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MELATONĠN ve UMBĠLĠKAL KORD KAYNAKLI MEZENKĠMAL KÖK 

HÜCRE EKSOZOMLARININ BE(2)-C NÖROBLASTOMA HÜCRELERĠ 

ÜZERĠNDE TERAPÖTIK POTANSĠYELLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Ahmet ġENGÜL 

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Kök Hücre Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi, Aralık 2022 

DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Hatice GÜLER 

2. DanıĢman: Öğr.Gör.Dr. Dilek KAAN 

ÖZET 

Nöroblastoma, embriyolojik olarak nöral krestin geliĢim bozukluğuna bağlı olarak 

ortaya çıkan, çocukluk döneminin malignitesi yüksek ve en sık görülen ekstrakraniyal 

solid tümörlerinden olup adrenal medulla sempatik ganglionlarda görülen pediatrik 

popülasyonda kansere bağlı ölümlerin %15‟inden sorumlu tümördür. Bu çalıĢmada, 

umbilikal kord dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücrelerinden salınan eksozomların 

(UK-MKH-Ekso) ve ayrıca epifiz bezi tarafından üretilen indolamin özellikte hormon 

olan melatoninin yüksek riskli hasta gruplarında izole edilmiĢ nöroblast hücre hattı, 

BE(2)-C üzerindeki etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Bu çalıĢmada 1, 2,5 ve 5 

mM konsantrasyonlarında melatonin ve 25, 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonlarında UK-

MKH-Eksozomun 24, 48 ve 72 saat boyunca nöroblast hücreleri üzerindeki sitotoksisite 

ve apoptotik etkileri değerlendirilmiĢtir. Her iki etken grubun sonuçları istatistiksel 

olarak değerlendirildiğinde zamana ve konsantrasyona bağlı olarak % hücre canlılığı 

kontrol grubuna göre ve kendi aralarında değerlendirildiğinde anlamlı farklılıklar 

göstermiĢtir (**P<0,001). Melatonin ve eksozomların yarı inhibisyon konsantrasyonu 

(IC50) sırasıyla 2,68 mM ve 69.4 µg/mL bulunmuĢtur. 48 ve 72 saat süre sonunda 2.5 

mM ve 5 mM konsantrasyonunda melatonin ve 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonlarında 

UK-MKH-Eksozomun BE(2)-C hücreleri üzerinde apoptozu indüklediği, 

konsantrasyonlar arasında anlamlı bir fark bulunmazken (P˃0,05),  uygulanan her 

konsantrasyon ve her zamana bağlı olarak canlı hücreler kontrol olarak ele alındığında 

geç evre apoptotik, erken evre apoptotik ve nekrotik hücrelerin yüzde değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde farklılık göstermiĢtir (**P<0,001). Bu çalıĢmada, 

kan-beyin bariyerini geçebilen eksozomlar ve melatoninin nöroblast hücreleri üzerinde 

güçlü terapötik potansiyellerinin olduğu görülmüĢtür. 

 

Anahtar Kelimeler: BE(2)-C;   Eksozom;  Melatonin; Nöroblastoma. 
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INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC POTENTIALS OF MELATONIN 

AND UMBILICAL CORD DERIVED MESENCHYMAL STEM CELL 

EXOSOMES ON BE(2)-C NEUROBLASTOMA CELLS 

Ahmet ġENGÜL 

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences 

Department of Stem Cell Sciences 

Master’s Thesis December 2022 

Supervisor: Ass. Dr Hatice GÜLER 

2. Supervisor: Lect. Dr Dilek KAAN 

ABSTRACT 

Neuroblastoma is one of childhood's most common extracranial solid tumours with high 

malignancy, arising due to embryological neural crest development disorder, and is a 

tumour sympathetic ganglion of the adrenal medulla. In this study, the effects of 

exosomes (UC-MSC-Exo) released from umbilical cord-derived mesenchymal stem 

cells and melatonin, an indolamine hormone produced by the pineal gland, on the 

neuroblast cell line BE(2)-C observed in high-risk patient groups have been 

investigated. In this study, 1, 2.5, 5 mM and 25, 50, and 100 µg/mL concentrations of 

melatonin and exosome, respectively have been applied to neuroblast cells for 24, 48, 

and 72 hours and their cytotoxicity and apoptotic effects have been evaluated. When the 

results of both factors were statistically evaluated, % of cell vibrancy varies according 

to the control group, depending on time and concentration and when assessed between 

them (**P<0,001). The semi-inhibition concentration of melatonin and exosomes (IC50) 

have been found 2.68 mM ve 69.4 µg/mL respectively. After 48 and 72 hours, 2.5 mM 

and 5 mM concentrations of melatonin and 50 and 100 µg/mL concentrations of UK-

MSC-Exosome induced apoptosis on BE(2)-C cells, while there was no significant 

difference between the concentrations (P˃0.05), the percentage values of late-stage 

apoptotic, early-stage apoptotic and necrotic cells differed statistically significantly, 

depending on each applied concentration and each time. (**P<0,001). This study 

showed exosomes that can cross the blood-brain barrier and melatonin have strong 

therapeutic potentials on neuroblast cells. 

 

Keywords: BE(2)-C;  Exosome;  Melatonin, Neuroblastoma.  
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Çocukluk çağı kanserleri arasında yer alan en yaygın tümör, nöroblastoma‟dır. 

Çocukluk çağı kanserlere bağlı ölümlerin %15‟ini oluĢturur.  Sempatik sinir sisteminde 

ortaya çıkan bu tümör en çok karın bölgesinde geliĢir ve adrenal bezde lokalizedir 

(Zafar ve ark. 2021). Lenf nodlarına, kemiğe, kemik iliğine ve akciğerlere, merkezi sinir 

sistemine metastaz yapma eğilimindedir (Park ve ark. 2019).  

Nöroblatoma da düĢük riskli olan hastalara tek baĢına cerrahi iĢlem uygulanabilir veya 

spontan tümör gerilemesi yaĢanabilir. Orta riskli hastalara daha hafif kemoterapi 

uygulanır ve kalan tümör kitlesi cerrahi yöntem ile alınır. Yüksek riskli hastalar, 

metastaz ve MYCN onkogen amplifikasyonu ile karakterizedir ve tedavisi, indüksiyon, 

konsolidayon ve idame olarak 3 aĢamada yapılır. Ġndüksiyon kemoterapisi, tümörü 

küçültmeyi ve kemoterapi ve cerrahi yol ile metastazı engellemek amacıyla yapılır. 

Konsolidasyon aĢamasında, otolog kök hücre nakli, radyoterapi ve yüksek doz 

kemoterapi uygulamasını içerir. Ġdame ise, sitokinler ve anti- disialogangliosid (GD2) 

monoklonal antikor kullanılarak immünoterapi ve 11-cis-retinol kullanarak farklılaĢma 

tedavisini içerir (Zafar ve ark. 2021). Nöroblastoma tedavisinde otolog kök hücre nakli, 

hastanın kendi kanı veya kemik iliğinden alınıp izolasyon iĢlemi sonrasında dondurulur 

ve yüksek doz kemoterapi sonrası hastaya geri verilme aĢamalarını içerir (Fish ve 

Grupp, 2008). 

Melatonin, karanlığa tepki olarak bilinen epifiz bezi tarafından üretilen indolamindir. 

Ana üretim yeri epifiz bezi olmasına rağmen, gastrointestinal sistem, deri, retina ve 

kemik iliği gibi çeĢitli dokularda da üretilir (Talib, 2018). Melatoninin antioksidan 

etkisi, DNA‟yı oksidatif hasardan korur. Bunun için ya doğrudan serbest radikallerin 

 



 

2 

 

süpürülmesi yoluyla ya da dolaylı olarak metal kaynaklı DNA hasarını inhibe ederek, 

antioksidan enzimleri uyarır ve DNA onarım sistemini güçlendirir (Galano ve ark, 

2018). 

Kök hücreler, çoğalma, tek bir hücreden meydana gelme ve farklı doku tiplerine 

farklılaĢma ile karakterize, özelleĢmemiĢ hücrelerden oluĢan özel bir hücre grubudur. 

Farklı potansiyellere sahip birçok kök hücre kaynağı vardır. Erken embriyoda, 

pluripotent kök hücreler tüm dokular için progenitörleri temsil eden embriyonik kök 

hücrelerdir. Daha sonraki geliĢimde, doku kısıtlı kök hücreler, doku dengesini ve 

yenilenmesini sağlayan somatik kök hücrelerdir. Pluripotent hücreler, 3 germ 

tabakasının tamamından (endoderm, mezoderm ve ektoderm) dokuya farklılaĢabilirler 

(Kolios ve Moodley, 2013). Multipotent kök hücreler, adipoz doku, kemik dokusu ve 

kıkırdak dokusu oluĢturabilen mezenkimal kök hücreler gibi tek germ tabakasından 

türemiĢ dokuya dönüĢebilirler. Kök hücreler hücresel tedavide hasarlı hücreleri 

değiĢtirmek veya organları yenilemek için kullanılabilecekleri gibi hastalığın 

patogenezi, hastalığa ait hücre dizilerini çoğaltmada ve ilaç geliĢtirmede 

kullanılabilirler. Kök hücre biyolojisinin geliĢmesine rağmen hücrenin hazırlanma 

süresi ve in vitro ortamda kültür edilen hücrelerin bir ilaç gibi stabilizesini 

koruyamaması, tümör oluĢumunu desteklemesi ve embriyonik kök hücre kullanımında 

oluĢan etik sorunlar nedeniyle tedavi amaçlı çalıĢmaları kısıtlamaktadır (George, 2015). 

Organizmada yer alan hücrelerin görevlerini yerine getirebilmeleri için haberleĢmeleri 

gerekir. Hücrelerin haberleĢmesi yakınındaki ve uzak mesafede yer alan hücrelerle 

kimyasal iletiler salgılayarak gerçekleĢir. Yakın mesafede yer alan hücrelerle iletiĢimini 

nörotransmitterler ve yerel regülatör gibi lokal düzenleyicilerle sağlanır. Uzak 

mesafedekilerle iletiĢim ise hormonlar ve ekstrasellüler veziküller (EV) ile sağlanır 

(Ġnanır ve Ekici, 2020). 

EV‟ler apoptatik cisimler, ektozomlar ve eksozomlar olmak üzere üç kısıma ayrılır. 

Eksozomlar EV‟ler en küçük üyesi olarak endozomların olgunlaĢmasıyla oluĢur ve 

boyutları 20-200 nm arasındadır. Eksozomlar içerisinde protein, DNA, mRNA ve 

kodlanmayan RNA‟lar (ncRNAS) baĢta olmak üzere çeĢitli molekülleri bünyesinde 

barındırır (Harke ve ark,2021). Plazma, serum, idrar, anne sütü, amniyotik sıvı ve 

sinoviyal sıvı gibi vücut sıvılarından elde edilebilir. Eksozomların ilk zamanlar hücre 
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içerisinde bulunan proteinleri hücre dıĢına atılmasında görev aldığı düĢünülmekteydi 

(Bahar, 2019). Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla birlikte hücreler arası iletiĢim, genetik 

materyallerin transferi, sinyal iletimi ve immünolojik yanıtların düzenlenmesinde görev 

aldığı bilinmektedir. Eksozomların hedef hücreye yalnızca içeriklerini aktarmadığı aynı 

zamanda hedef hücrede bazı değiĢikliklere neden olduğu glioblastomlu olgularda 

gösterilmiĢtir. 2008 yılında yapılan bir çalıĢmada, eksozomların taĢıdığı mRNA ve 

miRNA‟nın alındıkları beyin endotel hücrelerinde proteine dönüĢtüğü ve bu proteinin 

tümör çevresini düzenlemekte görev aldığı saptamıĢtır (Skog ve Würdinger  2008). 

MKH kaynaklı eksozomlarda bünyesinde protein, lipit, DNA taĢırlar. Mezenkimal kök 

hücre eksozomlarının birçok hastalık ve doku tamirinde etkin rol oynadığı bilinmektedir 

(Kuen ve Park2013). Karaciğer hasarında apoptozu azalttığı, diyabetin neden olduğu 

biliĢsel bozukluk gibi hastalıkların tedavisinde umut verici bir araç olabileceği 

gösterilmiĢtir (Cosenza ve Toupet 2018). 

Bu çalıĢmada melatonin ve insan umbilikal kord dokusu kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelerinden salınan eksozomların yüksek riskli hasta gruplarından izole edilmiĢ 

nöroblast hücre hattı BE(2)-C üzerindeki etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 1, 2,5 

ve 5 mM konsantrasyonlarında melatonin ve 25, 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonlarında 

eksozom 24, 48 ve 72 saat boyunca nöroblast hücrelerine uygulanmıĢ ve XTT 

yöntemiyle sitotoksisite etkileri, Anneksin V & Dead Cell yöntemi ile apoptotik etkileri 

değerlendirilmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Beyin Tümörleri 

Beyin ve merkezi sinir sistemi tümörleri en ölümcül kanserler arasında yer almaktadır. 

Amerika‟da 2013-2017 arasında görülme sıklığı 100.000 kiĢide 23.79‟dur. Beyin 

tümörlerinin görülme sıklığı düĢük olmasına rağmen ölüm oranı bir o kadar yüksektir. 

Beyin tümörü tedavisi kan-beyin bariyerinin seçici geçirgenliği nedeniyle düĢüktür. 

Bununla birlikte seçici geçirgenlik, beyin patolojisi biyobelirteçlerinin periferik 

dolaĢıma geçmesini de engeller. Tümör kaynaklı biyobelirteçleri tespit etmek için 

geleneksel yöntemlerden, cerrahi doku biyopsisine gereksinim duyulur. Tekrarlanan 

biyopsiler ise yüksek komplikasyon ve morbidite riski nedeniyle mümkün olmayabilir. 

Sıvı biyopsiler yoluyla, beyin tümörü belirteçleri periferik kanda veya beyin omurilik 

sıvısında (BOS) tespit edilebilir. Bu sayede, bir tümörün evrimi bir hastanın tedaviye 

yanıtı basit ve minimal invaziv ile tespit edilebilir. DolaĢımda tümör hücrelerine ve 

tümör DNA‟sına rastlanabilir. DolaĢımdaki tümör DNA‟sı, tümör hücresi apoptozu 

veya nekrozu sırasında dolaĢımda saptanabilen DNA‟dır. Erken kanser dönemlerinde 1 

ml kan numunesinde %0,001‟den daha az tümör DNA‟sına içerir (Torrella ve ark, 

2022). 

Beyin tümörleri, yaĢ (<10 yaĢındaki çocuklar ve 60 yaĢ üstü bireylerde daha sık 

görülür), ırk (Avrupa kökenlilerde gliomalar ve nöroepityal tümörler daha sık görülür) 

ve cinsiyete (kötü huylu tümörler erkeklerde daha fazla görülür) göre değiĢen önemli 

heterojen bir tümör grubudur. Beyin tümörleri için doğrulanmıĢ risk faktörleri olarak 

iyonlaĢtırıcı radyasyon ve alerji öyküsüdür. ĠyonlaĢtırıcı radyasyon çocuklarda daha 

güçlü olmakla birlikte, yetiĢkinler içinde risk içerir (Ostrom ve ark, 2019). Beyin 

tümörleri primer ve sekonder tümörler olarak ikiye ayrılmaktadır. Primer tümörler; 

beynin kendi dokusundan kaynaklanan tümörlerdir. Sekonder tümörler ise, beyin 

dıĢında geliĢen ve beyin dokusuna metastaz yapan tümörlerdir. En fazla akciğer, böbrek 

ve meme kanserleri metastaz yaparlar. Primer beyin tümörleri, supratentorial ve 

infratentorial tümörler olarak ikiye ayrılır. Ġnftratentorial tümörler; nöroepitelyal 
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tümörler, meninkslerde oluĢan tümörler, sinir kılıfı hücreleri tümörü, hematopoetik 

tümörler, germ hücresi tümörleri, sellar bölgede yer alan tümörler ve komĢu bölgelerde 

geliĢen tümörlerdir. Nöroepitelyal tümörler; astrositik, oligodendroglial tümör, 

ependimal tümör, koroid pleksus tümör, pineal tümör ve embriyonal tümörler olarak 

sınıflandırılır (Horbinski ve ark, 2019). Embriyonal tümörler nöral krestten kaynaklanan 

malign neoplazmdır. Medullablastom, medullepitelyom, nöroblastoma ve 

ganlionöroblastom olmak üzere bir dizi tümörü kapsar. Mebullablastom en yaygın 

embriyonal tümörlerdir. Kendi genetik tanımlı (SHH ile aktive olan TP53-mutant, SHH 

ile aktive olan TP53-vahĢi tip, WNT ile aktive olan SHH/WNT aktif olmayan, 

SHH/WNT aktif olmayan) grupları vardır. Genetik profil ve histoloji kombinasyonuna 

(klasik, desmoplastik, anaplastik ve yaygın nodülürlüğe sahip medullablastom) göre 

tümörlerin prognozu belirler. SHH kromozom 7‟de hücrenin uzmanlaĢması ve 

büyümesinde önemli olan dikenli protein kodlanmıĢtır. Kromozom 12q13 bölgesinde 

WNT gen ailesi, hücre çoğalmasını ve embriyogenezi düzenleyen sinyal proteinleri 

kodlar. Diğer embriyonal tümörler, 19. kromozomun üzerinde C19MC bölgesindeki 

amplifikasyona göre adlandırılır. Amplifikasyona sahip ise, C19MC değiĢtirilmiĢ, 

amplifikasyona sahip değilse NOS olarak adlandırılır. Diğerleri ise, nöroblastoma, 

medullaepitelyoma,  ganglioblastoma ve INI1 veya BRG1 değiĢikliğine göre atipik 

teratoid/rabloid tümör (ATRT) olarak adlandırılır (ġekil 2.1.) (Rios ve ark, 2021).  

 

 

ġekil 2.1. Embriyonal tümörlerde moleküler testler ve sonuçları (Horbinski ve ark, 

2019). 
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2.2. Nöroblastoma 

Nöroblastoma, çocukluk döneminin malignitesi yüksek ve en sık görülen ekstrakraniyal 

solid tümörlerinden biridir. Nöral krest hücrelerinden köken alır. Adrenal medulla ve 

sempatik ganglionlarda görülür (Dacidoff ve ark, 2021). 

2.2.1. Epidemiyolojisi 

Nöroblastoma, tüm çocukluk çağı tümörlerinin %8-10 unda görülen, bebek ve 

çocuklarda en sık görülen ekstrakraniyal solid tümörlerdir. Pediatrik popülasyonda 

kanser bağlı ölümlerin %15‟inden sorumludur. Ġnsidansı, 15 yaĢ altında 1.10
6
‟da 10,2 

vaka ve yılda 500 yeni vaka bildirirler. Vakaların %90‟ı 5 yaĢından önce teĢhis 

edilirken, 530‟u ilk yıl içerisindedir. Ortalama tanı yaĢı 22 aydır. Nadiren ergen ve 

yetiĢkinlerde çıkar ve bu yaĢ grubunda daha ağır tablo ile karĢılaĢılır. Irk için herhangi 

bir ayrım içermezken, cinsiyet olarak, erkeklerde görülme sıklığı fazladır (Colon ve ark, 

2011). 

2.2.2. Klinik Tablo 

Nöroblastomanın klinik tablosunda, tümörün konumu, boyutu invazyon derecesi, 

katakolamin sekresyonunun etkileri ve para neoplastik sendromlara bağlı birçok faktör 

rol oynar. Tümörlerin yaklaĢık %65‟i karın bölgesinde ortaya çıkar ve bunun yarısı 

adrenal bezin medulasına lokalizedir. Bunun dıĢında %5 boyun, %5 pelvis ve %20‟de 

göğüste oluĢabilir (Park ve ark, 2010). Bir çok hasta semptom vermezken, bazı 

hastalarda ateĢ, halsizlik ve kilo kaybı, büyüyen bir kitle, ağrı, abdominal distansiyon, 

lenfadenopati gösterebilir. Göğüs bölgesinde geliĢmesi halinde solunum sıkıntısı, pelvis 

bölgesinde görülürse, karın ağrısı, kabızlık idrar yapamama semptomları görülebilir. 

Servikal tümörlerde hastada, Horner Sendromu geliĢebilir ve hastaların %15‟inde 

epidural geniĢleme ilerleyici felç gibi nörolojik defisitlere neden olabilir.  Tanı 

sırasında, hastaların %50‟sinde lokalize belirtiler görülür, %35‟inde ise bölgesel lenf 

nodu yayılımı görülür. Hematojen ve lenfatik yol ile kemik iliği, karaciğer, cilt ve 

kemiklere metastaz yapabilir. Cilde metastaz yapması halinde hastalarda, mavi deri altı 

nodülleri geliĢir.  Nöroendokrin özellikleri nedeniyle nöroblastoma, hipertansiyon ve 

taĢikardi ile sonuçlanan katekolamin salgılama potansiyellerine sahiptir. Hastada 

vazoaktif intestinal polipeptidi (VIP), ensefalomiyelit, inatçı diyare geliĢebilir. 
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Antikorlar ve serebellar doku çapraz reaksiyona girdiğinde ortaya opsocionus-

miyoklonus sendromu (OMS) geliĢir. OMS‟ye bağlı, kol ve bacaklarda spazm ve göz 

nistagmusu geliĢir (Colon ve ark, 2011). 

2.2.3. Nöroblastomanın Moleküler Patogenezi 

Nöroblastoma, sempatik sinir sisteminin nöronal ganglionlarında ortaya çıkan 

geliĢimsel bir malignitedir. Bu nöronal yapılar, embriyogenez sırasında erken dönemde 

nöral tüpten göç eden nöral krest hücrelerinden türemektedir. Bazen dördüncü germ 

tabakası olarak adlandırılan nöral krest, nöro ektodermden türetilen geçici embriyonik 

dokudur. Omurgalılarda nöral tüp oluĢumunda, nöral krest, karmaĢık bir 

transkripsiyon/epigenetik düzenleyici Ģemaya yanıt verecek bir olgunlaĢma süreci 

meydana gelir. Bu süreç boyunca nöral krest öncüleri kök hücreyi anımsatan çok noktalı 

farklılaĢma potansiyeli kazanır. BMP, Wnt, Notch ve diğer ligandların, ardıĢık sinyal 

gradyanları, yüz, gövde ve kalbin epitelyalarına, mezenkimal ve endotelyal bileĢenlere 

farklılaĢmasını sağlar. Bu olgunlaĢma sürecinin inhibisyonu sonucu, erken multipotent 

nöral krest öncülerinin malign dönüĢüme yatkın hale gelir (Louis ve ark, 2014). 

Nöroblastomanın onkogeni kromozom 2‟nin 2p24 distal kısa kolunda türetilen MYCN 

onkogenidir. Primer nöroblastomanın, yaklaĢık %25‟i MYCN amplifikasyonuna 

sahiptir. MYCN amplifikasyonu ilerlemiĢ hastalığı olanların %40‟ında ve düĢük evreli 

hastaların %5-10 arasında mevcuttur. MYCN amplifikasyonunda hücre baĢına 10‟dan 

fazla gen kopyasının tanımlanması, hastalığın ileri evreleri, hızlı tümör ilerlemesi ve 

morbidite ile sonuçlanır (Fredlund ve ark, 2008). Anaplastik Lenfoma Kinazın (ALK) 

aktive edici mutasyonları da nöroblastomanın onkogen sürücüleri olarak düĢünülür. 

Ailesel nöroblastoma vakaların tamamında ve spontan vakaların %6-10‟u arasında 

mutasyonlar görülür. ALK ve MYCN mutasyonu tümör oluĢumunu teĢvik etmekle 

birlikte iĢ birliği yaparlar (Schulte ve ark, 2012). 

PHOX2B (Paired- like Homeobox 2B) germ hattı mutasyonları, ailesel nöroblastoma ve 

sporadik vakalarda görülür. PHOX2B ve PHOX2A, nöral krest hücrelerinin, sempatik 

nöronlara doğru farklılaĢmasını sağlar. Bu yoldaki mutasyonlar, Hirschsprung hastalığı 

ve merkezi hipoventilasyon sendromu gibi  hastalıklara sebep olur (Di Lascio ve ark, 

2016). ATRX, daha büyük ve ergenlerde ortaya çıkan nöroblastoma tümörlerinde 
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mutasyona uğrar. ATPase/helikaz alanı içerir ve SWI/SNF kromatin değiĢtiricileri 

ailesinin üyesidir. Telomer uzunluğunun düzenlenmesinde görev alır. 12 yaĢından 

büyük çocukların 4. Evre nöroblastomaların %44‟ünde mutasyon görülürken, 12 

yaĢından küçüklerin sadece %9‟unda mutasyon görülür (Saenz ve ark, 2021). 

2.2.4. Nöroblastoma Evreleme  

1988 yılında yayınlanan Uluslararası Evreleme Sistemi, hastanın evresini cerrahi 

prosedür ile tanımladı. Evre I; tamamen rezeke edilen lokalize tümörlerdir. Evre II; 

tümörler küçük, lenf nodu tutulumu olabilir veya olmayabilir ancak tamamen rezeke 

değildir. Evre III; lezyonlar, hastanın orta hattını geçen ve tamamen rezeke edilemeyen 

büyük tümörlerdir. Evre IV;  18 aydan daha küçük olan çocuklarda deri, karaciğer ve 

kemik iliğine metastaz yapar (Louis ve ark, 2014). 

2.2.5. Nöroblastoma ve Tedavisi 

Risk sınıflamasına göre nöroblastoma tedavisi değiĢebilmektedir. DüĢük risk kabul 

edilen hastalar için genellikle cerrahi rezeksiyon veya semptomlara neden olmayan 

spontan gerilemesi muhtemel tümörler gözlem yapılarak tedavi uygulanabilir. Orta 

seviye risk kabul edilen hastalar için, 2-8 arası kemoterapi ile tedavi edilebilir. Yüksek 

risk kabul edilen hastalara göre kemoterapi dozu daha düĢüktür. Yüksek risk olan 

hastalar MYCN amplifikasyonu gerçekleĢmiĢ, 18 yaĢından büyük ve IV. Evredeki 

hastaları kapsar. Bu hastaların ve ailelerin hastanede yatıĢ süresi ve tedavinin uzun 

sürmesi nedeniyle, terapi yoğunluğunun sürekli olarak artırılmasına odaklanılmıĢtır. 

Tedavisi ise, tümör yükünü azaltmak ve cerrahi rezeksiyona uygun hale gelmesi için 

çok sayıda indüksiyon kemoterapisi (platin ilacı, antrasiklinler ve alkilleyici ajanlar 

içerir) döngüsü ile baĢlar. Daha sonra primer cerrahi ile tümör çıkarılır. Bunu kök hücre 

transplantasyonu ile 1-2 arası miyeloablatif tedavi kürü verilir ve ardından tümör 

yatağına radyasyon tedavisi ile müdahale edilir (Tolbert ve ark, 2019). 

2.3. Melatonin 

Melatonin, karanlığa tepki olarak bilinen epifiz bezi tarafından üretilen indolamindir. 

Ana üretim yeri epifiz bezi olmasına rağmen, gastrointestinal sistem, deri, retina ve 

kemik iliği gibi çeĢitli dokularda da üretilir (Talib, 2018). Melatonin seviyesinin 

kontrolü, karanlık-ıĢık döngüsü dıĢında, yaĢ cinsiyet, fizyolojik koĢullar tarafından 
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sağlanır. Melatonin, vücudun biyolojik saati olarak bilinen sirkadiyen ritim izleme, 

immün modülatör, anti-inflamatuar, antioksidan, vazoregülasyon ve onkostatik 

aktivitelere sahiptir (Chiru ve ark, 2014). Ġnsanlarda melatonin biyosentezinin baĢlangıç 

maddesi, esansiyel bir amino asit olan triptofandır. Triptofan hidroksilaz (TP5H) ve 

aromatik asit dekarboksilazın (AADC) etkisi ile, enzimler triptofan nörotransmiter 

seratonine dönüĢür. Serotonin ise, arilakilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ve 

hidroksindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimlerinin etkisi ile melatonine dönüĢür 

(ġekil 2.2.) (Alyased ve ark, 2021). 

 

ġekil 2.2. Ġnsanda melatonin biyosentezi (Alyased ve ark, 2021). 

Melatoninin MT1 (MTNR1A tarafından kodlanan) ve MT2 (MTNR2B tarafından 

kodlanan) olmak üzere G-protein-bağlı reseptör (GPCR) grubuna bağlı iki adet 

reseptörü vardır. Adenil sikliaz ve siklik AMP‟nin inhibisyonunda yer alır ve linoleik 

asit alınımını inhibe ederek antikanser etkisine aracılık ederler. Reseptörden bağımsız 

etkileriyle, apoptozu indüklediği, anjiyogenez inhibisyonu, ve sirkadiyen ritim 

bozulmasının önlenmesi gibi mekanizmaları içerir. Ayrıca terapötik etkileri 

güçlendirerek, kemoterapinin veya radyasyonun yan etkilerini azaltarak kanser 

tedavisinde de yardımcı ajan olarak kullanılma potansiyelleri mevcuttur (Li ve ark, 

2017). 

2.3.1. Karanlık-IĢık Döngüsü ve Melatonin Salınımının Düzenlenmesi 

Epifiz bezinde, karanlık-ıĢık döngüsü ile melatonin üretimi sağlanır. Geceleri yüksek 

oranda melatonin üretimi yapılırken gün boyunca bu üretim seviyesi düĢer. Epifiz bezi 

ile ıĢık arasındaki iletiĢim, retinanın, retinohipotalamik yol ile beyindeki sirkadiyen bir 
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osilatör olan suprakiazmatik çekirdeğe sinyaller göndermesi ile baĢlar. Günün ıĢıkların 

aktif olarak alındığı saatlerde, suprakiazmatik çekirdekteki nöronlar aĢırı aktif olur ve 

epifiz bezinin fonksiyonunu engelleyici sinyaller gönderir. Geceleri ise bu engelleyici 

sinyallerin gelmemesi ile epifiz bezi görevini yerine getirerek melatonin üretimini sağlar 

(Touitou ve ark, 2017). 

2.3.2. Melatonin ve Kanser ĠliĢkisi 

Melatoninin antioksidan etkisi, DNA‟yı oksidatif hasardan korur. Bunun için ya 

doğrudan serbest radikallerin süpürülmesi yoluyla ya da dolaylı olarak metal kaynaklı 

DNA hasarını inhibe ederek, antioksidan enzimleri uyarır ve DNA onarım sistemini 

güçlendirir (Galano ve ark, 2018). Yapılan bir çalıĢmaya göre tümör taĢıyan farelere, 

melatonin ve sisplatin verilerek, melatonin DNA hasarını onarabileceği ve sisplatinin 

antikanser aktivesi iyileĢtirdiğini göstermiĢtir (Huang ve ark, 2021). 

Apoptotik kontrol kaybı, kanserin ayırt edici özelliklerindendir. Sınırsız büyüme ve 

anjiyogenez ve apoptozdan kaçınma gerçekleĢir. Melatonin, BAX/BAK, Apaf-1, 

kaspazlar ve p53 gibi pro-apoptotik mediatörlerin ekspresyonunu artırır (Mortezaee ve 

ark, 2019).  AraĢtırmalarda, mide kanseri hücrelerine melatonin verilmesi ile p38 ve p-

JNK proteinin ekspresyonun artması ve p65‟in aĢağı regülasyonu yolu ile apoptozun 

uyarıldığı görülmüĢtür (Li ve ark, 2017). BaĢka bir çalıĢmada ise melatonin, MCF-7 

insan meme kanseri hücrelerinde Bcl-2‟yi inhibe ederek BAD/BAX genlerini yukarı 

regülasyonu etkisi gösterir (Gonzalez ve ark, 2018). 

Tümörlerin, hücre proliferasyonu ve metastatik yayılımın kurulması için yeni kan 

damarların oluĢumu (anjiyogenez) gerekmektedir. Anjiyogenezin, vasküler endotelyal 

faktör (VEGF), trombosit kaynaklı büyüme faktör (PDGF), epidermal büyüme faktör 

(EGF), hepatosit büyüme faktör (HGF)  kontrol eder. Melatoninin yapılan bir çalıĢmada 

SH-SY5Y insan nöroblastoma hücrelerinde VEGF ekspresyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir (Menendez ve ark, 2017).  Melatoninin osteosarkomda miR-424-

5p/VEGF sinyal yoluyla tümör anjiyogenezi engellediği gösterilmiĢtir (Vimalraj ve ark, 

2020). 

Kanser hücreleri, protein ekspresyonunun ve sinyal yollarının modülasyonu ile aĢırı 

çoğalma yeteneği kazanır. Melatoninin ise bu aktiviteleri kısıtlamada aktif bir Ģekilde 
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etkileri mevcuttur (ġekil 2.3). Melatonin ve 5-florourasil ile kombine edilmesi ile 

PI3K/AKT sinyal yollarının aĢağı regülasyonu ile anti proliferasyon ve anti göç ve pro-

apoptotik etkiler gösterir (Gao ve ark, 2016). PI3K ve MAPK sinyal yollarının hem 

reseptöre bağımlı hem de bağımsız Ģekilde değiĢtirilmesi yoluyla hücre göçünü engeller 

ve kanser kök hücrelerinin proliferasyonunu inhibe eder. Melatonin aynı zamanda, 

siklin D1, CDK4, Siklin B1 ve CDK1 ekspresyonunu azaltarak osteosarkom 

hücrelerinde (MG-63 hücreleri) hücre proliferasyonunu baskılar (Li ve ark, 2017).  

 

ġekil 2.3. Kanser belirtilerini kısıtlamada melatonin etkisi (Alyased ve ark, 2021). 

Çok sayıda klinik araĢtırmayı içeren Tablo 2.1.‟de, mide kanseri, meme kanseri, prostat 

kanseri gibi çeĢitli kanser türlerinde melatoninin onkostatik rolü gösterilmiĢtir. 
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Tablo 2.1.  Kanser modellerinde melatoninin onkostatik etkisi (Alyased ve ark, 2021). 

Kanser 

Türü 

ÇalıĢma Modeli Melatonin 

Dozu 

Melatonin Ana Etkileri ve 

Sonuçları 

Mide 

Kanseri 

AGS ve MGC803 

insan mide hücre 

hattı 

3mm 

melatonin 

Apoptoz ile ilgili proteinleri yukarı 

doğru indüklemiĢtir. Kaspaz -3, -9 

ve yukarı akıĢ düzenleyicileri 

MDM2 ve Akt‟nin fosforilasyonunu 

ve ekspresyonunu aĢağı doğru 

düzenlemiĢtir. 

Glioblastom  U251 ve U87 

glioblastoma 

hücreleri 

1nM ve 1 mM 

melatonin 

 HIF-la proteininin ekspresyonunu 

blok eder ve hipoksi altında VEGF 

ve MMP-2 (matris metallaproteinaz 

2) ekspresyonunu inhibe etmiĢtir. 

Prostat 

Kanseri  

Pc-3 hücre hattı 1mm 

melatonin 

Hipoksi altında anjiyogenez ile ilgili 

genlerin mRNA ekspresyonunu 

azaltmıĢtır.  

Akciğer 

Kanseri 

CL1-0, CL1-5 ve 

A549 hücre 

hatları 

0.1, 0.3. ve 

1mM 

melatonin 

Akciğer kanseri hücrelerinde 

CD133 ekspresyonunu azaltmıĢtır. 

Karaciğer 

Kanseri 

HepG2 

hepatokarsinom 

hücre hattı  

10 
−9

 , 10 
−7

 , 

10 
−5

 ve 

10 
−3

 mol/L 

melatonin 

 Siklooksijenaz-2(COX-2) 

ekspresyonunu aktive edici 

transkripsiyon faktörü 

inhibisyonunu blok edilmesi ve Bcl-

2/BAX oranının azaltılması yoluyla 

ER stresi altında HepG2‟de apoptoz  

artmıĢtır. 

2.4. Kök Hücre ve Tarihçesi 

Alman bir bilim adamı olan Rudolf Virchow‟un 1800‟lü yıllarda tüm hücrelerin 

önceden var olan hücrelerden geldiğine dair bilimsel hücre teorisi vardır (Lois ve 

Magner, 2002). 1868‟li yıllara gelindiği zaman Ernst Haeckel tarafından Almanca bir 

kelime olan stammzelle (kök hücre) terimini kullanan ve filogenetik temelli evrim ağacı 

yazarıdır (Dröscher, 2014). Bilinen ilk kök hücre terimini kullanan popüler kök hücre 

yaklaĢımının temeli Ernst Haeckel „a dayanmaktadır. Rus histoloji ve embriyoloji 

alanında araĢtırmalar yapan Alexander Maximov, hematopoez teorisi üzerine 

çalıĢmalarıyla tanınır: tüm kan hücrelerinin ortak bir öncü hücreden geliĢtiğini 
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söyleyerek multipotent kök hücre kaynaklı hematopoetik kök hücrelere değinmiĢtir 

(Konstantinov, 2000). 1960 yıllarda ilk kemik iliği nakli gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Ülkemizde Türk tıp topluluğu adına önemli katkılarda bulunanlardan biri olan Süreyya 

Tahsin Aygün 1970‟li yıllarda kök hücre üzerine çalıĢmalar yapan ilk bilim adamıdır. 

Hücre kültürü üzerine araĢtırmalar yapan Aygün, kardiyak kök hücrelerin yenilenme ve 

yayılma yetenekleri üzerine çalıĢmalar yapıp yayınlamıĢtır (Çınar ve Vatanoğlu, 2018). 

Hücre biyolojisi ve tıp alanında kök hücrelerle ilgili araĢtırmalar bunlarla sınırlı 

kalmamıĢ önemli geliĢmeler 2000‟li yılların gelmesiyle hızla yaĢanmıĢtır (Tablo 2.2). 



 

14 

 

Tablo 2.2. Hücre biyolojisi ve tıp alanında kök hücrelerle ilgili araĢtırmaların 

kronolojisi (Elçin, 2015). 

YIL GELĠġMELER 

1981 Fare embriyonik kök hücrelerin blastokistin iç hücre kütlesinden ayrıĢtırılması 

1987 Embriyonik kök hücre temelli gen hedefleme teknolojisinin geliĢtirilmesi 

1988 Ġlk göbek kordonu kan nakli 

1989 Hematopoetik kök hücrelerin FACS yöntemiyle ayrıĢtırılması 

1996 

Somatik hücre çekirdek nakliyle ilk klon memeli olan, koyun Dolly'nin 

doğumu 

1998 Ġnsan embriyonik kök hücrelerinin ilk defa ayrıĢtırılması 

2001 Ġnsan embriyonik kök hücre çalıĢmalarının yasaklanması 

2002 Primordiyal eĢey hücrelerinden pluripotent kök hücrelerin üretilmesi 

2004 California Proposition 71 fonunun kök hücre araĢtırılmasına aktarılması 

2005 Türkiye'de insan embriyonik kök hücre çalıĢmalarının askıya alınması 

2006 Kemik iliği elde edilen kök hücrelerin ayrıĢtırılması 

2006 Fare uyarılmıĢ pluripotent kök hücrelerin elde edilmesi 

2006 Tek blastomerden embriyonik kök hücrelerin üretilmesi 

2007 Ġnsan uyarılmıĢ pluripotent kök hücrelerin elde edilmesi 

2007 Martin Evans- Nobel Fizyoloji ve Tıp ödülü (Embriyonik Kök Hücreler) 

2009 Ġnsan embriyonik kök hücre çalıĢmalarının Amerika'da serbestleĢtirilmesi 

2010 

Ġnsan embriyonik kök hücrelerin omurilik hasarına yönelik kullanılması ( 

Geron) 

2012 Shinya Yamanaka-Nobel Fizyoloji- Tıp ödülü (UyarılmıĢ Pluripotent KH) 

2014 Terapötik klonlama ile insulin üreten beta hücrelerinin üretilmesi 

2014 UyarılmıĢ pluripotent KH insan klinik çalıĢmaların baĢlaması 
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2.4.1.Kök Hücre ve Özellikleri 

Kök hücreler (KH) vücudumuzda bulunan henüz özelleĢmemiĢ hücrelerdir. Bir 

organizmanın herhangi bir hücresine özelleĢebilir ve kendisini yenileme yeteneğine 

sahiptir. KH insan vücudunda yer alan bütün olgunlaĢmamıĢ hücrelerin oluĢumuna katkı 

sağlar ve her hücre, her doku ve her organın temelini oluĢtururlar (Zakrzewski ve ark, 

2019). Kök hücreler hem yenilenmeyi ve hem de farklı bir hücreye özelleĢmeyi garanti 

ederler. Bunun yolu asimetrik bölünme özelliğinden geçer. Bunun dıĢında hücre 

klonlanması yani özdeĢ hücrelere bölünmesiyle simetrik özellikte gösterirler (ġekil 2.4) 

(Charitos ve ark, 2021).   

 

ġekil 2.4. Kök Hücrelerde asimetrik ve simetrik bölünme (Charitos ve ark, 2021) 

Kök hücreler vücudumuzda bulunan 200 kadar hücreyi meydana getirirler. Dokuların, 

hücrelerin ve organların temel yapısını oluĢtururlar. Heterojenlik ve plastisite kök 

hücrelerin ayırt edici özellikleridir. Asimetrik ve simetrik bölünme özelliği gösterirler. 

Hasarlı dokuların onarımını sağlarlar (Wang, 2019). Kök hücrelerin uzun süre boyunca 

kendilerini yenileme ve bölünme özelliği vardır. Kök hücreler dıĢında yer alan 

hücrelerin doğumdan sonra telomeraz aktivitesi azalır. Bunun sonucunda hücre 

yaĢlanmasına yol açar. 2007 yılında Hiyama‟nın yapmıĢ olduğu çalıĢmalarda 

mezenkimal kök hücrelerde telomeraz aktivitesinin düĢük olduğunu bildirmiĢtir (Fatih 

ve ark, 2019). Kök hücreler diğer hücrelere göre daha fazla strese karĢı dayanıklıdır. 
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Kök hücrelerin çözülmemiĢ oksidatif stres altında kalması daha kolay yaĢlanmasına 

neden olacağı kabul edilmiĢtir (Chen, 2017). 

2.4.2. Kök Hücre ve Sınıflandırılması 

Kök hücreler farklılaĢabilme ve elde edildikleri dokuya göre iki farklı sınıflandırma 

yapılabilir. Kök hücreler farklılaĢabilme kapasitelerine göre; totipotent, pluripotent, 

multipotent, oligopotent ve unipotent kök hücreler olacak Ģekilde 5 sınıfta toplanır 

(ġekil 2.5). Elde edildikleri dokuya göre iki ana tipi mevcuttur. Bunlar embriyonik ve 

yetiĢkin kök hücrelerdir. Embriyonik kök hücreler (EKH), endoderm, mezoderm ve 

ektoderm germ tabakalarına türeyebilen zigot ve blastositten geliĢen totipotent kök 

hücrelerdir. YetiĢkin kök hücreler dokularda bulunan, kendini yenileme özelliğine sahip 

multipotent hücrelerdir. 

 

ġekil 2.5. Kök hücre farklılaĢmaları açısından aralarındaki sıra düzeni (Elçin, 2015). 

2.4.2.1.Kök Hücrelerin FarklılaĢabilme Kapasitelerine Göre Sınıflandırılması 

Kök hücreler, döllenmeden yetiĢkinliğe kadar tüm doku ve organların temelini 

oluĢturacak Ģekilde kendini yenileme ve farklılaĢma kapasitesine sahiptirler. 

FarklılaĢma kapasitelerine göre; totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve 

unipotent kök hücreler olacak Ģekilde 5 sınıfta toplanır (ġekil 2.6). 
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ġekil 2.6. Totipotentten pluripotent, multipotent ve unipotent hücreye farklılaĢma (Wu 

ve ark, 2017) 

2.4.2.1.1. Totipotent Kök Hücre 

Çok hücreli organizmaların tipik olarak totipotent hücre olan zigottan kaynaklanır. 

Zigot, embriyogenez sürecini baĢlatır ve ekstra embriyonal keseler ve plasenta dahil 

olmak üzere tüm somatik hücrelere farklılaĢır. Organize bir Ģekilde 200‟den fazla farklı 

doku tipini oluĢturan hücrelerle bir organizmayı oluĢturabilir. 1902 yılında Alman bir 

bitki fizyoloğu Göttileb Haberlant‟ın yapmıĢ olduğu bir konuĢmada terminal olarak 

farklılaĢmamıĢ hücrelerin bitkileri yeniden üretme potansiyeli adı altında gerçekleĢen 

konuĢmasında „hücresel totipotent‟ kavramını ilk kez kullanmıĢtır (Wu ve ark, 2017). 

2.4.2.1.2.Pluripotent Kök Hücre 

Pluripotent kök hücreler, bir hücrenin geliĢim boyunca ve yetiĢkinlikte mevcut olan 

doku tiplerine farklılaĢabilme yeteneğini tanımlar. Ġnsan pluripotent kök hücreleri 

blastokistin oluĢumundan yaklaĢık 4 gün sonra oluĢan iç hücre kitlesi denilen ve daha 

sonra embriyoya dönüĢen özel hücre gruplarından elde edilir ya da OCT4, SOX2, KLF4 

VE c-MYC veya benzer transkripsiyon faktörlerinin aĢırı ekspresyonu yoluyla somatik 

hücrelerin yeniden programlanmasıyla elde edilir (Goodvin ve ark, 2020). 4 özel genin 

(OCT4, SOX2, KLF4 VE c-MYC) farklılaĢmıĢ hücrelere aktarılmasıyla embriyonik 

benzeri bir duruma yeniden programlamıĢtır (Yamanaka ve Takahashi, 2006). Teoriye 

göre; göbek kordonu kanı, kemik iliği hücreleri, periferik kan hücreleri, fibroblastlar, 

keratinositler ve hatta idrardaki hücreler olmak üzere insan vücudundaki hemen hemen 
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bütün olgun hücre tipleri indüklenmiĢ pluripotent kök hücrelere programlanabilirler 

(Liu ve ark, 2019). Pluripotent kök hücreler kanser hücreleriyle birtakım benzerlikler 

gösterir. Her ikisi de temel sınırsız çoğalma kapasitesine sahip, DNA onarım kontrol 

noktalarına atlama yeteneği ve onkojenik belirteçleri ifade etme yeteneğine sahiptir. 

Örneğin, c-MYC transkripsiyon faktörü hem kanserli hücrelerde hem de insan 

embriyonik kök hücrelerde yüksek oranda taĢınır. Sınırsız kendini yenileme ve vücudun 

hemen hemen tüm hücre tiplerine farklılaĢma yeteneğine sahiptir. Bu özellikleri onları 

hücre replasman tedavileri için çekici bir aday yapar ve rejeneratif tıp için umut 

vericidir. Bununla birlikte in vivo farklılaĢmamıĢ insan pluripotent kök hücrelerin 

transplante edildiğinde teratom oluĢturur ve tümör oluĢumu riski klinik uygulamasını 

kısıtlamaktadır (Ford ve ark, 2020). 

 2.4.2.1.3. Multipotent Kök Hücre 

Belirli doku veya organda bölünerek, birden fazla spesifik hücre tipine dönüĢerek 

kendini yenileme yeteneğine sahip bir kök hücre grubudur. Multipotent kök hücreler, 

geliĢim, doku iyileĢmesi ve savunma prosedüründe önemli katkıları bulunmaktadır. 

Terapötik etkilerini bir dizi hücresel ve moleküler yolakların aktivasyonu veya 

inhibisyonu sonucu sergiledikleri gösterilmiĢtir (Mirzaei ve ark, 2017). Nöral ve 

kardiyak bozuklukların tedavisinde, tıp biliminin geleceğinde önemli bir yer tutacaktır. 

Yapılan çalıĢmalarda kan damarı duvarından yeni bir yetiĢkin kök hücre türü, 

multipotent vasküler kök hücreler (MVKH) tespit edilmiĢtir. MVKH ‟lerin kendini 

yenileme yetenekleri vardır. SOX10, SOX17 gibi nöral krest kök hücrelerini ifade 

ederek farklılaĢabilirler. Ġn vivo araĢtırmalarda, vasküler yaralanmalarda, proliferatif 

hale gelebildiği ve düz kas hücrelerine farklılaĢabildiği gösterilmiĢtir (Huang ve ark, 

2019). 

Multipotent kök hücreler, pluripotent hücre uygulamalarında olduğu gibi immünolojik 

sorunlar, hasta bağıĢıklık sisteminin „yabancı‟ bir dokuyu reddetme olasılığı gibi baĢlıca 

sorunları yoktur. Bu kök hücrelerin ekstra avantajı hücresel tedavilerde fetal bir 

dokudan veya embriyodan elde edilme gereksinimi olmadığından etik problemler ve 

anlaĢmazlıklardan uzaktır (Sobhani ve ark, 2017). 
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2.4.2.1.4.Oligopotent Kök Hücreler 

Oligopotent kök hücreler, kendi kendini yenileyebilme ve dokularda 2 veya daha fazla 

hücrelere dönüĢebilme özelliğine sahiptirler. Oligopotent kök hücrelerden hematopoetik 

kaynaklı olan miyeloid hücreler, monositler, nötrofiller ve dentritik hücrelere farklılaĢır 

ancak lenfositlere farklılaĢamazlar (Yanez ve Georgridge, 2018).  

2.4.2.1.5. Unipotent Kök Hücreler 

Unipotent kök hücreler, kendini yenileme ve sadece belirli bir hücreye farklılaĢabilme 

özelliğine sahiptir. Unipotent kök hücre grubuna ait olan kas kök hücreleri, olgun 

iskelet kası liflerinin bazal laminasının altında yer alan tek çekirdekli hücrelerdir. Kas 

kök hücreleri hareketsiz ve farklılaĢmamıĢ halde tutulur. Ancak miyofibriller hasar 

gördüğünde ve dejenerasyon meydana geldiği zaman, kas kök hücreleri aktif hale 

gelerek hücre döngüsüne katılırlar (Fukada ve Akimoto, 2020). 

2.4.2.2. Elde Edildikleri Dokuya Göre Kök Hücreler 

Kök hücreler elde edildikleri dokuya göre 2 kategoride incelenebilirler. Bunlar: 

embriyonik ve yetiĢkin kök hücrelerdir.  

2.4.2.2.1.Embriyonik Kök Hücreler  

Embriyonik kök hücreler döllenmeden 4 – 5 gün sonra oluĢan blastosistin iç hücre 

kitlesinden in vitro ortamda büyütülerek elde edilmiĢtir. (Rippon ve Piskopos, 2004). 

Embriyonik kök hücreler kendini yenileme ve 3 germ tabakasının her birine farklılaĢma 

kapasitesi göstererek giderek daha özel hücrelere dönüĢürler (Harvey ve Caretti, 2019). 

Esnek ve sınırsız kendini yenilme kapasiteleri nedeniyle, embriyonik kök hücreler, 

yaralanma ve hastalıkların tedavisinde, doku replasmanı için önemli konumdadır. 

Embriyonik kök hücrelerin önündeki en büyük engel, bağıĢıklık reddi ve tümör 

oluĢturma riskidir (ġekil 2.7) (Zhang ve Xu, 2019).  
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ġekil 2.7. Embriyonik kök hücrelerin özellikleri (Volarevic ve Markovic, 2018). 

Embriyonik kök hücrelerin in vivo ortamda geliĢtikten sonra embriyonik hayatın 

sonlandırılması pek çok tartıĢmayı beraberinde getirmektedir (Volarevic ve Markovi, 

2018). Ancak indüklenmiĢ pluripotent kök hücrelerin (ĠPKH) keĢfiyle birlikte, 

ĠPKH‟lerin, ilaç keĢfi ve toksikoloji ile ilgili çalıĢmaları embriyonik kök hücrelerden 

daha çekici hale getirmiĢtir (Ilic ve ark, 2017). ĠndüklenmiĢ pluripotent kök hücreler, 

karyotip, fenotip, telomeraz aktivitesi ve farklılaĢma kapasitesi açısından embriyonik 

kök hücrelere benzerdir. Bununla birlikte embriyoların yok edilmesi gerekmediği için, 

ĠPKH‟ler ahlaki açıdan daha üstün kabul edilmektedir (Volarevic ve Markovi, 2018). 

2.4.2.2.2.YetiĢkin Kök Hücreler 

YetiĢkin kök hücreler, vücudumuzun bütün doku ve organlarında bulunan nadir, 

farklılaĢmamıĢ, hareketsiz ve bölünmemiĢ bir halde bulunurlar. Dokularda doğal olarak 

ölmekte olan hücrelerin yerlerini almak ve yaralanmalarda yaralı hücrelerin yerlerini 

onarmak için çoğalarak farklılaĢabilirler. YetiĢkin kök hücreler tedavileri dikkat çekici 

bir konumda olsalar da, çoğaltıcı yapıları onları tehlikeli hale getirmektedir. Bu 

düzensizlikler kansere yol açabilirler. Bu yetiĢkin kök hücreler için güvenlik endiĢeleri 

doğururken, kanser tedavileri yaklaĢımlarını da yol açar. Kanserojenez sırasında kök 

hücrelerde ters giden moleküler mekanizmaları anlamak kanser terapötiklerine yol 

açabilirler (Cable ve Fuchs, 2020). 
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YetiĢkin kök hücreler kemik iliği, plasenta, göbek kordonu baĢta olmak üzere, deri, 

bağırsak epiteli gibi dokulardan da elde edilir (Tablo 2.3). 

Tablo 2.3.YetiĢkin kök hücre kaynakları 

Plasenta   

Göbek kordonu YETĠġKĠN 

DiĢ pulpası KÖK 

Kemik iliği HÜCRELER 

Bağırsak epiteli  

Deri   

2.4.2.2.2.1.Mezenkimal kök hücreler 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) Multipotent stromal veya mezenkimal stromal 

hücreler olarak da adlandırılırlar. Mezodermden kaynaklanan MKH‟ler, osteoblastlar, 

kondrositler ve adipositler gibi mezenkimal doku soylarına farklılaĢma kapasitesine 

sahiptir (Spees ve lee, 2016). MKH‟ler, kemik iliği olmak üzere adipoz doku, sinovyal 

sıvılar, periferik kan, akciğer, uzun kemik iliği boĢluklarında dahil olmak üzere hemen 

hemen tüm dokularda bulunur ve kolayca elde edilir (Han ve Li, 2019). Son yapılan 

çalıĢmalar MKH‟lerin, perisitlere benzediğini ve kan damarlarını çevreleyen periferik 

stromal bölgeden de elde edildiğini gösterir. MKH‟ler, hücre tedavisi ve dokuların 

onarımında en çok kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler kullanılır. Yaralanma 

sinyallerine yanıt olarak, kemik iliği kaynaklı MKH‟ler, niĢlerinden periferik dolaĢıma 

geçebilir ve hedef dokulara ulaĢmak için damar duvarlarından rahat geçebilirler (Fu ve 

liu, 2019). MKH‟ler, kemik iliği aspirasyonundan sonra elde edilir. Daha sonra in vitro 

plastik yapıĢma için eleme yoluyla izole edilirler. Kolayca koloni oluĢtururlar ve 

farklılaĢma yeteneğine sahiptirler. MKH‟leri tanımlayan özellikler, koloni oluĢturma 

kapasitesi, kendi kendini yenileme potansiyeli, yüzey belirteçlerinin ifadesine ve 

farklılaĢma kapasitesine dayanır. MKH „lerin, in vitro ortamda plastik yapıĢık 

klonojenik hücreler kemik iliğinden elde edilir ve ilk büyümelerinde koloni oluĢtururlar. 

Koloni oluĢturma potansiyeli genellikle 50-75 cm 0.5.10
6
-3.10

6
 yoğunluklarda kemik 
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iliği hücrelerinin tohumlanmasıyla yapılır. Bu koloniler MKH ‟lerin tanımlamak ve 

karakterize etmek için rutin olarak kullanılan ve kabul edilen standart değerlerdir. 

MKH‟ler yüzeylerinde CD105, CD73, CD90, CD146, CD29 eksprese ederler (Tablo 

2.4) (Samsonraj ve ark, 2017). 

Tablo 2.4. MKH‟lerin yüzey antijen ekspresyonu 

 

Mezenkimal kök hücreler çeĢitli mekanizmalarla yaralı hücreleri ve dokuları kurtarma 

ve onarma görevleri vardır. Mezenkimal kök hücrelerin etki mekanizması (ġekil 2.8): 

 Yedek hücre tiplerine farklılaĢma, 

 Hücre füzyonu yoluyla hasarlı veya ölmekte olan hücrelerin kurtarılması, 

 Büyüme faktörleri, sitokinler ve hormonlar gibi parakrin faktörlerin salgılanması, 

 Organellerin veya moleküllerin tünelleme nanotüpleri yoluyla transferi, 

 Proteinler, RNA, hormonlar ve kimyasalların eksozomlar veya mikrovezikülerle 

transferi (Spees ve lee, 2016). 
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ġekil 2.8. MKH „lerin etki mekanizması (Spees ve lee, 2016) 

2.4.2.2.2.1.2.Umbilikal Kord Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre 

Umbilikal kord kaynaklı mezenkimal kök hücreler (UK-MKH), kendini yenileyebilen 

ve multipotent kök hücrelerdir. DüĢük immünojeniteye sahiptirler. Belirli koĢullar 

altında sürekli çoğalabilirler ve insan dokularını ve organlarını oluĢturan bir ve birden 

fazla hücre tipine farklılaĢabilme yeteneklerini bünyelerinde barındırırlar. BağıĢıklık 
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tepkilerini etkilerler. Ġnvaziv iĢlem gerektirmeden kolayca elde edilebilir, ayrılabilir, 

kültürlenebilir, geniĢletilebilir ve saflaĢtırılabilirler. UK-MKH„lerin yüzey antijenleri 

belirgin değildir, nakledilen hücrelerin reddi önemsiz ve eĢleĢtirme gereksinimleri katı 

değildir, bu da allogreftlerde kullanımlarını kolaylaĢtırır (Xie ve Liu, 2020). Son 

zamanlarda UK-MKH „lerin çeĢitli bölmeleri arasında Wharton‟s Jölesinin en iyi 

mezenkimal kök hücre olduğu kanıtlanmıĢtır. Göbek kordonun plasentaya doğru olan 

kısım, kordonun orta kısmı ve fetüse bağlı kısmından ayrı ayrı olarak elde edilen 

Wharton‟s Jölesinin, mezenkimal kök hücrelerin hepatosit benzeri hücre farklılaĢmasına 

yönelik potansiyele sahip olduğu gösterilmiĢtir (Bharti ve shivakumar, 2018). 

Terapötik uygulamaları için UK-MKH‟lerin etkileri; 

1. FarklılaĢma: UK-MKH‟ler tarafından farklılaĢmıĢ hücrelerin üretilmesi doku 

rejenerasyonunu destekler ve doku fonksiyonunu iyileĢtirir. 

2. BağıĢıklık düzenlenmesi: T hücreleri, B hücreleri ve gibi bağıĢıklık 

hücrelerinin çoğalmasını engeller. Makrofajların proinflamatuar fenotiplerden 

anti-inflamatuar fenotiplere farklılaĢmasını indükler ve interlökin-10 (IL-10) ve 

interlökin-4 (IL-4) salgılayarak iltihabı azaltır. 

3. Parakrin etkiler: Keratinosit büyüme faktörü, hepatosit büyüme faktörü, 

epidermal büyüme faktörü ve diğer sitokinler gibi çözünür molekülleri 

salgılayarak doku yenilenmesini destekler. 

4. Anti-inflamatuar etki: Ġnterlökin-1β (IL-1 β), tümör nekroz faktörü-a (TNF-a) 

ve interlökin-8‟in (IL-8) baskılayarak inflamasyonu azaltır ve oksidatif stres 

altında kalmayı engeller, apoptozunu baskılar. 

5. Anti-fibrotik aktivite: Fibröz ile ilgili hücre apoptozunu ve diğer moleküllerin 

salgılanmasını uyarır. Anti-fibrotik fonksiyona ayrıca ilgili sinyal yollarını 

düzenler. 

6. Kodlanmayan RNA düzenlenmesi: mikroRNA (miRNA), uzun kodlanmayan 

RNA (IncRNA) ve dairesel RNA‟nın (circRNA) ekspresyonunu etkileyebilir, 

hedef genleri dolaylı olarak düzenler ve terapötik etkiler elde edebilirler. 
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Son yıllarda UK-MKH „lerin klinik uygulaması ve etki mekanizmaları; diyabet ve 

komplikasyonları, karaciğer hastalıkları, sistemik lupus eritematozus (SLE), artrit, beyin 

hasarı ve serebrovasküler hastalık, kalp hastalıkları, omurilik yaralanması, solunum 

hastalıkları, viral enfeksiyonlar gibi çeĢitli hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır 

(ġekil 2.9) (Xie ve Liu, 2020).  

 

ġekil 2.9. Umbilikal kord kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin klinik uygulaması ve 

etki mekanizmaları (Xie ve Liu, 2020). 

Kemik iliği ve göbek kordonu terapötikler için mezenkimal kök hücrelerin ana 

kaynaklarıdır (Han ve Wang, 2013). UK-MKH‟ler kemik iliği kaynaklı kök hücrelere 

benzer morfojik, fenotipik ve çok soylu farklılaĢma potansiyellerine sahiptir. Ġn vitro 

olarak fonksiyonel hepatosit benzeri hücrelere farklılaĢabilirler ve immünojeniteleri 

düĢük kalırlar (Li ve Xu, 2018). 
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2.4.2.2.2.2.Adipoz Doku Kaynaklı Kök Hücre 

Yağ dokusu genellikle iki tipe ayrılır, beyaz yağ dokusu (WAT) ve kahverengi yağ 

dokusu (BAT). WAT, trigliseritleri depolamak ve harekete geçirmek için hareket eder 

ve derinin altında, vücut organlarını çevreleyen vücut boĢluklarında bulunur. BAT, ısı 

üretimi için yağ asitlerini ve glikozu yakma iĢlevine sahiptirler ve yeni doğanlarda 

perivasküler, peri-organ visseral alanlarında bulunurken, yetiĢkinlerde, servikal, 

supraklaviküler, mediastinal ve böbrek üstü bölgelerde depo olarak bulunurlar 

(Constantin ve Flippi, 2020). 

Yağ dokusu, uzun yıllar besinler için, inert bir depo olarak görüldü. Ancak Ģimdi birçok 

yapılan çalıĢmalarda yağ dokusunun metabolizma, bağıĢıklık ve endokrin 

fonksiyonunun düzenlenmesi, yağ dokusundan elde edilen kök hücrelerin 

tanımlanmasını içeren çeĢitli fizyolojik rolleri bulunmaktadır. Adipoz doku kaynaklı 

kök hücreler (AD-KH), kendini yenileme ve pasif bir enerji deposundan elde edilerek 

çok potansiyelli farklılaĢma özelliklerine sahip umut verici bir kök hücre kaynağıdır 

(Klar ve Zimoch, 2017). Osteoblastlar, kondrositler, adipositler ve iskelet miyositleri 

dahil olmak üzere, mezenkimal soylara farklılaĢma konusunda dikkate değer yetenekleri 

mevcuttur. AD-KH‟ler mezodermal orjinli olsalar da, ektodermal, endodermal ve 

mezodermal orjinli hücrelere farklılaĢabildikleri gösterilmiĢtir (ġekil 2.10) (Si ve Wang, 

2019). AD-KH‟ler çeĢitli sitokinlerin, anjiyogenez ve yara iyileĢmesinde, saç 

foliküllerini uyardığı ve saç büyümesini indüklediği bilinmektedir (Fukuoka ve Narita, 

2017). Ayrıca, multipl skleroz, diabetes mellitus, Chron‟s, SLE dahil olmak üzere 

birçok hastalığın patolojisinde çok önemli rol oynayan anti-inflamatuar sitokinleri ve 

büyüme faktörlerini salgılayarak bağıĢıklık sistemini düzenleme yeteneklerinden dolayı 

klinikte kullanıma elveriĢlidir (Al-ghadban ve ark, 2020).  

Kemik iliği kaynaklı kök hücreler rejeneratif tıpta altın bir standart halindedir. ÇeĢitli 

hastalıkların tedavisinde halen birinci sırada yer alırken, ağrılı izolasyon süreci, genel 

anestezi ihtiyacı ve düĢük hücre verimleri gibi dezavantajları vardır. AD-KH ile 

karĢılaĢtırıldıklarında, AD-KH‟ler tek bir liposuction sırasında, genel anestezi 

gerektirmeden, büyük miktarda elde edilebilirler. AD-KH‟leri CD73, CD90, CD105 ve 

CD36, yüzey antijenleri bulunur. 
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AD-KH ‟lerin kalça, uyluk bölgesi deri altına oranla, abdominal subkutan bölgelerde 

elde edilen kök hücrelerde daha fazla verimlilik gözlenmiĢti. Kök hücrelerin elde 

edildikleri yerin dıĢında, yaĢ, vücut kitle indeksi ve cinsiyet gibi faktörlerle kök hücre 

konsantrasyonları arasında değerlendirildiklerinde, vücut kitle indeksi ile negatif bir 

korelasyon tanımlamıĢlar ancak yaĢ ile iliĢkili bir durum bulamamıĢlardır. (Klar ve 

Zimoch, 2017). 

 

ġekil 2.10. Adipoz Doku Kaynaklı Kök Hücrelerin farklılaĢma yetenekleri (Si ve Wang, 

2019). 

2.5. Mikroveziküller 

Ekstrasellüler veziküller (EV) olarak adlandırılan mikroveziküller, ilk yapılan 

çalıĢmalarda, hücrelerden istenmeyen atıkları çıkarılması için bir araç olarak tanımlandı. 

ġimdilerde ise, sadece atık taĢıyıcıdan daha fazlası olduğu bilinmektedir. Ev‟ler, 

proteinler, miRNA, mRNA, uzun kodlanmayan RNA, DNA zincirleri, lipitler ve ana 

hücrelerden karbonhidratlar gibi sayısız biyomolekülleri içererek, hedef hücrelere 

iletme görevleri bulunmaktadır (Hassanpour ve Rexaie, 2020). EV ‟lerin lipit çift 

tabakası, bu molekülleri hücre dıĢı ortamda bozulmasına karĢı korur ve hedef hücreye 

güvenle teslim edilmesini sağlarlar (ġekil 2.11). Hormonların kan dolaĢımında 

taĢınmasında sorun olmazken, nükleik asitler gibi yüksek bozulma kapasitesine sahip 

hücreler bozulabilirler. Örnek olarak, miRNA‟ların eksozomlar tarafından taĢınması, 

hedef hücrelerde gen ekspresyonunun çok hızlı geliĢmesini sağlar. Kan, bronkoalveolar 



 

28 

 

lavaj, tükürük, idrar, süt, beyin omurilik sıvısı, asetik ve amniyotik sıvılarda bulunurlar 

(Szatanek ve Krzyworzeka, 2017). 

 

ġekil 2.11. EV‟lerin hedef hücreye giriĢi (Mo ve Slijander, 2015). 

EV‟lerin hemen hemen her hücrede yer aldığı bilir ve kanser hücrelerinden türetilen 

EV‟lerin, tümör mikro ortamını değiĢtirmede ve tümör ilerlemesini teĢvik ettiği 

bilinmektedir. Kanser hücrelerinden elde edilen EV‟lerin kanser malignitesine katkıda 

bulunan protein ve RNA‟lar gibi çeĢitli tümör moleküllerini taĢımaktadırlar. Kanser 

hastalarında Ev‟ler aracılığıyla hücreler arası iletiĢimin mekanizmasının bilinmesi, 

kanser tedavisi içinde yeni bir strateji olabilirler (Urabe ve Kosaka, 2019). 

Hücre dıĢı veziküller genel olarak 3 sınıfa ayrılır (ġekil 2.12): 

 Ektozomlar: plazma zarının dıĢa doğru tomurcuklanması ve fizyonuyla üretilir. 

 Eksozomlar: endozomal ağ içinde oluĢturulan ve çok damarlı cisimlerin plazma 

zarı ile füzyonu üzerine salınırlar. 

 Apoptotik cisimler: apoptoza giren hücrelerin kabarcıkları olarak salınırlar (Mo 

ve Slijander,2015). 



 

29 

 

 

ġekil 2.12. EV‟lerin salınımı (Mo ve Slijander ,2015). 

2.5.1. Apoptotik Cisimler 

100-500 nm arasında bir çapa sahip olan apoptotik cisimler, hücre ölümü sırasında, 

plazma zarı kabarcıkları ve plazma zarından sivri uçlu çıkıntılar oluĢturulmasıyla 

çevreye membran vezikülleri salarlar (Brien ve Breyne, 2020). Apoptotik cisimler, 

hücre temizliğine yardımcı olma ve bağıĢıklık düzenlenmesinde etkileri olan hücreler 

arası iletiĢim aracıdır. Vücuttaki birçok hücre apoptoza uğrar ve bunların büyük bir 

kısmı normal dönüĢüm geçiren sağlık hücreler iken, inflamasyon, enfeksiyon, 

otoimmünite ve kanser gibi birçok immünolojik ve hastalık ortamında da meydana 

gelirler (Caruso ve Poon, 2018). 

2.5.2 Ektozomlar 

Doğrudan hücre zarından tomurcuklanan küçük zar vezikülleridir.  50-1000 nm arası bir 

çapa sahiptirler. mRNA, miRNA, ncRNA, DNA moleküllerini taĢırlar.  Heterojen ve 

düzensiz bir morfolojiye sahiptirler (Merchant ve Rood, 2018). Ektozomlar, bir uyaran 

(hipoksi, oksidatif stres gibi) plazma zarından mikro veziküllerin salınımına neden olan 

Ca2
+ 

veya
 
fosfolipit bağlayıcı proteinlerin aracılık ettiği bir tetiklenme sonucu aktif hale 

gelirler. Mikroveziküllerin oluĢumunda görev alan, kalpain, floppaz, skramblaz, 

gelsolin ve flibbaz gibi enzimlerdir (Sadallah ve Eken, 2011). 
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2.5.3. Eksozomlar 

Eksozomlar ilk olarak Harding ve arkadaĢları tarafından olgunlaĢan koyun 

retikülositlerinde „çöp kutusu‟ olarak keĢfedilmiĢtir. Eksozomlar, multiveziküler 

endozomlar veya multiveziküler cisimler içinde üretilen ve bu bölmelerin plazma 

membranı ile birleĢtiği zaman salgılanır (Cheng ve Zhang, 2017). 20-200 nm aralığında 

bir çapa sahip nanopartikül bir gruptur (Skotland ve Hessvik, 2019). Eksozomlar, 

istenmeyen hücrelerin atılması için basit bir kabul edilmiĢtir. MikroRNA, mRNA, 

IncRNA, DNA, Lipidler, peptitler ve çok çeĢitli proteinler gibi farklı yükleri taĢımaları 

hücre-hücre iletiĢiminde önemli bir rol üstlenmesine neden olur (Whitford ve 

Guterstam, 2019).  Eksozomların, immün hücreler, epitel hücreler, endotelyal hücreler, 

embriyonik hücreler, kanser hücreleri ve mezenkimal kök hücreler gibi birçok hücre tipi 

tarafından salındığı bilinmektedir. Ġdrar, kan, anne sütü, amniyotik sıvı, beyin omurilik 

sıvı, malign asitler, tükürük, safra ve lenf sıvıları dahil olmak üzere hem sağlık hem de 

hastalık koĢullarında ortaya çıkan tüm vücut sıvılarında eksozom tespit edilir (Hade ve 

ark, 2020). 

Eksozomları diğer EV‟lerden ayırt etmek ve izole etmek için kesin yöntemler mevcut 

değildir.  Tablo 2.5 „de eksozomlar ile EV‟lerin karĢılaĢtırılması sunulmuĢtur (He ve 

Zheng, 2018). 
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Tablo 2.5. Ekstrasellüler veziküllerin sınıflandırılması (He ve Zheng, 

2018).

 

2.5.3.1. Eksozom Biyogenezi 

Eksozomlar, hücre ile aynı topolojiye sahip olan tek zarlı 20-200 nm çapında salgılanan 

organellerdir. Eksozomlar, belirgin moleküler heterojenlik gösterir ve hem plazma hem 

de endozom zarlarında tomurcuklanarak oluĢurlar (He ve Zheng, 2018). Eksozomlar 

klasik bir kap veya tabak morfolojisine sahiptirler. Exocarta verilerine göre, 9769, 

protein, 1116 lipit, 3408 mRNA ve 2838 miRNA organizmalarını bünyesinde barındırır 

(Li ve ark, 2017). 

Multiveziküler cisimler (MVB‟ler) veya geç endozomlar (lizozomal degradasyon 

yerine, küçük veziküllerin içe doğru tomurcuklanması ile MVB‟ler bir gövdeye 

dönüĢür), çapları 250-1000 nm arasında değiĢen endositik yolun bileĢenleridir. 

MVB‟lerin içinde, çapları 30-100 nm arasında değiĢen intraluminal veziküller (ILV‟ler) 

bulunur. MVB‟lerin plazma membranı ile kaynaĢarak IVL‟leri hücre dıĢı boĢluğa 

bırakılması sonucu eksozom adını alırlar (ġekil 2.13) (Alenquer ve Amorim, 2015). 

Eksozomların MVB plazma zarı ile füzyonundan sonra salınmasıyla hücre dıĢına 

atılırlar. Hücre dıĢına atılan sıvılar biyolojik sıvılar içine geçebilirler ve alıcı hücreler 



 

32 

 

tarafından alınırlar. En iyi elektron mikroskobu ile görüntülenir. Tabak Ģeklinde bir 

görüntü oluĢtursalar da yuvarlak bir yapıya sahiptirler (Hessvik ve Llorente, 2018). 

 

ġekil 2.13. Eksozom Salınım Mekanizması (Li ve ark, 2017). 

Eksozomlar bilgiyi hedef hücreye 3 yolla aktarır: 

1. Plazma zarı ile doğrudan füzyon 

2. Reseptör ligand değiĢimi 

3. Fagositoz yoluyla endositoz  

ESCRT (taĢınım için gerekli endozomal ayırma kompleksi proteinler) mekanizması, 

eksozom oluĢum sürecinde önemlidir. ESCRT dört farklı protein kompleksinden oluĢur 

bunlar; ESCRT-0, ESCRT -I, ESCRT -II, ESCRT -III ve iliĢkili AAAATPase Vps4 

kompleksidir.  ESCRT-0, ubikitin proteinlerinin sıralanması ve tanınması için 

gereklidir. ESCRT- I ve ESCRT- II plazma membranının tomurcuklanmasında 

görevlidir. ESCRT--III ise vezikülün ayrılmasını sağlamaktadırlar. ESCRT--III ile 

iliĢkili bir görevi olduğu düĢünülen ALIX‟ın endozomların vezikül içine doğru 

tomurcuklanmasında ve kargo yüklemesinde MVB‟lerin alt tiplerini etkiler.  Yapılan 

bazı çalıĢmalarda ESCRT proteinlerinin inhibe edilmesine rağmen eksozom 

oluĢumunun durmadığı gözlenmiĢtir. Eksozom oluĢumunda sadece ESCRT „ların değil 
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MVB oluĢum mekanizmalarının da etkili olduğu düĢünülmektedir (Hessvik ve Llorente, 

2018) 

2.5.3.2. Eksozom Ġzolasyon Teknikleri 

Eksozomlar, hücreler arası iletiĢim, antijen sunumu ve proteinlerin, RNA‟ların ve diğer 

moleküllerin taĢınması gibi birçok biyolojik süreçte önemli rol oynayan nano 

keseciklerdir (Wu ve Ouyang, 2017). Son yıllarda biyolojik iĢlevleri, ana hücrelerini 

pratik olarak yansıtmaları, eksozomların hastalık teĢhisi ve prognozu için yeni 

biyobelirteçler olduğu düĢünülmekte ve büyük ilgi görmektedirler (Xu ve Wu, 2019). 

Hücre dıĢı veziküllerin çalıĢılmasını ve aktif olarak uygulanmasını kolaylaĢtırmak için, 

eksozomların geniĢ bir hücresel yelpazeden özel olarak izole edilmesi gerekir. Eksozom 

izolasyonunda kullanılan tekniklerin yüksek verim sergilemesi ve çeĢitli numunelerden 

izole edilmesi gerekir (Pin ve Kaslan, 2017). Eksozom izolasyonu genel olarak beĢ 

grupta toplanır. Bunlar; diferansiyel ultrasantrifüj tabanlı teknikler, boyut tabanlı 

teknikler, immünoafinite yakalama tabanlı teknikler, eksozom çökeltme ve mikro 

akıĢkan tabanlı tekniklerdir (Yang ve Zhang, 2020).  
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Tablo 2.6. Ġzolasyon tekniklerinin avantaj ve dezavantajları (Yang ve Zhang, 2020) 

 

2.5.3.2.1.Diferansiyel Ultrasantrifüjleme  

Ultrasantrifüjleme, hücre kültürü süpernatından ve diğer biyoakıĢkanlardan 

ekstrasellüler veziküllerin izolasyonu için en yaygın kullanılan teknik olarak 

bilinmektedir. Yüksek santrifüj kuvvetlerinde art arda santrifüjleme, ölü hücrelerin ve 

hücresel atıkların ortadan kaldırılmasına ve EV‟lerin pelletlenmesine 

(tanecikleĢtirmesine) izin verir (Willims ve Cabanas, 2018). Eksozom izolasyonu için 

diferansiyel ve yoğunluk gradiyent olmak üzere iki tür ultrasantrifüj yöntemi vardır. 

Diferensiyel satrifüjleme, eksozom izolasyon yöntemlerinde „altın standart‟ olarak 

kabul görmektedir. ArdıĢık santrifüjleme parametreleriyle yüksek hızlı santrifüjleme 
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üzerine, ölü hücreler, hücresel kalıntılar ve apoptotik cisimler ortamdan çıkarılır (ġekil 

2.14). Bu yöntem eksozomlar ve genellikle pelletleme için farklı santrifüjleme 

kuvvetleri ve süreleri gerektiren ve diğer bileĢenler arasındaki boyut farklılıklarına bağlı 

eksozomları ayırt etmek için kullanılır (Zhu ve Sun, 2020). Bu yöntemin en büyük 

dezavantajı eksozomların yaĢadığı yüksek kesme kuvvetleri nedeniyle potansiyel olarak 

hasarlı eksozomlar verebilirler (Emma ve ark, 2017). 

 

ġekil 2.14. Eksozomların ultrasantifüj yöntemi ile izolasyonu (Lin ve Chne, 2017). 

Yoğunluk gradiyent yöntemi, izole EV‟lerin saflığını artırmak için yaygın olarak 

kullanılır. EV‟lerin boyut, Ģekil ve yoğunluğuna bağlı olarak bölmelere ayrılır.  

Santrifüj iĢlemi sırasında numuneler, yoğunluğu aĢağıdan yukarı doğru azalacak bir 

Ģekilde gerçekleĢir ve 100,000 xg devir hızında santrifüjlenerek yoğunluk gradiyent 

ortamına doğru hareket eder. ĠĢlem sonunda, protein kümeleri tüpün en altına çökerken, 

eksozom tanecikleri yoğunluğu 1.10-1,18 g/mL aralığında yer alan bölgede kalır (ġekil 

2.15) (Lobb ve Becker, 2015).  
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ġekil 2.15. Gradyan yoğunluğu ultrasantrifüjleme tabanlı eksozom izolasyon Ģeması 

(Yang ve Zhang, 2020). 

2.5.3.2.2.Boyut Tabanlı Teknikler 

Bu teknik esas olarak, biyolojik numunelerdeki eksozomlar ve diğer bileĢenler 

arasındaki boyut farkında dayalı olarak ayrılan ultrafiltrasyon ve boyut dıĢlama 

kromatografisine dayanır. 

Ultrafiltrasyon (UF), eksozomların boyuta dayalı izolasyonunda sadece boyuta ve 

moleküler ağırlığa bağlıdır. Eksozomlar, tanımlanmıĢ moleküler ağırlık veya boyut 

dıĢlama sınırlarına sahip membran filtreler kullanarak izole edilir. UF hızlıdır ve 

maliyetli ekipman gerektirmez. Ultrafiltrasyonun dezavantajı, kirletici proteinleri 

uzaklaĢtırmanın zor olmasıdır. Klasik ultrasantrifüjleme protokolü ile kıyaslandığında, 

kısa iĢlem süresinde yüksek eksozom verimini ve izolasyon verimliliğini artırır 

(Grunathan ve ark, 2019). 

Boyut dıĢlama kromatografisinin (SEC) ayırma ilkesi, makro moleküllerin jel 

gözeneklerine girememesi ve gözenekli jeller ile hareketli faz arasındaki boĢluklar 

boyunca elüe edilmeleri, küçük moleküllerin ise jel gözeneklerinde kalması ve sonunda 

elüe edilmesidir. SEC yönteminin yeniden üretebilirlik, maliyet etkinliği ve tahribatsız 

sonuçları dahil olmak üzere birçok avantajı vardır. (Zhang ve Bi, 2020). 

Ultrasantrifüjleme veya SEC yoluyla izole edilen eksozomların boyut dağılımlarının 

benzerlik gösterir (Zu ve Sun, 2020). 
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2.5.3.2.3.Ġmmünoafinite Yakalama Tabanlı Teknikler 

Ġmmünoafinite yakalama tabanlı teknikler, sıklıkla yüksek saflıkta eksozomlar üretmek 

için kullanılır. Yüzey proteinlerinin ekspresyonuna dayalı olarak spesifik eksozomların 

ayrılmasına dayalı bir sistemdir.  Eksozomların yüzeyleri, antikor kaplı manyetik 

boncuklar kullanılarak zenginleĢtirilebilen CD9, CD63, ALIX ve Ep-CAM (anti- 

epitelyal hücre yapıĢma molekülü) gibi çeĢitli zar proteinleri içerir (Zu ve Sun, 2020). 

Eksozomların immünoafinite yakalama yoluyla izolasyonu, numunenin yüzey 

proteinlerine karĢı antikorlarla kaplanmıĢ manyetik boncuklar veya altın yüklü demir 

oksit nano küpler ile inkübe edilmesiyle sağlanabilir (Kurian ve Banik, 2021). 

Ġmmünoafinite, izole edilmiĢ eksozomların saflığını artırmak için diferansiyel 

satrifüjleme ile birleĢtirilmiĢ ek bir adım olarak kullanılabilir. Bu metodolojinin 

dezavantajı ise, yalnızca antikor tarafından tanınan eksozomlar yakalandığından 

eksozom verimini azaltırken, izole edilmiĢ eksozomların daha yüksek saflıkta olmasıdır. 

Ayrıca antikorlar, çökeltme sonrası veziküllerden kolayca çıkamadığı sürece, 

eksozomların bütünlüğü zarar görebilirler (Kurian ve Banik, 2021). 

2.5.3.2.4. Eksozom Çökeltme Teknikleri 

Eksozom çökeltme iĢlemi için, polietlien glikol (PEG) gibi su içermeyen polimerler 

kullanılır. PEG‟ler virüslerin ve diğer küçük parçacıkların çökeltilmesi için eskiden beri 

kullanılır (Zerringer ve Barta, 2015). Su içermeyen polimerler su moleküllerini bağlar 

ve daha az çözünür bileĢenleri çözeltiden dıĢarı çıkmaya zorlar. Eksozom izolasyonu 

için en yaygın kullanılan ticari polimer çökeltme bazlı ürün, System Biosciences‟dan 

ExoQuick‟dir (Heravi ve ark, 2020) Eksozomları izole etmek için moleküler ağırlığı 

8.000 Da olan PEG‟den oluĢan çözelti kullanılır. Çözelti ile eksozomlar içeren biyolojik 

sıvı birleĢtirilir ve gece boyunca 4°C‟ de inkübe edilir. Daha sonra santrifüjleme ve 

filtrasyon yoluyla izole edilir (ġekil 2.16). Ürün kullanımı basit, özel ekipman 

istemeyen ve uzun çalıĢma gerektirmez (Batrakova ve Kim, 2015). 
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ġekil 2.16. Polimer Çökeltme ġeması (Yang ve Zhang, 2020) 

2.5.3.2.5.MikroakıĢkan Tabanlı Teknikler  

Eksozomların izole etmek için mikroakıĢkan teknolojiler, düĢük verimleri ve yüksek 

hassasiyeti nedeniyle teĢhis amaçlı kullanılır. 3 ana tekniği mevcuttur. Bunlar; 

immünafinite, eleme ve gözenekli yapılar üzerinde eksozomları yakalama tekniğidir. 

Ġmmünoafiniteye dayalı mikroakıĢkan yaklaĢımı, immünoafinite kromatografisi 

tekniğine benzerdir (Batrakova ve Kim, 2015). 

Eksozomlar, çip olarak bilinen mikroakıĢkan cihazlar üzerinde hareketsiz hale getirilen 

antikorların eksozom belirteçlerine spesifik olarak bağlanmasıyla ayrılır. Eksozomları 

izole etmek için kullanılan yaygın bir cihaz, CD63 antikorlu ExoChip‟tir. Diğer 

mikroakıĢkan cihazlar ise, CD9 antikorlu altın elektrotları, CD81 antikorlu grafen 

oksit/polidopain nanoara yüzü ve CD9 antikorlu balıksırtı cihazları içerir. Bu tekniğin 

en önemli avantajı, ortaya çıkan eksozomal pelletin yüksek düzeyde saflığı ile verimli 

ve hızlı iĢlemeyi içerir (Sidhom ve Obi, 2020) 

2.5.3.3. Eksozomların Moleküler BileĢimi 

Eksozomlar, farklı yapısal proteinler ve lipit içerirler. ExoCarta göre, farklı tipte hücre 

ve organizmalar, 4.563 protein, 1.639 mRNA, 764 miRNA bulunur. 

 Eksozom Lipid BileĢimi: Kolesterol, digliseridler, sfingolipler, fosfolipitler, 

gliserofosfolipitler ve poligliserofosfolipitlerden oluĢan bir lipid çift 

katmanlı zar içermektedir. Bazı enzimler membran füzyonu ve sinyal 

iletiminde görev alırken, bir kısmı da eksozomların sabit tutulması ve 

hücreler tarafından atılımını kolaylaĢtırma görevleri bulunur. 
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 Zar Proteinleri: En yaygın meydana gelen proteinler, tetraspaninler (CD63, 

CD9, CD81), ısı Ģoku proteinleri (Hspa8, Hsp90), GTPazlar (EEF1A1, 

EEF2) ve endozomal proteinlerdir.  Eksozomlarda yaygın olarak bulunan 

diğer proteinler; hücre iskeleti proteinleri, metabolik proteinler, sinyal ve 

taĢıyıcı proteinleri ve albümindir. 

 Moleküler Kargo: Eksozomların doku tipine, salgılayan hücre 

popülasyonuna göre taĢıdığı moleküler yük değiĢir. Örneğin, küçük boyutlu 

eksozomların ribozomlar ve mitokondri gibi organelleri yoktur. Daha büyük 

eksozomlara bakıldığı zaman, kanser türevli EV‟lerin DNA içermesi dıĢında 

DNA eksozomlarda nadiren bulunur. Eksozomlar protein, enzim, 

transkripsiyon faktörleri içerebilirler. mRNA ve miRNA eksozomlarda 

varlığı tanımlanmıĢtır. Eksozomlarda bulunan mRNA‟ların, anjiyogenez, 

hücre döngüsü ve histon modifikasyonunda görev aldığı bilinmektedir 

(Ġbrahim ve Marban, 2016). 

2.5.3.4. Eksozomların Hedef Hücreye Alınımı 

Eksozomlar hedef hücreye, füzyon, endositoz ve ligand-reseptör bağlanması yoluyla 

hedef hücrelere aktarılır  (ġekil 2.17) (Yue ve Yang, 2020).  

Membran füzyonu, eksozomların taĢıdığı içerikleri alıcı hücrelerin plazmasıyla 

birleĢerek içeriklerini aktarır (Turturici ve Tinnirello, 2014). 

Endositoz, hücrelerin, molekülleri ve parçaları içe doğru aldığı süreçtir.  Endositoz 

süreci fagositoz ve pinositoz olarak ayrılmıĢtır. Fagositoz büyük parçacıkların 

içselleĢtirilmesini içerir. Pinositoz tüm hücreler tarafından sergilenir ve klatrin bağımlı 

ve klatrin bağımsız endositoz ve makrropinositoz olarak sınıflandırılır. Klatrin 

veziküllerin oluĢumunda önemli bir rol oynayan protein ve üç klatrin ağır zincir ve üç 

hafif zincirden oluĢan bir triskelion Ģekli oluĢturur. Endositozun tomurcuklanma 

sürecini yürütmek için kendiliğinden sepet benzeri bir kafes halini alır (Wan ve Zhao, 

2020). 

Reseptör- Ligand Bağlanması, bu mekanizma eksozom yüzeyinde bulunan membran 

proteinleri ile alıcı hücrelerinin plazma membranında bulunan proteazların birleĢmesi 
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ile gerçekleĢir.  Bu hücre yüzeyindeki reseptörlerin bağlandığı bölgelerde ligandlar 

açığa çıkar. Eksozomların taĢıdığı içerikler lümen içerisine alınır (Ersöz ve Can, 2016). 

 

ġekil 2.17. Eksozomların hedef hücreye transfer mekanizması (Turturici ve Tinnirello, 

2014). 

2.5.3.5. Eksozom Karakterizasyonu 

Eksozom karakterizasyon teknikleri genel olarak, Elektron Mikroskobu (TEM), 

Dinamik IĢık Saçılım teknolojisi, Nanoparçacık Ġzleme Teknolojisi (NTA), Western 

Blot (WB), Enzim bağlantılı immünosorbent analizi (ELĠSA), AkıĢ Sitometrisi‟ni içerir. 

Elektron Mikroskobu (TEM), eksozom morfolojinin tespitinde elektron ıĢınları 

kullanılan en yaygın yöntemdir. KarmaĢık çalıĢma prensibi ve yüksek numune 

gereksinimleri nedeniyle çok sayıda numunenin hızlı ölçümü için uygun değildir. 

Dinamik IĢık Saçılım Teknolojisi, eksozomların boyutunu algılama amacıyla kullanılan 

lazer ıĢınının saçılmasına bağlı bir tekniktir. IĢın yolunda bir parçacık olursa, lazer ıĢığı 

her yöne dağılır ve saçılır. Alt ölçüm limiti 10 nm‟dir. GeniĢ boyut aralığına sahip 

eksozom örneklerinin ölçümü için uygun değildir ve kontamine proteinleri 

eksozomlardan ayırt etmek zordur. 

Nanoparçacık Ġzleme Analizi (NTA), eksozomların boyutunu ve konsantrasyonunu 

tespit etmek için, süspansiyon halindeki partiküllerin Brownian hareketini takip etme 

yeteneğine dayanan bir tekniktir. NTA cihazında bulunan hidrolik bir pompa, numune 

süspansiyonunda bulunan parçacıkları, sabit bir akıĢ hızında ölçüm odasına enjekte 

ederek dar bir lazer ıĢınına maruz bırakır ve aydınlatılan parçacıklar kamera tarafından 
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kaydedilir. Elde edilen video kaydından, her parçacığın yer değiĢtirmesi, iki boyutlu 

Stokes-Einstein denklemini uygulayarak parçacık boyut dağılımını sağlayan zamanın 

bir fonksiyonu olarak izlenir. 

Western Blot (WB), eksozomal iĢaretleyici proteinlerin ekspresyonun tespitinde 

kullanılır. Hücre kültürü ortamında eksozomları analiz etmek kolaydır. Klasik 

yöntemlerden biri olan bu teknik marker proteinlerini kalitatif ve kantitatif olarak analiz 

edebilir. 

Enzim bağlantılı immünosorbent analizi (ELĠSA), eksozomal iĢaretleyici proteinlerin 

ekspresyonun tespitinde kullanılan, güçlü özgüllüğe ve hızlı algılamaya sahip, 

iĢaretleyici proteinleri niteliksel ve niceliksel olarak analiz edebilen yüksek verimli bir 

analiz tekniğidir. ELĠSA‟nın dezavantajı, iĢlemin karmaĢık ve tekrarlanabilirlik iyi 

değildir. 

AkıĢ sitometresi, eksozomların biyolojik belirteçlerinin tespitinde kullanılan bu yöntem, 

yüksek verimli bir tekniktir. Analiz yapılacak parçacıkların lazer ıĢını içerisinden 

geçirilerek saçılan ıĢınların detektörler yardımıyla algılanmasıdır. Zaman alıcı ve 

zahmetlidir. Tespit sınırı 40 nm‟dir (Zhang ve Bi, 2020). 

2.5.3.6. Mezenkimal Kök Hücre Kaynaklı Eksozomların ĠĢlevleri 

Eksozom salınımı, günümüzde hem komĢu hücreleri hem de vücudun uzak kısımlarını 

etkileyen, hücreden hücreye iletiĢimin önemli bir mekanizması olarak kabul edilir (Lou 

ve Chen, 2017). Eksozomların iĢlevleri tam olarak bilinmese de hücreler arası iletiĢim 

için önemli olduğu ve klinik olarak, kanser immünoterapisinde lipozom aracılı ilaç 

dağıtımına alternatif bir kullanım sunacağı belirtilmiĢtir. Bunun yanı sıra eksozomlar, 

mikroRNA ve mRNA içerikleri nedeniyle umut verici bir biyolojik gen dağıtım 

sistemidir (Hade ve ark, 2021). Eksozomlar, antijen sunan hücreler tarafından 

salındıklarında, fonksiyonel peptit- MHC kompleksleri taĢıdıkları gözlemlenerek 

bağıĢıklık iletiĢimine aracılık ettiği anlaĢılmıĢtır. 

Eksozomların hücreler arası iletiĢimde taĢıdığı rol, terapötik olarak kullanılabileceği 

sonucunu da ortaya çıkarır. Eksozomların terapötik potansiyeli, daha sonra tümör 

büyümesini baskılamak için tümör peptit dentritik hücreler tarafından salınan 

eksozomların kullanılmasıyla gösterilmiĢtir. Eksozomların hücre transplantasyonu 
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iliĢkili riskleri de azaltır. Bunun yanı sıra, büyüme faktörü, kemokinler, sitokinler, 

transkripsiyon faktörleri, genler ve RNA‟lar gibi küçük biyolojik faktörlerin 

kullanılmasıyla iliĢkili riskleri de ortadan kaldırır (Lai ve Sheng,2011). 

Mezenkimal kök hücreler, kemik iliği, karaciğer, kas bağ dokusu, amniyotik sıvı, 

plasenta, göbek kordonu ve yağ dokusu gibi dokularda bulunan hematopoetik olmayan, 

multipotent yetiĢkin hücrelerdir. FarklılaĢma potansiyelleri temel olarak osteogenez, 

kondrojenez ve adipogenez olmasına rağmen, yetiĢkin vücudunda hemen hemen her ana 

hücre tipine farklılaĢma potansiyelleri mevcuttur (Lai ve Tan, 2012).  

Mezenkimal kök hücreler, hastalıkların tedavisi için çekici bir araç olarak kabul edilir.  

MKH ‟den  ayrıca sitokinler, kemokinler ve büyüme faktörleri dahil olmak üzere 

eksozom ve biyomoleküller salınır. MKH „den türetilen eksozomların, çeĢitli 

hastalıklarda hücre tedavisi uygulamaları için ilgi çekici bir aday olduğu 

düĢünülmektedir (Li ve Liu, 2016). MKH eksozomlarının optimal doku fonksiyonu için 

doku homeostazının korunmasına yardımcı olur (Lai ve Yeo, 2015) MKH „den türetilen 

eksozomlar, miyokardiyal iskemi hasarını azaltabileceği ve akut tübüler hasara karĢı 

koruma sağlayabilirler. Bunun dıĢında yara iyileĢmesini ve iltihaplanmayı düzenlemede 

çeĢitli iĢlevlere sahiptirler. Eksozomlar ayrıca terapötik proteinlerin ve RNA‟ların yaralı 

hücrelere alınmasını kolaylaĢtırır (Li ve Yan, 2015). Benzer Ģekilde son birkaç yılda 

yapılan çalıĢmalarda, MKH ekzosomlarının, kıkırdak, nörolojik solunum, böbrek ve 

karaciğer hastalıkları gibi birçok hastalıkta avantajlı etkilere sahip olabileceği 

gösterilmiĢtir (Ģekil 2.18) (Hade ve ark, 2021).  

 

ġekil 2.18. MKH‟lerden türetilen eksozomların metodoloji (MKH izolasyon grafiksel 

gösterimi, eksozom biyogenezi, eksozomların izolasyonu ve rejeneratif tıpta 

eksozomların terapötik uygulamaları (Hade ve ark, 2021). 
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MKH ‟lerden elde edilen eksozomlar beyin hasarı, felç gibi nöronal doku ve 

fonksiyonda hızlı ve akut hasara neden olan travmatik durumlarda önemli bir terapötik 

bir ajan olarak kullanılabilir. Beyin yaralanmalarının baĢarılı tedavisi, hızlı tanı ve kan 

beyin bariyerini kolay geçen terapötiklerin verilmesinde ki zorluklar nedeniyle sınırlıdır. 

MKH‟ler kan beyin bariyerini geçemezken eksozomlar hem dolaĢıma girerek uzak 

hedeflere kolayca ulaĢır hem de merkezi sinir sisteminde kan beyin bariyerini geçerek 

nöronlar ve glial hücreler tarafından alınabilir. MKH ‟lerden elde edilen eksozomlar, 

sadece intravenöz veya intra nazal  uygulama ile kan beyin bariyerini geçmekle kalmaz, 

aynı zamanda kronik inflamasyonu tedavi etme ve sağlıklı iyileĢmeyi teĢvik eder (ġekil 

19) (Forsberg ve ark, 2020). 

 

ġekil 2.19. Eksozom fonksiyonlarının, nöral hücre iletiĢiminde Ģematik gösterimi (Hade 

ve ark, 2021). 

Genel olarak eksozomlara benzer Ģekilde MKH eksozomlarının, nükleik asitler, 

proteinler ve lipitler gibi birçok malzemeleri taĢır. Kütle spektrometresi, antikor dizisi 

ve mikro dizi analizi yoluyla yapılan izlenimlerde MKH eksozomlarının 850 den fazla 
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gen ürünü ve 150 den fazla miRNA taĢıdığı gösterilmiĢtir. Bu proteinler ve miRNA‟lar 

iĢlevsel olarak karmaĢık ve iletiĢim, bağıĢıklık düzenlemesi, doku onarımı ve 

rejenerasyon ve metabolizma gibi birçok biyokimyasal ve hücresel süreçte görev alır. 

Bu taĢıdığı görevlerden dolayı MKH eksozomlarının, çeĢitli hücresel tepkileri ortaya 

çıkarma ve çeĢitli hücre tipleri ile etkileĢime girme potansiyeli gösterir. 

MKH ‟den türetilen eksozomlar, MKH „lerin doku içinde homeostazı sürdürmek ve dıĢ 

uyaranlara yanıt vermek için stromal destek hücreleri olarak iĢlev görme kapasitesine 

aracılık etmede kilit rolü vardır. Bu rol, doku mikro çerçevesinin homeostazı hastalık 

veya yaralanma nedeniyle bozulduğunda özellikle önemlidir ve bu durum normal doku 

fonksiyonunu tehlikeye atar. Eksozomlarda bulunan proteinlerin çoğu, stokiyometrikten 

ziyade katalitik aktivitelere sahip enzimlerdir ve mikro ortamları tarafından belirlenir. 

Bu nedenle, eksozomların enzim merkezli özelliği terapötik ajanlar olarak 

kullanıldıklarında aĢırı veya düĢük doz riskini azaltabilir. MKH eksozomlarının önemli 

bir glikolitik enzim kümelenmesi özelliği bulunmuĢtur. Bu durum tedavi olarak verilirse 

MKH eksozomlarından gelen bu enzimlerin, glikolitik açığı iyileĢtirme ve potansiyel 

olarak reperfüze miyokard da glikolitik akıĢı ve ATP üretimini artırabilir. 

Eksozomlar molekülleri korumak ve uygun hedefe ulaĢtırmak için uygun bir araçtır. 

Molekülleri zarları içinde kapsüllenerek eksozomlar enzimleri veya RNA‟ları 

bozulmaya karĢı korur ve eksozomların hücresel endositoz yoluyla hücre içi alımını 

kolaylaĢtırır. Eksozomların alınımın mikro çevresel asitlik tarafından değiĢtirildiği rapor 

edilmiĢtir.  MKH eksozomlarının parakrin ve endokrin sinyalleme yoluyla hem yakın 

hem de uzak alanlarda hücre iletiĢimine aracılık edebilir. Doku mikro ortamının 

homeostazını geri kazanma ve sürdürme kapasitesi, protein ve RNA kargolarının 

biyokimyasal potansiyeline bağlı olacaktır (Lou ve Chen, 2017). 

2.6. Hücre Döngüsü 

1953 yılında Howard ve Pelc, DNA sentezinin hücre bölünmesi sürecini kesin bir 

periyotta gerçekleĢtiğini ilk kez tanımlamak için oto radyografik çalıĢmalar yaptılar. Bu 

çalıĢmalar, ökaryotik hücre döngünü tanımlamaya yönelik temel çalıĢmalardan oluĢur. 

Ökaryotik hücre döngüsü G1 (interfaz), G0 (Dinlenme Fazı), S (sentez) ve M (Mitoz) 

fazından oluĢur. 



 

45 

 

 G1 fazı hücrelerin büyümeye baĢladığı ve hücre döngüsü düzenleyicileri 

tarafından kontrol edilen fazdır.  

 G0, hücrelerin durgun bir döneme girmeye karar verdiği, istirahat halinde 

olup, bölünme uyarısı gelene kadar bekledikleri fazdır. 

  G2 fazı, hücrelerin mitoz fazı için hazırlık yaptığı aĢamadır. Hücrelerin DNA 

replikasyonunu tamamlamadan M fazına geçiĢine izin vermezler.  

  S fazı, DNA sentezinin gerçekleĢtiği yerdir. 

  M fazı ise, hücrelerin genetik materyallerinin bölündüğü ve sitokinezin 

meydana geldiği fazdır. M fazında bulunan kontrol noktaları, iğ iplikçilerinin 

oluĢması ve iğ iplikçilerinin sentromere kinetorlar yardımıyla tutunmasını 

sağlar. Replikasyon sırasında, iğ iplikçiklerinde kontrol dıĢı, DNA onarımında 

istenmeyen bir durum olursa bölünme durdurulur ve anormal durumların 

önüne geçilir (Ġngham ve ark, 2017).  

2.6.1. Hücre Döngüsü Düzenleyicileri 

 Hücre döngüsünde, farklı fazlardan geçiĢte siklinler, siklin bağımlı kinazlar (CDK) ve 

CDK inhibitörleri ve RB geni tarafından kontrol edilir. CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK6 

hücre döngüsü ilerlemesinde önemli rol oynar. Siklin ve CDK kompleksleri, G1-S 

kontrol bölgelerinde görev yaparlar. Kanser hücrelerinde siklin ve CDK kompleksleri, 

aĢırı ekspre olurlarsa bir onkogen gibi davranırlar (Lucia ve ark, 2020). 

Retinoblastoma (RB), tümör baskılayıcı aktivitesini, E2F transkripsiyon faktörlerinin 

aktivitesini modüle ederek hücre ilerlemesini G1/S geçiĢinin düzenlenmesi ile sağlar. 

RB tümör baskılayıcı aktivitesini uyguladığı kanonik yol, E2F transkripsiyon faktörleri 

ve histon deasetilazlar (HDAC), gibi çeĢitli kromatin değiĢtiricileri ile bir 

transkripsiyonel baskı kompleksinin oluĢumunu gerektirir. Bu kompleks, öncelikle E2F 

hedef genlerini kontrol ederek hücre döngüsünün ilerlemesi sırasında G1/S geçiĢini 

düzenler. Mitojenik sinyaller D tipi siklinlerin transkripsiyonel yukarı regülasyonu 

üzerinde birleĢir ve daha sonra CDK4/6 dahil olmak üzere sikline bağımlı kinazları 

uyarır. D tipi siklin- CDK4/6 komplekslerini RB üzerinde mono-fosforilasyona teĢvik 

eder ve bunun sonucunda E2F‟lerin salınımını baĢlatarak erken G1 fonksiyonlarının 
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uygulanmasına izin verir.  CDK2 ve CDK1 ile iĢbirliği içinde olan siklin E ve A dahil 

olmak üzere, E2F hedef genleri, 13. Bölgede RB‟nin tam fosforilasyonundan 

sorumludur ve hücrelerin S ve M fazına geçiĢine izin verir.  Siklin bağımlı kinaz 

inhibitörleri RB fonksiyonunu aktive eden CDKN1A, CDKN1B ve CDKN2A genlerin, 

tümör baskılayıcı gen olarak hareket etmesini sağlar. CCND1 ve CDK4 gibi RB 

fonksiyonu inhibe eden genlerin onkogen gibi hareket etmesini sağlar (ġekil 2.20) 

(Kitajima ve ark, 2020). 

 

ġekil 2.20.  Hücre döngüsünün ilerlemesini kontrol eden kanonik RB iĢlevi (Kitajima 

ve ark, 2020).  

Hücre döngüsünün ilerlemesi, negatif düzenleyiciler, INK4 ve mitojenik sinyallerin bir 

sonucu olarak CDK aktivitelerini engelleyebilen CĠP/KĠP tarafından kontrol edilir. 

INK4 protein ailesinin CDK4, CDK6‟ya bağlanması, bu kinazların siklin D „ye 

bağlanmasına müdahale eder ve pRB‟yi hiperfosforile bir durumda tutar ve hücre 

döngüsünün durmasını sağlar (Lucia ve ark, 2020). 

Siklin A, B, E, D‟ye bağlı kinaz kompleksleri, CĠP/KĠP protein ailesi p21(CDKN1A), 

p27(CDKN1B) ve p57(CDKN1C) tarafından hedef alınır. CĠP/KĠP inhibitörleri, siklin 

CDK komplekslerini hedef alarak bunların substratları ile etkileĢimini engeller. 

CDKN1A DNA hasarı durumunda indüklenir ve onarım gerçekleĢene kadar siklin CDK 

komplekslerini kısıtlar (Sherr ve ark, 2020). 
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2.7. Apoptoz 

Apoptoz mekanizması karmaĢık ve tek düzenli ölüm mekanizması olduğu düĢünülür. 

Apoptoz esas olarak proteaz ailesi üyesi olan, kaspazlar tarafından yürütülür. Hem 

baĢlatıcı kaspazlar (kaspaz -2, -8, -9, -10) ve yürütücü kaspazlar (kaspaz -3, -6) apoptoz 

mekanizmasında yer alır. Apoptozun temel mekanizması, BCL-2 ailesinin hem pro-

apoptotik ve anti- apoptotik proteinlerinin, hem de baĢlatıcı kaspaz ve yürütücü 

kaspazlar arasındaki denge ile düzenlenen mitokondriden, sitokrom-c‟nin salınmasıdır. 

GeliĢen bu mekanizma sonucu, kaspaz-6 tarafından nükleer membranın parçalanmıĢ ve 

bir çok hücre içi proteinlerin bölünmesi, genomik DNA‟nın nükleozomal yapılara 

parçalanması ile sonuçlanır. Pro-apoptotik ve anti- apoptotik protein düzenleyicileri 

arasındaki denge, bir hücrenin apoptozu tercih edip, etmemesini belirlemek için önemli 

bir rol oynar. Prekanseröz lezyonlarda DNA hasarı sonucu apoptozun indüklenmesi, 

zararlı hücrelere dönüĢme riski olanları, ortamdan uzaklaĢtırır ve tümör büyümesini 

bloke edebilir. Apoptozun deregülasyonu, kontrolsüz hücre çoğalması, kanserin 

geliĢmesi ve ilerlemesine neden olacaktır (Bertheloot ve ark, 2021). 

BCL-2 protein ailesi üyeleri apoptozun düzenlenmesinden sorumludur. Bu ailenin iki zıt 

grubu olan, pro-apoptotik ve anti- apoptotik proteinler, apoptozun düzenlenmesi 

görevini yerine getirir. BCL-2‟nin BH1 ve BH2 alanları pro-apoptotik proteinlerle 

dimerizasyon için gerekli. BH3 alanı, pro-apoptotik ve anti- apoptotik proteinler 

arasındaki etkileĢim için gereklidir. Anti- apoptotik alanlı grup, üç ile dört arasında BH 

alan içerir ( BCL-2, BCL-xl, BCL-W, MCl-1, A1 ve BCL-1 ). Pro-apoptotik alan ise, 

BH1-BH2-BH3 içerir ( Bax, Bak, Bok). Anti-apoptotikler, sitokrom-c yi bloke ederek, 

pro-apoptotikler ise aktive ederek apoptozu düzenler (Pistritto ve ark, 2016). 

BCL-2 ailesi üyelerinin fonksiyonları Ģu Ģekildedir; 

 Bcl-2: Apoptoz inhibitörü, Bax ve Bak‟ı bağlar. 

 Bcl-x: l formu inhibe eder, S formu apoptozu teĢvik eder, Bax ve Bak‟ı bağlar. 

 Bax: Pro-apoptotik, Bcl-2, Bcl-x ve EIB1-9K‟yı bağlar. 

 Bak: Pro-apoptotik ve Apoptoz inhibitörü, Bcl-2, Bcl-x ve EIB1-9K‟yı bağlar. 

 MCL-1: Apoptoz inhibitörü. 
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 Ced-9: Nematodda apoptoz inhibitörü, Bcl-2 homoloğu. 

 EIB1-9K: Adenovirüslerde apoptoz inhibitörü, Bax ve Bak‟ı bağlar (Xu ve ark, 

2019). 

Kaspazların aracılık ettiği uygunsuz hücre yıkımını önlemek için, proteolitik 

bölünmenin kontrolü zorunludur. Kaspazların negatif düzenlenmesi apoptoz 

proteinlerin inhibitörü (IAP) tarafından sağlanır. IAP, sinyal yollarını bloke ederek ve 

hayatta kalmayı destekleyerek apoptozdan kaçınmada rolü vardır. IAP‟lerinin, 

BIRC1/NAIP, BIRC2/cIAP1, BIRC3/cIAP2, BIRC4/XIAP, BIRC5/Survivin, 

BIRC6/Apollon, BIRC7/ML-IAP ve BIRC8/ILP2 olmak üzere 8 üyesi vardır. IAP 

antagonistleri, BIR alanına bağlanarak kaspaz-3 ve-9 ile etkileĢimlerini azaltırlar. IAP 

proteinlerinin aĢırı ekspere olması, tümör hücrelerin hayatta kalmasını sağlar ve hastalık 

ilerlemesine katkıda bulunur (Pistritto ve ark, 2016). 

DNA hasarı, hipoksi ve onkoproteinlerin ekspresyonu gibi durumlarda, p53 apoptotik 

yolu aktive eder. P53, anti-apoptotikleri baskılarken, pro-apoptotik faktörleri aktive 

eder. P53 tümör baskılayıcı bir gendir. DNA‟nın onarımını indükleme gibi görevleri de 

vardır. Mutasyon geliĢmesi durumunda görevini yerine getiremez ve tümörigenezin 

baĢlamasına neden olur (Pistritto ve ark, 2016). 

Apoptotik süreçte içsel yol; BCL-2 ailesi proteinleri BAK ve BAX‟ı oligomerizasyonu 

ile aktive eder. BAK ve BAX‟ı oligomerleri, mitokondriyal dıĢ zarda gözenekler 

oluĢturur ve sitokrom-c‟nin sitolize salımına sebep olur. BAK ve BAX aktivasyonu, 

pro-apoptotik BAD ve BID tarafından ya da anti-apoptotik BCL-2 ailesi proteinleri 

tarafından düzenlenir. Sitokrom-c, prokaspaz-9‟u alan ve apoptozumu oluĢturan Apaf-

1‟e bağlanır. Apoptozumda, kaspaz-9, otopreteolitik bölünme ile aktive edilir ve kaspaz, 

kaskatını baĢlatır (ġekil 2.21.) (Bertheloot ve ark, 2021). 

Apoptotik süreçte dıĢsal yol; Tümör Nekroz Faktörü (TNF) reseptörü 1 (TNFR1),  ölüm 

reseptörleri veya membran reseptörlerine (TLR Toll Like Receptor) bağlanması ile 

aktive olur.  TNFR1 ile iliĢkili ölüm alanı proteini (TRADD) veya Fas ile iliĢkili ölüm 

alanı proteini (FADD), reseptörleri ile etkileĢime giren serin/treonin protein kinaz 1 

(RIPK1) ve prokaspaz-8 içeren sinyal kompleks oluĢumunu indükler. Apoptoz hücresel 

inhibitörü (cIAP) tarafından RIPK1 yaygınlaĢtırılır, kompleksi stabilize eder ve 
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hücrenin transkripsiyon faktörü, NFκB' nin aktivasyonunu sağlar. AktifleĢen ölümcül 

kaspazlar -2, -8,-6,-10, bir kez aktif olduğunda programlanmıĢ hücre ölümü gerçekleĢir. 

Apoptotik Hücre DıĢı Vekizkülleri (ApoEV‟ler) içerisinde yer alan, apoptotik hücreler, 

nükleozomal yapılar, anti-inflamatuar metabolitler paketlenmiĢ Ģekilde yer alarak, 

haberciler salarlar. Plazma zarının dıĢ yüzeyinde açığa çıkan fosfatidlerin(PS) 

molekülleri, fagositlere „beni ye‟ sinyalleri gibi iĢlev görür  (Bertheloot ve ark, 2021). 

 

ġekil 2.21. Apoptoz içsel ve dıĢsal yolakları (Bertheloot ve ark, 2021). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalıĢmada hücreler üzerinde gerçekleĢtirilen iĢlemlerin Klinik AraĢtırmalar Etiğine 

uygunluğu, Erciyes Üniversitesi, Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu tarafından, 

19.01.2022 tarih ve 56 kayıt numaralı kararı ile in vitro çalıĢma yöntemi olması 

nedeniyle Etik Kurul onayına gerek olmadığı belirtilerek Betül-Ziya Eren Genom ve 

Kök Hücre Merkezi‟nde (GENKÖK) gerçekleĢtirildi. 

3.1. Umbilikal Kord Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Canlandırılması  

DondurulmuĢ halde GENKÖK‟ten temin edilmiĢ umbilikal kord kaynaklı mezenkimal 

kök hücreler (UK-MKH); %15 FBS + %1 penisilin/streptomisin + 2 mM L-glutamin 

içeren DMEM kompleks medyum içerisinde süspanse hale getirilerek 37ºC‟ de %5 CO2 

içeren inkübatörde 48 saat boyunca inkübe edildi ve yeterli sayıya gelinceye kadar 3 

güne bir medyum değiĢtirildi. Son 48 saat ise FBS içermeyen kompleks medyum 

içerisinde hücreler süspanse edildi. Bütün iĢlemler sonucunda hücrelerin bulunduğu 

medyumdan 20 ml alınarak eksozom izolasyonu için kısa bir süre için +4 ºC‟ de 

bekletildi. 

3.2. Umbilikal Kord Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerden Eksozom (UK-MKH-

Ekso) Ġzolasyonu 

Eksozomları elde edilmek amacıyla presipitasyon yöntemi uygulandı. System 

BioSciences firması tarafından üretilen ExoQuick-TC (#EXOTC50A-1, System 

Biosciences, ABD) kiti kullanıldı. Eksozomlar üretimi için mezenkimal kök hücreler 

FBS içermeyen medyum içerisinde 48 boyunca inkübe edildi. 48 saat sonunda kite ait 

izolasyon solüsyonu kullanılarak eksozomlar izole edildi. Bu iĢlem için uygulanan 

protokol Ģu Ģekildedir: 
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 FBS içermeyen medyum içerisinde mezenkimal kök hücrelerin bulunduğu 

1x175 cm
2
‟lik flasktan 20 ml kültür besiyeri toplandı. 

 Besiyeri 3000 x g de 15 dakika boyunca santrifüj edilerek hücre ve hücreye ait 

atıklar çöktürüldü. 

 Pellet kısmı atılarak süpernant yeni bir tüpe alındı. Süpernatant hacminin 1/5‟i 

kadar eksozom solüsyonu (20ml besiyer için 4 ml solüsyon) eklendi. Homojen 

bir karıĢım elde edilmesi için vortekslendi. 

 +4 ºC‟de 24 saat inkübe edildi. 

 Ġnkübasyon sonrası örnekler 1500xg‟de 30 dakika boyunca +4ºC‟de santrifüj 

edildi. Santrifüj aĢaması sonrasında süpernatant atılarak pellet kısmı 500 µl 

dPBS ile resüspanse edilerek -80 ºC‟ye kaldırıldı. 

3.2.1. Eksozom Karakterizasyonu 

Ġzolasyonu tamamlanan eksozomların, görüntüleme iĢlemi Alan Emisyonlu Taramalı 

Elektron Mikroskobu (FE-SEM) ile yapıldı. Eksozomların zeta potansiyeli zeta sizer 

analizatörü ile belirlendi. Eksozomların konsantrasyon ve parçacık boyut analizi 

Nanoparçacık Ġzleme Analizi (NTA) ile yapıldı.  

3.2.1.1. Eksozomların Görüntülenmesi 

Eksozom görüntüleme iĢlemi, Erciyes Üniversitesi Teknoloji AraĢtırma Uygulama 

Merkezi‟nde (TAUM) bulunan Alan Emisyonlu Taramalı Elektron Mikroskobu ( FE-

SEM) ile yapıldı. Eksozomlar Au/Pd ve Karbon Kaplama Cihazı ile iletkenliği 

sağlamak için, altın- palladyum ile kaplandı ve FE-SEM‟de görüntülendi. Görüntüler 

Image J programı yardımıyla yaklaĢık 9-10 farklı görüntülenen eksozomların çapı 

ölçülerek eksozom büyüklüğü hesaplandı. 

3.2.1.2. Eksozomların Zeta Potansiyeli 

Eksozomların elde edilmesinin ardından Erciyes Üniversitesi Nanoteknoloji AraĢtırma 

Merkezi (ERNAM) bünyesinde bulunan Zeta Sizer cihazı kullanılarak hem 

eksozomların hem de çalıĢmamızın kararlığı için zeta potansiyeline bakıldı.  
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3.2.1.3. Eksozomların Konsantrasyon ve Parçacık Boyut Analizi 

Eksozomların konsantrasyon ve parçacık boyut analizi iĢlemi için, Erciyes Üniversitesi 

Ġlaç Uygulama ve AraĢtırma Merkezi bünyesinde bulunan Nanosight NS300 model 

Nanopartikül Ġzleme Analizi (NTA) cihazı kullanıldı. NTA cihazı numunelerimizin, sıvı 

süspansiyonda nano parçacık boyut dağılımını elde etmek için ıĢık saçılımının hem de 

Brownian hareketinin özelliklerini kullanılarak eksozomların video ile izleme ve 

kaydetme yoluyla partikül boyut ve konsantrasyonunu analiz etmek için kullanıldı. 

3.3. BE(2)-C Nöroblast Hücre Hattının YetiĢtirilme Ortamı 

Nöroblastoma BE(2)-C hücre hattı (CRL-2268), DMEM/F12 ve RPMI-1640 medyum 

1/1 oranında hazırlandı ve %10 sığır serumu (fetal bovin serumu, FBS), %1 antibiyotik, 

%1 glutamin içeren kompleks medyum içerisinde kültürlendi. Hücreler 37ºC‟ de %5 

CO2 içeren inkübatörde 48 saat boyunca inkübe edildi. 

Melatonin ve UK-MKH kaynaklı eksozomların BE(2)-C hücreleri üzerine terapötik 

etkilerinin değerlendirilmesi için XTT yöntemi ile % hücre canlılığı olarak değer 

hesaplanarak sitotoksik etkisi ve Anneksin V yöntemi ile apoptotik etkisi  

değerlendirildi. 

3.4. BE(2)-C Hücrelerinde XTT Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi  

Melatoninin ve umbilikal kord kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden elde edilen 

eksozomun BE(2)-C  hücre hattı üzerindeki olası sitotoksik etkisi XTT ((2,3-bis-(2-

metoksi-4-nitro-5-sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) kiti ile üretici firmanın 

(Luminex) kullanım talimatına göre uygulandı. Yöntem XTT ajanı ile inkübe edilen 

hücrelerde meydana gelen renk değiĢiminin kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine 

dayanmaktadır. OluĢan renk değiĢikliği sarı ile renklendirilmiĢ formazon tuzlarının aktif 

hücre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalması sonucunda oluĢmaktadır. Bu 

bileĢiklerin absorbans değeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile 

orantılıdır. 

XTT Yöntemi  

 96 kuyucuklu plakalara 100 µl içerisinde 1x10
4
 BE (2)-C hücre ekim yapılarak 

37ºC‟ de %5 CO2 içeren inkübatörde 24 saat boyunca inkübe edildi. 
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 24 saat sonunda BE(2)-C hücreleri FBS içermeyen kompleks medyum ile 

değiĢtirildi.  

 FBS içermeyen normal büyüme ortamında 24 saat inkübasyondan sonra 

hücrelere farklı konsantrasyonlarda 1, 2,5 ve 5 mM melatonin ve 25, 50, 100 

µg/mL UK-MKH-Ekso 24, 48 ve 72 zaman süresince uygulandı. 

 24, 48, 72 saat boyunca melatonin ve UK-MKH-Ekso ile muameleden sonra, 5 

ml XTT solüsyonu içerisine 100 µl aktivasyon solüsyonu eklenmiĢtir. Bu 

kompleks hale gelen solüsyonda 50 µl her oyucuğa eklenerek 4 saat boyunca 

37ºC‟ de inkübe edilmiĢtir.  

 Plakalar, bir plaka çalkalayıcıda 5 dakika çalkalandı.  

 Inkübasyon sonucunda 450 nm‟de Glowmax Elisa Raeder cihazında 

okutulmuĢtur.  

 Tüm deneyler en az üç kültürde üç tekrar halinde yapıldı ve veriler, kontrole 

kıyasla canlılık yüzdesi belirlendi. 

3.5.  BE(2)-C Hücrelerinde Anneksin  V ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi 

Melatonin ve ekosozomların BE(2)-C hücre hattı üzerindeki apoptoz oranının ne ölçüde 

değiĢtiğini bulmak için Flow sitometri cihazında kit kullanarak okuma yapıldı. 

Anneksin V, hücre yüzeyinde bulunan ve apoptoz veya hücre ölümü gibi durumlarda 

kanıt olarak gösterilen fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin (PE) moleküllerini 

belirlemeye yarayan bir iĢaretçidir. Ayrıca bu kitin içinde ölü hücreleri boyamaya 

yarayan 7-AAD boyası ile ölü hücre yüzdeleri de belirtildi. 
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   Tablo 3.1. Anneksin V ve 7-AAD boyalarına, hücrelerin verdiği yanıtlar 

Hücreler Anneksin V 7-ADD 

Apoptotik Olmayan, 

Canlı 

- - 

Erken Evre Apoptotik + - 

Geç Evre Apoptotik ve 

Ölü 

+ + 

Nekrotik - + 

Anneksin V Yöntemi 

 Melatonin ve ekosozomların BE(2)-C  hücre hattı üzerindeki apoptoz oranının 

ne ölçüde değiĢtiğini bulmak için Anneksin V & Dead Cell Assay (Luminex) 

kiti kullanıldı. 

 BE(2)-C hücreleri 6 kuyucuklu plakalar içerisinde her bir kuyuya 1 ml içerisinde 

1x10
6
 olacak Ģekilde 37ºC‟ de %5 CO2 içeren inkübatörde 24 saat boyunca 

inkübe edildi. 

 24 saat sonunda BE(2)-C hücreleri FBS içermeyen kompleks medyum ile 

değiĢtirildi.  

 FBS içermeyen normal büyüme ortamında 24 saat inkübasyondan sonra 

hücrelere farklı konsantrasyonlarda 1, 2,5 ve 5 mM melatonin ve 25, 50, 100 

µg/mL UK-MKH-Ekso 24, 48 ve 72 zaman süresince uygulandı. 

 Her 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonunda, tripsin ile kaldırılan hücreler 5 

dakika boyunca 350 x g‟de santrifüj edildikten sonra, iki kez soğuk fosfat 

tamponu (PBS) ile yıkandı. 

 Sonrasında, her bir hücre grubu Anneksin V & Dead Cell Assay kiti ile 

boyanarak karanlıkta ve oda sıcaklığında 20 dakika süreyle ile inkübe edildi.  

 Boyama iĢlemi tamamlanan hücreler BD FACS Aria III flow sitometri cihazı ile 

analiz edildi. 
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3.6. Ġstatistiksel Değerlendirme  

Apoptoz yöntemi veriler GraphPad Prism 8 programı ile grup analizi altında, Two way 

ANNOVA, Tukey's multiple comparisons test gruplar arası ve içi değerlendirilerek 

anlamlılık değeri p ˂ 0.05 olarak kabul edilmiĢtir. Sitotoksisite yöntemi verileri üç ayrı 

deneyden elde edildi ve ortalama ± standart sapması olarak sunuldu ve GraphPad Prism 

8 yazılımı kullanılarak eĢleĢtirilmemiĢ t testi (unpaired t-test)  one-way ANOVA ile 

değerlendirilerek anlamlılık değeri p ˂ 0.05 olarak kabul edilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Umbilikal Kord Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Morfolojisi 

Hücrelerin yer aldığı flasklar 48 saatin sonunda kontrol edilerek hücrelerin çoğalması 

gözlemlendi (ġekil 4.1). Hücre kültür kaplarının tabanına tutunma gösteren, iğsi yapıda 

morfolojik özellik gösteren MKH kullanılarak eksozom izolasyonuna geçildi. 

 

ġekil 4.1. Ġnsan umbilikal kord kaynaklı MKH ‟lerin mikroskobik görüntüsü (Invert 

Mikroskop x10) 

4.2. Eksozom Ġzolasyonu 

4.2.1. Eksozom Karakterizasyonu Bulguları 

4.2.1.1. Eksozomların Görüntülenmesi 

Ġzolasyon metotu sonucunda; izole edilen eksozomların SEM analizine göre 

değerlendirildiğinde eksozomların membran yapılarının bütünlüğünü koruduğu, Image J 

programı ile eksozomların uygun boyutta dağılım gösterdikleri görülmüĢtür. 

Presipitasyon metodunda eksozomların ortalama boyutları 101,633 nm±4,5 olarak 

bulundu. 
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ġekil 4.2. Image J programı ile çapları ölçülmüĢ eksozomların SEM görüntüsü 

(Büyültme Ölçeği 100 nm) 

4.2.1.2. Eksozomların Boyut Analizi 

Presipitasyon yöntemi ile izolasyon sonucunda eksozomların zeta potansiyeli, zeta sizer 

cihazı tarafından değerlendirildiğinde eksozomların zeta potansiyeli -13,3 olarak 

ölçüldü. Zeta analizötörü tarafından değerlendirilen sonuç eksozomların zeta 

potansiyelinin “good” olduğunu belirtti.  

 

ġekil 4.3. Eksozomların zeta potansiyeli değerleri 
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4.2.1.3. Eksozomların Konsantrasyon ve Parçacık Boyut Analizi 

NTA ile eksozomların hem boyut dağılımının hem de nispi konsantrasyonunun 

belirlenmesinde; presipitasyon metodunda eksozomların boyutunun yaklaĢık 87.9 nm 

olduğu ve konsantrasyonunun 3.42x10
8
/ml olarak bulundu (ġekil 4.4.). Ayrıca nm 

aralıklarına göre eksozomların konsantrasyon ve boyut dağılım 3D grafiği de ġekil 4.5 

‟de verildi. 

 

 

ġekil 4.4. NTA ile eksozomların boyut dağılımı ve konsantrasyonu. 

 

ġekil 4.5. NTA ile eksozomların 3 boyutlu konsantrasyon ve boyut dağılımı grafiği 
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4.3. BE(2)-C Nöroblast Hücrelerinin Morfolojisi 

BE(2)-C nöroblast hücreleri flask tabanına tutunmuĢ bir Ģekilde invert mikroskop 

altında görüntülendi (ġekil 4.6).  

 

ġekil 4.6. BE(2)-C nöroblast hücrelerinin mikroskobik görüntüsü (x50µm) 

4.4. BE(2)-C Hücrelerinde XTT Yöntemi ile Sitotoksisite Bulguları  

UK-MKH-Ekso ve melatoninin konsantrasyon ve zamana bağlı olarak hücre canlılığı 

üzerindeki sitotoksik etkilerinin XTT yöntemi sonuçları Tablo 4.1‟de, karĢılaĢtırmalı 

sonuç grafiği ise ġekil 4.7.‟de verildi.  Bu bulgular neticesinde, melatoninin yarı 

inhibisyon konsantrasyonu (IC50); 24 saat için 2.68 mM, 48 saat için 1.097 mM ve 72 

saat için 1,089 mM olduğu hesaplandı (ġekil 4.8.).  Eksozomun IC50 için 24 saat için 

69.4 µg/mL olarak bulundu. Her iki etken grubun sonuçları istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde zamana bağlı olarak % hücre canlılığı kontrol grubu ve kendi 

aralarında değerlendirildiğinde anlamlı farklılıklar gösterdi ve P değeri 0.0085 olarak 

bulundu. Konsantrasyona bağlı olarak değerlendirildiğinde ise % hücre canlılığı kontrol 

grubu ve konsantrasyon grubunun kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında yine anlamlı 

farklılıklar gösterdiği ve P değerinin 0,0091 olduğu görüldü.  
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ġekil 4.7. BE(2)-C hücreleri üzerinde melatonin ve eksozomun 24, 48 ve 72 saat 

sonundaki hücre canlılığı yüzde değerlerinin karĢılaĢtırılması 

 

 

ġekil 4.8. BE(2)-C hücreleri üzerinde melatonin 24, 48 ve 72 saat sonundaki IC50 

değerleri 
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Tablo 4.1. Melatonin ve eksozomun BE(2)-C hücreleri üzerine % canlılık değeri 

4.5. BE(2)-C Hücrelerinde Anneksin V Yöntemi ile Apoptoz Bulguları  

UK-MKH-Ekso ve melatoninin konsantrasyon ve zamana bağlı olarak apoptotik 

etkileri, erken evre apoptoz, geç evre apoptoz ve nekroz olarak değerlendirilerek yüzde 

sayısal değerleri Tablo 4.2‟de verildi.  24 saat süre sonunda BE(2)-C hücreleri üzerinde 

hem melatonin hem de eksozomun farklı konsantrasyonlarında anlamlı bir Ģekilde 

apoptotik indüklenme görülmemiĢtir. 

Tablo 4.2. Melatonin ve eksozomun BE(2)-C hücreleri üzerinde yüzde apoptoz 

değerleri (%) 

BE(2)-C 24 

Saat Kontrol  

Mel 2,5 

mM 

Mel 5 

mM Ekso 50 µg/ml     Ekso 100 µg/ml     

Nekrotik 

hücreler  18,4 12,7 13,5 21,1 17,7 

Geç apoptotik 

hücreler 1,4 2,1 0,4 0,9 1,6 

Canlı hücreler  80,2 85,1 86,1 78 80,7 

Erken apoptotik 

hücreler 0 0 0 0 0 

BE(2)-C 48 

Saat 

     
Nekrotik 

18,4 27,9 24,1 42,4 21,3 

BE(2)-C  % Hücre Canlılığı 

  

MELATONĠN 

Konsantrasyon Kontrol 24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT 

1 mM  %100 %102,60  %32,30  %8,50 

2,5 mM %100 %70,40 %12,50  %6,50  

  5 mM %100 %27,40  %4,15  %3,70 

  25 µg/ml     %100 %151,10  %44,50  %27,60  

UK-MKH-Ekso 50 µg/ml     %100 %126,30  %41,10  %18,60  

  100 µg/ml     %100 %105,92  %40,80  %1,80  
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hücreler  

Geç apoptotik 

hücreler 3,4 27,8 44,2 11,7 10,9 

Canlı hücreler  75,9 44,1 31,7 45,8 67,8 

Erken apoptotik 

hücreler 0 0 0 0.0 0 

BE(2)-C 72 

Saat 

     Nekrotik 

hücreler  28,9 39,6 31,9 21,3 27,8 

Geç apoptotik 

hücreler 9,3 30,7 59,4 4,3 2,3 

Canlı hücreler  61,7 29,7 8,7 74,3 69,9 

Erken apoptotik 

hücreler 0,1 0 0 0,1 0 

Melatonin ve UK-MKH-Ekso uygulanan 48 ve 72 saat zaman gruplarında istatistiksel 

olarak değerlendirildiğinde; konsantrasyonlar arası anlamlı bir fark gözlemlenemezken 

(P˃0,05) uygulanan her bir konsantrasyonun değiĢen apoptoz değerlerinin, istatistiksel 

olarak kendi içinde ve kontrol grubuna göre anlamlı bir Ģekilde değiĢtiği gözlemlendi 

(**P<0,0001) (ġekil 4.9-10). 

 

ġekil 4.9. BE(2)-C hücreleri üzerinde melatonin ve eksozomun 48 saat sonundaki 

apoptoz değerlerinin karĢılaĢtırılması 
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ġekil 4.10. BE(2)-C hücreleri üzerinde melatonin ve eksozomun 72 saat sonundaki 

apoptoz değerlerinin karĢılaĢtırılması 

Melatonin ve eksozomların BE(2) hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi, Anneksin V & 

7-AAD yöntemi ile canlı hücreleri (Q3), erken evre apoptotik hücreleri (Q4), geç evre 

apoptotik hücreleri (Q2) ve nekrotik hücrelerin (Q1) yüzde değerini gösterdi. Melatonin 

ve eksozomların BE(2)-C hücre hattı üzerinde farklı konsantrasyon ve zamana bağlı 

olarak apoptozu indüklediği tespit edildi. 
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ġekil 4.11. BE(2)-C hücreleri üzerinde melatonin ve eksozomun 48 saat sonundaki 

apoptoz değerlerinin flow sitometri sonuçları 
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ġekil 4.12. BE(2)-C hücreleri üzerinde melatonin ve eksozomun 72 saat sonundaki 

apoptoz değerlerinin flow sitometri sonuçları 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Nöroblastoma, embriyolojik olarak nöral krestin geliĢim bozukluğuna bağlı ortaya çıkan 

sempatik sinirlerin ganglionlarından kaynaklanan bir kanserdir. Nöral krest, 

embriyogenezin 3. haftasında nöral tüpün dorsal yüzünden geliĢen pluripotent 

hücrelerdir. Nöroblastoma, 8000 canlı doğumda birinde görülürken, tüm çocukluk çağı 

tümörlerin %6‟sını kapsamaktadır. Nadir görülen bir hastalık olmasına rağmen, 

çocuklarda kansere bağlı ölümlerin %15‟inden sorumludur. Klinik olarak nöroblastoma, 

tedavisiz spontan gerileyen yaygın tümörleri olan hastalardan, yoğun multimodal tedavi 

yaklaĢımlarına rağmen metastatik yayılım gösteren, tedaviye dirençli tümörlere kadar 

değiĢen heterojen bir hastalık spektrumu ile karakterizedir.  

Melatoninin kanserde anti-anjiyogenik etkiler göstereceğini Lissoni ve arkadaĢları öne 

sürdüler. Melatoninin anjiyogenez üzerindeki etkileri pankreas, kolon, meme, akciğer 

kanserlerinde incelenmiĢtir (Garcia ve ark, 2013). SH-SY5Y nöroblastoma hücre hattı 

ilk olarak 4 yaĢındaki bir kız çocuğunun kemik iliği biyopsisinde elde edilip klonlanmıĢ 

hücre hattıdır. VEGF‟nin SH- SY5Y hücre hattında tümör geniĢlemesine ve 

büyümesine destek verdiği gösterilmiĢtir. Yaplılan bir çalıĢmada melatonin, SH-SY5Y 

hücrelerinin pro-anjiyogenik etkilerini inhibe ettiği gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada 1 mM‟lık 

konsantrasyonlarda melatoninin hücre hattı üzerinde hücre proliferasyonu üzerinde 

inhibe edici olduğu, apoptozu ve anti-nöroinflamatuar etkileri inhibe edici etkiye sahip 

olduğu gösterilmiĢtir (Gonzalez ve ark, 2017). 

Melatonin, epifiz bezi tarafından sentezlenen, kan dolaĢımına geçen ve uyku ve uyanma 

zamanlamasını sağlayan, kan basıncı kontrolü ve kahverengi yağ dokusu oluĢumunu 

destekleyen bir hormondur. Melatonin spesifik melatonin reseptörleri olan MT1 ve 

MT2‟yi bağlayarak hemeostazda görev alan güçlü bir antioksidandır. Bu etkileri bilenen 

melatonin ayrıca, tip 2 diabet, obezite veya ileri yaĢlarda görülen insulin direnci koĢulu 

altında endoplazmik retikulum stresinin neden olduğu nöronal hücre ölümü sinyalleri 

üzerine düzenleyici etkisi bildirilmiĢtir. Yapılan çalıĢmada melatoninin insulin 
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stimülasyonu altında nöronal hücre ölümü sinyallerini önemli ölçüde zayıflattığı 

gösterilmiĢtir (Song ve Kim, 2017). 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü olan apoptoz, bağıĢıklık tepkilerindeki ölü beyaz kan 

hücreleri veya dıĢ uyaranların neden olduğu mutasyonlara sahip istenmeyen hücrelerin 

temizlenmesine yardımcı olur. Hücre büyümesi, uyku hali, apoptoz arasındaki denge, 

homeostaziyi sürdürmek için büyük önem taĢırken, bu uyumun bozulması 

tümörijenezin altında yatan mekanizmadır. Doğal onkostatik hormon olan melatonin, 

hücre ölümünü teĢvik etme yeteneği birçok kanserde doğrulanmıĢtır.  Ġnsan prostat 

kanseri hücre hattı olan LNCaP hücrelerinin melatonin ile tedavi edilmesi Bax ve Cyt 

c‟nin önemli bir yukarı regülasyonu ve hayatta kalma proteini Bcl-2‟nin azalması ile 

apoptotik hücrelerin sayısını açıkca artırdığı gösterildi. Yapılan bu çalıĢmada 

melatoninin prostat kanseri hücrelerinin üstesinden gelmede yardımcı olduğu, 

melatonini klinik kullanıma çevirmek için fazlaca çaba harcanması gerektiği 

vurgulanmıĢtır. (Shen ve ark, 2021).  

Melatonin karaciğer kanserlerinde inhibe edici rolü, hücresel proliferasyonun 

azaltılması, hücre döngüsünün durdurulması, anjiogenez ve metastazın sınırlandırılması 

ve hücresel ölümün teĢvik edilmesi dahil olmak üzere bir dizi farklı moleküler ve 

hücresel süreci içerir (Palanca ve ark, 2021). CCA karaciğer kanser hatlarında 48 saat 

boyunca 0.5, 1, ve 2 mM konsantrasyonlarda melatoninin apoptoz yoluyla hücre 

ölümüne yol açan ROS ve sitokrom- c üretimini artırdığı gösterilmiĢtir (Laothong ve 

ark, 2015). Ayrıca melatoninin kanser tedavisinde sıklıkla kullanılan bir antitümör 

molekülü olan sisplatinin pro apoptotik etkisisni artırdığı gösterilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmada in vitro deneylerde sisplatinin ve 1 mM melatonin beraber kullanıldıklarında, 

Hep3B, HCC, Bel-7402 hücrelerinde apoptozun intrinsik yolunu artırdığı ve NF-

κB/COX-2 yolaklarını inhibe ederek terapötik etkinliği iyileĢtirdiği gösterilmiĢtir (Hao 

ve ark, 2017). 

Mezenkimal Kök Hücreler (MKH), embriyogenezin geliĢiminde mezodermden 

kaynaklanan multipotent kök hücrelerdir. MKH‟ler ilk olarak kemik iliğinden keĢfedildi 

ve daha sonra yağ, sinir dokusu, göbek kordonu ve amniyotik sıvı gibi çeĢitli insan 

dokularında izole edildi (Zhan ve ark, 2019). Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök 

hücreler yüksek bir virüs kontaminasyonu olasılığı ve ilerleyen yaĢ ile birlikte hücre 
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sayısı, geniĢleme ve farklılaĢma yeteneğinin düĢmesi klinik kullanımlarını zorlaĢtırır. 

Ġnsan umbilikal kord kaynaklı mezenkimal kök hücreler (UK-MKH), göbek 

kordonundan elde ediliyor olması ve doğumdan sonra atılan bir ürün olarak görülmesi 

nedeniyle etik sorun taĢımaması nedeniyle kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelere karĢı daha avantajlıdır. UK-MKH‟ler, morfolojik, immünofenotip, 

proliferasyon ve çok yönlü farklılaĢma kapasitesi mevcuttur. UK-MKH‟ler çeĢitli MKH 

belirterçlerini (CD105, CD90 ve CD73) ifade eder ve yapıĢma molekülü belirteçleri 

(CD54, CD13, CD44 ve CD29) eksprese eder. UK-MKH‟lerin düĢük immünojenikliği 

ve immün düzenleyici aktivitesi, tümör hücrelerinin büyümesini inhibe etmesi, 

hematopoetik kök hücre transplantasyonundan sonra komplikasyonları iyileĢtirme, 

hematolojik hastalıklar için hematopoezi teĢvik etme temel taĢını sağlayan terapötik 

kullanım için ilgi çekici hale gelmiĢtir (Shang ve ark, 2021). 

Burger hastalığı, küçük ve orta çaplı arter ve venleri tutan nonaterosklerotik segmental 

inflamatuar ve obliteratif damar hastalığır. Ünal ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu 

çalıĢmada, mezenkimal kök hücre, periferik kan kök hücre ve kemik iliği MKH‟lerin 

vasküler endotelyal hücrelere ve epidermal hücrelere dönüĢebildiği ve yenilenen endotel 

ve epidermal hücreler, epidermis kalınlığını artırarak yara iyileĢimini hızlandırdığı 

ortaya konulmuĢtur (Ünal ve ark, 2002).  

MKH‟lerin tümör destekleyici etkileri riskini en aza indirmenin ve sistemik olarak 

uygulanan MKH‟lerin biyolojik olarak dağılımındaki sınırlamaların üstesinden 

gelmenin alternatif yolu, MKH‟lerden türetilmiĢ hücre dıĢı veziküllerin kullanılmasıdır. 

Ġnsan MKH‟lerden elde edilen hücre dıĢı veziküllerinin farelerde radyasyondan zarar 

görmüĢ kemik iliği ve akut böbrek hasarı alanlarına baĢarıyla ulaĢtığı gösterilmiĢtir. 

Ayrıca TRAIL tarafından tasarlanmıĢ hücre dıĢı veziküllerin, bir melanom fare 

modelinde antitümör etki göstermiĢtir (Hochuheuser ve ark, 2021). 

Kök hücrelerin nörolojik hastalıklarda mevcut sinir ağlarına zayıf bir Ģekilde göç etmesi 

ve eksozomların kan-beyin bariyerini geçiyor olması teropötik etkisinin hücre hücre 

etkileĢimlerinden parakrin etkileĢimlerine kaymıĢtır (Lee ve ark, 2021). Xin ve 

arkadaĢları miR 17-92 içeren sıçan kemik iliğinden türetilen MKH eksozomlarını bir 

inme modeline intravenöz olarak uygulamıĢ ve fonksiyonel iyileĢme ile 
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oligodendrojenez, nörojenez ve nöroplastisitenin arttığı gösterilmiĢtir (Xin ve ark, 

2017).  

Bu tez çalıĢması sonucunda; melatonin ve umbilikal kord kaynaklı mezenkimal kök 

hücre eksozomlarının BE(2)-C nöroblast hücre hattında apoptotik ve sitotoksik terapötik 

etkileri sayesinde; BE(2)-C nöroblast hücrelerinin tedavisinde güçlü bir ajan olarak 

kullanılabileceği düĢünülmektedir. Kan-beyin bariyerini geçebilen eksozomlar ve 

melatoninin nöroblast hücreleri üzerinde güçlü terapötik potansiyelleri göz önünde 

bulundurularak hastalıkların tedavisinde etkin bir rol alacağı düĢünülmektedir. Bu 

çalıĢmamızın in vitro koĢullarda planlanıp yürütüldüğünden, net olarak uygun bir tedavi 

protokolünün belirlenebilmesi için daha kapsamlı in vivo çalıĢmaların yapılması 

gerekmektedir. Bu çalıĢma gelecekte bu alanda yapılacak olan çalıĢmalar için öncü 

durumundadır. 
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