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ÖZET
Amaç: Kök hücre (KH) nakli malin kan hastalıkları, kemik iliği yet-
mezlikleri ve doğumsal kan hastalıklarının tedavisinde kullanılan 
yöntemdir. Bu amaçla, periferik kan projenitör hücreleri (PKPH) 
oldukça fazla kullanılmaktadır. Son yıllarda insan embriyonik kök 
hücrelerinin sahip olduğu pluripotent özelliği bulunan yeni KH 
türü tanımlanmıştır. Çok küçük embriyonik benzeri (VSEL) kök 
hücreler olarak adlandırılan bu hücrelerin, yetişkin bireyde peri-
ferik kanda (PK) bulunduğu düşünülmektedir. Bu çalışmada VSEL 
kök hücrelerinin periferik kan kaynağı kullanarak elde edilmesi ve 
tanımlanması amaçlanmıştır. 
Gereç ve Yöntem: Donörlerden alınan materyallerden lizis ve 
fikol gradient yöntemleri kullanılarak elde edilen mononükleer 
ve eritrosit katmanınlarından, VSEL hücreleri izole edilmiştir. Flov 
sitometri ve immünfloresan boyama ile NANOG, OCT4, SSEA-4 
ve CXCR-4 embriyonal kök hücre belirteçlerinin varlığı incelen-
miştir. Western blot yöntemiyle ise, NANOG ve OCT4 proteinle-
rinin varlığı araştırılmıştır. 
Bulgular: Flov sitometri sonuçlarına göre debris katmanında, 
VSEL belirteci taşıyan hücre sayısı CD45- popülasyonuna göre 
daha yüksek bulunmuştur. Elde edilen western ve immünfloresan 
sonuçlarına göre yüksek miktarda OCT4 ve NANOG ekspresyo-
nu görülmüştür. Aynı zamanda bu proteinlerin hücre içinde hem 
sitoplazmada hem de çekirdekte bulunduğu gösterilmiştir. 
Sonuç: Pluripotent kök hücre belirteci olarak bilinen bu protein-
lerin yetişkin periferik kanında yüksek miktarda ekspresyonunun, 
farklılaşmış dokularda nasıl görev yaptığı sorusunu akıllara ge-
tirmektedir. Bu bulgular; periferik kanda pluripotent belirteçler 
taşıyan yeni bir kök hücre populasyonu bulunduğu tezini güçlen-
dirmekte ve bu konuda yapılacak ileriye dönük klinik çalışmalar 
içinde temel oluşturmaktadır.
Anahtar Kelimeler: Çok küçük embriyonik benzeri (VSEL) kök 
hücreler, Periferik kan, Pluripotent kök hücre markırları

ABSTRACT
Objective: Stem cell transplantation is considered to be one of 
the available treatments for malign or hereditary blood diseas-
es and bone marrow failure. Peripheral blood progenitor cells 
(PBPC) are widely used for this technique. Recently a new type of 
stem cell with a pluripotent potential has been identified. These 
cells, called very small embryonic-like (VSEL) stem cells, are 
thought to be found in peripheral blood (PB) in adult individuals. 
The aim of this study was to obtain and identify VSEL stem cells 
using a peripheral blood source.
Material and Method: VSEL cells were isolated from mononu-
clear and erythrocyte layers obtained by using lysis and ficoll gra-
dient methods from the materials taken from donors. The pres-
ence of NANOG, OCT4, SSEA-4 and CXCR-4 embryonal stem 
cell markers by flow cytometry and immunofluorescence staining 
was investigated. The presence of NANOG and OCT4 proteins 
was investigated using the Western blot method.
Results: According to the flow cytometry results, the number 
of cells carrying the VSEL marker was higher in the debris layer 
than in the CD45-population. Western and immunofluorescence 
results showed high levels of OCT4 and NANOG expression. It 
was also determined that these proteins are present in both the 
cytoplasm and the nucleus. 
Conclusions: High expression of these proteins, known as plurip-
otent stem cell markers, in adult peripheral blood brings to mind 
the question of how they work in differentiated tissues. These 
findings strengthen the thesis of a new stem cell population that 
have pluripotent markers in peripheral blood and provide the 
basis for future clinical studies about this point.
Keywords: Very Small Embryonic-like (VSEL) stem cells, Periph-
eral blood, Pluripotent stem cell markers
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GİRİŞ

Günümüzde kök hücre nakli (KHN) rejeneratif tıpta önem-
li bir tedavi yöntemidir. KHN; lösemi, lenfoma gibi bazı 
malin kan hastalıkları ve kemik iliği yetmezlikleri ile do-
ğumsal kan hastalıklarının tedavisinde sıklıkla başvurulan 
hayat kurtarıcı yöntemlerden biridir. Kök hücreler çeşitli 
kaynaklardan elde edilir. Embriyonik kök hücreler yetişkin 
bireyin tüm hücre ve dokularını oluşturabilme kapasite-
sinden dolayı, geniş bir kullanım alanına sahipken, insan 
embriyonik kök hücrelerinin kullanımı dünyanın birçok 
ülkesinde çeşitli etik tartışmalar, allojenik kullanımındaki 
sorunlar ve teratoma riski nedeniyle sınırlandırılmıştır. Kök 
hücre nakillerinde bu yüzden kemik iliği, periferik kan pro-
jenitör hücreleri (PKPH) ve kordon kanı gibi hematopoetik 
kök hücre (HKH) kaynakları tercih edilmektedir (1). Bu kay-
naklardan elde edilen kök hücrelerin hematopoetik reje-
nerasyonu sağlayabilmesi için ağırlıklı olarak pluripotent 
potansiyeli olan kök hücreler olması gerekmektedir (2).

Son yıllarda insan embriyonik kök hücrelerinin pluripo-
tansiyel karakterine sahip ve organizmada tüm yaşam bo-
yunca var olan yeni bir kök hücre türü tanımlanmıştır (3). 
Çok küçük embriyonik benzeri kök hücreler (Very small 
embryonic-like stem cells - VSEL) olarak adlandırılan bu 
hücrelerin, yetişkin bireyde şimdilik kemik iliği, kordon 
kanı ve periferik kanda bulunduğu gösterilmiştir (4). Bu 
hücrelerin izolasyon işlemi esnasında mononükleer taba-
kanın dışında eritrosit katmanında bulunduğu için kaybe-
dildiği iddia edilmektedir. PKPH gibi kök hücre kaynak-
larının pluripotent kök hücre sayısını artırarak niteliğini 
iyileştirmek ve yetişkinlerde de kullanılabilme potansiyeli-
ni artırmak konusundaki çalışmaların, bu materyalin kulla-
nım sınırlarını genişleteceği düşünülmektedir. 

VSEL kök hücreler, ilk olarak 2006 yılında Zuba-Surma 
ve arkadaşları tarafından tanımlanan yeni bir kök hücre 
türüdür. Oldukça yeni keşfedilmiş olmaları nedeniyle, 
haklarında bilinenler son derece kısıtlıdır. Şimdiye kadar 
yapılan çalışmaların çoğunun fareler üzerinde yapılmış ol-
ması da, insandaki durumları hakkında bize yeterince bil-
gi verememektedir (5). Bu yüzden, bu çalışmada periferik 
kan kullanılarak VSEL kök hücrelerinin insandaki varlığının 
belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla periferik kan fikol 
ile sanrifüj edildikten sonra hem mononükleer hem de 
eritrosit katmanındaki hücrelerin VSEL karakterizasyonu 
yapılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmamıza katılan bireylere gönüllü onam formları im-
zalatılmıştır. Çalışmaya dahil edilen örnekler İstanbul Tıp 
Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 20.06.2013 tarih’li 
724 no’lu izni ile kullanılmıştır. Çalışmaya Sağlıklı 18 yaş 
ve üstü donörler dahil edilmiştir. Bunun aksine, kronik bir 
hastalığı olan, son 1 ay içerisinde enfeksiyon geçirmiş ve 
sigara kullanan donörler çalışmaya dahil etmemiştir. İzo-

lasyon ve karakterizasyon yöntemleri canlı hücrelerde ça-
lışmayı gerektirdiği için alınan kanlar bekletilmeden aynı 
gün içinde çalışılmıştır. 

Hücre İzolasyonları

Fikol ile Hücre İzolasyonu
Fikol-gradient santrifüj yöntemi sıklıkla kullanılan ve kan 
hücrelerini çeşitli katmanlara ayırmaya yarayan bir yön-
temdir (6). Kan fikol üzerine yayıldıktan sonra santrifüj 
edilir ve 4 katman halinde hücreler ayrılmış olur. İlk baş-
taki katmanda (1. katman) trombositler, sonraki katmanda 
(2. katman) ince bir çizgi halinde mononükleer hücreler 
(MNH), ardından 3. katmandaki fikolda bulunan nötrofil-
ler ve en son olarak yoğunluklarından dolayı en altta bu-
lunan eritrositler (4. Katman) olarak sıralanır. Bu izolasyon 
yönteminde, mononükleer hücreler fikol ile ayrılarak, hem 
MNH katmanında hemde eritrosit katmanında VSEL saf-
laştırılmıştır. Alınan materyal 1:1 oranında PBS (phospha-
te-buffered saline) ile dilüe edilmiştir. Sonrasında solüs-
yon 1:2 oranında Ficoll-Hypaque (BioWest Lymphosep 
1.077 g/mL) solüsyonu üzerine eklenerek 2000 rpm’de 30 
dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda oluşan 4 katma-
nın 2.si (MNH) ve 4.sü (eritrosit) ayrı tüplere aktarılmıştır. 
2. Katmana 1:3 oranında RPMI (Roswell Park Memorial 
Institute medium) eklenerek dilüe edildikten sonra 2000 
rpm’de 10 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant dökülerek 
kalan pellet RPMI ile yeniden süspanse edilmiştir. Daha 
sonra eritrositlerin bol miktarda bulunduğu 4.katman aynı 
şekilde dilue edilerek daha yüksek bir hızda (2690 rpm 15 
dk) santrifüj edilmiştir. Bunun nedeni, VSEL kök hücrele-
rinin boyut olarak eritrositlere yakın olmasıdır. Ortalama 
eritrosit boyutu ~7-8 µm iken VSEL kök hücrelerinin boyu-
tu yaklaşık 5-6 µm’dir. Böylece eritrositlerin dibe çökmesi 
sağlanarak süpernatant yeni bir tüpe aktarılmış ve 3000 
rpm 10 dk santrifüj edilmiştir. Tekrar süpernatant atıldık-
tan sonra dipteki pellet RPMI ile süspanse edilmiştir. Bu 
süspansiyon VSEL hücrelerinin bulunduğu bilinen kat-
mandır (5. katman) (7). Elde edilen her katmandan yayma 
preperat hazırlanmıştır. Kullanılmayan pelletler protein 
izolasyonu için -20’de saklanmıştır.

Eritrosit Lizisi ile İzolasyon
VSEL izolasyonu için kullanılan diğer yöntem, eritrosit lizi-
sidir. Fikol yöntemi ile çok fazla hücre kaybı oluşurken, bu 
yöntemde hücre kaybının daha az olduğu düşünülmek-
tedir (8). Bu nedenle çalışmada 2 yöntem birlikte kulla-
nılmıştır. Tüm materyal eritrositleri parçalayan (amonyum 
klorür) tamponlu çözelti ile 1:5 oranında karıştırılarak 15 
dk oda ısısında bekletildikten sonra 2000 rpm’de 10’dk 
santrifüj edilerek üst katman toplanmıştır. Eritrositler ta-
mamen uzaklaşıncaya kadar bu işlem tekrarlanmıştır. 
Daha sonra PBS ile 2000 rpmde 10 dk yıkama yapılarak, 
süpernatant atılmış ve dipteki pellet RPMI ile süspanse 
edilmiştir. Yayma preperat yapıldıktan sonra kullanılma-
yan pellet -20’de saklanmıştır.
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Flow Sitometri Ölçümleri
Floresan ışımaların birbirine karışmaması için 4 ayrı tüpte, 
4 farklı antikora bakılmıştır. Kullanılan antikorlar SSEA-4 
(evre-spesifik embriyonik antijen 4) (Santa Cruz), PE an-
ti-human CD45 (BioLegend), FITC anti-human CD34 
(BioLegend), NANOG (Nanog homeobox) (Santa Cruz), 
CXCR-4 (C-X-C motif kemokin reseptor 4) (Santa Cruz), 
OCT ¾ (major octamer-bağlayıcı protein) (Santa Cruz); 
sekonder antikorlar ise, Goat anti-mouse IgG-TR* (Santa 
Cruz), Donkey anti-goat IgG-FITC* (Santa Cruz) dir. 

Flov sitometrik ölçümler sadece eritrosit lizisi yapılmış 
hücre grubuna uygulanmıştır. Lizis yapılmış hücreler 
1x106/ml hücre olacak şekilde PBS ile sulandırılmıştır. Her 
bir flov tüpüne 100 μl hücre süspansiyonu konulmuştur. 
Tüpte 1 μg olacak şekilde primer antikorlar eklenerek, 30 
dakika karanlıkta bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda tüp-
lere 500 μl PBS eklenip, 2000 rpm’de 10 dakika santrifüj 
edilmiş ve süpernatant atılarak 100’er μl PBS eklenmiştir. 
Primer antikorlar ile uyumlu olan sekonder antikorlar her 
tüpte 0,5 – 1 μg arasında olacak şekilde eklenmiş ve ka-
ranlıkta 30 dk inkübasyona bırakılmıştır. PBS ile yıkanarak, 
süpernatant atılmıştır. Her tüpe yaklaşık 500 μl flov solüs-
yonu konarak ölçüm yapılmıştır.

VSEL hücrelerinde literatüre göre CD45 belirteçinin ne-
gatif olduğunu, CD34’ün ise pozitif olduğu gösterilmiştir 
(9). Bu bilgi doğrultusunda; 1. tüpte CD45-/CD34+/SSEA-
4+ hücreleri, 2. tüpte CD45-/NANOG+, 3. tüpte CD45-/
CXCR-4+ ve 4. tüpte CD45-/ OCT-3/4+ olan hücreler 
kapılanarak incelenmiştir. Aynı zamanda, VSEL hücreleri-
nin mononükleer hücrelere göre daha küçük olduğu için 
debris kısmında da bulunabileceği belirtildiğinden dola-
yı, debrisden de kapı alınarak aynı ölçümler gerçekleşti-
rilmiştir.

İmmünfloresan Boyama
Hazırlanan yayma preperatlar %96’lık etanolde fikse edil-
miştir. PBS ile 3 kere yıkama yapılmıştır. Hücre permea-
bilizasyonu için, %0,1’lik triton X-100 2 ml PBS içinde 
hazırlanarak 15 dk buzda inkübe edilmiş ve 3 kere PBS 
ile yıkanarak, her yıkamada 3’er dakika bekletilmiştir. Blo-
king tamponunda (%2’lık BSA (bovine serum albumin) ve 
%0,3’luk triton X-100) 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. 3x3 
dk PBS ile yıkama yapılmıştır. Primer antikor 1:1000 ora-
nında bloking solüsyonunda dilue edilerek hazırlanmıştır. 
+4°C‘de tüm gece inkübasyona bırakılmış ve ertesi gün 
PBS ile 5x5 dk yıkama yapılmıştır. 1:1000 oranında dilue 
edilen sekonder antikor ile 1 saat karanlıkta bekletilmiş 
ve tekrar PBS ile 5x5dk yıkama yapılmıştır. 4’,6-diamidi-
no-2-phenylindole (DAPI) (Santa Cruz Biotechnology 
sc-3598) ile boyama yapılmış ve floresan mikroskobunda 
incelenmiştir. Floresan mikroskobu için kullanılan antikor-
lar, flov sitometride kullanılanlar ile aynı antikorlardır. Liste 
Tablo 1’de gösterilmektedir. 

Western Blot Yöntemi ile Spesifik Proteinlerin Karak-
terizasyonu
Çalışılan proteinler NANOG ve OCT4’dür. Kontrol olarak 
ß-aktin kullanılmıştır. Örnekler 2000 rpm’de 10 dk santrifüj 
yapılarak, süpernatantları atılmıştır. Hücre Lizis Tamponu 
(1:10 EDTA/Tris-HCI, %0,5 Triton X-100) hazırlanmış ve 10 
ml stok hücre lizis tamponunu içine, PMSF (Phenylmethy-
lsulfonyl Fluoride proteaz inhibitörü) stoktan 10 μl eklen-
miştir. Hücre pelletlerinin üzerine 100 μl lizis tamponu ek-
lenerek, 30-60 dk buzda inkübe edilmiş ve 14.000 rpm’de 
10 dakika santrifüj edilmiştir. 

Protein Tayini (Bradford Testi)
BSA’dan (1,46mg/ml dsu) seri dilüsyonlar yapılarak 5 tane 
standart elde edilmiştir. Hücre lizis örnekleri kullanılmıştır. 

Tablo 1: İmmünfloresan preperatlar ve antikorlar

Kaynak Adı Hücre Grubu
Antikorlar

1.Preperat 2.Preperat 3.Preperat

Periferik Kan

MNH Katman Preperatı

SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE

CD45-PE DAPI DAPI
DAPI

5. Katman Preperatı

SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE

CD45-PE DAPI DAPI
DAPI

Lizis Preperatı

SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE

CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
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96’lık mikroplatelere 10 μl örnek 200 μl Bradford belirte-
ci 3 tekrarlı şekilde eklenmiştir. 5 dk inkübasyona bırakıl-
mıştır. Spektrofotometrede 560-590 nm arasında okun-
muştur. Standartların ölçülen absorbansları kullanılarak 
standart grafiği oluşturulmuş, örneklerin absorbansları bu 
grafikte yerine konularak protein miktarları saptanmıştır.

Çalışmada %12’lık akrilamid içeren ayırma jeli ve %5’lık 
yükleme jeli kullanılmıştır. 2x Laemmli Örnek Tamponu 
(Laemli Sample Buffer) ile örnekler 1:1 oranında karıştırıl-
mış ve içine %5 oranında ß-merkaptoetanol eklenmiştir. 
Protein denatürasyonu için 80°C’de 15 dk inkübe edile-
rek, hemen buza alınmış, örnekler 20 μl olacak şekilde jele 
yüklenmiş ve 130 V’da 45 dk yürütülmüştür. PVDF memb-
ran kullanılarak, membran filtre kağıdı ve jel sistemi hazır-
lanmış ve 350 mA’de 60 dk blotlama yapılmıştır.

Membranda Spesifik Proteinin İşaretlenmesi 
TBST (50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl, %0,1 Twe-
en-20) içinde %5’lık süt tozu bloking solüsyonu olarak 
kullanılmış ve membran bu solüsyonda 1 saat boyunca, 
çalkalayıcıda inkübasyona bırakılmıştır. Bloking bitince 
yıkama solüsyonu olan TBST’de 3 kere 5’er dakikalık çal-
kalayıcıda yıkama yapılmıştır. Primer antikor bloking so-
lüsyonunda istenen oranda sulandırılarak hazırlanarak, 
gece boyu +4°C’de çalkalayıcıda bırakılmıştır. İnkübasyon 
bitince 3’er kez 5’er dakikalık TBST ile yıkama yapılmış-
tır. Sekonder antikor, alkalin fosfataz (AP) konjuge olarak 
seçilmiştir. Sekonder antikorda istenilen oranda %5’lik 
süt tozu solüsyonunda dilue edilerek, 1 saat çalkalayıcı-
da, oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Kullanılan antikor 
ve dilüsyonları sırasıyla NANOG (1:1000), OCT-4(1:1000), 
ß-actin (1:1000), Donkey anti-goat IgG-AP (1:10000) şek-
lindedir.

Görüntüleme
Sekonder antikor AP ile konjuge olarak seçildiğinden AP 
substratı olan Novex AP Chromogenic Substrat ile gö-
rüntüleme yapılmıştır. Sekonder antikordan sonra 3’er kez 
5’er dakikalık TBST ile yıkama yapılmış ve distile su ile 2 
dk daha membran çalkalayıcıda çalkalandıktan sonra No-
vex Substrat konulmuştur. İstenen görüntü elde edilince 
distile su ile reaksiyon durdurulmuştur. Membran kurutu-
larak, bilgisayarda taranmıştır.

İstatistiksel Analiz 
Çalışmada Graphpad Prism5 (La Jolla, Amerika) progra-
mı kullanılmıştır. Flov sonuçlarında kapılardaki antikorla-
rın kendi içlerinde anlamlılığı ‘one-way ANOVA” testi ile, 
kapılar arasındaki antikorların anlamlılıkları ise “two-way 
ANOVA” testi ile yapılmıştır. Western sonuçlarında an-
tikorların her birinin katmanlardaki değerleri “one-way 
ANOVA” testi ile bakılmıştır. İki antikorun katmanlar ara-
sındaki anlamlılıkları ise “two-way ANOVA” testi ile ince-
lenmiştir. Anlamlılık değeri p<0,05 olan sonuçlar anlamlı 
kabul edilmiştir.

Şekil 1: Periferik kanda VSEL belirteçlerinin flov sitometri 
ile gösterilmesi. A) Debris populasyonunda, SSEA-4 po-
zitif hücreler A’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif 
hücreler B) Debris populasyonunda, NANOG pozitif hüc-
reler B’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hücreler 
C) Debris populasyonunda, CXCR4 pozitif hücreler C’) 
CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hücreler D) Deb-
ris populasyonunda, OCT3/4 pozitif hücreler D’) CD45- 
populasyonunda, OCT3/4 pozitif hücreler görülmektedir.

A

B

C

D

A’

B’

C’

D’
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BULGULAR

Flow Sitometri ile Kapılama ve Hücre Sayımı
Flow sitometride iki farklı kapılama yapılarak, hücreler 
üzerindeki VSEL belirteçlerinin varlığına ve sayısına ba-
kılmıştır. İlk kapılama CD45- hücreler (CD45 soluk hüc-
reler de dahil) üzerinden yapılmıştır. Bu grubun içindeki 
NANOG, CXCR4, OCT3/4 ve SSEA-4 pozitif hücre sayı-
sı belirlenmiştir. İkinci kapılama debris kısmı üzerinden 
yapılmıştır. Bu kısımda da aynı belirteçler incelenmiştir. 

Şekil 1’de alınan bir periferik kan örneğinin flov sonuçları 
verilmektedir.

Elde edilen sayımların yüzde olarak ortalamaları Tablo 
2’de gösterilmektedir. Her iki kapılamadaki antikorların 
kendi aralarındaki korelansı anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 
Debris ve CD45- populasyonunda CXCR4 ve OCT3/4 
antikorlarının farklılığının anlamlı olduğu gösterilmiştir 
(p<0,05). İki grubun ortalamalarının karşılaştırılması Şekil 
2’de gösterilmektedir.

Western Blot Yöntemi ile VSEL Proteinlerinin Tayini
Alınan 8 periferik kanın incelenen katmanlarında (lizis, 
MNC ve 5. katman) western blot yöntemi ile OCT3/4 ve 
NANOG proteinlerinin varlığı araştırılmıştır. Şekil 3’de li-
zis katmanında, NANOG 40 kDa ağırlığında sadece 1 ör-
nekte pozitif iken diğerlerinde tespit edilemedi. OCT3/4 
proteini ise 33 kDa düzeyinde 5 örnekte pozitif bulundu.

Şekil 4’de MNC katmanında NANOG 40 kDa düzeyinde 
sadece 3 örnekte pozitif iken diğerlerinde tespit edileme-
miştir. Aynı örneklerde 25 kDa düzeyinde ekstra ladder 
şeklinde bantlar görülmüştür. OCT3/4 proteini ise 33 kDa 
düzeyinde 5 örnekte pozitif bulunmuştur.

Tablo 2. Flow sitometri ile sayılan hücrelerin (%) ortalamaları.

%NANOG %CXCR4 %OCT3/4 %SSEA-4 P Değeri

CD45- 0,180 0,215 0,235 0,05 0,0172

DEBRİS 0,044 0,049 0,038 0,101 0,0076

CD45
-

DEBRIS
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

%
 H

üc
re

 S
ay

ıs
ı

NANOG
CXCR4
OCT3/4
SSEA4

**
*

Şekil 2: Periferik kandan eritrosit lizisi ile elde edilen hüc-
relerde flov sitometride CD45- populasyonunda ve debris-
de VSEL belirteçleri (NANOG, CXCR4, OCT3/4, SSEA-4). 
*p<0,05, **p<0,01

Şekil 3: Periferik kan lizis katmanında, VSEL belirteçlerinin protein düzeylerinin wes-
tern blot ile gösterilmesi A) NANOG proteinin varlığı B) OCT3/4 proteinin varlığı
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Şekil 5’de 5. katman hücrelerinde bulunan bantlar göste-
rilmektedir. NANOG 25 kDa düzeyinde tüm örneklerde 
ladder şeklinde bantlar tespit edilmiştir. OCT3/4 proteini 
33 kDa düzeyinde 1 örnekte pozitif bulunmuştur.

VSEL Belirteçlerinin İmmünfloresan Boyamalar ile Gös-
terilmesi
Şekil 6’da, 3 hücre katmanında da yapılan immünfloresan 
boyamalar gösterilmektedir.

Şekil 4: Periferik kan MNC katmanında, VSEL belirteçlerinin protein düzeylerinin 
western blot ile gösterilmesi A) NANOG proteinin varlığı B) OCT3/4 proteinin varlığı 

Şekil 5: Periferik kan 5. Katman hücrelerinde, VSEL belirteçlerinin protein dü-
zeylerinin western blot ile gösterilmesi A) NANOG proteinin varlığı B) OCT3/4 
proteinin varlığı 
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TARTIŞMA

HKH’lerin transplantasyonda kullanım oranın yüksek ol-
ması, rejenerasyonu sağlamada daha başarılı olmaların-
dan kaynaklanmaktadır. Bu özellikten plastitenin sorumlu 
olduğu düşünülmekteydi (10). Bunun nedeninin kemik ili-
ğinde bulunan, henüz tanımlanmamış, hematopoetik ol-
mayan, primitif bir hücre grubu olabileceği ileri sürülmüş-
tür (11, 12). VSEL kavramı da bu hipotez doğrultusunda 
ortaya çıkmıştır. Yüksek nükleus/sitoplazma oranına sahip, 
boyutları 4-6 µm olan, EKH belirteçlerini sentezleyen ve 
dormansi halde bir grup kök hücrenin kemik iliğinde var-
lığı gösterilmiştir. Bu hücrelerin boyutlarının küçük olması 
nedeniyle ‘Çok Küçük Embriyonik Benzeri Kök Hücreler 
(VSELsc)’ olarak tanımlanmıştır (3). Günümüzde halen bu 
hücrelerin varlığı, pluripotent kapasiteleri ve kendilerini 
yenileyebilir oluşları, in vitro/vivo çoğalması bir tartışma 
konusu halindedir (13-15).

Şimdiye kadar yapılan çalışmalar, bu hücreleri tanımlamak ve 
fonksiyonlarını anlayabilmek amaçlı yapılmış olmakla beraber 

genellikle fare çalışmalarıdır. Son yıllarda insan materyalinde 
VSEL çalışmaları arttırılarak, farelerdeki VSEL kök hücreleriyle 
benzerlikleri ve farklılıkları araştırılmaktadır (16, 17). 

Kucia ve arkadaşlarının (2006) yaptıkları çalışma VSEL 
kavramı için öncü niteliği taşımaktadır. Flov sitometri 
ile buldukları sonuçlara göre; fare PK’sinda Sca-1+/Lin-/
CD45- olan hücre miktarı 160 hücre/ml (yani total beyaz 
kan hücrelerinin %0,0016) iken mobilize olmuş PK’da 800 
hücre/ml’dir (yani total beyaz kan hücrelerinin %0,0035’i). 
Aynı zamanda Oct4, NANOG gibi transkripsiyon faktör-
lerinin mobilize kanda ekspresyonunun arttığını, mRNA 
düzeylerine göre hesaplamışlardır. İmmünofloresan bo-
yama ile, nukleusta Oct4 ve NANOG ekspresyonunu 
göstermişlerdir. Bu hücrelerin sadece PKH belirteçlerini 
ifade etmediklerini aynı zamanda 3 germ tabakasına da 
farklılaştığını göstermek için hücreleri kültür yaptıklarında 
farklılaştıklarını gözlemlemişlerdir. İzole edilen VSEL hüc-
releri kardiyomiyosit, nöral hücreler ve pankreatik hücre-
lere benzer kümeler oluşturmuşlardır (3, 5). Başka bir ça-

Şekil 6: Periferik kandan izole edilen üç farklı hücre katmanında VSEL belirteçlerinin 
(NANOG, OCT3/4, SSEA-4, CXCR4) immünfloresan ile gösterilmesi. Satırlarda kullanılan 
antikorlar, sütunlarda ise hücre katmanları göstermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi 
floresan vermektedir. VSEL belirteçlerinin pozitifliği ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 için 
yeşil floresan ile, SSEA-4 için ise kırmızı floresan ile gösterilmiştir.
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lışmada ise, insan kordon kanından 3 grup olmak üzere 
lin-/CD45-/CXCR4+, lin-/CD45-/CD34+, lin-/CD45-/CD133+ 
hücreleri izole etmişlerdir. Bu hücre gruplarının total kor-
don kanı hücrelerinde sırasıyla %0,037, %0,118 ve %0,018 
oranında olduğunu göstermişlerdir. Aynı zamanda bu 
grupları FACS ile izole ederek, yüksek miktarda Oct4 ve 
NANOG mRNA düzeyleri elde etmişler ve immünflore-
san ile de hücre yüzeyinde SSEA-4, nukleusda Oct4 ve 
NANOG varlığını belirlemişlerdir (18). Bu makalelerin 
ışığında, bu çalışmada insan periferik kanında flov sito-
metri ile VSEL varlığı araştırılmıştır. PK hücrelerinde CD45- 
gruptan sırasıyla %0,18 NANOG, %0,215 CXCR4, %0,235 
Oct4 ve %0,05 SSEA-4 pozitif bulunmuştur. CD45-/Deb-
ris grubundan %0,044 NANOG, %0,049 CXCR4, %0,038 
Oct4 ve %0,101 SSEA-4 pozitifliği gösterilmiştir (n=8). 

Bhartiya ve arkadaşları (2012), VSEL hücrelerinin boyutları-
nı göz önüne alarak VSEL izolasyonu için bu çalışmada kul-
lanılan yöntemi belirtmişlerdir. 5. Katmandaki hücrelerin 
Oct4 ve NANOG ifade ettiğini hatta MNH katmanındaki 
hücrelere oranla bu transkripsiyon faktörlerinin daha fazla 
olduğunu bildirmişlerdir. Oct4’un HKH’lerde sitoplazma-
da, VSEL’lerde ise çekirdekte olduğunu, SSEA4 unda hüc-
re yüzeyinde VSEL’lerde pozitif olduğunu göstermişlerdir. 
Bu sonuçların ışığında VSEL hücrelerinin MNH katmanı 
dışındaki eritrosit katmanında daha fazla bulunduğunu 
ve bundan dolayı kordon kanı saklanırken, sadece MNH 
hücrelerinin dondurulduğu ve bu alt katman olan kısmın 
dahil edilmediği için VSEL hücrelerinin atılmış olduğunu 
ileri sürmüşlerdir (7). Bu araştırmaya benzer şekilde, bu ça-
lışmada 5. ve MNH katmanları izole edilerek, bu katman-
lardaki VSEL kıyaslaması için western blot yöntemi kulla-
nılmıştır. Western blot yöntemi VSEL çalışmalarında bu 
güne kadar hiç kullanılmamış bir yöntemdir. Genellikle ça-
lışmalar mRNA miktarını gösteren RT-PCR üzerinden yapıl-
mıştır. Fakat RT-PCR genellikle western ile de doğrulama 
gerektiren bir yöntemdir. Çünkü RT-PCR ile bakılan mRNA 
düzeyi, her ne kadar bir proteinin bilgisini transkripsiyonal 
düzeyde verse de, proteine dönüşen miktar hakkında bir 
şey söylememektedir. mRNA’dan protein sentezi sırasında 
yanlış, eksik veya sentezlenmeyen proteinler olabilmekte-
dir. Bu yüzden sonuçlara göre, lizis ve MNC katmanında 
Oct4 varlığı gösterilirken; 5. Katmanda varlığı gösterile-
memiştir. 5. Katman çok az miktarda hücreden oluşmak-
tadır ve bu da western blot için gerekli olan total protein 
miktarını genel olarak sağlayamamasından kaynaklandığı 
düşünülmektedir. Özellikle PKH belirteci olan bir transkip-
siyon faktörü Oct4’nin varlığı gösterilmiştir. Bu çalışmada 
bulunan sonuçlara benzer şekilde, PK MNH’lerinde Oct4 
varlığını PCR, Western blot ve immünfloresan yöntemlerle 
gösterilmiş ve Oct4’un saf bir pluripotent kök hücre be-
lirteci olup olmadığının tartışmalı bir konu olabileceğine 
değinilmiştir (19). Fakat başka bir çalışmada, Oct4 izo-
formları incelenerek Oct4’un yapısını anlayama yönelik 
önemli bilgiler elde edilmiştir (20). Oct4 varlığı hücrenin 
farklılaşmasını engellemektedir. Oct4 baskılanınca hücre 

farklılaşmaya başlar. Ayrıca, Oct4 POU domain ailesinin 
bir üyesidir ve insanda Oct4A ve Oct4B izoformları olmak 
üzere 2 formu bulunmaktadır (21). Oct4 mRNA’sı 3 bölüm-
den oluşmaktadır. N-terminal kısmı, POU DNA bağlanma 
bölgesi ve C-terminal kısmı. Oct4A ve Oct4B mRNA’larının 
POU ve C-terminal kısmı aynı olmasına rağmen N-termi-
nal kısımları farklıdır. Oct4B N-terminal kısmında yaklaşık 
95 amino asitlik bir eksik bulunmaktadır. Bu eksiklik Oct4B 
izoformunun DNA ya bağlanma yeteneğini inhibe etmek-
tedir. Bunun aksine Oct4A DNA’ya bağlanabilmekte ve 
pluripotensiyi koruyabilmektedir. Aynı zamanda embriyo-
nik hücre hatlarında iki izoformda bulunmasına rağmen 
Oct4A miktarı, Oct4B miktarına oranla oldukça yüksek 
olarak gösterilmiştir. Ayrıca, Oct4A çekirdekte, Oct4B ise 
sitoplazmada lokalize olmaktadır (20). Liedtke ve arkadaş-
ları (2007), Oct4 varlığını PK ve kordon kanı MNH’lerinde 
RT-PCR ile gösterirken primer seçiminin çok önemli oldu-
ğunu, yanlış primer seçimi ile Oct4A ile Oct4B izoform-
larının birbirine karıştırılabileceğini (22); Zangrossi ve ark. 
(2007) ise bulduklarının aslında Oct4B izoformu olduğunu 
bildirmişlerdir (19). Daha sonraki çalışmalarda bazı kanserli 
hücre hatlarında ve HKH’lerde Oct4B izoformunun varlığı 
gösterilmiştir (23-26). Bu çalışmada, Oct4 varlığının Oct4B 
izoformu olduğu düşünülmektedir. İmmunofloresan gö-
rüntülerde bu kanıyı desteklemektedir. Ayrıca yapılan 
immünfloresan boyamalarda Oct3/4’un sitoplazmik lokas-
yona sahip olduğu görülmektedir. Western blot sonuçla-
rıyla beraber ele alınınca PK’da Oct4B izoformunun yüksek 
miktarda ifade edildiğini söylemenin yanlış olmayacağı 
düşünülmektedir. Fakat yapılan izolasyon işlemleriyle mik-
tarının azaldığı gözlenmiştir. Fikol ile ayrılan katmanlarda 
Oct4 ifadesinin azaldığı veya yok olduğu görülmüştür. Bu 
da fikolun hücre kaybına neden olduğunu doğrulamakta-
dır. Veya MNC katmanı dışında kalan bir hücre gurubunun 
daha Oct4B ifade ettiğini göstermektedir. Oct4B izofor-
munun tam olarak görevi, hangi hücrelerde bulunduğu, 
Oct4A ile olan etkileşimlerinin ne olduğu bilinmemekte-
dir. Bu henüz aydınlatılmamış bir konu olarak durmakta ve 
daha kapsamlı araştırmalar gerektirmektedir. 

NANOG; Oct4 ve Sox2 genleriyle iş birliği halinde hücrenin 
pluripotent özelliğin sürdürülmesini sağlar, miktarı azaldı-
ğında pluripotansiyel özellik azalır. Bu çalışmada, NANOG 
ekspresyonu gösterilmiştir. Fakat NANOG antikorunun 
birden fazla bant verdiği ve tahmin edilen kDa’dan fark-
lı noktalarda da bantlar oluşturduğu da görülmüştür. Bu 
NANOG’un çabuk degrade olduğunu, post translasyonal 
modifikasyonlara uğrayarak bu şekilde bir bant dizisi ver-
diğini düşündürmektedir (27). PK’da varlığının tartışmalı 
olması, NANOG’un saf bir kök hücre belirteci olup olma-
dığını düşündürmektedir. NANOG proteinin 11 tane psö-
dogeni olduğunu gösterilmiştir. NANOGP1 ve NANOGP8 
dışında geri kalan NANOGP2, NANOGP3, NANOGP4, 
NANOGP5, NANOGP6, NANOGP7, NANOGP9, NA-
NOGP10 ve NANOGP11 psödogenler eksik intronları, 
okuma çerçevesi içinde stop kodonu bulundurması veya 
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okuma çerçevelerinin kayması gibi nedenlerle protein üre-
tememektedirler. NANOGP1 ise duplike psödogendir. 
NANOG ile çok benzer ekson-intron organizasyonuna sa-
hiptir ve fiziksel olarak da birbirilerine bağlıdırlar. Sekans 
dizimi %97 NANOG ile aynıdır. Fakat NANOGP1 dizisin-
deki bir nükleotidin değişimi ile dizinin başlarında stop ko-
donu oluşmaktadır. Dolayısıyla mRNA’sı düzgün bir protein 
kodlayamamaktadır. NANOGP8 okuma çerçevesine sahip 
olan ve fonksiyonel olabileceği düşünülen psödogendir 
(28). Farelerde yaplan bir çalışmada, NANOG proteini wes-
tern blot ile incelendiğinde, antikorun kolaylıkta fragmente 
olup bir merdiven (ladder) şeklinde bant görüntüsü verdi-
ği; bununda proteinin sürekli turnover geçirmesi nedeniyle 
olabileceği savunulmuştur. Ayrıca NANOG’un çekirdekte 
lokalize olduğu gösterilmiştir (29). İnsan embriyonik kök 
hücreleri, neonatal fibroblastlar, HeLa hücreleri (servikal 
kanser hücreleri), SH-SY5Y (nöroblastoma hücreleri), ve in-
san mezenşimal kök hücreleri embriyonik NANOG ifade 
ederken; erişkin fibroblastlar, HUVEC hücreleri (endotel 
hücreleri), total kalp dokusu ve insan düz kas hücrelerinin 
sadece NANOGP8 ifade ettiği gösterilmiştir. Aynı zaman-
da farklı hücre tiplerinde NANOG proteinin farklı hücresel 
lokalizasyonuna sahip olduğu belirlenmiştir. NANOG yada 
NANOGP8 ifade etmelerinin lokalizasyon açısından anlam-
lı bir farkı olmadığı, iki formunda farklı hücrelerde sitoplaz-
mik yada nükleik olabileceği ve lokalizasyonun hücre tipine 
göre değiştiği gözlemlenmiştir. NANOG proteinin birden 
fazla bant vermesinin post translasyonel modifikasyonlar-
dan kaynaklanabileceği de savunulmuştur (27). Farelerde 
NANOG proteininin 3 adet varyantı olduğu saptanmıştır. 
Alternatif bölünme ile 3 farklı NANOG proteininin oluştu-
ğu ve 3 varyantında kendini yenilemeyi koruyabildiği gös-
terilmiştir. Aynı zamanda bu farklı varyantların farklı kDa’a 
sahip olduğundan, ladder formuna b varyantların sebep 
olabileceği belirtilmiştir. Ayrıca, NANOG isoformlarının 
sitoplazmada bulunduğu gösterilmiştir (30). İnsan servikal 
kanser hücrelerinde (SCC) de, NANOG varlığı sitoplazmik 
olarak gösterilmiş; NANOG hücresel lokalizasyonun hüc-
re tipine ve kanserin safhasına göre değiştiği bildirilmiştir 
(31). Tüm bu çalışmaların ışığında, bu çalışmanın sonuçları 
karşılaştırıldığında, NANOG proteinin periferik kanda bu-
lunduğu söylenebilir. NANOG proteininin bir ladder oluş-
turduğu gözlemlendiğinde, western blot için optimize et-
mesi zor bir antikor olduğunu düşünülmüştür. Ayrıca, belirli 
katmanlarda farklı ağırlıkta bantlar görülmekte; bu da NA-
NOG proteinin farklı hücre gruplarında farklı post translas-
yonel modifikasyonlara uğrayabileceğini göstermektedir. 
Aynı zamanda farklı NANOG varyantlarınında, farklı hücre 
gruplarında bulunabileceğini ortaya çıkartmaktadır. Bunlar 
hakkında kesin kanıya varabilmek için ayrıca gen düzeyinde 
PCR gibi ilave testlerle de gösterilmesi gerekmektedir. Bu 
çalışmada, lizis katmanında bir ekspresyon görülmezken, 
MNC katmanında NANOG ifade edilmektedir. 5. Katman-
da ise 27 kDa yakınlarında bir bant grubu gözlemlenmiştir. 
Normal NANOG bantından çok aşağılarda böyle bir ban-

tın olması, belki NANOG proteinin fragmente olarak böy-
le bantlar vermiş olabileceğini düşündürmektedir. Genel 
olarak 5. Katmanda protein miktarının çok az olması hücre 
grubu hakkında yorum yapmayı kısıtlı bir alana itmektedir. 

Yapılan immünfloresan boyama ile özellikle sitoplazma-
da tüm katmanlarda NANOG saptanmıştır. Şimdiye ka-
dar NANOG varlığı embriyonik kök hücrelerde, primor-
dial germ hücrelerinde, insan germ hücre tümörlerinde, 
mezenşimal kök hücrelerde, testis kanserinde, meme 
karsinomalarında, fetal testisde, malin servikal epital hüc-
relerinde ve erişkin insan fibroblastlarında gösterilmiştir 
(31-35). NANOG proteninin başka hangi hücrelerde oldu-
ğu veya psödogeni olan NANOGP8’in nasıl bir etki yarat-
tığını bilinmemektedir. Sitoplazmik yada nükleik olması-
nın nasıl bir değişikliğe veya fonksiyona neden olduğunu, 
hangi mekanizmalarla sitoplazmik NANOG oluştuğuna 
dair bir bilgi de bulunmamaktadır. Bu konuda daha ayrın-
tılı çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Sonuç olarak, 5. Katmanda Bhartiya ve ekibinin göster-
diği derecede yüksek pluripotent özellikte, rejenerasyon 
kapasitesi yüksek yeterli miktarda hücre grubuna rastlan-
mamıştır. 5. Katmanda pluripotent özellik gösteren hüc-
reler var olsa da, yeterli miktarda ve sayıda bulunmadık-
ları ve transplantasyon başarısını arttırabilecek düzeyde 
olamayacakları düşünülmektedir. Lizis ve MNC katman-
ları ele alınırsa, fikol kullanımının hücre miktarını azalttığı 
ve hücre kaybına neden olduğu da gösterilmiştir. VSEL 
hücrelerini ve hematopoetik kök hücrelerinin korunması 
ve materyaldeki bütün değerlendirilmek isteniyorsa fikol 
kullanımı sınırlandırılmalıdır. 

VSEL hücrelerinin varlığı ve miktarı hakkında western blot 
ile kesin olarak bir yargıya varmak pek mümkün görünme-
mektedir. Bunun nedeni, kullanılan pluripotent belirteçle-
rin çeşitli izoformlarının olması ve bu izoformların western 
blot ile birbirinden ayırt edilememesidir. Flov sonuçlarına 
göre bakıldığında pluripotent belirteçleri taşıyan hücre 
miktarı Zuba-Surma ve arkadaşlarının gösterdiği gibi deb-
ris kısmında daha fazla görünmektedir. Bu hücrelerin kü-
çük olmaları debrisle karışmalarına ve bu yüzden gözden 
kaçmalarına neden olmaktadır. VSEL hücrelerinin karakter-
lerinin tam olarak anlaşılabilmesi için daha fazla araştırma 
yapılmalıdır. Bu hücrelerin kendini yenileyebilme kapasite-
si, bulundukları dokular ve işlevlerinin anlaşılması sonunda 
klinik kullanım potansiyellerinin de yolu açılacaktır.

Teşekkür: Periferik kan materyalinin sağlanmasında yardımcı 
olan İstanbul Üniversitesi Kan merkezi yönetimine ve çalışanla-
rına teşekkür ederiz.
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