
 
 
 

T.C. 
KOCAELİ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FARE EMBRİYONİK KÖK HÜCRELERİN KÜLTÜRÜ, 

FARKLILAŞMASI ve KARAKTERİZASYONU 

 
Arzu TAŞ 

 
 
 
 
 

Kocaeli Üniversitesi 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü Yönetmeliğinin 
Yüksek Lisans Programı İçin Öngördüğü 
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

BİLİM UZMANLIĞI (YÜKSEK LİSANS) TEZİ 
Olarak Hazırlanmıştır. 

 
 
 
 
 
 
    Danışman : Prof. Dr. Hakkı DALÇIK 
    Eş Danışman : Doç. Dr. Sezen ARAT  
 
 
 
 

KOCAELİ 
2005 

 



 
 

 
 
 
SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ MÜDÜRLÜĞÜNE 

 
 
 İşbu çalışma jürimiz tarafından Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı BİLİM 
UZMANLIĞI (YÜKSEK LİSANS) TEZİ olarak kabul edilmiştir. 
 
 
 
Başkan  Prof. Dr. Süreyya CEYLAN 
 
 
 
 
Üye  Prof. Dr. Hakkı DALÇIK (Danışman) 
 
 
 
 
Üye  Doç. Dr. Sezen ARAT (Eş Danışman) 
 
 
 
 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
 
ONAY 
 
 Yukarıdaki imzaların, adı geçen öğretim üyelerine ait olduğunu onaylarım. 
 
 
 
 
..../..../2005 

 
      Prof. Dr. Nejat GACAR 

 
      Enstitü Müdürü 

 
Mühür 

 

 

 



 

 

FARE EMBRİYONİK KÖK HÜCRELERİN KÜLTÜRÜ, FARKLILAŞMASI ve 

KARAKTERİZASYONU 

 

 

ÖZET 

 

Sunulan tez çalışmasında embriyonik kök hücrelerin kültür ortamında  farklılaşması ve  

uygulanan RA’e bağlı olarak nöronal farklılaşma oranlarının artırılması hedeflenmiştir. Bu 

çalışma doku ve hücre hasarlarının tedavisi için bir model olabileceği düşünülmüştür. 

 

Çalışmada fare embriyonik kök hücrelerinin besleyici tabakalar üzerinde kültürü, 

spontan ve nöronal farklılaşması üzerinde yoğunlaşılmıştır. Nöronal farklılaşma için RA 

kullanılmıştır. RA’ın zaman ve konsantrasyon bağımlı değişimleri incelenmiştir. 

 

Fare embriyonik kök hücreleri çalışmanın ilk aşamasında besleyici tabakalar üzerinde 

kültüre edilmiştir. İkinci kısımda ise embriyonik kök hücrelerin spontan olarak farklılaşmaları 

sağlanmıştır. Bir sonraki aşamada RA uygulanarak kök hücrelerin nöronal farklılaşmaları 

sağlanmıştır. Uygulanan RA’ın verilme zamanı ve konsantrasyonları değiştirilerek 

farklılaşmayı nasıl etkilediği araştırılmıştır.  

 

Sonuçlar, besleyici tabakaların embriyonik kök hücrelerin pluripotent özelliklerini 

korudukları göstermiştir. Spontan farklılaşma esnasında ilk olarak mezodermal kökenli 

hücrelerin oluştuğu ve bu hücrelerin hücre populasyonun çoğunu oluşturduğu, bunun yanı sıra 

az sayıda nöronal hücrelerinde meydana geldiği gösterilmiştir. RA uygulamalarında ise, 

RA’ın düşük konsantrasyonlarının nöronal farklılaşmayı uyardığı fakat mezenşimal kökenli 

hücrelerinde meydana geldiği gösterilmiştir. Yüksek konsantrasyonlarda mezenşimal 

farklılaşmaya rastlanmamıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Embriyonik kök hücre, spontan farklılaşma, nöronal farklılaşma, 

retinoik asit 

 



 

 

 

 

CULTIVATION, DIFFERENTIATION AND CHARACTERIZATION OF 

MOUSE EMBRYONIC STEM CELLS 

 

 
 

ABSTRACT 

 

In the present study was aimed to investigate the differentiation of embryonic stem 

cells in vitro with or without RA. This study  is important in providing information for the 

further stem cell therapies. 

 

In the present study, mouse embryonic stem cells were cultured on feeder layers and  

their spontaneousous and neural differentiation capacity was investigated. Neural 

differentiation was induced with RA. In culture conditions, RA’s time and dose-dependent 

effects were investigated. 

 

In the first part of the study, mouse embryonic stem cells were cultured on feeder 

layers. Later, spontaneous differentiation of embryonic stem cells was done. Then neural 

differentiation was induced with RA and time and dose-dependent effects of  RA  were 

investigated. 

 

Results of the present study, feeder layers inhibited the differentiation of embryonic 

stem cells. During the spontaneous differentiation, the  cells began to beat just like  cardiac 

cells which are derived from mesoderm. In addition, small amounts of neural cells were 

visualized. Low concentrations of RA induced neural differentiation, however distinct 

mezenchymal cells were also demonstrated. High concentration of RA did not induce any 

mezenchymal cells. 

 

 



Keywords: Embryonic stem cells, spontaneous differentiation, neural differentiaition, 

retinoic acid 
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1. GİRİŞ 

 

1.1. Kök Hücreler 

 

Tarih boyunca insanoğlu hastalıklara çare bulmaya ve insan ömrünü uzatmaya 

çalışmıştır. Bu çalışmalar günümüzde de devam etmektedir. Özellikle doku-hücre-organ 

nakillerinde karşılaşılan zorluklar sonucunda; bireyin kendisinden alınan hücrelerin (kök 

hücreler) kullanımı gündeme gelmiştir.  Yenileyici veya tamir edici tıp alanında kök 

hücrelerden yararlanılmaktadır. 

 

Kök hücre; uzun zaman dilimleri boyunca bölünebilme ve kendini yenileyebilme 

yeteneğinde olan, özelleşmemiş, farklı hücre tiplerine farklılaşabilme yeteneği olan ve  hasarlı 

dokularda dokunun işlevini kazanmasını sağlayan hücrelerdir. Bu özellikleriyle vücuttaki 

somatik hücrelerden farklıdırlar. 

 

Kök hücrelerin farklılaşma potansiyelleri incelendiğinde, farklı özellikteki kök 

hücrelerle karşılaşırız. Hiyerarşinin en üst sırasında totipotent hücreler yer almaktadır. 

Totipotent hücreler, embriyoyu ve embriyoya ait ekstraembriyonik membran ve dokuları 

oluşturabilirler (Gerecht-Nir ve Itskovitz-Eldor, 2004). Totipotent hücrelerin bir alt 

basamağında pluripotent hücreler yer alır. Pluripotent hücreler (embriyonik kök hücreler),  

embriyoya ait üç germ yaprağından gelişen tüm hücreleri oluşturabilirler fakat 

extraembriyonik yapıları oluşturamazlar. Bu nedenle bir embriyoyu oluşturabilme 

yeteneğinden yoksundurlar. Pluripotent hücreler blastosistin iç hücre kitlesinden elde edilirler. 

Gelişim ilerledikçe hücreler pluripotensi özelliklerini kaybederek daha özelleşmiş hücrelere 

dönüşürler.  Bulundukları  dokuya özgü  hücreleri oluşturabilen kök hücreler multipotent kök 

hücreler diye adlandırılır. Son dönemde multipotent kök hücrelerle yapılan çalışmalarda, 

sadece bulundukları dokuya ait hücreleri değil farklı dokulara ait hücreleri de meydana 

getirebildikleri gösterilmiştir (Gritti A 2002, Vatz 2002). Bu tip farklılaşma transfarklılaşma 

veya plastisite olarak adlandırılır. Hiyerarşinin  en altında ise unipotent kök hücreler ya da 

 



progenitor hücreler bulunur. Progenitor hücreler, sadece spesifik hatlara farklılaşma eğilimi 

gösterirler (Gerecht-Nir 2003, Gardner R.L. 2002, Cetinkaya 2004). 

 

 

 

 

 

1.2.  Embriyonik Kök Hücreler 

 

Embriyonik kök hücreler; vücuttaki değişik hücre tiplerine dönüşebilme ve sınırsız 

bölünme yetenekleriyle son yılların popüler araştırma konularından biri haline gelmiştir. 

Embriyonik kök hücre (EK) hatlarının kurulması, memelilerin gelişimsel biyolojilerini 

araştıran bir çok çalışmaya olanak sağlamıştır. Son yirmi yıl içerisinde laboratuvar ortamında 

embriyonik kök hücrelerden  farklı tipte somatik hücreler elde edilmiştir. Embriyonik kök 

hücrelerden homojen ve saf bir hücre populasyonu elde etmek için çalışmalar halen devam 

etmektedir. 

 

Kök hücre çalışmaları yaklaşık 30 yıl önce farklılaşmamış bir hücre populasyonunun 

izolasyonuyla başlamıştır. Erken fare embriyolarının yetişkin farenin dokularına verilmesiyle 

teratokarsinoma denilen testislerde spontan oluşan bir tümör meydana geldiği görülmüştür. 

Bu tümörün içinden farklılaşmamış bir hücre populasyonu izole edilmiş ve embriyonal 

karsinoma (EC) hücreleri denmiştir. Bu hücreler fare blastosistlerine enjekte edildiklerinde 

doğan yavruların değişik dokularına katıldıkları görülmüştür (Andrews, 2001, Cetinkaya 

2004). 

 

Embriyonik kök hücreler, blastosistlerin iç hücre kitlesinden elde edilen pluripotent 

hücrelerdir ve ilk olarak 3,5 günlük fare blastosistlerinin iç hücre kitlesinden  elde edilmiştir 

(Evans ve Kaufmann 1981 ve Martin 1981). Embriyonik kök hücreler ; germ hücrelerini de 

oluşturabildiklerinden dolayı totipotent hücre olarak da tanımlanabilmektedirler. Embriyonik 

kök hücreler tüm vücut hücrelerine farklılaşabilmesine rağmen embriyonun zarlarını meydana 

getiren trofoektoderm hücrelerine farklılaşamaz (Smith G.A,2001). Embriyonik kök hücreler, 

alıcı blastosistlere transfer edildiklerinde pluripotent özelliklerini korurlar ve organizmanın 

 



primitif üç katmanına ait (endoderm, mezoderm ve ektoderm) hücrelere ve hatta germ 

hücrelerine de farklılaşabilirler (Stravidis ve Smith 2003; Keller 1995). Bu hücreler 

embriyoya geri verildiklerinde eşey hattı da dahil olmak üzere tüm dokuların oluşumuna 

iştirak ederek kimerik canlıların oluşumunu sağlarlar (Arat  S 1997 ve 2000, Cetinkaya 2004). 

 

 

Fare embriyonik kök hücrelerine duyulan ilgi başta transgenik hayvanlarla hastalık 

modelleri geliştirilmek istenmesinden kaynaklanmıştır.  DNA’sı modifiye edilmiş embriyonik 

kök hücrelerin blastosistlere enjekte edilmesiyle kimerik canlılar oluşturulmuştur (Cetinkaya 

2004). Genetik olarak değiştirilen embriyonik kök hücreler kullanılarak tek gen lokuslarında 

mutasyonlar meydana getirilmiştir. Böylece knouck out fareler oluşturulmuş ve bu canlılarda 

insan hastalık modelleri geliştirilmiştir (Wobus, 1999). 

 

Embriyonik kök hücreler gibi pluripotent özellik gösteren iki tip hücre daha vardır. 

Bunlardan birincisi;  Embriyonik karsinoma hücreleri diğeri ise primordial germ 

hücrelerinden elde edilen embriyonik germ (EG) hücreleridir (Stewart,1992). 

 

EK, EG ve EC hücre hatları in vitro ortamda farklılaşmamış fare embriyonik hücre 

özellikleri sergilerler. Bu özellikler şunlardır:  

 

a) pluripotent farklılaşma kapasitesi (Bain 1995, Rohwedel 1999)  

b) alkalin fosfataz  expressyonu  

c) SSEA-1 expressyonu  

d) Oct-4 expressyonu  

e) hücre sikluslarında kısa G1 fazına sahip olmalarıdır (Rohwedel 1999, Guan  

1999).  

 

EK hücreler in vitro şartlarda,  besleyici hücre tabakası ve sitokinlerin varlığında 

farklılaşmadan yaşamlarını sürdürebilirler.  Besleyici tabaka olarak fare embriyonik fibroblast 

hücreleri (Mouse Embryonic Fibroblast; MEF) kullanılmaktadır (Vatz 2002). Lösemi inhibe 

edici faktör (Leukemia İnhibitory Factor; LIF) adlı sitokin, fare EK hücrelerinin 

 



farklılaşmasını önlemektedir (Murray 2001). Fare EK hücreleri MEF üzerinde ve/veya LIF 

varlığında uzun süre farklılaşmadan kaldıkları gösterilmiştir (Rippon ve Bishop 2004).  

 

Besleyici tabakalar ve LIF kültür ortamından uzaklaştırıldığında EK hücreler spontan 

olarak farklılaşırlar (Keller 1995, Bain 1995). EK hücreleri süspanse kültürlerinde üç boyutlu  

hücre agregatları oluştururlar ve bu üç boyutlu yapı embriyoid cisim (Embryoid Body; EB) 

olarak adlandırılır (Bain 1995, Frachierd 1995, Keller 1995). Embriyoid cisimler 

incelendiğinde farklılaşmış ve farklılaşmamış hücre gruplarından oluşan bu yapının dış 

yüzeyindeki endodermal hücreler ve içindeki boşluk ile 6 günlük bir embriyoya benzediği 

gösterilmiştir (O’Shea 1999). EB’ler üç germ yaprağına ait hücrelerin tümünü içerir (Rippon 

ve Bishop 2004, Itskovitz-Eldor 2000, Cetinkaya 2004). 

 

EK hücrelerin farklı sitokinler sayesinde değişik hücre tiplerine farklılaşabildikleri 

gösterilmiştir. Çizelge 1.1’de EK hücrelerin farklılaştıkları hücre tipleri gösterilmiştir.  

 

Çizelge 1.1. Fare embriyonik  kök hücrelerin in vitro ortamda farklılaştığı hücre 

tipleri 

 

Hücre Tipi Referanslar 

Hematopoietik hücreler Doetschman et al. 1985, Nakano et al. 1996 

Mast hücresi Tsai et al. 2000 

Dendritik hücreler Fairchild et.al. 2000 

Endotel hücresi Risau et.al.1988,Yamashita et.al 2000 

Kalp kası hücresi Maltsev et.al.1993,Guan et.al. 1996 

Çizgili kas hücresi Rohwedel et.al.1994 

Düz kas hücresi Yamashita et.al.2000 

Yağ hücresi Dani et.al. 1997 

Osteoblast  Buttery et.al. 2001 

Kondrosit  Kramer et.al.2000 

Nöron  Bain et.al.1995, Okabe et.al.1996 

Astrosit  Fraichard et.al.1995 

Oligodendrosit  Brustle et.al. 1999, Liu et.al. 2000  

 



 

EK hücrelerin farklılaşma yeteneklerinin bulunmasından sonra bu hücrelerin doku 

hasarlarının yenilenmesinde kullanılabileceği gündeme gelmiştir. Doku hasarlarında 

kullanılabilecek homojen bir hücre populasyonu elde etmek için çalışmalar devam etmektedir. 

 

Fare EK hücrelerinden elde edilen tecrübeler insan EK hücrelerinin kültüre 

edilmesinde ve farklılaşma çalışmalarında ipuçları sağlamıştır. İlk çalışmalarda 1980’li 

yılların ortalarında İn vitro Fertilizasyon (IVF) sonrası elde edilen fazla embriyolar 

kullanılmış fakat embriyoların dondurulmasında karşılaşılan zorluklar aşılana kadar başarı bir 

izolasyon yapılamamıştır. Farenin yanı sıra tavşan (Graves,1993), domuz (Whesler,1994), 

sığır (Cherny, 1994) ve tavuktan da (Pain, 1996) embriyonik kök hücre izolasyonu 

yapılmıştır. Thomson ve ekibi 1995 yılında ilk primat embriyonik kök hücrelerini izole 

etmişlerdir. Primat EK hücrelerinin izolasyonunun ardından 1998 yılında aynı ekip ilk insan 

EK hücre hatlarını elde etmiştir (Thomson 1998; Levenberg 2003). Bunu takip eden yıllar 

içerisinde birçok insan EK hücre hattı elde edilmiştir. Bugün ‘National Institute of Health 

(NIH) ’ te kayıtlı 78 tane insan EK hücre hattı mevcuttur (www.nih.gov, Cetinkaya 2004). 

 

İnsan EK hücreleri, fare EK hücreleri gibi pluripotent özelliktedirler. Fare EK 

hücreleri gibi sınırsız kendini yenileyebilme ve üç germ yaprağına ait tüm hücreleri 

oluşturabilme yeteneğine sahiptirler (Schuldiner 2001, Laslett  2003). İnsan EK hücreleri üç 

embriyonik hatta ait hücreleri içeren EB leri oluşturabilirler (Itskovitz 2000, Thomson 2000) 

ve büyüme faktörlerinin ilavesiyle farklı hücre tiplerine farklılaştırılabilmektedirler 

(Schuldiner et al 2000). 

 

1.3. Embriyonik  Kök Hücre Besiyeri Bileşenleri * 

 

Embriyonik kök hücreler için kullanılan besiyeri diğer hücre tipleri için kullanılan 

besiyerlerinden farklı özelliktedir. Ek hücreler için besleyici çözeltisi zengin olan yüksek 

glikozlu Dullbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)  tercih edilir. Besiyerine ilaveten, 

aminoasit, L-Glutamin ve merkaptoethanol uygulanır. EK hücreler kullanılan serum tipine ve 

kalitesine karşı  oldukça hassastırlar. Endüstriyel serum üretiminde bir standart olmadığından 

kullanılacak serumun önceden test edilmesi gerekmektedir. Bu hücreler beş gün boyunca % 

 

http://www.nih.gov/


15 ve % 30 oranında serum uygulanmış besiyerinde kültüre edildiklerinde % 30 oranında 

serum kullanılan örneklerde toksisite gözlemlenmiştir (Abbondanzo ,1993).  

 

Kültür  ortamında hayvansal ürünlerden uzaklaşmak ve daha kontrollü deneyler 

yapmak isteyen araştırıcılar için firmalar hücreye uygun serumsuz besiyerleri 

geliştirmektedirler. Invitrogen ve Stem Cell Technology gibi özel firmalar kök hücrelerin 

farklılaştırılmasında veya kendilerini yenilebilmelerini sağlayan serumsuz besiyerleri 

geliştirmişlerdir. 1998 yılında geliştirilen Serum Replacement (SR), hayvansal ürünlerden 

olabildiğince arındırılmış bir çözeltidir (Price,1998). İnsan EK hücrelerinin SR ve bFGF 

içeren kültür ortamında farklılaşmadan kalabildikleri gösterilmiştir (Amit, 2002). 

 

 

 

1.4. Lösemi İnhibe Edici Faktör (Leukemia Inhibitory Factor; LIF) * 

 

Lösemi İnhibe Edici faktör (Leukemia Inhibitory Factor; LIF), IL-6 ailesine ait bir 

sitokindir (Niwa, 2001). LIF ‘in fare embriyonik kök hücrelerinin farklılaşmadan kültür 

ortamında tutulması için kritik bir faktör olduğu gösterilmiştir. LIF, fare embriyonik kök 

hücrelerin uzun dönemde farklılaşmadan kültür ortamında tutulmasını sağladığından besleyici 

tabakanın yerini alabileceği düşünülmüştür (Nichols 1990).  D3 fare embriyonik kök hücre 

hattı besleyici tabaka olmadan sadece rekombinant LIF varlığında iki ay boyunca 

farklılaşmadan kültüre edilebilmiştir. Bu hücreler blastosistlere verildiğinde oluşan kimerik 

hayvanın hücre hatlarına katılmışlardır (Pease,1990). Rathjen ve ekibi tarafından 1990 yılında 

LIF’in iki formu izole dilmiştir. D-LIF, çözünür halde ortamda bulunan form; M-LIF ise 

matrikse bağımlı halde bulunan  formdur.  

 

LIF reseptörü iki alt birimden meydana gelir. Birincisi ligana özgü altbirimdir ve 

lösemi inhibe edici factör reseptör beta (LIFRβ)  diye adlandırılır. İkincisi ise hücre içinde 

sinyal yolunu başlatır ve gp130 olarak isimlendirilir. Gp 130;   IL-6 ailesi sitokinlerinin ortak 

reseptörüdür (Vassilieva 2000; Niwa 2001).  LIF membrandaki reseptöre bağlandıktan sonra 

hücre içi aktivitesini Jak/Stat yolu ile sağlar. LIF’ın etkili olmasında en önemli rolü Stat 3 adlı 

 



transkripsiyon faktörü oynar. LIF sinyali Jak/Stat yolu ile çekirdeğe iletilir ve böylece EK 

hücrelerin kendilerini yenilemesi sağlanır (Niwa 2001).  

 

LIF farklı kaynaklardan elde edilebilir. En etkili yol fibroblastlardan oluşan besleyici 

tabakanın kullanılmasıdır. Fibroblast hücreleri LIF sentezlerler ve EK hücrelerin 

beslenmelerini sağlar (Stewart,1992). Besleyici tabakanın olmadığı durumlarda rekombinant 

LIF kullanılır. Bufola rat karaciğer hücreleri (BRL) LIF sentezlerler. Bu hücrelerin 

süpernatanları kullanılarak besleyici tabaka olmaksızın EK hücrelerin kültürü yapılır. LIF 

geni (pc10-6R cDNA klonları) ile transfekte edilen  COS hücrelerinin süpernatanlarının LIF 

kaynağı olarak EK hücre kültürüne katılması EK hücrelerinin pluripotent özelliklerini 

korumaları için yeterli olmuştur  (Smith 1998). 

 

* : Gaye Cetinkaya’nın Yüksek Lisans Tez Çalışmasından yararlanılmıştır (2004) 

 

 

1.5. Retinoik Asit (RA) 

 

Vitamin A türevleri olan retinoidler, embriyogenesis sırasında, çeşitli hücre tiplerinin 

farklılaşması  ve proliferasyonunun düzenlenmesinde kritik rol oynar (Bolton, 1999). RA, 

vitamin A’nın  fizyolojik  metabolitlerinden biridir (Bolton, 1999) in vivo doku ve organ 

farklılaşması üzerinde önemli etkilere sahiptir (Schictt ve Madarasz, 1997). RA’nın in vitro, 

fare embriyonik kök hücrelerin nöral doku farklılaşmasını indükleyici etkisi bilinmektedir 

(Strübing  1995). 

 

Bu yüzyılın başından beri,  Vitamin A’nın yaşam çemberi üzerinde önemli besleyici 

bir bileşen olduğu bilinmektedir (Wolf, 1996). Gebelik sırasında veya erken postnatal fazda 

Vitamin A yoksunluğu embriyonik malformasyonlara neden olmaktadır. RA’ın in vivo 

etkisini göstermek amacıyla; aşırı miktarda retinoid uygulandığında embriyonik 

malformasyonların gözlemlendiğinden beri  RA’ın aynı zamanda teratogenik kapasiteye sahip 

olduğu ortaya çıkmıştır. Son çalışmalar, RA’ın embriyonik gelişimi düzenleyici  bir hormon 

gibi fonksiyon gördüğünü açığa çıkarmıştır (Rohwedel 1999). 

 

 



Embriyo gelişimi sırasında RA verildiğinde;  başlıca aksial iskelet,  ekstremiteler ve 

merkezi sinir sistemini içeren kraniofasial yapılarda şiddetli defektler görülmüştür. İnsanlarda 

yapılan çalışmalarda, meydana gelen malformasyonların çoğunluğu merkezi sinir siteminde, 

kraniofasial yapılarda, kalpte ve timusta gözlemlenmiştir. Farelerde iskelet malformasyonları 

sadece karniofasial yapılarla sınırlı olmayıp, aynı zamanda ekstremiteler ve vertebrada da 

gözlemlenmiştir (Rohwedel 1999, Bolton 1999, Wohl 1998).   

 

İn vitro şartlarda RA verildiğinde;  EC ve EK hücrelerinin zaman ve konsantrasyon 

bağımlı yollarla spesifik hücre tiplerine farklılaşmaları sağlanır (Fraichard 1995, Strübing 

1995, Rohwedel 1999). RA, EK ve EC hücrelerinden elde edilen embriyoid cisimlere ilk iki 

gün 10 – 100 nM konsantrasyonda uygulandığında, nörogenesisi başlatır  (Bain 1996, 

Strübing 1995, Gajovic1997, Bain 1995). RA’ın 1 nM konsantrasyonda uygulanması kardiyak 

farklılaşmayı başlatır. Kardiyak hücreleri, mezodermin anterior lateral plağından gelişir. 

Kültüre RA verildiğinde;  kardiyomiyositlerin geliştiği mezodermal öncülleri ortadan kaldırır  

ve böylece posterior yapıların gelişmesini sağlayarak kardiyogenesisin oluşumunu engeller. 

(Rohwedel 1999). 

 

Embriyoid cisimlere 2-5.günler arasında 10 nM RA uygulanması ile nörogenesis 

başlar (Strübing 1995, Wobus 1997). Embriyoid cisimlere 5.günden sonra 10 nM RA 

uygulanması; miyogenik ve adipogenik farklılaşmanın engellenmesini sağlarken , kardiyak ve 

vasküler düz kas hücrelerine farklılaşmanın başlamasına sebep olur  (Wobus 1997).  

 

RA’in farklı izotipleri mevcuttur. Bunlar All-trans RA, 9-cis RA ve 13-cis RA’dır. 

Embriyo gelişimi ve farklılaşma sırasında RA’ın etkileri; RA reseptörlerinin çeşitli 

kombinasyonları yoluyla gen ekspresyonlarını düzenlemesi ile açıklanabilir (Guan 2001). 

Hücresel RA- bağlayan proteinlerin (CRABP) ve en önemlisi de nüklear RA reseptörlerinin  

keşfi, embriyo gelişimi sırasında RA’ın gen ekspresyonlarını nasıl düzenlediğini anlamamızda 

yardımcı olmuştur (Rohwedel 1999, Guan 2001, Tighe ve Gudas 2004). RA reseptörleri; 

retinoik asid resertör (RAR) ve retinoid X reseptör (RXR) ve bunların α, β, γ alt izotipleridir 

(Bolton 1999). RA CRABP’ye bağlanarak nüklear RA reseptörleri ile etkileşir. All-trans RA, 

RAR’a , 9-cis  RA ise RXR ve RAR nüklear reseptörlerine bağlanır (Guan 2001). RA’ın 

aktivasyon mekanizması Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

 



 
 

Çizelge 1.2.  RA’ın aktivasyon mekanizması ve RA sinyal yolları (Rohwedel 1999). 

 

 

 

 

1.6. Embriyonik Kök Hücrelerin Kültürü ve Besleyici Tabakalar 

 

Fare blastosistlerinin iç hücre kitlesinden elde edilen fare EK hücrelerinin pluripotent 

özelliğini korumak güçtür (Loebel 2003). Primer teratokarsinoma explant kültürlerinde, EC 

hücrelerinin farklılaşmış hücre tipleri yanında daha iyi geliştiği gözlemlenmiştir. EC 

hücrelerinin, mitotik olarak inaktive edilmiş embriyonik fibroblast hücreleri üzerinde kültüre 

edilmesi sonucu yüksek farklılaşma kapasitesine sahip kök hücreler elde edilmiştir (Martin ve 

Evans 1975). Fare EK hücreleri de embriyonik fibroblast hücreleri üzerinde kültüre edilmiş 

ve çoğaltılmıştır (Martin1981, Evans ve Kaufmann 1981). Embriyonik fibroblastlar, bazı 

kritik besleyici veya destekleyici faktörleri salgıladıklarından besleyici tabaka olarak 

adlandırılmaktadırlar (Smith 2001).  

 

 



İnsan ve fare EK hücreleri, primer fare fibroblast hücreleri (Primer Mouse Embryonic 

Fibroblast; PMEF) üzerinde kültüre edilmektedirler. PMEF hücreleri üzerinde kök hücreler 

(KH) daha kararlı karyotip göstermişlerdir (Abbondazo 1993). Petri yüzeyini tamamen 

kapladıktan sonra mitotik olarak inaktive edilen bu hücreler LIF salgılayarak fare EK 

hücrelerinin farklılaşmadan kültürüne olanak sağlamıştır. Besleyici tabakalara ek olarak 

kültür ortamın rekombinant LIF ilavesi de gereklidir. (Thomson 1998, Reubinoff 2000). 

Ancak LIF, insan EK hücre hatları üzerinde aynı etkiye sahip değildir (Laslett 2003, Thomson 

2000, Cetinkaya 2004) 

 

İnsan EK hücrelerinin hayvan hücrelerinin üzerinde kültüre edilmesi retroviruslar ile 

kontaminasyon riskini arttırmaktadır (Smith 2001). Bunu engellemek için insan hücreleri  

besleyici tabaka olarak denenmiştir (Amit 2004). İnsan dokularından izole edilen;  fetal kas 

hücreleri, yetişkin deri hücreleri, yetişkin kemik iliği hücreleri ve yeni doğan bebeklerin 

sünnet dokusundan elde edilen hücreler insan EK hücrelerinin kültürü için gereken ortamı 

sağlamıştır (Amit 2003, Gerecht-Nir ve Itskovitz 2004, Cetinkaya 2004). 

 

Kök hücreler (KH) yenileyici ve tamir edici tıp alanında kullanılmak istenmektedir 

(Gerecht-Nir ve Itskovitz 2004). Bu nedenle bu hücrelerin büyük çapta üretilmeleri ve farklı 

hücre tiplerinden arındırılmaları gerekmektedir. Besleyici hücre tabakalarının kullanılmadığı 

alternatif kültür sistemleri geliştirilmeye çalışılmaktadır. İnsan KH tedavi amaçlı kullanımı 

için aynı zamanda hayvansal ürünlerden arındırılmış sentetik bir kültür ortamı gerekmektedir 

(Cetinkaya 2004). Öncelikle besiyerlerinden serumun ve besleyici hücre tabakasının 

uzaklaştırılması gereklidir. Fare EK hücreleri serumsuz besiyerinde LIF ve Bone 

Morphogenic Protein (BMP) kullanılarak (Ying 2003),  insan EK hücreleri de matrigel ve 

laminin kaplı yüzeylerde farklılaşmadan kültüre edilebilmişlerdir. Fakat bu çalışmada da 

besiyeri MEF süpernatanlarıyla zenginleştirilmiştir ( Xu 2001).  

 

Vücutta bulunan birçok hücre yüzey bağımlıdır ve büyüme, bölünme, gelişme ve 

farklılaşma sırasında bir protein iskelete tutunurlar. Ekstraselüler Matriks (Extracelluler 

Matrix, ECM) olarak adlandırılan bu yapı, hücrelerin düzenlenmesinde üç boyutlu yapı 

sağlayan protein ve glikozaminoglikanlardan meydana gelir. Hücre kültüründe de serum 

içindeki proteinler petri ve flaskların yüzeyine absorbe olurlar ve ECM görevi görürler. 

 



Hücrelerin matrikse tutunmaları için  bir hücre yüzey reseptörü olan integrinin fibronektine 

bağlanması gerekir. Fibronektinde serum içerisinde mevcuttur. Fibronektinin polimerik 

malzemeye absorbe olmasıyla hücreler hücre-matriks etkileşiminde olduğu gibi petri 

yüzeyine yapışırlar (Webb 2000, Cetinkaya 2004).  

 

Hücre kültüründe ECM fiziksel yapısı üç boyutlu polimerik malzeme ile 

oluşturulmaya çalışılmıştır. Üç boyutlu poly (lactic-co-glycolic acid) PLGA ve poly (L-lactic 

acid) PLLA polimerlerinin üzerinde değişik yönlerde farklılaştırılan EK hücrelerin kültür 

gruplarında üç boyutlu yapıların geliştiği bildirilmiştir (Levenberg, 2003 , Hayman, 2004, 

Cetinkaya 2005)   

 

1.7.Embriyonik Kök Hücreler ve Fenotip  

 

Embriyonik kök hücre incelendiğinde; büyük bir çekirdeğe sahip olduğu görülür. 

Yuvarlak ve düzgün bir morfolojileri vardır. Kolonileri oluşturan hücrelerin sınırları ayırt 

edilemez fakat hücrelerin çekirdekleri kolaylıkla görülebilir. Koloniler faz-kontrast 

mikroskopla incelendiğinde koloni sınırları parlak görülür ( Cetinkaya 2004). 

 

Uzun dönem kültüre olmuş EK hücre populasyonlarının hala pluripotent karakterde 

olduğunu anlamanın en iyi ve en eski yöntemi kimerik hayvan oluşturmaktır. Bu yöntemde; 

EK hücreler morula veya blastosist aşamasındaki fare embriyolarına enjekte ve bu  

embriyolarda alıcı annelere transfer edilir. Eğer EK hücreler pluripotent özelliklerini 

korumuşlarsa; iç hücre kitlesine karışarak canlının çeşitli dokularına katılacaklardır. Doğan 

yavrularda kimerizm varlığı ve derecesi genellikle tüy rengine göre belirlenir. Bu nedenle EK 

hücre hatları pigmentli fare soylarından elde edilirler. Hücrelerin transfer edildiği fare soyları 

ise siyah veya albino fare soylarıdır. Doğan kimerik hayvanlarda iki renk tespit edilir. Bu 

çalışmada kullanılan R1 EK hücreler sekiz hücreli embriyolara enjekte edildiklerinde 

%73’ünün blastosiste katıldığı, %31’inin doğduğu, doğan yavruların %27’sinin kimerik 

olduğu tespit edilmiştir (Arat,1997). 

 

Bir transkripsiyon faktörü olan Oct-3/4; totipotent, pluripotent ve germ hücre hatları  

tarafından eksprese edilir. Oct-4 ekspresyonunun dengeli olması, EK hücrelerin 

 



pluripotensilerini korumaları açısından önemlidir (Gorba, 2003). Kök hücreler yüksek 

seviyede alkalin fosfotaz ve telomeraz aktivitesi gösterirler ve onların bu aktivitesi fare ve 

insan EK hücrelerinin pluripotensilerini göstermek için kullanılır (Vassilieva, 2000). 

Farklılaşmamış EK hücrelerin bir diğer belirteci de SSEA (Stage Specific Embryonic 

Antigen)’dır. Farklılaşmamış fare EK hücrelerin membranlarında SSEA-1, farklılaşmamış 

insan EK hücrelerinde ise SSEA-3 ve SSEA-4 antijenleri eksprese olur. Ayrıca insan EK 

hücreleri için TRA-1-60 ve TRA1-81 antijenleri de farklılaşmamış hücrelerin belirlenmesi 

amacıyla kullanılmaktadır (Pera, 2000, Cetinkaya 2004). 

 

1.8. Embriyonik Kök Hücrelerin Farklılaşması 

 

Embriyonik kök hücrelerin en önemli ve merak uyandıran yanlarından biri de; 

kültürde uygun uyaran verildiğinde farklı somatik hücre tiplerine farklılaşma yetenekleridir. 

 

Farklılaşmanın başlatılabilmesi için kullanılan ortak yöntem; embriyoid cisim 

(Embryoid body, EB) olarak adlandırılan üç boyutlu hücre agregatlarının oluşturulmasıdır 

(Stravridis ve Smith, 2003). Embriyoid cisimler üç germ yaprağından türevlenen tüm hücre 

çeşitlerini içerirler (Martin 1981, Bain 1995, Fraichard 1995). EB’ler tüm hücre çeşitlerini 

içermelerine rağmen  bir vücut planı veya kutuplaşma formlarını içermezler. Sonuç olarak 

canlı bir embriyo oluşturamazlar (Rippon 2004). 

 

Embriyonik kök hücreler besleyici hücre tabakası ve LIF içermeyen kültür 

medyumunda bakteriyolojik petri kaplarına ekilirlerse  EB’ler oluştururlar (Keller 1995). 

EB’ler kültür petri kaplarına ekildiklerinde yayılmaya ve ileri dönemde de farklılaşmaya 

başlarlar (Stravridis 2003, O’Shea 1999).  

 

Farklılaşmamış kök hücrelerin gelişimsel kaderini; büyüme faktörleri, sinyal 

molekülleri ve ECM proteinlerini içeren bir mikro çevreye bağlıdır (Czys ve Wobus 2001). 

Bu mikro çevrede;  Embriyoid cisim içerisindeki mezodermal ve endodermal öncül hücreler 

birkaç gün içerisinde oluşurken, ektodermal öncül hücreler daha geç bir dönemde oluşurlar. 

Kültürün ileri dönemlerinde EB’ler bir kaviteye sahip olurlar ve sistik bir görünüm alırlar  

(Ribbon 2004). 

 



 

 
Şekil 1.1. Fare embriyonik kök Hücrelerin in vitro ve in vivo gelişimi (Guan 1999). 

 

İn vitro  fare EK hücreleri; kardiyojenik, miyojenik, nöronal, epiteliyal ve vasküler 

düz kas hücrelerine farklılaşabilirler ve dokuya özgü genleri, proteinleri ve iyon kanallarını 

ekspresse ederler. 

 

EK hücrelerin  atım gösteren kardiyomiyositlere farklılaşması, EB’lerin  içerisinde 

spontan (kendi kendine gerçekleşme) olarak meydana gelir. İlk atım gösteren hücreler 7-10 

günlük EB’lerde görülür (Wobus 2001, Mummery 2002). 

 

EK hücrelerin besiyerine, transferrin, BSA (sığır serum albumin) ve sodyum selenit 

ilavesinin ardından kültüre edildiklerinde miyojenik (iskelet kas hücreleri) hücrelere 

 



farklılaşırlar. EB’lerin ekiminin ardından 5-7 .günler arasında ilk miyoblast/miyositler ortaya 

çıkmaktadır  (Wobus 2001). 

 

Karışık bir hücre tipi olan vasküler düz kas hücrelerine farklılaşma için Drap ve 

arkadaşları tarafından RA ve cAMP’nin kullanıldığı bir protokol geliştirilmiştir. Bu yöntemde 

ilk vasküler düz kas hücreleri EB’lerin ekiminden 14 gün sonra görülmüştür (Drap 1997, 

Wobus 2001). Sistik EB’lerin içerisinde ilk tanımlanan endoteliyal hücre serileridir ve kan 

adacıklarına benzer yapılar içerisinde primitif eritrositler tanımlanmıştır (Keller 1995). 

 

1.9.Embriyonik Kök Hücrelerin Nöral Farklılaşması 

 

Memelilerin sinir sisteminin karmaşık gelişimi, embriyogenesis ve erken postnatal 

hayat sırasında bir dizi epigenetik ve hücresel endojen sinyalleri ile kontrol edilir (Luskin 

1994). Normal embriyo gelişimi sırasında, iç hücre kitlesinden primitif ektoderm gelişir. 

Gastrulasyon sırasında ise primitif ektodermden, mezoderm, endoderm ve ektoderm gelişir. 

Ektodermden  sinir sistemini oluşturan nöroektoderm meydana gelir (Smith ve Beddington 

1993, Bain 1995).  

 

Embriyonik kök hücrelerin in vitro farklılaşma kapasiteleri çok yüksektir. EB’lerin 

spontan farklılaşma süreci boyunca nöron benzeri hücreler tüm hücrelerin küçük bir yüzdesini 

oluştururlar. İn vitro da nöral farklılaşma ilk olarak EC hücrelerinde denenmiştir. P19 (EC 

hücre hattı) hücrelerinin Retinoik asit ile muamele edilmesi sonucu bu hücreler nöral 

hücrelere farklılaşmışlardır (Bain 1995).  

 

İn vitro olarak RA uygulanması ile EK hücrelerin nöral farklılaşmaları başlatır. EK ve 

EC hücrelerine retinioik asidin zaman ve konsantrasyon bağımlı uygulanması ile nöral, 

kardiyak, miyojenik ve adipojenik farklılaşma indüklenir (Guan 2001). EK hücrelerinden 

oluşan agregatlarda, nöroektodermal hücrelerin oluştuğu gelişimin erken aşamasında yüksek 

konsantrasyonda RA (1µM-100 nM)  uygulanmasıyla nöronal farklılaşmada anlamlı sonuçlar 

elde edilmiştir  (Fraichard 1995, Bain 1995, Strübing 1995, Gajovic 1997). 

 

 



RA ile indüklenen hücreler, postmitotik sinir hücrelerinin kompleks elektrofizyolojik 

ve immunositokimyasal özelliklerini gösterirler ve nöron-spesifik genleri eksprese ederler 

(Rohwedel 1998). Nöronal farklılaşma faktörlerinin varlığında, EK hücrelerinde türeyen nöral 

prekürsör hücreler serotonerjik, glutamaterjik, GABAerjik ve dopaminerjik nöronlara ve glial 

hücrelere farklılaşırlar (Okabe 1999, Lee 2000 ,Lıour  2003). 

 

Fare  EK hücrelerinde başarı ile uygulanan nöral farklılaşma insan EK hücreleri 

üzerinde de uygulanmıştır. İnsan EK hücrelerine RA uygulanması sonucunda nöral hücreler 

elde edilmiştir (Schuldiner 2000, Schuldiner 2001). RA haricinde nöral farklılaşmanın 

uyarılması için βNGF (Beta Nerve Growth Factor, beta sinir büyüme hormonu), FGF 

(Fibroblast growth factor, fibroblast büyüme faktorü), N2 medyumu da kullanılmıştır 

(Schuldiner 2001, Calhoun 2003, Schulz 2003). 

 
 

2. AMAÇ ve KAPSAM 
 
 
Bu bölümde sunulan tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen deneylerin 

yapılışlarıyla ilgili  açıklamalara yer verilecektir. Deneyin ilk aşamasında EK hücreleri fare 

embriyonik fibroblastları üzerinde ve LIF varlığında kültüre edilerek, pluripotent hücre 

özelliklerini korumaları sağlanmıştır. İkinci aşamada, EK hücrelerin spontan farklılaşma 

özellikleri incelenmiştir. Son aşamada ise, EK hücrelerin kontrollu nöral farklılaşması 

incelenmiştir. Nöral farklılaşmayı başlatabilmek için RA kullanılmıştır. Ra’ın kültüre 

uygulanma zaman ve konsantrasyonları değiştirilerek nöral farklılaşma üzerine etkileri 

incelenmiştir. 

 

3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Besleyici Hücre Tabakalarının Hazırlanması 

 

Çalışmada 13,5 günlük gebe farelerden elde edilen embriyolardan hazırlanmış olan 

fare embriyonik fibroblastları (Primer Mouse Embryonic Fibroblast; PMEF) kullanılmıştır. 

Dondurulmuş olan PMEF hücrelerinin 37 °C su banyosunda çözülmesi sağlandı ve hücreler 

DMEM’li besiyeri (Ek 1) içeren 100 mm’lik petri kaplarına ekildi. Fibroblastların 100 mm’lik 

 



petri yüzeyini tamamen kaplamasının ardından hücrelerin mitotik aktivasyonunun 

durdurulması için besiyeri uzaklaştırılıp 10 ml mitomisinli besiyeri (Ek 2) uygulandı ve  %5 

CO2 li 37 °C inkübatörde 2,5 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından hücreler, PBS (Ek 3) 

çözeltisi ile yıkandı ve %0,25 Tripsin-EDTA (Sigma) solüsyonu uygulandı ve 5 dakika %5 

CO2 li 37 °C inkübatörde inkübe edildi. Hücrelerin üzerine DMEM çözeltisi uygulandı ve tek 

hücre süspansiyonu elde edildi. Tek hücre süspansiyonu 15 ml’lik falkon tüplere alındı. 5 

dakika santrifüj edildi. Elde edilen hücre peleti 1 ml besiyeri ile sulandırıldı. Fibroblastlar 

toma lamı yardımıyla ışık mikroskobunda sayıldıktan sonra mililitrede 400 000 olacak şekilde 

besiyeriyle sulandırıldı. Ekim yapılacak olan 60 mm’lik ve  4 kuyulu petrilerin üzerine 

önceden uygulanan jelatin (Ek 4) çözeltisi (en az yarım saat oda sıcaklığında beklemiş olmak 

koşuluyla) uzaklaştırıldı. Hücre süspansiyonu jelatinli petrilere ekildi. Hazırlanan besiyeri bir 

hafta içerisinde kullanıldı. Bir haftadan sonra yeni besleyici tabakalar oluşturuldu. 

 

3.2. Besleyici Tabakalar Üzerinde EK Hücrelerin Kültürü 

 

Deneysel çalışmada kullanılan besiyeri ve bileşenlerinin oranları Çizelge 3.1’de 

gösterilmiştir. 

Çizelge 3.1. EK hücre besiyeri ve bileşenleri 

 

EK Hücre Besiyeri Bileşenleri 

-DMEM (yüksek glikozlu ve sodyum piruvat içeren) 

-%15 FCS (EK hücre için özel) 

-% 1,2 MEM aminoasit çözeltisi 

-%1,2 L-glutamin 

-%0,01 Mercaptoethanol 

-%0,3 Antibiyotik solüsyonu 

- Lösemi İnhibe Edici Faktör (LIF) 

 

Çalışmamızda, farklılaşmayı önlemek için LIF geni ile transfeksiyona uğramış COS 

hücrelerinin süpernatanları kullanılmıştır.  

 

 



Çalışmada Andras Nagy’den temin edilen ve TÜBİTAK-GMBAE’de (Gen 

Mühendisliği ve Biyoteknoloji Araştırma Enstitüsü)  çoğaltılan R1 embriyonik kök hücre 

hattı kullanıldı. Hücreler, 60 mm’lik petrilerde hazırlanan besleyici tabakalar üzerine ve LIF 

uygulanarak 5 ml besiyerinde 2,000,000 sayıda ekildi. Bu hücreler deney çalışması boyunca 

kullanılacak olan stok hücreleri oluşturdu. EK hücrelerin besiyerleri her gün değiştirildi ve 

hücreler gün aşırı pasajlandılar. 

 

 

3.3. DENEY GRUPLARI 

 

3.3.1. EK HÜCRELERİN KÜLTÜRÜ 

 

Deney grubunda R1 EK hücreleri besleyici tabakalar üzerinde kültüre edildiler. 

Hücrelerin farklılaşmasını önlemek için LIF geni ile transfekte edilmiş COS hücrelerin 

süpernatanları kullanıldı. COS süpernatanının 1/100, 1/200, 1/500, 1/1000 ve 1/2000 

dilüsyonları test edildi. 1/200 dilüsyonda hücrelerin koloni morfolojilerini korudukları tespit 

edildi.  

 

Besleyici tabakalar 4 kuyulu petrilere hazırlandı. Hücreler 4 kuyulu petrilere 

hazırlanan besleyici  tabakaların üzerine kuyu başına 300,000 olacak şekilde ekildi. 1/200 

dilüsyonda COS süpernatanı besiyerine eklendi. Hergün besiyeri değiştirildi ve kültürün 

ikinci gününde EK hücreler % 4 paraformaldehit ile fikse edildi.  

 

Pluripotensiyi göstermek için, SSEA-1 ve Oct-4 immunreaktiviteleri ve ALP 

aktiviteleri kontrol edildi. İmmunreaktivite kontrolleri Axivert 35 M İnvert Mikroskopta ( 

Zeiss) 5X, 10X, 20X, 40X büyütmelerde incelendi (Oküler büyütme 10X).  

 

3.3.2. EK HÜCRELERİN FARKLILAŞMASI 

 

EK hücrelerin spontan ve kontrollu nöronal farklılaşması incelenmiştir. Farklılaşma 

sonucunda oluşan hücreler immunositokimyasal ve histolojik boyama yöntemleriyle tespit 

edildi. 

 



Yapılacak olan immunositokimya boyamaları, EB’lerin ekimi takiben 2., 5., 7 ve 9. 

günlerde hücrelerin % 4 paraformaldehit ile fikse edilmelerinin ardından  Nestin, Creysl 

Violet, NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM), Aktin, Vimentin ve GFAP (Glial 

Fibrilliary Acidic Protein) ile yapıldı. 

 

Spontan farklılaşma deneyinde ise 2., 5., 7, 9, 12 ve 15. günlerde boyamalar 

yapılmıştır. 12 ve 15.günde de fikse edilen EB’ler, Nestin, GFAP, NCAM, Aktin ve Vimentin 

boyaları ile analiz edildiler. 

 

Aşağıdaki boyama protokolü tüm deney gruplarına uygulanmıştır. 

 

2. günde fikse edilen EB’ler, Nestin ve Creysl Violet boyaları ile analiz edildiler. 

5. günde fikse edilen EB’ler, Nestin, Creysl Violet, NCAM, Aktin ve Vimentin 

boyaları ile analiz edildiler. 

7. günde fikse edilen EB’ler, Nestin, GFAP, NCAM, Aktin ve Vimentin boyaları ile 

analiz edildiler. 

9. günde fikse edilen EB’ler, Nestin, GFAP, NCAM, Aktin ve Vimentin boyaları ile 

analiz edildiler. 

Kontrollu nöronal farklılaşma esnasında membrandaki değişimleri göstermek 

amacıyla spektrometrik analiz yapılmıştır. 2 günlük EB’lerin ekimi sonrası 3 gün RA 

uygulanmış gruba 2 ve 11.günlerde spektrometrik analiz yapıldı. 

 

3.3.2.1. Embriyoid Cisim ( Embryoid Body, EB) Oluşumu 

 

Besleyici tabakaların üzerindeki EK hücreleri tripsinlenerek petri yüzeyinden 

kaldırıldı ve tek hücre süspansiyonu haline getirildiler. Ortamdan besleyici hücre tabakasının 

uzaklaştırılması için, önceden jelatinlenmiş 100 mm’lik kültür petrilerine hücre süspansiyonu 

ekildi ve 20 dakika %5 CO2 li 37 °C inkübatörde inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

hücreler besiyeri ile birlikte 15 ml’lik falkon tüpe alındılar ve santrifüj edildiler. Elde edilen 

pelet toma lamı ile sayılarak, 60 mm’lik bakteriyolojik kültür petrilerine 5 ml’de 2,000,000 

olacak şekilde ekildiler. Çalışmada, hücrelerin yüzeye yapışmalarına olanak vermeyerek 

birbirleri ile birleşerek EB’lerin  oluşmasını sağlayan bakteriyolojik petri kapları kullanıldı. 

 



Böylece süspanse EB kültürü elde edilmiş olur. Oluşturulan EB’lerin, yapılan çalışmaya göre 

farklı günlerde kültür petrilerine ekimleri yapıldı.  

 

 

 

3.3.2.2.EK Hücrelerin Spontan Farklılaşması 

 

Süspanse kültürde EB’ler hazırlandı. EK hücrelerin bakteriyolojik petri kaplarına 

ekildikleri gün kültürün birinci günü olarak kabul edildi. Süspanse kültürdeki EB’lerin dört 

gün boyunca LIF içermeyen besiyeri ile kültürleri yapıldı. Kültürün dördüncü gününde 

EB’ler, önceden jelatinlenmiş 4 kuyulu petrilerin her kuyusuna, stereo mikroskop altında 

seçilerek  kuyu başına 3-4 adet olacak şekilde ekildi. 4 kuyulu petrilere hazırlanan deney 

gruplarının haricinde jelatinlenmiş iki adet 100 mm’lik petri kabına 50’şer EB ekildi. Bir adet 

100 mm’lik petri içerisindeki EB’ler, kültürlerinin 12. günüde fikse edilerek Hematoksilen-

eozin (H-E) boyaması yapıldı ve hücre morfolojileri gösterildi. Diğer 100 mm’lik petri 

içerisindeki EB’lere boyama işlemi yapılmadan 30 gün boyunca kültürleri devam ettirildi ve 

hücrelerin gelişimi kontrol edildi.  Ekim sonrasında LIF içermeyen besiyeri ile kültürlere 

devam edildi. Besiyerleri her gün değiştirildi.  

 

3.3.3. Nöral Farklılaşma 

 

Süspanse kültürde elde edilen EB’ler, kültürün farklı günlerinde ve farklı 

konsantrasyonlarda RA ile muamele edilerek nöral farklılaşmanın başlaması sağlandı. 

Farklılaşan hücreler immunositokimya ile gösterildi. 

 

3.3.3.1. 4 Gün -/4 Gün + RA Uygulanması 

 

Süspanse kültürdeki EB’lerin dört gün boyunca LIF ve RA içermeyen besiyeri ile 

kültürleri yapıldı. Besiyeri her  gün değiştirildi. 4. gün  taze besiyerine 10 mM stok RA (Ek 5) 

çözeltisinden final konsantrasyonu 1 µM olacak şekilde ilave edildi. RA içeren besiyeri ile 

EB’ler 4  gün daha kültüre edildiler. RA içeren besiyeri gün aşırı değiştirildi. Sonuç olarak 

EB’ler 4 gün RA içermeyen, 4 gün de RA içeren besiyeri ile kültürleri yapıldı.  

 



 

Süspanse EB kültürünün 8.gününde EB’ler, önceden jelatinlenmiş 4 kuyulu petrilerin 

her kuyusuna, stereo mikroskop altında seçilmiş  olan 3-4 adet EB ekildi. Ekim sonrasında 

LIF ve RA içermeyen besiyeri ile kültür devam ettirildi. Besiyerleri her gün değiştirildi.  

 

Ekimin ardından 2, 5, 7 ve 9. günlerde hücreler fikse edilerek immunositokimyasal ve 

histolojik boyama işlemleri yapıldı.  

 

3.3.3.2. 0-2 Günler Arasında RA Uygulanması  

 

Süspansiyon EB kültürü için hazırlanan EK hücreler, bakteriyolojik petrilere ekildiler. 

Ekildikleri gün kültürün 0. günü olarak kabul edildi ve 0-2. günler arasında EB kültürüne LIF 

içermeyen besiyeri içine 10 mM stok RA (Ek 5) çözeltisinden final konsantrasyonu 1 µM 

olacak şekilde ilave edildi. RA içeren besiyeri her gün değiştirildi. 2. günün sonunda oluşan 

EB’ler önceden jelatinlenmiş 4 kuyulu petrilerin her kuyusuna 3-4 adet EB ekildi. Ekim için 2 

günlük EB’ler kullanılmıştır.  Ekim sonrasında LIF ve RA içermeyen besiyeri ile kültürleri 

yapıldı.  

 

Ekimin ardından 2, 5, 7 ve 9. günlerde hücreler fikse edilerek immunositokimyasal ve 

histolojik boyama işlemleri yapıldı.  

 

3.3.3.3. 2 Günlük EB’lerin Ekilmesi ve Ekim Sonrası 3 Gün RA Uygulanması 

 

Süspanse kültürde hazırlanan 2 günlük  EB’ler önceden jelatinlenmiş kültür petrilerine 

ekildi ve ekildikleri günden itibaren üç gün boyunca besiyerine 10 mM stok RA (Ek 5) 

çözeltisinden final konsantrasyonu 1 µM olacak şekilde ilave edildi. RA içeren besiyeri her 

gün değiştirildi. Üçüncü günün sonunda besiyerinden RA uzaklaştırıldı. RA ve LIF içermeyen 

besiyeri her gün değiştirildi.  RA’ın uzaklaştırılmasının ardından 2, 5, 7 ve 9. günlerde  

ekilmiş olan EB’ler fikse edilerek immunositokimyasal ve histolojik boyama işlemleri 

yapıldı.  

 

3.3.3.4. 2 Gün -/3 Gün + Farklı Konsantrasyonlarda RA Uygulanması 

 



 

Süspanse kültürdeki EB’lerin iki gün boyunca LIF ve RA içermeyen besiyeri ile 

kültürleri yapıldı. Besiyeri her  gün değiştirildi. 3. gün  taze besiyerine 10 mM stok RA (Ek 5) 

çözeltisinden final konsantrasyonu 50 nM, 100 nM, 1 µM ve 3µM olacak şekilde ilave edildi. 

RA içeren besiyeri ile EB’ler 3 gün daha kültüre edildiler. RA içeren besiyeri her gün 

değiştirildi. Süspanse EB kültürünün 5. günündeki EB’ler, jelatinlenmiş kültür petrilerine 3-4 

adet olacak şekilde ekildiler. Ekim sonrasında LIF ve RA içermeyen besiyeri ile kültürleri 

yapıldı. RA’ın konsantrasyon değişiminin nöral farklılaşma üzerindeki etkileri araştırıldı.  

 

Her konsantrasyon grubu için , ekimin ardından 2, 5, 7 ve 9. günlerde hücreler fikse 

edilerek immunositokimyasal ve histolojik boyama işlemleri yapıldı.  

 

 

  4.ANALİZ METODLARI 

 

4.1. SSEA-1 İmmünhistokimyasal boyanması 

 

Dört kuyulu petrilere mitomisin uygulanmış fibroblastlar ekilerek besleyici tabakalar 

hazırlandı. Besleyici tabakalar üzerine ekilen EK hücreler COS süpernatanı içeren besiyeri ile 

iki gün kültüre edildikten sonra % 4 paraformaldehit (PFA) ile 20 dakika muamele edilerek 

fikse edildiler. 

 

Bu çalışmada % 5 keçi serumu içeren PBS blok çözeltisi kullanıldı. Aynı blok 

çözeltisi kullanılarak primer antikor SSEA-1 (Santa Crus Sc-21702) dilüsyonu 1:50; sekonder 

antikor anti-mouse IgM FITC (SİGMA F-9259) dilüsyonu  1:128 oranında hazırlandı. Fikse 

edilen örnekler PBS çözeltisi ile yıkandıktan , oda sıcaklığında  45 dakika blok çözeltisinde 

bekletildikten sonra PBS ile yıkandı. Primer antikor ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. 

Ertesi gün PBS ile yıkandıktan sonra sekonder antikor dilüsyonunda bir saat oda sıcaklığında 

bekletildiler. Yıkamanın ardından mikroskopta boyamalar kontrol edildi.  

 

4.2. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Tayini 

 

 



Dört kuyulu petrilerdeki besleyici tabakalar üzerine ekilen hücreler % 4 PFA ile 20 

dakika fikse edildiler. Fast red tabletler ( SIGMA F-4523) tris tamponda (Ek 6) çözüldükten 

sonra örneklerin yüzeyini kaplayacak miktarda kuyulara uygulandı. Bir saat oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra kuyular PBS ile yıkandı ve mikroskopta boyamalar kontrol edildi. 

 

 

 

 

4.3. Oct-4 İmmünhistokimyasal boyanması 

 

Dört kuyulu petrilerdeki besleyici tabakalar üzerine ekilen hücreler % 4 PFA ile 20 

dakika fikse edildiler. Bu çalışmada %3 keçi serumu, % 0,1 TritonX-100 ve %1 

polivilinpropolin (PVP) (Ek 7) içeren yüksek tuzlu tampon (High Salt Buffer; HBS) (Ek 8) 

çözeltisi kullanıldı. Aynı blok çözeltisi kullanılarak primer antikor Oct-4 (Santa Crus Sc-

5279) dilüsyonu 1:100; sekonder antikor anti-mouse IgG FITC (SIGMA F-5262) dilüsyonu 

1:128 oranında hazırlandı. Fikse edilen örnekler PBS çözeltisi ile yıkandıktan, oda 

sıcaklığında  45 dakika blok çözeltisinde bekletildikten sonra HBS ile yıkandı. Primer antikor 

ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. Ertesi gün Yıkama çözeltisi (Ek 9) ve HBS ile 

yıkandıktan sonra sekonder antikor dilüsyonunda bir saat oda sıcaklığında bekletildiler. 

Yıkamanın ardından mikroskopta boyamalar kontrol edildi.  

 

4.4 . NCAM İmmünhistokimyasal boyanması 

 

Nöral hücre adhezyon molekülü (NCAM); nöronların hücrelerin belirlenmesi için 

kullanılmıştır. Dört kuyulu petrilere ekilen EB’ler % 4 PFA ile 20 dakika fikse edildiler. Bu 

çalışmada %3 keçi serumu, % 0,1 TritonX-100 ve %1 polivilinpropolin (PVP) (Ek 7) içeren 

yüksek tuzlu tampon (High Salt Buffer; HBS) (Ek 8) çözeltisi kullanıldı. Aynı blok çözeltisi 

kullanılarak primer antikor NCAM (SIGMA C-9672) dilüsyonu 1:150;  sekonder antikor anti-

mouse IgG FITC (SIGMA F-5262) dilüsyonu 1:128 oranında hazırlandı. Fikse edilen örnekler 

PBS çözeltisi ile yıkandıktan , oda sıcaklığında  45 dakika blok çözeltisinde bekletildikten 

sonra HBS ile yıkandı. Primer antikor ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. Ertesi gün 

 



Yıkama çözeltisi (Ek 9) ve HBS ile yıkandıktan sonra sekonder antikor dilüsyonunda bir saat 

oda sıcaklığında bekletildiler. Yıkamanın ardından mikroskopta boyamalar kontrol edildi.  

 

4.5. Aktin İmmünhistokimyasal boyanması 

 

Aktin; kültürdeki mezenşimal hücrelerin, özellikle kas hücrelerinin; belirlenmesi için 

kullanılmıştır. Dört kuyulu petrilere ekilen EB’ler % 4 PFA ile 20 dakika fikse edildiler. Bu 

çalışmada %3 keçi serumu, % 0,1 TritonX-100 ve %1 polivilinpropolin (PVP) (Ek 7) içeren 

yüksek tuzlu tampon (High Salt Buffer; HBS) (Ek 8) çözeltisi kullanıldı. Aynı blok çözeltisi 

kullanılarak primer antikor Aktin (SIGMA A-2066) dilüsyonu 1:150; sekonder antikor anti-

mouse IgG FITC (SIGMA F-5262) dilüsyonu  1:128 oranında hazırlandı. Fikse edilen 

örnekler PBS çözeltisi ile yıkandıktan, oda sıcaklığında 45 dakika blok çözeltisinde 

bekletildikten sonra HBS ile yıkandı. Primer antikor ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. 

Ertesi gün Yıkama çözeltisi (Ek 9) ve HBS ile yıkandıktan sonra sekonder antikor 

dilüsyonunda bir saat oda sıcaklığında bekletildiler. Yıkamanın ardından mikroskopta 

boyamalar kontrol edildi.  

 

4.6. Vimentin İmmünhistokimyasal boyanması 

 

Vimentin boyası kültürdeki mezenşimal hücrelerin varlığını göstermek için 

kullanılmıştır. Dört kuyulu petrilere ekilen EB’ler % 4 PFA ile 20 dakika fikse edildiler. Bu 

çalışmada %3 keçi serumu, % 0,1 TritonX-100 ve %1 polivilinpropolin (PVP) (Ek 7) içeren 

yüksek tuzlu tampon (High Salt Buffer; HBS) (Ek 8) çözeltisi kullanıldı. Aynı blok çözeltisi 

kullanılarak primer antikor Vimentin ( SIGMAC-9080) dilüsyonu 1:200; sekonder antikor 

anti-mouse IgG FITC (SIGMA F-5262) dilüsyonu 1:128 oranında hazırlandı. Fikse edilen 

örnekler PBS çözeltisi ile yıkandıktan, oda sıcaklığında 45 dakika blok çözeltisinde 

bekletildikten sonra HBS ile yıkandı. Primer antikor ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. 

Ertesi gün Yıkama çözeltisi (Ek 9) ve HBS ile yıkandıktan sonra sekonder antikor 

dilüsyonunda bir saat oda sıcaklığında bekletildiler. Yıkamanın ardından mikroskopta 

boyamalar kontrol edildi.  

 

4.7. GFAP İmmünhistokimyasal boyanması 

 



 

 Glial fibriller asidik protein (GFAP); kültürde oluşan glial hücrelerin (asrositler, 

mikroglialar v.b) belirlenmesi için kullanılmıştır. Dört kuyulu petrilere ekilen EB’ler % 4 

PFA ile 20 dakika fikse edildiler. Bu çalışmada %3 keçi serumu, % 0,1 TritonX-100 ve %1 

polivilinpropolin (PVP) (Ek 7) içeren yüksek tuzlu tampon (High Salt Buffer; HBS) (Ek 8) 

çözeltisi kullanıldı. Aynı blok çözeltisi kullanılarak primer antikor GFAP (Neomarkers MS-

1376-P) dilüsyonu 1:300; sekonder antikor anti-mouse IgG FITC (SIGMA F-5262) dilüsyonu 

1:128 oranında hazırlandı. Fikse edilen örnekler PBS çözeltisi ile yıkandıktan , oda 

sıcaklığında  45 dakika blok çözeltisinde bekletildikten sonra HBS ile yıkandı. Primer antikor 

ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. Ertesi gün Yıkama çözeltisi (Ek 9) ve HBS ile 

yıkandıktan sonra sekonder antikor dilüsyonunda bir saat oda sıcaklığında bekletildiler. 

Yıkamanın ardından mikroskopta boyamalar kontrol edildi.  

 

4.8. Nestin İmmünhistokimyasal boyanması 

 

İntermediyet filament olan nestin ile kültürdeki nöral  öncüller belirlenmiştir.  Dört 

kuyulu petrilere ekilen EB’ler % 4 PFA ile 20 dakika fikse edildiler. Bu çalışmada %3 keçi 

serumu, % 0,1 TritonX-100 ve %1 polivilinpropolin (PVP) (Ek 7) içeren yüksek tuzlu tampon 

(High Salt Buffer; HBS) (Ek 8) çözeltisi kullanıldı. Aynı blok çözeltisi kullanılarak primer 

antikor Nestin (BD Bioscience Phar. 611658) dilüsyonu 1:200; sekonder antikor anti-mouse 

IgG FITC (SIGMA F-5262) dilüsyonu 1:128 oranında hazırlandı. Fikse edilen örnekler PBS 

çözeltisi ile yıkandıktan , oda sıcaklığında  45 dakika blok çözeltisinde bekletildikten sonra 

HBS ile yıkandı. Primer antikor ile gece boyu + 4 ° C’de inkübe edildiler. Ertesi gün Yıkama 

çözeltisi (Ek 9) ve HBS ile yıkandıktan sonra sekonder antikor dilüsyonunda bir saat oda 

sıcaklığında bekletildiler. Yıkamanın ardından mikroskopta boyamalar kontrol edildi.  

 

4.9. Histolojik Boyamalar 

 

Krezil Violet ve Hematoksilen-Eozin (H-E) boyamaları yapılmıştır. Krezil Violet 

boyaması için; % 4 PFA ile 20 dakika fikse edildilen EB’ler PBS ile yıkandı. %95 etil alkol 

%5 Glasial Asetik asit çözeltisi ile -20 ° C’de 20 dakika inkübe edildi. Yıkamanın ardından 2 

dakika krezil violet boya solüsyonu ile EB2ler boyandı. PBS ile yıkandıktan sonra 

 



mikroskopta incelemeler yapıldı.  Boyama sonucunda sinir hücrelerindeki nissl tanecikleri 

mavi renkte, sitoplazma ise eflatun renkte gözlemlendi.  

 

H-E boyaması için; % 4 PFA ile 20 dakika fikse edilen EB’ler PBS ile yıkandı. 

Dehidratasyon işlemlerinden geçirilen (%100 alkolden %70 alkole azalan oranlarda geçiş 

yapılması) EB’ler hematoksilen boyası ile 3 dakika muamele edildi. PBS ile yıkamanın 

ardından eozin boyası ile 3 dakika boyandı ve %70, %80, %90 ve  %100 alkollerden geçirildi. 

Son olarak PBS ile yıkandıktan sonra mikroskopta inceleme yapıldı. Boyama sonucunda 

hücrelerin sitoplazmaları pembe renkte, çekirdek ise mavi renkte gözlemlendi. H-E boyası ile 

kültürdeki hücrelerin genel morfolojileri belirlendi. 

 

 

 

 

 

4.10. Spektrometrik Analiz 

 

2 - / 3 + RA uygulanan EB’ler önceden jelatinlenmiş 35 mm’lik petrilere ekildiler. 

Ekimin sonrası LIF ve RA içermeyen besiyeri ile kültür devam ettirildi. Kültürün 2 ve 

11.günü hücreler tripsin ile petri yüzeyinden kaldırıldı. 1 ml PBS içerisinde 1,000,000 hücre 

olacak şekilde hazırlandılar. Negatif kontrol için farklılaşmamış EK hücreler hazırlandı.  

 

Spektrometrik analiz için, abzorbans 0,1’e ayarlandı. PBS içerisindeki hücreler F4A1 

probu ile flouresans yoğunlukları  kontrol edildi.  Membranlarda meydan gelen polarite farkı 

gösterildi.  

 

 

5. SONUÇLAR 

 

 5.1. EK Hücrelerin Kültürü  

 

5.1.1. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Tayini 

 



 

Besleyici hücre tabakası üzerinde kültüre edilen EK hücre kolonilerin tamamı ALP 

aktivitesi gösterdi.  

      
A)       B) 

Şekil 5.1. Besleyici tabaka üzerindeki R1 kolonileri (20X).A)ALP fosfataz aktivitesi 

(+) B) MEF üzerindeki boyanmamış koloniler. 

 

 

 

 

5.1.2. SSEA-1 Immunboyaması 

 

Besleyici hücre tabakası üzerinde kültüre edilen EK hücre kolonileri SSEA-1 immun 

reaktivitesi  gösterdi. Kolonilerin çevreleri daha parlak tonda boyandı.  

 
Şekil 5.2. Besleyici tabaka üzerindeki R1 kolonilerinin SSEA-1  immunboyaması 

(20X) 

 

5.1.3. Oct-4 Immunboyaması 

 



 

Besleyici hücre tabakası üzerinde kültüre edilen EK hücre kolonileri Oct-4 immun 

reaktivitesi  gösterdi. Koloniler çok parlak tonlarda boyanmadığı için görüntü alınamadı. 

 

5.2. EK Hücrelerin Farklılaşması 

 

5.2.1. Embriyoid Cisim ( Embryoid Body, EB) Süspansiyon Kültürü 

 

Süspanse kültürde RA ilave edilmeden oluşturulan EB’ler, kültürün ilk gününden 

itibaren kontrol edildi ve çapları ölçüldü. Birinci gün EB’lerin çapları 70- 300 µm arasında 

değişim gösterdi. İkinci gün çaplar; 150-470 µm arasında değişim gösterdi. Üçüncü günde 

çaplar; 200-500 µm ve dördüncü günde ise 200-600 µm arasında değişim gösterdi.  

 

Dördüncü günden sonra EB’lerin çaplarının ölçümü yapılmadı fakat kültürde devam 

eden yapısal değişiklikler gözlemlendi. EB’ler kültürün sekizinci güne kadar kompakt 

görünümlerini, yuvarlak ve düzgün morfolojilerini kaybetmediler. Kültürün sekizinci 

gününde EB’ler morfolojik özelliklerini kaybetmeye ve blastosist görünümüne benzeyen bir 

görünüm sergilemeye başladılar. 

 

Kültürün onuncu gününde; EB’lerin iç kısımlarında kalp atımına benzer şekilde 

atımlar gözlendi. Bu atımlar kültürün devam eden günlerinde de gözlemlendi. İlerleyen 

dönemlerde kompakt yapılarını tamamen kaybettikleri; şeffaf ve şişmiş bir balonu andıran 

yapılar oluşturdukları gözlemlendi. Bu yapılar içerisinde de atımların devam ettiği görüldü. 

 

Aynı deneme RA verilen EB’lere de uygulandı. RA verilen EB’lerin ilk dört gündeki 

çapları RA verilmeyen EB’ler ile aynı idi. Kültürün devam eden günlerinde EB’ler de atım 

gözlemlenmedi. EB’ler kültür boyunca kompakt görünümlerini, yuvarlak ve düzgün 

morfolojilerini korudular.  

 

 

 



     
Şekil 5.3. Süspanse kültür 1 günlük EB’ler.  70-300 µm çaplarındaki EB’ler (10X)  

 

    
 A)      B) 

Şekil 5.4. Süspanse kültür EB’ler. A) 2. gün 150-470 µm çaplarındaki EB’ler (10X)  

B) 3. gün 200-500 µm çaplarındaki EB’ler (10X). 

 

    
 A)      B) 

Şekil 5.5. Süspanse kültür EB’ler. A) 4. gün 200-600 µm çaplarındaki EB’ler (10X)  

B) 6. gün 600 µm çaplarındaki EB’ler (10X). 

 



     
A      B 

Şekil 5.6. Süspanse kültür EB’ler. A) 8. gün blastosist görünümündeki EB’ler (10X) 

B) 10. gün atım gösteren EB (10X). 

 

 
Şekil 5.7. Süspanse kültür EB’ler. A)12. gün 4-/4+ RA uygulanmış EB.Kompakt 

görünüm korunmaktadır (10X). 

 

 

5.2.2. EK Hücrelerin Spontan Farklılaşması 

 

4 günlük EB’lerin petrilere ekimlerinin ardından 2, 5, 7, 9, 12 ve 15. günlerde immun 

boyamalar ve histolojik boyama yapıldı. 100 mm’lik petriye 50 adet EB ekildi ve kültürün 17. 

gününde H-E boyaması yapılarak hücrelerin morfolojileri gösterildi. Bir başka 100 mm’lik 

petrideki EB’ler ise 30 gün boyunca kültüre edildiler. 

 

2. günde; Nestin ile yapılan boyama sonucu hücrelerin uç kısımlarında nestin pozitif 

alanlara rastlandı. Nestin immunreaktivitesi kuvvetli değildi. Nöronların sitoplazmalarında 

 



bulunan nissl taneciklerini göstermek için kullanılan krezil violet boyaması yapıldı. Creysl 

violet boyama sonucunda;  az sayıda hücrede pozitiflik gözlemlendi. 

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesi artış göstermesine rağmen, parlak 

bir boyanma gözlemlenmedi. Yapılan krezil violet boyamasında da pozitif boyanma gösteren 

hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. NCAM ve Aktin ile boyanan  kuyularda 

immunreaktivite görülmedi. Zayıf sinyal vermesine rağmen vimentin pozitif hücreler görüldü.

  

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivite gözlemlendi. Nestin pozitif 

hücreler kolaylıkla ayırt edildi. Zayıf sinyal vermesine rağmen NCAM, Aktin, Vimentin ve 

GFAP pozitif hücreler görüldü.  

 

9. günde; Nestin kuyusunda, kuvvetli bir immunreaktivite gözlemlendi. Ancak 

bugünde nöral öncül hücreler tam olarak gözlemlenmiştir. Nöral öncül hücrelerin (nestin 

pozitif hücreler) hücre sınırları ayırt edilebiliyordu. Zayıf sinyal vermesine rağmen NCAM, 

Aktin, Vimentin ve GFAP pozitif hücreler görüldü.  

 

12. ve 15. günde; Nestin kuyusunda immunreaktivitesi 9. güne oranla azalmış olarak 

gözlemlendi. Sadece kenar kısımlarda bulunan hücrelerde pozitiflik görüldü. NCAM, Aktin, 

Vimentin ve GFAP kuyularında ise 9. güne oranla immunreaktivite artış göstermiş fakat 

parlak tonda bir boyanma tam olarak gözlemlenmedi.  

 

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama sonucu; 17. gününde kültürleri durdurulan 

kontrolsüz farklılaşma  petrisinde hücre morfolojileri H-E ile boyanmıştır. Boyama 

sonucunda, farklı hücre tiplerine rastlanmıştır. Farklılaşan hücrelerin çoğunluğu  mezenşimal 

kökenli hücrelere benzemektedirler. Hücrelerin  bir kısmı, iğsi yapılarıyla fibroblast benzeri 

hücrelere, atım gösteren hücreler ise kalp kası hücrelerine benzemektedirler. Sinir hücrelere 

benzer hücreler görüldü. Bu hücreler birbirleri arasında sinir ağları oluşturmuşlardı.  

 

 



     
A      B 

Şekil 5.8. Kontrolsüz farklılaşma. A) 5. gün Creysl Violet boyası. Nöron benzeri 

hücreler sinir ağları oluşturmuş (20X) B) 9. gün Nestin (+) EB (10X). 

 

  
A      

Şekil 5.9. Kontrolsüz farklılaşma. A) 17. gün H-E boyası Mezenşimal orijinli hücreler 

(20X).  

 

 

 

     
A      B 

 



Şekil 5.10. Kontrolsüz farklılaşma. A) 17. gün H-E boyası Nöron benzeri hücreler ve 

sinir ağları (20X). B)8. gün Nöron benzeri hücreler sinir ağları oluşturmuş (20X) 

 

     
A                   B 

Şekil 5.11. Kontrolsüz farklılaşma, atım gösteren hücreler A) 17. gün kalp kası 

hücreleri (10X). B) 30. gün kalp kası hücreleri (10X) 

 

   5.3. Nöral Farklılaşma 

 

5.3.1. 4 Gün -/4 Gün + RA Uygulanması 

 

4 gün RA içermeyen besiyeri ile oluşturulan EB’lere 4 gün RA uygulanmasının 

ardından,   EB’ler petrilere ekilmiş ve   2, 5, 7 ve 9. günlerde immünhistokimyasal ve 

histolokimyasal boyamalar yapıldı.  

 

2. günde; Nestin ile yapılan boyama sonucu hücrelerin büyük kısmında kuvvetli 

immunreaktivite gözlemlendi. Nöral öncül hücreler tek tek gözlemlenmiştir. Uygulanan RA, 

EB’lerin nöronal farklılaşmasını uyarmıştır. Nöronların sitoplazmalarında bulunan nissl 

taneciklerini göstermek için kullanılan krezil violet boyaması yapıldı. Krezil violet boyama 

sonucunda; hücrelerin çoğunluğunda  pozitiflik gözlemlendi. 

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesinde azalma gözlemlenmedi. Krezil 

violet boyamasında da pozitif boyanma gösteren hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. 

Vimentin ve Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan 

kuyuda ise immunreaktivite gözlemlendi fakat parlak tonda bir boyanma görülmedi.  

 



  

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivite zayıf olarak gözlemlendi. 

Vimentin ve Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan 

kuyuda ise immunreaktivite 5. güne oranla daha parlak bir boyanma gözlemlendi. GFAP 

kuyusundaki EB’lerde immunreaktivite görüldü. 

9. günde; Nestin kuyusunda, immunreaktivite gözlemlenmedi. Aktin ve Vimentin 

kuyularında boyanma görülmedi. NCAM kuyusundaki immunreaktivitede  azalma görüldü. 

Buna rağmen GFAP kuyusunda ise kuvvetli bir immunreaktivite gözlemlendi. Glial 

hücrelerin öncülleri ilk olarak 7. günde oluşmaya başlamıştır. 9. günde ise olgun glial hücreler 

meydana gelmiştir.  

    
A      B 

  
C      D 

 



  
E      F 

Şekil 5.12. 4-/4+ RA uygulaması. A) 2. gün boyama Nestin (+) EB. B) 7. gün NCAM (+) EB 

C) 7. gün GFAP (+) EB D) 9. gün GFAP (+) E) 5. gün Creysl Violet (+) hücreler F) Kıkırdak 

hücreleri Creysl Violet boyama, negatif kontrol 

 

5.3.2. 0-2 Günler Arasında RA Uygulanması 

 

EK hücrelerin bakteriyolojik petrilere ekimleri ile birlikte RA 0-2 günler arasında 

uygulanmıştır. Oluşan EB’ler petrilere ekilmiş ve   2, 5, 7 ve 9. günlerde immun ve histolojik 

boyama yapılmıştır.   

 

2. günde; Nestin boyaması sonucu zayıf bir immunreaktivite gözlemlendi. Krezil 

violet boyama sonucunda; az sayıda hücrede pozitiflik görüldü.  

 
Şekil 5.13. 0-2 gün RA uygulaması.2. gün Creysl Violet boyası (20X) 

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesinde artış görüldü yine parlak tonda 

bir boyanma mevcut değildi.. Krezil violet boyamasında da pozitif boyanma gösteren 

hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. Vimentin ve Aktin ile boyanan kuyularda 

 



immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda zayıf bir immunreaktivite 

gözlemlendi.  

  

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivite gözlemlendi. Vimentin ve 

Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda zayıf 

bir immunreaktivite gözlemlendi. GFAP kuyusundaki EB’lerde zayıf bir immunreaktivite 

görüldü.  

 

9. günde; Nestin kuyusunda zayıf immunreaktivite gözlemlendi. Aktin ve Vimentin 

kuyularında boyanma görülmedi. NCAM kuyusundaki immunreaktivitede  artış görüldü, bazı 

hücrelerin NCAM pozitifliği daha kuvvetli şekilde görüldü. GFAP kuyusunda boyanma 

parlak bir tonla gözlemlenmedi.  

 

 

5.3.3. 2 Günlük EB’lerin Ekilmesi ve Ekim Sonrası 3 Gün RA Uygulanması 

 

Süspanse kültürde oluşturulan iki günlük EB’ler jelatinlenmiş petrilere ekildikten 

sonra RA uygulanmıştır. Kültür petrilerine ekilen EB’lere ekimi takiben  2, 5, 7 ve 9. 

günlerde immun  ve histolojik boyama yapılmıştır.   

 

2. günde; Nestin boyaması sonucu  immunreaktivite gözlemlendi. Krezil violet 

boyama sonucunda; az sayıda hücrede pozitiflik görüldü.  

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesinde artış görüldü yine de parlak 

tonda bir boyanma mevcut değildi. Krezil violet boyamasında da pozitif boyanma gösteren 

hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. Vimentin ve Aktin ile boyanan kuyularda 

immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda immunreaktivite gözlemlendi. 

NCAM pozitif hücreler tek olarak ayırt edilebilmektedirler.  

 

7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda zayıf bir immunreaktivite gözlemlendi. Vimentin 

ve Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda 

 



immunreaktivitenin devam ettiği gözlemlendi. GFAP kuyusundaki EB’lerde immunreaktivite 

görüldü.  

 

9. günde; Nestin kuyusunda zayıf immunreaktivite gözlemlendi. Aktin ve Vimentin 

kuyularında boyanma görülmedi. NCAM kuyusundaki immunreaktivite görüldü, bazı 

hücrelerin NCAM pozitifliği daha kuvvetli şekilde görüldü. GFAP ile boyanan kuyuda 

immunreaktivite gözlemlendi ve 7. güne oranla immunreaktivitede artış gözlenmiştir. 

 

Yapılan denemeler sonucunda, RA’ın zaman ve konsantrasyon bağımlı olarak nöronal 

farklılaşmayı uyardığı gösterilmiştir. Erken dönemdeki EB’lere  RA uygulanan grupta 

nöronal farklılaşma düşük seviyede görülmüş. Kültürün ancak 7. gününde nöral öncül 

hücreler (nestin pozitif)  ortaya çıkmaya başlamıştır.  Düşük konsantrasyonda RA uygulanan 

gruplarda ise, nöronal farklılaşma görülmüş fakat bunun yanı sıra mezenşimal farklılaşmada 

görülmüştür. Yüksek konsantrasyon uygulanan gruplarda ise mezenşimal farklılaşmaya 

rastlanmamıştır.  

 

EB’lerin petrilere ekimlerinin ardında RA uygulanması, EB’lere RA uygulanıp ekim 

yapılan denemelerle benzer sonuçlar vermiştir. Bu grupta da mezodermal ve mezenşimal 

farklılaşmaya rastlanmamıştır.  

 

    
                A                                                             B 

Şekil 5.14. 2 günlük EB’lere RA uygulaması.A) 5. gün NCAM(+) B) 9. gün GFAP 

 

5.3.4. 2 Gün -/3 Gün + Farklı Konsantrasyonlarda RA Uygulanması 

 

 



İki gün boyunca süspanse kültürde oluşturulan EB’lere üç gün RA uygulanmıştır. 

RA’ın 50 nM, 100 nM, 1 µM ve 3 µM konsantrasyonları denenmiştir. Kültür petrilerine 

ekilen EB’lere ekimi takiben  2, 5, 7 ve 9. günlerde immun boyamalar ve histolojik boyama 

yapılmıştır.   

 

 

 

 

50 nM RA uygulanan grup :  

 

2. günde; Nestin boyaması sonucu immunreaktivite gözlemlendi. Hücre grubunun orta 

kısımlarında immun pozitiflik daha yoğun olarak görüldü.  Krezil violet boyama sonucunda; 

az sayıda hücrede pozitiflik görüldü.  

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesinde artış görüldü yine parlak tonda 

bir boyanma mevcut değildi.. Krezil violet boyamasında da pozitif boyanma gösteren 

hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. Aktin ile boyanan kuyuda immunreaktivite görülmedi. 

NCAM ile boyanan kuyuda zayıf bir immunreaktivite gözlemlendi. Vimentin ile boyanan 

kuyuda immunreaktivite gözlemlendi. Vimentin pozitif hücreler tek olarak ayırt 

edilebiliyordu.  

  

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivitede azalma görüldü. Aktin ile 

boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda 

immunreaktivitede 5. güne oranla artış gözlemlendi. Vimentin kuyusunda, 5. güne oranla 

immunreaktivitede azalma görüldü. GFAP kuyusundaki hücrelerde immunreaktivite görüldü.  

 

9. günde; Nestin kuyusunda  immunreaktivite gözlemlenmedi. Aktin ve Vimentin 

kuyularında boyanma görülmedi. NCAM kuyusundaki immunreaktivitede  artış görüldü, bazı 

hücrelerin NCAM pozitifliği daha kuvvetli şekilde görüldü. GFAP kuyusunda 

immunreaktivite gözlemlendi.  

 

100 nM RA uygulanan grup :  

 



 

2. günde; Nestin boyaması sonucu immunreaktivite gözlemlendi. 50 nM RA 

uygulanan gruba göre nestinde daha parlak tonda bir boyanma görüldü. Krezil violet boyama 

sonucunda; az sayıda hücrede pozitiflik görüldü.  

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesinde azalma görüldü. Krezil violet 

boyamasında da pozitif boyanma gösteren hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. Aktin ile 

boyanan kuyuda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda immunreaktivite 

gözlemlendi. NCAM pozitif hücreler tek olarak ayırt edilebilmektedirler. Vimentin ile 

boyanan kuyuda immunreaktivite gözlemlendi. Vimentin pozitif hücreler tek olarak ayırt 

edilebiliyordu.  

  

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivitede azalma görüldü. Aktin ile 

boyanan kuyuda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda immunreaktivitede 

5. güne oranla bir azalma gözlemlendi. GFAP kuyusundaki hücrelerde kuvvetli bir 

immunreaktivite görüldü.  

 

9. günde; Nestin kuyusunda  immunreaktivite gözlemlenmedi. Aktin kuyusunda 

boyanma görülmedi. Vimentin ile boyanan kuyuda immunreaktivitenin devam ettiği görüldü.  

NCAM kuyusundaki immunreaktivite varlığı korumuş fakat parlak tonda bir boyanma 

görülmedi. GFAP kuyusundaki immunreaktivitede 7. güne göre artış gözlemlendi.  

 

 

1 µM RA uygulanan grup :  

 

2. günde; Nestin ile yapılan boyama sonucu hücrelerin tamamına yakın kısmında 

kuvvetli immunreaktivite gözlemlendi. Nöral öncül hücreler tek tek görülmüştür. Nöronların 

sitoplazmalarında bulunan nissl taneciklerini göstermek için kullanılan krezil violet boyaması 

yapıldı. Krezil violet boyama sonucunda; hücrelerin çoğunluğunda  pozitiflik görüldü. 

 

5. günde; 2. güne oranla nestin immunreaktivitesinde azalma gözlemlenmedi. Krezil 

violet boyamasında da pozitif boyanma gösteren hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. 

 



Vimentin ve Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan 

kuyuda ise immunreaktivite gözlemlendi. 

 

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivite zayıf olarak gözlemlendi. 

Vimentin ve Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan 

kuyuda ise immunreaktivite 5. güne oranla daha parlak bir boyanma gözlemlendi. GFAP 

kuyusundaki hücrelerde immunreaktivite görüldü.  

 

9. günde; Nestin kuyusunda, immunreaktivite gözlemlenmedi. Aktin ve Vimentin 

kuyularında boyanma görülmedi. NCAM kuyusundaki immunreaktivite devam etmektedir ve 

tek olarak hücreler görülmektedir. GFAP kuyusunda ise kuvvetli bir immunreaktivite 

gözlemlendi.  

 

3 µM RA uygulanan grup :  

 

2. günde; Nestin ile yapılan boyama sonucu hücrelerin büyük kısmında kuvvetli 

immunreaktivite gözlemlendi. Nöral öncül hücreler tek tek gözlemlenmiştir. RA’ın diğer 

konsantrasyonlarına göre daha kuvvetli bir immunreaktivite gözlemlendi. Nöronların 

sitoplazmalarında bulunan nissl taneciklerini göstermek için kullanılan krezil violet boyaması 

yapıldı. Krezil violet boyama sonucunda; hücrelerin çoğunluğunda  pozitiflik gözlemlendi. 

 

5. günde; Nestinin immunreaktivitesinin devam ettiği gözlemlenmedi. Krezil violet 

boyamasında da pozitif boyanma gösteren hücrelerin sayısında artış gözlemlendi. Vimentin 

ve Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda  

immunreaktivite gözlemlendi. 

 

 7. günde; Nestin ile boyanan kuyuda immunreaktivite devam etmektedir. Vimentin ve 

Aktin ile boyanan kuyularda immunreaktivite görülmedi. NCAM ile boyanan kuyuda ise 

immunreaktivite 5. güne oranla daha parlak bir boyanma gözlemlendi. GFAP kuyusundaki 

EB’lerde immunreaktivite görüldü ve hücreler tek olarak ayırt edilebilmektedir.  

 

 



9. günde; Nestin kuyusunda, immunreaktivite gözlemlenmedi. Aktin ve Vimentin 

kuyularında boyanma görülmedi. NCAM kuyusundaki immunreaktivitede 7. güne oranla 

azalma görüldü. Buna rağmen GFAP kuyusunda ise kuvvetli bir immunreaktivite 

gözlemlendi.  

 

Uygulanan farklı RA konsantrasyonları EK hücrelerin nöronal farklılaşması üzerine 

etki etmiştir. RA’ın düşük konsantrasyonlarında (50 ve 100 nM) nöronal farklılaşma yanında 

mezenşimal farklılaşmada görülmüş. Mezenşimal farklılaşma ise vimentin antikoru ile 

gösterilmiştir. RA yüksek konsantrasyonlarında (1 ve 3 µM) mezenşimal ve mezodermal 

farklılaşma görülmemiştir. Nöronal farklılaşma oranları ise düşük konsantrasyonlara göre 

daha yüksek seviyede tespit edilmiştir.  

      
 A         B 

      
 C         D 

Şekil 5.15. 2-/3+ 50 nM RA uygulaması. A) 2. gün Nestin (+) B) 5. gün Vimentin (+) 

C) Kıkırdak hücreleri Vimentin, pozitif kontrol D) 9. gün NCAM (+) 

 



         
A        B 

        
C      D 

Şekil 5.16. 2-/3+ 100 nM RA uygulaması. A) 2. gün Nestin (+) B) 5. gün NCAM (+) C) 7. 

gün GFAP (+) D) 9. gün Vimentin 

 

 
Şekil 5.17. 2-/3+ 1µM RA uygulaması. 9. gün NCAM (+) 

 

 

 



  
A      B 

  
C      

Şekil 5.18. 2-/3+ 3µM RA uygulaması.A) 5. gün Nestin (+) B) 5. gün NCAM (+)  

C) 7. gün GFAP (+) 

 

 Denemelerde en iyi sonucu RA’ın 1 ve 3  µM  konsantrasyonunda ve 4 günlük 

EB’lere 4 gün daha RA uygulanan grupta elde edilmiştir. 

 

 

5.3.5. Spektrometrik Analizler 

 

Tripsinlenerek petri yüzeyinden kaldırılan farklılaşmış hücreler PBS içerisinde 

hazırlandı. Spektrometrik analiz için dimetilsulfoksit içerisinde çözülen flouresans boyanın 

absorbansına bakıldı. Absorbans 0,1’ e yakın bir değer bulundu. Hücreler 430 nm dalga 

boyunca uyarılmaya başlandı. F4A1 flouresans probu kullanılmıştır. Negatif kontrol olarak 

farklılaşmamış EK hücreler kullanıldı.  

 

Denemeler farklılaşmanın ikinci ve on birinci günlerinde yapıldı. Her iki denemede de 

benzer sonuçlar elde edildi. Denemenin sonucunda farklılaşmamış ve farklılaşmış hücreler 

arasında polarite farkı gözlemlendi. Farklılaşan hücreler, flouresans boyayı hücre içine daha 

 



fazla aldılar ve daha polar bir özellik sergilediler. Flouresans değişimi, grafiğin  Flouresans 

Yoğunluk ekseni boyunca devam etmiştir ve daha yoğun olarak ortaya çıkmıştır. T bandı, N 

bandı boyunca uzanmış ve daha düşük bir sonuç vermiştir.  Farklılaşmamış hücrelerin 

flouresans yoğunluğu, farklılaşan hücrelere oranla daha düşüktür. 

 

Bu yapılan spektrometrik analiz bir ön çalışma niteliğindedir. Spektrometrik analizler 

ile  çalışmalara devam edilecektir.. 

 
Şekil 5.19. 2 günlük EB’lere RA uygulaması. Kültürün 11. günündeki Spektrometrik analiz 

grafiği 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Çizelge 5.1. Deney Sonuçları  

 
Kontrolsüz 
Farklılaşma 

4-/4+ RA 
Uygulama
sı 

0-2 Günler 
Arasında 
RA 
Uygulama
sı 

2 
Günlük 
EB 
ekimi 
sonrası 
3 Gün 
RA 

2-/3+ Farklı Konsantrasyonda RA 
Uygulaması 

Spektrom
etrik 
Analizler 

Deney 
Grupları 

Kontrolsüz 
Farklılaşma 

4 -/4 + 
Gün 1 µM 
RA 

0-2 Gün 1 
µM  RA 

Ekim 
sonrası 3  
Gün 1 µ 
RA 

50 nM 
RA 

100 nM 
RA 

1µM RA 3 µM RA Spektromet
rik 
Analizler 

Günler  

2 Gün Nestin:  + 
krezil violet: +  

Nestin: 
+++ 

Nestin:  + 
krezil 
violet: + 

Nestin:  
+ 
krezil 
violet: + 

Nestin: 
++ 
krezil 
violet: + 

Nestin: 
++ 
krezil 
violet: + 

Nestin: 
+++ 
krezil 
violet: + 

Nestin: 
+++ 
krezil 
violet: + 

Farklılaşan 
EK 
hücreler 
daha polar 
yapı 
gösterdi. 

5 Gün Nestin: + 
Vimentin: + 
Aktin: - 
NCAM: - 

Nestin: + 
NCAM: 
+ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
 
 

Nestin: + 
NCAM: + 
Vimentin: - 
Aktin: - 

Nestin: 
++ 
NCAM: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 

NCAM: 
++ 
GFAP: - 
Vimentin
: ++ 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: - 
Vimentin
: ++ 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: - 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 

Nestin: 
++ 
NCAM: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 

 

7 Gün Nestin: ++ 
Vimentin: - 
Aktin: - 
NCAM: - 
GFAP: + 

NCAM:
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: + 
GFAP: + 
Vimentin: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: + 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 

 

9 Gün Netsin: +++  
Vimentin: - 
Aktin: - 
NCAM: - 
GFAP: + 

GFAP: 
+++ 
NCAM: 
+ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 

NCAM: + 
GFAP: + 
Vimentin: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: ++ 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

GFAP: 
+++ 
NCAM: 
+ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin 

NCAM: 
++ 
GFAP: 
++ 
Vimentin
: - 
Aktin: - 
Nestin:- 
 
 

 

11 Gün         Farklılaşan 
EK 
hücreler 
daha polar 
yapı 
gösterdi 

 



12 Gün Nestin: -
NCAM: + 
Aktin: + 
Vimentin: + 
GFAP: + 
 

        

15 Gün Nestin: -
NCAM: + 
Aktin: + 
Vimentin: + 
GFAP: + 

        

17 Gün H-E boyama, 
kalp kası 
hücreleri 
görüldü 

        

30 Gün Kalp kası 
hücreleri 

        

 
 
+: zayıf pozitif 
++: pozitif 
+++: kuvvetli pozitif 
- : boyanma yok 

 

 

6. TARTIŞMA 

 

Bu çalışmada, fare embriyonik kök hücrelerin nöronal farklılaşma kapasitesi 

incelenmiştir.  Nöral farklılaşma RA ile başlatılmış, RA’ın zaman ve konsantrasyon bağımlı 

etkileri incelenmiştir. Bugüne kadar EK hücrelerin nöronal farklılaşma ile ilgili çalışmalar 

yapılmasına karşın birçok koşulun aynı anda karşılaştırılmalı olarak incelendiği çalışma sayısı 

azdır. Çalışmamızda; EK hücrelerin pluripotent karakteri korunmuş, EK hücrelerin spontan 

farklılaşma ve  nöronal farklılaşma özellikleri incelenmiştir. 

 

Embriyonik gelişim süresince kök hücrelerin gelişimini ve farklılaşmasını belirleyen 

en önemli faktörlerden biri bulunduğu çevredir. Hücre içinde bulunduğu çevre maruz kaldığı 

sinyal moleküllerine göre farklılaşmaya başlar. Bu sinyal molekülleri hücrenin mikroçevresini 

oluşturur. Watt ve Hogan (2000); kök hücrelerin mikroçevre ile etkileşimini 3 grupta 

toplamıştır: 1) Diğer hücreler tarafından salgılanan faktörler (parakrin etkileşim) 2) İntegral 

membran proteinleri tarafından düzenlenen hücre-hücre etkileşimleri (jukstakrin etkileşim) 3) 

Hücrelerarası matriks ve integrinler  (matriksel etkileşim) (Watt 2000). Mikroçevresindeki 

yapılanmaya ve bazı iç faktörlere göre kök hücreler, simetrik ve asimetrik bölünmelerle hücre 

 



havuzunu büyütebilir, farklı hücre hatlarına dönüşebilir veya programlı hücre ölümüne 

gidebilirler (Sommer 2002). 

 

Çalışmamızda; besleyici hücreler ve jelatinize kültür petrileri ile mikroçevre 

oluşturulmuş, LIF ve RA gibi sitokinler kullanılarak hücrelerin fiziksel koşulları değiştirilmiş 

ve hücrelerin  bu değişkenlere verdikleri cevaplar incelenmiştir. 

 

Çalışmanın ilk kısmında besleyici hücre tabakası üzerinde ve LIF uygulanarak EK 

hücrelerin pluripotent özelliklerinin korunması sağlanmıştır. Pluripotent özelliklerinin 

korunduğu, SSEA-1 ve Oct-4 antikorları ve ALP aktivitesi ile gösterilmiştir. Besleyici 

tabakaların üzerinde kültürleri yapılan R1 EK hücre kolonilerinin %95 ‘inin farklılaşmadığı 

gösterilmiştir. Bu yönüyle elde ettiğimiz veriler benzer çalışmalar ile uyum sağlamaktadır 

(Ward 2004, Zandstra 2000, Martin 1981, Gorba 2003, Cetinkaya 2004). 

 

 

 

Çalışmanın ikinci kısmında, besleyici tabaka ve LIF yokluğunda EK hücrelerden 

hücre agregatları (EB’ler) oluşturulmuştur. EB’lerin süspanse kültürdeki gelişmeleri 

incelenmiştir. Kültür petrilerine ekilen EB’ler LIF içermeyen besiyeri ile kültürleri yapılmış 

ve spontan farklılaşma özellikleri incelenmiştir. 

 

Süspanse EB kültürü incelendiğinde; kültürün 7. gününe kadar EB’ler kompakt ve 

düzgün morfolojilerini korurken 8. günden itibaren bu özelliklerini kaybettikleri görülmüştür. 

Süspanse kültürün 10. gününde ise EB’lerin iç kısımlarında kalp kası gibi atan kümelere 

rastlanmıştır. Dört günlük EB’lerin petrilere ekimlerinin ardından kültür incelendiğinde, ilk 

atan hücre kümeleri 7. günde ortaya çıkmış, kültürün 17. gününde ise atım gösteren hücreler 

tespit edilmiştir. Guan ve arkadaşlarının(1999) yaptıkları çalışmada; EB’lerin iç kısımlarında 

ilk atan kümeler kültürün 7.gününde görülmesine rağmen maksimum atım 7-10 günlük 

EB’lerde görülmüştür.  EB’lerin ekimleri sonrasında 5-7 günler arasında atımlar 

gözlemlenmiştir (Guan 1999). Bir başka benzer çalışmada da EB’lerde atımların kültürün 8. 

gününde başladığı gösterilmiştir (O’Shea 1999).  EB’ler ile ilgili veriler her iki çalışma ile de 

uyum sağlamaktadır. Ekim sonrası, kardiyomiyositlerin kaçıncı günde oluştuğu ile ilgili 

 



veriye rastlanmamıştır. Spontan farklılaşma esnasında, nöronal hücreler ve mezenşimal 

kökenli hücrelerinde varlığı gösterilmiştir.  

 

Nöronal farklılaşma, EB’lerin spontan farklılaşması esnasında düşük oranda meydana 

gelmektedir. Fare EK hücrelerinde nöronal farklılaşmayı başlatılabilmek için en çok 

kullanılan sitokin RA’dır. Çalışmamızda da nöronal farklılaşmayı uyarmak amacıyla RA 

kullanılmıştır. RA’ın  EB’lere verilme zamanları ve konsantrasyonları değiştirilerek 

farklılaşma üzerine etkileri incelenmiştir. Nöral hücre öncülleri; nestin, nöronlar; NCAM, 

glial hücreler ise GFAP antikorlarıyla  belirlenmiştir. Elde ettiğimiz farklılaşan hücre 

populasyonunun içinde mezenşimal ve/veya mezodermal hücre olup olmadığı sırasıyla 

vimentin ve aktin antikorlarıyla gösterilmiştir. 

 

RA’ın uygulanma süresinin etkisinin araştırıldığı  4-/4+ RA denemesinde, 4 gün RA 

ve LIF içermeyen besiyeri ile EB oluşturulmuş, 4 dün daha 1 µM RA uygulanmıştır. RA 

uygulamasının ardından EB’ler petrilere ekilmiştir. Kültürün 2. günü, EB’lerin tamamına 

yakın kısmı nestin pozitif immunreaktivite göstermiştir. Kültürün 5. gününde ise nestin 

pozitiflik zayıflarken, NCAM’ın immunreaktivitesi artış göstermiştir. Kültürün 7. günde 

nestin pozitiflik iyice azalmış fakat NCAM ve GFAP immunreaktivitesi belirgin seviyede 

artış göstermiş, 9. günde GFAP pozitiflik kuvvetlenmiştir. Aktin ve vimentin ile yapılan 

boyamalar sonucunda immunreaktiviteye rastlanmamıştır.  

 

Çalışmanın 4-/4+ RA denemesinde alınan sonuçlar literatür bilgileri ile uyuşmaktadır 

(Bain 1995, Gajovic 1997, Liour 2003). Gou ve arkadaşları (2001), EK hücrelerin nöronal 

farklılaşma sırasında vimentin immunreaktivitesinin azaldığını göstermiştir. Çalışmamızda da 

vimentin immunreaktivitesine rastlanmamıştır (Guo 2001). 

 

Çalışmanın 0-2 gün RA denemesinde, EK hücrelerin EB oluşumları için süspanse 

kültüre alındıkları sadece ilk iki günü 1 µM RA uygulanmış ve ardından ekim yapılmıştır. 5. 

günde creysl violet boyası ile az sayıda nöron benzeri hücre tespit edilebilmiştir. Nöronal 

öncül hücreler ancak kültürün 7. gününde ortaya çıkmış ve 9. günde immunreaktivite 

artmıştır. 7. günde NCAM pozitif EB’ler görülmüş fakat parlak tonda bir boyanma elde 

edilememiştir. Benzer bir çalışmada, 4-5. günlerde krezil violet ve NCAM’in pozitifliğinin 

 



arttığı rapor edilmiştir. Dokuzuncu günde ise GFAP pozitif hücrelerin varlığı gösterilmiştir 

(Fraichard 1995). Verilerin tutarlılık göstermemesi kültür  koşullarının veya kullanılan KH 

hattının farklılığından kaynaklanmış olabilir. 

 

Çalışmanın 2-/3+ RA denemesinde, 2 günlük EB’lere 3 gün boyunca farklı 

konsantrasyonlarda RA uygulanmıştır. Uygulanan RA konsantrasyonları, 50 nM, 100 nM, 1 

µM ve 3 µM’dır. RA’ın 50 ve 100 nM konsantrasyonlarında 5.günde nestin pozitiflik 

görülmüştür. Aynı zamanda vimentin pozitif hücrelerde tespit edilmiştir. Vimentinin 

pozitifliği 7. günde devam etmiştir. Düşük dozda RA uygulamasının ardından vimentin 

boyamasından elde edilen sinyalin  spontan farklılaşmadakinden daha kuvvetli olarak 

görülmesi RA’in düşük dozlarda mezenşimal farklılaşmayı uyardığını göstermektedir. RA’in 

1 µM ve 3 µM konsantrasyonlarında ise 2. günde nestin, 5. günde ise NCAM pozitif olarak 

tespit edilmiştir fakat vimentin pozitifliği bu konsantrasyonlarda görülmemiştir. Kültürün 7 ve 

9. günde, tüm gruplarda NCAM ve GFAP pozitiflik görülmüştür. En yoğun boyanma 1 µM 

ve 3 µM konsantrasyonlarda gözlemlendi. Sonuç olarak, RA’ın düşük konsantrasyonları 

nöronal farklılaşmayı uyarmasına rağmen diğer hücre hatlarına farklılaşmanın önüne 

geçememiştir. Gajovic ve arkadaşları(1997) benzer çalışmada, 1 µM, 100 nM, 10 nM ve 1 nM 

RA konsantrasyonlarını denemişlerdir. En ideal farklılaşmanın ise 1 µM RA 

konsantrasyonunda elde ettiklerini bildirmişlerdir (Gajovic 1997, Chandrasekaran 2000). 

 

 

Çalışmanın diğer bir deney grubunda 2 günlük EB’lerin ekimlerinin ardından 3 gün 

boyunca 1 µM RA uygulanmış ve sonuçlar değerlendirilmiştir. Kültürün 2. günü nöral öncül 

hücreler nestine karşı  immunreaktivite göstermişlerdir. 2’ den 9. güne doğru nestinin 

immunreaktivitesi azalma göstermiştir. 5. günde NCAM pozitif hücreler görülmüş 7. günde 

pozitiflik artış göstermiştir. Glial hücrelerin ilk öncülleri de 7. günde tespit edilmiş 9. günde 

ise immunreaktivite artış göstermiştir. Aktin ve vimentin ile yapılan boyamalar sonucunda 

immunreaktivite görülmemiştir. Benzer araştırmalar incelendiğinde, RA EB’lere uygulandığı, 

ekim sonrasında RA uygulaması yapılmadığı görülmüştür. Elde ettiğimiz veriler, bu 

yöntemde de nöronal farklılaşmanın desteklendiğini göstermektedir. 

 

 



Farklılaşan EK hücreler ve farklılaşmamış EK hücrelerin membran polarite farklarını 

incelemek amacıyla spektrometrik analizler yapılmıştır. Analizler sonucunda, farklılaşmış EK 

hücrelerin daha polar oldukları  gösterilmiştir. Yapılan denemeler kesin bir sonuç belirtmek 

için yetersiz olmasına karşın farklılaşmış ve farklılaşmamış hücre yapısında tespit edilir bir  

değişiklik olduğunu göstermektedir.  Bu yapılan çalışma bir ön çalışma özelliğindedir ve bu 

konu ile ilgili çalışmalar devam etmektedir. 

 

Bu çalışmada, kullandığımız yöntemlerin tüm nöronal hücrelere farklılaşmayı uyardığı 

immünositokimya yöntemi ile gösterilmiştir. RA’ın nöronal farklılaşmayı zaman ve 

konsantrasyona bağımlı olarak etkilediği de elde edilen diğer bir sonuçtur.  

 

 

 

7. SONUÇ 

 

EK hücrelerin izolasyonunun ve değişik hücre tiplerine farklılaşma kapasitelerinin 

keşfi ile hastalıkların tedavilerinde yeni ufuklar açabileceği düşünülmüştür. Özellikle sinir 

sisteminde meydana gelen hasarların tedavisinin güçlüğü, nöronal farklılaşma çalışmalarını 

ön plana çıkarmıştır. Fare EK hücreleri üzerindeki farklılaşma çalışmaları, belirlenen hedefler 

için geliştirilecektir. 

 

Çalışmanın ilk kısmında, EK hücrelerin pluripotent özellikleri korunmuştur. İkinci 

olarak EK hücrelerin spontan farklılaşma özellikleri incelenmiştir. EB’lerin spontan 

farklılaşmaları esnasında ilk olarak atan kümeler görülmüş, kültürün 17. gününde ise 

kardiyomiyositler görülmüştür. Kültürde az sayıda nöral hücrenin varlığı da gösterilmiştir.  

 

EK hücrelerin nöronal farklılaşması RA ile başlatılmıştır. Süspanse kültürde 

oluşturulan EB’lere farklı zamanlarda ve farklı konsantrasyonlarda RA uygulanmıştır. RA’ın 

3 µM konsantrasyonda ve 4-/4+ RA uygulanan EB’lerde iyi sonuçlar elde edilmiştir. EB’lere 

ekim sonrası RA uygulaması da nöronal farklılaşmayı uyarmıştır. 

 

 



Çalışmamızda, EK hücrelerin pluripotent karakterleri SSEA-1 ve Oct-4 antikorları ve 

ALP aktivitesi ile gösterilmiştir. Nöronal hücre karakterizasyonları ise Nestin, NCAM, 

GFAP, mezenşimal kökenli hücreler vimentin, mezodermal kökenli hücreler ise aktin 

antikorlarıyla gösterilmiştir.  

 

Bu çalışma ülkemizde embriyonik kök hücrelerin nöronal farklılaşması üzerine RA’ın 

zaman ve konsantrasyona bağımlı değişimlerini gösteren ilk çalışma olduğu için önemlidir. 

Elde edilen sonuçlar, EK hücrelerin nöronal farklılaşması sonucunda saf bir hücre 

populasyonu elde etmeye yönelik çalışmalara ışık tutacaktır. 

 

 

 

 

8. ÖNERİLER 

 

Çalışmamızda; EK hücrelerin nöronal farklılaşma kapasiteleri gösterilmiştir. RA ile 

uyarılan kök hücreler nöronal hücrelere farklılaşmışlar ve oluşan hücreler immun boyama 

yöntemi ile gösterilmiştir. İmmun boyama ile meydana gelen nöronal hücrelerin kesin 

yüzdelerini vermek mümkün olmamıştır.  

 

Farklılaşmış hücrelerin yüzde oranlarını verebilmek için flow sitometri analizinden  

yararlanılabilir. Farklılaşan hücrelerdeki protein ekspresyonlarının analizleri için western blot 

ve RT-PCR analizleri ile yapılan çalışma desteklenebilir.  Çalışmamızın bir sonraki 

basamağında flow sitometrik analizler yapılarak farklılaşmış hücrelerin yüzde oranları 

ölçülecektir. 

 

Bu çalışmada tek bir mikroçevre denenmiştir. Jelatinlenmiş petri yüzeylerine EB’lerin 

yapışmaları ve üremeleri  sağlanmıştır. Nöronal farklılaşma çalışması farklı mikroçevrelerde 

denenerek farklılaşma üzerine etkileri incelenebilir. Fare EK hücre farklılaşma çalışması üç 

boyutlu polimerler üzerinde denenebilir.  

 

 



Çalışmamızın 0-2 gün RA uygulaması yapılan grubunda nöronal hücrelerle birlikte 

mezenşimal kaynaklı hücrelerin de bulunduğu tespit edilmiştir. Saf bir nöral hücre 

populasyonu elde etmek, farklılaşma çalışmalarının en önemli sorunlarından birini 

oluşturmaktadır. Kültür ortamının farklı hücre tiplerinden arındırılması için, kültür ortamına 

çeşitli inhibitörler eklenerek homojen bir populasyon elde edilebilir.  

 

EK hücrelerin farklılaşmaları membranda polarite değişikliği meydana geldiğini 

spektrometrik analiz ile gösterdik. Negatif kontrol olarak farklılaşmamış EK hücreleri 

kullandık. RA ile farklılaştırılan hücreler incelendiğinde farklılaşmamış EK hücrelere göre 

daha polar yapıda olduğu tespit edildi. Fakat yapılan çalışmada pozitif kontrol kullanmadık. 

Çalışmanın bir sonraki aşamasında, pozitif kontrol olarak fare embriyolarından elde edilecek 

olan nöronlar kullanılacaktır. RA’ın zaman ve konsantrasyon bağımlı olarak meydana 

getirdiği değişimlerin her biri içinde spektrometrik analizler yapılacaktır. 

 

Çalışmamızın bir sonraki basamağında bu çalışmadan elde ettiğimiz veriler 

doğrultusunda yukarıda bahsedilen yöntemler denenecektir.  
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EKLER  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EK 1. DMEM çözeltisi 

 

DMEM / F12 ( SIGMA D 05-47) bir litre saf suda çözüldükten sonra pH 7,2 olacak 

şekilde ayarlandı. 0,22 µm’lik membran filtrelerinde süzüldü. Hazırlanan çözeltiye %15 

oranında  fetal dana serumu (FCS SIGMA), %1 oranında antibiyotik çözeltisi uygulandı. 

Besleyici tabakaların kültürü aşamasında bu çözelti kullanıldı.  

 

 

EK 2. Mitomisinli besiyeri 

 
% 5 FCS içeren 195 ml DMEM/F12 çözeltisi hazırlandı. 5 ml’de çözülen 2 mgr mitomisin (SIGMA M 0503) hazırlanan DMEM 

üzerine eklendi. Mitomisinli DMEM, on mililitrelik oligotlara bölünerek –20 ° C’de saklandı. 

 

 

 

 

EK 3. PBS çözeltisi 
 

Dullbesco’s PBS (SIGMA D-1408) bir litre saf suda çözüldükten sonra pH 7,2 ve 

osmoloritesi 0,280-0,300 mOsm olacak şekilde ayarlandı. 0,22 µm’lik membran filtrelerinde 

süzüldü. 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

EK 4. Jelatin çözeltisi 

 
500 mgr jelatin (SIGMA G-1393) 500 ml PBS içinde ısıtılarak çözüldü. Çözelti berraklaşınca hücre kültür kabına aktarılan çözelti 

otoklavlandı. 

 

 

 

EK 5. 10 mM RA  
 

30,45 mgr RA (SIGMA R 2625), 10 ml DMSO içinde çözüldü. 500 mikrolitrelik 

oligotlara bölünerek – 20 ° C’de saklandı. 

 

 

 

EK 6. ALP solüsyonu 
 
 

Fast Red Tablet (SIGMA F-4523); Tris-Cl tableti 10 ml suda çözülerek hazırlanırlar. 

Bu hazırlanan çözeltiye Fast Red tableti konularak çözünmesi sağlanır. ALP aktivitesini 

göstermek amacıyla kullanılır. 

 

 

 

EK 7. Block çözeltisi 

 

 



0,5 gr polivinilpropoid 48 ml HBS çözeltisi içinde çözülür. % 3 keçi serumu ve % 

0,1 Triton X-100 hazırlanan çzöeltiye eklenir. +4 ° C’de saklanır.  48 saat içinde 

kullanılmalıdır. 

 

 

 

EK 8. HBS çözeltisi 

 

14,61 gr sodyum klorid  50 ml 1 M Tris içerisinde çözülür ve bir litreye 

tamamlanır. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında iki hafta süresince saklanır. 

 

 

EK 9. Yıkama çözeltisi 

 

50 ml HBS içerisinde % 0,05 olacak şekilde Tween 20 eklenir ve +4 ° C’de 

saklanır.  

 

 

EK 10. Kullanılan cihazlar 
 

-80 ° C dondurucu 

- +4/-18 ° C buzdolabı  

- -20 ° C dondurucu  

- Su Banyosu (Nüve BM 400) 

- Hassas terazi ( Sartorius)  

- Karıştırıcı ( Ikamag) 

- Osmometre (Gonate, Osmomat 030) 

- PH metre ( Hanna) 

- 37 ° C % 5 CO2 etüv (Sanyo) 

- Steril kabin 

- Stereo mikroskop (Solf) 

 



- Axiovert 25 M İnvert mikroskop ( Zeiss) 
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Bilimsel Araştırma ve Tecrübeleri 

 
Deneysel nazal mukozal fleplerde histopatolojik değişikliklerin ve mukosilier aktivitenin 

değerlendirilmesi ile ilgili  çalışma. 

 

Değişik gruplardaki termde insan plasentasında  Igf’lerin immunositokimyasal olarak  

incelenmesi ile ilgili  çalışma. 
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Eklamptik, diabetik ve IUGR olan gebelerden elde edilen plasenta, kordon ve fetal zarların 

histopatolojik olarak incelenmesi. 

 

Histokimyasal çalışmalar ve İmmunohistokimya çalışmaları. 

 

Sığır ve farelerden oosit ve embriyo eldesi. Oosit ve embriyo kültürleri.  

 

Hücre kültürü ve besleyici tabaka hazırlanması 
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