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Embriyonik Kok hiicre Laboratuarinda uyulmasi gereken kurallar

Embriyonik kok hicreler ile galigirken genel hicre kulturd teknikleri kurallarina uyulmalidir.
Uygulanacak tim protokoller ve islemler steril/aseptik teknikler kullanilarak laminar air flow altinda
gerceklestirilmelidir.

Hucreler ile galigilan tim materyalin kullanimi veya temasi dncesi mutlaka eldiven giyilmelidir.

slem éncesi ve sonrasi tim ¢alisma alani (Laminar air flow yiizeyi, mikroskop tablasi vb.) %70’lik
etil alkol ile silinmelidir.

Ayrica laminar air flow igerisine alinacak her tlrll kimyasal ajan veya kultir ortami igeren sise, tlp
vb. maddeler islem dncesi %70'lik etil alkol ile temizlenmelidir.

Hazirlanan tim kultur ortamlari veya kimyasal ajanlar ilk kullanimlari 6ncesi 0,20 um'lik filtreden
gegciriimelidir.

Kultdr ortamlari ve kimyasal ajanlar sadece Uretici firma tarafindan belirlenmis zaman araliginda
kullaniimalidir.

Hazirlanan kiltir ortami karigimlarini igeren tuplerin Uzerine mutlaka hazirlanig tarihi, igerigi ve
hazirlayan kisinin ismi not edilmelidir.

Laboratuarda bulunan tim cihazlarin dizenli olarak gunliik, haftalik ve aylik kontrolleri yapiimalidir.
Laboratuarda yapilan isler ve uygulanan protokollerin yazili oldugu bir defter bulundurulmall,

gerceklestirilen tim islemler gunlik olarak bu deftere kayit edilmelidir.



GIRIS

Embriyonik kok hicresi pluripotent olup her U¢ germ yapragina ait hicrelere farklilagabilme
o0zelligine sahiptir. Ginimuzde her ne kadar bazi ajanlarin bagkalagim strecindeki rolleri bilinse de,
dontstmun ¢ok faktorli bir mekanizma ile kontrol edilmesi sonucunda ancak belirli oranda istenilen
hiicre ve doku tipleri elde edilebilmektedir. Yakin gelecekte donisum mekanizmalari ve gerekli olan
kimyasal ajanlar veya otokrin/parakrin faktorler daha detayl belirlendiginde embriyonik kok hlcrelerden
istenilen huicre veya doku tipi yiksek oranda ve saflikta elde edilebilecektir

Bu kisimda, istanbul Memorial Hastanesi Reprodiiktif Endokrinoloji ve Genetik Merkezi Aragtirma
ve Gelistirme Laboratuari bunyesinde gergeklestirilen kok hicre ¢alismalarinda kullanilan materyaller
ve protokoller detayli bir sekilde agiklanmistir.

1. GEREKLI KIMYASALLAR VE MATERYALLER

1.1 Kok Hiicre Kiiltiirii Amagh Kullanilan Plastik ve Cam malzemeler

Cam ve Plastik Malzemeler Firma Adi Katolag Numarasi
1 4-kuyucuklu hiicre kltdrd kabi Nunc 176740
2 96-kuyucuklu hlcre kultira kabi Nunc 268152
3 24-kuyucuklu hicre kltir kabi Nunc 143982
4 B-kuyucuklu hicre kultir kabi Nunc 152795
5 Kryotlp Nunc
6  100-mm hcre kdltdr kabi Falkon 353803
7 75 cm2 hicre kltiir flaski Falkon 353024
8 25 cm2 hicre kiltiir flaski Falkon 353014
9  60-mm hicre kultur kabi Falkon 353802
10 60 mm merkezi kuyucuklu doku kiltir kabi Falkon 353037
11 50 ml vida kapakli konik tlip Falkon 352070
12 15 ml vida kapakli konik tlip Falkon 352095
13 10 mifiltreli pipet (ayr ayri steril) Falkon 357551
14 5 mlfiltreli pipet (ayri ayn steril) Falkon 357543
15 2 mlfiltreli pipet (ayri ayn steril) Falkon 357507
16 1 mlfiltreli pipet (ayri ayn steril) Falkon 357521
17 35-mm Petri kabi Falkon 353801
18 100 ul filtreli pipet ucu Greiner
19 0,20 um filtre Sartorius 16534
20 Cam pastor pipeti



1.2. Kok Huicre Kiltir Ortami Hazirliginda Kullanilan Soliisyon ve Kimyasal Maddeler
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1.4. Laboratuvarda Bulunmasi Gereken Ekipmanlar
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Soliisyon&Kimyasallar

Knockout-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Ko-DMEM)

Fetal Bovine Serum (FBS; inaktive edilmis)
200 mM L-Glutamin

Penisilin/Streptomisin (100X)

DMEM (yiiksek gliikoz iceren)

Fosfat dengeli salin soliisyonu (D-PBS)

Fosfat dengeli salin soliisyonu (PBS;Ca-Mg-igermeyen)

%0,25 Tripsin-EDTA sollisyonu
Dispase

B-Merkaptoetanol (B-ME)
Non-Esansiyel aminoasit sollisyonu (NEAA;100X)
Dimetilsulfoksit (DMSO)

%2'lik Jelatin Solisyonu
Pronase (Protease)

EGTA

Mitomisin C

Sucrose

HEPES

Collagenase type IV (100 mg)
Fetal Bovine Serum (FBS; kok hiicrede test edilmis)
bFGF (human, recombinant)
Guinea Pig Complement

LIF (ESGRO)

Antibody (desmin)

Antibody (troponin I)

ESC characterization kit
Secondary Ab (goat-anti mouse)
Ultra V Block (125 ml)

Colcemide

inkibatér (5%C02, 37°C) 14 Hematositometre
Stereo Mikroskop 15 Laminar Air Flow
invert Mikroskop 16  Sinnga (2,5ml)
Aspirasyon sistemi 17 Aliminyum

Pipetler, 1ul-1000ul 18 129 ve 18¢'lik igneler

Firma Adi
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Hyclone

Invitrogen

Accurate Chem.

Chemicon

Chemicon

Chemicon

Chemicon

Santa Cruz

LabVision

Katolog Numarasi
10829018

10106-169
250030-024
150070
11960-044
14287-080
14190-094
25200-056
17105
M-3148
M-7145
D-5879
G-1393
P-8811
E-0396
M-0503
S-9378
H-7006
C-5138
SH300070.03
13256-029
YCC500101
ESG1106
MAB1698
MAB3438

SC-2010
TA-125-UB



6 Motorlu Pipetler 19 Pastér Pipetler
7 Santrifijj 20 Agiz Pipetleri
8 (-80°C) Dondurucu 21 Distil&Steril Su
9 (-20°C) Dondurucu

10 4°C Buzdobi

11 37°C subanyosu

12 Otoklav

13 Sivi Nitrojen Tanklari

2. SOLUSYON VE KULTUR ORTAMI HAZIRLANISI
2.1. 0.1% Jelatin Soliisyonu Hazirlanigi

Kok hcre kdltird sirasinda kullanilan hicre kdltir kaplar %0,1’lik jelatin ile kaplanmaktadir.

Jelatinle kaplanmis kaplar daha sonra mitotik aktivitesi durdurulmus destek hucreleri ekimi igin

kullanilirlar.

1. %0.7lik jelatin solusyonu, %2'lik (20X) stok jelatin solisyonunun steril distile su ile 0,1%’lik
olacak sekilde seyreltimesi ile elde edilir.

2. Seyreltilmis solusyon kultir kabi igerisine Tablo 2'de farkli klltir kaplari igin belirtilen kaltar
ortami miktarlarina gore yerlestirilir.

3. Kultdr kabi igerisine konulan jelatin solisyonu en az 20 dakika oda sicakliginda inkibe edilir.

4. Kultdr kabi daha sonra parafilm ile kapatilarak +4°C’de buzdolabinda saklanir. 4 hafta iginde
kullaniimali veya atilmalidir.

5. Solusyon kullanimdan hemen 6nce aspire edilmeli, kuyucuklar kurumaya birakilmamalidir.

2.2. EGTA Soliisyonu Hazirlanmasi

1.

Stok EGTA soltisyonu hazirlamak igin dncelikle 50 ml'lik konik vida kapakli falkon tlp igerisine
951 mg EGTA tartilarak 45.4 ml distile steril su ile karigtirilir.
Karigim igerisine 600 ul 10M sodium hidroksit eklenerek karigimin ¢ozilmesi saglanir.

pH 8.0 degerine ayarlandiktan sonra 0,20’lik filtreden gegirilerek oda sicakliginda saklanir.
Calisma soliisyonu 0,5 ml stok EGTA solusyonunun 49,5 ml Ca-Mg icermeyen PBS solUsyonu

ile seyreltilmesi ile elde edilir.
Hazirlanan galisma sollsyonu oda sicakliginda saklanir.

2.3. bFGF Solusyonu Hazirlanmasi

bFGF sollisyonu hazirlanmadan evvel batln tupler, pipetler ve filtreler bFGF’nin yapigkan

ozelliginin olmasi sebebiyle i1slatiimalidir.

1.

10 ng bFGF % 0.2 lik BSA igeren 1ml PBS ile ¢ozuldr.



2. Solusyon 0.22 um'lik filtre kullanilarak filtre edilir ve 20l olacak sekilde alikotlanir.

3. Alikotlar -20°C’ de saklanmali ve ¢ozuldikten hemen sonra kullaniimalidir.

2.4. Primer Antikor Hazirlanmasi
Liyofilize antkor 2 ml hticre kulturine uygun suda ¢ozulerek hemen 0.5 mf’ lik konik tlplere

alikotlanir ve -20°C’ de saklanir.

2.5. Guinea Pig Komplement Hazirlanmasi
Liyofilize komplement 1 ml huicre kultdrine uygunsuda ¢ozullr ve hemen 0.5 ml'lik tiplere her tupte

60 wl olacak sekilde alikotlanarak -20°C’de saklanir.

2.6. Kiltiir Ortami Hazirlanmasi
Destek htcreleri ve embriyonik kok htcre kultirinde kullanilan kltir ortami hazirlanigi sirasinda
onerilen oranlar Tablo 1’ de gosterilmistir.

Tablo 1: Destek hiicreleri ve embriyonik kok hiicreleri igin kullanilan kltir ortami hazirlanisi

Soliisyonlar Destek Hiicresi Kiiltiir Ortami hES Kiiltiir Ortami
DMEM (%) 458.5ml 404.5ml

FBS (¥) 50ml 75ml
Penisilin/streptomisin (100X) 5ml 5ml
L-Glutamine-200mM(*) (Gdinliik) 5ml 5ml
Nonesans. Aminoasit solisyonu (100X),NEAA 5ml

ITS 100X(*) (Giinliik) 5ml
R-ME(*) 500wl 500wl

Total Hacim 500ml 500ml

(*) Kok hucre kultir ortaminda DMEM olarak Ko-DMEM, FBS kaynagi olarak kok hiicrede test
edilmis FBS (Hyclone) kullaniimaktadir. Stok olarak hazirlanan kiltir ortamlari 50 ml'lik konik falkon
tlplere bolunerek +4°C’de saklanir ve 2 hafta iginde tuketilmelidir.

Hazirlanan kltur ortamlarina kullanim 6ncesi, ginluk olarak 1/100 oraninda L-Glutamin (200 mM)
eklenir.

insiilin-transferin-selenyum (ITS) ise glinliik olarak sadece hES kiiltiir ortamina konmaktadir.

Bunun yaninda kultr ortami hazirhgr sirasinda kullanilan R-ME solusyonunun daha onceden
calisma solusyonu olarak hazirlanmasi gerekmektedir. Bu amagla kiltir ortami hazirligi dncesi 70
14.3 M R-ME 10 ml PBS(Ca-mg free) ile seyreltilir ve tlplere bolunerek -20°C ‘de saklanir.



Kok hucre kultur ortami eger fare embriyonik kok htcre izolasyonu ve kultird igin kullanilacak ise
fareye 6zgii LIF igeren (1000 IU/ml) ESGRO ajani eklenir. insan embriyonik kok hiicreleri eger destek
hiicresi Uzerinde buyutdllyorlarsa LIF maddesinin varligina intiya¢c duymazlar. Fakat kultir ortamlarina
rutin olarak ITS (1’e 100 oraninda) ve bFGF (4 ng/ml) eklenir

2.7. Mitomisin-C Stok Soliisyonu Hazirlanmasi
hES hlcrelerinin kaplara ekiminden evvel destek dokusu olarak kullanilan hicrelerin mitotik
aktivitesinin durdurulmasi gerekir, bu islem mitomisin-C solisyonu kullanilarak yapilir. Mitomicin-C ‘nin
karsijenik ve sitotoksit etkisi sebebiyle kullanilmadan evvel eldiven takiimalidir.
1. 2 mg mitomisin-C igeren tip 10ml DMEM solusyonu ile ¢ozulur. 0.22um’lik filtreden
gegcirilerek +4°C’de karanlikta muhafaza edilir.

2. 2 hafta iginde tlketilmeli, aksi taktirde atiimalidir.

2.8. %0.05’ lik Tripsin/EDTA Soliisyonunu Hazirlanmasi

Tripsin destek hucrelerini pasajlama esnasinda yapistigi yerden ve birbirlerinden ayirmak igin
kullanilir.

1. 1ml %0.25 Tripsin/EDTA y1 4ml PBS iginde ¢ozulur.

2. Sollsyon 4°C’de saklanir ve bir hafta iginde kullanilir aksi takdir de atilir.

2.9. Vitrifikasyon ve Cozme Sollisyonlarinin Hazirlanmasi
ES-HEPES soliisyonunun hazirlanmasi

Bu sollsyon hem vitrifikasyon hem de ¢ozme igleminde kullaniimaktadir, +4°C de saklanmalidir.

Solusyonlar Hacim

K-DMEM 15.6ml

FBS 4ml

1M HEPES 0.4ml

Toplam Hacim 20ml
1M Sukrose soliisyonu

1. 3.42 gr stikroz 6 ml DMEM-HEPES soliisyonu iginde ¢ozulir.

2. Daha sonra sollsyon sukrozun ¢ozilmesi igin 37°C kadar isitilir.

3. Solusyon 8 ml' ye DMEM-HEPES ile tamamlanir ve ustine 12 ml FBS (Hyclone) eklenir.

4. Solisyon daha sonra kullaniimak tzere alikotlanip -20°C’de saklanabilir, surekli kullanimlarda

ise +4°C’de 50 ml'lik falkonlarda tutulabilir.



0.2 M Siikroz soliisyon

Bu sollisyon embriyonik kok hucre gozme sollsyonlarindan biridir. +4°C de saklanmaktadir.

Soliisyonlar Hacim
ES-HEPES 4ml
1 M Siikroz Sollisyonu 1ml
Toplam Hacim 5ml

0.1 M Siikroz soliisyonu
Sollisyon embriyonik kok hlicre gozme esnasinda kullanilan solusyonlardan biridir. +4°C de

saklanmaktadir. Bir hafta iginde tiketilmelidir.

Soliisyonlar Hacim
ES-HEPES 4.5ml
1M Siikroze Sollisyonu 0.5ml
Toplam Hacim 5mi

%10 Vitrifikasyon soliisyonu

+4°C de saklanmaktadir. Bir hafta icinde tuketilmelidir.

Soliisyonlar Hacim
ES-HEPES 2ml
Etile Glikol 0.25ml
DMSO 0.25ml
Total Hacim 2.5ml

%20 Vitrifikasyon soliisyonu

Soliisyonlar Hacim
1 M Siikroz Soliisyonu 0.75ml
ES-HEPES 0.5ml
Etilene Glikol 0.75ml
DMSO 0.5ml
Total Hacim 2.5ml

Freezing medium hazirlanmasi
Freezing medium, 15 ml'lik konik vida kapakli falkon tlp icerisine, solisyon hacmi 10 ml olacak
sekilde 5 ml FBS, 4 ml mEF kultur ortami ve 1 ml DMSO eklenerek hazirlanir. iglem sirasinda DMSO

en son ve damlalar halinde eklenmeli, eklenmeden dnce tiip sogutulmalidir.



3. PROTOKOLLER

3.1. Destek Hiicre Amagli Fare Embriyonik Fibroblast Hiicrelerinin (mEF) izolasyonu

insan embriyonik kok hiicreleri (hESC) destek sistemleri ve/veya ajanlarin yoklugunda farkls

hicre ve dokulardan olusan yapilara donuslrler. Genellikle destek hlcresi olarak fare embriyonik

fibroblast (mEF) hucreleri kullaniimaktadir.

1.

10.

1.

12.

13.
14.

15.

Fare fetuslari 13-14 gunlik gebe farelerden Resim 1’de gOsterilen semaya uygun
olarak dissekiye edilir.

Dissekiye edilen fareye ait tim fetuslar 10 mf'lik DPBS igeriren 100-mm doku kultur kaplari
icerisine toplanirlar.

Forseps yardimi ile i¢ organlarin oldugu abdominal kavite ve bag kismi diger viicut kismindan
uzaklastirilir ve yeni DPBS igeren bagka bir kiltir kabina aktarilir.

Benzer sekilde DPBS igeren bir diger kultlr kabina aktarilarak yikanirlar.

Yikanan embriyolar daha sonra 3-5 ml tripsin iceren 100-mm doku kultir kabina aktarilarak
16G uglu siringadan gegirilerek kiiguk pargalara ayrilirlar. Bu islem 2-4 kez tekrar edilir. Cok
sayida tekrar hicre eldesi oranini digurebileceginden genellikle pargalanan doku 5 veya
10ml’lik pipet igerisine cekilebilecek kivama geldiginde islem durdurulur.

Daha sonra pargalanan dokularin Gzerine toplam hacim 10 ml olacak sekilde tripsin
solisyonu eklenir.

icerik nazike karigtirilarak 37-C de yaklasik 10 dakika inkiibe edilir.

inkiibasyon sonras! soliisyon hafifge karistirilarak tekrar 10 dakika inkiibasyona birakilr.
inkiibasyon sonrasi igerk 50-ml konik tip icerisine alinarak (izerine esit oranda
penisilin/streptomisin iceren mEF kiltdr ortami (b6lim2.6.) eklenir. Bdylece tripsin de
inaktive edilmis olur.

Blyuk doku parcalarinin sedimentasyon yardimiyla tlpin dip kismina ¢okmesi igin 3-5
dakika oda sicakliginda dikey olarak bekletilir.

COken buyuk doku pargalarinin aspire edilmemesine 6zen gostererek Ust kisimdaki sollsyon
yeni bir tup igerisine aktarilir.

1000 g ‘de 5 dakika santrifuj edilir.

Ust faz uzaklastirilarak ¢okelti halindeki hiicreler mEF killtiir ortami igerisinde karistirilirlar.
Daha sonra sollsyon kultir kaplarina bolunerek tim yizeyi kaplayana dek (2-5 gin arasi)
%5 COZ'li ortamda 37°C’de inklbe edilirler. Her iki guinde bir kiltir ortami degistirilmelidir.
Genellikle, mEF hcreleri hES hicrelerini destekleme ozelligini kaybettigi icin pasaj 7’ ye
kadar hESC destek dokusu olarak kullaniimaktadir.
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Resim 1: Embriyonik fibroblast izolasyonu amagli fare fetuslan diseksiyonu
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a) Fare embriyonik fibroblast hiicrelerinin dondurulmasi ve ¢éziilmesi

¢ Freezing iglemi

1.

Dondurma islemi 6ncesi tim taban ylzeyini kaplamis (%80-90confluent) hiicreler iceren 75¢cm?
flask igindeki kultr ortami aspire edilir.

Daha sonra 2 kez kalsiyum magnezyum (Ca-Mg) icermeyen 3-4ml PBS solusyonu ile yikanir.
Son yikama isleminden sonra kap igerisine 2 ml EGTA (bdliim 2.2.) solisyonu konarak 2
dakika inklibasyonu saglanir.

Daha sonra EGTA solisyonu aspire edilerek kap icerisine 1 ml tripsin/EDTA solisyonu eklenir.
Solisyonun iyice yuzeye yayilmasi saglanarak yaklasik 3 dakika 37°C’de inklbatorde bekletilir.
inkiibasyon sonrasi kiiltiir kab! igerisindeki hicreler kabin kenarlarina hizlica vurarak ve bir kag
kez pipetlemek suretiyle stispansiyon haline getirilir.

Daha sonra kabin igerisine 5 ml mEF kaltir ortami koyulur ve tip 800 rpm’de 8 dakika sure ile
santrifuj edilir.

Santriflj sonrasi Ustte kalan solusyon uzaklastirilir ve hticrelerin buluntugu ¢okelti resiispanse
edilir.

Tup igerisine 3 ml freezing medium eklenir (b61im2.9.) ve tlp nazikge karistirilir.
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9. Daha dnceden hazirlanarak isaretienmis olan 3 kryotlp igerisine her tlibe 1 ml gelecek sekilde

1.
2.

bolundr. Tupler -80° C’de bir gece bekletildikten sonra daha dnceden belirlenmis sivi nitrojen
tankindaki yerlerine transfer edilirler.

Gozme iglemi
mEF hicrelerini gozme isleminde hizli ¢gozme teknigi kullaniimaktadir.

Sivi nitrojen igerisinden cikartilan kryotlp dogrudan 37 °C’deki su banyosu igerisine alinir.
icerik ¢ozilldiikten sonra 10 ml mEF Kiltiir ortami igeren ve daha énceden pasaj sayisi ve
¢Ozme glnd bilgileri not edilmis 75 cm?lik kiiltir kabina alinir ve inktibatérdeki yerine kaldirilir.

3.2. Destek Hiicresi Olarak Endometrial Hiicrelerin izolasyonu

a) Stromal hiicre izolasyonu

1.

ART siklusuna girecek olan hastalardan tedavi baglamadan evvel liteal fazdaki endometrial
doku biyopsiile alinir.

Biyopsi materyali 5 ml HBSS solusyonu igeren falkona transfer edilir.

Daha sonra endometrial dokusu kuguk pargalara bollnir ve kirmizi kan hiicrelerini ve mukusu
dokusunu ayirmak i¢in 5000.g/100 ml penisilin-stretomisin i¢ceren HBSS soliisyonu ile iyice
yikanir.

Doku pargaciklari HBSS ile yikandiktan sonra %0.2 tip Il kollejenaz (Sigma)

iceren HBSS ile 37°C de 5 dakika boyunca sallanmali su banyosunda inkiibasyona birakilrr.
Hucre topaklar steril pipetten gegirilerek homojenize edilir.

Homojenize doku 5 dakika boyunca sedimentasyon yardimiyla tlpun dip kismina ¢okmesi igin
3-5 dakika oda sicakliginda dikey olarak bekletilir.

Supernetant 15ml’ lik falkonlara alinarak 400g de 5 dakika santriftij edilir.

Sedimentasyondan sonra pellet 5000g/100ml penisilin-streptomisin ve %10 maternal serum
iceren RPMI-1640 solusyonu iginde stispanse edilir.

Yukarida ki protokol 4 kez tekrarlanarak stromal hicreler elde edilir.

b) Glandular hiicre izolasyonu

Glandular hucresinin izolasyonu stromal hlcrenin izolasyonuna benzemektedir. Stromal hicre

izolasyonunun 7. basamagina kadar uygulanan protokoller glandular hiicre izolasyonu i¢inde gecerlidir.

6. basamaktan sonra uygulanmasi gereken protokol agagidaki gibidir;

1.

HPSS solusyonu iginde ki supernatant( stromal hiicre icermektedir) atilir ve glandular hicresi

iceren pellet %10 maternal serum, 5000ug/100 ml penisilin-streptomisin iceren RPMI-1640 solusyonu

icinde suspanse edilir.
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Her iki hucre tipi kultir flasklarina konur ve 37°C, 5% CO. de inkUbe edilir. Hicrelerin kaltar

ortamlari (destek doku kultir ortami) her 2-3 gtinde bir degistirilir.

3.3. Destek Hiicresi Olarak insan Siinnet Derisinden Fibroblast Hiicresi izolasyonu

edilir.

1.

insan siinnet derisi fibroblast hiicreleri 6-7 yaslarindaki erkek cocuklarinin siinnet derisinden elde

Sunnet derisi laboratuvara %0.9 saline solusyonu iginde getirilir ve getilir getirilmez endometrial
hiicrelerin izolasyonunda kullanilan protokola benzer protokol uygulanir.

Doku kugUk pargalara bolundukten sonra Tip IV kolejenaz ile 15dk boyunca sallanmali
inkubatorde inkiibasyona birakilir.

Kollejenazla pargalanan dokunun tliptin dip kismina ¢okmesi igin 3-5 dakika oda sicakliginda
dikey olarak bekletilir.

Supernatant bagka bir tipe alinir ve pellet tekrar kolejenaz kullanilarak suspanse edilir. Bu
islemler birkag kez tekrarlanir ve daha sonra tripsin eklenir.

Tripsininde eklenmesiyle birlikte doku tamamen pargalanarak hicrelere ayrilir.

Bu suspansiyon 25cm? lik flasklara ekilir. Flasklar 37°C, %5 CO> deki inkibatore konur ve
hticrelerin flasklara tutunup tutunmadigi bir sonraki giin kontrol edilir.

insan siinnet derisi fibroblast hiicreleri destek dokusu olarak pasaj 2 den sonra kullanimalidir.
HUcreleri dondurmak iginde pasaj 2 beklenmelidir.

3.4. Destek Dokusuyla Kaplanmig Platlerin Hazirlanigi

a)

1.

Fibroblast hiicrelerinin inaktivasyonu

75 cm?lik kaltir kabinin %80-90 nini kaplamis olan destek hicrelerinin (mEF, endometrial,
amniotik, insan stinnet derisi fibroblast hticreleri) kiltir ortami aspire edilir ve hiicreler bir kag

kez (2-3) 3-4ml Ca-Mg-icermeyen PBS solusyonu ile yikanir.

2. Hucrelerin tzerine 0.5ml mitomisin-C (b6liim2.4.) iceren 10ml destek hticre solusyonu (1:20

dilusyon) eklenir ve %5 CO?'liortamda 37°C’de en az 2-3 saat inkibe edilir.

inkiibasyon sonrasi, kiiltiir ortami aspire edilir, hiicreler en az (¢ defa 3-4ml Ca-Mg-icermeyen
PBS solusyonu ile yikanir.

Hucreler tripsin kullanilarak kultir kabindan ayrilir ve kultur ortami igerisine alinirlar. Hicre
sayimi sonrasi daha onceden jelatin solisyonuyla (bolim2.1.) kaplanmis kultir kaplarina
Tablo 2.1°de belirtilen oranlar dikkate alinarak ekim islemi yapilir.
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Tablo 2.1. Farkli kultur kaplarinda ki mEF ve Jelatin konsantrasyonlari

Yiizey alani Tripsin/EDTA MEF kons. KiiltiirOrtam /jelatin

Kiiltiir Kabi (mm2) miktar (ml) (hiicre) miktari
75 cmzKiiltiir flaski 7500 3-4 5,63x108 15
25 cmzkilltir flaski 2500 1 1,88x10¢ 6
100 mm Petri kabi 7854 34 13,25x108 20
60 mm Petri kabi 2827 2 7,20x108 10
35 mm petril kabi 962 1 2,1x108 2-3
6-kuyucuklu kltir kabi 962 0,5 7,2x105 2-3
4-kuyucuklu kaltdr kabi 190 0,2-0,5 1,43x105 0,51
24-kuyucuklu kultdr kabi 200 0,2-0,5 1,5x105 0,5-1
96-kuyucuklu kltir kabi 30 0,1 2,2x104 0,1-0,2

b) Destek hiicresi sayimi
1. Hematositometrenin dort kogesindeki hicreler sayilir.

2. Daha sonra toplam hicre sayisi sayilan kose sayisina bolunerek averaj hicre sayisi
hesaplanrr.

3. Mililitredeki huicre sayisi asagidaki formile gore hesaplanir.

Hiicre/ml = (Averaj Hiicre Sayisi x Diliisyon katsayisi) x 104

4. Toplam hicre sayisi ise;

Toplam Hiicre =Hiicre / ml x Toplam Stispansiyon Hacmi

5. Destek hiicre kaplarinin hiicre sayisi istenilen yogunlukta ayarlanabilir. Ornek olarak;

# Hiicre =(0,75 x 10° hiicre /ml ) x 2,5ml  /well x (6 wells / plate) x #plates

3.5. insan Embriyonik Kok Hiicre izolasyonu

Embriyonik kok hicreler blastosist agsamasindaki embriyonun ileri gelisim donemlerinde fetus’u
olusturacak i¢ hticre kutlesinin laboratuar sartlarinda izolasyonu ve in vitro kilturu ile elde edilirler.

Gunumuzde bu amagla kullanilan en yaygin teknik, Ozellikle fare embriyonik kok hicre
izolasyonu islemlerinde kullanilan mekanik ayrigtirma yontemidir. Bu yontemde oncelikle islem icin
kullanilacak blastosistler 6zel asit sollsyonu (acid tyrode) kullanilarak veya enzimatik yolla (pronase)
embriyoyu gevreleyen zona pelusida katmanindan ayrilirlar. islem sonrasi daha énceden hazirlanmis
destek hicreleri igeren kultire veya destek hlcre olmaksizin hazirlanmisg LIF iceren kltur ortami
icerisine alinirlar. Yaklagik 4 giin suren kulturleri sirasinda blastosist yapisini olusturan trofektoderm
hicreleri destek hucresi Uzerine veya kiltur kabinin tabanina yayilarak iki boyutlu bir yapi olustururken
i¢ hiicre katlesini olusturan hicreler kirresel olarak genisler ve trofektoderm tabakasi Uzerinde 3 boyutlu

bir katman olusturur. Olusan bu yapi, kiltir sonunda uygun buyukluge ulastiginda mekanik olarak
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trofektoderm tabakasindan ayrilir, tripsin soliisyonu ile kiglk hiicre kolonilerine ayrilarak taze destek
hicresi veya kltlr ortami ile hazirlanmig yeni kiltlir kaplarina transfer edilirler.

lkinci yontem immunosurgery adi verilen ve trofektoderm tabakasini olusturan hiicrelerin
immunolojik yontemler kullanilarak i¢ hucre kutlesinden ayrilmasi esasina dayali bir yontemdir. Bu
metod, insan embriyonik kok hulcre izolasyon islemlerinde mekanik yonteme gore daha sik
kullaniimaktadir.

a) Pronase uygulamasi ile blastosist asamasindaki embriyolardan zona pelusida katmaninin
uzaklagtiriimasi
1. Islem éncesi 4-kuyucuklu kiiltir kabinin her bir kuyucuguna 1 ml ES Kiiltiir ortami (b6liim2.3.)
konulur.
2. 1 no'lu kuyucuk icerisine stok sollisyonundan 20 ul pronase konularak kultir kabinin kapag!
kapatilir (Final kons.: 101U/ml) ve yaklasik 30 dakika 37-C ‘de inkiibe edilir.
3. inkiibasyon sonrasi fare uterusundan elde edilen blastosistler éncelikle pronase iceren 1 no'lu
kuyucuga transfer edilerek burada 2-3 dakika bekletilir.

>

inkiibasyon sonrasi zona pelusida katmani dagimis blastosist asamasindaki emrbiyolar
dikkatlice pipet igerisine gekilir; enzim icermeyen 2, 3 ve 4. nolu kuyucuklarda yikanarak destek
hiicresi igeren kiltlir kaplarina alinirlar (Resim 2).

Resim 2.: a,b) Uterustan flushing islemi sonrasi elde edilen fare blastosistleri; c) Pronase enzimi uygulamasi sonrasi zona

pelusida katmani uzaklastinimis fare embriyolari; d) Destek hiicresi tizerinde kiiltiir edilen zona katmani uzaklastiriimis fare

blastosistleri.

b) Immunosurgery yontemi kullanilarak blastosist asamasindaki embriyodan i¢ hiicre kiitlesi
izolasyonu
Eger kullanilacak embriyolar zona katmani digina gikmamiglarsa (hatching), dncelikle pronase

enzimi kullanilarak zona pelusida katmanindan ayrilirlar. islem sirasinda spontan olarak biiziigen
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ekspanse blastosistler tekrar genislemelerinin saglanmasi igin 30 dakika veya 1 saat 37°C’de %35'lik

CO;, altinda inkibe edilirler.

—

e Kuyucuklar ve kullanilan medyumla
Kuyucuk-1: DMEM+L-glutamine+ Primer antikor (boliim 2.4.)
Kuyucuk-2: DMEM+L-glutamine+Guinea Pig Complement (20-25%) (boliim2.5)
Kuyucuk-3: DMEM+20%FBS (yikama igin)
Kuyucuk-4: DMEM+20%FBS (yikama igin)

. Immunosurgery uygulanacak blastosist éncelikle primer antikor ieren 1. kuyucuga transfer edilir

ve %5lik CO; ve 37°C'de vyaklagik 30 dakika inkiibe edilir (inkiibasyon stresi antikor
konsantrasyonuna gére ayarlanmalidir).

inkiibasyon sonrasi embriyo nazikge 3.kuyucukta yikanir ve guinea pig complement igeren 2
nolu kuyucuga alinir. 5% CO-altinda ve 37°C’de yaklasik 20 dakika inkiibe edilir.

inkiibasyon sirasinda trofektoderm yapisi degerlendirilir. Liziz sonrasi trofektoderm hiicreleri
dejenere ve koyu gorinumludirler. Bu asamadaki blastosist, capi azalan pipetler igerisine
aspire edilip tekrar geri verilmek suretiyle Trofoblast hiicrelerinin ayrillir.

Elde edilen intakt i¢ hicre kitlesi embriyonik kok hlcre kultlr ortaminda yikanarak dnceden
hazirlanmis destek hiicreleri izerine alinirlar. dejenere trofektoderm hticrelerinden ayrilir.
islemden sonraki giinlerde izole edilen i¢ hiicre kiitlesinin gelisim kontrolii ve kiiltir ortami
degistirimesi gunluk olarak yapilrr.

Yaklagik 8-10 giin sonra gelisen koloni taze hazirlanmig MEF iceren kiltir kabi kullanilarak

pasajlanir (Resim 3).

Resim 3: Immunosurgery ve sonrasi i¢ hiicre kiitlesi izolasyonu ve kiiltlirii. a) zona katmaninin uzaklastiriimasi sonrasi
blastosist asamasindaki embriyonun primer antikor ile inklibasyonu; b) Guinea pig complement ajani ile inkiibasyon
sirasinda gozlenen liziz asamasindaki trofektoderm hiicreleri; c) seri pipetleme sonrasi trofektoderm hiicrelerinden ayrilarak
fibroblast destek hiicreleri (izerine alinmis ig hiicre kitlesi; d) i¢ hlicre kitlesinin ileri kiltlri sonrasi elde edilen kék hiicre

kolonisi.
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3.6. Embriyonik Kok Hiicrelerin Uzun Siireli Kiiltiirleri (Pasajlama)

Fare ve insan embriyonik kdk hticrelerinin morfolojik yapilari ve destek hiicre gereksinimlerindeki

farkliliklarin yaninda, pasajlama islemlerinde de farkliliklar mevcuttur. Fare embriyonik kdk hiicrelerinde

ileri kultrleri sirasinda rutin hticre kiiltirinde kullanilan tripsin/EDTA (bdliim2.2.) yolu ile pasajlama

yapilabiliyor iken, insan embriyonik kok hucrelerinin belirli bir hiicre sayisinin altinda, 6zellikle tek htcre

olarak pasajlanmasi gugctir. Bu nedenle insan embriyonik kok hicrelerinde kollajenaz veya dispase

enzimleri yardimci ajan olarak kullanilirlar. Hlicre pasajlama islemi, gelisen koloninin cam pastor pipeti

kullanilarak kultir kabi tabanindan ayrilmasi ve yeni kaba transfer edilmesi seklinde gerceklestirilir.

insan Embriyonik kék hiicreleri pasajlanmasi

Pasajlama dncesinde her bir kuyucugu 1 ml PBS igeren 4-kuyucuklu kiltlir kabi hazirlanir.

. Pasajlanacak insan embriyonik kok hticre kolonileri iceren kiiltlr kabi 2 kez D-PBS ile yikanir.

7Yikama sonrasi dnceden hazirlanmis ve inceltilmis cam pastor pipeti ile koloni, farklilasma
olmayan bolgelerin oldugu kisimdan kiguk pargalara ayrilir.
islem sirasinda kiiltiir kabi tabanindan ayrilan koloni pargaciklari PBS ile yikanarak yeni kiiltiir

ortamina alinirlar.

. Tabana yapisik olarak duran pargaciklari ayirmak igin 6ncelikle PBS nazikge aspire edilerek

yerine daha 6nceden hazirlanmis ve 37-C’de isitiimis olan dispase ¢alisma soliisyonu konur.

. 2 dakika sureli inkiibasyon sonrasinda kulttir kabi tabanindan ayrilan koloni parcalari agiz pipeti

veya mikropipet kullanilarak PBS i¢eren 4-kuyucuklu kiltlr kabina aktarilir.
Burada yikanan koloni pargalari, taze hazirlanmig MEF destek hicresi iceren yeni kaplara

alinirlar.

. Her bir kap icerisine 4-5 koloni pargasi transfer edilir.

Pasaj sonrasl, transfer edilen koloni pargaciklarinin gelisimi ve farklilasma durumlari not gtnlik

olarak not edilir (Resim 4).

Resim 4: insan embriyonik kok hiicre pasajlama asamalari. a) Pasaj dncesi insan embriyonik kdk hiicre kolonisi; b) pasaj
sirasinda 6zel hazirlanmis cam pastor pipeti ile gerceklestirilen koloni kesme islemi; c-e) Kesim sonrasi bélinmus ve kiltiir
kabi yiizeyinden ayrilmaya hazir koloni pargalari f) Pasaj sonrasi kiiltiir kabi gérinimd.

a) 7

i <)
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3.7. Embriyonik Kok Hiicre Dondurma/Gozme iglemleri

Embriyonik kok htcrelerin dondurulmasi ve ¢ozme iglemleri yukarida mEF hucreleri icin verilen
protokol kullanilarak gergeklestirilir. Dikkat edilmesi gereken birinci konu, kullanilacak FBS’nin kok hiicre
test edilmis olmasidir. ikinci konu ise, insan embriyonik kok hiicrelerinin tek hiicre asamasina
indirgendiginde ileri gelisim potansiyellerinin gok dusik oldugudur. Bu nedenle her ne kadar fare
embriyonik kok hicrelerinde tripsin kullanilsa da insan embriyonik kok hticrelerinde bu yonteme kiyasla
vitrifikasyon yontemi tercih edilmektedir.

e Embriyonik kék hiicrelerinin vitrifikasyon yéntemi ile dondurulmasi
Embryonik kok hicreler dondurulmadan evvel pasajlanarak kigik kolonilere bolindrler ve 1.
kuyucuktaki yikama solusyonu icine konurlar.Mikropipetle yikama sollsyonundan ¢ektigimiz 5 pl kok
hiicre kolonileri agagida belirttigimiz kuyucuklarada sirasiyla belirtilen sureyle yikanir ve hemistrawlara

konarak hemen sivi nitrojenle vitrifiye edilir ve nitrojen tanklarina konur.

Yikama
ES-HEPES
(1ml)

%10 %20

vitrifikasyon vitrifikasyon
soliisyonu soliisyonu
1 dakika 25 saniye
(1ml) (1ml)

e Embriyonik kok hiicre ¢cozme iglemleri (thawing)

Embriyonik kok hicrelerin ¢ozme islemi yapilirken agagidaki sekilde belirtilen protokol uygulanir.

0.2M 0.1M

Siikroze Siikrose
soliisyonu soliisyonu
dakika 5 dakika

(Iml) (1ml)

ES-HEPES ES-HEPES
Destek 5 dakika 5 dakika
hiicresiyle <
kaplanmig (1ml) (1ml)
kiiltiir kabi
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4. EMBRIYONIK KOK HUCRE TANIMLAMASI YAPILIRKEN UGULANAN YONTEMLER

Embriyonik kok htcresinin uzun donemli kultdrleri esnasinda hucreler embriyonik kok hucre

ozelligini veren temel nitelikleri bakimindan belirli testlerle/luygulamalarla kontrol edilirler. Bu

uygulamalar hucrelerin tekrardan karakter tanimlamasi agisindan 6nemlidir.

Simdiye kadar embriyonik kok hiicre karakter tanimlanmasinda hangi kriterlerin veya hucrelerin

hangi temel niteliklerinin baz alinmasi gerektigi noktasinda bilim adamlari arasinda tam bir uzlasma

yoktur. Buna ragmen asagida bahsedecegim ve laboratuvarimizda rutin olarak yapilmakta olan testler

bilim adamlarinca genis kabul gormekte ve embriyonik kok hicre tayininde kullaniimaktadir.

3. Embriyonik kok hucrelerin uzun sureli kultirlenmesi ile hicrelerin undiferansiye sekilde

41.

1.

yenilenme potansiyelleri dlgtlmektedir. Yukari da bahsettigimiz protokollerin genel amaci
hicreleri bu ozellikleri bakimindan test etmektir.

Hucrelerin undiferansiye olup olmadiklari undiferansiye embriyonik kok hucrelere 0zel yuzey
markirlarina (SSEA-4,TRA1-60, TRA1-81) bakilarak test edililir.

Hucrelerin undiferansiye olup olmadiklarini test etmenin diger bir yontemi ise yine embriyonik
kok hucresine spesifik Oct-4 transkripsiyon faktoru geninin eksprasyon seviyesine bakmakiir.
Dlzenli olarak karyotip analizi yaparak hicrelerdeki kromozomal anomaliler tespit edilir.
Hucrelerin  kok hicre  ozelliginin - devami kromozomal — anomalilerin/mutasyonlarin
bulunmamasina baglidir.

Hucreler dlzenli olarak dondurulur, ¢Ozulur ve tekrar kultirlenir. Boylelikle hicrelerin
subkulturlenme ozelligi test edilir.

insan embriyonik kok hiicresinin pluripotent ézelligi ise hiicrelerden embriyoid body yapilarak
farkli 6zellikteki hlicrelere diferansiye olup olmadigi test edilir.

Karyotip Analizi

Embriyonik kok hicre kolonileri bulunduklari kiltir ortamlarina her bir kultir kabina 2 damla 0.1
ug/ml Colcemid eklenerek 3 saat 37C ‘de %6'lik CO, ortaminda inkube edilir.

inkiibasyon sonras! koloniler mekanik, el darbeleriyle, ve enzimatik (Collagenase IV) yéntem
yardimiyla destek hicrelerinden ayrilarak 15 ml konik falkon tip igerisine alinir.

Kok hcre kultdr ortami ile 1300 rpm’'de 10 dakika santrifuj edilerek yikanir ve olusan ¢okelti
9ml hipotonik medium (0,075M KClI) ile resuspanse edilir.

13-17 ( ortamin sicaklik, nem kosularina bagl) dakika 37 C'de inklibe edilen hicreler 9ml 3:1
oraninda metanol/asetik asit ile fikse edilir ve lamellere serilerek G-banding yontemi uygulanir.
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4.2. immunohistokimya

Alkalin fosfataz ekpresyon analizi Stem Cell Characterization Kit (Chemicon) kullanilarak Uretici

firmanin 6nerdigi protokol kullanilarak pasajin 5 veya 7.nci gununde gergeklestirilir.

1.
2.

Koloniler %90 metanol / %10 formalin solisyonu kullanilarak 2 dakika sure ile fikse edilir.
Fiksasyon sonrasi kultir kabi TBST sollsyonu (20 mM Tris-HCI, Ph:7.4, 0.15M NaCl, %0.05
Tween-20) ile yikanir.

Kurumaya birakilmadan Gzerine Naphtol/Fast Red Violet sollisyonu eklenerek karanlikta ve oda
sicakliginda 15 dakika inkibe edilir.

Inkiibasyon sonras! hiicreler AP ekspresyonu (kirmizi) yoninden itk mikroskobu kullanilarak
degerlendirilir (resim)

Resim 6 : Farklilagmamig kok hiicreleri tanimlamada kullanilan alkalin fosfataz boyamasi sonrasi elde edilen goriinttiler.

4.3. Farkhlagmig Kok Hiicrelerin Floresans Boyama Teknigiyle Analizi

a) Kok Hiicrelerden Embriyoid Body Olugturulmasi

Embriyonik kok hucrelerden embriyoid body olusturmaktaki amag hucreleri 3 germ yapragina

ait diger dokulara farklilastirmak ve faklilagan hlcreleri degisik yontemlerle karakterize etmekdir.

e Fare kok hucrelerinden embriod body olusturulmasi (hanging drop)

Embriyoid body olusturacagimiz fare kok hicrelerinin 2 gln evvelden kiltir ortamlarina LIF
eklemeyerek farklilagsmaya baglamalari saglanir.

2. gunuin sonunda fare embriyonik kok htcresini buytttugumuz flasklarin kultir ortami atilir, 2-3
kez PBS (Mg-Ca free) ile yikandiktan sonra tripsin ile hicreler pasajlanir.

2-3 dk 37°C de inkubatorde beklettigimiz tripsinli hlcrelerin Ustine 5ml mEF kultir ortami
konarak tripsin inaktive edilir.

Tuplere aldigimiz hicreler 5dk boyunca 1000g de santrifij edilir.

Supernatant atildiktan sonra pellet 10ml ESC kultlr ortaminda stispanse edilir. Hicreler
hematositometre ile sayilarak 4x104/ml olacak sekilde konsantrasyonu ayarlanir.
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6.

100mm’lik kiltir kaplarinin igine 5ml PBS konur, kapagina i¢ tarafina ise 4x104ml hiicre
konsantrasyonuna sahip ESC kultur ortamindan 20 ul lik damlaciklar konur.  Yapilan
arastirmalar hucre sayisindaki degisikligin fare kok hucrelerinin farklilagtigi hucre tipini de
degistirdigini gostermigtir.

Damlaciklarla kaplanmis olan kapak hizli bir sekilde ters cevrilerek kapatilir. 2 gunde bir
damlaciklar degistirilerek 10 gun hcrelerin kistik ( embriyoid body) yapiya sahip olmasi igin
yeterli bir stredir.

Kistik yapiya sahip olan fare embriyonik hicreleri daha sonra kultir kaplarina konur. ESC
kdltdr ortamlari 2-3 glinde bir degistirlir ve hicrelerin farklilagmasi guin ve gun invert mikroskop

kullanilarak takip edilir

. insan kok hiicrelerinden embriod body olusturulmasi
Insan kok htcreleri faredekinden farkli olarak koloni halinde embriyoid body

olusturabilmektedir. Bu nedenden kullanilan teknik bazi farklilikla icermektedir.

1.

3.

Pasajlanabilecek buyuklige gelmis olan insan embriyonik kok htcreleri inceltiimis pastor
pipetiyle pasajlanarak 6ml ECS kdltir ortami icerek bakteri kltir kaplarina konur ve kolonilerin
kistik bir yapiya dontgmesi icin yaklasik 10 giin boyunca 37°C, %5 CO2 inkiibasyona birakilir.
Hucrelerin kultir ortami 3 glinde bir degistirilir ve zemine yapisip yapismadiklari kontrol edilir.
Yapistiklari gozlendiginde mikropipet yardimiyla kaldirilip yizmeleri saglanir.

10 gin sonunda kistik yapiya sahip olan kok hticre kolonileri kiltur kaplarina konur ve
yapigsmalari saglanir. Zemine yapisan embriyoid bodyler giinden gtine faklilagarak degisik
hicre tiplerine donusurler.

Kultdr kaplarinin sollisyonu 3 ginde bir degistirilmelidir.

b) Floresan Boyama

1.

Fiksasyon igin hlcrelerin yuzeyini 6rtecek miktarda %4 paraformaldehide / PBS soltusyonu
konur. 15-20 dk beklenir.

2 kez 5dk boyunca PBS ile yikanir.

%0.1 Triton X-100/PBS konur ve hucrelerin gegirgenligini saglamak icin 10dk oda sicakliginda
beklenir.

2 kez 5 dk boyunca PBS ile yikanir.

Blocking soliisyonu (Labvision) ekleyerek oda sicakliginda 30 dk beklenir.

Primer antikorlar (SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-1-81) 1:50 oraninda blocking solisyonu ile dillie
edilir ve hucrelerle 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

inkiibasyon sonrasi primer antikor solusyonu aspire edilir ve hiicreler 3 defa, her defasinda 5
dk olmak uzere, 1X PBS ile yikanir.
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8. 1:100 oraninda blocking soltisyonu ile dille edilmig olan sekonder antikorla hiicreler oda
sicakliginda 30-60 dk boyunca karanlikta inkiibasyona birakillir.

9. Sire sonunda sekonder antikor aspire edilir ve hlicreler 3 defa, her defasinda 5 dk olmak
uzere, karanlikta 1X PBS ile yikanir.

10. Karanlikta 2-3 saat birakilmig hucreler floresan mikroskop kullanilarak incelenir.
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