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1. K6k Hiicre Tanimi

Kbk hlcre basitce dusunuldiginde yasamin kaynagidir. Patolojinin
onculerinden Dr. Rudolph Virchow'un dedigi gibi “Her hicre bir hicreden
meydana gelir”. Bu zincirin en basinda da ddéllenmis ovum (zigot) bulunur. Bu
olusum, canlilardaki en yetkin farklanma kapasitesine sahip (totipotent) olan
hlcredir ve kisa sure icinde dnce embriyo, daha sonra da tim dokularin
olusmasina onciiliik eder’.

Zigot, uterusa tam bir gebelik Griini verebilirken (totipotent), daha ileri
asamada bulunan hUcrelerin potansiyelleri azalmistir. Morula hcreleri bir
embriyonun her bdlimuna teskil edebilirler, bu nedenle totipotent olarak kabul
edilmektedirler. Ardindan gelen blastokist hiicreleri, fetusu olusturan yaklasik
200 c¢gesit hicreye farklanabilme (pluripotent) seklinde sinirlaniriar.
implantasyon sonrasi endoderm, ektoderm ve mezoderme farklanan hiicreler
multipotent karakter kazanip ancak bu tabakalardan birine ait hicreleri
olusturur ve de gametlerin unipotent 6ncl hiicrelerini meydana getirir (Tablo-
1).

Blastokistin i¢ hlicre kitlesinde yer alan hicreler embriyonik kék hicreler
olarak adlandirilirlar. Embriyoya ait ektoderm, mezoderm ve endoderm
tabakalarina ve bunlarin ileride olugturacaklari organ sistemlerine ait tim
yapilara farklanma 6zelligine sahip pluripotent hicrelerdir. Fétustan itibaren
¢ocukluk dénemi de dahil olmak Uzere gelismekte olan organizmada ve hatta
yetiskinde belirli bazi bolgelerde yetiskin kdk hiicreler (dokuya 6zgl kok
hicreler) bulunur ki bunlar gerektiginde ¢ogalabilen ve sinirli sayida hiicreye
farklanabilen hiicrelerdir'#®"®.
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Tablo-I: Kok hiicre tipleri, farklanma etkinlikleri ve farklanma yonleri.

isim Hiicre Tipi (Yerlesim) Farklanma Farklanma Yonu
Etkinligi
EKH | Morula asamasindaki Totipotent Embriyo ve embriyo disi dokular
hucreler

EKH | Blastokist asamasindaki i¢ Pluripotent Embriyo gévdesi (TUm somatik ve

hiicre kitlesi hicreleri germ hicreleri)

EKH | Gastrula asamasindaki Pluripotent Endoderm, mezoderm ve ektoderm
epiblast hicreleri hicreleri

EKH | Ektoderm, mezoderm ve Pluripotent Tim somatik hiicreler

endoderm hiicreleri

YKH | Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Dokuya gore bir veya daha fazla tiirde
huicre
YKH | Bir dokudaki yerlesik Unipotent Bir hiicre tipi
hiicreler

2. Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri:

2.1. Farklanma (Plastisite):

Farklanma, ¢ok hiicreli organizmalari olusturan hiicrelerin olgunlasma ve
uzmanlasma surecinde gegcirdikleri bir dizi degisimi tanimlamak i¢in kullanilir.
Farklanma sitokinlerin, biylime ve farklanma faktorlerinin, hiicre disi matriks
proteinlerinin ve hdcrelerarasi iletisimlerin kombine etkisiyle basarilan
karmasik olaylar butliniddar.

Farklanmaya giren hicre, bir yandan bélunmeyi durdururken bir yandan da
cevresinden gelen sinyallere yanit vermeye hazirlanir. Bunun igin genellikle
enzim-bagiml ylzey reseptorleri, hiicre igi reseptdrler ve aktivasyon yolaklari
ortaya ¢ikararak hiicrede bazi olaylarin baglamasini tetikler. Ornegin, Eiraku
et al® bir noronal kok hiicrenin, notch sinyalizasyonu varliginda glia
prekirsorlerine farklandigini  gdstermistir. Notch sinyalizasyon reseptoéri
eksprese eden hiicre, ligandi olan DNER isimli transmembran proteini ile
etkilesime girerse, glia hucresi olusumu indiiklenmektedir."*

Bazi hicrelerde HIV virusuyle de farklanma uyarilabilir. Cotter et al. HIV
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proteini ile osteojenik farklanma tanlmlam|§t|r.4 Buna karsin bazi onkogen
Urtnleri farklanmayi geriye gevirebilir; bu yolla yetiskin bir hiicre pluripotent
Ozellik kazanip malign timodr hicresine donusebilir. Kitanéz Kaposi's
Sarcoma, insan herpesviris 8'in yol agtigi bir timoér dokusudur ve AIDS
olduguna isaret hastaliklardan biridir.°

2.1.1. ileri Farklanma:

Bir hicre igin ileri farklanma sureci, genellikle o hicrenin ¢ogalma
surecinin bittigi noktadan baglar. Dolayisiyla her iki stre¢ genellikle ayni
zamanda meydana gelmez. S6z konusu hicre, ¢odalma sirecinde oOnce
yeterli sayiya ulasir, sonra ¢ogalma (yani kendini yenileme streci) ile ilgili
hlicre yuzey ve hicre i¢i yolaklar genellikle kapatilir ve farklanma ile ilgili
mekanizmalar devreye girer. Bu surecte hicre, bélinme déngustnden kalici
veya gegici olarak gikar ve GO fazina girer.’

2.1.2. Yonlendirilmis Farklanma:

Laboratuvar ortaminda, kok hucrelerin belli bir gizgide farklanmasinin
saglanmasi ya da yoénlendiriimis farklanma; ya belli kimyasal ve fiziksel
kosullarin yerine getiriimesi ile ya da dogrudan hicrenin genetik programinin
degistiriimesiyle basarilir. Ornegin; yetiskin bir kék hicresinin yag hiicresine
farklanmasi igin kultir ortamina belli dozlarda deksametazon, indometazin,
izobutil metilksantin ve insilin gibi dogal hormon ve yapay kimyasal maddeler
eklenir. Bu maddelerin in vivo ortamda kdok hicrelerin yad hicresine
doénlsimind uyarip uyarmadiklari bilinmese de, in vitro ortamda genellikle
birka¢ haftada bu yolla elde edilen yad hucreleri in vivo kargiliklariyla
kiyaslanacak dizeyde olgunlagirlar. Benzer gsekilde kiltir ortamina
deksametazon, askorbik asit ve B-gliserofosfat eklendiginde de osteojenik
farklanma saglanir.’

2.1.3. Geriye Farklanma ve Uyarilmig Pluripotent Kék Hiicreler
in vitro farklanmanin bir bagka yolu, viral ya da plasmid gibi gesitli vektérler
kullanarak genetik yeniden programlama yapmaktir. Uyariimis pluripotent kdk
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hicreler bu sekilde elde edilirler. Somatik hicreler, ¢esitli viral veya non-viral
vektorler kullanilarak Oct3/4, Sox2, kIf4, c-Myc ve benzeri embriyonik kok
hlcrelerine 6zgu genleri aktif hale getirerek geriye farklanma saglarlar.7

2.1.4. Ara Farklanma:

Ara farklanma, bir yonde farklanmis hiicrenin bir bagka hiicreye dogru
farklanmasidir. Salamanderin gézinde gerceklesen Wolf onarimi olayinda,
g6zdeki mercegin cikariimasiyla iris hicreleri lensi olugsturmak Uzere
farklanirlar. Buna benzer Ornekler ile ¢cogu zaman karsilasiimadidi igin ara
farklanma kavrami hala tartismaya aciktir. Ancak patolojide metaplazi ya da
Oteye farklanma kavrami, bir ara farklanma modeli olarak kabul edilebilir.
Metaplazide, mide epitel hiicrelerinin bazilarinin veya kok hicrelerin badirsak
epitel hicrelerine doniusmesi (intestinal metaplazi) bir ara farklanma modeli
olarak kabul edilebilir."

2.2. Kendini Yenileme:

Kok hucresinin genel 6zelliklerinden biri de kendini yenileme o&zelligidir.
Kdék hicre, yasami boyunca kendi kopyasini alacak sekilde, &zellesme
olmaksizin ¢odalmakta ve gerektiginde organ ve dokuya 6zgu 6ncu hicrelere
dénismektedir. Kok hicreler bélinmeler esnasinda bir yandan 6nci hiicreye
farklanacak hicreyi Uretirken bir yandan da kendi yedegini almaktadirlar. (Kék
hiicre + Oncii hiicre) Bu olay asimetrik hiicre béliinmesi sonucu olusur ve kdk
hicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasini saglar. Drosophila
yumurtaliklarinda, asimetrik bolinme gt’>r[]lmektedir.1’8

Asimetrik hicre bdlinmesi, hem hicre i¢ci hem de hicre digi etkenlerin
birlikte ¢ok siki kontrol edilmesini gerektirir. Farkli mikrogevrelerde bulunan
hicrelerin kaderleri de farkli olmaktadir. Nisi olusturan hiicredigi matriks
bilesenleri, komsu hucreler ve salgi proteinleri kdk hicrelerin sayisini kontrol
eder. Ornegin Drosophila ovaryumunda kok hiicrelerin boliinme ekseni nig
tarafindan belirlenir; mitoz mekigi nise dik agiyla konumlanir. Bdylece nise
yakin taraftaki hiicre, kok hicre 6zelligini korurken uzaktakiler farklanir.

Hucre igindeki asimetri, bazi organellerin, protein gruplarinin ve RNA’nin
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yavru hiicrelerden sadece birisine aktariimasiyla basarilir. Bazi c¢alismalar
DNA’nin da asimetrik dagildigini gostermektedir. Bélinmenin sonunda orijinal
DNA, yavru hucrelerden birisine giderek kararlanma gegirir, 6ncl hiicreye
donlsecek olan diger hiicrede yeni DNA sentezi gergeklesir. Bu mekanizma
sayesinde kok hucreler, yeni sentezlenen DNA'da meydana gelebilecek ve
birikim ortaya ¢ikaracak olan mutasyonlardan korunmakta ve her zaman ayni
genoma sahip hicreler olarak bozulmadan kalabilmektedir."

Her ne kadar kok hicre havuzunu sabit tutabilmek igin asimetrik hiicre
bdélinmesi gerekli ise de embriyonun gelisim sirecinde ve doku onariminda
gerekli olan yeni hlcre gereksinimini kargilayabilmek igin simetrik hlicre
béliinmesi de gergeklesmelidir. Ozellikle doku islevlerinin  harabiyet
durumlarinda bu mekanizmayla kdk hicrelerin dncu hucrelere donuserek kisa
zamanda onarimi garanti altina alr. (Oncl hiicre + Oncl hiicre) Bununla
birlikte kdk hicreler de simetrik olarak bolinerek yeni kok hicreler olusturur.
(KSk hicre + Kok hiicre)™®

Hicrelerin boélinme kapasitelerini kromozomlarin u¢ kisminda bulunan,
telomer denilen DNA zincirleri belirler. Telomerler ne kadar uzunsa, huicreler o
kadar c¢ok bolinebilirler. Telomerlerin uzun kalmasini saglayan telomeraz
enziminin aktivitesi, kok hucrelerde c¢ok fazladir, bu nedenle ¢ok sayida
béliinme kapasitesine sahiptirler.®

2.3. Kokluluk:

Kokluluk terimi, kok hucreleri diger hicrelerden ayirt eden hucresel ve
molekuler 6zellikleri tanimlamak igin kullanilir. Kék hicrelerin imzasi olarak
kabul edilen bu 6zellikler, 6zgiin gen ifadeleri veya translasyon sonrasi bir dizi
degisimler olup bunlar sayesinde kok hicreler farklanmaksizin 6zgin
yapilarini ve islevlerini korurlar.

Hucrelerin ylzeyinde yer alan, hicrede sinyal yolaklari veya hicre-hicre
yapisma molekdlleri olarak rol oynayan belirtegler kullanilarak kok hcre tipi
belirlenebilir. Bu belirteglerden birgogu farklanma kimeleri (Clusters of
differentiation, CD) olarak bir baghk altinda toplanmistir. Ornegin;
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hematopoetik kok hicreler icin en yaygin CD belirtegleri CD33 ve CDA45;
mezenkimal kok hicreler icin ise CD29, CD79, CD10°tir. Farklanma kimeleri
disinda, transkripsiyon faktorleri, enzimler veya buyime faktorleri de
belirtegler arasinda say|lmaktad|r.1

3. K6k Hiicre Tirleri:

3.1. Embriyonik Kok Hiicre:

insan embriyonik kék hiicre arastirmalari, son yillarda gerek toplumlarda
gerekse bilim cevrelerinde yogdun ilgi uyandiran bir konudur. Bu durum
Ozellikle cesitli hastaliklarla mucadelede tasidiklari ylksek potansiyelden ve
insan  blastokistlerinden elde edilmelerinin  tasidigi  etik  boyuttan
kaynaklanmaktadir.

Evans ve Kaufman'', 1981’de erken fare embriyosundan embriyonik kok
hicre elde etmeyi basarmiglardir. Bu g¢alisma sonrasi, Thomson et al.”
1998’de, ilk kez insan embriyonik kok hicre dizilerini laboratuvarda
tiretmiglerdir. Onceleri bu hiicreler, in vitro fertilizasyon ydntemlerinde tGreme
amagcl olarak ortaya ¢ikmis olsalar da daha sonra deneysel arastirmalarda
kullanilmak tzere bagislanmiglardir. 2007 yilinda, ayni ¢alismacilar, genetik
olarak reprogramlama ile bazi 6zellesmis erigkin kok hicrelerden, kék hicre
benzeri hilcrelerin olusumuna izin veren 06zel sartlari belirlemis ve bu
hlcrelere uyariimis pluripotent kok hiicreler adini vermiglerdir.13

Embriyonik kdk hucreleri, iki cok dnemli dzellige sahiptirler ve bu 6zellikler
sayesinde rejeneratif tibbin odak noktasi haline gelmislerdir:

¢ Kendini yenileme sireci ile farklilasmaksizin prolifere olma becerisi,

o Farklilasma igin induklendiklerinde 6zellesmis hicre tirleri olusturma

potansiyeli."

3.1.1. Embriyonik Kok Hiicrelerin Eldesi:

Embriyonik kdk hucrelerin eldesinde genel olarak iki teknik kullanilir:
imminocerrahi ile izolasyon ve Mekanik izolasyon.15

- immiinocerrahi ile izolasyon:

e Zona pellusida (ZP) uzaklastirilir. (Pronaz gibi ajanlar ile)
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Embriyo anti-insan/anti—fare serumu ile inkibe edilir.

Blastokist, antikorun ylkanmasindan sonra uygun ortama alinir ve
trofoblastlar uzaklasincaya kadar beklenir.

ic hiicre kitlesi, embriyonik fibroblast tabakasi iizerine alinarak kiiltiire
edilir.

Mekanik izolasyon:

ZP uzaklastirilir.
Trofoblastlar igne ucu ile disekte edilir.
Fibroblast tabakasi Gzerine alinir.

Ayrica, somatik hiicre g¢ekirdek transferi yolu ile de embriyonik kék hicre
elde edilebilmektedir. Somatik hicre (farklilasmis eriskin vicut hucresi)
cekirdek transferi ydnteminde, sirasiyla;

Somatik bir hiicreden alinan gekirdek, cekirdedi c¢ikariimis olan bir
yumurta hicresine aktarilir.

Olusturulan bu yeni hicre fertilize edilerek laboratuvar sartlarinda
blastokist agsamasina getirilir.

Tercihe gore;

Blastokistin i¢ hilicre kitlesinden hiicresel tedavilerde kullaniimak (izere
kisiye-6zel embriyonik kdk hicre dizileri olusturulur. (Tedaviye yénelik
klonlama)

Blastokist uterusa yerlestirilir ve bir kopya canli diinyaya gelir. (Ureme
amacli klonlama)

Tedavi amaclh kopyalama ydnteminde, alici ile embriyonik kdk hlcrelerden
elde edilecek dokular arasindaki olasi uyumsuzlugu gidermek amaclanmis
olsa da, mayoz sirasinda homolog rekombinasyon nedeniyle, tiiretilen kdk

htcre

ile vericinin DNA’si tam olarak ayni olmayacaktir. Bunun igin

partenogenez yoéntemi uygulandiginda sperm etkisi ortadan kalkacaktir.
Partenogenez, herhangi bir sperm etkisi olmaksizin, elektriksel veya kimyasal
yolla oositin aktive edildigi, fertilizasyonun taklit edilmesi yéntemidir.1
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Dolly, somatik bir hiicrenin embriyonik hale yeniden programlanabilecegini
gostermesi  bakimindan 6nem tasimaktadir. Dolly 6rnedinde, verici
fibroblastlari ve klon arasinda genetik farklilik yoktur ancak hicrenin
epigenetik durumu farkhlik tasimaktadir. Bugln icin genetik kopya insanlarin
Uretimi dinya genelinde etik olarak kabul gt’>rmemektedir.1‘16

3.1.2. Embriyonik Kok Hiicrelerin Kultiiru

Embriyonik kék hiicreler, izolasyondan sonra besleyici tabaka varliginda
cogaltilir. EKH’ler basta daginik sonra birbirleri ile temas eden koloniler
seklinde ¢gogalmaktadirlar.

Kaltdr igin gerekli besleyici ortam; bazal medium (DMEM), fetal sigir
serumu, non-esansiyel amino asit, sodyum piruvat, B-merkaptoetanol, L-
glutamin, penisilin/streptomisin ve I6semi inhibe edici faktér (LIF)den
olusmaktadir. (LIF, IL-6 ailesinden bir sitokin olup, fare EKH’lerinin
farklilasmasini 6nledigi kesfedilmistir.)'

insan embriyonik kok hiicreleri, her 6-7 giinde bir subkiiltiire edilir ve
mekanik ya da enzimatik ayristirma ile elde edilen kiguk kimeler fare
embriyonik fibroblast ve fibroblast blyime faktéri (FEF+bFGF) ya da matrigel
iizerine alinir.?

3.1.3. Embriyonik Kok Hiicrelerin Farklilagtiriimasi
e Damla metodu
o Direkt olarak farklilagsmay saglayici kultir ortamina transfer

Damla metodu daha ¢ok fare embriyonik kdk hucreleri igin kullanilir. LIF
¢ikartilan medyum kullanilir. Her damlaya yaklasik 5000 hiicre transfer edilir.
insan embriyonik kék hiicrelerinde ise manuel olarak kolonilerin parcalanmasi
sonucu elde edilen hicre gruplari direkt olarak farklilagsmayi saglayici kultar
ortamina konulurlar.

Farklanma igin gesitli dogal veya yapay maddeler kullanilir. Ornegin;
embriyonik kok hucrelerin, retinoik asit varliginda noéral diferensiyasyon
gosterdigini rapor edilmistir."”
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3.1.4. Embriyonik Kok Hiicrelerin Kullanim Alanlan ve Beklentiler

Teorik olarak embriyonik kok hicrelerin  kullanildigi temel arastirma
konulari arasinda; insan gelisimi, toksikoloji ve transplantasyon tibbi
sayllabilir.

Bununla birlikte, embriyonik kok hucreler ile ilgili yapilan calismalar, bu
hlcrelerin yakin gelecekte tedavisi su anda mimkin olmayan birgok hastalik
icin umut vaad ettigini gostermektedir. Béylece kendini yenileme ve onarim
kapasitesi olmayan hucrelerin kaybina bagli olarak gelisen hastaliklar tedavi
edilebilecektir. Bunlar arasinda Parkinson hastaldi, Alzheimer hastalgi,
multipl skleroz, kaza sonucu olusan felgler ve néronlarin yitiriimesiyle gelisen
diger hastaliklar, kalp kasl yetmezligi, osteoartrit, kemik-kikirdak kayiplari,
kanser ve bagisiklik sistemi hastaliklari ve seker hastaligi sayllabilir.1’2

3.1.5. Embriyonik K6k Hiicrelerin Kullanimi Kisitlayan Nedenler

EKH’lerin medikal olarak kullanimini kisitlayan birkag faktoér vardir. Bunlar:

e Hayvan bazli malzeme ve besleyici tabaka:

insan embriyonik kdk hiicrelerin farkllasmamis basamakta devamli
kalturd, hayvan bazli malzeme ve besleyici tabakayi gerektirir. Bu da patojen
cross-transferi riskini dogurur.

e Ongorillemez sekilde farklilagsma ve immiin red:

insan embriyonik kok hiicreleri yilksek genomik instabilite gésterirler ve
uzun dbénem gelismeden sonra o6ngorilemez sekilde farklhlasabilirler.
Farklilasmis EKH’ler immin redde neden olabilecek molekiller eksprese
edebilirler.

e Hastadaki uygun bolgeye vyerlestiriimesi ve uygun fonksiyona

adaptasyonunun saglanmasi konusundaki sorunlar:

Kontrolli bir sekilde ¢ogaltilip spesifik bir hicre tipine farkhlastirilan
hicrelerin hastadaki uygun boélgeye nasil yerlestirilecegdi, uygun fonksiyona
adapte olmalarinin nasil saglanacagi terapi Oncesi Ustesinden gelinmesi
gereken sorunlardir.

Amerikan Gida ve llag Birligi (FDA), alt lumbar hasarli on paraplejik
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hastada spinal kord onarimi igin iIEKH kaynakli néronlarin kullanilacagi
arastirmalara onay vermigtir. Bizim Ulkemizde ise, T.C. Saglik Bakanhdrnin
2006’da yayinladigi genelgeyle galismalar durdurulmustur.”

3.2. Kordon Kani

Gebelik boyunca anneyle bebek arasindaki baglantiyi saglayarak bebegin
besin ile oksijen gereksinimini saglayan goébek kordonundaki kana kordon
kani denir. icerisinde erigkin kaninda gérdigimiz eritrosit, Idkosit ve
trombosit gibi kan hulcrelerine ilaveten erigkin kanindan daha yuksek
gogunlukta kok hicreler de bulunur. Eski yillarda atilan kordon kani artik
tedavi amaciyla kullanilabilmekte ya da 6zel kosullarda dondurularak
saklanabilmektedir.

Bugun icin tibben kabul géren tek kulanim alani, kan ve bagisiklik sistemi
hastaliklardir.

Kordon kani az hacimde (yaklasik 100ml) oldugu igin icerdigi toplam
hematopoetik kdk hicre miktari da kemik iligi ya da blylime faktori ile
uyarilmig periferik kandan elde edilenden daha azdir. Bu nedenle, simdiye
kadar c¢ogunlukla g¢ocuklara uygulanmistir. Ancak son dénemde birkag
bebekten alinan kanin tek bir hastaya da uygulanabildigi fark edilince
erigkinlerde de kullanilir hale gelmistir.

Tim dinyada su an igin en ¢ok kullanildigr durum, kdk hiicre nakli tedavisi
gereken ancak aile bireyleri arasinda veya uygun dondr bulunamayan
hastalarin tedavisi amaciyla kullanimdir.”

3.2.1. Kordon Kani ile Kok Hiicre Nakli

1989 yilinda ilk kordon kani nakli ile tedavi edilen Fanconi aplastik anemi
olgusu yayinlanmis ve hasta 20 yildir saglikh bir sekilde hayatina devam
etmektedir.

Ulkemizde ilk defa 1995 yilinda Ankara ve Hacettepe Universitelerinin
ortak caligmalari ile talasemili bir hastaya nakil yapilmis ancak rejeksiyon
gerceklesmis. Bugune kadar kardesler arasi toplam 10, akraba disi ise 27
adet kordon kani nakli yap|lm|§t|r.1’20
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3.2.2. Kordon Kani Kullaniminin Avantajlan

e Daha uzun telomer ve yiksek proliferatif kapasiteye sahip kok hiicre
icerigi

e Baska bir insanda imminolojik olarak kolay uyum géstermesi

o Verici igin zahmet olusturmamasi

¢ Dondurulup saklanabilmesi

3.2.3. Kordon Kani Segeneginin Gerekli Oldugu Durumlar

Aile igcinde, Insan Loékosit Antijenleri (HLA) tam uygun veya en fazla 1
antijen uyumsuz bir verici, kemik iligi/periferik kok hlcre ideal vericisidir. Bu
Ozelliklere sahip biri bulunamadigi takdirde, akraba disi vericiler devreye
girmektedir. Akrabalar arasi nakillerde 1 antijen uyumsuzluguna tolerans
gOsterebilirken akraba disi verici arastirmalarinda hem HLA-A, -B, -C’den
olusan Class 1, hem de HLA-DRB1 bdlgelerinin yiksek c¢ozunurlikte
tiplendiriimesinde alel dizeyinde uyum saglanmalidir. Aksi takdirde bir alel
uyumsuzlugunda Greft versus host hastaligi (GVHH) sikhidi artmakta, birden
fazla alel uyumsuzlugunda ise tam uygun olanlarla kiyaslandiginda yasam
suresi kisalmaktadir. EJer hastanin primer hastaligi acil transplanti
gerektirmiyor ve/veya hastanin HLA tipi ¢ok nadir gorilen 6zelliklere sahip
degilse alel dizeyinde uygunluk gdsteren bir kemik iligi vericisi dncelikle
arastirimalidir. Fakat bdyle bir verici belirli bir sire iginde bulunamiyorsa, 1
veya 2 (hatta bazen 3) antijen uyumsuz kordon kani segenegi ara§t|r|I|r.1

3.3. Erigkin Kok Hiicre

Erigkin kok hlcreleri doku ya da organlarda bulunan, kendini kopyalama
Ozelligine sahip, dokudaki bazi ya da tim 6zellesmis hiicrelere dénisebilen,
farklanmamis hcrelerdir. Eriskin tip kok hiicreler dokularda nadir bulunurlar.
Birincil gérevleri bulunduklari dokuda hicre 6limu veya doku hasari meydana
geldiginde kismen dokuyu tamir etmektir. Bulunduklari ortama gére farkl
davraniglar sergilerler. Ornegin; hematopoetik kék hiicreler olgunlasmis kan
hicrelerine dontismek Uzere kemik iligi tarafindan surekli Uretilirler. Bu
hicrelerin en 6nemli gérevleri kan hucrelerini yenilemektir. Bunun tersine ince
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bagirsaktaki kok hicreler sabittir (strekli Uretiimezler) ve fiziksel olarak
olusturduklari olgun hucrelerinden kolaylikla ayirt edilebilirler. Kék hicresi
icerdigi bildirilen erigskin organ ve doku listesine her gun bir yenisi
eklenmektedir. Bunlar arasinda kemik iligi, periferik kan, beyin, spinal kord,
dis kokl, kan damarlari, gizgili kas, derinin epitel tabakasi, sindirim sistemi,
kornea, retina, karaciger ve pankreas bulunmaktadir.""®

3.3.1. Hematopoetik Kok Hiicre

Kemik iliginde; hematopoetik, endotelyal ve mezenkimal kdék huicreler
bulunmaktadir. Hematopoetik kok hicreler kan hucrelerini, endotelyal kok
hicreler damarlari, mezenkimal kdk hicreler ise kemik, kikirdak, kas, sinir gibi
farkll yapilari olusturmaktadir. Doktorlar 40 yildir dondriin kemik iliginden
(genelde kalga kemigi), anestezi altinda igne yardimi ile kemik iligi hiicreleri
elde etmektedirler. Bu hicrelerin her 100.000 de biri uzun vadede kan
elemanlarini olusturan kok hucrelerdir. Digerleri stromal hicreler, stromal kok
hlcreler, kan progenitdr hicreleri ve matur beyaz ve kirmizi hiicrelerdir."®

Hematopoetik kdk hicrelerin kendilerini yenilemeleri, hicre siklusunun GO
evresinde sessiz olarak kalmalari, yapismalar, proliferasyonlari,
olgunlagsmalari, farklilagsmaya gitmeleri, dolasima girmeleri gibi stirecler kemik
iligindeki 6zel mikrogevrelerde saglanir. Nis adi verilen bu bdlgede, kemik
iligine 6zgl hucreler olan osteoblastlar, osteoklastlar, stromal hicreler, hlcre
disi matriks bilesenleri, molekiller, faktorler, sitonkinler vardir ve bunlar
arasindaki etkilesimler ile hematopoetik kdk hicre fonksiyonlar ve
hematopoezin sabit kalmasi saglanir. (Tablo-2 ve Tablo-3)1’18

Tablo-ll. Hematopoezde rolii olan buyiime faktorleri ve interlékinler

Eritropoez Epo, IL-3, TPO

Graniilopoez G-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF ve IL-6

Lenfosit Yapimi ve Olgunlagmasi IL-7, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, FL, SC, IL-13, IL-6
Monosit Yapimi M-CSF, GM-CSF, IL-3

Eosinofil Yapimi IL-5, IL-3, GM-CSF, SCF

Mast Hucre Yapimi IL-3, SCF
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Tablo-Illl. Hematopoezde rol alan sitokinler:

Koloni-Stimiile Edici Faktorler: Hematopoetik Aktiviteye Sahip Olan

Eritropoietin (EPO) interldkinler:

Graniilosit-Koloni Stimille Edici Faktor (G-CSF) | interlokin-1 (IL-1) interl6kin-10 (IL-10)

Grandilosit Makrofaj-Stimiilan Faktér (GM-CSF) | Interldkin-2 (IL-2) interlékin-12 (IL-12)

Monosit/Makrofaj-Stimiilan Faktor (M-CSF) !nterlékin-4 (IL-4) !nterlékin-17 (IL-17)

interlékin-3 ve 5 (IL-3 ve IL-5) Interlékin-7 (IL-7) Interlékin-20 (IL-20)

Trombopoietin (TPO) interlékin-9 (IL-9)

Ko-Stimiilator Sitokinler: Baskilayici Aktivitesi Olan Sitokinler:

Kok Hucre Faktoru (Stem Cell Factor, SCF) Kemokinler interferonlar

FIt-3 Ligand (FL) Tumor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-alfa)
Transforme Edici Biyime Faktori-Beta (TGF-
beta)

Bu hematopoetik biylime faktorleri, interldkinler ve farkli sitokinlerin etkileri
altinda hematopoetik kok hucreler, niglerinde boélinme ve farklanmaya
baglarlar.1’18

3.3.2. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal koék hicreler erigkin kdk hicre tipidir. Bag dokunun ana
hacreleridir. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hucrelere
farklilasabilirler. ilk kez 1976 da Friedenstein tanimlamistir. Bu ¢alismaci, fétal
buzagi serumu kullanarak kemik iligi kaltiri yaptiginda adhezyon yetenegi
olan fibroblasta benzer hiicre kolonilerinin oldugunu ve bunlarin yag ve kemik
hiicrelerine farklilagsma yetenegine sahip oldugunu rapor etmistir.

Bu hicrelere ayni zamanda, mezenkimal stromal hicreler ya da
multipotent mezenkimal stromal hiicreler de denilmektedir. Plastige yapisma,
stromal karakterde yuzey antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent
farklilagma potansiyeli gibi 6zellikleri, hticrelerin mezenkimal kék hicre (MKH)
olarak tanimlanmasini saglarlar.1’8'19

Mezenkimal kok hiicrelerin en ¢ok bulundugu yer kemik iligidir. Yaklasik 2-
100/1x10° MKH/mononiikleer hiicre oraninda bulunurlar. Kemik iligi disinda,
kemik/periost, kas dokusu, dis pulpasi, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri,
kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, periferik kanda
bulunmaktadir.
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Mezenkimal kok hcrelerin, osteoblastik, kondrojenik ve adipojenik hatlar
gibi mezenkimal kokenli dokular disinda, son vyillarda néronal ya da
kardiyomiyojenik hatlar gibi mezenkimal kdkenli olmayan dokularin hicre
hatlarina da farklanabildikleri gosterilmistir.?’

Mezenkimal kok hucrelerin, elde edildikleri dokulardan bagimsiz plastik
kdltdr kaplarina yapisabilme, fibroblast benzeri morfoloji gésterme, gok yonlu
farklilagsma ve bazi ylzey isaretleri (%95’ten fazla oranda CD105, CD73,
CD90 isaretleri) tasimalar gibi ortak o6zellikleri vardir ancak farklanma
potansiyeli ve fonksiyonel 6zelliklerinde kéken alinan doku tipine gére bazi
farkhliklar olabilmektedir. Bu nedenle spesifik bir boélgenin tedavisi i¢in o
bolgeden kok hiicre almak dogru olacaktir. Ayrica, kemik iliginde bile ¢ok az
sayidadirlar ve adheziv Ozellikleri nedeniyle bulunduklari dokudan yeterli
sayida elde edilmelerinde zorluklar vardir. Klinik uygulamalarda ve deneysel
calismalarda kullaniimak (izere in vitro gogaltilmallardir. in vitro godaltimaya
elverigli, dayanikli hicrelerdir ve kiltirde proliferasyon ve farklilagsma
yeteneklerini korumaktadirlar. Laboratuvarda ¢ogaltilan MKH’ler i1sik ve faz
kontrast mikroskopta incelendiginde ig sekilli oldugu ve fibroblast benzeri
topluluklar olusturduklari bilinmektedir.

Mezenkimal kdk hucreler, cesitli 6zellikleri sayesinde dokuda meydana
gelen hasarin tamirine katki saglamaktalardir. Bu 6zellikler arasinda, hasarli
hicre ile fizyon yetenegine sahip olmalari, biyoaktif maddeler ve ¢6zinUr
faktorler (bUylme faktorleri, sitokin, kemokin gibi) salgilamalari, migrasyon
Ozellikleri  sayesinde  dokuya ulasabilmeleri ve  imminmodulator,
antiinflamatuar, antiapopitotik ve anjiyogenik etki saglamalari sayilabilir. Kék
hicrelerin nislerinden c¢ikip hasarli bodlgeye go¢ etmelerini ise hasarl
bolgeden salinan stromal kokenli faktor-1 (SDF-1), monosit kemoatraktan
protein (MCP-1) gibi ¢ozinur faktorler saglamaktad|r1’18’19’21’22.

3.3.2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro kiltiirleri
o MKH’ler kiltiire birakildiklarinda plastik kabin tabanina yapisirlar.
e Cogalan hucreler %0.25 tripsin-EDTA ile kaldirilarak yeni kultir
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kaplarina ekim yapllir.

e 3 glne bir taze vasat eklenir.

e Istenilen sayiya ulasiincaya kadar devam eder, yedekleme igin
dondurulabilir.

e 24-48 saat iginde yapismayan hiicreler uzaklastirilir.

Ancak hatirda tutulmalidir ki, pasaj sayisinin artmasiyla birlikte fazla
manipule edilmis hucrelerde stres belirtileri ortaya c¢ikmakta ve bunlarin
hdcrelerin in vivo durumundan sapmalara yol acabilecedi bilinmektedir.
ilerleyen pasajlarda sitogenetik bozukluk, telomer kisalmasi, aktin birikmesi ve
tutunmanin azalmasi gibi durumlar gorilmekte oldugundan, 3’ten fazla
pasajlamamak daha dogru olacaktir’?"#,

3.3.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinolojik Profili

Mezenkimal kék hucreler, immunolojik reaksiyonlari hem arttirici hem de
baskilayici yetenege sahiptir. Bir otokrin interferon-gamma (IFN- gamma)
bagimh yolak araciligiyla antijen sunan hicre olarak gbrev yaparak
immdunolojik reaksiyonlari arttirici etki yaparlar. Bununla birlikte, eger INF-
gamma seviyesi belirli bir duzeyin Uzerine ¢ikarsa, bu durumda antijen
sunumu direkt olarak baskilanir ve immunolojik reaksiyona baskilayici etki
yaparlar. immiin aktivitedeki bu diizenlenmenin, mezenkimal kok hiicrelerin
yabanci antijenlere karsi korunmayi saglamakla birlikte, asiri immiin cevabin
yol actigi hasarin sinirlandiriimasi icin de oldugu dusulmektedir. Ayrica
hlcrelerin ylizeyinde HLA-DR ve ko-stimilatér molekll ekspresyonlari yoktur
ve immunsupresif HLA-G ekspresyonuna sahiplerdir.

immiin reaksiyondan kagabildikleri icin in vivo kullanimda doku grubu
uyumu sart degildir. Bu da, terapdtik amacgla kullanimda avantaj
saglamaktadir.1,21,22

3.3.2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Dezavantajlari
Mezenkimal kok hucreler, ¢cok genis bir yelpazede kullanim potansiyeline
sahip olmalarinin yaninda, in vitro uzun sdren manipulasyona ihtiyag
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duymalari, bu in vitro uygulamalarin hicrelerde olusturabilecedi degisiklikler,
ilerleyen pasajlarda yaglanma belirtileri gdstermeleri, immunmodulator etkinin
istenilen yonde olmama riski tasimalari gibi dezavantajlari vardir. Bununla
birlikte, terapoétik uygulamalar igin ideal hiicre dozu, verilis sekli, zamani ve
yeri gibi konularin henuz acikhga kavugsmamis olmasi kullanimlarini
kisitlamaktadir."#?

3.4. Kanser Kok Hiicreleri:

Cesitli kanser hicresi tiplerinde, hicrelerin, kdk hicrelerde de bulunan
yuzey belirteclerine sahip olduklari goésterilmistir. Kanser hicrelerinin kdk
hicreler ile olan benzerlikleri, onlardan koéken alip almadigini
distndirmektedir.

Kanser kok hlcreleri ve normal kok hucreler arasindaki benzerlikler;
asimetrik hicre bolinmesi 06zelligi gdstermeleri, kendini yenileme igin
kullanilan Wnt, Sonic Hedgehog (SHH), Notch gibi ortak sinyal yolaklarina
sahip olmalari, benzer transkripsiyon faktorleri (Oct-4, Nanog, Sox2, Nodal,
KIf4 gibi) eksprese etmeleri, ilaglara kargi diren¢ gdstermeleri, metastaz ve
belirli bir bolgeye yerlesme ile ilgili ortak ytizey reseptoérlerine (CXC4,CD133,
c-kit, c-met) sahip olmalari seklinde 6zetlenebilir.

Kok hucrelerin kendini yenileme ve asimetrik bolunme 6zellikleri, kanser
hlcresindeki telomeraz aktivitesindeki artigla birlesince sonsuz kez bdlinme
durumu ortaya ¢ikar. Huicrelerin malign karakter kazanip goéc¢ etmeleri
(metastaz), apopitozu engellemeleri, hiicre zarindaki tasiyici mekanizmalari
degistirmeleri ve tutunmadan buyuyebilmeleri gibi nitelikler belirginlesir ki
bunlar kanser timor hucrelerinin de dzellikleridir.

Bunlarin yani sira 6zellikle embriyonik kék hiicrelerde varligi bilinen bazi
hldcre sinyal yolaklarinin ve bunlarda rol alan proteinlerin bazi kanser
turlerindeki agir dizeye eristigi veya bozuldugu ortaya cikariimigtir."*™

4. Parkinson Hastaligi, Diabetes Mellitus ve Kok Hiicre Tedavileri
Parkinson hastaligi haraketlerde yavaglama, kaslarda sertlik ve tremor ile
karakterize nérodejeneratif bir bozukluktur. Substantia nigradaki dopaminerjik
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noronlarin ilerleyici sekilde dejenerasyonu ve sonugta putamen ve kaudat
cekirdeklerdeki dopamin seviyesinde azalma olur. Genelde farmakolojik
olarak dopamin yerine konur.

Yapilan galigmalarda, insan mezensefalonundan elde edilen dopaminerjik
hlcrelerin implante edildigi hastalarin yasayabildigi, striatal dopamin
yetersizligini restore ettikleri ve hastaliga iliskin motor semptomlarin azaldigi
gOrulmuistar. (6zellikle bradikinezi ve rijiditede)

Ancak genel olarak allogreftlerdeki sorun immin rejeksiyondur.
Bazilarinda da diskinezi gelismektedir. Bu konu ile ilgili olarak, dopaminerjik
noronlarla birlikte seratonerjik néronlarin da transplantasyona katildigi ve bu
greftlerin diskineziye yol acgtigi dusinulmektedir ve hiicresel tedavi igin
calismalar hala s[]r[]yor.1’23

Tip | diabetes mellitus, insdlin Ureten beta hicrelerinin  otoimmin
mekanizmalarla harap olmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Glinimuzde
diabetik nefropati nedeniyle bobrek nakli yapilan hastalara es zamanli olarak
pankreas nakli de yapilmaktadir. Ancak verici azligi ve uzun sure bagisikligi
baskilayan ilaglarin kullanimi gibi zorluklari vardir.

Tip | diabet hastaliginin, kdk hiicre tedavisi ile ilgili olarak iki strateji
gelistirilmistir. Birincisi, pankreas kaynakli ya da pankreas disi (karaciger,
kemik iligi) kaynakh kdk hiicrelerden beta hlcreleri elde edilmesidir. Avantajli
gérinse de ne kadar beta hlcresine benzerse, otoimminite nedeniyle
ortadan kaldirlma riski o kadar fazla olacagindan beklenen sonug elde
edilemeyebilir. ikinci yol ise, uygun sekilde gogaltilabilen hiicrelere insiilin
Uretimi yapacak sekilde gen transferi yapilmasidir. Bdylelikle otoimmin
saldirlya maruz kalmayan hiicrelerden insilin Gretimi saglanacaktir. Ancak bu
konu ile ilgili calismalar yeterli degildir ve arastirmalar hala devam
etmektedir.’

5. Kok Hiicre Arastirmalarinda Etik ve Yasal Diizenlemeler:
Her Ulkenin tedavi ve arastirma amacl kok hicre uygulamalarina yasal ve
ahlaki yaklagimi farklilik géstermektedir. Canhhidin baslangicinin tanimi tim
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dinlerde ayni degildir. Tim dinyada, insan klonlamanin (lireme amagli
klonlama) yasaklanmasi konusunda ortak bir géris bulunurken, tedavi amagh
kullanim agisindan farkli gérugler kabul edilmektedir.
e irlanda’nin bu konudaki gériisii, dogmamis gocugun yasama hakki
anneninki ile esit oldugu yonindedir.
e Almanya ve Avusturya, implante edilmeyen yumurta hiicresinin in vitro
fertilizasyonu yasaklanmistir.
e lIsveg ve Finlandiya'da ise bagislanan embriyolar, implantasyon igin
kullaniimadiklar takdirde deneysel amagla kullanilabilmektedir.
e Ingiltere’de belirli konular (6zellikle tipta Ureme mekanizmalarina
yonelik ya da genetik arastirmalarda ve kromozom anomalilerinin
tanisinda) ile yapilan ¢aligsmalarda esneklik saglanmistir.

Ulkemizde ise, tip bebek uygulamalari vyillardir yapiimakta ancak
embriyonik kék hiicre galismalari yasaklanmis durumdadir. Tim diinyada kok
hlcre teknolojilerindeki hizli ilerlemeler nedeniyle, bu konunun, tlkemizdeki
ilgili alanlarin uzmanlarn tarafindan tartisiip bazi kural ve dizenlemelerin
gercgeklestiriimesi, hatta surekli olarak yasal bir kurul tarafindan takip edilmesi
gerekmektedir. Bdyle bir dizenleme, tip alanindaki olumlu gelismelere
katilmamizi saglayacaknr.1
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