Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Dernegi Biilteni

Bulletin of Veterinary Pharmacology and Toxicology Association
e-ISSN: 2667-8381, 12 (2): 55-78, 2021

DOI: 10.38137/vftd.969798

KOK HUCRE URETIMIi, iZOLASYONU VE TEDAVIDE KULLANIMI

Muhammet Miikerrem KAYA??, Hidayet TUTUN?
'Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Burdur

ORCID? 0000-0002-7781-5342, ORCIDP: 0000-0001-9512-8637

*Sorumlu Yazar: Hidayet TUTUN
E-Posta: hidayettutun@gmail.com

Gelis Tarihi: 11.07.2021
Kabul Tarihi: 19.08.2021

OZET

Kok hiicreler, ¢ok hiicreli canlilarin biitiin doku ve organlarini olusturan temel hiicrelerdir. Mitoz boliinme ile farkli
hiicre ve doku tiplerine farklilasma ve ¢ogalma yetenegine sahiplerdir. Kok hiicrelerin hasarli hiicreleri degistirme veya
organlar1 yenileme yetenekleri bazi hastaliklarin tedavisinde alternatif bir tedavi secenegi olmasini saglamistir. Kok hiicre
biyolojisinin anlagilmasi ve hastaliklarin tedavisinde klinik uygulamalar {izerine yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Son yillarda
ozellikle kisiye 6zel tedavi segeneklerinin 6n plana ¢iktigi caligmalar géze carpmaktadir. Kok hiicre biyolojisinde 6nemli
ilerlemelere ragmen, embriyonik kok hiicrelerle etik tartigmalar, tiimér olusumu ve doku reddi gibi konular bunlarin kullanimini
sinirlandirmaktadir. Kok hiicre teknolojisinin gelismesiyle yakin gelecekte farkli alanlarda kullanilabilen kok hiicrelerle elde
edilen doku bankalarinin olugturulmasi ve kisiye 6zel tedavi stratejisine katki saglamasi beklenmektedir. Bu derleme, kok hiicre
tanimi, kdkeni ve smiflandirilmasi ile bu hiicrelerin rejeneratif tiptaki uygulamalar iizerine odaklanir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, Rejeneratif tip, Tedavi.

STEM CELL PRODUCTION, ISOLATION AND THEIR USES IN TREATMENT

ABSTRACT

Stem cells are the basic cells that form all tissues and organs of multicellular organisms. Stem cells have become an
alternative therapy option in the treatment of various illnesses with the ability to repair damaged cells or regenerate organs. In
recent years, there has been a tremendous increase in the understanding of stem cell biology and clinical applications in the
treatment of diseases. Todays, stem cells have been used for therapeutic purposes alongside traditional treatment in the world.
Although significant advances in stem cell biology, ethical debates regarding embryonic stem cells, tumorigenesis and rejection
limit their use. The successful results in the use of stem cells have made it a new treatment strategy in diseases. It is expected
that the development of stem cell technology will contribute to establishment the of tissue banks obtained from stem cells with
different usage areas and to a personalized treatment strategy in the near future. This review focuses on the definition, origin
and classification of stem cells and their applications in regenerative medicine.

Keywords: Stem Cell, Regenerative Medicine, Therapy.

GIiRIS

K&k hiicre ¢ok hiicreli organizmalarin herhangi bir
hiicresine  farklilasabilen,  kendini  yenileme
yetenegine sahip ve ayni kok hiicreden sonsuz sayida
¢ogalabilen = Oncii  hiicre  olarak  bulunan
farklilasmamis veya kismen farklilasmig hiicrelerdir
(Zakrzewski ve ark., 2019). Kok hiicrelerin bu

farklilasma yetenegi, onlart dokularin rejenere

edilmesi ve onarilmasinda biiyiik bir terapotik
potansiyel haline getirir (Biehl ve ark., 2009). Kok
hiicreler insan viicudundaki her doku ve organi
olusturan temel hiicrelerdir. Insan viicudunda sinir
hiicresi, kas hiicresi, deri hiicresi, yag hiicresi gibi
yaklasik 200 farkli 6zel hiicre tiirii bulunur. Bu 6zel
hiicre tiirleri kok hiicrelerin farklilasmasi sonucu

olusur. Kok hiicrelerin sahip olduklar1 biiyiime
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faktorleri ve sitokinler ile ekstraseliller matriks ve
diger hiicrelerle temasina bagli olarak, farklilasma
yetenekleri degisiklik gosterir. Bazi kok hiicreler
yalnizca belirli hiicrelere farklilasma yetenegine
sahipken, bazilar1 ise birgok hiicre tiiriine farklilasma
yetenegine sahiptir (Clause ve ark., 2010; Devkate ve
ark., 2019). Kok hiicreler sahip olduklar1 kendini
yenileme ve potens adi verilen Ozellikleri ile diger
hiicrelerden ayrilirlar. Potens terimi; hiicrelerin,
hiicrelere olarak

cesitli  tlirdeki

tanimlanir (Kalra ve ark., 2014; Singh ve ark., 2016).

farklilagmasi

Kok hiicre ilgili ¢aligmalar 1868 yilinda Alman

biyolog Ernst Haeckel tarafindan yapilmaya
baslanmistir. Haeckel yaptig1 ¢aligsmalarda tiim ¢ok
hiicreli organizmalarin tek bir ata hiicreden geldigini
tanimlamak igin almanca kdk hiicre anlamina gelen
“Stammzelle” terimini kullanmistir. K&k hiicrelerin
Ozellesmis hiicrelere farklilagsabilme yeteneginin
ortaya konmasi ise 19. ylizyilin sonlarinda August
Weismann tarafindan ortaya atilmistir. Theodor
Boveri ve Valentin Hicker, Wismann’in teorisini
destekleyerek, genetik materyalin  bozulmadan
gelecek nesillere aktarildigini ortaya koymuslardir.
Boveri ve Hacker yaptiklari ¢alismalarda ilk kez kok
hiicre terimini kullanmiglardir. K&k hiicrelerin temel
ozellikleri ile ilgili ilk caligmalar 1960’11 yillarda
McCulloch ve Till

yapilmistir. Amerikali biyolog James Thomson 1998

Ernest James tarafindan
yilinda embriyonik kok hiicreleri izole etmeyi
basarmigtir (Ramalho-Santos ve Willenbring, 2007).
Yapilan bu ¢aligmalar 1g181nda kok hiicrelerin yeni bir
terdpatik potansiyeli oldugu ortaya konmustur. Bu
derlemede kok hiicrelerin farklilagmast,
siiflandirmasi, izolasyonu ve tedavide kullanimi

hakkinda bilgi verilmesi amaglanmustir.
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KOK HUCRELERIN FARKLILASMASI
Kok hiicreler organizmada bulunan farklilasmamis
bir

doniigebilirler. Kok hiicreler hem embriyoda hem de

hiicrelerdir ve  herhangi hiicre  tipine

yetiskin bireylerde bulunurlar. Kok hiicrelerin

farklilagsmalar1 ¢esitli sekillerde meydana gelir

(Zakrzewski ve ark., 2019). Sahip olduklar
farklilagsma yeteneklerine gore totipotent, pluripotent,
multipotent veya unipotent seklinde siniflandirilirlar

(Rajabzadeh ve ark., 2019).

Totipotent kok hiicreler

Totipotent tanimi, organizmada tek bir hiicrenin
ekstraembriyonik dokular da dahil olmak iizere
organizmada bulunan hiicrelere farklilagsmasi olarak
tanimlanir. Totipotent kok hiicreler, viicutta bulunan
tim hiicrelere farklilasabilme yetenegindeki kok
hiicrelerdir. Bu 6zellige sahip oldugu bilinen tek kok
hiicre tipi fertilize yumurta hiicresi olan zigot
hiicresidir. Zigot hiicresi sahip oldugu o6zellikle
organizmadaki tiim 6zel hiicre tiplerinin olugumu ve
fotal gelisim icin gerekli olan plasental yapilarin
olusumunu saglar (Mitalipov ve Wolf, 2009; Oyar ve
ark., 2015).

Pluripotent kok hiicreler

Pluripotent kok hiicreler endoderm, mezoderm ve
ektodermden olusan embriyonik yapraklarin herhangi
birine farklilasma yetenegine sahip kok hiicreler
olarak ifade edilmektedir. Bu kok hiicreler totipotent
kdok hiicrelerden olusan hiicrelerdir. Ancak totipotent
hiicreler gibi ekstraembriyonik yapilarin olusumuna
katilmazlar. Pluripotent kok hiicreler fotal veya
yetiskin herhangi bir hiicre tipine (200 farkl: tiptedeki

hiicreye) farklilasabilir. Implantasyon sonrasinda
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embriyonun blastosist katmanindan izole edilebilirler
(Mitalipov ve Wolf, 2009; Kumar ve ark., 2010;
Girlovanu ve ark., 2015).

Pluripotent ~ olmayan  kok  hiicrelere
embriyonik evrede bazi transkripsiyon faktorlerinin
eklenmesi ile olusturulan kok hiicrelere indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler (iPSC) denir. iPSC’ler
implantasyondan sonra epiblast katmanindan izole
edilirler. Bu hiicreler dogrudan somatik hiicrelerden
gen ekspresyonu ve farklilagmanin tersine ¢evrilmesi
sonucu elde edilen hiicrelerdir. iPSC’ler tipik olarak
belirli bir hiicre tipine potens ile iligkili germ
Oct4
transcription factor 4), Sox2 (Sex determining region

Y-box 2), cMyc ve KIf4 (Kruppel-like factor 4) gibi

kiimelerinin ~ veya (Octamer-binding

yeniden programlama ile iligkili transkripsiyon

faktorlerinin  aktarilmasiyla elde edilirler. Bu
hiicrelerin liretilmesi uzun ve verimsiz siiregler igerir.
Fare hiicreleri igin 1-2 hafta, insan hiicreleri i¢in ise
3-4 hafta siirer ve verimlilik ise yaklasik %0,1’dir.
Yapilan  calismalarla  yeniden  programlama
faktorlerinin eklenmesi iPSC {iretiminde verimin
artmasim saglamistir (Ye ve ark., 2013; Guo ve ark.,

2015).

Multipotent kok hiicreler

Multipotent kok hiicrelerin farklilasma yetenekleri
pluripotent kok hiicrelerinden daha smirlidir ve
sadece belirli hiicre soylarindaki ayr1 hiicre tiplerine
farklilasma yetenegine sahiptirler. Multipotent kok
hiicrelerin ¢ok sayida hiicre tipine doniismesi
farklilagma kabiliyetlerini kaybetmelerine neden olur
ve sadece kiiciik bir kismi bu 6zelliklerini korur.
Omnegin; beyinde bulunan multipotent kok hiicreler
kan hiicrelerine farklilagabilen farkli noral hiicreler ve
glia hiicreleri veya hematopoietik kok hiicreler
iiretebilirler; ancak sinir hiicrelerine farklilasma
Multipotent  kok

yetenegine sahip degildirler.
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hiicreler sinirli farklilasma yeteneklerinden dolay:
erigkin kok hiicre olarak kabul edilirler ve geligim,
doku onarim1 ve savunma mekanizmalarinda 6nemli
anahtar gorevlere sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda
noral ve kardiyak bozukluklar gibi cok sayida
bozuklugun tedavisi i¢in multipotent kdok hiicre
uygulamasinin potansiyel bir terdpatik etkisi oldugu
belirtilmistir (Blau ve ark., 2001; Girlovanu ve ark.,

2015; Oyar, 2015; Zakrzewski ve ark., 2019).

Unipotent kok hiicreler

Tek hiicre anlamina gelen unipotent hiicreler bir kok
hiicrenin yalnizca bir hiicre ve doku tipine farklilasma
yetenegine sahip oldugunu gosterir (Bernemann ve
ark., 2011). Kas hiicreleri unipotent hiicrelere drnek
olarak wverilebilir. Yetiskin dokularda diger kok
hiicrelere kiyasla farklilagma potansiyeli en diisiik
olan hiicrelerdir.

Bu tip hiicrelerin kendilerini

yenileme yetenegi yoktur. Smnrli farklilagsma
yeteneklerine ragmen cesitli hastaliklarin tedavisinde
bir potansiyel olarak goriiliirler (Rajabzadeh ve ark.,

2019).

KOK HUCRELERIN SINIFLANDIRILMASI

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore ya da
elde edildikleri kaynaga gore siniflandirilirlar. Kok
hiicreler elde edildikleri kaynaga gore embriyonik ve
yetiskin kok hiicreler olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Yetiskin kok hiicreler fotal kok hiicrelerden,
kadavradan, gobek kordonundan, plasentadan, kemik
iliginden, yag dokudan, bir¢ok organda bulunan
somatik kok hiicrelerden elde edilebilir (Barky ve

ark., 2017; Cergi ve Erdost, 2019).

Embriyonik koék hiicreler

Embriyonik kok hiicreler memeli blastosistinin i¢
hiicre kitlesinden elde edilebilen, pluripotent yapida
ve kendi kendini

yenileme yetenegine sahip
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hiicrelerdir. Endoderm, mezoderm ve ektoderm gibi
embriyonik yapraklara ve her tiirlii somatik hiicreye
Bu ozellikleri doku

farklilasabilirler. sebebiyle

rejenerasyonunda kullanilirlar. Implantasyon
gerceklesmeden oOnce uterusta bulunan gelisim
asamasindaki embriyolardan elde edilirler. Embriyo

gelisiminin ilk doneminden 4-5 giinliik bir siire sonra
kiiltir ~ortamina almirlar.  Kiiltir  ortaminda
farklilasmamus sekilde dondurularak saklanabilir ve
istenen herhangi bir hiicre hattina farklilagmalar i¢in
uyarilabilirler (Barky ve ark., 2017; Rajpoot ve

Tewari, 2018).

Yetiskin kok hiicreler

Yetiskin  dokularda  bulunan  kok  hiicreler

organizmada smurlt dlgiide kendini yenileme ve
farklilasma yetenegine sahip hareketsiz hiicrelerdir.
Yetiskin dokularda ¢ok sayida kismen farklilagmis
hiicre olan 6ncii (progenitdr) hiicre tiirleri oldugu
tespit edilmistir, bu da dokularin kendi kdk
hiicrelerine sahip oldugunu gosterir. Bu hiicreler
organizmada

fizyolojik  yikimlanmalarin  veya

patolojik  siiregler sonucu olusan hasarlarin

giderilmesinden  sorumludurlar
Nardi, 2011; Barky ve ark., 2017).
Yetigkin

(Chagastelles ve

kok hiicreler

belirli

multipotent  ve

unipotent yapidadir ve tip hiicrelere
farklilagabilirler. insan viicudunda en fazla yetiskin
kok hiicre kemik iliginde bulunur. Bununla birlikte
gobek kordunu kani, periferik kan, amniyotik sivi,
merkezi sinir sistemi, deri epidermisi, sindirim kanali,
iskelet kasi, kornea, retina, pankreas, karaciger, kalp,
yag dokusu ve akciger gibi birgok doku ve organdan
izole edilebilirler (Oyar, 2015).

Organizmada bulunan bir¢ok dokuda yerlesik
sekilde bulunan yetigkin kok hiicreler onarim,
hastalilk veya yaralanma

sonucu kaybedilen

hiicrelerin yerini alacak yeni hiicreler tretirler. Bu
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dokularda bulunan yetiskin kok hiicreler kaynak
dokularinin disinda farkli hiicre tiplerine farklilasma

yetenegine sahiptirler (Passier ve Mummery, 2003).

Hematopoetik kok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler (HSC) kendi kendini
yenileme potansiyeline sahip ve tiim hematopoetik
kan hiicrelerinin

Bu

hiicrelere farklilasarak diger

olusumunu saglayan hiicrelerdir. siirece
hematopoez adi verilir. Hematolojik bozukluklarin
tedavisinde ve kotii huylu hastaliklarda tam iyilesme
saglayabilmek i¢in yliksek dozda kullanilirlar (Barky
ve ark., 2017).

Omurgalilarda bu siirecin biiylik bir kismi
kemik iliginde meydana gelir. Hematopoetik kdk
hiicreler miyeloid ve lenfoid adi1 verilen farkli kan
hiicrelerinin {iretilmesini saglarlar. Miyeloid ve
lenfoid hiicrelerin her ikisi de dendritik hiicre
olusumunda rol oynar. Miyeloid hiicreler arasinda
noétrofiller, bazofiller,

monositler, makrofajlar,

eozinofiller, eritrositler ve megakaryositler ile
trombositler bulunur. Lenfoid hiicreler arasinda T
hiicreleri, B hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler
bulunur. Hematopoetik kok hiicreler miyeloid dokuda
1:10.000 oraninda hiicrenin olusumunu saglar. HSC
nakilleri, kanserlerin ve diger bagisiklik sistemi
bozukluklarinin tedavisinde kullanilirlar (Till ve
McCulloch, 1961; Ng ve ark., 2009; Birbrair ve

Frenette, 2016).

Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MSC) insan ve
hayvanlardan edilebilen kok
hiicrelerdir. Insanlardan izole edilen MSC'ler (nMSC)

osteosit, adiposit ve kondrosit gibi mezodermal

izole yetigkin

kaynakl1 hiicre tiplerine farklilagsma yetenegine sahip
multipotent yapidaki kok hiicrelerdir. hMSC’ler ilk

kez kemik iliginde tespit edilmistir ve yapilan
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calismalarda yag dokusu, amniyotik  sivi,
endometriyum, dis dokusu, gobek kordonu ve gébek
kordonunu ¢evreleyen yapt olan Wharton peltesi
MSC'leri barindiran  potansiyel

bildirilmistir (Ullah ve ark., 2015). hMSC i¢in en

yapilar olarak
yaygin olarak kullanilan kaynak kemik iligi ve adipoz
dokudur. Kiiltiir ortaminda hizli ¢ogalma yetenegine
sahip olan MSC’lerin gelismesiyle daha dnce diger
hiicrelerde bulunmayan hiicre i¢i farklilagma
potansiyellerine sahiptirler ve ayrica fazla miktarda
yararli biiylime faktorii ve sitokin liretme yetenekleri
bulunur (Pittenger ve ark., 2019).

MSCl'ler belirli hiicre sinyalleri sonucu ¢ok
sayida Ozel hiicre tipine farklilagma yetenegine
sahiptirler. Mezodermal (osteoblastlar, kondrositler,
adipositler, miyositler, kardiyomisitler), ektodermal
(noronal hiicreler) ve endodermal (hepatik,
pankreatik ve solunum epiteli gibi) hiicre tiplerine
farklilasabilirler (Song ve Tuan, 2004).

MSC’lerin  onemli  ozelliklerinden  biri,
immiinmodulator etkiye sahip olmalaridir. In vitro
olarak elde edilen MSC’ler dogal ve kazanilmis
bagisiklik siireglerinde yer alan efektdr hiicrelerin
islevlerini  diizenleme  yetenegine  sahiptirler.
Mononiikleer hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
dogal ve aktif notrofillerin apoptozunu bloke eder ve
vaskiiler endotel hiicrelere baglanan nétrofillerin
sayisint azaltir ayrica bolgeye go¢ etmelerini
smirlayarak imminmodiilator etki gosterirler. Ayni
zamanda aktive MSC’ler tarafindan sentezlenen
sitokinler, notrofil kemotaksisini ve fagositik etkiye
sahip makrofajlarin  bolgede toplanmasimi ve

uyarilmasinda gorev alan proinflamatuar
kemokinlerin salgilanmasini uyarici etkisi bulunur
(Andrzejewska ve ark., 2019).

Makrofajlar inflamasyon bolgesinde sitokin
iretiminden sorumlu ana hiicrelerdir ve bu sebeple

immiinmodiilasyonun saglanmasi i¢in odak noktasini
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MSC’lerin
makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-o (Timor nekroz
faktorii alfa), IL-6 (Interldkin-6) ve IFN-Y (Interferon

olustururlar.  Yapilan ¢aligmalarda

gamma) gibi proinflamatuar sitokinlerin tiretimini
inhibe ettigi belirtilmistir. Bu sayede bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonu ve lokal olarak inflamasyon
stirecini kontrol altina alinarak doku hasar1 azaltilir.
MSC’ler inflamasyon

ayrica bdlgelerinin

temizlenmesinde Onemli rol oynayan fagositik
aktiviteye sahip apoptotik hiicrelerin gelisimine katki
saglarlar (Semedo ve ark., 2011).

MSC’ler B lenfositlerinin gelisimi ve
farklilagmasi sirasinda hiicre boliinme fazi olan GO ve
Gl durdurulmasinin

asamalarinda  dongiiniin

indiiklenmesini ~ saglayabilir ~ aynt  zamanda
immiingloblin {iretimi igin gerekli olan Blimp-1 ad:
verilen ¢oziiniir molekiillerin  salinmasiyla, B
lenfositlerin farklilasmasi ve aktivasyonu modiile
edebilirler (Cao ve ark., 2015; Le Blanc ve ark.,
2015).
Epidermal kok hiicreler

Deri organizmanin biitiinliigiinii saglayan,
patojenler igin ilk bariyer gérevi géren viicudun en
biiyiik organidir. Dehidrasyonun 6nlenmesi, viicut
sisinin diizenlenmesi, dokunma, basing, 1s1 ve agri
duyularinin saglanmasi gibi 6nemli islevlere sahiptir.
Ayn1 zamanda dogal ve kazanilmis bagisiklik
sistemlerini yapisinda barmndirir. Deri ii¢ ana
katmandan olusmaktadir. Bunlar epidermis, dermis
ve hipodermistir. Derinin en dis katmanini olusturan
epidermiste kil folikiilleri, yag bezleri ve ter bezleri
gibi ¢esitli olusumlar bulunur. Memeli epidermisinde
kendini yenileme yetenegine sahip keratinositten
olusan epidermal kok hiicreler kil folikiilii ve yag
bezlerinin olusturdugu yapt olan pilosebase unit
etrafinda yer alirlar. Sabit lokalizasyon gosterirler ve
yiiksek proliferasyon yetenegine sahiptirler. Cildin

homeostazint korur, yara iyilesmesini saglar ve
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neoplazma olugumunun Oniine gecerler (Barky ve
ark., 2017; Yang ve ark., 2019).

Epidermal kok hiicreler sahip olduklari
yilizey belirtecleri ile diger hiicrelerden ayrilirlar.
Yiizeylerinde yiiksek diizeyde CD34, CD200, B
integrin ve a integrin ekspresyonu gdosterirler, ayrica
disik diizeyde CD45 ve CD71 ekspresyonu da
gosterirler (Cotsarelis, 2006; Kose, 2015).

Epidermal hiicrelerin bazal tabakasi tabakali
skuamoz epitelyumu sekillendirmek amacryla en dis
tabaka olan stratum korneum tabakasina kadar ¢ogalir
ve terminal farklilasma igin cilt yiizeyine dogru
farklilagsmaya baglar. Epidermal kdk hiicreler nis ad1
verilen kok hiicre popiilasyonunu gevresel hasara ve

pigmentasyona karst koruyan bdlgeden

¢ikip
hiicrelerin ara iiriinlerini olusturarak en dis tabakaya
hareket ederler. Epidermal kok hiicrelerin
homeostazi, farklilagmast ve proliferasyonu igin
farkli sinyal yolaklari oldugu bildirilmistir. Notch,
Wnt/B-katenin, c-myc ve p63 yolaklari epidermal kok
hiicre c¢ekirdek agin1 olustururlar. Notch sinyal
yolagi, Notch'un TNF-a doniistiiriicii enzim (TACE)
ve p-sekretaz tarafindan NICD'ye (Notch hiicre ici
alan) boliinmesi ile aktive edilir. Sonug olarak NICD,
CBF1/CSL transkripsiyon faktoriinii bir gen
baskilayicidan bir gen aktivatdriine donistiirdir,
boylece Hes ve Hey ailesi gibi asagi yonde hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatir (Shen ve ark.,

2013).

Hepatik kok hiicreler

Karaciger ¢ok sayida islevi yerine getiren karmasik
yapida bir organdir, bu nedenle birden ¢ok hasar ve
islev bozukluguna kars1 hassastir. Karaciger hasarin
tipine veya boyutuna gore farkli rejenerasyon
kapasitesine sahiptir. Olgun karaciger hiicreleri

hasarli dokular yenilemek igin ¢ogalir ve iyilesme
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i¢in parankimal fonksiyon gosterirler (Verhulst ve

ark., 2015).
Karaciger anatomik ve g¢esitli islevler
bakimindan insan viicudundaki en fonksiyonel

organlardan biridir. Ekzokrin ve endokrin bez olarak
islev gdrmektedir. Sindirim sisteminin diizenlenmesi,
aynt zamanda viicudun savunmast ve toksik
maddelerin yok edilmesi i¢in bir¢ok islevi yerine
getirir.  Hepatositler, Dbiliyer epitel hiicreleri
(kolanjiyositler), Kupffer’in yildiz hiicreleri ve
karaciger siniizoidal endotel hiicreleri dahil olmak
Yiiksek

rejenerasyon kabiliyetine sahip olan hepatositler

iizere farkli hiicre tiplerinden olugur.
gesitli yaralanmalar sonrasinda dokunun hasarlt
alanlarmin onarimint saglarlar (Messina ve ark.,
2020).

dokularinda hasarin

Karaciger olusan

giderilmesi olgun hepatositlerin ¢ogalmas1 ve
siniizoidal hiicrelerin desteklenmesi ile gergeklesir.
Deney hayvanlarinda yapilan g¢esitli calismalar
hepatositlerin hasarli karaciger dokusunda mitoz
boliinmeye ugradigini ve islev kaybi olmadan en az
69 kez boélinebilecegini gostermistir. Bu nedenle
hepatositerin hematopoietik kok hiicrelere benzer
sekilde

gosterilmistir (Overturf ve ark., 1997). Hepatositlerin

bliyime potansiyeline sahip oldugunu
rejenerasyonun baslamasinda Niikleer Faktor Kappa-
B, STAT3, AP-1 ve C/EBP-B gibi transkripsyon
faktorlerinin rol oynadig1 belirtilmistir (Kountouras
ve ark., 2001). Hepatositlerin yasam siiresi boyunca
genis parankimal hiicre sayisint muhafaza etme
kapasitesi gibi Ozellikleri hepatositlerin kok hiicre
olarak siniflandirilmasini saglamistir (Zhang ve ark.,

2003).

Pankreatik kok hiicreler

Pankreas ekzokrin ve endokrin olmak tizere iki tip



12 (2): 55-78; 2021
M.M. Kaya ve H. Tutun / DERLEME

dokudan olusur. Ekzokrin doku genel olarak sindirim
enzimleri ve bikarbonat salgilayan asiner hiicrelerden
Endokrin doku

somatostatin,

olusur. ise glukagon, insiilin,

pankreas polipeptidi veya grelin

salgilayan hiicrelerden olusur. Bu hormonlar
metabolik sinyallere yanit olarak dogrudan sistemik
dolasima salinirlar (Ku ve ark., 2008).

Pankreatik kok hiicrelerin varligi {izerinde
tartigmalar bulunmaktadir. Ortak diisiince pankreas
hasarin1 takiben P hiicre replikasyonu ve pankreas
kanallarinin yakininda ve i¢inde bulunan progenitor
hiicrelerin farklilasmasi ile gergeklestigi yoniindedir.
Yapilan c¢aligmalar sonucunda fare pankreas kok
hiicrelerinin giiglii sekilde kendini yenileyebildigi
bildirilmistir. Bu hiicrelerin glukagon, insiilin ve
somatostatin ~ iireten  hiicrelere farklilastig1
bildirilmistir. Sonu¢ olarak pankreas kanallarinin
icinde ve yakininda bulunan hiicrelerin multipotent
karakterde kok hiicreler olabilecegi belirtilmistir

(Noguchi, 2010).

Gastrointestinal kok hiicreler

Gastrointestinal sistemde yer alan epitel hiicrelerin
dongiisii fizyolojik sartlar altinda 2-7 giinliik bir siireg
sonunda meydana gelir. Bu siire¢ gastrointestinal
kanalda bulunan epitel hiicrelerini ve mide bezleriyle
olusturabilen

tim bagirsak  kript hiicrelerini

multipotent kok hiicreler tarafindan saglanir.
Gastrointestinal kok hiicrelerin mide bezlerinde ve
bagirsak kriptlerinde belirli nislerde yer aldigi
bildirilmistir. Bu hiicreler progenitdr hiicreler
araciligiyla bagirsakta yer alan tiim hiicre tiplerine
farklilasabilirler (Brittan ve Wright, 2002).
Gastrointestinal kok hiicreler mide epitelyal
kok hiicreler ve bagirsak kok hiicreler olmak tizere iki
smiftan olusurlar. Bagirsak kok hiicrelerinde Wnt
sinyali bagirsak kript hiicrelerinin ¢ogalmasi icin

gereklidir ve bu sinyal yolunun hedef geni olan 16sin
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acisindan zengin G-protein bagli reseptdr 5’in
(LGRS)  kript
edildigi tespit eldilmistir. LGRS pozitif hiicreler kript

tabanindaki hiicrelerde eksprese
tabaninda yer almasi, pluripotent ve kendi kendigini
yenileme yetenegine sahip oldugu icin LGRS'in
bagirsak kok hiicreleri icin iyi bir belirte¢ oldugu
sonucuna varmislardir. Bununla birlikte bu hiicrelerin
aktiveleri Wnt, Notch, BMP, PI3K gibi sinyal
yolaklari tarafindan diizenlenmektedir. Bu yolaklarda
meydana gelebilecek kusurlar kanser geligimine
sebep olabilir. Mide epitelyal kdk hiicrelerin midede
antral-pilorik segment bolgesinde skuamokolumnar
bileske yakinindaki korpus alaninda bulundugu tespit
edilmistir. Yiizeylerinde bagirsak kok hiicrelerinde
oldugu gibi LGRS5’i eksprese ettikleri belirlenmistir.
Ayrica mide epitel hiicrelerinin kendini yenileme,
farklilasma, homeostazisin saglanmasi ve timor
olusumunun O6nlenmesinde Notch sinyal yolaginin
kullamildig: bildirilmistir (Brabletz ve ark., 2009;
Pirvulet, 2015).

Noral kok hiicreler
Noral kok hiicreler (NSC) sinir sisteminde yer alan
kok hiicrelerdir. Gelisim sirasinda sinir sisteminin
olusumunu  saglarlar.

Embriyonik  gelisim

asamalarinda  memelilerin  sinir  sisteminde
noronlarin1  ve glia’larm1 olugturan radyal glial
progenitdr hiicreleri olustururlar ve multipotent
hiicrelerdir.  Gelisim  tamamlandiktan  sonra
yetiskinlerde az sayida NSC kalir ve genellikle
hareketsiz sekilde bulunurlar. Gelisim asamasinda
memelilerde merkezi sinir sisteminin gelisimi noral
tipi kaplayan NSC’ler ile olusur. Merkezi sinir
sistemindeki ii¢ ana hiicre tipi olan ndronlar,
astrositler ve oligodendrositler zamanla sirasiyla
NSC’lerden farklilagirlar (Clarke ve ark., 2000; Zhao

ve Moore, 2018).
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Epidermal biiyime faktori (EGF) ve

fibroblast bitytime faktorii-2 (FGF-2) in vitro ve in

vivo kosullarda noral kok hiicrelerin ve progenitor

hiicrelerin proliferasyonunu ve oranint etkilerler.

(Taupin ve ark., 2000).

KOK HUCRE iZOLASYONU

Cesitli dokularda, kemik iliginde ve kanda bulunan
kdok hiicrelerin doku ve organlarda olusan hasarlarin
rejenerasyonunu sagladigi son yillarda yapilan birgok
calismada ortaya konmustur. Yapilan yogun
caligmalar ile basitlestirilmis, verimli, kullanima
uygun, islevsel sekilde kullanilabilen ve bircok doku

tiiriine uygulanabilen kok hiicre izolasyon teknikleri
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gelistirilmistir. Bu teknikler geleneksel ayirma
yontemleri ve yeni yontemler olarak ikiye ayrilirlar

(Zhu ve Murthy, 2013).

Geleneksel kok hiicre izolasyon yontemleri

Kok hiicre izolasyonu genel olarak iki farkli
parametreye gore yapilir. Bunlar boyut ve yogunluga
dayali olan fiziksel teknikler ve kimyasal, elektriksel
ve manyetik Ozelliklere bagh

tekniklerdir (Tablo 1). Fiziksel teknikler kok

afiniteye dayal

hiicrelerin ayn1 dokudaki diger hiicrelere gore farkli

boyut ve yogunluga sahip olmasina dayanir (Radisic

ve ark., 2006).

Tablo 1. Geleneksel Kok Hiicre Izolasyon Yéntemleri (Zhu ve Murthy, 2013).

Yontem Avantaj Dezavantaj Ornekler

Yogunluk gradyan Biiyiik islem hacmi, Diisiik saflik, daha Ficoll-paque; Percoll

santrifiijii Kolay 6l¢eklendirme fazla heterojenlik

Yogunluk gradyan Biiyilk islem hacmi, Sadece tam kanda RosetteSep (Kok Hiicre

santrifiiji -negatif  kolay  Olgeklendirme, uygulanir Teknolojisi)

se¢im yiiksek saflik

On kaplama Biiyiik islem hacmi, Diisiik saflik, daha Insan embriyonik kok

kolay olgeklendirme fazla heterojenlik hiicreleri; insan yag

hiicresinden tiiretilmis
kok hiicreler

Kosullu Biiyiik islem hacmi, Diisiik saflik, daha Kemik iliginden insan

genisletme ortam1  Kolay 6lgeklendirme fazla heterojenlik mezenkimal kok

hiicreleri

Dielektroforez Kok hiicreler tizerinde

Capraz reaktivite

Canli yag hiicresi

(DEP) etiketleme gerek diisiik safliga neden kaynakl1 kok hiicreler
duyulmaz, hiicreleri olur
canlilifa gore siralanir
Alan akis K&k hiicrelerin pozitif Kok hiicreleri Fetal membrandan insan
fraksiyonlama veya negatif yiikle yalnizca boyut ve mezenkimal kok
(FFF) etiketlenmesi gerekmez  yogunluk hiicreleri
farkliliklarina gore
ayirabilir
Akis sitometrisi Giicli, yiikksek  Operasyon i¢in iyi Insan Embriyonik Kok
(FACS) hassasiyet, yitksek  egitimli personel Hiicre Tiirevli Noral
¢oOziintirlik gerektirir, pahali, Hiicre Popiilasyonlari,

biiyiik 6l¢ekli islemler

icin degil, 6zel bir
aparat gerektirir

insan hematopoietik kok
ve progenitdr hiicreler

Manyetik Aktif FACS'den daha basit
Hiicre Siralama

(MACS)

Hedef kok hiicreler
manyetik parcaciklar
igerir

Kolonsuz EasySep (Kok
Hiicre Teknolojisi);
MACS (Miltenyi)
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Yogunluk gradyan santrifiijii

Yogunluk gradyan santrifiijii pahali olmayan bir
hiicre ayirma teknigidir. Bununla birlikte sinirh
ozgiillik, disik saflik ve diisiik verim gosterir.
Siklikla kullanilan bir laboratuvar teknigi olmasina
ragmen uzmanlagmasi zor, yavas ve zahmetli bir
stireg igerir. Yogunluk gradyan ortaminin kullanmasi
yaklagik 30 dakika boyunca araliksiz siiren
santrifiijleme ardindan uygun hiicre katmanini
dikkatlice hasat edip yikanmalarimi gerektiren bir
stirectir. Bu metot heterojen bir 6rnek i¢inde bulunan
hiicrelerin (Orn; tam kan) sahip olduklar1 degisken
yogunluklarina dayanmaktadir. Santrifiij isleminden
o6nce numuneye yogunluk gradyan ortami eklenir
(Orn;  Ficoll-paque; Percoll). Santrifiij islemi
sirasinda her hiicre tipi hiicrelerin ve ortamin
yogunluguna esit oldugu gradyan bolgesinde yer alir
ve bu sayede kok hiicrelerin diger hiicrelerden

ayrilmasi saglanir (Majekodunmi ve ark., 2015).

On kaplama
On kaplama teknigi farkli hiicre tiplerini ayrrmak
icin uzun yillardir yaygin sekilde kullanilan bir
tekniktir. Bu teknik hiicrelerin jelatin kaplh kiiltiir
yilizeyine farkli

Ozellikle kas

yapisma Ozelliklerine dayanir.
kok  hiicrelerinin  ayrilmasinda
kullanilir. Ayrismig kas dokusunda bulunan kas
hiicrelerinin kiiltiir plakasina yapismasi fibroblast ve
epitel hiicrelerine goére daha uzun slirmektedir.
Hiicrelerin kiiltiir plakasina eklenmesinden yaklasik
60 dakika sonra siipernatant toplanarak oldukga
saflastirilmig kok hiicre popiilasyonu elde edilebilir.
Bu yontemle %90 oraninda verim saglanabilecegi
bildirilmistir. Fare miyeloblastlarinda integrin a7,
MyoD ve desmin gibi miyojenik belirteclerin
ekspresyonuna dayali olarak yapilan 6n kaplama ile

%098'e kadar saflik elde edilmistir (Park ve ark.,
2006; Choi ve ark., 2021).
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Kosullu genisletme ortami

Bu metot mezenkimal kdk hiicrelerin izolasyonu i¢in
kullanilir. Bu hiicreler kiiltiir ortaminda fibroblast
hiicrelerine benzer sekilde tutunabilirler ancak
kendini yenileme ve farklilasma kapasiteleri
sinirlidir. Kemik iliginden elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerin telomer uzunlugunun kisalmasi ve
ugradigi morfolojik degisikliklerle kiiltlir ortaminda
hizli  sekilde  yaslanabilecegi  belirtilmistir.
Hastalarda mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi
onemli yer tutmaktadir. Bu sebeple bu hiicrelerin
karakterlerinin korunmas: tedavide Onemlidir.
Bunun ig¢in kiiltiir ortaminda hiicrelerin korunmasini
saglayan farkli genisletme ortamlart
olusturulmustur. Bunlarin en sik kullanilanlar1 fetal
buzagi serumu (FCS) ve L-glutamin iceren DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's medium) ortamidir.
Bunlarin yaninda temel fibroblast biiylime faktorii
(b-FGF) gibi biiyiime faktorlerini de igeren bilylime
ortami da kullanilir. Bunun i¢in en yaygin kullanilan
medium, %60 diisiik glikozlu DMEM, %40 MCDB-
201, 1xinsilin transferin selenyum, 1xlinoleik asit
sigir serum albiimini (BSA), 10° M deksametazon
ve 10% M askorbik asit, 2-10 ng/mL EGF
(Epidermal Growth Factor) ve 10 ng/mL PDGF-BB
(Recombinant Human Platelet Derived Growth
Factor-BB) ile desteklenmis fosfat iceren, Catherine
Verfaillie tarafindan  olusturulan  genisletme
kok hiicrelerin  kiiltiir

farkli

ortamidir. Mezenkimal

ortaminda genislemesiyle ilgili veriler
bildirilmistir. Baz1 arastirmacilar 19-21 kat, bazilari
25-30, 30-40 kez

bazilar1  ise pasajlama

yapilabilecegini belirtmislerdir (Apel ve ark., 2009).

Dielektroforez
Dielektroforez (DEP) elektrik alan gradyanlar
tarafindan olusturulan elektriksel olarak polarize

edilebilir parcaciklarin hareketini saglayan ve
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hiicreleri igsel elektro-fiziksel ozelliklerine gore
aywan bir tekniktir (Pethig ve ark., 2010). DEP
alternatif akim elektrik alanmin  kullanildig:
hiicrelerin ve bunlari ¢evreleyen sivinin elektriksel
polaritelerindeki farkliliklarin kullanilarak
hiicrelerin manipiile edildigi ve ayristirilabildigi bir
sistemdir. Ayni zamanda elektriksel ozellikleri
kullandig i¢in biyokimyasal etiketlemelere ihtiyac
duymadan hiicre alt kiimelerinin de
tanimlanmasinda kullanilan ideal bir yontemdir.
Genellikle heterojen yapidaki hiicresel
popiilasyonlari ayirt etmek i¢in kullanilir (Ismail ve
ark., 2015). Ozellikle hematopoietik kok hiicreleri
(CD34 antijeni olarak tanmimlanan) ve kandaki
farklilasmis tiirevlerini bunun yaninda adipoz
dokudaki mezenkimal kok hiicreleri ayirt etmek i¢in
kullanilan bir tekniktir. Bir hiicre elektrik alanina
yerlestirildiginde polarize olur ve bir ¢ift kutup
olusturur. Diizgiin olmayan bir elektrik alanina
yerlestirildiginde hiicre boyutu, yiizey yiikii, niikleik
asit igerigine bagl olarak tek yonde harekete neden
olan net bir kuvvet olusur (Zhu ve Murthy, 2013).
Indiiklenen elektriksel momentumun polaritesine
bagli olarak hiicreler 2 farkli sekilde hareket ederler.
Bu etkiler pozitif DEP ve negatif DEP olarak
isimlendirilirler. Pozitif DEP hiicrelerin yiiksek
elektiriksel alanlarin  ve degisimlerin oldugu
elektrotlara yakin alanlara dogru hareket etmesini
saglar. Negatif DEP ise hiicrelerin elektrotlardan
uzak alanlara hareket etmesini saglar. Bu sayede iki
hiicre popiilasyonun farkli DEP yaniti vermesiyle
farkl
ayrilabilirler (Pethig ve ark., 2010; Ismail ve ark.,

2015).

hiicreler dielektroforetik  profillerine

Alan akish fraksiyonlama
Alan akisli fraksiyonlama (FFF) hiicre popiilasyonu

icinde bulunan canli hiicrelerin sahip olduklar

64

Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Dernegi Biilteni

Bulletin of Veterinary Pharmacology and Toxicology Association

morfolojik ve biyofiziksel farkliliklar ile farkl

fraksiyonlara ayrilmalarin1 saglar. FFF islemi
sirasinda hiicrelerin 6zellikleri ve iglevleri korunur
(Roda ve ark., 2009a). FFF, laminer bir akis igeren
kilcal ve bos bir alanda mobil bir faz igerisine
analitin dikey olarak eklenmesi sonucu mobil faz ile
etkilesim gostermesi prensibine dayanir. Mobil faz
numune igerisinde bulunan bilesenlerin kanaldan
asagiya dogru hareket etmesini saglar. Hiicrelerin
sahip olduklari alan, boyut ve yiizey 6zelliklerindeki
farkliliklar sebebiyle numunelerin laminer akis1 dik
olarak uygulanir ve bu da farkli hiicrelerin farkli
tutanma siiresi gdstermesine sebep olur. Bu sayede
hiicre popiilasyonu arasinda ayrim yapilmasi
saglanir (Roda ve ark., 2009b).

FFF  c¢alisma  prensibi  olarak  sivi
kromatografik yontemlere benzemektedir, numune
bir  kanal boyunca hareket ettirilir ve
karakterizasyonu saglamak icin bir dedektor veya
toplama cihazma aktarilir. Sivi  kromatografik
yontemlerden farkli olarak FFF de sabit faz
bulunmaz. FFF numunenin makromolekiillerin ve
mikrometre diizeyinde parcaciklarin eliisyonlarinin
hareketini saglar. Numunelerin olusan parabolik akis

sayesinde birikim duvarina dogru itilmesiyle duvara

olan uzakligi azalir ve bu da numunenin
konsantrasyonun artmasini saglar. Artan
konsantrasyon  bir  konsantrasyon  gradyan

olusmasini saglar. Birbirine zit gergeklesen bu iki
islem dengelendiginde olusan numune bulutu
ortalama bir yiikseklige sahip olur. Numunenin
molar kiitlesi veya boyutu ne kadar kiigiikse bulut
yiiksekligi o oranda yiiksek olur ve kanaldan ¢ikma
stiresi kisalir (Reschiglian ve ark., 2005).

FFF yonteminin farkl: alt teknikleri bulunur.
En eski alt teknik termal FFF'dir. Termal FFF’de
alan farki sicaklik ile olusturulur. Kanalin bir tarafi

wsittlir diger tarafi ise sogutulur. Bu sayede kanalin
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iist ve alt duvarlari arasinda uygulanan kiigiik

sicaklik farki yiiksek termal gradyan iiretir.
Kullanilan alt tekniklerin en basit 6rnegi yercekimi
etkisini  kullanan  yergekimsel alan  akis
fraksiyonudur (GrFFF). Bu alt teknigin hiicrelerin
mikrometre  boyutunda c¢esitli  partikiillerden
ayrilmasinda ve karakterizasyonunda basarili oldugu
bildirilmistir. Bir diger alt teknik, GrFFF’ye benzer
prensiple ¢alisan hiicreleri ayirmak ve saflastirmak
icin merkezka¢ kuvvetini kullanan sedimantasyon
FFF’dir (SAFFF). FFF’nin kok hiicrelerde ilk kez
1996 yilinda fare kemik iliginden kok hiicrelerin
izolasyonunda GrFFF alt teknigi ile yapildig
bildirilmistir (Kowalkowski ve ark., 2006).

Insan viicudunda kok hiicre gesitliliginin az
oldugu bildirilmistir. Bu sebeple karmasik hiicre
popiilasyonlari arasinda kok hiicrelerin izolasyonlart
icin immiinolojik belirtegler ve etiketlemelerden
yararlanilir. Bu etiketlemeler ig¢in manyetik bir
boncuk veya floresanla etiketleme gibi teknikler
kullanilir. Bu teknik kok hiicrelerin izolasyonu igin
avantajlar saglarken bazi dezavantajlar1 beraberinde
getirebilir. Ornegin bir kok hiicrenin etiketlenmesi
kok hiicrelerin farklilagma siireclerini engelleyebilir
ayrica pluripotent kok hiicreler igin spesifik
belirtegler mevcut degildir. Bu sebeple FFF yontemi
bu dezavantajlarin giderilmesi i¢in kullanilabilecek

onemli bir yontemdir (Reschiglian ve ark., 2005).

AKkas sitometrisi

Akis sitometrisi (FACS), monoklonal antikorlara
konjuge edilen floresan boyalar ile boyanmig farkli
tiplerdeki hiicrelerin hizli bir sekilde incelenmesine
olanak saglar. Her hiicre biyokimyasal ve antijenik
acidan farkli ozellikler gosterdigi icin ayri ayri
degerlendirilir (Preffer ve Dombkowsk, 2009). Bu
icerisindeki hiicrelerin

yontem akan bir sivi

Ozelliklerinin incelenmesi seklinde Ozetlenebilir.
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FACS yonteminin temeli hiicrelerin boyutu, sekli,
DNA ve RNA igerigi ve stoplazmik igerigi
yoniinden incelenmesidir. Bunun i¢in hedef yap1
veya hiicre 6ncelikle floresan madde ile isaretli bir
antikor veya oOzel fluoresan yapidaki bir madde
(antikor veya niikleik asitlere 6zel propidium iodide
gibi 6zel bir boya) ile isaretlenir (Kanev ve Muranli,
2016). FACS bir 151k kaynagindan gecen bir sivi
akisindaki mikroorganizmalar, c¢ekirdekler ve
kromozomlar gibi tek bir hiicrenin veya diger
partikiillerin sahip oldugu optik ve floresan
ozelliklerini 6lgme yetenegine sahiptir. Antikorlarla
veya boyalar ile isaretlenen hiicrelerin boyutu,
tanecikligi ve floresan 6zellikleri de hiicreleri analiz
etmek ve farklilastrmak i¢in  kullanilan
parametrelerdir (Adan ve ark., 2017).

Lazer demetinin iginden gecen her bir hiicre
veya partikiil lazer 1gmin sapmasma neden olur.
Hiicreler tarafindan yayilan fluorosen ismlar bir
araya getirilir ve optik filtreler araciligiyla sahip
olduklar1 farkli dalga boylarina gore ayrilirlar ve
analog sinyaller elde edilir. Fluorosen antikorlar
hiicrelerin ~ sahip  olduklart

spesifik  ylizey

reseptorlerinin - yogunlugunun tespit edilmesini
saglar. Bu sayede farklilasmig hiicre tipleri ve
bunlarin alt populasyonlarida tespit edilir (Karaboz
ve ark., 2008).

FACS yontemi heterojen hiicre
popiilasyonlar1 arasinda hiicrelerin ve bunlarmn
bilesenlerinin kantitatif 6zelliklerini hizl1 bir sekilde
analiz edilmesini saglar. Kok hiicrelerin izole
monoklonal  antikorlarin

edilebilmesi  igin

kullanildig immiinfenotiplendirme yontemi
kullanilir. Monoklonal antikorlar kullanilarak koék
hiicrelerin yiizeylerinde bulunan spesifik belirtecler
saptanabilir. Bu antikorlarla istenen antijenik
yapinin varligi ya da yoklugu belirlenebilir (Kanev

ve Muranli, 2016).
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Manyetik aktif hiicre siralama

Manyetik aktif hiicre siralama (MACS) teknigi
hiicrelerin ylizeyinde bulunan yiizey belirteclerine
dayali  hedef  hiicrelerin  yiiksek  verimle
tanimlanmasina olanak saglar. Biyoteknolojide in
vitro ¢aligmalarda hiicre temelli gelistirilen tedavide
genis bir uygulama alan1 bulmustur. Hiicre temelli
yapilan ¢alismalarda yiiksek saflik, geri kazanim ve
verimli biyomedikal uygulamalar i¢in kritik 6neme
sahiptir. Ozellikle FACS yontemi heterojen
karigimlar icerisinde hiicrelerin sahip oldugu birden
cok optik parametreyi eszamanli olarak Olcerek
spesifik izolasyonlar yapabilmesi bu yontemi 6nemli
bir arag haline getirmistir. Bununla birlikte her hiicre
icin Kkantitatif olgim gerektirmesi bir dezavantaj
olusturur. MACS yontemi ise bunun aksine
manyetik olarak etiketlenmis hedef hiicrelerin
yiiksek verimle ayrilmasina olanak saglar (Adams ve
ark., 2008).

MACS yontemi ile hiicrelerin farklilagma
gruplarina gore farkli hiicre tiirleri izole edilir.
%90’nin tizerinde saflik istenen durumlarda hiicre
popiilasyonlarinin ~ izolasyonunu  saglayabilir.
Hiicrelerin izolasyonun i¢in monoklonal antikor,
enzim, lektin veya streptavidin ile kaplanan
manyetik boncuklar hiicre ylizeylerinde bulunan
yiizey antijenlerine baglanirlar. Daha sonra hiicre
siispansiyonlart  manyetik  alana  yerlestirilir.
Etiketlenmemis hiicrelerin yikanmasi saglanarak
uzaklastirilir ve manyetik alanda kalan etiketlenmis
hiicreler yakalanir. Manyetik alanin kapatilmasi
sonucu etiketlenen hiicreler elde edilir (Kaur ve ark.,
2019; Zeb ve ark., 2019).

MACS yonteminin pozitif ve negatif ayirma
olmak {iizere iki aymrma teknigi bulunur. Pozitif
ayirma tekniginde normal ¢aligma prensibine gore
etiketlenmemis hiicreler yikanarak uzaklastirilir,

istenen hiicrelerin baglanmasi icin ise antikor ile
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kapli manyetik boncuklar kullanilir. Negatif ayirma
teknigi ise genellikle tiire 6zgii maddelerin mevcut
olmadigi durumda kullamlir. Islem g&rmemis
hiicreler antikor kokteyli ile kaplanir boylece
etiketlenmemis hiicreler yakalanirken etiketlenen
hiicrelerde yikanarak toplanabilir (Zeb ve ark.,
2019).

Kok hiicre caligmalarinda 6zellikle kemik
iligi, gobek kordonu kanm1i ve lipoaspirat
orneklerinden elde edilen MSC popiilasyonun izole
etmek i¢in kullanilmistir. Bunun yaninda MSC’lere
benzer ozellik gosteren kemik iligi stromal kok
hiicrelerin de izolasyonu i¢in bu yOntemin
Bu kok hiicrelerin
icin yiizeylerinde bulunan CD106

STRO-1

kullanildigr  bildirilmistir.
izolasyonu
antijenin

STRO-1

isaretleyicisi kullanilmustir.

kok  hiicrelerin  eritrositlerden  ve
lenfositlerden ayrilmasina olanak saglar. Bunun
disinda CD11b, CD34 ve CD45 gibi antijenlerin kok
hiicrelerin MACS yontemiyle izolasyonunda hedef
olarak secilebilecegi bildirilmigtir (Markides ve ark.,

2019).

Yeni yontemler

Kok hiicre izolasyonunda yiiksek saflikda hiicre elde
etmek, izolasyon iglemini basitlestirmek ve seri
iretimin saglanmasi amaciyla yeni izolasyon
yontemleri ortaya c¢ikmaktadir. Yeni yontemler
mevcut yontemlerin gelistirilmesi veya yeni bir
prensibin olusturulmasina dayanir (Zhu ve Murthy,

2013).

Sicakhi@a duyarh iki fazh sistem

Yeni bir yontem olan bu sistem sicaklik farkina
dayali kok hiicrelerin izole edilebilmesini saglar.
Sicakliga duyarlt (N-
izopropilakrilamid) (PNIPAAm) oda sicakliginda
(20°C) suda ¢oziinebilirken, 32-35°C'de ise sulu

bir polimer olan poli
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cozeltilerde ¢oker. Kok hiicreye 0zgli spesifik
belirtegleri taniyan PNIPAAm ile konjuge edilen
antikorlar  kullanilarak  hiicrelerin  izolasyonu
saglanir. Sicaklik 20°C'den 32-35°C'ye yiikseltilerek
sulu ¢ozeltiden ¢oktiriilebilir. Bu sayede sulu
cozeltide ¢cokelmis hiicreler polietilen glikol (PEG)
(st faz) ve dekstran (alt faz) tarafindan olusturulan
iki fazli bir yogunluk farkinda santrifiijleme ile diger
hiicrelerden ayrilabilir. Hedef hiicreler iki fazin
arasinda tortu seklinde bantlar halinde bulunurken,
diger hiicreler ise alt kisimda toplanir (Zhu ve
Murthy, 2013).
Eksponansiyel zenginlestirme ile sistematik
ligand gelistirme

Eksponansiyel zenginlestirme ile sistematik ligand
gelistirme  (SELEX)  hedeflenen  hiicrelerin
izolasyonu i¢in hedeflerine ii¢ boyutlu sekillerinden
dolay1 yiiksek secicilik ve duyarlilikla baglanan
oligoniikleotidler (RNA veya ssDNA) olan
aptamerlerin kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontem
ile herhangi iki arasindaki

hiicre tipi ylizey

molekiillerinin ekspresyonun arasindaki farkliliklar

belirlenebilir.  Genellikle eritrositlerin, kanser
hiicrelerinin ve kok hiicrelerin  izolasyonunda
kullanilir.  Aptamerler 15-60 bazdan olusan

aminoasit, peptit, protein, niikleozit, baz1 ilaglar ve
mikroorganizmalar gibi farkli hedeflere yiiksek
Ozgilinliikte baglanabilme yetenegi bulunan RNA ve
DNA oligoniikleotitleridir. Ug boyutlu ve kivrimli
bir yapiya sahiptirler. Hedef molekiilleriyle
aralarinda hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler
ve Van der Waals etkilesimleri olusturarak hedef
antikorlara

baglanabilirler. Aptamerler

yapiya
benzer sekilde hedef molekiillere yiiksek afinite ve
ozgiillik gosterirler. Bunun yaninda hem 1s1
denatiirasyonuna hem de indirgeme kosullarina kars1

dayaniklilik gosterir (Didar ve Tabrizian, 2010).
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SELEX tabanli hiicre izolasyonuna baglamak
icin Oncelikle DNA ya da RNA ile hazirlanan
yaklasik 10% oligoniikleotit iceren bir oligoniikleotit
kiitiphanesi hazirlanir. Elde edilen kiitiiphane
rastgele dizilmis 40-80 niikleotit uzunlugunda bir
merkez bolgeye sahip olan DNA ya da RNA
pargalariyla hazirlanir ve kiitiphane PCR ile
cogaltilir. Daha sonra aptamerler kok hiicre
popiilasyonu ile inkiibe edilirler. Baglanmayan
aptamerler uzaklastirilir. Baglanan aptamerler daha
sonra hiicre yiizeylerinden ayristirilir. Bir sonraki
SELEX dongiileri i¢cin RT-PCR ile tekrar cogaltilir.
DNA ve RNA havuzlarmin istenmeyen bolgelerine
spesifik  baglanmalar1 6nlemek igin Onceden
belirlenen DNA ve RNA havuzu kontrol hiicrelerine
maruz birakilir. Her bir dongii SELEX turu olarak
ifade edilmektedir ve 10-12 tekrar sonrasinda hedef
molekiile yiiksek afinite baglanabilen DNA dizileri
elde edilmis olur. Hedef se¢me ve ¢ikarma
islemlerinden sonra homojen aptamer popiilasyonda
spesifik olarak hedef hiicreye baglanir. Spesifik
aptameri tespit etmek i¢in mikroakiskan cihazlar
kullanilir. Bu cihazlar se¢im siirecinin hizli, verimli
ve otomatik hale getirirler (Stoltenburg ve ark.,

2007; Ohuchi, 2012; Bayrag ve Kandemir, 2018).

Mikroakiskanlar

Mikroakiskan sistemler kok hiicre izolasyonunda da
kullanilan, cihazlarin ve sistemlerin kiiciiltiilmesini
amaglayan yeni bir uygulama alanidir. Bu sistemler
istenen mikro gevreyi elde etmek igin mikrometre
Olcege kadar olan sivi akiglarini hassas sekilde
manipiile ederler. Bu sayede kok hiicrelerin kiiltiird,
diizenlenmesi ve izolasyonu i¢in Onemli araglar
haline gelmislerdir. Gelistirilen —mikroakiskan
cihazlar kok hiicre analizleri disginda hastaliklarin
ilag metabonomi,  doku

teshisi, taramasi,

miithendisligi ve diger biyolojik uygulamalar gibi
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¢ok sayida alanda yaygin olarak kullanilirlar (Zhang
ve ark., 2017).

Mikroakigkan sistemlerde hedef in vitro
ortamlarin mikro diizeyde taklit edilmesidir. Optik
seffaflik ve gelistirilen protokollerin otomatik hale
gelmesi gibi avantajlara sahiptirler. Bu sayede mikro
ortamlarda incelenen hiicrelerin morfolojileri ve
islevleri sistematik olarak incelenebilir ve gergek
zamanli olarak taranabilir (Wu ve ark., 2011). Diger
avantajlart ise kiicik boyutlara sahip olmasi
sebebiyle reaksiyon hizlarinin ve analiz siirelerinin
azalmasi, reaktiflerin ve analitlerin tiiketiminin
azalmasi, potansiyel olarak olabilecek zararli yan
tirlinlerin iiretiminin azalmasi ve tek bir ¢ip lizerinde
birden fazla test veya birden fazla entegre islem
yapabilmesidir (van Noort ve ark., 2009).

KOK HUCRELERIN TEDAVIDE
KULLANIMI

Kok hiicre alanindaki ilerlemeler geleneksel ilaglarla
tedavi edilemeyen hastaliklarin tedavisinde hiicre
temelli yontemlerin 6n plana ¢ikmasini saglamistir.

K6k hiicreler monoklonal antikorlara benzer sekilde

kullanilarak kisiye o6zel bir tedavi segenegi
sunmaktadir. Kok hiicrelerin  sahip  oldugu
farklilasma  yetenegi rejeneratif tip olarak

isimlendirilen bu alanin smirlarmin geniglemesini
saglamistir. Kok hiicreler rejeneratif tipda doku
rejenerasyonunu saglayarak, patojenlerin ve kotii
huylu hiicrelerin immiinizasyonu igin otolog,
allojenik ve singenik olarak kullanilabilirler (Mahla,

2016; Kaya ve Tutun, 2021).

Multipotent kok hiicrelerin tedavide kullanimi

Bu hiicreler ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkilere yol acarak
bir dizi

edebilirler. Bu hiicresel ve molekiiler yolaklarin

hiicresel veya mekanik yolu aktive
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inhibe edilmesi veya aktivasyonu ile terapdtik etkiler
sergiledigi bildirilmistir (Mirzaei ve ark., 2017).
Multipotent kok hiicreler dokularda meydana
gelen hasar sonucu kemokin miktarini ve buna bagl
olarak kemokin reseptorlerinin  ekspresyonun
artmas1 sebebiyle hasarli bolgeye goc edebilecekleri
bildirilmistir. Olusturulan hayvan modellerinde
omurilik yaralanmasi, kemik kirigi, otoimmiin
bozukluk,

bozukluklar gibi farkli hastaliklarin tedavisinde

romatoid artrit ve hematopoetik
multipotent kok hiicreler uygulamalarinin basarili
olabilecegi belirtilmistir (Sobhani ve ark., 2017).

Kardiyovaskiiler hastahklar: Multipotent kok
hiicreler miyokard dokusunda meydana gelen
hasarin giderilmesi ve dokunun yenilenmesini
saglar. denemelerde

Yapilan miyokardiyal

perfizyonu ve skar dokusunu iyilestirdigi,
kardiyomiyositlerin yenilenmesini hizlandirdigi ve
endojen progenitér hiicrelerin  aktivasyonunu
sagladig1 belirtilmistir. Bu etkileri ile sistolik ve
diyastolik hacimler gibi kardiyak fonksiyonun
o6nemli derecede iyilesmesini ve kalp yetmezligi
gelisimini azalttigi goriilmiistiir (Miyahara ve ark.,
2006). Bir baska caligmada ise amniyotik kok
hiicrelerin terapdtik potansiyeli ortaya konmustur.
Amniyotik kok hiicreler koroner arterlerde ligasyon
iskemi

uygulanarak olugturulan

Kok  hiicre

sicanlarda

uygulanmustir. tedavisi  sonucu
miyokardiyal hiicre 6liimiiniin 6nlendigi ve dokuda
nekroz gelisiminin azaldig1 belirtilmistir (Bollini ve
ark., 2011).

Kopeklerde enfarktiis sonrasi 6lii miyokard
dokusunun kardiyak progenitdr hiicreleri igerip
icermedigini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligmada
ise hepatosit bilylime faktdrii (HGF) ve insiilin
benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) ile aktive edilen
enfarktiisli  kalbin

kok  hiicreler araciligiyla
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iyilestirilebilecegi ortaya konmustur. Bu ¢aligmada
kardiyak  kok
yiizeylerinde eksprese ettikleri c-kit, MDR-1 ve Sca-

kalpteki hiicrelerin  varlig1

1 ylizey antijenlerinin  tespit edilmesiyle

belirlenmistir. Enfarktlisiin olusumundan sonra
kardiyak  kok

icin HGF ve IGF-1

kalpte  bulunan hiicrelerin
aktivasyonunu saglamak
enfarktiisiin olustugu komsu miyokardiyuma enjekte
edilmistir. IGF-1 ve HGF ilgili hiicreler tarafindan
eksprese edilmekte ve gog, ¢ogalma ve hayatta
kalmalarini aktive ederler. implantasyonun ardindan
ekokardiyografik ve yapisal parametler
incelenmistir. Elde edilen veriler sonucunda biiyiime
faktorii  uygulanan grubun biiyiime faktorii
uygulanmayan gruba kiyasla progenitdr hiicrelerin
sayis1 artmustir (Linke ve ark., 2005). HGF’nin
damar biiyiimesini ve miyokadiyal rejenerasyonu
arttirdig1 bildirilmistir. IGF-1’in uyarilmasi ise hiicre
Oliimlerinin oniine geger ve kardiyomyositlerin
farklilasmasini indiikler (Reiss ve ark., 1996).
hastaliklar: In vitro

kok

Otoimmiin

denemelerde amniyotik hiicrelerin
hematopoetik hiicrelere farklilasma yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir. Immiin yetmezligi olan
farelerde amniyotik kok hiicre transplantasyonundan
4 ay sonra bu kok hiicrelerden farklilagan makrofaj,
dogal 6ldiiriicii hiicre, B ve T lenfositlerinin varlig:
tespit edilmistir. Bu sonuclar multipotent yapidaki
amniyotik kok hiicrelerin hematopoetik sistemde
otoimmiin

immiinmodiilasyon saglayarak

hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini
gostermistir (Ditadi ve ark., 2009).

Deneysel bir fare modeli {izerinde yapilan bir

calismada farelerde deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit olusumu indiiklenmis ve
mezenkimal multipotent kok hiicreleri tedavi

amaciyla kullanilmigtir. Multipotent kok hiicreler

hastaligin indiiklenmesinden 6nce koruyucu amagl
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olarak  ve  hastaligin  olusumu  sirasinda
uygulanmustir. Her iki dénemde de 1x10°® hiicre
intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan kok
hiicreler farelerin tibia ve femurlarinda bulunan
kemik iliginden izole edilerek hazirlanmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda multipotent kok hiicreler
hem anti-CD3 veya anti-CD28 ile aktive edilen
farelerde, hem de miyelin  oligodendrosit
glikoproteini (MOG) ile uyarilmis farelerde olusan T
hiicre yanitlarinin inhibe edilmesini saglamistir.
Buna bagli olarak multipotent kok hiicrelerin
farelerde T hiicresi aracili deneysel otoimmun
ensefalomiyeliti tedavi ettigi bildirilmistir (Zappia
ve ark., 2005).

Diyabet: Diyabet diinya tizerinde her yastan
insanda goriilebilen kronik bir hastaliktir. Son
yillarda diyabet tedavisi i¢in diizenli insilin
enjeksiyonu, insiilin pompasinin kullanimi, Beta
hiicresi veya pankreas nakli gibi yontemler
kullanilmaktadir. Yapilan calismalar multipotent
hiicrelerin diyabet tedavisinde kullanilabilecegini
gostermistir. Amniyotik kok hiicrelerin uygulandigi
diyabetik farelerde insiilin ve GLUT-2 mRNA'nn
ekspresyonun arttigi ve kan glikoz seviyesinin
distiigli gozlenmistir. Buna bagli olarak da viicut
agirliklarin normal seviyelere diistiigii belirtilmistir.
Amniyotik kok hiicrelerin instilin ve glukagon iireten
hiicrelere farklilagsarak bu hormonlarin seviyelerinin
yiikselmesini saglamistir. Bu etkileri ile diyabet
tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Wei ve
ark., 2003; Sobhani ve ark., 2017).

Karaciger yetmezligi: Karaciger dokusu,
parankiminde  olusabilecek  bir  yikimlanma
sonrasinda gii¢lii bir rejenerasyon potansiyeline
sahiptir. Bazi durumlarda rejenerasyon kapasitesi
yetersiz kalir ve karaciger yetmezligi meydana gelir.
karaciger  hasarmin

Olusan giderilmesi  ve

rejenerasyonun desteklenmesi amaciyla mezenkimal
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kok hiicrelerin kullanimi i¢in ¢alismalar yapilmustir.

MSC’lerin hepatositler rejenerasyon sagladigi,

immiinomodiilatér ve antiinflamatuar yanitlar
indiikledigi belirtilmistir. Ayrica proinflamatuar

fibrinojenik sitokin aktivitesini inhibe ederek ve

apoptozisi azaltarak etkili olmustur. Apyrica,
MSC’lerin epidermal biiylime faktéri (EGF)
salgilayarak  hepatosit  proliferasyonunu  ve

fonksiyonunu sagladigi belirtilmistir (de Miguel ve
ark., 2019).
Klinik denemelerde MSC’ler

(IV), intrahepatik (portal ven veya hepatik arter

intravendz

araciligiyla) ve intrasplenik gibi cesitli yollarla
hastalara nakledilmistir. IV enjeksiyon kolay
uygulanabilirligi sebebiyle klinik uygulama igin en
¢ok kullanilan yoldur. Uygulama kolayligina
ragmen, uygulanan hiicrelerin 1-2 saat igerisinde
yaklasik %60’lik kisminin akcigerde birikebilecegi
ve immiin sistem hiicreleri tarafindan temizlenmesi
sebebiyle karacigere ulagamayacagi bildirilmistir.
Intraportal enjeksiyon ise daha hizli uygulama ve
hedef doku disinda birikimin olmamasi sebebiyle
MSC’lerin karaciger hastaliklarinda kullanimi igin
en uygun yoldur. Intraspleknik yontem ise en az
kullanilan uygulama yoludur (Yang ve ark., 2020).
Solunum yolu hastaliklari: Solunum yolu
hastaliklar1 hafif soguk alginlig: gibi hastaliklardan
pnomoni, pulmoner emboli, akut astim ve akciger
kanseri gibi tehlikeli hastaliklara kadar cesitlilik
hasliklarin  tedavisi

gosterebilir.  Bu icin

bronkodilatorlerin - kullanimi, organ nakli ve

rejenerasyonun  saglanmasi  gibi  secenckler
mevcuttur. MSC’ler sahip olduklar1 rejenerasyon
kapasitesi ile obstriiktif brongiolit, idiyopatik
pulmoner fibroz ve KOAH gibi kronik akciger
hastaliklarinin tedavisinde terapdtik bir ajan olarak
kullanilabilirler. Plasental ve kemik iliginden elde

edilen MSC’ler endoktoksin veya bakteriyel
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kaynakl akciger doku  hasarinda

doku

gelisen

inflamasyonu  ve hasarin1  azalttig
belirtilmistir. Ayrica, endojen kok hiicrelerin hasarli
bolgeye ulasmast ve lokal kdk hiicrelerin ise
farklilasma sinyallerinin olusturulmasiyla akciger
dokusunda rejenerasyonu baslattigr  diisiiniiliir.
MSC’ler tarafindan salgilanan stromal hiicrelerden
tiretilen faktor (SDF-1) ismi verilen kemokinin
anjiogenesi sagladigt ve MSC’lerin rejeneratif
etkilerine aracilik ettigi belirtilmistir. Bununla

birlikte inflamatuar sitokinlerin ve biiylime

faktorlerinin iiretiminin baskilanmasiyla

antiinflamatuar ve koruyucu etki gosterirler
(Hosseinirad ve ark., 2018).

Infeksiy6z hastaliklar: Farkli yiizeylerde
veya doku implantlarinda olusan biyofilmleri tedavi
etmek i¢in tek basina antibiyotik kullaniminin yeterli
olmadig: ve antibiyotiklerle beraber alternatif tedavi
seceneklerine de ihtiyag oldugu bildirilmistir
(Johnson ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda
mezenkimal kok hiicrelerin fagositlerin aktivitelerini
ve antimikrobiyal peptitlerin aktivitelerini arttirarak
bildirilmistir

antimikrobiyal etkinlik gosterdigi

(Krasnodembskaya ve ark., 2012; Alcayaga-
Miranda ve ark., 2015).
kronik bir

Staphylococcus aureus enfeksiyonunda MSC’lerin

Farelerde olusturulan
etkisi antibiyotiklerle beraber degerlendirilmistir. Bu
caligmada tedavi edilmeyen kontrol grubu, sadece
antibiyotik uygulanan grup, sadece MSC uygulanan
grup, aktive edilmis MSC uygulanan grup, MSC ile
beraber antibiyotik uygulanan grup ve aktive edilmis
MSC ile birlikte antibiyotik uygulanan grup olmak
iizere 6 farkli grup olusturulmustur. Antibiyotik
olarak amoksisilik-klavulanik asit oral yoldan,
MSC’ler ise sistemik olarak uygulanmistir.
Uygulama sonunda Toll benzeri reseptér 3 (Toll

Like Receptor 3-TLR3) ligand1 ile aktive edilmis
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MSC ile beraber antibiyotik uygulanan grupta
yapilan biyoliiminesans goriintiileme ve kiiltiir
yoluyla bakteri sayimma dayali olarak yara
bolgesinde bakteri yiikiinii 6nemli 6l¢iide azaltan tek

tedavi oldugu bildirilmistir (Johnson ve ark., 2017).

Pluripotent kok hiicrelerin tedavide kullanim

Pluripotent kok hiicreler sonsuz sayida ¢ogalma ve
iic embriyonik germ katmanmi da farklilagma
yetenegindedir. Bu 6zellikleri ile ¢esitli hastaliklarin

tedavisinde kendisine yer bulmustur. Klinik

kullanim i¢in iki tip pluripotent hiicre kullanilir.
Bunlar embriyonik kok hiicreler ve iPSC'lerdir.
Insan embriyonik kok hiicreleri (hESC) ile omurilik
yaralanmalari, yasa bagli makula dejenerasyonu ve

tip 1 diyabet gibi g¢esitli hastaliklarin  ve

yaralanmalarin tedavisi icin aragtirmalar

stirmektedir. HESC’lerin klinik kullanimiyla iliskili
olarak iki endise mevcuttur. Bunlar; insan
embriyolarinin kullanilmasryla ilgili etik sorunlar ve
kok  hiicre

bagisiklik

tedavisinin

reddidir.

ardindan olusabilecek
Bagisiklik reddinin
giderilebilmesi igin arastirmacilar niikleer transfer
yoluyla hastanin kendi somatik hiicrelerinden hESC
iiretmek i¢in ¢aligmalar yapmislardir. Bu amagla ilk
calismalardan biri 1996 yilinda koyun Dolly

iizerinde yapilmisgtir. Dolly iizerinde yapilan

caligmalarin  olumlu sonuglar vermesi bilim
insanlarinin bu alana yonelmelerini saglamigtir. Bu
dogrultuda somatik hiicrelere Oct3/4, Sox2, Klf4 ve
cMyc gibi yeniden programlama faktdrlerinin

aktarilmasiyla pluripotensin indiiklendigi
belirtilmistir ve bunun sonunda iPSC’ler elde
edilmistir. insan iPSC’leri ilk kez 2007 yilinda
iiretilmeye baslanmistir. O tarihten gliniimiize kadar
birgok arastirmaci iPSC’lerin hastalar tizerinde

kullanim1 konusunda calismalarin1 strdiirmektedir
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(Takahashi ve ark., 2007; Freund ve ark., 2010;
Yamanaka, 2020).

Diyabet: Son yillarda biyoteknolojik
iiriinlerdeki gelisim diyabet tedavisi i¢in yeni
stratejilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bunlar
gen terapisi, doku mithendisligi ve hiicre terapisidir.
Bu dogrultuda kok hiicrelerin farklilasmasi ile
insiilin  salgilayan hiicrelerin veya adaciklarin
transplantasyonuna dayanan yeni prosediirler
gelistirilmigtir (Liras ve ark., 2013).

IPSC’ler ile B hiicrelerinin iiretimi ilk olarak
2008 yilinda gergeklestirilmistir. In vitro olarak dort
asamali bir prosediirle insan dermal fibroblast
hiicrelerinden tiiretilmis iPSC’ler fonksiyonel
insiilin {iretme yetenegine sahip adacik benzeri (ILC)
hiicrelerine farklilagmistir. Bu hiicreler glikoz
stimulasyonuna yanit olarak insiilin salgilamis ve
inslilin miktarinin doza bagli sekilde arttirdig:
belirtilmistir (Tateishi ve ark., 2008; Soejitno ve
Prayudi, 2011).

Tip 1 diyabet (T1DM) hastalarinin deri
fibroblast hiicreleri kullanilarak yapilan bir bagka
calismada ise iPSC’lerin insiilin lreten hiicrelere
farklilasabilecegi belirtilmigtir. DiPS (T1D-specific
iPS cells) olarak da isimlendirilen bu hiicreler
hastaya 6zgii otolog bir hiicre kaynag: olarak islev
gorebilir ve bu sayede klasik allojenik kok hiicrelerin
sebep olabilecegi bagisiklik reddinin olusmasinin
ontine gecilebilirler (Maehr ve ark., 2009).

Tip 2 (T2DM) diyabet modelinin
olusturuldugu farelerde intraportal yolla karaciger
parankimine iPSC’lerin uygulanmasindan sonra
insiilin tireten P benzeri hiicrelere farklilagtigi ve kan
glikoz seviyelerini normal seviyelere diisiirdiigii
belirtilmistir. Yapilan ¢aligmalarla olugsan P benzeri
hiicrelerin karaciger parankimine stabil ve esit bir

sekilde dagildigi bildirilmistir. Bu nedenle iPSC
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hiicresinden elde edilen insiilin iireten P benzeri
hiicrelerin hem TIDM hem de T2DM fare
modellerinde in vivo kan glikoz seviyesini
normallestirebildigi ve bu hastaliklarin tedavisi igin
bir segenek olabilecegi belirtilmistir (Soejitno ve
Prayudi, 2011).
Kardiyovaskiiler =~ hastahklar:  Insan
pluripotent kdk hiicrelerinin  kardiyomyositlere
farklilasma yeteneginin oldugunun belirlenmesi
rejeneratif tipta biiyiik bir ilgi uyandirmistir. Ancak
kalp dokusuna erisimin zor olmasi, fazla miktarda
elde edilememesi ve

hiicre  popiilasyonun

prosediirlerin karmasik olmasi, insan

kardiyomyositlerinin in vitro modeller tizerinde
gelistirilmesinin  6niinde engel teskil eder. Bu
engellerin giderilebilmesi i¢in bazi ¢6ziim Onerileri
sunulmustur. Bunun i¢in yeni dogan hayvanlarin
kardiyomiyositler izolasyonu ve bazi hedef
proteinleri yiiksek diizeyde eksprese eden yeni
modellerin  insan

modeller sunulmustur. Bu

kardiyomiyositler ~ kiyasla  fizyolojik  agidan
farkliliklar barindirmasi, yiiksek maliyet ve cesitli
etik sorunlar1 beraberinde getirmesi bu yontemlerin
simirlt  kullanimma  neden

olmustur.  Yapilan

calismalarda aktif kardiyomiyosit hiicrelerine
farklilasma yetenegine sahip tek yetigkin kok
hiicrenin kardiyak progenitér hiicreler oldugu
belirtilmistir (Lu ve ark., 2011).

Pluripotent kok hiicrelerin kardiyomiyositler
farklilasmasi i¢in Fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
kemik morfogenetik proteini 2 ve 4 (BMP2, BMP4),
Aktivin A, Wnt3a gibi spesifik biiylime faktorleri
kullanilmaktadir (DeGeorge ve ark., 2008; Lu ve
ark., 2011; Zhang ve ark., 2012).

Kardiyomiyositlerin  transplantasyonu ile

yapilan rejeneratif caligmalarda deri

fibroblastlarindan elde edilen iPSC’lerin kalp

yetmezligi olan sicanlarda basariyla uygulandigi
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belirtilmigtir. ~ Miyokard  infarktusu  bulunan
kobaylarda yiiriitiilen bir baska ¢aligmada ise hiicre
transplantasyonundan sonra kalp fonksiyonlarinin
normal dondiigli ve ventrikiiler aritmilerin azaldig:
belirtilmistir. Hiicrelerin kalp dokusuna
transplantasyonu igin dogrudan kalp i¢ine uygulama
ve hiicre yapragi teknolojisi kullanilmaktadir. Hiicre
teknolojisi  hiicrelerin

yapragi epikardiyuma

nakledilerek ¢ok katmanli bir kardiyomyosit
tabakast olugturulmasi saglanir. Miyokard dokusu
elektriksel olarak yalitkan bir yapiya sahip oldugu

icin bu yontem ile alict kalbinin elektrofizyolojik

senkronizasyonun bozulmamasin1 saglamaktadir.
(Kishino ve ark., 2020).
Norodejeneratif hastaliklar:

Norodejeneratif hastaliklar motor noron islev
kaybinin veya merkezi sinir sistemindeki (MSS)
ndronlarmn progresif ve kontrolsiiz bir sekilde dliimii
ile sekillenir. Alzheimer (AD), Parkinson (PD),
amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve multipl skleroz
(MS) gibi noronlarda dejenerasyonla seyreden
hastaliklarin tedavisi i¢in yeni terap6tik stratejilere
ihtiyag vardir. Yapilan calismalarla iPSC’lerin kiiltiir
ortammda uzun siireli korunabilmesi,

kaldiklarinda

yeniden

programlama faktdrlerine maruz

farklilasma yetenekleri, nororejeneratif tip ve
norolojik hastaliklarin modellenmesi alanlarinda
umut verici terapotik yaklasimlar saglar. IPSC
hiicreleri kullanilarak MSS veya periferik sinir
sisteminde etkin bir noral populasyon olusturmak
icin Rho ile iligkili protein kinaz (ROCK) inhibitorii
olan Y-27632 bilesigi kullanilarak embriyoid
cisimcigin (EB) olusumu saglanir. Elde edilen bu
kiiltir ortaminda

iPSC

yap1 besleme ve dogrudan

indiiksiyon  ile hiicrelerinden  ndral
populasyonun olusumunu saglar (Kolagar ve ark.,
2020). Ayrica, doniistiirlicii bitylime faktorii (TGF)

inhibitorleri ve BMP sinyali kullanilarak noral
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indiiksiyon etkinligini ve hizin1 biiylik o6lgiide
artirilabilecegi bildirilmistir (Tabar ve Studer, 2014).

Yeniden programlama teknolojisi ile elde
edilen iPSC hiicreleri insanlarda noérodejeneratif
hastaliklar1 modellemek ve tedavi etmek i¢in 6nemli
bir  potansiyele sahiptir. Norodejeneratif
hastaliklarda hastaya 6zgii iPSC hiicreleri (6rnegin
deri Dbiyopsisinden izole edilerek hiicrelere

transkripsiyon faktorlerinin transferi ile tiiretilen) iki
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durumlarda (8rnegin ailesel Parkinson hastalig1)
DNA dizisini onarmak i¢in gen hedefleme
kullanilabilir. Gene gore diizeltilmis hastaya 6zgii
iPSC hiicreleri daha sonra etkilenen ndronal alt tipe
(6rnegin, orta beyin dopaminerjik noronlar) gore
farklilagsmaya ugratilir ve hastanin beyin dokusuna
nakledilir. Bir diger kullanim yolu ise hastadan
alinan hasarli hiicreler in vitro ortamda incelenir ve

hiicreler iizerinde potansiyel ilaglar taranarak yeni

farkli sekilde kullanilabilirler. Bunlardan birincisi

hastaliga

neden olan mutasyonun

bilindigi

terapoOtik  bilesiklerin  kesfedilmesine

olabilir (Robinton ve Daley, 2012).

Tablo 2. K&k Hiicre Tedavisinde Kullanilan Onaylanmis Uriinler (Cuende ve ark., 2018).

Kok Hiicre Kok Hiicre Kullanildig1 Hastallk  Onay Yili ve Onay
Yapisi Yeri
Cellgram®-AMI Otolog Kemik Akut Miyokard 2011- Giiney Kore
Iligi Kaynakli Infarktiisii
Mezenkimal Kok
Hiicre
HPC, Cord Blood Allojenik Kordon  Hematopoietik 2012- Amerika
(Ducord) Kan1 Kaynakli Hastaliklar
Hematopoietik
Kok Hiicre
Cartistem® Insan Gébek Osteoartritli hastalarda 2012- Giiney Kore
Kordonu diz kikirdak
Kanimdan kusurlarinin tedavisi
Tiiretilmis
Mezenkimal Kok
Hiicre
HPC, Cord Blood Allojenik Kordon ~ Hematopoietik 2013- Amerika
(Allocord) Kan1 Kaynakli Hastaliklar
Hematopoietik
Kok Hiicre
Neuronata-R® Otolog Kemik Amyotrofik Lateral 2014- Giiney Kore
iligi Mezenkimal ~ Skleroz (ALS)
Kok Hiicre
Tedavisi
Holoclar Otolog Insan Kornea Hastaliklar1 2015- EMA
Kornea Epitel
Hiicreleri
Temcell HS Mezenkimal Kok  GVHD 2015- Japonya
Hiicre
Remestemcel-L Insan Mezenkimal ~Akut graft-versus-host  2015- Kanada
(Prochymal) Kok Hiicre hastaligi (GVHD)
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Tablo 2. (devami).
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Kok Hiicre

Kok Hiicre
Yapis1

Kullanildig1 Hastahk

Onay Y1l ve Onay
Yeri

HPC, Cord Blood

Allojenik Kordon

Hematopoietik

2016- Amerika

(Clevecord) Kan1 Kaynakli Hastaliklar
Hematopoietik
Kok Hiicre
Stempeucel® Mezenkimal K6k  Buerger Hastaligina 2016- DCGI
Hiicre Bagli Ekstremite
Iskemisi
MPC therapy Mezenkimal Kok  Sol Ventrikiil Sistolik ~ 2017- Amerika
Hiicre Disfonksiyon
CEVAI101 Otolog Kemik Travmatik beyin 2017- Amerika
fligi Kaynakli hasar1
Kok Hiicre
Multistem Multipotent Iskemik inme 2017- Amerika
Yetiskin
Progenitor Hiicre
AST-OPC1 Pluripotent Omurilik 2017- Amerika
Embriyonik K6k  Yaralanmalari
Hiicre
ATIR101 Hematopoietik Ek Immiinoterdpatik 2017- Amerika
Kok Hiicre
Ixmyelocel-T Mezenkimal Kok Iskemik Dilate 2017- Amerika
Hiicre Kardiyomiyopatiye
Bagli flerlemis Kalp
Yetmezligi
jCell Retina Progenitér  Retinitis pigmentosa 2017- Amerika
Hiicreleri
HPC, Cord Blood Allojenik Kordon ~ Hematopoietik 2018- Amerika
(Hemacord) Kani1 Kaynakli Hastaliklar
Hematopoietik
Kok Hiicre
Darvadstrocel (Alofisel ®) Insan Mezenkimal ~Crohn hastaligi ile 2018- EMA
Kok Hiicre iligkili perianal
fistiiller
Cupistem® Otolog Yag Crohn hastaligi ile 2018- Giiney Kore
Dokusu Kaynakli  iliskili perianal
Mezenkimal Kok fistiiller
Hiicre
Alofisel Allojenik Adipoz  Crohn hastalig ile 2018- Isvigre
Kok Hiicre iliskili perianal
fistiiller
Stemirac Mezenkimal Kok Omurilik Yaralanmas1 ~ 2018- Japonya
Hiicre
Romyelocel-L Hematopoietik AML'li hastalarda 2018- Amerika
Kok Hiicre bakteri ve mantar
enfeksiyonlarinin
Onlenmesi
CLBS14-RfA Hematopoietik Refrakter anjina 2018- Amerika
Kok Hiicre
CAP-1002 Allojenik Kok Duchenne Muskiiler 2018- Amerika
Hiicre Distrofi

EMA: European Medicines Agency, DCGI: Drug Controller General of India.
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SONUC

Kok hiicrelerin kendini yenileme ve adiposit,
osteosit, kondrosit, néron hiicresi gibi farkli hiicre
tiplerine  farklilagma  yeteneginin  bulunmasi
hastaliklara kars1 yeni bir rejeneratif stratejinin
gelistirilmesini saglamistir. Bununla birlikte kok
hiicre biyolojisi iizerine yapilan ¢aligmalar kok hiicre
liretiminin ve izolasyonunun daha kolay ve anlagilir
olmasini saglamistir. Kok hiicre teknolojisindeki bu
ilerlemelerle hastaliga gore uygun kok hiicre tipinin
secilmesi, kok hiicrelerin farklilagmasinin daha
uygun sekilde gerceklemesi ve yan etkilerin

azaltilmasi saglanmigtir. Laboratuar ve Klinik

denemelerin olumlu sonuglar vermesi rejeneratif
tipta kok hiicreye olan ilgiyi daha da arttirmaktadir.
Yakm gelecekte kok hiicre uygulamalarinin ¢ok

gesitli  hastaliklarin  tedavisinde  kullanilmasi

beklenmektedir.
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