kiltire edilebilirler [23,24]. Bu yontem kok htic-
re arastirmalarinda geleneksel metot olarak kabul
edilmekle birlikte, yiksek kontaminasyon riski ile
olusturulacak embriyonik kdék hicrelerin tedaviye
yonelik kullaniima ihtimaline engel oldugu igin son
dénemde arastirmacilar alternatif kultar ortamlari-
na yonelmistir [25]. Primer MEF hUcrelerinin diger

bir dezavantaji ise sinirli proliferasyon kapasiteleri
ve hucrelerin yaslanmasiyla birlikte ge¢ pasajlarda
iIEKH’nin kaltlriint desteklememeleridir [26]. Besle-
yici hucre kultur stok farkliliklari yine embriyonik kok
hdcre kultaru icin standart in vitro kulttr sartlarinin
saglanmasini engellemekte ve izole edilmis insan
embriyonik kok hticre dizileri arasinda katlanarak
artan farkliliklara yenilerini eklemektedir [27].

MEF besleyici hicrelerine alternatif olarak ilk
asamada erigkin ya da fetal kdkenli insan besleyici
hlcreleri kullanilmigtir. Fetal kas ve deri hicreleri,
sunnet derisi fibroblastlari, eriskin fallop tlpu epi-
tel hiicreleri, plasenta fibroblastlari, amniyotik epitel
hacreler, gébek kordonu hicreleri ve koryonik plak
hlcrelerinin de aralarinda bulundugu bu besleyi-
ci hicreler insan embriyonik kdk hucrelerin uzun
siireli, stabil kiltiriini desteklemistir [28-35]. In-
san kokenli besleyici hucreler kullanilarak yalnizca
uzun sureli insan embriyonik kdk hicre kultart degil
ayni zamanda yeni insan embriyonik kok hucre di-
zilerinin derivasyonu da gergeklestirilmistir [36-38].
IEKH'i insan kokenli besleyici hiicreleri (izerinde
de MEF hcrelerindeki kadar etkin bir sekilde Ure-
tilmis olmalarina ragmen, hicre kulttr stoklarinda
dénem doénem gdzlemlenen varyasyonlar ve hic-
relerin yaslanmasi bu in vitro kultir sisteminde de
sorun teskil etmektedir. Besleyici hicre kilturindn
eskimesi ve buna bagl olarak bu hicrelerin insan
embriyonik kok hicre pluripotent 6zelligini destek-
leme yeteneklerini yitirmelerini énlemek amaciy-
la bazi gruplar tarafindan genetik manipulasyonla
Olumsuzlestirilen (immortal) insan sinnet derisi ve
plasenta stroma fibroblastlari gibi besleyici hiicreler
de kullanilmistir [39,40].

insan embriyonik kék hiicrelerinin spontan ola-
rak farklilastirimasindan elde edilen otolog besle-
yici hiicrelerinin de iEKH’nin kiltiriinde pluripotent
ozelligin korunmasini destekledigi gézlemlenmistir
[41]. Boylelikle otojenik besleyici hiicrelerin kullanimi
ile in vitro insan embriyonik kok hilicre kultlrlerinde
hem konuk patojen hem de allojenik kontaminasyon
Onlenerek insan embriyonik kok hiicre kiltlirt geno-
tipik olarak homojen bir sistemde gercgeklestiriimis
olur [22,42,43]. Otojenik besleyici hiicrelerden elde
edilen sartlandiriimis besiyerinin besleyici hicre
yoklugunda dahi uzun sireli insan embriyonik kok
hlcre kultirini destekledigi bilinmektedir [42-44].
Otojenik hticreler, fareden elde edilen besleyici hiic-
relere nazaran daha guvenli bir alternatif olustursa
da, homojen besleyici hiicre populasyonu elde et-
mek icin ileri diizeyde karakterizasyon yapilmasi
gerektiginden in vitro embriyonik kok hiicre kultird
icin pratik bir ¢6ziim olusturmamaktadir.
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in vitro insan embriyonik kdk hiicre kiltiri
standardizasyon c¢alismalarinda gbze c¢arpan son
yaklasim, besleyici hicrelerin ortamdan uzaklastiri-
larak, bu hicrelerden kaynaklanabilecek varyasyon
ihtimalini ortadan kaldirmak ve bu hucrelerin tedavi-
ye yonelik kullaniimasi igin guvenli kultdr kosullarini
gelistirmeye dayanmaktadir. Bilindigi Uzere, bes-
leyici hacreler iIEKH’nin tutunup buyuyebilecekleri
fibril yapilari olugturmakla kalmaz ayni zamanda
ekstrasellller ortama salgiladiklari ¢ézinebilir fak-
torlerle de pluripotent 6zelligin devamini saglayan
sinyal mekanizmalarini tetiklerler. Bu nedenle, in
vitro besleyici hlicresiz kultur kosullari hazirlanirken
iIEKH’nin besleyici hicrelerle etkilesiminin yoklu-
gunda fibroblast biylime faktéru-2 (FGF-2), insdlin,
transferrin, dénustiricu biyuime faktori-g (TGF-B)
gibi buyime faktorlerine olan ihtiyaglari g6z dniinde
bulundurulmustur. Ayni zamanda hucrelerin iki bo-
yutlu kultdrd igin ylzeye tutunmalarini saglayacak
uygun ekstraselliler matriks molekilin segilmesi
zorunlu hale gelmistir [45,46]. Bu alandaki ilk ¢alis-
malar 2005 yilinda Klimanskaya ve arkadaslari ta-
rafindan fare embriyonik fibroblast besleyici hucre-
lerden elde edilen ekstraselliler matriksin iIEKH’nin
kultdrinde kullaniimasiyla baslamistir [16]. Sonraki
¢alismalarda, yalnizca fare embriyonik fibroblastlar-
dan elde edilen ekstraselliler matriksin degil ayni
zamanda insan stinnet derisi, dermal ve plasental
fibroblastlar gibi ¢esitli insan kdkenli besleyici hic-
reler ve otojenik besleyici hiicrelerden elde edilen
ekstraselliler matrikslerin de uzun sureli in vitro
iIEKH’nin kultdrinu destekledigi gosterilmigstir [47-
50]. Tum bu c¢aligmalar insan embriyonik kdk hilcre
kultird icin besleyici hiicrelerle birebir etkilesimin
gerekli olmadigi ve gesitli buyime faktorleriyle des-
teklenen uygun ekstraselltler matriks ortaminin plu-
ripotent kok hicre kulttrini desteklemek icin yeterli
oldugu fikrini kuvvetlendirmistir. Bu agamadan son-
ra birgok galisma insan ve fare besleyici hicreler
tarafindan Uretilen hangi bilesen ya da bilesenlerin
besleyici hlcrelerden yoksun ortamda pluripotent
Ozelligin devam ettirilmesi igin gerekli oldugunun
arastirlmasi  dogrultusunda  gergeklestiriimistir.
Ozellikle insan embriyonik kdk hiicre Kultiriin-
de fare embriyonik fibroblastlar ve insan neonatal
fibroblastlar kullanilarak hazirlanan sartlandiriimis
besiyerlerinde kollajen I, 11, VI, nidogen-2, fibronek-
tin ve fibulin-1 gibi cogunlugu fibriller yapidaki eks-
traselliler matriks molekullerinin varhgi tespit edil-
mistir [51-53]. insan deri ve stinnet derisi fibroblast-
lari ile fare embriyonik fibroblastlarindan elde edi-
len ekstraselliler matrikslerin timdnin proteomik

degerlendiriimesi sonucunda fibronektin, kollajen I,
VI ve Xll ve heparan silfat proteoglikanlarin ortak
molekuller oldugu tanimlanmistir [54]. Ayni sekilde
otojenik besleyici hiicrelerden elde edilen ekstrasel-
Iiler matriksin de fibronektin, lamininler ve kollajen
VI bakimindan zengin oldugu gdsterilmistir [55].
Hayvan ve insan besleyici hlcrelerinden elde edi-
len matriksler disinda ilk sinirli sayida ekstrasellller
matriks molekull iceren sistem 2001 yilinda Xu ve
arkadaslarn tarafindan kullaniimistir. Bu g¢alismada
Xu ve arkadaslari (2001), Engelbreth-Holm-Swarm
fare sarkomasindan elde edilen ve Matrigel olarak
bilinen bazal membran preparasyonunun fare emb-
riyonik fibroblastlardan elde edilen sartlandiriimig
(conditioned) besiyeri ile birlikte iEKH’nin pluripotent
Ozelligini in vitro kaltlr sisteminde korudugunu gos-
termislerdir [13]. Bilindigi Gzere Matrigel, kollajen 1V,
nidogen-1, heparan sulfat proteoglikan ve laminin
acisindan zengin bir ekstraselliler matriks karigi-
midir [56]. Tum bu c¢alismalardan ¢ikarilan sonug,
iIEKH’nin in vitro kiltiriinG destekleyen hicrelerden
elde edilen materyallerde tanimlanan bilesenlerin
besleyici hiicre tipinden bagimsiz olarak benzer olu-
sudur. Yapilan bir¢ok proteomik ¢alisma sonucunda
secilen ekstraselliler matriks molekilleri iEKH’nin
kiltdrunG optimize etmek, besleyici hlcrelerle te-
masi ortadan kaldirmak ve ‘iyi tretim uygulamala-
ri (Good Manufacturing Practice-GMP)’ duzeyinde
kok hicre dretimi saglamayi hedeflemektedir. Bu
konudaki ilk girisimlerde uzun streli pluripotent hiic-
re kultarU ve derivasyonu, fibronektin, vitronektin ve
laminin-511 gibi tek tip ekstraselliler matriks subst-
rati kullanilarak gergeklestirilmistir [57-62]. Daha az
yaygin olmakla birlikte, kollajen |, fibrillin-I, CD90 ve
CD105'’in substrat olarak kullanildigi ¢alismalar da
bulunmaktadir [62-64]. Ancak, genetik kdken olarak
birbirinden farkli iEKH’nin, ¢esitli blylime faktoru
kokteylleri ve farkl tutunma substratlari ile pluripo-
tent 6zelligi nasil koruduklari henliz tam anlamiyla
aciklanabilmis degildir (Tablo 1).

iIEKH’nin pluripotent 6zelligi icin evrensel bir
yolagin bulunamamig olmasi, farkl tipte besleyici
hacreler, kiltir kosullarindaki degisimler iEKH’nin
dizilerinde heterojeniteye yol agmaktadir. Bir labo-
ratuvarda kullanilan insan kok hucresi kultur teknik-
leri cogu zaman bagka bir laboratuvarda izole edilen
iIEKH dizilerine uygulanamamaktadir. Bu hucrelerin
terapdtik amagh kullanilabilmelerinin saglanabilme-
si icin kdltir kosullarinin standardizasyonu zaruri
ihtiyac haline gelmigtir.
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Tablo 1. Simdiye kadar insan embriyonik koék hicreleri (iIEKH)'nin besleyici hlicresiz ortamda buydtilmeleri igin kulla-

nilan ekstraselller matriks bilesenleri ve besiyeri icerenleri

EKSTRASELLULER
MATRIKS
MOLEKULU

Matrigel

Heparan Sulfat
Proteoglikan

Laminin -511

Laminin -111

Vitronektin

Kollajen |

Fibronektin

Fibrillin -I

BESIYERI iCERIGI

MEF'lerden elde edilen ‘sartlandiriimis
besiyeri’:

-80% KO -DMEM

-20% KO -SR

-1 mM I-glutamin

-1 mM beta-merkaptoetanol

-1% esansiyel olmayan amino asitler
-8 ng/ml bFGF

-50:50 F12:DMEM

-0.1% BSA

-100 mM B- merkaptoetanol

-1% esansiyel olmayan amino asitler
-2 mM I-glutamin

-1% N2

-1% B27

-100 ng/ml Ak tivin A

-20 ng/ml FGF2

-2 ng/ml NT4 (*)

Kimyasal olarak tanimlanmis O3 besiyeri
(mTeSR1 besiyerinin bir turevi) (*)

MEF'lerden elde edilen ‘sartlandiriimig
besiyeri ’:

-80% KO -DMEM

-20% KO -SR

-1 mM I-glutamin

-0.1 mM B-merkaptoetanol

-1% esansiyel olmayan amino asitler
-5 ng/ml bFGF (*)

-Glutamax -based DMEM -Ham’s F -12
-15% KSR

-100uM B-merkaptoetanol

-1% esansiyel olmayan amino asitler
-4 ng/ml bFGF (*)

Embryonik germ hiicrelerinden elde edilen
‘sartlandinilmis besiyeri’:

-KO -DMEM

-10% KO -SR

-10% Plasmanate®

-2 mM L-glutamin

-0.1 mM esansiyel olmayan amino asitler
-1 mM sodyum pirtivat

-0.1 mM B-merkaptoetanol

-8 ng/ml bFGF

-85% KO -DMEM

-15% SR

-2 mM I-glutamine

-0.1 mM B-merkaptoetanol

-1% esansiyel olmayan amino asitler
-4 ng/ml TGFB1

-4 ng/ml bFGF (*)

-50:50 F12:DMEM

-0.1% BSA

-100 mM B- merkaptoetanol

-1% esansiyel olmayan amino asitler
-2 mM I-glutamin

-1% N2

-1% B27

-100 ng/ml Ak tivin A

-20 ng/ml FGF2

-2 ng/ml NT4

iEKH-ekstraselliiler matriks etkilesimleri

Ekstraselliler matriks molekulleri iEKH igin fiziksel
destek saglayan bir zemin olusturmakla kalmayip

KAYNAK {EKH KULTURU
Xu ve ark. 2001 +
Abraham ve ark. 2010; _{_
Soteriou ve ark. 2013 (*)

Rodin ve ark. 2010 (*) +
Steiner ve ark. 2010;

Miyazaki ve ark. 2008 (*); _|_
Rodin ve ark. 2010

Braam ve ark. 2008 (*) +
Prowse ve ark. 2010

Jones ve ark. 2010 _|__

Amit ve ark. 2004 (*)
Baxter ve ark. 2009 -+

Soteriou ve ark. 2013 +

ayni zamanda hicre disi ortamdan hicre igine sin-
yal iletimine aracilik ederler. Ekstrasellller matrikse
tutulum yalnizca hicrelerin morfolojisini etkilemekle
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kalmaz, ayni zamanda aktin organizasyonunu da
degistirerek farklilagmayi, apoptozu, hiicre gogu ve
hlcre ¢ogalmasini yonlendirecek olan gen ifadesini
de diizenler [65,66]. integrinler hiicre-ekstraselliiler
matriks etkilesimine aracilik eden baslica reseptor
grubudur [67]. Enzimatik aktivite yetenekleri olma-
digindan birgok hicre igi sinyal iletici molekuli ve
adaptor proteinleri kullanarak hicre digindan ge-
len sinyalleri c¢ekirde@e iletirler [25]. Heterodimer
reseptdr grubuna ait olup, ¢odunlukla birden fazla
ekstrasellller matriks bileseniyle temasta bulunarak
hdcre ici sinyal mekanizmalarini karmasik bir bigim-
de yonetirler [68]. Ornegin aVB3 vitronektin resep-
térh olarak taninmasina kargsin, fibronektin, laminin
ve tenaskinin de iginde bulundugu farkli ekstrasel-
lUler matriks molekiluyle etkilesebilir [69]. Dahasi,
integrin konformasyonlari ligand baglanmasi sonu-
cu ve hicrenin liganda cevabi ile disuk ve yuksek
affiniteli durumlar arasinda gegis halindedir [70-72].
Hucrenin integrin-ekstrasellller matriks etkilesimine
cevabi sonucunda integrin reseptorlerinin bdlgesel
yogunlugu, hiicre membrani Uzerindeki dagilimlari
ve sonug olarak ligandla integrin reseptorler arasin-
daki yapiskan baglarin sayisi degisebilir [73,74]. Bu
durum hucrenin s6z konusu ekstrasellller matriks
molekuline baglanma kuvvetini etkiler ve hicre
ayni integrin reseptord ile baglandigi farkli substrat-
lara farkh tepkiler verebilir [75].

IEKH’nde bulunan integrin reseptérlerin tiimii
hendz tanimlanamamigtir ve bugUnki bilgilerimiz
genel gen ifadesinden elde edilen bilgilere ve eks-
trasellller matriks molekilleriyle insan embriyonik
kok htcrelerin etkilesimini arastiran calismalara
dayanmaktadir [58,59,76]. Ozellikle besleyici hiicre
kullanilmayan in vitro kultar sistemlerinde iIEKH’'n-
deki integrin dagiliminin belirlenmesi hicre i¢i sin-
yal mekanizmalarinin tespiti agisindan énemlidir.
Simdiye kadar iEKH’nin kultarinde kullanilan lami-
nin, vitronektin ve fibronektin gibi substratlarin bir-
birinden bagimsiz integrin reseptdrleri kullandiklari
bilinmektedir [57-62]. Farkli integrinlerle etkilesim
sonucu ortak bir hlicre i¢i sinyal mekanizmasinin ya
da alternatif mekanizmalarin devreye girerek pluri-
potent 6zelligin uzun sureli kontrolinu sagladig du-
sunulmektedir. Son donemde yapilan ¢alismalarda
besleyici hicrelerle olan kultur sistemlerinde, etkin
bir in vitro sistem olusturulabilmesi igin iEKH ile
besleyici hlcrelerde uygun integrinlerin bulunmasi
gerektigi gosterilmistir [77-79] . Bu yuzden, hicre-
lerdeki integrin reseptorlerinin ve buna bagli sinyal
yollarinin tanimlanmasi pluripotent 6zelligin uzun
sureli korunumu ve uygun in vitro kdltir sartlarinin
olusturulabilmesi icin gereklidir.

Pluripotent o6zelligi kontrol eden hiicre igi
sinyal mekanizmalari

Ekstraselliler matriksle etkilesim sonucu embriyo-
nik kék hicrelerin substratla reseptér baglanti kuv-
vetinin degistigi ve bu durumun iEKH’nin farklilas-
ma ya da kendi kendini yenileme kararini etkiledigi
bilinmektedir [16,80]. Hucrelerin integrin araciligiyla
ekstraselliler matrikse baglanmasinin, integrinin
sitoplazmik béliminde konformasyon degisikligine
neden oldugu ve bu degisikligin adezom organizas-
yonu ile adaptér molekdlleri hicre membranina ¢ek-
tigi bilinmektedir [81, 82]. integrinle tutunma sonrasi
fokal adezyon kinaz (FAK), Tyr-397 domaininden
otofosforilasyona ugrayarak, Src Kinaz i¢in yuksek
afiniteli baglanma bdlgesi olusturur [81,83]. Subst-
ratla baglanti sonucu integrin dagihminin artigi, Src
kinaz konsantrasyonunu arttirarak, molekulin sabit
aktif forma donlismesine neden olur. Aktif hale ge-
¢en Src kinaz, FAK'1 bilinen bes farkli tirozin rezidi-
sunden (Tyr-407, Tyr-576, Tyr-577, Tyr-861 ve Tyr-
925) daha fosforilasyona ugratir [84,85]. Fibronekti-
nin birgok hlcre sisteminde PI-3K/Akt ve MEK-ERK
sinyal mekanizmalarini aktive ettigi bilinmektedir
ve embriyonik koék hicre kilturlerinin PI-3K’e bagh
sinyal agi ile pluripotent 6zelligi koruyor olabilecegi
gOsterilmistir [86,87]. Yapilan son galismalarda plu-
ripotent 6zelligin ve farkhlasmamis embriyonik kok
hdcre yapisinin PI-3K/Akt ve Smad 2/3 sinyal yolla-
rinin ortak GrtinU oldugu ve bu sinyal mekanizmalari
arasindaki dengenin kaybolmasinin iEKH’ni farkl-
lasmaya ydnlendirecedi ongdrulmistar. Artan PlI-
3K/Akt ekspresyonunun Raf/MEK/ERK aktivitesini
baskilayarak yiksek GSK-3@3 ve dusuk B-katenin
aktivitesine neden oldugu ve bu disuk 3-katenin ak-
tivitesinin Activin-A/Smad 2-3 aracili mezoderm gen
ekspresyonunu baskiladigr dustnulmektedir [88].
Yine fibronektin araciligiyla ERK 1/2 ve Akt fosfori-
lasyonunun fare embriyonik kdk hlcrelerinde hiicre
blylimesini etkiledigi gosterilmistir [89].

Aktivin/Nodal, Fibroblast Buyime Faktori
(FGF), Insulin Benzeri Bliyume Faktort (IGF) ve
Wnt gibi birgok hicre disi sinyal mekanizmasinin
iEKH'nin pluripotent 6zelligini etkiledigi bilinmekle
birlikte, bu sinyal mekanizmalarinin gogu tam olarak
tanimlanmamis kultar kosullarinda calisildigr igin
iEKH’nin kaderini ne sekilde etkiledikleri tam olarak
orataya konulamamistir [90-92]. Bu durum farkli
laboratuvar sartlarinda birbiriyle ¢elisen sonuglarin
alinmasina neden olmustur. Ornegin, Singh ve ar-
kadaslarinin disik ERK aktivitesinin iEKH’nin plu-
ripotent 6zelligini destekledigi savina karsin, farkl
gruplar ylksek ERK aktivitesinin farklilasmamis
hicre kultarl icin gerekli oldugunu savunmuslar-
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dir [86,88,93]. Ekstrasellliler matriks proteinleri ile
baglanti sonucu aktive olan ve pluripotent 6zelligin
devam ettiriimesiyle baglantili oldugu dustnulen
sinyal yolaklari sekilde 6zetlenmistir (Sekil 2).

IEKH’nin siispansiyon halinde Uretildigine ilig-
kin sinirli sayida galisma vardir ancak bu htcrelerin

besleyici hiicre bulunmayan kultir sistemlerinde bir
substrata baglanma gereksinimleri oldugu goézlen-
mistir [60,94]. IEKH'nin ekstraselliiler matriksten
kopmalari ve koloni yapilarinin bozulmasi apoptozu
tetikleyerek hicrelerin yasami ve farklilagsma potan-
siyelleri acisindan olumsuz etki yaratir [95,96].

Ekstraselliiler Matriks Molekiilleri
(Fibronektin, laminin, kollagen, vb.)

Biiylime Faktorii
Reseptorii

v

Y Yasam
Farklilagma Fokal Baglanti Déngiisii
Gogalma Hiicre Béliinmesi Regiilasyonu

Hiicreiskeleti Dinamikleri

Sekil 2. Laminin, kollajenler
ve fibronektin gibi ekstrasel-
lUler matriks molekulleriyle
etkilesim sonucu aktive olan
sinyal mekanizmalarindan
bazilari. Buyume faktorle-
riyle aktive olan bazi sinyal
mekanizmalarinin  integrin
reseptorler araciligiyla da
aktive edildigi bilinmektedir.
Ekstraselliler matriks bag-
lantili sinyal sisteminde ana
modulin Src/FAK komplek-
si oldugu ve bu kompleksin
aracllk ettigi sinyal iletiminin
¢ogalma, farklilasma, hicre
yasami, goégu ve polaritesini
etkiledigi gésterilmistir.

Y

Fokal Baglanti Dongiisii
Hiicre Boliinmesi Regiilasyonu
Hiicreiskeleti Dinamikleri

SONUG

insan embriyonik kok hiicre derivasyonu ve (reti-
minde karsilasilan baslica sorun pluripotent 6zelli-
gin mekanizmasinin tam olarak aydinlatilamamis
olmasi ve buna bagli olarak standart kultur sartlari-
nin olusturulamamasidir. Simdiye kadar birbirinden
bagimsiz gruplarca iEKH'nin kultirl basaril bir se-
kilde gerceklestiriimis olsa da, olusturulan iEKH’nin
farklilagsma potansiyellerinde gorilen degisiklikler
genetik heterojenitenin de etkisiyle giderek artmak-

tadir. Teorik olarak ekstraembriyonik dokular harig
tum vicut dokularini olusturabilecek potansiyelde
olan bu hticre dizilerinde gevresel etmenlerce olus-
turulan bu farkhliklar, iEKH’nin tedaviye yonelik kul-
laniimasi 6nlnde en blylk engeldir. Tim bu bilgiler
IS1Iginda, pluripotent dzelligi kontrol eden tim intrin-
sik ve ekstrinsik faktorler g6z é6ninde bulundurula-
rak gelistirilecek bir kaltar sistemi, iIEKH’nin potan-
siyellerini kaybetmeden genis capli Uretiimelerine
ve klinik amacl kullanilmalarina olanak taniyacagi
soylenebilir. IEKH'nin 6zellikle farkli ekstraselliiler
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matriks molekulleriyle etkilesiminin pluripotent 6zel-
ligin devamiyla sonuglanmasi, birbirinden bagimsiz
ya da ortak bir mekanizmanin pluripotent 6zelligi
yonettigini disundirmektedir. Bu sinyal iletim me-
kanizmalarinin acgikliga kavusturulmasi ile pluripo-
tent 6zelligin in vitro kontrolU saglanacak, evrensel
standartta kulttr sistemi tasarlanabilecek ve gevre-
sel etmenlerce ortaya ¢ikarilacak heterojenitenin
Onune gecilerek tedaviye yodnelik iEKH’nin Gretimi-
nin yolu acgilacaktir.
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