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Indiiklenmis pluripotent kok hticreler
(IPKH)

Farklilasmis somatik hicrelerin  belirli
transkripsiyon faktorleri araciligiyla yeniden
programlanarak embriyonik koék hicrelere
benzer  bir  pluripotent duruma  geri
dondirilmesiyle elde edilen hicrelerdir.




* Fare fibroblastlarindan elde edilen fare IPK hicreleri ilk olarak 2006 yilinda
Kyoto Universitesi'ndeki Yamanaka laboratuvari tarafindan bildirilmistir.

« Insan iPK htcreleri ilk olarak 2007 sonlarinda Yamanaka ve arkadaslar
tarafindan Insan fibroblastlarindan bagimsiz olarak tiretilmistir.

e 2012 Nobel T1p Odiilu Sir John B.Gurdon ile Shinya Yamanaka’ya verilmistir.
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" A minimal set of reprogramming factors identified |

Mouse iPSCs (Takahashi & Yamanaka, 2006)
Oct4, Sox2, KIf4, Myc
Human iPSCs (Takahashi & Yamanaka, 2007)
OCT4, SOX2, KLF4, MYC

Human iPSCs (Yu & Thomson, 2007)
0CT4, SOX2, NANOG, LIN28

IPSC
Teknolojisinin
Gelistirilmesi



« Takahashi ve Yamanaka’nin gelistirdigi bu teknikte,
embriyonik kok hiicre karakterinin olusumu tizerinde rol
oynadig1 distiniilen 24 gen secilmis, ve bu aday genlerden
4 tanesinin hem fare hem de insan somatik hiicrelerindeki
ektopik ekspresyonu ile farklilasmus, hiicrelerin pluripotent
ozellik kazandig1 goralmiistir.

Bu bulusun ardindan, aralarinda fare, insan, sican, tavsan,
kopek, domuz ve primatlarin da bulundugu bir¢ok farkli
organizmadan elde edilen terminal farklilasmasini
tamamlamus, hiicrelerin gen ifadesinin degistirilmesi ile IPK
hiicrelere dontisebildigi gosterilmistir.

Sonraki calismalar, kullanilan transkripsiyon faktorlerinin
(Oct-4, Sox-2, KIf-4, c-Myc) sayisinin azaltilmasi,
onkojenik karakterdeki transkripsiyon faktorlerinin (KIf-4
ve c-Myc) kullaniminin smirlandirilmasi ile bu faktorlerin
hiicreye transfer edilme metodunun degistirilerek IPK
hiicrelere viral genomun entegrasyon riskinin azaltilmasi
yoniinde olmustur.

Somatik insan hiicre 6rnegi

—

Yeniden programlama faktorleri:
Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc.
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 IPK hiicrelerin iiretiminde simdiye kadar lentiviral, retroviral, epizomal vektorler, entegre

olmayan adeno ve sendai virisleri, piggyBac transpozon sistemleri, plazmit, kiiciik kimyasal
bilesenler, rekombinant proteinler kullanilmis ve olusturulan tim hiicrelerin kullanilan metot
farkliliklarina bakilmaksizin embriyonik hiicre karakteri kazandiklar1 gosterilmistir.

« Yamanaka’nin belirledigi 4 transkripsiyon faktoru® disinda, Nanog ve Lin28 de insan ve fare
hiicrelerinin yeniden programlanmasi sirasinda kullanilmuistir.

« Bu faktorlerden Oct-4, Sox-2 ve Nanog zaten embriyo ve embriyonik kok hiicrelerdeki
pluripotent 6zelligin saglanmasi icin tretilen proteinleri kodlarlar .

Yeniden programlama faktérleri

Somatik hiicreler Indiklenmis pluripotent hiicreler

-Sinirli gogalma kapasitesi -Pluripotent, kendi kendini yenileyebilme
-X-kromozom inaktivasyonu -X-kromozom aktivasyonu

-Dokuya 6zgu hucre morfolojisi -Blyuk cekirdek, dar sitoplazma

-Aktif G1 hicre bélinmesi kontrol noktasi -G1 hlcre bélinmesi kontrol noktasinin inaktivasyonu



 c-Myc ve KIf-4’iin yeniden programlama
sirasinda hiicre cogalmasi ile senesens ve
apoptoz arasindaki dengeyi sagladig1 ve
Oct-4 ile Sox-2’nin kontrol ettikleri gen
gruplarim  baskilamalar1 ya da aktive
etmelerine yardimect,

* KIf-4 ve c-Myc’nin embriyonik kok hiicre
fenotipinin olusumuna katkida
bulunmalarinin yaninda o6zellikle timor
hiicrelerinde yogun bir sekilde eksprese
edildiklert,

« Ancak onkojenik potansiyelleri olan bu
IKI  transkripsiyon faktoriiniin  yerine
Lin28 ve Nanog’un kullanimi ile de IPK
hiicrelerin olusturulabildigi bilinmektedir.
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* Nanog EKH’lerde kok hiicre olarak
kalma @zelh%_ml ve pluripotent
ozelligini  etkileyen onemli  bir
faktordir.

* Yapilan Ifalﬁmal_arda Na_no[% geni
hasarli EKH’lerin kendi Kkendini
yenileme ozelligini kaybettigi ve
ektraembriyonik = doku “hiicrelerine
farklilastig1 goralmiistiir.

* Lin-28 erken embriyonik dénemde
Ifade edilen proteindir ve EKH’lerin
Isaretleyicisi olarak da
kullaniimaktadar.

Genome instability - % "W, Epigenetic aberratio
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i i P K hﬁcre ﬁreti m i n i n etki n I igi y kullanllan 1. Grow isolated cells from

transkripsiyon faktorlerine ve teknige gore < patients in a dish
deglsmEKtedll’ N : (skin or fibroblasts)

* Ornegin; ozellikle Nanog ve Oct-4’in e 2. Treat cells with
aktivasyonu ve  kontrol ettikleri %en Ergafur, Tepromming fector
ekspresyonu  sonrasinda  olusturulan IPK Sy
hiicrelerin, embriyonik kok hiicrelere hem
epigenetik  profilleri hem de farklilasma - W
potansiyelleri agisindan daha c¢ok benzedikleri 4. Pluripotent 5 Stimulate colls o differentiate
gorUImustur . stem cels (é;g)) . into a variety of cells by

, b) changing cultural conditions

* Bu durum, her transkripsiyon faktoru'tarafindan
kontrol edilen alternatif molekiiler
mekanizmalarin ekirdegin yeniden

rogramlanmasini _sagladigr ya da kullanilan
aktorlerin  Dbirbirine enzer  etkilerinin
pluripotent 6zelligin kazanilmasinda rol aldigini
dusun durmEKted II. miscecels Gut cells

Cardiac
Blood cells



 Fare ve Insan embriyonik kok hiicrelerinin pluripotent 6zelligini saglayan
mekanizmalar birbirinden c¢ok farkli oldugu bilinse de, fare ve insan
somatik hiicrelerinin yeniden programlanmasinda kullanilan transkripsiyon
faktorleri ve yontemler pluripotent 6zelligin ortak bir mekanizma ile kontrol
edildigi fikrini giindeme getirmistir.

* Bugiine kadar IPK hiicre iiretiminde umut vadeden gelismeler olsa da,
somatik hiicrelere embriyonik karakter kazandirilmasi ve bu hiicrelerin
yonlendirilmis, farklilastirilmas: halen c¢cok yeni ve olasi hiicre tedavi
uygulamalar1 i¢in gelistirilmesi gereken bir teknoloji gibi goriinmektedir.

 Bu amacla pluripotent o6zelligin ve bu ozelligi kontrol eden sinyal
yolaklarinin 1y1 anlasilmasi gereklidir.



Glnumuzde, c¢ogu somatik hlcrenin tdm bir organizmanin gelisimi i¢in gereken tlm genetik bilgiyi
barindirdig1, fenotipik c¢esitliligin ise her hicredeki gen ifade potansiyelini tanimlayan epigenetik
mekanizmalar tarafindan saglandig iyi bilinmektedir.
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«John Gurdon

*Kurbaga hiicresinde
cekirdek transferi
deneyleriyle
farklilagmis hiicre
cekirdeginin
embriyonik gelisimi
yonlendirebildigini
gOsterdi. Bu, hiicresel
farklilagmanin geri
dondiiriilebileceginin
ilk kanitiydi.

IPSC Teknolojisinin Gelistirilmesi

1962 2006 2007 2012 2014 2020'ler

*Fare iPSC’lerinin
Elde Edilmesi
(Yamanaka)

*Fare fibroblastlarina
dort transkripsiyon
faktorinln (Oct3/4,
Sox2, Klf4, c-Myc —
OSKM)
aktarilmasiyla
indiiklenmis
pluripotent kok
hicreler Gretildi.

*Insan iPSC’lerinin
Uretimi (Yamanaka
& Thomson)

*insan
fibroblastlarindan
IPSC Uretimi
basarildi. Embriyonik
kok hicrelere etik bir
alternatif olusturdu.

*Nobel Odulii [

«John Gurdon ve
Shinya Yamanaka,
hiicresel yeniden
programlama
konusundaki 6nct
calismalar1 nedeniyle
Nobel Fizyoloji veya
Tip Odiili’nu
kazandilar.

[k Klinik
Uygulama
(Japonya)
*IPSC kaynakli retina
hicreleriyle ilk klinik
tedavi
gergeklestirildi.

*2020’ler — Yeni
Teknolojiler

*iPSC teknolojisi
CRISPR gen
diizenleme, organoid
sistemleri ve “naive
IPSC”
yaklasimlariyla
birleserek ileri diizey
modelleme ve
terapotik
uygulamalara zemin
hazirladi.
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IPSC

Olusumunun
Temel Mantigi

/-\

IPSC olusumunun temel mantigi,
farklilasmis  bir  somatik  hicrenin
embriyonik benzeri bir duruma geri
donddurilmesi, yani hicresel kaderin
yeniden programlanmasidir.
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Bu surecte;

Somatik hicrelere belirli transkripsiyon faktorleri (OSKM: Oct4, Sox2, Klf4, c-
Myc) aktarilir.

Bu faktorler, hiicredeki somatik gen ifadelerini baskilar ve pluripotensiye 6zgu
genleri yeniden aktive eder.

Hiicre ¢ekirdegindeki epigenetik 1saretler ve kromatin yapisi yeniden diizenlenir.

Sonugta htcre, pluripotent kok hiicre 6zelliklerini yeniden kazanir; yani farkl
hiicre tiplerine dontisebilme kapasitesine sahip hale gelir.
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IPSC Olusum Siirecindeki Temel Molekiiler Mekanizmalar

4. Mezensimal—

Epitelyal Gegis 5. Hucresel Yeniden

(MET) Yapilanma
« Somatik genlerin  Histon » Erken (stokastik)  Fibroblastlarda » Sinyal yollarinin
baskilanmasi, modifikasyonlari Ve gec epitel fenotipe yeniden
pluripotensi ve DNA (deterministik) gecis, pluripotensi diizenlenmesi.
genlerinin metilasyon evrelerle kazaniminda kritik
acilmasi. desenlerinin pluripotent agin basamak.
degismesi — kurulmasi.

kromatin agilmasi.



iPSC Uretim Ydntemleri

Retroviral/Lentiviral

Ylksek verim, kolay uygulanabilir

Sinmirhiliklar / Riskler

Genetik entegrasyon — mutasyon / timor riski

Sendai virtst, Adenoviris

Plazmid (Episomal)

Klinik uygulamalar i¢in gtvenli

Ucuz, entegrasyon riski yok

Genetik entegrasyon yok, Maliyetli, stire¢ daha
uzun olabilir

Verim diisiiktiir, tekrarlama gerekebilir

MRNA / Protein

Kimyasal Reprogramlama

Genetik degisiklik yok, giivenli

Genetik materyal kullanilmaz, mutasyon riski
distktiir

Teknik olarak hassas, tekrarli uygulama
gerekebilir

Verim diisiik, siire¢ uzun

Kombine Yontemler

Verimi artirma, riski azaltma potansiyeli

Karmasik stirecler
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IPSC Turevh
Modeller

2D
kaltar:
Temel
deneyler,
ilac

taramalari

Organ-on-a-chip:
Mikroakiskan
sistemlerle

fizyolojik ortam
taklidi

Organoid:

3B kendi
kendine
organize
dokular

Ko-kultdr: Hiicre-
hiicre etkilesimleri
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Insan iPSC Tabanh Hastahk
Modellemesi

 [Ik olarak, iPSC'ler bireysel hastalardan

Reprogramming

tiretilir ve CRIPSR-Cas9 gibi gen oo Py
dizenleme  teknolojileri  kullanilarak et gl CT——
izogenik kontroller olusturulur. 1 ——
Patient ’ g8 88\’ 88 88\
« iPSC'ler daha sonra sinir hicreleri gibi
belirli hicre tiplerine farklilastirilir ve elde Personalized ‘ Diferentiating o
edilen hiicreler, hastaliga 6zgii fenotipleri medicne B
belirlemek icin incelenir. = el Gt el
 Bu fenotiplerin  molekuler  dlzeyde E_ — 'R Haematopojeric cels
arastirilmasi, yeni patolojik mekanizmalarin
tanimlanmasina olanak taniyarak ila¢ kesfi Identifying L |\ ) J Characterizing
ve kisisellestirilmis tip i¢in firsatlar sunar. torgers [ H e dsease phenctypes
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AUTOLOGOUS CELL THERAPY

Quality control

‘ Transplantation
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_
AXD
Ready for Gene correction or
transplantation Cellular product CAR transduction
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A
Low Cytotoxic T cell
immunogenicity
B2M KO = 8
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i Others a W
Genetic engineering [ & ~O
Universal Gene correction
Universal donor donor iPSCs or CAR transduction
ALLOGENEIC CELL THERAPY

VALY
N

Large pool of recipients

Transplantation
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Off-the-shelf

N

Lce"ular pro«:luctJ

Preservation

Differentiation
Quality control

Cellular product
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Klinik Uygulamalar ve Arastirma Alanlari

Somatik hiicre Transfer metodu
DerKearla:li:roc;C"ee ?tlar Viral vektorier
Periferik kan hacresi Ep'z°g:z't‘;'zzm'd

Kemik iligi mezenkimal hiucreleri :
Adi doku k&k hacreleri TEMETRA
5 =; sl Klacuk molekdller

Embryonik fibroblastiar

€ )

Hucre ve Doku Replasman Tedavileri Yeniden programlama
CNANOCGS) ((e-MYC )

Hastalik Modelleri (geri doniisiimsiiz Crra) Csox2)

hiicre hasarlarinin olustugu biitiin . mzs ) oond ) -

hastalik modellerinde) =t e E——— :"“’ <

Ila(; KCSﬁ ve Toksisite Testleri indiuklenmis pluripotent hiicreler

Organoid Teknolojileri ‘

Kisiye 0zel tedaviler S I T

Hacre tedavisi
Hastahik modeli olusturma

llag taramasi ve toksisite testleri
Hastaya ozel tedavi
Pluripotent ozelligin mekanizmas:
T ~
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* Genetik ve epigenetik  stabilite \

sorunlari

» Timorlesme potansiyeli (0zellikle c-
Myc kullanimi sonrasi)

» Diistiik verimlilik ve standart eksikligi

» Hedef hicre tipine tam farklilasmada
zorluklar

 Klinik uygulamalarda regtlasyon ve
maliyet engelleri
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Ozet

1PSC = somatik hucrelerin yeniden
programlanmasi

Temel bilesenler: OSKM faktorleri +
epigenetik yeniden dizenleme

Kullanim alanlari: Rejeneratif tip, hastalik

modelleme, 1la¢ gelistirme

Sinirliliklar: guvenlik, standardizasyon,
verimlilik

Gelecek: 1PSC + CRISPR + organoid -
kisisellestirilmis tip ve doku muihendisligi
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