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Editor'den

Yeni Calisma Donemine
Merhaba!

KHB'nin 21. sayisiyla hepinize tekrar merhaba.

Her zaman oldugu gibi KHB'nin bu sayisinda da
son gelismelere yer verdik. ilki literatiirden kisa bir
derleme. Ambrosi ve ark’nin calismasi obezitenin
yaslanmayla birlikte kemik iyilesmesinde ve kemik
iligindeki hematopoeze iliskin olumsuz etkisi
lizerine. ikinci olarak; doktora calismalarini gecici
stireyle Harvard Universitesinde siirdiiren Bio.
Nilay Kuscu calismakta oldugu erken embriyo
metabolizmasi lizerine kisa bir derleme yazisini
KHB okurlari icin kaleme aldi. Bu konunun 6niimuiz-
deki yillarda ¢ok ses getirecegine kusku yok. Daha
sonra Prof.Dr. Ozgiir Cinar ilerleyen anne yasina
kosut olarak fertilizasyon oranlarinin diismesi ve
basta andploidiler olmak lzere ¢esitli kromozom
anomalileri olasihginin giderek artmasini, ilerleyen

Literatiirden Secme

Obezite ve Yagslanmayla
Artan Yag Hiicreleri
Hematopoezi ve Kemik
Yapimini Bozuyor!

Cell Stem Cell'in Haziran 2017 sayisinda yayinlanan
ve Ambrosi ve ark. tarafindan kaleme alinan
arastirma 6énemli gercekleri ortaya koymakta [Cell
Stem Cell 20: 771-784, 20171. (1) Kemikte kok hicre
benzeri hiicreler adipojenik ve osteojenik seri hiic-
relere donlismekte; (2) Yaslanma ve yiiksek yagl
diyetle beslenme adipojenik seri hiicrelerin sayisini
artirmakta; (3) Multipotent hiicreler adipojenik
hiicreleri uyararak hematopetik hiicrelerin farklhlas-
masini olumsuz yonde etkilemekte; (4) Adipojenik
hiicreler kemik kiriklarinin onarimini engellemekte,
bu mekanizmanin altinda diabet tedavisinde hedef
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anne yasina paralel olarak mayoz dinamigini bozan
faktorleri ve bu dinamigin nasil bozuldugunu
sorgulayan bir calismayi 6zetledi. Ardindan Dog.Dr.
Hatice Uludag Altun ve Dr. Fiisun Soytas otizm
tanisi almis iki hastaya kordon kani kdk hiicrelerinin
verilmesiyle ilgili yazilan yer aliyor. Bio irem inang
onceki sayilarda oldugu gibi bu kez de ¢ipte organ
teknolojilerine kisa bir bakis sunuyor bizlere. in
vitro kosullarda nefes alan akcigerden peristaltik
hareket yapan bagirsaga kadar yeni modelleme sis-
temlerine yer veriyor yazisinda. Son olarak KHB'nin
20. sayisinda yer vermeye basladigimiz Uluslararasi
Kok Hiicre Arastirmalari Dernegi (ISSCR)'in 2016
yilinda cikardigi Kok Hiicre Arastirma ve Klinige
Uyarlama Kilavuzu’nu dilimize ceviren ekip
kilavuzdan bazi béltimleri KHB okurlarina sunmaya
devam ediyor. Her sayida oldugu gibi Kongre,
Sempozyum ve Kurs duyurulari ve Ayin Fotografi
yer aliyor.

22. sayida bulusuncaya kadar hosca kalin...

Alp Can A_..’-j
proteazlardan birisi olan dipeptidil peptidaz-4

(DPP4)'tin oldugu ileri strllmekte.

Alman, ingiliz ve Katarli arastirmacilar farede
yaptiklari ¢alismalarinda énce osteojenik yolaga
farklilasan ve ayni zamanda hematopoezi indiikle-
yen bir multipotent kdk hiicre kiimesi saptamislar.
Ancak yaslanma ve yagli beslenmenin mezenkimal
seri hiicrelerin programini degistirdigini ve bu
hiicrelerin 6ncelikle adipojenik yolaga farklilastigini
ve bu sayede hematopoezin ve kemik kiriklarinin
iyilesmesinin olumsuz etkilendigini gdstermisler.
Buna neden olan negatif etkileri degerlendiren
arastirmacilar yagdan zengin hale gelen sari kemik
iligi adipositlerinin hiicre zarindan salgilanan
DPP4'lin (CD26) bundan sorumlu oldugunu,
DPP4'lin inhibitori olan sitagliptin’in adipojenik
farklilasmayi etkilemedigini ancak osteojenik
farklilasmayi uyararak kemik iyilesmesini yeniden
programladigini buldular.

Kok Hiicre B

implantasyon Oncesi
Embriyonun Metaboliz-
masi ve Onemi

Gelisen in vitro fertilizasyon ve kltur kosullari,
klinikte elde edilen basarili sonuglarin yani sira
implantasyon dncesi embriyonun gelisim siirecinde
yasamsal dnem tasiyan embriyo metabolizmasini
anlamak icin de 6nemli bir olanak saglamakta.
Embriyonun basarili bir implantasyon 6ncesi
doénem gecirmesi icin embriyo; proniikleus olusu-
munu, embriyonik genom aktivasyonunu, hiicre
bolinmelerini, kompaksiyonu, farklilasma ve
blastosol olusum sireclerini iceren bir dizi karmasik
olayl tamamlama-

yabilmelidir. Bu

streclerin basa-

riyla tamamlana-

bilmesi ise, yeterli %
enerji tiretiminin 5
ve dagiliminin
gerceklesmesiyle
mumkiin olmakta.
Yani embriyolarin
gelisim potansi-
yelini belirleyen
en 6nemli faktor-
lerden biri ATP
(adenozin trifosfat)
seklinde Uretilen
enerji kaynaginin
dogru zamanda ve
dogru yerde var
olmasidir. Meta-
bolik calismalarin ortaya koydugu sonuclar dogrul-
tusunda; fertilize olan ovositten 8 hiicreli embriyo
asamasina kadar olan embriyolar enerji kaynagi
olarak purivati kullanmakta. Glikozun kullanimiysa
8 hiicreli donemden blastosist asamasina kadar
kademeli olarak artmakta ve enerji Giretimine gli-
kolitik yolak da dahil olmakla birlikte baskin olarak
enerji Uretiminin kaynadi haline gelmektedir. Buna
ek olarak, blastosol olusmadan morula asamasinda
gerceklesen ilk hiicresel farklilasmayla ortaya ¢ikan
ic hiicre kitlesi (IHK) ve trofoektoderm (TE) hiicre-
lerinin metabolizmalarinin bile birbirinden farkl
oldugu bilinmekte. Bu asamada; iHK ve bu hiicre-
lerin in vitro tiirevi olan embriyonik kdk hiicrelerin
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plasenta

ilkel dolagim

Nilay Kuscu .

yuksek ¢cogalma potansiyele sahip olduklari ve
aerobik glikolizi enerji kaynagi olarak kullandiklari,
TE hicrelerininse daha fazla enerji gereksinimi
nedeniyle glikozu metabolize etmek icin oksidatif
fosforilasyon yolunu kullandigi ve IHK'ne oranla
daha fazla oksijen tlkettigi gosterilmis durumda.
implantasyon éncesindeki embriyolarda meydana
gelen metabolik degisimin altinda yatan nedenler-
den biri; glikoz tasiyicisi proteinlerinin (GLUT) insan
ve farenin embriyonik gelisiminde degisen ekspres-
yon ve lokalizasyonlarina bagli olarak ortamdaki
glikozu ileri asamalarda metabolize edebilmeleridir.
Ayrica embriyonik genom aktivasyonun kendisinin
de, pirivattan glikoz kullanimina ge¢meye calistigi
bilinmekte.

implantasyon
oncesi dénemin
erken asama-
larinda enerji
Uretiminin tek
kaynagi purivat;
yani anne kaynakh
olan mitokondri-
yonlardir; bundan
dolayr mitokondria
embriyo gelisimde
oldukca 6nem
kazanir [Reprodu-
ction 137:619-624;
2009]. Son yillarda
yapilan pek cok
calismayla da
ovosit ve embriyo
hiicrelerinde
mitokondriyon
dagiliminin, yapisinin ve hatta sayisinin normal
embriyo gelisiminde olduk¢a 6nemli bir payi
oldugu vurgulanmakta. Her bir mitokondriyon
icerisinde mtDNA'nin bir kopyasinin bulunmasi;
dolayisiyla hiicredeki mitokondriyon yogunlugunu
ve beraberinde ovosit/embriyo metabolizmasini
anlamak icin mtDNA ile ilgi yapilan calismalar
literatuirde siklikla yer almakta.

ektoplasenta
konisi

© Front. Mol Neurosci

Kultar kosullarindaki pek cok cevresel faktorin
embriyonik gelisim potansiyelini dogrudan ya

da dolayl olarak etkiledigi bilinmekte[Trends
Endocrinol Metab 22: 412-420, 2011]. Sicakhk, pH,
oksijen konsantrasyonu gibi kosullarin degisiminin,
metabolik yolaklar ve mitokondriyon lizerine



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19176592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19176592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19176592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21741268
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21741268
http://www.cell.com/cell-stem-cell/fulltext/S1934-5909(17)30042-5?_returnURL=http%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1934590917300425%3Fshowall%3Dtrue
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olan etkileri bilindiginden kiiltir ortaminda in

vivo kosullara en yakin olan kosullarin saglanmasi
implantasyon 6ncesi embriyonun basarisi ve hatta
ileri donemde saglikli bireylerin gelisiminde ol-
dukca 6nemli. Ancak dinamik bir gelisim stirecinde
olan bu embriyolarin bulundudu kdltur kosullari

ic ya da dis faktorler sonucunda degisebilmekte.
Buradan yola cikarak fizyolojik ve fizyolojik ol-
mayan kosullarda, embriyolarin davranislarini ve
metabolik yanitlarini agiga ¢ikarmak olduk¢a 6nem
kazanmakta [Mol Reprod Dev, July 19 doi: 10.1002/
mrd.22868, 20171]. Kliniklerde embriyo secim kriteri
olarak yaygin olarak kullaniimakta olan morfolojik
dederlendirme parametrelerine ek olarak embriyo
metabolizmasinin agida cikariimasinin “en iyi”
embriyoyu se¢cmede 6nemli bir ek bilgi saglayacagi
dustinllmekte. Literattirde embriyo mitokondri-

yonu araciligiyla embriyo metabolizmasini anla-
maya yonelik invazif tekniklerle yapilan calismalar
bulunmakta. Ancak invazif yéntemlerin kendileri
de embiriyo icin stres kosullari olusturabildigi

icin embriyo metabolizmasini goriintllemek icin
invazif olmayan yontemlere gereksinim duyuldugu
bildirilmekte. Buradan yola ¢ikarak su anda birlikte
calismakta oldugum Harvard Universitesi'ndeki
ekibimizle birlikte embriyo metabolizmasini invazif
olmayan bir sekilde goriintiileyebilecegimiz ve
farkli kultiir kosullarda embriyolarin metabolizma
yanitlarini anlamaya yonelik yaptigimiz calismala-
rimiz sirmekte. Buradan cikacak bilgiler dogrul-
tusunda ¢alismamiza insan embriyolariyla devam
edilmesi ve ¢ikan bilgilerin bir modelleme yapilarak
literatiire sunulmasi planlanmakta.

Literatiirden Se¢

ileri Anne Yasi Neden
Kromozom Anomalisi
Riskini Artirir?

Cok iyi bilindigi gibi gametlerin (cinsiyet hiicrele-
rinin), 6zellikle bunlardan ovositin, iki basamakta
tamamlanan mayoz boliinme siirecinde kromozom
ayrilmasini dogru olarak basarabiliyor olmasi
saglikli bir embriyo olusmasi icin yasamsal deger
tagir. ilerleyen anne yasina kosut olarak fertilizasyon
oranlariin diismesi ve ayrica basta andploidiler
(kromozomlarin iki yavru hiicreye esit dagilma-
masi) olmak Uizere cesitli kromozom anomalileri
olasiliginin %15’lerden %50'lere dogru giderek
artmasi, ilerleyen anne yasina paralel olarak mayoz
dinamigini bozan faktorleri ve bu dinamigin nasil
bozuldugunu sorgulatmaktadir.

KHB'nin bu sayisinda sizlere tanitmak istedigim

bir calismada tam da bu konu ele alindi. Calisma
“Anne yasina-bagli olarak securin’deki APC/C-aracili
azalma mayoz-1I'de kardes kromatidlerin erken
ayrilmasina neden olur (Maternal age-dependent
APC/C-mediated decrease in securin causes premature
sister chromatid separation in meiosis Il)” bashgi ile
Nabiti I, Carroll J ve ark. tarafindan Nature Commu-
nications’in Mayis 2017 sayisinda yayinlandi.

Andploidilerin temelinde birinci mayoz bolinme-
nin (MI) oldugu distnulmektedir. Fétal donemde
Ml asamasina gelen ovositler, oviilasyon siirecine

Ozgiir Cinar g‘%—/‘a
kadar bu asamada beklemekte, LH artisiyla birlikte
mayozun geri kalan asamalarinda ilerleyip ikinci
mayoz asamaya (MIl) gelip boliinmeyi tamamlamak
lzere fertilizasyon siirecini beklemektedirler. Bu
strecin dogru islemesinde, kromozomlarin birbirle-
rinden ayrilmasi igin “separase (boliicd, ayristiricr)”
adl bir enzim 6nemlidir. Bir proteaz olan separase,
kardes kromatidleri bir arada tutan “cohesin”
halkasinin yikilmasini saglar. Separase, securin adi
verilen bir inhibitori tarafindan baskilanmakta olup
bdylece sadece zamani geldiginde islevini yerine
getirmektedir. Mayozun ilerlemesiyle securin’in,
anafaz baslatici kompleks/cyclosome (APC/C) aracili
yikimi sonrasinda separase baskilanmasi ortadan
kalkarak kardes kromatidlerin birbirinden ayrilma
stireci baglamaktadir. MI'den ¢ikarken APC/C tara-
findan securin yikiminin ¢ok siki kontrol edilmesi,
Mil asamasi icin de bir miktar securin saklanmasinin
gerekliligi cok 6nemlidir, ¢linkli saklanan securin,
separase’t baskilayacak ve fertilizasyona kadar
MII'nin ilerlemesini engelleyecektir.

Onemli bir diger protein olan cohesin’in yaslanma-
ya duyarli oldugu ve farelerde ileri ovosit yasinin
cohesin diizeylerinde azalmayla gittigi daha énceki
calismalarda gosterilmisti. Bu azalmanin anne yas-
lanmasinda andploidinin artmasinin nedeni oldugu
diustintlmekte ancak bu siirecin nasil isledigi soru
isareti olarak durmaktadir. Cohesin, fotal yasamda
ovositler mayoza girerken, kromozomlarina yik-
lenmekte ve bundan sonra kaybi olsa bile yeniden
yuklenme gerceklesememektedir. Dolayisiyla

yaslanmaya bagli olarak cesitli etkilerden dolayi
cohesin kaybi Ml asamasinda chiasmata’da (ho-
molog kromozomlarin crossing-over boliimleri)
bozulmaya neden olmaktadir.

Adi gecgen calismada yash MF1 fareleri kullanilmis
ve 1 aylik (genc) farelerden elde edilen ovositler, 1
yasindan bytk (yasli) farelerden elde edilenlerle
karsilastirimistir. Yagl MIl ovositlerin %45'inde
kromozom diizenlenme bozuklugu izlenirken
genclerde bu oranin %15 oldugu, kardes kinetokor-
lar arasindaki uzakhgin yaslilarda genclerden iki kat
daha fazla oldugu ve erken kardes kromatid ayril-
masininsa yaslilarda (%63) gencglerden (%8) fazla
oldugunu saptanmistir. Bu bulgular yaslanmanin
Ml ovositlerin kromozom yapisini olumsuz etkiledi-
gini gostermekte. Yasl hayvanlarin Ml ovositlerin-
de securin diizeyleri genclerden anlamli derecede
azken; ilging bir sekilde MIl 6ncesi asamalar olan GV
ve Ml'de geng ve yaslilarin securin diizeyleri ara-
sinda farkin olmamasi yaslilarda MI-Mll gecisinde
securin kararsizliginin oldugunu distndirmustar.

Bu bulgulara ek olarak, arastirmacilar, yasl ovosit-
lerde MI-MII gegisinde securin azalmasinin nedeni
olabilecegini distuindiikleri SAC (spindle assembly
checkpoint, mekik diizenlenim kontrol noktasi)

ve SAC-APC/C aksini ele aldiklarinda; APC/C'nin
Ml'den cikista securin yikimina aracilik ettigini,
genc ovositlerde SAC kinaz olan Mps1'in baski-
lanmasinin yasli ovositlere benzer sekilde, securin
diizeylerini azalttigini, securin ya da Mps1'in asiri

Degerlendirilen

Geng Ovosit
(1 aylik fare)

Yash Ovosit

Parametre (>1 yas fare)

Kromozom diizenlenme

L L
bozuklugu (MII ovosit) il e
Kardes kinetokorlar arasin- . Genglerden 2 kat
daki uzaklik (MII ovosit) fazla
Kardes kromatidlerin erken %8 %63

ayrilmasi (MII ovosit)

MII ovositlerinde securin

diizeyi Genglerden %48 az

GV ve MI ovositlerde

securin diizeyi Genglerle aynt

MI-MII gegisinde se-

curin-GEP yikimt Genglerden fazla

Kinetokor BubR1 (SAC T

bileseni)

ifadelenmesinin ise yasa bagli kardes kinetokorlar
arasi uzaklik ve erken kardes kromatid ayrilmasini
engelledigini gozlemlemislerdir. Yazarlar, tim

bu bulgular 1s1ginda; yaslanmada ortaya ¢ikan
kromozom diizensizliklerinde securin diizeylerinin
ve SAC-APC/C aksinin 6nemli oldugunu ve annenin
yaslanmasi nedeniyle goriilen andploidiler icin olasi
tedavi yaklasimlari icin bunun degerlendirilmesinin
onemini vurgulamislardir.

Kisaca 6zetlemeye calistigim bu giizel arastirmanin
tamamina https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC5454377/pdf/ncomms15346.pdf

Hiicresel Tedavi ve tif Tip

Otizmde Kok Hiicre
Tedavisi!

Otizm, sosyal beceriler, tekrarlayan davranislar, ko-
nusma ve sozsiiz iletisimde karsilasilan gticliklerle,
ayni zamanda essiz gli¢ ve farkhliklarla tanimlanan
bir durumdur. Otizmin goériilme oraninin erkek
¢ocuklarda kizlara oranla bes kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Hastalik Kontrol ve Onleme Mer-
kezi (CDC)'nin verilerine gore ABD'de 68 cocugun
1'ine otizm tanisi konmaktadir. Ulkemizde Tohum
Otizm Vakfinin 2015 verilerinin ayni yastaki TUIK
nifusuna orani %71,5'tir. Glinimuzde otizm tanisi
alan cocuklarin sayisi, diyabet, kanser ve AIDS tes-
hisi alan ¢cocuklarin toplamindan bile daha fazladir.
Otizm spektrum bozuklugu iyilestirilemeyen fakat

Hatice Uludag Altun,
Fiisun Oner Soytas

adresinden Ucretsiz ulasmaniz mimkuin.
' .
I“ [ 1

egitimsel ve tibbi girisimlerle yonetilebilen bir streg
olarak bilinmektedir.

Otizmin olusma nedenleri arasinda; genetik ve
cevresel faktorler gosterilmektedir. Bunlar arasinda;
metabolik hastaliklar, antibiyotik kullanilmasinin
artmasi, tiiketilen sebze ve meyvelerdeki vitamin
ve mineral iceriginin diismesi, Omega-3 tiiketiminin
azalmasi, probiyotiklerden zengin gidalarin tike-
timinin azalmasi, rafine gidalarin asir tiiketilmesi,
sezaryen dogumlarin asiri artmasi, D vitamini
aliminin yetersizligi, radyasyon, elektromanyetik
dalgalar, hava kirliligi, ilag ve toksinlere fazla maruz
kalinma, ciddi tartismalara yol acan metal iceren
asilarin veya metal icermeyen ama ¢ok sayida canli
virtistin bir arada bulundugu asilarin (Kizamik-Ki-
zamikgik-Kabakulak, MMR) kullanilmasindaki artis
gibi faktorler yer almaktadir. Gliniimizde hala



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5454377/pdf/ncomms15346.pdf
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gizemini koruyan bu saglik sorununun tedavisinde
cesitli yontemler kullanilabilmektedir. Her bireydeki
tedavi plani, zorluklarinin yani sira onlardaki gticlt
yonlerin de kapsamli olarak degerlendirmesini
takip eden bir stireci kapsamaktadir.

Otizm tedavisinde denenen yeni ydntemlerden biri
de kok hiicre tedavisidir. Otizmde en sik saptanan
patolojiler, merkezi sinir sisteminin bozulmus
dolasimi, beyin hipoperflizyonu ve beyinde olusan
noroinflamasyona bagl zayiflayan bagisiklik siste-
midir. Kordon kaninin otizmde kullanim amacglar
arasinda; sinir yollarindaki yeniden yapilanma (re-
modeling), endojen onarimin desteklenmesi, doku
perflizyonun artirilmasi ve neovaskilarizasyonun
saglanmasi yer almaktadir. Kordon kanindaki CD34+
hiicrelerinin, sadece periferik iskemide degil ayni
zamanda serebral iskemi modellerinde de pozitif
etkilerinin gli¢li oldugu ve anjiyojenik uyaricilar
oldugu bilinmektedir [J Trans Med 5: 30, 2007].

Otizmde beyindeki inflamatuvar sireci etkileyerek
olusacak semptomlari hafifletebilecedi hipoteziyle
yapilan calismalar mevcuttur. Otuz yedi otizm
olgusunda, kordon kani ve bundan elde edilen
mezenkimal hiicrelerin ayri ayri ve kombine olarak
tedavi amacli verildigi bir calisma yayinlanmistir. Bu
calismada, kordon kani ve mezenkimal hiicrelerin
kombine olarak intraven6z inflizyonla verildiginde
tek basina verilmelerine gore olgularin semptom-
larinda belirgin diizelme goérildigu belirtilmistir

[J Trans Med 11: 196, 2013]. Duke Universitesi

© Spectrum

tarafindan yapilan baska bir calismada da, yaslari
ortalama 4,6 (2,26-5,97) olan 25 otizm tanisi alan
¢ocukta, otolog kordon kanindan elde edilen
hiicreler kullanarak tek bir intravendz inflizyonun
yapildigi faz 1 calismasi gerceklestirilmistir. Bu
calismada intavendz infiizyon dncesi ve sonrasi

6. ay ve 12. aylarda ¢ocuklardaki davranissal ve
fonksiyonel 6zellikler incelenmeye alinmistir.
Uygulama sonrasi, davranissal iyilesmelerin ilk 6 ay
icinde g6zlemlendigi, cocuklardaki sosyal uyarilara
verilen yanit, kendilerini ifade etme becerileri ve
sozclik dagarciklarinda gelisme oldugu belirtilmis-
tir. Bu calismanin, ¢cocuklarda otolog kordon kani
infizyonunun etkinliginin belirlenecegdi gelecekteki
calismalara temel olusturacagdi belirtilmistir [Stem
Cells Trans Med 6: 1332-9, 2017].

Yasam Kordon Kani Bankasinin bagh bulundugu
FamiCord Group biinyesinde otizm tanisi almis
olan 2 hastaya kordon kani nakli yapilmis, 3-24

yas araligindaki 41 hastaya da kordon dokusu
mezenkimal kok hiicre nakli yapilmistir. Bu nakiller
2014-2017 yillari arasi uygulanmistir. Yine lkemiz-
den yakin bir dénemde bir otizmli cocugumuz
Yasam Bankasi araciligi ile FamiCord Group’un
destegi ile Wroclaw-Polonya'daki tedavi merkezine
yonlendirilmis olup kék hiicre tedavisi halen devam
etmektedir. Yapilmis ve gelecekteki yapilacak daha
kapsamli calismalar, dogum sonrasinda saklanan
kordon kani ve dokusunun otizm basta olmak tizere
tedavisi hentiz belirli olmayan bir¢ok hastalikta
etkili olabilecegini diistindirmektedir.

Doku Miihendisligi

Cipte Organ Teknolojisi!

in vitro kosullarda nefes alan akcigerden
peristaltik hareket yapan bagirsaga kadar yeni
modelleme sistemi...

2010 yilinda Dr. Donald Ingber ve ekibi tarafindan
Science dergisinde yayinlanan calisma gerek in
vitro kosullarda organ modelleme sistemlerine ge-
rekse ilag gelistirme sektortine ¢ok farkl bir boyut
getirdi [Science 328: 1662-1668, 2010]. Arastirmaci-
lar mikro miihendislikle olusturulmus, polimer ya
da camdan olusan mikro akiskan kanallar iceren ve
iclerinde “yasayan” insan hiicrelerinin bulundugu
biyo taklit edici sistemler gelistirerek yaklasik bir
harici bellek boyutundaki bu mikro araclara ‘cipte
organ’ adini verdiler
[Nature Protocols a
11: 2135-2157, 2013].
Calismay1 bir ctimle-
de 6zetlemek elbette
mimkun degil.
Dolayisiyla hem bu
calismaya hem de bu
konuylailgili yapilan
baska calismalara
deginmeye calisaca-
gim. Bunu yaparken
“cipte organ” terimini
Turkceye nacizane
daha uygun oldu-
gunu disindigim
sekliyle bundan
sonra “yongada
organ” olarak ifade
edecegim.

Peki, gercekten bilimin ve insanligin yongada
organlara ihtiyaci var mi? Bunlar nasil araglar ve
nerelerde kullanilabilirler? Neden ve nasil sorula-
rinin yanitlarini arayan bilim insanlari hiicrelerin
nasil etkilesimler kurarak organlar olusturduklarini
anlamak adina hiicre-doku calismalari yapmakta.
Bunu yaparken normalde in vivo ortamdaki hiicre-
leri, in vitro kosullar altinda gelistirip olusturduklar
yapilardan bircok sorunun yanitini aramakta. Ancak
geleneksel iki boyutlu hiicre kiilttri modelleri in vi-
vo mikrocevreyi taklit etmede yetersiz kaliyor. Son
yillarda olduk¢a 6nem kazanan t¢ boyutlu kilttr
ortamlari hiicre disi matriks ortamlarinda gelisti-
riliyor. Bu teknikle hicrelerin farklilasma ve doku

frem inan¢ %

diizenlenimine gegisi daha iyi gdzlemlenebiliyor.
Ancak jel temelli kiiltur sistemlerinde dahi fizyolojik
olarak maddelerin diflizyonuyla ilgili sorunlara
kalici ¢coziimler heniiz getirebilmis degil. Bunlara
ornek olarak bobrekte iyon tasinimi ya da karaci-
gerde safra akisi gibi stirecleri verebiliriz [Trends

in Cell Biology 21: 745-754, 2011]. Dolayisiyla iki

ve li¢ boyutlu kiiltir ortamlarindaki bu eksiklikler
zaman ve para kaybina sebep olmakta. Bu sebeple
in vivo ortami mevcut sistemlerden daha iyi taklit
edebilecek in vitro sistemleri gelistirmek oldukca
onemli. Tim bunlarin yaninda, bir hastaligi tedavi
edebilmek amaciyla ilag gelistirmek icin yola cikil-
diginda, ¢cok yiikli miktarlarda (milyon dolarlardan
s6z ediliyor) paranin harcanip arastirmalarin cok
uzun yillar stirdigu ifade edilmekte. Ayrica tim bu
emek ve caba deney
hayvanlarn tzerinde

denendiginden her
zaman insanlar icin
uygun ilag tretilemi-
yor. Dolayisiyla tim
eksiklikleri gidere-
bilmek ve mevcut

Delikli
Alt Kanal Jar

Sekil 1 a) Yongada insan akcigeri mikro aracin enine kesiti. Ust kanal
(mavi), alt kanaldan (kirmizi) elastik delikli bir zarla ayrilmistir. b) Ust
kanal akciger epitel hiicreleriyle, alt kanal endotelle doselidir. Nefes
alma eylemivakumla saglanmaktadir.

sistemlerden ¢ok da-
ha iyi model sistem
olusturabilmek adina
Dr. Donald Ingber ve
ark. yongada akciger
gelistirmeyi basara-
bildiler. Peki nasil?
Nefes aldigimizda
akcigerlerimiz hava
dolar, alveol epiteli
gerilir. Oldukga

basit sekilde her glin
defalarca yaptigimiz
bir eylemi in vitro
kosullarda modellemeye calistigimizda maalesef
isler bu kadar kolay gitmiyor. Oncelikle akciger, kan
damarlarindan oldukga zengin bir ortam. Bir Petri
kabinda akcigeri modelleyip kan damarlaryla ile-
tisimini dogru bir sekilde saglayabilmek ¢ok kolay
dedil. Bunun yaninda Petri kabinda nefes almayi
taklit edecek bir ortam nasil olusturulabilir? Dr.
Ingber ve ark. nefes alan bir insan fizyolojisinden
esinlenerek bir aygit tasarladilar. Mikro sistemlerle
ilgili 6nceki yillarda yapilan calismalarda uygun kiil-
tlr medyumu, hiicre disi matriks kaplamasi ve akis
kosullariyla hiicrelerin canlihgini bu mikro akiskan
sistemlerde surdirebildigi saptanmis durumda.

Vakum © Nature
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Son yillarda mikromiihendislikte meydan gelen
ilerlemeyle bu sistemler cok daha gelismis yapilar
halini almis. Ingber ve ark.’nin yaptigi calismada

bir akcigerin islevsel birimi alan alveol-endotel
araylizii yongada akcigerle modellenmis. 400 um
genisliginde ve 100 um yuksekliginde iki paralel
mikro kanal; ince, porlu ve esnek bir membranla
ayrilmis. Bu membran hiicre disi matriksle kaplan-
mis. Membranin karsilikli yizlerinde insan alveol
epiteli hiicreleri ve insan akcigeri vaskuler endotel
hiicreleri kiiltlre edilmistir. Alveol epitel hiicreleri
olan kanal havayla, endotel hiicreleri olan kanalsa
siviyla doldurularak kan akimi taklit edilmis. Mikro
kanallarin her iki yanina mikro bélmeler olusturulup
belirli araliklarla vakumlama sayesinde “nefes alan”
bir yonga olusturabilmisler. Daha sonra bu mikro
sistemin inflamasyon gibi karmasik stireclere nasil
yanitlar verdigini 6l¢ebilmek icin alveol hiicrelerinin
bulundugu mikro kanala tiimor nekroz faktor a
iceren kiiltlr ortami eklendiginde, endotelde 1 ila

5 saat icinde ICAM-1 (intercellular adhesion molecu-
le-1) ifadesinin arttigi gézlenmis. Bakteri kaynakh
akciger enfeksiyonu icin alveol mikrokanalina yesil
fllioresan protein iceren Escherichia coli eklendigin-
de nétrofillerin alveol mikrokanalina gocg ettigi ve
dogrudan bakteriyi fagositoz etmeye yoneldigi ve
bu islevi bakterilerin cogu ortadan kalkincaya kadar
strdurdigi gozlenmis. Nanotaneciklerin etkilerinin
incelendigi deneyde, nanotaneciklerin akciger
alveol epitelinde inflamasyon éncesi sitokinlerin
sentezine, endotelde ise ICAM-1'in sentezine

neden oldugu belirtilip nefes alma eyleminin akut
akciger inflamasyonuna katki yaptigi 6zellikle
vurgulanmakta.

Peki biyotaklit edici 6zelligi oldukca geliskin oldugu
ispatlanmis bu mikrosistemler insan hastaliklarini
modellemede kullanilabilir mi? Elbette! in vivo
kosullarda interl6kin-2' nin (IL-2) akciger 6demi
yaptigini bilen Dr. Ingber ve ekibi, 2012 yilinda

yongada akciger sistemlerine uygulayarak fizyolojik
kosullardakine benzer yanitlar olusturup akciger
o6demini gozlemlemisler. Bununla kalmayip yeni

bir farmokolojik ajan, 6dem olusturulan yongalar
Uzerinde denendiginde IL-2’'nin neden oldugu
vaskdler sizintinin, belirli iyon kanallarinin bu ajan
sayesinde kapanarak engellendigi belirtilmis [Sci
Transl Med. 4: 159ra147, 2012]. Bu da bize bu mik-
rosistemler lizerinde hastaliklar modellenebildigi
taktirde ilaclarin etkileri, fayda ve zararlarinin
Olculebilecegini gdstermekte. Yongada organ
stratejisi, diger organlar izerinde de denenmis. Dr.
Ingber ve ekibi insan bagirsagini bu mikro sistemler
Uzerinde modellemis. Tipki nefes alan akciger gibi,
bagirsakta da fizyolojik kosullara uygun olmasini
saglamak icin peristaltik hareketler taklit edilmis.
Yapilan calismada bagirsak epitel hiicreleri faydah
bagirsak mikroplariyla birlikte kiilttre edildiginde,
peristaltik hareketlerin ve sivi akisinin da katkilariyla
hicrelerin farklilastigi ve ti¢ boyutlu bagirsak villus
olusumu izlenmis [Lab Chip 12: 2165-2174, 2012;
Integr Biol 5: 1130-1140, 2013]. Ornekleri arttirmak
mumkiin. Goziin acilip kapanmasini taklit eden
yongada goz, kalbin fizyolojik islevlerinden yola
cikilarak olusturulan kalp atimlarinin izlendigi
yongada kalp, yongada karaciger, yongada kan
beyin bariyeri, yongada deri, gibi bircok organ
modellenmis ve etkinligi cok dnemli dergilerde
yayinlanarak ispat edilmis. Tim bunlar nasil bir
fayda saglayabilir? Bu mikrosistemler sayesinde
deney hayvanlariyla yapilan calismalar azalabilir, za-
man ve para kaybinin éniine gecilip ¢cok daha hizh
bir sekilde ilag gelistirme teknikleri gelistirilebilir ve
kisiye 6zgi tedavi ydntemi uyariimis pluripotent
hiicrelerle saglanabilir. Peki tiim bu yongadaki
organlari bir mikro sistem icerisinde toplasak ve tek
bir mikro sistemde ¢oklu organ etkinligini inceleye-
bilecegimiz 'yongada insan” modellenebilir mi?

Bir sonraki sayida gortismek lizere....

Kilavuzun bu béliimu su konulan kapsamaktadir:

a. insan embriyonik kék hiicrelerinin (iEKH)
tretilmesi/tiiretilmesi.

b. insan pluripotent kék hiicrelerin bankalanmas,
dagitimi ve klinik dncesi kullanimi.

c. Insan embriyolarinin, gametlerin ve somatik
hiicrelerin k6k hticre arastirmalari icin temin edilme-
sive kék hticre tiretimine gerek duymayan in vitro
embriyo arastirmalari.

d. insan kaynakli totipotent ve pluripotent hiicre-
lerin kullanildigi ve deneyleri 6zel degerlendirmeyi
gerektiren, asagida daha ayrintili olarak 6zetlenmis
olan in vitro hayvan
modellemeleri.

Bu béliimdeki kilavuzlar
insan embriyo ve fetiistine
ait hticreler, fettis dokusun-
dan tiiretilen embriyonik
germ hiicreler i, insan
embriyolari ve gametler
lizerine cesitli arastirmalara
uygulanabilir. Bu insan
biyomateryalleriyle temel
arastirmalar yapan kisi ve
kurumlar, asadida adi gegen A
kategorilere uygun oldugu
stirece bu kurallan
izlemelidir.

Yénetsel Diizenlemele
ISSCR-2016 Kilavuzu
Turkceye Cevrildi.

2.Bolim

Uluslararasi Kok Hiicre Aragtirma Dernegi (ISSCR)
Kok Hiicre Arastirmalarinin Yiriitme ilkeleri (2006)
ve Kok Hiicrelerin Klinige Uyarlanmasi Kilavuzu'nun
(2008) ardindan 2016 yilinin Mayis ayinda yeni
kilavuzunu yayinlandi. 25 kisilik bir uzman grubu
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tarafindan yayinlanan ve 37 sayfalik bu kapsaml
kilavuzu 5 aylik yogun bir calismayla dilimize
cevirdik. Bu kilavuz ¢cok genis bir kitle hedeflenerek
hazirlanmis. Hiicresel tedaviye iliskin her tirlu
deneysel (klinik dncesi), klinige yonelik arastirmaci
ve klinisyenin yani sira, yasa ve yonetmelik yapicilar,
fonlayici kurumlar, arastirmalari destekleyen kisi ve
kurumlar, hastalar, hasta dernekleri, hiicre sagla-
yicilar, hiicre ve tedarik malzemesi endistrisinde
calisanlar ve son olarak medya bu kilavuzdan
yararlanabilecek.

Gozetim

Oneri 2.1.1: Sunlari iceren
arastirmalar 6zellesmis in-
san embriyosu arastirmasi
gb6zetimi (EMRO) islemiyle
bilimin benzersiz yénlerine
151k tutacak bicimde deger-
lendirilmeyi, onaylanmayi
ve stirekli g6zlemlenmeyi gerektirir; (a) insanin
implantasyon éncesi asamadaki gelisimi, insan
embriyolari veya embriyodan tiiretilen hiicreler
veya (b) insan gametlerinin in vitro (iretimi ve
sonrasinda bunlarin fertilizasyonla sinanmasi
veya bunlardan olusturulacak embriyolar. Soma-
tik hiicrelerden genetik veya kimyasal yollarla
yeniden programlanarak insan pluripotent kék
hiicrelerinin (6rnegin, uyarilmis pluripotent kék
hiicreler, uPKH) tiiretilmesi insanlar lizerinde
degerlendirmeyi gerektirir; ancak s6z konusu
arastirmada insan embriyosu iiretilmiyorsa veya
asagida belirtildigi lizere insan totipotent veya
pluripotent kok hiicrelerinin kullanildigi duyarl
arastirma yénleri icermiyorsa, 6zellesmis EMRO
islemi gerektirmez.

KOK HUCRE
ARASTIRMA VE
KLINIGE UYARLAMA
KILAVUZU

Arastirmalarin incelemesini ve Gézetimini
Yapan Kurumlarin Yapisi

Oneri 2.1.2: EMRO siireci, degerlendirmeye
alinan projede dogrudan yer almayan yetkin
bilim insanlarindan, etik uzmanlarindan ve
sivil toplum drgiitlerindeki kisiler tarafindan
gerceklestirilmelidir.

Uzmanlik alanlarinin uygunlugunu, nesnelligini ve
sorumluluklarini degerlendirecek ve EMRO slirecini
ylirtitecek olanlarin bilesimi icin éneriler:

a. Degerlendirme asa-
masindaki arastirmayla
dogrudan iliskisi olmayan,
gereken uzmanhda sahip,
konuyla ilgili alandan bilim
insanlari ve/veya klinisyen-
ler. Uzmanlik alanlari kék
hiicre biyolojisi, yardimla
tireme, gelisim biyolojisi ve
klinik tiptir.

b. Degerlendirme asa-
masindaki arastirmanin
gerekgesini ve olasi etkilerini
ahlaki yénde irdeleyebilecek
etik uzmanlari.
c. Arastirmayla ilgili yerel
yasal kurallari bilen tiyeler
veya danismanlar.
d. Arastirmanin yapilacagi
kurumla parasal veya
istihdam ydniinden baglan-
tisi olmayan, ancak arastir-
mada yer alan ve kék hiicre
arastirmalarindan fayda
gorebilecek goniilliilerin,
hastalarin, hasta derneklerinin gérislerini ve gerek-
sinimlerini ve topluluk standartlarini yeterince bilen
sivil toplum drglitii ve dernek tiyeleri.

RMA DERNEGI

inceleme Kategorileri

Oneri 2.1.3: Diinyadaki diger arastirmacilarin
yaptiklariyla bir tutarhlik olusturmak amaciyla
insan embriyolari ve embriyonik kok hiicre
arastirmalarinin degerlendirmeden gectiginin
teminat altina alinmasini saglamak ve deger-
lendirmeye alinmasi gereken bilimsel projelerin
yapisinin ve gézetiminin tanimlanmasi igin, s6z
konusu arastirmanin degerlendirilmesi ve dene-
timinde bu béliimde belirtilen li¢ degerlendirme
kategorisi kullaniimalidir.
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2.1.3.1 Birinci Kategori. Mevcut yasa ve/veya
ybnetmelikler cercevesinde degerlendirildikten
sonra izin verilen ve EMRO stirecinden muaf olma-
sina karar verilen arastirmalar. Birinci kategorideki
arastirmalar su etkinlikleri icerir:

a. Bilinen insan embriyonik kék hiicre dizileri
lizerinde hiicre kiiltiird, in vitro farklilasma veya
bagisiklik yetmezligi olan farelerde teratoma
olusturma gibi rutin ve standart arastirma yontem-
lerinin kullanildigi arastirmalar.

b. insan somatik hiicrelerinin yeniden program-
lanmasini iceren (6rnegin uyarilmis pluripotent
kok hiicrelerin olusturulmasi), ancak bunu ya-
parken embriyo veya totipotent hlicre liretmeyen
arastirmalar.

2.1.3.2 ikinci Kategori. Ancak EMRO siireciyle
degerlendirmeye alinip izin verilen arastirmalar.
Kapsamli bir degerlendirmenin yani sira arastirma-
ya katilacak géndilliileri degerlendirecek olan kurul
veya in vitro fertilizasyon (IVF) klinik denetleme
kurullari tarafindan saglanacak bir g6zetim gerekir.
EMRO stireciyle kapsamli sekilde degerlendirilmesi
gereken arastirmalar sunlari icermelidir:

a. IVF'ten gelen embriyolarin elde edilmesi ve
kullanimi.

b. Embriyo arastirmasi yapabilmek igin insan
gametlerinin elde edilmesi.

c. Insan gametlerini olusturacak olan ve insan
embriyosu elde etmek icin fertilizasyonu gerektiren
arastirmalar.

d. Invitro kosullarda embriyo elde etmek icin insan
embriyolari ve gametleri lizerindeki genetik mani-
ptilasyonu iceren arastirmalar.

e. Insan embriyolarindan yeni pluripotent hiicre
dizileri tiiretmek.

f. Embriyo ve fetiisiin gelisimini siirdiirebilme
potansiyeli olan insan kaynakli totipotent hiicreler
tiretmeyi amaglayan arastirmalar.

g. Embriyolarin in vitro kiiltiirii lizerine veya
deneysel olarak embriyo-benzeri yapilarin insan
organizmasini taklit etmesi lizerine yapilan; saglam
bilimsel gerekgelerle desteklenen, in vitro kiilttir
stiresini kisaltabilmeyi amaclayan arastirmalar.

h. Bir sekilde insan totipotent hiicrelerinin veya
pluripotent kék hiicrelerin tiiretilmesi ve bunlarin
embriyolarla karistirilmasi yéniindeki arastirmalar.

2.1.3.3 Uciincii Kategori. Yasakli arastirma
etkinlikleri.

Bu kategoride bulunan arastirmalar uluslararasi
genis bir goris birligiyle henliz gliclii bir bilimsel
gerekgesi olusmamus olan, ciddi etik endiseler tasiyan
ve/veya cogu yerde yasa dist kabul edilen deneylerdir
ve su anda yapilmamalidir. Bu tiir deneyler sunlardir;
a. Elde edildigi yénteme bakilmaksizin, insan
organizmasini olusturma potansiyeline sahip,
implantasyon 6ncesi dsnemdeki saglam bir insan
embriyosunun veya organize olmus embriyo-benzeri
hticresel yapilarin 14 glinden daha ileri déneme veya
ilkel ¢izgi olusum siirecine kadar (hangisi daha énce
gelisiyorsa) in vitro ortamda kiiltiir edilmesi.

b. insan organizmasini olusturma potansiyeline
sahip bir insan embriyosunun veya organize hticresel
yapilanin uterus digsinda veya her hangi bir hayvanin
uterusunda olusturulmasi.

¢. Somatik hiicrelerin ¢ekirdeginin ¢ekirdek nakliyle
veya benzeri yéntemlerle yeniden programlanma-
styla olusturulan insan embriyolarinin insan veya
hayvan uterusuna implante edilmesi lizerindeki
arastirmalar. Mevcut bilimsel ve tibbi giivenilirlik
¢ekinceleri nedeniyle insanda tireme klonlamasi
yasaktir.

d. Cekirdek genomu dedistirilerek olusturulmus
insan embriyolarinin insana veya hayvana implante
edilmesi veya insan ya da hayvanda olusturulmasi
(izerindeki arastirmalar. Ozellikle bu degisimlerin
soya yansimasi séz konusu ise, cekirdek DNA's
muihendislik teknikleriyle genomu degistirilmis ve/
veya cekirdek DNA'si degistirilmis gametlerden elde
edilen insan embriyolari.

e. Insan gametlerini olusturma potansiyeline sahip,
insan hiicreleriyle biitiinlesen hayvan kimeralarinin
birbirleriyle birlestirilmesini konu alan arastirmalar.
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Titiz Inceleme Gerektiren Yeni Embriyo Arastir-
masi Kategorileri

Oneri 2.1.4: ISSCR titiz bir EMRO isleminden
gecen; gametlerde, zigotlarda ve/veya implan-
tasyon 6ncesi insan embriyolarinda ¢ekirdek ge-
nomunun degistirilmesine yonelik laboratuvar
temelli arastirmalari desteklemektedir. Bu tiir
arastirmalar temel bilgileri gelistirirken genetik
hastaliklarin gegisini nlemeyi amaglayan
stratejilerde, cekirdek genomunun degistirilmesi
tekniginin giivenligine veya kullanimina iliskin
fikirlerin gelismesine katki saglar. Bilimsel ve etik
diizeyde yeterli berraklik olusana kadar ISSCR,
insanin liremesi amaciyla insan embriyolarinda
cekirdek genomunun degistirilmesi yoniindeki
her tiirlii girisimin su an icin uygun bir asama-
da olmadigini ve yasaklanmasi gerektigini
savunmaktadir.
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Mikrograf: Gerdes MJ ve ark. (Frontiers in Oncology, 2014)

Kolorektal kanserlerde hiicre sinyal yolagi
molekiillerindekiheterojenite.
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