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Ozet

Insan kok hiicresi kendine benzeyen hiicreler olusturabilen ve farklilasma potansiyeline sahip
ozellikte hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler farli hiicre tiplerine doniisebildigi icin kok hiicre
biyolojisinde ve rejeneratif tipta paha bicilmez bir aragtir. Yeni gelisen gen teknolojileri ile
Okaryot hiicreye gen aktarimi miimkiindlir. Bu teknolojiler ile hiicrede istenilen genlerin
aktiflenmesi veya susturulmasi olasidir. Uygun ortam saglandiginda normalde kapali olan bazi
genlerin aktif formlarinin hiicre ¢ekirdegine aktarilmasi ile farklanmig bir insan hiicresinden
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler elde edilmektedir. Bilindigi gibi, “small interference RNA”
ve “micro RNA” lar hiicrede gen fonksiyonlarini diizenlerler. Bu molekiiller 6karyot hiicrede gen
susturulmasi amaci ile genellikle viral ve viral olmayan metodlar ile aktarilarak kullanilirlar. Gen
susturulmas1 teknolojisi, embriyonik kok hiicre veya indiiklenmis pluripotent kdk hiicrelerin
istenilen yonde ornegin bir néron, pankreas veya kalp hiicresi yoniinde farklanmasinda énemli bir
aractir. Tim bu gelismeler bize doku miihendisligi alaninda hasta bazli rejeneratif tip
uygulamalarinin yapilabilecegini, kisiye 6zgii doku ve organ temininin miimkiin olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar sézciikler: Embriyonal kdk hiicre, indiiklenmis pluripotent kok hiicre, si RNA, mi RNA,
rejeneratif tip, gen transferi

Abstract

Human stem cell is a kind of special cell type which has self renewal capasity and differentiation
potential. Embriyonic stem cells are an invaluable tool for stem cell biology and regenerative
medicine as they have the capacity to differentiate into various functional cells. With the new gene
technologies improved in recent years, it is possible to transfer a gene into a eukaryote cell. A
desired gene can be activated or silenced via these technologies. In an appropriate condition, a
differentiated human cell can be transformed into induced pluripotent stem cell by transforming
the active form of some genes into the cell nucleus which are normally in inactivated form. As
known, small interference RNA and micro RNA’s regulate the gene function in the cell. These
molecules are generally transfected to eukaryote cells for gene silencing by using viral and non-
viral transfection methodologies. Gene silencing technology is an important tool to drive induced
pluripotent stem cell into a desired pathway becoming a differentiated neuronal cell, a pancreatic
cell or a cardiac cell. These improvements may represent us a possibility of regeneration therapy
applications in the future. This technology may provide us tissue and organ requirement in
personal based conditions.
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Giris

Insan kok hiicreleri (Stem cell) kendine benzeyen hiicreler yapabilen (self-renewal) ve
farklilagma (differantiation) potansiyeline sahip olan hiicrelerdir. Farklanma durumlarina
gore kok hiicreler totipotent, pluripotent ve multipotent olarak ii¢ ana grupta incelenir.
Totipotent kok hiicre grubunda yer alan embriyonal kok hiicreler bir canliy1
olusturabilecek ektodermal, endodermal ve mezodermal germ yapraklarina ait hiicreleri
olusturabilirler. Embriyonal déonemden sona gdzlenen pluripotent ve multipotent yapidaki
kok hiicreler yeni bir canliyt olusturabilme yetenegi olmayan kok hiicrelerdir.
Organizmada rezerv olarak tutulur ve organizmanin gereksinimi olan hiicre hatlarinin
yapmmini  saglar. Ornegin bu grup icinde yer alan hematopoetik kok hiicreler
organizmanin ihtiyact olan tim kan hiicrelerini yapar. Deneysel ortamda uygun olarak
yonlendirildiginde tamir dokusu olusturabilir [1-3]. Bu yonii ile kok hiicre calismalari
gelisimsel biyoloji, hiicre temelli gen tedavisi ve rejeneratif tipta kullanim alani
bulmaktadir [4].

Embriyonal kok hiicreden yeni bir canli olusturulabildigi icin tiim diinyada insan
embriyonal kok hiicre calismalar1 kontrol altina alinmaktadir. Embriyonal doénemde
bircok mekanizmanin ve etkilenen genlerin ortak olmasi nedeni ile bu konuda ¢alisan
bilim adamlar1 genellikle fare veya rat gibi hayvan kokenli ¢aligmalara yonelmektedir [1].

Bilindigi gibi en iyi embriyonal kok hiicre zigottur. Ozellikle rejeneratif tip alaninda
embriyonal kok hiicre elde etme asamasinda eriskin bir bireyin zigotuna erismek miimkiin
olmadigi i¢in farklanmig hiicre modellerinden kok hiicre olusturulmaya ¢aligilmaktadir.
Bu konuda ilk ¢aligma Takahashi ve ark. [6] tarafindan 2006 yilinda yapilmistir. Bu
calismada fare embriyonik fibroblastlar1 ve eriskin fare kuyruk fibroblastlarinda Oct %4,
Sox 2, Nanog, c-myc ve KIf 4 gibi transkripsiyon faktorleri kullanilarak embriyonal kok
hiicre benzeri hiicreler elde edilmistir. Elde edilen hiicreler bire bir embriyonal kdk hiicre
olmasa da bircok Ozellikleri agisindan embriyonal kok hiicreye benzemektedir.
Giinlimiizde bu hiicreler indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (Induced Pluripotent Stem
Cell-IPSC) adimi almaktadir. Bu ¢alismada kok hiicre olusumunda ve devamliliginda
(steamness) onemli olan ve eriskin donemde kapatilan genlerin yerine disarindan gen
transfeksiyon yontemleri ile dogrudan niikleer gen transferi yapilarak “IPSC” hiicreler
elde edilmistir [5, 6]. Bir yil sonra eriskin insan hiicrelerinden insan IPSC hiicresi yine
ayni grup tarafindan elde edilmistir. Bu ¢aligsmalar sonucunda farklansa bile bir hiicrenin
kok hiicre haline donebilecegini deneysel olarak ortaya konmaktadir [7].

Aslinda bilindigi gibi teratoma insan organizmasinda ektoderm, endoderm ve mezodermi
olusturabilen yapidir. Bu durum teratomun kdken aldigi hiicre yapisini embriyonal kdk
hiicre benzeri yapiya degistirdiginin kanitidir. Giiniimiizde kanserin ya koken aldigi
hiicreyi kok hiicre formatina doniistiirerek ya da dogrudan kok hiicre yapisindan gelistigi
ileri stiriilmektedir. Kanser kok hiicresi diger normal kok hiicreden farkli olarak
kontrolsiiz bir ¢cogalma ile kanseri olusturmaktadir [8, 9]. “IPSC” ¢aligmalar kanser kok
hiicresinden farkli olarak kontrollii bir sekilde organizmadaki farklanmis bir hiicreden
kok hiicre olusturma c¢abalarina Onciidiir. Gelecekte “IPSC” caligmalari ile kisinin
gereksinimi olan organ yapilmasinin onii agilabilecektir. Hastalik mekanizmalari, ilag
etkilesimleri ve toksisitesini daha iyi anlayabilecegimiz deneysel bazli calismalar IPSC
teknolojisi ile miimkiin olabilecektir [7].

Tipta devrim yaratabilecek bir bulus olan IPSC teknolojisi gliniimiizde gelismis viral gen
transfeksiyon deneyleri sonucunda hiicre igine Oct %, Sox 2, Nanog, c-myc ve KIf 4
genlerinin aktarilmast ile miimkiin olmustur. Gen aktariminda retroviral vektorler
kullanilmis, hiicre niikleusuna transfer olan genlerin fonksiyon géstermesi sonucu erigskin
hiicre embriyonel kok hiicre benzeri ozellik kazanmistir [2, 6]. Ancak yine de bu
calismalar 6n ¢alisma niteligindedir. “IPSC” lerin elde edilmesi alaninda 6nemli olan Oct
3/4 Sox 2, Nanog, c-myc, KIf 4 genler ayn1 zamanda kok hiicrenin farklilasmadan
devamliligimi saglayan genlerdir. Bu genler farklilagma evresinde kapatilarak hiicre
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farklanmasi saglanir ve buna bagli farkli doku ve organ gelisimi saglanir. Bu nedenle
hiicre farklanmasinda 6nemli olan bu genlerin kontrol edilmesi, gen ekspresyonunun
saglanmasi veya durdurulmasi hiicre fonksiyonlarinin kontrolii veya bir rejeneratif tip
uygulamasi igin ¢ok onemlidir [6]. Glinlimiizde “IPSC” lerinin olusumunda aktive edilen
c-myc onkogeni kanser olusumunu tetiklemesi yoniinden dnemli bir tehlikedir. “IPSC”
olugmasi asamasinda hiicreye aktarilan c-myc geni normalde eriskinde protoonkogen
halinde inaktif bir formda bulunmakta olup, bu genin aktivasyonu ile tanimlanmis birgok
kanser vardir [10]. Giiniimiizde ¢alismalar c-myc geni aktarimi olmadan “IPSC” elde
etme {lizerine yogunlagmakta, farkli genlerin aktive edilmesi veya susturulmasi (gene
silencing) ile hiicresel bazda olan degisiklikler takip edilerek hiicre fonksiyonlari
anlasilmaya ¢aligilmaktadir [7].

Gilinlimiizde 6karyot hiicreye viral vektor ile gen aktariminin yaninda viral olmayan gen
aktarimi c¢aligmalar1 hiz kazanmustir. Viral olmayan gen aktariminda daha kiiciik
molekiillerin hiicre igine gonderilmesi amaclanir. Bu amagla ilk kullanilan yéntemlerden
olan elektroporasyon giiniimiizde daha da gelistirilerek “nucleofection” teknolojisi adi
altinda yaygin kullanim alani1 bulmustur. “Nucleofection” yonteminde ise elektroporasyon
ile istenilen geni tasiyan plazmid vektor dkaryot hiicreye aktarilir. Bir diger yontem ise
lipozom ile gen tranferinin yapilmasidir. Lipozom bilindigi gibi fosfolipid ¢ift sirali yap1
olup, hiicre membranini olusturan asil yapi1 benzeridir. Lipozom kokenli yontem ve
“nucleofection” yontemi Okaryot hiicrede gen kontrolii ve gen sessizlestirilmesinde rolii
olan small interferance RNA-si RNA veya micro RNA-mi RNA’ larin aktarilmasinda
siklikla kullanilmaktadir [11]. Viral vektorler 6zellikle hizla boliinen hiicreleri tercih
ettiginden dolay1 kanser hiicreleri ile olan gen tedavi uygulamalarinda kullanim alani
bulmustur. “nucleofection” yontemi ise 6zellikle boliinmeyen (6rnegin ndral hiicreler)
gen aktariminda 6nemli avantajlar saglamaktadir [12, 13].

Gliniimiizde istenilen genlerin aktive edilmesi kadar, hedeflenen baz1 genlerin
aktivasyonlarinin engellenmesi de énemlidir. Embriyogenez asamasinda embriyonal kok
hiicrenin bagka hiicre tiplerine farklanmasini saglayan mekanizma “IPSC” olusumunda
etkin genlerinin susturulmasi ile baslar [6]. Yukarida tanimlanan okaryot hiicreye gen
aktarim teknolojisi ile 6zellikle si RNA veya mi RNA’larin hiicreye aktarilmasi ile belli
genlerin susturulmasi embriyonal kdk hiicrelerinin istenilen yone farklanmasinin oniinii
acmustir (Sekil 1). Rejeneratif tipta glinlimiizde miyokard enfarktiisii gelismis bir kalp
dokusunun tamirinde bu bdlgeye uygulanan kok hiicrelerin tanimlanan genlerinin
kapatilmasi veya aktive edilmesi ile uygun biiyiime faktorlerinin bulundugu ortamda bir
tamir dokusu veya kilcal damarlanma (angiogenesis) olusturulabilmektedir [14].
Embriyonik kok hiicreler uygun ortamlarda transkripsiyon faktorlerinin yardimi ile
farklanmas1 yonlendirilerek bir¢ok farkli hiicre grubuna dondistiiriilebilirler. Boylece
embriyonal kok hiicre in vitro ortamda ndron, pankreas, karaciger, kalp hiicrelerine
doniistliriilerek tedavi stratejileri i¢in model olusturulabilir. Aym1 zamanda insan
embriyonik kanser hiicrelerinden elde edilen embriyonik kok hiicreler de embriyogenezin
anlasilmas1 caligmalarinda  kullanilmaktadir [15]. Calisilmak istenen genlerin
susturulmasi ancak son yillarda bulunan mi RNA ve si RNA’lar ile giindeme gelmistir.
Bilindigi gibi bu kiiclik RNA molekiilleri hiicrede m RNAya baglanarak degradasyonunu
saglar. Bu da hiicrede o genin bir yonden etkisizlestirilmesi anlamina gelir (Sekil 1) [16,
17]. Si RNA molekiilleri hiicreye aktarildiginda kisa siirede hiicre tarafindan algilanarak
etkisiz hale getirilebilmektedir. Bu nedenle si RNA molekiilii ile gen sessizlesmesi halen
kisa siirelerle miimkiin olmaktadir (Sekil 1). Ozellikle 30 baz gifti iizerinde olan
molekiillerin “interferon response”- interferon cevabi ile baskilandigi bilinmektedir. Bu
nedenle ilk ¢alismalar 30 baz ¢iftinin altinda olan molekiiller kullanilmigtir. Giinliimiizde
bu sorun degredasyona daha dayanikli si RNA molekiilleri olusturularak ¢oziilmeye
calisilmaktadir [18].
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Sekil 1. Hiicreye aktarilan si RNA veya mi RNA’ min hedef m RNA iizerinden gen
susturulmasindaki rolii.

Sonug olarak hiicre molekiiler biyolojisinin anlagilmasi ve gen transfer metodlarinin
gelismesi ile Okaryot hiicreye istenilen genler aktarilabilmekte ve bu yolla genlerin
aktivasyonu ve susturulmasi saglanmaktadir. Farkli hiicre tiplerine doniisebilen kok
hiicrelerin bu sekilde kontrol edilmesi, yonlendirilmesi sonucunda rejenaratif tipta yeni
uygulama alanlar1 karsimiza ¢ikmaktadir. Her yil milyonlarca kisinin iyilesmeyen kronik
yaralardan veya organ yetmezliklerinden kaybedildikleri g6z oniine alindiginda kisiye
0zglin yara tamirinin veya organ yapiminin gerceklestirilmesinin ne kadar onemli
sonuglari olacagi agiktir [19-21].
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