Derleme / Review

DOI: 10.5472/MM).2011.01922.1
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Induced Pluripotent Stem Cells and Their Applications
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Ozet

Pluripotent 6zellik, organizmanin bitiin dokularindaki hticreleri olusturabilme
ozelligidir ve sadece embriyonik kok hiicre (EKH)'ler bu 6zellige sahiptir. Ik
olarak 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka isimli arastirmacilarin calismalari ile
somatik bir hiicreye gen aktarilmasi sonucu pluripotent ozellikte hiicreler elde
edilmistir ve bu hiicrelere indiiklenmis pluripotent kék hiicre (IPKH) adi
verilmistir. IPKH'ler olusturulurken pluripotent 6zelligi saglamak amaciyla c-Myc,
Sox-2, Oct 3% ve Kif-4 genleri transfeksiyonla somatik hiicrelere aktarilmaktadir.
Gen aktarimi islemi sonucunda aktif genleri iceren hiicre kolonilerinin secimi ile
iPKH'ler elde edilmektedir. Pluripotent ozellikteki EKH'lerde karakteristik olan;
kiltir ortamindaki gelisim evreleri, DNA metilasyon modeli, teratom
olusturabilme yetenegdi, lic germ tabakasina ait hicrelere farklilagabilme
potansiyeli ve kimerik canlilar olusturabilme ozellikleri IPKH’lerde de
bulunmaktadir. Bunun yaninda, etik olarak calisiimasinda sorunlar yasanan
EKH'ler yerine kullanilabilecek tek kaynaktir. Organizmadaki biitiin hiicrelere
farkllasabilme &zellikleri ile geri doniistimsiiz hiicre hasarlarinin olustugu biitin
hastalik modellerinde hiicresel tedavi amagli kullanilabilir. Ayrica bu hticreler elde
edildigi organizmaya otolog implante edilebilme sansina da sahiptir ve bdylece
implantasyonlarda yasanan immun cevap riski ortadan kalkmaktadir. Bu
nedenle, iPKH ile hiicresel tedaviler, ila¢ arastirmalan ve hastalik modellerinin
arastinlmasina olanak saglayabilecek en uygun kaynakti. Bu derlemede,
glntimiizde yeni bir aragtirma alani olan IPKH’Lerin elde edilmesi ve kullanim
alanlar ile ilgili yakin zamanda yapilan aragtirmalar hakkinda bilgi verilmesi
amaclanmistir. (Marmara Universitesi Tip Fakdiltesi Dergisi 2012;25:5-9)

Anahtar Kelimeler: Pluripotent kok hiicre, Embriyonik kok hiicre, Doku tedavisi,
Transfeksiyon, Oktamer transkripsiyon faktorii-3, SoxB1 transkripsiyon faktorleri.

Abstract

Pluripotency is a property of a cell that allows it to develop as any of the
cell types of the body. Embryonic stem cells (ESCs) are unique cells in the
organism and they have a pluripotent capacity. Induced pluripotent stem
cells (IPSCs) is a term that describes somatic cells having a pluripotent
capacity induced by the viral transfection of special genes. This term was
firstly used in 2006 by Takahashi and Yamanaka in their experimental work.
c-Myc, Sox-2, Oct % and KIf-4 genes are used for the transfection of
somatic cells in order to obtain IPSCs. IPSC colonies are produced by
using a successful transfection process. IPSCs have pluripotent stem cell
specialities like growing potential in a culture system, having a DNA
methylation pattern, an ability to form teratomas, to generate three germ
line components and to generate chimeric organisms which pluripotent
ESCs have. Concerning the ethical problems of working with the ESCs,
IPSCs can be a unique source for pluripotency studies. IPSCs with their
pluripotent capacity can be used for cell therapies in diseases which have
irreversible cell defects. IPSCs can also be used to form autologus implants
with no immune response. Therefore, IPSCs can be used for cell therapies,
drug research or disease models. In this review, we give some information
about obtaining IPSCs and today’s research areas that have been opened
by the use of these cells. (Marmara Medical Journal 2012;25:5-9)

Key Words: Pluripotent stem cell, Embryonic stem cell, Tissue therapy,
Transfection, Octamer transcription factor-3, SOXB1 transcription factors.

Girig

indiklenmis pluripotent kék hiicre (IPKH), tamim olarak
pluripotent ozellik kazanmig somatik hiicrelere denir. Bu terim ilk

olarak 2006 yihinda Takahashi ve Yamanaka isimli bilim
adamlarinin ¢alismalari ile glindeme gelmistir!. Pluripotent 6zellik
organizmadaki li¢ germ tabakasindan koken alan biittin hiicreleri
olusturabilme 6zelligidir ve embriyonik kok hiicre (EKH)'ler bu
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ozellige sahiptir. EKH'ler blastosist asamasindaki embriyonun i¢
hicre kitlesinden elde edilir. Hiicre kiltiirlerinde uygun kosullarda
uretilen EKH’ler, kalp hiicresinden yag hiicresine vicuttaki bitiin
hiicreleri olusturabilme yetenegindedir23. EKH’ler, bilimsel
calismalar icin istenilen hiicre tipinin elde edilmesi ve geri
dontstmsiz hticresel hasarlarin olustugu hastaliklarda htcresel
tedavi icin kaynak olarak kullaniimalar acisindan oldukca
onemlidirt. Ancak EKH’ler elde edilirken blastosiste mudahale
edilmesi, insan kaynakli calismalarin yapilmasinda etik sorunlari
ortaya cikarmistir. Gegerli olan etik kurallar dahilinde kok hucre
transplantasyonu ile ilgili hematopoietik kok hiicrelerin otolog
olarak tedaviye yonelik kullanimi olmasina ragmen EKH'ler ile
yapilan calismalar etik sorunlar nedeniyle yapilamamaktadir
Ulkemizde 2006 yili itibari ile Saglik Bakanlg tarafindan alinan
kararla EKH’ler ile yapilacak calismalar durdurulmustur>6. Bu
nedenle IPKH’ler blastosiste miidahale edilmeden elde edilebilen
pluripotent kok hicreler olarak kullaniimasinda sorun yasanan
EKH'ler icin tasarlanan bilimsel calismalarin gerceklestiriimesine
yonelik yeni bir firsat olugturmaktadir.

IPKH'lerin Olusturulmasinda Secilen
Huicre Tipleri ve Genler

iPKH’lerin  eldesinde  somatik  hiicrenin  yeniden
programlanarak pluripotent ozellikte bir hiicreye dénlsmesi sz
konusudur.7.8, Hicrelerin yeniden programlanmasi cesitli yollarla
olmaktadir. Bunlar; hiicre flzyonu, somatik hiicre cekirdek
aktarimi ve gen aktarimidir iPKH'ler olusturulurken somatik
hiicreye pluripotent 6zellik saglayan genler aktarilmaktadr.

Somatik hiicre kaynadi olarak secilen hiicreler genellikle
fibroblast kokenli hiicreler olmaktadir. Fare hiicrelerinden iPKH'ler
elde edilirken kaynak olarak kullanilan hiicreler; dermal
fibroblastlar, dermal papilla hiicreleri, pankreas B hiicreleri, ince
barsak epitelyum hticreleri, kuyruk koki fibroblastlari, noral kok
hticreler, kemik iligi kok hticreleri, B lenfositler ve monontikleer
hiicrelerden bagarili olarak iPKH'ler elde edilmistir’.9-16, insan
calismalarinda, dermal fibroblastlar, amniyotik sividan elde edilen
hiicreler, embriyo kokenli fibroblastlar, hematopoietik olduklari
tespit edilmis CD34 pozitif kan hiicreleri'”/, mezengimal kok
hiicreler, yag doku kok hiicreleri ve oral mukoza hticrelerinden
iPKH’ler Uretilmistir!6-23,

Secilen somatik hiicrelerin programlanmasi amaciyla Takahashi
ve Yamanaka tarafindan yapilan calismada, oncelikle pluripotent
ozelligi saglayan 24 adet gen tanimlamis ve bu genler icinde
4 adet genin pluripotent 6zelliklerin saglanmasinda yeterli oldugu
gosterilmistir. Oct 34, Sox2, c-Myc ve Klf4 genlerini bu amacla
secilip kullanilmistirl. Ayrica Takahashi ve Yamanaka’'nin
calismasindan bir yil sonra Yu ve arkadaglari Oct %, Sox2, Nanog
ve Lin28 genlerini induklenmis pluripotent kok hiicre eldesinde
kullanmuglardir24,

Oct % ; DNA'da ATTTGCAT oktomerini tanima 6zelligi olan
oktomer baglanma transkripsiyon faktoridir. ilk olarak
doéllenmemis yumurtada bulunan bir protein olarak
tanimlanmigstir25. Embriyonun i¢ hiicre kitlesi hiicrelerinin gelisimi
icin ifade olmasi gerekmektedir. Ayrica embriyonik kok hiicrelerin

gelisiminde bu faktorin seviyesinin 3 o6nemli etkisi
gozlemlenmekte; dusiik seviyede ifade edildiginde hucreler
pluripotent ozellikte kalmakta ve farkhlasma olmamakta;
ifadesindeki 2 kat artig hiicrelerin primitif endoderm ve mezoderm
yoninde farklilasmasina; ifadesinin baskilanmasi durumunda ise
hicrelerin pluripotent 6zelligini kaybedip tropoekdoderm
yoéniinde farklilasmasina neden olmaktadir8.26.

Sox2; SRY iliskili, DNA’da kiiciik oluga baglanan transkripsiyon
faktorleri ailesindendir. EKH’ler in kendi kendini yenileme 6zelligi
icin gereklidir. Erken embriyoda, germ hticrelerinde ve epiblastta
ifade edilir. ifadesinin baskilanmasi durumunda embriyo
gelisiminde epiblast olusumunda sorun olustugundan embriyolar
yok olur. Sox2'nin 6nemli gorevlerinden birisi de Oct % ifadesini
dizenlemesidir. Yapilan arastirmalarda Sox2 ve Oct % birbirinin
ifadesini etkileyerek kok hdicrelerin pluripotent 6zelligini
etkiledikleri gosterilmistir2”.

c-Myc; tumorlerde yliksek aktivasyona sahip bir onkogendir.
Histon asetilasyonunda rol adidi icin kromatin yapisinin
diizenlenmesinde etkilidir28. Hiicre déngust, apoptoz, sinyal iletimi,
transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel diizenleme mekanizmalari,
kok hiicre biyolojisi ve kanser molekiiler biyolojisinde 6nemli olan
faktérlerdendir29.30, EKH'ler de kendi kendini yenileme ve pluripotent
ozelligin devami icin gerekli bir faktordir.

KIf4; yapisi Drosophiladaki Kriippel proteninin yapisina
benzedigi icin Kriippel benzeri faktor 4 (KIf4) adini alan, epitelden
bagirsaga, bobrek ve deriye kadar bir cok dokuda bulunan bir
transkripsiyon faktortidir. Etkiledigi gen ve Urtinlerin durumuna
gore transkripsiyonu aktive edebilir ya da baskilayabilir. Ayrica
yuksek seviyede ifade edildiginde hiicre bélinmesini baskilar ve
hiicrenin G1-S fazinda kalmasini saglar31. EKH’lerin kendi kendini
yenileme 6zelligi icin gerekli bir faktorddr.

Nanog ve Lin-28; [PKH’ler programlanmasinda kullanilan
diger transkripsiyon faktorleridir. Nanog EKH’lerde kok hicre
olarak kalma 6zelligini ve plurpotent 6zelligini etkileyen énemli bir
faktordir. Yapilan calismalarda Nanog geni hasarli EKH’lerin kendi
kendini yenileme o&zelligini kaybettigi ve ektraembriyonik doku
hiicrelerine farklilagstigi gorilmustir32. Lin-28 erken embriyonik
donemde ifade edilen proteindir ve EKH'lerin isaretleyicisi olarak
da kullanilmaktadir.

Bitlin bu transkripsiyon faktorleri bir hicrenin pluripotent
ozellige sahip olmasi icin yeterli olan faktorlerdirl. Fibroblast gibi
somatik bir hiicrenin bu genleri ifade etmesi pluripotent hicre
yonlinde programlandigini gostermektedir. Ayrica c-Myc'nin bir
onkogen olmasi nedeniyle bazi calismalarda c-Myc geni
aktarlmadan hiicrelerin farkllastinlmasi yoniinde calismalar da
yapilmigtir33.

IPKH’lerin Elde Edilmesi

Hucrelere gen aktarimi amaciyla retrovirlsler ve adenovirisler
gibi vektor sistemleri kullaniimaktadir!.34. Virtsler kullanilarak
yapilan gen aktariminda viral vektoriin genetik materyaline
aktariimak istenen gen bolgesi yerlestirilir ayrica gen aktariminin
dogru yapildiginin anlasilmasini saglayan 6zel bolgeler, antibiyotik
direng 0zelligi gibi, viral genetik materyale eklenir. Gen aktarimi
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islemi gerceklestiginde viral genetik materyal hiicrenin DNA'sina
entegre olur ve devam eden hiicre bollinmeleri siresince hiicre
DNA’si ile boliinur. Virls genetik materyalinde secilim saglayan
bolgelerin ozellikleri kullanilarak genetik olarak istenilen 6zellikteki
hticrelerin secilimi yapilir. Vektor sistemlerinin yani sira proteinlerin
hicrelerin  icine  hedeflenmesi  yontemi yani protein
transduksiyonu ile hiicrelerin yeniden programlanmasi icin
calismalar devam etmektedir35.

IPKH’lerin Karakterizasyonu

Gen aktarimi ile elde edilen IPKH’lerin, pluripotent hiicre
ozelliklerine sahip oldugunu analiz etmek icin cesitli testler
uygulanmaktadir. Bu analizlerde hedeflenen IPKH'lerin pluripotent
ozellikteki hticreler olan EKH’lere benzerliginin gésterilmesidir.
Analizlerde IPKH'lerin hiicre kiiltir sistemlerinde EKH’lere benzer
gelisim gostermesi, EKH’lerde olan aktif gen profiline sahip olmasi,
hiicre kultirinde embriyoid cisimcikleri olusturabilmesi, hticre
kiltirinde Ug¢ germ tabakasina ait hucreleri olusturabilmesi, in
vivo deneylerde teratom olusturabilmesi ve son olarak da
gelismekte olan embriyoya aktarildiklarinda kimerik canhlar
olusturabilmeleri arastinlmistir. Arastirmalarda IPKH’ler, hicre
kiltiriinde EKH’ler ile paralel olarak takip edilmis ve hiicrelerin
biyime egrilerinin benzerlikleri gérilmustir. iPKH'lere es zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR) analizi yapilarak
EKH’lere 6zgl genleri ifade ettikleri gosterilmistir. IPKH’lerin
immdin sistemi baskilanmis hayvanlara implantasyonu sonucu
olusan teratomlar histolojik olarak incelenmis ve ¢ germ
tabakasina ait hicreler histolojik boyamalarla gosterilmistir.
Histolojik yonteme ek olarak iPKH’ler, immunofloresan
yontemlerle de analiz edilmistir. Ayrica IPKH’lerin epigenetik olarak
da EKH’lere olan benzerlikleri de arastirlmigti. Bu amacla
telomeraz aktiviteleri, DNA metilasyon modelleri ve histon
asetilasyonlari analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuclar ile
iPKH’lerin biitiin bu testlerde EKH’lere benzer sonuclar verdigi
gorulmis ve boylece bu hticrelerin pluripotent 6zellikte oldugu
gosterilmistir 7,36,

IPKH'lerin Farkhilastinimasi ve Kullanim Alanlari

iPKH'lerin elde edilmesindeki amag; otolog pluripotent kok
hiicrelerin  hastaliklarin  tedavisinde kullanilmasina olanak
saglamak, hasta kisilerin iPKH'leri ile hastaligin genetik alt yapisini
ve gelisimini incelemektir. Bu amaglarla IPKH'ler cesitli hastalik
modellerinin tedavisine yonelik arastirmalarda, in vitro ve in vivo
deneylerde, kullaniimistir (Sekil 1)34. Son zamanlarda IPKH'lerin
kullanildigr  calismalar Parkinson hastahgindan karaciger
yetmezligine, orak hiicreli anemiden kalp kasi hasarlarina kadar
genis bir alanda devam etmektedir!1,15,37,39,45,47-49

ileri diizeydeki karaciger hastaliklarinin tedavisinde son care
karaciger transplantasyonudur. Ancak verici azligi ve doku reddi
s0z konusu oldugundan alternatif tedavi yontemleri
arastinimaktadir. iPKH’lerin hepatositlere farklilagmasi amaciyla ilk
olarak Sullivan ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada, disi ve
erkek bireylerden elde edilen iIPKH'lerin hepatosit benzeri

hiicrelere farkllasmasi %70 ve %90 oraninda gerceklesmistir.
Ayrica elde edilen bu hiicrelerin hepatosit morfolojisinde oldugu,
alfa-fetoprotein, albumin hepatik proteinleri Urettikleri, gilkojen
depolama ve lre olusturma ozelliklerinin  de oldugu
gosterilmistir!>37.38, Farklilagan hiicreler sadece morfolojik olarak
degil fonksiyonel olarak da hepatosit hiicresi o6zellikleri
tasidigindan elde edilen hiicreler; yapay organ olusumu, doku
muhendisligi calismalari, hepatik hastalik modelleri ve in vitro
deneyler icin oldukga iyi bir kaynak olusturmaktadir38.

Parkinson ve ALS (amyotrophic lateral sclerosis) gibi geri
donlstimsuz  hicresel hasarlarin  olustugu sinir  sistemi
hastaliklarinin  tedavisinde hastaligin ilerlemesini 6nlemenin
yaninda kaybedilen hiicrelerin telafisi amaciyla hicresel tedavi
calismalar yapilmaktadir. Parkinson hastaliginda hiicresel tedavi ile
amacg in vitro ortamda elde edilen dopaminerjik néronlarin hasarl
alana transplantasyonu ile hasarli alandaki dopaminerjik néron
sayisinin arttinimasidir. Bu amaglarla iPKH’lerden dopaminerjik
hicreler, motor néronlar, oligodendrositler gibi noéronal
hiicrelerinin  farkhlasmasi gerceklestirilmistir39-43.  Parkinson
hastalidi ile ilgili yapilan bir calismada Parkinson hastalikli hayvan
modelinden elde edilen fibroblastlardan iPKH’ler olusturulmus ve
bu hicreler dopaminerjik néronlara farklilastinlmistir. Noronlara
farklilagan IPKH’ler yetiskin fare beynine transplante edilmis ve bu
hiicrelerin hasarli alana entegre olduklari ve fonksiyonel olarak
yetiskin néronlarin 6zeliklerine sahip olduklari gérilmdsttir40. 82
yasindaki bir ALS hastasinin hiicrelerinden elde edilen iPKH'lerle
yapilan bir calismada ise iPKH’lerin motor néronlara farklilagmasi
gerceklesmis ve bu motor noronlarin ALS hastalarinin genetik
yapilarinin ve hiicresel patolojilerinin arastirnimasinda buyuk
olanaklar saglayacagi gosterilmistir3?.

Kalp krizi ve muskdler distrofi gibi kas hticresi kaybinin oldugu
hastaliklarda kullanilmak Gzere [PKH’lerden kas hcresi
farklilagmasina yonelik olarak da cesitli calismalar yapilmigstir44-46,
Kalp krizi sonucu olusan kaybedilen kalp kasi hiicrelerinin yeniden
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Sekil 1. indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin olugturulmasi ve kullanim
alanlari. Asgari S, Pournasr B, Salekdeh GH, Ghodsizadeh A, Ott M,
Baharvand H. Induced pluripotent stem cells: a new era for hepatology.
| Hepatol 2010;53:738-51den degistirilerek sematize edilmistir
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elde edilmesine yonelik yapilan calismalarda iPKH’lerden kalp kasi
hiicrelerinin farkhilasmasi gergeklestirilmistir45.46. [PKH’lerden
farkhlasan kalp kasi hucrelerin %55'i spontan olarak kasilip
gevsemekte ve bu hiicrelerin gen ifadeleri incelendiginde
embriyonik dénemden itibaren ifade edilen kardiyak 6zgiil
faktorleri ifade edebilmektedir>. Zhang ve arkadaslar tarafindan
yapilan calismalarda ise IPKH’lerden farklilasan kalp kasi hiicrelerinin
aksiyon potansiyeli karakterizasyonlarina gore atriyal ve ventrikiler
hiicrelerle benzer 6zelliklerde olduklari ve elektrofizyolojik
dlctimlerinin de bu bulgular destekledigi gorilmistiirté. Muskdiler
distrofide olusan kas kaybini telafi etmek amaciyla iPKH'ler iskelet
kasi hucreleri farklastinlmistir. Elde edilen bu hicreler muskiiler
distrofili fare modeline intramuskdler olarak transplante edilmistir.
24 haftalik takipte yetiskin miyojenik hucreler hasarl alanda tespit
edilmis, uzun donemde kas sisteminin desteklendigi yeni kas
yikiminin olmadigi gorilmisttrt4.

Genetik hasar nedeniyle olusan kan hastaliklarinin tedavisine
yonelik calismalarda da iPKH'lerin kullaniimasina yonelik calismalar
yapilmaktadir. Bu calismalarda hastanin kendi hiicrelerinin genetik
hasarinin  dlzeltilerek hastaya verilmesi ile doku reddi
mekanizmasinin engellenmesi ve hasta kisiden elde edilen
hiicrelerle hastaligin gelisimi, ilag etkilesimlerinin incelenmesine
yonelik deneyler yapiimaktadir®47.49. iPKH’lerden T lenfositlerin
farkllastiriimasi Lei ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilmistir.
Farkhlasan T lenfositlerin interlokin-2 ve Interferon gamma
salgiladigi ve bu hucrelerin genetik olarak immun sistemi hasarli
fareye intravenoz olarak verilmesi sonucu farelerdeki T lenfosit
havuzunun yenilendigi gosterilmistir”. Orak htcreli anemi ve
Falkoni anemisi lzerinde yapilan calismalarda ise anemik kisilere
ait IPKH'lerden hematopoietik oncil hiicreler elde edilmistir!0.48,
Orak hicre anemili hastadan elde edilen IPKH'lerde hasarli gen
duzeltilerek hematopoietik hticreler farkhlastinlmistir. Farklilasan
hematopoietik hiicreler hasarli orak hiicre anemili fare modeline
transplante edilmistir. Transplantasyon sonrasinda farede
hematolojik bulgularda kontrollere gére iyilesme oldugu
gosterilmistir9. Falkoni anemisi ile ilgili Raya ve arkadaslar
tarafindan yapilan calismalarda ise Falkon anemili hastadan elde
edilen IPKH’lerden miyeloid ve eritroit kokenli fenotipik olarak
normal énciil hiicrelerin farklilasmasi gerceklestirilmistir48,

Sonug olarak, iPKH'ler hiicresel tedaviler igin cok yeni bir kaynak
olarak giinimuzde popdilerligini korumaktadir. iPKH'lerin elde
edilmesi suanki calismalar icin oncelik teskil etmekle beraber devam
eden asamalarda virlslerden faydalanmadan ve onkogenler
kullanilmadan iPKH’lerin elde edilmesine denemeler yapiimaya
devam edilmektedir32:3449, Kisiye 6zgu pluripotent 6zellikte hiicre
elde edilmesine olanak saglayan bu yontem sayesinde doku reddi
olmadan hiicresel tedaviler gerceklesebilecektir. Ayrica cesitli
genetik hastalik modeline sahip hiicrelerden de iPKH’lerin elde
edilmesi ile genetik hastaliklarinin gelisiminin ve dokulara 6zgu
hiicresel mekanizmalarin takibi gerceklesebilecektir30. Biitiin
bunlarin yaninda EKH’lerin insandan elde edilmesinde yasanan etik
sorunlar disinialdiginde, IPKH'ler giinimiizde pluripotent
hucrelerle yapilacak in vitro ve in vivo calismalar icin tek kaynaktir.
Bu nedenlerle giinimiiz aragtirmacilari icin iPKH’lerin elde edilmesi
ve farklilasmasi genis bir arastirma alani olusturmaktadir..
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