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DERLEME

indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi ve
Rejeneratif Tipta Uygulanabilirligi

Nevra Pelin CESUR, Nelisa TURKOGLU LACIN

Yildiz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Istanbul.

OZET

2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka dort transkripsiyon faktoriniin (Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc) fibroblast hiicrelerine aktarilmasi ve bu
transkripsiyon faktorlerinin ifadesinin pluripotent kok hiicre elde etmek igin yeterli oldugunu bildirmis ve somatik hiicrelerin geriye prog-
ramlanarak elde edilen bu hiicreler indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPKH) olarak adlandirilmistir. Daha sonraki yillarda transkripsiyon
faktorleri ve yeniden programlama sartlariin optimizasyonu ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. Buglne kadar farkli somatik hiicrelere
transkripsiyon faktorlerinin farkli metotlart ile tamitimi1 ya da transkripsiyon faktorlerinin farkli kombinasyonlarinin kullammmin etkisi
aragtirma konusu olmustur. Somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi amaci ile birgok farkli vektor sistemi bulunmaktadir. Bu vektor
cesitlerinin IPKH eldesi icin verimlilikleri birbirlerinden farklilik géstermektedir. Bu derlemede, kok hiicrelerin genel ézellikleri ve uygula-
ma alanlarinin irdelenmesinin yani sira agirlikli olarak indiitklenmis pluripotent kdk hiicrelerinin elde edilmesi Uzerinde durulmustur. Ayrica
IPKH’lerin klinik amacl kullanim potansiyellerine de deginilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicreler. Kok hiicre cesitleri. Rejeneratif tip. indiiklenmis pluripotent kék hiicreler. indiiklenmis kok
hticre eldesi.

Generation of Induced Pluripotent Stem Cells and Applications in Regenerative Medicine

ABSTRACT

In 2006, Takahashi and Yamanaka reported that the transfer and expression of four transcription factors (Oct4, Sox2, KIf4, and c-Myc) into
fibroblast cells were sufficient to obtain cells similar to embryonic stem cells. The cells obtained by reprogramming of somatic cells are
called induced pluripotent stem cells (IPSC). In the following years, various studies were carried out for the optimization of transcription
factors and reprogramming conditions. Until now, the introduction of transcription factors to different somatic cells or stem cells by various
methods or the effect of using different combinations of transcription factors has been the subject of research. There are many different
vector systems to reprogramme somatic cells. The efficiencies of the vector types for obtaining IPSC differ from each other. In this review,
the general properties of stem cells and their application areas are discussed, as well as the acquisition of induced pluripotent stem cells and
their potential for clinical use.

Key Words: Stem cells. Stem cell types. Induced pluripotent stem cells. Regenerative medicine. Generation of induced pluripotent
stem cell.

Insanoglu tarih boyunca yaslanma karsiti tedavileri
geligtirmek, hastaliklarin Ustesinden gelebilmek, insan
Omrinid uzatabilmek icin buyik cabalar sarf etmistir.
Gunumuzde bu amag dogrultusu da genetik mihendis-
ligi, doku miihendisligi ve molekdler biyoloji teknik-
lerinden yararlanilmaktadir. Son yillarda oldukca
Fen-Edebiyat Fakiiltes, populgr __olan Ifok' hicrelerin kullanlnzm ile tedavi yon-
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yandan kok hiicre ¢aligmalarinin kullanimi sayesinde
insan viicudunun bircok yenilenme ve onarim meka-
nizmasi ¢dziimlenmis ve ayn1 zaman da temel toksiko-
loji ve hatta kanser ¢alismalar1 icin in vitro insan has-
talik modellerinin olusturulabilecegi gdsterilmistir®*.
Dahast bu tur calismalar organ nakli ve terapotik
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amacli gen terapisi gibi tedavi yaklasimlarina yeni
pencerelerin agilmasma olanak saglamustir®. Ayrica
Parkinson hastaligi, omurilik yaralanmasi ya da isitme
kayb1 gibi tedavi edilmesi zor hastaliklar igin kok
hiicrelerin kullanimi 6nemli calisma alanlaridir®’.

Kok hucreler, erken embriyonik dénem ve blyime
sirasinda vicutta bircok farkli hicre tipine gelisme
potansiyeli olan 6zel hiicrelerdir. Tim kdk hiicrelerin
Uc temel ozelliginden bahsedebiliriz: Uzun sureli
béliinebilme yetenegi, 6zellesmemis hiicreler olmasi
ve ozellesmis hicre tiplerine déniisebilmeleridir®.
Ayrica birgok dokuda ve ylksek organizasyonlu canh-
larda organlarin fonksiyonel dzelliklerinin devamlilig:
icin 6nemli role sahiplerdir’. Bunlara ek olarak kok
hicreler farklilagma potansiyellerine gore siniflandiri-
labilirler. Bunlardan ilki olan totipotent kok hicreler
vicut icindeki tum hicre tiplerini olusturabilen kok
hiicrelerdir™®. Qosit ve spermin ddllenip zigot olustur-
duktan sonra gelisimin dorduncu giiniine kadar olan
hicrelerin her biri icin bu tir hiicre farklilasma potan-
siyelinden bahsedilebilir. insan embriyosunda, sadece
8 hiicreli evreye kadar dollenmis embriyolar totipotent
hiicreler olarak kabul edilir™'2. Totipotent kok hiicre-
ler plasenta ve embriyoyu olusturma kabiliyetine sahip
olan hucrelerdir. Pluripotent kok hiicreler tek baglarina
bir organizmay1 olusturamazlar ve plasentayi olustur-
ma kabiliyetine de sahip degillerdir. Ancak vicutta
200 farkl hicre tipine farklanma potansiyeline sahip-
tirler'®. Bu farkhilasma mezodermal, ektodermal ve
endodermal kokenli olmak Uzere viicuttaki neredeyse
tim ozellesmis hiicre tiplerini kapsamaktadir. Ancak
trofoblast olusturamazlar. Ayrica 6n implantasyonun
blastosist asamasindaki i¢ hiicre Kitlesinden tiiretilen
embroyonik kok hiicreler in vitro kosullarda ¢ogaltila-
bilir ve elde edilen bu hiicreler pluripotent 6zelligini
koruyabilmektedir'?. Multipotent koék hiicreler ise
yalnizca smirli hiicre tipine farklilasabilirler. Ornegin
hematopoetik kdk hicreler lenfosit ve miyeloid seri
hicrelerini olusturabilirler. Daha sonra bu hiicre seri-
leri de makrofajlara, lenfositlere, eritrositlere ve mast
hiicrelerine 6zellesebilmektedirler’®. Diger bir kok
hiicre tipi ise tek bir hicre tipine doniigebilen 6ncul
hicreler olarak da adlandirilan unipotent kék hiicrele-
ridir. Spermatogonial kok hucreler bu grup igin verile-
bilecek en yaygin ve bilinen érnektir'®. Kok hiicreler
asimetrik bolunme ile bolindigiin de olusan yeni
hiicrelerden birisi kdk hiicre yetenegini olusturma ve
digeri 6zel bir islevi olan baska bir hicre tipine 6zelle-
secek olan progenitor hiicreyi olusturmaktadir™®. Ciin-
ki kok hicreler simetrik bélinmenin yanin da genel-
likle simetrik olmayan bdlinme sergilemektedir. Bu
iki bolinme ¢esidinin dengeli olmas1 canlidaki home-
ostaz icin 6nemlidir'®. Son yillarda yapilan ¢alismalar
ile canlida rejenerasyonun fazla oldugu deri ve bagir-
sak epiteli gibi bircok dokudan kok hiicreler elde
edilmigtir. Bunlara ek olarak insan yag dokusundan
izole edilen kok hiicreler igin arastirmalar devam
etmektedir ve bu dokularin diger kdk hiicre kaynakla-
rina kiyasla daha fazla kok hiicre bulundurdugu bilim
insanlari tarafindan kesfedilmistir™.
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Bilim insanlarinin bu zamana kadar yaptigi ¢aligma-
larda genellikle fare ve insan hiicrelerinden alinan kdk
hicreler tGzerinde arastirmalar yuritulmektedir ve kdk
hicreleri farklanma potansiyellerinden farkli 6zellikle-
rine gore de simiflandirmaktadirlar. Embriyonik veya
embriyonik olmayan ya da somatik veya olgun hiicre-
ler olarak smiflandirilmaktadir'’. Embriyonik olmayan
kok hicreler; hematopoetik kok hiicreler, stromal
(mezenkimal) kok hcreler ve organlarda yerlesik
diger erigkin kok hucreler olmak Uzere (¢ ana baslik
altinda incelenebilir'?. Ozellikle Yamanaka ve ark.
baz1 0zel yetiskin hicrelerin kok hiicre benzeri bir
durum alabilmeleri icin genetik olarak "yeniden prog-
ramlanmasina" izin verecek kosullar1 belirleyerek yeni
bir dénlim noktas1 baslattilar. Bu yeni kok hcre tipi
indiiklenmig pluripotent kok hicreler olarak adlandi-
rilmustir'®. Bu hiicreler kendini yenileyebilme ve vii-
cudun hemen hemen tum hicrelerine 6zellesebilme
yetenegine sahiptir.

Embriyonik Kok Hucreler

Embriyonik kok hicreler 6zellikle uterus duvarina
implantasyon &ncesi gelisim asamasinda blastosistin
i¢ hiicre kitlesinden izole edilen pluripotent yapili kdk
hiicrelerdir®. Elde edilen embriyonik kok hiicrelerin
in-vitro ortamdaki kolonizasyonu sekil 1’de ana hatla-
riyla gosterilmistir;
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Sekil 1.

Embriyonik gelisimde totipotent ve pluripotent kok
hiicre kolonizasyonu

Insanlarda ilk farklanma olayi, embriyonik gelisimim
yaklasik bes glinlik evresinde bir dis hiicre katmani-
nin ileride plasentay1 olusturmak Uzere i¢ hiicre kitle-
sinden (IHK) ayrilmasi ile meydana gelir™®. Eger IHK
normal embriyonik mikro-gevresinden ¢ikarilirsa ve
uygun kosullar altinda kiiltiire edilirse THK'den tiireti-
len hicreler siresiz olarak ¢ogalmaya devam edebilir-
ler ve ayn1 zamanda vicudun herhangi bir hiicre tipini
olugturmak i¢in gerekli gelisim potansiyelini devam
ettirebilirler. Bu hicrelerin mukemmel bir pluripotent
kapasiteye sahip olduklari soylenebilmektedir?®*,
Sekil 2’de THK deki embriyonik kok hiicre kolonileri
gOsterilmistir.
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Sekil 2.
Blastosist evresinde embriyonik kok hicreler

Ozellikle insan embriyonik kok hiicre elde edilmesi
amaci ile déllenmenin bir kiltir kabinda (petri) ger-
ceklesmesinin saglanmast igin oositlerin ve spermlerin
bir araya getirildigi bir islem olan in vitro fertilizasyon
da (IVF) incelenebilmektedir®. Aslinda, teorik olarak
bu hicrelerin bircok alanda kullanimi sekil 3’te 0zet-
lendigi sekilde mumkiinddr.
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Sekil 3.
Elde edilen kok hiicrelerin kullanim alanlar

Embriyonik kék hicrelerin kiltlrd icin orijinal proto-
kol de kiiltir kabinin i¢ ylizeyi fare embriyonik fibrob-
last (FEF) hiicreleri ile kaplanmaktadir®®. Bu tabaka
besleyici katman olarak adlandirilir ve sekil 4’te genel
hatlartyla gosterilmektedir.
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Sekil 4.
Elde edilen kok hiicreler icin uygun mikro
gevrenin saglanmasi

Bu katman, hicreler icin uygun mikro gevrenin sag-
lanmasina yardimer olmaktadir. Besleyici tabaka kok
hicreler icin gerekli olan bazi 6nemli molekulleri
hucrelere tedarik eder ancak fare hiicrelerindeki viris-
lerin veya diger yabanci makro molekdllerin de insan
hicrelerine bulagmas: riski bu ortamda kaltirii yapilan
kok hucrelerin klinik amagla kullanimim kisitlanmak-
tadir®. Bir embriyonik kék hiicre hattini kiiltiire etme
islemi ¢ok verimli bir islem degildir. Bu nedenle her
bir 6n implantasyon agamasindaki embriyodan hiicre-
ler bir kiltlr kabina yerlestirildiginde hatlar Uretile-
mez. Ancak eger hicreler yeterli sayiya ulagsmig ve
saglikli ise petriyi kaplayacak kadar bolinmiis ve
cogalmigsa hicreler dikkatlice pasajlanarak yeni ve
taze kdltlr kaplarma ekilir. Hicrelerin yeniden kap-
lanmas1 veya alt kilturlenmesi islemi bircok kez ve
aylarca tekrarlanir. Hicreleri alt kiltirlemenin her bir
dongusli pasaj olarak adlandiritlir. Hicre kiltiriinde
farklilasmadan alt1 veya daha fazla ay boyunca ¢oga-
lan bu kok hucreler pluripotent ozellik gosterir ve
embriyonik kok hiicre hatt: olarak adlandirilir. Islemin
herhangi bir asamasinda hiicreler dondurulabilir*?.
Istenilen embriyonik kok hiicreler elde edildikten
sonra hircok farkli Gzellesmis hiicreye farklanmalari
icin manipule edilebilir. Ayrica kiltiirleme sirasinda
bazi dig faktorlerin kullanilmasi hicrelerin daha kolay
cogaltilmasini saglayabilir. Losemi Inhibitor Faktorl
(LIF) bu faktorlerden en 6nemlilerindendir ve interlo-
kin (IL)-6 tipi sitokin ailesine aittir. Ozellikle fare kok
hiicreleri calismalarinda kullanilmaktadir®. Bu dig
faktdér STAT3 proteininin aktivasyonuna neden olma-
sma ragmen fare kok hucrelerinin ndral hicrelere
farklilasmasini 6nlemek icin yetersizdir. Bu yiizden de
kemik morfogenetik proteinlerinin (BMP) ve LIF
kombinasyonunun embriyonik kok hucrelerin kendini
yenilemesini desteklemek icin gerekli oldugu bildiril-
mistir®. Bu ¢alismalar sirasinda bilim insanlari insan
embriyonik kok hicreleri igin buylme faktorlerini de
incelemeye baslamigtir. bFGF (0zellikle FGF-2) ¢o-
gunlukla fibroblast varliginda insan embriyonik kok
hicrelerinin ¢ogalmasi ve insan kdk hicrelerinin klo-
nal bilylimesinin saglanmast igin kullanilmaktadir. in
vitro kiltir ortaminda insan embriyonik kék hicreleri
gibi kdk hucreler FGF2 ve aktivitin destegine ihtiyag
duyarlar. Bu sayede teratom olusumu ve pluripotent
ozellik gosterirler'®. FGF ailesinde yer alan ligandlar
tirozin kinaz aktivitesine sahip dort farkli reseptdr
lzerinde etkilerini gostererek MAPK, ERK1/2, PI-
3K/Akt gibi hiicre i¢i sinyal molekdllerinin aktivitesi-
ni saglar. Pluripotent kabiliyetin devamliligi FGF
reseptorleri ile ligandlarinin ifadesi ile gosterilmistir.
Bunun yaninda aktivinA’nimn da insan embroyonik kdk
hicrelerinde FGF-2 ekspresyonunun indiikledigi gos-
terilmistir®®. Bu tip in vitro kosullarda kok hiicre kiil-
tird sirasinda embriyonik kok hucreler pluripotent ve
Ozellesmemis hiicre 6zelliklerinin gdstergeleri olan
CD9, CD24, Oct-4, alkalin fosfataz, LIN28, Thy-1,
SSEA-3 ve SSEA-4'li ifade eder?’.
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Yetiskin Kok Hucreler

Bir doku veya organdaki 6zellesmis hiicreler arasinda
bulunan 6zellesmemis olan hiicreler yetigskin kok hiic-
reler olarak adlandirilmaktadir. Ayni zamanda somatik
kok hiicre olarak da adlandirilirlar. Baslica rolleri
bulunduklar1 dokuyu korumak ve onarmaktir. Yetiskin
kok hicrelerin en iyi 6rnegi kan hiicrelerini olusturan
kemik iligi hiicreleri olan hematopoietik kok hiicreler-
dir’. Ozellikle yetiskin kok hiicrelerin farklilasmasi
laboratuvarda kontrol edilebilirse bu hucreler transp-
lantasyon tedavilerinin en énemli oyuncularindan biri
haline gelecektir. Guniimizde bazi bilim adamlarn
yetiskin kok hucrelerin sadece kemik iliginde degil
aym zamanda beyinde ve hatta kalp gibi komplike
organlarda da bulabilecegini gdstermektedir. Aslinda
bu hicrelerin varlig: ile beyinde U¢ 6zellesmis beyin
hiicresinden astrositler, oligodendrositler ve noronlari
treten kok hiicrelere sahip olabilir diisiincesini ortaya
cikarmustir®. Bu nedenle bu hiicrelerin yerini ve nasil
tespit edilebilecegi ile ilgili caligmalar blyik bir me-
rak konusu haline gelmistir. Bunun icin iki ana yon-
tem belirlenmistir. i1k olarak canl bir dokudaki hiicre-
leri baz1 molekiiler belirleyiciler ile etiketlemek. ikin-
cisi ise hicreleri canli bir organizmadan ¢ikarip aka-
binde hicre kiltlrunde etiketleyerek hicrelerin tekrar
birlikte cogalip ¢ogalmadigini tespit etmek icin onlar
baska bir canliya nakletmektir. Ote yandan yetiskin
kok htcrelerin farklilasma kapasitesini agiklamak icgin
kullanilan terimler vardir. Transdiferansiyasyon buna
en glzel 6rnektir. Terim bazi yetiskin kok hicre tiple-
rinin hiicrelerin 6ngdrilen soyundan beklenen dokular
disindaki organlarda veya dokularda gorilen farkh
hiicre tiplerine farklilasabilecegi anlamini tasir. Ornek
olarak kalp kasi hicrelerinin kani olusturabilecek
hiicrelere farklilasmasi verilebilir®.

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

Indiiklenmis pluripotent hiicreler (IPKH), somatik
hicrelerden o6zellikle farelerde karaciger, pankreas
hiicresi ve noral progenitdr hiicrelerden insanda ise
dermal fibroblast, periferik kan hiicreleri, keratinosit,
Uriner epitel hicresi, karaciger, mide epitel hiicreleri,
mezenkimal hiicreler, B ve T hucreleri, noral kdk
hicreleri, pankreas hiicreleri, progenitdér kan hiicreleri,
kordon kani hiicrelerinin genetik olarak yeniden prog-
ramlanmasi ile elde edilmistir®®. IPKH eldesinde
amag; hastaliklarin tedavisinde, yeni ilaglarin testinde,
doku miihendisligini ¢aligmalarinda ve kisisellestiril-
mis tedavilerde kullanilmak i¢in pluripotent kapasite
de hiicreleri elde etmektir. Ozellikle embriyonik kok
hiicrelere alternatif olmasi, blastosistlerin baz islemle-
re maruz kalmasin ve insan uterusuna ihtiyaci ortadan
kaldirmaktadir. Bu yontemler hemen hemen tim ulke-
lerde etik sorunlar dogurmaktadir. Bizim Ulkemizde
de 2006 yilinda Saglik Bakanlig: tarafindan embriyo-
nik kék hiicre ¢alismalar1 durdurulmustur. Bu nedenle
bilim adamlari yeni cozlmler aramaya

120

N.T. Lacin ve N.P. Cesur

baslamuslardir®. IPKH’lerin elde edilebilmesi ve cali-
silmasi bu anlamda buyUk bir ¢igir agmigtir. Pluripo-
tent kok hcre eldesi igin 6ncelikle fare hicreleri ile
2006’da akabinde 2007’de insan somatik hucreleri
bilim adamlari tarafindan cahsilmistir™. Fare indiik-
lenmis pluripotent hicrelerindeki g¢aligmalar, aymi
zaman da pluripotent kdk hucrelerin énemli 6zellikle-
rini agiga ¢ikarmustir. Bu kok hiicreler kok hiicre belir-
teclerini icermekte, ¢ germ katmaninda tumor olusu-
mu gostermekte, fare embriyosuna enjekte edildiginde
bircok farkli dokuyu olusturabilme ve ayrica insan
indiiklenmis kok hucrelerinin karakteristik dzellikleri-
ni gostermektedirler.

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre Eldesi

Yeniden programlama; 6zellesmis bir hiicrenin cekir-
deginde sabit bir degisiklik meydana getirmeyi igeren
ve daha sonra hiicre mitoz yoluyla bélindikce pluri-
potent kapasitesini muhafaza edip ¢ogaltilabilmesine
imkan veren 6nemli bir tekniktir. Bu gekirdek degisik-
likleri hucreler icin pluripotent yeteneginin yeniden
kazanilmasim saglayan ve indiiklenmis kok hucreleri-
nin olusturulmasida 6nemli bir tekniktir. Bunun yani
sira temel olarak G¢ yontemle yeniden programlanmig
hiicre elde edilmektedir®.

-Somatik hiicre niikleer transferi (SCNT),
-Degistirilmis nukleer transfer (ANT),

-Somatik hticreleri ek htcrelerle kaynatma yontemi.
Sekil-5’te bu temel yaklagimlar 6zetlenmektedir.

Sekil 5.
IPKH elde edilmesinde farkli yaklasimlar™

Somatik Hiicre Nukleer Transfer Yontemi

Nikleer transfer yontemi diploit ¢ekirdegin transferini
belirtir veya somatik hiicrenin eniikle oositli bir oosit
oldugunu sdyleyebiliriz*. Elde edilen hiicreye embri-
yolara biytme kabiliyeti gosterebilen yeniden yapi-
landirilmuis hiicre denir®. Bu transfer elektriksel bir
tepki tarafindan indlklenen serbest kalsiyum konsant-
rasyonu veya hicreler aras1 alanda kimyasal uyarici
tarafindan yapilan bir tir uyaridir'®. Elde edilen emb-
riyolarm On implantasyon asamasi uygun bir Kultur
ortaminda devam etmektedir ve gelistirilen embriyolar
transfer edilebilmektedir. Bu yontem ilk kurbagalarda
denenmistir®. Hem terapdtik hem de ireme amagh
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kullanilacak klon dretimi icin 6zellikle dnemlidir®.
Terap6tik klonlama, rejeneratif tipta niikleer transferin
potansiyel kullammi anlamma gelir®®. Bu prosediiril
gergeklestirmenin amact klonlanmig bir embriyodan
pluripotent hiicreler elde etmektir. Bu hiicreler genetik
olarak dondr organizma ile estir. Bu nedenle terapiler-
de, hastalik ya da ila¢ arastirmalarinda uygulanabilen
hastaya 6zgl pluripotent hiicreler yaratma kabiliyeti
saglarlar.

Hiicre Flizyonuna Bagli Yeniden Programlama

Somatik hicreler; embriyonik kék hicreler, embriyo-
nik germ ve embriyonal karsinoma gibi pluripotent
kok hicreler ile birlestikten sonra bir pluripotent du-
rumu elde edebilmektedir. Ilginctir ki Tada ve arka-
daslar1 somatik hicrelerin etiketli genlerinin metilas-
yon modelinin embriyonik hucreler ile flizyonundan
sonra degismedigini ancak embriyonik germ hiicreleri
ile fiizyonundan sonra degistigini bildirmistir®. Bu
sonuglar, embriyonik germ hucrelerinin ayrica meti-
lasyon degisikligi ve hucreler Uzerinde asetilasyon
etkinligini icerdigini gostermektedir. Bunlara ek ola-
rak hibrit hiicreler, baz1 pluripotent dzellikler goster-
mektedir, bunlar; dokuya 6zgu genlerin inaktivasyonu,
pluripotent 6zellik ile iliskili genlerin yeniden aktivas-
yonu, Ucli germ tabakasinda farklilasma yetenegi,
belirli bir epigenetik profil metilasyon kaliplaridir™®.

Son zamanlarda Butan ve arkadaglart DNA metilasyon
aktivitesinde rol alan hucre flizyonunda aktivasyon ile
indlklenen sitidin deaminaz’in (AID) yeniden prog-
ramlama teknolojisinde kullamldigimni varsaydilar',
Insan fibroblastlarinin OCT4 ve NANOG promotér
bolgesinin fare embriyonik kok hiicrelerinin fiizyo-
nundan sonra replikasyon ve hiicre bdlinmesi olma-
dan demetilasyon gosterdigini, AID'nin aktif bir DNA
demetilaz olarak iglev gorebilecegini gdsterdiler. An-
cak AID roliiniin tam anlamiyla agiklanamadigi soyle-
nebilir’®. Daha 6nce de belirtildigi gibi fiizyon hibrit-
leri pluripotent 6zellikler gosterir ancak hiicreler plu-
ripotent flzyon partner hicreleri ile aymi degildir.
Fuzyon kaynakli yeniden programlamanin ¢ok etkili
olmasina ragmen (yaklasik %95) sonugta ortaya ¢ikan
hibrit htcreler tetraploidideleri ve pluripotent flizyon
ortagi hucrelerinden harici genlerin varligindan dolayi
terapdtik potansiyel icin uygun gdzilkkmemektedir.
Bilim adamlar1 bu eksiklik modellerinin ¢ogunlukla
olusturulmus dis genlerden kaynaklandigim1 varsay-
maktadir’®.

Transkripsiyon Faktérd Transdiksiyonu

Giundmiizde transdiiksiyon yoéntemi bilim adamlari
tarafindan Onerilen indiiklenmis pluripotent hiicreleri
elde etmek amaci ile kullanilan en popiler yéntemdir.
Bu transdiiksiyon modelleri somatik hiicrelere embri-
yonik hucrelerdeki 6zellikle pluripotensiden sorumlu
transkripsiyon faktorlerinin tanitilmasi ile uyarilmig
pluripotent hiicrelerin  olugturulmasimi kapsar. Bu

transkripsiyon faktorleri 2006'da Takahashi ve Yama-
naka tarafindan ¢alisilmistir. 11k olarak 24 gen tamtil-
mustir. Ancak birkag yil sonra, dérdiinin (Oct-4, Sox-
2, KIf ve c-Myc) esas olarak indiiklenmis pluripotent
hicrelerinin olusumu i¢in yeterli oldugunu ileri si-
rillmiistiir®®*’. Oct3/4 veya diger bir ismiyle Pou5f1
dollenmis yumurtada ilk olarak belirlenen gendir**>*3,
Blastosistlerin olusumu igin ¢ok énemlidir. Ayrica bu
transkripsiyon faktorinin eksprese edilen oramt hic-
renin kaderinde ©Onemli rol oynamaktadir. Oct3/4
ekspresyon oranina gore hiicre ya pluripotent seviyede
kalir ya da ilkel endoderm ve mezodermin olusumu ile
farklilasmaya baglar*. Oct3/4'in yam sira indiiklen-
mis pluripotent hiicrelerin tespiti icin cok énemli olan
diger bir protein DNA'nin kii¢lk oluklarina baglanan
Sox2’dir. Embriyonik kdék hicrelerin kendini yenile-
mesi icin gereklidir***®. Erken embriyonik dénemde
germ hiicreleri ve epiblastlarda eksprese edilir. Ozel-
likle uv, radyasyon, cesitli kimyasal ve hatta dis fak-
torler gibi istenmeyen bir faktor tarafindan bastirtlirsa
blastosistlerin  olusumunda bazi1 eksikliklere neden
olur. Ek olarak hicrelerin pluripotent kapasitesini
uyaran Oct3/4 ekspresyonunu diizenler. Ote yandan
KIf4 hiicre bélinmesinden sorumludur ve ekspresyo-
nun da herhangi bir soruna maruz kalirsa hucrelerin
G1-S fazinda kalmasim saglar®. Bundan dolayr ‘G’
fazi kontrol noktalarinda etkilidir. Aym zamanda
embriyonik kék hicrelerin kendi kendilerini yenileye-
bilme o6zellikleri icin de gereklidir. Ayrica Klf'nin
p53'l dogrudan bastirdigi ve p53 proteininin embriyo-
nik kok hiicre farklilasmalar1 sirasinda NANOG'U
baskiladig1 gosterilmistir®®. Bu nedenle KIf4, NANOG
ve diger embriyonik kok hicrelerine 6zgu genlerin
p53 represyonuyla aktivasyona da katkida bulundugu
sOylenebilir. P53 geni viicutta bir tir timor baskilayict
gendir ve bu nedenle KIf-4 fonksiyonu tumor olusu-
munda dnemli rol oynar®. Son olarak c-Myc tiimér
olusumuna neden olan bir proteindir. Ozellikle fare-
lerde teratoma olusumunu uyarir. Genellikle KIf-4 ve
c-Myc transkripsiyon faktorleri onkogen olarak bili-
nirler™. Bu iki genin timér olusum egilimi nedeniyle
Yu ve ark. Yamanaka ve Takahashi’nin ¢alismalarin-
dan bir yil sonra Lin28 ve NANOG olan diger iki
dnemli transkripsiyon faktoriinii IPKH elde edilme-
sinde kullaniimasin1 6nerdi®’. Ayrica c-Myc hiicrelerin
kromozomal yapisinin dizenlenmesi icin gereklidir.
Bu kok hicre biyolojisinin htcrelerin pluripotent
Ozelligini anlayabilme de 6nemli oldugunu gdstermek-
tedir. Ayrica histon asetil-transferaz (HAT) kompleks-
leri ile birlesir™. Boylece Oct3/4 ve Sox2’nin kendi
hedef lokasyonlarma baglanmasina izin verirr?®,
Onceden bilinen dért ana transkripsiyon faktoriiniin
(Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc) retroviral transfeksiyonu
fare embriyonik fibroblastlarint (MEFC'ler) embriyo-
nik kok hicre benzeri hicrelere doniistiirebilir. Bu
indiiklenmis pluripotent hiicreler (ic germ katmaninin
hepsine farklilasabilir ve fare embriyonik kok hiicrele-
ri gibi kimeralara katkida bulunabilir. Yeniden prog-
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ramlama icin transkripsiyon faktorlerinin transdiiksi-
yonu ile ilgili endiseler bu mekanizmanin verimlili-
ginden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle bircok grup
G9a histon metiltransferaz, histon deasetilaz, MEK ve
GSK3 sinyallenmesini inhibe eden transkripsiyon
faktorlerini ve kigiik kimyasal molekulleri birlegtire-
rek IPKH’leri somatik hiicrelerden tiretme verimlili-
gini arttirmaya ¢aligmigtir. Bu ¢aligmalar temel transk-
ripsiyonel agin kromatin yeniden modellenmesi ve
sinyal yolaklar1 ile yakindan iliskili oldugunu goster-
mektedir*®®,

Retroviral vektorler molekiler biyoloji, genetik ve
ayrica klonlama ¢aligmalarinda da yaygin olarak kul-
lamilan yiksek verimlilikte ¢alisan viral vektorlerdir.
Daha oOnceki caligmalarda bir retroviral vekt6r olan
Moloney Murin Lésemi virtsii (MMLV) ve transgen-
leri genellikle embriyonik kok hicrelerde susturulmus
olan 5 MMLV LTR paramotorlar tarafindan tetik-
lenmistir. Aslinda yeniden programlama faktorleri
IPKH’lerine yeniden programlandiktan sonra DNA
metilasyonuyla susturulmustur. Bununla birlikte,
MMLV LTR paramotoru siklikla kendiliginden tekrar
aktif hale getirilmis ve daha sonra IPKH kaynakli
kimerik farelerde timdr olusumuna neden olan
IPKH’lerinin farklilasmas: (izerine c-Myc ekspresyo-
nunu tetiklemistir™. Bu kimerik farelerde timér olu-
sumuna neden oldugu anlamina gelmektedir®’. Ayrica
viral genlerin rastgele yerlestirilmeleri konake¢1 genle-
rin aktivasyonu veya inaktivasyonu gibi temel genetik
modifikasyona neden olabilmektedir. Dolayis: ile de
bazi mutasyonlara ve timdr olusumuna neden olabil-
mektedir'’. Bu nedenle bu sorunlari ¢ozmek icin bir-
cok calisma yapilmustir. Ozellikle digsal gen icerme-
yen IPKH yetiskin fare hepatositlerinden ve fare emb-
riyonik fibroblastlarindan (MEF’ler) adeno viral trans-
feksiyon ve plazmid transfeksiyonu ile Uretilebilmesi
amaglamistir®®. Bu deneyler dért programlama fakts-
rinln gecici ifadesinin somatik hiicrelere pluripotent
ozelligi yeniden kazandirabilmek igin onemlidir®.
Tablo I’de goriildiigii gibi yeniden programlama pro-
sedlrund yiritmek igin ¢ok ¢esitli tagiyict vektorler
bulunmaktadir. Somatik hiicreler ayrica Sendai viriisi
ve tek polikistronik vektérler ile yeniden programlan-
mustir. Ancak kromozoma entegre olmayan vektor
sistemleri tarafindan yeniden programlama verimliligi
retroviral vektor sistemine gére cok daha diisiiktiir®®".

Bu dezavantaji 6nlemek icin birka¢ grup entegrasyon
bagimli gen tasiyici vektorleri loxP bolgesi ile birles-
tirmig ve daha sonra Cre rekombinazin gegici ekspres-
yonu ile konak¢i genomdan ¢ikarilabilmistir®. Tablo
I’de indiiklenmis pluripotent hucrelerin yeniden prog-
ramlanmasi i¢in transduksiyon stratejisine yonelik
vektorler gosterilmistir. Dissal gen icermeyen IPKH
uretmek igin baska bir yaklagim transpozitlerin eksp-
resyonu ile konak¢i genomundan gikarilabilecek mo-
bil genetik materyal olan piggyBac transpozonlari
kullanmaktir®,
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Tablo 1. IPKH elde edilmesi icin kullamlan vektor
sistemleri ve verimlilikleri

Tiir Vektir Sistemi Verimlilik Yil
Fare Retrovirus {15 2006
Entegre almamsg
vektir
Fare Adenoviris 10re-10 2008
Insan Adenovirils 2x10* 2009
[nsan Sendai Viris 107102 2009
Fare Plasmid 10*-2x10 2008
Insan Episomal Vekuér 10r=-2x10* 2009
Insan Episomal Plasmid Vektor 1x10-%-3x10 2011
[nsan Mini duiresel vekir Sx10- 2010
Fare Liposomal 4x10+ 2012
magnetofesyon
Entegrasyon sonrasi
delesyon
Insan Retroviral transfesyon+ - 2012
Cre
Viektor
Fare/Insan Piggy Back Transposon  3x10~ 2009
Fare/lnsan Piggy Back Transposon - 2009
DNA'siz Vektor
Sistem]
Fare Filzyon Protein G107 2009
Trandiksiiyonu
insan Filzyon Protein 1 209
Trandiikstiyonu
Fare/Insan mBRNA Transiiksiiyonu Ix102 210
Kimyasal Indiiksiyon
Fare Kilgiik Molekil 2x10? 203

Bilegenleri

2009'da iki grup DNA’s1z (protein temelli) IPKH’lerin
Shen Ding ve Kim’in ydntemleri olan rekombinant
proteinler kullanmilarak dort yeniden programlama
faktorl ile fare ve insan fibroblastlarindan elde edile-
bildigini gostermistir®. Bagka bir yaklagim ise prote-
inlerin somatik hicrelerden transdiiksiyonunda nik-
leik asit kullanmadan yeniden programlama faktorle-
rini kodlayan sentetik mRNA'larin somatik hiicrelere
aktarilmas1 ile IPKH Uretilmesinin daha verimli ve
glvenli bir yol olmasi Uzerine Rossi Grubu tarafindan
calistimistir®. Sentetik mMRNA'lar insandaki interferon
aracili dogal bagisiklik tepkisi nedeniyle sitotoksisite-
ye neden olabilir. Digsal gen tek iplikli RNA'nin
(ssRNA) memeli hiicrelerinde interferon ve NF-kB'ye
bagli yolaklar yoluyla antiviral savunmay: aktive ettigi
bilinmektedir. Ayn1 zamanda bu sentetik mRNA du-
stik translasyon etkinligi ve verilen mRNA'nin karar-
s1izlig1 gibi bazi negatif etkilere neden olabilmektedir®.
Bunlara ek olarak son zamanlarda yapilan ¢alismalar
ile viral olmayan vektor sistemleri kullanilarak da
IPKH eldesinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Varli
ve ark. lipit bazli bir nano-tasiyici sistemi dizayn ede-
rek ilk kez fare fibroblast hiicrelerini yeniden prog-
ramlanmasi amaci ile kullanmislardir®.

Indiiklenmis Pluripotent K6k Hiicre Karakterizasyonu

Tammlama prosediri ayrica karakterizasyon olarak
da adlandirilabilir ve ashinda IPKH’lerin pluripotent
ozellige sahip olan embriyonik kok hucreler ile ben-
zerligini gostermek amaglanmaktadir. ilk belirleme
yontemi olarak elde edilen hiicreler mikroskopla ince-
lenmesidir. Embriyonik kok hicreler uzun streli bu-
yume ve kendini yenileme 6zelliklerine sahip olmali-
dir. Bu nedenle bilim adamlar1 hiicrenin saglikli go-
rindiigiini ve farklilasmadigini gérmek icin kulturleri
mikroskopla inceler. Indiiklenmis pluripotent hiicrele-
rin morfolojisi mikroskop altindaki embriyonik kok
hiicrelerle benzerdir™,



Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreleri

Mikroskop gorintdlerinin  incelenmesinin  yaninda
bilim insanlar1 genellikle NANOG, Sox2, KIf4, c-Myc,
LIN28 ve Oct3/4 olan farklilasmamis hicrelerinin
sahip oldugu transkripsiyon faktorlerinin varligini
arastirabilmektedir®’. Bu yéntemde yeniden program-
lama ile degistirilen hiicrelerin PCR sonuglari karsilas-
tirnlabilir®. Diger taraftan da farklilasmamus hiicrele-
rin hiicre ylizey belirtecleri incelenebilmektedir. Ayri-
ca SCID farelerine cilt alt1 implantasyon uygulamasi
ile teratom olusumu da takip edilmektedir. Mikroskop
altinda kromozom incelemesi G fazinin tanimlanmasi
icin baska bir secenek de olabilir®®. Hiicreler metafaz
anminda durdurulur ve 1sik mikroskobu altinda incelen-
dikten sonra Giemsa ile boyanir. Bdylece karyotip
incelenmesi yapilabilmektedir. Ayrica DNA parmak
izi olan ve DNA metilasyonunun analizi olan indik-
lenmis pluripotent hiicreler icin genomik karakterizas-
yonlar da kullanilabilmektedir. Son olarak pluripotent
kapasitesi incelenebilir’. Bu yolla kiiltiirlerde hiicrele-
rin kendiliginden farklilagmasi incelemek, hucrelerin
lic germ tabakasim elde etmesini incelemek ve enjek-
siyon proseduru ile fare teratoma timoér olusumunun
incelenmesi gibi 6zellikler IPKH’lerin karekterizasyo-
nu icin kullanilan en temel metotlardir. Bu metotlarin
birkac tanesinin bir arada kullanim1 elde edilen hiicre-
lerin kimlik tespiti icin kullanilabilir.

Pluripotent kok hicreleri elde ettigimizi bu yontemler
ile onayladiktan sonra bu hucreler birgok farkli 6zel-
lesmis hicre tipini elde etmek amaci ile kullanilabil-
mektedirler. Sekil 6 bize kisa bir 6zet niteligi tagimak-
tadir.

Kemik [ligi
Hiicreleri

Epital
Hiicreleri

Kas Doku

Karaciger

Hiiicresj
Sekil 6.

Kok hiicrelerden tiiretilen somatik hiicre cesitleri

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Rejenaratif
Tiptaki Yeri

Bilindigi Gzere IPKH’ler insan kan, keratinosit ve
dermal fibroblast hiicrelerinden yilksek verimlilikte
elde edilebilmektedir’>"?". Ayrica iPKH’lerin elde
edilmesi ile embriyonik kok hucreler ile ilgili yaganan
kaynak sikintis1 ve etik sorunlarin da 6niine gecilmesi

amacglanmaktadir. Bu Kkolay erisim Ozelliklerinden
dolayr IPKH’ler 6zellikle hastalik modelleme, ilag
taramalari igin kullanilmakta ve ayrica gelecekte kli-
nik tedavide otolog hticre naklinin en énemli potansi-
yeli olarak gorilmektedir. Cogu durumda IPKH'lerin
hastalikla ilgili hiicre tipine in vitro farklilagmasi bil-
dirilmistir ve literatiirde hastaya 6zgii IPKH'lerin
belirli hastalik 6zellikleri sergiledigini ¢ne siren bir-
¢ok calisma bulunmustur. Ornegin spinal miiskiiler
atrofi (SMA) hastalarindan tiiretilen IPKH'lerin in
vitro farklilagsmasi bu hastalik sirasinda gériilen motor
noronlarn gelisimsel kaybin1 yansitabilen progresif
motor ndron kaybini géstermistir. Sergilenmekte olan
bu in vitro ¢alismalar ile TPKH teknolojisini kullana-
rak hastalik modellemesinin gercekte uygulanabilir
olabilecegine dair kanitlar elde edilmistir™. Baz1 ek-
sikliklerin neden oldugu gesitli hastalik tdrleri
IPKH'ler kullanilarak incelenmistir. Park ve arkadasla-
11 hastalik modelleri ve ilag kesfi ¢caligmalari icin Ade-
nozin deaminaz eksikligine bagh siddetli immin yet-
mezlik (ADA-SCID), Shwachman-Bodian-Diamond
sendromu (SBDS), Gaucher hastaligi (GD) tip 111 gibi
cesitli hastaliklar1 kaynagini insan vicudu olan
IPKH’ler kullanarak anlamaya calismuslardir. Calis-
malarmi1 dermal fibroblastlar veya kemik iliginden
tiretilmis mezenkimal kok hucreleri kullanarak ve
dort veya U¢ (c-Myc transkripsiyon faktorli haric)
trankripsiyon faktoriiniin transdiiksiyonu yoluyla insan
IPKH'lerinin retimi i¢in kullanmislardir. Caligmala-
rindan ADA-SCID, SBDS ve Gaucher hastaligi tip
II1'lin otozomal resesif olan konjenital bozukluklar
gibi klasik bir Mendel Kalitim tarzinda kalitsal oldugu
gostermiglerdir. Yapilan ¢alismada hastaliklarin nor-
mal hematopoez ve imminolojik fonksiyon icin hayati
Oneme sahip genlerdeki nokta mutasyonlardan kay-
naklandig1 gosterilmistir’> . Baska bir agidan terapo-
tik rejenerasyon icin IPKH'lerin transplantasyonu ile
ilgili olarak simdiye kadar ki en ilgi cekici galisma
[PKH'lerden tiiretilen hematopoietik hiicrelerin orak
hiicreli aneminin insanlastirilmis fare modelinde kan
hiicresi fenotipini azaltabilmesi olmustur. Calisma da
[PKH'ler insan hemoglobin sekansinda bir mutasyon
tagtyan transgenik bir fareden tiiretilmistir ve ardindan
homolog rekombinasyon yoluyla genetik olarak diizel-
tilmistir. Diizeltilmis IPKH'lerin hematopoietik proge-
nitdrlere in vitro farklilasmas: ve ardindan orijinal
transgenik farelere transplantasyonu normal hemoglo-
bin seviyelerinin restorasyonunu geligsmis bir fenotip
ile sonuglanmustir’””. Diger organlar icin de benzer
nakil temelli yaklagimlar bildirilmistir. Ornegin fare
IPKH'lerinden tiiretilen kismen saflastirilmis dopami-
nerjik néronlar Parkinson hastaliginin sigan modelinde
klinik semptomlarini iyilestirmeyi basarnustir’®. Ben-
zer sekilde insan IPKH'lerinden tiiretilmis hiicrelerin
deneysel olarak yaralanan kemirgen kalbine transplan-
tasyonu sonucun da kardiyak kasilma fonksiyonunda
bir dereceye kadar kisa vadeli fonksiyonel iyilesme
gostermistir’’. Moad ve arkadaslar1 ise insan prostat
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ve idrar yolu hiicrelerini IPKH eldesi igin ve ayrica bu
hicrelerinin farklilasmalarini diizenleyen mekanizma-
lar1 incelemek igin kullanmiglardir. Caligmalarda kul-
lanilan hiicreler farkli yag araliklarin da bulunan erkek
ve kadin hastalardan alinan biyopsi 6rneklerinden
saglanmistir. Caligmalariyla mesane, prostat ve Ureter
stromal fibroblastlariin, pluripotent 6zellik kazan-
dirmak {izere yeniden programlanmasi amaglanmustir.
Daha sonra transdiksiyona tabi tutulan stromal hcre-
lerin homojenligi hiicre belirtecleri kullanilarak gergek
zamanl ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyo-
nu (RT-PCR) ile dogrulanmistir. Dogrulama; CD24
epiteli, CD45 hematopoietigi, von Willebrand faktor
endoteli, CD146 endotelyalyasi, a-diiz kas aktin
[SMA] stromal diiz kas1 ve Thy-1 hiicre ylizey antijeni
[CD90] gibi belirtegler kullanilarak saptanmigtir. Pros-
tat kaynakli IPKH’lerden prostat dokusunun basarili
bir sekilde olustugu gézlemlenmistir. Mesane ve (re-
ter kaynakli IPKH’ler de karakteristik EKH morfoloji-
si, ilgili belirteclerin ekspresyonu ve ¢ germ-
tabakasinin da Uretilmesi gdzlemlenerek pluripotent
oOzelliklerin kazandirildigi boylece tespit edilmistir.
Geleneksel cilt hicrelerinden tiretilen IPKH’lerin
aksine, prostat kaynakli iPKH'ler, androjen reseptorii
ve prostata 6zgl antijen indiksiyonu ile karakterize
edilen prostat epiteline 6zgu farklilasma olusturma
konusunda basarili sonuclar gostermistir. Benzer so-
nuglar tireter kaynakli IPKH’ler igin de belirtilmistir.
Urotelyal spesifik belirteclerin ekspresyonunda da
gosterildigi gibi mesane farklilagsmasi ciltten tiiretilen
IPKH'ler ile karsilastirldiginda daha etkili oldugu
gosterilmistir. Aslinda yapilan calismalar ile ayni
zamanda deri fibroblastlarindan tiiretilen IPKH'lere
kiyasla; insan prostati ve idrar yolu dokusu kendi ana
organ soylarina geri farklilastirilabilen IPKH'leri olus-
turmak igin kullanilabilecegi anlasilmistir. Ozellikle
de prostat kaynakhi IPKH'er ve (reter kaynakli
[PKH'lerin nesli normal ve hastalikli prostat ve mesa-
ne biyolojisi ¢aligmalari igin 6nemli bir potansiyel
sunabilecegi ve uygun bir erisime hazir model sagla-
yabilecegini gostermistir.”® Kazuki ve arkadaslari ise
bir insan Duchhene Muskdler Distrofi (DMD) hasta-
sindan alian IPKH'lerdeki genetik eksikligi dizelt-
meye odaklanmuglardi. Tam Distrofin (DYS) dizisinin
ifadesi icin Insan Yapay Kromozomu (IYK) kullandi-
lar. Bunu IPKH’lerin olusturulmasi icin DMD hasta-
sindan alinan fibroblastlar1 kullanildi. YK, Mikro-
hlicre aracili kromozom transferi (MMCT) kullanil-
mastyla DYS-IYK (IYK'de tam genomik distrofin
dizisi) aktarmu ile IPKH'lerde bulunan Distrofin ge-
nindeki silinme veya mutasyonun dizeltilmesi igin
kullanilmistir®. IPKH’ler ayrica hepatositlerin islev
kaybinin neden oldugu rahatsizlar i¢in hepatosit eldesi
amaci ile kullanilabilir. IPKH’ler cesitli karaciger
problemleri igin hepatosit Gretimi icin umut vaad
edicidir. IPKH'ler ayn1 zamanda farkl1 dokularmn ona-
rimu igin gesitli hicrelerin Gretimi icin de kullanilabi-
lir. Ornegin kalp kapakgiklari, damarlar ve iskemik
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dokularin onarimu icin kardiyovaskiler hticrelerin elde
edilmesi amaciyla kullanilabilir. Ancak bu uygulama-
lar da tedavi sonrast olumsuz etkiler ya da buylik
miktarlarda saf ve kaliteli hicreler olusturmak igin
protokollerin standardizasyonu gibi simirlamalar kar-
simiza c¢ikmaktadir. Bu engeller bir kez asildiktan
sonra IPKH'lerin Kkardiyovaskiiler hiicreleri olustur-
mak ve ilgili hastaliklarin incelenmesi igin uygun
zemin hazirlanacag diisiiniilmektedir®™. Bagka bir
agidan IPKH’ler birgok hiicre 6lumiinden kaynaklanan
cesitli dejeneratif hastaliklarin gen terapisi ile tedavi-
sini de mimkin kilmistir. Ozellikle de gozin retina
dejenerasyonunun goérme bozukluguna neden oldugu
bilinen Retinitis pigmentosa (RP) hastaliginin tedavi-
sin de IPKH’lerin kullanilmas1 karsimiza ¢ikmaktadir.
Insan kaynakli fibroblast hiicrelerin, lentiviral vektor
transdiiksiyonu yardimiyla IPKH eldesi icin kullanil-
mustir. Bunlarin ¢ubuk foto reseptor hiicrelerine farkli-
lagtig1 gosterilmistir. Yapilan caligma ile retina pig-
mentli epitelden farklilasmasimin Retinal Pigmentoza
ve Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (AMD) hastala-
11 tedavisi igin faydal oldugu gosterilmistir®. Kisaca
hicresel pluripotent 6zelliklerin ve yeniden program-
lamanin molekiler mekanizmalarinin anlasilmasinda
birtakim ilerlemeler kaydedilmesi gerekmesine rag-
men IPKH teknolojisi kullamlarak yeni tedavi yakla-
simlarinin ve ilaglarin kesfedilebilmesi olasilig, hasta-
Iik modellerinin olusturulmas: ve temel/klinik ¢alis-
malarin hiz kazanmasi saglanmaktadir.

Sonug

Sonu¢ olarak glinimiizde kok hiicre ¢aligmalar1 emb-
riyonik kok hucrelerinin eldesinin zor ve mesakkatli
olusu aymt zamanda etik konulardan kaynaklanan
sorunlardan dolay: yonini IPKH’lerin elde edilmesi-
ne ¢evirmistir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
hucresel tedaviler ve kisiye Ozel tedaviler icin iyi bir
kaynak olarak popiilerligini korumaktadir. Bu hiicrele-
rin eldesi icin bircok farkli yontem denenmis ve de-
nenmeye de devam etmektedir. Ayrica c¢esitli genetik
hastalik modeline sahip hicrelerden indiiklenmis
pluripotent hicrelerin eldesi ve fonksiyonel verimli-
liklerinin artirilmasi baglica galigmalar arasinda yerini
almistir. Bu konu ile ilgili ¢aligmalarin hiz kesmeden
devam edecegi ve bilim insanlarinm azminin bizlere
umut olacagi asikardir.

Kaynaklar

1. El-Badri N, Ghoneim MA. Mesenchymal stem cell therapy in
diabetes mellitus: Progress and challenges. J Nucleic Acids.
2013. doi:10.1155/2013/194858

2. Pileggi A. Mesenchymal stem cells for the treatment of diabetes.
Diabetes. 2012. d0i:10.2337/db12-0355

3. Deshmukh RS, Kovacs KA, Dinnyés A. Drug discovery models
and toxicity testing using embryonic and induced pluripotent



Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreleri

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

stem-cell-derived cardiac and neuronal cells. Stem Cells Int.
2012. doi:10.1155/2012/379569

Spitalieri P, Talarico VR, Murdocca M, Novelli G, Sangiuolo F.
Human induced pluripotent stem cells for monogenic disease
modelling and therapy. World J Stem Cells. 2016.
doi:10.4252/wjsc.v8.i4.118

Amabile G, Meissner A. Induced pluripotent stem cells: current
progress and potential for regenerative medicine. Trends Mol
Med. 2009. doi:10.1016/j.molmed.2008.12.003

Soldner F, Hockemeyer D, Beard C, et al. Parkinson’s Disease
Patient-Derived Induced Pluripotent Stem Cells Free of Viral
Reprogramming Factors. Cell. 2009.
doi:10.1016/j.cell.2009.02.013

Bunge MB. Novel combination strategies to repair the injured
mammalian spinal cord. J Spinal Cord Med. 2008.
doi:10.1080/10790268.2008.11760720

Thomson JA. Embryonic stem cell lines derived from human
blastocysts. Science (80- ). 1998;282(5391):1145-1147.
doi:10.1126/science.282.5391.1145

Cheung TH, Rando TA. Molecular regulation of stem cell
quiescence. Nat Rev Mol Cell Biol. 2013. doi:10.1038/nrm3591

Kim JS, Choi HW, Choi S, Do JT. Reprogrammed pluripotent
stem cells from somatic cells. Int J Stem Cells. 2011;4(1):1-8.
doi:10.15283/ijsc.2011.4.1.1

Avcilar H, Saraymen B, Ozturan 00, Koker MY. Embriyonik
Kok Hiicreler ve Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler.
Asthma Allergy Immunol. 2017. doi:10.21911/aai.22

Ates U. Kok hiicreyi taniyalim. FNG Bilim Tip Transplant
Derg. 2016. doi:10.5606/fng.transplantasyon.2016.004

Kansu Emin. Kok hucre biyolojisi ve plastisitesinde guincel
kavramlar. Hacettepe Med J. 2005.

Martin-Rendon E, Watt SM. Exploitation of stem cell plasticity.
Transfus Med. 2003. doi:10.1111/j.1365-3148.2003.00462.x

Santoro A, Vlachou T, Carminati M, Pelicci PG, Mapelli M.
Molecular mechanisms of asymmetric divisions in mammary
stem cells. EMBO Rep. 2016. doi:10.15252/embr.201643021

Kivang M, Oztiirk S, Gokalp S, Ozdemir i, Tuglu I. Adipoz
Kaynakli Kok Hiicreler ve Uygulama Alanlari. Cukurova Med
J. 2015. doi:10.17826/cutf.44976

Erdal Y, Seckin UD. Klinik caligmalar agisindan giincel
mezenkimal kok hiicre uygulamalar. Istanbul ~ Bilim
Universitesi Florence Nightingale Transplant Derg. 2017.

Takahashi K, Yamanaka S. Induction of Pluripotent Stem Cells
from Mouse Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by
Defined Factors. Cell. 2006. doi:10.1016/j.cell.2006.07.024

Doss MX, Koehler CI, Gissel C, Hescheler J, Sachinidis A.
Embryonic stem cells: A promising tool for cell replacement
therapy. J Cell Mol Med. 2004. doi:10.1111/j.1582-
4934.2004.th00471.x

Keller G. Embryonic stem cell differentiation: Emergence of a
new era in biology and medicine. Genes Dev. 2005.
doi:10.1101/gad.1303605

Gardner RL, Brook FA. Reflections on the biology of
embryonic stem (ES) cells. Int J Dev Biol. 1997;41(2):235-243.
d0i:10.1387/ijdb.9184330

Evans MJ, Kaufman MH. Establishment
pluripotential cells from mouse embryos.
doi:10.1038/292154a0

Shen H, Zhang L, Liu M, Zhang Z. Biomedical applications of
graphene. Theranostics. 2012;2(3):283-294.
doi:10.7150/thno.3642

Nichols J, Evans EP, Smith AG. Establishment of germ-line-
competent embryonic stem (ES) cells using Differentiation
Inhibiting Activity. Development. 1990.

Dahéron L, Opitz SL, Zaehres H, et al. LIF/STAT3 signaling
fails to maintain self-renewal of human embryonic stem cells.

in culture of
Nature. 1981.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Stem Cells. 2004;22(5):770-778.

Xiao L, Yuan X, Sharkis SJ. Activin A Maintains Self-Renewal
and Regulates Fibroblast Growth Factor, Wnt, and Bone
Morphogenic Protein Pathways in Human Embryonic Stem
Cells. Stem Cells. 2006. doi:10.1634/stemcells.2005-0299

Thomson JA, ltskovitz-eldor J, Shapiro SS, et al. Derivation of
pluripotent epiblast stem cells from mammalian embryos.
Nature. 2013. doi:10.1101/gad.1811609

Canals I, Ginisty A, Quist E, et al. Rapid and efficient induction
of functional astrocytes from human pluripotent stem cells. Nat
Methods. 2018. doi:10.1038/s41592-018-0103-2

Patapoutian A, Wold BJ, Wagner RA. Evidence for
developmentally programmed transdifferentiation in mouse
esophageal muscle. Science (80- ). 1995.
doi:10.1126/science.270.5243.1818

Gonzélez F, Boué S, Belmonte JCI. Methods for making
induced pluripotent stem cells: Reprogramming a la carte. Nat
Rev Genet. 2011. doi:10.1038/nrg2937

Can A. A concise review on the classification and nomenclature
of stem cells. Turkish J Hematol. 2008.

Pralong D, Mrozik K, Occhiodoro F, et al. A novel method for
somatic cell nuclear transfer to mouse embryonic stem cells.
Cloning Stem Cells. 2005;7(4):265-271.

Fulka J, Loi P, Fulka H, Ptak G, Nagai T. Nucleus transfer in
mammals: Noninvasive approaches for the preparation of
cytoplasts. Trends Biotechnol. 2004.
doi:10.1016/j.tibtech.2004.04.002

Briggs R, King TJ. Transplantation of living nuclei from
blastula cells into enucleated frogs’ eggs. Proc Natl Acad Sci.
1952. doi:10.1073/pnas.38.5.455

Wernig M, Meissner A, Foreman R, et al. In vitro
reprogramming of fibroblasts into a pluripotent ES-cell-like
state. Nature. 2007. doi:10.1038/nature05944

Seyalioglu I, Senel Eraslan B, Hot I, Demircan YT, Cetin G.
Klonlamaya Genetik, Etik ve Hukuksal A¢idan Yaklagim. Adli
Tip Derg. 2007.

Tada S, Tada T, Lefebvre L, Barton SC, Surani MA.
Embryonic germ cells induce epigenetic reprogramming of
somatic nucleus in hybrid cells. EMBO J. 1997.
doi:10.1093/emboj/16.21.6510

Bhutani N, Brady JJ, Damian M, Sacco A, Corbel SY, Blau
HM. Reprogramming towards pluripotency requires AID-

dependent DNA demethylation. Nature. 2010.
doi:10.1038/nature08752
Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, et al. Induction of

Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts by
Defined Factors. Cell. 2007. doi:10.1016/j.cell.2007.11.019

Yu J, Vodyanik MA, Smuga-Otto K, et al. Induced pluripotent
stem cell lines derived from human somatic cells. Science (80- ).
2007. doi:10.1126/science.1151526

Scholer HR, Ruppert S, Suzuki N, Chowdhury K, Gruss P.
New type of POU domain in germ line-specific protein Oct-4.
Nature. 1990. doi:10.1038/344435a0

Okamoto K, Okazawa H, Okuda A, Sakai M, Muramatsu M,
Hamada H. A novel octamer binding transcription factor is
differentially expressed in mouse embryonic cells. Cell. 1990.
doi:10.1016/0092-8674(90)90597-8

Abed M, Kenyagin-Karsenti D, Boico O, Orian A. DamID: A
methylation-based chromatin profiling approach. Methods Mol
Biol. 2009. doi:10.1007/978-1-60327-414-2_11

Saigal S, Bhargava A. Stem cell - is there any role in
tumorigenic activity. Turk Patoloji Dergisi/Turkish J Pathol.
2011. doi:10.5146/tjpath.2011.01055

Boyer LA, Tong IL, Cole MF, et al. Core transcriptional
regulatory circuitry in human embryonic stem cells. Cell. 2005.
doi:10.1016/j.cell.2005.08.020

125



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Loh YH, Wu Q, Chew JL, et al. The Oct4 and Nanog
transcription network regulates pluripotency in  mouse
embryonic stem cells. Nat Genet. 2006. doi:10.1038/ng1760

Zhao W, Hisamuddin IM, Nandan MO, Babbin BA, Lamb NE,
Yang VW. Identification of Kruppel-like factor 4 as a potential
tumor suppressor gene in colorectal cancer. Oncogene. 2004.
doi:10.1038/sj.onc.1207067

Rowland BD, Bernards R, Peeper DS. The KLF4 tumour
suppressor is a transcriptional repressor of p53 that acts as a
context-dependent  oncogene. Nat Cell Biol. 2005.
doi:10.1038/nch1314

Li Y, McClintick J, Zhong L, Edenberg HJ, Yoder MC, Chan
RJ. Murine embryonic stem cell differentiation is promoted by
SOCS-3 and inhibited by the zinc finger transcription factor
KIf4. Blood. 2005. doi:10.1182/blood-2004-07-2681

Sevim H, Giirpinar OA. Indiiklenmis Pluripotent K&k Hiicreler
Ve Uygulamalari{Dotless}. Marmara Med J. 2012.
doi:10.5472/MMJ.2011.01922.1

McMahon SB, Wood MA, Cole MD. The Essential Cofactor
TRRAP Recruits the Histone Acetyltransferase hGCN5 to c-
Myec. Mol Cell Biol. 2000. doi:10.1128/mcb.20.2.556-562.2000

Adhikary S, Eilers M. Transcriptional regulation and
transformation by Myc proteins. Nat Rev Mol Cell Biol. 2005.
d0i:10.1038/nrm1703

Fernandez PC, Frank SR, Wang L, et al. Genomic targets of the
human c-Myc protein. Genes Dev. 2003.
doi:10.1101/gad.1067003

Huangfu D, Maehr R, Guo W, et al. Induction of pluripotent
stem cells by defined factors is greatly improved by small-
molecule compounds. Nat Biotechnol. 2008.
doi:10.1038/nbt1418

Silva J, Barrandon O, Nichols J, Kawaguchi J, Theunissen TW,
Smith A. Promotion of reprogramming to ground state
pluripotency by signal inhibition. PLoS Biol. 2008.
doi:10.1371/journal.pbio.0060253

Bayart E, Cohen-Haguenauer O. Technological Overview of
iPS Induction from Human Adult Somatic Cells. Curr Gene
Ther. 2013. doi:10.2174/1566523211313020002

Verfaillie C. The undoing of differentiation by four defined
factors: A big step forward towards generating patient specific
pluripotent stem cells. J Hepatol. 2008.
d0i:10.1016/j.jhep.2008.08.007

Abad M, Mosteiro L, Pantoja C, et al. Human and Mouse
Induced  Pluripotent Stem Cells Are Differentially
Reprogrammed in Response to Kinase Inhibitors. Stem Cell
Reports. 2015. doi:10.1002/stem.2071

Chatterjee S, Chaklader M, Basak P, et al. An animal model of
chronic aplastic bone marrow failure following pesticide
exposure in mice. Int J Stem Cells. 2010.
doi:10.15283/ijsc.2010.3.1.54

Egashira T, Seki T, Yuasa S, et al. Generation of induced
pluripotent stem cells in healthy volunteers and patients with
hereditary heart disease. J Mol Cell Cardiol. 2010.
doi:10.1016/j.yjmcc.2010.03.009

Ramos-Mejia V, Miioz-Lopez M, Garcia-Perez JL, Menendez P.
IPSC lines that do not silence the expression of the ectopic
reprogramming factors may display enhanced propensity to
genomic instability. Cell Res. 2010. doi:10.1038/cr.2010.125

Plews JR, Li JL, Jones M, et al. Activation of pluripotency

genes in human fibroblast cells by a novel mRNA based
approach. PLoS One. 2010. doi:10.1371/journal.pone.0014397

Zhou H, Wu S, Joo JY, et al. Generation of Induced Pluripotent
Stem Cells Using Recombinant Proteins. Cell Stem Cell.

126

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

N.T. Lacin ve N.P. Cesur

2009;4(5):381-384. doi:10.1016/j.stem.2009.04.005

Warren L, Manos PD, Ahfeldt T, et al. Highly efficient
reprogramming to pluripotency and directed differentiation of
human cells with synthetic modified mRNA. Cell Stem Cell.
2010. doi:10.1016/j.stem.2010.08.012

Kim JS, Choi HW, Choi S, Do JT. Reprogrammed pluripotent
stem cells from somatic cells. Int J stem cells. 2011;4(1):1.

Varli HS, Alkan F, Demirbilek M, Tiirkoglu N. A virus-free
vector for the transfection of somatic cells to obtain IPSC. J
Nanoparticle Res. 2019;21(11). doi:10.1007/s11051-019-4668-
1

Maherali N, Sridharan R, Xie W, et al. Directly Reprogrammed
Fibroblasts Show Global Epigenetic Remodeling
and Widespread Tissue Contribution. Cell Stem Cell. 2007.
doi:10.1016/j.stem.2007.05.014

Keller GM. In vitro differentiation of embryonic stem cells.
Curr Opin Cell Biol. 1995. doi:10.1016/0955-0674(95)80071-9

Stojkovic M. Derivation of Human Embryonic Stem Cells from
Day-8 Blastocysts Recovered after Three-Step In Vitro Culture.
Stem Cells. 2004. doi:10.1634/stemcells.22-5-790

Gokhale PJ, Andrews PW. Characterization of human
pluripotent stem cells. 2013.

Haase A, Olmer R, Schwanke K, et al. Generation of Induced
Pluripotent Stem Cells from Human Cord Blood. Cell Stem Cell.
2009. doi:10.1016/j.stem.2009.08.021

Lowry WE, Richter L, Yachechko R, et al. Generation of
human induced pluripotent stem cells from dermal fibroblasts.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2008. doi:10.1073/pnas.0711983105

Aasen T, Raya A, Barrero MJ, et al. Efficient and rapid
generation of induced pluripotent stem cells from human
keratinocytes. Nat Biotechnol. 2008. doi:10.1038/nbt.1503

Ebert AD, Yu J, Rose FF, et al. Induced pluripotent stem cells
from a spinal muscular atrophy patient. Nature. 2009.
doi:10.1038/nature07677

Park IH, Arora N, Huo H, et al. Disease-Specific Induced
Pluripotent Stem Cells. Cell. 2008.
doi:10.1016/j.cell.2008.07.041

Singh VK, Kalsan M, Kumar N, et al. Induced pluripotent stem
cells : applications in regenerative medicine , disease modeling ,
and drug discovery. 2015;3(February):1-18.
doi:10.3389/fcell.2015.00002

Hanna J, Wernig M, Markoulaki S, et al. Treatment of sickle
cell anemia mouse model with iPS cells generated from
autologous skin. Science (80- ). 2007.
doi:10.1126/science.1152092

Wernig M, Zhao JP, Pruszak J, et al. Neurons derived from
reprogrammed fibroblasts functionally integrate into the fetal
brain and improve symptoms of rats with Parkinson’s disease.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2008. doi:10.1073/pnas.0801677105

Zhang J, Wilson GF, Soerens AG, et al. Functional
cardiomyocytes derived from human induced pluripotent stem
cells. Circ Res. 2009. doi:10.1161/CIRCRESAHA.108.192237

Kazuki Y, Hiratsuka M, Takiguchi M, et al. Complete genetic
correction of iPS cells from duchenne muscular dystrophy. Mol
Ther. 2010. doi:10.1038/mt.2009.274

Mahla RS. Stem cells applications in regenerative medicine and
disease  therapeutics. Int J Cell Biol. 2016.
doi:10.1155/2016/6940283

Li Y, Tsai YT, Hsu CW, et al. Long-term safety and efficacy of
human-induced pluripotent stem cell (iPS) grafts in a
preclinical model of retinitis pigmentosa. Mol Med.
2012;18(9):1312-1319. doi:10.2119/molmed.2012.00242



	Embriyonik Kök Hücreler
	Yetişkin Kök Hücreler
	İndüklenmiş Pluripotent Kök Hücreler
	İndüklenmiş Pluripotent Kök Hücre Eldesi
	Somatik Hücre Nükleer Transfer Yöntemi
	Hücre Füzyonuna Bağlı Yeniden Programlama
	Transkripsiyon Faktörü Transdüksiyonu
	İndüklenmiş Pluripotent Kök Hücre Karakterizasyonu
	İndüklenmiş Pluripotent Kök Hücrelerin Rejenaratif Tıptaki Yeri
	Sonuç
	Kaynaklar

