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OZET

AMNIYOSITLERIN, HISTON VE HUCRE SINYAL YOLAKLARI MODiFiKASYONU iLE
KIMYASAL OLARAK YENIiDEN PROGRAMLANMA KAPASITELERININ iNCELENMESI

Rejeneratif tip uygulamalari icin somatik hiicrelerin yeniden programlanarak iPSC’lerin
(indiiklenmis-Pluripotent Ko6k Hiicre) olusturulmasi amaciyla kimyasal programlama
stratejilerinin kullanimi son yillarda biiyiik bir ivmeyle artmaktadir. Ancak hem kullanilan hiicre
tipi, hem de uygulanacak kimyasal kombinasyonu hiicre yeniden programlama etkinlik ve
glvenilirligini degistirmekte, bu nedenle de uygun hiicre tipi ve kimyasal kombinasyonunun
belirlenmesi i¢in calismalar siirmektedir. Farklilasma asamalarini tam olarak tamamlamamais ve
primitif formda olan amniyositler ise iPSC olusturmada elverisli bir aday olarak durmaktadir.
Bu calismada amniyositlerin yeniden programlanma kapasiteleri, histon ve hiicre sinyal
yolaklarinin modifikasyonuna neden olan inhibitér kimyasal maddeler uygulanarak ve
pluripotensi belirteglerinin ekspresyon degisimleri incelenerek arastirilmistir. Amniyositlerin
yeniden programlamasi i¢in, 5 farkli kimyasal molekiiliin (histon deasetilaz inhibitori “Valproik
Asit”, MEK/Erk inhibitorii “PD0325901”, TGF-B reseptor inhibitori “SB431542”, GSK-3f3
inhibitori “CHIR99021” ve Rock inhibitorii “Thiazovivin”) farkli kombinasyonlar1 kullanilmistir.
Kimyasal uygulamalar: sonrasi pluripotensi genlerinin ekspresyon degisimleri kantitatif olarak
Real-Time PCR ile incelenmistir. Amniyositlerin yeniden programlanmasi i¢in literatiirde daha
once kullanilan Valproik Asit kosuluna gore, “Valproik Asit-SB431542-CHIR99021 (VSC)”
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, pluripotensi genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamlh
diizeyde artislar gozlenmistir (p<0,05). SOX2, SALL4, KLF4, DDPPA3, DPPAS5, FUT4, NANOG,
0CT4, MYC ve KIT -ekspresyonlarindaki degisimler analiz edilerek, VSC kimyasal
kombinasyonunun amniyositlerin yeniden programlanmasinda en etkin kombinasyon oldugu
belirlenmistir. Programlama sirasinda mezensimal-epitelyal hiicre morfolojisi doniisiimii
oldugu, ayrica CHIR99021 igeren tiim kombinasyonlarin etkin oldugu gézlenmis, bununla
uyumlu sekilde TGF-B ve GSK3p sinyal yolaklarinin amniyositlerin pluripotensi diizenleyici
gen aginda ve yeniden programlanmasinda kilit konumda oldugu degerlendirilmistir. Sonug
olarak bu calismada, allogenik hiicresel tedaviler i¢in son derece uygun bir hiicre tipi olan
amniyositlerin VSC kombinasyonu kullanilarak etkin sekilde yeniden programlanabilecegi
gosterilmistir. Elde edilen bulgularin, amniyositlerden iPSC olusturulmasi ve rejeneratif tip
uygulamalarinda kullanimina, ayrica hiiresel diizeyde pluripotensi dinamiklerinin anlasilmasina
katki saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Amniyosit, iPSC, Pluripotent, Hiicre Programlama (reprogramming).

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Emin ERDAL, Mersin Universitesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dals,
Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHEMICALLY-INDUCED REPROGRAMMING POTENTIAL OF
AMNIOCYTES WITH MODIFICATION OF HISTONE AND CELL SIGNALING PATHWAYS

The use of small chemicals to reprogram somatic cells into iPSCs (induced-Pluripotent
Stem Cells) for regenerative medicine applications are increasing in recent years. However, both
the cell type and the introduced chemical combinations alter the cellular re-programming
efficiency and reliability; so, the studies are focused on appropriate cell types and combinations.
Amniocytes which are not fully differentiated and relatively primitive, attract attention as an
effective candidate to obtain iPSCs. In this study, re-programming capacity of amniocytes was
investigated by examination of expression changes of pluripotency markers under modification
of histone and cell signaling pathways with chemicals (HDAC inhibitor “Valproic-Acid”,
MEK/Erk inhibitor “PD0325901”, TGF-B inhibitor “SB431542”, GSK-3f inhibitor “CHIR99021",
Rock inhibitor “Thiazovivin”). The expressions of pluripotency markers were quantitatively
analysed by Real-Time PCR after chemical exposures. Significant increases were found in
expression levels of pluripotency markers when “Valproic Acid-SB431542-CHIR99021 (VSC)”
combination is used, according to Valproic acid only group which is defined previosuly in
literature for reprogramming of amniocytes (p<0,05). Significant increases in expressions of
SOX2, SALL4, KLF4, DDPPA3, DPPA5, FUT4, NANOG, OCT4, MYC and KIT were observed as being
the VSC chemical combination was most efficient one for reprogramming. During
reprogramming with these chemicals, a mesenchymal-epithelial transition in cell morphology
was observed, additionally all combinations containing CHIR99021 were efficient on expression
increases of pluriotency markers. In line with these observations, it can be interpreted that TGF-
B ve GSK3[ signaling pathways are key regulators for pluripotency gene regulatory network
and reprogramming of amniocytes. As a result, it was shown in this study that amniocytes
which remains as an appropriate cell type for allogenic cellular therapies, can be reprogrammed
efficiently by using VSC chemical cocktail. Obtained results in this study may contribute to
understanding of stem cell dynamics and generate a basis for iPSC construction from
amniocytes and their potential therapotic applications.

Keywords: Amniocyte, iPSC, Pluripotent, Cellular Reprogramming.

Advisor: Prof. Dr. Mehmet Emin ERDAL, Mersin University, Medical Biology Department,
Mersin.
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1. GiRiS

Terminal diferansiye somatik hiicrelerin “Yamanaka faktorii” olarak bilinen dort
transkripsiyon faktoriiniin (0CT4, SOX2, KLF4, MYC) ekspresyonu ile, indiiklenmis pluripotent
hiicrelere (induced Pluripotent Stem Cell, iPSC) yeniden programlanabileceginin gosterilmesi
rejeneratif tipta biiylik potansiyel tasiyan kok hiicre uygulamalari icin yapilan calismalari biiyiik
bir ivmeyle artirmistir [1]. Embriyonik kok hiicrelerin (Embryonic Stem Cell, ESC) kullanimi
konusundaki etik kaygilar nedeniyle iPSC’ler kok hiicre arastirmalarinda yogunlasilan konularin
basinda gelmektedir [2]. iPSC’ler teorik olarak kompleks hastaliklarin ve allelik varyasyonlarin
modellenmesi, otolog hiicre tedavileri, ila¢c ve toksisite taramalari ve hiicre diferansiyasyonu
gibi temel arastirmalarin dahil oldugu bir¢ok konu i¢in uygun hiicre tipleridir [3]. Ancak klasik
olarak kullanilan teknik nedeniyle farede %0,1, insanda ise %0,01 etkinlikle iPSC
olusturulabilmektedir [4]. iPSC olusturmadaki disiik etkinligin yan1 sira genetik mutasyonlar,
gen insersiyonlari, epigenetik degisiklikler, tam olmayan programlama ve immiinojenite gibi
transkripsiyon faktori ekspresyonu ile ilgili glivenlik kaygilar1 da bulunmaktadir [5]. Bu
nedenle arastirmalar, ektopik transkripsiyon faktorii ekspresyonu olmadan somatik hiicrelerin
nasil programlanabilecegine odaklanmis ve viral olmayan ekspresyon vektorleri, epizomal
vektorler, “minicircle” vektorler, lipozomal transfeksiyon, protein, mRNA ve miRNA aktarimi ve
kiiciik kimyasal molekiillerle kromatin ve hiicre sinyal yolaklarinin modifikasyonu seklinde
yontemler denenmistir [6, 7]. Bunlar arasindan ozellikle kimyasal olarak hiicre yeniden
programlama (Chemically-induced Pluripotent Stem Cell, CiPSC) ile ilgili basarili sonuglar
alinmis ve koék hiicre dinamiklerinin ve hiicre programlanmasinin anlasilmasinda da etkili
olmustur [8]. Sadece iPSC olusturmada degil, somatik bir hiicrenin baska bir soydan hiicre
tipine donistiirilmesinde (transdiferansiyasyon) de kimyasallarin kullanilabileceginin
gosterilmesiyle hiicre yeniden programlama konusunda yeni bir kap1 acilmistir [7, 9]. Kimyasal
programlama i¢in kullanillan faktorler ise histon deasetilaz, histon metiltransferaz, DNA
metiltransferaz inhibitorleri gibi epigenetik modifikasyona neden olan molekiiller ve TGF-f,
GSK-38, PKA, PI3K-Akt-mTOR, MEK/Erk, p38, Rho/Rock gibi 6zellikle epitelyal-mezensimal ve
mezensimal-epitelyal doniistim, hiicre proliferasyonu, sagkalim, apoptozis ve hiicre
farklilasmasi ile ilgili ana sinyal yolaklarinin inhibitorleridir [4, 10]. Kimyasal molekiiller, hiicre
kaderini ve fonksiyonunu belirleyen farkl hiicresel yolaklar:1 etkileyebildikleri icin yeniden
programlama gli¢lii bir alternatif ya da destek olarak durmaktadir. Fakli hiicre tipleri i¢in farklh
kimyasallarin cesitli kombinasyonlar1 ile iPSC’lerin olusturulabilecegi bir¢ok calismada
gosterilmis, ancak etkinligi yiiksek bir programlama kombinasyonu, erisimi ve programlanmasi

kolay hiicre tiplerine yonelik calismalar devam etmektedir.
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iPSC’lerin hem programlama etkinlikleri, hem de klinik olarak kullanilabilirlikleri i¢cin en
onemli faktorlerden biri programlanacak hiicre tipi ve 6zelligidir [11, 12]. Fetal kok hiicreler
gibi pluripotentligi ytliksek hiicre tiplerinde etkinlik yiiksekken, bu hiicrelerin eldesi zordur ve
miktar1 diisiiktiir [13]. Fibroblast gibi kolay elde edilen ve bu nedenle yaygin kullanilan
hiicrelerin ise pluripotentlik kapasitesi diisiik oldugu icin programlama etkinlikleri diisiiktir ve
mevcut programlama stratejilerinin stokastik dogasindan dolay1 klinik amagl deterministik bir
yaklasim uygulanamamaktadir [14]. Bu nedenle hem iPSC olusturma, hem de
transdiferansiyasyon ile farkl hiicre tiplerine direkt programlama i¢in elverisli hiicre tiplerine
ihtiya¢ vardir. Bu noktada insan amniyotik sivisi icinde bulunan ve multipotent olarak
degerlendirilen amniyositler, hiicre yeniden programlama icin uygun hiicre tipleri olarak
durmaktadir. Oldukc¢a heterojen yapidaki amniyotik hiicre havuzundaki hiicrelerin, farklilasma
asamalarini tam olarak tamamlamamis ve primitif formda olmalar1 nedeniyle iPSC’lere gore
daha kolay programlanabildiklerini gosteren calismalar bulunmaktadir [15]. Bu c¢alismalarda
amniyositlerin mezensimal, endodermal ve ektodermal kokenli hiicrelere doniistiiriilebildigi,
yani pluripotentlik o6zelliklerini tasidiklar1 gorilmustir [16, 17, 18]. Bu nedenle de
amniyositlerin ulasilmasi kolay, yeniden programlanmasi etkin, ksenogenik uygulama ihtiyaci
minimal, zoonoz riski olmayan, diisiikk immiinojenik 6zellikli ve projenitor hiicre populasyonu
zengin hicre tipleri olarak hiicre yeniden programlamasinda kullanimi biiyiik potansiyel

barindirmaktadir [19].

Bu tez calismasinda, histon ve hiicre sinyal yolaklarinin modifikasyonuna neden olan
kimyasal maddeler (inhibitérler) ile amniyositlerin yeniden programlanma kapasiteleri
pluripotentlik belirteclerinin (0CT4, SOX2, KLF4, MYC, KIT, NANOG, DPPA3, DPPAS5, FUT4 ve
SALL4) ekspresyon degisimleri kullanilarak incelenmistir. Bu sayede, potansiyel rejeneratif tip
uygulamalar1 icin amniyosit tabanli iPSC olusturulabilirligi arastirilmistir. Amniyositlerin
yeniden programlamasi igin, literatiirde pluripotentlik ve iPSC olusumunda etkisi bireysel ya da
kombinasyon seklinde incelenen ve amniyosit gibi mezensimal kok hiicre 6zelligi gosteren
hiicre tiplerinde kullanilabilecek 5 farklh kimyasal molekiil kullanilmistir. Secilen kimyasallar;
histon deasetilaz (HDAC) inhibitorii “Valproik Asit”, MEK/Erk sinyal yolu inhibitori
“PD0325901”, TGF-B reseptor inhibitorii “SB431542”, GSK-3f inhibitorii “CHIR99021” ve Rho-
iligkili protein kinaz (Rock) inhibitorii “Thiazovivin” olarak belirlenmistir. Valproik asit baz
kosul olmak sartiyla (literatiirde amniyositler tzerindeki etkisi incelenen tek kimyasal
indiikleyici) ve thiazovivin tiim kosullarda kiltiir ortamina sonradan eklenecek sekilde
(indiklenmis pluripotentligin siirdiiriilmesi icin) diger 3 inhibitér farkli kombinasyonlarda

uygulanarak, pluripotentlik belirteclerinin ekspresyon seviyesindeki degisimler Real-Time PCR
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ile kantitatif olarak incelenmis ve amniyositlerin pluripotentlik 6zelliklerini en etkin artiran

kombinasyonun belirlenmesi amag¢lanmistir.

Kok hiicrelerin rejeneratif tipta kullanimina yoénelik ¢alismalarda somatik hiicrelerin
yeniden programlanmasiyla giivenilir ve stabil iPSC olusturulmasi ve bu hiicrelerin de hem
ulasilmasi kolay, hem programlama etkinligi yliksek, hem de immiin reaksiyon olusturmayacak
hiicreler olmasi biliyiik 6nem tasimaktadir. Bu tez calismasi ile de, hiicresel tedaviler icin son
derece uygun bir hiicre tipi adayr olan amniyositler kullanilarak hiicre yeniden
programlanmasinin bilinen diger metodlara oranla daha giivenilir olan kimyasallarla
yapilabilirligi arastirilmistir. Elde edilen bulgularin hem kok hiicre dinamiklerinin anlasilmasina
yonelik literatiire katki saglayacagi, hem de potansiyel uygulamalar i¢in temel olusturacag:

diisiintilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kimyasal Molekiillerle Hiicre Yeniden Programlama

Somatik hiicrelerin iPSC’lere programlanmasinda klasik olarak “Yamanaka faktord”
olarak bilinen 4 transkripsiyon faktoérii (OSKM: 0CT4, SOX2, KLF4, MY(C) kullanilmasina ragmen,
farkli doku orjinli fare ve insan hiicre tipleriyle yapilan calismalarda, 1, 2 ya da 3 faktor
kullanarak da iPSC olusumu basarilmistir [20-22]. Burada, kullanilan hiicrenin diferansiyasyon
diizeyi hem ektopik transkripsiyon faktorii sayisi ve tiri icin hem de etkinlik ve stabilite i¢in
kritik 6neme sahiptir [11]. Ornegin, endojen olarak SOX2 ve MYC transkripsiyon fatérlerini
yliksek diizeyde eksprese eden néral kok hiicreler sadece OCT4'lin ektopik ekspresyonu ile
iPSC’lere doniistiiriilebilmektedir [13]. Ancak insan fetal noral kok hiicrelerinin hem sayisi az,
hem de elde etmesi zor oldugundan daha ulasilabilir somatik hiicreler i¢cin programlama
kosullarinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Lin T. ve arkadaslar1 insan primer fibroblastlarini
kullanarak 4 transkripsiyon faktorii ile birlikte TGFf3 ve MEK sinyal yollarinin inhibitérii olan
kiictik kimyasallarin (sirasiyla SB431542 ve PD0325901) yeniden programlama iizerine etkisini
incelemislerdir [23]. Bu c¢alismanin dayanagin1 ise, yeniden programlama stirecinde
fibroblastlarin hiicre polaritesi ve hiicre-hiicre baglantilar1 yoniinden oldukga farkli morfolojik
degisimlere ugramasi ve E-cadherin ekspresyonu artisiyla birlikte mezensimal-epitelyal
doniisim (MET) fenotipi gostermesi olusturmaktadir. Mezensimal-epitelyal doniistimde TGFf(
ve MEK-ERK sinyal yollarinin baskilanmasi 6nemli oldugundan, bu sinyal yollarinin
antagonistleri  kullanilarak fibroblastlarin  yeniden  programlamasinin  etkinliginin
artirilabilecegi 6ne striilmiistiir. Yapilan calismalarda tek basina 4 transkripsiyon faktoriiniin
varligina gore, TGF ve MEK inhibitorlerinin de varliginin programlama etkinligini sadece 7
glinde yaklasik 200 kat artirdig1 gosterilmistir. Benzer sekilde Li W. ve arkadaslari, GSK-3f3
inhibitori CHIR99021 ile fare embriyonik fibroblastlarim sadece 2 faktor (OCT4 ve KLF4)
kullanarak yeniden programlamayi basarmislardir [20]. GSK-3f inhibitorii CHIR99021 ile
birlikte “lizin-spesifik demetilaz 1” inhibitorii olan “parnate” da kullanildiginda, insan primer
keratinositlerinin yine OCT4 ve KLF4 ile yeniden programlanabildigi de gosterilmistir. Bu
calismalar SOXZ olmadan somatik hiicrelerin yeniden programlanabilecegini gdsteren ilk

calismalardir ve kimyasal inhibitorlerin hiicre programlanmasindaki rollerini gostermektedir.
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Sadece ektopik OCT# ile hiicre yeniden programlamasi yapilip yapilamayacag ile ilgili
arastirmalar1 sonucunda Zhu S. ve arkadaslari, TGFB-reseptor inhibitérii A-83-01 ve MAPK
sinyal yolu inhibitéorii PD0325901 kullanarak insan epidermal Keratinositlerinin yeniden
programlanabilecegini gostermislerdir [22]. 50’den fazla kimyasal madde ile yapilan tarama
sonuglarini da igeren bu ¢alismaya gore PDK1 aktivatorii PS48 ve histon deasetilaz inhibitorii
sodyum butirat (NaB) da yeniden programlama etkinligini 25 kat kadar artiran faktorler olarak
not edilmistir. Bu calismada elde edilen en ilgin¢ bulgulardan bir tanesi de, somatik hiicrelerin
pluripotent kok hiicrelere programlanmasi siirecinde anaerobik glikolize dogru metabolik bir
kaymanin oldugudur. Glikolitik metabolizmay1 artiran bilesikler (6rn; 2,4-dinitrophenol ve N-
oxaloylglycine) programlama etkinligini artirirken, glikolitik metabolizmay1 inhibe eden
bilesikler (6rn; oxalate) programlama etkinligini diisiirmektedir. Boylece, klasik olarak bilinen
pluripotentlik iliskili transkripsiyon faktorleri disindaki bazi sinyal yollarinin ve hiicresel
metabolizmaninin da hiicre yeniden programlamasinda 6nemli bilesenler olarak dikkate

alinmasi gerektigi bu ¢alismalardan elde edilen ¢ikti olarak goriilmektedir.

OSKM faktorlerinin ektopik ekspresyonu ile somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasi rutin olarak uygulansa da, hem etkinligi diisiiktiir hem de bu siire¢ stokastik
olarak sonuc¢lanmaktadir [14]. Hiicrelerin c¢ogunun basarii ve eszamanl olarak
programlanmasini engelleyen ana bariyerlerden biri ise Rais Y. ve arkadaslarinin yaptigi
calismalarla agiga ¢ikarilmistir [24]. Buna gore histon deasetilasyonu ve kromatin diizenlenmesi
yoluyla gen baskilanmasi siirecinde gorev alan Mbd3/NuRD kompleksinin, pluripotentlik
sturecinde epigenetik bir bariyer olarak rol aldig1 gosterilmistir. OSKM transdiiksiyonu ve naif
pluripotentlik uyarici kosullarin varhiginda Mbd3/NuRD kompleksi baskilanarak fare ve insan
hiicreleri deterministik ve eszamanli olarak iPSC’lere doniistiirtilebilmistir. Hiicre yeniden
programlanmasinin rasgelelik ve eszaman probleminin gizemi nedeniyle bu calismada elde
edilen veriler transkripsiyonel programlama efektorlerinin isleyisi acisindan biiyiik 6nem
tasimakta ve bu slirecte histon deasetilasyonu gibi epigenik modifikasyonlarin 6nemini

gostermektedir.

Klasik iPSC olusturma mekanizmalarinda transkripsiyon faktérleri viral yolla somatik
hiicrelere aktarildigindan ve/veya onkogenik faktorler kullanildigindan, olusturulan iPSC’lerin
terapotik uygulamalar i¢in kullanimi biiyiik endiseler yaratmaktadir [5]. Bu nedenle son yillarda
hiicre yeniden programlanmasinda kii¢iik kimyasallarin kullanimi popiilerlik kazanmistir. Bu
kiiciik kimyasallar arasinda ise kromatik modifikasyonu ile iliskili histon deasetilaz (HDAC) ve
metil transferaz (MET) inhibitorleri 6zellikle dikkat ¢ekmektedir. Huangfu D. ve arkadaslari,
fare embriyonik fibroblast hiticreleri (MEF) ile yaptiklari ¢calismalarda, DNA metiltransferaz

inhibitéri 5-azacytidine ile yeniden programlama etkinliginin 10 kat arttigini, bu artisin
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“dexamethasone” varliginda daha belirginlestigini (yaklasik 25 kat) gdstermislerdir [25]. Yine
HDAC inhibitérleri “suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)”, “trichostatin A (TSA)” ve
“valproic acid (VA)” kullanildiginda da yeniden programlama etkinliginin biiyiik oranda arttig1
gosterilmistir. Bunlar arasindan o6zellikle VA, 100 kattan fazla etkinlik artisiyla dikkat
cekmektedir. Yeniden programlama etkinligindeki artisa ilave olarak, kimyasal uygulamasiyla
onkogenik MYC olmadan iPSC uyarimi miimkin hale gelmistir. Bu sonuglar bir ya da daha fazla
programlama faktorii yerine kimyasal uygulamasinin iPSC uyariminda kullanilabilecegine dair
giicli kanitlar sunmus ve kii¢iik kimyasallarla hiicre yeniden programlamasi c¢alismalarina

onciiliik etmistir.

Ichida JK. ve arkadaslari hiicre yeniden programlamasinda SOX2’'nin yerine
kullanilabilecek kii¢iik kimyasallarla ilgili yaptig1 genis kapsamli taramalar sonucunda, TGFf(
sinyal yolu inhibitori olan “RepSox” isimli kimyasalin NANOG transkripsiyon faktori
indiiksiyonu yoluyla kullanilabilecegini gostermistir [21]. Bu ¢alisma transgen kullanmadan ya
da kromatin modifikasyonu yapmadan hiicre yeniden programlamasinin yapilabilecegine ve
kritik  transkripsiyon faktorlerinin = ekspresyonu igin  gecici hiicresel safhalar
olusturulabilecegine dair 6ncii ¢alismalardan biridir ve iPSC’lerin rejeneratif tipta kullanim

bariyerlerini ortadan kaldirma adina btiyiik 6neme sahiptir.

Kromatin modifikasyonu ile iliskili molekiilleri ve mekanizmalar1 etkileyen ya da
proliferasyon, sagkalim ve diferansiyasyon gibi pluripotentlik i¢in ana sinyal yollarini etkileyen
kimyallarin disinda, etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamis ve farkli amaclarla kullanilan
kimyasallarin da hiicre yeniden programlamada kullanilabilecegine yonelik arastirmalar da
mevcuttur. Ornegin, rutin olarak hiicre proliferasyon oranini belirlemek icin yapilan deneylerde
kullanilan “Bromodeoxyuridine (BrdU)” kullanarak OCT4 olmadan fare embriyonik
fibroblastlar1 (MEF)'nin iPSC’lere indiiklenebildigi, ayni1 zamanda BrdU’'nun klasik OSKM aracili
programlama etkinligini artirdigi Long Y. ve arkadaslar: tarafindan gosterilmistir [26]. Ayrica
BrdU ile birlikte CHIR99021, RepSox ve Forskolin minimal kombinasyonunun, gen ekspresyonu,
epigenetik profil, in-vivo diferansiyasyon potansiyeli ve kimera olusturma kapasitesi yoniinden

ESC’lere benzeyen iPSC’ler olusumunu sagladig1 da gosterilmistir.

Somatik hiicrelerin kimyasal olarak iPSC’lere indiiklenmesinde belirli bir kimyasal
kombinasyonu (FSK, Prostoglandin E2, Rolipram, 3-deazaneplanocin A, 5-azacytidine, sodium
butyrate, RG108) kullanilarak ESC’lere gen ekspresyon profili, epigenetik durum,
diferansiyasyon ve germ-hatti aktarim potansiyeli yoniinden benzeyen hiicrelerin
olusturulabilecegi Hou P. ve arkadaslar: tarafindan gosterilmistir [27]. Yine Ye J. ve arkadaslar
benzer bir kimyasal kombinasyon kullanarak sadece mezoderm kokenli fibroblastlarin degil,

ektoderm kokenli noral kok hiicrelerin ve endoderm kokenli intestinal hicrelerin de iPSC'lere

6
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doniistiiriilebildigini gostermistir [28]. Ancak kullanilan hiicre tipine gore uygulanmasi gereken
kimyasal kombinasyonun, konsantrasyonlarinin ve siiresinin degistigi de bu calismada elde
edilen en 6nemli bulgulardan biridir. Bu kimyasal yeniden programlama stratejisi, klinik

uygulamalar icin fonksiyonel hiicre tiplerinin liretilmesinde biiyiik bir potansiyel tasimaktadir.

Somatik hiicrelerin kimyasallarla iPSC’lere uyarilmasinin miimkiin oldugu son yillarda
anlasilmissa da, bu siiregte hiicre dinamiklerinin ve molekiiler mekanizmalarin nasil oldugu tam
olarak agiga cikarilamamistir. Zhao Y. ve arkadaslarinin bu sorularin cevabini bulmak icin
yaptig1 calismalarda, kimyasal programlama siirecinin baslarinda ekstra-embriyonik endoderm
(XEN) benzeri hiicrelere ihtiyac duyuldugu ve transkripsiyonel programadan farkl olarak XEN-
benzeri hiicrelerden gec safthada bir gecis oldugu gosterilmistir [29]. Ayrica, bu XEN-benzeri
hiicre tipinden iPSC’ye donilisiim sirasinda, yani hiicre kaderinin degisiminde kullanilacak
kimyasal kombinasyonun tam olarak tayin edilebilecegi ve daha onceden tanimlanan
protokollere gore 1000 kattan fazla bir etkinlikle iPSC olusturulabilecegi gosterilmistir. Bu
sonuglar, hiicre kaderinin manipiile edilmesinde kimyasal programlamanin umut vaat eden bir

yaklasim oldugunu ortaya koymaktadir.

Yaygin olarak kullanilan transkripsiyon faktorii tabanl hiicre yeniden programlamasi
yerine daha etkin ve giivenli kimyasallarin kullanilabilecegi anlasildigindan beri, hiicre tipine ve
ozelligine goére en uygun kimyasal kombinasyonunun belirlenmesine yonelik calismalar
artmaya baslamistir. Yine bu amagla yapilan bir arastirmada Vrbsky J. ve arkadaslari MEK ve
TGF-f sinyal yollar1 inhibitorleri kullanilarak fare embriyonik kafa kdkenli hiicrelerin iPSC’lere
donistiriilebilecegini gostermistir [30]. Bu iPSC’ler pluripotentlik belirteglerini eksprese
etmekte ve 3 germ hattindan hiicre tipine dontisebilmektedir. Ancak fare embriyosundan
kiltiire edilen hiicreler 5 pasajdan sonra iPSC’lere indiiklenememekte, ayrica eriskin beyin

dokusundan alinan hiicreler de bu potansiyeli tasimamaktadir.

Farkli hiicre tiplerine doniistiirtilebilme kapasitesine sahip iPSC'lerin olusturulmasina
paralel olarak, bir hiicre tipinin farkli 6zellikteki baska bir hiicre tipine doniistiiriilmesi olarak
tanimlanan “transdiferansiyasyon” da hiicre programlasi icin son derece 6nemlidir. Hatta belli
hastaliklarin tedavisi i¢in ihtiya¢ duyulan hiicre tiplerinin iPSC olusturulmadan direkt olarak
baska bir somatik hiicreden olusturulmasi hem metodolojik kolaylik saglayacak, hem kisinin
kendi hiicreleri kullanilabilecek, hem de iPSC kullanimindaki giivenlik sikintilarini ortadan
kaldiracaktir. Transdiferansiyasyon icin de transkripsiyon faktorleri yerine kimyasal
inhibitorlerin kullanilabilecegine yonelik calismalar son yilllarda hiz kazanmistir ve biiyilik

potansiyel tasimaktadir [7].
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Somatik hiicrelerin transdiferansiyasyonuna yonelik 6ncii ¢calismalardan ilki Vierbuchen
T. ve arkadaslar tarafindan yapilmistir [31]. Bu calismada néral hat spesifik transkripsiyon
faktorlerine yonelik yapilan kombine taramalarla ASCLI, BRNZ2 (POU3F2) ve MYTIL
faktorlerinin fare embriyonik ve postnatal fibroblastlar1 fonksiyonel néronlara hizli ve etkin
olarak donitistiirdiigii gosterilmistir. Bu indiiklenmis néronal hiicreler multipl néron-spesifik
proteinleri eksprese etmekte, aksiyon potansiyeli ve fonksiyonel sinapslar olusturabilmektedir.
Niu W. ve arkadaslar ise eriskin fare beynindeki astrositlerin SOX2 transkripsiyon faktort ile
proliferatif noroblastlara programlanabildigini ve bu uyarilmis noroblastlarin aylarca aktif
kalabildigini gostermistir [32]. SOX2 ile birlikte BDNF ve NOGGIN verildiginde ya da fareler
histon deasetilaz inhibitorii ile muamele edildiginde ise indiiklenmis noroblastlar
elektrofizyolojik olarak olgun noronlara gelisebilmekte ve fonksiyonel olarak da lokal ndral aga
entegre olabilmektedir. Sonraki yillarda Zhang L. ve arkadaslar1 ektopik transkripsiyon faktori
kullanmadan kimyasal molekiillerle de astrositlerin fonksiyonel néronlara doéniisebildigini
gostermislerdir [33]. 9 farkli kimyasaldan olusan (LDN193189, SB431542, TTNPB, Tzv, valproik
asit, DAPT, SAG ve Purmo) bir kokteyl ile glial sinyal yollar1 inhibe edilirken, néronal sinyal
yollar1 aktive edilmis ve bu stire¢ 8-10 giinde tamamlanmistir. Bu kimyasal programlama
epigenetik modifikasyon aracilifiyla yapilmis ve NeuroD1 ve NeurogeninZ2 transkripsiyonel
aktivasyonunu icermektedir. insan astrositlerinden déniistiiriilen bu néronlar kiiltiirde 5 aydan
fazla canl kalabilmekte ve fonksiyonel sinaptik aglar olusturabilmektedir. Ayrica kimyasal
olarak yeniden programlanan insan néronlari fare beyninde 1 aydan fazla hayatta kalabilmekte
ve lokal noronal aglara entegre olabilmektedir. Yakin zamanda Zhang M. ve arkadaslari ise, fare
fibroblastlarin1 fonksiyonel néronlara doniistiirmede BMP reseptor inhibitorii, TGF-B reseptor
inhibitord, GSK-3 inhibitérii ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) iceren bir kimyasal
kombinasyon kullanarak, farkli soydaki somatik hiicrelerin de kimyasal programlama ile

transdiferasyonunu gostermistir [34].

Kimyasal programlama tabanli transdiferansiyasyon ile ilgili en dikkat cekici
¢alismalardan biri de Fu Y. ve arkadaslar tarafindan yapilmistir [35]. Her ne kadar ektopik
transkripsiyon faktorii ve miRNA’lar aracilifiyla non-kardiyak hiicrelerin kardiomyositlere
doniistiiriilebildigi daha 6nceden gosterilse de, Fu Y. ve arkadaslar fare fibroblastlarini
kimyasal olarak indiiklenmis kardiomyosit benzeri hiicrelere dontstiirebilmislerdir. Kullanilan
kimyasal kokteyl (CRFVPTZ = C, CHIR99021; R, RepSox; F, Forskolin; V, VPA; P, Parnate; T,
TTNPB; and Z, DZnep) spesifik belirtecleri ekprese etmekte, sarkomerik organizasyon
sergilemekte, tipik Kkardiyak Kkalsiyum akisina sahip olmakta ve kardiomyositlerin
elektrofizyolojik 6zelliklerini tasimaktadir. Ayrica indiiklenen bu hiicrelerin pluripotent bir

asama yerine kardiyak projenitor hiicre asamasindan gectigi de gosterilmistir. Yine Cao N. ve
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arkadaslar1 da 9 kimyasaldan olusan bir kombinasyonla insan fibroblastlarinin fonksiyonel
kardiyomyositlere transdiferansiyasyonunu yakin zamanda géstermislerdir [36]. Elde edilen bu
sonuclar, kalp yetmezligi tedavileri i¢in giivenli bir kaynak yaratilmasi konusunda umut vaat

etmektedir.

Katsuda T. ve arkadaslari, terminal diferansiye hepatositlerin kimyasal programlama ile
bipotent projenitor hiicrelere doniistiiriilebilecegini ve bu hiicrelerin de hepatosit ve safra epitel
hiicresi gibi tiplere doénilisebilme kapasitesinde oldugunu gostermistir [37]. Kimyasal
programlama icin Rock inhibitorii Y-27632, TGF-f inhibitérii A-83-01 ve GSK3 inhibitori
CHIR99021 kullanilmistir. Elde edilen kimyasal olarak indiiklenmis karaciger projenitor
hiicreleri herhangi bir fenotipik degisim olmaksizin stabil olarak kiiltlire edilebilmekte, kronik
hasarli karaciger dokusunda %75-%90 etkinlikle cogalabilmektedir. Ayrica uzun siireli kiiltiirde
proliferatif kapasitelerini ve hepatik diferansiyasyon yeteneklerini korumaktadirlar. Farelerde
yapilan bu c¢alismalar, insanlardaki karaciger rejeneratif tip uygulamalar1 icin de blyiik

potansiyel tasimaktadir.

2.2. Amniyotik Siv1 Hiicrelerinin Hiicre Yeniden Programlamada Kullanilabilirligi

Kimyasal maddeler kullanarak somatik hiicrelerin rejeneratif tipta kullanimina y6nelik
iPSC olusturma ve transdiferansiyasyon amaciyla yapilan tim bu calismalar ve sonuglari
gostermektedir ki, hiicre yeniden programlamasi ve iPSC olusturulmasinda, bunun yaninda
transdiferansiyasyon siirecinde, kullanilacak kimyasal kombinasyonu kadar hiicre tipi de biiyiik
onem tasimaktadir [2, 6, 11]. Hem pluripotent hiicre olusturulmasinda, hem de
transdiferansiyasyonda bir¢ok hiicre tipi kullanilmistir ve elde edilen sonuglara gore her iki
yeniden programlama siirecinde de amniyosit gibi tam olarak farklilasmamis bir hiicre tipi
uygun aday olarak goziikmektedir [15, 19]. Gelisimsel rolleri tam olarak anlasilamamis ve
oldukca heterojen yapida bir hiicre havuzu olan amniyositler, farkli ¢calismalarda gosterilen ve
kok hiicre karakteristikleriyle uyumlu transkripsiyonel regtlatorler ve hiicre ylzey
antijenlerinin ekspresyonlar1 nedeniyle embriyonik veya fetal kok hiicreler olarak dikkate
alinmaktadir [16]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda amniyotik siv1 hiicrelerinin (amniyositler)
onemli miktarda multipotent epidermal, mezensimal, hematopoietik ve néral kok hiicre
icerdigine dair veriler elde edilmistir [17]. Tim hticre tiplerine farklilasma kapasitesine sahip
embriyonik kék hiicrelerin (ESC) rejeneratif tipta kullanimiu ile ilgili etik kaygilar ve indiiklenmis
pluripotent hiicrelerin (iPSC) iiretimi ve ¢ogaltilmasindaki zorluklar nedeniyle, amniyotik kok
hiicrelerin; doku miihendisligi, hiicresel yenileme, hastalik modelleme, yara iyilesmesi,

konjenital genetik hastaliklarin tedavisi gibi amaglarla kullanimi biiyiik potansiyel tasimaktadir.
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Amniyosentezle alinan amniyotik sivinin genetik analiz amaciyla hiicre kiiltiiriinde tiretilmesi ve
kalan hiicrelerin kiiltiirde ¢cogaltilabilme kapasiteleri nedeniyle ESC ve iPSC'lere gore tliretimi ve
kullanim1 biiylik avantajlar saglayacaktir. Bu nedenle de amniyositlerin ulasilmasi kolay,
yeniden programlanmasi etkin, ksenogenik uygulama ihtiyact minimal, zoonoz riski olmayan,
diisiik immiinojenik 6zellikli ve projenitér hiicre populasyonu zengin hiicre tipleri olarak

rejeneratif tipta kullanimi, 6ntimiizdeki yillarda giincel konular arasindaki yerini alacaktir.

Amniyositlerin iPSC’ye yeniden programlanabilecegi ile ilgili ilk ¢calisma Moschidou D. ve
arkadaglar1 tarafindan 2012 yilinda yapilmistir [38]. KIT pozitif amniyotik siv1 hiicrelerine
histon deasetilaz inhibitorii valproik asit uygulanarak ve herhangi bir ektopik ekspresyon
yapilmadan hESC'lere %82 oraninda benzeyen (transkriptomik olarak) iPSC’ler
olusturulmustur. Bu hiicreler uzun siireli ¢ogaltma sonrasinda da genetik stabilitesini,
pluripotentlik belirte¢ ekspresyonlarini, yiiksek hiicre béliinmesi kinetiklerini ve telomeraz
aktivitelerini korumaktadir. Ayrica bu hiicreler 3 germ hattindan hiicre tipine de doniisebilme
kapasitesine sahiptir. Bu sonuclar amniyositlerin allogenik hiicre tedavileri, farmasotik
taramalar ve hastalik modelleme gibi potansiyel uygulamalar i¢in hasta-spesifik pluripotent kok
hiicre kaynagl olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Literatiirde kimyasal yeniden
programlama i¢in amniyosit kullanimina yénelik ikinci calisma ise yine ayni grup tarafindan
yapilmistir [39]. Bu gruptaki Hawkins KE. ve arkadaslari, valproik asit tarafindan
amniyositlerde indiiklenen pluripotentligin mekanizmasi lizerine yogunlasmis ve epigenetik
modifikasyon ile OCT#4 transkripsiyon faktorii uyariminin gerceklestigini gostermislerdir. Ayrica
bu uyarim klasik olarak gergeklesen PI3K-Akt sinyal yolundan bagimsiz olarak
gerceklesmektedir. Bunun yaninda amniyositlerin valproik asit uygulamasi ile kendi kendine
¢ogalabilen (self-renew), transforme olmayan homojen bir hiicre populasyonu olusturdugu, bu
hiicrelerin kisa G1 fazi, glikolitik metabolizmaya bagimhilik, histon 3 ve 4 epigenetik
modifikasyonlar1 ve endojen OCT4 reaktivasyonu gibi pluripotentlik 6zelliklerini tasidiklar:

gorilmistir.

Amniyotik hiicrelerin kimyasal olarak yeniden programlanmasina yonelik az sayidaki
calismalar, iPSC olusturulmasinda ya da transdiferansiyasyonda amniyositlerin uygun bir hiicre
tipi olabilecegine yonelik bulgular icermektedir. Bir¢ok hiicre tipinde bir¢ok kimyasal ve
kombinasyonunun etkisi yeniden programlama icin ¢alisilmis olmasina ragmen, diger hiicre
tiplerine gore pluripotentlige daha yatkin olan amniyositlerde sadece valproik asit ile deneme
yapilmasi literatiirde bir acgik olarak durmaktadir. Ayrica rejeneratif tip uygulamalarinda
kullanilacak koék hiicre kaynagi ya da transdiferansiyasyon icin hiicre kaynagi olarak
amniyositler son derece uygun hiicre tipleri olarak durmakta ve kimyasal yeniden programlama

yaklasimlari i¢in de yeni bir kap1 acacagi diistiniilmektedir.
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2.3. Pluripotensi Olusumu, Tipleri ve Siirdiiriilmesi

Pluripotentlik, bir hiicrenin ii¢ farkli germ tabakasina (endoderm, mezoderm, ektoderm)
ait hiicrelere dontisebilme kapasitesini ifade eder. Pluripotent kok hiicreler, plasenta gibi
ekstraembriyonik dokular disindaki tiim fetal ve eriskin hiicre tiplerine farklilagabilirler. Her ne
kadar erken embriyo gelisimin cesitli safhalarinda bulunsalar da, eriskinlerde farkli potentlik
seviyelerinde kok hiicreler (multipotent, unipotent) olarak goriiliirler ve sadece germ hatt1 kok
hiicreleri embriyonik dénem pluripotent kok hiicrelerine benzer karakter sergiler. Ancak
transkripsiyonel, epigenetik, biyokimyasal ve metabolik olarak pluripotent kok hiicrelerin
koken aldiklari safhaya gore ozellikleri farklilik gosterebilmekte, temel mekanizmalar ortak olsa
da  hiicresel profillerde farkliliklar goriilmektedir. = Bununla birlikte pluripotent o6zellik
gosteren kok hiicreler, immortal hiicre hatlari olarak in-vitro’da da olusturulabilmektedir ve bu
hiicreler de 3 germ hattindan hiicrelere doéniisebilme kapasitesindedir. Ayrica, in-vitro
kosullarda 3 germ hattin1 temsil eden hiicreler iceren embriyonik kitle (embryoid body, EB) ve
in-vivo  kosullarda teratoma olustururlar. Ancak pluripotentligin  o6lciilmesi ve
degerlendirilmesinde kullanilan kimera olusumu (blastosist enjeksiyonu ile germ-hatti
aktarimi) ve tetraploid komplementasyon (diploid pluripotent hiicrelerin tetraploid embriyo ile
agregasyonu) deneylerinde in-vitro olarak olusturulmus PSC’ler ve embriyonik kokenli ESC'ler

farkli karakteristikler gosterebilmektedir [40, 41].

Pluripotentlik kapasitesi, bazi transkripsiyon faktorlerinin merkezinde yer aldig1
fonksiyonel bir gen diizenleyici ag (PGRN: pluripotency gene regulatory network) ile saglanir.
PGRN’nin merkezinde bulunan baz transkripsiyon faktorleri, diger transkripsiyon faktorleri ve
kofaktorler ile birlikte pluripotentligi siirdiirmede rol alir. Bu faktorlerden OCT4 (POU5F1
olarak da adlandirilir), ESC ve primordial germ hiicrelerinde eksprese olur ve hem in-vivo, hem
de in-vitro pluripotensi icin hayati konumdadir. Benzer sekilde SOX2, pluripotent epiblast
olusumu icin gereklidir ve ESC’lerde OCT4 ekspresyonunun anahtar bir diizenleyicisidir. 0CT4
ve SOX2 Kkaybi, trofektoderm diferansiyasyonuna neden olurken, OCT4 overekpresyonu
mezendoderm, SOX2 overekpresyonu ise noral ektoderm farklilasmasina yol agar. Bu nedenle
0CT4 ve SOX2 seviyelerinin dengesi PGRN'nin temelini olusturur. NANOG ise “inner cell mass
(ICM)” pluripotentliginin kazanimindaki énemli rolii nedeniyle PGRN’nin diger bir merkezi
faktorii olarak dikkate alinir. Ayrica ESC’lerdeki NANOG overekspresyonu LIF (leukemia
inhibitory factor) bagimsiz olarak kendini yenilemeyi (self-renewal) etkinlestirir. 0CT4, SOX2 ve
NANOG birlikte fonksiyon goriir ve genomda kendi promoter bdlgeleri de dahil yiizlerce
potansiyel regiilatér elementi diizenler. Bu merkezi transkripsiyon faktorleri, sinyal

yolaklarindan, diger transkripsiyonel devrelerden, ko-aktivator ve ko-repressorlerden,
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diizenleyici RNA'lar ve epigenetik mekanizmalardan gelen diizenleyici sinyalleri entegre eden
diger faktorleri devreye alarak bir platform olusturur. Sonuc¢ olarak bu sistemde, merkezi
transkripsiyon faktorlerinin seviyelerindeki degisiklikler geribesleme ya da diger diizenleyici
mekanizmalarla tamponlanir (pluripotent durumun stabilizasyonu) ya da uygun bir sinyal
ortaminda hiicre diferansiyasyonunu baslatmak icin kullanilir. Bu bistabilite, PGRN'yi
karakterize eden protein-DNA ya da protein-protein etkilesimleriyle olur [42]. PGRN'nin dogasi
geregi, gelen sinyal seviyeleri ve transkripsiyonel diizenleyici molekiillere baglh olarak PSC’ler
heterojenite gosterirler. PSC heterojenitesi zaman icinde hiicredeki transkripsiyonel
oynamalardan kaynaklanir ve bu durum NANOG, REX1 ve STELLA (DPPA3) lokusunda yapilan

calismalarla kanmitlanmistir [43].

ICM hiicreleri endojen diferansiyasyon uyaranlarindan yalitiirsa, ESC’ler etkin ve
basarili sekilde elde edilebilmektedir. 2 kii¢iik kimyasal molekiiliin (2-inhibitor ya da 2i olarak
da adlandirilir) uygulanmasi, endojen pro-diferansiyasyon sinyal yollar1 olan FGF-Erk
(Fibroblast Growth Factor-Extracellular signal Regulated Kinase) ve GSK3f'y1 inhibe eder ve bu
sayede kok hiicre olusumu ve stirdiiriilmesini gecerli kilarak ICM’den yliksek etkinlikli ESC
olusumunu saglar. Ayrica GSK3[ inhibisyonu dolayli olarak Wnt sinyal yolunun aktivasyonuna
onciiliik eder ve bu da ESC’lerde “pro-self-renewal” sinyalini olusturur. LIF, pluripotensi-iliskili
cesitli transkripsiyon faktorlerini “up-regiile” edip, klonal genislemeyi uyardigindan, 2i’ye LIF
eklendiginde (2i/L) serumsuz ve “feeder” hiicreler kullanilmadan (serum- and feeder-free) ESC
kiltiirlerinin olusturulmasi miimkiin kilinmistir. Yine bazi endojen diferansiyasyon yolaklarinin
(calcineurin-NFAT, Src-kinase, Protein Kinase C isoformlari, MAPK yolaginin JNK ve p38 dallar)
pluripotensiden c¢ikisi uyardifi da yakin zamanda gosterilmistir. Dolayisiyla bu sinyal
yolaklarinin cesitli kimyasal inhibitor kokteyller ile modiilasyonu, ESC ve iPSC olusturma ve

devam ettirmede oldukca elverisli olarak durmaktadir [44].

Hem ESC’lerde hem de PSC’lerde pluripotensi olusumu icin epitelyal-mezensimal-
doniisimiin (EMT) durmasi gerekmektedir. Yani pluripotent hiicrelerde epitelyal belirteglerin
ekpresyonlar1 yiiksek iken, farklilasmis hiicrelerde mezensimal hiicre belirtecleri ytiksektir.
E-cadherin ve KLF4 gibi epitelizasyon ile iliskili hiicresel faktérler ICM’den ESC’ler olusurken
aktive olurlar. Diger yandan, TGFB'nin hedefi olan SNAIL gibi tipik mezensimal genlerin over-

ekspresyonu pluripotent ESC'lerin olusumunu engeller [44].

Gelisimsel asamalarina baglh olarak PSC’ler naif (naive) ya da yonlenmis (primed) olarak
2 ana tir icinde simiflandirilabilir. Embriyonik olarak naif PSC’ler pre-implantasyon
asamasindaki hiicrelerden koken alirken, epiblast hiicrelerinden tiirevlenen PSC'ler “y6nlenmis”
olarak olusur. Her iki tip PSC de 3 germ hattindan hiicreleri olusturabilme ve EB ya da teratom

olusturma yetenegindedir. Ancak naif PSC’ler kimera olusturabilirken, yonlenmis PSC’ler
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olusturmazlar. indiiklenmis naif ve yonlenmis PSC’ler arasinda bazi temel farkhiliklar vardir.
PGRN'nin merkez molekiili OCT4in proksimal enhanser1 naif PSC’lerde kullanilirken,
yonlenmis PSC’lerde distal enhanser kullanilir. X kromozomlarinin her ikisi de naif PSC'lerde
aktiftir, ancak yonlenmis PSC’lerde X-inaktivasyonu (kromozomlardan biri) gerc¢eklesmistir.
Naif PSC’lerde global DNA hipometilasyonu, digerinde ise hipermetilasyonu vardir. Yonlenmis
PSC’lerde H3K27me3 kazanimindan dolay1 polycomb-iliskili genler aktiftir. Naif PSC’lerde KLF4,
DPPA3, DPPA5, TCFPZL1 gibi transkripsiyon faktorleri merkez regiilator devrede rol alirlar. Naif
PCS’ler morfolojik olarak daha koéseli yapidadir ve tek hiicre sagkalimi yiiksektir; yonlenmis
PSC’ler ise daha diiz morfolojide ve tek hiicre sagkalimi dusiiktiir. Embriyonik kékenli PSC’ler

gibi, indiiklenmis PSC’ler de naif ya da yonlenmis 6zellik gosterebilirler [45].

ESCler ve iPSC’ler bir¢ok yonden (morfoloji, telomer ve mitokondri sistemleri, yiizey
belirtecleri, gen ekspresyon profilleri) birbirine benzese de yapilan ¢alismalarda epigenetik ve
biyolojik farkliliklar da saptanmistir. ESC ve iPSC hiicreleri arasinda transkriptom, proteom ve
epigenomda farklhiliklar bulundugunu gosteren g¢alismalarla birlikte, bunun farkli ESC hatlar
arasindaki farkla esdeger, dolayisiyla da oOnemsiz oldugunu gdsteren c¢alismalar da
bulunmaktadir [46]. Ancak her kosulda kendini yenileme (self-renew) ve 3 germ hattindan
hiicre olusturabilme kapasiteleriyle ESC ve iPSC’ler pluripotent 6zelliklere sahiptir. Farklh
tekniklerle somatik hiicrelerin yeniden programlanmasiyla olusturulan iPSC’lerin
karakterizayonunda temel olarak pluripotensi iliskili genlerin ekspresyon durumlarina
bakilmaktadir [47]. Bu nedenle bu tez calismasinda iPSC olusturma amaciyla uygulanan
teknigin konfirmasyonu icin pluripotensi belirteglerinin ekpsresyon seviyeleri kantitatif olarak
incelenmistir. Secilen pluripotensi belirtecleri ve bu genlerle ilgili bilgiler Tablo 2.1.de

listelenmistir.

Tablo-2.1. Segilen pluripotensi belirtegleri, genomik lokasyon ve gen ID’leri [47-50].

Gen |ResmiAd Diger Adlar Lokasyon Gen ID
0CT3/4 | POUSF1 (POU class 5 homeobox 1) 8%;3: 8%;1 8%20”4' 6p21.33 | 5460
KLF4 | KLF4 (Kruppel like factor 4) EZF, GKLF 9q31.2 9314
S0X2 | SOX2 (SRY-box 2) ANOP3, MCOPS3 3926.33 6657
MYC i‘;’:rfs[cl\r’[tifig;‘}:;‘;‘r‘)coge“e' BHLH | \iRr1, MYCC, bHLHe39 8q24.21 4609
NANOG | NANOG (Nanog homeobox) - 12p13.31 79923
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pppa3 |PPPA3 (developmental Pgc7, STELLA 12p13.31 | 359787

pluripotency associated 3)
kit | KIT (KIT proto-oncogene receptor | ppr gopp cpi17 4q12 3815

tyrosine kinase)

pppas | PPPAS (developmental ESG1 6q13 340168
pluripotency associated 5)

SSEA-1, LeX, CD15, ELFT,
FUT4 | FUT4 (fucosyltransferase 4) FCT3A, FUTIV, FUC-TIV 11qg21 2526
SALL4 fiiﬁfgpalt like transcription | hppo HSAL4, ZNF797 20q132 | 57167

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz, Kimyasal, Reaktif, Kit ve Sarf Malzemeler

3.1.1.Cihazlar
e Konvansiyonel PCR (SensQuest, Labcycler), Almanya
e Real-Time PCR (Rotorgene-Q, Qiagen), Almanya
e Spektrofotometre (Shimadzu, Biospec-nano), Japonya
e Laminar Kabinet (Jouan, MSC12), Fransa

e CO; Inkiibator (Heal Force, Smart Cell), Cin

¢ Inverted Faz Kontrast Mikroskop (Olympus, CK40), Almanya

Mikroskop (Olympus BX50, Nikon CoolpiX5000), Almanya, Japonya
Santrifiij (Hettich Centrifuge, Micro 220), Kuzey Amerika

Santrifiij (Ntuve, NF 400), Tiirkiye

Vorteks (Biosan, CombiSpin, FVL-2400N), Letonya

Derin Dondurucu (Bosch, GSV29VW30), Almanya

3.1.2.Kimyasal, Reaktif, Kit ve Sarf Malzemeler

Valproic acid (Sigma, #P4543), Almanya

PD0325901 (Sigma, #PZ0162), Almanya

CHIR99021 (Sigma, #SML1046), Almanya

SB431542 (Cayman Chemicals, #13031), Amerika

Thiazovivin (Sigma, #SML1045), Almanya

Bio-Amf-1 Medium (Biological Industries, #01-190-1B), Israil
BioAmf-1 Supplement (Biological Industries, #01-192-1D), Israil
L-Glutamine (Capricorn Scientific, #GLN-B), Almanya
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Penicillin-Streptomycine Solution (Capricorn Scientific, #PS-B), Almanya

e Amfoterisin B (Biological Industries, #03-028-1B), srail

e Hanks’ Soliisyonu (Capricorn Scientific, #HBSS-2A), Almanya

e Tripsin-EDTA (Gibco by Life Technologies, #25300-054), Ingiltere

e Ribozol (Amresso, #N580), Amerika

e Chloroform (Merck, #1024452500), Almanya

e 2-propanol (Merck, #1096342500), Almanya

e Ethanol (Merck, #1009712500), Almanya

e Trizma Base (Sigma-Aldrich, #T6066), Almanya

e Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma-Aldrich, #EDS-100G), Almanya
e Reverse Transcriptase (200U) (Thermo-Fisher Scientific, #6P0441), Amerika
o cDNA Reaction Buffer (Thermo-Fisher Scientific, #EP0441), Amerika

e Random Hexamer (Thermo-Fisher Scientific, #50142), Amerika

e RNAse inhibitorii (20U) (Thermo-Fisher Scientific, #£00381), Amerika

e dNTP Miks (Thermo-Fisher Scientific, #R0191), Amerika

e Primer Dizileri (IDT), Amerika

e Prob Dizileri (Macrogen), Kore

e Premix Ex Taq Master Mix (Takara, #RR390A), Japonya

3.2. Amniyosit Materyalleri

Deneylerde calisma materyali olarak “Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi"ne gelerek sitogenetik analiz icin amniyosentez islemi yapilan
hastalardan elde edilen ve hiicre kiiltiirtinde ¢ogaltilan amniyotik siv1 hiicreleri (amniyositler)
kullanilmistir. Calisma o6ncesinde “Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na
basvuru yapilarak hasta materyali kullanimi1 ve deneysel g¢alismalar icin etik kurul onayi
alinmistir (EK-1: 21.12.2017 tarihli ve 2017/351 sayih Kurul Karari). Kullanilacak olan

amniyositler i¢in hastalardan “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” ile arastirma projesinde

materyallerinin kullanimina dair bilgilendirme yapilarak onay alinmistir.

Hastalardan alinan amniyotik sivi 6rnekleriyle olusturulan kiiltiir ortamindan elde
edilen hiicrelerle rutin analiz yapildiktan sonra, geriye kalan ve yedek olarak tutulan hiicreler
calisma materyali olarak kullanilmistir. Rutin analiz sonuglanana kadar amniyotik siviya ve bu
sividan Kkiiltiire edilen amniyositlere hi¢ bir miidahalede bulunulmamis, analizde ihtiyac

duyulan ve kullanilan hiicrelerden arta kalan amniyosit kiiltiirleri rutinden alinarak ¢alismalar
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baslatilmistir. Deneylerde kullanilan amniyosit kiiltiirleri secilirken kullanilan dahil etme

kriterleri:

- Calisma hakkinda ayrintili olarak bilgilendirildikten sonra calismaya dahil olmay1

kabul ederek, “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu”nu imzalamis olmak.

- Hicre kiiltiirtinde yeterli miktarda amniyosit liiremesine elverisli miktarda amniyon

swvisl icermek ve amniyosit kiiltiirtinde herhangi bir kontaminasyon barindirmamak.

- Rutin sitogenetik analizi sonu¢lanmis, raporlandirilmis ve imza karsiligi anne

adayina teslim edilmis olmak.

- Sitogenetik analizde kromozomal anomali saptanmamis olmak.

- Kotii obstetrik oykiisii olmamak ve herhangi bir kronik hastalik ya da diizenli ila¢

kullanimi olmamak.

Deneyler 6ncesinde optimizasyon ¢alismalari 3 farkli amniyosit kiiltiirii ile yapilmis, asil

deneyler ise tekrarlanabilirlik kosulunu saglamasi i¢in 2 farkli amniyosit kiilttirii kullanilarak

yapilmistir. Bu sekilde bir deney setinden elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi farkli bir

hastadan elde edilen amniyosit kiiltiirii ile dogrulanmistir. Sonu¢ olarak toplamda 5 hastadan

elde edilen amniyosit kiiltiirleri kullanilmistir. Kullanilan amniyosit kiiltiirlerinin alindig

hastalarla ilgili bilgiler Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Optimizasyon ¢alismalarinda ve deneylerde kullanilan amniyosit 6rnekleri.

Maternal | Gestasyonel Fetus Amniyosentez
No Kullanim Amaci
Yas Yas (hafta) | Cinsiyeti Gerekgesi
RNA ekstraksiyonu ve PCR
1 34 18 K “Coroid plexus” kisti
optimizasyonlarinda kullanildi.
Kimyasal uygulama doz ve siire
2 31 19 E Riskli ticlii test
optimizasyonlarinda kullanild.
Kimyasal uygulama doz ve stire
3 33 19 E “Coroid plexus” kisti
optimizasyonlarinda kullanild.
Tekrarlanabilirlik kosullar: altinda
4 30 18 K Riskli ticlii test
1. set deneyler i¢in kullanildi.
Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda
5 31 19 E Riskli ti¢lii test

2. set deneyler i¢in kullanildi.

3.3. Hiicre Kiiltiiri

Amniyosentez sonrasi rutin sitogenetik analiz i¢in enjektdr icinde laboratuvara teslim

edilen amniyon sivisi, Tibbi Biyoloji boliimii yetkili analist(ler)i tarafindan amniyosit kiiltiirt
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icin analize alinmistir. Oncelikle 15 mL’lik falkon tiipe alinan amniyon sivis1 1000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek amniyositler ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 2
mL’'de c¢oziilen amniyotik hiicre pelleti lizerine 2 mL daha besiyeri (BioAmf-1 Complete
Medium) eklenerek toplam hacim 4 mL’ye cikarilmistir. Bu slispansiyondan 6 adet lamel
tizerine 0,5’er mL olacak sekilde ekim yapilmis, geri kalan 1 mL de 25 cm?lik flask igine
ekilmistir. Lamellere ekilen Kkiiltiirler rutin analiz icin kullanilmis, flask’taki kiiltiir ise yedek
olarak tutulmustur. Bu tez calismasinda yedek olarak tutulan amniyosit kiiltiirleri rutin analiz
sonrasi bolim personelinden devralinarak calismalara dahil edilmis, rutin analiz islemleri
bolim yetkili personelleri tarafindan yapilmistir. Hem rutin analizde, hem de sonraki

deneylerde kullanilan “BioAmf-1 Complete Medium” icerigi Tablo 3.2.’de gésterilmistir.

Tablo-3.2. “BioAmf-1 Complete Medium” icerigi ve hazirlanisi (hazirlanan besiyeri 2-8 C'de
saklanarak kullanilmis, 14 giin icinde kullanilmayan imha edilmistir).

Besiyeri Bileseni Miktar
BioAmf-1 Medium (#01-190-1B) 90 mL
BioAmf-1 Supplement (#01-192-1D) 10 mL
L-Glutamine Solution, 200 mM (#03-020-1A) 1mL
Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B Solution (#03-033-1B) 1mL

Flask (25 cm?1ik) icinde rutinden teslim alinan amniyosit kiiltiirleri “konfliient” olana
kadar inkilibe edilmistir. Bu siirecte her 3 gilinde bir besiyeri degistirilmistir. Besiyeri
degistirilirken, 6nce flask i¢cindeki besiyeri uzaklastirilmis, ardindan 3 mL Hank’s soliisyonu ile
yikama yapilmistir. Daha sonra 37 °C'ye getirilmis 5 mL “BioAmf-1 Complete Medium”
eklenerek %5 CO-'li inkiibatérde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince flasklar “inverted faz-

kontrast mikroskobu” ile incelenmis, “confluent” olana kadar inkiibasyona devam edilmistir.

Hiicre pasajlamasi i¢in oncelikle flasklardaki besiyeri uzaklastirilmis, ardindan 37 °C’ye
getirilmis Hank’s soliisyonu ile yikama yapillmistir. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1 mL
%0,05’lik 1X Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 37 °C'de 1-3 dakika bekletilmistir. Hiicrelerin
tamaminin kalktifi mikroskop altinda goriildiikten sonra, tripsin inaktivasyonu i¢cin 2 mL
“BioAmf-1 Complete Medium” eklenmistir. Hiicre siispansiyonu falkon tiipe steril pipetle
aktarilip, hiicrelerin ¢okmesi icin 500 g'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santriftij sonrasi
slipernatant atilmig, hiicre pelleti ise 1 mL besiyeri ile ¢oziilerek yeni bir flaska aktarilmistir.
Kullanilan flask boyutuna gore hiicrelerin ylizeyini tamamen kaplayacak kadar besiyeri ilavesi

yapilarak kiltiirler inkiibasyona kaldirilmistir.

Farkli deney kosullar1 arasinda morfolojik acidan karsilastirma yapmak amaciyla

amniyosit kiiltirleri 10x ve 20x ¢oziintirliikte goriintiilenmistir. Goriintiilleme islemi Mersin
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Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabiim Dal’'nda bulunan “Olympus BX50 mikroskop” ve
“Nikon CoolpiX5000 dijital kamera” ekipmanlar1 ile yapilmistir. Elde edilen goriintiiler

karsilastirilarak farkli kosullar arasinda hiicrelerin morfolojik yapilari karsilastirilmistir.

3.4. Kimyasal inhibitérlerin Hazirlanmasi

Hiicre yeniden programlama amaciyla histon deasetilasyonunun ve hiicre sinyal
yolaklarinin inhibisyonu icin kullanilan kimyasal malzemeler liyofilize olarak satin alinmis ve
spesifikasyonlarina uygun sicakliklarda tutulmuslardir. Kullanilan kimyasal inhibitdrlerin
ozellikleri, konsantrasyonlari ve nasil hazirlandiklari, ayrica stok ve ¢alisma ¢ozeltilerinin elde
edilis sekli Tablo 3.3.’de 6zetlenmistir. Oncelikle her bir kimyasal Tablo 3.3’de belirtildigi
sekilde uygun c¢oziiciiler (dH20 veya DMSO) icerisinde ¢oziilmiis ve molekiler agirliklar1 ve
¢6zlcl miktarlarina gore konsantrasyonlari ayarlanip stok ¢ézelti haline getirilmistir. Ardindan
her bir kimyasalin stok cozeltileri alikotlanarak kullanilacagi zamana kadar -20 °C'de
saklanmistir. Kullanim o6ncesinde stok c¢o6zeltilerden seyreltme ile c¢alisma c¢ozeltileri
hazirlanmis, calisma ¢ozeltisi konsantrasyonlar ise besiyerine eklenecek konsantrasyonlara
gore her bir kimyasaldan esit miktarda ilave edilecek sekilde hesaplanmistir. Buna gore her bir
kimyasalin ¢alisma ¢dzeltilerinden 4 mL’lik besiyerine 40 pL eklenerek istenen doz saglanacak

sekilde ayarlanmistir.

Tablo 3.3. Hiicre yeniden programlamada kullanilan kimyasallar, 6zellikleri ve hazirlanislar.
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Valproic acid PD0325901
Marka Sigma Katalog No P4543 Marka Sigma Eitalog PZ0162
Saklama Saklama
Ambalaj Miktar1 [10 2-8°C Ambalaj Miktari |5 2-8°C
mbalaj Miktari g Sicaklig mbalaj Miktari |5 mg Sicaklig
Cozimiirlik  |dH,0 (50 mg/mL) ngi]r‘fﬁ(“]er 166,19 g/mol Coziiniirlik g} I: /SI:L()ZO Xg:ﬁ(‘“er 482,19 g/mol
Fonksiyon Histon Deasetilaz Inhibitérii Fonksiyon MAPK (MEK1, MEK2) inhibitérii
i ici oz 4 mM (5 mg ki 12,41 mL DMSO i¢ind
Stok Cozelti 1M (1,6619 g kimyasal 10 mL dH;0 i¢inde ¢oziilerek Stok Cozelti m (5 mg kimyasal m icinde
hazirland1) ¢oziilerek hazirlandi)
Calisma 100 mM (Stok ¢6zeltiden dH,0 ile 1:10 dilisyonla Calisma 100 uM (Stok ¢ozeltiden dH,O ile 1:40 diliisyonla
Cozeltisi hazirland) Cozeltisi hazirlandi)
Calisma 1 mM (4 mL besiyerine 40 pL ¢alisma ¢ozeltisi Calisma 1 uM (4 mL besiyerine 40 uL ¢alisma ¢ozeltisi
Konsantrasyonu |eklenerek) Konsantrasyonu | eklenerek)
CHIR99021 SB431542
Marka Sigma Katalog No SML1046 Marka Cayman Kawlog 13034
Chemicals No
Saklama Saklama
Ambalaj Miktar |5 -20) °C Ambalaj Miktari |5 -20) °C
R © 5 Sicakligl (-20) mbata) HIKiar 1> mg Sicakligy (-20)
Cozinirlik  |DMSO (2 mg/mL) X;]ﬁ(“l” 465,34 g/mol Coziinirliik 21]: /sgL()zo Xg‘:ﬁ(“ler 384,4 g/mol
. TGF-B tip-1 aktivi tor b i ki ALK
Fonksiyon GSK3 (GSK3-0, GSK3-B) inhibitdri Fonksiyon B tip-1 aktivin reseptor benzeri kinaz (ALK)
reseptor inhibitori
Stok Cozelti 4mM (5 mg kimyasal 2,325 mL DMSO i¢inde Stok Gozelti 5mM (5 mg kimyasal 3,46 mL DMSO i¢inde
¢oziilerek hazirlandi) ¢oziilerek hazirlandi)
Calisma 2 mM (Stok ¢ozeltiden dH,O0 ile 1:2 dillisyonla Calisma 1 mM (Stok ¢ozeltiden dH0 ile 1:5 diliisyonla
Cozeltisi hazirlandi) Cozeltisi hazirlandi)
Calisma 20 pM (4 mL besiyerine 40 pL ¢alisma ¢ozeltisi Calisma 10 pM (4 mL besiyerine 40 pL ¢alisma ¢ozeltisi
Konsantrasyonu |eklenerek) Konsantrasyonu | eklenerek)
Thiazovivin
Marka Sigma Katalog No SML1045
e Saklama o
Ambalaj Miktar1 |5 mg Sl (-20) °C
P, DMSO (20 Molekiiler
Tuk 311,36 1
Coziinirlil mg/mL) Agirlik g/mo
ey RHO/ROCK sinyal yolu inhibitéri (ROCK'u inhibe
eder)
Stok Gozelti 8mM (5 mg kimyasal 3,115 mL DMSO i¢inde
¢oziilerek hazirlandi)
Calisma 100 pM (Stok ¢ézeltiden dH,0 ile 1:80 diliisyonla
Cozeltisi hazirland1)
Calisma L
1 puM (4 mL by 40 pL
Konsantrasyonu HM (4 mL besiyerine 40 kL)

3.5. Deney Dizayni ve Uygulama Basamaklari

Calismanin deney dizayni ve tiim ¢alisma boyunca hangi uygulamalarin yapildig1 Sekil

3.1.de sematik olarak gosterilmistir.
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(Reverse-Transcription) (Trizol-Metodu) (1,3,5gin)

Sekil 3.1. Deneysel ¢calismalarin dizayni ve yapilan islemlerin 6zet olarak gosterilmesi. Sematik

olarak gosterilen bu islemler 2 farkli amniyosit kiiltiirii ile es-zamanli yapilmis, 2 ¢alismanin

sonuglari istatistiksel olarak ortalama ve standart sapmalar kullanilarak karsilastirilmistir.

Rutin analizi tamamlanmis 2 farkli hastaya ait amniyosit kiiltiirleri tekrarlanabilirlik

kosullar1 altinda ve es-zamanh olarak deneylere alinmistir. Rutin analiz sonras1 25 cm?lik

flasklarda bulunan kiiltiirler tripsizinazyon ile kaldirilarak 75 cm?lik flasklara aktarilmis ve

“confluent” olana kadar (10 giin) kiiltiirde bekletilmistir. Bu siirede her 3 giinde bir hiicre kiiltiir

ortami degistirilerek kiiltiir idamesi saglanmistir. 75 cm?lik flasklarda hiicreler confluent

olduktan sonra, kimyasal uygulamalarinin ve esas deneylerin yapilacagi 6 cm’lik hiicre kiltiir

petrilerine aktarilmistir. Bu aktarim islemi 6zet olarak su sekilde yapilmistir:

- 75 cm?lik flasklardaki hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilmistir.

- Trypsin inaktivasyonu sonrasi hiicre siispansiyonu 50 mL'lik falkon tiiplere alinarak
standart hiicre kiiltiir ortami ile 33 mL’ye tamamlanmigstir.

- 6 cm’lik hiicre kiiltiir petrilerinden bir deney serisi icin 30 adet cikartilarak
kullanilacak deney kosullar1 her bir petri izerine yazilmistir.

- 33 mL’lik hiicre siispansiyonundan her bir petriye 1 mL aktarilarak ekim yapilmistir.
Boylece her bir kosulu olusturacak olan petrilerde esit sayida (yaklasik 5x104
hiicre/petri) ve ayni kiiltiirden gelen hiicreler kullanilmistir.

- Her bir petri iizerine 3 mL daha hiicre kiiltiir ortami eklenerek toplam hacim 4 mL’ye
tamamlanmistir.

- Daha sonra petriler hiicrelerin ylizeye adsorpsiyonu i¢in 1 giin standart kosullarda

inkiibe edilmistir.
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30 adet petri 24 saatlik inkiibasyon sonunda kimyasal ve farkli deney kosullarinin
uygulanmasi icin hazir hale gelmistir. Petriler (deney kosullar1) Tablo 3.4.’de belirtilen sekilde
kodlanmistir. Buna gore “C” harfi ile belirtilen kodlar uygulanan kimyasal kombinasyonunu, “D”

harfi ile belirtilen kodlar ise kimyasal uygulama siirelerini gostermektedir.

Tablo 3.4. Deney kosullari, uygulanan kimyasal kombinasyonlari ve siireleri (3+: 3. giin

sonunda kimyasalin eklenmesi).

No VA PD0325901 SB431542 CHIR99021 Thiazovivin | Siire
C0-D1 - - - - - 1. glin
C0-D3 - - - - - 3. glin
C0-D5 - - - - - 5. giin
C1-D1 + - - - - 1. giin
C1-D3 + - - - - 3. gln
C1-D5 + - - - 3+ 5. gilin
C2-D1 + + - - - 1. giin
C2-D3 + + - - - 3.gln
C2-D5 + + - - 3+ 5. giin
C3-D1 + - + - - 1. giin
C3-D3 + - + - - 3. gln
C3-D5 + - + - 3+ 5. giin
C4-D1 + - - + - 1. gln
C4-D3 + - - + - 3. gln
C4-D5 + - - + 3+ 5. gilin
C5-D1 + + + - - 1. giin
C5-D3 + + + - - 3. giin
C5-D5 + + + - 3+ 5. glin
C6-D1 + + - + - 1. giin
C6-D3 + + - + - 3. gln
C6-D5 + + - + 3+ 5. giin
C7-D1 + - + + - 1. giin
C7-D3 + - + + - 3. gln
C7-D5 + - + + 3+ 5. giin
C8-D1 + + + + - 1. glin
C8-D3 + + + + - 3. glin
C8-D5 + + + + 3+ 5. gilin
C9-D1 - + + + - 1. gln
C9-D3 - + + + - 3. gln
C9-D5 - + + + 3+ 5. gilin

Kullanilan kimyasallar, liyofilize olarak satin alinmis ve tretici bilgileri dogrultusunda
stok ve calisma soliisyonlar1 Madde 3.4.’de aciklandig1 sekilde hazirlanmistir. Deneylerde
kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilen ¢alisma kiiltiirlerinden Tablo 3.5.’de verilen son
konsantrasyonlara uygun olacak sekilde hiicre kiiltiir petrilerine eklenmistir. Kimyasallarin
calisma ¢ozeltileri hazirlanirken, her bir kimyasaldan hiicre kiiltiir petrilerine 40 uL eklenecek
sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir. Bu dogrultuda ve Tablo 3.4.'de verilen kodlama esasina
gore her bir petriye ilgili kimyasal(lar)dan eklenmis ve hiicreler inkiibasyona birakilmistir. Her

bir kosul farkli inkiibasyon siireleri sonunda RNA ekstraksiyonuna alinacagindan, 5 giline kadar
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uzayacak olan kosullar1 olusturan hiicre petrilerinin ortamlar1 3. giin sonunda degistirilerek
yeniden ilgili kimyasal kombinasyonlarindan ekleme yapilmistir. Ayrica 3. glinde tiim kosullara

“thiazovivin” kimyasali da 1 pM konsantrasyonda olacak sekilde eklenmistir.

Tablo 3.5. Her bir deney kosuluna uygulanan kimyasal kombinasyonlari ve dozlari

(Thiazovivin, 1 uM konsantrasyonda olacak sekilde tiim kosullara 3. giinde eklenmistir).

Kosul Eklenen Kimyasal Kombinasyonu ve Dozlar1
Cco Normal Amniyosit Kiiltiiri
C1 Valproic acid (1 mM)
C2 Valproic acid (1 mM) + PD0325901 (1 uM)
C3 Valproic acid (1 mM) + SB431542 (10 uM)
Cc4 Valproic acid (1 mM) + CHIR99021 (20 uM)
C5 Valproic acid (1 mM) + PD0325901 (1 uM) + SB431542 (10 puM)
C6 Valproic acid (1 mM) + PD0325901 (1 pM) + CHIR99021 (20 uM)
C7 Valproic acid (1 mM) + SB431542 (10 uM) + CHIR99021 (20 uM)
C8 Valproic acid (1 mM) + PD0325901 (1 uM) + SB431542 (10 uM) + CHIR99021 (20 uM)
C9 PD0325901 (1 uM) + SB431542 (10 uM) + CHIR99021 (20 uM)

Kimyasal olarak hiicre yeniden programlamasi amaciyla secilen 5 kimyasal, literatiirde
daha 6nce farkl hiicre tiplerinde etkileri farkli amaglarla ¢alisilmis ve iPSC olusumundaki rolleri
tanimlanan 5 ana molekiil siifi ve hiicre sinyal yolu dikkate alinarak secilmistir. Etkisi
incelenecek kimyasallar hiicre kiiltlir ortamina eklenirken, valproik asit baz kosul olmak sartiyla
(literatiirde amniyositler iizerindeki etkisi incelenen tek kimyasal indiikleyici) ve thiazovivin
tlim kosullarda kiiltiir ortamina sonradan eklenecek sekilde (indiiklenmis pluripotentligin
sturdiiriilmesi icin 3. giinde eklenmistir) diger 3 inhibitor farkli kombinasyonlarda uygulanmis,
boylece amniyositlerin pluripotentlik kapasitelerini en ¢ok artiran kombinasyonun bulunmasi
amagclanmistir. Hiicre kiilttir ortami degistikce belirtilen siireler i¢inde ilgili kimyasal(lar) kiiltiir
ortaminda bulunacak sekilde inkiibasyon siirdiiriilmiistiir. Ayrica tiim inkibasyon siirecinde

hiicrelerdeki morfolojik degisimler de mikroskop altinda izlenmis ve kiiltiirler fotograflanmistir.
3.6. RNA Ekstraksiyonu

Her bir deney kosulunu olusturan hicre kiiltiir petrileri, belirtilen siirelerde
inkibiisyonlar1 tamamlandiktan sonra Trizol (monofazik phenol-guanidium isothiocyanate)

metodu ile total RNA ekstraksiyonuna alinmistir [51]. RNA ekstraksiyonu icin yapilan islemler

asagida 6zetlenmistir.
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- Inkiibasyonu tamamlanan hiicre Kkiiltiir petrilerindeki besiyeri steril pipetle
uzaklastirilmis ve Hank’s sollisyonu ile bir kez yikama yapilmistir. Ardindan Hank’s
sollisyonu da uzaklastirilip, petriler buz lizerine alinmistir.

- Buz lizerinde tutulan petrilere 1000 uL Trizol (Ribozol, Amresso #N580) reaktifi
eklenmistir. Daha sonra steril hiicre kaziyici (scraper) ile hiicreler kazinarak Trizol
icinde parcalanmis hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Tamamen kazinan hiicreler
pipetaj yapilarak homojenizasyonlar1 saglanmis ve 1,5 mL’lik ependorf tiiplere
aktarilmistir.

- Ependorf tiipler, niikleoprotein komplekslerinin ayrilmasi i¢in 5-10 dakika buz
listinde inkiibe edilmistir.

- 200 pL Chloroform (en basta eklenen Trizol miktarinin 5’te 1 hacminde) eklenmis ve
15 saniye vortekslenmistir. Daha sonra 2-3 dakika buz tistiinde inkiibe edilmistir.

- Ornek 12.000 g'de 15 dakika santrifiij edilerek faz ayrimi saglanmistir.

- RNA’y1 iceren iistteki sulu faz dikkatli bir sekilde pipetle ¢ekilerek ve ortadaki DNA
fazinin gekilmemesi saglanarak yeni bir tiipe alinmistir. Ustteki RNA’y1 igeren sulu faz
cekilirken yaklasik %80'i dikkatlice ¢ekilmis ve DNA, protein, karbohidrat ya da lipid
kalintilarinin gelmemesi saglanmistir.

- Yeni tiipe alinan sulu faz iizerine 500 pL “ice-cold” Isopropanol (en basta eklenen
Trizol miktarinin 1/2 hacminde) eklenmis ve ornek -20 °C’ye alinarak 1 gece
(overnight) inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonunda érnek 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

- Siipernatant dikkatlice dokiilmiis veya pipetle ¢ekilmistir. Beyaz renkli RNA pelleti
tizerine 1000 pL %?75’lik Ethanol (en basta eklenen Trizol miktarina esit hacimde)
eklenerek yikama yapilmistir. Ethanol eklenmis tiip, kapag1 kapatildiktan sonra
hafifce alt iist edilerek pelletin ylizer durumda olmasi ve tiip i¢inin yikanmasi
saglanmistir.

- Ornek 7.500 g'de 5 dakika santrifiij edilmistir.

- Slpernatan dokiilerek veya pipetle uzaklastirilmistir. Beyaz renkli RNA pelleti
tzerine tekrar 1000 pL %75’lik Ethanol eklenerek ikinci bir yikama yapilmistir.
Ethanol eklenmis tiip, kapag1 kapatildiktan sonra hafifce alt list edilerek pelletin
ylizer durumda olmasi ve tiip i¢ yiizeylerinin yikanmasi saglanmistir.

- Ornek 7.500 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

- Slpernatan dokiilerek veya pipetle uzaklastirilmis ve RNA pelleti kurutmaya
birakilmistir. Tiip icindeki tiim 1slaklik kaybolana kadar ve oda sicakliginda 5-10
dakika olacak sekilde tiip kapag1 acgik ve tiip ters ¢evrilmis halde temiz bir kurutma

kagidi tizerinde kurutma islemi yapilmistir.
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Daha sonra pellet 50 puL. “RNA Storage Buffer” (Steril, DNase/RNase-free dH:0
icerisinde10 mM Tris, 1 mM EDTA ¢o6zeltisi) icinde ¢oziilmustiir.

Ornekteki RNA'nin tamamen ¢oziinmesi i¢cin su banyosunda, 55-60 C’de 10 dakika
bekletilmistir.

Ardindan hizlica spektrofotometrik 6l¢tim yapilmis ve 6rnek -20 °C’de kisa siireli (1-3

giin) saklanmis veya RNA’dan hemen cDNA sentezi icin reaksiyon kurulmustur.

Ekstrakte edilen total RNA’larin miktar ve safliginin belirlenmesi i¢cin spektrofotometrik

6lctim yapilmistir. “RNA Storage Buffer” icerisinde eliie edilen RNA drnekleri “Shimadzu” marka

“Biospec nano” spektrofotometrede dl¢iilmiistiir. Yapilan islemler kisaca:

Spektrofotometre acilip, RNA 6l¢iim programi segildikten sonra, dncelikle kor (blank)
Olciim alinmistir. Bunun igin RNA’larin eliisyonunda kullanilan “RNA Storage
Buffer”dan 2 pL alinarak cihaza yiiklenmis ve “blank” olarak okutulmustur.

Daha sonra sirasiyla RNA oOrneklerinden 2 pL alinarak spektrofotometrede
Olctilmiistiir.

Cihaz olcim sonuglarina géore RNA miktarimi ng/pL olarak vermektedir. Ayni
zamanda 230, 260, 280, ve 320 nm dalga boylarindaki absorpsiyon degerleri de cihaz
tarafindan dikkate alinarak, “background” diizeltmesi yapilmaktadir.

Toplam RNA miktarini hesaplamak icin, cihaz tarafindan 6lgiilen ng/uL degeri 50 ile
carpilmis (O6rnekler 50 pl’de eliie edildigi i¢cin) ve pg'a c¢evirmek icin 1000’e
béliinmiistiir. Ornek bir hesaplama asagidaki sekildedir:

Spektrofotometrik 6l¢ciim sonucu = 108 ng/ul ise
Toplam RNA miktar1 = (108 x 50)/1000 = 5,4 ug

RNAnin safligin1 degerlendirmek icin Az60/280, A260/230 Ve Aszzo oranlarina bakilmistir.
Bu oranlarin asagidaki kabul kriterlerini sagladig1 dogrulanmistir.

A260/280: ideal olarak RNA igin 1,6 ile 1,9 arasinda olmalidir.
Az60/230: ideal olarak RNA i¢in 2,0’dan biiytiik olmalidir.
Azz0: ideal olarak 0’a yakin olmaldir.

Miktar ve saflik olarak uygun olan RNA 6rnekleri spektrofotometrik dlgiim sonrasi
bekletilmeden -20 °C’ye kaldirilarak kisa stireli saklanmis veya RNA’dan hemen cDNA
sentezi icin reaksiyon kurulmustur. Elde edilen RNA’larin spektrofotometrik 6lgiim

sonuglar1 EK-2’de verilmistir.

3.7. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Ekstrakte edilen total RNA’lar kalip olarak kullanilarak, komplementer DNA (cDNA)

sentezi konvansiyonel “thermal-cycler” cihazi ile yapilmistir. cDNA sentezi i¢cin yapilan islemler

asagida 6zetlenmistir.
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- cDNA sentezi i¢in gerekli reaktifler (Reverse-Transcriptase, Random Hexamer, dNTP,
5X Reaction Buffer, RNase-inhibitor, DEPC-treated water) ve kalip olarak kullanilacak
RNA ornekleri -20 °C’den ¢ikarilarak c¢oziindiiriilmiis ve kullanilana kadar buz
tistiinde tutulmustur.

- Steril ve “DNase/RNase-free” PCR tiipiine (0,2 mL’lik tiip) asagidaki sirada belirtilen
malzemeler eklenmistir.

Tablo 3.6. cDNA sentezi 1. asamasi (kalip RNA ve érneklerinin hazirlanmasi).

Kalip RNA Total RNA (6nceden izole edilmis) 400 ng
Primer Random Hexamer (#S0142) 1 uL (0,2 ug =100 pmol)
DEPC-treated water DNase/RNase-free, steril distile su 12,5 pLl’ye tamamla

- Hazirlanan bu karisima asagidaki malzemeler belirtilen sirada eklenmistir.

Tablo 3.7. cDNA sentezi 2. asamasi (reaksiyon bilesenleri ve enzimin

eklenmesi).
5X Reaction Buffer 4 uL
RNase Inhibitor (#£00381) 0,5 uL (20 U)
dNTP Mix (10 mM each, #R0191) 2 pL (1 mM son konsantrasyon)
Reverse Transcriptase (#EP0441) 1 uL (200 U)
Toplam Hacim 20 pL

- Tim karisim vorteks ile hafifce karistirilmis ve “Thermal-Cycler” cihazina tiipler
yerlestirilmistir.
- “Thermal-Cycler” asagidaki sekilde programlanarak cDNA sentezi yapilmistir.

Tablo 3.8. “Thermal-cycler”da cDNA sentezi i¢in kullanilan program.

Aktivasyon 25°Cde 10 dakika
Reverse-Transkripsiyon 42 °C'de 60 dakika
Enzim Inaktivasyonu 70 °C'de 10 dakika
Bekleme 4°Cde 1 saate kadar

- cDNA sentezi tamamlandiktan sonra miimkiin oldugunca +4 °C’de bekletmeden
cDNA’lar “thermal-cycler’”dan alinmis ve -20 °C’ye kaldirilarak PCR reaksiyonlari
kuruluna kadar saklanmistir.

- Eger cDNA’lar hemen kullanilacaksa, her bir PCR reaksiyonu icin 2 pL ¢cDNA olacak
sekilde PCR isleminde kullanilmistir. Hemen kullanilmayacaksa -20 °C’'de

saklanmistur.

3.8. Kantitatif Real-Time PCR
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Kimyasal uygulamasinin amniyositlerdeki pluripotentlik belirteclerinin ekspresyon
diizeylerine etkisini incelemek icin, her bir deney kosulundan elde edilen RNA’larla olusturulan
cDNA’lar kalip olarak kullanilarak floresans hibridizasyon probu aracili kantitatif Real-Time

PCRile ekspresyon analizi yapilmistir.

Tablo-3.9. Real-Time PCR ile ekspresyon analizlerinde kullanilan primer-prob dizileri.

Gen Prime"r /"Prob Primer/Prob Dizisi Amplik?n
Tiiru Uzunlugu
F Primer 5’-GTACTCCTCGGTCCCTTTCC-3’
0CT4 R Primer 5’-CAAAAACCCTGGCACAAACT-3’ 168 bp
Prob 5'-FAM-GGGAGGAGCTAGGGAAAGAA-BHQ1-3'
F Primer 5’-CCCACACAGGTGAGAAACCT-3’
KLF4 R Primer 5-ATGTGTAAGGCGAGGTGGTC-3’ 169 bp
Prob 5'-FAM-ACTACCGTAAACACACGGGG-BHQ1-3'
F Primer 5’- AGTCTCCAAGCGACGAAAAA-3
S0Xx2 R Primer 5’- TTTCACGTTTGCAACTGTCC-3’ 189 bp
Prob 5'-FAM- CAAGGAGAGGCTTCTTGCTG-BHQ1-3'
F Primer 5’-CAGATCAGCAACAACCGAAA-3’
MYC R Primer 5’-GGCCTTTTCATTGTTTTCCA-3’ 168 bp
Prob 5'-FAM-AGGAGAATGTCAAGAGGCGA-BHQ1-3'
F Primer 5’-CAAAGGCAAACAACCCACTT-3’
NANOG R Primer 5’-TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT-3’ 158 bp
Prob 5'-FAM- GTCCCGGTCAAGAAACAGAA-BHQ1-3'
F Primer 5'-CACAAATGCTCACCGAAGAA-3'
DPPA3 R Primer 5'-GATTTCCCTGAGGACTGCTG-3' 179 bp
Prob 5'-FAM-GTTTCCCCTCTATCGGAAGC-BHQ1-3'
F Primer 5'-GCAAATACACGTGCACCAAC-3'
KIT R Primer 5'-GCACCCCTTGAGGGAATAAT-3' 176 bp
Prob 5'-FAM-CACGGCTTAAGCAATTCCAT-BHQ1-3'
F Primer 5'-CCGAAGACCTGAAAGATCCA-3'
DPPA5 R Primer 5'-TAGGAGCCGTAAACCACGAC-3' 172 bp
Prob 5'-FAM-CGGATCTCGAATCCCTTACA-BHQ1-3'
F Primer 5'-GCAGGTGGGACTTTGTTGTT-3'
FUT4 R Primer 5'-TTCCTCCAAGGACAATCCAG-3' 155 bp
Prob 5'-FAM-CTTGGCTCCTGAGAAAGGTG-BHQ1-3'
F Primer 5'-ATGCCTTCCTCTTCCCAAAT-3'
SALL4 R Primer 5'-TGTGAACCTGTGATGGGAAA-3' 153 bp
Prob 5'-FAM-GCTCGAGAAGAAACTCGTGG-BHQ1-3'
F Primer 5'-AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3'
(B‘ilgzwt?n) R Primer 5'-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-3' 171 bp
Prob 5'-VIC-TCCCCCAAAGTTCACAATGT-TAMRA-3'

Her bir genin ekspresyon seviyesi degisimleri belirlenirken, $-actin geni referans olarak

kullanilmis ve ilgili genin ekspresyonu B-actin’e oranina gore katli degisim (fold-change) olarak
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hesaplanmistir. Ekspresyon diizeylerinin kantitasyonu AACt yontemi ile yapilmistir. Tablo
2.1.de verilen ve ekspresyon degisimlerine bakilacak olan pluripotentlik genleri (OCT4, KLF4,
S0X2, MYC, NANOG, DPPA3, KIT, DPPA5, FUT4, SALL4 ve referans gen ACTB olmak lizere 11 adet
gen) icin primer ve prob dizileri “Primer-3” programi (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
yardimiyla dizayn edilmis ve bu primer ve problar PCR reaksiyonlarinda pluripotensi
belirteclerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin kullanmilmistir. Bu genler icin dizayn

edilen ve kullanilan primer ve prob dizileri Tablo 3.9’da listelenmistir.

Real-Time PCR analizlerinde kullanilacak master-miks, primer-prob konsantrasyonlari
ve termal dongl parametreleri 6nceden optimize edilmistir. Ayrica kantitatif ekpresyon analizi
2-85C¢t metodu [52] ile yapilacagindan, referans ve hedef genler icin kurulacak PCR
reaksiyonlarinin amplifikasyon etkinliklerinin de birbirine yakin oldugu validasyon calismasi ile
kontrol edildikten sonra 6rneklerin incelemesine gecilmistir. Optimize kosullar dogrultusunda
yapilan Real-Time PCR analizi asamalari kisaca asagida gibidir:

- Oncelikle PCR reaksiyonu icin gerekli Master-Miks (Takara, Premix ExTaq),

primerler, problar ve cDNA 6rnekleri ¢ikarilarak buz iistline alinmistir.

- Her bir gen i¢in bir adet uygun hacimli tiip (6rn. 0,5 mL veya 1,5 mL) ¢ikarilarak iizeri
yazilmis ve buz tistiine alinmistir.

- PCR miksi her bir gen i¢in toplam reaksion sayisina gore hesaplanmistir. Her bir
kosuldan “duplicate” olarak reaksiyon kurulmus, boylece 30 kosul icin 60 reaksiyon
kurulmustur. Pozitif ve negatif kontrol reaksiyonlariyla birlikte bir gen i¢in toplamda
62 reaksiyon elde edilmistir. 11 adet gen icinden sadece KIT'in optimize kosullari

diger 10 genden farkhidir ve reaksiyon icerikleri Tablo 3.10.’da verilmistir.

Tablo 3.10. PCR reaksiyon bilesenleri, konsantrasyonlari ve miktarlar.

c-Kit icin Reaksiyon Bilesenleri Diger 10 gen icin Reaksiyon Bilesenleri

konsasn(ilr‘lasyon X konsasn(z?asyon X
Premix ExTaq (2X) 1x 12,5 pL Premix ExTaq (2X) 1x 12,5 pL
Forward primer 400 nM 1,0 puL Forward primer 400 nM 1,0 pL
Reverse primer 400 nM 1,0 puL Reverse primer 400 nM 1,0 pL
Prob 400 nM 1,0 uL. Prob 200 nM 0,5 uL
dH-0 - 7,5 uL dH.0 - 8,0 uL
Kalip cDNA 2,0 uL Kalip cDNA 2,0 uL
Toplam Hacim 25 L Toplam Hacim 25 L
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Tablo 3.11. Her bir gen icin kullanilan ve reaksiyonlarin yerlerini gésteren “plate” dizilimi.

Tablo 3.10’da belirtilen miktar ve Kkonsantrasyonlarda olacak sekilde cDNA

haricindeki tiim PCR bilesenleri eklenerek master-miks hazirlandiktan sonra

vortekslenerek karistirilmistir.

Daha sonra PCR reaksiyon kuyularina master-miksten 23’er pL dagitilmistir.

Kullanilan “plate-layout” Tablo 3.11.’de gosterilmistir. Rolatif ekpresyon analizi icin

kullanilacak olan B-actin geni ve diger 10 hedef gen icin bu islemler ayr1 ayri

yapilmistir.

“PCR Reaksiyon Dizilimi”

C0-D1 C1-D3 C2-D5 C4-D1 C5-D3 C6-D5 C8-D1 C9-D3
Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1
C0-D1 C1-D3 C2-D5 C4-D1 C5-D3 C6-D5 C8-D1 C9-D3
Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2
C0-D3 C1-D5 C3-D1 C4-D3 C5-D5 C7-D1 C8-D3 C9-D5
Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1
C0-D3 C1-D5 C3-D1 C4-D3 C5-D5 C7-D1 C8-D3 C9-D5
Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2

C0-D5 C2-D1 C3-D3 C4-D5 C6-D1 C7-D3 C8-D5
Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1
C0-D5 C2-D1 C3-D3 C4-D5 C6-D1 C7-D3 C8-D5
Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2
C1-D1 C2-D3 C3-D5 C5-D1 C6-D3 C7-D5 C9-D1 Negatif
Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Replike-1 Kontrol
C1-D1 C2-D3 C3-D5 C5-D1 C6-D3 C7-D5 C9-D1 Pozitif
Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Replike-2 Kontrol

Master-miks tiim reaksiyon kuyularina dagitildiktan sonra Tablo 3.11.'de belirtilen

sekilde her bir kuyuya ilgili cDNA 6rneginden 2’ser pL eklenmistir. Boylece toplam

reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlanmistir. Tim cDNA’lar eklendikten sonra tiipler

kapatilarak Real-Time PCR cihazina yerlestirilmistir. Cihazda biitiin genler ayni

termal profilde optimize edilmistir ve bu profil Tablo 3.12.’deki gibi ayarlanmigstir.

Tablo 3.12. Real-Time PCR’da kullanilan termal profil (tiim genler i¢in aynidir).

ik Denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye
95 °C’de 5 saniye

Amplifikasyon 45 Dongli
60 °C’de 20 saniye

Floresan Okuma B-actin: “Yellow”, Digerleri: “Green” dalga boyunda
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- Real-Time PCR islemi tamamlandiktan sonra her bir gen icin kurulan reaksiyonlarin
amplifikasyon grafigi logaritmik olarak goriintillenmistir. Eksponansiyel fazin
basladig1 ve ayni drnegin paralelleri arasinda “catal-etkisi"nin olmadig1 noktadan esik
(threshold) degeri cihaz yazilimi araciligiyla cizilmistir. Daha sonra lineer moda
gecilerek esik degerinin uygunlugu kontrol edilmistir.

- Real-Time PCR’da esik (threshold) degerine gore her bir reaksiyon icin elde edilen C;

degerleri kaydedilmis ve ekspresyon analizine gecilmistir.

3.9. Ekspresyon Analizi

Farkli deney kosullar1 arasinda bir genin ekspresyon seviyelerindeki degisimin
belirlenmesi amaciyla Livak K.J. tarafindan tanimlanan 2-24Ct metoduyla rolatif ekspresyon
analizi kullamlmistir [52]. Rolatif ekspresyon analizinde hedef genin (6rnegin c-Kit) ekspresyon
diizeyi, referans gen (f-actin) ekspresyon diizeyine gére normalize edilerek belirlenmektedir.
Buna gore her bir reaksiyon icin Real-Time PCR’da elde edilen C; degerleri kullanilmistir.
Yapilan analizin basamaklar1 asagida 6zetlenmistir:

- Her bir kosulun “duplicate” reaksiyonlarina ait C; degerlerinin ortalamasi
aliarak kullanilmistir.

- Bir kosulun, hedef gene ait ortalama C; degerinden, -actin ortalama C: degeri
¢ikarilarak AC; degeri elde edilmistir. Tim deney kosullarina ait reaksiyonlar
icin bu islem yapilmistir.

- Hi¢ bir kimyasal uygulamasi yapilmayan CO-D1 kosulu “referans” olarak
tanimlanmis ve ekspresyon diizeyi “1” olarak alinmis, diger tiim kosullar ise CO-
D1’e gore (rolatif) kath degisim (fold-change) olarak hesaplanmistir.

- Referans kosul olarak tanimlanan CO0-D1 kosulunun AC; degerinden, her bir
kosulun AC; degerleri ¢cikartilarak AAC; degerleri elde edilmistir.

- Son olarak gen ekspresyon seviyeleri katli degisim olarak AAC; degerlerinin

ikinci kuvveti (224¢t) olarak hesaplanmustir.

Bu metod ile yapilan rolatif ekspresyon analizine ait bir 6rnek Tablo 3.13’de verilmistir.
Bu tabloda KIT genine ait Real-Time PCR sonucunda tiim kosullar i¢in elde edilen C; degerleri ve
bu C; degerleri kullanilarak yapilan hesaplamalar gosterilmistir. Her bir gen i¢in bu sekilde

ekspresyon seviyeleri katl degisim olarak belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik kosullarinda 2 farkli hasta 6érnegiyle yapilan calismalardan elde edilen
ekspresyon diizeylerinin ortalasi grafiklere aktarilmis, 2 analizin sonuclarinin farklari ise

standart sapma cinsinden grafiklerde gosterilmistir.
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Tablo 3.13. Ekspresyon analizinin 2-24Ct metodu ile nasil yapildiginin gosterilmesi (6rn. KIT).

Duizeltici Gen (B-actin) Hedef Gen (KIT) ACt AACE Katli Degisim
1. Replike | 2.Replike | Ortalama | 1.Replike [ 2.Replike | Ortalama (Fold Change)
C0-D1 14,39 14,50 14,45 27,64 27,60 27,62 13,18 Referans 1,00
C0-D3 15,05 14,61 14,83 27,22 27,47 27,35 12,52 0,66 1,58
CO-D5 15,55 15,16 15,36 27,18 27,19 27,19 11,83 1,35 2,54
C1-D1 14,80 14,42 14,61 27,20 27,42 27,31 12,70 0,47 1,39
C1-D3 14,95 14,94 14,95 26,80 26,53 26,67 11,72 1,46 2,74
C1-D5 15,86 15,77 15,82 27,13 27,62 27,38 11,56 1,62 3,06
C2-D1 14,47 13,63 14,05 26,11 25,98 26,05 12,00 1,18 2,27
C2-D3 14,88 14,98 14,93 25,39 24,71 25,05 10,12 3,06 8,31
C2-D5 16,56 16,64 16,60 25,87 25,59 25,73 9,13 4,05 16,51
C3-D1 14,58 14,95 14,77 26,08 26,01 26,05 11,28 1,90 3,72
C3-D3 15,22 15,78 15,50 26,25 26,70 26,48 10,98 2,20 4,59
C3-D5 15,62 15,46 15,54 26,42 26,88 26,65 11,11 2,07 4,18
C4-D1 15,71 15,21 15,46 30,27 30,21 30,24 14,78 -1,61 0,33
C4-D3 19,45 19,84 19,65 32,04 33,17 32,61 12,96 0,21 1,16
C4-D5 21,08 20,88 20,98 32,61 32,24 32,43 11,45 1,73 3,32
C5-D1 15,13 15,09 15,11 25,60 25,74 25,67 10,56 2,62 6,13
C5-D3 15,77 15,85 15,81 25,49 25,15 25,32 9,51 3,67 12,68
C5-D5 17,05 16,76 16,91 25,47 25,80 25,64 8,73 4,45 21,78
C6-D1 15,90 15,29 15,60 30,26 30,10 30,18 14,59 -1,41 0,38
C6-D3 22,53 21,71 22,12 36,55 34,83 35,69 13,57 -0,39 0,76
C6-D5 22,07 22,22 22,15 33,97 33,39 33,68 11,54 1,64 3,12
C7-D1 15,63 15,32 15,48 29,26 30,14 29,70 14,23 -1,05 0,48
C7-D3 20,07 19,98 20,03 32,60 32,72 32,66 12,64 0,54 1,45
C7-D5 21,07 21,17 21,12 32,50 32,42 32,46 11,34 1,84 3,57
C8-D1 15,40 15,41 15,41 28,45 28,64 28,55 13,14 0,04 1,02
C8-D3 19,90 20,02 19,96 31,81 31,28 31,55 11,59 1,59 3,01
C8-D5 21,23 21,23 21,23 31,67 31,71 31,69 10,46 2,72 6,57
C9-D1 15,44 15,30 15,37 30,12 29,59 29,86 14,49 -1,31 0,40
C9-D3 18,93 19,20 19,07 31,32 31,19 31,26 12,19 0,98 1,98
C9-D5 19,53 19,47 19,50 31,83 30,71 31,27 11,77 1,41 2,65

3.10. Ekpresyon Seviyelerinin Isi1-Haritas1 (Heat-Map) Yontemiyle Karsilastirilmasi

Hiicre yeniden programlama amaciyla uygulanan farkli kimyasal kombinasyonlarinin
pluripotensi belirteglerinin ekspresyon diizeylerine etkisi incelenirken istatistiksel olarak
anlaml diizeyde degisim gosteren kosullar belirlenmis, ancak birden fazla kosulun, farkli genler
icin, farkli gilinlerde ve farkli seviyelerde degisim gostermesi nedeniyle, en etkin
kombinasyonun belirlenmesi i¢in “is1-haritas1” teknigi kullanilmistir. Bu teknikte kisaca, her bir
gen icin farkl seviyelerde elde edilen minimum ve maksimum ekpsresyon seviyeleri alt ve list
1s1 (renk) noktalarini olusturacak sekilde, ekspresyon seviyeleri kirmizidan (en diistk
ekspresyon seviyesi) yesile (en yliksek ekspresyon seviyesi) uzanan optik skalada renklerle
gosterilmistir. Bu skalada sar1 ise orta noktayr gostermektedir. Bu sekilde tiim genlerin
ekspresyon diizeyleri bu renk skalasinda sematize edilmis ve pluripotensi belirteglerinin
ekspresyon seviyelerini en etkin sekilde artiran kimyasal kombinasyonun ayirt edilmesi

saglanmistir. Is1 haritasi olusturmak icin “Microsoft Excel 2016” programi kullanilmistir.
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3.11. istatistiksel Analiz

Deney kosullari arasinda her bir gen icin elde edilen ekspresyon seviyesi degisimlerinin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in bir dizi istatistiksel test
uygulanmistir. Katli degisim olarak ifade edilen ekspresyon seviyeleri normal dagilima

uymadig icin “non-parametrik” istatistiksel teknikler kullanilmistir.

Oncelikle her bir kosula ait farkh giinlerdeki ekspresyon seviyeleri gruplanarak (érn.; C1
kosulu i¢in C1-D1, C1-D3 ve C1-D5’e ait “duplicate” 6 veri noktasi) hi¢ bir kosul uygulanmamis
CO kosuluyla karsilastirilmistir. Bu karsilastirmada “Mann-Whitney U” testi kullanilmistir. Bu
karsilastirmanin amaci, deney kosullari ile kontrol grubu arasinda, her bir genin ekspresyon
seviyeleri arasinda anlamli bir fark olup olmadiginin belirlenmesidir. Burada “null-hipotezi”
gruplar arasinda herhangi bir fark olmadig iizerine kurulmus ve p degeri 0,05’ten kii¢lik olan
sonuglar anlamh degisim olarak degerlendirilmistir (%95 giiven araliginda, 2-yonlii test
sonucu). Bu sekilde C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 ve C9 kosullarimin her biri CO ile

karsilastirilarak p-degerleri bulunmustur.

Yapilan tiim bu istatistiksel analizler, ayrica her bir kosula ait farkli giinlerdeki
ekspresyon seviyeleri icin de ayr1 ayr1 olmak Ulzere gerceklestirilmistir. Her bir giindeki
ekspresyon seviyeleri karsilastirilirken, grup i¢i veri sayisi 2 oldugundan (duplicate reaksiyon
sonuglar1), bu karsilastirmalar icin “Student’s t-test” kullanilmistir. Her bir kosulun tiim
glnlerinin gruplanmasi ve giinlerin ayr1 ayri karsilastirilmasi sonucunda elde edilen p-degerleri,
genlerin ekspresyon seviyesi degisimlerinin istatistiksel anlamliliginin belirlenmesinde ve

sonuglarin yorumlanmasinda kullanilmistir.

Ekspresyon seviyeleri kathh degisim olarak ifade edildiginden ve elde edilen veriler
normal dagilima uymadigindan, ayrica birden fazla kosul (9 kosul) kontrol grubu ile
karsilastirildigindan, “Mann-Whitney U” ve “Student’s t-test” ile yapilan karsilastirmalarin
bazilarinin tesadiifi olarak anlamli bulunma ihtimali bulunmaktadir. Bu olasilifi ortadan
kaldirmak icin elde edilen p-degerleri “Benjamini-Hochberg” istatistiksel teknigi ile
diizeltilmistir [53]. Yapilan diizeltme sonucunda (yanhs kesif orani=false discovery rate %5
olacak sekilde test yapilmistir) p-degerleri 0,05’in lizerinde olan bazi kosullar da anlamh

ekspresyon degisimleri olarak dikkate alinmistir.

Istatistiksel testlerden Mann-Whitney U testi “Statistica 13.3” programu ile yapilmuis,

diger tiim testler ve hesaplamalar ise “Microsoft Excel 2016”da yapilmistur.
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4. BULGULAR

Amniyositlerin kimyasal molekiillerle yeniden programlanabilme kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda, ilk dnce yeterli sayida amniyosit elde edilene kadar
hasta materyalleri kiiltiire edilmis, daha sonra siispanse haldeki ayni hiicre populasyonundan
farkli kimyasal kombinasyonlarinin uygulanmasi icin hiicre kiiltiir petrilerine ekim yapilmistir.
Belirtilen doz ve siirelerde kimyasal uygulamalar1 sonrasi ise, dnce hiicrelerdeki morfolojik
degisimlerin incelenmesi icin mikroskop ile goriintileme yapilmis, hemen ardindan da
hiicrelerden RNA ekstrakte edilmis ve bu RNA’lar kullanilarak pluripotensi belirteglerinin
ekspresyon degisimleri kantitatif olarak incelenmistir. Dolayisiyla elde edilen bulgular asagidaki
2 ana grupta verilmistir:

- Pluripotensi belirteclerinin ekspresyon degisimlerinin incelenmesi

- Hiicrelerin morfolojik yapisindaki degisimlerin incelenmesi

4.1. Pluripotensi Belirteclerinin Ekspresyon Degisimleri

Standart hiicre kiiltiir ortaminda c¢ogaltilan amniyositler 60 mm’lik hiicre kiiltiir
petrilerine esit miktarda ekildikten sonra kontrol grubuyla birlikte 10 farkli deneysel kosulu
olusturacak sekilde farkli kimyasal kombinasyonlari ile muamele edilmistir. Kontrol grubu “C0”
olarak kodlanmis, kimyasal eklenen gruplar ise Tablo 3.4. ve Tablo 3.5.de belirtilen
kombinasyonlarda ve dozlarda “C1'den C9”a kadar deney gruplarini olusturmustur. Her bir
kosul i¢in 3 farkl petri kullanilmis, birinci petri 1. giin sonunda, 2. getri ikinci giin sonunda ve
ticlincii petri de 5. giin sonunda RNA ekstraksiyonu icin kullanilmistir. Béylece her bir kosulun
farkl glinlerdeki 6rnekleri “C0-D1, C0-D3, C0-D5” olacak sekilde 3 farkli kod ile ifade edilmistir.
Ektrakte edilen RNA’lardan yapilan kantitatif Real-Time PCR ve 2-24¢t metodu ile yapilan
ekspresyon analizleri sonucunda, her bir gen icin kontrol grubunun birinci gliniindeki
ekspresyon seviyesi “1” olarak kabul edilip, diger kosullarin ekspresyon seviyeleri rolatif olarak

ve katli degisim (fold-change) cinsinden hesaplanarak grafiklere aktarilmistir.

Deneyler yapilirken 2 farkli amniyosit kiiltiirii ile es-zamanli olarak ve tekrarlanabilirlik
kosullarinda ¢alismalar yapilmistir. 2 farkh kiiltiirle ve her biri “duplicate” olarak yapilan
deneyler sonucunda elde edilen ekspresyon seviyelerinin ortalamasi grafiklerde gosterilmis,
standart sapmasi ise her bir grafik {izerinde hata ¢ubugu (error bar) olarak belirtilmistir. 10
adet pluripotensi belirteci icin kontrol ve deney gruplarinda elde edilen ekspresyon seviyeleri

Sekil 4.1."den Sekil 4.10’a kadar gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplarinda kath degisim olarak ifade edilen KIT (c-Kit) ekspresyon
diizeyleri. a) tiim gilinlerdeki; b) birinci giindeki; c) tg¢ilinci giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon
seviyeleri. Ekspresyon seviyeleri ortalama #* standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki
ekspresyon seviyeleri Student’s t-test ile, tiim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile
karsilastirilmistir. Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg
metodu ile diizeltilerek anlamli degisimler belirlenmistir.

* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarinda katli degisim olarak ifade edilen MYC (c-Myc) ekspresyon
diizeyleri. a) tiim giinlerdeki; b) birinci giindeki; c¢) tiglincli giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon

seviyeleri. Ekspresyon seviyeleri ortalama #* standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki

ekspresyon seviyeleri Student’s t-test ile, tim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile

karsilastirilmistir. Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg

metodu ile diizeltilerek anlaml degisimler belirlenmistir.

* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinda kath degisim olarak ifade edilen DPPA3 ekspresyon diizeyleri.
a) tim giinlerdeki; b) birinci giindeki; c) liglincii giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlamli degisimler belirlenmistir.

* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Amniyositlerin sagkalim ve proliferasyonundaki kritik genlerden bir tanesi olan KIT (c-
Kit)'in ekspresyon degisimleri Sekil 4.1."de verilmistir. Tiim glinlerdeki ekspresyon degisimleri
birarada degerlendirilip Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo
4.1.), kontrol grubuna gore C2, C3 ve C5 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir. Literatiirde daha dnce ¢alisilan sadece VA eklenmis
kosulda (C1) KIT ekspresyon diizeyinde yaklasik 3-4 kat artis gozlenirken, C2 grubunda 5 kat,
C3 grubunda 15 kat ve C5 grubunda 20 kata kadar artis oldugu goériilmektedir. Her bir glindeki
ekspresyon degisimleri kendi icinde degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.)
ise, birinci giinde C3 ve C5 kosullarinda artis, C4, C6, C7 ve C9 gruplarinda ise azalis oldugu;
ticlincii giinde C3, C5 ve C9 gruplarinda artis oldugu; besinci giinde ise C2, C5 ve C8 gruplarinda
artis oldugu goriilmektedir. Tiim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C5,

daha sonra C2 grubunda gerceklestigi goériilmektedir.

Dort Yamanaka faktoriinden biri olan ve hiicre yeniden programlamaki temel genlerden
biri olan MYC (c-Myc) ekspresyon degisimleri Sekil 4.2.’de gorilmektedir. Tim giinlerdeki
ekspresyon degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna gére C1, C2, C5, C7 ve C8 gruplarinda
istatistiksel olarak anlamhl diizeyde ekspresyon degisimi oldugu gorilmektedir. Literatiirde
daha once calisilan sadece VA eklenmis kosulda (C1) MYC ekspresyon diizeyinde yaklasik 3 kat
artis gozlenirken, C7 grubunda yaklasik 2,5 kata kadar artis, C2, C5 ve C8 gruplarinda ise
yaklasik 2 kat azalis gorilmektedir Her bir giindeki ekspresyon degisimleri kendi iginde
degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.) ise, birinci gliinde C2, C5, C8 ve C9
kosullarinda azalis gozlenmis, diger giinlerde ise anlamli bir degisim bulunamamistir. Tiim
ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C1 ve C7 grubunda gerceklestigi

goriilmektedir.

Amniyositlerin sagkalim ve proliferasyonundaki kritik genlerden bir tanesi DPPA3’tiir
ve Sekil 4.3.de ekspresyon degisimleri verilmistir. Tiim giinlerdeki ekspresyon degisimleri
birarada degerlendirilip Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo
4.1.), kontrol grubuna gore C4, C6, C7, C8 ve C9 gruplarinda istatistiksel olarak anlamh diizeyde
ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir. Literatiirde daha 6nce c¢alisilan sadece VA eklenmis
kosulda (C1) DPPA3 ekspresyon diizeyinde anlaml bir degisim gozlenmezken, C4, C6, C8 ve C9
gruplarinda 10-15 kat, C7 grubunda ise yaklasik 20 kata kadar artis oldugu goriilmektedir. Her
bir giindeki ekspresyon degisimleri kendi icinde degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda
(Tablo 4.2.), birinci glinde C2 ve C3 kosullarinda azalis, C4, C6, C7, C8 ve C9 gruplarinda ise artis
oldugu; tlglnci ve besinci giinlerde ise C3, C4, C6, C7, C8 ve C9 gruplarinda artis oldugu
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gorilmektedir. Tiim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C7, daha sonra

C4 grubunda gerceklestigi goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarinda kath degisim olarak ifade edilen DPPA5 ekspresyon diizeyleri.
a) tim giinlerdeki; b) birinci glindeki; c) liglincii giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tim glinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirllmistir.
Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlaml degisimler belirlenmistir.
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* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinda katli degisim olarak ifade edilen FUT4 ekspresyon diizeyleri.
a) tim giinlerdeki; b) birinci glindeki; c) iiglincii giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlaml degisimler belirlenmistir.
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* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplarinda katli degisim olarak ifade edilen KLF4 ekspresyon diizeyleri. a)
tlim glinlerdeki; b) birinci glindeki; c¢) tliclincli giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tim glinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlaml degisimler belirlenmistir.
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* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).

Amniyositlerin sagkalim ve proliferasyonundaki kritik genlerden bir digeri olan
DPPA5’'in ekspresyon degisimleri Sekil 4.4.de verilmistir. Tim gilinlerdeki ekspresyon
degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna goére C6, ve C7 haricindeki tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlaml bir ekspresyon artis1 gortiilmektedir. Literatiirde daha 6nce ¢alisilan
sadece VA eklenmis kosulda (C1) DPPA5 ekspresyon diizeyinde yaklasik 20 kata kadar artis
gozlenirken, C7 ve C8 gruplarinda 200 kata kadar, C2, C3, C4, C5 ve C9 gruplarinda 20-100 kat
arast artislar goriilmektedir. Her bir gilindeki ekspresyon degisimleri kendi iginde
degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.), birinci giinde C2 ve C6 harici tim
gruplarda artis oldugu; tlglincii ve besinci glinlerde ise biitiin deney gruplarinda artis oldugu
goriilmektedir. Tiim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C8 ve C7

gruplarinda gerceklestigi goriilmektedir.

Pluripotensinin siirdiirtilmesinde rol alan FUT4'lin ekspresyon degisimleri Sekil 4.5.'de
goriilmektedir. Tiim giinlerdeki ekspresyon degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney
U testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna goére C3, C4 ve C7
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir.
Literatiirde daha 6nce galisilan sadece VA eklenmis kosulda (C1) FUT4 ekspresyon diizeyinde
anlaml bir degisim gozlenmezken, C3 grubunda yaklasik 2,5 kat, C4 grubunda yaklasik 7 kat, C7
grubunda ise yaklasik 10 kat artis goriilmektedir. Her bir giindeki ekspresyon degisimleri kendi
icinde degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.) ise, birinci giinde sadece C7
grubunda artis; tgiincii glinde C4, C7 ve C8 gruplarinda artis; besinci giinde ise C4 ve C7
gruplarinda artis gozlenmistir. Tiim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin

C7 ve C4 gruplarinda gergeklestigi goriilmektedir.

Yamanaka faktorlerinden biri olan KLF4lin ekspresyon degisimleri Sekil 4.6.da
verilmistir. Tim gilinlerdeki ekspresyon degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney U
testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna goére C1 ve C2
haricindeki tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ekspresyon artisi oldugu
goriilmektedir. Literatiirde daha once calisilan sadece VA eklenmis kosulda (C1) KLF4
ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisim gozlenmezken, C3 ve C5 gruplarinda 2-5 kat, C6, C8
ve C9 gruplarinda yaklasik 5-50 kat, C4 ve C7 gruplarina ise 200 kata kadar artis oldugu
goriilmektedir. Her bir giindeki ekspresyon degisimleri kendi icinde degerlendirilip t-testi ile

karsilastirildiginda (Tablo 4.2.), birinci giinde C4, C7, C8 ve C9 kosullarinda artis; li¢iincii giinde
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C2, C4, C6, C7, C8, C9 gruplarinda artis; besinci giinde ise C2 haricinde tiim deney gruplarinda
artis oldugu gorilmektedir. Tiim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C7,

daha sonra C4 grubunda gerceklestigi goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Kontrol ve deney gruplarinda katl degisim olarak ifade edilen NANOG ekspresyon diizeyleri.
a) tiim gilinlerdeki; b) birinci giindeki; ¢) ligclincli giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama #* standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tiim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
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Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlamli degisimler belirlenmistir.
* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Sekil 4.8. Kontrol ve deney gruplarinda katli degisim olarak ifade edilen OCT4 ekspresyon diizeyleri. a)
tlim giinlerdeki; b) birinci glindeki; c¢) l¢linci giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
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Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlamli degisimler belirlenmistir.
* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).
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Sekil 4.9. Kontrol ve deney gruplarinda kath degisim olarak ifade edilen SALL4 ekspresyon diizeyleri.
a) tim giinlerdeki; b) birinci giindeki; c) iiglincii glindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.

Ekspresyon seviyeleri ortalama *

standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon

seviyeleri Student’s t-test ile, tiim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
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Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlamli degisimler belirlenmistir.
* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).

Pluripotensi gen diizenleyici ag (PGRN)'1n merkezi genlerinden biri olan NANOG'un
ekspresyon degisimleri Sekil 4.7.de verilmistir. Tiim gilinlerdeki ekspresyon degisimleri
birarada degerlendirilip Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo
4.1.), kontrol grubuna goére C4, C7, C8 ve C9 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
ekspresyon artisi goriilmektedir. Literatiirde daha 6nce galisilan sadece VA eklenmis kosulda
(C1) NANOG ekspresyon dilizeyinde anlamli bir degisim gozlenmezken, C4 ve C8 gruplarinda 25-
30 kat, C7 ve C9 gruplarinda ise 50 kata kadar artislar goriilmektedir. Her bir giindeki
ekspresyon degisimleri kendi icinde degerlendirilip ¢t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.),
birinci giinde C6 ve C9 gruplarinda artis, C2 grubunda azalis; liglincii glinde C3, C4, C6, C7, C8 ve
C9 gruplarinda artis; besinci giinde ise sadece C9 grubunda anlamh artis goriilmektedir. Tiim
ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C7, daha sonra sirasiyla C9, C8 ve C4

gruplarinda gerceklestigi goriilmektedir.

Yamanaka faktorlerinden bir digeri olan OCT4’lin ekspresyon degisimleri Sekil 4.8.'"de
goriilmektedir. Tim glinlerdeki ekspresyon degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney
U testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna gore C4, C8 ve C9
gruplarinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir.
Literatiirde daha 6nce ¢alisilan sadece VA eklenmis kosulda (C1) OCT4 ekspresyon diizeyinde
anlamli bir degisim gozlenmezken, C4 ve C8 gruplarinda yaklasik 5-10 kat, C9 grubunda ise
yaklasik 10 kat artis goriilmektedir. Her bir giindeki ekspresyon degisimleri kendi icinde
degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.), birinci giinde hig¢bir grupta anlamh
degisim gozlenmemis; ticiincii giinde C7 grubunda artis; besinci giinde ise C8 grubunda artis
gozlenmistir. Tim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C9 grubunda

gerceklestigi goriilmektedir.

Bir diger pluripotensi belirteci olan SALL4’lin ekspresyon degisimleri Sekil 4.9.da
verilmistir. Tim giinlerdeki ekspresyon degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney U
testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna gore tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlaml diizeyde ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir. Literatiirde daha
once calisilan sadece VA eklenmis kosulda (C1) SALL4 ekspresyon diizeyinde yaklasik 8 kata
kadar artis gozlenirken, C2, C3 ve C5 gruplarinda 10-15 kat; C4 ve C9 gruplarinda 45-50 kat; C6,
C7 ve C8 gruplarinda ise 100 kata kadar artis oldugu goriilmektedir. Her bir giindeki ekspresyon
degisimleri kendi icinde degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.), sadece birinci
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giinde C2 grubunda anlamli bir degisim olmadig), diger tiim gilinlerde ve kosullarda istatistiksel
olarak anlamli ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir. Tim ekspresyon degisimleri

incelendiginde, en belirgin artisin C6, daha sonra C8 ve C7 gruplarinda gerceklestigi

gorilmektedir.
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney gruplarinda kath degisim olarak ifade edilen SOX2 ekspresyon diizeyleri.
a) tim giinlerdeki; b) birinci giindeki; c) liglincii giindeki; d) besinci giindeki ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyon seviyeleri ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. Her bir giindeki ekspresyon
seviyeleri Student’s t-test ile, tim giinlerdeki seviyeler ise Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
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Her iki istatistiksel test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile diizeltilerek
anlamli degisimler belirlenmistir.
* [statistiksel olarak anlamli (t-test); ** Istatistiksel olarak anlamli (Mann Whitney U test).

Yamanaka faktorlerinden bir digeri ve pluripotensi gen diizenleyici ag§ (PGRN)in
merkezi genlerinden biri olan SOX2’'nin ekspresyon degisimleri Sekil 4.10.’da goriilmektedir.
Tiim giinlerdeki ekspresyon degisimleri birarada degerlendirilip Mann Whitney U testi ile
istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Tablo 4.1.), kontrol grubuna gére C4, C5, C6, C7, C8 ve C9
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ekspresyon artisi oldugu goriilmektedir.
Literatiirde daha dnce galisilan sadece VA eklenmis kosulda (C1) SOX2 ekspresyon diizeyinde
anlaml bir degisim gézlenmezken, C5, C8 ve C8 gruplarinda yaklasik 15-40 kat, C4, C6 ve C7
gruplarinda ise yaklasik yaklasik 80-120 kat artis goriilmektedir. Her bir giindeki ekspresyon
degisimleri kendi icinde degerlendirilip t-testi ile karsilastirildiginda (Tablo 4.2.), birinci giinde
C4, C5, C6, C7, C8 ve C9 gruplarinda artis; liglincl ve besinci giinlerde ise tim gruplarda artis
gozlenmistir. Tiim ekspresyon degisimleri incelendiginde, en belirgin artisin C7 grubunda, daha

sonra C6 ve C4 gruplarinda gerceklestigi goriilmektedir.

Tablo 4.1. Kontrol ve her bir deney grubundaki ekspresyon seviyelerinin (tiim giinler) “Mann

Whitney U testi” ile istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucu elde edilen p-degerleri.

"p" degerleri (Mann-Whitney U)

C1 C2 C3 C4 C5 Cé Cc7 C8 Cc9
KIT 0,240 0,009 0,002 0,699 0,002 0,485 0818 0310 1,000
MYC 0.093 0,002 0,310 1,000 0,015 0,240 0,093 0093 0394

DPPA3 1,000 0,485 0,699 0,009 0,485 0,004 0,002 0,002 0,015
DPPAS5 0132 0,026 0,015 0,002 0,002 0,310 0,026 0,002 0,004

FUT4 1,000 0,240 0,009 0,041 0,818 0,240 0,065 0310 0240
KLF4 0,240 0,394 0,026 0,002 0,093 0,002 0,002 0,002 0,002
NANOG 0,394 0,818 0,485 0,026 0,180 0,180 0,041 0,004 0,002
0CT4 0,818 0,818 0,699 0,026 0,699 0,132 0240 0,015 0,002
SALL4 0180 0,065 0,026 0,009 0,065 0,004 0,009 0,002 0,026
S0X2 0,394 0,394 0,240 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002

* Mann-Whitney U testi sonucunda istatistiksel olarak anlaml ¢ikan sonuclarin (p<0,05) p-degerleri koyu punto ile
gosterilmistir.
** Mann-Whitney U testi sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile "%25 false discovery
rate" uygulanarak diizeltildikten sonra istatistiksel olarak anlaml ¢ikan diger sonuglar alt1 ¢izili olarak
gosterilmistir.

Ekspresyon diizeyleri incelenen tiim pluripotensi belirtecleri, 2 farkl istatistiksel test

kullanilarak kontrol ve deney gruplari arasinda karsilastinlmistir. Ik olarak tiim giinlerdeki
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ekspresyon diizeyleri (6rnegin C1 grubu icin 1., 3. ve 5. giinlerde “duplicate” olarak 6lciilen ve
kath degisim olarak ifade edilen ekspresyon seviyeleri) bir grup halinde alinarak kontrol
grubuyla karsilastinlmistir. Olgiilen ekspresyon seviyeleri normal dagiima uymadig icin
parametrik olmayan Mann Whitney U testi ile bu istatistiksel analiz yapilmistir. %95 giiven
araliginda p<0,05 olan karsilastirmalar anlamli olarak kabul edilmistir. Ancak deneysel
gruplarin fazla olmasi nedeniyle yanlis kesif olasiligini ortadan kaldirmak amaciyla elde edilen
p-degerleri Benjamini Hochberg istatistiksel metodu ile “%25 false discovery rate” diizeyinde
diizeltilmis, bu dilizeltme sonrasi p>0,05 olan bazi gruplar da anlamh degisim olarak
bulunmustur. Tiim gruplarda elde edilen p-degerleri ve anlamli degisim gosteren kosullar Tablo

4.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Kontrol ve her bir deney grubundaki ekspresyon seviyelerinin ayr1 ayri giinlerde
Student’s t-test ile istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucu elde edilen p-degerleri.

"p" degerleri (Student's t-test)

C1 C2 C3 C4 C5 Cé C7 C8 C9

1. glin 0,070 0,233 0.069 0,040 0,045 0.051 0,134 0,803  0.069

KIT 3. glin 0,169 0,169 0,001 0,466 0,082 0212 0,266 0211 0,039
5. glin 0,438 0.071 0,222 0,185 0,029 0,500 0172 0,008 0831

1. glin 0,237 0,046 0,298 0,279 0,024 0,372 0,139 0,012 0,008

MYC 3. glin 0,299 0,139 0,145 0,484 0,160 0,281 0,185 0222 0,999
5. glin 0,096 0,138 0,502 0,338 0,180 0,699 0,453 0255 0229

1. glin 0,399 0.050 0111 0.075 0,301 0,073 0,080 0,040 0.084

DPPA3  3.gln 0,835 0,562 0.086 0,030 0214 0.052 0,068 0224 0,028
5. giin 0,415 0427 0,043 0,128 0,254 0,160 0,002 0,091 0063

1. glin 0.050 0136 0,264 0,033 0.059 0,305 0154 0188 0076
DPPA5  3.giin 0,029 0194 0130 0195 0.285 0.160 0.356 0,086 0284
5. giin 0170 0,082 0136 0,006 0154 0214 0.204 0,002 0,030

1. glin 0,820 0,128 0,073 0,332 0,164 0,538 0,016 0,500 0,907
FUT4 3. gln 0,746 0,158 0212 0.094 0,748 0,260 0,035 0,007 0.076
5. glin 0,461 0,717 0312 0,026 0,676 0,114 0,007 0177 0,155

1. giin 0,370 0,221 0,327 0,078 0,322 0,147 0,011 0,017 0,015
KLF4 3. gln 0,623 0.063 0,228 0,045 0,527 0165 0,047 0,008 0,019
5. glin 0150 0,279 0117 0,020 0,015 0,032 0,031 0,048 0,007

1. giin 0,455 0,069 0,226 0,187 0,161 0.060 0113 0,143  0.080
NANOG 3. gun 0317 0,321 0.089 0,048 0222 0108 0,026 0,060 0,083
5. giin 0,863 0,588 0,404 0,122 0,281 0,918 0,096 0,106 0,008

1. glin 0,359 0,397 0,838 0,262 0,359 0,304 0,561 0135 0,197
0CT4 3. gun 0,265 0273 0,303 0,149 0,703 0,203 0,010 0,180 0,164
5. giin 0,884 0,306 0,653 0,239 0,155 0,742 0,211 0,010 0,186

1. glin 0203 0,490 0,066 0138 0,043 0133 0,009 0,048 0,029
SALL4 3. gln 0,014 0,070 0156 0120 0,048 0156 0.088 0,049 0.079
5. glin 0,030 0,076 0,085 0,022 0119 0,026 0,074 0,038 0.070

S0X2 1. giin 0,062 0,500 0,920 0,160 0103 0153 0,044 0,041 0,059
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3. gln 0,026 0122 0148 0103 0,002 0,288 0.074 0,062 0,042
5. giin 0125 0,732 0,023 0,069 0,046 0129 0,000 0138 0,001

* Student’s t-test sonucunda istatistiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglarin (p<0,05) p-degerleri koyu punto ile gosterilmistir.

** Student’s t-test sonucunda elde edilen p-degerleri Benjamini-Hochberg metodu ile "%25 false discovery rate" uygulanarak
diizeltildikten sonra istatistiksel olarak anlamli ¢ikan diger sonuglar alti ¢izili olarak gosterilmistir.

Tlim giinlerdeki ekspresyon seviyelerinin grup olarak karsilagtirilmasinin yani sira, her
bir giindeki ekspresyonlar da istatistiksel olarak karsilastirilarak anlamlh diizeyde degisim
gosteren gruplar belirlenmistir. Bu amacla “Student’s t-test” kullanilmistir. Her bir giindeki
ekspresyon seviyeleri karsilastirilirken, “duplicate” sonuglar kullanildigl icin grup ici veri sayisi
Mann Whitney U testi icin yetersiz oldugundan t-test tercih edilmistir. Yine verilerin normal
dagilima uymamasi nedeniyle t-testinde “esit olmayan varyansh iki 6rnegin karsilastirilmasi
(two sample assuming unequal variances)” yaklasimi uygulanmistir. Ayrica deneysel gruplarin
fazla olmasi nedeniyle elde edilen p-degerleri yine Benjamini Hochberg istatistiksel metodu ile
“%25 false discovery rate” diizeyinde duizeltilmistir. Tiim gruplarda ve gilinlerde elde edilen p-

degerleri ve anlamh degisim gosteren kosullar Tablo 4.2.’de 6zetlenmistir.

Amniyositlerin yeniden programlanmasi icin en etkin kimyasal kombinasyonunu
belirlemek bu calismanin amaci oldugundan, tiim pluripotensi belirteclerinin ekspresyon
seviyeleri 1s1-haritasi ile goriintiillenmistir (Sekil 4.11.). Her bir gen icin, minimum ekspresyon
seviyesi kirmizi, maksimum ekspresyon seviyesi yesil olarak gdosterilmis, ara seviyedeki
ekspresyonlar ise diizeylerine gore renk skalasi ile ifade edilmistir. Bu yontemde, gorsel olarak
en fazla ekspresyon artisinin ya da azalisinin hangi gen/genler kapsanacak sekilde oldugu ayirt
edilebilmektedir. Bu nedenle, bireysel olarak genlerin tek tek ekspresyon seviyelerinin
karsilastirilmasina goére daha kapsamli bir degerlendirme olanag1 elde edilmektedir. Sekil
4.11.deki 1si1-haritasinda net olarak gorildiigii iizere, en etkin kombinasyonun C7 (VA, SB,

CHIR), daha sonra C4 (VA, CHIR) oldugu izlenmektedir.

4.2. Hiicrelerin Morfolojik Yapisindaki Degisimler

Histon modifikasyonuna neden olan ve/veya hiicre yeniden programlanmasinda etkili
sinyal yollarini inhibe eden farkli kombinasyonlarda kimyasallarla yapilan uygulamalar
sonrasinda hiicre morfolojilerinin nasil degistigi “inverted faz-kontrast mikroskop” altinda
incelenmis ve hiicre yapilar1 goruntiilenmistir. Burada amag, hem uygulanan kimyasal
kombinasyonunun hiicre sayisi, canliligl gibi parametreleri nasil etkiledigini izlemek, hem
hiicrelerin birbirleriyle olan baglantilardaki (kiimelenme, sacilma, vb.) degisiklikleri gozlemek,

hem de hiicrenin diferansiyasyon diizeyinin de bir gostergesi olan hiicre morfolojisinin nasil
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doniistiigiinii belirlemektedir. Ancak bu goriintilemeler daha sonra yapilmis olan kantitatif
ekspresyon analizlerinde elde edilen bulgularin yorumlanmasina katkida bulunma amacgh olup,

hiicre yapisi ve morfolojisiyle ilgili herhangi bir kantitatif 6l¢iimii icermemektedir.

KIT MYC DPPA3 DPPA5 FUT4 KLF4 NANOG OCT4 SALL4 SOX2

* * L

Min Mid Max
Sekil 4.11. incelenen tiim pluripotensi belirteclerinin kontrol ve deney gruplarindaki

ekspresyon degisimlerinin 1s1-haritasi (heat-map) yontemiyle gosterilmesi.

Sekil 4.12.’de tiim kontrol ve deney gruplarina ait hiicre kiltiir petrilerinin, “inverted
faz-kontrast mikroskop” incelemelerine ait temsili goriintiileri verilmistir. Kontrol grubunda

(CO), amniyositlerin dogasina da paralel olarak farkli morfolojilerde hiicre igeren bir
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popiilasyon gozlenmekle beraber, genel olarak mezensimal fenotipte (genis, yass1 geometriye
sahip) hiicreler gozlenmistir. Deney gruplarinda ise Sekil 4.12."de goriilecegi lizere, uygulanan
kimyasal kombinasyonuna gore olduk¢a farkli morfolojik degisimler izlenmistir. Sadece histon

deasetilaz (HDAC) inhibitérii valproik asit uygulanan C1 grubunda, uzamis, ndéron-benzeri,

bipolar morfolojide hiicreler ayirt edilmistir.

CO (Kontrol):

Heterojen hiicre
popilasyonu,
mezensimal morfoloji

hakim.

C1:
Uzamis, bipolar-
benzeri hiicreler,

noéron-benzeri

morfoloji.

C2:
Mezensimal morfoloji
hakim, kontrol
grubuna benzer

morfoloji.

C3:
Uzamis hiicreler var,
ancak hiicre boyutlari

artmis.
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C4:
Uzamus, tiip seklinde
hiicreler yogun olarak

gozleniyor.

Sekil 4.12. Kontrol ve deney gruplarindaki hiicrelerde morfolojik degisimler (Goériintiiler 20X

biiytitmede alinmistir, her bir gruptaki hakim morfoloji goriintiilerin yaninda belirtilmistir.).

C5:
Kiigiik boyutluy,
slispanse-benzeri
hiicreler hakim, 6li

hiicre sayisi fazla.

C6:
Uzamis hiicreler
olmakla beraber,
kiimelenmis epitel-
~ benzeri hiicre gruplar
var, 6li hiicre sayisi

fazla.

C7:
Epitel-benzeri
hiicreler ve uzamis
morfolojide hiicreler
hakim, 6li hiicre

sayisl fazla.

C8:

Olii hiicre sayis1 en
fazla olan grup,
mezensimal fenotipli,
biiyiik ve kigiik

hacimli hiicreler var.
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C9:

Tiim hiicrelerin
hacimleri kiigtk,
heterojen (epiteloid,
mezengimal, uzamis)

morfoloji var.

Sekil 4.12. (6nceki sayfadan devam)...

Valproik asit ile birlikte MAPK sinyal yolu inhibitérii PD0325901 eklenen C2 grubunda
ise kontrol grubuna gore belirgin bir morfolojik degisim gézlenmemistir. Bu grupta da kontrol
grubu gibi mezensimal fenotipte yassi, genis ve diiz hiicre morfolojisi hakimdir. Valproik asit ile
birlikte TGFf inhibitorii olan SB431542 eklenen C3 grubundaki en dikkat cekici degisiklik hiicre
boyutlarinin artisidir. Ayrica uzamis morfolojide hiicreler de gézlenmistir. C4 grubu, uzamis tiip
benzeri morfolojinin en belirgin sekilde ayirt edildigi gruptur ve bu hiicrelere valproik asit ile
birlikte GSK3 inhibitorit CHIR99021 uygulanmistir. Valproic acid, PD0325901 ve SB431542'nin
tctiniin birlikte uygulandig1 C5 grubunda siispanse benzeri kii¢iik boyutlu hiicreler gozlenmis,
ayrica 0li hiicre sayisinin da fazla oldugu izlenmistir. C6 grubunda (Valproik asit, PD0325901
ve CHIR99021 uygulanmistir) 6li hiicreler yogun olmakla birlikte, kiiciik hiicrelerden olusan
hiicre kiimelenmelerine rastlanmistir (epitel benzeri morfoloji ile uyumlu). Valproik asit,
SB431542 ve CHIR99021 uygulanan grup olan C7’de uzamis morfolojide ve epitelyal
karakteristikte hiicrelerin baskin oldugu; ancak 6lii hiicre populasyonun da fazla oldugu
gorilmiistiir. Valproik asit, PD0325901, SB431542 ve CHIR99021'in dordiiniin birlikte
eklendigi kosulda (C8) heterojen bir hiicre morfolojisi gozlenmekle birlikte, mezensimal
fenotipin agirlikta oldugu, ayrica 6l hiicre sayisinin oldukga fazla oldugu gézlenmistir. Valproik
asit olmaksizin diger 3 inhibitériin (PD0325901, SB431542 ve CHIR99021) varlhiginda ise (C9
grubu) hiicre boyutlarinin belirgin sekilde kiiciildiigli, heterojen morfolojideki hiicre

populasyonunun ise korundugu izlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Rejeneratif tipta ana amag¢ doku ve/veya organlari canli ve kisinin kendi hiicrelerinden
koken alan spesifik implantlarla onarmak ya da degistirmektir. Pluripotent kok hiicreler ise
sinirsiz c¢ogalma yenetenegine sahip ve viicuttaki tiim hiicre tiplerine farklilasabilme
ozelligindeki hiicrelerdir ve bu nedenle rejeneratif tipta 6nemli bir adaydir [2]. Somatik
hiicrelerin yeniden programlanmasi ile iPSC'ye doniistiiriilmesine yonelik calismalar son
yillarda biiyiik artis gostermis, ancak heniiz klinik olarak kullanilabilecek, stokastik olmayan,
stabil, etkileri dngoriilebilir ve immiinojenite problemleri yaratmayan iPSC olusumu tam olarak

basarilamamistir [3, 5].

Somatik hiicrelerin iPSC’lere yeniden programlanabileceginin gosterilmesinden sonra
hiicre yeniden programlamasi konusunda biiytik yol alinmis, ancak elde edilen iPSC’lerin diistik
etkinlikte olmasi, stabil olmamasi, indiiksiyon mekanizmasinin deterministik olarak
belirlenememesi, onkogenik tehlike barindirmasi gibi nedenlerle hiicre programlamada yeni
arayislara girilmis ve 2009 yilinda kimyasal maddelerle kromatin modifikasyonu ve /veya hiicre
sinyal yollarinin aktivasyonu/inhibisyonu yoluyla da hiicrelerin programlanabilecegini gosteren
calismalar baslamistir [5, 20, 21, 23]. Bir¢ok hiicre tipinde bir¢cok kimyasal kombinasyonu
kullanilarak iPSC’ler olusturulmasina ragmen, etkinlik ve giivenlik yoniinden klinik kullanima

uygun iPSC’lerin eldesine yonelik calismalar devam etmektedir.

Bu calismada, allogenik tedavi yaklasimlar icin son derece uygun, immiinojenite ve
tlimorijenitesi dusiik bir hiicre tipi olan amniyositlerin kimyasal olarak yeniden programlanma
kapasiteleri incelenmis ve iPSC olusturulmasi amaciyla hem az calisilan bir hiicre tipi olan
amniyositler, hem de glvenlik 06zellikleri dolasiyla son yillarda dikkat g¢eken kimyasal
programlama konularinin ve pluripotentlik 6zelliklerine etkisinin belirlenmesi amaglanmistur.
Amniyositlerin secilme nedeni, son yillarda gosterilen pluripotentlik potansiyellleri dolayisiyla
hiicre programlama i¢in elverisli bir aday hiicre tipi olmalaridir [15, 19]. Kimyasal programlama

ise glivenlik ozellikleri nedeniyle tercih edilmistir [24]. Calismanin nihai hedefini ise, iPSC
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olusturmada somatik hiicre kaynagi olarak amniyositlerin kullanilabilirliginin ve hiicre yeniden
programlamada uygun kimyasal kombinasyonunun belirlenmesi olusturmaktadir. Ayrica
yapilacak deneylerle elde edilecek bulgularin molekiiler diizeyde koék hiicre dinamiklerinin

anlasilmasina yonelik katki saglayacagi 6ngoriilmiistiir.

Amniyositlerin iPSC’ye yeniden programlanabilecegi ile ilgili ilk ¢calisma Moschidou D. ve
arkadaglari tarafindan 2012 yilinda yapilmistir ve KIT pozitif amniyotik sivi hiicrelerine histon
deasetilaz inhibitérii valproik asit (VA) uygulanarak ve herhangi bir ektopik ekspresyon
yapilmadan hESC’lere %82 oraninda benzeyen iPSCler olusturulmustur [38]. Literatiirde
kimyasal yeniden programlama i¢in amniyosit kullanimina ydnelik ikinci calisma ise yine ayni
grup tarafindan yapilmistir [39]. Valproik asit tarafindan amniyositlerde indiiklenen
pluripotentligin mekanizmasi lizerine yogunlasilmis ve epigenetik modifikasyon ile OCT4
transkripsiyon faktéri uyariminin gerceklestigi gosterilmistir. Bunun yaninda amniyositlerin
valproik asit uygulamasi ile kendi kendine ¢ogalabilen (self-renew), transforme olmayan
homojen bir hiicre populasyonu olusturdugu ve endojen OCT4 reaktivasyonu gibi pluripotentlik
ozelliklerini tasidiklar1 goriilmiistir. Amniyotik hiicrelerin kimyasal olarak yeniden
programlanmasina yonelik az sayidaki c¢alismalar, iPSC olusturulmasinda ya da
transdiferansiyasyonda amniyositlerin uygun bir hiicre tipi olabilecegine yonelik bulgular
icermektedir. Bir¢ok hiicre tipinde bircok kimyasal kombinasyonun etkisi yeniden
programlama icin ¢alisilmis olmasina ragmen, diger hiicre tiplerine gore pluripotentlige daha
yatkin olan amniyositlerde sadece VA ile deneme yapilmasi literatiirde bir agik olarak
durmaktadir. Ayrica rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilacak kok hiicre kaynagi ya da
transdiferansiyasyon icin hiicre kaynagi olarak amniyositler son derece uygun hiicre tipleri
olarak durmakta ve kimyasal yeniden programlama yaklasimlari icin de yeni bir kap1 acacagi

diistintlmektedir [54].

Bu bilgiler 1s181nda, kimyasal olarak hiicre yeniden programlamasi amaciyla literatiirde
daha once farkl hiicre tiplerinde etkileri farkli amaglarla ¢alisilmis ve iPSC olusumundaki rolleri
tanimlanan 5 ana molekiil sinifi ve hiicre sinyal yolag: dikkate alinarak 5 farkli kimyasal molekiil
secilmistir. Etkisi incelenecek kimyasallar hiicre kiltiir ortamina eklenirken, VA baz kosul
olmak sartiyla (literatiirde amniyositler lizerindeki etkisi incelenen tek kimyasal indiikleyici) ve
“thiazovivin” tiim kosullarda kiiltiir ortamina sonradan eklenecek sekilde (indiiklenmis
pluripotentligin siirdiriilmesi icin 3. giinden sonra eklenecek) diger 3 inhibitor farkl
kombinasyonlarda uygulanmis, bdylece amniyositlerin pluripotentlik kapasitelerini en ¢ok

artiran kombinasyonun belirlenmesi amag¢lanmistir.

Yaptigimiz calismalarda, kontrol grubu ve sadece VA igeren gruba gore diger kimyasal

kombinasyonlarinin daha efektif oldugu ile ilgili veriler elde edilmistir. Bircok pluripotensi
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belirtecinin ekspresyon seviyelerinin, kontrol grubu ve sadece VA iceren gruba (C1 grubu) gore
istatistiksel olarak anlamh sekilde artis gésterdigi, bu artislarin bazi genlerde 200 kata varan
oranlarda oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar iPSC olusumunun gosterilmesi icin pluripotensi
belirteclerinin ekspresyon seviyelerindeki artis tek basina yeterli olmasa da, iPSC olusturmanin
ilk basamag1 olan pluripotensi genlerinin ekspresyon seviyelerinin artisi gosterilmistir. Daha
sonraki asamalarda yer alan ve kimyasal uygulanan hiicrelerin spesifik kok hiicre
besiyerlerinde ve/veya matrigel ya da “feeder-layer” tabakasi lizerinde gelistirilmesi ve bu
hiicrelerin 3 germ hattindan hiicre tiplerine doniisebilme kapasitesinde olmasi bu ¢alismanin

kapsami disindadir.

Dogal ya da indiiklenmis olsun, pluripotent kok hiicrelerin gen ekspresyon profilleri ve
PSC olusumu ve sirdirilmesi icin gerekli molekiiler mekanizmalar biiylik 6lglide
aydinlatilmistir [40-45]. Buna gore, pluripotent hiicrelerde merkezi bir transkripsiyonel ag
(PGRN) ve bu agin ana molekiilleri olan OCT4, SOX2 ve NANOG ekspresyon diizeyleri naif ya da
yonlenmis pluripotentligin temelinde yer almaktadir [42, 43]. Ayrica, somatik hiicrelerin
yeniden programlanmasinda klasik olarak 4 Yamanaka faktori (0OCT4, SOX2, KLF4, ve MYC)
kullanilmakta, bazi somatik hiicre tiplerinde ve/veya spesifik besiyeri ya da inhibitorlerin
kullanildigr kosullarda bunlardan biri, ikisi ya da 1tg¢ii kullanilarak da iPSC'ler elde
edilebilmektedir [1, 13, 21-26]. Yine naif pluripotent o6zellik tasiyan hiicre soylarinin
karsilastirmali analizlerinde DPPA3 ve DPPA5’in merkezi bir konumda oldugu gosterilmis,
ESClerde ise FUT4 ve SALL4lin hiicre soyu farketmeksizin ekspresyonlarinin bulundugu
gosterilmistir [43-45]. Genellikle hematopoietik kok hiicrelerde bir belirte¢ olarak kullanilan
KIT ise, embriyonik donemde ve ESC’lerde ekspresyonu yiiksek olan bir pluripotensi-iliskili
gendir ve mezensimal kok hiicreler basta olmak iizere, amniyositlerin de dahil oldugu bir¢ok
kok hiicre tipinde ekspresyonun yiiksek oldugu, KIT pozitif hiicrelerin pluripotent 6zellik
tasidigl bilinmektedir; bu nedenle de selektif olarak bu hiicreler kok hiicre uygulamalarinda
kullanilmaktadir [38, 55]. Bu tez ¢alismasinda da, pluripotensinin olusmasi ve stirdiiriilmesinde
merkezi konumda yer alan bu 10 gen, amniyositlerin kimyasal molekiillerle yeniden

programlanmasinda ekspresyon diizeyleri incelenecek hedef genler olarak se¢ilmistir.

Transkripsiyon faktorii tabanl hiicre yeniden programlamada kullanilan ve PGRN’nin
merkezinde yer alan 0CT4, SOX2 ve NANOG ekspresyonlarina bakildiginda, C7 grubunda (VA,
SB, CHIR) SOX2 i¢in yaklasik 100 kat, NANOG icin yaklasik 50 kat, OCT4 i¢in ise yaklasik 5 kat
ekspresyon artisi gozlenmistir (OCT4 ekspresyonu tiim gilinlerde artmis olmasina ragmen
kontrol grubuna goére anlaml fark sadece ticiincii giinde goriilmiistiir). C7 grubu disinda C4 (VA,
CHIR) ve C9 (PD, SB, CHIR) gruplarinda da bu genler i¢in anlaml diizeyde ekspresyon artislari

izlenmistir. Kimyasal molekiillerle iPSC indiiklemesinin yapilabilecegi bilinmektedir ve bu
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kimyasallarin farkli kombinasyonlar1 ile farkli tipte somatik hiicrelerin iPSC’lere yiiksek
etkinlikle ve transkripsiyon faktérii olmadan programlanabilecegini gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir [4, 8, 10]. Ancak kimyasal uygulamasi, direkt olarak 0CT4, SOX2, MYC ve KLF4'iin
endojen olarak ekspresyonunu aktive etmemektedir. Bunun yerine, kimyasal muamele sonrasi
ekstraembriyonik endoderm (XEN) genlerinin ekspresyonlarinda artis goriilmektedir [29].
Yeniden programlama siireci incelendiginde, tipik bir epitel hiicresinden kéken alan neredeyse
tim iPSC’lerin, XEN-benzeri hiicreler olarak adlandirilan ve SALL4, SOX17, SOX7, GATA4 ve
GATA6 gibi genleri yiiksek seviyede eksprese eden ara bir asamadan gectigi bulunmustur.
Fibroblastlara benzer sekilde, noral kok hiicreler ve intestinal hiicrelerin de iPSC olmadan 6nce
XEN-benzeri bir asamadan gectikleri gosterilmistir. Gen ekspresyon degisimleri agisindan,
kimyasal programlamanin transkripsiyon faktorii tabanli programlamadan farkli oldugu
goriilmektedir. Transkripsiyon faktorii tabanli yeniden programlama siireci, pluripotensi
genlerinin kademeli olarak ekspresyonlarinin artisi, XEN-benzeri genler olmaksizin DPPA3 ve
DNMT3L gibi preimplantasyon embriyo ile iliskili genlerin gecici olarak eksprese olmasini icerir.
Bu durum ise erken embriyonik gelisimin terse donmesini isaret eder. XEN-benzeri hiicreler
erken embriyodaki 3 6zellesmis hiicre tipinden birisi oldugundan, kimyasal hiicre yeniden
programlama da embriyonik gelisimin terse donmesine neden olabilir, ancak transkripsiyon

faktori tabanli programlamadan molekiiler diizeyde farkhidir [29, 56].

Yamanaka faktorlerinden KLF4, en yiliksek ve anlamli ekspresyon artislarin1 C4 ve C7
gruplarinda goéstermistir (C7’de yaklasik 200 kat, C4’de yaklasik 100 kat ekspresyon artisi).
Yiiksek derecede ekspresyon artislarinin goriildiigii bu gruplarin dikkat ¢eken ortak 6zelligi
hepsinin CHIR99021 icermesidir. VA, PD ve SB, yiiksek ekspresyon artislarinin gorildigi diger
deney gruplarinda bulunsa da, CHIR99021 iceren C7 ve C4 gruplari tiim genlerdeki ekpresyon
diizeyleri ile dikkat cekmektedir. Tiim genler birlikte degerlendirildiginde de C7 grubunun en
etkin kombinasyon olarak goriilmesi, amnisositlerin yeniden programlanmasinda GSK3p aracili
Wnt sinyal yolunun 6nemini géstermektedir. Yine C7 kombinasyonunda bulunan SB431542 de,
TGF-B aracili mezensimal-epitelyal donlisimiin (MET) pluripotensi olusumuna Kkatkisi ile

dogrudan iliskili ve temel kok hiicre dinamikleriyle uyumlu bir sonugtur [57].

Kendini yenileme (self-renew) ve pluripotensinin saglanmasinda birgok sinyal yolagi rol
almaktadir. Bunlarin basinda ise Wnt sinyal yolagi gelmektedir. Wnt sinyal yolu tarafindan
uyarilan ve transkripsiyonel bir baskilayici olan TCF3, pluripotensi ile iliskili genlerin promoter
bolgelerine baglanarak ekspresyonlarimi baskilayan bir molekiil olarak islev goriir. Wnt sinyal
yolunun GSK3f inhibitori olan CHIR99021 ile direkt olarak aktivasyonunun, TCF3
fosforilasyonuna, bunun da pluripotensi iligkili genlerin promoterlerinin serbest kalarak

ekspresyonlarina neden oldugu gosterilmistir. Ayrica, CHIR99021’in SOX2’'nin yerine gecerek,
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sadece OCT4 ve KLF4 ile iPSC’lerin olusturulabilecegi gosterilmistir. Benzer sekilde, farkli GSK3f3
inhibitorleri kullanilarak, iPSC etkinliginin artirilabilecegi ve KLF4 yerine de bu inhibitorlerin
kullanilabilecegi gosterilmistir. Pluripotent kok hiicreler, belirli uyarici sinyallerin varliginda
farklilasmaya ugrarlar. Bu nedenle pluripotent kék hiicrelerin farklilasmasiyla iligkili sinyal
yollarinin inhibisyonu, pluripotentligin siirdiiriilmesine katkida bulunabilir. MAPK/Erk sinyal
yolag: aktivasyonunun ESC’lerin farklilasmasini kolaylastirdig1 bilinmektedir. MAPK/Erk sinyal
yolaginin, etkili bir inhibitér olan PD0325901 ile inhibisyonunun, pluripotensi saglanmasinda
ve slirdiirilmesinde etkili oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir. Hiicre yeniden programlama
sirasinda gerceklesen kritik degisimlerden biri de, erken dénemde hiicrelerin Mezensimal-
Epitelyal-Doniisiim (MET) gecirmesidir (mezensimal 6zelliklerin kaybi, epitelyal 6zelliklerin
kazanimi). MET'in hiicre yeniden programlamada anahtar roliinde bir engel oldugu bazi
calismalarda gosterilmistir. TGF-f sinyal yolagi EMT’yi uyaran bir mekanizmay tetiklediginden,
bu sinyal yolaginin inhibisyonu da hiicre yeniden programlamaya katkida bulunmaktadir.
SB431542, A83-01, ya da Repsox (E-616452) gibi TGF-f sinyal yolagi inhibitorleri iPSC
olusumunu artirmak ya da transkripsiyon faktorleri yerine ge¢mesi icin kullanilmaktadir. Hiicre
yeniden programlama icin bir diger engel de, gelisim sirasinda dziienlenmis olan hiicrelerin
epigenetik o6zellikleridir. Bu epigenetik bariyerler asilmadan, iPSC olusumunun etkinligi
saglanamamaktadir. Somatik hiicrelerde pluripotensi genlerinin promoter bdlgeleri
metilasyona ugramistir ve bu nedenle baskilanmistir. 5-azacytidine ya da RG108 gibi DNA
Metiltrasferaz (DNMT) inhibitorleri ile pluripotensi genleri tekrar aktive edilip, hiicreler
yeniden programlanabilmektedir. Yine histon metilasyonu ve asetilasyonu da pluripotensi
genlerinin ekspresyonu icin denge olusturmaktadir. Histon asetilasyonu genellikle gen
aktivasyonu ile iligkilidir. Valproik asit (VA), soyum butirat (NaB), trichostatin-A (TSA) ya da
suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) gibi Histon Deasetilaz (HDAC) inhibitorleri kullanarak
pluripotensinin uyarilabildigi gosterilmistir [2, 12, 30, 41-50].

Her ne kadar anlik proliferasyon diizeyinin bir gostergesi olsa da, pluripotensinin
saglanmasinda ve hiicre proliferasyonunda rol alan MYC ise, tiim gruplarda en az artis gosteren
gen olarak dikkat c¢ekmektedir. Bu calismada hiicre yeniden programlama i¢in kimyasal
molekiillerin kullanilmasi sonrasinda besinci giinde calisma sonlandirilip spesifik kok hiicre
besiyerlerinde kiltiir devam ettirilmediginden, hiicrelerin proliferasyon kapasitelerinin
degerlendirilmesi, dolayisiyla da MYC ekspresyonlarinin asir1 yiikselmesi beklenmemektedir.
Hiicre yeniden programlamanin ilk asamalarinda hiicre proliferasyonundan c¢ok, hiicre
farklilagsmasinin tersine ¢evrilme siireci erken asamalarda gereceklestiginden, MYC i¢in yiiksek

ekspresyon seviyelerinin elde edilememesi beklenen bir sonugtur [49].
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Erken embriyonik gelisimde onemli rol oynayan ve ESC’lerin pluripotensi gen seti
icerisinde yer alan DPPA3 ve DPPA5 ekspresyonlari, diger pluripotensi genleri gibi en fazla C7
ve C4 kosullarinda artis gostermistir. DPPA5 icin yaklasik 200 kat, DPPA3 icin ise yaklasik 25
katlik ekspresyon artislar1 izlenmistir. Yine ESC’lerin ve iPSC’lerin kok hiicre 6zelliklerine
katkida bulunan SALL4’iin C7 ve C6 gruplarinda yaklasik 100 kat, C4 grubunda ise yaklasik 50
kata varan ekspresyon artisi gosterdigi bu ¢alismada bulunmustur. Kok hiicrelerde hiicre ytlizey
belirteci olarak bakilan FUT4 ise C7 grubunda yaklasik 10 kat, C4 grubunda ise yaklasik 8 kat
artis gostermistir. Yine bu genlerin ekspresyon degisimleri de kullanilan inhibitorlerle iliskili
olarak TGF-B ve Wnt sinyal yolaklarinin amniyositlerin yeniden programlanmasinda kritik
oneme sahip oldugunu gostermektedir. Amniyositlerin mezensimal agirlikli hiicre popiilasyonu
dikkate alindiginda ve bu hiicrelerin tam olarak farklilasmamis hiicreler olduklar1 géz dniinde
bulunduruldugunda elde edilen sonuclar daha da anlam kazanmakta ve hiicre tipi spesifik

programlama stratejilerinin 6nemini géstermektedir.

Farkli kimyasal kombinasyonlari uygulanan amniyosit hiicrelerindeki morfolojik
degisimler incelendiginde, klasik mezensimal hiicre morfolojisinin biiyiik oranda kayboldugu,
yassl, genis ve non-polarize hiicrelerin yerini uzamis, polarize, fibroid yapili ve/veya epitel
benzeri hiicrelerin aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.12.). Bu morfolojik degisimler 6zellikle C7 ve C4
kosullarinda belirgin olarak goriilmiistiir. Hem embriyonik gelisim sirasinda, hem de somatik
hiicrelerin yeniden programlanmasinda, mezensimal karakteristiklerin kaybi ile epitelyal
karakteristiklerin kazanimi pluripotent hiicrelerde tanimlanmistir [46]. TGF-f sinyal yolag gibi
EMT'yi uyaran sinyallerin inhibisyonu da, bu nedenle klasik kimyasal programlama
stratejilerinde kullamilmaktadir [21, 30]. Yani kimyasal uygulamalar1 sonrasi hiicre
morfolojilerinde gozlenen mezensimal-epitelyal benzeri doniigtimlerin, beklenen ve pluripotent

hiicre 6zellikleriyle uyumlu sonuglar oldugu degerlendirilmistir.

Ekspresyon degisimleri incelenen pluripotensi genleri icinden KIT haricindeki hepsi en
ylksek ekspresyon artislarin1 C7 ve/veya C4 gruplarinda gostermesine karsin, KIT i¢in C5 (VA,
PD, SB) ve C4 (VA, PD) gruplarinda anlamh ve yliksek ekspresyon artislar1 gozlenmistir. KIT,
hematopoietik kok hiicrelerde eksprese olan ve embiyonik donemde de hiicre proliferasyonu ve
sagkalimi ile iliskilendirilmis bir gendir. Amniyositlerde ise KIT, amniyotik mezensimal kok
hiicrelerin secilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir [38]. Yine bu proje ile es-zamanh
yuriitillen baska bir projede elde edilen verilere gore, KIT ekspresyonlar: ile amniyositlerin
sagkalim ve pasaj sayilar1 arasinda bir korelasyon bulundugu gozlenmistir (Cokakli E, et al.
yayinlanmamis veri). Yiiksek KIT ekspresyonu olan amniyositler, kiiltiirde daha fazla hayatta
kalabilmekte ve daha uzun siire pasajlanabilmektedir. Yani amniyositler icin KIT ekspresyon

diizeyleri, hiicre sagkalimi i¢in kritik éneme sahiptir. Farkli kimyasal kombinasyonlar1 ile
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yaptigimiz analiler sonucunda KIT ekspresyonlarinin diger pluripotensi genlerinden farkl
olarak C2 ve C5 gruplarinda en fazla artis1 gostermesi, bu genin amniyositler icin
pluripotensinin  saglanmasindan ¢ok, hiicre sagkalimini  diizenliyor olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu sonu¢ da, kimyasal kombinasyonu uygulanirken, oncelikle hiicre
sagkalimini artirmaya yonelik kombinasyonun, daha sonra pluripotensi iliskili kombinasyon
uygulamasinin daha da etkin olabilecegini diistindiirmiistiir. Tim pluripotensi iliskili genler
birarada degerlendirildiginde her ne kadar C7 kombinasyonu en etkin grup olarak goziikse ve
daha dnceden tanimlanan stratejilere gore (sadece VA aracili programlama) gore cok daha
uygun olarak degerlendirilse de, uygulanacak kimyasal kombinasyonunun farkli asama ve

strelerle daha iyi optimize edilebilecegi (fine-tuning) 6ne siiriilebilir.

Sonug olarak bu c¢alisma ile, ulasilabilir, immiinojenitesi diistik, programlama etkinligi
ylksek, allogenik tedavilere olanak saglayabilecek bir hiicre tipi olan amniyositlerin, disardan
transkripsiyon faktorii aktarimi olmaksizin, kiigiik kimyasal molekiillerle yeniden
programlanabilecegine dair gliclii veriler elde edilmistir. Pluripotensinin saglanmasi1 ve
stirdiiriilmesindeki temel genlerin ekspresyon seviyeleri incelendiginde, kimyasal molekiil
kombinasyonlari ile yliksek seviyede ekspresyon artislarinin elde edilebilecegi, en etkin artisin
ise sirasiyla VA-SB-CHIR ve VA-CHIR kokteylleriyle elde edildigi, bu kombinasyonlarin
literatiirde daha 6nce amniyositler icin tanimlanan VA aracili programlamaya oranla ¢ok daha
fazla ve istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. En fazla ekpresyon artislarinin
izlendigi kombinasyonlardan hareketle de, amniyositlerin diger somatik hiicrelerden farkl bir
profil sergiledigi ve bu nedenle spesifik bir programlama stratejisine ihtiyac oldugu
gorilmiistiir. Heterojen amniyosit popiilasyonunun mezensimal hiicre agirlikli oldugu goz
online alindiginda, bu hicrelerin yeniden programlanmasinda SB431542 gibi inhibitorlerle
TGF-f sinyal yolaginin baskilanarak MET’in tetiklenmesi gerektigi, ayrica hiicre farklilasmasinin
geri dondiirilmesi icin CHIR99021 gibi inhibitorler ile GSK3f aracii Wnt sinyal yolaginin
baskilanmasinin kritik 6nemde oldugu goriilmiistir. Diger somatik hiicrelerden farkl olarak,
KIT ekspresyon diizeylerinin amniyositlerin sagkaliminda etkili olabilecegi ve amniyositlerin
yeniden programlanmasinda da bu durumun dikkat alinmasi gerektigi goriilmiis, ancak KIT
ekspresyonlarini en fazla artiran kimyasal kombinasyon belirlenmesine ragmen hangi
mekanizma ile KIT'in amniyosit sagkalimini etkiledigi bilinmediginden ilerleyen dénemlerde
arastirilmasi gereken bir konu olarak énem kazanmistir. Yine KIT ekspresyon diizeylerinin
diger pluripotensi genlerinden farkl olarak diizenlenmesi nedeniyle, amniyositlerin yeniden
programlanmasinda en etkin kombinasyonlar olarak belirlenen VA-SB-CHIR kombinasyonunun
farkl stire ve siralarda daha etkin sekilde ayarlanabilecegi de bu calismada elde edilen bulgular

1s181nda one siirtlebilir.
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iPSC olusturulmasinda ana yaklasim pluripotensi genlerinin ekspresyonlarini
artirmaktir. Ancak halihazirda kullanilan traskripsiyon faktérii tabanli yaklasimlar ve son
yillarda siklikla kullanilmaya baslayan kimyasal kombinasyonlar diisiik etkinlikte espresyon
artislar1 saglamaktadir. Pluripotensi olusumundaki molekiiler mekanizmalarin anlasilmaya
baslanmasiyla daha etkin programlama stratejileri gelistirilmeye de baslanmistir. Kimyasal
molekiiller genomu minimal diizeyde etkilediginden, hiicre yeniden programlamada
transkripsiyon faktorlerinin yerine gegmesi olduke¢a avantajli durmaktadir. Her ne kadar bir¢ok
somatik hiicre tipinde farkli kimyasal kombinasyonlarla iPSC’lerin olusturulabilecegi gosterilse
de, mevcut yontemlerin etkinligi diisiiktiir ve hiicre tipine gore daha etkin kombinasyonlarin
gelistirilmesine ihtiya¢c bulunmaktadir. Ayrica kimyasal molekiil tabanli hiicre yeniden
programlamada potansiyel glivenlik kaygilarinin (ilag olarak kimyasallarin toksisitesi, klinik
terapide Kkontrolsiiz proliferasyon, vb.) giderilmesi icin de yeni c¢alismalara ihtiyag
bulunmaktadir. Her ne kadar kimyasal molekiiller hiicre kaderinin kontroliinde kullanilmaya
baslansa da, etki mekanizmalari hentliz tam olarak aydinlatilamamistir. Kimyasal molektiller
bircok hedefe etki edebildiginden dolayi, etkileri spesifik degildir ve farkli kombinasyonlar
sinerjistik ya da antagonistik etkiler gosterebilir. Bu nedenle kimyasal kombinasyonda yer alan
her bir molekiiliin etki mekanizmalarinin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi,
konsantrasyonlarinin ve maruziyet siirelerinin ise optimize edilmesi gerekmektedir. Klinik
olarak kullanilabilmesi icin de, kimyasallarin hedef bdlgeye nasil yonlendirilecegi, fonksiyonel
konsantrasyonlarinin nasil sabit tutulacagl, spesifik bir doku ya da hiicre tipini nasil
etkileyeceginin belirlenmesi, bundan sonra yapilacak c¢alismalarin odak noktasinda yer

almalidir.
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EKLER
EK-1: Etik Kurul izin Belgesi
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EK-2: Kontrol ve Deney Gruplarina ait RNA Eldesi Sonug¢lar

Her bir 6rnek grubundan ekstrakte edilen total RNA’larin spektrofotometrik 6l¢iim sonuclari

(RNA’lar 50 pL hacimde ¢oziilmiis, toplam RNA miktar1 buna gore hesaplanmistir).

. RNA Konsantrasyonu (ng/uL) .
Ornek No — — RNA Miktari (nug) | Saflik (Aze0/280)
1. 6l¢lim 2. 6lgim Ortalama
C0-D1 48,75 48,74 48,75 2,44 1,87
C0-D3 69,77 69,39 69,58 3,48 1,83
C0-D5 64,03 62,17 63,10 3,16 1,82
C1-D1 54,93 55,14 55,04 2,75 1,78
C1-D3 62,29 61,96 62,13 3,11 1,81
C1-D5 50,47 49,17 49,82 2,49 1,77
C2-D1 56,89 57,09 56,99 2,85 1,75
C2-D3 33,96 33,60 33,78 1,69 1,88
C2-D5 31,55 31,61 31,58 1,58 1,86
C3-D1 54,36 54,78 54,57 2,73 1,79
C3-D3 51,65 51,34 51,50 2,57 1,76
C3-D5 47,85 47,24 47,55 2,38 1,84
C4-D1 43,57 43,26 43,42 2,17 1,89
C4-D3 36,75 36,45 36,60 1,83 1,85
C4-D5 33,07 32,86 32,97 1,65 1,91
C5-D1 50,52 50,42 50,47 2,52 1,78
C5-D3 36,95 36,92 36,94 1,85 1,74
C5-D5 31,41 30,49 30,95 1,55 1,84
C6-D1 35,48 34,34 3491 1,75 1,82
C6-D3 33,56 33,76 33,66 1,68 1,86
C6-D5 31,22 31,16 31,19 1,56 1,87
C7-D1 41,89 42,29 42,09 2,10 1,85
C7-D3 40,71 40,73 40,72 2,04 1,88
C7-D5 34,60 34,67 34,64 1,73 1,89
C8-D1 41,36 41,48 41,42 2,07 1,93
C8-D3 36,13 35,33 35,73 1,79 1,82
C8-D5 33,66 33,78 33,72 1,69 1,85
C9-D1 43,28 43,65 43,47 2,17 1,80
C9-D3 40,11 41,49 40,80 2,04 1,76
C9-D5 34,82 36,04 35,43 1,77 1,73
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