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Fish Stem Cells: Classification, Resources, Characteristics and Application Areas

Abstract: Stem cells are a class of undifferentiated cells, have the potential for self-renewal that can differ to the specialized cells.
First studies on stem cells in fish started with zebra fish in 1992. In this review, classification, resources, vital importance,
characteristics and application areas of fish stem cell were clarified.
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Giris

Canli organizmalarda kok hiicreler, boliinerek
kendilerini yenileme ve ayni zamanda Ozellesmis
hiicrelere doniigebilen, farklilasma yetenekleri olan
hiicrelerdir. Kendilerini yenileyebilme ve diger
hiicrelere doniisebilme yetenekleri, onlar1 viicuttaki
diger hiicrelerden farkli kilmaktadir. Farelerden ilk
kok hiicrelerin  elde edilmesi ile Dbirlikte,
temel arastirmalarda, tip alaninda, hayvan
biyoteknolojilerinde kok hiicreler arastirmalarin odak
noktas1 olmustur (Evans ve Kaufman 1981). Insan
embriyonik kok hiicreleri 1998 yilinda Thomson ve
arkadaslar1 tarafindan elde edilmisken, balik kok
hiicreleri iizerindeki aragtirmalar 25 yil &nce

baglamigtir. Balik kok hiicreleri iizerine yapilan
calismalarin gozden gegirildigi birkag derleme
bulunmaktadir (Hong vd. 2011; Wong ve Collodi
2012; Yoshizaki vd. 2012). Primordial germ
hiicreleri bir ¢esit kok hiicre olarak bilinmektedir
(Nagasawa vd. 2013; Nakajima vd. 2014). Salmo
salar tirinde vasa, dnd ve lenfosit antijen 75
genlerinin bu kok hiiclerin belirtegleri olup
olmadiklar1 Nagasawa vd. (2013) tarafindan
aragtirtlmistir. Thunnus orientalis baliklarinda dnd
geninin spermatogonial kdk hiicre belirteci oldugu
Yazawa vd. (2013) tarafindan ileri siiriilmiistiir.
Germ kok hiicre hattinin mikro gevre ile iligkileri
gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss)’nda
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Nakajima wvd. (2014) tarafindan arastirilmusgtir.
Gokkusagi alabaliklarinda spermatogonial kok hiicre
transferi Shikina vd. (2013) ve Sato vd. (2014)
tarafindan tilapia (Oreochromis niloticus)’larda
germ kok hiicre transferi ise Farlora vd. (2013)

tarafindan arastirilmustir. Spermatogonial
kok hiicreler Hayashi vd. (2014) tarafindan
aragtirilmig ve yan  hiicre  populasyonlar
tarafindan  zenginlestirildikleri  kaydedilmistir.

Okutsu vd. (2015) kok hiicre transplantasyon

teknigini  kullanarak YY  siiper gokkusagi
alabaliklarini elde etmeyi basarmiglardir.
Oogonial ve spermatogonial kok hiicrelerin
atalar1  olan  primordial germ  hiicrelerinin

gonadlara taginmalari, cogalmalari ve kolonize
olmalart sarikuyruk kral balikta (Seriola lalandi)
Fernandez vd. (2015) tarafindan c¢alisilmustir.
Kanal (Ictalurus punctatus) ve mavi kedi (1. furcatus)
baliklarinda spermatogonial kok hiicre belirtegleri
Shang vd. (2015) tarafindan arastirilmistir. Calisma
sonucunda yazarlar Plzf ve Integrin6 genlerinin
spermatogonial kok hiicre belirtegleri olarak
kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Bu derlemede balik kok hiicreleri hakkinda
genel bilgilere, ozellikle kok hiicre siniflandirmast,
kaynaklari,  ozellikleri ve  biyoteknolojideki
kullanim alanlarina deginilecektir.

KoKk hiicre cesitleri

Kok hiicreler farklilasma yeteneklerine gore
totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent
ve unipotent olmak iizere bes farkli kategoriye
ayrilmistir.  Erkek baligin  spermi ile  disi
baligin yumurtasinin birlesmesi ile olusan dollenmis
yumurta  hiicresi veya zigot tek Dbasina
tim organizmayr meydana getirebilecek genetik
potansiyele  sahiptir ve  totipotent  olarak
tanimlanmugtir. Totipotent kok hiicreler biitiin
bir  organizmayr  olusturabilecek  kapasiteye
sahiplerdir. Balik embriyonik kok hiicreleri,
orta-blastula asamasinda olan embriyolardan elde
edilir ve viicuttaki tim doku ve organlara
dontigebilen anlammma gelen totipotent kok
hiicre denilmektedir. Baliklarda ilk embriyonik kok
hiicre ise Collodi vd. (1992) tarafindan elde
edilmistir. Bu hiicreler tam bir balig1 olusturabilecek
potansiyele sahiplerdir (Wakamatsu vd. 1993;
Hong vd. 2004). Pluripotent hiicre ise, viicuttaki fazla
sayida hiicrelere farklilagabilen hiicreler olarak
tammlanmistir  ve medaka (Oryzias latipes)
baliklarinda Hong vd. (1996) tarafindan ¢aligilmuistir.
Yine ayni Dbaliklar {izerine pluripotent kok
hiicre hatt1 Wakamatsu vd. (1994) tarafindan
aragtirllmigtir. Pluripotent bir hiicrenin morfolojik
ozellikleri  Alvarez vd. (2007) tarafindan
tanimlanmistir.  Biitlin  hiicrelere farklilasabilme

yeteneginde olan ancak otonomom embriyo
olugturamayan kok hiicreler icin omnipotent
(Denker 2014) veya plenipotent (Condic 2014)
tammminin ~ kullanilmas1  Onerilmistir. Diger bir
ifade ile Condic (2014) pluripotent kdk hiicre terimi
yerine plenipotent teriminin kullanilmasi gerektigini,

Denker (2014) ise pluripotent terimi yerine
omnipotent teriminin  kullanilmas1  gerektigini
Onermistir.

Baliklarda totipotent ile pluripotent kok hiicre
arasindaki baslica farklilik, pluripotent hiicreler
viicutta bircok doku ve organa farklilasabilir
ancak yeni bir canliyr olusturabilecek kapasiteye
sahip degillerdir. Multipotent kok hiicre ise,
Ozellesmis birka¢ hiicre tipine farklilagabilen
kok hiicredir. Ornegin disi baliklardan elde edilen
oogonia ve erkek baliklardan elde edilen
spermatogonia  birer multipotent kok  hiicre
olarak tanimlanmustir (Yoshizaki vd. 2010a, b;
Hayashi vd. 2014; Shang vd. 2015). Gokkusag
alabaliginda yapilan in vitro ve in Vvivo
calismalarda oogonianin yumurta ve sperm
hiicrelerine doniisebildigi (Yoshizaki vd. 2010a),
aynmi sekilde spermatogonianmin da sperm ve
yumurta hiircesine doniisebildigi  gosterilmistir
(Yoshizaki vd. 2010b). Ayni balik tiirli iizerinde
Okutsu vd. (2006) yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda
spermatogonianin fonksiyonel yumurta hiicresine
doniistiigiinii kaydetmiglerdir. Baliklarda kan kok
hiicreleri zebra (Danio rerio) tiiriinde Ma vd. (2012)
tarafindan c¢alisilmis ve multipotent Ozellikleri
tanimlanmugtir.  Bir hiicrenin  multipotent olup
olmadigt oncelikle o hiicrenin i¢inde bulundugu
mikro ¢evreden (kendisini ¢evreleyen, dokulardan ve
diger hiicrelerden) izole edilebilmesi ve tek hiicre

diizeyinde kendisini yenileyebilme ve baska
hiicrelere farklilasabilme kapasitesi ile
belirlenebilmektedir. Oligopotent kok hiicreler,

multipotent kok hiicrelerden daha fazla 6zellesmis
olan hiicrelerdir. Bu hiicreler sinirli sayida hiicrelere
farklilagabilmektedirler. Unipotent kok hiicreler ise
en diisiik farklilagsma kapasitesine sahip olan hiicreler
olarak tanimlanmustir. Bu tiir kok hiicreler tek bir
hiicreye farklilasabilmektedir. Ornegin unipotent
hepatoblast hiicreler kendilerini yenileyip karaciger
dokusunun biiyiik ¢ogunlugunu olusturan hepatosit
hiicrelere doniisebilmektedirler (Brian 2014; He vd.
2014; Choi vd. 2015).

Kok hiicrelerin kaynaklar:
Baliklarda kok hiicreler t¢ farkli kaynaktan

elde  edilmektedir.  Bunlardan  ilki  balik
embriyosundan, diger bir ifade ile yumurta
dollendikten  bir siire sonra, orta-blastula

asamasinda olan embriyodan elde edilmekte ve
buna embriyonik kok  hiicre denilmektedir
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(Yi vd. 2009; Dash vd. 2010). Orta-blastula

asamasina gelme stiresi balik tiirleri arasinda
ve su sicakligina bagli  olarak  farklilik
gostermektedir. Orta-blastula siiresi, gokkusagi

alabaliginda, yumurta dollendikten sonra 6 saattir
(Yoshizaki vd. 2010a). Ho vd. (2014) tarafindan
zebra  baligindan elde edilen embriyonik
kok hiicreler, besleyici bir tabakaya ihtiyag
duyulmadan iki yil siiresince yasatilmistir.
Orta-blastula asamasinda medaka (Oryzias dancena)
baligindan  elde  edilen  embriyonik  kok
hiicrelerin aktiviteleri Lee vd. (2015) tarafindan
calisilmustir.

Ikincisi ise, ileride sperm veya yumurta
hiicresi olabilecek tireme hiicreleri olan primordiyal
esey hiicreleri (PEH’leri) kok hiicre kaynagi
olarak  kullanilmaktadir (Lacerda vd. 2006;
Fan vd. 2008; Hong vd. 2010; Tanaka vd. 2011,
Hong vd. 2016). Medaka baliginda Dnd, PEH’leri
kok hiicrelerin belirteci oldugu Hong vd. (2016)
tarafindan ileri siirilmistir. Kok hiicrelerin
bir diger kaynagi ise ergin baliklarda bulunan
ergin kok hiicrelerdir. Ergin kok hiicreler,
balik  yasadigi  siire boyunca kendilerinin
kopyalarimi iireterek c¢ogalmaktadir. Bu hiicreler
bulunduklar1 dokulardaki yaslanan, hastalanan
veya Olen hiicrelerin yerine yenilerini iireterek
yedek hiicre kaynaklari olarak gorev yapmaktadirlar.
Baliklarda ergin kok hiicreler ve kan kok
hiicreleri Catton (2012) ve Ma vd. (2012)
tarafindan calisilmistir. Ausoni ve Sartore (2009)
yapmig olduklar1 derlemelerinde baliklarda ve
memelilerde  kalp  kok  hiicreleri  iizerine
yapilmis olan c¢alismalara yer vermislerdir.
Jopling vd. (2010) zebra balig1 iizerine yapmuis
olduklari calismalarinda, kalbin  kendisini
yenilemesi (rejenerasyonu) iizerine kok hiicrelerin
cok fazla etkisi olmadigimi One siirmiiglerdir.
Zebra Dbaliklarinda bdbregin rejenerasyonu  ise
Diep vd. (2011) tarafindan arastirilmustir.
Galindo-Villegas (2016) yapmis oldugu
derlemesinde  hematopoetik  kok  hiicrelerin
arastirllmasinda  zebra  baliginin  iyi  bir
model teskil etti§ini Onermistir. Hall vd. (2016)
ise derlemelerinde hematopoetik kok hiicreler
lizerine yapilan arastirmalara deginmislerdir.
Kobayashi vd. (2016) kemikli  baliklarda
hematopoetik ~ kdk  hiicrelerin  izolasyonunu
ve siiflandirmasini yapmislardir. Zebra
baliklar1  {izerine yapilan c¢aligmalarda kan
kok hiicrelerinin kemik iliginden ziyade bobreklerde
depolandiklart De Jong vd. (2011) tarafindan
rapor edilmigtir. Sinir kok hiicreleri, zebra
baliginda Grandel vd (2006), retinal kok hiicreler ise
(Otteson ve Hitchcock 2003; Wan vd. 2016)
tarafindan ¢alisilmistir.

Balik kok hiicreleri neden énemlidir?

Kok hiicre teknolojisini  gelistirmek icin
baliklarin model olarak kullanilmasi Onerilmistir.
Kok hiicre ¢aligmalarinda, diger omurgalilarda
bircok zorlukla karsilagilmasina ragmen, teknik
iistiinliiklerinden dolay1 baliklarda bu sorunlarla
karsilagilmaz. Yiiksek yumurta verimliligi, biyiik
seffaf embriyolar, kisa nesil verme siiresi ve

hizli gelisim gibi teknik istiinliikleri vardir.
Bu  oOzellikler manipiilasyonlar1  kolaylastirir
ve erken gelisim asamalarinda kok  hiicre

isaretleyicilerinin fenotipik olarak incelemelerine
izin verir (MeiSheng vd. 2010; Hong vd. 2011).
Baliklar temel molekiiler calismalarda, hiicresel,

gelisimsel biyolojide ve ticari amaglar igin
denek olarak kullanilmaktadir. Omurgalilarda,
memelilerde ve insanlarda hematopoetik
kok hiicre calismalart  igin  zebra baligiin
kullanilmas1 onerilmistir (Hall vd. 2016; Galindo-
Villegas, 2016). Insanlarla ilgili  genlerin
fonksiyonlarini aragtirmada  fareler  yerine

omurgalilardan zebra (Taylor vd. 2010; Prykhozhij
vd. 2016) ve medaka (MeiSheng vd. 2010)
baliklarinin model olarak kullanilmalar1 6nerilmistir.
Zebra  baliginda  bulanan  genlerin  biiyiik
cogunlugunun  insanlarda  bulunan  genlerin
homologlar1 oldugu ve insan sagligi ve hastaliklar
hakkinda daha fazla bilgi edinmenin zebra baligi
kullanilarak miimkiin olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Howe vd. 2013). Insanlarda bulunan proteinlerin
%70 1 zebra baliginda da kaydedilmistir ve bu
proteinlerin bazilarinin kok hiicrelerin
boliinmelerinde, ¢ogalmalarinda, farklilagmalarinda
ve goglerinde etkili  olduklart  saptanmistir
(Howe vd. 2013). Zebra balig1 basta olmak tizere
bircok balik tiiriinde dollenme dis kaynakli ve
embriyolar transparandir. Bu durum, embriyonun
uterusta bilylidiigii fareler ile kiyaslandigi zaman
Oonemli bir avantaj saglamaktadir. Zebra baliginda
embriyonik gelisimin ¢ok hizli olmasi diger bir
ustiinliiktiir. Cok sayida yumurta vermesi ise bilim
insanlarina istatistiksel bir gii¢ ve gliven vermektedir.
(MeiSheng vd. 2010; Hong vd. 2011). insan CD34*
kok hiicreleri zebra baligina transfer edilerek,
boliinmeleri, farklilagsmalar1 ve gogleri kolaylikla
incelenmistir (Staal vd. 2016). Insanlarda goriilen
kanser ve kan hastaliklarinin arastirilmas: ve
tedavilerinde bir¢ok hastane ve enstitiiniin yaninda
Harward Kok Hiicre Enstitiisii de zebra baligini
model olarak kullanmaktadir. Bu baligin disileri her
hafta 300 adet yumurta vermekte ve nesil verme
siresi kisadir. Kok hiicre teknolojisi sz konusu
oldugunda baliklarin farelerden gok 6nemli bir diger
istlin Ozelligi ise, zarar gormiis olan kalp, beyin,
bobrek, yiizgeg, karaciger, omurilik, retina
hiicrelerini rejenerasyon ile yenileyebilmeleridir.
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Baliklarda rejenerasyonda etkili olan hiicrelerin kok
hiicreleri olduklar ileri siiriilmiistiir (Diep vd. 2011;
Lenkowski ve Raymond, 2014; Wan vd. 2016). Eger
baliklarin  rejenerasyon ile eriskin  dokulari
olusturmada kullandiklar1 prensipler ve molekiiller
anlasilabilirse, bulgular insan doku miihendisliginde
ve rejenerasyonunda kullamilabilir (Diep vd. 2011;
Lenkowski ve Raymond, 2014; Wan vd. 2016).
Ornegin  zebra baligimin  beyin ve retinal
hiicrelerini  rejenerasyon ile mnasil yeniledigi
tam olarak anlagilabilir ise, insanlarda gorme
kayiplar1 ve korliigiin tedavi edilmesine olanak
saglayabilir (Lenkowski ve Raymond 2014).
Insan hastaliklar1 iizerine yapilacak olan biyomedikal
caligmalarda benekli gar (Lepisosteus oculatus)
balik tiiriiniin kemikli baliklar (Ornegin zebra balig1)
ile insanlar arasinda genetik bir koprii olma
potansiyeline sahip oldugu Braasch vd. (2016)
tarafindan ileri sirilmiistir. Bu balikk tiiri
genomunun, teleost-spesifik dublikasyon eventini
gecirmedigi kanitlanmustir (Braasch vd. (2016).
Bu tiir, zebra baligina ve insanlara ¢ok benzemektedir

(Braasch vd. (2016). Yakin gelecekte, insan
hastaliklart ~ {izerine = yapilacak  olan  kok
hiicre ¢alismalarinda model bir tir olarak
kullanilma ihtimalinin olduk¢a yiiksek oldugu

sOylenebilir.

Su triinleri yetistiricilik aktivitelerinde markete
yeni balik tiirlerinin sunulmasi arzulanmaktadir.
Bu  tiirlerin  gelistirilmesinde =~ kok  hiicre
teknolojisinden yararlanilabilecegi ve zebra baliginin
yeni akva kiiltlir balik tiirlerini gelistirmek amaciyla
model olarak kullanilabilecegi Onerilmektedir
(Dahm ve Geisler 2006).

Balik kok hiicrelerinin ozellikleri

Kok hiicrelerin karakteristik ozellikleri sinirli
sayida balik tiiriinde galisilmistir. Medaka baliginda
in vitro ve in vivo da farkli i¢ embriyonik kok
hiicre hatt1 arastirilmustir. In vitro da bu hiicre
hatlarimin ~ farelerdeki  kok  hiicrelerin  biitiin
Ozelliklerini tasidigi gosterilmistir. Bu ozellikler:
kendi kendisini yenileyebilme, istikrarli biiyiime,
bagka hiicrelere farklilasma yetenegi, yiiksek
cekirdek-sitoplazma orani, bir veya daha fazla sayida
belirgin
cekirdekgik, yuvarlak veya cok sekilli olma, yiiksek
oranda alkalin fosfataz aktivitesi gdsterme, normal
diploid karyotip ve siispansiyon kiiltiirlerde
embryoid yapiya (embryoid cisimcik) benzer yapilar
olusturabilme yetenegi olarak siralanmaktadir
(MeiSheng vd. 2010). Zebra baliklarinda Fan ve
Collodi (2006), Hindistan sazan1 (Catla catla)’nda
Dash vd. (2010), Cipura (Sparus aurata) da ise
Béjar vd. (1999) tarafindan benzer hiicresel 6zellikler
bildirilmistir. Hindistan sazaninda hiicrelerin yiiksek

oranda kendi kendisini yenileyebilme ve bagska
hiicrelere  farklilasabilme  yetenekleri  tespit
edilmistir.

Balik kok hiicrelerinin kullanim alanlar

Balik kok hiicrelerinin g¢esitli biyoteknolojik
alanlarda kullanilma potansiyelleri mevcuttur. Gen
hedeflenmesi (Sosa vd. 2010; Nwokwa 2012;
Guan vd. 2013; Nakajima vd. 2014; Ma ve Liu 2015),
esey hiicre transplantasyonlar1 (Lacerda vd. 2006;
Yoshizaki vd. 2010a, 2010b, 2012; Shikina vd. 2013;
Sato vd. 2014; Okutsu 2015) ve gekirdek transferi
yolu ile yar1 klonlama alanlaridir (Yi vd. 2009;
Hong vd. 2011).

Gen hedeflemesi

Su iiriinleri yetistiricilik stoklarinin genetik
yapisint iyilestirmek amaciyla, gen hedeflenmesi,
gen transferinde kullanilmaktadir. Ancak daha
onceleri transgenik baliklar yabanci bir genin
embriyoya veya yumurtaya direk verilmesi ile
olusturulmaktaydi (Tsai 2008; Sosa vd. 2010). Bu
yontemde, yabanci genlerin verildikleri canlinin
genetigi ile entegrasyonlarinin rastgele oldugu ve
trans genlerde istenilen Ozelliklerin  kontrol
edilemedigi ve sonucta arzu edilen entegrasyonun
saglanamadigr saptanmistir (Chen vd. 2002;
Yan vd. 2009; Yan vd. 2013). Gen hedeflenmesi
tekniginde embriyo ve yumurtalar yerine embriyonik
kok hiicreler kullanilarak ebeveyn genomlarinda
trans genlerin rastgele entegrasyonunun
onlenebildigi  gosterilmistir (Guan vd. 2013).
Baliklarda embriyonik kok hiicreler kullanilarak gen
hedeflenmesi teknigi baslica 4 asamay1 igerir. Ilk
asamada pluripotent embriyonik kok hiicre hatlari
gelistirilir, ikinci asamada homolog rekombinasyon
vektorler olusturulur, ticlincli asamada ise gen
izolasyonu yapilarak embriyonik kok hiicrelerin
genomuna hedeflenmis mutasyonlar yerlestirilir ve
son asamada ise germ (esey) hatt1 kimerizmi
olugturmak amaciyla alict embriyolara, hedef
embriyonik kok hiicrelerin transplantasyonu yapilir.
Gliniimiizde embriyonik kdk hiicrelere gen
hedeflenmesi teknigi ile gen transferi omurgalilardan
tam olarak sadece farelerde uygulanmaktadir
(Tessarollo vd. 2009). Baliklarda embriyonik kok
hiicrelere gen transferi teknigi ile gen hedeflemesi
calismalar1 Yi vd. (2010) ve Hong vd. (2011)
tarafindan goézden gegirilmistir. Transfeksiyon (bir
genin plazmid araciligi ile baska bir hiicrenin
¢ekirdegine tasinip DNA’sina yerlestirilmesidir) ve
ilag seleksiyon c¢alismalar1 sonucunda, farelerde
kullanilan secici marker genlerin medaka embriyonik
kok hiicre hattinda iyl c¢alistign gosterilmistir
(Chen vd. 2002). Baliklarda gen hedeflenmesi
arastirmalarina baslangic olarak, medaka
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baliklarinda gen transferi ve ilag se¢imi igin sartlar
optimum hale getirilmistir (Hong vd. 2004).
Transgenik canlilar olusturmak ve klonlanmig
genlerin fonksiyonlarin1 analiz etmek igin gen
hedeflemesi teknigi giiclii bir aragtir. Bu teknigi
gelistirmek amaciyla baliklarda pozitif-negatif
seleksiyon (PNS) ve homolog rekombinant vektorler
(HRV) olusturulmugtur. Fare kok hiicrelerinde
homolog rekombinantlarin 6ne ¢ikmasini saglayarak,
ilag secimlerine dayanan pozitif-negatif seleksiyon
(PNS) prosediirii, 6nemli 6l¢iide rastgele sonuglar

elemine edebilmektedir. Pozitif seleksiyonda
genlerin  neomycin (neo), hygromycin (hyg)
veya puromycin (pac) ig¢in ekspresyonlari,

G418, hygromycin veya puromycin‘e karsi direng
gostermektedir. Negatif  seleksiyonda ise
herpes virlis thymidine kinase (tk) ekspresyonu
gancyclovir’e  karst  hassaslik  gostermektedir.
Bu nedenle fare kok hiicrelerinde kullanilan pozitif-
negatif  seleksiyon  prosediiriiniin medaka
kok hiicrelerinde kullanilabildigi  gosterilmistir
(Chen vd. 2002). Daha da Onemlisi, medaka
embriyonik kok hiicreleri gen transferi ve uzun
sireli ilag seleksiyonlarindan sonra gelisimsel
pluripotent 6zelliklerini koruduklart kaydedilmistir.
Baliklarda gen hedeflenmesinin basarili olmasi
icin, hiicre icin  homolog-rekombinasyon
aktivitesinin balik kok hiicrelerinde bulunmasi
esastir. Medaka embriyonik kok hiicrelerine
baculo viriisii kullanilarak gen transferi yapilmistir ve
kok hiicrelerin pluripotentlik ozellikleri
bundan etkilenmemistir (Yan vd. 2009). Basarili

gen hedefleme calismalart zebra  baliklar
embriyonik kok hiicrelerinde homolog
rekombinantlar  kullamlarak Fan vd. (2006)

tarafindan yapilmistir. Gen hedefleme ¢aligmalarinin
gelistirilmesi i¢in farkli balik tiirlerinde, embriyonik

kok hiicreler kullanilarak arastirmalar
stirdiriilmelidir.

Esey hiicre transplantasyonu

Primordiyal = germ  hiicreleri  (PEH’leri)

embriyogenez siiresince, yalanci gonadlara gelmeden
once esey hiicreleri i¢in kullanilan terimdir. Yalanci
gonadlara ulastiklarinda, erkeklerde olgun sperm
ve disilerde ise olgun yumurtaya farklhilagirlar
(Cek 2006; Lacerda vd. 2012). Primordiyal
esey hiicreleri genetik materyali bir nesilden digerine
tagiyabilen tek embriyonik hiicrelerdir. Bu nedenle
gen bankalar1 olusturmada, gametlerin saklanmasi
ve korunmasinda, oOzellikle de dondr gametler
araciligl ile hiicre hatti kimerizmini olugturmada
olduk¢a 6nemlidirler (Wong vd. 2011; Lacerda vd.
2012; Yoshizaki vd. 2012; Lee vd. 2015; Shang vd.
2015). Germ hiicre transplantasyonu ilk kez Japon
bilim insanlar1 Yoshizaki vd. (2002) tarafindan

gelistirilmistir.  Germ  hiicreleri yumurta veya
sperm tretimi igin yalmzca gonadlarda kolonize
olurlar. Bu hiicreler pluripotent kok hiicrelerine
doniisebilme yetenegindedirler (Lacerda vd. 2008;
Satio wvd. 2008). Germ hiicreleri morfolojik
olarak embriyonik kok hiicreleri ile benzerlik
gostermektedir ve kiiltlirlerinde embryoid yapilar
olusturabilmektedirler (Fan vd. 2008). Germ hiicre
transplantasyonlar1 ii¢ farkli sekilde yapilmaktadir
(Sekil 1). Birincisinde dondrden izole edilmis olan
primordiyal germ hiicreleri dollenmis ve blastula
asamasinda olan embriyolara  transplante
edilmektedir (Saito vd. 2008). ikinci yontemde heniiz
yumurtadan ¢ikmis yumurta keseli larvalarin viicut
bosluguna, vericiden izole edilmis olan primordiyal
germ hiicreleri Yoshizaki vd. (2010a, b; 2012)
tarafindan transplante edilmistir. Uciincii yontemde
ise germ hiicrelerin transplantasyonlar1 ergin olan
baliklara yapilmistir (Lacerda vd. 2006; 2008; 2010;
2012: Shang vd. 2015). Aym sekilde jiivenil
baliklardan izole edilmis olan spermatogoniyal veya
oogoniyal kok hiicrelerin de transplantasyonlari
yapilmaktadir.  Psenicka vd. (2015) mersin
baliklarinda germ  hiicrelerin  izolasyon ve
transplantasyonlari ile ilgili yapmis olduklar1 ayrintili
calismalarinda, tranplantasyon etkinligini %60
olarak  kaydetmislerdir. ~ Germ  hiicrelerinin
transplantasyon sistemi ticari olarak énem tagiyan
balik tiirlerinden gamet elde etmede kullanilabilir.
Ornegin uskumrugillerden olan mavi yiizgec orkinos
(Thunnus thynnus) bes yilda eseysel olgunluga
erismektedir.  Yetistiricilik  sartlarinda  bunu
gerceklestirmek ayrica zordur. Bunun yaninda
eseysel olgunluga gelmis bir orkinosun viicut agirlig
birka¢ yiiz kilogramdir. Bu tiirden gamet elde
etmek pahali, zaman alici, hagerilerde fazla alan
kapladigi i¢in ekonomik degildir. Ancak yine
uskumrugillerden olan kolyoz (Scomber japonicus)
sadece bir yilda eseysel olgunluga erigsmekte ve viicut
agirlign 500g dir. Eger mavi yiizge¢ orkinosun germ
hiicreleri, kolyoza transplant edilirse daha
kisa siirede kiiciik bir tankta orkinos gametlerini elde
etmek miimkiindiir. Boylece orkinos gametlerinin

daha kisa siirede, daha az masrafla, daha az
is¢i ve yer kullanarak iretilebilecegi
ongoriilmektedir. Kolyoz burada bir bakima

kiralik (tasiyic1) anag¢ olarak kullanilmis olur
(Yoshizaki vd. 2012). Diger bir uygulama alani
ise nesli tiikenmekle karsi karsiya olan tiirlerin
yumurta ve spermlerini iiretmektir. Ornegin mersin
baliklar1 10 yilda eseysel olgunluga gelmektedir.
Akraba balik tiirlerinde daha kisa siirede
eseysel olgunluk saglanabilir. Primordiyal germ
hiicrelerinin uygulama alanlar1 daha ayrintili olarak
Okutsu vd. (2006) ve Yoshizaki vd. (2012) tarafindan
ele alinmigtir.
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Yar: klonlama

Normal klonlamada yumurtanin ¢ekirdegindeki
biitiin genetik materyal uzaklastirilir ve yerine verici
somatik hiicrenin (6rnegin bir meme hiicresinin)
genetik materyali yerlestirilir. Boylece verici
klonlanir (Sekil 2). Dolly adi verilen bir koyun
Campbell vd. (1996) tarafindan klonlanmistir.
Boylece diinyada ilk kez normal klonlama
basarilmistir (Campbell vd. 1996). Yari-klonlamada
ise yumurtanin genetik icerigi saglam birakilir,
ihtiyag duyulan diger genetik icerik 6zel olarak
olusturulmus ve genetik materyalin sadece yarisina
sahip olan kok hiicreden temin edilir (Sekil 2). Yari-
klonlama ilk kez Singapurlu bilim insanlar
tarafindan Holly adi verilen medaka baliginda
basarilmistir (MeiSheng vd. 2009). Yari-klonlamada
genetik materyaller iki kaynaktan elde edilmistir.
Diger bir ifade ile DNA ‘nin yarisi anneden
(yumurtadan), diger yarist ise medaka balig

A) Germ hiicrelerinin orta-blastula agamasmda
olan embriyo ya transplantasyonu

Enjektir

Larva

B)  Germ hiicrelerinin larvaya
transplantasyonu

C) Germ hiicrelerinin ergin balhza Ergin bahk

ﬂ'ﬂll.%']}l'r]llf}] syonu

Sperm

Doner gamet iiretimi

@ Yumnwmta
—

@ Yumurta
—
D

embriyonik kok hiicrelerden elde edilmistir
(MeiSheng vd. 2009). Holly’nin elde edilmesinde
sperm yerine genetik olarak modifiye edilmis
kok hiicre kullanilmistir. Yari klonlama ile diinyada
ilk kez bir canliyr iireten MeiSheng vd. (2009),
aynt yontem insanlara uyarlanabilirse, kisir
erkeklerin ve aym zamanda kadmlarin kendi
genlerini  tagiyan ¢ocuklara sahip olmasina
imkén taniyacagini One siirmiislerdir. Yontemin
etikligini tartisan fazla sayida arastirma ve
goriis mevcuttur (Tesarik 2002; Tesarik ve
Mendoza 2003). Petri kabinda bir canliy1 yaratirken,
somatik  ¢ekirdek  haplodizasyonu  sirasinda
kromozom segregasyonlarinda eksiklikler
olugabilir, bunun sonucunda kromozomlarda
anormallikler olabilir, nukleusun yeniden
programlanmasi yeterli olmayabilir, kisa
telomerazlar olusabilir (Tesarik 2002; Tesarik ve
Mendoza 2003).

Sperm

@ Ywmnurta
—

Frgin hahk

Doner gamet iiretimi

Sperm

Doner gamet iiretimi

Sekil 1. Baliklarda kullanilan germ hiicre (PEH’leri, spermatogoniyal ve oogonial kok hiicreler) transplantasyon
tekniklerinin gematik gosterimi, Lacerda vd. (2012) den modifiye edilmistir. A)- Germ hiicrelerin orta-blastula
asamasinda olan balik embriyosuna mikroenjeksiyon ile transplantasyonu, B)- Donor germ hiicrelerin yumurtadan heniiz
yeni ¢ikmis olan larvanin viicut bosluguna mikroenjeksiyon ile transplantasyon, C)- Spermatogoniyal veya oogoniyal kok
hiicreleri direk ergin baligin ovaryum veya testislerine transplante edilir
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A)- Normal Fertilizasyvon
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&
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Sperm I!H.‘llle‘l’i kik
hiicre cekirdegi

Sekil 2. Balik iireme bioteknolojisinin sematik olarak gosterimi Hong vd. (2011) den modifiye edilmistir. A)- Normal
fertilizasyon, B)- Klasik klonlama, C)- Yari-klonlama (kok hiicrelerin iireme bioteknolojisinde kullanimi)

Tartisma ve Sonug

Baliklar iizerine yapilmig olan kdk hiicre
caligmalart incelendiginde bir¢ok yazarin totipotent
ve pluripotent terimlerini ayni anda ve birbirleri
yerine  kullandiklari,  terminolojinin  heniiz
yerlesmedigi goriilmistiir (Hong vd. 1996; Béjar vd.
1999; Hong vd. 2004). Ayni yazarlar (Hong vd.
1996; Béjar vd. 1999; Hong vd. 2004) orta-blastula
asamasinda olan embriyolardan izole ettikleri kok
hiicrelere, ayn1 makalelerin bazi boéliimlerinde
totipotent kok hiicreler bazi bdliimlerinde ise
pluripotent kok hiicre tanimlarimi kullanmiglardir.
Condic (2014) tarafindan onerilen plenipotent kok
hiicre tanimi ise higbir balik tiirii igin heniiz
kullanilmamis ve arastirilmamis bir tanimdir. Denker

(2014) pluripotent kok hiicre terimi yerine
omnipotent  veya  plenipotent  terimlerinden
omnipotent teriminin kullanilmasim1  Snermistir.

Baliklarda kok hiicrelerin multipotent, totipotent ve
pluripotent 6zellikleri sadece medaka ve zebra balik

tiirlerinde calisilmis ancak unipotent kok hiicrelere
dair herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Unipotent kok hiicrelerin diger hiicrelerden nasil
ayirt edildikleri, nasil farklilastiklari, nasil gelistikleri
ve Onemleri, gelecekte arastirilmasi gereken oldukca
onemli alanlardir. Sadece baliklarda degil diger
omurgalilarda, memelilerde ve insanlarda kok hiicre
terminolojisinin yerlesmesi i¢cin daha fazla bilimsel
arastirma yapilmasini derlemenin yazarlar1 olarak
onermekteyiz.

Baslica ii¢ farkli kaynaktan elde edilen balik kok
hiicreleri iizerine yapilan g¢alismalar son on yilda
ivme kazanmistir. Literatiir incelendigi zaman
yogunlugun ergin balik kok hiicreleri iizerine oldugu
saptanmistir (Jopling vd. 2010; Diep vd. 2011;
Catton 2012; Ma vd. 2012; Galindo-Villegas 2016;
Hall vd. 2016; Kobayashi vd. 2016; Wan vd. 2016).
Embriyonik kok hiicreler ve primordial kok hiicreler
iizerine daha az sayida calismaya rastlanmistir.
Caligmalarda karsilasilan en Onemli zorluklar,
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embriyonik ve primordial germ hiicrelerinin
belirteglerinin tam olarak bilinmemesidir. Ayrica gen
hedeflenmesi calismalarinin uygun embriyonik kdk
hiicre hatt1 olmadigindan dolay1 bir¢ok balik tiiriinde
stnirlt oldugu goriilmiistiir.

Giliniimiizde balik kok hiicrelerinin 6nemi artik
her alanda c¢alisan birgok bilim insami tarafindan
kabul edilmistir. Insan hastaliklar1 iizerine yapilan
arastirmalarda diinyada en fazla zebra baliginin
kullanildigt ve kok hiicreleri {izerine yapilan
arastirmalarda model balik olarak kullanilmasi
Onerilmistir (MeiSheng vd. 2010; Ho vd. 2014; Lin
vd. 2016; Okuda vd. 2016). Kemikli baliklarin biiyiik
cogunlugunda dollenmenin dis kaynakli ve embriyo
gelisiminin anne disinda gerceklesmesi,
embriyolardan kok hiicre kiiltlirii c¢alismalarinda
farelere gore {istiin bir avantaj saglamaktadir.
Embriyolarin transparan olmas1 zebra, medaka,
konkinyus ve diger birgok balik tiiriinii yine
farelerden {stiin kilmaktadir. Howe vd. (2013)
insanlarda bulunan proteinlerin %70 oraninda zebra
baliginda  bulundugunu  kaydetmislerdir.  Bu
proteinlerin  kok  hiicrelerin  bdliinmelerinde,
cogalmalarinda, farklilasmalarinda ve gdglerinde
etkili olduklarin1 ileri siirmiislerdir. Insanlarda
bulunan genlerin fonksiyonlarini1 arastirmada zebra
baliginin denek olarak kullanilmasini 6nermislerdir
(Taylor vd. 2010; Howe vd. 2013; Prykhozhij vd.
2016). Zebra ve medaka baliklarmin beyin, yiizgec,
omurilik, bobrek, karaciger ve kalp dokularim

yenileyebildikleri kanitlanmistir. Ornegin  zarar
gOrmiis olan beyin hiicrelerini nasil
yenileyebildikleri tam olarak anlasilabilirse,
insanlarda  goriilen  alzheimer ve  bunama

hastaliklarinin tedavi edilebilecegi ongorilmektedir.

Benekli gar genomu, insan hastaliklari {izerine
yapilan arastirmalarda zebra balik tiirlinden daha
uygun bir modeldir (Braasch vd. 2016). Kuskusuz
zebra baligi islevsel genomik agidan en cok calisilan,
hakkinda en fazla bilgi sahibi olunan ve en fazla
denek olarak kullanilan tiirdiir. Ancak zebra baligi
genomu  teleost-spesifik  dublikasyon  eventi
gecirmistir (Braasch vd. 2016). Bu nedenle zebra
baligit ile insan genomu arasinda karsilastirma
yapmak gili¢ olabilmektedir (Braasch vd. 2016).
Yakin gelecekte insan hastaliklar1 tizerine yapilacak
olan kok hiicre c¢alismalarinda, zebra, medaka
baliklari’na benekli gar balik tiiriiniin model balik
tiirii olarak rakip olacagi asikar goriilmektedir.

Balik kok hiicrelerinin kullanim alanlar1 olan gen
hedeflenmesi, PEH’leri transplantasyonlar1 ve
klonlama farkli alanlarda kullanilma
potansiyellerinden  dolayr  Onemlidirler.  Gen
hedeflenmesi embriyonik kok hiicrelerde dogru
genetik alterasyonlar olusturarak gen fonksiyonlarini
aydinlatmak ve insan hastaliklar1 i¢in hayvan

modelleri olugturmak i¢in oldukga 6nemli bir aragtir.
Yan vd. (2013) ile Guan vd. (2013) medaka
baliklarinda  embriyonik  kék  hiicre  hattini
olugturmuslardir. Ayni yazarlar gen transferi ve
homolog rekombinasyonlarin seleksiyonu igin
prosediir gelistirmiglerdir. Embriyonik kok hiicre
bazli gen hedeflenmesi teknolojisinin
gelistirilmesinde medaka baliginin kullanilmasini
Onermislerdir (Guan vd. 2013; Yan vd. 2013). Howe
vd. (2013) ile Ma ve Liu (2015) genetik kaynakli
insan hastaliklarinin tedavilerinde model omurgali
olarak zebra baligim Onermislerdir. Maeder ve
Gensbache (2016) yapmis olduklart derlemelerinde
gen hedeflenmesinde en fazla farelerin kullanildigi
calismalara yer vermislerdir. Nature dergisinde
basilan ve 225 adet bilim insaninin yazarliini yaptigi
arastirmada (Howe vd. 2013) neden zebra baliginin
genetik kaynakl insan hastaliklarinin
aydinlatilmasinda model olarak  kullanilmasi
gerektigi ayritili agiklanmistir (Howe vd. 2013).
Zebra veya medaka her iki balik tiirleri de daha 6nce
belirtilen nedenlerden dolayi, genetik kaynakli insan
hastaliklarinin arastirilmasinda farelerden ¢ok daha
istiin birer model teskil etmektedirler.

PEH’leri transplantasyonlarinda, dondrlerden
izole edilmis olan spermatogoniyal ve oogoniyal
kok hiicreler alict baliga transfer edilerek balik
tiretimi  arttirilabilir.  Ornegin  aslan  salmon
(O. tschawytscha) tiiriinde gamet elde edilmesinde
karsilasilan ~ zaman  kaybinin  Onlenmesinde
kullanilabilir. Aslan salmon’dan izole edilecek
olan esey kok hiicreleri, alict baliga (gokkusagi
alabalig1) transfer edilerek ortalama 4-5 yilda
eseysel olgunluga gelen aslan salmon gametleri
sadece bir yilda eseysel olgunluga gelen
gokkusagr  alabaligi  tasiyict  ana¢  olarak
kullanilip zaman kaybi1 onlenebilir ve ayn1 zamanda
mevsim dist gamet elde edilebilir. PEH’leri
transplantasyon sistemi iki cinsiyet arasinda
bliylime farkliiginin oldugu tiirlerde monosex

populasyonlar {iretmek {izere de kullanilabilir.
Yontemde  hiicre  ¢ekirdegine herhangi  bir
miidahalede  bulunulmadigindan  dolay1  bu

yontem ile diiretilen baliklarin tiiketilmesinde etik
sorunlar olmayacagini, bu derlemenin yazarlari

olarak  Ongormekteyiz. Yontem ¢ok yakin
bir gelecekte ticari anlamda bir¢cok iilke
tarafindan  kullanilabilecektir. ~ Germ  hiicre

transplantasyonlar1 ile monosex populasyonlarin
da {iretilebilecegi Yoshizaki vd. (2010b) tarafindan
ileri siiriilmiistiir. Ornegin salmonlarda disiler
erkek baliklardan daha iyi biiylime performansi
gosterdiklerinden dolay1 biitiiniiyle disi
populasyonlar elde edilebilir.

XX kromozomu tasiyan oogonial kdk hiicreler
dag alabalig1 (Salmo trutta macrostigma)’ndan izole
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edilerek alict1 erkegin gonatlarina tranplante = mutlaka siirlarinin olmasi gerektigi
edilebilir. Eger XX kromozomu tastyan oogonia alic1  diislincesindeyiz.
erkegin gonatlarinda sperm tiretebilirse, alic1 erkegin -~ TesekKiir
stitli ile iiretilen F1 nesli ve dag alabaligindan (XX) YOK (Yiiksekdgretim Kurulu), 2547
elde edilen XX kromozomu tagiyan yumurtalarmm  sayili kanunun 39. maddesi uyarinca, balik
tamaminin disi (XX) olmasi beklenir kok  hiicreleri  lizerine  Amerika  Birlesik

Kok hiicre  tranplantasyonlarimin =~ nesli  Devletleri'nde yapilan ¢alismayr desteklemistir

tilkenmekte olan ciklit tiirlerinin korunmasinda da
kullanilabilecegi Farlora vd. (2013) tarafindan ileri
stiriilmiistiir. Spermatogonial kok hiicre
transplantasyonlart1 ~ birgok  yazar  tarafindan
caligilmistir (Shikina vd. 2013; Sato vd. 2014; Shang
vd. 2015). Oogonial kok hiicre transplantasyonlari
ise Yoshizaki. (2010a) ve Okutsu vd. (2015)
tarafindan arastirllmistir.  Baliklarda gelecekte
yapilacak olan ¢alismalarin hiicre tranplanyonlarinin
etkinligi tizerine odaklanmasi gerektigi ileri
striilmiigtiir. Derlemede goriildiigi {izere yumurta
hiicrelerinin ~ transplantasyonlar1  iizerine  ¢ok
az sayida c¢alisma mevcuttur. Bu nedenle
gelecekte yapilacak olan calismalarin  vericiden
alman yumurta hiicreleri kullanilarak  balik
larvalar1 elde etme iizerine olmasi bu derlemenin
onerilerinden biridir. Pan vd. (2016) memelilerde
yapmis olduklari derlemelerinde, disi memelilerin
sinirl1 sayida oogonial kok hiicresi ile dogduklari ve
yaslanma ile birlikte bu saymin azaldigi
ve en nihayetinde bittigi inancinin artik dogru
olmadigimi ileri siirmiislerdir. Arastirmalarinda,
bircok disi memelinin dogduktan sonra da
oogonial  kok  hiicrelerini  {iretebildiklerine
deginmiglerdir. Oogonial kok hiicre hattinin
stirekliligi medaka (Nakamura vd. 2011) ve zebra
(Wong vd. 2011) baliklarinda arastirilmig ancak
diger bir¢ok balik tiirlinde heniiz ¢alisgilmamis ve
mekanizmanin  tam  olarak  nasil  igledigi
belirlenememistir. Mekanizma tam olarak anlasildig1
zaman belki de kadinlarda menapoza girme yaslari
geciktirilebilir.

Kok hiicre wuygulama alanlarindan birisi
olan klonlama ise ticari anlamda kullanilmaya
baglandi. Holly’nin MeiSheng ve ekibi tarafindan
2009’da elde edilmesinin {izerinden heniiz
sadece 7 yil gecmesine ragmen ticari anlamda
ilk kez 2016 yilinda Cin ile Giiney Kore firmalarinin
birlikte kurduklar1  biyoteknoloji  fabrikasinda,
ilk olarak bomba kokusu alan kopekler ve et
kalitesi yiiksek olan ineklerin iiretilecegi belirtildi.
Once Dolly adi verilen bir koyun Campbell
ve digerleri tarafindan 1996 yilinda klonlanmistir
(Campbell vd. 1996). Ardindan Holly adi
verilen medaka baliklar1 klonlanmistir (MeiSheng
vd. 2009). Bomba kokusu alan kopekler,
yiiksek kalitede et {ireten inekler derken sira
insanlara m1 geliyor sorusu akla gelebilir.
Bu derlemenin yazarlar1 olarak her teknolojinin

(Bu derleme s6z konusu caligmadan elde edilen
birikimle hazirlanmustir).
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