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indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ve hiicre tedavisi

Induced pluripotent stem cells and cell therapy

Banu iskender?, Halit Canatan?

OzZET

insan embriyonik kok hiicreleri embriyonun blastosist
asamasindaki i¢ hiicre kitlesinden elde edilir. Kendi ken-
dilerini sinirsiz yenileyebilme &zelliklerinin yaninda pluri-
potent olmalari, yani tg¢ farkli embriyonik tabakadan koé-
ken alan hicre tiplerine farklilasabilme potansiyelleri ile
hicre tedavisine yonelik biyik umut vaat etmektedirler.
Ancak derivasyonlarindaki etik ve yasal problemler ne-
deniyle, pluripotent ézelliklerinin tedavi amach kullanimi
henuz gerceklestiriliememektedir. Son yillarda, eriskin do-
kulardan elde edilen hticrelerin yeniden programlanarak
embriyonik karakter tasiyan pluripotent 6zellikteki hlicre-
lere donlsebilecekleri gosterilmistir. Bdylelikle, yeniden
programlanan somatik hucrelerin, in vitro olarak istenilen
hicre tipine yénlendirilmis farklilastiriimasi ve rejeneratif
tip alaninda kullaniima ihtimali kuvvetlenmistir. Pluripo-
tent 6zellik kazandirilan bu hticreler indiklenmis pluripo-
tent kék hlicreler olarak tanimlanmis olsa da, pluripotent
6zelligin mekanizmasi heniiz tam anlamiyla agiklanama-
mistir. Yine de, indiklenmis pluripotent kok hicre tek-
nolojisi, insan hastalik modellerinin galisiimasi, yeni ilag
gelistiriimesi ve hiicre tedavisine yonelik yeni yaklagsimlar
onermesi agisindan énem arzetmektedir. Kendi kendileri-
ni yenileyebilmeleri ve insan viicudundaki tim htcre tiple-
rine farklilasabilme potansiyellerinin yaninda, embriyonik
kok hucrelerin neden oldugu etik kaygilardan uzak olma-
lari ve olasi hlicre tedavisi uygulamalarinda hastaya 6zgu
tasarlanabilecek olmalari nedeniyle son yillarda bilim
dlnyasinda buytuk ilgi uyandirmaktadirlar. Bu derlemede
gecmisten guinumize indiklenmis pluripotent kok hucre
teknolojisine ve bu hicre grubunun hicre tedavisindeki
yerine deginilecektir.

Anahtar kelimeler: indiiklenmis pluripotent kék hicreler,
pluripotent kok hiicreler, embriyonik kdk hiicreler, rejene-
ratif tip

GIRIS
insan embriyonik kék hiicreleri blastosist asamasin-

daki embriyolarin ‘i¢ hicre kitlesi’'nden elde edilirler
ve kendi kendilerini sinirsiz yenileyebilme potan-

ABSTRACT

Human embryonic stem cells are derived from the in-
ner cell mass of a blastocyst-stage embryo. They hold
a huge promise for cell therapy with their self-renewing
ability and pluripotency, which is known as the potential
to differentiate into all cell types originating from three
embryonic germ layers. However, their unique pluripotent
feature could not be utilised for therapeutic purposes due
to the ethical and legal problems during derivation. Re-
cently, it was shown that the cells from adult tissues could
be reverted into embryonic state, thereby restoring their
pluripotent feature. This has strenghtened the possiblity
of directed differentition of the reprogrammed somatic
cells into the desired cell types in vitro and their use in
regenerative medicine. Although these cells were termed
as induced pluripotent cells, the mechanism of pluripo-
tency has yet to be understood. Still, induced pluripotent
stem cell technology is considered to be significant by
proposing novel approaches in disease modelling, drug
screening and cell therapy. Besides their self-renewing
ability and their potential to differentiate into all cell types
in a human body, they arouse a great interest in scientific
world by being far from the ethical concerns regarding
their embryonic counterparts and their unique feature of
being patient-specific in prospective cell therapies. In this
review, induced pluripotent stem cell technology and its
role in cell-based therapies from past to present will be
discussed. J Clin Exp Invest 2013; 4 (4): 5650-561

Key words: Induced pluripotent stem cells, pluripotent
stem cells, embryonic stem cells, regenerative medicine

siyellerinin yaninda insan vicudundaki tim hucre
tiplerine farklilasabilme yetenegine sahiptirler [1].
Ancak insan embriyonik kdk hicrelerinin derivasyo-
nundaki etik sorunlar ve hicrelerin tedaviye yonelik
kullanimlari sirasinda ortaya gikabilecek immin ce-
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vap nedeniyle bu alandaki ¢calismalar negatif yonde
etkilenmistir [2]. Oncesinde Gurdon’un amfibilerle
baslattigi somatik ¢ekirdek transferi deneylerinde,
farklilagsmis hicre tiplerinin genetik iceriginin de-
gistiriimeksizin, yalnizca gen ifadesi degistirilerek
hlcrelerin yeniden programlanabilecedi ve hiicre
farklilagsmasinin tamamen geri cevrilebilecegi gos-
terilmistir [3]. Somatik hcrelerin embriyonik kok
hlcrelerle flizyonu sonrasinda pluripotent 6zellik
kazanmalarinin ardindan, embriyonik kok hicre-
lerin ve somatik ¢ekirdek transferindeki oositin so-
matik hiicrelere pluripotent 6zellik kazandirabilecek
faktorleri icerdigi fikri gindeme gelmistir [4,5]. 2006
yilinda Takahashi ve Yamanaka, somatik gekirdek
transferi deneylerinden yola c¢ikarak baslattiklari
arastirma sonucunda, pluripotent o6zelligi sagla-
makta onemli rol oynayan faktorlerin, farklilagsmig
hicre tiplerinin yeniden programlanmasinda kulla-
nilabilecegini, fetal ve eriskin fare fibroblastlarina
embriyonik 6zellik kazandirarak gostermislerdir [6].
Takahashi ve Yamanaka’nin gelistirdigi bu teknikte,
embriyonik kék hicre karakterinin olusumu Uzerin-
de rol oynadigi disunilen 24 gen segilmis ve bu
aday genlerden 4 tanesinin hem fare hem de in-
san somatik hiicrelerindeki ektopik ekspresyonu ile
farklilagsmis hicrelerin pluripotent 6zellik kazandigi
gOrulmastir [6,7]. Bu bulusun ardindan, aralarinda
fare, insan, si¢an, tavsan, kopek, domuz ve primat-
larin da bulundugu bir¢ok farkli organizmadan elde
edilen terminal farklilagsmasini tamamlamis hiicrele-
rin gen ifadesinin degistiriimesi ile indiklenmis plu-
ripotent kok hucrelere donusebildigi gosterilmistir
[8-14]. Sonraki ¢calismalar, kullanilan transkripsiyon
faktorlerinin (Oct-4, Sox-2, Klif-4, c-Myc) sayisinin
azaltilmasi, onkojenik karakterdeki transkripsiyon
faktorlerinin (KIf-4 ve c-Myc) kullaniminin sinirlan-
diriimasi ile bu faktérlerin hiicreye transfer edilme
metodunun degistirilerek indiklenmis pluripotent
kok hicrelere viral genomun entegrasyon riskinin
azaltilmasi yoniinde olmustur. indiiklenmis pluripo-
tent kok hucrelerin Gretiminde simdiye kadar lentivi-
ral, retroviral, epizomal vektorler, entegre olmayan
adeno ve sendai virtsleri, Cre ve piggyBac transpo-
zon sistemleri, plazmit, kiicik kimyasal bilesenler,
rekombinant proteinler kullaniimis ve olusturulan
tim hucrelerin kullanilan metot farkhliklarina bakil-
maksizin embriyonik hlicre karakteri kazandiklari
gosterilmistir [3,8,10-12,15-20]. Yamanaka’'nin be-
lirledigi 4 transkripsiyon faktéri disinda, Nanog ve
Lin28 de insan ve fare hucrelerinin yeniden prog-
ramlanmasi sirasinda kullaniimistir [9,21]. Bu fak-
torlerden Oct-4, Sox-2 ve Nanog zaten embriyo ve
embriyonik kok hicrelerdeki pluripotent 6zelligin
saglanmasi icgin Uretilen proteinleri kodlarlar [22-
24]. c-Myc ve KiIf-4’lin yeniden programlama sira-

sinda hilcre ¢ogalmasi ile senesens ve apoptoz
arasindaki dengeyi sagladigi ve Oct-4 ile Sox-2'nin
kontrol ettikleri gen gruplarini baskilamalari ya da
aktive etmelerine yardimci olduklari disinulmekte-
dir [25,26]. KIf-4 ve c-Myc’nin embriyonik kdk hicre
fenotipinin olusumuna katkida bulunmalarinin ya-
ninda 6zellikle timoér hicrelerinde yogun bir sekil-
de eksprese edildikleri bilinmektedir [27,28]. Ancak
onkojenik potansiyelleri olan bu iki transkripsiyon
faktorindn yerine Lin28 ve Nanog'un kullanimi ile
de indiklenmis pluripotent kok hicrelerin olusturu-
labildigi bilinmektedir [9]. indiiklenmis pluripotent
kok hicre uretiminin etkinligi, kullanilan transkrip-
siyon faktorlerine ve teknige gore degismektedir.
Ornegin; dzellikle Nanog ve Oct-4’lin aktivasyonu
ve kontrol ettikleri gen ekspresyonu sonrasinda
olusturulan indiklenmis pluripotent kok hicrelerin,
embriyonik kok hlicrelere hem epigenetik profilleri
hem de farklilasma potansiyelleri agisindan daha
¢ok benzedikleri goriimuistir [29,30]. Bu durum,
her transkripsiyon faktort tarafindan kontrol edilen
alternatif molekiler mekanizmalarin gekirdegin ye-
niden programlanmasini sagladigi ya da kullanilan
faktorlerin birbirine benzer etkilerinin pluripotent
Ozelligin kazanilmasinda rol aldigini disundirmek-
tedir. llgingtir ki, fare ve insan embriyonik kok hiicre-
lerinin pluripotent 6zelligini saglayan mekanizmalar
birbirinden ¢ok farkli oldugu bilinse de, fare ve insan
somatik hucrelerinin yeniden programlanmasin-
da kullanilan transkripsiyon faktorleri ve yontemler
pluripotent 6zelligin ortak bir mekanizma ile kontrol
edildigi fikrini gindeme getirmistir [31]. Bugtine ka-
dar indiklenmis pluripotent kok hicre Uretiminde
umut vadeden gelismeler olsa da, somatik hicrele-
re embriyonik karakter kazandirilmasi ve bu hicre-
lerin yonlendirilmis farklilastiriimasi halen ¢ok yeni
ve olasi hlicre tedavi uygulamalari igin gelistiriimesi
gereken bir teknoloji gibi gériinmektedir. Bu amacla
pluripotent 6zelligin ve bu 6zelligi kontrol eden sin-
yal yolaklarinin iyi anlagiimasi gereklidir.

Pluripotent 6zellik nedir?

Kok hicreler farklilagsma potansiyellerine goére uni-
potent, multipotent, pluripotent ve totipotent olarak
gruplandirilirlar [32,33]. Unipotent kdk hucreler bir
tek farkhilasmis hticre tipini olusturabilirler. Totipotent
kok hicreler tim embriyonik dokulardaki 6zellesmis
hlcrelerle birlikte plasenta gibi ekstraembriyonik
dokulara farkhlasarak tam bir organizmayi olustu-
rabilirler [34]. Multipotent kdk hcreler ise genelde
kendileriyle ayni embriyonik tabakayi temsil eden,
sinirli sayida hiicre tipine farklilagabilme potansiye-
line sahiptirler [32]. Pluripotent 6zellik (¢ embriyonik
tabakay! (endoderm, mezoderm, ektoderm) temsil
eden hiicre tiplerine farklilasabilme 6zelligi olarak
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tanimlanabilir. Embriyonik kok hucreler pluripotent
olmalarinin yaninda sinirsiz gogalma ve kendi ken-
dilerini yenileyebilme 6zellikleri ile birgok hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek somatik hiicre stogunu
Uretmekte kullanilabilirler [1]. Embriyonun blastosist
evresindeki i¢ hicre kitlesinden elde edilen embri-
yonik kok hlcreler endoderm, ektoderm ve mezo-
dermi temsil eden hicre tiplerine farklilasabilir ve
hepatositler, sinir hicreleri, kalp kasi hicreleri gibi
terminal farklilagsmasini tamamlamis htcre tiplerini
olusturabilirler (Sekil 1).

Embryodan iEKH Derivasyonu

Fertilizasyon In vitro fetilizasyon
N

1. GUN

[———————] Arrest embryolardan
L& o iEKH derivasyonu

2 hucreli embryo ‘

2. GUN

4 hticreli embryo |\

3-4. GUN

Morula

5-6. GUN

Blastosist

ICM izolasyonu ile iIEKH
) derivasyonu;
- @8, -] 1-immunocerrahiile,
2-Mekanik olarak

_ ICM Trofoblast 3-Tim b|a_stosi_st_in kultare
I¢ Hucre Kitlesi edilmesi ile

Sekil 1. Embriyodan pluripotent hiicre elde edilmesi

insan embryonik kék hiicre tretimi fertilizasyon
sonrasi embriyonun farkli asamalarindan yapilabi-
lecegdi gibi, en yaygin kullanilan yontem blastosist
evresindeki i¢ hucre kitlesinin izolasyonu ve in vitro
ekspansiyonudur.

iEKH: insan embriyonik kok htcreleri; ICM: ‘inner cell
mass-i¢ hicre kitlesi.

Cekirdek transferi, hiicre flizyonu ve transkrip-
siyon faktorlerinin ektopik ekspresyonlarinin sag-
landig1 arastirmalara kadar, terminal farklilagsmasini
tamamlamig hucrelerin kaderinin degisemeyecedgi
distnitlmekteydi. Ancak o6zellesmis somatik hic-
relerin embriyonik hucrelerin igerdigi tim genetik
bilgiye sahip oldugu ve uygun kosullar saglandigin-
da (mikrogevre, gen ifadesinin degisimi vb.) emb-

riyonik karakterdeki hucrelere donusebilecekleri
gosterilmistir [6,35,36]. in vitro ve in vivo embriyo-
nik kok hdcrelerin pluripotent 6zelligi Nanog, Sox-
2 ve Oct-4 transkripsiyon faktorlerinin eszamanli
ekspresyonlarina dayanir ancak in vivo embriyonik
kok hiicrelerin pluripotent 6zelligi bu hicrelerin ken-
di kendilerini yenileyememeleri nedeniyle gelisimin
ilerleyen asamalarinda kaybolmaktadir [37]. in vitro
embriyonik kok hucrelerin ise besleyici hucrelerle
kiltire edildiklerinde pluripotent karakterlerini si-
nirsiz boliinebilme kapasiteleri ile koruduklari gos-
terilmistir [38]. Normal karyotipini koruyarak kendi
kendini yenileyebilen embriyonik kok hucrelerin
pluripotent 6zellikleri, in vivo olarak agir kombine
immin yetmezlik sendromu (SCID) gosteren fare-
nin testis kapsuliine enjekte edilmeleri sonrasinda,
Uc¢ germ tabakasni temsil eden hiicreleri iceren te-
ratoma olusturmalari ile gésterilir [39,40]. in vitro
farklilagsma potansiyeli ise uygun kulttr kosullarinin
(besleyici hiicreler, buylime faktorleri) ortamdan kal-
diriimasi ile embriyonik kdk hiicrelerin t¢ boyuth ag-
regatlari yani ‘embrioid cisimcikleri’ olusturmalari ile
gOsterilebilir. Embrioid cisimcikler morfolojik olarak,
merkezi kavitenin primitif endoderm benzeri hiicre
katmaniyla ¢evrelendigi hiicre yiginlarina benzerler
ve ortalama 21 gun sonrasinda endoderm, mezo-
derm ve ektoderm tabakalarina ait hicre tipleri-
ne 6zgun molekller belirtecleri eksprese ederler
[41,42]. Embriyonik kdk hlcrelerin kiltir ortaminda
ve i¢ hicre kitlesinde epigenetik yonden de farkhlik
gosterdikleri bilinmektedir. in vitro pluripotent hiicre-
lerin genomlarinda yuksek metilasyon gorulirken,
embriyogenezde i¢ hticre kitlesini olusturan hticre-
lerde metilasyonun disuk derecede oldugu goste-
rilmigtir [43].

Pluripotent hicreler fare embriyosunun farkli
asamalarindan elde edilebilirler. Epiblast kék hic-
releri olarak adlandirilan bu hiicre grubu embriyo
implantasyonundan sonra (5.5-7.5 gunler) i¢ hiic-
re kitlesinden farkhlasarak epiblasti olusturan epi-
telyal hiicrelerden elde edilirler. insan embriyonik
kok hucreleri gibi in vitro kdltir ortaminda FGF2
(Fibroblast biyume faktort 2) ve Aktivin destegine
ihtiya¢ duyarlar, pluripotenttirler ve embrioid cisim-
cik-teratoma olusumu g0sterirler [44]. Her ne kadar
pluripotent hicreler olarak degerlendirilseler de si-
nirli farklilagsma potansiyelleri vardir, X kromozomu
inaktivasyonu gd0sterirler ve kimerik canli olustur-
mada embriyonik kok hicreler kadar etkin degiller-
dir [45]. Fare embriyosundaki (8.5 glin) primordial
germ hucrelerinin de embriyonik kdk hucrelere ben-
zer karakterde oldugu ve in vitro kiltlr sonrasinda
teratoma ve kimerik canl olusturma potansiyeline
sahip oldugu gosterilmistir [46]. Tim bu pluripotent
hicre tiplerinde, pluripotent 6zelligin kontroli ve
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devaminin saglanmasinda rol alan evrensel bir me-
kanizmanin var olup olmadigi henlz bilinmemekle
birlikte, simdiye kadar birgok intrinsik ve ekstrinsik
faktorin pluripotent 6zelligi saglanmasi igin gerekli
oldugu tespit edilmistir.

Oct-4 tim pluripotent hicrelerde eksprese edi-
len POU (Pit-1, Oct-1, Oct-2, and Unc-86) domaini
iceren transkripsiyon faktoridir ve ekstraembriyo-
nik dokularin olusmasi ile ekspresyonunun dustigu
gOrulmastir [22,47]. Baslangigta tim blastomerler-
de gorulen ekspresyon, blastosist evresinde i¢ hiicre
kitlesindeki hucrelerle sinirli kalir ve erigskin memeli
organizmalarda Oct-4 ekspresyonu yalnizca germ
hlcrelerinde goralir [48]. Oct-4 ekspresyon kaybi,
fare embryolarinda gelisimin durmasina, i¢ hicre
kitlesindeki hucrelerin pluripotent 6zelliklerini kay-
betmelerine ve yalnizca trofektodermin gelismesine
neden olur [22]. Oct-4’lin asir ekspresyonu ise en-
dodermal ve mezodermal farklilasma ile sonuglanir
[49]. Sox-2 de, Oct-4 gibi pluripotent 6zelligin sag-
lanmasi igin gereklidir. Sox-2 ekspresyonu oositte

(sox2) ) Yeniden programlama faktérleri
(oct4) (un2s)
TS - S

Somatik hicreler IndUklenmi

-Sinirli gogalma kapasitesi -Pluripotent, kendi ken

-X-kromozom inaktivasyonu
-Dokuya 6zgu hiicre morfolojisi
-Aktif G1 hiicre béliinmesi kontrol noktasi

Mitsui ve ark. (2003) fare embriyonik ve epib-
last kok hticrelerinde pluripotent olmayan hicrele-
re oranla artmis ekspresyonu gorilen 20 civarinda
geni belirlemesiyle baslayan galismalar sonrasinda
Takahashi ve Yamanaka'nin fare fibroblastlarin-
da bu faktorlerin farkli kombinasyonlarini kullanip
somatik hicrelerden indiklenmis pluripotent kok
hlcreler elde etmeleriyle, pluripotent 6zelligin int-
rinsik kontrol mekanizmasina ait onemli ipuglari
elde edilmistir [6,54]. Oct-4, Sox-2, KIf-4, c-Myc,
Lin 28 ve Nanog somatik hiicrelerin yeniden prog-
ramlanmasinda kullanilan baglica transkripsiyon
faktorleri olarak belirlense de, Ozellikle histon mo-
difikasyonlarini degistiren kimyasal maddelerin ve
hacrelerin bulundugu kultir kosullarinin (sitokinler,
blylime faktorleri, serum, besleyici hlcreler vb.)

baslar, iki hiicreli embriyoda goérulur, 4 ve 8 hucreli
asamalardan morula evresine kadar ekspresyonu
artarak devam eder ve blastosist evresinde i¢ hiicre
kitlesinde gortlmekle birlikte bazi trofektoderm hiic-
relerinde de eksprese edildigi bilinmektedir [23,50].
Preimplantasyon fare embriyolarinda Sox-2 eks-
presyonunun inhibisyonu morula agsamasindan ote-
ye gecilememesiyle sonuglanir [50]. in vitro Sox-2
inhibisyonu sonucunda ise trofektoderm farklilas-
masi gorulir [51]. Sox-2 ve Oct-4’ln dimer olustu-
rarak aralarinda Nanog’un da oldugu birgok genin
ekspresyonunu yonettigi bilinmektedir [52]. Nanog
ekspresyonu morula asamasinda baslar, blastosist
evresinde i¢ hlicre kitlesindeki hicrelerde goralir
ve sonrasinda ekspresyonu epiblastla sinirli kalir
[53,54]. Nanog’un asiri ekspresyonu fare ve insan
embriyonik kok hiicrelerinde blylime faktori eklen-
mesine gerek kalmadan in vitro pluripotent 6zelligin
korunmasi icin yeterlidir [54,55]. Buna karsin, Na-
nog gen delesyonu ile ekstraembriyonik dokulara
farklilagsma ve Oct-4, SSEA-4 transkripsiyonlarinda
azalma goralir [54,56].

Sekil 2. Somatik hic-
relerin yeniden prog-
ramlanarak pluripotent
Ozellik kazanmalari.

luripotent hiicreler

dini yenileyebilme

-X-kromozom aktivasyonu
-Buyuk cekirdek, dar sitoplazma
-G1 hucre bélunmesi kontrol noktasinin inaktivasyonu

da pluripotent 6zelligin kazanilmasi ve korunmasi
icin 6nemli oldugu goériimustur (Sekil 2) [16,57-59].
Hucre disi faktorlerin pluripotent 6zelligi nasil et-
kiledigi henliz bilinmemekle birlikte, bu sinyallerin
pluripotent 6zellik genlerini aktive ettigi ve farklilas-
may! saglayan genleri baskiladigi distnilmektedir
[58,60]. Ornegin; LIF aracili sinyal mekanizmasinin
transkripsiyon faktorii STAT3'U ve ona bagli pluripo-
tent 6zellikle ilgili genleri aktive ettigi bilinmektedir
[61,62]. Yine, TGFB/Aktivin/Nodal ve BMP (kemik
morfogenetik protein) sinyal yolaklarinin embriyonik
kok hicrelerin ve pluripotent 6zelligin saglanmasin-
da rol aldigi bilinmektedir [63]. TGFB/Aktivin/Nodal
sinyal mekanizmasinin Smad 2/3 fosforilasyonuna
neden olarak Oct-4 ve Nanog gibi pluripotent 6zel-
likle ilgili genlerin ekspresyonunu etkiledigi gosteril-
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mistir [64,65]. Nodal, pluripotent insan embriyonik
kok hicrelerinde asiri eksprese edilir ve farklilagsma
sonrasinda Nodal gen ifadesinde azalma goralir
[66]. Aktivin, pluripotent kdk hiicrelerin in vitro kultdr
ortaminda kullanilan fare embriyonik kok hicrele-
rinden elde edilen besiyeri iceriginde yiksek oranda
bulunmaktadir [63,67]. Aktivinin in vitro klltlr orta-
mindan uzaklastiriimasi insan embriyonik kék hiic-
relerin pluripotent 6zelliklerini kaybedip farklilasma-
lariyla sonuglanir [67]. Aktivinin pluripotent 6zellik
Uzerindeki bu etkisi, Nanog gen ifadesini direkt ola-
rak Smad 2/3 fosforilasyonunu etkileyerek diizen-
lemesine baglidir [68]. BMP-4 sinyal yolaginin ise
insan embriyonik kok hicrelerinde Oct-4 ve Nanog
ekspresyonunu azalttigi ve farkhlagsmayi indikledigi
gOsterilmistir [69].

Pluripotent 6zelligin terminal farklilagsmasini
tamamlamis somatik hlicrelere kazandiriimasi ye-
niden programlama faktorleri kullanilarak gergek-
lestirilebilir. indlklenmis pluripotent hiicreler embri-
yonik pluripotent hicrelerdeki kendi kendini sinirsiz
yenileyebilme ve embriyonik dokulara farkhlasabil-
me Ozelliklerine sahip olmalarina ragmen epigene-
tik farkhlklar nedeniyle tam anlamiyla bir yeniden
programlama bugtinki mevcut sistemlerle mimkin
gibi gérinmemektedir.

FGF-2 (fibroblast biyime faktor(), insan emb-
riyonik kok hicrelerinin pluipotent 6zelliginin korun-
masinda etkili diger dis faktordiir. FGF ailesine ait
ligandlar tirozin kinaz aktivitesine sahip dort fark-
Il reseptdr Uzerinden etkilerini gdstererek MAPK,
ERK (ekstrasellller sinyalle diizenlenen kinaz) 1/2,
PI-3K/Akt (fosfatidilinozitol-3’ kinaz/Akt) gibi hiicre
ici sinyal molekaullerini aktive ederler [70,71]. Bu mo-
lekiller insan embriyonik kok hiicre farklilasmasi,
c¢ogalmasi ve pluripotent 6zelligini etkileyen gen ifa-
desini dlizenlerler [63]. in vitro insan embriyonik kdk
hiicre kiltirinde FGF-2 takviyesi pluripotent 6zelli-
gin devami icin sarttir ve pluripotent insan embriyo-
nik kok hicrelerinin, FGF reseptorleri ile ligandlarini
ifade ettigi gosterilmistir [72-75]. Aktivin Anin asil
etkisinin, BMP’nin baskilanmasinin yaninda insan
embriyonik kok hicrelerinde FGF-2 ekspresyonu-
nun indiklenmesiyle gosterildigi bilinmektedir [76].
FGF-2’nin pluripotent 6zellik Gzerinde pozitif etkileri-
nin gosterebilmesi ayni zamanda aktif bir TGF/Ak-
tivin/Nodal sinyal mekanizmasina baghdir. Aktivin,
Nodal ve TGF-B1 reseptorleri olan ALK-4, -7 ve -5'in
inhibisyonu sonucunda farklilasan insan embriyo-
nik kok hicrelerin pluripotent karakteri, besiyerine
FGF-2 destegine ragmen kurtarilamaz [77]. Bu du-
rum, ne FGF-2'nin ne de Aktivin A'nin tek basina in
vitro pluripotent kdk hicre kiltirinu destekleyeme-
digini gostermektedir [68,78]. FGF-2 ile aktive olan

sinyal molekllerinden PI-3K/Akt'nin inhibisyonu, in-
san embriyonik kok hicrelerde pluripotent 6zelligin
kaybina neden olur [79,80]. PI-3K sinyal yolu Aktivin
ve Nodal'in insan embriyonik kok hiicreleri Gizerin-
deki farklilastirma etkisini baskilayarak pluripotent
Ozelligin korunmasina yardimci olur [81]. Birbirin-
den bagimsiz iki dig faktorin pluripotent 6zelligin
devamini saglamak igin bir denge igerisinde calis-
masi gereklidir. Son yillarda bu mekanizma PI-3K/
Akt'nin dogrudan Raf molekiline baglanip Raf/
MEK/ERK sinyal yoladini baskilamasi ve bunun
Uzerine GSK3p'nin inaktivasyonunun artarak dusik
B-katenin seviyesine neden olmasiyla aciklanmis-
tir. Azalan B-katenin seviyesi Smad 2/3 aracili me-
zendodermal farklilasmaya izin vermez ve bu sekil-
de pluripotent 6zellik devam ettirilmis olur [82,83].
Ozetle, in vitro kiltir sistemlerinde kullanilan FGF
ve Aktivin molekullerinin aktive ettikleri sinyal me-
kanizmalari ortaklasa calisarak pluripotent 6zelligin
korunmasinda goérev alirlar, in vitro kiltir ortaminda
bu faktorler arasindaki dengenin artma ya da azal-
ma yoéninde bozulmasi halinde pluripotent 6zellik
kaybolarak, farklilagma ile ilgili sinyal mekanizma-
lari aktive edilir. Tim bu bilgiler 1s1ginda, pluripo-
tent 6zelligin son derece karmasik bir mekanizma
ile yonetildigi sdylenebilir. Bu nedenle indiklenmisg
pluripotent kdk hicre Uretiimesinde yalnizca gene-
tik faktorlerin degil, hiicre digi faktorlerin de etkisinin
hesaba katilmasi, uzun sureli ve karyotipik olarak
normal pluripotent hiicre dizilerinin elde edilmesi ve
tedaviye yonelik kullanimlari agisindan énemlidir.

Bircoksomatikhiicreyenidenprogramlanabilir

Yeniden programlama igin uygun hticre tipinin segil-
mesi hastaya 6zel hicre Uretimi ve hlcre tedavisin-
de g6zonunde bulundurulmasi gereken énemli bir
konudur. Teorik olarak en ideal htcre tipi, mimkun
olan en az invazif yéntemle elde edilebilecek ve ye-
niden programlanma etkinligi yiksek olan hicreler-
dir. Simdiye kadar fibroblastlar basta olmak lzere
bircok farkli hiicre tipi yeniden programlanmistir.
Dermal fibroblastlar, 6zellikle riski diisiik materyal
eldesi ve kolay in vitro kulturleri ile indtklenmis plu-
ripotent kok hlcre Uretimi igin ideal olsa da, yeni-
den programlanma etkinlikleri %0.01’in altindadir
[16,84]. Dermal fibroblastlarin yeniden programlan-
madaki dusuk etkinlikleri, diger hicre tiplerine gore
terminal farklilasmanin ileri agamalarinda bulunma-
lari, bu nedenle pluripotent 6zelligi yeniden kazan-
malari i¢in daha fazla enerji harcanmasini gerek-
tirmelerinden kaynaklanmaktadir [85]. Bu nedenle
dermal fibroblastlarin yeniden programlanmasi son-
rasi induklenmis pluripotent kolonilerin Uretilebilme-
siicin en az 4 haftalik bir siirenin gegmesi gereklidir.
Noral kok hicrelerin tek bir transkripsiyon faktori
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kullanilarak (Oct-4) yeniden programlanabilecekleri
gOsterilmis olsa da, teknikte saglayacagi bu UGstin-
Iige ragmen, elde edilmesi zor bir hicre grubu ol-
duklari igin arastirmalarda tercih edilme olasiliklari
disuktur [86]. Sunnet derisinden elde edilebilen ke-
ratinositler kolay ulasilabilecek bir hiicre grubu ol-
masina karsin, in vitro kiltirde ¢ogaltiimalari sikin-
tihdir. Ancak yenidogan ya da juvenil keratinositlerin
yeniden programlanma etkinlikleri dermal fibrob-
lastlara oranla 100 kat daha fazladir [87,88]. CD34+
periferik kan hicreleri de Yamanaka faktorleri kulla-
nilarak yeniden programlanabilir [89]. ilk galismalar-
da periferik kandaki CD34+ hiicre sayisini artirmak
amaciyla hastalar birgok yan etkisi olabilen G-CSF
mobilizasyonuna tabi tutulmuslardir [90]. Amniyotik
sividan elde edilen CD34+ hcrelerin tek bir trans-
kripsiyon faktort (Oct-4) kullanilarak pluripotent kok
hicre elde edilmesi ile onkojenik karakterdeki trans-
kripsiyon faktorleri KIf-4 ve c-Myc ortamdan elemi-
ne edilerek hem glvenli hem de etkin bir yeniden
programlanma tekniginin indiklenmis pluripotent
kok hicre elde etmekte kullanilabilecegi gosteril-
mistir [91]. Son donemdeki calismalarda tasarla-
nan ve viral entegrasyon riski icermeyen yeniden
programlama stratejileri sonucundaki indiklenmis
pluripotent kdk hticre eldesinin, literatlirdeki benzer
c¢alismalardan yuksek oldugu gosterilmistir [92-94].
Adipoz doku kok hicreleri adipoz dokudan lipoaspi-
rasyon sonrasinda kolaylikla elde edilebilen hetero-
jen multipotent projenitér hiicre grubudur [95]. Mul-
tipotent olduklar icin dermal fibroblastlara oranla
farklilagsmanin daha erken asamalarinda bulunurlar
ve yeniden programlanma igin daha ideal bir hicre
grubunu temsil ederler. Adipoz doku kok hicreleri
her yas grubundaki bireyden yeterli sayida elde edi-
lebilir ve yeniden programlama 6ncesi in vitro kultr
ekspansiyonuna gerek duyulmaz [96]. Adipoz doku
kok hucrelerinin yeniden programlanma etkinligi
dermal fibroblastlara oranla yaklasik olarak 20 kat
daha fazla ve iki kat daha hizlidir. Farkh ¢alisma-
larda etkinligi yliksek olan bu sistemin glvenilirligini
de artirmak amaciyla, c-Myc transkripsiyon faktoru
kullanmadan ve viral olmayan metotlar kullanilarak
indUklenmis pluripotent kok hiicreler Uretilerek bu
hicrelerin olasi hicre tedavisinde kullanimlarina bir
adim daha yaklasiimigtir [97,98].

Gdbek kordonundan elde edilen CD133+ kan
hacreleri de yalnizca Oct-4 ve Sox-2 kullanilarak
yenide programlanabilir [99,100]. Gébek kordonun-
dan elde edilen hiicreler yenidogandan elde edildik-
leri icin somatik mutasyona ugramis olma ihtimalle-
ri dusuktar, bu nedenle yeniden programlama igin
uygun htcre grubunu olustururlar. Ancak hemato-
poietik kdk hucreleri de iceren bu heterojen hicre
grubundan hastaya 6zel induklenmis pluripotent

kok hicre tasarlanmasi yalnizca dogum sonrasi
kordon bankaciligi yapilmis bireylere uygulanabilir
[101,102]. Gobek kordonundan elde edilen mono-
nukleer hiicrelerin yeniden programlanma etkinligi
fibroblastlardan 100 kat daha fazladir ve bir-lg¢ haf-
taya kadar daha kisa surer [103]. Gobek kordonun-
dan elde edilen hcreler periferal kan hicrelerinde
uygulanan herhangi bir seleksiyon ya da hicre tipi-
ne yonelik zenginlestirmeye gerek kalmadan yeni-
den programlanabilir [103-105].

indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin
kullanim alanlari ve gelecekteki yaklagimlar

indiiklenmig pluripotent kék hiicrelerle ilgili ilk ¢a-
ligmalar hasarli dokunun yeniden programlanmig
hdcrelerin, transplantasyonu sonrasinda istenilen
hicre tipine donuserek tamir edilebilecegi fikriyle
baslamistir. Hastadan elde edilecek indiklenmis
pluripotent kék hicrelerin rejeneratif tip alaninda
kullanimi, bugiine kadar gelistirilen yeniden prog-
ramlama teknikleri konak hlicre genomuna enteg-
rasyon riski tasiyan lentiviral ve retroviral vektor-
lerin kullanimina dayandidi i¢in, hayvan modelleri
disinda mimkun olmamistir. Transgenlerin yeniden
programlanacak hicrelerde ektopik ekspresyonu
hicre tedavisinde kullaniimasi hedeflenen induk-
lenmis pluripotent kok Ucreler igin istenmeyen so-
nuclara neden olabilir. Her ne kadar simdiye kadarki
¢alismalarda dermal fibroblastlar, mide ve karaciger
gibi farkli hicre tiplerinden elde edilen induklenmis
pluripotent kdk hlcrelerdeki klonlarda higbir ortak
viral genom entegrasyon bdlgesi saptanmamis olsa
da, induklenmis pluripotent kdk hicre eldesinde gu-
venli tekniklerin geligtiriimesi sarttir [106,107].

Henuz hiicre tedavisinde kullanimlari igin erken
olsa da, induklenmis pluripotent kdk hicreler kisiye
Ozel ilag tasarimi ve tedavi yonteminin gelistirilmesi
icin uygun hastalik modelleri gelistiriimesinde kul-
laniimaktadir. Ornegin; indiklenmis pluripotent kok
hicrelerin uzun QT sendromu hastalik modelleri
olusturulmasinda kullanilabildigi gdsterilmistir. Po-
tasyum kanallarinin olusumundan sorumlu genler-
deki mutasyonlarla iligkili bir kardiyak bozukluk olan
uzun-QT sendromunda, hastalarda ortaya ¢ikan
klinik cesitlilik genetik degiskenlige baglanmaktadir.
Hastalardan elde edilen dermal fibroblastlarin yeni-
den programlanmasiyla, bu hucrelerin fonksiyonel
kalp kasi hicrelerine donlsebildigi gosterilmigtir
[108]. Hastaligin tim elektrofizyolojik 6zelliklerini
gosteren bu hiicrelerde hastalik fenotipinin potas-
yum kanal blokerlariyla kétulestigi, kalsiyum ve geg
sodyum kanal blokerlari kullanildiginda iyilestigi
gOsterilmistir [109,110].
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Her ne kadar birgok hastalikla ilgili degdisik
mutasyonlar saptanmissa da, hastaliklarda primer
olarak etkilenen hiicre grubu ve mutasyonlarin pa-
tolojiyle ilgisi tam olarak anlasilamamistir. Bu amag-
la indUklenmis pluripotent kok hiicreler kullanilarak
Down Sendromu, B-talasemi, Alzheimer, Parkinson
ve Huntington gibi bircok hastaligin modelleri olug-
turulmustur. Boylelikle hastalik etiyolgjisinin in vitro
takibi ve kullanilacak ilag etkisinin tedavi 6ncesin-
de gésterilmesi saglanmistir [111-114]. Indiiklen-
mis pluripotent kdk hicrelerin klinik uygulamalarda
kullanilabilmesi icin genoma midahale edilmeden,
karyotipik olarak uzun slre stabil kalabilen yeni-
den programlanmis hicreler olusturulmali ve bu
hicrelerin istenilen doku tipine yonelik etkin farkli-
lastirmalari saglanmalidir. Simdilik sadece hayvan
modellerinde olmakla birlikte, gen terapisi ve indiik-
lenmis pluripotent kdk hilicre teknolojisi kullanilarak
orak hucreli anemi, Fankoni anemisi ve hemofilinin
tedavi edilebilecegini gosteren bir¢cok galisma mev-
cuttur [115-117]. Yine, indiklenmis pluripotent kok
hlcrelerin retina hcrelerine farkhlastiriimasinin
ardindan fare ve domuz gibi hayvan modellerine
transplantasyonu sonucunda timor gelisimi goster-
meyerek gérme fonksiyonunu duzelttigini gdsteren
calismalar, benzer modelin insan uygulamalari igin
umut vadeden bir gelismedir [118,119].

Hastalik modellerinin induklenmis pluripotent
kok hicreler kullanilarak yapilabilmesi hem hasta-
ligin seyri hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglaya-
cak hem de edinilen genetik bilginin yaninda ortaya
¢ikabilecek olasi hastalik fenotipleri de saptanabi-
lecektir. Yalnizca kalitsal degil ayni zamanda has-
taligin sporadik formlari igin de hastalik modelleri
olusturularak, hayvan modelleri ve klinik calismalar-
la gercgeklestirilemeyen kisiye 6zel tedavi gelistiril-
mesinin yolu agilacaktir (Sekil 3).

Farkli somatik hicre tipleri yeniden program-
lama faktorlerinin degisik kombinasyonlari kullani-
larak indiklenmis pluripotent hicreler Uretilebilir.
indiiklenmis pluripotent hiicre retiminde kullanilan
transfer metotlari, teknigin etkinligini ve son Griin
verimini degistirmektedir. indiklenmis pluripotent
hicrelerin in vitro yonlendiriimis farklilagsmasiyla
farklilagsmanin temel mekanizmalari galisilabilecegi
gibi, hastalik modelleri olusturulabilir, hastaliga ve
kisiye 6zgu ilag ve hucre tedavisi stratejileri gelis-
tirilebilir.

indiiklenmis pluripotent kdk hiicre teknoloji-
sinin klinik uygulamalarda hayata gegiriimesinin
onlindeki en blylk engel, elde edilen indiklenmis
pluripotent kék hucre dizilerinin timinde pluripo-

tent Ozelligi kontrol eden ana faktorler disindaki
gen ifadelerininin, epigenetik diizenlenmelerinin ve
farklilagsma potansiyellerinin degiskenlik gésterme-
sidir [120,121]. Bu durum lentiviral ya da retroviral
vektorler gibi genom entegresyon ihtimali olma-
yan vektorler kullanilarak gelistirilen indiklenmis
pluripotent kdk hiicrelerde de aynidir [122]. indiik-
lenmis pluripotent kok hilicrelerdeki gen ifadesinin
baslangi¢ hiicre populasyonu ve embriyonik kok
hicrelerinkinden farkl oldugu bilinmekle birlikte bu
farklihgin indiklenmis pluripotent kék hucrelerin
yonlendirilmis farklilagsmasini etkileyip etkilemedigi
hendz bilinmemektedir [120]. Kullanilan transkripsi-
yon faktorleri, ydontem, gen transfer vektorlerindeki
farklilklarin yaninda, in vitro kiltlr mikrogevresinin
de indiklenmis pluripotent kdk hicre dizileri arasin-
daki farkhliklari artirdigi gézlenmistir [32,123,124].

Somatik hiicre Transfer metodu

Dermal fibroblastlar
Keratinositler
Periferik kan hticresi
Kemik iligi mezenkimal hicreleri
Adipoz doku kok hiicreleri
Embryonik fibroblastlar

C

Yeniden programlama

s

Viral vektorler
Epizomal plazmid
Protein
miRNA
Kuigtik molekller

indiiklenmis pluripotent hiicreler

Y

Kullanim alanlari

Huicre tedavisi
Hastalik modeli olusturma
llag taramasi ve toksisite testleri
Hastaya 6zel tedavi
Pluripotent 6zelligin mekanizmasi

A\
s« Ea

Sekil 3. Yeniden programlama ve indiklenmis pluripotent
hicrelerin kullanim alanlari.

Simdiye kadar induklenmis pluripotent kok
hicreler kullanilarak birgok bagarili hastalik modeli
gelistirilmis ve hayvan hastalik modellerinde hucre-
lerin tedavi edici 6zellikleri gosterilmisse de, klinik
uygulamalar éncesinde indiklenmis pluripotent kok
hlcre Uretiminde standart ve guvenli bir metodun
gelistiriimesi gerekmektedir.
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SONUG

indiiklenmis pluripotent kdk hiicre teknolojisi bugiin
Yamanaka’nin tasarladidi ilk halinden ¢ok ileride ve
gelistirilen gen transfer yontemleri ve sinirli sayi-
da faktor kullanimi ile hicre tedavisine bir o kadar
daha yakindir. Ancak halen yeniden programlan-
manin molekuller mekanizmasi tam olarak aydin-
latilamamig ve kullanilan faktérlerin her birinin rolu
¢cozulememistir. Simdiye kadar farkl somatik hicre
tiplerinden Uretilen indlklenmis pluripotent kdk hiic-
relerin, embriyonik kok hucrelerle ayni morfolojik
Ozellikleri gosterdikleri, gen ifadelerinin benzer ol-
dugdu, in vivo teratoma olusturma ve kimerik canli
uretebilme yetenekleri ile pluripotent 6zelligin temel
sartlarini sagladiklari bilinse de, bu iki hticre tipinin
farklilagsma yeteneklerinin ayni olup olmadigi tar-
tisma konusudur. Cevaplanmasi gereken bir diger
soru, yeniden programlanma sirasinda epigenetik
hafizanin tamamen silinip silinmedigidir. Embriyonik
kok htcrelerle indiklenmis pluripotent kdk hicre-
lerin kromatin modifikasyonlarinda gorilen farkl-
liklarin yeniden programlama etkinligi Gzerindeki
etkileri belirlenmelidir. indiiklenmis pluripotent kdk
hicreler embriyonik kok hucrelerin neden oldugu
etik kaygilardan uzak olsa da, uretimleri sirasinda
kullanilan viral vektorlerin hiicrelere kazandirabile-
cegi timorijenik potansiyel géz ardi edilmemelidir.
Hastaya 6zel tasarlanabilecek olmalari ve immin
cevap olusturma problemlerinden uzak olmalari
induklenmis pluripotent kok hicreleri son dénem-
deki bilimsel arastirmalarin merkezine yerlestirse
de, indiklenmis pluripotent kok hicrelerin halen
embriyonik kok hicrelere ideal bir alternatif sagla-
yip saglayamacagi sorusu cevaplandirilamamistir.
indiiklenmis pluripotent kdk hiicre Gretimi icin uygun
yontemlerin gelistirilememesi, eksik ya da bozuk ye-
niden programlanmayla sonuglanabilir ve bu durum
hlcrelerin olasi transplantasyonu sonrasi teratoma
olusumuna neden olabilir. Bu nedenle, induklenmis
pluripotent kék hucrelerin hicre tedavisinde uygu-
lamalarinin hayata gegirilebilmesi igin pluripotent
Ozelligin kontrol mekanizmalarinin anlasiimasi ve
induklenmis pluripotent kdk hicrelerin hem guvenli
hem de etkin bir sekilde Uretilmelerine olanak veren
yeni stratejilerin gelistiriimesi gereklidir.

Kisaltmalar: BMP kemik morfojenik protein, TGF-
B;transforming biyime faktér-p, FGF-2; fibroblast
biyume faktoru, PI-3K/Akt phosphatidylinositol 3’
—kinase-Akt, ERK Ekstraselller dizenlenen kinaz,
SCID Agir combine immune yetmezlik
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