c.isT,
3 4
Jo

* 1253 "

_— T.C.

N

P
¢ \S‘gilsgﬁ

ISTANBUL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZI

HiSTON 3 METILLENMESININ YENIDEN
PROGRAMLANMADAKI ETKIiSINIiN INCELENMESI

Ayyub EBRAHIMI
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Damisman
Prof. Dr. Sule ARI
II. Damisman
Doc. Dr. Tamer T. ONDER

Subat, 2016

ISTANBUL




Bu calisma 04/02/2016 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Molekiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji ve Genetik programinda Doktora Tezi olarak kabul
edilmigtir.

Tez Jiirisi:

ik

Imza
Prof. Dr. Sule ARI (Danigman)
istanbul Universitesi
Fen Fakiiltesi
Imza
Prof. Dr. Nermin GOZUKIRMIZI

Marmara Universitesi istanbul Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Fen Fakiiltesi

Dog. Dr. Y #&’ DEN CIFTCI Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK

Gebze Tekhik Universitesi Istanbul Universitesi

Temel Bilvlet Fakiiltesi Fen Fakiltesi



Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiiriitiicii Sekreterliginin
37178 numaral1 projesi ile desteklenmistir.



ONSOZ

Tez galismam siiresince her tiirlii yardim ve fedakarligi saglayan, bilgi, tecriibe ve giiler
yiizli ile caligmama 1s1k tutan, ayrica bana bu c¢aligmay1 vererek kendimi gelistirmeye
yonelik de birka¢ adim ileride olmami saglayan, danismanlarim Sayimn Prof. Dr. Sule
ARI ve Dog¢. Dr. Tamer ONDER’e, benden desteklerini esirgemeyen ve bu calisma
boyunca tecrilbbe ve giler yiizleriyle ¢alismama 1sik tutan Prof. Dr. Nermin
GOZUKIRMIZI, Prof. Dr. Kadir TURAN, Prof. Dr. Nazli ARDA, Prof. Dr. Filiz
GUREL, Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK, Dog¢. Dr. Yelda OZDEN CIFTCI, Dog.Dr.
Neslihan TURGUT KARA, Yrd. Dr. Tugba BAGCI ONDER ve Yrd. Dr. Nathan
LACK’e, beni cesaretlendiren ve manevi destek saglayan Kog Universitesi, Tip
Fakiiltesi ¢alisan ve Ogrencileri, degerli arkadaslarim Giilben GURHAN, Ahmet
KOCABAY, Kerem FIDAN, Sina MOJTAHEDI, Can AZTEKIN, Deniz UGURLU,
Zeynep KAYA, Burcu OZCIMEN, Duygu PAYZIN, Giilnihal KAVAKLIOGLU, Eda
SUER, Zeynep KAHYA, Ahmet CINGOZ, Filiz SENBABAOGLU, Ezgi KAYA, Nazli
ATAC, Ceren SEREF, Hilal SARAC, Ugur Gatfar ve Istanbul Universitesi, Fen
Fakiiltesi ¢alisan ve dgrencileri, degerli arkadaslarim Deniz GURLE YALCIN, Olcay
SAHIN, Nagihan TOMBUL, Ozgiir CAKIR, Nese AKCAY, Semih EKIMLER, Kaniye
SAHIN, Farinaz JAFARI GHODS, Mohammad HOSSEINI, Sibel YILMAZ, Feyza
TUFAN, Bilgin CANDAR, Sevgi MARAKLI ve Vildan YILDIZ’a, her zaman yanimda
olan ve her konuda beni destekleyen aileme tesekkiirii bir borg bilirim. Bu doktora tez
calismasini, rahmetli dedem Rashid EBRAHIMI anisina ithaf ediyorum.

Bu ¢alisma TUBITAK 212T095 numarali proje ile desteklenmistir.

Subat, 2016 Ayyub EBRAHIMI



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ......ooie e i
ICINDEKILER ...ttt i
SEKIL LISTEST ..ottt sttt Vi
TABLO LISTEST ....oooiiiiiiie sttt iX
SIMGE VE KISALTMA LISTESI ......coooiiiiiiiiiinseesssse e Xi
OZET ....... oo X111
SUMMARY e bbb b bt b et b et et nn et nb e e XV
Lo GERIS ...ttt ettt n s 1
2. GENEL KISIMLAR ...ttt 4
2.1. KOK HUCRELER......ccottmttiiiiitieisisiseiss st 4
P20 B B 0 ) 0 5 L 167 e TS 1 (<) o USRI 5
2.1.1.1. Totipotent K6k HUCIeler ..............ccccoueiiiiiiiiiiiiieiieecees e 6
2.1.1.2 Pluripotent K6k Hiicreler.............ccccocoiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiicic e 6
2.1.1.3. Multipotent Kok Hiicreler ..............ccccooviiiiiiiiiiiiiiii e 9

2.2. KALLUS . ...ttt bbb 10
2.3. KOK HUCRELERIN KULLANIM ALANLARI.......cceoeieeeeeeeeeee e, 11
2.4. YENIDEN PROGRAMLANMA CALISMALARI........cccccccoovvmieerireeeeeeene. 12
2.4.1. Yeniden programlanmada kullanilan hiicre ve doku tipleri.........ccccccocvrnennee. 12
2.4.2. Yeniden programlanmada kullanilan teknikler...........c.cccooeniiiiiiiiiiinnnn, 12
2.4.2.1. Memeli yeniden programlanmasinda kullanilan teknikler..................... 13
2.4.2.2. Bitkilerin yeniden programlanmasinda kullanilan teknikler ................. 13

2.5 EPIGENETIK ....cooviviteieeeee ettt 16
2.5.1. DNA modifikasyonlart..........cccooueviiiiiiiiiiiiiiiccece s 16
2.5.2. Kromatin Modifikasyonlart ...........cccocvoiiiiiiiniiiic e 17
2.5.2.1. Kovalent Histon Modifikasyonlart ..............ccccovvvoiiiiiniiiin 18
2.5.2.2. Kovalent Olmayan Histon Modifikasyonlari...................ccccocouveninnnncns 20

2.6. UPKH OLUSUMU VE KULLANIMI iLE ILGILI SORUNLAR........ccccceoe....... 24
2.6.1. UPKH olusumu ve kullanimi ile ilgili gelismeler............ccococevviiiiiiinniinnnnne 25



2.6.1.1. Yeniden programlanmamn kalite ve verimini arttiran kimyasal

MAAAEIEE ... 25

2.6.1.2. Epigenetik modifikasyon yapan enzimlerin inhibitorleri ....................... 26
2.6.1.3. Kaetosin; H3K9 metil transferaz inhibitorii............cccccooceuviviiniiinnnnnn. 27

3. MALZEME VE YONTEM .......cccooooviiiiiiiieisieeeesee s, 29
3.1. MEMELI HUCRELERI ILE YAPILAN CALISMALAR ......ccccoovvirirrererererenans 29
3.1.1. SUV3OHI SuStUrulmast .......cccoouviiiieiiiiiieiie e 30
3.1 L1 TranSfOrMASYON....c..coviiiiieiiiiiie ettt 31
3.1.1.2. TranSfEKSIYON .....ueciviiii e 35

3L 1.3 ENFEKSTYON ..o s 38
3.1.1.4. SUV39H1 geni susturulmus transgenik dH1f hiicrelerinin seleksiyonu 39
3.1.1.5. RNAi yaklasimi ile SUV39H1 susturulmasimin gen anlatimi analizi ..... 39
3.1.2. Yeniden programlamal...........cccccveiueiieieeieesee e 43

3.1.2.1. Yeniden programlanmada kullanilan lentiviriislerin paketlenmesi ve
VIFUS partikiillerin OIUSUMU ...............ccocuiiiiii it 43

3.1.2.2. Yenden programlanmada kullanilan OS ve KM lentiviriislerin en

uygun miktarinin belirlenmesi: ..............ccccoooiivoiiiiiiiiiiii e 45
3.1.2.3. UPK hiicrelerinin se¢gilmesi i¢in Tra-1-60 boyamasi..................ccc........ a7
3.1.2.4. RNAi yaklasimi ile SUV39HI geni susturulmus transgenik dHIf

hiicrelerinin yeniden programlamaya tabi tutulmasi .............cccccocevcveenincns 48

3.1.3. SUV39H1-yabani ve mutant tipi geninin yiiksek diizeyde anlatiminin
yeniden programlanmadaki etkisinin iNCElIENMESI .........cccovviiriiieneni i 48
3.1.3.1. SUV39H1 vyabani ve Kkatalitik mutant genlerin pCMV-flag

plazmitlerinden Crkarilmasi ...............cccocooviiiiiiiiicii e 50
T I 7 o T 1o o PSSP 50
3.1.3.3. SUV39HI yabani ve mutant geninin yiiksek diizeyde anlatimi

plazmitlerin transfeksiyon, enfeksiyon ve yeniden programlanmasi.............. 52

3.1.4. Inhibitdr UYZUIAMAST .......cvveieiviiivercecveieee et 53
3.1.4.1. Kaetosinin letal dozunun belirlenmesi ...........ccccoevviiiiciiinicieee, 53
3.1.4.2. Kaetosinin yeniden programlamadaki etkisini incelemesi..................... 53

3.1.5. SUV39H1 geninin susturulmasinin, yeniden programlamada kullanilan
genlerden herhangi birinin yerine ge¢ip gecemeyeceginin belirlenmesi ............ 54
3.1.5.1. pMIG-O/S/K/M plazmitlerin dogrulanmasi ..............cccccccoueeeiiveniennnns 54
3.1.5.2. pMIG-O/S/K/M viriislerinin paketlemesi ve konsantre edilmesi............ 58
3.1.5.3. Kontrol ve SUV39HI Geni Susturulmus dHIf Hiicrelerinde Farkl

Kombinasyonlarda OSKM ENfekSiyonu ............ccoooeveiinniniinin e 59

3.1.6. Olusan uPK hiicrelerin karakterizasyonu...........cccvvverriuieniieesiieesniee e 60



3.1.7. H3K9me3’nin kromatin immiin-¢oktiirme (ChIP) ve qRT-PZR deneyleri

11€ KarakteriZaSyONUe..........cccuiiiiiiiiiiie ettt 61
3.1.7.1. Capraz baglanma “Cross-linking” ..........cccccoocuvviiiiieiiicinine e 61
3.1.7.2. Hiicrelerin pargalanmasi ..............cc.cccuoeiiiiiiiiiieiiiicieese e 62
3.1.7.3. SONIKASYONUN .....cvieiieiiecieeie ettt re et e e sre e anee e 62
3.1.7.4. IMIGIN COKLIPINE ... en s enen s 63
3.1.7.5. Immiin komplekSin tOPIamMASL ............cceveverererererererererererererisesesesesesesenans 63
BLLL7.6. YIKAMA .. 64
3.1 7.7. ELUSYOM it 65
3.1.7.8. Ters ¢capraz baglanma................ccccocueieiieiiiiieiiiiiiece e 66
3.1.7.9. DNA SAfIASTIMA ...t 66
3.1.7.00. ChIP=OPZR ...ttt 67
3.2. BITKI DOKUSU ILE YAPILAN CALISMALAR ......ccccecviviiiiieeeeeeeen, 69
3.2.1. Kaetosin inhibit6riiniin Nicotiana tabacum tohumlarinin ¢imlenmesi
tlizerine letal dozunun arastirilmasi............ccceeeeiiiiiie i 69
3.2.1.1. Tohumlarin cimlendivilmesi ................ccccvvvvveiiiei i 70
3.2.2. Kaetosin uygulamasinin kallus olusumundaki etkisi..............c.ccccocenuien 71
3.2.3. Kaetosin uygulamasimin yeniden programlanmadaki 2,4-D faktoriiniin
yerine gegip gecemeyeceginin belirlenmesi..........ccovvvviiiiiiiiiiiciiicic 75
3.2.4. Vertlerin @NAlIZI ........cooovveoiiiiece e 75
4. BULGULAR ..ottt bbbt b e b b nbe e 76
4.1. INSAN HUCRELERI iLE YAPILAN CALISMALARA AIT VERILER .......... 76
4.1.1. SUV39HI1 geninin susturulmasinin yeniden programlanmadaki etkisinin
INCEIBNMMEST ...t 76
4.1.1.1. Restriksiyon enzimleriyle SUV39HI geni susturulmasinda kullanilan
plazmid DNA larinin dogrulanmasi .............cccccoeeviveeciiiieiiiiesiiie e 76
4.1.1.2. Gen anlatim QRQALIZI ...............ccocuuiiiiiiiii e 77

4.1.1.3. OS ve KM viriislerinin, yeniden programlanma icin gerekli en uygun
MIKLATININ DELIPIENINEST ... 77

4.1.1.4. Suv39HI geni susturulmus transgenik hiicrelerin  yeniden

Programlanma SONUGLATL .............ccccceeiiiiiiiiiei it 78
4.1.2. SUV39HI1 geninin yiiksek diizeyde anlatiminin yeniden programlanmaya
BEKIIBTT. oo 79
4.1.2.1. Plazmitlerin dogrulanmasi..................ccccccuviioiiiiniiiiiiieii e 79
4.1.1.2. Gen anlatim analizi ..................cccoovvviiiiiiiiiiiis i 80

4.1.2.4. Suv39HI geninin yiiksek diizeyde anlatiminin yapildigi transgenik
hiicrelerin yeniden programlanma SONUGIAYT .............c...ccoceviviiiiiieniiiniiiiinnns 81



4.1.3. INhibitOr UYGUIAMAST ....cvveverererererceeeseesee s s s e s s s s s s s s s e s s s s s s s s nn s 82
4.1.3.1. Kaetosinin doz belirleme SONUCIATT ...............ccccevveeiiiieiiiiiiiiiie i 82

4.1.3.2. Kaetosinin, yeniden programlanmanin farkli donemlerinde kiiltiir
ortamina  eklenmesinin, yeniden programlanma iizerine etkisinin

DEIIFIENMESIT ... 83
4.1.4. SUV39H1 gen susturulmasinin, O/S/K/M faktoérlerinin bir veya birkaginin
yerine gegebileceginin test €dilmMeESi......ivvveiiiiiiiiiiiiiie i 84
4.1.4.1. pMIG-O/S/K/M plazmitlerinin dogrulanmasi ................ccccoeenvvennnnnn. 84
4.1.4.2. O/S/K/M viriislerinin enfeksiyonu ve akan hiicre Oolger deney
SOMUGCLATT ..ot e s e e e et e e e e s reeeean 85
4.1.4.3. O/S/K/M viriis miktarlarinin hesaplamalart .................ccccoooviveniinnnnns 88
4.1.4.4. Kontrol ve Suv39HI geni susturulmus dHIf hiicrelerinde degisik
kombinasyonlarda OSKM enfekSiyonu..........ccccceiveiiiiciieie e 90
4.1.5. Olusan uPK hiicrelerin karakterizaSyonu............ccoccovvrerinieiienene i 90
4.1.6. Ortaya ¢ikan uPKH hatlarinin, kromatin immiin-¢oktiirme (ChIP) ve qRT-
PZR deneyleri ile KarakterizaSyonu ............ccoceieieneneienenieeeeeese s 91
4.1.6.1. Sonikasyon OPtIMIZASYONU.........c.eceeiueeieieesiesieseeste e e e sre e e 91
4.1.6.2. Primerlerin veriminin GIGUIMESI ..........cccc..coviuvieiiiiiie e 92
4.1.6.3. Primerlerin ozgiinliigtiniin belirleNMESi.........c..cccovvvevvieneiiiiesiseenes 93
4.1.6.4. ChIP-PZR deney SORUGCLATL...........cccoeoueiiiiiiiiiiiiieeeeee e 94
4.2. BITKI CALISMALARI ..ottt 96
4.2.1. Nicotiana tabacum’un ¢imlenmesinde kaetosinin etkisi ..........ccccercvereerennne. 96
4.2.2. Kaetosin ~ Nicotiana  tabacum’da  uygulamasimnin  yeniden
programlanmadaki (kallus olusumundaki) etkisi........cccocoveriiiiiniiiiee, 98
4.2.3. Kaetosin uygulamasimin yeniden programlanmadaki 2,4-D faktoriiniin
yerine gegip gecemeyeceSinin belirlenmesi.......ccoocvevviiiciiiicncce e 99
5. TARTISMA VE SONUC ......cooiiiiiiiiieiie ittt sree e siee e 100
KAYNAKLAR Lottt ettt e et sbeeneeenee e 105
S 1 SR 113
L0YZ€) 011 I 15RO 114



SEKIL LISTESI

Sayfa No
Sekil 2. 1: KOK hUICTE GESILIETL. ...vviiuviiiiieiiiiiiitie sttt sre e 9
Sekil 2. 2: Nicotiana tabacum KalTUSU..........c.ecoviieriiiiie e st 11
Sekil 2. 3: DNA’nin histonlarin ¢evresinde doniimii ve niikleozom yapisini olusturmast. ......... 18
Sekil 2. 4: Niikleozom yapisinda yer alan histonlarin amino-ucu kuyruklart. ............cccooeenenee. 19

Sekil 2. 5: Heterokromatin ve oOkromatin olusumundaki H3K9 metilaz ve demetilaz
enzimleriyle HP1 proteinin iliskisi (Cloos ve ark. 2006’dan uyarlanmistir). .................... 23

Sekil 2. 6: H3K9 metilasyonundan sorumlu enzimler ve aralarindaki benzerlik. ....................... 24

Sekil 2. 7: Yeniden programlanmanin verinin arttirtlmasinda kullanilan kimyasal maddelerin

hedefleri (Lin ve ark. 2015’den uyarlanmiStir)........c.ccooererieeninienie e 26
SekKil 2. 8: Kaetosinin Kimyasal YaAPISI.......ccuuviiiiirererieieieieieesieseseesie e eesesre s sseseeeenes 28
Sekil 3. 1: Bitki ve insan somatik hiicrelerinin yeniden programlanmasi. ..........cc.cceeerereennennees 29

Sekil 3. 2: SUV39HI1 genin susturulmasit ve ya inhibisyonunun yeniden programlanma

UZETINE CTKIST. 11 e nre e 30
Sekil 3. 3: Yeniden programlama zaman GiZeIZeS1..........ovvrveiierieieninieiene e 30

Sekil 3. 4: Kontrol ve SUV39H1 geni susturulmasi i¢in kullanilan pSMP vektoriinii haritasi. ..32

Sekil 3. 5: pUMVC plazmidin haritasi. .......ccooiiieriiinieiiseecseeees e 37
Sekil 3. 6: pPCMV-VSV-G plazmidin Raritasi. ......cccoerieeiiiinienenieneseeesesee e 37
Sekil 3. 7: pSIN4-EF2-O2S plazmit haritast. ........cccooiiiiiinieieneeieeseeese e 44
Sekil 3. 8: pSIN4-CMV-K2M plazmit haritast. .........ccocervreeieriineeneneeenesee s 44
Sekil 3. 9: hCMV-8.2 dVPR plazmit haritasi. ........ccccoeerveieinininisencsreseeesese s 45
Sekil 3. 10: pCMV flag SUV39H1 yabani tipi haritasi. .......cccccevveeeeninieiininic s 49
Sekil 3. 11: pCMV flag SUV39H1 H324L katalitik mutant tipi haritast. ...........ccocevvrivnienennns 49
Sekil 3. 12: pBabe Puro vektorinun haritast. ..........ccocvvoeiiieeieniees e 51

Vi


file:///C:/Users/aebrahimi.aebrahimi-6330/Desktop/February%2010th%202016%20Ayyub%20Ebrahimi%20thesis.docx%23_Toc442914028
file:///C:/Users/aebrahimi.aebrahimi-6330/Desktop/February%2010th%202016%20Ayyub%20Ebrahimi%20thesis.docx%23_Toc442914028

Sekil 3. 13: CTG testinde gerceklesen reakSIYOM. ......ucieeieerierieiieesiee st 53

Sekil 3. 14: pMIG-hOct4 plazmidin RAritasi. .......cceveveriveiiieiiiiieesee e s 56
Sekil 3. 15: pMIG-hSOX2 plazmidin RAritasl. ........ccceeveeireiiiiieeneeseesee e sre e sreeseesne e enes 56
Sekil 3. 16: pMIG-hKLF4 plazmidin haritast. ........ccoovveerineeienineeneseeesesee s 57
Sekil 3. 17: pMIG-h c-Myc plazmidin Raritast..........ccccerereeiiiinininieneneeeesesese s 57
Sekil 3. 18: ChIP-PZR igin primerlerin tasarlandigi bolgeler ..........ccocovvririiiiniininicninesenn 67

Sekil 3. 19: Kaetosin uygulamasmin titiin (Nicotiana tabacum)’de kallus olusumu
tizerindeki etkisinin belirlenmesi deney akis SEMASL. ....ecvveerviiriiiieniiieieeree e see e 74

Sekil 3. 20: Kaetosin in farkli donemlerde uygulamasinin, kallus olusumundaki etkisinin

belirlenmesinde kullanilan zaman gizelgesi. ........c.cvvvevviiiiiiiiiee e 74
Sekil 4. 1: pPSMP-shFF ve pSMP-shSUV39H1 plazmitlerin dogrulamast. ..........cc.cceeevereriennne 76
Sekil 4. 2: Suv39HI1’1n RNAIi yontemiyle susturulmasinin sonucunda total RNA anlatim

L4175, PO TP TP UROTP 77
Sekil 4. 3: OS ve KM viriislerinin yeniden programlanmada optimal miktarin belirlenmesi. ....78

Sekil 4. 4: Suv39H1 geninin RNAi yontemiyle susturulmasinin yeniden programlamadaki
etkisi. Her kosula ait kuyularin fotograflar1 seklin altinda verilmistir. N:3 Hata ¢izgisi:
standart sapma, ¥P<0,05. ....ooiiiiiie e 79

Sekil 4. 5: pBp-SUV39H1 yabani ve mutant tipi vektorlerin restriksiyon enzimi ile agaroz
jel elektroforez kesim goriintiileri. (1) Kesilmemis pBabe puro, (2) pBp-SUV39H1,
(3) PBP-SUV3IHIL-HB24L ...ttt 80

Sekil 4. 6: Yabani ve H324L katalitik mutantta, Suv39H1 1 RNA anlatim diizeyi................... 81

Sekil 4. 7: Yabani ve H324L katalitik mutant Suv39H1 yiiksek diizeyde anlatiminin yeniden
programlanmadaki €LKISE. .........ccoierieiiiiiii e 82

Sekil 4. 8: dHI1f hiicrelerinde, Kaetosinin etkin ve toksik olmayan dozunu belirlemek igin
yaplan CTG teSth SOMUCUL ......eruverirriree e nne e 83

Sekil 4. 9: dhlf hiicrelerine 5SnM Kaetosinin farkli gilinlerde uygulamasi sonucu olusan

uPKH’lerin Tra-1-60 boyama SONMUGIATL. .........cccveiiiieiiiiiiieie e 84
Sekil 4. 10: pMIG vektorlerinin restriksiyon enzim kesimi sonrasi agaroz jel (1%)

GOTUNTILETT. 1..veieiiieit ettt ettt et b s et e bt e sab e st e be e nbeenbeenbeenree s 85
Sekil 4. 11: Negatif kontrol 293 T hiicrelerinin akan hiicre 6l¢er analiz sonuglart. ..................... 86

Sekil 4. 12: pMIG-Oct4 viriisii ile enfekte edilmis 293T hiicrelerinin akan hiicre dlger YFP+
ANALIZ SONUGIATL. ..o.eeiieii ittt sttt be e b e niee s 86

vii


file:///C:/Users/aebrahimi.aebrahimi-6330/Desktop/February%2010th%202016%20Ayyub%20Ebrahimi%20thesis.docx%23_Toc442914052

Sekil 4. 13: pMIG-Sox2 viriisii ile enfekte edilmis 293T hiicrelerinin akan hiicre 6lger YFP+
ANANIZ SONUGLATL. 1.evviiviciie ettt ettt e e be e sbe e sbe e sbeesabesabesbeebeesbeesbeesreens 87

Sekil 4. 14: pMIG-K1f4 viriisii ile enfekte edilmis 293T hiicrelerinin akan hiicre 6l¢cer YFP+
ANALIZ SONUGIATL ..e.vviieiie ettt et sbeesbeesnae s 87

Sekil 4. 15: pMIG-cMyec viriisii ile enfekte edilmis 293T hiicrelerinin akan hiicre dlger YFP+
ANALIZ SOMUGIATL. ...uviiiiii i ettt e st e e st b e e s b e e e bae e srbeeesbeeessbeestaeesnbeeeneeeas 88

Sekil 4. 16: 293 T hiicrelerinin, pMIG-Oct4 viriisii enfeksiyonu sonrast YFP+ akan hiicre
o) 01c - g | 74 SRS 89

Sekil 4. 17: O, S, K ve M viriislerinin farkli kombinasyonlariyla enfekte edilmis dH1f-shFF
ve shSuv39H]1 transgenik hiicrelerinin 21. giin Tra-1-60 boyama sonuclari. N:3 Hata

cizgisi: standart sapma, ¥P<0,05 .....ooviiiiiiiei 90
Sekil 4. 18: Pluripotensi genlerin farklilasmamis hiicrelere géore RNA anlatim diizeyi. ............. 91
Sekil 4. 19: Sonikasyon optimizasyonu jel gOTUNtiST. ........cooveriveeiieiiiiiese e 92
Sekil 4. 20: ChIP-qPZR’da kullanilan primerlerin veriminin 61¢Ulmesi. ........ccooevvevererviverinnnns 93
Sekil 4. 21: hSOX2-ChIP 11710 €TIME ©ETTST...vvververrerieieiesieinriaiesiesieseeste e e ssesseseeseenes 93
Sekil 4. 22: hNan0g-ChIP 12°Nin €riME €ZIISI. «vvvvvververrerieierinisesesesiesieseesesessesesessessesseseeseenes 94
Sekil 4. 23: hLiN28-ChIP 13°1n €riMe ©ZIISI. ...vivevvirvereieieisiesiesiesie et 94

Sekil 4. 24: shFF ve shSUV39H1 transgenik dH1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin 7.
giinii kromatin immiin ¢oktiiriilmesinden elde edilen DNA’larla Sox2-11 primeriyle
ORT-PZR SOMUGIATT. ....ceuvitiiiieieiitieie sttt s r e e nne e 95

Sekil 4. 25: shFF ve shSUV39H1 transgenik dH1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin 7.
giinii kromatin immiin ¢oktiiriilmesinden elde edilen DNA’larla Nanog-12 primeriyle
JRT-PZR SONUGIATL. 1. vveeiiieiiii et sttt e stte et e et e et eessa e e snaeesntanesnbeeenneeens 95

ekil 4. 26: shFF ve shSUV39H1 transgenik dH1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin 7.
g y progr
giinii kromatin immiin ¢oktiirilmesinden elde edilen DNA’larla Lin28-13 primeriyle
ORT-PZR SONUGIATT. 1...evviviiicieiiiee e 95

Sekil 4. 27: Nicotiana tabacum g¢imlenmesinde kaetosin igin letal olmayan dozun
0 LcT T 1= T 4] TSR 97

Sekil 4. 28: Farkli konsantrasyonlarda kaetosin igeren MS besiyerinde ¢imlenmis Nicotiana
tabacum bitkiciklerinin gelisimin 30. giiniindeki gOrintileri...........cccvvvviviviireneneneenen. 97

Sekil 4. 29: DMSO kontrol (A) ve 5 uM kaetosinde (B) 30. giin boyunca yetistirilen tiitiin
DIEKICTKIEI. 1. ettt e eeneas 98

Sekil 4. 30: 1., 2. ve 3. uygulamalarda 60. giin sonunda kaetosinin dediferansiasyon
iizerindeki etkisinin kallus olusturma yiizdesi ile ifadesi. ........c.ccooererieniiiniiniiicce 99

Sekil 4. 31: Gelisim ve kallus olusumu sirasinda 2,4-D yerine 5 uM kaetosin uygulamasi
yapilan deney grubunun kiiltiirlemenin 60. glinlindeki yaprak diski goriintiileri. (A)
DMSO kontrol, (B) 5 UM KaGLOSIN. .....vvevuieiieieieiiie ittt sies e saeeie et e e snae e e 99



TABLO LIiSTESI

Sayfa No

Tablo 2. 1: Titlinlin taksonomik SINIlandIrMAST. ..oocevvveeieeeeee it eee e e e e e s e e e e e e e e rans 15

Tablo 2. 2: Homo sapiens, Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans model
organizmalarin H3 ve H4 metil transferaz enzimleri ve bu enzimlerin metillenme say1

ve pozisyonlart (Greer Ve Shi 2012).....cccviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 22
Tablo 3. 1: Kontrol ve SUV39H1 shRNA'ler ve hedef bolgeleri.......ocvrvrivrieiniiniiiniiinesienen 31
Tablo 3. 2: LB besiyerlerinin hazirlanmasi. ..........ccccooereininiieiinenese s 33

Tablo 3. 3: pSMP-shFF ve shSUV39H1-1 i¢in Xhol ve HindIIl enzim kesimi bilesen ve

KOSUILATT. 1ttt sttt sttt sb e et e e sbe e sbe e sbe e seeesnbennns 34
Tablo 3. 4: pSMP-shFF ve shSUV39H1-1 i¢in EcoRI ve Ndel enzim kesimi bilesen ve

KOSUILATT. 1ttt sttt bbb s b e nbe e sbe e sbe e sbeeseeesnbeanns 34
Tablo 3. 5: D10 beSiyerinin 1GEIIZI. . ..vevriririirierreriesieieieee sttt 36
Tablo 3. 6: shFF ve shSUV39H1 viriis partikiillerin olusumunda kullanilan plazmitler............. 36
Tablo 3. 7: SUV39H1 geninin gRT-PZR’de kullanilan primerlerin dizisi. .......cc.ccoovrvrerierennnen 42
Tablo 3. 8: RT-PZR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenleri. ........cccocevvvreerieiiveieniesinenesesie e 42
Tablo 3. 9: qRT-PZR igin S1caklik KOSUIIATL. ...cc.ecveieiieiiiiir e s 42
Tablo 3. 10: Yeniden programlanmada kullanilan plazmitler............c.cooeveiiiiiniininciceen 43

Tablo 3. 11: Yeniden programlamada etkin OS ve KM viriis titrasyonu elde etmesi i¢in
kullanilan OS ve KM konsantrasyonlart............ccceiieiininienininie e 45

Tablo 3. 12: uPKH DeSIYErinin iGETIZ. ..ouvruvrrerreirerrireieieeeiese s 47
Tablo 3. 13: pBabe puro, SUV39HI1 yabani ve mutant tipi ligasyon bilesenleri ve miktarlari...51

Tablo 3. 14: SUV39HI1 yabani ve mutant yiiksek diizeyde anlatimi plazmitlerinin enzim

kesimi bilesen Ve KOSUIIATT. .......ccuiiiiiiiiiici e e 52
Tablo 3. 15: pMIG O/S/K/M viriislerin paketlenmesinde kullanilan plazmitlerin listesi ........... 55
Tablo 3. 16: pMIG-O/S/K/M plazmitlerinin enzim kesimi 6zelliKIeri. ........ccccevvvivvevviviiiennnnne. 55
Tablo 3. 17: qRT-qPZR da kullanilan primerlerin dizileri..........ccoeviviieriiiieeieiise e 60



Tablo 3. 18: ChIP-qPZR da kullanilan primerlerin dizileri. ........c.coovrerireiiiiiiniie e 68

Tablo 3. 19: gRT-PZR deneylerinde kullanilan enomik DNA’dan kullanilan oranlar ve
KONSANTFASYONIAL . ....vveviieciie ettt et te b e be e s e e stestaeseesreeraenbesne s 68

Tablo 3. 20: Nicotiana tabacum doku kiiltiirii ¢aligmalari igin kullanilan MS besiyerinin
kimyasal i¢eri@i (PH: 5.7-5.8)..c.cciiiiiiiiiiiie e 71

Tablo 4. 1: Insan fibroblast hiicrelerini enfekte etmek igin kullanilacak viriis titrasyonunun
DElIrIENMESI. .o 89

Tablo 4. 2: Farkli kaetosin konsantrasyonlarinda Nicotiana tabacum’un ¢imlenmesi. .............. 97



SiIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler

wOoZZADETSR

Kisaltmalar

2,4-D
2,45-T
ARF
ARR
be

CG
ChlP
CPPU
D10
DMSO
DNA
ESC
FBS
FCS
GA3
H3K9
H3K9me3
HP1
HRP
IAA
IBA
IVF
iKH
iPSC
U
KOSR
MEF
mg

Aciklama

. Alfa

. Beta

: Micro

: Delta

- KIf4

: c-Myc

: Deneylerin tekrar sayist
: Oct4

: Sox2

Aciklama

: 2,4- diklorofenoksi asetik asit

: 2,4,5-triklorofenoksi asetik asit
: Oksin’e yanit faktorleri

- Arabidopsis yanit regiilatorleri
: Baz ¢ifti

: Sitozin-Guanin

: Kromatin immiin ¢oktiirme

: Forchlorfenuron

: %10 FBS iceren DMEM

: Dimetil siilfoksit

- Deoksiriboniikleik asit

: Embriyonik kok hiicre

: Fetal s1g1r serumu

: Fetal buzag1 serumu

: Gibberellik asit

: Histon 3 lizin 9

- Histon 3 lizin 9 ii¢ metillenme
: Hetrokromatin protein 1

- Yabanturpu peroksidaz

: Indol-3-asetik asit

: Indol-3-biitirik asit

- In vitro fertilization

: Insan kok hiicre

: Uyarlimis pluripotent kok hiicre
. Enfeksiyon iinitesi

: Nakavt Serum replasmani

: Fare embriyonik fibroblast hiicre
: Miligram

Xi



mi

mM
MOI
NEAA
nm
PBS
Pen/Strep
PFA
pMIG
PZR
RNA
RNAI
rpm
gRT-PCR
SAM
SshRNA
TDZ
uPKH
VIV
WIND
W/V
YFP
a-NAA
B-FBF

ng
pM

- Mililitre

: Milimolar

. Enfeksiyonun ¢oklugu

: Esansiyel olmayan amino asitler

: Nanometre

: Fizyolojik tuzlu su tamponu

: Penisilin/streptomisin

: Paraformaldehit

: plazmit MSCV IRES GFP

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Riboniikleik asit

: RNA interferans

: Devir boli dakika

. Kantitatif ters transkriptaz- polimeraz zincir reaksiyonu
: S-adenozylmetyonin

: kiigiik sa¢ tokasi- Riboniikleik asit
: Thidiazuron

: Uyarilmis pluripotent kok hiicre

: Hacim/hacim

: Yaralanma ile uyarilmis dediffrentsiasyon
. Agilik/hacim

: Yesil floresan protein

. Alfa-naftalin asetik asit

: Basal fibroblast biiyiime faktorii

: Mikrogram

: Mikromolar

Xii



OZET

DOKTORA TEZi

HiSTON 3 METILLENMESININ YENIiDEN PROGRAMLANMADAKI
ETKIiSIiNIiN INCELENMESI

Ayyub EBRAHIMI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Sule ARI

I1. Danisman: Dog. Dr. Tamer T. ONDER

Uyarillmis pluripotent kok hiicreleri (uPKH) temel tip arastirmalart icin ¢ok degerli
araglar olmakla kalmayip, uzun vadede hiicre temelli tedaviler, hastalik modellenmesi
ve ilag gelistirmesi i¢in de biiylik umutlar vaad etmektedirler. Bu tez calismasinda,
insan ve bitki sistemine ait somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi, uPKH olusum
mekanizmas1 aydinlatilmasi ve insanda bu siiregte rol oynayan genlerin tanimlanmasi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda kromatin modifikasyonu yapan proteinlerden,
ozellikle Histon 3’{in, 9. lizin bakiyesini (H3K9) metilleyen bir metil-transferaz enzimi
olan SUV39HI1'in yeniden programlanmaki rolii arastirildi. SUV39H1’in uPKH
olusumundaki etkisi, insan fibroblast hiicrelerine Suv39H1'i hedefleyen retroviral RNA
interferans1 (shRNA) igeren vektorlerleri ile susturarak incelendi. Bu hiicreler daha
sonra Oct4, Sox2, Klf4 ve c-Myc (OSKM) faktorlerin aktarilmasiyla yeniden
programlamaya tabi tutuldu. Negatif kontrol olarak insan genomunda karsilig1 olmayan
shFF vektorii kullanildi. Olusan hiicre kolonileri pluripotent kok hiicre belirteci olan
Tra-1-60 antikoru ile boyandr ve koloni sayilar1 tespit edildi. Verilerin analizi, ImageJ
programinda negatif kontrole gdére yapildi, Suv39H1 shRNA aktarilan fibroblastlarin
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde daha fazla koloni olusturdugu belirlendi
(P<0,05). Diger taraftan, Suv39H1'in fibroblastlarda yiiksek miktarda anlatiminin,
uPKH olusumunu negatif yonde etkiledigi gosterildi. Bdylece yeniden programlanmada
SUV39HI1 genin susturulmasinda elde edilen artisin, enzimin susturulmasindan
kaynakli oldugunu kanitladi. Kontrol ve SUV39HI1 geni susturulmus fibroblastlardan
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elde edilen uPK hiicre hatlarmin karakterizasyonu i¢in, pluripotensi genlerinin anlatim
analizi, qRT-PZR ile test edildi. SUV39H1’in susturulmasinin yeniden programlanma
faktorlerinin herhangi birinin yerine gegebilme potansiyeli olup olmadig: test edildi ve
bu deneyler sonucunda Suv39H1 geninin susturulmasinin c-Myc olmadigi zaman uPKH
olusumu verimini arttirdigi gézlendi. Memeli ve bitki sistemi yeniden programlanma
icin ayrica, H3K9 metillenmesinden sorumlu olan enzimin inhibitorii olan “kaetosin”
kullanildi. Kaetosinin insan hiicrelerinin yeniden programlanmasmin erken ve orta
evresinde (1-14 giin) ve bitki sisteminde, bitki gelisim siirecinde eklenmesinin yeniden
programlanmay1 (uPKH ve kallus olusumu) olumlu olarak etkiledigi g6zlendi. Daha
sonra yeniden programlanmanin yedinci giliniinde kontrol ve SUV39HI geni
susturulmus hiicrelerde H3K9me3 antikoru ile pluripotenside énemli genlerin (S0X2,
Lin28 ve Occludin) promotdrlerine karst ChIP-PZR yapildi. PZR sonuglarina gore,
yeniden programlanmanin 7. giliniinde kontrol hiicrelerinin bu genlerin promotor
bolgelerinde H3K9 ii¢ metillenmesi oldugundan, yeniden programlanmay1 engelledigi
belirlendi. Elde edilen bu sonuglar, yeniden programlanmanin kromatin temelli
epigenetik mekanizmasinin aydinlatilmasi, uPKH olusum veriminin artirilmasi, ve
faktorlerden (OSKM) bir veya bir kaginin kimyasal bilesiklerle degistirilmesinde
kullanilacaktir.

Subat 2016, 131 sayfa.

Anahtar kelimeler: Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre, H3K9me3, kallus, yeniden
programlanma, tiitiin.
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SUMMARY

PH.D. THESIS

THE ANALYSIS OF HISTONE 3 METHYLATION EFFECTS ON
REPROGRAMMING

Ayyub EBRAHIMI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Sule ARI

Co-Supervisor: Assoc. Dr. Tamer T. ONDER

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) offer great promise as tools for basic biomedical
research, disease modeling and drug screening. In this study, it was aimed to elucidate
the molecular mechanisms of iPSCs generation by mammalian (human fibroblasts) and
plant (Nicotiana tabacum’s leaf discs) somatic cell reprogramming, iPSC generation
molecular mechanisms and specify the genes that play in this process in humans. In
accordance to that purpose, the role of chromatin modifying enzymes (CMEs),
specifically the histone H3 lysine K9 methyl-transferase Suv39H1, on somatic cell
reprogramming was studied. To examine the role of Suv39H1 in reprogramming,
retroviral short hairpin RNAs (shRNAS) to suppress this methyltransferase in human
fibroblasts was used and then reprogram the resulting cells with ectopic expression of
embryonic transcription factors (Oct4, Sox2, Klf4, and c-Myc — OSKM). A non-
targeting shRNA was used (shFF) as a control. After reprogramming of human
fibroblasts, cell colonies were stained with Tra-1-60 antibodies to identify iPSCs
(P<0,05). iPSC colonies were then counted using ImageJ and compared with control
group. Suv39H1 knock-down cells generated significantly more iPSC colonies than
control cells indicating that suppression of Suv39H1 increases reprogramming
efficiency. On the other hand, overexpression of Suv39H1 had a negative effect on
reprogramming efficiency. To characterize the control and SUV39H1-KD iPSCs,
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pluripotency genes expression analysis performed by gRT-PCR. Then OSKM
replacement analysis for control and SUV39H1-KD performed and SUV39H1 silencing
can replace the need for c-Myc with high efficienct against negative control. To enhance
the reprogramming efficiency as an alternative method, “Chaetocin” was used to inhibit
SUV39H1 in mammalian and plant systems. The result of these experiment showed
that, chaetocin can enhance reprogramming (iPSCs and callus induction) by early and
middle stage treatment in human fibroblasts and in seed development treatment of
plants. To understanding the molecular mechanisms of H3K9me3 effects on
reprogramming, ChIP-PCR was performed to important pluripotency genes promotors
such as “Sox2, Nanog and Lin28” at 7" day of reprogramming. The results of ChIP-
PCR showed that H3K9me3 presence at pluripotency genes promotors such as Sox2
and Lin28 genes suppress these genes expression and block reprogramming. The results
of the current study will contribute to our understanding of the chromatin-based
epigenetic mechanisms of reprogramming, improve efficiency of iPSCs generation, and
eliminate or replace one or more reprogramming factors (OSKM) with chemical
compounds.

February 2016, 131 pages.

Keywords: Induced pluripotent stem cells, H3K9me3, callus, reprogramming, tobacco.
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1. GIRIS

Cok hiicrelilerde dediferansiasyon adi verilen, hiicrelerin degisime ugramamis ya da
0zellesmemis duruma yeniden doniis siireci, uzun yillardan beri aragtirmacilarin ilgisini
¢ekmis ve bu siireci in Vvitro olusturabilmek bir¢ok arastirmacinin hedefi olmustur.
Bitkilerde dediferansiasyon calismalar1 18. yiizyilda baslamis ve Trecul (Trecul, 1853)
ve Vochting (Vochting, 1878) tarafindan kallus olusum siireci agiklanmistir. Ardisik
yillarda bir ¢ok bitki ¢esidinde kallus gelisimi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir
(Gautheret, 1983). Insan sagligi agisindan biiyiilk énem tasiyan dediferansiasyon
calismalar1 ise ¢ok daha sonra, ancak 2007 yilinda ve iki bagimsiz arastirmaci
tarafindan, insan somatik hiicrelerinden, uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH)
tiretimi ile gergeklestirilmistir (Takahashi ve ark., 2007; Yu ve ark. 2007). Takahashi ve
Yamanaka tarafindan uygulanan yeniden programlanma yontemi ile yetiskin somatik
hiicrelerden, pluripotensiyi kontrol eden genlerin disaridan hiicreye aktarimi ve yiiksek
diizeyde anlatimi sayesinde embriyonik kok hiicrelere benzeyen, uyarilmig pluripotent

kok hiicreler (uPKH) gelistirilmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006).

Her ne kadar pek ¢ok somatik hiicreden uPK hiicre hatlar1 gelistirilebilmis olsa da
yeniden programlanmis bu uPK hiicrelerinin olusum verimi diisiiktiir. Kullanilan
hiicrelerin ¢esidi ve Ozelliklerine de baglh olarak genelde verim yiizde 0,01'den azdir,
yani her 10.000 hiicreden biri uPK hiicresine doniisiir (Takahashi ve Yamanaka, 2006;
Yu ve ark. 2007). Bu nedenle yeniden programlama isleminin verimini artiracak

yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Transkripsiyonel aktivite ve gen anlatimmin kontroliinde, kromatin materyalinin
organizasyon ve dinamigi en 6nemli belirleyici faktorlerdendir. Kromatin materyalinin
temel bileseni olan histonlarin tasidiklar1 lizin bakiyelerinin pozisyonlari, bu lizin

bakiyelerinin tekli, ikili ya da ii¢lii metillenmeleri ve diger tipteki modifikasyonlarla



birlikte olusturduklart etkilesimler, transkripsiyonel olarak aktif ya da baskilanmis
karmasik epigenetik sifreleri olusturur (Ding ve ark. 2007). Son yillarda
dediferansiasyon ile iligkili genom organizasyonun diizenlenmesinde kromatin yapisini
degistiren histon metillenmelerinin islevsel rolii oldugu anlasilmistir (Lachner ve ark.
2001) ve bu konuda ¢ok sayida arastirma yapilmstir. Ozellikle histon 3 (H3) ve histon 4
(H4) metillenme pozisyonlari ve metillenme sayilar1 insanin da dahil oldugu cesitli
model organizmalarda aydinlatilmistir (Rea ve ark. 2002). Histon modifikasyonlarindan
gen anlatimmi baskilayici heterokromatin olusumunu ile iligkili olan metilasyonu
gerceklestiren enzimlerin belirlenmesi (Lachner ve ark. 2001), bu enzimlerin
susturulmalart veya inhibisyonu yoluyla yeniden programlanmada kullanilabilecegi
fikrini ortaya koymustur. Simdiye kadar bu yaklasim, baskilayici heterokromatin
olusumu ile iliskili H3K9 metil-transferazin aktivitesinin ortadan kaldirilmas: i¢in fare
ve insanda uygulanmistir. Bunlardan H3K9 metilasyonundan sorumlu olan, G9a
enziminin kimyasal olarak inhibisyonu, fare hiicrelerinde yeniden programlanmada
olumlu etki gostermistir (Shi ve ark. 2008). Bu nedenle H3K9 metillemesini
gerceklestiren diger enzimlerin de yeniden programlanmada kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir. Bir diger H3K9 metil-transferaz enzimi olan “Suppressor of variation
histone 3 lysine 9 Human type 1” (SUV39H1)’in susturulmasinin yeniden
programlamaya yardimci oldugu 2012°de Onder ve ark. tarafindan insan

fibroblsatlarinda belirlenmistir.

Uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH) elde etmek i¢in halen yaygin olarak kullanilan
ve Takahashi ve Yamanaka (2007) tarafindan gelistirilen yontem viral vektorlerin
araciligi ile embriyonik kok hiicreye 6zgli OSKM faktorleri olarak da adlandirilan Oct4,
Sox2, KlIf4 ve c-Myc genlerinin somatik hiicrelere aktarimimi kapsar. Ancak mevcut
yontem, hem diisiik verimde uPKH elde edilmesine hem de OSKM faktorlerinin
somatik hiicrelere aktarimi ile eklemeli mutagenez, kanserlesme ve cesitli genlerin
susturulmasi gibi istenmeyen durumlara neden olmaktadir. Bu sorunlarin iistesinden
gelmek i¢in kullanilabilecek cesitli yaklagimlardan Onder ve ark.’nin (2012) uyguladig1

SUV39HI’in susturulmasinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasit ve yeniden



programlanmadaki OSKM faktdrlerinin yerine gegebilme kapasitesine sahip kimyasal

maddelerin test edilmesi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, SUV39HI histon metil transferazin yeniden programlanma, kok
hiicre ve kallus olusumu tizerindeki islevsel roliinlin saptanmasi ve bu islevin insanda

molekiiler ve hiicresel etki mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflendi.

Bu amagla OSKM faktorlerinin kullanimi yerine, H3K9 metillenmesini gergeklestiren
SUV39HI1 enzimini sifreleyen genin RNAi yaklagimi ile susturulmasimin yeniden
programlanmadaki etki mekanizmasi molekiiler diizeyde incelendi. Ayrica, bu enzimin
inhibitorii olan kaetosin kullanimi1 ile enzim etkisiz hale getirilerek yeniden
programlanma hedeflendi. RNAi yaklagimiyla SUV39H1 geninin susturulmasinin
ardindan insan fibroblastlar1 yeniden programlanmaya tabi tutuldu. Ardindan bu
hiicrelerde SUV39H1 geninin yiiksek diizeyde anlatimi gerceklestirildi ve yeniden
programlanmaya tabi tutuldu. Yeniden programlanmada kullanilan faktorlerinden bir
veya bir kaginin ¢ikarilmast i¢in SUV39H1 geni susturulmus hiicreleri OSKM
faktorlerinin farkli kombinasyonlariyla enfekte edilip, yeniden programlanmaya tabi
tutuldu. Bu ¢alismalarin ardindan SUV39H1 geninin inibitorii olan kaetosinin toksik
dozu belirlendikten sonra hem memeli hiicrelerinden insan fibroblastlari, hem de bitki
model organizmalarindan tiitiinlin yaprak eksplantlar1 yeniden programlanmaya tabi
tutuldu. H3K9 metilasyonun yeniden programlanmadaki etkisinin molekiiler
mekanizmasini daha ayrintili anlamak i¢in, SUV39H1 geni susturulmus ve kontrol
hiicrelerde, yeniden programlanmanin 7. gilinlinde bu metillemeye kars1 antikor
kullanarak ChIP-PZR yapildi. Titiinde farklilasma (30 giinliik ¢imlenme siireci) ve 30
giinliik dediferansiasyon asamalar1 boyunca ayri1 ayr1 ve bu iki asamanin tamami
boyunca (60 giin) kaetosin uygulamasini takiben inhibit6riin yeniden programlanmadaki

etkisi, kallus olusumu yiizdesinin belirlenmesi ile analiz edildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KOK HUCRELER

Kok hiicre calismalari, 1960’larda Kanada’li bilim insanlart Ernest A. McCulloch ve
James E. Till’in hematopoetik kok hiicreleri kesfi ile baglamistir (Becker ve ark. 1963).
1968 yilinda Edwards ve Bavister’in ilk insan ovumunu in vitro olarak fertilize (IVF)
etmelerini takiben (Edwards ve ark. 1969), 1978’de ilk IVF bebek Ingiltere’de diinyaya
gelmistir (Steptoe ve Edwards, 1978). Evans ve Kaufman tarafindan ilk kez 1981°de
fare embriyonik kok hiicreleri (Evans ve Kaufman, 1981), 1998 yilinda Thomson ve
arkadaslar1 tarafindan da ilk insan embriyonik kok hiicreleri elde edilmistir (Thomson
ve ark. 1998). Embriyonik kok hiicrenin pluripotent oldugu 2000°de Pera ve
arkadaglarinin, insan blastosist ve embriyonik gonad fizerindeki ¢alismalariyla
anlagilmistir (Pera ve ark. 2000). 2001 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde, kok
hiicre caligmalar1 biitgesine getirilen kisitlamalar nedeniyle, gliniimiizde kullanilan
toplam 71 insan embiyonik hiicre hatt1 (H1, H9 vb.), sadece o giine kadarki tiip bebek
calismalarindan artan embriyolardan elde edilen hiicrelerdir (National Institutes of
Health, 2009).

Gelisim sirasinda ilk ortaya c¢ikan kok hiicreler, uterusa yerlesen embriyonun erken
evresinde, blastosistin i¢ hiicre kitlesine ait olan, pluripotent hiicrelerdir. Bu hiicreler
kendini yenileme 6zelligine sahip olup, in vivo ve in vitro ortamlarda, uygun sinyaller
aldiklarinda, birgok Ozellesmis hiicre tipine doniisebilen, farklilagmamis hiicrelerdir.
Kok hiicre, “islevsel olarak farklilasmamis ve heterojen lireme potansiyeli olan hiicre”
olarak tanimlanmaktadir. Bagka bir tanima gore ise kok hiicre; “boliinerek kendini
yenileyen, sayist siirekli bigimde sabit tutan/ siirekli olarak boliinebilen, kan, karaciger
ve kas gibi 0zellesmis gorevler yapan organlart olusturan ve farklilagsma yeteneginde
olan ilkel nitelikteki hiicredir” (Moore ve ark. 1997; Evans ve Kaufman, 1981; Martin
ve ark. 1981).



Kok hiicreler heniiz farklilasmamis hiicreler olup, kendi kendilerini yenileme yetenegine
sahiptir. Bu  hiicreler, kaynaklandiklar1  dokularin  6zellesmis  hiicrelerine
farklilasabildikleri gibi 6zel biyolojik sinyallerle uyarildiklarinda, ¢ok farkli 6zellesmis

doku hiicrelerine de doniisebilme potansiyeline sahiptir.

Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlayabilmek igin 5 6l¢iit vardir.

1. K&k hiicreler, uzun siire bdliinebilme ve kendi kendini yenileme yetenegine
sahiptir. Hiicrelerin uzun siire boliinebilmelerini belirleyen faktorlerden biri,
kromozomlarin ucunda bulunan telomer adi verilen ve binlerce kez tekrarlanan
kisa DNA tekrar (insanda TTAGGG) dizileridir. Telomerler kromozom uglarinin
parg¢alanmasini, diger kromozomlarla kaynasmasini engelleyerek kromozomlarin
yapisal biitiinliigliniin korunmasini saglar (Harley ve ark. 1991).

2. Kok hiicreler 6zellesmemislerdir.

3. Kok hiicreler, birden fazla hiicre tipine farklilagabilir. Bunun iyi bir 6rnegi,
dollenmis yumurta hiicresinde goriilebilir.

4. Kok hiicreler, kaynak aldiklar1 dokuyu, doku hasar1 oldugu durumlarda islevsel
olarak tekrar olusturabilirler. Bu 6zellikleri en iyi karaciger onciillerinde, sinir kok
hiicrelerinde gosterilmistir.

5. Kok hiicreler, in vivo sartlarda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile
farklilasmamis hiicre hatlarina doniisebilirler. Embriyonik veya eriskin kok
hiicrelerinin (néral, mezenkimal vb.) blastosiste enjekte edildiklerinde farkl hiicre
tiplerine kaynak olusturmalar1 bu 6zelliklerine 6rnek olarak verilebilir. (Verfaillie

ve ark. 2002).

2.1.1. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler boliinme ve farklilagsma ozelliklerine gore, temelde iic ¢eside ayrilir.
Bunlar; totipotent kok hiicreler, pluripotent kok hiicreler ve multipotent kok hiicrelerdir.
Erken embriyonik donemdeki kok hiicrelerin, boliinme kapasiteleri ¢cok yliksektir. Bu
hiicreler, ayn1 boliinme potansiyelini kendinden sonra gelen hiicre jenerasyonlarina

aktarir ve bu hiicrelerin de boliinme kapasiteleri oldukea yiiksektir. Gelisimin daha geg



donemindeki hiicrelerde ise, boliinme potansiyeli azalmaya baglar. Bu hiicrelerde
cogalma asimetrik olarak gergeklesir ve kendinden sonra gelen hiicrelerin ¢ogalma

kapasitesi gittik¢e zayiflar (Moore ve ark. 1997).

2.1.1.1. Totipotent Kok Hiicreler

Bu hiicreler; embriyoyu ve gelisim sirasinda, biitiin doku ve organlar ile embriyo dist
membranlar1 ve organlari meydana getiren, sinirsiz farklilagsma ve farklilasmada farkl
yonlere gidebilme yetenegine sahip kok hiicrelerdir. Erken embriyonik dénemde 8

hiicreye kadar olan tiim blastomerler totipotenttir (Moore ve ark. 1997, Kansu, 2006;

Boland ve ark. 2009).

Insan gelisimi, bir spermin yumurtayr dollemesi ve zigot denen totipotent hiicrenin
olugmasiyla baglar. Dollenmeden bir kag¢ saat sonra, zigot boliinmeye baglar ve olusan
hiicreler de totipotent 6zelligine sahiptir. Daha sonra ii¢ hiicre hattina (ektoderm,

mezoderm ve endoderm) doniisebilirler (Asch ve ark. 1995).

Bazi ¢ok hiicreli organizmalarda, hiicreler yeniden dediferansiye olup totipotensi
ozelliklerini kazanabilirler. Ornegin bir bitki yaralandiginda yaralanma bolgesindeki
hiicreler veya kallus dokusu hiicreleri, bitkinin tamamini olusturabilir (Mitalipov ve

Wolf, 2009)

2.1.1.2 Pluripotent Kok Hiicreler

Hiicre biyolojisinde pluripotensi, latince kokenli “plurimus” pek ¢ok ve “potens™ giice
sahip anlaminda kullanilmaktadir. Pluripotent hiicreler, organizmada bir¢ok doku ve
hiicre tipinin olugmasina kaynak olusturan hiicreler olarak tanimlanir (Binder ve ark.
2009). Embriyoda blastosistin i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler (embriyo blastlar),
endoderm, cktoderm ve mezodermden koken alan c¢ok farkli hiicre g¢esidine

farklilagabilirler.



Embriyonik kok hiicreler blastosistin i¢ hiicre kitlesine ait olan hiicrelerdir ve
pluripotenttirler (Graves ve ark. 1993). Embriyonik kok hiicreler yiiksek diizeyde
telomeraz aktivitesine sahiptir, hiicre boliinmesi sirasindaki DNA replikasyonu ile bu
etkinliklerinde azalma gozlenmez. Bu nedenle sinirsiz proliferasyon kapasitesine

sahiptirler (Moore ve ark. 1997).

Embriyonik kok hiicrelerin, in vitro ortamda 6zgiin hiicre serilerine farklilagsmasina
dayanan gbzlemler yapilmaktadir. Bu gézlemler sonucunda, embriyonik kok hiicrelerin;
yeni ilaglarin kesfi icin gen hedeflerinin tanimlanmasinda, gelisim biyolojisinde,
teratolojik ve toksik bilesiklerin tanimlanmasinda, gen ve hiicre temelli tedavilerde

kullanilmak iizere hiicre ve dokularin iiretiminde kullanilabilecekleri gosterilmistir.

(Soria ve ark. 2000, Bjorklund ve ark. 2002).

Dediferansiyasyon adi verilen, hiicrelerin degisime ugramamis ya da 6zellesmemis
duruma yeniden doniis siireci, uzun yillardan beri arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve bu
stireci in vitro olusturabilmek birgok arastirmacinin hedefi olmustur. Somatik hiicrelerin
uyarilmis pluripotent kok hiicrelere (uPKH) dediferansiasyonu ve yeniden
programlanmas1 ilk olarak fare modelinde 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka
tarafindan gelistirilmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). uPK hiicreleri, gen anlatimi
profili, morfoloji ve islevleri bakimindan embriyonik kok hiicrelere ¢ok
benzemektedirler (Robinton ve Daley, 2011). Ancak embriyonik kok hiicrelerinin
aksine, bu hiicrelerin {iretilmelerinde embriyonun yok edilmesinden kaynaklanan etik
sorunlar yoktur. Buna ek olarak, yeniden programlama sayesinde yetiskin bireylerin
farklilagsmis hiicrelerinden de pluripotent kok hiicreler tiretilebilir; ancak bu embriyonik
kok hiicreler i¢cin miimkiin degildir. Bu 6zellikleri sayesinde bircok genetik hastaliga
0zgiin kok hiicre iiretilmesi ve bu hastaliklarin laboratuar ortaminda modellenmesi

miimkiin olmustur (Park ve ark. 2008a; Onder ve Daley, 2012).



Pluripotent kok hiicreler temel tip arastirmalari i¢in ¢ok degerli araglar olmakla
kalmayip, uzun vadede hiicre temelli tedaviler i¢in de bilyik umutlar vaad
etmektedirler. Bu tip hiicrelerden en yaygin olarak iizerinde ¢alisilan embriyonik kok
hiicreler “Embryonic Stem Cells — ESCs” tipik olarak in vitro déllenme yoluyla ortaya
cikan blastosistlerden tiiretilirler. Embriyonik kok hiicreler, partenogenez ve somatik
hiicre nukleus transferi (klonlama) gibi alternatif yontemlerle de elde edilebilir ancak,
biitlin bu yontemler insan uygulamalar1 i¢in hem etik hem de pratik agidan biiylik
sorunlar olusturur. Kisa zaman Once uygulanan yeniden programlama yontemi ile
pluripotensiyi kontrol eden genlerin disaridan hiicreye aktarimi ve yiiksek diizeyde
anlatimi1 sayesinde embriyonik kok hiicrelere benzeyen hiicreler yetiskin somatik
hiicrelerden gelistirilmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Boylece uyarilmis
pluripotent kok hiicreler (uPKH) {tiretilmistir. uPK hiicreleri degisik hastaliklar1 olan
insanlarin somatik dokularindan da iiretilebilecegi icin hastalifa 6zgii pluripotent kok
hiicre olusturma potansiyelleri vardir. Bu sekilde hem laboratuvar ortaminda hastalik
modellenmesi, hem de uPK hiicrelerinin in vitro farklilastirilmas: sonucunda “hiicre
replasman tedavisi” i¢in hastaya Ozgli (otolog) hiicrelerin iretilmesi miimkiin
olabilecektir. In vitro kosullarda, ¢ok sayida hiicre tipine farklilasma kapasitesine sahip
pluripotent embriyonik kok hiicrelerin izolasyonu, rejeneratif tip alaninda biiyiik
heyecan uyandirmakta ve umut vermektedir. Cesitli amaglarla farkli hiicre hatlarinda
aragtirmaya yonelik yontem ve protokoller gelistirilmektedir. Halen istenen hiicre tipi
yoniinde farklilagsmay1 saglayabilmek i¢in 6zel biiyiime faktorii kombinasyonlari, hiicre-
hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesim sistemleri denenmektedir. Bilimsel
engellerin {stesinden gelindikten sonra pluripotent kok hiicre arastirmalarindan
beklenen sonuglar alinabilecektir. Pluripotent kok hiicreler lizerinde siirdiiriilen temel
bilimsel aragtirmalar, bu hiicrelerin yakin gelecekte klinikte tedavisi miimkiin olmayan
bircok hastaligin tedavisinde etkin rol oynayacaklarini gdstermektedir. Ozellikle,
kendini yenileme ve onarim kapasitesi olmayan hiicrelerin kaybina bagl olarak gelisen
hastaliklar tedavi edilebilecektir. Ornegin, pluripotent kok hiicreler yaniklardaki doku
kayiplar1 ve diyabete bagli iyilesmeyen yaralar gibi belli klinik olgularda yaygin olarak
kullanilabilecektir. Kok hiicre ¢alismalari; Parkinson (Soldner ve ark. 2009), tip 1 ve 2
diyabet (Maehr ve ark. 2009; Petersen ve ark. 2007), otizim (Happe ve ark. 2006),
romatoid artrit ve miyokart enfarktiisii gibi dejeneratif hastaliklarin tedavisinde ilag

toksisitesi c¢alismalarinda (Paul ve ark. 2010) ve erken embriyonik gelisim



aragtirmalarinda onemli ilerlemeler saglamistir (Thomson ve ark., 1998; Stojkovic ve

ark. 2005).

2.1.1.3. Multipotent Kok Hiicreler

Moltipotent kok hiicreler, sadece birkag hiicre tipine doniisebilme yetenegine sahip
hiicrelerdir. Gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetal donem), hiicreler 6zellesmeye
baslarlar ve eriskin kok hiicrelere doniisiirler. Bu eriskin kok hiicreler tipik olarak yer
aldiklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Kemik iliginde bulunan hematopoetik kok
hiicreleri bu hiicre tipine en uygun Ornektir. Biraz daha 6zellesmis bu hiicrelere

multipotent hiicreler denir (Moore ve ark. 1997; Jaenisch ve Young. 2008).

Boliinme ve farklilasma ozelliklerine gore, kok hiicre cesitleri 6zet olarak asagidaki

sekilde verilmistir (Sekil 2.1).

A
a9)
®

Yumurta

J Sperm

Farkhlasmisve
Ozellesmis
hUcreler

Sekil 2. 1: Kok hiicre cesitleri.
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2.2. KALLUS

Somatik bitki hiicreleri tamamen farklilagmis hiicrelerden tiim bitkiyi olusturma
(rejenerasyon) kapasitesine sahiptir. Totipotensi olarak adlandirilan bu 6zellik bitkilerde
hayvansal hiicrelere gore olaganiistii bir gelisim plastisitesine olanak verir. Bitki
hiicrelerinin totipotensi kapasiteleri ilk kez “hiicre teorisi” temeline dayali olarak
bagimsiz bir bicimde Schleiden (1838) ve Schwann (1839) tarafindan ortaya atilmustir.
Daha sonra Trecul (1838) ve Vochting (1878) yara iylesmesi ve kallus olusumu
stirecini, Steward (1950) ve Reinert (1958) ise totipotensiyi agiklayan calismalar
yapmuglardir.

Kallus olusumunun yaralanmis aga¢ ylizeylerinde olusumunun saptanmasi 200 y1l kadar
onceye dayanmaktadir (Nelly, 1979). Kallus terimi latince sert anlamina gelen
“callum™’dan gelir. Tipta dermal doku kalinlagsmasi da kallus olarak tanimlanir. Bitki
biyolojisinde ise kallus terimi, dnceleri yaralanma sonucu olusan hiicre kiitlesi olarak
tanimlanirken, giinlimiizde daha c¢ok organize olmamis ¢esitli derecelerde farklilasma
yetenegine sahip hiicre kitlesini ifade eder. Kallus dokusu in vitro kosullarda yapay
besiyerlerinde (Sekil 2.2, Murashige ve Skoog besiyeri, Gamborg B5 vb.)
gelistirilmistir (Nobecourt, 1939; White, 1939; Gautheret, 1983). Kiiltiir ortaminda
kallus hiicreleri, iki onemli bitki biliylime diizenleyicisi (BBD) grubu olan oksin ve
sitokininlerin birbirlerine gore oranlarina bagh olarak diferansiasyon-dediferansiasyon
evrelerine girebilirler (Skoog ve Miller, 1957). Kallus, hem temel bilimler hem de
biyoteknoloji uygulamalari ile endiistriyel amaglar i¢in yaygin olarak kullanilir (George
ve Sherington, 1984; Bourgaud ve ark. 2001). Bununla beraber, kallus olusumunun
molekiiler mekanizmasi ile ilgili bilgiler kisithdir. Yakin zamanda ARF ve ARR’ler gibi
hormon sinyal yolaklar1 anahtar diizenleyicilerin kallus olusumunda is gordiikleri
anlagilmistir. Yine, stres sinyallerini hiicre farklilasmasinin kontroliine g¢evirmekten
sorumlu olan WIND proteinleri belirlenmistir. Ancak kallus hiicrelerinin hiicre
proliferasyonu yeterliliklerini nasil kazandiklari ile ilgili yeterli bilgi halen mevcut
degildir (Ikeuchi ve ark. 2013).
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Sekil 2. 2: Nicotiana tabacum kallusu.

2.3. KOK HUCRELERIN KULLANIM ALANLARI

Hiicre farklilagmasit ve gelisimi uzun yillardan beri temel biyoloji arastirmalarinin
calisma konusunu olusturmustur. Bu siireglerin ayrintili sekilde anlagilabilmesi ile
kanser, hiicre farklilagmasi ve gelisim sirasinda ortaya ¢ikan dogum kusurlarinin
sebepleri ve bu sebeplerin giderilmesi konusunda ¢ok onemli adimlar atilabilecektir.
Yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in, kok hiicrelerden yola c¢ikilarak iretilen dokularin
ilaclart test etmede kullanilabilecegi belirtilmektedir. Ayn1 zamanda embriyonik kdok
hiicrelerin; Parkinson, tip 1 diyabet, romatoid artrit ve miyokart enfarktiisii gibi
dejeneratif hastaliklarin tedavisinde ilag toksisitesi arastirmalarinda ve erken
embriyonik gelisim c¢alismalarinda 6nemli ilerlemeler saglayacagi disiiniilmektedir

(Thomson ve ark. 1998; Stojkovic ve ark. 2005).

Farklilagsmanin iyi anlasilmasi sadece insan sagligi icin degil, bitkiler de dahil olmak
iizere, tiim ¢ok hiicreli canlilarda rejenerasyon c¢aligmalarina 6nemli katkilar sunacaktir.
Doku kiiltiiriine verilen yanit bakimindan inat¢1 “recalsitrant” bitki tiirlerinin, pazar
degeri yiiksek kiiltiir irklar ile kok vermesi zor olan bitkilerin ¢ogaltilmasinda in vitro
rejenerasyon kosullarinin bilinmesi gereklidir. Bunun yani sira sentetik tohum iiretimi,
genetik ozellikleri degistirilmis bitkilerin elde edilebilmesi igin genetik miihendisligi
uygulamalar, ilag, kimya, kozmetik vb. endiistrilerde yaygin kullanim1 olan ve farkl

biyolojik aktivitelerden sorumlu bitkisel sekonder metabolitlerin iiretimi gibi bitki
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biyoteknolojisindeki bircok uygulama, ilgilenilen bitkideki dediferansiasyon ve
farklilagma siireglerinin belirlenmesine dayalidir. Ayn1 sekilde, uPK hiicrelerinin temel
arastirmalar ve hiicre tedavileri acisindan gelecekte sunacagi olanaklar ¢ok genis olsa
da, bu hiicrelerin kullanim potansiyelinden tam olarak yararlanmak i¢in aydinlatilmasi
gereken pek cok temel molekiiler biyolojik mekanizma ve ¢oziilmesi gereken pratik
sorunlar vardir. Bunlarin basinda somatik hiicrelerin yeniden programlama sirasinda

gecirdigi molekiiler degisikliklerin anlagilmasi gelir.

2.4. YENIDEN PROGRAMLANMA CALISMALARI

2.4.1. Yeniden programlanmada kullanilan hiicre ve doku tipleri

Yeniden programlanma c¢alismalar1 bitkilerde 18. yiizyilda kallus olusumunun elde
edilmesiyle baslamistir (Gautheret, 1983). Sonraki yillarda artan sekilde aralarinda arpa,
celtik, tiitin, Arabidopsis thaliana gibi model bitkilerin de bulundugu ¢ok sayidaki
bitkide ve gerek kallus eldesi gerekse rejenerasyon kosullarinin belirlendigi basarili

calismalar yapilmistir (Davey ve Anthony, 2010).

Dediferansiasiyon c¢aligsmalari insan sagligi arastirmalart agisindan biiyllk Onem
tagimasina ragmen, memeli hiicrelerinde kok hiicre eldesi ancak bitki ¢aligmalarindan
100 y1l sonra, 2007 yilinda iki ayr1 arastirmaci grubu tarafindan gercgeklestirilmistir
(Takahashi ve ark. 2007; Yu ve ark. 2007). Yeniden programlanma koyun, domuz,
tavsan, fare ve kopek gibi birgok memeli organizmada gergeklestirilmistir (Guilloteau
ve ark. 2010). Bu islemi gerceklestirmek i¢in en yaygin kullanilan somatik hiicre tipleri;
memeli hayvanlarda deri fibroblastlar1 (Lowry ve ark. 2008) ve bitkilerde yaprak

eksplantlaridir.

2.4.2. Yeniden programlanmada kullamlan teknikler
Cok hiicreli  organizmalardan, hayvan ve bitkilerde hiicrelerin  yeniden

programlanmalar1 i¢in kullanilan yontemler farklidir.
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2.4.2.1. Memeli yeniden programlanmasinda kullanilan teknikler

Yeniden programlanma en basit sekilde kromatin materyalinin ve ardindan gen
anlattminin degismesi olarak ifade edilmektedir. Somatik hiicrelerin uPK hiicrelerine
yeniden programlanmasi ilk olarak fare modelinde 2006’da Takahashi ve Yamanaka
tarafindan gelistirilmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Bu yontemde embriyonik
kok hiicrelerin gen anlatimi profilini diizenleyen ve pluripotensiyi koruyup siirdiiren,
Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc (OSKM) adli dort transkripsiyon faktoriiniin fibroblast
hiicrelerinde yiiksek diizeyde anlatimi yapilmistir. Ad1 gecen transkripsiyon faktorleri
embriyonik kok hiicrelere 6zgii olan ve bu hiicrelerde anlatim1 yapilan faktorlerdir. Bu
dort faktoriin anlatimiyla insan somatik hiicrelerinin de yeniden programlanma ile uPK
hiicrelerine doniistiiriilmesi miimkiin olmustur (Takahashi ve ark. 2007, Yu ve ark.
2007, Park ve ark. 2008b). uPKH olusumunda kullanilan yontemler baslica; Somatik
hiicre transferi (SCNT), hiicre flizyonu, viral yontemle gen ve dogrudan mRNA
aktarimiyla yeniden programlanmadir (Fulka, ve ark. 1998; Renard, J.P. 1998; Wilmut
ve ark. 1998; Wade ve Kikyo, 2002; Do ve Scholer. 2006; Hochedlinger ve Jaenisch,
2006; Warren ve ar. 2010).

2.4.2.2. Bitkilerin yeniden programlanmasinda kullanilan teknikler

Bitki somatik hiicrelerinden kallus elde edilmesinde, in vitro kosullarda bitki
hiicrelerinin gogalabilmesi igin farkli besin maddelerinin yani sira oksin ve sitokinin
grubu BBD’leri gereklidir. BBD’ler, bitkilerin biiylime ve gelismesini indiikler ya da
baskilar. BBD’lerin etkileri; konsantrasyonlarina, eksplant tiirline ve bitki ¢esidine gore
farklilik gosterebilir. Ortama uygun olmayan konsantrasyonda ilave edildiklerinde,
genellikle olumsuz yonde etki ederler. Bitki hormonlari, bir dokuda iiretilip, biiylime ve
gelismenin olacagi diger dokulara tasinan ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkili olan
endojen organik bilesiklerdir. Indol asetik asit, zeatin, zeatin ribozid, gibberellik asit
(GA3), absisik asit ve etilen bitkilerce iiretilen hormonlardandir. Sentetik yollarla
tiretilenler de dahil olmak {izere, genel olarak hepsine BBD’leri ad1 verilmektedir ve en
cok kullanilan BBD’leri; oksinler, sitokininler, gibberellinler, absisik asit ve etilendir
(Babaoglu ve ark. 2001).
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Oksinler; hiicrelerin biiyiimesi ve boliinmesinde, koklendirmede, yan siirgiinlerin
gelisiminin engellenmesinde etkilidirler. Oksinler, doku Kkiiltlirlerinde tek basina
kullanildiklarinda kallus induksiyonunu, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve
somatik embriyo gelisimini saglar. Sitokininlerle birlikte kullanildiklarinda yine kallus
olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu (organogenez) ve somatik embriyo olusumunun
induksiyonunu saglayabilir. Ayrica elde edilen siirglinlerin koklendirilmesinde
kullanilir. Temel hormon formu Indol-3-asetik asid (IAA)’dir. Sentetik oksinler
arasinda o-naftalin asetik asit (a-NAA), indol-3-biitirik asit (IBA), 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 2,4,5-triklorofenoksi asetik asit (2,4,5-T) ve Pikloram
sayilabilir. Sentetik oksinler ticari uygulamalarda meyve olgunlagsmasinin engellenmesi

ve ¢eliklerin koklendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

En cok kullanilan sitokininler adenin (aminopiirin) tiirevleridir. Bunlar i¢inde de
benzilaminopurin (BAP) en ¢ok kullanilanidir. Sitokininler, ¢ogunlukla kok ucu
meristemi ve gen¢ yapraklarda iiretilir. Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagsma, bitki
slirgiin iiretimi ve siirglin c¢ogaltiminda etkili olup antioksidan etki gostererek
yaslanmayr da geciktirirler. Fakat siirgiinlerde koklenmeyi ve embriyogenesizi
engellerler. Ozellikle son yillarda ¢ok sik kullanilan ve giiclii bir sitokinin aktivitesi
gosteren thidiazuron (TDZ) ve Forchlorfenuron (CPPU)’un doku kiiltiirlerinde
kullanimi ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur. Fakat sentetik olarak elde edilen sitokinin
benzeri bu iki maddenin kullanimi ile elde edilen siirglinlerin koklendirilmesi oldukca

zor olmaktadir. Dogal sitokinin formlari, zeatin ve zeatin riboziddir.

Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, stirgtinlerin
boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve oviil Kkiiltlirlerinde kullanilmaktadir. Kallus
gelisimini, organogenesisi ve adventif kok olusumunu engellerler. Ayrica bitkilerde

gdvdenin uzamasini, ¢iceklenme ve ¢imlenmeyi artirirlar.
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Absisik asit; strese maruz kalmis yapraklarda, uyuyan tomurcuklarda ve tohumlarda
bulunur. Absisik asitin doku kiiltlirlerindeki rolii heniiz tam olarak anlagilamamis
olmakla birlikte halen somatik embriyolarin olgunlastirmasinda kullanilmaktadir.
Ayrica yaprak ve meyve dokimii (absisyon) ve uyku halinde etkili olup, yaprak

gozeneklerinin kapanmasini diizenlemesi diger etkileri arasinda sayilabilir.

Etilen (C2H4) gaz seklinde bir BBD’dir. Kimyasal bilesimi ¢ok basit olmasina ragmen,
bitkilerdeki fizyolojik etkisi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile goriiliir. Bitkilerde
yiiksek aktiviteli ve ¢ok yonlii etilen gazinin pratik yoldan elde edilebilmesi, etileni
serbest kilan bilesiklerin bulunmasini gerektirmistir. Bu maddeler; ¢igeklenmeyi tesvik
eder, etli meyve ve sebzelerde olgunlasma {izerine etkilidir. Ceviz, zeytin, kiraz, visne

vb. meyve dokiilmesini tesvik ederek seyreklesmeyi saglar (Babaoglu ve ark. 2001).

Thtin:

In vitro rejenerasyonu saglanan ilk bitki tiirii olan tiitiin (Skoog ve Miller, 1957), doku
kiiltiiriinde iiretimi olduk¢a hizli ve kolay olmasi ve hemen hemen tiim doku tiplerinden
kolayca rejenere olabilmesi nedeniyle rejenerasyon ve farklilasma ¢aligmalarinda ilk
yillardan beri tercih edilen model bir bitkidir. Tiitiiniin taksonomik siniflandirmasi

Tablo 2.1°de verildi.

Tablo 2. 1: Tiitiinliin taksonomik siniflandirmasi.

Alem Plantae
Sube Magnoliophyta
Siif Magnoliopsida
Alt takim Solanales
Aile Solanaceae
Cins Nicotiana

Tir Nicotiana tabacum
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2.5. EPIGENETIK

Her ne kadar OSKM transkripsiyon faktorleri kullanilarak uPK hiicresi olusturulmasi
rutin bir hale gelmisse de, bu faktorlerin kok hiicre kimligini ve pluripotensiyi nasil
uyardiklar1 hakkinda aydinlatilmamis bir¢ok konu vardir. Yeniden programlama
stirecindeki gen anlatimi profili degisiklikleri genel hatlariyla bilinse de bunlari
tetikleyen ve diizenleyen kromatin temelli epigenetik mekanizmalarin ¢ogu heniiz

aydilatilmamustir.

Normal embriyonik gelisim sirasinda hiicreler farklilagtikga, Oct ve Sox gibi
pluripotensi gen aileleri etrafinda baskilayict kromatin yapilari olusturularak bu genlerin
anlatim1 susturulur. Gen anlatimindaki bu degisiklikler epigenetik mekanizmalar

sayesinde kalic1 kilinir (Feldman ve ark. 2006).

Eski Yunancada; epi- iistii, 6tesi, anlamlarini tagir. Genesis ise; dogus, koken, yaratilis
veya olusum demektir. Epigenetik, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan,
ama aynm1 zamanda kalitsal olan, gen anlatimi degisikliklerini inceleyen bilim dalidir
(Martin ve Zhang, 2007). Epigenetik mekanizmalar dogrudan ve dolayli olarak gen
anlatimin1 kontrol eden mekanizmalar olarak ikiye ayrilir. Dogrudan gen anlatimini
kontrol eden mekanizmalar ise DNA ve kromatin diizeyindeki modifikasyonlar olmak

tizere ikiye ayrilir.

2.5.1. DNA modifikasyonlari

DNA diizeyindeki modifikasyonlarin en bilinen ve islevsel olani DNA metilasyonudur
(Waterland ve Michels, 2007). Omurgalilarda tipik olarak CpG bolgelerine DNA
metiltransferaz enzimi ile bir metil grubunun baglanmasi sonucunda gergeklesir. Metil
grubu DNA’nin sitozin bazinin pirimidin halkasinin 5 numarali karbonuna eklenir.
Metil vericisi olarak S-adenozil metiyonin (SAM) goérev yapar. Eriskin somatik
dokularda DNA metilasyonu tipik olarak CG diniikleotit dizilerinde meydana gelir.
CpG dis1 metilasyon embriyonik kok hiicrelerde hakimdir (Bond ve Finnegan, 2007,
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Waterland ve Michels, 2007). Metilasyon, genlerin kapanmasima neden olarak gen

anlatimini engelleyen bir sistemdir (Cummings ve ark. 2002).

2.5.2. Kromatin Modifikasyonlari
Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar ise kovalent ve kovalent olmayan
modifikasyonlar olmak iizere iki gruba ayirilir (Segre ve ark. 2011). Bu modifikasyonlar

genlerin aktivasyonu veya sessizlesmesine neden olurlar (Berger, 2007).

Okaryotik DNA ve proteinlerin olusturdugu komplekse, kromatin adi verilmektedir.
Kromatin yapisinda bulunan ana proteinler histonlardir. Histonlar hiicre boliinmesi
sirasinda genetik materyalin katlanarak yogunlasmalarini saglayan esas molekiillerdir.
Hiicrede kromatin yapist dekondanse (gevsek), transkipsiyonel olarak aktif olan,
‘0kromatin’ ve son derece kondanse (siki, yogun), transkripsiyonel olarak inaktif

‘heterokromatin’ yapisi olarak iki tipe ayrilir.

Histon proteinleri bazik, art1 ytliklii proteinlerdir ve DNA’nin negatif yiiklii kisimlarina
baglanarak, DNA’y1 notrlestirirler. Bu proteinler arginin ve lizin amino asitlerini
igerirler. Histon proteinleri 5 ana grupta toplanirlar. Ikiser adet H2A, H2B, H3 ve H4
(¢ift sekilde) ve H1 (linker) proteinlerin olusturdugu kompleksin ¢evresinde 146 bg
DNA’nin doniim yapmasi ile niikleozom yapist olusur (Spencer ve Davie 1999; Sekil

2.3, Mathews ve ark. 2000 den uyarlanmustir).
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R H2B

Nukleozom
8 histon molekilt + 146 bg DNA

Sekil 2. 3: DNA’nin histonlarin ¢evresinde doniimii ve niikleozom yapisini olusturmast.

(Mathews ve ark. 2000’ den uyarlanmustir).

2.5.2.1. Kovalent Histon Modifikasyonlari

DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon proteinlerinin bazik amino uglari
niikkleozomdan ¢ikintilar yapar (Sekil 2.4, Wolffe ve Hayes, 1999), metilasyon ve
asetilasyon gibi translasyon sonrast modifikasyonlara ugrayabilir. Histon
modifikasyonlari, kromatin ile iliskili proteinler ile (HP1 vb.) de etkileserek, genin
transkripsiyon agamasinin diizenlenmesini (baskilama veya genin aktif olmas1) saglayan
faktorlerdir (Segre ve ark. 2011). Bu modifikasyonlar arasinda; HAT (histon asetil
transferaz)’lar tarafindan asetillenme ve HMT (histon metil transferaz)’lar tarafindan
metillenme,  fosforilasyon, ubikitinasyon ve sumolasyon, kovalent histon
modifikasyonlar1 grubunda yer alan mekanizmalardir. Histonlar {izerinde yapilan bu
degisiklikler, kromatin yapisinin gevsek ya da siki olma durumunu etkileyerek gen
anlatiminda diizenleyici rol oynar. Ornegin, asetil gruplari histonlardaki (+) yiikii

notralize ederek histonlar ve DNA arasindaki elektrostatik etkilesimleri zayiflatir.



19

Sekil 2. 4: Niikleozom yapisinda yer alan histonlarin amino-ucu kuyruklari.

(Wolffe ve Hayes, 1999).

Histon metiltransferaz enzimleri tarafindan histon proteinlerinde bulunan amino asitlere
1, 2 veya 3 (mono-, di- veya tri-) adet metil grubu eklenmesi durumu, metilleme yeri ve
metil grubu sayisina bagli olarak bir genin anlatiminin yapilip yapilmayacagini
belirleyen, yani o geni ac¢ik veya kapali konuma getiren kovalent
modifikasyonlardandir. Acik/kapali gen setleri, bulundugu hiicre tipine gore farklilik
gosterir. Histon 3 kuyrugundaki metilasyonun epigenetik diizenlemede ¢ok 6nemli bir
rolii vardir (Martin ve Zhang, 2007). Hatta baz1 histon modifikasyonlar1 6kromatin ve
heterokromatinin aktif veya inaktif belirtegleri olarak kullanilabilirler. H3 ve H4
histonlarmin lizin bakiyelerinin asetillenmesinin aktif kromatinle iliski gosterdigi,
deasetilasyonun ise kromatinin daha siki bir sekilde paketlenerek genlerin inaktif
duruma ge¢mesiyle sonuglandig: bilinmektedir. Ornegin, H3K9 asetillenmesi kromatin
yapist olusumuna ve deasetillenmesi ise heterokromatin yapisit olusumuna yol agar.
Histonlarda lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine, metillenmenin nerede olduguna
gbre aktivasyon veya inaktivasyonla sonuglanabilir. Ornegin, histon 3 lizin 4
metillenmesi (H3K4me) 6kromatin olusumu ve bulundugu gen bolgesinin agilmasina ve
tersine H3K27me heterokromatin yapist olusmasina neden olur. Bu yolla, histonlardaki
spesifik modifikasyonlar, transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif kromatinin

belirlenmesinde bir ¢esit belirte¢ olarak kullanilabilir. Histonlardaki modifikasyonlarin
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ve DNA metilasyonunun birlikte c¢alisarak gen anlatiminin durumunu belirledigi ve

hiicrenin gelisimsel yazgisinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir.

2.5.2.2. Kovalent Olmayan Histon Modifikasyonlari
Bu tipteki modifikasyonlar kromozom i¢i veya kromozomlar arasi etkilesimler, histon
takaslari, kromatin tamiri, kodlanmayan RNA (siRNA, miRNA) ile etkilesim gibi

kovalent olmayan histon modifikasyonlaridir (Bond ve Finnegan 2007).

Normal embriyonik gelisim sirasinda hiicreler farklilastikca pluripotensi genleri
etrafinda baskilayici kromatin yapilar1 olusarak bu genlerin anlatimi susturulur
(Feldman ve ark. 2006). Yeniden programlama siirecinde ise somatik hiicre gen anlatimi
programi susturulup embriyonik kok hiicre gen anlatim programi etkinlestirilir
(Maherali ve ark. 2007). Boylece yeniden programlama sirasinda baskilayici kromatin
yapilarinin ortadan kaldirilmast uPK hiicresi olusumunda en 6nemli agamalardan biri
olmaktadir. Mikrodizine dayali gen anlatimi arastirmalar1 ve kromatin immiin-¢oktiirme
(ChIP) deneyleri sayesinde somatik ve pluripotent hiicreler arasindaki epigenetik
farkliliklar ortaya ¢ikarilmistir (Mikkelsen ve ark. 2007; Hawkins ve ark. 2010). Ancak
bu farkhiliklarin nasil olustugu ve kalici kilindiklar1 heniiz biiyiik olciide

bilinmemektedir.

Histon metillenmesinin gen anlatimi, diizenlenmesi ve kromatin yapisinin degisiminde
onemli bir rol oynamasi nedeniyle bu konuda ¢ok sayida arastirma yapilmstir. Ozellikle
H3 ve H4 metillenme pozisyonlar1 ve metillenme sayilar1 insanin da dahil oldugu ¢esitli

model organizmalarda aydinlatilmistir (Tablo 2.2, Greer ve Shi 2012).

“Baskilayic1 kromatin yapilarin yeniden programlama stirecini engelledigi” hipotezini

destekleyen cesitli calismalar yapilmistir. Bu calismalardan, heterokromatin veya
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Okromatin yapilarint olusturan proteinlerin yeniden programlanma siiresinde etkili
oldugu bu proteinlerin 6zgiin bir bi¢imde inhibe edilmesi yoluyla belirlenmistir.
Trikostatin A, sodyum biitirat ve valproik asit gibi histon deasetilaz enzimlerinin
inhibitorlerinin insan ve fare hiicrelerinin yeniden programlanma verimliligini artirdigi
bulunmustur (Huangfu ve ark. 2008, Mali ve ark. 2010). uPKH elde edilmesi ile ilgili
bir diger ¢alismada, DNA (sitozin-5) metillenme enziminin inhibisyonu, bu enzimin
inhibitorii olan 5-azasitidinin kullanimiyla oldugu gibi, bu enzimin RNAi ile
susturulmasi ile de basarilmistir (Mikkelsen ve ark. 2008). Bunlara ek olarak, bir H3K9
metil-transferazi olan G9a enziminin kimyasal olarak inhibe edilmesinin fare
hiicrelerinin yeniden programlanmasini pozitif olarak etkiledigi bulunmustur (Shi ve
ark. 2008). Ancak G9a inhibisyonunun insan hiicrelerinden uPKH olusturulmasinda bir
etkisinin olup olmadigi heniiz saptanmamistir. Bu baglamda H3K9 metillemesini
gerceklestiren diger enzimlerin de (SUV39HI1, SUV39H2, SETDBI1 vb.) yeniden
programlamada rol oynayip oynamadigi bilinmemektedir (Tablo 2.2, Greer ve Shi
2012).
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Tablo 2. 2: Homo sapiens, Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans model
organizmalarin H3 ve H4 metil transferaz enzimleri ve bu enzimlerin metillenme say1 ve
pozisyonlari (Greer ve Shi 2012).

Histon ve Homo sapiens Drosophila melanogaster Caenorhabditis elegans
bakiyeleri me3 me2 mel me3 me2 mel me3 me2 mel
CARMI(a) CARM1
PRMT6(a) PRMT6
PRMT5(s) PRMTS
PRMT7(s) PRMT7
i;';gig SETD1A SETD1A
= e
MLL TRX
MLI2 MLL2 MLL ASS];IIL TRR TRX SET-2
MLL3 MLL3 MLL2 SET1 TRR SET-16
T
3 SETD7
PRMD9
PRMT5 PRMT5
SUV39H1
SUV39H1 SUV39H2 SETDB1 MES.2
SUV39H2 SETDB1 GOa SU(VAR)3-9 SUCVARS-O o SET.Q
SETDB1 G9 EHMT1 Y Y i
PRDM2 EHMT1 PRDM2 %
PRDM2
CARMI(a) CARM1
CARMI(a) CARM1
EZH2 EZH2
EZH1 EZH1 E@2) E@2) MES-2 MES-2
NSD3 SETD2
NsSD2 NSD3
SETD2 NSDISMYD2 NSD2 SET2 MES4 MET-1 MES-4
SETD2 NSD1
DOTIL DOTIL DOTIL DOTIL DOTIL DOTIL
PRMT1(a) PRMT1
PRMT6(a) PRMT6
PRMT-1 PRMT-1
PRMT5(s) PRMT5S
PRMT7(s) PRMT?7
SUV420H1 SUV420H1
SUV420H2 SUV420H2 SETD8 SUV4-20 SUV4-20 PRSET7

Kromatin yeniden bigimlenmesinin, yeniden programlamadaki etkisinin belirlenmesi
icin inhibitér kullanimmin yani sira, kromatin modifikasyonu yapan proteinlerin
somatik hiicre yeniden programlanmasindaki rollerini incelemek amaciyla DNA ve
histon metilleme yolaklarinda bulunan 22 secilmis gen igin islev kaybi “loss-of-
function” yaklasimi da kullanilmistir (Onder ve ark. 2012). Literatiirde kromatin
diizenleyicilerinin yeniden programlamadaki islevlerini sistematik olarak belirlemeye
yonelik bu oncii arastirmada, SUV39H1 histon metil-transferazinin RNAi yontemiyle
susturulmasinm uPK hiicresi olusumunu artirdig1 gézlemlenmistir (Onder ve ark. 2012).
SUV39HI1 (Sekil 2.5, Cloos ve ark. 2006’den uyarlanmistir) H3K9 metillenmesini
gergeklestiren en 6nemli enzimdir (Rea ve ark. 2000; Peters ve ark. 2001).



23

Okromatin

CHr D

JMID2/LSD1

HMTs

¢

SUV39H1/2
HMTs

4

SUV39H1/2
HMTs

L
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Sekil 2. 5: Heterokromatin ve 6kromatin olusumundaki H3K9 metilaz ve demetilaz
enzimleriyle HP1 proteinin iliskisi (Cloos ve ark. 2006’dan uyarlanmustir).

Bu enzim gen anlatimmin yeniden (de novo) baskilanmasinda da rol oynamaktadir
(Vandel ve ark. 2001, Ait-Si-Ali ve ark. 2004). Tanimlanmis tiim histon lizin metil
transferazlar (Dotl hari¢) evrimsel olarak yiiksek diizeyde korunmus SET domeni
tasirlar. 130-140 amino asitlik SET domenleri mayalardan memelilere kadar, hatta bazi
bakteri ve viriislerde bile bulunan proteinlerdir. SET domenleri ismini Drosophila’da
pozisyon etkisi cesitliligi ile iliskili Su(var), E(z) ve TRX genlerinden almustir. Ilk
tanimlanan histon metil transferazi, histon 3 lisin 9 (H3K9) metillenmesinden sorumlu
olan SU(VAR)3-9, Drosophila’ya aittir. Daha sonra, ESET, G9a, SUV39HI1 ve 2,
EuHMTaz  gibi  memeli  H3K9  metil transferazlariin ~ homologlari,
Schizosaccharomyces pombe (CLR4), Neurospora crassa (DIM-5), Arabidopsis
thaliana (Kryptonite, SUVH4 ve 6), Nicotiana tabacum (NtSET1), Oryza sativa
(SDG714) ve Zea mays (SDG) gibi bir¢ok organizmada tanimlanmustir. Bitkilerde
cesitli siiflara ait ¢ok sayida SET domen proteinlerini sifreleyen genler bulunur.
Bitkiye 6zgili amino ve karboksil uglar1 olan bu genler (Sekil 2.6, Ding ve ark. 2007),
maya CLR4, insan SUV39H1 ve G9a histon metil transferazlara yiiksek diizeyde
homoloji gosterirler (Yu ve ark, 2004). Tiitlin’de tanimlanmis olan SET genlerinden
NtSET1’in in vitro kosullarda H3K9 ve H3K27 metilasyonlarint gergeklestirdigi, belli
kromatin bolgeleri ve kondanse kromozomlarla ile iliskili oldugunu gostermistir

(Lachner ve ark. 2001, Yu ve ark. 2004; Jackson ve ark. 2004). SUV39H1 ayni
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zamanda G9a, GLP ve SetDbl gibi diger lizin 9 metil-transferazlarn ile birlikte biiyiik
bir kompleks icinde yer alir (Fritsch ve ark. 2010). Bu komplekste yer alan G9a
enziminin Oct4 geni iizerinde baskilayic1i bir etkisi oldugu bilinmekle birlikte,
SUV39H1'in Oct4 ve yeniden programlamada rol oynayan benzeri diger genlerin

promotdrleri lizerinde bir etkisi olup olmadig1 bilinmemektedir (Feldman ve ark. 2006).

N-terminal YOG preSET SET  postSET
SDGT14 C———— ST THEEN | 63
SUVH4 L ST THEE | 624:a
SUVHG [ e T THN | 79022
DIM-5 CO—— T | 318aa
Chromo
Clrd == l TN | 10022
SUV30H1 412aa

Ilvoc [ chromo [ preseT || SET  [_]postSET

Sekil 2. 6: H3K9 metilasyonundan sorumlu enzimler ve aralarindaki benzerlik.

SDG714 (Piring), KYP/SUVH4 ve SUVHG6 (Arabidopsis thaliana) , DIM-5 (Neurospora
crassa), Clrd (Schizosaccharomyces pombe), SUV39H1 (Homo sapiens) 6nemli protein
domenleri. SET: metil transferaz domeni, Chromo domeni: substrat tanima domeni (Ding ve
ark. 2007).

2.6. UPKH OLUSUMU VE KULLANIMI ILE iLGILi SORUNLAR

Her ne kadar simdiye dek pek ¢ok somatik hiicreden uPK hiicre hatlar1 gelistirilebilmis
olsa da, yeniden programlanmis bu uPK hiicrelerinin olusum verimi diisiiktiir.
Kullanilan hiicrelerin ¢esidi ve 0Ozelliklerine de bagli olarak genelde verim yiizde
0.01'den azdir, yani her 10.000 hiicreden biri uPK hiicresine doniistir (Takahashi ve
Yamanaka 2006). Orneklerin kisith oldugu veya hastaligin dogasi geregi hiicrelerin
laboratuar ortaminda iyi iiremedigi durumlarda (Orn. Fankoni anemisi gibi DNA tamiri
hastaliklarinda) uPK hiicreleri elde etmek daha zor olmaktadir. Bu nedenle yeniden
programlama isleminin verimini artiracak yoOntemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.
Yeniden programlama siirecindeki kromatine bagli degisikliklerin ortaya ¢ikarilmasi

sayesinde bu epigenetik degisiklikleri meydana getiren kromatin yeniden
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bicimlendirmesinde rol alan enzimler gibi proteinler, siirecin daha verimli hale

getirilmesi igin kullanilabilecektir.

uPK hiicrelerinin klinik kullaniminin 6niindeki engellerin basinda giivenlilik sorunu
gelmektedir. Bunun birincil nedeni yeniden programlanma faktorlerin viral yontemlerle
somatik hiicrelere aktarilmasidir. Somatik hiicrelere aktaritlan OSKM genlerinin genoma
entegrasyonu, konak kromozomlarda eklenmeye dayali mutageneze “insertional
mutagenesis”, kanser ve onemli genlerin susturulmasina yol agar (Selvaraj ve ark.

2010).

2.6.1. UPKH olusumu ve kullanimu ile ilgili gelismeler

uPKH olusumu ve kullanimiyla ilgili sorunlarin ¢6ziilmesi i¢in, yakin zamanlarda
uPKH olusturulmasinda, ¢esitli kimyasal maddeler (Hou ve ark. 2013; Zhou ve ark.
2009), rekombinant proteinler (Kim ve ark. 2009), plazmitler (Yu ve ark. 2009; Okita
ve ark. 2008), adenoviriis (Stadtfeld ve ark. 2008), sendai viriisii (Fusaki ve ark. 2009),
epizomal plazmid transfeksiyonu (Wang ve ark. 2011; Fidan ve ark. 2015) gibi genoma
entegre olmayan vektorler gelistirilmis olsa da, bunlar rutin kullanim i¢in pahali,

zahmetli ve verimliligi ¢ok diisiik yontemlerdir.

2.6.1.1. Yeniden programlanmanin kalite ve verimini arttiran kimyasal maddeler

Geleneksel yontem ile uPKH eldesinin veriminin diisiik olmasi1 ve giivenlik sorunlarinin
giderilebilmesinde iiretilen ¢Ozlimlerden biri, kimyasal maddelerin kullanimidir.
2007°de Yamanaka (Takahashi ve ark. 2007) ve Thomson (Yu ve ark. 2007)’1n gruplar
tarafindan yayinlanan calismalardan sonra, arastirmacilar yeniden programlanmanin

sorunlarini ¢ézmek i¢in farkli kimyasal maddeler kullandilar.

Yeniden programlanma ¢aligsmalarinda kullanilan kimyasal maddeler; hedef etkilerine

gore bes ana kategoriye ayrilir. Bunlar; epigenetik modifikasyon yapanlar, metabolizma
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modiilatorleri, mezenkimal-epitel gecis faktorleri, hiicre yasliligi moderatorleri ve WNT
yolagi modiilatorlerine etki eden kimyasal maddelerdir (Chin ve ark. 2009, Li ve ark.
2009; Nie ve ark. 2012; Sekil 2.7- Lin ve ark. 2015’den uyarlanmistir,).
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Sekil 2. 7: Yeniden programlanmanin verinin arttirtlmasinda kullanilan kimyasal maddelerin
hedefleri (Lin ve ark. 2015’den uyarlanmistir).

2.6.1.2. Epigenetik modifikasyon yapan enzimlerin inhibitorleri

Yeniden programlanma c¢alisma alaninda giinlimiizdeki temel hedefi, hiicreleri
eklenmeye dayali mutagenez ve kanser gibi istenmeyen degisikliklere neden olan
genetik transformasyona maruz birakmadan sadece bazi kimyasal bilesiklerle muamele
ederek uPK hiicresine doniistiirebilmektir. “Kimyasal yeniden programlama” olarak
isimlendirilen bu yaklasimda herhangi bir niikleik asit kullanilmayacagindan eklenmeye
dayali mutagenez riskinin ortadan kalkacagi ongoriilmektedir. Huangfu ve ark. 2008’de
bu calismalarin Onciisii olarak histon deasetlaz (HDAC) inhibitdrlerin yeniden
programlanmadaki etkisini incelemislerdir. Bu c¢alismada bir HDAC inhibit6rii olarak
Valproic asid kullanilmistir ve geleneksel yonteme gore yeniden programlanmanin
verimi 100 kat arttirllmistir (Huangfu ve ark. 2008). Baska bir calismada bir histon
metil transferaz (HMT) inhibitérii olan BIX-01294’lin yeniden programlanmanin

veriminin arttirildig1 Shi ve ark. tarafindan saptanmistir (Shi ve ark. 2008).
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Onder ve ark. tarafindan yapilan bir diger calisma sonucunda ise, histon H3 lizin 79
metil-transferazi olan DotlL'nin RNA interferans (RNAi) veya kimyasal olarak
inhibisyonunun uPKH olusumunu arttirdigi ve DotlL enziminin inhibitoriiniin yeniden
programlanma faktorlerinden Klf4 ile c-Myc'in yerine kullanilabilecegi belirlenmistir
(Onder ve ark. 2012). Buradan hareketle, kimyasal yeniden programlama hedefine
ulagabilmek icin OSKM faktdrlerinin yerine gececek yeni bilesikler bulunmasina iligkin

calismalar devam etmektedir.

2.6.1.3. Kaetosin; H3K9 metil transferaz inhibitérii

SUV39H1 bir histon H3 lizin 9 metil-transferaz enzimidir. Bu enzimin katalizledigi
histon modifikasyonunun, baskilayict heterokromatin olusumunu ile iliskili oldugu
belirlenmistir (Lachner ve ark. 2001). Bu nedenle SUV39H1’in susturulmasinin
somatik hiicrelerde kapali durumda olan ve yeniden programlamada rol oynadigi bilinen
genleri etkiledigi ve bu genlerdeki H3 lizin 9 metilasyonunu azaltarak yeniden
programlamaya yardimci oldugu hipotezi Onder ve ark. tarafindan 2012°de ©6ne

siirtilmistiir.

Kaetosin, ilk defa Chaetomium minutum mantarinin fermentasyonundan izole edilmis
bir ETP (epipolitodioksopiperazin) metabolitidir (Sekil 2.8, Greiner ve ark. 2005).
Chaetomium, Chaetomiaceae ailesinin fungi genusundandir. Genelikle toprak ve bitki
kalintilarinda bulunur ve koyu hiicre duvarli bir kiif bicimindedir. Chaetomium’un 95

civarinda tiiri bulunmaktadir.
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Sekil 2. 8: Kaetosinin kimyasal yapisi.

Kaetosin antimikrobiyal etkiye sahip, toksik bir maddedir. 2005 yilinda Grainer ve
arkadaglar1 Kaetosinin histon lizin metiltransferazlarimin SU(VAR)3-9 simifina 6zgiin
bir inhibitér oldugunu ilk kez gostermislerdir. Kaetosin, H3K9me3 {izerinde etkisinin
dahil oldugu Suv39H1 enzimini inhibe ederek H3K9me3 diizeyini azalttig1
kanitlanmistir (Greiner ve ark. 2005).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez caligsmasinda yeniden programlanmaya tabi tutulmak iizere iki ayri1 organizma
kullanildi. Sekil 3.1°de verildigi gibi, memeliler grubu i¢in, H1 insan embriyonik kdk
hiicrelerin farklilasmis fibroblastlar (dH1f), Dog. Dr. Tamer Onder (Kog¢ Universitesi
Tip Fakiiltesi)’in laboratuvarindan saglandi. Bitki grubu i¢in ise, model bir organizma
olan Nicotiana tabacum (tiitiin)’un, Izmir Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden elde
edilmis tohumlarindan gelistirilen yaprak eksplantlar1 yeniden programlanma
deneylerinde kullanildi.

Bitki somatik hiicrelerini iceren
yaprak eksplantlari Kallus

insan somatik hiicreleri

(Fibroblast) uPKH

'-,' - - @$-£3ﬁ3

Sekil 3. 1: Bitki ve insan somatik hiicrelerinin yeniden programlanmasi.

*Murashige ve Skoog (MS) besiyeri, bitki biiylime diizenleyicisi (2,4-D) ve H3K9
metiltransferaz inhibitorii kaetosin.

**Embriyonik kok hiicre transkripsiyon faktorleri (Oct4, Sox2, K14 ve c-Myc) yiiksek seviyede
anlatimi, uPKH besiyeri ve H3K9 metiltransferaz susturulmasi veya inhibitorii.

3.1. MEMELI HUCRELERI ILE YAPILAN CALISMALAR

Memeli hiicreleri ile yapilan g¢alismalarda, ilk olarak SUV39H1’in susturulmasinin
yeniden programlamanin verimini artirdigini  gosteren sonuglar, tekrarlanarak
dogrulandi. Bu dogrultuda SUV39H1’e karst RNA interferansin ve bu enzimin
inhibitorii olan kaetosinin uPKH’si olusumunda etkileri incelendi. Bu tez ¢alismasinda

oOne siiriilen hipotez Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3. 2: SUV39H1 genin susturulmasi ve ya inhibisyonunun yeniden programlanma iizerine
etkisi.

dHIf hiicrelerinin gen anlatimi susturulmasi ve yeniden programlama siireci Sekil

3.3’de 6zet olarak verilmistir.

- R

Ginler -6 -5 -4 -1 0 6 7 21
insan shRNA aktarimi shRNA Hiicrelerin sayilip OSKM aktarimi Hiicrelerin Embriyonik kdk Olusan hiicrelerin
Fibroblastlarinin aktanminin  yeniden ekimi feederlar iizerine hiicre besiyerine karakterizasyonu
ekimi kontrolii ekimi gecis (Tra-1-60
(Puromisin boyamasi)

\ uygulamasi) /

Sekil 3. 3: Yeniden programlama zaman ¢izelgesi.

3.1.1. SUV39H1 susturulmasi

dH1f hiicrelerinde SUV39H1 genini susturulmasi i¢in, bu enzimi sifreleyen genin
antisensini i¢eren shRNA’y1 tasiyan plazmitlere ait bilgiler Tablo 3.1°de verildi. Bu
plazmitler Dog. Dr. Tamer Onder (Kog¢ Universitesi, Tip Fakiiltesi)’den sagland1 ve
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plazmitler transformasyona yeterli Escherichia coli bakterilerine transformasyon ile
aktarildi. shRNA’y1 tasiyan plazmitlerin transfeksiyonla 293T hiicrelerinde viriis
partikiilleri i¢inde paketlenmesi gerceklestirildi. Olusan viriisler dHI1f hiicrelerine

enfeksiyonda kullanildilar.

3.1.1.1. Transformasyon

Transformasyonda, transformasyona yeterli bir laboratuvar irki olan E. coli TOP10®
(Thermo Fischer Scientific, C4040-10) bakterileri kullanildi. Transformasyon sicak
soku yontemiyle gergeklestirildi (Thermo Fischer Scientific/one shot top 10 manual).

SUV39H1 e antisens shRNA’y1 i¢eren plazmitlerin listesi asagida verildi (Tablo 3.1).

Kontrol ve SUV39H1 enziminin susturulmasi igin kullanilan pSMP (Sekil 3.4)
plazmitleri ve hedef bolgeleri Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3. 1: Kontrol ve SUV39H1 shRNA'ler ve hedef bolgeleri.

Plazmidin ad1 Hedef dizi Marka ve kat. No.
pSMP shFF- Lusiferaz CCCGCCTGAAGTCTCTGATTAA  Addgene, 36394
kontrol

pSMP shSUV39H1_1 GAGCTCACCTTTGATTACA Addgene, 36342
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Sekil 3. 4: Kontrol ve SUV39H1 geni susturulmasi i¢in kullanilan pSMP vektoriinii haritast.

shFF ve shSUV39H1-1 plazmitlerin ¢ogaltilmasi igin, 50 pl’lik TOP10® bakteri igeren
tiipler, -80°C derin dondurucudan alinip buz iistiine kondu ve ¢aligmalara buz iistiinde
devam edildi. 1 pl ¢ogaltilacak olan plasmid DNA, 50 ul TOP10 bakteri siispansiyonu
igerisine eklendi. Ardindan DNA ve bakteriler, hafifce tlipe vurarak karigtirilip tekrar
buz iistiine yerlestirildi. Hazirlanan DNA ve bakteri karisimi 5 dk. buz {izerinde
bekletildi. Daha sonra DNA’nin bakteri hiicrelerine gegisini saglamak igin, karisima, 30
sn. 42°C’de sicak soku uygulandi. 200 ul LB besiyeri eklenen karigimlar, 30 dk.
boyunca 37°C, 225 rpm calkalayicida inkiibe edildi. Bu inkiibasyon siirecinden sonra,
soliisyondan 150 pl alnip plasmidin sahip oldugu antibiyotik diren¢ genine uygun LB
agar besiyeri (Difco, 24420) iceren Petri kaplarinda kiiltiire edildi. shRNA’y1 iceren
vektor ampisilin direng genine sahip oldugundan, 100 pg/ml ampisilin igeren LB agarda
kiiltiire alindi. 16 saat, 37°C’de inkiibasyondan sonra ¢ogalan bakteri kolonilerinden, tek

koloniler segilip ampisilinli sivi LB besi ortamina inokiilasyonu yapildi (Green ve
Sambrook, 2012).
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Plazmitlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan LB besiyeri Tablo 3.2’de verilen miktarlarla
hazirlandi. Bu islem i¢in verilen miktarlar tartilip, distile suda eritildi. Besiyerlerinin
steril edilmesi otoklavlama ile yapildi. Laminar hava akimli kabinde antibiyotik
aklendikten sonra steril 10 cm’lik Petri kaplarina dokiildii ve kuruduktan sonra 4°C
buzdolabinda saklandi.

Tablo 3. 2: LB besiyerlerinin hazirlanmast.

Besiyeri Miktar Sterilizasyon kosullar

Siv1 LB (Difco, 244620) 25¢/L 121°C, 1,2 atmosfer basing altinda, 15 dk.
LB agar (Difco, 244520) 40 g/L 121°C, 1,2 atmosfer basing altinda, 15 dk.

Bakterilerin ¢ogaltimi i¢in, transformasyon sonucunda olusan tek kolonilerinden 1 tane
secilip 100 ml s1vi LB besiyerinde kiiltiire alind1. Inkiibasyon islemi 37°C, 225 rpm.
calkalayici inkiibatorde yapildi. 16 saat inkiibasyon siirecinden sonra QIAGEN plasmid
Midi Kit (QIAGENE-12145) kullanarak (agamalar asagida belirtilmistir) plazmid DNA

izole edildi.

Plazmid DNA’larin ekstraksiyonu igin, bakteri kiltiri 3.800 rpm.’de 15 dakika
santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Ardindan hiicre ¢okeltisi 4 ml P1 tamponunda siispanse
edildi. Daha sonra P2 liziz tamponundan da 4 ml eklenip, soliisyon mavi renge
doniisene kadar (4-6 kere) karistirildi ve oda sicakliginda 5 dk. bekletildi. 5 dk.’lik
inkiibasyondan sonra, daha once 4°C’ye kadar sogutulmus Kit’in P3 nétrlestirme
tamponundan 4 ml eklenerek soliisyon renksiz olana kadar 4-6 kere karistirildi ve
bdylece parcalanan bakterilerin DNA’dan ayrilmasi saglandi. Elde edilen siispansiyon,
15 dk. buz istiinde inkiibasyondan sonra 13.000 rpm.’de 4°C de 30 dk. santrifiij edildi.
30 dk. santrifiijden sonra iist sivi, daha onceden kit igeriginde bulunan, 4 ml QBT
dengeleme tamponuyla yikanip hazirlanmis kolonlara eklendi. DNA’lar kolondaki
membrana baglandiktan sonra 2 kere, 10 ml QC yikama tamponu ile yikandi. Yikama
asamasindan sonra eliisyon islemini ger¢eklestirmek ve DNA’lar1  kolondaki
membrandan ayirmak i¢in QF eliisyon tamponundan 5 ml eklendi ve soliisyon 15 ml’lik

falkon tiiplerde toplandi.
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DNA’y1 ¢oktiirmek icin 3,5 ml isopropanol kullanildi. Tiipler karistirdiktan sonra 3.750
rpm sogutmali santrifiijde, 4°C’de 30 dk. santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan
sonra DNA c¢okeltisi 2 ml %70 etanol ile yikandi. Sonrasinda, 3.750 rpm sogutmali
santrifiijjde, 4°C’de 10 dk. santrifiij edildi.

10 dakikalik santrifiij asamasindan sonra st sivi uzaklastirildi. Cokelti steril kabin
icinde, 10-15 dk. kurumaya birakildi. Tipiin igindeki DNA iyice kuruduktan sonra
¢okelti, kit i¢eriginde bulunan, 300 pl TrissEDTA (TE) tamponunda ¢oziiliip, nanodrop
spektrofotometre (Thermo Scientfic, nanodrop 2000) cihazi kullanilarak DNA
konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

dlgiildii. izole edilen DNA’larin saflig1 260/280 nm degerleri hesaplandi.

Kullanilan pSMP-shFF ve shSUV39H1-1 plazmitlerinin dogru olup olamadigini
anlamak i¢in 1 pg plazmit DNA’st asagidaki Tabloda belirtilen tamponda, 4 farkli
restriksiyon enzimiyle 5 {inite enzim kullanarak, toplam 20 pl hacimde kesim yapildi.
Xhol ve Hindlll (Tablo 3.3) restriksiyon enzimleri, EcoRI ve Ndel (Tablo 3.4)
enzimleriyle iiretici firmanin ydnergesine gore kesildi. Bir saat 37 C’de su banyosunda

kesime birakildi. Sonrasinda 1% agaroz jelde yiiriitiildii.

Tablo 3. 3: pSMP-shFF ve shSUV39H1-1 i¢in Xhol ve HindIII enzim kesimi bilesen ve
kosullar1.

Enzim  Kat. No. Sicaklik NEB tamponu, Kat. No. (aktivite) Enzim inaktivasyonu

Xhol R0146 37°C 2.1, B7202S (%100) 65°C

Hindlll  R0104  37°C 2.1, B7202S (%100) 80°C

Tablo 3. 4: pSMP-shFF ve shSUV39H1-1 i¢in EcoRI ve Ndel enzim kesimi bilesen ve
kosullari.

Enzim Kat. No.  Sicaklik NEB tamponu, Cat # (aktivite) Enzim inaktivasyonu

EcoRI R0101 37°C 2.1, B7202S (%100) 65°C

Ndel RO111 37°C 2.1, B7202S (%100) 65°C



https://www.neb.com/products/r0101-ecori
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
https://www.neb.com/products/r0111-ndei
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
https://www.neb.com/products/r0101-ecori
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
https://www.neb.com/products/r0111-ndei
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
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Plazmitlerin dogrulanmasi calismalarinda, enzim kesimi iriinleri agaroz (peqGOLD
Universal Agarose, 35-1010) jelde elektroforez ile analiz edildi. Bu amagla %1’ lik
(w/v) agaroz jeli hazirlandi. Bu islem ig¢in 1 gr agaroz tartilip, 100 ml 1X TAE
tamponunda (Thermo Fisher, B49) mikro dalga kullanarak eritildi. Yaklasik 60°C’ye
kadar sogutulup, daha sonra 0,5 pg/ml etidyum bromiir eklendi. Ardindan taragi
yerlestirilmis yatay elektroforez kasedine dokiildii ve katilagsmaya birakildi. Elektroforez
islemi i¢in katilasan jel 1X TAE tamponu iceren elektroforez tankina (Bio-Rad,
1704406) yerlestirildi. Ornekler jele yiiklenmesi igin jel yiikleme soliisyonu ile (Thermo
Fisher, R0611) karistirild1 ve jele yiiklendi. Ayrica 6rneklerin boyutlarini karsilastirmak
amaciyla, boyutu bilinen standat DNA ornekleri (2-log DNA ladder, NEB, N3200S)
kullanildi. Ornekler Bio-Rad gii¢ kaynag (Kat. No. 1645050) kullanarak sabit 45 dk. 90
V’de yiiriitiildii. Ardindan jel goriintiileme cihazi (Bio-Rad, 1708195) kullanarak UV
151k altinda goriintiilendi ve fotograflar Image Lab programi (Bio-Rad, 1709690)
kullanarak ¢ekildi.

3.1.1.2. Transfeksiyon
shRNA plazmitleri, 293T (HEK-Iinsan Embryonik Bébrek) hiicreleri kullanilarak
viriisleri paketlemek amaciyla, 6zellikleri Tablo 3.6’da verilen pUMVC ve pVSV-G

plazmitleri ile asamalar1 asagida verildigi bigimde ko-transfeksiyon yapildi.

Hiicre dondurma tiipleri igerisinde, -150°C azot tankinda muhafaza edilen 293T
hiicreleri 37°C su banyosunda eritildikten sonra, steril kabin icerisine alindi. Sonrasinda
tizerlerine yavagca 1 ml D10 (Tablo 3.5) besiyeri eklenen hiicreler, pipet yardimiyla
yavagga, daha once igerisine 3 ml D10 besiyeri koyulmus 15 ml’lik tiipe aktarildi.
Tiipler 1.500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve sonrasinda tekrar steril kabine alindi.
Hiicre ¢okeltisnin iizerindeki besiyerin hepsi, dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan, 12 ml
D10 besiyeri ile ¢okelti halindeki hiicreler tekrar hiicre siispansiyonu haline getirilip, 10
cm'lik Petri kaplarina ekildi. Ekilen hiicreler, kabin tabanina tutunmalari i¢in, 37°C’de

ve %5 CO, igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi.
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Tablo 3. 5: D10 besiyerinin igerigi.

Bilesenin adi Oran 500 ml igin gereken Marka ve Kat. No.
(%)  miktar (ml)

DMEM (Piruvat+,L-Glut.+) 89 445 Gibco Invitrogen,

“Dulbecco's Modified Eagle Medium” 41966029

Fetal sigir serumu (FBS) 10 50 Sigma Aldrich,
15070063

Penisilin-Streptomisin (5,000/ml) 1 5 Gibco Invitrogen,
10378-016

Hiicreler, Petri kabi1 yiizeyinin % 80’ini kapladiginda, iizerindeki besiyeri yavasca
uzaklastirildi ve Ca, Mg igermeyen fizyolojik tuzlu su tamponu (PBS-Thermo Fisher,
10010-023) ile bir defa yikandi. Sonrasinda % 0,05’lik tripsin/EDTA eklenip 37°C’de 4
dk. inkiibasyona birakildi. Hiicreler bu siirenin sonunda yapisik olduklar1 yiizeyden
ayrildilar. Sonrasinda tripsini inaktive etmek i¢in % 10 FBS igeren D10 besiyeri eklendi
ve hiicreler 15 ml'lik tiipe toplandi. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip
Thoma lamina koyuldu ve {izeri lamel ile kapatilan hiicreler mikroskop altinda sayildi.
Hiicrelerden 2,5x10° ayr1 bir tiipe aktarilip santrifiij edildi. 1.500 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilen hiicreler tekrar steril kabin icerisine alindi. Hiicre ¢okeltisinin lizerindeki besiyeri
yavas¢a uzaklastirildi ve hiicreler D10 besiyeri ile siispansiyon haline getirilip, 10

cm'lik Petri kaplarina, her kapta 2,5x10° hiicre olacak sekilde ekildi.

Toplamda 2,5x10° olacak sekilde Thoma lami kullanilarak sayilan 293T hiicreleri,
transfeksiyondan bir giin once D10 besiyeri iceren 10 santimetrelik Petri kaplarina
ekildi. shRNA’leri retroviral viriis partikiillerini olusturup, paketlenmesinde kullanilan

plazmitlerin listesi (Tablo 3.6) ve haritalar1 Sekil 3.5 ve 6’de verildi.

Tablo 3. 6: shFF ve shSUV39H1 viriis partikiillerin olusumunda kullanilan plazmitler.

Plazmidin ad1 Addgene Kat. No. Sekil No.
pUMVC 8449 Sekil 3.5
pCMV-VSV-G 8454 Sekil 3.6



https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/15070063?ICID=search-product
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Sekil 3. 6: pPCMV-VSV-G plazmidin haritasi.
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Kontrol ve shSUV39HI1 geninin susturulmasi i¢in, retroviriislerin partikiillerin
olusumunda, kontrol ve shSUV39H1-1 vektorlerinden 2,5 pg, pUMVC plazmidinden
2,25 ng ve pCMV-VSV-G plazmidinden 0,25 pg toplamda 200 pl olacak sekilde
DMEM bazal besiyerine eklendi. Baska bir tiipte transfeksiyon bileseni olarak FuGene
6 (Promega, E2692)’dan 20 pl alip 180 ul DMEM’e eklendi.

Transfeksiyon bileseni iceren tiip, oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyondan sonra
diger tiipteki igerikle karistirildi, ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan
293T hiicrelerine damla damla eklendi. Daha sonra 37°C, % 5 CO2 inkiibatorinde 16
saat bekletildi. 16 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicrelerin besiyeri alinip 8 ml
besiyerine (D10) eklendi. Plazmitlerin 293T hiicrelerine eklenmesinden 48 saat sonra
(3. gilin) hiicrelerin iizerindeki besiyeri alindi, 15 ml’lik falkon tiiplere aktarikli. Tekrar 8
ml D10 besiyeri eklendi ve falkon tiipleri 4°C’de bekletilildi. Transfeksiyonun 4.
giiniinde ayni1 islem yapilarak hiicrelerin iizerindeki besiyeri alind1 ve bir giin dnceden
toplanan st sivilara daha sonra kullanilmak tizere -80°C derin dondurucuda saklandi.
Toplanan st sivilar 0,45 pum’lik filtreden gegirilerek hiicre kalintilarindan arindirild.

Daha sonra Eppendorf (1,5 ml) tiiplere aktarildi, ve -80°C’de saklandi.

3.1.1.3. Enfeksiyon

Elde edilen shFF (kontrol) shSUV39H1 viriisleri; insan fibroblastlarinda SUV39HI
enzimini sifreleyen geni susturmak icin (SUV39H1 geni susturulmus transgenik
hiicreleri elde etmek i¢in) kullanildi. Bu islemi gergeklestirmek i¢in dH1f hiicreleri bir
giin 6nceden her bir kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde Thoma lami ile sayilarak
12-kuyucuklu Petri kaplarina ekildi ve 37°C, % 5 COz inkiibatorde bekletildi.

Enfeksiyonu gerceklestirmek icin asagida belirtilmis bilesenler fibrolastlarin tizerine

eklendi ve 16 saat (bir gece boyunca) inkiibatorde bekletildi.
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12-kuyucuklu Petri kabi i¢in, enfeksiyonda kullanilan bilesenler;

- Transfeksiyon asamasinda toplanilip -80°C derin dondurucuda stoklanan viriis iist
stvist: 500 pl,

- D10 besiyeri: 200 ul ,

- Viriis ve fibroblastlarin birbirine afinitesini arrtirmak i¢in 8 uM Protamin siilfat (P2162,

Sigma-Aldrich) idi.

Fibrolastlarin 16 saat’lik 37°C’de inkiibasiyondan sonra viriisler hiicrelerden
uzaklastirildi. dH1f besiyeriyle degistirildi. Enfeksiyonun daha verimli olmasi igin bu
islem bir kez daha gerceklestirildi.

3.1.1.4. SUV39H]1 geni susturulmus transgenik dH1f hiicrelerinin seleksiyonu

Viriislerin  fibroblastlara girip girmedigini anlamak i¢in memeli hiicrelerinde
bulunmayan, viriislerdeki puromisin antibiyotik direng 6zelligi kullanildi. Hiicreler, 2
pug/ml puromisin antibiyotigi igeren segici D10 besiyerine ekilerek seleksiyon
gerceklestirildi. Seleksiyon agamasinda kontrol olarak, viriis aktarilmayan fibroblastlar
kullanildi. 2 gilinlin sonunda bu besiyerinde {ireyebilen hiicrelerde SUV39HI

susturulmasi gen anlatimi analizi ile test edildi.

3.1.1.5. RNAI yaklagimi ile SUV39H1 susturulmasinin gen anlatimi analizi

Secici besiyerinde iireyebilen hiicrelerde SUV39H1 enziminin susturulmasini incelemek
icin, total RNA izolasyonu ve bu RNA’lardan ¢cDNA sentezi yapildi. SUV39HI
anlatimi qRT-PZR (Kantitatif ger¢cek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu) ile

incelendi.

Total RNA izolasyonu, RNeasy Mini Kit (74104, Qiagen) kullanilarak yapildi. Kit
protokolii uygulanarak hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirdiktan sonra hiicre

sayisina gore 350-600 pl (5x108 hiicreye kadar 350, ve daha fazla sayida hiicre i¢in 600


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p2162?lang=en&region=TR
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ul), RLT tamponundan kuyucuklara eklenip hiicreler toplandi. QIA-Shredder tiiplerine
aktarildi. Tiipler 13.000 rpm’de 3 dakika santifiij edildi. Daha sonra filtreden gegen sivi
alinip tizerine 1:1 oranda %70 etanol (600 ul) eklendi. Karisim RNeasy-Spin kolonlara
aktarildi ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Filtreden gecen sivi atildiktan
sonra 350 ul RW1 tamponundan kolonlara eklenip 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. DNaz’lar1 uzaklastirmak i¢in RNase-Free DNase Seti kullanildi. Kitin
protokoliine gore her 6rnek i¢in 10 ul DNase I stok soliisyonundan alinip 70 ul RDD
tamponuyla karistirildt  ve kolonlara eklendi. Oda sicakliginda 15 dakikalik
inkiibasyonun ardindan 350 pl RW1 tamponundan kolonlara eklenip 10.000 rpm’de 15
saniye santrifiij edildi. Kolonlar, 500ul RPE tamponu ile 2 defa yikandi. Son asamada
kolonlarin filtreleri, steril 1,5 ml’lik tiiplere alinip 35-50 ul DNaz/RNaz-icermeyen su
kullanilarak RNA’lar1 toplandi. RNA’larin konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazi ile
ol¢iildii.

Elde edilen RNA’ lardan, cDNA sentezi igin “SuperScript® III First-Strand Synthesis
System” kiti (Thermo Fisher, 18080-051) kullanildi. 1 pug 6rnek RNA’dan cDNA

sentezi gerceklestirildi.

cDNA sentezinin asamalar1 asagida belirtildigi gibidir;

Rastgele 8 niikleotidlik primer karigimi (25 pg/ml): 2 pl

dNTP karigimi (2 mM): 2,5 ul

RNA (1 pg): 12 pl’ye kadar

dH.0: Toplam reaksiyon 16,5 ul olacak sekilde, gereken miktarda dH»O ile tamamlandi.

Hazirlanan karisim 65°C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. 5 dakikalik inkiibasyondan

sonra reaksiyon tiipleri hemen buz iizerine alind1.
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Asagida belirlendigi gibi 2. karisim (RT mix) hazirlandi:

5X First strand tamponu: 5 pl

DTT (0,1 M): 2 ul

RNasin: 0,5 pl

Karigim tiiplere eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

10 dakikalik inkiibasyonun ardindan 1 pl MMLV RT enziminden reaksiyon tiipiine
eklendi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi ve daha sonra enzimin aktivitesini

durdurmak i¢in 15 dakika 70°C’de bekletildi.

Son olarak karisimin tizerine 75 ul DNaz/RNaz igermeyen deyonize distile su (ddH20)

eklenerek 100 pl’ye tamamlanan 6rnekler -20°C’de saklandi.

shSUV39H1’in SUV39H1’i kodlayan geni susturup susturmadigini analiz etmek igin
gRT-PZR yapildi. SUV39H1 genine uygun primer ciftleri (Tablo 3.7) kullanilarak
SUV39HI1 anlatimi, B-aktin gen anlatimina karsi, goreceli olarak AACt yontemi ile
hesaplandi. Bu islem icin ROCHE LightCycler® 480 cihazi ve SYBR Green I Master
Mix yontemi kullamldi. Ornekler Tablo 3.8’de belirtildigi gibi hazirlamp 96 kuyulu
gRT-PZR kaplarina (Roche, 04729692001) yiiklendi. Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.9°de
verildi. Calismada referans gen olarak, memeli hiicrelerinde siirekli anlatimi yapan B3-
aktin geni secildi (Tablo 3.7). Normalizasyon aktin gen anlatim diizeyi referans

alinarak, 3 biyolojik ve 3 teknik tekrar yapildi.
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Tablo 3. 7: SUV39H1 geninin gRT-PZR’de kullanilan primerlerin dizisi.

Primer adi

Primer dizisi

B-aktin F primer
3-aktin R primer

5’-TGAAGTGTGACGTGGACATC-3’
5’-GGAGGAGCAATGATCTTGAT-3’

SUV39HL1 F primer
SUV39H1 R primer

5’-ATATCCAGACTCAGAGAGCACC-3’
5S’CACCTCCCTTTCTAACTCCTTG-3

Tablo 3. 8: RT-PZR reaksiyonu i¢gin kullanilan bilesenleri.

Bilesenin ad1 Miktar (ul)
SYBR Green master mix (2X) 10
cDNA 2

F/R Primer karigimi (her primer 2.5 uM) 2

ddH20

6

Tablo 3. 9: qRT-PZR igin sicaklik kosullari.

Asama Sicaklik (°C)  Siire Dongii sayist
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5 dk. 1
Denatiitasyon 95 10 sn.

Baglanma 55 10sn. 45

Uzama 72 10 sn.

Son uzama 72 10dk. 1
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3.1.2. Yeniden programlama
SUV39H1 geni susturulmus dH1f hiicrelerinde, uPKH olugumunun verimini incelemek

i¢in, bu hiicreler yeniden programlanmaya tabi tutuldu.

3.1.2.1. Yeniden programlanmada kullanilan lentiviriislerin paketlenmesi Ve Viriis
partikiillerin olusumu

Yeniden programlanmada kullanilan viriisler (O2S ve K2M), Dog. Dr. Tamer Onder

(Kog Universitesi, Tip Fakiiltesi)’den, saglandi. Lenti viral sistemi kullanarak viriis

paketlenmesi gergeklestirildi. Kullanilan plazmitlerin listesi, Tablo 3.10 verildi.

Tablo 3. 10: Yeniden programlanmada kullanilan plazmitler.

Plazmit Addgene Kat. No. Sekil numarasi
pSIN4-EF2-02S 21162 Sekil 3.7
pSIN4-CMV-K2M 21164 Sekil 3.8
pCMV-dR8.2 8455 Sekil 3.9

pCMV-VSV-G 8454 Sekil 3.6




44

pBR322_origin-__ truncHIV-1_3_LTR
Asel (7981) “HIV-15 LTR

~_ ) /// " HIV-A psi_pack

ORF frame 1-

Ampicillin-_

AmpR_promoter

Aatll (7237)

Astl (T197)
bGH_PA_terminator. .

N
BGH_rev_primer. \\ \
AR

—RRE
_—ORF frame 3

N

pSINA-EF2-025
6030 bp

tuncHIVA_3 TR/ /

HIV-TTB TR/ - Agel [2487)

delta_U3" / -EF1a_promoter
U3IPPT/ ~ORF frame 1
cPPT /
BamHI (6355)
Smal (5924}~
Xmal (6922) "~
ORF frame 1 EcoRI {5360) /"
Mscl (5344) EF1a_fwd_primer
IRES” -~ - 'Spel (3604)
Clal (4747)" ORF frame 2
Sekil 3. 7: pSIN4-EF2-02S plazmit haritast.
pBR322_origin HWV-1_5_LTR
Fspl (7T848) truncHIV-1_3_LTR
ORE frame 3 HIV-1_psi_pack
Ampicillin
AmpR_promoter
Ascl (7112)
bGH_PA_terminator
BGH_rev_primer
Bcll (5844) Notl (1260)
Xbal (5834) RRE

ORF frame 3

pSIN4-CMV-K2N
8945 bp

truncHNV-1_3_LTR
CAG_enhancer

HMN-1_5_LTR
delta_U3 Ndel (2546)
U3FFT CMV_immearly_promoter
cPPT CWV_fwd_primer
BamHI (5304) CMV_promoter
Spel (G383) Nhel (2903)
Iyc
Clal (5825) Sacll (5538)
ORF frame 1 ORF frame 2 ORF frame 1
Kpnl (4851) ORF frame 3
IRES

Sekil 3. 8: pSIN4-CMV-K2M plazmit haritast.
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CAG_enhancer
CMV_immearly_promoter

ORF frame 2 CMV_fwd_primer
NLS pCEP_fwd_primer
SV4D NLS LNCX_primer
SV40_3_splice CMV_promoter
SWAD_int _~-CMW2_promoter
ORF frame 3 <7 Gag_HIV (variant)
l,'ORF frame 1
Stul (11667) {
SW40_enhancer
SVd0pro_F_primer
SVA40_origin
SV40_promoter
pBABE_3_primer
pBR322_origin
Bell (2515)
pCMV-dR8.2 dvpr
13457 bp
Fspl (10053)
ORF frame 3 ORF frame 3
Ampicillin cPPT
AmpR_promoter
pGEX_3_primer
tet (300 - 563)
pERrevBam_primer
Mhel (8815)
Sp6_primer ORF frame 1 m
Xbal (8555) U3PPT ORF frame 1
cPFT Sall (5875)
Xhol (7685) ORF frame 2
HIV_Rev_NES RRE
BamHI (7263)
ORF frame 3

Sekil 3. 9: hCMV-8.2 dVPR plazmit haritas.

3.1.2.2. Yeniden programlanmada kullanilan OS ve KM lentiviriislerin en uygun
miktarinin belirlenmesi:

Yeniden programlama isleminde OS ve KM virilislerinden ne kadar kullanilacaginin
belirlenmesi i¢in, dHI1f hiicreleri degisik miktarlarda OS/KM viriisleri kullanarak
enfekte edildi. Bu islem i¢in 12-kuyucuklu kiiltiir kaplarina 50.000 hiicre ekildi ve bir
sonraki giin asagida verilen miktarlarda (Tablo 3.11) OS ve KM viriisleri kullanildi. Her
bir kuyucuga ayrica dH1f besiyerine hiicre-viriis etkilesimini arttirict protamin siilfat
(Sigma, P4505) eklendi.

Tablo 3. 11: Yeniden programlamada etkin OS ve KM viris titrasyonu elde etmesi igin
kullanilan OS ve KM konsantrasyonlari.

Kosullar 1 2 3 4 5 6 7
OS/KM (ul) 25/25 50/50 100/100 200/200 50/25 100/50  200/100
D10 besiyeri (ul) 650 600 500 400 525 550 400
Protamin siilfat son 8 nug/ml

&

konsantrasyon <

v
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dH1f hiicreleri bir gece boyunca Tablo 3.11°de verilen miktarlarda her biri OS/KM
viriislerine maruz birakarak enfeksiyonlart gerceklesti ve bu siiregten sonra 1 ml yeni
dHI1f besiyeriyle degistirildi. 6. giine kadar her 3 giinde bir hiicrelerin besiyeri
degistirildi ve daha sonra bir giin 6nceden (yeniden programlama siirecinin 5. giinii) 6-
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 200.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmig mitomisin ile
muamele edilmis uPKH olusumunu etkili oldugu bilinen, besleyici fare embriyonik
fibroblast (CF1 MEF IRR, GlobalStem, GSC-6301G) {izerine aktarildi. MEF
hiicrelerinin kiiltiir kaplarina daha iyi tutunmasi i¢in, hiicreleri ekmeden 6nce % 0,1’°1lik
jelatin (Sigma, G1890) ile 15 oda sicakliginda kaplayip, daha sonra aspire edildi. MEF
hiicrelerinin aktarma islemi i¢in 6. giinde dH1f hiicreleri bir kere PBS ile yikadiktan
sonra, hiicrelerin kiiltiir kaplarindan ayrilmalari icin, 300 pl tripsin ile muamele edildi
ve 3-5 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. 3-5 dakikalik inkiibasyondan sonra tripsinin
aktivasyonunu durdurmak ic¢in 300 pl FBS igeren besiyeri eklendi ve daha sonra MEF

hiicrelerinin oldugu kiiltiir kaplarina aktarildu.

MEEF hiicrelerin ekimi i¢in, 12 kuyucuklu tabaklara, %0,1’lik jelatin, her kuyuda 1 ml
olacak sekilde eklenip oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Sonrasinda, hiicre dondurma
tiipleri icerisinde, -150°C’de muhafaza edilen MEF hiicreleri su banyosunda eritildikten
sonra, steril kabin igerisine alindi. Ardindan tizerlerine yavasca 1 ml D10 besiyeri
eklenen hiicreler, daha 6nce 15 ml’lik falcon tiiplere koyulmus 4 ml D10 besiyeri
igerisine eklendi. Tipler 1.500 rpm’de 5dk santrifiij edildi ve sonrasinda tekrar steril
kabine alindi. Hiicre ¢okeltisinin iizerindeki besiyerinin tamami dikkatlice uzaklastirildi.
Ardindan, 12 ml D10 besiyeri ile ¢okelti halindeki hiicreler tekrar hiicre siispansiyonu
haline getirilip, 12 kuyucuklu hiicre tabaklarina, her kuyucukta 1 ml hiicre siispansiyonu
olacak sekilde ekildi. Bu islem 6ncesinde, kuyucuklara daha 6nce eklenen 1 ml jelatinin
uzaklastirilmis olmasina dikkat edildi. Ekilen hiicreler, tabak tabanina tutunmalar1 igin,

37°C’de ve %5 CO; iceren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi.

dH1f hiicreleri MEF hiicrelerinin tizerine aktarildiktan sonra tekrar 37°C’lik inkibatore

transfer edildi. Bir giin sonra (7. giinde) hiicrelerin besiyeri, uPKH besiyeriyle
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degistirildi (uPKH besiyerinin igerigi Tablo 3.12°te verilmistir). 14. giine kadar her iki
giinde bir ve daha sonra 21. giine kadar her giin 2 ml besiyeriyle degistirildi. 21. glinde
hiicreler ilk 6nce %4’liik Paraformaldehit (PFA-VWR, 100503-916) ile sabitlendi ve
daha sonra uPKH’lere 6zgii olan Tra-1-60 (Biolegend, 330604) boyamasi yapildi.

Tablo 3. 12: uPKH besiyerinin igerigi.

Bilesenler Miktarlar  Marka ve Kat. No.
Bazal besiyeri DME-F12 % 78 Lonza, BE12-719F
Nakavt serum replasmani (KOSR) % 20 Gibco, 10828-028
Pen/Strep % 1 Gibco, 10378-016
Esansiyel olmayan amino asitler (NEAA) %1 Gibco, 11140-050
2-Merkaptoetanol 55 uM Gibco, 21985-023
B-FBF 10 ng/ml Peprotech, 100-18B

3.1.2.3. UPK hiicrelerinin secilmesi icin Tra-1-60 boyamast

Olusan indiiklenmis kok hiicreleri tespit etmek icin hiicreleri sadece embriyonik evrede
olan bir ylizey antijenine (Tra-1-60) karsi gelistirilmis biyotin ile konjuge antikor
(Biolegend, 330604) kullanarak boyama gerceklestirildi. Bu islemi gerceklestirmek i¢in
ilk once hiicreler bir kez PBS ile yikandi ve daha sonra oda sicakliginda 10-15 dakika
4%’lik PFA ile muamele edildi. Bu sekilde, 10-15 dakikalik fiksasyondan sonra
hiicreler tekrar PBS ile bu defa 2 kere yikandi ve 1:250 (0,4 pug) oraninda boyama
solisyonunda (PBS’in icinde 3% Triton X-100, 3% FCS) sulandirildiktan sonra
antikorla muamele edildi ve 4 °C ’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Gece
boyu inkiibasyondan sonra hiicreler 5 kere PBS ile yikandi ve daha sonra straptavidin-
HRP (Biolegend, 405210) ikinci antikoru uygulandi. lkinci antikorla isaretleme,
Streptavidin’in biyotine karsi sahip oldugu 10 afinite 6zelligi kullanilarak
gerceklestirildi ve bu asamada orbital calkalayici iizerinde, oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyon yapildi. Biyotine baglanmayan 2. antikorlar1 uzaklastirmak i¢in hiicreler
tekrar PBS ile 5 kere yikandi ve HRP (Horse Radish Peroxidase) substratini iceren,
DAB (Vector labs, SK-4100) kiti kullanarak 15-25 dakikalik oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi ve daha sonra indiiklenmis kok hiicrelerin siyaha boyanmasi
beklendi. Bu siiregten sonra hiicreler PBS ile 2 kere yikand: ve kiiltiir kaplar1 bilgisayar

tarayicis1 kullanarak tarandi. Bu asamada, daha iyi kontrast elde edip olusan uPKH
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kolonilerinin taramada belirgin sekilde goziikmesi amaciyla kiiltiir kaplarinin yiizeyi
ticari krema (gida olarak kullanilan) ile kaplandi. Daha sonra sonuglari analiz etmek igin
tarayic1 (HP-Scanjet scanner 7650) kullanarak Petri kaplar1 tarandi. Verilerin analizi
icin ImageJ programi kullanildi. Verilerin analizinde 150 esik degeri (threshold) ve 30
piksel’den biiyiik koloniler sayildi.

3.1.2.4. RNAi yaklasimi ile SUV39H1 geni susturulmus transgenik dH]I1f hiicrelerinin
yeniden programlamaya tabi tutulmasi
Transgenik dHI1f hiicreleri, daha once elde edilen OS ve KM genlerini igeren

lentiviriisler kullanilarak, yeniden programlamaya tabi tutuldu.

OS/KM viriislerinin yeniden programlama i¢in titrasyonlarinin belirlenmesinden sonra
bu viriisler, SUV39H1 geni susturulmus transgenik dHI1f hiicrelerinin yeniden
programlanmasinda kullanildi. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Deney
sonucunda olugan uPKH’ler ImageJ programi ile sayilip ortalamasi alindi. Standart
sapma hesaplanip, anlamlilik testi i¢cin P degeri, “t-test” kullanarak hesaplandi.P<0,05

anlamli sonug olarak belirlendi.

3.1.3. SUV39H1-yabani ve mutant tipi geninin yiiksek diizeyde anlatiminin
yeniden programlanmadaki etkisinin incelenmesi

SUV39HI1 geninin susturulmasinin, yeniden programlanma fizerineki etkisinin, bu
enzim ve Ozellikle enzimin metilleme aktivitesinden kaynakli oldugunu belirlemek i¢in,
enzimin yabani ve metiltransferaz aktivitesine sahip olmayan (katalitik mutant-H324L)
tipinin yliksek diizeyde anlatiminin, yeniden programlama {izerine etkisi analiz edildi.
Bu nedenle SUV39HL1 yabani ve mutant tipi genleri, pPCMV flag vektorlerinden (Sekil
3.10 ve 11, Lachner ve ark. 2001), yeniden programlama kullanilmak iizere memeli
hiicrelerde siirekli anlatim yapabilen SV40 promotoriine sahip pBabe Puro (pBp-Sekil
3.12) vektoriine aktarildi.
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Eagl

Hindll,Sall,BamH|

Amp

SUV39H1 B

CMV flag SUV3gHI
6000 bp

EcoRl.Clal, Sfil

Sekil 3. 10: pCMYV flag SUV39H1 yabani tipi haritasi.

SUV39HI I Smal
Amp i

EcoRI.Clal.

Sekil 3. 11: pCMV flag SUV39H1 H324L Katalitik mutant tipi haritasi.
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3.1.3.1. SUV39H1 yabani ve katalitik mutant genlerin pCMV-flag plazmitlerinden
ctkarilmasi
Bu islemi gergeklestirmek ic¢in, pCMV flag SUV39H1-yabani ve H324L mutant tipi
plazmitleri, BamHI ve EcoRlI restriksiyon enzimleri kullanarak, 1 saat boyunca 37°C’de
kesime birakildi. Plazmitler, enzim kesiminin ardindan, enzimin aktivitesini durdurmak
icin, 65°C su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra SUV39HI1 genini
kapsayan DNA pargasini izole etmek i¢in, %]1’°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden
izolasyonu gerceklestirildi. Jelden genleri izole etmek igin “NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up” kiti (MN- 740609.50) iireticinin yonergesine gore kullanildi. Bu islem igin
jelden kesilen DNA parcas: steril Eppendorf tiipline aktarildi. Jelden kesilen kismin
agirlig: tartiyla dlctildiikten sonra her 100 mg igin 200 pl kitin iceriginde bulunan NT1
tamponu kullanildi. NT1 eklendikten sonra jel tamamen erigene kadar (5-10 dk.)
50°C’de inkiibe edildi. Ardindan DNA larin membraba tutulmasi i¢in “NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up” kolonlarina yiiklendi. 30 sn. 11.000 rpm’de santrifiij edildikten
sonra 2 kere kitin igeriginde bulunan NT3 tamponundan 700 pl kullanarak, yikama
gerceklestirildi. Yikamadan sonra membranin kurumasi i¢in 1 dk. 11.000 rpm’de
santrifiij yapildi. Ardindan kolonlar yeni bir 1,5 ml’lik Eppendorf tiipiine yerlestirildi ve
DNA’y1 eliit etmek igin 15-30 ul NE tamponu eklendi. 1 dk. 11.000 rpm’de santrifiijden
sonra DNA’larin konsantrasyonlart nanodrop kullanarak o6lciildii ve ligasyonda

kullanildi.

3.1.3.2. Ligasyon

Ligasyon agamasinda, EcoRI ve BamHI ile kesilen pBp (50 ng) vektorii ve pCMV
flag’den ¢ikarilmis SUV39H1 geni, T4DNA ligaz (NEB-MO0202) kullanarak
birlestirildi. Bu asamada 1:3 oraninda birlestirilme (vector:insert), 10 dakika oda
sicakliginda ve sonrasinda, enzimi inaktive etmek icin 10 dakika 65°C’de inkiibe
edilerek gergeklestirildi. Ligasyon bilesenleri ve miktarlar1 asagidaki tabloda (Tablo
3.13) verilmistir (Green ve Sambrook, 2012).
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Tablo 3. 13: pBabe puro, SUV39H1 yabani ve mutant tipi ligasyon bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler SUV39H1 yabani SUV39H1 H324L
tip mutant tip
2X T4 DNA Ligaz tamponu 10 pl 10 pl

Vektor DNA (pBp 5100 bg, 50 ng) 25 ng/ul (2 pul) 25 ng/ul (2 pl)
Insert DNA (SUV39H1 YT ve MT 35 ng/ul (1,17ul) 31 ng/ul (0,76 pl)
1400 bg, 41 ng)

ddH:0 5,83 ul 6,24 pl
T4 DNA Ligaz 1l 1l
Total 20 pul 20 ul

Bu islemlerin devaminda, birlestirilen vektor ve insert, TOP10 bakterilerine transforme
edildi. Bakterilerde seleksiyon i¢in pBp’nun ampisiline direng ozelligi kullanildi.

Negatif kontrol olarak sadece insert icermeyen vektor (pBp) kullanildi.

AmpR_promoter
ORF frame 3 5_LTR2
Ampicillin 3MoMuULV_LTR

Spel (616)

Fspl (4484)
Notl (4141)

psi_plus_pack
gag
PLXSN_5_primer

pBABE-puro
5177 bp

MSCV_primer
pBABE_5_primer
BamHI (1363)
EcoRl (1387)
sall (1405)
pBABE_3_primer
SVv40_enhancer
SVv40_promoter

\

5 LTR2
3MoMuLY

LTR Sacll (1974) SVAD_origin
puro (variant) Ncol (1642)
R a2 SV40pro_F_primer
Hindlll (1751)

(2414)
Nhel (2486)

Sekil 3. 12: pBabe Puro vektoriinun haritasi.

En az negatif kontroliin 3 kati bakteri koloni gelisimi gozlenen gruplar, basarili
klonlamanin gostergesi olarak kabul edildi. Klonlamanin dogrulugunu kanitlamak i¢in
LB-Amp* agar 10-cm’lik Petri kaplarinda olusan bakteri kolonilerinin 3 tanesi alinip,

plazmitler ¢ogaltild1 (bkz. Boliim 3.1.1.1). Izole edilen pBp-SUV39H1-yabani tipi ve
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pBp-SUV39H1-H324L mutant tipi yiiksek diizeyde anlatimi plazmitlerinin dogrulugunu
teyid etmek amaciyla 6zellikleri Tablo 3.14°de verildigi gibi 2 degisik restriksiyon
enzimiyle 1 pg plazmit DNA’smin ikili kesimi yapildi ve 1 saat 37°C su banyosunda
bekletildikten sonra, %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Bu plazmitler daha sonra yeniden
programlanma deneylerinde SUV39H1 yiiksek seviyede anlatimi igin kullanildi (bkz.
Bolim 3.1.1.1).

Tablo 3. 14: SUV39H1 yabani ve mutant yiiksek diizeyde anlatimi plazmitlerinin enzim kesimi
bilesen ve kosullar1

Enzim Kat. No.  sicaklik  NEB tamponu, Kat. No. (aktivite) Enzim inaktivasyonu

EcoRl R0101  37°C 2.1, B7202S (%100) 65°C

BamHI  RO0136 37°C 2.1,B7202S (%100) -

3.1.3.3. SUV39H1 yabani ve mutant geninin yiiksek diizeyde anlatimi plazmitlerin
transfeksiyon, enfeksiyon ve yeniden programlanmasi

SUV39H1 yabani ve mutant geninin yiiksek diizeyde anlatimini gerceklestiren
transgenik hiicreleri elde etmek amaciyla, 293T hiicrelerine transfeksiyon
gerceklestirildi. Sonraki asamada, dHIf hiicreleri, hazirlanan plazmitlerden
transfeksiyonla elde edilen viriisler kullanilarak enfekte edildi. Transfeksiyon ve
enfeksiyon icin kullanilan yontemler sirasiyla 3.1.1.2. ve 3.1.1.3. bdliimlerinde
analtildigr gibi uygulandi. Bu islemler i¢in daha once belirtildigi gibi plazmitlerin
paketlenmesi 3.1.1.2. boliimiinde anlatildig: gibi gergeklestirildi.

Yiiksek diizeyde anlatim viriisler paketlendikten sonra, SUV39H1 geninin yabani ve
H324L katalitik mutant tipinin dH1f hiicrelerinde yiiksek diizeyde anlatimi i¢in bu
hiicrelere enfeksiyon gergeklestirildi. Bu hiicrelerden total RNA izole edildikten sonra
enzimi kodlayan genin anlatim diizeyi qRT-PZR ile incelendi ve daha sonra yeniden
programlamaya tabi tutuldu. Bu islemlerin gergeklestirilmesi i¢in kullanilan yontemler

daha once 3.1.2. boliimiinde anlatildig1 sekilde uygulandi.


https://www.neb.com/products/r0101-ecori
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
https://www.neb.com/products/r0111-ndei
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
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3.1.4. inhibitér uygulamasi

Kaetosinin, antimikrobiyal etkiye sahip, toksik bir maddedir. Bu nedenle Kaetosinin
yeniden programlamadaki etkisinin arastirilacagi deneyler i¢in Oncelikle hiicre
tizerindeki letal dozu belirlendi. Letal doz belirleme ¢alismalar1 hiicre canlilig: testi ile

yapild.

3.1.4.1. Kaetosinin letal dozunun belirlenmesi

Canlilik testi igin "CellTiter-Glo® (CTG) Luminescent Cell Viability Assay” (G7570-
Promega) kiti kullanildi. CTG testi canli hiicreleri ATP miktarin1 6lgmeye dayalt bir
testtir (Sekil 3.13). Canlilik deneyi igin, siyah 96-kuyucuklu kiiltiir kaplara (Thermo
Fisher, CLS3916), 2000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler ekildi. Ertesi giin
kontrol (DMSO, Sigma, D2650, 1:1000), 1,23 — 300 nM olacak sekilde Kaetosin
uygulandi. 48 saatin sonunda kit protokoliine uygun olarak “Cell Titer-GLO”
soliisyonu, 1:10 (v/v) oraninda D10 besiyerine eklendi. Kiiltiir kaplari okuyucuda
(Synergy H1, BioTek) 567 nm’de sonuglar goriintiilendi.

H Ultra-Glu™ rekombinant = 0~
/N COO |u5|feraz enzimi O S /N
+ ATP+ O, />_< | + AMP+ PP+ CO,+ Isima
Mg2+ N S
Bocek lusiferini Oksilusiferin

Sekil 3. 13: CTG testinde gergeklesen reaksiyon.

3.1.4.2. Kaetosinin yeniden programlamadaki etkisini incelemesi

Kaetosinin yeniden programlamadaki etkisini incelemek i¢in dH1f hiicreleri OS/KM ile
enfekte edildikten sonra bu kimyasal farkli giinlerde (1-6, 1-14, 1-21, 7-14, 7,21, 14-21)
uygulayarak, yeniden programlamaya tabi tutuldu ve daha sonra hiicrelere 3.1.2.3.

boliimiinde anlatildig: gibi Tra-1-60 boyamasi uygulandi.
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3.1.5. SUV39H1 geninin susturulmasinin, yeniden programlamada kullanilan
genlerden herhangi birinin yerine gecip gecemeyeceginin belirlenmesi

Daha onceki calismalarda, yeniden programlamanin verimini artiran etmenlerin, bazi

durumlarda bu yontemde kullanilan dort faktérden (OSKM) bir ya da bir kaginin yerine

gecebilecegi gozlemlenmistir. SUV39H1’in susturulmasinin bdyle bir etkisinin olup

olmadigi, faktorlerin teker teker dahil edilmedigi kosullarda yeniden programlama

deneyleri ile arastirildi.

Bu dogrultuda pMIG-Oct4, pMIG-Sox2, pMIG-KIf ve pMIG-cMyc yeniden
programlanmada kullanilan plazmitlerinden HEK-Insan Embryonik Bébrek (293T)
hiicreleri kullanarak virlisler hazirlandi ve SUV39H1 geni RNAi yaklasimiyla
susturulmus dHI1f hiicrelerini bu viriislerin degisik kombinasyonlarini kullanarak

yeniden programlama gergeklesti.

3.1.5.1. pMIG-0/8/K/M plazmitlerin dogrulanmast

SUV39HI1 geninin susturulmasinin, yeniden programlamada kullanilan genlerden
herhangi birinin yerine ge¢ip gecemeyeceginin arastirildigi deneylerde kullanilan
plazmitlerin dogrulugunu kontrol etmek i¢in, pMIG-O/S/K/M’den 1’er ug plazmit
DNA’s1t EcoRI ve Ndel restriksiyon enzimlerinden 5’er {inite kullanilarak reaksiyon
kosullart Tablo 3.16’da verildigi gibi kesildi. Bir saat 37 °C su banyosunda

inkiibasyondan sonra, kesilen DNA’lar 1% agaroz jelde yiiriitiildii.



55

Enfeksiyon ve viriis paketlemesi i¢in gereken plazmitlerin adi, katalog numarasi Tablo

3.15’de ve haritalar Sekil 3.14-17"de verildi.

Tablo 3. 15: pMIG O/S/K/M viriislerin paketlenmesinde kullanilan plazmitlerin listesi

Plazmidin ad1 Addgene Kat. No.  Sekil No.
pMIG Oct4 17225 Sekil 3.14
pMIG-Sox2 17226 Sekil 3.15
pMIG-KIf4 17227 Sekil 3.16
pMIG-cMyc 18119 Sekil 3.17
pUMVC 8449 Sekil 3.5

pCMV-VSV-G 8454 Sekil 3.6

Tablo 3. 16: pMIG-O/S/K/M plazmitlerinin enzim kesimi 6zellikleri.

Enzim Kat. No.  sicaklik  NEB tamponu, Kat. No. (aktivite) Enzim inaktivasyonu

EcoRl R0101  37°C 2.1, B7202S (%100) 65°C

Ndel RO111 37°C 2.1, B7202S (%100) 65°C



https://www.neb.com/products/r0101-ecori
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
https://www.neb.com/products/r0111-ndei
https://www.neb.com/products/b0101-nebuffer-ecori
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MSCV_primer
pLXSN_5_primer
gag
psi_plus_pack pBABE_5_primer
Eagl (6851) FLAG
Spel (6T47) EcoRI (59)
} CORF frame 2

pBRrevBam_primer

Balll (1178)
M13_pUC_fwd_primer Pmil (1484}
lacZ_a IRES
EGFP_N_primer
pMIG-hOCT4
7424 bp
Ndel (5576)
pGEX_3_primer Y&6 (EGFP)
AmpR_promoter ORF frame 2
ORF frame 1 EGFF
Ampicillin EGFP_C_primer
MNrul(2474)
lac_promoter
Sekil 3. 14: pMIG-hOct4 plazmidin haritasi.
AmpR_promoter
pGEX_3 primer
Ndel (6817)
lacZ_a Ampicillin
M13_pUC_fwd_primer ORF frame 2
pBRrevBam_primer Ampicillin (variant)
ORF frame 3
Spel (5704)
pBR322_origin
_ =21 pMIG-hSOX2 1841
7361 bp
gag -
MSCV_primer lac_promoter
pLXSN_5_primer Nrul (2660)

pBABE_5_primer EGFP_C_primer
FLA

EcoRI (4518)

N

ORF frame 3 ‘ R
Ecll (4095) ORF frame 3
Xhol (3958) EGFP
Bglll (3952) Y66 (EGFP).
Hindlll (3738) EGFP_N_primer
Pmll (3650)

Sekil 3. 15: pMIG-hSOX2 plazmidin haritasi.



pBR322_origin
lac_promoter

Nrul (6519}
EGFP_C_primer
ORF frame 3
EGFP

&6 (EGFF)

EGFP_N_primer

Sekil 3. 16: pMIG-hKLF4 plazmidin haritasi.

IRES
Hindlll (5437}
Balll (5223)
Xhol (5217}

ORF frame 3

ORF frame 1

Stul (4183)

pBRrevBam_primer

tet (387 - 636)
M13_forward20_primer
M13_pUC_fwd_primer
lacZ_a

Ndel (7757)
pGEX_3_primer
AmpR_promoter

ORF frame 2
Ampicillin

lac_promoter

Agel (4643)
Sall (4556)

Notl (4580)
EGFP_C_primer
EGFP

ORF frame 3

Sekil 3. 17: pMIG-h c-Myc plazmidin haritast.
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pMIG-hKLF4
7922 bp

MSCV h c-MYC IRES GFP

8431bp

Ampicillin
ORF frame 2

psi_plus_pack
gag
MSCV_primer
pLXSN_5_primer
pBABE_5_primer
FLAG

EcoRI (3696)

Spel (B62)
pei_plus_pack

2108

Xhol (3276)
Apal (34D1)
IRES

Pmil (3500}
Neol (3856)

AmpR_promoter
pGEX_3_primer

Ndel (1699)

lacZ_a
M13_pUC_fwd_primer

pBRrevBam_primer
Spel (2810)

gag

pLXSM_5 prnimer
MSCV_primer
pBABE_5_primer

Sacll (2146)
ORF frame 2
Myc

Bell (3042)

EGFP_N_primer

Y66 (EGFP)
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Plasmitlerin ¢ogaltilmasi 3.1.1.1. boliimiinde anlatildigi sekilde transformasyon ile

gerceklestirildi.

3.1.5.2. pMIG-0O/S/K/M viriislerinin paketlemesi ve konsantre edilmesi

Viriis paketleme islemi 3.1.1.2. bolimiinde anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Toplanan
viriis partikiillerini igeren st sivilar, 0,45 pm’lik filtreden gecirilerek hiicre
kalintilarindan aritildi ve daha sonra Polyetilenglikol 3350 (PEG-Sigma, P3640)
kullanarak konsantre edildi. Bu islem igin viriis {ist sivilarina son konsantrasyonu %10
olacak sekilde PEG eklendi ve bir gece boyunca 4°C de saklandi. Bir gece
inkiibasyondan sonra 2.500 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi ve viriis ¢okeltileri 1:100
(v/v) olacak sekilde PBS de ¢oziiliip -80°C derin dodurucuda saklandi.

pMIG-O/S/K/M viriislerin miktarinin belirlenmesi:

PMIG-O/S/K/M viriislerinin miktari, bu viriislerin genomunda bulunan, YFP* (yesil
floresan protein) anlatim oranlaria gore, akan hiicre 6lger (flow cytometry BD Accuri

C6) cihaziyla belirlendi.

Bu viriislerin miktarinin belirlenmesi i¢in ilk asamada 293T hiicrelerini 6-kuyucuklu
Petri kaplarina, her kuyucuguna 100.000 hiicre ekildi ve ertesi giin her viriisten 1, 5 ve
10 pl kullanarak 293T hiicreleri enfekte edildi. Kontrol olarak enfekte edilmemis 293 T

hiicreleri kullanildi. Bu islem i¢in asagida belirtilen bilesenler kullanildu.

Enfeksiyon icin gereken bilesenler;
- D10 besiyeri: 1,2 ml
- Protamin Siilfat: 8 ug/ml
- Viriis: 1, 5 ve 10 pul
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Bir gece boyunca enfeksiyondan sonra hiicre besiyeri, taze D10 besiyeri ile degistirildi.
Enfeksiyondan 48 sonra hiicreler PBS ile yikadiktan sonra % 0,05 tripsin kullanilarak 3-
5 dakika 37°C inkube edildikten sonra kaldirilip 1.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
%0,1 lik FBS/PBS ile yeniden siispansiyon haline getirilen hiicrelerin akan hiicre dlger

cihazinda YFP* miktar1 belirlendi.

1, 5 ve 10 pl virtisle enfekte edilen hiicrelerde, her viriis i¢in negatif kontrole kiyasla,
YFP anlatimi belirlendi. Bu sonuglara gdre bir ml viriis siispansiyonundaki viriis miktari
hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda, en verimli viriis enfeksiyonunu uygulayabilmek
icin, bir hiicrenin 2,5 virlis ile (Enfeksiyonun g¢oklugu-MOI=2,5) enfekte edilecegi
miktarlar belirlendi.

Akan hiicre 6lger i¢in hiicrelerin hazirlanmasi:

Transfeksiyondan 2 giin sonra, hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve Ca, Mg
icermeyen PBS ile bir defa yikandi. Sonrasinda 500 ul % 0,05°lik tripsin/EDTA
hiicrelerin tizerine eklenip 37°C'de 3-5 dk. inkiibasyona birakildi. Hiicreler bu siirenin
sonunda yapisik olduklar yiizeyden ayrildilar. Sonrasinda tripsini inaktive etmek igin,
500 ul % 10 FBS igeren D10 besiyeri eklendi ve hiicreler 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine
toplandi. 1.500 rpm’de 5 dk. santrifiij edilen hiicreler tekrar steril kabin igerisine alindi.
Cokelti tizerindeki besiyeri yavas¢a uzaklastirildi ve hiicreler %0,1 FBS igeren akan
hiicre 6lcer yikama soliisyonuyla ile yikandi. Bu islem 2 defa tekrar edildikten sonra
hiicreler 400 pl yikama soliisyonu ile siispansiyon hale getirilip akan hiicre olger

cihazinda okutuldu.

3.1.5.3. Kontrol ve SUV39H1 Geni Susturulmus dHIf Hiicrelerinde Farkli
Kombinasyonlarda OSKM Enfeksiyonu
RNAi yaklagimiyla SUV39H1 geni susturulmus dHIf (insan embriyonik H1 kok

hiicrelerinden farklilasmis fibroblast) hiicrelerine ve kontrol olarak shFF (Ates
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boceginin lusiferaz genine karst shRNA-insan genomunda bir karsiligi olmadig igin)
transgenik hiicreleri, 12 kuyucuklu Petri kabinin 5’er kuyucuguna her kuyucukta 50.000
hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra yeniden programlama faktorlerinin aktarimi
retroviral enfeksiyon yolu ile Tablo 4.2’ye gore, ve MOI 2,5 gerceklestirildi. Ilk
kuyucukta pozitif kontrol olarak dort yeniden programlama faktorii birlikte (OSKM)
kullanildi. Diger her bir kuyucukta ise faktorlerden bir tanesi elenerek; OSM, OSK,
SKM, OKM kombinasyonlariyla hiicreler enfekte edildi. Bir gece boyunca hiicreleri
viriise maruz biraktiktan sonra viriisler uzaklastirilip yeni dH1f besiyeri eklendi. 6. giine
kadar her 3 giinde bir defa hiicrelerin besiyeri degistirildi ve 6. giinde bir giin dnceden
%0,1 gelatin ile kaplanip fare embriyonik fibroblast ekilmis (100.000 hiicre/ 6-kuyucuk)
Petri kaplarina 1:4 oraninda aktarildi. 7. glinde hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve insan
embryonik kok hiicre besiyeri eklendi. 14. giine kadar her iki giinde bir, 21. giine kadar
her giin hiicrelerin besiyeri degistirildi. 21 giin sonunda olusan uPKH’leri tespit etmek
i¢cin hiicreleri sadece embriyonik evrede olan bir yiizey antijenine (Tra-1-60, bkz.
Bolim 3.1.2.3.) kars1 gelistirilmis biyotine bagli antikor kullanarak boyama
gerceklestirildi.

3.1.6. Olusan uPK hiicrelerin karakterizasyonu

Elde edilen uPK hiicrelerinin pluripotent oldugunu belirlemek i¢in endojen Oct4, Sox2,
KIf4, c-Myc genlerinin anlatimi Boliim 3.1.1.5°de anlatildig1 gibi qRT-PZR ile analizi
edildi. Endojen Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc genlerine uygun primer giftleri Tablo 3.17°de

verildi.

Tablo 3. 17: qRT-qPZR da kullanilan primerlerin dizileri.

Primer adi Primer sekansi
3-aktin F primer 5’-TGAAGTGTGACGTGGACATC-3’
B-aktin R primer 5’-GGAGGAGCAATGATCTTGAT-3’

Oct4 F primer 5’-CCTCACTTCACTGCAACTGTA-3
Oct4 R primer 5’-CAGGTTTTCTTTCCCTACGT-3’
Sox2 F primer 5’-CCCAGCAGACTTCACATGT-3’
Sox2 R primer 5’-CCTCCCATTTCCCTCGTTTT-3"
KIf4 F primer 5’-GATGAACTGACCAGGCAGTA-3’
KIf4 R primer 5’-GTGGGTCATATCCACTGTCT-3’

c-Myc F primer 5’- TGCCTCAAATTGGACTTTGG-3’
c-Myc R primer 5’-GATAATTCTGTGTAACTGC-3’
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3.1.7. H3K9me3’nin kromatin immiin-¢oktiirme (ChIP) ve qRT-PZR deneyleri ile
karakterizasyonu

Yeniden programlamada kritik oldugu bilinen 7. giinde ¢apraz baglanma yoluyla
DNA’ya baglh proteinleri sabitlenmis shSUV39HI1 ve kontrol hiicrelerden lizat
hazirlanip, kromatin sonike edildi. Immiin ¢oktiirme H3K9me3 antikoru ile
gerceklestirildi. Elde edilen DNA kullanilarak Sox2, Nanog, Lin28 ve Occludin
genlerinin promotorlerinde H3K9me3 modifikasyonu qRT-PZR ile belirlendi (Adli ve
ark. 2011).

3.1.7.1. Capraz baglanma “Cross-linking”

shFF ve shSUV39H1 transgenik dH1f hiicrelerini yeniden programlama islemine tabi
tuttuktan (O/S/K/M viriisleri ile enfeksiyonu) sonra bu siirecin 7. glininde dH1f
hiicrelerini kiiltir kaplarindan kaldirmak i¢in, bir defa Ca/Mg PBS ile yikandu.
Hiucreler %0,05 tripsinf/EDTA ile muamele edildi ve 3-5 dakika 37°C’de inkiibe
edildikten sonra tripsinin aktivasyonunu durdurmak i¢in (1:1) 300 pl FBS igeren
besiyeri eklendi. Hiicre sayis1 Thoma lami kullanarak belirlendi. 1,5 ml’lik Eppendorf
tiiplerine 2x10° hiicre konuldu. 5 dakika 1.500 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra iist
stvi alinip, 1 ml PBS igerisinde suspanse edildi.

Proteinlerin DNA’ya bagl halde sabitlenmesi igin %]1’lik formaldehit (Thermo Fisher,
BP531-25) kullanildi. Hiicrelere formaldehit eklendikten sonra 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve her 3-4 dakikada bir Eppendrof tiipleri karistirildi. 10
dakikalik inkiibasyondan sonra sabitlemeyi durdurmak i¢in 0,125 M glisin (Thermo
Fisher, BP381-500) kullanildi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sabitleme
durdurulduktan sonra hiicreler iki kez soguk PBS ile yikandi ve her yikama arasinda
hiicreler 5 dakika 1.500 rpm’de santrifiij edilip Gist sivi mikro pipet yardimiyla alindi.

Hiicre ¢okeltisi -80°C“de bi sonraki asama i¢in saklandi.
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3.1.7.2. Hiicrelerin pargcalanmast
Bu agsamada 6rnekler -80°C derin dondurucudan alindi ve tizerine 100 pl ChIP SDS
hiicre par¢alama tamponu eklendi. Hiicre lizatlar1 5 ml’lik sonikasyon tiiplerine

aktarildi. ChIP SDS hiicre pargalama tamponu icerigi asagida verilmistir.

ChIP SDS hiicre pargalama tamponu (oda sicakligi);

%1 SDS (10 ml 10% SDS, Promega,VV6551)

10 mM EDTA (2 ml 0,5 M EDTA, Bio-optica, 15-M820)

50 mM Tris-HCI, pH 8,1 (5 ml 1M Tris, Bio world, 42020371-2)

1X Proteaz inhibitorleri (Sigma, 05892970001) taze eklenmesi gerekiyor.

3.1.7.3. Sonikasyonun

Bu islem i¢gin sonikasyon cihazi (Diagenode Biorupter® standard) kullanildi. Oncelikle
sonikasyon isleminde kullanilacak olan en ideal sonikasyon dongiisiinii bulmak i¢in
hiicre lizat1 0,5°lik, sonikasyona ozgii tiiplere (Diagenode, C30010013) yiiklendi.
Ardindan yiiksek giicte, 5, 10, 20 ve 30 dongiide sonike edildi. Daha sonra ters ¢apraz
baglanma (Boliim 3.1.8.8.) ve ardindan DNA saflastirmast (Boliim 3.1.8.9.) yapild1.
Saflagtirilmis DNA’lar %2’lik agaroz jelde analiz edildi.

Jel goriintiilerinden elde edilen sonucglara gére bundan sonraki deneylerde 100 — 500 bg
boyutunda DNA pargaciklari elde edilebilen sonikasyon kosulu kullanildi. Bu arada

proteinlerin yikilmamasi i¢in cihazin sogutucusu 4°C ye ayarlandi.

Sonikasyon gergeklestikten sonra DNA’ lar1 hiicre kalintilarindan ayristirmak i¢in 10°C,
14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan yeni bir 1,5 ml’lik Eppendorf tiipiine
aktarilip 900 pl ChIP sulandirma tamponu eklendi. ChIP sulandirma tamponuin igerigi

asagida verilmistir.
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ChIP sulandirma tamponu (4°C);

%0,01 SDS

%1,1 Triton-X100 (Sigma, T9284)
1,2 mM EDTA

16,7 mM Tris-HCI, pH 8,1

167 mM NaCl (Sigma, 13423)

Bu bilesenler belirtildigi oranlarda suda eritilir ve 4°C’de sakland.

Bu agsamada elde edilen sonike edilmis soliisyonun % 10 (100 pl) input kontrol olarak

baska bir tiipe konulup -20°C de muhafaza edildi.

3.1.7.4. Immiin ¢éktiirme

Bu asamada H3K9me3 modifikasyonuna bagli DNA parcaciklarimi ayristirip diger
DNA pargaciklarindan ayirmak i¢in her kosuldan, birinci tiipe 5 pug Anti-Histone H3 (tri
methyl K9) antikor - ChIP Grade (Abcam, ab8898) ve ikinci tiipe negatif kontrol olarak
5 ug “Normal Rabbit IgG” (Santa Cruz Biotechnology, sc-2027) antikoru ChIP
solusyonuna eklenip 4°C de galkalayict lizerine konulup bir gece boyunca antikorla

muamele edildi.

3.1.7.5. Immiin kompleksin toplamasi

Bu asamada antikoru ve onun araciligiyla H3K9me3 modifikasyonlarma bagli olan
DNA parcaciklarint ayristirmak i¢in “Dynabead protein A” (Thermo Fisher, 10002D)
kullanildi. Bu amagla 36 pl protein A (%50) dan alip baska bir tiipte protein A’ nin 10
kat1 (360 pl) Tris/EDTA (TE) tamponuyla 3 kere yikandi. Bir gece boyunca antikorla
muamele edilen ChIP soliisyonu ile karistirilip 4°C de 2 saat ¢alkalayici tizerinde inkiibe

edildi. TE tamponun igerigi asagida verilmistir.
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1X TE (4°C);

1 mM EDTA
10 mM Tris-HCI, pH 8.1
Bu bilesenler belirtildigi oranlarda suda eritildi ve 4°C’de saklandi.

3.1.7.6. Yikama

Iki saatlik protein A ile muamele edildikten sonra, Protein A’nin magnetik &zelligini
kullanarak soliisyon diger bilesenlerinden ayrildi. Tipler, H3K9me3 modifikasyonu
olmayan DNA pargaciklarini uzaklastirmak i¢in DynaMag™-2 Magnet (Invitrogen,
12321D)’e yerlestirildi. Sivi pipet yardimiyla uzaklastirhdi. ik once diisiik seviyede
tuz, daha sonra yiiksek seviyede tuzla muamele edildi ve ardindan lityum kororid ile
yikama yapildi ve son olarak 2 kez TE tamponuyla yikama islemi tamamlandi.
Yikamalar, yitkama tamponu eklendikten sonra 5 dakika boyunca 4°C de c¢alkalayici
tizerinde bekletildi. Sonrasinda DynaMag™-2 Magnet araciligiyla diger bilesenlerden

uzaklastirildi. Yikama sirast ve ¢ozeltilerinin icerigi sirayla asagida verilmistir.

ChIP yikama sirasi;

1. Diisiik tuz kiyama tamponu
2. Yiiksek tuz kiyama tamponu
3. LiCl kryama tamponu

4. 1X TE (2 kez yikama)

Diisiik tuz yikama tamponu (4°C);

%0,1 SDS

%1 Triton-X100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI, pH 8,1
150 mM NaCl
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Yiiksek tuz yikama tamponu (4°C);

0,1% SDS

%1 Triton-X100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI, pH 8,1
500 mM NaCl

LiCl yikama tamponu (4°C);

0,25 M LiClI (Thermo Fisher, L121-100)

%1 IGEPAL-CH 630 (Sigma, 18896)

%1 deoxycholic acid (Thermo Fisher, BP349-100)
1 mM EDTA

10mM Tris 8,1

Cozeltiler verildigi oranlarda ddH20O’da eritildi ve 4°C saklandi.

3.1.7.7. Eliisyon

Yikamalar bittikten sonra, ellisyon tamponu taze hazirlandi. Tiiplere 150 pl eklendi ve
15 dakika oda sicakliginda ¢alkalayici iizerine birakildi. Bu eliisyon tamponu sayesinde
tim Protein A antikorlar ve onlara bagli olan DNA parc¢aciklarindan ayrildi. Daha sonra
DynaMag™-2 Magnet kullanarak sivi toplandi. Bu islem tekrarlanip toplam 300 pl
antikora baglt DNA parcaciklari igeren soliisyon elde edildi.
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Eliisyon tamponu;

1% SDS, 0,1 M NaHCO3 (sodium bicarbonate-Thermo Fisher, BP328-500)

25 ml igin:

0,21 g sodium bicarbonate
20 ml dH20
2,5 ml %10 SDS

Daha sonra 25 ml’ye tamamlandi.

3.1.7.8. Ters capraz baglanma

Bir 6nceki agsamadan elde edilen DNA’lar tiim proteinlerden arindirilmak i¢in bir gece
boyunca 65°C’lik su banyosunda, 0,2 M’lik sodyum klorid (NaCl) ile muamele edildi.
%10 “input kontrol” i¢in ayrilan 6rnek de bu agamada -20°C’den alinip bu isleme tabi
tutuldu.

3.1.7.9. DNA saflastirma

Ters capraz baglanmadan sonra DNA izolasyonu gerceklestirildi. DNA izolasyonu i¢in
ChIP DNA Clean & Concentrator™ kiti (ZYMO Research, D5205) kullanildi ve
izolasyon iiretici firmanin verdigi talimata gore yapildi. Bu islem ig¢in, bir Onceki
asamadan elde edilen tamponununa (300 pl) tam 5 kat1 (1.500 pl) kitin iceriginde
bulunan DNA baglanma tamponu ekleyip karistirildi. Daha sonra bu tamponu ‘‘Zymo-
Spin™ Column’ a yiikleyip 10.000 xg ‘de 30 saniye santrifiij edildi. Sonrasinda her
kolona 200 pl yikama tamponu ekleyip tekrar 10.000 xg’de santrifiij edildi ve alttaki
stvi uzaklastirildi. Daha sonra DNA’y1 ayirmak icin kolonlarin altindaki toplama
tiplerinin yerine yeni bir 1.5 ml’lik Eppendorf konulup, kolonlara 100 pl eliisyon
tamponu eklendi ve tekrar 30 saniye 10.000 xg’de santrifiij edildi. Elde edilen DNA lar
gRT-PZR lar1 i¢in kullanildt.
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3.1.7.10. ChIP-gPZR

Elde edilen DNA’lar1 kullanilarak Oct4, Sox2, Nanog, Lin28, Occludin ve Rexl
genlerinin promotorlerinde H3K9me3 modifikasyonu varligini belirtmek i¢in qRT-PZR
gerceklestirildi. Bu islemi gergeklestirmek icin ‘“UCSC, Genome browser’’ sitesini
kullanarak yukarida belirtilen genlerin promotoérlerinde H3K9me3 modifikasyonunun
olabilecegi yerlere karsi Primer 3 programiyla primer tasarlandi. Bu primerlerin
tasalandig1 bolgeler Sekil 3.18 ve dizileri Tablo 3.18’de verildi.

P12 P11
m=p 101bc  mmp 150 b
I Octad
= 000 & 50
P13 P12 P11
=) 194 bg =) 102 b =) 190 b
] ] ] Sox2
1300 1000 @& 550
P13 P12 P11
=) 111bg =) 159 b =) 127 bg
] ] ] Nanog
= 1800 @& 55 @& 55
P13 P11 P12
m=) 153 be =) 152 bg =) 164 be
| | | | Lin28
= 1900he & 500 & 00
P12 P11
mm) 111 be mm) 117 bg
] ] Occludin
= 1400 & o0
P1
= 123 bg
] Rex1
@& 5

Sekil 3. 18: ChIP-PZR igin primerlerin tasarlandigi bolgeler
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Tablo 3. 18: ChIP-qPZR da kullanilan primerlerin dizileri.

Primer adi

Primer dizisi

Oct4 ChIP-F11
Oct4 ChIP-R11

5’- GACAATCCCGGTCCCCAG-3’
5’-TTAGCGTCTCTGAAGGGGAT-3’

Oct4 ChIP-F12
Oct4 ChIP-R12

5’-CTGGGCTTGTCTGCTGGG-3’
5’-CAAAAGACTCACGGATGCCA-3’

Sox2 ChlP-F11
Sox2 ChlP-R11

5’- TACGTGGAAGCAAGGAAGGT-3’
5’- ATTGTTCTCCCGCTCATCCA-3’

Sox2 ChIP-F12
Sox2 ChIP-R12

5’-CTTTGCGGCCACCACAAT-3
5’-TGGGCCGCAGTCACAAAC-3’

Sox2 ChIP-F13
Sox2 ChIP-R13

5’-TTTACGTCGGGACAATGGGA-3’
5’-GGGGTCGATGCTCTCCAG-3’

hNanog-CHIP-F11
hNanog-CHIP-R11

5’-GACACCCACCACCATGCG-3’
5’-CAGTAAATTGGGAGGCCGTG-3’

hNanog-CHIP-F12
hNanog-CHIP-R12

5’-TGAATGTTGGGTTTGGGAAT-3’
5’- GACTACTCCGTGCCCATCTC-3’

hNanog-CHIP-F13
hNanog-CHIP-R13

5’-ATCTCAGATGATGCACCTGG-3’
5’-TGGAACAGGCTGGACTAAGG-3’

hLin28-CHIP-F11
hLin28-CHIP-R11

5’-TCCCTCTCTCAGCAGTGGAT-3’
5’-TCTTTCCTCCCTCCAAACCT-3’

hLin28-CHIP-F12
hLin28-CHIP-R12

5-TGTGTGTGTGTGTGCAGTC-3’
5’-CACACGCACAACTGGAGATG-3’

hLin28-CHIP-F13
hLin28-CHIP-R13

5’-GAGCTGGGAATCAAGACAGC-3’
5’-GTTGAACGCTCTGGCTTCTC-3’

hOCLN ChIP-F11
hOCLN ChIP-R11

5’- AGCAATGCTGACATTCCAGA-3’
5’- ACTCCAGGATGTGGCAATTA-3’

hOCLN ChIP-F12
hOCLN ChIP-R12

5’-AGACAGACACAAAGGGCACA-3’
5’-TCTCCCCTCATCCCTCGG-3’

Rex1-F1
Rex1-R1

5’-TCCGGGCAGAGAGTGAAC-3’
5’-GACGCGGTCTAATCAGGCTA-3’

Daha sonra tasarlanan primerlerin verimini Olgmek icin farkli konsantrasyonlar ve
oranlarda genomik DNA ile gRT-PZR yapild1 (Schmittgen ve Livak, 2008). Kullanilan

oranlar ve konsantrasyonlar Tablo 3.19°de verilmistir.

Tablo 3. 19: qRT-PZR deneylerinde kullanilan enomik DNA’dan kullanilan oranlar ve
konsantrasyonlar.

Oran konsantrasyon
1 100 ng
1:4 25 ng

1:16 6,25 ng
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Primerlerin 6zglinligiinii belirlemek i¢cin qRT-PZR yapildiktan sonra, erime egrisi
Ol¢iildii. Primerlerin erime egrisi test edildikten sonra bu primerlerle shFF ve
shSUV39HI1 transgenik dHI1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin yedinci giinii
kromatin immiin ¢oktiiriilmesinden elde edilen DNA’larla, qRT-PZR yapildi.

3.2. BiTKi DOKUSU iLE YAPILAN CALISMALAR

Bitkisel sistemdeki yeniden programlama siirecinde H3K9 metillenmesinin etkisi, bu
metillemeden sorumlu SUV39HI enziminin inhibisyonuna dayali olarak incelendi. Bu
amagla insan SUV39H1 enziminin inhibitorii olan kaetosin, bitki sisteminde model bir
organizma olan tiitiinde kullanildi. Inhibitoriin tiitiiniin ¢imlenmesi iizerindeki letal
dozunun belirlenmesinden sonra, bitkilerdeki yeniden programlama siirecinin farkl
evrelerinde kaetosin uygulandi. Inhibitér etkisi kallus olusumunun (indiiksiyonunun)
analizine gore belirlendi. Kaetosin uygulanmasi ile ilgili deneysel sema Sekil 3.19°de,

uygulama donemlerini gosterir zaman ¢izelgesi ise Sekil 3.20°de verildi.

3.2.1. Kaetosin inhibitoriiniin Nicotiana tabacum tohumlarinin ¢cimlenmesi iizerine
letal dozunun arastirilmasi

Kaetosin fungal bir toksindir. Bu nedenle oncelikle letal doz belirleme deneyleri

gerceklestirildi. Letal doz belirleme deneylerinde Kaetosinin Nicotiana tabacum

tohumlarinin ¢imlenmesi ve bitki gelisimi tizerindeki etkileri gdzlemlendi ve buna gore

oldiiriicti olmayacak sekilde uygulanabilecek en yiiksek konsantrasyonu belirlendi.

Bu amagla, Nicotiana tabacum tohumlar1 yiizey sterilizasyonundan sonra MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besiyeri iceren Petri kaplarinda bitki biiyiitme kabini
kosullarinda (25+2°C, 16 saat 151k/8 saat karanlik, 1400 lux) ¢imlendirildi (Tablo 3.20).
Cimlendirme deneylerinde kaetosinin ¢oziiciisii olan DMSO’yu 1:1000 (v/v) oraninda
igeren (10 ml besiyeri igine 10 ul DMSO) kontrol grubunun (DMSO kontrol) yanisira,
DMSO igermeyen MS besiyeri (negatif kontrol) kullanildi. Letal doz denemeleri icin
DMSO iginde ¢oziindiirmiis 0.01 uM, 0.1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM ve 7,5 uM
konsantrasyonlarinda kaetosin (C9492-1mg, Sigma) iceren MS besiyleri kullanildi.
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Cimlendirme islemleri ve kallus kiiltiirlemesi i¢in bitki biiyiime kabini kullanild1 ve
doku kiiltlirii calismalarinin tamami laminar hava akimli steril kabinde (Gelaire Flow

Laboratories, TC 48) yapild:.

Inhibitériin N. tabacum tohumlarmin ¢imlenmesi iizerindeki etkisi ¢imlenen tohumlarin
30. glinde sayilmasi ile, bitki gelisimi {lizerindeki etkileri ise bitki gelisiminin diizenli

olarak g6zlenmesi yoluyla belirlendi.

3.2.1.1. Tohumlarin cimlendirilmesi

1,5 mI’lik Eppendorf tiipe alinan Nicotiana tabacum tohumlar1 %70’lik etanol ile 1,5
dakika muamele edildi. Alkol uzaklastirilarak tohumlar steril ddH20 ile yikandi.
Tohumlara %2,3 oraninda sodyum hipoklorid (NaClO) igeren ticari ¢amasir suyu
eklenerek 15 dakika muamele edildi. Daha sonra camasir suyu uzaklastirildi ve
tohumlar steril ddH20O ile 10’ar dakika boyunca 3 defa yikandi. Sterilizasyonlar
tamamlanan tohumlar steril filtre kagidina suyun fazlasi emdirilerek kurutuldu ve
besiyeri igeren Petri kaplarma ekildi. 5 giin sonra sormant ve ¢imlenmeyen tohumlar
elendi ve tekrar MS besiyerine ekildi. Negatif kontrol i¢in 10 cm’lik Petri kaplarina
20’ser, DMSO kontrol ve kaetosin deney grubu igin Petri kaplarina 10 tohum x 3 tekrar
ekildi. Petri kaplar1 30 giin boyunca bitki biiylitme kabinine tutulduktan sonra ¢imlenme
yiizdesi, ¢imlenen tohumlarin sayilmasi yoluyla belirlendi, bitki gelisimini gdsterir

fotograf ¢ekildi. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

MS besiyerinin hazirlanmast:

Cimlendirme ve kallus kiiltiirlemesi i¢cin Murashige ve Skoog (MS) besiyeri kullanildi.
Besiyeri icerigi Tablo 3.20°de verildi. MS besiyerlerinin hazirlanmasinda toz halindeki
preparat (Sigma, M-5519) kullanildi. 4,4 g’lik preparat igerigi 900 ml distile su i¢inde
tamamen ¢oziindiiriiliip, %3 (w/v) sukroz ilave edildi ve sukroz ¢oziindiiriildiikten sonra
distile su ile 1 litreye tamamlandi. Cozeltinin pH’s1 0,1 ve 1 N NaOH ile 5,7-5,8’¢
ayarlandi. Kati MS besiyeri i¢in bu ¢ozeltiye %0,9 agar (Sigma, A-1296 w/v) ilave



71

edildi. Bu sekilde hazirlanan kat1 besiyerleri otoklavda (121°C, 1,2 atmosfer basingta,
15 dakika) steril edildi. Sterilizasyon isleminden sonra besiyeri ¢ozeltisi 50-60°C’ye
kadar sogutuldu. Kaetosin igeren besiyerleri hazirlanirken DMSO iginde ¢6ziindiiriilmiis
kaetosin bu agamada besiyerine eklendikten sonra Petri kaplarina dokiildii. Kaetosin ve
¢oziiclisii toksik 6zellikte oldugu i¢in steril edilmeden otoklavlanmig besiyerine eklendi.
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D, Sigma D-7299) igeren besiyerlerinin

hazirlanmasinda 2,4-D 0,5mg/l olacak sekilde eklendikten sonra otoklavlandi.

Tablo 3. 20: Nicotiana tabacum doku kiiltiirti galismalari igin kullanilan MS besiyerinin
kimyasal igerigi (pH: 5.7-5.8).

Icerik (mg/L)
NH4NO; 1650.0
KNO; 1900.0
CaCl; 332.2
MgSO. 180.0
KH2PO4 170.0
Na;EDTA 37.26

FeS0.4.7H,0 27.80
MnSQO4.H,0 16.90
ZnS04.7H,0 8.60
HsBOs 6.20
Kl 0.83
Na:M004.2H,O 0.25
CuS0,4.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Thiamin.HCI 0,1
Nikotinik Asit 0,5
Pridoksin. HCI 0,5

Glisin 2.0
Myo-inositol 100.0
Sukroz 30.000

3.2.2. Kaetosin uygulamasinin kallus olusumundaki etkisi
Kaetosin uygulamasmin kallus olusumu (yeniden programlanma-dediferansiasyon)
tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in inhibitdr uygulamasi {i¢ sekilde yapildi (Sekil 3.19

ve Sekil 3.20).

Uygulama 1: Kaetosinin, tiitiin tohumlarinin ¢imlendirilmek tizere MS besiyerine

ekilmelerinden itibaren, bu besiyerinde ¢imlenen bitkiciklerin yapraklarindan ¢ikarilan
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yaprak disklerinin kallus olusturmak iizere 0,5 mg/l 2,4-D iceren MS besiyerinde 30

giin tutulmalar siiresince uygulanmasi.

Toplam siiresi 60 giin (-30 ile 30 giin arasindaki donem-¢imlenme ve dediferansiasyon
donemi, Sekil 3.20) olan bu uygulamadaki amag, kaetosinin gelisimin basindan itibaren
yani farklilasma evresini de kapsayacak bi¢imdeki uygulamanin kallus olusumu

tizerindeki etkisini incelemektir.

Uygulama 2: Kaetosinin, ¢imlendirme amaciyla MS besiyerine ekilmis tohumlardan

olgun yaprakli bitkicik gelisimi siiresince uygulanmasi.

Toplam siiresi 30 giin (-30 ile 0 arasindaki donem-¢imlenme donemi, Sekil 3.19) olan
bu uygulamanin amaci, farklilagsma siiresince kaetosin etkisinde birakilmis bitkiciklerin

0,5 mg/l 2,4-D igeren MS besiyerinde kallus gelisimini incelemektir.

Uygulama 3: Kaetosinin, ¢imlenen tohumlardan gelisen bitkiciklerin olgun

yapraklarindan c¢ikarilan yaprak disklerinin kallus olusturmak tizere 0,5 mg/l 2,4-D

iceren MS besiyerinde 30 giin tutulmalar siiresince uygulanmasi.

Toplam siiresi 30 giin (0. giin ile 30 giin arasindaki donem-dediferansiasyon donemi,
Sekil 3.20) olan bu uygulamanin amaci, dediferansiasyon siiresince kaetosinin 2,4-D ile

birlikte kallus olusumunu indiikleme etkisini aragtirmaktir.

Uc uygulama i¢in de gelisimde kaetosin etkisinin dogru bir bigimde saptanabilmesi i¢in
canli olmayan dormant tohumlar ayrildi, sadece ¢imlenebilenler se¢ildi. Bu amacla

yapilan gozlemler sonucunda ¢imlenmenin 5. giinde basladig1 saptandi ve sadece
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cimlenebilen canli tohumlar daha sonraki denemeler i¢in kullanildi. Sekil 3.20°de

verilen zaman c¢izelgesinde bu siire -35 ile -30 arasindaki donem olarak ifade edildi.

Bes giin sonra ¢imlenmeye baslamis (dormant olmayan) tohumlar 5 uM kaetosin igeren
ve igcermeyen (kontrol) MS besiyerine ekildi ve 30 giin boyunca bitki biiyiitme
kabininde yetistirildi. Kaetosinin ¢dziiclisii DMSO oldugu i¢in inhibitoriin kullanildigi
tiim deneylerin kontrol gruplarina da ayn1 miktarda DMSO eklendi. Siire sonunda 5 uM
kaetosin igeren ve icermeyen MS (kontrol) besiyerlerinde gelisen bitkiciklerden Smm
capl yaprak diskleri steril 200 pl sart mikro pipet ucu arkasiyla ¢ikarildi. Elde edilen
yaprak diskleri kallus olusumu i¢in 5 uM kaetosini tek basina ve 0,5 mg/l 2,4-D’ ile
birlikte igeren, ayrica 0,5 mg/l 2,4-D iceren MS besiyerlerine ekildi ve 30 giin boyunca
yukarida belirtildigi sartlarda bitki biiylitme kabininde kallus gelisimleri gozlendi. 30.

giiniin sonunda kallus olusumu gozlenen yaprak disklerinin yiizdesi belirlendi.

Kallus olusumunda kaetosin etkisinin arastirildigi deneyler i¢in 6 cm’lik Petri kaplar
kullanild1 ve her Petri kabina 4 tane yaprak diski yerlestirildi. Her deney grubu i¢in 3
tekrar yapildi. Kallus olusturan yaprak diskleri sayilarak kallus olusumu yiizdesi
hesaplandi.
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-30ile 0 giin Oile 30 giin
Gelisim (differansiasyon Dediferansiyasyon
{ Evresi (Kallus olusumu) Evresi

N.tabacum J

~——————= | Kontrol Grubu
(Uys. 1,2 ve 3)

toh u\ﬂnlan

Uyg. 3'lin kontrolii: Dediferansiyasyonda

Yiizey *| chaetocinin 2,4-D'ye benzer etkisinin
sterilizasyonu arastinlmasi
Ms = Chaetocin
Lﬂs, . farhp - UYGULAMA 3: Dediferansiyasyon da chaetocin
eslyerine %fgls?) etkisinin 2,4-D'ile artisinin arastinimas
ekim ;
' MS + 2,4-D
+ Chaetocin
A . | urGuLAMA 2
3 ; & "35;3" Dediferansiyasyonda chaetocin etkisinin
5. Giinde : aragtinlmasi (Uyg. 1'in kontrolii)
dormant 3 MS +2,4-D
to_hulmlarm T ?,i*;?* 5 Geli§it11in haglang|0||_1dan i.ti_hellren 2,4-D
eliminasyonu ig;ﬁﬁ' yoklugunda chaetocin etkisinin arastirnlmasi
MS + MS + (Uyg 1 ve 2'nin kontrolii)
Chaetocin Chaetocin
G
L X
& [ vewwn
Diferansiasyon ve dediferansiasyon
MS+2,4-D+ boyunca chaetocin etkisinin
Chaetocin arastinlmasi {Uyg. 2'nin kontrolii)

Sekil 3. 19: Kaetosin uygulamasinin tiitiin (Nicotiana tabacum)’de kallus olusumu tizerindeki
etkisinin belirlenmesi deney akis semasi.

Giin:  -35 30 Gelisim 0 Dediferansiasyon 30
< > < >
Tohumlarin dormansisini test Bitkicik gelisimi igin Yapraklardan disklerin eldesi ve Ka_ll}ls 01u_§um )
etmek icin sterilizasvondan  (Gimlenme) tohumlan MS kallus olugumu igin 0.5 mg/l yiizdesinin belirlenmesi
sonra MS besiyerine ekimi besiverine ekilmesi 2,4-D°1i MS besiyerine ekilmesi
_ 2. uygulama o 3. uygulama -
- Ll - Ll
1. uygulama
Chaetocin

Sekil 3. 20: Kaetosin in farkli donemlerde uygulamasinin, kallus olusumundaki etkisinin
belirlenmesinde kullanilan zaman ¢izelgesi.
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3.2.3. Kaetosin uygulamasmin yeniden programlanmadaki 2,4-D faktoriiniin
yerine gecip gecemeyeceginin belirlenmesi

Kaetosinin bitkilerde yeniden programlanma faktorlerinden biri olan 2,4-D sentetik

hormonunun yerine gecgebilme potansiyeli olup olmadigini anlamak ic¢in gelisim ve

kallus olusumu sirasinda (Sekil 3.19, siyah kutular) 5 uM kaetosin igeren MS besiyeri

kullanildi.

3.2.4. Verilerin analizi
Tiim deneyler en az li¢ tekrar1 olacak sekilde yapildi. Degerlerin ortalamasi alinip,
standart sapma hesaplandi. Verilerin anlamliligini belirtmek icin T testi yapildi, P degeri

*<0,05, *¥*<0,01, ***<0,001’in altinda olan veriler anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. INSAN HUCRELERI iLE YAPILAN CALISMALARA AiT VERILER

4.1.1. SUV39H1 geninin susturulmasinin yeniden programlanmadaki etkisinin
incelenmesi

pSMP-shFF ve pSMP-shSUV39H1 vektorlerinin SUV39H1 geninin susturulmasinda ve

yeniden programlanma lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde,

transformasyonun basarili bir sekilde gergeklestigi E. coli TOP10® bakterilerinden

izole edilen vektorlerin enzim kesimleriyle dogrulandi.

4.1.1.1. Restriksiyon enzimleriyle SUV39H]1 geni susturulmasinda kullanilan plazmid
DNA’larinin dogrulanmasi

Kontrol ve shSUV39H1 plazmitlerinin dogrulamasi i¢in yapilan Xhol-Hindlll ve

EcoRI- Ndel ikili kesimleri Sekil 4.1°de verildi. Agaroz jel elektroforezi analizinde

pSMP-shFF ve shSUV39HL1 i¢in beklenilen bantlar siras1 ile 5900 ve 800 bg, 4504 ve

2195 bg dir.

Ladder 1 2 3 4 5 6

5900 bg
4504 bg

2195 be

800 b

Sekil 4. 1: pPSMP-shFF ve pSMP-shSUV39H1 plazmitlerin dogrulamas.

(1) Kesilmemis ShFF, (2) shFF 1. Kesim, (3) shFF 2. Kesim, (4) Kesilmemis ShSUV39H1,
(5) shSUV39H1 1. Kesim, (6) shSUV39H1 2. Kesim
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Agaroz jel goriintiileme sonuglarina gore, transformantlardan elde edilen vektorlerin
beklenilen kesim bantlarini olusturmalari nedeniyle bu vektorlerin SUV39H1 geni

susturulmasinda kullanilmak i¢in uygun olduklar1 anlasildi.

4.1.1.2. Gen anlatim analizi

Transfeksiyon ve enfeksiyon ile olusturulan dH1f hiicrelerindeki pSMP-shFF kontrol ve
shSUV39H1’in varliklari, gRT-PZR ile gosterildi. qRT-PZR igin kullanilan total
RNA’larin saflik degerleri (260/280 nm degeri) 1,9-2,05 olarak bulundu. Bu
RNA’lardan 1 ug kullanarak sentezlenen cDNA’lar ile elde edilen gRT-PZR sonuglari
Sekil 4.2°de verilmistir.

« 1,2
=
o 1
&
T
308
L T
L E
2806
_E ©
5204
eE” *
& 02 —
>
5 -
0
shFF kontrol shSuv39H1

Sekil 4. 2: Suv39H1’1n RNAI yontemiyle susturulmasinin sonucunda total RNA anlatim diizeyi.

Normalizasyon (-aktin’e gore yapildi. Kontrol olarak shFF kullanildi. N:3 Hata ¢izgisi: standart
sapma, *P<0,05.

Sonug olarak, RNA1 yaklagimiyla, Suv39H1 gen anlatiminin kontrole kiyasla yaklasik
% 80 azaldig goriildii.

4.1.1.3. OS ve KM viriislerinin, yeniden programlanma icin gerekli en uygun
miktarinin belirlenmesi

Yeniden programlamada kullanilmak iizere hazirlanan OS ve KM viriislerinin en uygun

miktarlarinin  belirlenmesi i¢in farkli miktarlarda virtisle enfekte edilen dHL1f

hiicrelerinin Tra-1-60 boyama sonuglari Sekil 4.3’te verildi.
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100 -
% 80 - OS/KM (uL)
ol
5 60 -
N
5 40 -
D
\n
" [l
0 T T T T T T T T

Negatif Pozitif 25/25 50/50 100/100200/200 50/25 100/50 200/100
Kontrol Kontrol

Sekil 4. 3: OS ve KM viriislerinin yeniden programlanmada optimal miktarin belirlenmesi.

Belirtilen miktarlarda OS ve KM ifade eden viriislerin dhlf hiicrelerine aktarimindan 21 giin
sonra olusan Tra-1-60 pozitif koloni sayilari ve her kosula ait kuyularin fotograflari seklin
altinda verilmistir.

Sekil 4.3°de de gorildigi gibi, Tra 1-60 pozitif hiicrelerin  sayist
kontrollekarsilastirildiginda, uPKH olusumunda en iyi verimin, OS viriisiinden 200 ul
ve KM viriisiinden 100 pl kullanildiginda elde edildigi belirlendi. Boylece, SUV39H1
geni susturulmus transgenik hiicrelerin yeniden programlanmasinda bu viriis miktarlar

kullanildi.

4.1.1.4. Suv39H1 geni susturulmus transgenik hiicrelerin yeniden programlanma
sonuclari

Belirlenen en uygun miktarda OS ve KM viriisleriyle enfekte edilerek yeniden

programlanmaya tabi tutulan kontrol ve shSUV39H1 transgenik hiicrelerinin Tra 1-60

pozitif koloni sayilar1 Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4. 4: Suv39H1 geninin RNAI yontemiyle susturulmasinin yeniden programlamadaki
etkisi. Her kosula ait kuyularin fotograflari seklin altinda verilmistir. N:3 Hata ¢izgisi:
standart sapma, *P<0,05.

Elde edilen sonuglara gore, SUv39H1 enzimi sifreleyen genin susturulmasinin, yeniden
programlamanin verimini kontrole gore yaklasik 3 kat arttirdigi, ve bu artigin anlaml
(P<0,05) oldugu belirlendi.

4.1.2. SUV39H1 geninin yiiksek diizeyde anlatiminin yeniden programlanmaya
etkileri

SUV39HI1 geninin susturulmasi sonucunda yeniden programlanmada goriilen verim

artisinin sebebinin, gercekten bu enzimin baskilanmasindan kaynakli olup olmadigim

test etmek amaciyla, genin yiiksek diizeyde anlatimini saglamak igin hazirlanan

vektorlerin dogrulamasi yapildi.

4.1.2.1. Plazmitlerin dogrulanmast
SUV39HI geninin yiiksek diizeyde anlatiminda kullanilan ve ligasyon sonucunda elde
edilen rekombinant pBp-SUV39H1 yabani ve pBp-Suv39H1-H324L mutant tip
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plazmitlerinin, Nhel ve Bglll enzimleriyle kesimi sonrasi agaroz jel elektroforezinde
elde edilen kesim bantlar1 Sekil 4.5’de verilmistir.

Ladder 01 02 03

10 kb
s e TV
3kb
1506 bg
1kb
0.5kb

Sekil 4. 5: pBp-SUV39H1 yabani ve mutant tipi vektorlerin restriksiyon enzimi ile agaroz jel
elektroforez kesim goriintiileri. (1) Kesilmemis pBabe puro, (2) pBp-SUV39H1, (3) pBp-
Suv39H1-H324L

Agaroz jel goriintiilleme sonucunda, vektorlerin tasidigi fragmentlerin  beklenen
boyutlarda (4914 ve 1506 bg.) oldugu gozlendi. Boylece elde edilen rekombinant
vektorlerin, SUV39H1 geninin yiiksek diizeyde anlatiminda kullanilmak i¢in uygun
oldugu anlasildi.

4.1.1.2. Gen anlatim analizi

pBp-SUV39H1 vyabani ve pBp-Suv39H1-H324L mutant tip transgenik dH1f
hiicrelerinden izole edilen ve safliklar1 1,9-2,05 (260/280 nm degeri) araliginda olan 1
ug total RNA kullanarak sentezlenen cDNA’lar ile gergeklestirilen qRT-PZR sonuglart
Sekil 4.6°de verildi.
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1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400
200 -

Suv39H1'in kontrol hiicrelere gére
rolatif mRNA anlatim duzeyi

pBp-GFP kontrol pBp-SUV39H1-Yabani  pBp-SUV39H1 H324L
tip OE katalitik mutant ttip OE

Sekil 4. 6: Yabani ve H324L katalitik mutantta, Suv39H1’1in RNA anlatim diizeyi.

Normalizasyon B-aktin’e gore yapildi. Kontrol olarak pBp-GFP kullanildi. Deney sayisi tekrari
(N):3, Hata ¢izgisi: standart sapma, *P<0,05.

Sekil 4.6’da da izlenebilecegi gibi Suv39H1 gen anlatiminin, pBp-GFP kontrol
plazmitlerine kiyasla, pBp-SUV39H1 yabani ve mutant tipi plazmitleri kullanildiginda,
sirastyla 1200 ve 1000 kat arttig1 gézlemlendi.

4.1.2.4. Suv39H1 geninin yiiksek diizeyde anlatiminin yapildig: transgenik hiicrelerin
yeniden programlanma sonucglart

Belirlenen en uygun miktarda OS ve KM viriisleriyle enfekte edilerek yeniden

programlanmaya tabi tutulan kontrol, SUV39H1 yabani ve mutant tipi transgenik

hiicrelerinin Tra 1-60 pozitif koloni sayilar1 Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4. 7: Yabani ve H324L katalitik mutant Suv39H1 yiiksek diizeyde anlatiminin yeniden
programlanmadaki etkisi.

Her kosula ait kuyularin fotograflar sekilin altinda gosterilmektedir. N:3 Hata ¢izgisi: standart
sapma, *P<0,05.

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi Tra 1-60 pozitif kolonilerin sayis1 karsilastirildiginda,
Suv39H1 yabani tipinin yiiksek diizeyde anlatiminin, uPKH koloni olusumunu anlaml
sekilde (P<0,05) distirdigii ve Suv39H1-H324L katalitik mutant tipin yiiksek diizeyde
anlatiminin uPKH olusumunu etkilemedigi goriildii. Boylece, yeniden programlanmada
goriilen artisin, Suv39H1 geni ve bu enzimin katalitik domeninden (metiltransferaz

domeni) dolay1 oldugu belirlendi.

4.1.3. Inhibitor uygulamasi

4.1.3.1. Kaetosinin doz belirleme sonuclart
dHIf hiicrelerinde, Kaetosinin toksik dozunun hiicre proliferasyonu fizerine etkisini

belirlemek i¢in yapilan CTG testi sonucu Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4. 8: dH1f hiicrelerinde, Kaetosinin etkin ve toksik olmayan dozunu belirlemek igin
yapilan CTG testi sonucu.

Sonuglarda da goriildiigii gibi, 10 nM’in istiindeki kaetosin konsantrasyonu, hiicreler
tizerinde toksik etki yapmaktadir. Bu testin sonuglarina gore, hiicrelerin en az %50’sini

6ldiirmeyen doz (LD50), 5 nM olarak belirlendi.

4.1.3.2. Kaetosinin, yeniden programlanmanin farkli donemlerinde kiiltiir ortamina
eklenmesinin, yeniden programlanma iizerine etkisinin belirlenmesi

Kaetosinin yeniden programlama ve bu siirecin hangi doneminde etkili oldugunu

belirlemek amaciyla, bu kimyasalin etkisinde yeniden programlamaya tabi tutulan

hiicrelerin 21. Giinde Tra-1-60 boyama sonuglar1 Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4. 9: dh1f hiicrelerine 5nM Kaetosinin farkli giinlerde uygulamasi sonucu olusan
uPKH’lerin Tra-1-60 boyama sonuglari.

Her kosula ait kuyularin fotograflar sekilin altinda gosterilmektedir. N:3 Hata ¢izgisi: standart
sapma, *P<0,05.

OSKM faktorleri aktarimindan 21 giin sonra, Kaetosin etkisinde olusan Tra-1-60 pozitif
koloni sayilar1 karsilagtirildiginda, 5 nM kaetosinin yeniden programlanmanin 1-14 ve
1-21 giinliik uygulamalarinin, diger giin araliklarina kiyasla uPKH olusumu {izerine

anlamli sekilde (P<0,05) etki ettigi gorildii.

4.1.4. SUV39H1 gen susturulmasinin, O/S/K/M faktorlerinin bir veya birka¢inin

yerine gecebileceginin test edilmesi

4.1.4.1. pMIG-0/8/K/M plazmitlerinin dogrulanmast
SUV39HI gen susturulmasinin, O/S/K/M faktoérlerinin bir veya birkacinin yerine
gecebileceginin test edilmesinde kullanilacak olan pMIG-Oct4, Sox2, KIf4 ve c-
Myc plazmitlerinin dogrulugunu test etmek amaciyla ECORI ve Ndel restriksiyon
enzimleri ile yapilan ikili kesimlerin sonucunda; pMIG-Oct4 i¢in 5486 bg ve 1998
b¢, pMIG-Sox2 igin 5363 bg ve 1998 beg, pMIG-KIf4 i¢in 5924 bg ve 1998 bg ve
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pPMIG-cMyec i¢in 4532, 2041 ve 1858 bg olmasi beklenen kesim bantlarinin agaroz
jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.10°da verilmistir.

12345 6 7 8 9

----'

Sekil 4. 10: pMIG vektorlerinin restriksiyon enzim kesimi sonrasi agaroz jel (1%) goriintiileri.
Sirast ile (1) 2-log DNA markirt (2) pMIG-Oct4 kesilmemis, (3) pMIG-Oct4 kesilmis, (4)
PMIG-Sox2 kesilmemis, (5) pMIG-Sox2 kesilmis, (6) pMIG-KI1f4 kesilmemis, (7) pMIG-KIf4
kesilmis, (8) pMIG-cMyc kesilmemis, (9) kesilmis pMIG-cMyc.

Sekil 4.10°da izlenebilecegi agaroz jel elektroforezi analizinde beklenen bantlar elde
edildi. Boylece bu vektorlerin, SUV39H1 gen susturulmasinin, yeniden programlanma
faktorlerinden bir veya birkaginin yerine geg¢ip gecemeyeceginin test edilmesinde
kullanilmaya uygun oldugu belirlendi. 293T hiicreleri kullanilarak bu vektorlerin

virusleri hazirland.

4.1.4.2. O/S/K/M viriislerinin enfeksiyonu ve akan hiicre olger deney sonuclari

I, 5 ve 10 pl viriisle enfekte edilen hiicrelerin, negatif kontrole kiyasla, YFP
anlatimindaki fark hesaplandi. Bu sonuglara gore, 1 ml viriis slispansiyonundaki viriis
miktarilar1 Tablo 4.1°de gosterilen yontemle belirlendi. Bu hesaplamalar sonucunda,
virlis enfeksiyonu i¢in en uygun oran olan MOI:2,5’a gore viriis miktar1 belirlendi.

Sonuglar asagidaki grafiklerde verilmistir.
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Sekil 4. 11: Negatif kontrol 293 T hiicrelerinin akan hiicre dlcer analiz sonuglart.

PMIG-O/S/K/M viriisleri ile enfekte edilmemis (YFP") 293 T hiicreleri (>10°) negatif
kontrol olarak kullanildi. Hiicrelerin FL1 kanalindaki floresan 1s1mas1 (YFP*) M1>10*
olarak sinirlandirildi (Sekil 4.11).

pMIG-Oct4:

AD4 01 AD3 05 ADZ 010
Gate: (P3in all)

Gate: (P3in all) Gate: (P3in all)

1,000
1,000

1,000

500
1
A00
1

t t I 1 € I
S S 137 6% 2 142 4%
(&) (&) |_ ______ (&) |_ ______
= = = -
wl ad ol ot Wd W W72 wlwd Wt Wt W W LT
FL1-A FL1-A
Tl 5ul 10ul

Sekil 4. 12: pMIG-Oct4 viriisii ile enfekte edilmis 293 T hiicrelerinin akan hiicre 6l¢er YFP+
analiz sonuglart.

1, 5 ve 10 pl Oct4 viriisle enfekte edilen hiicrelerde, negatif kontrole kiyasla, YFP
anlatiminin % 10, 37,6 ve 42,4 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.12). Bu sonuclara
gore bir ml viriis slispansiyonundaki viriis miktar1 Tablo 4.1°de gosterilen yontemle
hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda, en verimli viriis enfeksiyonunu uygulayabilmek

i¢in, bir hiicrenin 2,5 viriis ile enfekte edilecegi oranlar (MOI: 2,5) belirlendi.
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Sekil 4. 13: pMIG-Sox2 viriisii ile enfekte edilmis 293 T hiicrelerinin akan hiicre 6l¢cer YFP+
analiz sonuglari.

1, 5 ve 10 ul Sox2 viriisle enfekte edilen hiicrelerde, negatif kontrole kiyasla, YFP
anlatiminin % 9,6, 35,2 ve 47,4 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.13). Bu sonuglara
gbre bir ml virlis siispansiyonundaki virlis miktar1 Tablo 4.1°de gosterilen yontemle
hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda, en verimli viriis enfeksiyonunu uygulayabilmek

icin, bir hiicrenin 2,5 viriis ile enfekte edilecegi oranlar (MOI: 2,5) belirlendi.

pMIG-KIf4:
BO4 K1 BO3 KA BOZ K10
§ Gate: (P3inall) Gate: (P3in ally

1,000

Gate: (P3in all)

1,000

A00

Count

Sekil 4. 14: pMIG-KIf4 viriisii ile enfekte edilmis 293T hiicrelerinin akan hiicre dlger YFP+
analiz sonuglari.

1, 5 ve 10 pl Klf4 viriisle enfekte edilen hiicrelerde, negatif kontrole kiyasla, YFP
anlatiminin % 3.6, 12 ve 20,9 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.14). Bu sonuglara

gore 1 ml viriis silispansiyonundaki virlis miktar1 Tablo 4.1°de gosterilen yontemle
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hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda, en verimli virlis enfeksiyonunu uygulayabilmek

i¢in, bir hiicrenin 2,5 viriis ile enfekte edilecegi oranlar (MOI: 2,5) belirlendi.

pMIG-cMyc:

C01 M BOG M5 BO5 M10
Gate: (P3 in all)

Gate: (P3in all)

1,000
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Sekil 4. 15: pMIG-cMyc viriisii ile enfekte edilmis 293T hiicrelerinin akan hiicre dlger YFP+
analiz sonuglari.

1, 5 ve 10 pl c-Myec viriisle enfekte edilen hiicrelerde, negatif kontrole kiyasla, YFP
anlatimiin % 6,8, 27 ve 48,3 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.15). Bu sonuglara
gore bir ml viriis slispansiyonundaki viriis miktar1 Tablo 4.1°de gosterilen yontemle
hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda, en verimli viriis enfeksiyonunu uygulayabilmek

i¢in, bir hiicrenin 2,5 viriis ile enfekte edilecegi oranlar (MOI: 2,5) belirlendi.

4.1.4.3. O/S/K/M viriis miktarlarinin hesaplamalar

Insan fibroblast hiicrelerinin enfeksiyonunda kullanilacak olan viriis miktarmnin
belirlenmesi i¢in hiicreler, farkli oranlarda viriis ile enfekte edildi. Viriis miktarinin
artmastyla, YFP" hiicreler ve viriis miktar1 arasindaki dogru oranti, belli bir dozdan
sonra lineer faza ulasti. Bu nedenle YFP" yiizdesinin maksimuma ulastigi doz (Sekil
4.16) ve daha diisiik dozlarin ortalamasi alinarak, en uygun virlis miktar1 belirlendi.

Viriis titrasyonu (MOI) hesaplamalar1 Tablo 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4. 16: 293 T hiicrelerinin, pMIG-Oct4 viriisii enfeksiyonu sonrasi YFP+ akan hiicre 6lger
analizi.

Tablo 4. 1: Insan fibroblast hiicrelerini enfekte etmek icin kullanilacak viriis titrasyonunun

belirlenmesi.
. 100.000 hiicre
Enfeksiyon Virilis miktar1 1 ve 5 pul’de viriis
kullanildiginda
ylizdesi 1U/ml miktarinin ortalamasi
Viriis miktar1 [U/pl
pMIG-Oct4
1pl of viral enfeksiyon 10 10.000 10.000.000
8.760.000
5ul of viral enfeksiyon 37,6 37.600 7.520.000
pMIG-Sox2
1pl of viral enfeksiyon 9,6 9.600 9.600.000
8.320.000
5ul of viral enfeksiyon 35,2 35.200 7.040.000
pMIG-KIf4
1ul of viral enfeksiyon 3,6 3.600 3.600.000
3.000.000
5ul of viral enfeksiyon 12 12.000 2.400.000
pMIG-cMyc
1pl of viral enfeksiyon 6,8 6.800 6.800.000
6.100.000
5ul of viral enfeksiyon 27 27.000 5.400.000

50,000 hiicre enfekte etmek ve her hiicre icine 2,5 viriisiin girmesi icin enfeksiyon ¢oklugu “Multiplicity of
infectious”-MOI1=2,5):

. . MOI=2,5 igin
Viriis miktar . )
gereken viriis miktari

(1U/ml) w
Oct4 8.760.000 14,26
Sox2 8.320.000 15,02
KIf4 3.000.000 41,66

cMyc 6.100.000 20,49
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Tablo 4.1°de elde edilen sonuglara gore, 50.000 hiicreye MOI: 2,5 enfeksiyon i¢in, Oct4
viriisiinden 14,26 pl, Sox2 viriisiinden 15,02 pl, Kif4 viriisiinden 41,66 ul ve c-Myc
virlisinden ise 20,49 ul gerekli oldugu belirlendi.

4.1.4.4. Kontrol ve Suv39HI geni susturulmus dHIf hiicrelerinde degisik
kombinasyonlarda OSKM enfeksiyonu

SUV39HI1 geninin susturulmasinin, yeniden programlama faktorlerinin bir veya bir

kacinin yerine gecip gecemeyecegini anlamak igin, kontrol ve SUV39HI1 geni

susturulmus ve pMIG-O/S/K/M (MOI=2,5) viriislerinin farkli kombinasyonlariyla (OS,

OSK, OSM, SKM, OKM ve OSKM) enfekte edilmis olan dH1f-shFF ve shSuv39H1

transgenik hiicrelerinin 21. glin Tra-1-60 boyama sonuglar1 Sekil 4.17°de verilmistir.

60 -
B shFF Control
50 - '[
a shSuv39H1
& 40 -
(=
o
2 30 -
"
o
©0
T 20 -
©
= *
10 - -
O = T - T ﬁ 2= T T T T T 1
oS OSK OSM OKM SKM OSKM

Sekil 4. 17: O, S, K ve M viriislerinin farkli kombinasyonlariyla enfekte edilmis dH1f-shFF ve
shSuv39H1 transgenik hiicrelerinin 21. giin Tra-1-60 boyama sonuglari. N:3 Hata ¢izgisi:
standart sapma, *P<0,05

Tra-1-60 immiinofloresan boyamasi sonuglari, Suv39H1 geninin susturulmasinin c-Myc

olmadig1 zaman yeniden programlanmanin verimini arttirdigini gosterdi.

4.1.5. Olusan uPK hiicrelerin karakterizasyonu
Kontrol ve SUV39H1 geni susturulmus fibroblastlardan elde edilen uPK hiicre hatlarini

karakterize etmek i¢in, her hiicre hattindan secilen ii¢ koloniden izole edilen
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RNA’lardan sentezlenen cDNA’larda, qRT-PZR yontemi ile endojen Oct4, Sox2, Klf4,

C-Myc genlerinin anlatim diizeyleri Sekil 4.18°de verilmistir.

M shFF uPKH
shSuv39H1 uPKH

(€] o]
o o
o o
o o
1
4

Pluripotensi genlerin farklilasmamig
hiicrelere gére mRNA anlatim diizeyi
S
S
S
1

= N w

o o o

o o o

o o o
1

B H =

Oct4 Sox2 KIf4 c-Myc

o
!

Sekil 4. 18: Pluripotensi genlerin farklilasmamis hiicrelere gore RNA anlatim diizeyi.

Sekil 4.18’de goriildiigii gibi dort pluripotensi geninin de anlatimi, en az kontrol
hiicrelerdeki gibi oldugundan, shSUV39H1 transgenik fibroblastlarindan olusan
uPKH’lerin gercek birer uPKH olduklari saptand.

4.1.6. Ortaya cikan uPKH hatlarinin, kromatin immiin-¢oktiirme (ChIP) ve qRT-
PZR deneyleri ile karakterizasyonu

4.1.6.1. Sonikasyon optimizasyonu

Immiin ¢oktiirme sonucunda yapilan qRT-PZR deneylerinde kullanilmasi en uygun
DNA boyutu olan 100-500 bg araliginda pargalari elde etmek igin yapilan sonikasyonlar
sonucunda elde edilen bantlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.19°de

verilmistir.
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3000 b

500 bg

100 bg

Sekil 4. 19: Sonikasyon optimizasyonu jel goriintiisii.

Soldan 1. Kuyucuk: ladder, 2. Kuyucuk: sonike olmayan kontrol, 3. Kuyucuk: 5 dongii, 4.
Kuyucuk: 10 dongti, 5. Kuyucuk: 20 dongii, 6. Kuyucuk: 30 dongii sonikasyon.

Sekil 4.19°da goriildigi gibi, 100-500 bg¢ araliginda daha fazla DNA pargas1 elde
edilebilen, yiiksek giicte 30 dongii, 30 saniye agik ve 30 saniye kapali sonikasyonun en
uygun kosul oldugu belirlendi. Sonraki deneylerde bu ayarlar kullanildi.

4.1.6.2. Primerlerin veriminin élciilmesi

Bu agamada, ChIP-PZR i¢in tasarlanan primerlerin verimini 6lgmek amaciyla, genomik
DNA’nin artan konsantrasyonlariyla yapilan gRT-PZR sonucunda CT farki ile
hesaplanan egim (slope) Sekil 4.20°de verilmistir.
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Egim (Slope)
N

Sekil 4. 20: ChIP-qPZR’da kullanilan primerlerin veriminin 6lgiilmesi.

Elde edilen sonuglara gére, Oct4-11, Sox2-11, Sox2-12, Nanog-12, Lin28-12, Lin28-13,
Occludin-11 ve Occludin-12’ye karsi tasarlanan primer egimleri 1,8-2,2 arasinda

oldugundan, verimli oldugu belirlendi.

4.1.6.3. Primerlerin ozgiinliigiiniin belirlenmesi
Primerlerin 6zgilinliiglinii saptamak i¢in, qRT-PZR’den sonra erime egrisi hesaplanip bu

egride tek pik veren primerler daha sonra qRT-PZR deneylerinde kullanilda.

gam
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Sekil 4. 21: hSox2-ChIP 11’in erime egrisi.
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Sekil 4. 22: hNanog-ChIP 12’nin erime egrisi.
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Sekil 4. 23: hLin28-ChIP 13’iin erime egrisi.

Elde edilen sonuglara goére, her biri tek pik veren hSOX2 ChIP11, hNanog-ChlIP 12 ve
hLin28-ChIP 13’ye karsi tasarlanan primerlerin 6zgiin oldugu saptandi ve ChIP-PZR
deneylerinde kullanildi (Sekil 4.21-23).

4.1.6.4. ChIP-PZR deney sonuglart

Primerlerin verimi ve 0zgilinliigii belirlendikten sonra ChIP-PZR i¢in uygun olan
primerler ile shFF ve shSUV39HI transgenik dHIf hiicrelerinin yeniden
programlamanin 7. giiniinde, kromatin immiin ¢oktiiriilmesinden elde edilen DNA’larla

yapilan qRT-PZR sonuglar1 Sekil 4.24-26’da verilmistir.
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hSox2-ChIP-11, 7. glin

0 ——

shFF H3K9me3  shSuv39H1 shFF IgG shSuv39H1 IgG
H3K9me3

Sekil 4. 24: shFF ve shSUV39H1 transgenik dH1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin 7.
giinli kromatin immiin ¢oktiiriillmesinden elde edilen DNA’larla Sox2-11 primeriyle qRT-
PZR sonuglari.

20 hNanog-ChIP-12, 7. giin

15

10

5 I

0 —_ —

shFF H3K9me3 shSuv39H1 shFF IgG  shSuv39H1 IgG
H3K9me3

% input

Sekil 4. 25: shFF ve shSUV39HI1 transgenik dH1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin 7.
giinii kromatin immiin ¢oktiiriilmesinden elde edilen DNA’larla Nanog-12 primeriyle
gRT-PZR sonuglari.

hLin28 ChIP-13, 7. glin

4
53 [
S
X2

1

o == I

shFF H3K9me3 shSuv39H1 shFF IgG  shSuv39H1 IgG
H3K9me3

Sekil 4. 26: shFF ve shSUV39HI1 transgenik dH1f hiicrelerinin yeniden programlanmanin 7.
glinii kromatin immiin ¢oktiiriilmesinden elde edilen DNA’larla Lin28-13 primeriyle
gRT-PZR sonuglari.
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Sekil 4.24-26’da gozlenebilecegi gibi, SUV39H1 geni susturulmus hiicrelerin yeniden
programlanma siirecinin 7. giiniinde Sox2, Nanog ve Lin28 pluripotensi genlerinin
promotor bolgelerine karsi tasarlanmis primerlerle yapilan RT-PZR sonucunda, olusan
rtinlerin kontrole goére daha az oldugunun saptanmasi, bu bolgelerde H3K9me3

modifikasyonun var oldugunu oldugunu gdosterdi.

4.2. BITKi CALISMALARI

4.2.1. Nicotiana tabacum’un ¢cimlenmesinde kaetosinin etkisi

Tiitiin bitkilerinin ¢imlenmesi iizerinde kaetosinin toksik olmayan dozunu belirlemek
icin, steril tohumlar kaetosinin artan konsantrasyonlarinda yetistirildi. Bu deneyin
sonuglar1 Tablo 4.2, Sekil 4.27°de verildi. Cimlenme yiizdesi sonuglart uygulanan tiim
kaetosin konsantrasyonlarinda ¢imlenmenin gergeklestigini gosterdi. 0.01 uM ve 5
uM’lik inhibitor konsantrasyonlarinda ¢imlenmenin her iki kontrole gére daha yiiksek
yiizde ile gergeklestigi saptandi. Bitki gelisiminde ise, 0.01 uM, 0.1 uM, 0.5 pM, 1
uM, 2.5 uM ve 5 uM konsantrasyonda kaetosin uygulamasinin kontrole goére anlamli
bir farka neden olmadigi belirlendi (Sekil 4.28 ve 29). Ancak, 7.5 uM
konsantrasyondaki uygulama sonucu bitkilerde yaprak ve kok gelisiminin kontrole gore
belirgin derecede indirgendigi gozlendi (Sekil 4.28). Elde edilen sonuglara gore,
kaetosinin 5 uM’1n istiindeki, konsantrasyonunun tiitiin tohumlarinin gelismesi {izerine
toksik etkisi oldugu belirlendi. 5 pM kaetosin varliginda ise bitkilerin kontrolle ayni
gelismiglik diizeyinde oldugu saptandi (Sekil 4.27). Letal doz 7.5 uM olarak

belirlendiginden yeniden programlama deneylerinde 5 uM kaetosin kullanildi.
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Tablo 4. 2: Farkli kaetosin konsantrasyonlarinda Nicotiana tabacum’un ¢imlenmesi.

Cimlenen  tohum Standart Sapma  Cimlenme yiizdesi
sayisinin ortalamasi

Negatif kontrol 7,5 75
DMSO kontrol 4,3 0,57735 43,3
0,01 uM 7 1,732051 70
0,1 uM 3,6 1,527525 36
0,5 uM 5 1 50
Kaetosin -~ 1 53 1,527525 53
2,5 uM 5,6 0,57735 56
5 uM 8 0 80
7,5 uM 4 0 40
100 -+
‘5 80 -
E
S 60 -
g
S 40 -
£
o 20
0 .

DMSO 0,01 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5
kontrol

Sekil 4. 27: Nicotiana tabacum ¢imlenmesinde kaetosin igin letal olmayan dozun belirlenmesi.

Neg. Kont. DMSO kont. 0.01 uM 0.1 uM 0.5 uM 1 uM 2.5uM 5uM 7.5 uM

% L \ kaetosin

Y ¥ v -‘>t?"i% .

~0)
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Sekil 4. 28: Farkli konsantrasyonlarda kaetosin igeren MS besiyerinde ¢imlenmis Nicotiana
tabacum bitkiciklerinin gelisimin 30. giiniindeki goriintiileri.
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Elde edilen sonuglarda, kaetosinin 5 uM iistiindeki uygulamalarinin, tiitiin tohumlarinin

gelisimi lizerine toksik etki gosterdigi belirlendi.

Kontrol ve 5 uM kaetosin ile uygulanan bitkilerin 30. giin fotograflar1 Sekil 4.29°da
verildi ve bu konsantrasyondaki kaetosinin bitki gelisimine negatif bir etkisi olmadigi

saptandi.

A B

Sekil 4. 29: DMSO kontrol (A) ve 5 uM kaetosinde (B) 30. giin boyunca yetistirilen tiitiin
bitkicikleri.

4.2.2. Kaetosin Nicotiana tabacum’da uygulamasinin yeniden programlanmadaki
(kallus olusumundaki) etkisi
Kaetosinin N. tabacum’da bitkilerin farklilasma (gelisim) ve dediferansiasyon (kallus
olusumu) sirasindaki uygulamalari, bu inhibitdriin tiitlinde yeniden programlamadaki
etkisinin incelenmesi amaciyla gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore kaetosinin 5
uM konsantrasyonda farklilasma asamasinda (-30 ile 0. giin arasinda) uygulanmasi (2.
Uygulama), uygulama 1 ve 3’e gore kallus olusumunu belirgin derecede arttirdi. Bu
artisin kontrole gore 1.5 kat fazla oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(P<0,05). Farklilasma boyunca kontrol ve 5 uM kaetosin uygulandiktan sonra 0.5 mg/I
2,4-D besiyerinde alinmig yaprak disklerinden gelisen 30 giinliik kalluslarin goriintiileri
Sekil 4.30’da verilmistir. Sekilden de izlenebilecegi gibi farklilasma siiresince kaetosin
uygulamasinin kontrole gore kallus yapist bakimindan beklenmedik bir degisiklige

neden olmadig1 saptandi.
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1.,2 ve 3. uyg. Kontrolu 1. uyg. 3. uyg.

Sekil 4. 30: 1., 2. ve 3. uygulamalarda 60. giin sonunda kaetosinin dediferansiasyon tizerindeki
etkisinin kallus olugturma ytizdesi ile ifadesi.

4.2.3. Kaetosin uygulamasimin yeniden programlanmadaki 2,4-D faktoriiniin
yerine gecip gecemeyeceginin belirlenmesi

Kaetosinin bitkilerde yeniden programlanma faktorlerinden biri olan 2,4-D sentetik

hormonunun yerine gecebilme potansiyelinin incelendigi, yani gelisim ve kallus

olusumu sirasinda 2,4-D yerine 5 uM kaetosin uygulamasi yapilan deney grubunda 60.

giin sonunda herhangi bir kallus gelisimi gézlenmedi (Sekil 4.31). Bu bulgu kaetosinin

tiitlinde yeniden programlanma i¢in 2,4-D yerine kullanilamayacagini gosterdi.

Sekil 4. 31: Gelisim ve kallus olusumu sirasinda 2,4-D yerine 5 uM kaetosin uygulamasi
yapilan deney grubunun kiiltiirlemenin 60. giiniindeki yaprak diski goriintiileri. (A)
DMSO kontrol, (B) 5 uM kaetosin.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda memeli sistemine ait insan fibroblast hiicrelerinden uPKH elde
etmesinde RNA interferans yaklasimi kullanarak histon 3 lizin 9 metiltransferaz
SUV39H1 geninin susturulmasinin yeniden programlanmadaki etkisi incelendi. Ayrica
SUV39HI’in hem memeli hemde bitki sistemindeki SUVH ailesi enzim genlerinin
yeniden programlanmadaki etkileri, SUV39H1’in inhibitorii olan kaetosin (Greiner ve

ark. 2005) kullanimu ile insan fibroblastlar1 ve tiitiinde arastirildi.

Takahashi ve Yamanaka (2007) tarafindan gelistirilen ve halen yaygin olarak kullanilan
geleneksel yolla uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH) elde etmek i¢in kullanilan
viral vektorlerin kullanimma dayali OSKM genlerinin somatik hiicrelere aktarimi,
eklemeli mutagenez ve kanserlesme gibi istenmeyen durumlara neden olmaktadir.
Ayrica bu yolla uPKH elde etme verimi oldukga diisiik olup % 0.01-0.1 dir (Takahashi
ve ark. 2007).

SUV39HI enziminin yeniden programlamada bir bariyer oldugu daha oOnce cesitli
calismalarda belirlenmistir (Onder ve ark. 2013; Chen ve ark. 2013). Ayrica
H3K9me3’iin diizeyinin uPKH ve EKH’lerde farklilasmis hiicrelerden daha diisiik
oldugu bilinmektedir (Chen ve ark. 2013). Bu tez calismasiyla insan somatik
hiicrelerinde, gerek RNAi yaklasimi gerekse kaetosin uygulamasi ile uPK hiicrelerinin
elde edilme verimi basarili bir bigimde artirilmistir. RNAi kullanilarak H3K9
metillenmesini gergeklestiren SUV39H1 enzimini sifreleyen genin susturulmasi ile
insan fibroblast hiicrelerinden geleneksel yonteme gore 2-3 kat artisla uPKH
olusumunun bagarilmasi, bu enzimin ve kromatin materyalinde yarattigi H3K9
modifikasyonun yeniden programlanmada kritik bir neme sahip oldugu kanitlamistir.
Ayrica, SUV39H1 susturulmasi, kontrole gore yiiksek verimle uPKH elde edilmesi ile
sonuglandigindan bu uygulama, geleneksel yontemle uPKH elde edilmesinde

karsilagilan sorunlarin etkeni olan OSKM faktorlerinden M’nin kullanim gereksinimini



101

ortadan kaldirmigtir. Adi gegen dort genden, bir onkogen olan M’nin ortadan
kaldirilmasi, OSKM faktorlerine dayali yeniden programlanmanin tibbi amaclar i¢in
kullanimindaki kanserlesme gibi sorunlarin ¢oziilmesine katki saglayabilme potansiyeli
olusturmaktadir. OSKM faktorlerinin ortadan kaldirilmasi ile bu tez ¢alismasinda elde
edilenlere benzer sonuglara ulasmak i¢in gilinlimiizde denenen yaklagimlar arasinda
basta CRISPR-Cas9 (Qin ve ark. 2014) olmak tizere, kimyasal maddelerin kullanimi
(Hou ve ark. 2013), RNAi yaklasimi (Onder ve ark. 2012; Chen ve ark. 2013). gibi

yontemler kullanilmaktadir.

Hanna ve ark. (2009) yeniden programlanmada bariyer olarak is goren faktorlerin
belirlenmesinin bu siirecin verimini arttirmadaki 6nemini vurgulamislardir. 2012 yilinda
Onder ve ark. SUV39H1 geninin, yeniden programlamanin bariyerlerinden biri
oldugunu gosterdiler. Daha sonra Chen ve ark. 2013 yilinda farede H3K9
metillenmesinin 6ncii-uPKH’lerin uPK hiicrelerine donlismesini engelledigini ve bu
modifikasyonu yapan enzimlerin susturulmasinin yeniden programlanmasinin veriminin

arttirdigin1 gosterdiler.

Bu tez ¢aligmasinda yeniden programlanmada SUV39H1 geninin susturulmasi ile uPK
hiicrelerinin yiliksek verimde elde edilmesi seklindeki, fenotipik artisin, susturulan gene
0zgiin olup olmadigini anlamak i¢in, SUV39H1 geninin yabani tipinin yiiksek diizeyde
anlatimi1 gerceklestirildi. SUV39H1 geninin yiiksek diizeyde anlatiminin, yeniden
programlanma veriminin azalmasina sebep oldugu gozlendi. Bdylece, yeniden
programlanmada goriilen fenotipik artisin, Suv39H1 geninden kaynakli oldugu
kanitlandi. Diger yandan bu enzimin katalitik mutantinin yiiksek diizeyde anlatimi,
yeniden programlanmada anlamli bir etki yaratmadi. Bu sonuglara goére yeniden
programlanmadaki etkinin, Suv39H1 enziminin metiltransferaz aktivitesinden dolay1
oldugu belirlendi. Boylece bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglardan SUV39H1 in
RNAi yaklasimiyla susturulmast genom organizasyonun diizenlenmesinde histon

metillenmelerinin islevsel rolii oldugunu kanitlar nitelikttedir.
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SUV39HI geninin susturulmasinin, kok hiicre 6zelligini kaybetmesine sebep olmadigini
gostermek icin, SUV39HI geni susturulmus ve kontrol hiicrelerden olusan uPKH’lerde
endojen Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc gibi pluripotensi genlerin anlatimi kontrol edildi.
Yapilan deneyler sonucunda, SUV39H1 susturulmus transgenik fibroblastlarindan
olusan uPKH’lerde, kontrol hiicrelere kiyasla pluripotensi genlerinin anlatiminda,
anlamli bir fark gozlenmedi. Bu sonuglara gére SUV39H1 geninin susturulmasi
sonucunda olusan uPKH’lerin s6z konusu pluripotensi gen anlatimi diizeyleri
bakimindan kontrol uPKH'lerden farkli olmadigi sonucuna varildi. Pluripotensi gen
anlatimi1 diizeyine ek olarak somatik hiicrelerden olusan uPKH’lerin ger¢ek uPK hiicresi
oldugunu kanitlamak i¢in; bu genlerinin protein miktarinin analizi veya immun sistemi
baskilanmis SCID fareler {izerinde de teratoma olusturma potansiyelinin incelenmesi

yararli olacaktir.

Pluripotensinin indiiklenmesi, kromatinin agik olmasina ve dkromatik yapiya ihtiyag
duyar (Marion ve ark. 2009). Ote yandan H3K9me3, gen anlatimi baskilanmus
heterokromatik bdlgelerin belirteglerindendir. Bu modifikasyon, karomatinin daha
kondanse olmasma sebep olur (Delgado ve ark. 2011). SUV39HI; histon
metiltransferaz, H3K9me2 ve me3 modifikasyonundan sorumlu enzimdir. H3K9me3
diizeyinin kok hiicrelerde ¢ok az oldugu diisiiniilmektedir. Fibroblast hiicrelerinde,
pluripotensiye 0zgii genlerin bu modifikasyona sahip olup olmadiklarini belirlemek
icin, kontrol ve SUV39HI1 susturulmus hiicrelerden ChIP-PZR yapildi. Bu
modifikasyonu incelemek amaciyla, yeniden programlanma faktorlerinin promotor
bolgelerine karst primer tasarlandi ve yeniden programlanmanin 7. giiniinde ChIP-PZR
gerceklestirildi. ChIP-PZR deneylerinden elde edilen sonuglara gore, 7. giindeki kontrol
hiicrelerinin Sox2 ve Lin28 gen promotor bdlgelerinde, H3K9me3 modifikasyonu
oldugu goriildii. Bu modifikasyon RNAi yaklasimiyla kaldirildiktan sonra yeniden
programlamanin  hizlandig1 anlasildi. Bu sonuglar, H3K9me3’iin, yeniden
programlamanin bir bariyeri oldugunu ve bu modifikasyonu kaldirmanm yeniden

programlanmay1 hizlandirdigin1 gosterdi.

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler; hiicresel tedavi, hastalik modellenmesi, ilag
gelistirme ve embriyo biyolojisi arastirmalarinda umut vaad etmektedir. Fakat bu

hiicrelerin avantajlarinin yanm1 sira dezavantajlarida vardir. uPK hiicrelerin 6nemli
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sorunlarindan biri, Yamanaka faktorlerin (OSKM) anlatimi i¢in viriis kullanilmasidir.
Bu ylizden, bu yollarla olusan uPK hiicrelerin insersiyonel mutagenez, tiimor vb.
sorunlardan dolay1 terapide kullanilmalar1 sakincalidir. Daha 6nce farkli ¢alismalar,
yeniden programlanmadaki bariyer genlerin susturulmasi veya kimyasal araciligiyla
inhibisyonunun, yeniden programlanmadaki faktorlerin bir veya birkaginin yerine
gecebildigini gostermistir. G9a tarafindan, H3K9me2 modifikasyonunun, pluripotensi
genlerinden Oct4’un inaktivasyonuyla ilgili oldugu saptanmistir (Feldman ve ark.
2006). Bu enzimin BI1X-01294 kimyasal tarafindan inhibisyonu yeniden programlanma
veriminin arttirdigimi ve bu kimyasali kullanarak Oct4 kullanmadan yeniden
programlanmanin gerceklestirdigini gostermislerdir (Kubicek ve ark. 2007). Birbaska
caligmada, Onder ve ark. (2012) DotlL inhibitérii kullanarak K1f4 ve c-Myc’in yerine
gecebildigini  gostermiglerdir. 2013 yilinda Hou ve ark. disaridan gen anlatimi
yapmadan ve sadece kimyasallar kullanarak fare somatik hiicrelerinin yeniden
programlanmasini gergeklestirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda bir H3K9 metil transferaz
inhibitorli olan kaetosinin 5 nM konsantrasyonda uPKH olusumunu kontrol hiicrelere
gore iki kat arttirdigi gosterildi. Boylece bu tez ¢alismasiyla kaetocin inhibitoriin

yeniden programlanma ¢alismalarinda kullanilabilecegi gosterildi.

Bitkilerde farklilasmis hiicrelerden pluripotent/totipotent hiicrelerin olusumu ve gen
anlatiminin yeniden programlanmas: ile 1ilgili kromatin yeniden sekillenmesi
dediferansiasyon siireci olarak tanimlanir (Grafi ve ark., 2007). Dediferansiasyon
rejenerasyon, gelisim ve klonlama gibi biyolojinin en temel siirecleri ile iligkilidir;
hiicrelerin, farklilasmanin geriye donmesiyle farklilagmamis kok hiicre benzeri
pluripotent evreye girmelerini ifade eder. Pluripotent hiicreler de yeniden hiicre

siklusuna girerek ¢ogalirlar ve farklilasmamais hiicre kitlelerini olustururlar.

Insan SUV39H]1 geni ile ayni isleve sahip oldugu gosterilmis olan SUVH gen ailesine
ait genlerin bitkilerdeki varligi, kok hiicrelerin bitkilerdeki biyolojik karsiligi olarak
kabul edilebilecek kallus olusumunun indiiklenmesinde etkili olabilecek ¢esitli kimyasal
maddelerin etkisinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Bu tez ¢alismasinda ilk kez,

5uM konsantrasyondaki kaetosinin tiitiinde tohumdan bitki gelisimi (farklilagsma)
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boyunca uygulanmasinin kallus olusumunu kontrole gore 1.5 kat artirdigi saptanmustir.
Grafi ve ark. 2007°de yayinladig1 ¢aligmada, H3K9 metilasyonu yapan enzimin mutant
tipinin yiiksek diizeyde anlatiminin, yeniden programlanma ve kallus olusumunun
veriminin diisiirdiigiinii gosterilmislerdir (Grafi ve ark, 2007). Bu tez projesinde elde
edilen sonuglara gore, H3K9 metillenmesinin inhibe ettigi bilinen kaetosinin gelisim
siiresince uygulanmasinin kallus olusumunu olumlu olarak etkiledigi tiitiinde
saptanmustir. Boylece, ilk kez bitki gelisimi sirasinda H3K9 metillenmesinin kaetosin
araciligiyla, inhibisyonunun yeniden programlanmay:r olumlu olarak etkiledigi
gosterilmistir. Bu sonug, bitkisel sistemlerin, kok hiicre c¢aligmalarinda kromatin
degisimi ile ilgili kimyasal maddelerin etkisinin incelenmesi i¢in model bir sistem
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Hayvansal sisteme gore kiiltiirlenme kosullar
ve gereksinimleri daha basit ve ucuz olan bitki doku kiiltiirlerinin valproik asit, BIX-
01294, EPZ004777 gibi yiizlerce histon modifikasyonundan sorumlu enzim
inhibitoriiniin yeniden programlanmadaki etkilerinin incelenmesinde kullanilarak kok
hiicre calismalarinda 6nemli bir kolaylik saglayacag: diistiniilmektedir. Bunun yani sira,
elde edilen bulgularin kromatin dinamiginin, bitkilerdeki gelisim, gen anlatiminin
diizenlenmesi ve farklilagma gibi temel hiicresel siireclerdeki etkilerinin aydinlatilmasi
ile temel bilime, doku Kkiiltiirline cevap konusunda inat¢i bitki ¢esitlerinin kiiltiire

aliabilmesi ile de bitki biyoteknolojisine katkilar1 olacag: diisiiniilmektedir.
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