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İnsan embriyonik kök hücreleri ve mikroçevre

Human embryonic stem cells and microenvironment

Banu İskender1,3, Kenan İzgi2,3, Salih Şanlıoğlu4, Halit Canatan1,3

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 hESCs 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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ÖZET

İnsan embriyonik kök hücreleri (iEKH) pluripotent özellik-
leri ile sınırsız çoğalıp kendi kendilerini yenileyebilirken, üç 
embriyonik tabakayı temsil eden hücrelere farklılaşabilme 
yetenekleri ile rejeneratif tıp alanında büyük ilgi uyandırmış-
lardır. Genellikle mitotik olarak inaktive edilmiş fare besleyici 
hücreleri ile büyütülseler de, türler arası kontaminasyon ris-
kini ortadan kaldırmak için insan kökenli besleyici hücrelerin 
kullanıldığı in vitro kültür sistemleri de bulunmaktadır. Son 
dönemde geliştirilen kültürlerde iEKH’nin besleyici hücre 
ile birebir temasına gerek olmadığı, ancak hücre tutunma-
sını sağlayan substratın varlığının uzun süreli, etkin in vit-
ro iEKH’nin kültürü için gerekli olduğu ileri sürülmüştür. Bu 
substrat çoğunlukla in vivo mikroçevrenin de bir parçası olan 
ekstrasellüler matriks moleküllerinden biri ya da birkaçının 
karışımı olabilmektedir. İEKH biyolojisinde ekstrasellüler 
matriks moleküleriyle etkileşim, hücrelerin kısa süreli ve ge-
çici in vivo mikroçevre ile interaksiyonu nedeniyle şimdiye 
kadar ihmal edilen bir alan olarak kalmıştır. Ancak ekstra-
selüler matriks molekülleriyle oluşturulacak bir in vitro kültür 
sistemi, besleyici hücrelerin kullanıldığı geleneksel kültür 
sistemlerine nazaran güvenli bir alternatif oluşturarak, ‘İyi 
Üretim Uygulamaları (GMP)’ standardında tedaviye yönelik 
iEKH’nin üretiminin yolunu açacaktır. Bu nedenle iEKH’nin 
geniş çaplı üretiminin, iş yükünü en aza indirecek şekilde 
yapılabilmesi için gerekli in vitro kültür standartlarının oluş-
turulması, iEKH’nin ekstraselüler matriks molekülleriyle iliş-
kilerinin araştırılmasına bağlıdır. Böylelikle hem pluripotent 
özelliği kontrol eden mekanizmalar hakkında önemli bilgi 
edinilirken hem de gelecekteki tedaviye yönelik olası uygula-
malarda kullanılacak iEKH’nin yönlendirilmiş farklılaşmasını 
sağlayan sinyal yolakları tanımlanabilecektir.
Anahtar kelimeler: İnsan embriyonik kök hücreleri, ekstra-
selüler matriks, pluripotent özellik, in vitro kültür sistemleri. 
Kısaltmalar: iEKH; insan embriyonik kök hücreleri, ICM; iç 
hücre kitlesi, GMP; iyi üretim uygulamaları, TGF- β;dönüştü-
rücü büyüme faktörü-β, FGF-2; fibroblast büyüme faktörü-2, 
FAK; fokal adezyon kinaz, PI-3K/Akt; Fosfatidilinozitol-3’ 
kinaz/Akt, ERK; ekstraselüler sinyalle düzenlenen kinaz, 
GSK-3β; glikojen sentez kinaz-3β, IGF; insülin benzeri bü-
yüme faktörü, 
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GİRİŞ

İnsan embriyonik kök hücreleri pre-implantas-
yon embriyoda gelişen iç hücre kitlesi (Inner Cell 
Mass-ICM)’nden elde edilirler ve sınırsız bölünme 
özellikleri ile üç farklı embriyonik tabaka (endoderm, 
mezoderm ve ektoderm)’yı temsil eden hücrelere 
farklılaşabilme potansiyelleri ile tanımlanırlar. Bu 
hücreleri sayısız bölünme kapasitesi ile bir anlamda 
ölümsüz kılan ve farklılaşma yeteneği ile diğer hüc-
re tiplerinden ayıran bu özellik ‘pluripotent özellik’ 
olarak bilinir [1,2]. Embriyonik kök hücrelerin farklı-
laşma kapasiteleri in vivo olarak teratoma oluşumu 
ve in vitro olarak embryoid cisimcik (Embryoid body-
EB) oluşumu ile gösterilir. Kendi kendini yenileye-
bilme (self-renewal) ve farklılaşma potansiyelleri ile 
embriyonik kök hücreler, gelişimin erken aşamala-
rının moleküler mekanizmalarının çalışılması, ilaç 
üretilmesi, toksisite testleri ve olası terapötik uygu-
lamalar için umut vadeden özel bir hücre grubudur 
[3-5]. 

Bir embriyonik kök hücrenin kendini yenileme 
özelliği iki farklı tipte hücre bölünmesi gösterme 

yeteneğine bağlıdır. Simetrik hücre bölünmesi ile 
embriyonik kök hücre karakteri taşıyan aynı iki yav-
ru hücre oluşturabilirken, asimetrik hücre bölünmesi 
ile birbirinden farklı tipte yavru hücreler üretebilir. 
Asimetrik hücre bölünmesi sonucu oluşan yavru 
hücrelerden biri embriyonik kök hücre özelliğini ta-
şırken diğeri farklılaşma özelliği gösteren projenitör 
hücreleri oluşturur [6-8]. Embriyonik kök hücrelerin 
kendilerini yenileyebilmeleri ya da farklılaşma yönü-
ne gidecek projenitör hücreleri üretmeleri kök hücre 
kimliğini yönlendiren sinyalleri üreten mikroçevreye 
ya da 1978 yılında Schofield’in terminolojiye kazan-
dırdığı ifade şekliyle, ‘kök hücre nişi’ne bağlıdır [9, 
10]. Her ne kadar insan embriyonik kök hücreleri 
benzer morfoloji ve gen ekspresyon düzenine sa-
hiplerse de, varolan ve derivasyonu gerçekleştirilen 
insan embriyonik kök hücre dizilerinde, köken aldık-
ları iç hücre kitlelerinin farklı oluşu nedeniyle birçok 
farklılık ortaya çıkmaktadır [1,11-14]. Henüz insan 
embriyonik kök hücreleri için en uygun (optimal) kül-
tür koşullarının da belirlenememiş olması nedeniyle 
hücre dizilerindeki farklılıklar çevresel faktörlerce de 
desteklenerek giderek artmaktadır [15].

Şekil 1. İnsan embriyonik 
kök hücreleri (iEKH)’nin plu-
ripotent özelliğini etkileyen, 
şimdiye kadar tanımlanabil-
miş büyüme faktörü aracılı 
sinyal mekanizmalarının şe-
matik gösterimi. Oklar aktive 
edilen hücre içi elemanları, 
küt uçlu oklar ise inhibisyon 
mekanizmalarını göstermek-
tedir.
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İEKH rutin olarak fibroblast besleyici hücreleri 
ile ko-kültür ortamında ya da besleyici hücre kulla-
nılmadığı takdirde hücre yapışmasını ve yayılma-
sını destekleyecek şekilde düzenlenen, bir ya da 
birkaç ekstrasellüler matriks bileşeni üzerinde ve 
seçilen kültür tipine göre besiyerine farklı büyüme 
faktörü karışımları eklenerek kültüre edilirler [2,16]. 
İEKH’in pluripotent özelliklerinin korunması için ge-
rekli faktörlerin kültür şartlarına göre değişmesi ve 
henüz pluripotent özelliğin moleküler mekanizması-
nın anlaşılamamış olması iEKH’nin tedaviye yönelik 
etkin kullanımı için aşılması gereken en büyük en-
gellerin başında gelmektedir. Farklı organizmalar-
dan elde edilen embriyonik kök hücrelerle yapılan 
çalışmalar sonucunda belirlenen intrinsik ve ekstrin-
sik faktörler arasındaki etkileşimin iEKH’nde farklı-
laşma ve kendini yenileme (self-renewal) arasında-
ki dengeyi sağladığı bilinmekle birlikte, bu dengeyi 
sağlayan evrensel bir mekanizmanın varlığı henüz 
ortaya konulamamıştır [17-19] (Şekil 1). Embriyo-
nik kök hücrelerin farklılaşacakları hücre tipleri ya 
da kendini yenileyebilme özellikleri intrinsik faktörler 
kadar hücrenin bulunduğu mikroçevre koşulların-
dan da etkilenmektedir. Şimdiye kadar tanımlanmış 
olan karaciğer, pankreas, sinir sistemi ve kan do-
kularına ait erişkin kök hücre nişlerinde mikroçevre 
elemanlarının kök hücre davranışı üzerindeki etkile-
ri gösterilmiştir [20,21]. Bu nedenle, mikroçevre ve 
ekstrasellüler matriks moleküllerinin embriyonik kök 
hücre kaderini belirleyen mekanizmaları ne yönde 
etkilediğinin araştırılması, hem yabancı patojen ve 
antijenden arındırılmış in vitro kültür sistemlerinin 
geliştirilmesi(xeno-free sistemler), hem de embriyo-
nik kök hücrelerin rejeneratif tıp alanındaki kullanım 
yolunun açılması açısından büyük önem taşımak-
tadır. 

İnsan embriyonik kök hücre kültürü
İEKH’nin derivasyonu, iç hücre kitlesi (Inner Cell 
Mass: ICM)’nin immünolojik ya da mekanik yön-
temle trofektodermin epidermal hücrelerinden ay-
rılması ve besleyici hücreler ya da özel substratlar 
üzerine transferi ile gerçekleştirilir [1,22]. İzole edi-
len iEKH, mitotik olarak inaktive edilmiş fare emb-
riyonik fibroblastları (Mouse Embryonic Fibroblast: 
MEF) üzerinde minimum farklılaşma ile uzun süre-
ler kültüre edilebilirler [23,24]. Bu yöntem kök hüc-
re araştırmalarında geleneksel metot olarak kabul 
edilmekle birlikte, yüksek kontaminasyon riski ile 
oluşturulacak embriyonik kök hücrelerin tedaviye 
yönelik kullanılma ihtimaline engel olduğu için son 
dönemde araştırmacılar alternatif kültür ortamları-
na yönelmiştir [25]. Primer MEF hücrelerinin diğer 

bir dezavantajı ise sınırlı proliferasyon kapasiteleri 
ve hücrelerin yaşlanmasıyla birlikte geç pasajlarda 
iEKH’nin kültürünü desteklememeleridir [26]. Besle-
yici hücre kültür stok farklılıkları yine embriyonik kök 
hücre kültürü için standart in vitro kültür şartlarının 
sağlanmasını engellemekte ve izole edilmiş insan 
embriyonik kök hücre dizileri arasında katlanarak 
artan farklılıklara yenilerini eklemektedir [27]. 

MEF besleyici hücrelerine alternatif olarak ilk 
aşamada erişkin ya da fetal kökenli insan besleyici 
hücreleri kullanılmıştır. Fetal kas ve deri hücreleri, 
sünnet derisi fibroblastları, erişkin fallop tüpü epi-
tel hücreleri, plasenta fibroblastları, amniyotik epitel 
hücreler, göbek kordonu hücreleri ve koryonik plak 
hücrelerinin de aralarında bulunduğu bu besleyi-
ci hücreler insan embriyonik kök hücrelerin uzun 
süreli, stabil kültürünü desteklemiştir [28-35]. İn-
san kökenli besleyici hücreler kullanılarak yalnızca 
uzun süreli insan embriyonik kök hücre kültürü değil 
aynı zamanda yeni insan embriyonik kök hücre di-
zilerinin derivasyonu da gerçekleştirilmiştir [36-38]. 
İEKH’i insan kökenli besleyici hücreleri üzerinde 
de MEF hücrelerindeki kadar etkin bir şekilde üre-
tilmiş olmalarına rağmen, hücre kültür stoklarında 
dönem dönem gözlemlenen varyasyonlar ve hüc-
relerin yaşlanması bu in vitro kültür sisteminde de 
sorun teşkil etmektedir. Besleyici hücre kültürünün 
eskimesi ve buna bağlı olarak bu hücrelerin insan 
embriyonik kök hücre pluripotent özelliğini destek-
leme yeteneklerini yitirmelerini önlemek amacıy-
la bazı gruplar tarafından genetik manipulasyonla 
ölümsüzleştirilen (immortal) insan sünnet derisi ve 
plasenta stroma fibroblastları gibi besleyici hücreler 
de kullanılmıştır [39,40].

İnsan embriyonik kök hücrelerinin spontan ola-
rak farklılaştırılmasından elde edilen otolog besle-
yici hücrelerinin de iEKH’nin kültüründe pluripotent 
özelliğin korunmasını desteklediği gözlemlenmiştir 
[41]. Böylelikle otojenik besleyici hücrelerin kullanımı 
ile in vitro insan embriyonik kök hücre kültürlerinde 
hem konuk patojen hem de allojenik kontaminasyon 
önlenerek insan embriyonik kök hücre kültürü geno-
tipik olarak homojen bir sistemde gerçekleştirilmiş 
olur [22,42,43]. Otojenik besleyici hücrelerden elde 
edilen şartlandırılmış besiyerinin besleyici hücre 
yokluğunda dahi uzun süreli insan embriyonik kök 
hücre kültürünü desteklediği bilinmektedir [42-44]. 
Otojenik hücreler, fareden elde edilen besleyici hüc-
relere nazaran daha güvenli bir alternatif oluştursa 
da, homojen besleyici hücre populasyonu elde et-
mek için ileri düzeyde karakterizasyon yapılması 
gerektiğinden in vitro embriyonik kök hücre kültürü 
için pratik bir çözüm oluşturmamaktadır.
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İn vitro insan embriyonik kök hücre kültürü 
standardizasyon çalışmalarında göze çarpan son 
yaklaşım, besleyici hücrelerin ortamdan uzaklaştırı-
larak, bu hücrelerden kaynaklanabilecek varyasyon 
ihtimalini ortadan kaldırmak ve bu hücrelerin tedavi-
ye yönelik kullanılması için güvenli kültür koşullarını 
geliştirmeye dayanmaktadır. Bilindiği üzere, bes-
leyici hücreler iEKH’nin tutunup büyüyebilecekleri 
fibril yapıları oluşturmakla kalmaz aynı zamanda 
ekstrasellüler ortama salgıladıkları çözünebilir fak-
törlerle de pluripotent özelliğin devamını sağlayan 
sinyal mekanizmalarını tetiklerler. Bu nedenle, in 
vitro besleyici hücresiz kültür koşulları hazırlanırken 
iEKH’nin besleyici hücrelerle etkileşiminin yoklu-
ğunda fibroblast büyüme faktörü-2 (FGF-2), insülin, 
transferrin, dönüştürücü büyüme faktörü-β (TGF-β) 
gibi büyüme faktörlerine olan ihtiyaçları göz önünde 
bulundurulmuştur. Aynı zamanda hücrelerin iki bo-
yutlu kültürü için yüzeye tutunmalarını sağlayacak 
uygun ekstrasellüler matriks molekülün seçilmesi 
zorunlu hale gelmiştir [45,46]. Bu alandaki ilk çalış-
malar 2005 yılında Klimanskaya ve arkadaşları ta-
rafından fare embriyonik fibroblast besleyici hücre-
lerden elde edilen ekstrasellüler matriksin iEKH’nin 
kültüründe kullanılmasıyla başlamıştır [16]. Sonraki 
çalışmalarda, yalnızca fare embriyonik fibroblastlar-
dan elde edilen ekstrasellüler matriksin değil aynı 
zamanda insan sünnet derisi, dermal ve plasental 
fibroblastlar gibi çeşitli insan kökenli besleyici hüc-
reler ve otojenik besleyici hücrelerden elde edilen 
ekstrasellüler matrikslerin de uzun süreli in vitro 
iEKH’nin kültürünü desteklediği gösterilmiştir [47-
50]. Tüm bu çalışmalar insan embriyonik kök hücre 
kültürü için besleyici hücrelerle birebir etkileşimin 
gerekli olmadığı ve çeşitli büyüme faktörleriyle des-
teklenen uygun ekstrasellüler matriks ortamının plu-
ripotent kök hücre kültürünü desteklemek için yeterli 
olduğu fikrini kuvvetlendirmiştir. Bu aşamadan son-
ra birçok çalışma insan ve fare besleyici hücreler 
tarafından üretilen hangi bileşen ya da bileşenlerin 
besleyici hücrelerden yoksun ortamda pluripotent 
özelliğin devam ettirilmesi için gerekli olduğunun 
araştırılması doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. 
Özellikle insan embriyonik kök hücre kültürün-
de fare embriyonik fibroblastlar ve insan neonatal 
fibroblastlar kullanılarak hazırlanan şartlandırılmış 
besiyerlerinde kollajen I, III, VI, nidogen-2, fibronek-
tin ve fibulin-1 gibi çoğunluğu fibriller yapıdaki eks-
trasellüler matriks moleküllerinin varlığı tespit edil-
miştir [51-53]. İnsan deri ve sünnet derisi fibroblast-
ları ile fare embriyonik fibroblastlarından elde edi-
len ekstrasellüler matrikslerin tümünün proteomik 

değerlendirilmesi sonucunda fibronektin, kollajen I, 
VI ve XII ve heparan sülfat proteoglikanların ortak 
moleküller olduğu tanımlanmıştır [54]. Aynı şekilde 
otojenik besleyici hücrelerden elde edilen ekstrasel-
lüler matriksin de fibronektin, lamininler ve kollajen 
VI bakımından zengin olduğu gösterilmiştir [55]. 
Hayvan ve insan besleyici hücrelerinden elde edi-
len matriksler dışında ilk sınırlı sayıda ekstrasellüler 
matriks molekülü içeren sistem 2001 yılında Xu ve 
arkadaşları tarafından kullanılmıştır. Bu çalışmada 
Xu ve arkadaşları (2001), Engelbreth-Holm-Swarm 
fare sarkomasından elde edilen ve Matrigel olarak 
bilinen bazal membran preparasyonunun fare emb-
riyonik fibroblastlardan elde edilen şartlandırılmış 
(conditioned) besiyeri ile birlikte iEKH’nin pluripotent 
özelliğini in vitro kültür sisteminde koruduğunu gös-
termişlerdir [13]. Bilindiği üzere Matrigel, kollajen IV, 
nidogen-1, heparan sülfat proteoglikan ve laminin 
açısından zengin bir ekstrasellüler matriks karışı-
mıdır [56]. Tüm bu çalışmalardan çıkarılan sonuç, 
iEKH’nin in vitro kültürünü destekleyen hücrelerden 
elde edilen materyallerde tanımlanan bileşenlerin 
besleyici hücre tipinden bağımsız olarak benzer olu-
şudur. Yapılan birçok proteomik çalışma sonucunda 
seçilen ekstrasellüler matriks molekülleri iEKH’nin 
kültürünü optimize etmek, besleyici hücrelerle te-
ması ortadan kaldırmak ve ‘iyi üretim uygulamala-
rı (Good Manufacturing Practice-GMP)’ düzeyinde 
kök hücre üretimi sağlamayı hedeflemektedir. Bu 
konudaki ilk girişimlerde uzun süreli pluripotent hüc-
re kültürü ve derivasyonu, fibronektin, vitronektin ve 
laminin-511 gibi tek tip ekstrasellüler matriks subst-
ratı kullanılarak gerçekleştirilmiştir [57-62]. Daha az 
yaygın olmakla birlikte, kollajen I, fibrillin-I, CD90 ve 
CD105’in substrat olarak kullanıldığı çalışmalar da 
bulunmaktadır [62-64]. Ancak, genetik köken olarak 
birbirinden farklı iEKH’nin, çeşitli büyüme faktörü 
kokteylleri ve farklı tutunma substratları ile pluripo-
tent özelliği nasıl korudukları henüz tam anlamıyla 
açıklanabilmiş değildir (Tablo 1). 

iEKH’nin pluripotent özelliği için evrensel bir 
yolağın bulunamamış olması, farklı tipte besleyici 
hücreler, kültür koşullarındaki değişimler iEKH’nin 
dizilerinde heterojeniteye yol açmaktadır. Bir labo-
ratuvarda kullanılan insan kök hücresi kültür teknik-
leri çoğu zaman başka bir laboratuvarda izole edilen 
iEKH dizilerine uygulanamamaktadır. Bu hücrelerin 
terapötik amaçlı kullanılabilmelerinin sağlanabilme-
si için kültür koşullarının standardizasyonu zaruri 
ihtiyaç haline gelmiştir.
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Tablo 1. Şimdiye kadar insan embriyonik kök hücreleri (iEKH)’nin besleyici hücresiz ortamda büyütülmeleri için kulla-
nılan ekstraselüler matriks bileşenleri ve besiyeri içerenleri

iEKH-ekstrasellüler matriks etkileşimleri
Ekstrasellüler matriks molekülleri iEKH için fiziksel 
destek sağlayan bir zemin oluşturmakla kalmayıp 

aynı zamanda hücre dışı ortamdan hücre içine sin-
yal iletimine aracılık ederler. Ekstrasellüler matrikse 
tutulum yalnızca hücrelerin morfolojisini etkilemekle 
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kalmaz, aynı zamanda aktin organizasyonunu da 
değiştirerek farklılaşmayı, apoptozu, hücre göçü ve 
hücre çoğalmasını yönlendirecek olan gen ifadesini 
de düzenler [65,66]. İntegrinler hücre-ekstrasellüler 
matriks etkileşimine aracılık eden başlıca reseptör 
grubudur [67]. Enzimatik aktivite yetenekleri olma-
dığından birçok hücre içi sinyal iletici molekülü ve 
adaptör proteinleri kullanarak hücre dışından ge-
len sinyalleri çekirdeğe iletirler [25]. Heterodimer 
reseptör grubuna ait olup, çoğunlukla birden fazla 
ekstrasellüler matriks bileşeniyle temasta bulunarak 
hücre içi sinyal mekanizmalarını karmaşık bir biçim-
de yönetirler [68]. Örneğin αVβ3 vitronektin resep-
törü olarak tanınmasına karşın, fibronektin, laminin 
ve tenaskinin de içinde bulunduğu farklı ekstrasel-
lüler matriks molekülüyle etkileşebilir [69]. Dahası, 
integrin konformasyonları ligand bağlanması sonu-
cu ve hücrenin liganda cevabı ile düşük ve yüksek 
affiniteli durumlar arasında geçiş halindedir [70-72]. 
Hücrenin integrin-ekstrasellüler matriks etkileşimine 
cevabı sonucunda integrin reseptörlerinin bölgesel 
yoğunluğu, hücre membranı üzerindeki dağılımları 
ve sonuç olarak ligandla integrin reseptörler arasın-
daki yapışkan bağların sayısı değişebilir [73,74]. Bu 
durum hücrenin söz konusu ekstrasellüler matriks 
molekülüne bağlanma kuvvetini etkiler ve hücre 
aynı integrin reseptörü ile bağlandığı farklı substrat-
lara farklı tepkiler verebilir [75]. 

İEKH’nde bulunan integrin reseptörlerin tümü 
henüz tanımlanamamıştır ve bugünkü bilgilerimiz 
genel gen ifadesinden elde edilen bilgilere ve eks-
trasellüler matriks molekülleriyle insan embriyonik 
kök hücrelerin etkileşimini araştıran çalışmalara 
dayanmaktadır [58,59,76]. Özellikle besleyici hücre 
kullanılmayan in vitro kültür sistemlerinde iEKH’n-
deki integrin dağılımının belirlenmesi hücre içi sin-
yal mekanizmalarının tespiti açısından önemlidir. 
Şimdiye kadar iEKH’nin kültüründe kullanılan lami-
nin, vitronektin ve fibronektin gibi substratların bir-
birinden bağımsız integrin reseptörleri kullandıkları 
bilinmektedir [57-62]. Farklı integrinlerle etkileşim 
sonucu ortak bir hücre içi sinyal mekanizmasının ya 
da alternatif mekanizmaların devreye girerek pluri-
potent özelliğin uzun süreli kontrolünü sağladığı dü-
şünülmektedir. Son dönemde yapılan çalışmalarda 
besleyici hücrelerle olan kültür sistemlerinde, etkin 
bir in vitro sistem oluşturulabilmesi için iEKH ile 
besleyici hücrelerde uygun integrinlerin bulunması 
gerektiği gösterilmiştir [77-79] . Bu yüzden, hücre-
lerdeki integrin reseptörlerinin ve buna bağlı sinyal 
yollarının tanımlanması pluripotent özelliğin uzun 
süreli korunumu ve uygun in vitro kültür şartlarının 
oluşturulabilmesi için gereklidir. 

Pluripotent özelliği kontrol eden hücre içi 
sinyal mekanizmaları
Ekstrasellüler matriksle etkileşim sonucu embriyo-
nik kök hücrelerin substratla reseptör bağlantı kuv-
vetinin değiştiği ve bu durumun iEKH’nin farklılaş-
ma ya da kendi kendini yenileme kararını etkilediği 
bilinmektedir [16,80]. Hücrelerin integrin aracılığıyla 
ekstrasellüler matrikse bağlanmasının, integrinin 
sitoplazmik bölümünde konformasyon değişikliğine 
neden olduğu ve bu değişikliğin adezom organizas-
yonu ile adaptör molekülleri hücre membranına çek-
tiği bilinmektedir [81, 82]. İntegrinle tutunma sonrası 
fokal adezyon kinaz (FAK), Tyr-397 domaininden 
otofosforilasyona uğrayarak, Src Kinaz için yüksek 
afiniteli bağlanma bölgesi oluşturur [81,83]. Subst-
ratla bağlantı sonucu integrin dağılımının artışı, Src 
kinaz konsantrasyonunu arttırarak, molekülün sabit 
aktif forma dönüşmesine neden olur. Aktif hale ge-
çen Src kinaz, FAK’ı bilinen beş farklı tirozin rezidü-
sünden (Tyr-407, Tyr-576, Tyr-577, Tyr-861 ve Tyr-
925) daha fosforilasyona uğratır [84,85]. Fibronekti-
nin birçok hücre sisteminde PI-3K/Akt ve MEK-ERK 
sinyal mekanizmalarını aktive ettiği bilinmektedir 
ve embriyonik kök hücre kültürlerinin PI-3K’e bağlı 
sinyal ağı ile pluripotent özelliği koruyor olabileceği 
gösterilmiştir [86,87]. Yapılan son çalışmalarda plu-
ripotent özelliğin ve farklılaşmamış embriyonik kök 
hücre yapısının PI-3K/Akt ve Smad 2/3 sinyal yolla-
rının ortak ürünü olduğu ve bu sinyal mekanizmaları 
arasındaki dengenin kaybolmasının iEKH’ni farklı-
laşmaya yönlendireceği öngörülmüştür. Artan PI-
3K/Akt ekspresyonunun Raf/MEK/ERK aktivitesini 
baskılayarak yüksek GSK-3β ve düşük β-katenin 
aktivitesine neden olduğu ve bu düşük β-katenin ak-
tivitesinin Activin-A/Smad 2-3 aracılı mezoderm gen 
ekspresyonunu baskıladığı düşünülmektedir [88]. 
Yine fibronektin aracılığıyla ERK 1/2 ve Akt fosfori-
lasyonunun fare embriyonik kök hücrelerinde hücre 
büyümesini etkilediği gösterilmiştir [89]. 

Aktivin/Nodal, Fibroblast Büyüme Faktörü 
(FGF), Insulin Benzeri Büyüme Faktörü (IGF) ve 
Wnt gibi birçok hücre dışı sinyal mekanizmasının 
iEKH’nin pluripotent özelliğini etkilediği bilinmekle 
birlikte, bu sinyal mekanizmalarının çoğu tam olarak 
tanımlanmamış kültür koşullarında çalışıldığı için 
iEKH’nin kaderini ne şekilde etkiledikleri tam olarak 
orataya konulamamıştır [90-92]. Bu durum farklı 
laboratuvar şartlarında birbiriyle çelişen sonuçların 
alınmasına neden olmuştur. Örneğin, Singh ve ar-
kadaşlarının düşük ERK aktivitesinin iEKH’nin plu-
ripotent özelliğini desteklediği savına karşın, farklı 
gruplar yüksek ERK aktivitesinin farklılaşmamış 
hücre kültürü için gerekli olduğunu savunmuşlar-
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dır [86,88,93]. Ekstrasellüler matriks proteinleri ile 
bağlantı sonucu aktive olan ve pluripotent özelliğin 
devam ettirilmesiyle bağlantılı olduğu düşünülen 
sinyal yolakları şekilde özetlenmiştir (Şekil 2).

İEKH’nin süspansiyon halinde üretildiğine iliş-
kin sınırlı sayıda çalışma vardır ancak bu hücrelerin 

besleyici hücre bulunmayan kültür sistemlerinde bir 
substrata bağlanma gereksinimleri olduğu gözlen-
miştir [60,94]. İEKH’nin ekstrasellüler matriksten 
kopmaları ve koloni yapılarının bozulması apoptozu 
tetikleyerek hücrelerin yaşamı ve farklılaşma potan-
siyelleri açısından olumsuz etki yaratır [95,96]. 

Şekil 2. Laminin, kollajenler 
ve fibronektin gibi ekstrasel-
lüler matriks molekülleriyle 
etkileşim sonucu aktive olan 
sinyal mekanizmalarından 
bazıları. Büyüme faktörle-
riyle aktive olan bazı sinyal 
mekanizmalarının integrin 
reseptörler aracılığıyla da 
aktive edildiği bilinmektedir. 
Ekstrasellüler matriks bağ-
lantılı sinyal sisteminde ana 
modülün Src/FAK komplek-
si olduğu ve bu kompleksin 
aracılık ettiği sinyal iletiminin 
çoğalma, farklılaşma, hücre 
yaşamı, göçü ve polaritesini 
etkilediği gösterilmiştir.

SONUÇ

İnsan embriyonik kök hücre derivasyonu ve üreti-
minde karşılaşılan başlıca sorun pluripotent özelli-
ğin mekanizmasının tam olarak aydınlatılamamış 
olması ve buna bağlı olarak standart kültür şartları-
nın oluşturulamamasıdır. Şimdiye kadar birbirinden 
bağımsız gruplarca iEKH’nin kültürü başarılı bir şe-
kilde gerçekleştirilmiş olsa da, oluşturulan iEKH’nin 
farklılaşma potansiyellerinde görülen değişiklikler 
genetik heterojenitenin de etkisiyle giderek artmak-

tadır. Teorik olarak ekstraembriyonik dokular hariç 
tüm vücut dokularını oluşturabilecek potansiyelde 
olan bu hücre dizilerinde çevresel etmenlerce oluş-
turulan bu farklılıklar, iEKH’nin tedaviye yönelik kul-
lanılması önünde en büyük engeldir. Tüm bu bilgiler 
ışığında, pluripotent özelliği kontrol eden tüm intrin-
sik ve ekstrinsik faktörler göz önünde bulundurula-
rak geliştirilecek bir kültür sistemi, iEKH’nin potan-
siyellerini kaybetmeden geniş çaplı üretilmelerine 
ve klinik amaçlı kullanılmalarına olanak tanıyacağı 
söylenebilir. İEKH’nin özellikle farklı ekstrasellüler 
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matriks molekülleriyle etkileşiminin pluripotent özel-
liğin devamıyla sonuçlanması, birbirinden bağımsız 
ya da ortak bir mekanizmanın pluripotent özelliği 
yönettiğini düşündürmektedir. Bu sinyal iletim me-
kanizmalarının açıklığa kavuşturulması ile pluripo-
tent özelliğin in vitro kontrolü sağlanacak, evrensel 
standartta kültür sistemi tasarlanabilecek ve çevre-
sel etmenlerce ortaya çıkarılacak heterojenitenin 
önüne geçilerek tedaviye yönelik iEKH’nin üretimi-
nin yolu açılacaktır. 
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