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Embriyonik kok hiicreler embriyonik blastosistlerin i¢ hiicre
kitlesinde yerlesen hiicrelerden implantasyon oncesi evrede elde
edilirler. Bu hiicreler kendini sonsuz bir sekilde yenileyebilen ve
¢ok sayida farkli hiicreye donitisme (pluripotent) kabiliyetine sahip
olan hiicrelerdir. Bu ozellikleri nedeni ile birgok dejeneratif ve
genetik hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Insan embriyonik kok hiicreleri ile galismanin; etik, politik ve
dini tartismalar nedeniyle zorlasmasi ve bilimsel arastirmalarda
kullanimmin  sinirlandirilmast  aragtirmacilart  yeni  arayislara
itmigtir. Japon arastirmacilar Yamanaka ve ark. 2006 yilinda dort
transkripsiyon faktoriinii kullanarak (Oct %, Sox-2, Klf-4, c-Myc)
(OSKM faktorleri) fare ve insandan elde edilen fibroblast hiicrelerini
yeniden programlayarak indiiklenmis pluripotent kék (IPK) hiicre
elde etmeyi bagarmis ve kok hiicre arastirmalarinda yeni bir dénemi
baslatmiglardir. Elde edilen IPK hiicrelerin embriyonik kok hiicre
ile ayni islevlere sahip olmasi nedeniyle kok hiicre aragtirmalarinda
yeni bir ufuk agilmistir. Ozellikle kisiye ve hastaliga 6zel IPK hiicre
elde edilebilmesi, ilag arastirmalari i¢in laboratuvarda hastalik
modellemesinin  yapilabilmesini saglayarak hiicre diizeyinde
aragtirmalar i¢in yeni bir alan agmigtir.

Anahtar kelimeler: Embriyonik kok (EK) hiicre, parthenogenetik
embriyonik kok (pgEK) hiicre, indiiklenmis pluripotent kék (IPK)
hiicre

ABSTRACT

Embryonic stem (ES) cells are derived from cells embedded in the
inner cell mass of embryonic blastocytes at the preimplantation
stage. These cells have self-renewal and pluripotent capacities.
Because of these properties, these cells are thought to be useful in the
treatment of many degenerative and genetic diseases. Scientists are
forced into new research areas as experiments on human embryonic
stem cells become harder because of ethics, politics and religious
issues and their limitations related to scientific research. Yamanaka
et al. were able to produce induced pluripotent stem (IPS) cells by
reprogramming human and mice fibroblasts with four transcription
factors (Oct %, Sox-2, Klf-4, c-Myc) (OSKM factors) in 2006 and
they started a new era. A new field in stem cell research is established
as the produced IPS cells have the same functions as embryonic stem
cells. A new scientific field in cellular research for in vitro drug
experiments has emerged as personal and disease-specific IPS cells
can now be produced.

Key words: Embryonic stem (ES) cell, parthenogenetic embryonic
stem (pgES) cell, induced pluripotent stem (IPS) cell
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GIRIS
Kok hiicre ¢alismalar1 yaklagik yarim asirhik bir
ge¢misinden bugtine iki ana akimla gelmistir. Birinci ana

akim embriyonik kok hiicre ¢aligmalari, ikinci ana akim
ise viicut somatik hiicrelerinin yeniden programlanmasi

ile elde edilen kok hiicreler ile yapilan ¢alismalardir (1).
Fare embriyonik kok hiicreleri ilk defa 1981 yilinda iki
farkl arastirmaci grubu tarafindan, insan embriyonik kok
hiicresiise ilk defa 1998 yilinda Thomson ve ark. tarafindan
kesfedilmigtir (2-4).

Yazisma Adresi/Address for Correspondence
Huseyin AVCILAR

Erciyes Universitesi Tip Fakultesi,

immunoloji Anabilim Dali, Kayseri, Turkiye
e-posta: avcilarh@hotmail.com



Embriyonik ve indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler
Embryonic Stem Cells and Induced Pluripotent Stem Cells

Viicut somatik hiicreleri, ti¢ temel metot kullanilarak

pluripotent kok hiicreye dontstiiriilmiistiir;

1962 yilinda John Gurdon kurbaga bagirsak epitel
hiicre ¢ekirdegini yumurta hiicresine naklederek ilk
somatik niikleer transfer metodunu gelistirmis ve
kurbaga yavrusu elde etmistir (5). Benzer bir metotla
Wilmut ve ark. (6) memeli epitel hiicresini klonlamis
ve Dolly’nin dogumunu 1996 yilinda rapor etmislerdir.

Somatik hiicre fiizyonu metodu yeniden program-
lanmada kullanilan ikinci uygulama olup hiicrenin
farklilagsma (pluripotent) kabiliyeti kazanmasini sagla-
mustir (7).

Ugiincit  yeniden programlama (reprogramming)
metodu ise bazi transkripsiyon faktorlerini kullanarak
viicut somatik hiicrelerinin pluripotent kék hiicre
haline dontstirilmesidir (8).

Kok Hiicre Cesitleri

Insanda farkli gelisimsel asamalarda bulunan dokuya

ozgiin kok hiicreler viicutta yaslanan ve dlen hiicrelerin
yenilenmesini saglar (9). Kolios ve ark. (10,11), orijinlerine
gore kok hiicreleri embriyonik kok hiicreler, indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler, fetal kok hiicreler, perinatal kok
hiicreler ve eriskin (adult) kok hiicreler olmak tizere bes
grupta ele almistir.

a)

b)

<)

Kok hiicrelerin ti¢ temel fonksiyonel 6zelligi vardir;

Kendini Yenileme (Self-Renewal): Kok hiicrelerin
sinirsiz kendini yenileme kabiliyetleri erken embri-
yonik donemde en yiiksek diizeydedir. Bu hiicre-
lerin boliinebilme kabiliyetleri sonraki jenerasyona
aktarilabilir ve farklilasmanin ileriki donemlerinde
boliilnme kabiliyetleri azalmaya baslar (9).

Ozellesmemis Hiicrelerdir: Ozellesmis fonksiyonlari
yerine getiremezler ve herhangi bir doku hicresine
Ozgii karaktere sahip degildir.

Farklilagabilme (Plastisite): Kok hiicreler farklilagarak
kalp, sinir, kas, kan ve kikirdak gibi bir¢ok 6zellesmis
hiicreyi olusturabilirler.

Farklilasma (plastisite) kabiliyetlerine gore kok

hiicreler bes grupta incelenir (2-5,10).

1. Totipotent Kok Hiicreler:

Zigot olusumundan
blastosist asamasimna kadar embriyonun en erken
evresindeki farklilagmamis kok hiicrelerdir. Embriyo,
embriyo sonras biitiin dokulari, embriyo dis1 plasenta
ve amniotik membran gibi yapilar1 olusturan sinirsiz
¢ogalma yetenegine sahip kok hiicrelerdir.

. Pluripotent Kok Hiicreler: Embriyonun 5-6. giinle-

rinde 64-200 hiicre agamasina geldigi blastosist
evresindeki i¢ hiicre kitlesindeki embriyoblastlardur.
Plasenta haricinde, ektoderm, endoderm ve mezoderm
karakterli tim germ hiicrelerine doniiserek biitiin
organ ve dokulari olusturabilir. Sinirsiz ¢ogalma
yetenegine sahip hiicrelerdir (11). Embriyonik kok
hiicre olarak da ifade edilen pluripotent kok hiicreler
rejeneratif tip icin ¢ok 6nemlidir.

. Multipotent Kok Hiicreler: Tek bir germ tabakasinda

farklilasmaya programlanmis ve embriyonik gelisimin
ilerleyen asamalarindaki kendini yenileme ozelligine
sahip erigkin kok hiicreleri olustururlar. Kemik iligi
hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreler multipotent kok
hiicrelerdir. Multipotent hiicreler somatik kok hiicreler
olup kemik iligi, kas, goz, sinir, karaciger ve deri gibi
dokularda bulunabilir. Olen ya da hasar géren hiicreleri
yenileme ozelligine sahip farklilasmamis hiicrelerdir.
Boliinebilme ve kendini yenileme ozellikleri vardir.
Hematopoetik kok hiicreler tiim kan hicrelerini
(miyeloid hiicreler, eritrositler, lenfositler) olusturan
multipotent kok hiicrelerdir.

Mezenkimal kok hiicreler osteoblastlara, kikirdak
hiicrelerine, kas hiicrelerine, yag hiicrelerine, sinir
hiicrelerine ve pankreas beta hiicrelerine farklilasma
yetenegine sahip multipotent kok hiicrelerdir.
Mezenkimal kok hiicreler, kemik iliginden, kas, pla-
senta, dental pulpa, yag dokusu ve gobek kordonundan
elde edilebilir. Hiicresel tedavi uygulamalarina
mezenkimal kok hiicre tedavi uygulamasina eklenmesi
Ozellikle kemik iligi nakil hastalarinda graft versus
host hastalig1 (GVHD) olusumunu azalttig1 ve immiin
modiilasyona katki sagladig1 gosterilmistir.

Mezenkimal kék hiicreler salgilamis olduklari sitokinler
ve kemokinler gibi mediatorler ile immiin sistemin
regiilasyonunda, diger hiicrelerin farklilasmasinda
ve hiicrelerin gesitli bolgelere yonelimde (homing)
onemli islevlere sahiptir. Mezenkimal kok hiicreler
ayrica bolgesel hiicresel kontakt ile de gevrelerindeki
hiicreleri etkileyerek de etki edebilmektedir.
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4. Oligopotent Kok Hiicreler: Ozel bir doku veya organda
iki veya daha fazla hiicre hattina farklilagabilen kendini
yenileme o&zelligine sahip kok hiicrelerdir. Miyeloid
ve lenfoid hiicrelere doniisebilen miyeloid ve lenfoid
onciil (progenitor) hiicreler oligopotent kok hiicrelere
ornektir.

5. Unipotent Kok Hiicreler: Yalniz tek bir hiicre serisine
dontisebilen kendini yenileme o6zelligine sahip en
az potent kok hiicrelerdir. Kas kok hiicreleri buna
ornek olup sadece olgun kas hiicrelerine farklilagabilir
olabilirler.

Embriyonik K6k (EK) Hiicre

Embriyonik kok hiicreler fertilizasyonun 5-6. giinle-
rinde iki katmanli olarak olugan blastosistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilir. Trofoblast olarak bilinen dis hiicre
katman: plasentayr ve amnion zarini olustururken, i¢
hiicre kitlesi ektoderm, endoderm ve mezoderm doku
hiicrelerini olusturur. Embriyonik kok hiicreler ilk defa iki
farkli aragtirmaci grubu tarafindan fare embriyolarindan
elde edilmistir (2,3). Kendini yenileyebilme ve pluripotent
ozellige sahip olan ilk insan embriyonik kok hiicresi
Thomson ve ark. (4) tarafindan 1998 yilinda elde edilmistir.

Giintimiizde ¢ farkli kaynaktan embriyonik kok hiicre
elde edilebilmektedir.

a) In vitro fertilizasyon fiinitelerinde kullanilmayan
embriyolardan elde edilen embriyonik kék hiicreler:
Bu hiicreler gercek embriyonik kok (gEK) hiicre veya
fertil embriyonik kok (fEK) hiicre olarak isimlendirilir.

b) Somatik niikleer transfer metoduyla elde edilen
embriyonik kok hiicreler: Bu metotla yumurta hiicre
cekirdegi ince igne ile cikartilip, yerine viicut somatik
hiicre ¢ekirdegi nakledilir. Yeniden programlanan
yumurta hiicresi aktive edilip ¢ogalmaya birakilir. Bu
metotla elde edilen hiicre niikleer transfer embriyonik
kok (ntEK) hiicre olarak isimlendirilir (13).

c) Dollenmemis yumurta hiicrelerinden parthenogenez
ile elde edilen embriyonik kok hiicreler: Bu hiicrelere
parthenogenetik embriyonik kok (pgEK) hiicre denir.
Elde edilen embriyoya parthenot denir (14).

Embriyonik kok hiicreler elde edildikten sonra
bitytime faktori igeren 6zel besi yerlerinde dondurularak
sonraki bilimsel ¢alismalarda kullanilmak tizere saklanir.

Embriyonik kok hiicrelerin kiiltiir ortamlar1 degistirilir
ya da bazi biyiime faktorleri eklenir veya cikarilirsa
diferansiye olur ve ortamda genellikle ti¢ germ tabakasini
iceren embriyoid cisim olusturur (12).

Embriyonik kok hiicreler ile yapilan calismalarda
blastosiste miidahale edilmesi gerektigi i¢cin insan kaynakli
caligmalar yapilmasinda etik, dini ve politik tartigmalar
ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde 2006 yilinda Saglik Bakanlig
yonetmeligi ile embriyonik kok hiicre ¢alismalar
diizenlenmistir (15).

Parthenogenetik Embriyonik K6k (pgEK) Hiicre

Uniseksiie] iireme olan parthenogenez genellikle
bitkiler, baliklar, bal arilari, amfibiler ve siirtingenler gibi
canlilarda goriiliir. Memelilerde ise goriilmez. Insanlarda
oosit nadiren kendiliginden aktive olarak ovaryumda tera-
toma olusturabilir. Déllenmemis memeli oositi, mekanik
ve kimyasal etkenlerle uyarilarak in vitro kosullarda part-
henogenetik aktivasyonla embriyonik olmayan blasto-
sist olusturulabilir. Olusan blastosist i¢ hiicre kitlesinden
pluripotent parthenogenetik embriyonik kok hiicreler elde
edilebilir. Bu hiicreler in vitro kendini yenileme 6zelligi ve
klonogenik kapasite gosterir. Olusan embriyoda normal
embriyonik ve ekstra embriyonik gelisim gériillmez (16).

Parthenogenetik embriyonik kok (pgEK) hiicre ilk defa
Kaufman ve ark. tarafindan 1983 yilinda farelerde izole
edilmis, daha sonra tavsan, maymun ve insanlarda elde
edilmistir. pgEK hiicrelerinin sperm hiicreleri ile déllenme
sonucu elde edilen embriyonik kok (EK) hiicrelere benzer
oldugu, kok hiicre belirteclerini eksprese ettigi, embriyoid
cisim olusturdugu ve {i¢ germ tabakasina ait hiicrelere
farklilagabildigi gosterilmistir (17). Embriyonik kok (gEK)
hiicrelerle yapilan ¢alismalarin immiinolojik rejeksiyonlara
neden olmasi, etik tartigmalar ve teratom olusumu gibi
sebeplerle klinik uygulanmalar1 sinirlandirilmaktadir.
Ayrica, IPK hiicrelerin elde edilmesinde karsilagilan
zorluklar, yliksek maliyet ve uzun bir siirece gerek
duyulmasi, aragtirmacilart alternatif pluripotent kok
hiicre arayiglarina itmigtir. Parthenogenetik embriyonik
kok (pgEK) hiicrede dollenmis blastosiste miidahale soz
konusu olmadigindan etik tartismalar1 sonlandirmaktadir.
Bunun yaninda elde edilmesinin kolay ve diisitk maliyetli
olmasi, immiinogenetik yonden HLA tam uyumlu
hticrelerin kolayca elde edilebilmesi sebebi ile alternatif
kok hiicre kaynagi olarak 6ne ¢ikmaktadir (Tablo I) (18).
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indiiklenmis Pluripotent Kok (IPK) Hiicreler

Indiiklenmis pluripotent kok (IPK) hiicre embriyonik
kok hiicre benzeri islevi olan ve viicut somatik hiicrele-
rinin bazi transkripsiyon faktorleri ile yeniden program-
lanmasi (re-programming) sonucu elde edilen hiicrelerdir.
[k olarak Yamanaka ve ark. (8) tarafindan retroviral gen
aktarim metodu ile Oct %, Sox-2, Klf-4, c-Myc, (Yamanaka
faktorleri, OSKM faktorleri) genleri kullanilarak fare cilt
fibroblast hiicreleri pluripotent kok hiicreye doniistii-
rillmesi ile IPK hiicresi elde edilmistir (Sekil 1) . Bir yil
sonra ayni ekip insan cilt fibroblast hiicrelerinden pluri-

Tablo I: Pluripotent kok hiicrelerin karsilastirilmasr*.

potent IPK hiicresi elde etmistir (20). Elde edilen IPK
hiicrelerinin EK hiicreler ile ayni 6zelliklere sahip oldugu
anlagildi. Bir baska calisma grubu ise Sox2, Oct %, Nanog
ve Lin28 transkripsiyon faktérlerini kullanarak IPK hiicresi
elde etmistir (21). Bu ilk ¢aligmalardan sonra bircok ekip,
farkli transkripsiyon faktér kombinasyonlar: kullanarak,
farkli somatik hiicrelerden, farkli gen aktarim metotlari ile
IPK kok hiicreleri elde etmislerdir (22).

A) IPK Hiicre Elde Etmede Kullanilan Kaynaklar

Bugiine kadar insan, fare, tavsan, domuz, maymun
gibi bir¢ok farkli canli hiicresi transkripsiyon faktorleri

pgEK HUCRE

gEK HUCRE IPK HUCRE

Etik Sorunlar Embriyoya miidahale yoktur Embriyoya miidahale vardir Embriyoya miidahale yoktur
Giivenilirlik  Viras ve plasmitler kullanilmaz Viriis ve plasmitler kullanilmaz Viriis ve plasmitler gereklidir
Epigenetik Genomik kopya sadece maternal Genomik kopya genellikle normal ~ Genomik kopya genellikle normal
kaynaklidir Bozuk metilasyon olan kopya Bozuk metilasyon olan kopya
pgEK hiicre normal kopya olabilir olabilir
HLA Uvumu HLA tam uyumlu hiicre serileri HLA tam uyumlu hiicre serileri HLA tam uyumlu hiicre serileri elde
Y kolayca elde edilir nadiren elde edilir edilir
Malignite Zayif Yiiksek Yiiksek

* “Reprogrammed Parthenogenetic ES Cells” Takuro Horii and Izuho Hatada, 2011 den uyarlanmustir (19).

Somatik insan hiicre 6rnegi

g

e

Yeniden programlama faktorleri:

Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc... Hiicre

donustirme

indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

Farklilagtirma

Kardiyomiyositler /
(Mezoderm)

Motor néronlar
(Ektoderm)

N
\% o

Primordial germ huicreleri

Dopaminerjik néronlar
(Ektoderm)

Pankreatik B-hucreler
(Endoderm)

Hematopoetik
progenitor hiicreler
(Mezoderm)

Sekil 1. IPK hiicre eldesi ve
uygulamalarinin sematizasyonu (24).
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ile yeniden programlanarak IPK hiicre elde edilmistir.
Farelerde fibroblast, periferik kan, karaciger, pankreas
hiicresi, noral progenitér hiicrelerden [PK hiicre elde
edilmistir. Insanlarda fibroblast, periferik kan hiicreleri,
keratinosit, tiriner epitel hiicrelerisi, karaciger, mide epitel
hiicreleri, mezenkimal hiicreler, B ve T hiicre, noral kok
hiicre, pankreas hiicreleri, progenitér kan hiicreleri, kord
kan hiicresi IPK hiicre elde etmede kullanilmistr (22).

Bagsarili bir sekilde IPK hiicre elde edilebilmesi bir¢ok
faktore baglidur;

o Hiicre kiltiir ortam sartlari,

o Kullanilan olgun hiicre tipi ve karakterine, (fibroblast,
lenfosit gibi)

 Kullanilan gen aktarim metodunun 6zelligi (viral, non-
viral)

o Kullanilan hiicrenin bulundugu farklilagma basama-
gina gore IPK hiicre elde siiresi ve elde edilen IPK
hiicre orani degisebilmektedir (19).

Retroviral gen aktarim yontemiyle fare embriyonik
fibroblast hiicresi ile yapilan ¢alismada 8-12 giinde IPK
hiicre elde edilirken, ayn: yontem kullanildiginda insan
cilt fibroblast hiicresinden 20-25 giinde IPK hiicre elde
edilebilmektedir. Bugiine kadar yapilan g¢aligmalarda
en c¢ok cilt fibroblast hiicreleri tercih edilmistir. Kordon
kanindan elde edilen CD133+ kok hiicreler ile yapilan
caligmada sadece OCT4 ve SOX2 kullanilarak IPK hiicre
elde edilmistir (20).

Hastaya 6zgiin IPK hiicre elde edilebilmesi hiicresel
tedavinin en Onemli basamaklarindan birisidir. Cilt
fibroblast hiicreleri yiiksek oranda IPK hiicre elde
edilebilmesi nedeniyle hiicresel kaynak olarak ilk tercih
olmaktadir. Ancak, cilt fibroblast hiicresi eldesi i¢in
cilt biyopsisine ihtiya¢ duyulmasi, enfeksiyon riski, cilt
hiicrelerinin ultraviyole maruziyeti nedeniyle mutasyona
ugrayabilmesi ve primer hiicre kiltiiriiniin eldesi i¢in 3-4
hafta gibi uzun bir zamana ihtiya¢ duyulmasi gibi nedenler
cilt fibroblastlarin IPK igin hiicresel kaynak olarak
kullanimini sinirlamaktadir (23).

[PK hiicre eldesinde hiicresel kaynak olarak cilt
fibroblastlarin kullanimindaki zorluklar aragtirmacilar
yeni arayislara itmis ve kaynak olarak kolaylikla elde
edilebilen periferik kan hiicreleri hedeflenmistir. IPK hiicre
elde etme ve yeniden programlama isleminde niikleusu

olan periferik kan hiicreleri gerektigi i¢in eritrosit ve
trombositler haricindeki graniilositler, monosit, B lenfosit,
T lenfosit ve progenitdr hiicreler IPK hiicre iiretimi igin
kullanilabilmektedir. Ozellikle periferik kan progenitor
kok hiicreleri ve matiir T lenfositler yeterli, gerekli hiicre
¢ogaltim metotlar: olmasi sebebi ile yeniden programlama
isleminde tercih edilmektedir (23).

B) iPK Hiicrede Gen Aktarim Yontemleri

[PK hiicre elde etmek igin yapilan yeniden programlama
isleminde farkli gen aktarim yontemleri uygulanabil-
mektedir. Bu uygulamalar1 iki kisimda ifade edebiliriz.
Her iki yontem de kendi i¢inde viriislerin kullanilip kulla-
nilmamasina gore ayrica ikiye ayrilmaktadir (Tablo II).

a) Genoma Entegre Olan Yontemler; retroviral ve
lentiviral gen aktarim yonteminde konak genomuna
entegrasyon olugmasi nedeniyle in vitro ¢alismalarda
yiksek IPK eldesi miimkiin olabilmektedir. Ancak,
viral genomda olusan mutasyonlar bu y6ntemin
kullanimini sinirlandirmaktadir. In vivo calismalarda
hastalik modelleri ¢alisilacaksa ve hiicre tabanli
tedavi diisiiniiliyorsa genoma entegre olmayan
(non-integratif sistemler) kullanilmalidir. Ik IPK
calismasinda Moloney murin 16semi retrovirusu
(MMLV) gen transferi i¢in kullanilmistir. MMLV
sadece aktif boliinen hiicreleri enfekte edebilmektedir.
Retro virlislerin kullanildigi yontemde ise fare
embriyonik fibroblastlarda OSKM eksprese oran1 %0.1
iken, insan fibroblastlarinda bu oran %0.001 kadardur.
Lentiviral gen aktariminda ise daha yiiksek oranda
hiicreleri enfekte etmek miimkiindiir. Lentiviriisler
hem boliinen hem de béliinmeyen hiicreleri enfekte
edebilmekte ve daha yiiksek oranda IPK hiicresi elde
edilebilmektedir (24).

Tablo II: Faktor aktarim yontemleri ve transfer araglar.

Viral Aktarim (+) Viral Aktarim (-)

Genoma Retro virtis

entegre (+) Lenti viriis

Adeno virtis Epizomal
Sendai viris Piggy Bac
Genoma Protein
entegre (-)
RNA
Kiigiik (small) molekiil

Asthma Allergy Immunol 2018;16:1-10
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b) Genoma

Entegre Olmayan (Non-integrating)
Yontemler; genoma entegre olmayan viral gen
aktarimi olarak Adeno virus (25), Sendai virus (26)
kullanilmaktadir. Adeno virus kullanarak yapilan
uygulamalarda IPK hiicre elde etme oranlari diger
yontemlere gore diisitk bulunmustur. Viral olmayan
gen aktarim metotlarindan bazilar1 episomal (27),
Piggy Bac, RNA(28), protein(29) ve kii¢iik (small)
molekiil (30) ile gen aktarim metotlaridir (Tablo
II). Episomal gen aktarim yonteminde plasmitlere
monte transkripsiyon faktorleri elektroporasyonla
direkt hticreye aktarilir. Bu yontem basit ve daha
az zaman almasi ve viral partikiillerle ¢alisilmamasi
yoniinden diger yontemlerden avantajlidir. RNA
aktarimi metodunda sentetik mRNA kullanilarak
farkli insan somatik hiicrelerinden IPK hiicre elde
edilmigtir. Bu yontem ile IPK hiicre elde etme oranlari
diger yontemlere gore hem yiiksek hem de daha kisa
siirelidir. Eksojen genetik materyal kullanmaya gerek
kalmadan uygulanan diger bir yeniden programlama
yontemi ise protein metodudur.

C) IPK Hiicre Elde Etmede islem Basamaklar1

IPK hiicre elde edilme siiresi, deneyin baslama

agamasina bagli olarak yaklasik 3 aylik bir zaman gerektirir.
Bu siiregte ilk basamaklar deneyde kullanilacak cilt
fibroblast hiicrelerinin ve lentiviriislerin elde edilmesidir
(31).

Primer Cilt Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerinin Elde
Edilmesi; Deneyde kullanilacak cilt fibroblast hiicreleri
i¢in vericilerin 6n kol bolgesinden biyopsi alinir. Alinan
materyal 1 mm’lik parcalara ayrilarak doku kiiltiir
plagina nakledilir, lizerine uygun besi yeri eklenir
ve 37°C, %5 CO,li ortamda inkiibatére nakledilir.
Bagladiktan 3-4 hafta sonra deneyde kullanilacak
primer cilt fibroblast hiicre kiiltiirii elde edilmis olur.

Lentiviriis Uretimi; Lentivirisler 3’1i plasmid sistemi
kullanilarak giivenlik kabinli ortamda elde edilir.
Plasmidler 293 FT hiicre kiiltiiriine eklenir ve kiiltiir
plag1 37°C’de %5 CO, li ortamda inkiibe edilerek 4-5
glin icerisinde transfeksiyonla Lentiviriis elde edilir.
Lentiviriislerin etkinliginin kontroléi ikinci hafta
yapilacak transdiiksiyon deneyi ile yapilir.

Fibroblast Hiicrelerinin Yeniden Programlanmasi
(Reprogramming) (IPK Deneyi); Reprogramming
deneyinde taze ekimi yapilmis fibroblast hiicreleri

kullanilir. Fibroblast hiicreleri hiicre kiltiir plaklarina
deneyden 24 saat 6ncesinden ekimi yapilir. Ertesi giin
daha Onceden hazirlanan transkripsiyon faktorlerini
iceren transfekte Lentiviriis soliisyonu fibroblast kiiltiir
plaklarinin tizerine eklenerek fibroblast hiicreleri
enfekte (transdiiksiyon) edilir. Deneyin 5. giiniinde
Lentiviriisle transdiise edilmis fibroblast hticreleri, FEF
hticreleri ekilmis hiicre kiltiir plaklarina nakledilir
(re-platting). FEF hiicreleri transdiise hiicrelere destek
hiicre (feeder cell) gorevi gorecektir. Deneyin bu
basamaginda nakil 6ncesi fibroblast hiicrelerinin akim
sitometride hiicre analizi yapilarak transdiiksiyon
isleminin kontrolii yapilir. Hiicre kiiltiir plaklarinda
[PK kolonileri toplanmaya baglanincaya kadar plaklar
37°Cde %5 CO, inkiibe edilir. Bu siirede her giin
kiltiir plaklarinin Human Embriyonik Serum (HES)
medyumu yenilenir.

iPK Kolonilerinin Toplanmasi; Dordiincti haftadan
itibaren IPK kolonileri plakta goriilmeye baglar.
Kolonilerin invert mikroskopta kesme ve kaldirma
islemi ile toplama yapilir. Her 6rnekten yaklasik 20
farkli IPK kolonisi alinip kiiltiir plaklarina ekimi
yapilarak p1 pasaji yapilir. Toplanan IPK kolonilerinin
her hafta pasaji yenilenerek ¢ogaltma islemi yapilir.
Ortalama 5 ile 10 arasinda IPK hiicre hatti tespit edilip,
her hiicre hattindan 5 cryovial tiip stok hazirlanir ve
likit nitrojen tankinda veya -150°Cde uzun dénem
saklanir.

IPK Hiicrelerinin Karakterizasyonu; Yeni iiretilen
[PK hiicrelerinin kalite kontrol testlerinin ve EK
hiicreler gibi oldugu pluripotent karakterizasyon
testlerinin yapilmas: gerekir. Bu amagla ilk once
morfolojik inceleme, karyotipleme, alkalen fosfataz
ve DAPI boyama testlerinin, immiinokimyasal
pluripotensi belirte¢ (markir) incelemesi, farklilasma
(diferansiyasyon) ve mikrobiyolojik testlerin yapilmasi
gerekir (32).

Morfolojik inceleme: IPK hiicre kolonisinin,
mikroskop altinda embriyonik kék hiicre kolonisine
benzerligi  degerlendirilir. IPK  kolonilerinin
morfolojik olarak goriintiisiiniin, embriyonik kok
hiicre kolonisine benzer, kiiltiir plagina siki sekilde
yapisik, keskin sinirli, dens ve yogun goriintiisiiniin
olmast gerekir.

Pluripotensi Belirte¢ Incelemesi: Embriyonik kok
hiicreler alkalen fosfataz (ALP) aktivitesine sahip
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olup, bu amagla IPK kolonileri toplanmis hiicre
kiiltiir plaklar: toplama isleminden sonra medyumu
aspire edilip formaldehitle tespit edildikten sonra
ALP boyast ile boyanir. Insan embriyonik kok
hiicrelerinin hiicre i¢i pluripotensi belirtegleri Oct4,
Nanog ve Sox2’dir. Ayrica yiizeylerinde keratan
stilfat antijenleri Tra-1-60, Tra-1-81 ve glikolipit
antijenleri SSEA3, SSEA4 eksprese ederler. Fare
pluripotensi belirtegleri ise Oct4, Nanog, Sox2 ve
SSEA1 antijenleridir.

Farklilasma Testleri (Diferansiyasyon Incele-
mesi): IPK hiicrelerinin pluripotensi testleri
pozitif ise, pluripotensi belirteglerini eksprese ettigi
dogrulanmigsa bir sonraki asamada, embriyoyu
olusturan Ui¢ germ tabakasindan kaynaklanan
dokulara farklhilagtiginin  gosterilmesi  gerekir.
Bunun igin in vitro ve in vivo farklilagma testleri
yapilir. In vitro farklilagma testi igin Embriyoid
cisim olugturma testi yapilir. In vivo farklilagma
testi icin IPK hiicreleri agir kombine immiin
yetmezlik (SCID) olan farelere deri alt1 veya kas igi
olarak enjekte edilir. Pluripotent karakterde olan
hiicreler enjeksiyon yerinde ¢ogalmaya baslar ve tig
germ tabakasindan kaynaklanan dokular1 olusturur.
Enjeksiyon yerinde 2-3 ay icerisinde olusan teratom
dokusu histolojik boyama ile incelenir.

Genomik IPK Karakterizasyonu: DNA fingerp-
rinting ve DNA metilasyon analizleri yapilir.

- Karyotip Incelemesi: Kromozomal anomalilerin
aragtirilmasi i¢in yapilir. G-banding islemi i¢in
hiicre bolinmesi metafaz sathasinda durdurulur,
giemsa ile boyanir ve 151tk mikroskobunda incelemesi
yapilir.

Mikrobiyolojik Inceleme: IPK kiiltiir plaklart
i¢in rutin Mikoplazma kontrol testlerinin ve gram
pozitif ve negatif bakteri testlerinin ilgili etkenlerine
kars1 periyodik olarak yapilmasi gerekir. Bu amagla
ilk 6nce morfolojik inceleme, karyotipleme, alkalen
fosfataz ve DAPI ile boyama testlerinin yapilmast
daha sonra farklilasma icin akim sitometrik analiz
ve ortam kontrolii icin mikrobiyolojik testlerin
yapilmasi gerekir (32).

D) IPK Hiicrelerin Baglica Kullanim Alanlar

IPK hiicrelerini bilimsel caligmalarda ve hiicresel
tedavi arastirmalarinda kullanilabilecek ti¢ temel alan
bulunmaktadir. Bunlar insan hastalik modellenmesi,
rejeneratif tip ¢aligmalari ve ilag arastirmalaridir (Sekil 2)
(33).

IPK hiicrelerin bashca
kullanim alanlari
1
I T 1
iPK Hastalik Modeli Rejeneratif tipta IPK Ilag gelistirme
kullanimi calismalar:
I | Sikle cell Tlag
e b anemia arastirmalari
| e | Miyokard Toksisite
ADA eksikligi enfarktiisii testleri
. Spinal kord
(ks yaralanmasi
Muscular
— ALS — distrofi
Gaucher Parkinson .
— hastalig — hastalig1 Sekil 2. Indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerin kullanim alanlari.
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Hasta Spesifik IPK Hastalik Modellemesi

Bircok genetik hastalikta bilimsel aragtirmalarda
kullanilacak insan kaynakli deneysel materyal eldesi
konusunda bir¢ok tilkede etik kurullar tarafindan kati
kisitlamalar uygulanmaktadir. Dolayistyla yeterli miktarda
ve istenilen zamanda deneysel materyal elde etmek
arastirmalarin 6niindeki en onemli engellerden biridir.
Yeterli miktarda ve uygun zamanda deneysel orneklere
erigebilmek bir aragtirmaci igin biiyiik bir avantajdir. IPK
hiicreler bu sorunlarin iistesinden gelmede bagvurulacak
onemli bir argiiman haline gelmektedir. Beraberinde
hastaliklara 6zgii deneysel modeller ve hasta spesifik IPK
hiicreler iiretilebilmektedir. Ayrica deneysel ¢aligmalarda
kullanabilecegimiz hiicre hatlar1 da elde edilebilmektedir.
Bugiin bircok hastalik modelinin [PK kok hiicre
modelleri elde edilmistir (34). Bu hastaliklar icerisinde
Amyotrofik lateral skleroz (ALS), Spinal muskular atrofi,
Parkinson hastaligi, Talasemi, Rett sendromu, Adenozin
deaminaz eksikligi, Gaucher hastaligi, Duchen muskuler
distrofi, Becker muskuler distrofi, Hantington hastalig,
Tip 1 DM, Down sendromu, Lesch Nyhan sendromu
sayilabilir. Hastalik modelleri hastaligin patogenezinin
aragtirlmasinda ve tedaviye yonelik ilag gelistirme
caligmalarina yardimer olmaktadir (35).

Rejeneratif Tipta IPK Kullanim1

Immiin rejeksiyon sorunu, organ transplantasyonu
ve hiicresel tedavinin oniindeki en 6énemli sorundur. Bu
sorunu ¢ézmede kullanilan immiin baskilayic ilaglar ise
hastalarda ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Hasta
spesifik elde edilmis IPK hiicrelerden farklilagma ile elde
edilecek hiicre ve dokular, hasta ile ayn1 HLA doku antijeni
tasidigindan doku reddi problemi olmamaktadir.

Mutasyonlara bagl olugan tek gen hastaliklari IPK
hiicreleri kullanilarak tedavi edilebilmektedir. Hasta
spesifik elde edilen IPK hiicrelerde gen hedefleme ile
mutasyon diizeltilebilmektedir. IPK hiicreler hedef
hiicrelere farklilagtirildiktan sonra hastalik bolgesine
nakledilerek hatali hiicrelerin gorevini yapabilmekte ve
hastalik bulgularinin ortadan kalkmasi hedeflenmektedir.
Rejeneratif tipta ana hedef, IPK hiicreleri kullanarak
hastalara nakledilecek edilecek hiicre ve dokular: yapay
olarak elde etmektir. Bu hedefi sinirlayan bir¢ok etken
vardir. Bunlardan baslicalar giivenli ve etkin IPK hiicre
elde etme tekniklerinin hentiz yeterince gelismemis
olmasidir.

Hanna ve ark. (36) fare modelini kullanarak orak
hiicreli (sickle cell) anemide bulgular: ortadan kaldirip
hastalig1 tedavi etmislerdir.

Genetik mutasyonu dizeltilmis ve duzeltilmemis
KGH hasta kaynakli [PK hiicrelerinden hematopoetik
farkhilasma teknigi ile CD34+ ve CD45+ hematopoetik
kokprogenitor hiicreler elde edilmistir. Bu iki grup hiicre
serisinden de notrofil, monosit ve makrofaj hiicreleri
elde edilmistir. Genetik bozuklugu diizeltiimis KGH IPK
hticrelerinden elde edilen n6trofil, monosit ve makrofajlara
phorbol myristate acetate (PMA) uyarimi sonrasi
dihydrorhodamine (DHR) testi ile fonksiyonel analiz
yapilmis ve nétrofil fonksiyonunun normale dondiigi
gosterilmistir. Bu calisma ile IPK hiicrelerinden genetik
diizeltme sonucu fonksiyonel olgun nétrofil, monosit ve
makrofaj elde edilebildigi gosterilmigtir (37).

Wang ve ark. (38) deneysel astim modeli olan
fareleri alum-adsorbed ovalbbumin (OVA) aerosoli ile
duyarhlastirmis daha sonrada damar i¢i IPK hiicreleri ile
tedavi uygulamislardir. Dért haftalik uygulama sonunda
serum allerjen spesifik IgG, 1gG1, igG2a ve IgE antikor
diizeylerinde kontrol grubuna goére belirgin bir azalma
tespit etmislerdir. Bronko alveolar lavaj sivisindaki (BALS)
eosinofil ve nétrofil hiicre sayilarmin kontrol grubuna
gore belirgin sekilde az oldugu oSl¢ctlmistiir. Calismada
ayrica dalak ve BALS’daki interferon (IFN)-y, interlokin
(IL)-4 ve IL-5 diizeyleri belirgin sekilde az, IL-10 diizeyleri
ise yitksek bulunmustur. Bu ¢alisma damar i¢i IPK
uygulamasinin sistemik allerjik cevabi azalttigini ve artmis
havayolu cevabini azalttigini gostermistir.

Ogulur ve ark. (39) benzer astim modeli farede IPK ve
EK hiicrelerini nasal yoldan uyguladiklari caligmada distal
ve proksimal havayolu patolojisinin kontrol grubuna gére
belirgin sekilde azaldigini gostermistir.

Dendritikhiicreler (DH) potentantijen sunum hiicreleri
olup, antitiimoral immiin yanit baslatilmasinda kritik rolii
vardir. Bagta akciger ve meme kanseri olmak tizere bircok
kanser hastasinda DH kullanilarak yapilan kanser agilar1 ile
tedavi uygulamalar1 yapilmaktadir. DH periferik monosit
hiicrelerinden lokoferez ile elde edilmektedir. Bu ise hem
zaman alic1 hem de pahali bir yéntemdir. Bunun yani sira
kanser hasta DH yetersiz ve bozuk fonksiyonlu olmasi diger
bir problemdir. Son yillarda IPK hiicrelerden elde edilen
DH bu olumsuzluklarin tstesinden gelmekte ve otolog
DH eldesi i¢in alternatif bir kaynak olusturabilmektedir.
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Iwamaoto ve ark. [PK hiicrelerinden elde ettikleri DH ile
kemik iligi kaynakli DH mukayese ¢aligmas: yapmuslardir.
Calismada antijen sunum kapasitesi ve migrasyon
kapasitesini denk bulmuglardir. Gelistirilen DH agisinin
terapotik etkin oldugunu bulmuslardir (40).

Isitme kayiplarinin en onemli sebeplerinden biri
de i¢ kulakta bulunan tiiylii hiicrelerin geri doniissiiz
kayb1 ile karakterize sensorinoral igitme kaybidir. IPK
hiicreler kullanilarak sensérindral isitme kaybina bir
¢6ziim bulunmasi amaciyla yogun arastirmalar devam
etmektedir. Bu amagla 6zellikle ilag toksisitesine baglh
olarak gelisen isitme kaybinda tedavi amaciyla tiylii
hiicrelerin IPK hiicre kullanilarak elde etme arastirmalari
devam etmektedir (41).

fla¢ Gelistirme Calismalar1

[lag gelistirme caligmalarinda yeni gelistirilen
bir molekiliin tedavi etkinliginin ve yan etkilerinin
aragtirilmas1  gerekir. Bu c¢alismalar icin genellikle
laboratuvarda fare, kopek ve domuz gibi uygun
hayvanlarla deneyler yapilmaktadir. Bu ¢alismalar hem
pahali hem de hayvanlar ve insanlar arasinda biyolojik
ve fizyolojik farkliliklar olmasi sebebi ile standardize
edilmesinde zorluklar vardir. Bu nedenle hayvan deneyleri
oncesinde IPK hiicre caligmalari, hedefin daha dogru
secilmesi ve hayvan deneylerindeki gereksiz tekrarlarin
onlenmesini saglayabilir. Gelistirilen hasta ve hastalik
spesifik IPK hiicreler yeni ilag test ve calismalarini hem
kolaylagtirmakta, hem de farmakolojik ve toksikolojik
¢alismalar1 hizlandirmaktadir (42).

SONUC

EK hiicre, pgEK hiicre ve IPK hiicre; pluripotent
karakterli hiicreler olup viicudun {i¢ germ tabakasindaki
hiicrelere farklilagabilme yetenegindeki hiicrelerdir. Bu
sebeple hiicresel tedavilerde, ilag gelistirme ¢aligmalarinda
ve hastalik modelleme ¢alismalarinda tercih edilmektedir.
ES hiicre elde edilmesinde olusan etik sinirlamalar
nedeniyle alternatif pluripotent hiicre kaynagi olarak
somatik hiicre niikleer transferi ile embriyo olusturularak
olusan blastosisten EK hiicre elde edilmistir.

Bu konuda etik ve politik sakincalar1 ortadan kaldiran
diger bir yontem ise pgEK hiicre yontemidir. Bu yontemde,
kendiliginden aktive edilen oositten uniparental embriyo
elde edilir. Bu embriyo blastosisti kullanilarak EK hiicre
elde edilir. Bir bagka yontem, somatik hiicrelere gen

transfer teknigi ile pluripotent karakterli IPK hiicre elde
edilmesidir. Bu yontemde embriyoya miidahale sonucu
embriyonun parcalanmasi ve hiicre klonlanmasi islemi
yoktur. Dolayist ile etik ve politik sakincalar1 tamamen
ortadan kaldirmaktadir. Bu yontem ile kisiye 6zel
pluripotent hiicre elde edilmekte ancak heniiz standardize
edilememistir.

Pluripotent karakterli farkli hicreler ile hiicresel
tedavi ve rejeneratif tip ¢aligmalari biiytik bir hizla devam
etmektedir. Bu yazimizla bu konudaki ¢alismalara yonelik
bilim c¢evrelerinde bir farkindalik olusturmak temel
amacimizdir.
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