T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HiSTOLOJI VE EMBRiIYOLOJi ANABILiM DALI

PLURIPOTENT KOK HUCRE
SINYAL YOLAKLARINA ETKi EDEN
KiMYASAL UYARANLARININ DEGERLENDIRILMESI

HAKAN DARICI

DOKTORA TEZi

DANISMAN
PROF. DR. MERAL ONCU

IKINCI DANISMAN
PROF. DR. ERDAL KARAOZ

Bu Tez Calismasi Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Yonetim Birimi Tarafindan 3442-D2-12 No’lu Proje ile Desteklenmistir
Tez No: 95

2013 ISPARTA



KABUL VE ONAY SAYFASI

Saghk Bilimlen Enstitit Miidirltigiine;

Siileyman Demirel Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dah Doktora Programi Cergevesinde yiiriitilmiis olan bu

¢alisma. asagdaki jiini tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarthi: 06/ 12/ 2013

P

Tez Danismani: Pfof. Dr. Meral ONCU. Siileyman Demirel Universitesi
/”_\ b
( — —

\VL A~

—

2. Damisman:  Prof. Dr. Erdal KARAOZ. Kocaeli Universitesi

‘:1/‘! (/[4/ /w

- iy g 2
Uve:  Dog. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU. Siileyman Demirel Universitesi

,_/"/;, ;
Uve: Yrd. ~Dr. Gokhan DURUKSU, Kocaeli Universitesi
/
1‘:‘ /
'.‘;J}“ f
Uve:  Yrd. Dog. Dr. Dilek BAYRAM, Siileyman Demirel Universitesi

ONAY: Bu doktora tezi, Enstiti Yonetim Kurulu'nca belirlenen yukandaki jiiri

dyelen tarafindan uygun gorilmiis ve Kabul edilmistir,

Dog. Dr. Nejdet ADANIR
Enstitii Mudiiri

1



ONSOZ

Insan somatik hiicrelerinin, sadece kimyasal uyarimla, giivenli bir sekilde pluripotent
kok hiicrelere doniistiiriilmesi yolunda 6nemli bir basamak oldugunu diisiindiigtimiiz bu tez
calismast, pek cok kisinin katkilar1 sayesinde olusturulmustur.

[lk olarak, hem yiiksek lisans hem doktorada danismanligimu iistlenen, bana her zaman
destek olan ve yol gosteren degerli hocam Prof. Dr. Meral ONCU’ye ve hemen ardindan,
tezim i¢in KOGEM’in kapilarmi ardina kadar acarak tiim olanaklarindan yararlanmami
saglayan ve ikinci danismanligimu yiiriiten kiymetli hocam Prof. Dr. Erdal KARAOZ e;

Pluripotent kok hiicrelerle ilgili deneyimlerinden sik sik yararlandigim Yrd. Dog. Dr.
Gokhan DURUKSU ile Yrd. Dog. Dr. Ayla EKER SARIBOYACI’ya; Flow sitometride
yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Giilgin GACAR ve Bio. Giilay ERMAN’a; immiin
boyamalarimda yardime1 olan Bio. Cansu SUBASI ile Biyomiih. Nilbeste BEKIROGLU na;
molekiiler analizlerimde yardimci olan Uzman Mol. Bio. Seda UNAL ile Uzman Mol. Bio.
Ozlem SAGLAM’a; kok hiicrelerin kiiltiirii ile ilgili deneyimlerini paylasan Uzman Bio.
Ayca AKSQY ile Alpaslan OKCU’ya ve adini sigdiramadigim tiim KOGEM ¢alisanlarina;

Bilimsel konular1 keyifle tartistigimiz ve tezimle ilgili fikir aligverisleri yaptigimiz
sevgili GABIMAK iiyelerine;

Yiiksek lisansa bagvurumdan doktoram bitirene dek yardimlarini hig¢ esirgemeyen
Saglik Bilimleri Enstitiisii personeli ile destekleri igin BAP personeline;

Yillarca beraber galistigim tiim asistan arkadaslarima;

Beni yetistirip bu gilinlere gelmemi saglayan aileme ve son olarak da
yiiksekdgrenimim siiresince bana siirekli destek olan ve tez ¢alismalarim igin evden ayri
gecirdigim aylar boyunca beni sabirla bekleyen esim, Hakime DARICI’ya sonsuz

tesekkiirlerimi sunuyorum.

Hakan DARICI

Isparta, 2013
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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Kisaltma
Akt/PKB

ALK

AMI

BMP
C Vit

cAMP
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CXCR4
DAG
DAPI

DMEM
DNMT
DPBS

EB

EGF
EGF
EKH

EMG
EpiKH
ERK

Tiirk¢e Karsihg: 1

Protein Kinaz B

Aktivin reseptor benzeri
kinaz

Arjinin Metiltransferaz
Inhibitorii

Kemik Morfogenik Proteini
C vitamini (Askorbik asit)

Siklik Adenozin Monofosfat

Tamamlayict DNA
CXC kemokin reseptorii 4
Diagil gliserol

Ingilizce Karsihig
Protein Kinase B
Activin receptor-like kinase

Arginine Methyltransferase
Inhibitor

Bone Morphogenic Protein
Vitamin C (Ascorbic Acid)
Cyclic Adenosine
Monophosphate
Complementary DNA

CXC Chemokine Receptor 4
Diachyl glycerol

4’ 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

DNA metil transferaz
Dulbecco’nun Fosfat
Tamponlu Tuz Cozeltisi
Embriyoid cisimcik

Epitel biliylime faktorii
Epidermal biiylime faktorii
Embriyonik Kok Hiicreler

Epitel Mezenkim Dontistimii

Epiblast Kok Hiicreleri
Hiicre dis1 sinyalle
kontrol edilen kinaz

Dulbecco’s Minimum
Essential Medium

DNA methyl transferase
Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline
Embryoid body
Epithelial Growth Factor
Epidermal Growth Factor
Embryonic Stem Cells
Epithelial-Mesenchymal
Transition

Epiblast Stem Cells
extracellular signal-
regulated kinase

Ingilizce
Kisaltma
Akt / PKB

ALK

AMI

BMP
VitC/VC

cAMP

cDNA
CXCR4
DAG
DAPI

DMEM
DNMT
DPBS

EB

EGF
EGF
ESC

EMT
EpiSC
ERK

! Phosphate Buffered Saline (PBS) ve Polymerase Chain Reaction (PCR) gibi bazi kelimeler
Tiirkge’ye cevrilebilmelerine karsin pratikte kullanilmadiklarindan, metin igerisindeki bu tip
kelimelerde daha yaygin olan ingilizce kisaltmalar1 kullanilmistir. Anlam kargasasina yol agmamak
i¢cin bu kelimelerin her iki dildeki karsiliklar1 da tabloda bulunmaktadir. Literatiir taramalarda kolaylik
olmasi agisindan, Tiirk¢e kullanilan kisaltmalarin orijinal halleri de tabloda verilmistir.
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Hedgehog (Kirpi)
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faktor

Hematopoetik Kok Hiicre
Histon metil transferaz
Immiinositokimya
Farklilasma inhbitorii
Immiin floresan

Insiilin benzeri biiyiime
faktori
Immiinohistokimya
Immiinohistokimya
(Parafin)

Insan Embriyonik Kok
Hiicreleri

I¢ Hiicre Kitlesi
Indiiklenmis Pluripotent
Kok Hiicre

Janus kinaz

Jumanji Histon Demetilaz
c-Jun amino (N)-terminal
kinaz
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Mitojenle Aktive Protein
Kinaz
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Firefly

Fibroblast Growth Factor
Flow Cytometry
y-aminobutyric acid
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Histone acetyltransferase
Histone deacetylase
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Hypoxia Inducible Factor
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Histone Methyl Transferase
Immunocytochemistry
Inhibitor of differentiation
Immunofluorescence

Insulin like growth factor

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry
(Paraffin)

Human Embryonic Stem
Cells

Inner Cell Mass

induced Pluripotent Stem
Cell

Janus Kinase

Jumanji Histone Demethylase
c-Jun amino (N)-terminal
Kinase
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Lithium
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miRNA
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OSN
PBS

PCR

PDGF

PE
Pl

PI3K

PKA

PKC

PKH

PLC

PS

gPCR (real
-time PCR)
Rb

Res

Rn

ROCK
ROS
RPM
RT-PCR
SIRT1

STAT
TF

Mikro RNA

Mikro RNA
Mezenkimal Kok Hiicre
Esansiyel olmayan
aminoasitler

Niikleer Faktor-kappa B
Noral bliylime faktorii
Notch hiicre i¢i bolgesi
Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc
(Yamanaka faktdrleri)
Oct4, Sox2, Nanog
Fosfat Tamponlu Tuz
Cozeltisi

Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Platelet kokenli biiylime
faktori

Primitif Endoderm
Propidyum iyodid

Fosfatidil Inositol 3 Kinaz

Protein Kinaz A

Protein Kinaz C
Pluripotent Kok Hiicre
Fosfolipaz C

Penisilin Streptomisin
Kantitatif PCR

(Gergek zamanli PCR)
Tavsan

Resveratrol

Deniz meneksesi

(Renilla reniformis)
P160-Rho iliskili kinaz
Reaktif Oksijen Tiirleri
Dakikadaki devir sayisi
Ters Transkripsiyon-PCR
Sirtuin 1

Sinyal iletici ve
trasnkripsiyonu aktive edici
Transkripsiyon Faktorii

Minimum Essential Medium
micro RNA

micro RNA

Mesenchymal Stem Cell

Non-essential amino acid

Nuclear Factor-kappa B
Neural Growth Factor
Notch intracellular domain
Oct4, Sox2, KlIf4, c-Myc
(‘YYamanaka factors)

Oct4, Sox2, Nanog

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Platelet Derived Growth
Factor

Primitive Endoderm
Propidium lodide
Phosphatidyl Inositol 3
Kinase

Protein Kinase A

Protein Kinase C
Pluripotent Stem Cell
Phospho Lipase C
Penicillin Streptomycin
Quantitative PCR

(Real Time PCR)

Rabbit

Resveratrol

Sea Pansy

(Renilla reniformis)
p160-Rho-associated kinase
Reactive Oxygen Species
Rotation per minute
Reverse transcription-PCR
Sirtuin 1

Signal Transducer and
Activator of Transcription
Transcription Factor

MEM
miR
miRNA
MSC

NEAA

NF-xB
NGF

OSKM
OSN
PBS

PCR

PDGF

PE
Pl

PI3K

PKA

PKC

PSC

PLC

PS

gPCR (real-
time PCR)
Rb

Res, RSV

ROCK
ROS
RPM
RT-PCR
SIRT1

STAT
TF
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Transforme edici bliylime Transforming Growth

TGEp faktorii beta Factor beta TGEp

TRE Transkrips.iyon yanit Transcription Response TRE
elementleri Elements

TSA Trichostatin A Trichostatin A TSA

TOBA  Tiirkiye Bilimler Akademisi | Cron Academy of TUBA

Sciences

VEGE Vask"iiluer Endotel Biiylime Vascular Endothelial VEGE
Faktori Growth Factor

VPA Valproik asit Valproic acid VPA

YFP Yesil Florasan Protein Green Fluorescent Protein GFP

wB Western blot Western blot wWB

WST-1 4?[3—(4-Iodophenyl)—2—(4—n|trophenyl)—2H-5tetrazo||o]—1,3-benzene WST-1
disulfonate

Gen ve Proteinlere iliskin Kisaltmalar?

Gen/Protein Aciklama

Afp Alpha-Fetoprotein 1, Alpha-Fetoglobulin

b-cat (p-catenin) Catenin (Cadherin-Associated Protein), Beta 1

Branchyury (T)  Brachyury Mouse Homolog (Protein T)

Cdx2 Caudal related homebox 2

cMyc Myelocytomatosis viral oncogene

Cripto (TDGF1) Cripto-1 Growth Factor (Teratocarcinoma-Derived Growth Factor 1)

Dnmt3lI DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3-like

Dppa2 Developmental Pluripotency-Associated 2

(PESCRG1) (Pluripotent Embryonic Stem Cell-Related Gene 1)

Dppa3(Stella) Developmental Pluripotency-Associated 3 (Stella)

Dppa4d Developmental Pluripotency-Associated 4

Dppa5 Developmental pluripotency associated 5

(Esgl) (Embryonal Stem Cell-Specific Gene 1)

Ecatl ES Cell-Associated Transcript 1 Protein

(KHDC3L) (KH Domain Containing 3-Like, Subcortical Maternal Complex Member)

2 Genlere iligkin bilgiler, ilgili makalede verilmedigi tiim durumlarda http://www.genecards.org
adresinden alinmustir.
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Ecat8 (TDRD12) ES Cell-Associated Transcript 8 (Tudor Domain-Containing Protein 12)
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Fibroblast growth factor 4

Forkhead Box Protein D3, HNF3/FH Transcription Factor Genesis
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GATA binding protein 6, Transcription Factor GATA-6

Growth differentiation factor 3

Growth Factor Receptor-Bound Protein 2

Hemoglobin Zeta (Zeta-Globin)

Hepatocyte Nuclear Factor 4, Alpha

Jmj domain-containing histone demethylase

Kruppel-like factor 4

Homeobox Transcription Factor Nanog

Neuronal Differentiation 1, Basic Helix-Loop-Helix Transcription
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Octomer binding protein 3, Octomer binding protein 4

(POU Domain Class 5 Transcription Factor 1)
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Signal transducer and activator of transcription 3

(acute-phase response factor)
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Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1
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1. GIRIS

Kok hiicreler, sinirsiz kendini yenileme 6zellikleri ve farkli kokenlerden gelen
hiicrelere doniisebilme yetenekleri ile hem embriyo gelisiminin, hem de yetiskin
yasaminin devam edebilmesi i¢in gerekli olan hiicrelerdir (Appasani and Appasani
2011). Sahip olduklar1 bu iki 6zellik sayesinde kok hiicreler; organizmanin yagami
stiresince kendini yenileme 6zelligi ile varligini stirdiiriirken, farklilasma 6zelligi ile
de gerektiginde organ ve dokuya 6zgii hiicrelere doniisebilmektedir. Bu sayede
embriyonun gelisme siirecinden, yetigskinlerde dokularin onarilmasina kadarki cesitli

gorevleri yerine getirebilmektedir.

Kok hiicreler, ‘Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)’ ve ‘Yetiskin Kok Hiicreler’
seklinde siniflanabilir. EKH’ler sinirsiz sayida boliinebilme ve germ tabakalarindan
gelisen tiim hiicrelere in vitro ve in vivo ortamda farklilasabilme 6zelliklerine sahiptir.
Yetiskin kok hiicrelerde ise ¢cogalma ve farklilasma yetenekleri ¢cok daha sinirlidir
(Melton and Cowan 2009). Kok hiicrelerde kullanilan siniflama sistemlerinden biri
de gelisim ve farklilagma potansiyellerine gore smiflamadir. Bu sistemde kok
hiicreler, en yiiksek farklilasma potansiyeline sahip hiicreden en azina dogru
‘totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent® olarak smiflandirilir (TUBA
2009). Bu baglamda zigot ve ilk blastomerler, fetiise ait tiim hiicre tiplerine ve ek
olarak plasentayr olusturacak hiicrelere farklilasabildiginden totipotent kok hiicreler
olarak degerlendirilir. Blastomerler, embriyonal gelisim devam ettikge, kendi
iclerinde farklilasarak bazilar1 plasentayr olusturacak hiicreleri olustururken, ‘I¢
Hiicre Kitlesi (IHK)’ adi verilen diger hiicreler de, fetiisteki tiim dokulart
olusturabilme yetenegindeki pluripotent hiicrelere doniisiirler. Geg blastosist
asamasinda epiblast tabakasina kadar varligini siirdiiren pluripotent kok hiicreler bu
asamada farklilasarak, gelisim potansiyelleri daha diisiik multipotent kok hiicrelere

dontigiirler. Multipotent kok hiicreler ise, yetiskin viicudunda bulunan diger kok



hiicreler ile birlikte doku ve organlarin gelisimini ve yenilenmesini saglayan kok
hiicrelerdir.

Potansiyel olarak cok biiylik 6neme sahip pluripotent kok hiicrelerin elde
edilmesi i¢in yakin zamana kadar niikleer transfer (klonlama) veya blastosist
asamasindaki IHK nin izolasyonu gibi oosit veya embriyolarin yikimini gerektiren
ve etik agidan sorun tasiyan teknikler kullanilmaktaydi. 2006 yilinda, Japonya’da
Shinya Yamanaka ve arkadaslari, 00sit veya embriyo kullanilmasini gerektirmeyen
yeni bir pluripotent kok hiicre liretme yontemi gelistirerek etik sikintilar1 ortadan
kaldirip, kok hiicre ¢aligmalarinda bir ¢igir agmustir. EKip, somatik hiicrelerin
indiiklenerek geriye programlanmasiyla drettikleri hiicrelere  ‘indiiklenmis
Pluripotent Kok Hiicre (iPKH) (induced Pluripotent Stem Cell, iPSC) adin1 vermistir.
Arastirmacilar, sonrasinda Yamanaka faktorleri olarak da anilacak olan, Oct4, Sox2,
KIf-4 ve c-Myc (kisaca OSKM) adli dort transkripsiyon faktoriindi, virlisler
aracilifiyla fare fibroblastlarina aktararak bu genlerin kodladigi proteinlerin
sentezlenmelerini saglamistir. Yeni sentezlenen faktorler, hiicrelerin daha az
farklilasmis, embriyonal kok hiicre karakteristikleri kazanmalarina neden olmustur.
Diger bir deyisle baslangigtaki somatik hiicreler yeniden programlanarak
(reprogramming) pluripotent 6zellikte kok hiicrelere dontismiistiir (Takahashi and
Yamanaka 2006).

2007 yilinda, iki farkli ekip ayni yontemle insana ait (human) iPKH (hiPSC)
olusturmayr basarmistir (Takahashi et al.,, 2007, Yu et al., 2007). iPKH
caligmalarmin ilk yillarinda, genellikle genoma entegre olabilen retroviriisler ve
lentiviriisler kullanilmistir. Entegrasyon problemi olmayan ilk iPSC hatlari, 2008
yilinda farelerde adenoviriis (Stadtfeld et al., 2008) veya plazmid (Okita et al., 2008)
kullanilarak olusturulmustur. Fakat bu yontemler genoma entegrasyon ve mutasyon
riski tagimaya devam etmistir.

Viral yontemlerin risklerini azaltmak ve etkinligi arttirmak i¢in arastirmacilar,
farkli hiicre tiplerinde daha az faktoér kullanmayr denemislerdir. Bu amagla, insan
hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar arasinda; amniyon kokenli hiicrelerde {i¢ faktdr (OS
ve Nanog) (Zhao et al., 2010), kordon kan1 kokenli hiicrelerde ti¢ (OSK) ve iki faktor
(OS) (Gioretti et al., 2009) ve noral kok hiicrelerde iki (OK) ve tek faktor (O) (Kim

et al., 2009a) kullanarak c¢alismalar siirdiiriilmiistiir. Ancak, bu ¢alismalarda



kullanilan hiicre tipleri elde edilmesi ¢ok zor hiicreler olup gelecekteki olasi klinik
kullanimlari i¢in uygun goriilmemektedir.

Bu giine dek DNA kullanmadan yapilan sadece dort gruba ait c¢alisma
bulunmaktadir. Bunlarin birinde tamamen RNA temeli iireme dongiisii olan Sendai
viriisii ile transfeksiyon gergeklestirilmistir (Fusaki et al., 2009). Diger calismada ise
sentetik modifiye mRNA molekiillerinin hiicrelere aktarimi ile OSKM proteinlerinin
sentezi saglanmistir (Warren et al., 2011). Warren ve arkadaslarinin ¢alismasi su ana
kadarki en etkin yontem olup viral yontemlerdeki % 0,1 olan iPKH iiretim oranini %
I’in {izerine c¢ikartmistir. Ancak, yontem oldukca biiyilk laboratuvar yiiki
gerektirdiginden, klinikte kullanimi olast  goriinmemektedir (Stadtfeld and
Hochedlinger 2010, Zhu et al., 2011). Higbir genetik materyal aktarimi icermeyen
liglincii tip c¢alisma da Ding ve ekibi tarafindan iki farkli hiicre tipinde
gerceklestirilmistir. Yetiskin (Zhou et al.,2009) ve yenidogan fibroblastlarinin (Kim
et al., 2009b) kullanildig1 bu ¢alismalarda, hiicre zarindan gegebilen rekombinant
proteinler kullanarak, genetik materyal igermeyen ilk iPKH {iretimini
gerceklestirmistir. Ancak, bu yontemdeki tek sorun etkinligin viral yontemlere gore
diisiik kalmasidir. Yakin zamanda, viral transfeksiyon kullanmadan sadece mikro
RNA (miRNA) molekilleri kullanilarak iPKH dretilebildigi de gdsterilmistir
(Anokye-Danso et al., 2011).

Aragtirmalar, kullanilan faktor sayisi azaldik¢a IPKH iiretimindeki etkinligin
azaldigin1 ve siirenin uzadigini ortaya koymustur. Bu nedenle arastirmacilar, hiicre
i¢i yolaklara etki edebilen ¢esitli kiiciik molekiilleri besiyerlerine ekleyerek geriye
programlama etkinligini arttirmaya yonelik denemeler yapmislardir. Son birkag yil
icinde, viral transfeksiyona ek olarak kiigiik molekiillerin denendigi pek ¢ok tarama
(screening) c¢aligmalart yapilmis, OSKM’nin yerine gecebilen ve/veya verimliligi
arttiran baz1 molekiiller ortaya c¢ikarilmistir. Bu molekiiller, hiicrenin epigenetik
olarak yeniden diizenlenmesi, farklilasmanin baskilanmasi ve proliferasyonun
arttirilmasi gibi pek c¢ok agidan hiicre sinyal yolaklarina etki etmekte ve geriye
programlama verimliligini arttirmaktadir (Feng et al., 2009, Zaret 2009, Li and Ding
2010, Zhu et al., 2011).

Bugiine kadar kullanilan bazi kiiciik molekiillere 6rnek vermek gerekirse;

MEK inhibitoérii PD0325901, ALK4/5/7 inhibitérii A83-01, histon deasetilaz



(HDAS) inhibitdrii sodyum biitirat, ROCK inhibitdrii Y-27632, E-kaderin
indiikleyicisi apigenin ve bir antioksidan olan C vitamini geriye programlama
etkinligini arttirmada kullanilan molekiillerden sadece bazilaridir (Zhu et al., 2011).

Kullanilan faktér sayisini azaltma yoluna giden calismalarda; Oct4 yerine
Nr5a2 ve Bix-01294; Sox2 yerine RepSox, BayK8644, SB431542, E616452,
CHIR9921 ve parnate; KIf4 yerine Kenpaullone, Sodyum Butirat ve VPA; c-Myc
yerine Parnate, VPA, CHIR9921, RepSox, BayK8644, Sodyum Butirat ve n-Myc
molekiillerinin bir veya ikisinin birlikte kullanildig1 rapor edilmistir (Feng et al.,
2009, Li and Ding 2010, Zhu et al., 2011).

2013 yilina gelindiginde, sadece kiiciik molekiiller kullanilarak iPKH
tiretilmesine yonelik g¢alismalar yiriitiilmekle birlikte heniiz viral yontemlerdeki
dezavantajlar1 ortadan kaldiracak etkili bir yontem gelistirilememistir (Ma et al.,
2013).

Kullanilan bu molekiiller arastirmacilara, dort transkripsiyon faktoriinden
bazilarini viriisler araciligi ile aktarmadan yiiksek verimlilikte iPKH olusturma sansi
tanimistir. Ancak, bu molekiillerin hiicre i¢inde aslinda hangi yolaklari, dolayisiyla
da Oct4, Sox2 veya Nanog genlerinden hangisini etkiledigi bilinmemektedir. Hatta
Ca*? kanal blokérii veya E-kaderin indiikleyicileri gibi baz1 molekiiller hedefe, hiicre
sinyalizasyonu diizeyinde 0 kadar uzaktadir ki bu molekiillerin pluripotensiyle
baglantilarin1 kurmak dahi aragtirmacilar i¢in ¢ok gii¢c olmaktadir.

Arastirmamizdaki ilk amacimiz, bu molekiillerden bazilarinin, somatik ve kok
hiicreler ile pluripotensiyle iligkili sinyal yolaklarina etkilerini belirlemektir. Bu
amagla insan mezenkimal kok hiicreleri ile fibroblastlari, ¢esitli doz ve
kombinasyonlarda kii¢iik molekiiller ile kiiltiire edilmistir. Kiiltiir sonucunda,
hiicrelerdeki morfolojik 6zellikler, proliferasyon hizi, toksisite gibi etkenler ile basta
Oct4, Sox2, Nanog olmak iizere, ¢esitli gen ve proteinlerin ekspresyonlarinda
meydana gelen degisiklikler; reporter assayler, immiinositokimya ve gercek-zamanl
PCR yontemleri ile analiz edilmistir.

Arastirmadaki diger bir amacimiz da Pluripotensinin ortay c¢ikmasi ve
korunmasindan sorumlu olan Oct4-Sox2-Nanog (OSN) kompleksini en uygun
sekilde indiikleyebilen molekiil kombinasyonunu belirleyerek hi¢ genetik faktor

kullanmadan iPKH olusturulmasi igin ilk adimi atmak olmustur. Uzun zamandir



insan hiicrelerinde c¢alisilan ancak heniiz gergeklestirilememis olan, kimyasal
uyaranlar ile iPKH elde edilmesi, bu hiicrelerin etkili bir sekilde tiretilmelerinin ve
mutasyon gibi riskler tasimadan klinik kullaniminin 6niinii agacaktir. Calismamizin

bu agidan diinya literatiiriinde 6nemli bir yer edinecegini beklemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hicreler

Biyolojinin alt dallarindan biri olan embriyoloji, yumurta hiicresinin
fertilizasyonundan doguma kadarki asamada embriyonun gelisim siirecini inceleyen
bilim dalidir. Embriyoloji gegtigimiz yiizyilda, hem biyoloji hem de tip 6grencileri
i¢in diinya genelinde Ogretilen bir ders olarak yerlesmistir. Aynit donemde genetik ve
hiicre biyolojisi alanindaki gelismeler, embriyoloji bilimini ‘Gelisim Biyolojisi’
bilimine doniistiirmistiir. Gliniimiizde baz1 tiniversitelerde embriyoloji yerine gelisim

biyolojisi dersleri verilmekte hatta bu baslik altinda boliimler olusturulmaktadir.

‘Kok hiicre biyolojisi’ ise farklilagsma (differentiation), kendini yenileme (self-
renewal), pluripotensi (pluripotency) ve cekirdegin yeniden programlamasi (nuclear
reprogramming) gibi kok hiicre 6zelliklerini inceleyen, embriyoloji/gelisim biyolojisi

alaninin bir alt dali olarak tanimlanabilir.

Kok hiicreler, siirsiz kendini yenileme 6zellikleri ve farkli kokenlerden gelen
hiicrelere doniisebilme yetenekleri ile hem embriyo/fetiis gelisiminin, hem de
yetiskin yasamimnin devam edebilmesi i¢in gerekli olan hiicrelerdir (Appasani and
Appasani 2011). Daha kisa bir tanimla; kok hiicreler, kendilerini yenileme ve

farklilagmis hiicreler olusturabilme yetenegine sahip hiicrelerdir.

Kendini yenileme, bir hiicrenin farklilagsmaksizin ¢ogalabilmesini ifade eder.
Kiiltiire alinan ¢ogu somatik hiicre tipi, belirli sayida bdliinmeden sonra (80’den az)
cogalmasini durdurur veya yaslanmaya gider. Buna karsin kok hiicreler onkojenik bir
dontisim gecirmeden c¢ok daha fazla sayida bolinme gergeklestirebilmektedir

(Melton and Cowan 2009).

Tiirkiye Bilimler Akademisi (TUBA) raporlarina gore (2009), kok hiicrelerde
farklilasma; ¢ok hiicreli organizmalar1 olusturan hiicrelerin olgunlasma ve 6zellesme

siirecinde gegirdikleri bir dizi degisimi tanimlamak i¢in kullanilir. Farklilagsma;



sitokinler, biiylime faktorleri (growth factors), hiicre disi matriks proteinleri ve

hiicrelerarasi etkilesimin kombine etkisiyle meydana gelmektedir.

Sahip olduklar1 bu iki 6zellik sayesinde kok hiicreler; organizmanin yasami
siiresince kendini yenileme 6&zellikleri ile varliklarimi Stirdiriirken, farklilagsma
ozellikleri ile de gerektiginde organ ve dokuya 6zgii hiicrelere doniisebilmektedir. Bu
sayede embriyonun gelisim siirecinden, yetiskinlerde dokularin onarilmasina kadar

cesitli gorevleri yerine getirebilmektedir.

2.2. Kok Hiicre Tipleri

Memeli embriyolarinin gelisimi, hiicrelerin islevsel olarak farklilasmalar1 ve
Ozellesmis hiicrelerin ii¢ boyutlu mekansal diizenlenmelerini kapsayan asamali bir
stiregtir. Bu siirecte yer alan hiicrelerin gelisimsel potansiyelleri birbirinden farkli
olup genellikle azalan yondedir. Kok hiicrelerde kullanilan siiflama sistemlerinden
biri gelisim ve farklilasma potansiyellerine smiflamadir. Bu sisteme gore kok
hiicreler, en yiiksek farklilasma potansiyeline sahip hiicreden en azma dogru
totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olarak smiflandirilir. Bu
smiflandirma zaman zaman daha da genisletilerek, multipotent ile unipotent kok
hiicrelerin arasinda oligopotent, quadripotent, tripotent ve bipotent kok hiicre tipleri
de eklenebilmektedir. Totipotent hiicreler yetiskin viicudundaki tiim hiicre tiplerine
ek olarak plasentay: olusturan hiicrelere de farklilasabilen kok hiicre tipidir (Or: ilk
blastomerler). Pluripotent kok hiicreler (PKH), yetiskin viicudundaki tiim hiicre
tiplerine farklilagabilen ancak plasentay1 olusturan hiicrelere farklilasamayan kok
hiicre tipidir. Multipotent hiicreler ise, viicuttaki hiicre tiplerinden bazilarmi
olusturma potansiyeline sahip ancak farklilasma potansiyeli pluripotent hiicrelerden
daha diigiik karakterde hiicrelerdir Multipotent hiicrelere 6rnek olarak, Mezenkimal
Kok Hiicreler (MKH) ve hematopoetik kok hiicreler (HKH) verilebilir. Oligopotent
kok hiicreler (Or: Sindirim sistemi kok hiicreleri), birkag farkli hiicre tipini; bipotent

kok hiicreler (Or: Safra kanali kok hiicreleri), iki farkli hiicre tipini; unipotent kok



hiicreler ise (Or: Prostat kok hiicreleri), tek bir hiicre tipini olusturabilme

kapasitesine sahip hiicrelerdir (TUBA, 2009).

Kok hiicrelere ait bir diger siniflama tipi; ‘Embriyonik Kok Hiicreler (EKH,
Embryonic Stem Cells)’> ve ‘Yetiskin Kok Hiicreler (Adult Stem Cells)’
seklindedir. EKH’lerin karakteristik 0zellikleri; kendilerini yenileme, normal
karyotipe sahip olma, tek hiicreden koloni olusturabilme, uygun in vitro ortamda ¢ok
iyi ¢ogalabilme ve en onemlisi farkli germ tabakalarindan gelisen hiicrelere in vitro
ve in vivo ortamda farklilasabilmeleridir. Hayvanlardan elde edilen EKH’lerde ek
olarak embriyo icine nakledildiklerinde kimerik canlilar olusturabilme 6zelligi de
bulunmaktadir. Bu teknik, etik nedenlerle insanlarda uygulanamadigindan, alternatif
olarak embriyoid cisimcik (Embryoid Body, EB) olusturularak canli hayvanlara
nakledildiginde {i¢ germ yapragindan hiicre tipleri de iceren teratomalar
olusturabilme o6zellikleri aranmaktadir. Siralanan ozellikleri ile EKH’ler aym

zamanda pluripotent karakterde kok hiicreler olarak kabul edilmektedirler.

Yetiskin kok hiicrelerin sahip oldugu 6zellikler EKH’lere gore daha sinirli olup,
kendini yenileme ve farklilagmis hiicreler olusturabilme 6zelliklerine sahip olmalari
temel karakteristikleri olarak belirtilmektedir (Melton and Cowan 2009). Farklilasma
yetenekleri EKH’lere gore daha sinirli olan yetigkin kok hiicreler, multipotentten
unipotente kadar degisen farklilasma potansiyellerine sahip olabilir. Yetigskin kok
hiicreler sadece yetiskin bireylerde bulunan kok hiicreler olmayip embriyonal
gelisimin belirli asamalarindan itibaren goriilen hiicreleri de kapsamaktadir (TUBA

2009).

2.3. Embriyonal Gelisim Sirasinda Kok Hiicreler

Yukarida da bahsedildigi gibi embriyonal donemde farkli gelisim
potansiyellerine sahip hiicreler bulunmaktadir. Embriyoda ilk ortaya ¢ikan kok hiicre
tipi aslinda sperm hiicresi ile oositin birlesmesiyle (fertilizasyon) ortaya ¢ikan ‘zigot’
olarak kabul edilebilir (Surani et al., 2007).



Embriyodaki ilk hiicre boliinmeleri

Zigot, fertilizasyonun gerceklesmesinden yaklasitk 30 saat sonra ilk
boliinmesini gerceklestirir. ilk bélinmeden itibaren olusan hiicrelere ‘blastomer’ adi
verilir (Moore 2008). Zigotta bu siire¢ sirasinda yeni mRNA sentezi heniiz
yapilmadigindan, bir siire i¢in yalmizca anneden gelen (maternal) mRNA’lar
kullanilir. Zigotun ilk boéliinmesini tamamlamasina yakin zigota ait genler aktive
olmaya baslar ancak asil aktivasyon iki hiicreli asamanm sonunda gergeklesir. Tlk
boliinmeye gore daha hizli gergeklesen ardisik iki boliinme ile fertilizasyondan 2,5
giin sonra 8 hiicreli morula agamasina ulasilir (Oron and Ivanova 2012). Boliinmeler
giderek daha hizli gerceklesirken olusan hiicrelerin boyutlar1 da gittik¢e daha kiigiiliir
(Moore 2008).

A Kutup cisimeikleri | B 0. Gin
—— Zona Pellusida
Disi ve Erkek Zigotun ¢ekirdegi
Proniikleuslari
Doéllenmis Yumurta Hiicresi Zigot
C 2.Gin | D 2. Gin

[k blastomerler

Blastomerler

iki Hiicreli Embriyo Dort Hiicreli Embriyo

Sekil 1: Fertilizasyondan dort hiicreli asamaya kadarki donemde embriyonun sematik yapisi.

Moore 2008’den uyarlanmistir (Hakan Darici, 2013).



Sekiz hiicreli asamada blastomerler, E-kaderin ve Kateninler gibi hiicre
adezyonunu arttiran molekiilleri sentezlemeye baglar. Bu sayede birbirlerine daha
sik1 tutunan blastomerler kutuplasmaya da baslar. Hiicrelerin apikal kisimlarinda
adezyon ozelligi azalir ve mikrovillus yogunlugu artarken, bazolateral kisimlarinda
zonula aderens gibi siki baglanti kompleksleri olusur (Oron and Ivanova 2012).
Hiicreler, ylizey adezyonunu saglayan glikoproteinlerin yardimiyla birbirlerine daha
sik1 tutunarak kompakt bir top olustururlar. Bu islem hiicre-hiicre iliskilerini
arttirirken, dista kalan hiicreler ile igte kalan hiicrelerin farklilasmas: i¢in de

gereklidir.

Embriyoda ardisik boliinmelerle 12-32 kadar blastomerin olustugu donem
fertilizasyondan sonraki ti¢lincii giin civarini kapsar. Bu donemdeki embriyoya dut

(Latince: morus) benzeri goriiniimiinden dolay1 ‘morula’ adi verilir (Moore 2008).

Sekiz hiicreli asamada blastomerler halen yapisal olarak birbirinin ayni iken
ardindan gelen boliinmeler sonucu farkli blastomer tipleri gozlemlenir. Bu asamadaki
blastomerler boyuna boliinme gegirdiklerinde yapisal ozellikleri degismez ancak
ekvatoryal boliinme gosteren blastomerlerden olusan hiicrelerden periferde kalani
kutuplasmis, adezyonu bazolateralde yiiksek apikalde diisiik hiicreler olusturur. I¢
kisimda kalan hiicre ise adezyon yetenegi tiim yiizeylerde esit oranda yiiksek ve
kutuplasmamis yapidadir (Sekil 2). Bu hiicreler hem adezyon ozellikleri nedeni ile
hem de boéliinme eksenlerinden dolay1 dis kisimdaki kompakt hiicrelerin alt kisminda

yerlesirler (Oron and Ivanova 2012).
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Sekil 2: Sekiz hiicreli asamada bulunan bir hamster embriyosuna ait blastomerlerin taramali

elektron mikroskop goriintiileri. Soldaki resimde kutuplagsmamis, tiim ylizeyinde mikrovilluslar
bulunan bir blastomer goriiliiyor. Sagdaki resimde ise kutuplasarak sadece apikal yiizeyinde

mikrovillus uzantilar1 bulunan bir blastomer goriintiilenmis (Suzuki et al., 1999).

Morula asamasi

Sekiz hiicreden 16 hiicreye gecis asamasinda blastomerlerde, morfolojik olarak
oldugu gibi, sentezlenen genler acisindan da farklilasma gergeklesir. Erken
asamadaki blastomerlerde sentezi gergeklestirilen Caudal related hombox 2 (Cdx2)
geni ile Octomer binding protein 3/4 (Oct4) genleri bu gruplasma i¢in en 6nemli
orneklerdendir. Pluripotensinin en o6nemli belirteclerinden olan Oct4 geni ig
kisimlarda yer alan blastomerlerde ekspresyonunu siirdiiriirken dis kisimlarda yer
alan blastomerlerde downregiile olur. Bunun aksine Cdx2 geni dis kisimdaki
hiicrelerde sentezini devam ettirirken i¢ kisimdaki hiicrelerde azalmaktadir. Bu
sekilde iki gruba farklilasan blastomerlerden Cdx2 +, Oct4 — karakterdeki dis
kisimda yerlesik hiicreler trofoblast tabakasini, Cdx2 -, Oct4 + hiicreler ise ig
kisimdaki embriyoblasti olusturacak hiicreler olarak belirlenir (Edwards 2006). Bu

iki gen ayn1 zamanda birbirinin sentezini baskilamaktadir (Oron and lvanova 2012).

Hiicrelerin gen ekspresyonlarindaki bu degisimlerin trofoblast tabakasini
olusturacak hiicrelerdeki pluripotensi kaybmin nedeni oldugu disiiniilmektedir
(Edwards 2006). Trofoektodermi olusturmak {iizere farklilasmis hiicreler sadece

plasentaya ait birkag farkli hiicre tipini (Or: sitotrofoblastlar, sinsityotrofoblastlar)
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olusturabilecek kok hiicrelere doniisiirken Oct sentezleyen hiicreler ise viicuttaki tiim
hiicre c¢esitlerine farklilagma o6zelliginde olan ancak plasentadaki hiicrelere
farklilasamayan pluripotent kok hiicre 6zelligi kazanirlar (TUBA 2009, Melton and
Cowan 2009).

On alt1 hiicreli asamadaki blastomerlerin yerleri, distan ige veya igten disa
degistirildiginde, hiicrelerin yerlestirildikleri bolgedeki hiicrelere ait doku tipine
farklilagtiklar1 ~ gosterilmistir. Ancak yerleri degistirilen hiicrelerin  orijinal

pozisyonlarini alma egiliminde olduklar1 da gézlenmistir (Ziomek and Johnson 1982).

Morula agamasinda i¢ hiicre kitlesini olusturmak tizere farklilasan hiicreler, 16
hiicreli asamadan itibaren kendi i¢lerinde de farklilagsmaya baslarlar. Kurimoto et al.,
(2006) tarafindan yapilan bir calismada, 3 giinliikk fare embriyosuna ait i¢ hiicre
kitlesindeki hiicrelerin gen ekspresyonlarinin incelenmesi sonucu iki farkl
popiilasyon oldugu goriilmiistiir. Bunlardan biri ‘Nanog’ ve ‘Fibroblast growth factor
4 (Fgf4)’ genlerini igeren bir hiicre popiilasyonu iken digeri Gata4 ve Gata6
genlerini eksprese eden bir popiilasyonudur. Nanog ile Gata6 genlerinin birbirini
baskiladigi, bu nedenle de birinin aktive oldugu bir hiicrede digerinin inhibe oldugu

bildirilmistir (Oron and Ivanova 2012).
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A 3.Giin | B 3. Giin

Yuvarlak Adegygn
blastomerler ozellig
gosteren
blastomerler
Sekiz Hiicreli Embriyo Sekiz Hiicreli Kompakt Embriyo
c 3. Gin | D 4. G
Cdx2". Octd- e Cdx2", Octd
blastomerler //"”_ blastomerler

Oct4™, Cdx2-.
— . - “ l’ ——_ -
Oct4~, Cdx2 / Gatad™, Gata6™
blastomerler blastomerder
Octd™, Cdx2',
—
e Nanog™, Fgf4*
blastomerier

Morula (12-16 hiicre) Morula (32 hiicre)

Sekil 3: Sekiz hiicreli asamadan morula asamasmin sonuna kadarki siirede embriyonun
sematik yapisi. A ve B sekillerindeki tiim blastomerler uniform yapidadir. C seklinde blastomerlerin
trofoektodermi olusturacak (agik) ve i¢ hiicre kitlesini olusturacak (koyu) hiicreler olarak
farklilagtiklar1 goriilmektedir. D seklinde i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler de kendi iclerinde
epiblast tabakasimi (koyu pembe) ve hipoblast tabakasinmi (sar1) olusturacak hiicreler olarak
farklilasmustir. Edwards 2006, Moore 2008 ve Oron and Ivanova 2012’den uyarlanmigtir (Hakan
Darici, 2013).

Blastosist asamasi

Disi tireme kanalinda yoluna devam eden morula, fertilizasyondan yaklasik
dort giin sonra uterusa ulasir. Bundan hemen sonra morula i¢inde ‘blastosist boslugu
(blastosol)’ adi verilen sivi dolu bir bosluk meydana gelir. Embriyoya da bu
donemde ‘blastosist’ denmektedir (Moore 2008).

Erken blastosist asamasina gelmis embriyoda Nanog + hiicreler ile Gata6 +
hiicreler karmasik yerlesmis durumdadir. Takip eden siirecte, Gata6 + tiim hiicrelerin,
blastosist boslugunu (blastosol) sinirlayan bir tabaka olusturmak tizere gog¢ ettigi, goc

edemeyenlerin ise apoptozla yok oldugu gozlenir (Oron and lvanova 2012). Fare gibi
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kemirgen deney hayvanlarinda ‘primitif endoderm (PE)’; siiriingen, kus ve
memelilerin ¢ogunda ise hipoblast adi verilen bu tabaka (Stern and Downs 2012),
Gata6 ekspresyonunun pozitif olup Nanog ekspresyonunun kayboldugu hiicrelerden
olusmustur (Edwards 2006).

Hipoblast/PE tabakasi, vitelliis kesesini olusturmasina ek olarak, viicut planinin
ve bilateral simetrinin olusturulmasi, epiblast tabakasindaki hiicre hareketlerinin
kontrolii, primitif ¢izgi olusumuna Onciilik etme, pre-noral belirteglerin (marker)
sentezinin uyarilmasi ve olusan beyin hiicrelerinin kaudal sinyallerden korunmasi
gibi fonksiyonlar istlenir. Her ne kadar bu tabaka daha sonra embriyo diizleminde
primitif ektodermden gelen hiicrelerin invazyonuna ugrayarak biiyiik 6l¢iide ortadan
kalksa da geride kalan az sayida hiicrenin, embriyonik endoderm ve buradan gelisen
primitif bagirsak yapilarina katildigina dair raporlar mevcuttur (Stern and Downs
2012).

Hipoblast tabakasini olusturacak hiicrelerden ayrilan Nanog + hiicreler ise hem
sentezi devam eden Oct4 geni hem de Oct4 ile ortak ¢alisan Nanog geni sayesinde
pluripotensilerini korurlar. Hipoblasti olusturan hiicreler 4,5. giine gelindiginde
pluripotent hiicreleri blastosdldeki sividan ayirarak izole eden bir hiicre dizisi haline
gelmis ve bu hiicrelerle aralarinda bir bazal lamina da meydana getirmislerdir. Bazal
laminanin diger tarafinda kalan pluripotent hiicreler ise, hipoblast tabakasi iizerinde,
epiblast ad1 verilen, tek katl prizmatik bir hiicre katmani1 olusturur. Bdylece, embriyo
neredeyse dairesel iki katli disk seklinde bir yapiya biiriiniir (Sekil 4). Epiblast
tabakasin1 olusturan hiicreler gelisim ilerledik¢e gastrulasyon ile embriyonik
ektoderm, endoderm ve mezoderm tabakalarini olusturacak {i¢ germ diskine

farklilagir (Oron and lvanova 2012).

Blastosist, uterus iginde yaklasik 2 giin boyunca serbest ylizerken, uterin
bezlerden gelen salgilarla beslenir. Fertilizasyondan yaklasik bir hafta sonra
blastosist, genellikle embriyoblastin bulundugu bélgeden uterus duvarina tutunur.
Tutunmanin ardindan trofoblast hiicreleri hizla cogalmaya baslar. igteki trofoblastlar
embriyoblastin ¢evresindeki i¢ tabakayr siirdiiren sitotrofoblastlara farklilagirken,
uterus duvarindaki hiicrelerle temas halinde olan dis kisimdaki trofoblastlar, hiicre

zarlar1 kaynagmis, ¢ok cekirdekli sinsityotrofoblast tabakasina farklilagir. Bu hiicre
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tipleri daha sonra embriyo ve anneden gelen kan damarlar ile birlikte plasentay1

olusturur.

A ‘ 4. Gin | B 5. Gilin
3 Trofoektoderm S )
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I¢ hiicre kitlesi
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Sekil 4: Sekiz hiicreli asamadan morula asamasmin sonuna kadarki siirede embriyonun
sematik yapisi. Edwards RG, 2006; Moore 2008 ve Oron and Ivanova 2012 *den uyarlanmigtir (Hakan
Darict, 2013).

Germ yapraklarinin olusumu

Embriyonun bir sonraki asamasi; iki tabakali (bilaminar) embriyonik diskten
lic tabakali hale gelmesi, tim embriyonik dokularin onciillerinin olugmasi ve
embriyonun ekseninin belirlenmesi islemlerinin gerceklestigi  ‘gastrulasyon’

asamasidir.

Uciincii  haftanin  basinda, primitif ¢izginin olusmas1 ile baslayan
gastrulasyonda, iistteki epiblast tabakasinda yer alan bazi hiicreler digerlerinden

ayrilarak hipoblast ile epiblast arasina go¢ edip liciincii bir tabaka olustururlar. Gog
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eden hiicrelerden bazilar1 da en alttaki hipoblast tabakasindaki hiicrelerin arasina
yerlesir ve zamanla tamamen bu hiicrelerin yerini alir. Gastrulasyonla olusan ii¢
tabakal1 (trilaminar) embriyonik diskin, epiblastlarin olusturdugu tabaka ‘embriyonik
ektoderm’ veya kisaca ‘ektoderm’ olarak adlandirilir. Hipoblastlar ile aralarina
karisan epiblastlardan gelen hiicrelerin olusturdugu tabaka da ‘embriyonik endoderm’
veya ‘endoderm’ adini alir. iki tabakanin arasinda yer alana ‘mezenkim hiicreleri’

adini alan hiicrelerin olusturdugu tabaka ise ‘mezoderm’ olarak adlandirilir.

Embriyonal gelisimin devaminda, ektoderm tabakasindan; derinin epidermisi
ile buradan farklilasan kil sa¢ gibi yapilar, i¢ kulak, g6ziin bazi kisimlari, hipofizin
on lobu ile sinir sistemi ve noral krista hiicreleri gelisir. Endoderm tabakasindan
Ozetle, solunum sistemi ile sindirim sistemi organlari ve kanallarini, farinks, tiroid ve
paratiroid bezleri ve tonsiller gelisir. Mezoderm tabakasi ise kafatas1 ve viicut
kemikleri, iskelet kaslari, derinin dermisi, lirogenital sistem kanallar1 ve organlari,
visera-perikard-plevra ve periton zarlari, kalp, dalak, kan hiicreleri, kan ve lenfatik
sistem damarlari, bobrekiistii bezleri ve tiim i¢ organlarin bag dokusunu olusturur

(Moore 2008).

2.4. Pluripotent Kok Hiicreler

Memeli embriyogenezinin 0Ozelliklerinden biri de embriyoyu olusturan
hiicrelerin gelisim potansiyellerinin giderek kisitlanmasidir. Totipotent karakterdeki
zigot ve ilk blastomerler ¢ogalarak blastosistin i¢ hiicre kitlesini olusturduklarinda
gelisim potansiyelleri sinirlanarak pluripotent hale gelirler. Bu hiicreler dogal
ortamlarindan izole edilip uygun sartlarda in vitro olarak kiiltire alindiginda
‘Embriyonik Kok Hiicre (EKH)’ hatlar elde edilir. Bu hiicre hatlari, embriyodaki
genetik anahtarlar1 ve molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmada embriyonun yerine
alternatif olarak kullanilabilmektedir. Bu ¢alismalarda EKH’lere alternatif olarak
kullanilabilen, ‘Embriyonik Karsinoma (EC)’ hiicreleri ve ‘Embriyonik Germ
(EG)’ hiicreleri olarak adlandirilan iki PKH tipi daha bulunmaktadir.
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Embriyonik karsinoma hiicreleri (EC):

Embriyonik karsinoma hiicreleri tarihsel olarak ilk kesfedilen pluripotent kok
hiicrelerdir. Malin tiimorler olan teratokarsinomalarda, farklilagsmis dokulara ait
hiicreler arasinda yer alan farklilasmamis hiicrelerden elde edilirler. Kiiltiirii yapilan
EC hiicreleri in vitro farklilasabildikleri gibi canliya nakledildiginde yeniden
teratokarsinoma olusturabilmektedir. Ancak EC hiicrelerinin genelde andploid
olmalari, aragtirmalarda kullanimini kisitlayict bir engel teskil etmektedir (Cavaleri
and Scholer 2009).

Embriyonik Kok Hiicreler (EKH):

Embriyonik Kok Hiicreler, teorik olarak 2-8 hiicreli embriyolardan veya
yaklasik 32 hiicreli moruladan elde edilebilmektedir. ilk blastomerler totipotent
karakterde oldugundan, moruladaki hiicreler ise hem plasentaya hem de yetiskin
viicudunda bulunan diger hiicrelere farklilasabilecek iki hiicre tipini (trofoblast ve
[HK) icerdiginden erken dénemde elde edilen EKH hatlar1 tiim hiicre tiplerine
farklilasabilme 6zelligi de tasimaktadir. Ancak teknik olarak insan EKH’lerini elde
etmek igin en uygun agama ise 5. giin blastosistlerindeki IHK dir. Giiniimiizde rutin
hale gelmis bu yontem sayesinde ii¢ germ yapragindan tiireyen tiim hiicrelere
farklilagabilecek kok hiicre hatlar1 elde etmek miimkiindir (Sathananthan and
Osianlis 2010). Fare EKH’lerinden farkli olarak insan EKH’lerinin, uygun ortam
kosullar1 saglandiginda trofoektoderm hattin1 da olusturabildigi gosterilmistir

(Cavaleri and Scholer 2009).

I¢ hiicre kitlesi, blastosistlerin mekanik olarak veya trofoektodermal hiicrelerin
immiinolojik ayristirilmast ile izole edilebilir. Izole edilen hiicreler, uygun besi yeri
kullanilarak, besleyici tabaka (feeder layer) olarak gorev goren, iiremesi durdurulmus
fibroblastlarin {izerine ekilerek ¢ogalmalari saglanir (Sathananthan and Osianlis
2010).

Embriyonik Germ Hiicreleri (EGH):

Embriyonik kok hiicrelere ve EC hiicrelerine ek olarak canlidan izole

edilebilen iigiincii pluripotent hiicre tipi embriyonik germ hiicreleridir. Embriyoda,
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primordiyal germ hiicrelerini olusturmak iizere go¢ eden hiicrelerin toplanmasiyla
olusturulan EGH hatlarinin, morfolojik olarak oldugu gibi fonksiyonel olarak da

EKH’lerden farksiz oldugu gosterilmistir (Cavaleri and Scholer 2009).

Yukaridakilere ek olarak, daha farkli yontemlerle elde edilen pluripotent kok
hiicre hatlar1 da bulunmaktadir. Bunlar ‘Niikleer transfer yontemi ile iiretilen kok
hiicreler (ntEKH)’ ve ‘Partenogenetik embriyonik kok hiicreler (pEKH)’ (Tobin and
Kim 2012) ve daha iyi bilinen iki pluripotent hiicre tipi olan ‘Epiblast Kok Hiicreleri
(epiKH)’ ile ‘Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH)’dir (Loh et al., 2011).

Niikleer transfer yontemi ile iiretilen kok hiicreler (ntEKH):

Niikleer transfer yontemi ile iiretilen kok hiicreler, ¢ekirdegi ¢ikarilmig bir
oositin icine somatik bir hiicreye ait ¢ekirdegin nakledilmesi ile elde edilir. 11k kez
Gurdon et al., (1958) tarafindan iki yasamlilarda (amfibilerde) basariyla uygulanan
bu yontem ile somatik hiicreyi veren kisiye ait, genetik olarak es ve immiinolojik
olarak uyumlu kok hiicre hatlar1 elde etmek miimkiindiir (Tobin and Kim 2012).
Gurdon’un ¢alismasindan Onceki ¢alismalarda, oosite blastosist veya gastrulasyon
evresindeki embriyolardaki bir hiicreden alinan c¢ekirdegin, kendi c¢ekirdegi
cikarilmis veya UV isinlarla etkisiz hale getirilmis baska bir oosite aktarilmasi ile
yeni canlilar elde etmek miimkiin olmustur. Gurdon ise, oositlerin ¢ekirdegi
cikarmadan iglerine yetiskin bireylerden elde ettigi, somatik bir hiicreye ait ¢ekirdegi
aktararak canli ve saglikli bireyler olusturmay: bagarmistir (Gurdon et al., 1958). Bu
calismanin memelilere uyarlanmis seklini ilk gerceklestiren ise 1996 yilinda lan
Wilmut ve ekibi olmustur. Ekip ¢alismasinda yetiskin bir koyundan elde edilen
somatik bir hiicre ¢ekirdegini farkli bir koyuna ait c¢ekirdegi ¢ikarilmis bir oositin
icine aktararak olusturdugu embriyodan, daha sonra Dolly adi ile anilacak yavruyu
elde etmeyi basarmistir. Calismada ilk canli dogum elde edilinceye kadar 276
embriyoda deneme gerceklestirilmistir (Campbell et al., 1996).

Somatik hiicre niikleer transfer yontemi veya daha 1yi bilinen adi ile klonlama
yontemi kullanilarak, canli dogum saglamak yerine, bu sekilde olusturulmus bir
embriyodan i¢ hiicre kitlesini izole ederek tedavi amaglh kullanmak, pluripotent kok

hiicre elde etmenin yollarindan biridir. Vogelstein et al., (2002) bu yontemin, hem
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yanlig anlasilmalar1 6nlemesi hem de daha agiklayict olmasi amaciyla ‘klonlama’
adindan c¢ok ‘niikleer transplantasyon’ adi ile anilmasini Onermistir. Niikleer
transplantasyon yontemi, her ne kadar kisiye 6zgii pluripotent kok hiicre elde
edilmesine olanak saglasa da oosit kullaninminin gerekmesi, embriyonun i¢ hiicre
Kitlesinin alinmasi1 ve metot olarak da uygulanmasmin olduk¢a giic olmasi gibi

nedenlerle uygun bir PKH elde etme yontemi olarak diigiiniilmemektedir.
Diger pluripotent kok hiicre tipleri:

Degistirilmis ¢ekirdek transferi (Altered Nuclear Transfer) yontemi ile
blastosistte trofoektoderme ait Cdx2 geni, gen miihendisligi yontemi ile bozularak,
teorik olarak ic¢ hiicre kitlesi saglikli ancak plasenta olusturamayacagi icin asla
gelisemeyecek embriyolar olusturmak miimkiindiir. Bu sekilde degistirilen
embriyolar canli olusturamayacaklari igin embriyonik kok hiicre elde etmede uygun
bir aday olarak da diigiiniilmiistiir. Ancak bu yontem de Cdx2 geninin susturulmasi
icin gerekli islemler sirasinda istenmeyen sonuglar ortaya cikartabilecegi nedeniyle

yayginlasmamigtir (Kastenberg and Odorico 2008).

Oositlerin partenogenetik aktivasyonu ile olusturulan partenogenetik EKH
(PEKH)’ler, doku uyumluluguna sahip ve embriyo kullanimini gerektirmeyen
teknigi nedeniyle tedavi amacgli kullanilabilecek kok hiicre iiretimine olanak
saglamaktadir. Ek olarak pEKH’lerde goriilebilen epigenetik mutasyon oraninin,
niikleer transfer yontemine gore daha az oldugu da ortaya konmustur. Ancak
pEKH’ler haploid kromozomlarin duplikasyonu ile olusturulan homozigot bir
genoma sahip oldugu icin teorik olarak bolgesel immiin yanit olusturabilmektedir.
Yontemin bir diger kisitlamasi da sadece oosit elde edilebilen disi bireylerde

uygulanabilmesidir.

Epiblast Kok Hiicreleri (EpiKH), elde edilme yontemleri EKH’lere benzer
olmakla birlikte, ge¢ blastosist evresinde, hipoblast ve epiblast tabakalar1 olusmus

embriyolardan elde edilmektedir. (Loh et al., 2011).

Yukarida bahsedilen pluripotent kok hiicre cesitleri ile ilgili bilgiler Tablo 1’de
derlenmistir. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler ile ilgili bilgiler bu béliimde

verilmeyip, ilerleyen boliimlerde ayrintili olarak anlatilmistir.
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Tablo 1: Pluripotent kok hiicre tipleri ve elde edilme yontemleri

Kok Hiicre Elde edilmesi
EKH Embriyonik K6k Hiicreler Blastomerler ve i¢ hiicre kitlesinde
EC Embriyonik Karsinoma Embriyonik tiimorlerden (teratokarsinoma)
EGH Embriyonik Germ Hiicreleri Embriyo ve fetiisten
EpiKH Epiblast Kok Hiicreleri Blastosistin epiblast tabakasindan
ntEKH Niikleer Transfer Embriyonik K6k Hiicreler Somatik hilere gelirdeginin oosite
aktarilmastyla
pEKH  Partenogenetik Embriyonik Kok Hiicreler Oositin partenogenetik aktivasyonuyla
iPKH Indiiklenmis Pluripotent K&k Hiicreler Somatik hiicrelerin indiiklenmesi ile

Daha uygun kok hiicre tipleri elde edebilmek i¢in gelisme calismalart devam
etmesine ragmen, EKH’ler, elde edilen yeni hiicrelerin pluripotentliginin
degerlendirilmesinde halen ‘altin standart’ olarak kullanilmaya devam etmektedir

(Tobin and Kim 2012).

2.5. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonik Kok Hiicre arastirmalart 1960°larda Roy Stevens ve Barry
Pierce’in fare teratoma ve tratokarsinomalar1 lizerine ¢alismalar1 ile baslamustir.
Pierce, ilerleyen calismalarinda farklilasmamis teratoma hiicrelerinin, uygun aliciya
aktarildiginda cesitli hiicre tiplerini barindiran teratokarsinomalara doniisebildigini
gostermistir. Bu ¢alisma sayesinde, izole edilen ilk pluripotent hiicre hatti1 olan
embriyonik karsinoma hiicre hatlar1 olusturulmustur. Zamanla kiiltiir sartlari
gelistirilerek hiicrelerin biiylik 6l¢iide farklilasmadan korunabilmeleri olanakli hale
gelmistir. Bu hiicre hatlar1 yetigkinlere nakledildiginde tiimor olusturarak canliy
oldiirmekte iken, blastosist asamasindaki embriyoya transfer edildiginde, tamamen
normal sekilde gelisebildikleri ve yetiskin canlidaki lireme hiicreleri de dahil olmak
tizere neredeyse tiim dokularin yapisina katildiklari gézlenmistir. Ancak bu durum
oldukca nadir gerceklesmekte olup elde edilen yavrular genellikle dogumda veya
yasamin ilerleyen donemlerinde timor olusturma egiliminde olmuslardir (Gardner
2009).
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1980’lerin basinda ABD’li arastirmaci Gail Martins (1981) ile Ingiltere’den
Martin Evans ve Matthew Kaufman’in (1981) bagimsiz iki calismasi ile fare
embriyolarindan kok hiicreler izole edilerek embriyonik kok hiicreler olarak
isimlendirilmistir. Martin Evans bu ¢alismasindan dolay1 2007 Nobel Tip Odiiliinii
paylagan ii¢ arastirmacidan biri olmustur (Appasani and Appasani 2011). 1995
yilinda maymun, 1998 yilinda da ilk insan EKH hatlari, Amerikali arastirmaci James

Thomson tarafindan elde edilmistir (Thomson et al., 1998).

EKH’lerin genis farklilagma kapasiteleri, bilim diinyasinda biiyiik ilgi
uyandirmistir. Thomson’un elde ettigi insan EKH’leri (iIEKH) daha sonra diinya
capinda pek ¢ok laboratuvar tarafindan iiretilmeye baglanmistir. 2011 yilinda Avrupa
Insan Embriyonik Kok Hiicre Kiitiigiine kayith 663 hiicre hatt1 bulundugu
raporlanmistir (Harrison et al., 2011).

2.5.1. Embriyonik Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Insan EKH’leri ile diger pluripotent hiicre tiplerini, farklilagmis diger
hiicrelerden ayirt etmek ve pluripotentliklerini dogrulamak icin proteinden gen
diizeyine kadar cesitli belirteclerden ve birtakim fonksiyonel testlerden yararlanilir.
En yaygmn kullanilan yontem, EKH’lerin immiinohistokimyasal (IHC) isaretleme
yontemleridir. Isaretlemede siklikla kullanilan yiizey belirtecleri; Stage Specific
Embryonic Antigen (SSEA) 3 ve SSEA4, keratan siilfat proteoglikanlar1 olan TRA-
1-60 ve TRA-1-81, dokuya spesifik olmayan alkalin fosfatazlar TRA-2-49 ve TRA-
2-54’tiir. Bu belirtegler ayn1 zamanda hiicre ylizeyinde bulunduklarindan hiicrelerin
ayristirllmasinda (sorting) da kullanilmaktadir (Harrison et al., 2011). Bunlara ek
olarak kullanilan hiicre i¢i pluripotensi belirtegleri arasinda Oct4 ve Nanog
transkripsiyon faktorleri yer almaktadir (Draper et al., 2007). Bu belirteglerden
bazilar1t EKH’ler disindaki birtakim farklilagsmis hiicrelerde bulunabildiginden, bir
hiicrenin dogrulanmasinda birkag¢ belirtecin birlikte bulunmasi saf bir popiilasyon

elde edildiginin gosterilmesi ac¢isindan uygundur.
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Yiizey belirtecleri ile isaretlemeden sonra, gen ekspresyon analizleri de
EKH’lerin karakterizasyonunda siklikla kullanilmaktadir (Harrison et al., 2011).
Reverse Transcriptase — Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile
kullanilan belirtegler, pluripotensi ve farklilasma belirtegleri olarak ikiye
ayrilmaktadir. Pluripotensi belirtegleri olan Oct4, Nanog, Sox2, Foxd3, Utfl ve
Rex1’in EKH’lerde ekspresyonunun goriilmesi istenmektedir. Buna karsin
farklilagsma belirteglerinin sentezinin diisiik oranlarda gergeklesmesi beklenmektedir.
Yaygin kullanilan farklilasma belirtegleri endoderm i¢in; Gata4, Gata6, Hnf4a ve
alfa fetoprotein (Afp); trofoektoderm i¢in Cdx2, Eomes ve Hcg; ektoderm igin
NeuroD1 ve Sox1; mezoderm igin ise Branchyury ve Hbz’dir®. Bu belirteglerin rutin
analizlerde ve kantitatif (real-time) PCR (gPCR) ile kullanilmasi 6nerilmektedir
(Draper et al., 2007).

Tablo 2: Pluripotent kok hiicrelerin karakterizasyonunda siklikla kullanilan belirtecler.

YONTEM BELIiRTECLER

Yizey SSEAA3, SSEA4,
belirtegleri TRA-1-60, TRA-1-81, TRA-2-59, TRA-2-54

IHC/IF
Gekirdekte Oct4, Nanog, Sox2
bulunanlar
P.O zitif B.ehrt?gler . Oct4, Nanog, Sox2, Foxd3, Utf1, Rex1
(Pluripotensi Belirtegleri)
RIAFCIR Endoderm Gata4, Gata6, Hnf4a, Afp
/Akm Negatif
Sitometrisi Belirtecler Mezoderm Branchyury, Hbz
Belirtecleri
¢ (Farklilasma Ektoderm NeuroD1, Sox1
Belirtegleri)

Trofoektoderm  Cdx2, Eomes ve Hcg

3 Belirtilen genlerin agilimlari Simgeler ve Kisaltmalar dizininde yer almaktadar.
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Her ne kadar EKH’ler i¢in standart bir karakterizasyon sistemi gelistirilmeye
calisilsa da, laboratuvarlar aras1 farkliliklar ve kiiltiir sartlari, hiicreleri gen diizeyinde
etkileyebilmektedir. Ornegin besiyerine normal serum yerine Knockout Serum
Replacement (KSR) takviyesi yapildiginda, iglerinde Utfl geninin de dahil oldugu
1417 genin ekspresyonunda degisim gozlenmistir. Ortamda besleyici tabakanin
bulunmasi ile feeder-free medyum kullanilmasi arasinda da farkliliklar ortaya

konmustur.

Hiicrelerin epigenetik diizeyde karakterizasyonu, diger yontemler gibi rutin
olarak kullanilmasa da bu konuda yapilan calismalar ¢ogaldik¢a genel bir yapi
olugmaktadir. Kromatin yapis1 hiicrelerde gevsek paketlenmis (agik) veya siki
paketlenmis (kapali) olarak bulunabilmektedir. Embriyonik kok hiicrelerde bu
yapmin ¢ogunlukla agik oldugu ve genlerin biiylik bir kisminin sentezlenebildigi
gbzlenmektedir. DNA’nin metilasyon durumu da somatik ve kanser hiicreleri ile
kiyaslandiginda EKH’lerde biiylik farklilik gostermektedir. Metilasyon paterninin
hiicrelerin kiiltiir sartlar1 ve siiresi ile degisebildigi ve tiimdr baskilayici genler gibi
genlerde meydana gelebilecek hatali metilasyonun kansere neden olabilecegi goz
Ontine alindiginda, epigenetik karakterizasyonun, EKH’lerin klinik kullanimlari i¢in
gelecekte kritik onem tasiyacagini da dikkate almak gerekmektedir (Harrison et al.,
2011).

Kiiltir sartlarinin neden oldugu epigenetik degisimler, timor gelisimine ek
olarak embriyonal gelisim defektlerine de neden olabilmektedir. Karakterizasyonda
her EKH hattinin epigenetik diizeyde biiyiik farkliliklar gosterebildigi de géz oniine
alindiginda farkli kosullar altinda izole edilen ve kiiltiirii yapilan hiicre hatlarinin

karsilastirilmasi gerekmektedir (Boyer et al., 2007).

X kromozomunun inaktivasyonu da EKH’lerde farklilik gostermektedir.
Erkeklerden elde edilen hemen hemen tiim hiicre hatlarinda X kromozomu aktifken
disilerden elde edilen hiicrelerin yaklasik yarisinda iki X kromozomundan birinin
baskilandig1, diger yarisinda ise ikisinin de aktif oldugu gorilmustir. X
inaktivasyonunun hiicrelerde negatif veya pozitif bir etkisi olup olmadigi heniiz

netlik kazanmamustir. Embriyonal donemde kendiliginden gergeklesen X
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inaktivasyonunun, EKH’lerin farklilagmaya baslamasiyla da gergeklesebilecegi

distiniilmektedir.

Mikro RNA’lar (miRNA’lar) da epigenetik diizenlemede gorev almaktadirlar.
Metilasyon profilleri gibi miRNA profillerinin de, EKH’lerin karakterizasyonunda
kullanilmast miimkiindiir. Bu konuda yapilan arastirmalar miR-302 toplulugu
(cluster) ile miR-371/372/373’1 igeren toplulugun iEKH’lerine 6zgii oldugu ve miR-

302’nin, EKH’lerin kendini yenilemesinde rol oynadig1 gosterilmistir.

Pluripotent EKH’lerin, tanimlari geregi viicuttaki tiim hiicre tiplerine
dontigebilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, EKH’ler i¢in en istiin test yontemi,
organizmadaki tiim hiicre hatlarina katkida bulunabildiginin gosterilmesidir. Bu
durumu test etmek i¢in EKH’ler bir blastosist i¢ine enjekte edilerek blastosist,
tagtyict bir anneye nakledilir. Gelisen embriyo kimerik olup, hem blastosistteki
hiicrelerden, hem de nakledilen EKH’lerden gelisen hiicreleri tasiyacaktir. Bu
embriyolara ait dokular incelendiginde uygun EKH hatlarinin, germ hiicreleri dahil
tiim hiicre tiplerine katki yaptig1 gozlenmelidir. Bu testin daha da gelistirilmis ve
sikilagtirilmis sekli tetraploid tamamlayicilik (tetraploid complementation) testidir.
Bu testte, ilk etapta iki hiicreli embriyodaki blastomerler fiizyonla birlestirilerek
tetraploid tek bir hiicre olusturulur. Bu hiicre cogaldik¢a yeni tetraploid hiicreler
verecektir. Olusan hiicreler ekstraembriyonik dokular1 olusturabilme yeteneginde
olmasina karsin asil embriyoyu olusturamamaktadir. Bu asamada nakledilen EKH’ler
embriyoya ait tiim dokularin gelisimini {istlenirler. Bu islemler hayvanlarda
uygulanabilmesine karsin, etik nedenlerle insanlarda uygulanamamaktadir (Harrison
et al,, 2011). Buna ragmen 2006 yilinda James ve arkadaglar1 iEKH’lerini fare
blastosistlerine naklederek implantasyon asamasina kadar gelmesini saglamistir.
Embriyolarin besinci giine kadar gelismelerine izin verildigi ¢alismada iEKH’lerinin
cok seyrek de olsa embriyo yapisina katildig1 ve insan-fare kimerasi olusturabildigini

gostermistir (James et al., 2006).

Hiicrelerin pluripotentligini 6lgmede kullanilan ve embriyonik hiicrelerin
yukardaki yontemle karistirilmasina alternatif olan yontem ise, teratoma olusturma
testidir. Bu testte immiin yetmezligi olan bir hayvana, subkutan ya da intramuskiiler

yolla veya farkli organlarin i¢ine nakledilen EKH’lerin tiimér olusturmalari ve bu
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stirecte farklilagmalar1 incelenir. Nakledildikleri canlida gelisimlerine devam eden
EKH’ler uygun yonlendirme sinyalleri bulunmadigindan dolay1 olduk¢a karmasik bir
farklilasma yoluna giderler. Bu sekilde olusturulan teratomalarda; rastgele olusmus
kemik, kikirdak, gesitli epitel, sinir hiicreleri, kas hiicrelerine gibi hiicre ve doku
tiplerine ek olarak deri ve dis gibi kompleks yapilar da goriilebilmektedir. Teratoma
icinde li¢ germ yapragindan da hiicrelerin goriilmesi, nakledilen hiicrelerin
pluripotent olduguna dair fonksiyonel bir kanit olarak kabul edilir (Harrison et al.,
2011, Noggle et al., 2007).

Canlilarda gergeklestirilen (in vivo) farklilasma islemi in vitro ortamda da taklit
edilebilmektedir. EKH’ler kiiltiir ortamindan farklilasma engelleyici, Leukemia
Inhibiting Factor (LIF) gibi bilesikler ¢ekildiginde kendiliginden farklilagmaktadir.
Farklilasma islemi hiicrelerin ii¢ boyutlu embriyoid cisimcik (EB) olusturmasi
saglanarak daha da tesvik edilebilmektedir. Teratomalarda oldugu gibi EB’lerdeki
hiicreler de farklilagmay1 yonlendirici sinyallere sahip degildir. Ancak farklilasirken
kismen de olsa belli bir hatta yonelme egilimi gostermektedirler. Farklilagsma
gosteren EB’lerde yapilan IHC boyamalari ile RT-PCR analizleri hiicrelerin

pluripotentligini géstermede kullanilabilmektedir.

Hiicreler kendiliginden farklilagmaya birakilabilecekleri gibi farklilagmalarinin
uygun protokoller kullanilarak yonlendirilmesi de miimkiindiir. Farklilastirmada
genetik modifikasyon kullanilabildigi gibi c¢ok cesitli biyoaktif molekiiller de
kullanilmaktadir (Harrison et al., 2011, Sathananthan and Trounson 2007).

Ornek vermek gerekirse, EKH’lerin kiiltiir ortamina, Transforming Growth
Factor beta (TGFP) yolaginin aktivatorii olan ‘Activin A’ ile Wnt sinyal yolaginin
aktivatorii olan ‘Wnt3a’ eklendiginde, hiicreler 36 saat i¢inde mezoendoderm
(mezoderm ve endoderm) hattina farklilagmaktadirlar. Farklilasan mezoendoderm
hiicre hattina yiiksek dozda Activin A verilmeye devam edildiginde hiicreler
endoderm yoniinde farklilasirken, Wnt3a, diisik doz Activin A veya kemik
morfojenik proteini (bone morphogenic protein, BMP) 4 verildiginde hiicreler
mezoderm yoniinde farklilagsmaktadir. Ektoderm ydniinde farklilagsma elde etmek i¢in
ise EKH’lerin TGFPB ve Wnt sinyal yolaklarinin inhibitorleri ile kiiltiire edilmeleri

yeterlidir. Ektoderm yoniinde farklilasan hiicrelerin kiiltiirine BMP4 ile devam
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edildiginde epidermal (ylizey ektodermi) hatti elde edilirken BMP antagonisti
(Noggin) veya Fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast Growth Factor, FGF) 4 ile
kiiltiire edildiginde noroektodermal hiicre hatti elde edilmektedir (Sekil 5). Verilen
orneklerdeki temel hiicre hatlar1 ¢esitli kimyasallarin yardimiyla daha da
farklilagtirilarak son asamaya kadar farklilasmis (terminal diferansiye) somatik

hiicreler elde edilebilmektedir (Loh et al., 2011).
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Sekil 5: Pluripotent kok hiicreler igin temel farklilastirma yollari.

2.5.2. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH)

Bir embriyodan elde edilebilecek pluripotent kok hiicrelerin baska bir aliciya
doku uyumu saglamasinda karsilasilan problemler bir yana, EKH’lerin embriyo
kullanilarak elde edilmesinden kaynaklanan etik problemler ve yasal kisitlamalar,
arastirmacilarin  PKH’ler i¢in yeni kaynaklar aramasimna neden olmustur. Bu
problemlerin ortaya c¢ikmayacagi en uygun yontemlerden biri de hastanin kendi

hiicrelerini kullanarak pluripotent kok hiicre elde etmektir.

Kyoto Universitesinde arastirmaci Shinya Yamanaka, niikleer transfer yontemi

ile elde edilen kok hiicrelerde, cekirdegin yeniden programlanmasimi saglayan
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faktorlerin somatik hiicreleri de indiikleyerek pluripotentligi aktive edebilecegi
hipotezi lizerinde durmustur. Yamanaka ve Ogrencisi Takahashi bu dogrultuda
gergeklestirdikleri deneylerin sonucu olarak 2006 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada,
farelere ait somatik hiicreleri, ¢esitli genler ile indiikleyerek pluripotent kok hiicre
elde ettiklerini duyurmustur. Elde ettikleri hiicrelere ‘indiiklenmis Pluripotent Kok
Hiicre (iPKH) (induced Pluripotent Stem Cell (iPSC)’ adin1 veren Yamanaka, tip
tarihinde ilk kez embriyo veya oosit kullanmadan, farelerin kendi somatik
hiicrelerinden pluripotent kok hiicre olusturmayr basarmustir (Takahashi and
Yamanaka 2006).

“Erigkin  hiicrelerin, yeniden programlanarak pluripotent hiicrelere
doniistiiriilebilecegini gosterdikleri igin” 2012 yili Nobel Tip Odiilii Sir James
Gurdon ile Shinya Yamanaka arasinda paylasilmistir (Nobelprize.org, Erisim tarihi:
9 Mayis 2013).

Yamanaka ve ekibi ¢alismada ilk etapta, pluripotensiyi korumada gorev aldig
bilinen Oct4, Sox2 ve Nanog transkripsiyon faktorleri ile EKH’lere ek olarak
timorlerde de yiiksek oranda sentezlenen Stat3, E-Ras, c-myc, Klf-4 ve p-catenin
gibi genlerin tiizerinde durmustur. Pluripotensiyi saglamada etkili olacagimi
diistindiikleri; Ecatl, Dpp5(Esgl), Fbx015, Nanog, ERas, Dnmt3l, Ecat8, Gdf3,
Sox15, Dppa4, Dppa2, Fthl17, Sall4, Oct4, Sox2, Rex1, Utfl, Tcll, Dppa3, Klf4, b-
cat, cMyc, Stat3 ve Grb2* olarak siraladigi ve numaralandirdigi 24 aday genin her
birini ayr1 ayri retroviriislere aktarmustir. Petri kaplarina ekilen fare fibroblastlari

(Plat-E hiicre hatt1) bu retroviriisler ile transfekte edilmistir.

Pluripotentligi 6lgmek i¢in hiicreleri, sadece fare EKH’lerde ve erken donem
embriyolarmda bulunan Fbx15 proteinine bagli olarak sentezi gergeklesen G418
antibiyotigine direng geni ile transfekte etmistir. Transfekte edilen hiicreleri besleyici
fibroblast tabakasi iizerinde kiiltiire eden ekip once her geni ayr1 ayr1 aktarmis ancak

direngli (pluripotentligi saglamis) bir koloni elde edememistir. Ancak 24 genin

4 Belirtilen genlerin agik adlandirmalari, Simgeler ve Kisaltmalar dizininde belirtilmistir.
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hepsini ayni1 anda transfekte ettiklerinde antibiyotige direng gelistirerek pluripotent

hiicre 6zelligine sahip koloniler elde edilmistir (Resim 1).

Resim 1: Yamanaka’nin ¢aligmasinda petri kabindaki pluripotent hiicre kolonileri. Soldaki iki
petri kab1 kristal viyole boyasi ile hiicre varliginin gosterilmesi i¢in boyanmis. Soldaki kontrol
petrisinde hi¢ hiicre goriilmezken ortadaki petride hiicreler Fbx15 sentezine bagli olarak G418’e
direng gelistirebildikleri igin canli olarak goriilmekte. Sagdaki petride ise EKH belirteglerinden alkalin
fosfataz ile boyanmis (mor) G418’e direngli hiicre kolonileri petri kabinin yiizeyinde goriilmekte.

Kiigiik resimde kolonilerin biiyiitiilmiis halleri goriintiilenmis (Takahashi and Yamanaka 2006).

Arastirmacilar daha sonra, verilen 24 faktorden her birini ayr1 bir denemede
ortamdan eksilterek 23 faktor ile elde edilebilen koloni sayisini belirlemistir. Bu
deney sonucunda da 10 faktoriin yoklugunda koloni sayisinda diisiis gozlemislerdir.
Bir sonraki agamada bu 10 faktorii birlikte veya iglerinden birini eksilterek (9 faktor)
hiicrelere aktaran arastirmacilar pluripotensiyi saglamak i¢in dort faktdriin gerekli
oldugunu gostermislerdir. Son asamada bu dort faktorden birer eksilterek iPKH
olusturmaya calisan arastirmacilar yeterli koloni elde edememistir. Sonu¢ olarak
aragtirmacilar, somatik hiicrelerin yeniden programlanmasinda Oct4, Sox2, Klf4 ve
c-Myc (kisaca OSKM) olarak belirlenen dort transkripsiyon faktoriintin gerekli ve
yeterli oldugunu ortaya koymuslardir (Sekil 6).
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Sekil 6: Yamanaka’nin retroviriisler ile fibroblastlara aktardig1 genler ve aktarim asamasi. Tiim
sekillerde 24 faktoriin hepsinin bir arada verilerek veya iglerinden numarast belirtilen faktor
eksiltilerek verildiginde elde edilen pluripotent hiicre koloniler goriililyor. A seklinde pluripotent
koloni sayisinda azalmaya neden olan faktorler (kirmizi kutu igindekiler) kullanilarak yapilan ikinci
denemede (B sekli) dort temel transkripsiyon faktoriiniin (kirmizi) eksikliginde neredeyse hi¢ koloni
elde edilemedigi goriilmiigtiir. C seklinde, belirlenen son dort faktdrden biri azaltildiginda koloni
sayisinda ciddi diisiis oldugu, iki faktorle ise hi¢ koloni elde edilemedigi goriilmistiir (Takahashi ve

Yamanaka 2006).

Arastirmacilar tirettikleri hiicrelerin pluripotentligini dogrulamak i¢in bir dizi
test uygulamiglardir. Genellikle EKH’ler ile kiyaslamalar igeren bu analizlerde
IPKH’ler morfolojik olarak, proliferasyon kapasiteleri agisindan ve Nanog ve Oct4
gibi genlerin metillenme durumlar1 agisindan karsilastirilmistir. EK olarak EKH
belirteci olan Nanog, Oct4, Fgf4, Sox2 ve Cripto gibi genler ve bunlarin protein
transkriptleri i¢in western blot, RT-PCR ve IHC gibi yontemler kullanilarak da
dogrulama yapilmistir. Ayrica iPKH’lerin global gen ekspresyon profilleri fare
EKH’leri ve koken aldiklar1 fibroblastlar ile karsilagtirilmistir.  Tim
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karsilastirmalarda iPKH’ler, fibroblastlardan olduk¢a farkli ve EKH’lere oldukca

yakin hiicreler olarak tanimlanmuistir.

Arastirmacilar elde ettikleri hiicrelerin pluripotentliginin en giivenilir testleri
olarak hiicreleri in vitro ve in vivo farklilastirmaya yonlendirmislerdir. In vitro
deneylerde iPKH’lerin {i¢ germ yapragindan da koken alan hiicrelere de farklilastig
IHC yontemi ile gosterilmistir. In vivo deneylerde ise yetiskin farelere nakledilen
iPKH’ler, EKH’lerin yapacagi gibi iic germ yapragindan doku tipleri igeren
teratomalar olusturmuslardir. Yapilan en son test ile iPKH’ler fare blastosistlerine
nakledilmistir. Nakil yapilan blastosistlerden gelisen embriyolar incelendiginde,
aktarilan hiicrelerin, embriyolardaki ii¢ germ yapragindan gelisen ¢esitli dokularin

yapisina katildigini ortaya koymustur.

2.5.3. iIPKH’lerin Kesfini Takip Eden Baz1 Calismalar

2007 yilinda, iki farkli ekip (Yamanaka ve Thomson gruplar1) ayn1 yontemle
insana ait iPKH (hiPSC) hatlar1 olusturmayi basarmistir (Takahashi et al., 2007, Yu
et al,, 2007). iPKH g¢aligmalarinin ilk yillarinda Yamanaka’nin ydntemine sadik
kalinarak genoma entegre olabilen retroviriisler ve lentiviriisler kullanilmistir.
Entegrasyon problemi olmayan ilk iPKH hatlari, 2008 yilinda farelerde adenoviriis
(Stadtfeld et al., 2008) veya plazmid (Okita et al., 2008) kullanilarak olusturulmustur.
2009 yilinda yapilan iki ¢alismada loxP bolgelerine entegre olan ve Cre rekombinaz
enzimi kullanilarak ¢ikartilabilen genler kullanilmistir (Kaji et al., 2009, Soldner et
al., 2009). Fakat bu yontemde de kisa vektor bolgeleri genomda kalmakta ve
mutasyona neden olabilmektedir.

Viral yontemlerin risklerini azaltmak ve etkinligi arttirmak icin arastirmacilar,
farkli hiicre tiplerinde daha az faktdr kullanma yoluna gitmislerdir. Bu amagla insan
hiicrelerinde yapilan ¢alismalar arasinda; amniyon kokenli hiicrelerde ii¢ faktor (OS,
Nanog) (Zhao et al., 2010), kordon kan1 kokenli hiicrelerde ti¢ (OSK) ve iki faktor
(OS) (Gioretti et al., 2009) ve noral kok hiicrelerde iki (OK) ve tek faktor (O) (Kim
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et al., 2009a) kullanarak c¢alismalar sirdiiriilmiistir. Ancak bu ¢alismalarda
kullanilan hiicre tipleri elde edilmesi kolay olmayan hiicreler olup gelecekteki olasi
klinik kullanimlar i¢in uygun goriilmemektedir. 2011 yilinda sadece bir faktoriin
transfeksiyonu yapilarak fare iPKH’leri iretilebilmis ancak yine de viral

transfeksiyon yonteminin digina ¢ikilamamistir (Li et al., 2011).

Bu giline dek DNA kullanmadan yapilan sadece birkag¢ ¢alisma bulunmaktadir.
Bunlarin birinde tamamen RNA temeli tireme dongiisii olan Sendai viriisi ile
transfeksiyon gerceklestirilmistir (Fusaki et al., 2009). Aymi yil, Ding ve ekibi
yetiskin (Zhou et al., 2009) ve yenidogan fibroblastlarinda (Kim et al., 2009b)
yiiritiilen ¢alismalarda hiicre zarindan gecebilen rekombinant proteinler kullanarak,
genetik materyal igermeyen ilk iPKH dretimini gergeklestirmistir. Ancak bu

yontemdeki tek problem etkinligin viral yontemlere gore diisiik kalmasidir.

Diger bir ¢alismada, sentetik modifiye mRNA molekiillerinin hiicrelere aktarimi ile
OSKM proteinlerinin sentezi saglanmistir (Warren et al., 2011). Warren ve
arkadaslarinin ¢aligmasi su ana kadarki en etkin yontem olup viral yontemlerdeki %
0,1 olan iPKH iiretim oranini % 1’in tizerine ¢ikartmistir. Ancak, yontem OSKM’ye
ek olarak Lin28 ve Yesil Floresan Protein (YFP) mRNA’larinin da hiicrelere
aktarilmasini gerektirmistir. Ayrica mRNA’larin hazirlanmasi ve 24 saatte bir
hiicrelere aktarilmasinin gerekmesi oldukga biiytik laboratuvar yiikii gerektirmektedir

(Stadfeld and Hochedlinger 2010, Zhu et al., 2011).

Yakin zamanda, Science dergisinde yayinlanan bir ¢aligmada, fare embriyonik
fibroblastlari, sadece kii¢ciik molekiiller kullanilarak iPKH’lere donistirilmistiir.
Deng ve ekibi tarafindan gercgeklestirilen ¢alismada yaklasik 10.000 kiiciik molekiil
taranarak 7 kiiciik molekiilin kombinasyonunun fare somatik hiicrelerini iPKH
hiicrelerine doniistiirebildigi gosterilmistir. Ekibin belirledigi kiigiik molekiiller;
siklik AMP (cAMP) agonisti Forskolin, histon deasetilaz (HDAS) enzimi inhibit6rii
Valproik asit (VPA), spesifik GSK3B inhibitorii CHIR9921, E-616452,
Tranylcypromine, 3-deazaneplanocin A ve TTNPB molekiilleri bulunmaktadir.
Calisma su ana kadar yapilanlar arasinda, sadece kiigiilk molekiiller kullanilarak
gerceklestirilen tek ¢aligmadir. Ancak, insan hiicrelerinde sadece kiigiik molekiiller

kullanilarak gergeklestirilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir (Hou et al., 2013).
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Insan ve farelerin pluripotensilerini korumalarini saglayan mekanizmalar, iki
tir arasinda farklilik gosterdiginden (Xu et al., 2010) aym kiiciik molekiil
kombinasyonunun insanda c¢alismasi olas1 goriilmemekte ve bu alanda yeni
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. 2013 yilina kadar gelistirilen farkli iPKH tiretim

yontemleri Tablo 3’de derlenmistir.

Tablo 3: iPKH iiretiminde kullanilan farkli yontemlere ait Gzet bilgi (Stadfeld and
Hochedlinger 2010, Warren et al., 2010, Zhu et al., 2011 ve Hou et al., 2013 yayinlarindan

derlenmistir).
Yontem Vektor tipi Et&r:)l i< Avantaj Dezavantaj
Genoma Retroviriis 0,01-0,5 Yiiksek etkinlik Entegrasyon / Yetersiz
Egtleg re Lentiviriis 0,1-1 Yiiksek etkinlik sessizlestirme
an .
Viriisler Indiiklenebilir i Yiiksek Kontrol
lentiviris | 0L etkinlik | edilebilir Entegrasyon
Cikarilabilir | Transpozon / 01/1 Yiiksek etkinlik / Entegrasyon riski mevcut /
Sistemler Sandvi¢ DNA ’ Entegrasyon yok Lab. yiikii fazla
Entegre Adenoviriis 0,001 o Diigiik | Entegrasyon riski
Olmayan - Entegrasyon riski yok Kinlik
S Plazmid 0,001 etkinlik | Lab. yiikii agir
_ Yiiksek Lab. yiikii/ Uygulama
DNA RNA 2 verimlilik zorlugu
Aktarimi - Entegrasyon
Icermeyen Protein 0,001 riski yok | DNA-RNA - -
Yéntemler Kiigiik 001 yok Diisiik etkinlik
molekiil '

Mevcut iPKH ¢alismalarindaki % 0,01 ile % 2 arasinda olan etkinlik olduk¢a
diisiik kabul edilmektedir. Ek olarak somatik bir hiicrenin iPKH’ye doniistimii iki
haftadan daha uzun siirmektedir (Stadtfeld and Hochedlinger 2010). Bu durumu
aciklayan iki farkli model gelistirilmistir. ‘Elit’ veya ‘deterministik’ olarak anilan ilk
modele gore 1PKH olusturmadaki verimliligin diisiik olmasimin nedeni, somatik
hiicre kiiltiiriindeki sadece birka¢ hiicrenin yeniden programlanabilir olmasidir.
Yetigskin dokularinda bulunan az sayidaki somatik kok hiicreler veya progenitdrler
pluripotent hiicrelere daha yakin olduklarindan indiiklenmeye cevap verebilmektedir.

Diger model olan rasgele (stochastic) modelde ise her hiicrenin yeniden
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programlanmaya ayni derecede agik oldugu savunulmaktadir. Fakat hiicrelerin
pluripotentligi kazanmak icin agsmalar1 gereken epigenetik bariyerlerin tesadiifi
olaylar sonucu gergeklestigi ve bu engelleri sadece az sayida hiicrenin asabildigi 6ne
siirlilmiistiir. Her iki teoriyi destekleyen veriler de mevcut olmasina karsin, terminal
diferansiye olmus ve aralarinda progenitér bulunmayan B ve T lenfositler gibi
hiicrelerin de iIPKH olusturabilmis olmasi, rasgele modelin 6ne ¢ikmasina neden

olmaktadir (Yamanaka 2009).

2.5.4. Geriye Programlamada Kullanilan Faktorlerin Etki Mekanizmasi

Yamanaka’nin ¢aligmasinin tiizerinden yillar ge¢mis olmasina ragmen,
indiiklenmis pluripotensiyi olusturan mekanizmalar halen tam olarak agiklanabilmis
degildir. Ancak, Yamanaka’'nin kullandig1 transkripsiyon faktorleri (daha yaygin
kullanilan adiyla Yamanaka faktorleri) ve pluripotensi hakkindaki mevcut bilgiler,
hiicrelerin yeniden programlanmasinin altinda yatan mekanizmalar hakkinda fikir

vermektedir (Scheper and Copray 2009).

2.54.1. Oct4

Diger bilinen isimleri ile Oct3, Oct3/4 veya POUSF1 olarak da anilan Oct4,
octamer baglayici (Oct) transkripsiyon faktorleri ailesinde® yer alan ve pluripotensiyi
diizenlemede anahtar rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Oct4 gen ailesi
genom tlizerinde ATGCA/TAAT octamer motifini tanimaktadir. Oct4’e ait genel
ozelliklerden bazilari; esnek amino asit dizilimi sayesinde kismen degisken DNA
elementlerini  de taniyabilmesi, ¢esitli hiicre tiplerinde post-translasyonal

modifikasyonla aktivitesinde degisiklik saglanabilmesi ve farkli transkripsiyon

% Oct ailesi ayn1 zamanda POU ailesi olarak da belirtilmektedir. Ik kesfedilen tiyeleri Pit1, Octl, Oct2
ve Unc86 olan korunmus DNA baglayici bolgeye sahip transkripsiyon faktorleridir (Cavaleri and
Schéler, 2009).
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faktorleri ve diizenleyici modiilatorler ile etkilesime gecebilmesidir (Scheper and
Copray 2009, Cavaleri and Scholer 2009).

Altinct kromozom {iizerinde lokalize olan Oct4 geni bes ekzondan olusmaktadir.
Insanlarda ekzon la ve 1b’nin kullanimina bagli olarak iki alternatif splice varyant:
bulunmaktadir. OCT-4A’nin aksine OCT-4B proteini, transaktivasyon icin gerekli
olan sekansi icermediginden OCT4 bagimli promotorlarin aktivasyonunu
gerceklestirememektedir. OCT4B genellikle sitoplazmada lokalize olmakta ve kok

hiicrelere ait, kendini yenileme islevini desteklememektedir (Lee et al., 2006).

Oct4, gelismekte olan fare ve insan embriyolarinda i¢ hiicre kitlesinde
yetiskinlerde ise germ hiicrelerinde sentezlenmektedir. Farelerde i¢ hiicre kitlesinden
olusan, epiblast ve hipoblast tabakalarinda sentezi devam eder ancak gastrulasyon ile
birlikte diizeyleri azalir. Sonraki donemde ise sadece PGH’lerde ve gamet
hiicrelerinde sentezi goriilmektedir. Hem insan hem de farede EKH hatlarina ek

olarak EC ve EG hiicre hatlarinda da sentezlenmektedir.

Oct4 nakavt (KO) embriyolarin i¢ hiicre kitlesi olusturamadiklari i¢in blastosist
asamasinda Oldiikleri belirlenmistir. Embriyoda Oct4 ekspresyonunun miktarinin
hassas bir sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Normalden sadece 1,5 kat yiiksek
miktarda sentezlenen Oct4 EKH’leri mezoendoderm hattina farklilastirirken
normalden % 50 daha az eksprese edilmesi hiicrelerin trofoektoderme yonelmesine
neden olmaktadir. Oct4’ilin hiicre ¢gogalmasini arttiran ve apoptozu baskilayan rolleri
de kesfedilmistir. Bu etkileri nedeniyle, ayni zamanda bir onkogen olan Oct4’ilin

cesitli kanser tiirlerinde yiikselmis ekspresyon diizeylerine rastlanmistir.

2.54.2. Sox2

SRY iligkili HMG-box (Sox) transkripsiyon faktorlerinden olan Sox2, Oct4
gibi pluripotensinin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Erken embriyonik

donemde i¢ hiicre kitlesi, epiblast ve germ hiicrelerinde Oct4 ile koeksprese edilen
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Sox2, Oct4’ten farkli olarak ekstraembriyonik ektoderm ve embriyo ile

yetiskinlerdeki sinir sistemi onciil hiicrelerinde de eksprese edilmektedir.

Sox2 KO embriyolar da Oct4 KO embriyolar gibi epiblast tabakasini
gelistiremediklerinden implantasyon asamasinda Oliirlerken in vitro ortamdaki
hiicreler ise proliferasyon yeteneklerini kaybederek trofoektoderme farklilasirlar.
Yetigkin beyninde sentezlenen Sox2 ise néronlarin canliligt ile iliskili olup,
yoklugunda norodejenerasyon ortaya ¢ikmaktadir. Sox2 geninin ayni zamanda gogiis
ve prostat kanseri ile kiigiik hiicreli akciger kanseri ile iligkili oldugu bildirilmistir

(Scheper and Copray 2009, Cavaleri and Scholer 2009).

2543. KIf4

Kif4, Kriippel-like factor (KLF) ailesi tiyesi bir transkripsiyon faktorii olup,
proliferasyon, farklilasma, gelisim ve apoptozla ilgili oldukg¢a cesitli hiicresel
islemlerle iliskilidir. Fare embriyosunda KIlf4’iin, ilk olarak ekstraembriyonik
dokularda, daha sonra sindirim kanalinda ve gelismekte olan deri tabakalarinda
eksprese edildigi gdzlenmistir. Yetigskinlerde temel olarak sindirim kanali ile derideki
terminal diferansiye hiicrelerde sentezlenmektedir. Ilging bir sekilde, aktif olarak
cogalan hiicrelerde eksprese edilmezken bdliinmeyen hiicrelerde eksprese edildigi

gozlenmistir.

In vitro ortamdaki EKH’lerde KIf4’lin yoklugu bariz bir degisiklige neden
olmazken, KIlf ailesinden birka¢ proteinin yoklugu hiicrelerin farklilagmasina neden
olmaktadir. Bu durum KIf ailesi iiyelerinin birbirlerinin yerine gorev gorebildigini
isaret etmektedir. KIf4 KO embriyolar normal sekilde dogmalarina karsin, derilerinin
bariyer fonksiyonunu yerine getirememesinden dolay1 kisa siirede oliirler. KIf4’iin
Oct4 ve Sox2’den bir diger farki da onkogen 6zelliginin yaninda timdr supresor

6zelliginin de bulunmasidir.

Klf4’lin yeniden programlamada birka¢ olasi rolii oldugu diistiniilmektedir.

Bunlardan ilki, c-Myc’in apoptotik etkilerini etkisizlestirmektir. Klf4, c-Myc
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tarafindan aktive edilen p53’i baskilayip, baskilanan p21’i aktive etmekte ve bu
sekilde apoptozu engellerken ayni zamanda proliferasyonu da azaltmaktadir. Uygun
bir geriye programlanma islemi i¢in Klf4 ile c-Myc’in dengede ¢alismasi ve hiicre

cogalmasi ile apoptozunun ayarlanmasi gerekmektedir.

KIf4’iin olas1 diger bir rolii, kofaktor olarak gorev gorerek farklilagsmis
hiicrelerde eksprese edildiginde Oct4 ile Sox2’nin aktive edemedigi genlerin
ekspresyonunu saglamaktir. Klf4 ayrica p53 tarafindan baskilanan Nanog’u, p53°i
baskilayarak yeniden aktive edebilmektedir. Son olarak, Kif4’iin p300 histon
asetiltransferaz (HAT) enzimleri ile etkilesime girerek Oct4 ve Sox2 lokuslarina

erisimi sagliyor olabilecegi belirtilmistir (Scheper and Copray 2009).

254.4. c-Myc

Ayn1 zamanda bir onkogen olan c-Myc transkripsiyon faktorii, hiicre ¢ogalmasi,
proliferasyonu ve apoptozunda gorev almaktadir. Global gen ekspresyon analizleri,
C-Myc’in  tim genomun % 10’unun transkripsiyonunu diizenleyebildigini
gostermistir. c-Myc’in baglanma dizilimi olan CACA/GTG sekansit goz oniine
alindiginda tiim genom icinde baglanabilecegi 25.000 kadar bolge bulundugu tahmin

edilmektedir. Ek olarak miRNA genlerinin diizenlenmesinde de gorev almaktadir.

c-Myc defektli embriyolar, erken donemde normal gelisim gostermelerine
ragmen, ilerleyen gelisim asamalarinda kalp, noral tiip, damar yapis1 ve kan hiicreleri
gibi farkli organlarda ortaya ¢ikan defektler nedeniyle hayatlarini kaybetmektedirler.
c-Myc KO EKH’ler ise in vitro ortamda normal gelisim ve kendini yenileme
ozelliklerini korumaktadir. Insanlarda goriilen kanserlerin yaklasik % 70’inde c-Myc

ekspresyonunda artis gdzlenmistir.

c-Myc’in farklt hiicresel islemlerde {istlendigi degisik rollerin, geriye
programlamadaki fonksiyonlariyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, c-
Myc’in aktif kromatin ve ¢esitli HAT lar ile etkilesimi goz Oniine alinarak, yeniden

programlanmadaki en onemli gorevlerinden birinin global histon asetilasyonunu
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saglamak oldugu diistiniilmektedir. c-Myc ayn1 zamanda pl5, p21 ve siklin E gibi
proliferasyon genlerinin ekspresyonunu indiiklemektedir. Artan hiicre bdliinmesinin
ise geriye programlama sirasinda hiicrelerin gegirmesi gereken global epigenetik
degisimler i¢in uygun bir aralik sagladigi diistiniilmektedir. Yakin zamanda ortaya
cikan DNA sentezini hizlandirict etkisi de degerlendirildiginde c-Myc’in, hiicrelerin
pluriopotensiye gecis sirasinda epigenomu resetlemeleri i¢in firsat yaratiyor

olabilecegi sonucuna varilmistir.

c-Myc’in kok hiicrelere iliskin bir diger gorevinin de EKH’lerde aktivitesi
yiiksek olan telomeraz enzimini kodlayan Tert geninin ekspresyonunu arttirmasidir.
Yamanaka’nin dortli kombinasyonuna Tert geninin de eklenmesinin, yeniden

programlama etkinligini arttirdig1 da bildirilmistir.

Son yillardaki c¢aligmalar, c-Myc ve KIf4’iin geriye programlamada
kullanimlarinin ~ gerekli olmadigint ancak kullanilmadiklarinda etkinligin de

diistiigiinii ortaya koymustur (Scheper and Copray 2009).

25.4.5. Birlikte Cahsan Faktorler

Gen diizenlenmesini arastiran c¢alismalar Yamanaka faktorlerinden Oct4 ve
Sox2’nin birlikte de caligabildiklerini gostermistir. Fgf4 geni iizerinde yapilan
arastirmalarda genin enhancer bolgesinde hem Oct4 hem de Sox2 i¢in baglanma
bolgeleri tespit edilmistir. Bu bolgelere tutunan transkripsiyon faktorleri, her iki
proteinin aktivasyon bolgelerinde intirinsik aktiviteyi baglatarak proteinlerin birbirine
tutunmasina neden olur. Bu sekilde olusan {iglii DNA-protein ve protein-protein
yapisi, DNA {izerinde sekilsel degisime neden olarak diger koaktivatorler icin
baglanma bdlgelerini ortaya ¢ikmasini ve latent kisimlarin aktivasyonunu sagliyor
olabilir. Oct4 ve Sox2’nin benzer sekilde ortak ¢alismasina Utf1 ve Fbx 15 genlerinde
de rastlanmaktadir (Cavaleri and Scholer 2009).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, pluripotensinin, Oct4 ve Sox2’ye ek olarak

Nanog adli Ugilinci bir protein tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur.
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Aragtirmacilar tarafindan EKH kiiltiiriinde rutin olarak besiyerine eklenen bir bilesik
olan LIF, kiltirdeki EKH’lerin farklilagsmasini engellemekte kullanilmaktadir.
Chambers ve Mitsui tarafindan 2003 yilinda kesfedilen Nanog, ortamda LIF
bulunmazken bile EKH’lerin pluripotentligini koruyabilmesi sayesinde kesfedilmistir
(Mitsui et al., 2003).

Nanog:

Admi Kelt inanigindaki daima geng topraklar anlamina gelen ‘Tir nan Og’dan
alan Nanog, adina uygun sekilde, EKH’lerin kendini yenilemesinde 6nemli bir rol
istlenmektedir. 12. Kromozom iizerinde yer alan Nanog geni dort ekzondan
olusmakta ve iyi derecede korunmus bir DNA baglayici bolge igermektedir.
Transkripsiyonu Oct4 ve Sox2’nin baglanmasi ile saglanan Nanog promotor bolgesi,
biiyiik olasilikla bagka transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina da olanak

tanimaktadir.

Farelerde Nanog ekspresyonu blastosist asamasi boyunca gozlenebilmekte iken
implantasyon ile birlikte azalma gozlenir. Ek olarak PGH’lerde de godzlenebilen
Nanog ekspresyonu farede oldugu gibi insan EKH hatlarinda da eksprese
edilmektedir. Yetigkin insanlarin ovaryum ve testislerinde de diisiikk miktarda da olsa

ekspresyon gozlenmistir (Kossack et al., 2009).

2.6. Pluripotensinin Molekiiler Mekanizmalari

Pluripotent kok hiicrelerin somatik hiicrelerden temel farki epigenetik diizeyde
baglamaktadir. Epigenetik olaylar, gen fonksiyonlarinda meydana gelen, mitotik
ve/veya mayotik olarak kalitilabilen ancak DNA diziliminde degisiklige neden
olmayan degisimler olarak tanimlanabilir. Hiicredeki epigenetik birikim, DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlari, ve kromatin yapisinin diizenlenmesi gibi

durumlari igerir.
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2.6.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik degisimlerin en onemlilerinden biri gen ekspresyonunu susturucu
Ozellikte olan DNA veya histon proteinlerindeki metillenmelerdir. Fertilizasyon
sirasinda erkek proniikleusu demetilasyona ugrarken hemen arkasindan disi
proniikleusu da onu takip eder. Yeniden (de novo) metillasyon, embriyoda ilk olarak
trofoektoderm-IHK ayrimi sirasinda ortaya ¢ikar. Pluripotensi iliskili genlerin
promotor kisimlarinin  metilasyonu  geriye  programlamadaki en  6nemli
diizenlenmelerdendir. EKH’lerdeki pek cok gen bdlgesi metillenmemis veya kismen
metillenmis (hypo-methylated) durumda iken farklilasma ile birlikte metilasyon da
artar. EKH’ler i¢in spesifik metilasyon bolgeleri; histon 3 proteini lizerindeki 4. lizin
aminoasidi tri-metilasyonu (H3K4me3) ile ayni histon iizerindeki 27. lizin
aminoasidi tri-metilasyonudur (H3K4me3). Bununla birlikte PKH’lerde, ozellikle

farklilagsma genlerini kapsayan pek cok metillenmis bolge daha bulunmaktadir.

Okaryotik hiicrelerde, DNA’nim sarilarak kromatin yapiy1 olusturdugu kalip
gorevi goren histon proteinleri de, epigenetik modifikasyonda Onemli rol
oynamaktadir. Histonlar, DNA’nin kendilerine daha siki tutunmasina ve dolayistyla
ilgili genlerin susturulmasina neden olacak baskilayict modifikasyonlara ugrayabilir.
H3K9 ve H3K27 aminoasitlerinin metilasyonlar1 bu duruma 6rnek olarak verilebilir.
Aksine, kendisine negatif yiik kazandirarak DNA’nin daha gevsek tutunmasina
neden olan histon asetilasyonu ile H3K4 trimetilasyonu da aktive edici histon

modifikasyonlarina 6rnek verilebilir.

Ornek vermek gerekirse, hiicre béliinmesinin smirlanmasmi engelleyen
telomeraz enzimini sentezleyen gen bolgeleri, somatik hiicrelerde, H3K9 ve H3K20
aminoasitlerinde metillenmisken EKH’lerde agiktir. Ancak bu metilasyonlar telomer

aktivasyonunu kontrol eden pek ¢ok faktdrden biridir.

Belirtilen histon modifikasyonlari, tek baslarma bir genin eksprese edilip
edilmeyecegini belirlemedigi gibi belli bir gen bolgesinde hem baskilayict hem de
aktive edici histon modifikasyonlar1 ayni anda bulunabilmektedir. Bu tip genler az

miktarda eksprese edilmekle birlikte gelisimin ilerleyen donemlerinde tamamen

39



susturulabilir veya aktive edilebilir. Buna ragmen H3K4me3 ile H3K27me3 arasinda
belirgin bir gen ayrimciligt da belirlenmistir. Pluripotensinin korunmasinda, ilgili
genlerin ulagilabilirligi 6nemlidir. Bir histon modifikasyonunun o genin sentezine
etkisi o6zellikle genin promotor bdlgesinde yer alip almamasi ile baglantilidir. Bu
nedenle histon modifikasyonuna neden olan enzimler ve bunlarin inhibitérleri geriye
programlamada biiyiik rol istlenmektedir (Liu and Chen 2013). Bu enzimlerden
bazilarmin  fonksiyonlar1 ve ilgili  kiigiik molekiillerden calismamizda

kullandiklarimiz hakkinda ilerleyen boliimde daha ayrintili bilgi verilmistir.

2.6.2. Insan ve Farelerde Pluripotensi Sinyal Yolaklari

Temel pluripotensi mekanizmasi olarak insan EKH’leri de farelerde oldugu
gibi OSN kompleksi ile kontrol edilseler de OSN kompleksini aktive eden sinyal
mekanizmalar tiirler arasinda farklilik gostermektedir (Yeo and Ng 2013). iki hiicre
tipi de aym1 yontemle elde edilmelerine ragmen kiiltiir sirasinda da farkli ortamlara
ithtiya¢ duyarlar. Kemirgen EKH’leri LIF ve BMP varliginda kiiltiire edilirken insan
EKH’leri FGF ve TGFB/Activin/Nodal sinyal uyarimina ihtiyag duymaktadir. insan
ve kemirgen EKH’leri arasindaki bir diger fark da fare PKH’lerinin kii¢iik 3 boyutlu
kubbe sekilli koloniler olustururken insan PKH’lerinin daha genis ve yassi, 2
boyutluyu andirir koloniler olusturmalaridir. Bu veriler, iki tiir arasinda farkli kendini

yenileme mekanizmalar1 bulundugunu isaret etmektedir (Xu et al., 2010).

Fare PKH’leri ile yiiriitilen calismalar, bu hiicrelerin pluripotentliklerini
korumalart i¢in LIF ve BMP4 sinyal aktivasyonunun gerekli oldugunu ortaya
Koymustur. Interlokin-6 ailesi iiyesi sitokinlerden olan LIF, hiicre zarindaki LIF
reseptoriine baglanir. LIF sinyal yolagmin temel hedefi olan Stat3 proteinini
EKH’lerin mezoderm ve endoderme farklilagsmasini baskilamaktadir. Diger yandan
BMP4 sinyal yolagi da Smadl/5/8 proteinlerini aktive etmekte ve sonug¢ olarak
noronal farklilasmayr baskilamaktadir. Dolayisiyla iki molekiil bir arada

kullanildiginda  hiicrelerin  farklilagma sinyallerini  baslatmasi her yodnden
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engellenmekte ve hiicre pluripotentligini korumaktadir (Cavaleri and Schéler 2009).
Transkripsiyon faktorii olarak gorev alan Stat3 ve Smadl proteinlerinin farklilasmay1
engellerken OSN kompleksine ait gen bolgelerine de baglanarak temel pluripotensi

mekanizmalarini aktive edebildigi de gosterilmistir (Yeo and Ng 2013).

BMP4’in kiiltiire eklenmesi iEKH’lerin trofoektoderme farklilasmalarina
neden olmaktadir. Bunun yerine ortama disaridan FGF2 ile aktivin (activin) ya da
Nodal proteinlerinin verilmesi gerekmektedir. Activin/Nodal sinyalleri hiicrede temel
olarak Smad2/3 iizerinden fonksiyon gdrmektedir. Ozellikle Smad2/3’iin Nanog
aktivasyonunda rolii oldugu belirtilmistir. Smad2/3’lin ayrica Oct4, Tert ve Myc gen
bolgelerine de baglanabildigi gosterilmistir. Ek olarak Smad7’nin de fonksiyonu

olabilecegi diistiniilmektedir.

FGF2’nin etki mekanizmasi ise, oldukca genis bir sinyal agina sahip olmasi
nedeniyle halen tam anlagilamamistir. FGF2 ile iligkili diger yolaklar arasinda
fosfatidil inositol 3 kinaz (PI3K), Mitojenle Aktive Protein Kinaz (MAPK) ve Wnt
yolaklar1 da bulunmaktadir. Ornegin, MAPK sinyal yolag: iizerinden ekstra-
embriyonik farklilasmayr baskilamasi, bilinen baglantilar arasindadir. FGF2
aktivasyonu hiicrede ayni zamanda OCT4, SOX2, SALL4 ve DPPA4 gibi
pluripotensi ile iligkili proteinlerin fosforillenmesini de sagladigi bildirilmistir

(Cavaleri and Scholer 2009, Liu and Chen 2013).

Hem insan hem de fare PKH’lerinde ortak onem tasiyan sinyal yolaklarindan
biri de Wnt sinyal yolagidir. Wnt proteininin hiicre membranindaki Frizzled adl
reseptorii aktive etmesi ile baslayan sinyal mekanizmasinin merkezinde Glikojen
Sentez Kinaz 3 (GSK3) enzimi yer alir. GSK3’iin temel fonksiyonu, [B-catenin
molekiiliinlin proteozom aracili yikimini1 saglayarak c¢ekirdege ge¢mesini ve
transkripsiyon faktorii olarak goérev almasini engellemektir. Wnt sinyalinin
aktivasyonu GSK3’1i baskilayarak B-cateninin yikimini durdurur ve sonug olarak pek
cok genin sentezini baglatir. Arastirmalar Wnt yolaginin aktive edilmesinin hem fare
hem de insanlarda EKH’lerin kendini yenileme Ozelliklerinin korunmasini
sagladigin1 gostermistir. Aynt durum GSK3’iin kiigiik molekiillerle baskilanmasi
sonucu da gerceklesmekte ve Oct4, Nanog ve Rexl gibi genlerin ekspresyonunu

saglamaktadir.
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Bir diger sinyal proteini olan Akt (diger adiyla Protein Kinaz B, PKB), PI3K
enziminin fosfatidil inozitol 3 fosfat molekiiliinii olusturmasiyla aktive olur. Bir
serin/treonin kinaz enzimi olan Akt hiicre dongiisii, hiicre 6liimii ve tiimor olusumu
ile iliskilidir. PI3K’nin baskilanmasi her iki tiirde de hiicre ¢ogalmasini durdurmakta,
Akt’nin kimyasal inhibisyonu da iEKH’lerinde MAPK yolagi iizerinden
farklilasmay1 baglatmaktadir. Bu etkiler PI3K/Akt sinyal yolaginin sadece
proliferasyonu saglamakta degil, farklilasmay1 engellemekte de fonksiyonu oldugunu
gostermektedir. Akt’nin diger onemli fonksiyonu da GSK3’ii inhibe etmesidir

(Cavaleri and Scholer 2009).

Fare ile insan EKH’leri birbirinden sadece morfolojik olarak veya sinyal
yolaklart agisindan degil, epigenetik yonden de farklilik gostermektedir. Fare
EKH’leri, yine fare EpiKH ile kiyaslandiginda, EpiKH’lerin pluripotensi agisindan
daha diisiik kapasitede oldugu ve kimera olusumuna siirli katkilar1 ile ortaya
konmustur. Bu agidan bakildiginda fare EpiKH’leri insan EKH’leri ile daha benzer
yapidadir. Hem fare EpiKH’leri hem de insan EKH’leri Nanog ekspresyonunu
bFGF/Activin sinyal yolaklar iizerinden kontrol etmektedir (Liu and Chen 2013). iki
hiicre tipi arasindaki bir diger benzerlik de ikisinin de fare EKH’lerine gore daha

yasst koloniler olusturmalaridir (Xue et al., 2011).

Yakin zamanli ¢aligmalar, fare ile insan EKH’leri ile fare EpiKH’lerin, ortam
sartlarina gore 1iki yonli olarak degisebilen iki tip pluripotent durumda
bulunabildigini gostermistir. Bunlardan ilki, ITHK benzeri veya EKH benzeri naif
(naive) durum olarak, digeri de pluripotensi yetenegi daha diisiik olan, epiblast
benzeri, tetiklenmis (primed) durumdur. Tetiklenmis durumdaki PKH’lerin Oct4,
KIf2/KIf4 ve c-Myc ile transfeksiyonu sonucunda naif PKH’lere doniisebildigi
gosterilmistir. Ayn1 durum bazi kiiclik molekiillerin yardimi ile veya hipoksik (% 5
O2) inkiibasyon kosullariyla da saglanabilmistir. Naif durumun belirtegleri, kiiltirde
LIF/Stat3/BMP4 bagimliligi, azalan MAPK aktivitesi ve X kromozomunun yeniden
aktivasyonudur (Liu and Chen 2013).
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2.7. Pluripotensiyle Ilgili Yolaklara Etki Eden Baz1 Molekiiller

Arastirmalar, kullanilan faktor sayisi azaldik¢a IPKH iiretimindeki etkinligin
azaldigin ve siirenin uzadigini ortaya koymustur. Bu nedenle arastirmacilar hiicre i¢i
yolaklara etki edebilen cesitli kii¢iilk molekiilleri deney medyumlara ekleyerek
denemeler yapmislardir. Son birkag¢ yil i¢inde, viral transfeksiyona ek olarak kiigiik
molekiillerin denendigi pek ¢ok tarama (screening) ¢alismalar1 yapilmis, OSKM nin
yerine gecebilen ve/veya verimliligi arttiran bazi molekiiller ortaya ¢ikarilmigstir. Bu
molekiiller, hiicrenin epigenetik olarak yeniden diizenlenmesi, farklilasmanin
baskilanmasi, proliferasyonun arttirilmasi gibi pek cok farkli sekilde hiicre sinyal
yolaklarina etki etmekte ve geriye programlama verimliligini arttirmaktadir (Feng et

al., 2009, Zaret 2009, Li and Ding 2010, Zhu et al., 2011).

Bugiine kadar kullanilan bazi kiigiik molekiillere 6rnek vermek gerekirse;
MEK inhibitérii PD0325901, ALK4/5/7 inhibitorii A83-01, histon deasetilaz (HDAS)
inhibitorii sodyum biitirat, ROCK inhibitorii Y-27632, E-kaderin indiikleyicisi
apigenin ve bir antioksidan olan C vitamini geriye programlama etkinligini

arttirmada kullanilan molekiillerden sadece bazilaridir (Zhu et al., 2011).

Kullanilan faktor sayisim1 azaltma yoluna giden ¢aligmalarda; Oct4 yerine
Nr5a2 ve Bix-01294; Sox2 yerine RepSox (E-616452), BayK8644, SB431542,
CHIR9921 ve parnate; KIf4 yerine Kenpaullone, Sodyum Butirat ve VPA; c-Myc
yerine Parnate, VPA, CHIR9921, RepSox, BayK8644, Sodyum Butirat ve n-Myc
molekiillerinin bir veya ikisinin birlikte kullanildigi rapor edilmistir (Feng et al.,

2009, Li and Ding 2010, Zhu et al., 2011).

Pluripotent kok hiicre sinyal yolaklarma etki eden ve iPKH olusturulmasinda
kullanilmis pek ¢ok bilesik bulunmasina ragmen arastirma konusunun olduk¢a genis
olmasi, analiz yontemlerinin gesitliligi ve biit¢e sinirlamalarindan dolay1 ¢alismamiz
sadece 12 kimyasali kapsayacak sekilde sinirlandirilmistir. Calismamizda, yukarida
siralanan  kii¢iik molekiillerin bazilar1 ile daha once iPKH iiretiminde etkileri

degerlendirilmemis bazi1 bilesiklerin pluripotensi ile iliskili yolaklara etkileri
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aragtirtlmistir. Kullandigimiz kiigiik molekiillerin ayrintili kimyasal ozellikleri ve

hiicre i¢i etkilesimleri asagida aktarilmistir.

27.1. A-83-01 (A83)

Sinonim:
3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1-phenylthiocarbamoyl-4-quinolin-4-ylpyrazole
Molekiil agirh@i: 421,52

Molekiil formiilii: CosH19NsS

A-83-01 (kisaca A83), TGF-B tip I reseptorii olan Aktivin reseptér benzeri
kinaz-5 (ALKS) kinaz, aktivin/nodal reseptorii olan ALK4 ve tip I nodal reseptorii
olan ALK?7 igin inhibitdr olarak fonksiyon gosteren bir molekiildiir. A-83-01,
Smad2’yi baskilayarak TGFp tarafindan indiiklenen epitel-mezenkim geg¢isini
baskilar. Kemik morfojenik protein (BMP) tip I reseptorleri, ALK-1, -2, -3, -6 ve
MAPK aktivitesi lizerine baskilayici etkisi ¢ok zayiftir. 30 nM dozda IPKH
calismalarinda kullanilan SB431542 ile esit oranda TGFp inhibisyonu saglarken 100
nM dozda % 100 inhibisyon gergeklestirmektedir. IC50 degerleri ALK4, ALKS5 ve
ALK?7 igin sirasiyla 45, 12 ve 7,5 nM’dir (Tojo et al., 2005).

Shen Ding ile ekibinin ¢alismalarinda PD0325901 ve CHIR99021 molekiilleri
ile A-83-01 molekiiliinii kombine ederek olusturduklar1 besiyeri eklentisi, sigcan
1iPKH’lerinin LIF varliginda 30 pasaj1 gegen siireler boyunca farklilagmadan kiiltiire
edilebilesine olanak saglamistir (Li et al., 2009). Yuan et al., (2011) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise A-83-01 ve arjinin metil transferaz inhibitdrii bir kiigiik
molekiil (AMI-5) kombinasyonunu kullanarak sadece Oct4 ile transfekte edilmis
MEF’lerden iPKH’ler elde edilmistir.
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2.7.2. BIX-01294 (BIX)

Sinonim: 2-(Hexahydro-4-methyl-1H-1,4-diazepin-1-yl)-6,7-dimethoxy-N-[1-
(phenylmethyl)-4-piperidinyl]-4-quinazolinamine trihydrochloride hydrate,

Molekiil agirhigi: 600.02 g/mol (susuz)

Molekiil formiilii: C2gH3sNgO2-3HCI - xH20

Bir diapezin-quinazolinamine tiirevi olan BIX-01294 (BIX), selektif histon
metil transferaz (HMT) inhibitoriidiir. HMT ler, ¢ekirdekte DNA’nin sarili oldugu
histon molekiillerine metil gruplar1 ekleyerek, kromatinin epigenetik yapisini
degistiren enzimlerdir. BIX’in hedef enzimi olan G9% HMT enzimi, DNA
paketlenmesinde gorev alan histon proteinlerinden, histon-3 lizin (9) metilasyonunu
(H3K9me) gergeklestirmektedir. BIX, etkisini enzimin kofaktoér elan S-adenozil-

metionin ile rekabete girerek degil, enzimin ¢aligmasini bozarak gosterir.

BIX’in iPKH iiretilmesinde diger Yamanaka faktorlerinin varliginda Oct4
yerine kullanilabilecegi raporlanmistir. Daha 6nce kullanilan dozlar1 0,5 ve 1 uM

olarak bildirilmistir (Shi et al., 2008a).

2.7.3. C vitamini (Askorbik asit)

Sinonim: L-Threoascorbic acid, Antiscorbutic factor, Vitamin C
Molekiil agirh@: 176.12
Molekiil formiilii: CeHgOs

Askorbik asit adiyla da bilinen; bitkiler ve bazi hayvan tiirleri tarafindan
sentezlenebilen ancak insanlar tarafindan sentezlenemedigi i¢in sadece diyet yoluyla
alinabilen bir vitamin olan C vitamini (C Vit), insanlarda saglik i¢in oldukga gerekli
bir besindir. C vitamini en iyi olarak yiiksek antioksidan 6zellikleri ile bilinmekle
birlikte, kollajen sentezi ve hipoksi indiiklenebilir faktor (HIF) stabilizasyonuna ek

olarak kanserden basit soguk alginligina kadar ¢esitli hastaliklarda da rol aldig: da
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gosterilmistir. Ancak yakin zamanda, IPKH c¢alismalarinda denenen diger bazi
antioksidanlarin (E vitamini, lipoik asit, N-asetilsistein) aksine, iPKH iiretiminde
verimliligi arttirici etki gosterdigi ortaya konmustur. Hiicre yaslanmasi (senescence)
ozellikle geriye programla sirasinda artan ve iPKH iiretim verimliligi azaltic1 bir etki
olarak kabul edilmektedir. C vitamininin, p53 proteinini baskilayarak hiicre
yaslanmasini engellemesi yoluyla verimliligi arttirdig1 diisiiniilmektedir. Bu sayede,
tam olarak geriye programlanamayip gec¢is asamasinda kalmis daha fazla pre-iPKH,
iPKH’lere doniisebilmektedir Konu ile ilgili ayn1 ekip tarafindan yiiriitiilen daha
sonraki ¢aligmalar, C vitamininin etkisinin en azindan bir boliimiiniin, p53 ve p21
proteinlerini baskilayarak ve belirli Histon Demetilazlari (HDM) aktive ederek
gerceklestigini ortaya koymustur. Arastirmalar, C vitamininin etkiledigi pek cok
HDM enziminden JHDM1A ve JHDM1B’nin, iPKH {iretim verimliliginin
artmasinda rol oynadigimi gostermektedir. JHDM1A/1B’nin, C vitamini etkisiyle
H3K36 aminoasidini degistirdigi oldugu ortaya konmustur. Histon proteinlerindeki
bu spesifik demetilasyonun, hiicredeki epigenetik yapiyr degistirerek yeniden
programlama i¢in daha elverisli hale getirdigi diisiiniilmektedir (Esteban et al., 2010,
Wang et al., 2011).

C vitamininin sadece histon proteinlerine etki etmekle kalmayip DNA CpG
demetilasyonunu da tetikledigi, yakin zamanda Chung et al., (2010) tarafindan
gosterilmigstir. Geriye programlamada antioksidan o6zelligine ek olarak siralanan
ozelliklere de sahip olan C vitamini, hem ortamdaki reaktif oksijen radikallerini
uzaklagtirmasi amaciyla antioksidan bir besi yeri bileseni olarak hem de epigenetik

etkileri olan bir kiiclik molekiil olarak arastirmamizda kullanilmstir.

2.74. DAPT

Sinonimleri: LY-374973,
N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester
Molekiil agirhgi: 432.46 g/mol

Molekiil formiilii: C2sH2sF2N204

46



Notch proteinleri, hiicre membraninda bulunan ve hiicre-hiicre etkilesimleri ile
onemli hiicresel fonksiyonlara aracilik eden transmembran reseptoér proteinlerdir.
Hiicre disinda kalan kisimlar1 genellikle, yine baska bir hiicrede transmembran
proteini olan ligand1 tanimaktadir. Dolayisiyla reseptor-ligand tutunmasi sadece
hiicreler birbirine yakin temas halindeyken gergeklesir. Tutunmayi takiben Notch
reseptoriiniin hiicre i¢inde kalan boliimii presenilin-1 / y-Sekretaz enzimi tarafindan
kesilir. Kesilen kisim ¢ekirdege gecerek cesitli transkripsiyon faktorlerini aktive eder.
Bu sayede aktive edilen HDAS enzimleri ¢esitli genlerin sentezini baskilarken histon
asetilazlar da sentezi baglatmaktadir. Notch sinyal yolagi kok hiicrelerin kendini
yenileme, farklilasma ve 6liimii ile iliskili ¢esitli hiicresel olaylarin diizenlenmesinde
gorev almaktadir (Lathia et al., 2008). Notch ve BMP sinyal yolaklarinin
aktivasyonunun EKH’lerin farklilagsmasini tetikledigi bildirilmistir. Notch yolagi
hem insan hem de fare EKH’lerinin noral farklilagsmasini baslatmaktadir (Jaenisch
and Young, 2008). Bu nedenle arastirmamizda Notch yolagini inhibe eden kii¢iik

molekiillerden DAPT’1n etkisinin incelenmesi planlanmustir.

DAPT, y-sekretaz enzimini baskilayarak dolayli yoldan Notch yolagin1 bloke
etmektedir. Baskilanan y-sekretaz, Notch proteini liganda tutunsa bile reseptoriin
hiicre i¢i kismini1 keserek serbest birakamayacagindan yolaga iliskin transkripsiyon
faktorleri aktive olamaz. y-sekretaz enziminin, Notch sinyal yolag:i disinda iligkili
oldugu hiicresel molekiiller arasinda f-amiloidler, LDL reseptor iliskili protein, E-
kaderin ve V-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 (ErbB-4) de
yer almaktadir. Daha 6nce 10 uM (Kanungo et al., 2008) ve 20 uM dozlarinda
kullanildig: bildirilmistir (Zhang et al., 2011).
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2.75. FGF2 (bFGF)

Sinonim: Basic Fibroblast Growth Factor (b-FGF), FGF-p
Molekiil agirhgi: 17.2 kDa

Calisgmamizda kullandigimiz diger kimyasallarin aksine FGF2, hiicre zarindan
gecebilen kiiciik molekiillerden olmamasina karsin EKH kiiltiiriinde kullanilan
oldukca onemli bir molekiildiir. Besleyici tabakada bulunan fibroblastlar, kiiltiir
ortamma FGF’ler, TGFp, aktivin, Wnt’ler ve BMP yolagi antagonistleri
salgilamaktadir. Bu molekiiller kiiltiirdeki EKH’lerin farklilasmadan g¢ogalmasini
saglamaktadir. Fare EKH’lerini feeder-free kiiltiir ortaminda farklilasmadan kiiltiire
edebilmek i¢in besiyerine BMP4 ve LIF eklenmesi gerekmektedir. Bu iki molekiil,
hiicrelerin farklilagmadan korunmasi icin gerekli yolaklar1 aktive ederek besleyici
tabakadaki fibroblastlarin gorevlerini istlenmektedir. Aktive edilen yolaklar arasinda
kok hiicreler i¢in onem tasiyan Janus Kinase / Signal Transducer and Activator of
Transcription (JAK/STAT) yolagi da bulunmaktadir. Ancak insan EKH’lerinde bu
iki molekiil ayn1 etkiyi saglayamamaktadir. Rutin feeder-free insan EKH kiiltiiriinde
LIF kullanilmazken, BMP yolaklar1 ile siklikla antagonist etki gosterdigi bilinen
FGF proteinlerinin besiyerine eklenmesinin EKH’leri farklilasmadan korudugu

gosterilmistir.

Levenstein ve ekibinin ¢alismalari, 100 nM dozda besiyerine eklenen
FGF2’nin EKH’lerin farklilagmasin1 6nemli Olgiide baskiladigt ve baska bir
kimyasala gerek olmadan kiiltiirdeki kok hiicrelerin kendini yenilemesini devam

ettirdigini ortaya koymustur (Levenstein et al., 2006).

Calismamizda FGF2 besiyeri ek bileseni olarak kullanilmakla birlikte, diger
kiiciik molekiiller gibi hazirlanan kombinasyonlara dahil edildi. Ancak rutinde
kullanilan 4-10 nM dozu yerine literatiirde belirtilen 100 nM dozda kullanilmasi

planland:.
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2.7.6. Lityum Klotrit (Li)

Molekiil agirhgi: 42.39 g/mol
Molekiil formiilii: Li-Cl

Bipolar bozukluk gibi norolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilag
olan Lityum, yapisal olarak aktive olmus GSK3 enzimini, birkag mekanizma ile
birden etkilemektedir (Chiu and Chuang 2010). ilk olarak, Mg?* ile rekabet ederek,
ATP-Mg bagimli GSK3 katalitik aktivitesini bloke eder. Dolayli olarak da GSK3’iin
spesifik bir serin aminoasidinin fosforillenmesini saglayarak aktivitesini azaltir. Bu
etkisini, PI3K aracili Akt ve Protein Kinaz C (PKC) aktivasyonu ve cAMP aracili
Protein Kinaz A (PKA) aktivasyonu ise dolayli olarak gergeklestirir (Chiu and
Chuang 2010, Chuang et al., 2011).

Wang et al., (2011), arastirmasinda Lityumun iPKH olusumunu 6nemli 6l¢iide
arttirdigini gostermistir. Arastirmacilar iki faktor (OS ve OK) veya sadece tek faktor
(Oct4) kullanarak Lityum yardimi ile iPKH iretmeyi basarmislardir. Lityumun
arttiric1 etkisinin, GSK3’iin oldukca spesifik inhibitorii olan ve gesitli iPKH iiretim
caligmalarinda kullanilmis olan CHIR99021°’den daha yiiksek oldugunu belirten
aragtirmacilar, etki mekanizmasinin sadece GSK3 iizerinden degil epigenetik
modifikasyona neden olmasi ile de ortaya c¢iktigr bildirilmistir. Lityumun
pluripotensi iizerine bahsedilen etkilerini degerlendirme amaciyla calismamizda

spesifik GSK3 inhibitorleri yerine Lityum tercih edilmistir.
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Sekil 7: Embriyonik kok hiicrelerde Wnt, Notch, Stat3, BMP ve IGF yolaklar1 ve GSK3 ile
baglantilar1 sekil iizerinde 6zetlenmistir. (Hh: Hedgehog, 1d: Inhibitor of differentiation, IGF: Insulin
like growth factor, NICD: Notch intracellular domain) (Doble and Woodgett 2009°dan alinmustir).

2.7.7.  PD0325901 (PDO03)

Sinonim: N-[(2R)-2,3-Dihydroxypropoxy]-3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-
iodophenyl)amino]-benzamide

Molekiil agirhgi: 482.19 g/mol

Molekiil formiilii: C16H14F3IN2O4

Mitojenle aktive protein kinazlar (MAPK), hiicre disindan gelen sinyalleri
genis bir hiicresel cevap islemine doniistiiren Serin/Threonin kinazlardir. Degisik
formlar1 tiim 6karyotik canlilarda bulunan MAPK enzimleri; gen ekspresyonu, mitoz,
metabolizma, motilite, canlilik, apoptozis ve farklilasma gibi oldukca cesitli hiicresel
olaylar1 koordine ederler. Klasik MAPK proteinleri; Extracellular Signal-Regulated
Kinases 1/2 (ERK1/2), c-Jun amino (N)-terminal Kinases 1/2/3 (JNK1/2/3), p38
izoformlart (a, B, v ve 0) ve ERKS’tir. Siralanan MAPK cesitleri genellikle {i¢
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asamal1 bir aktivasyon isleminden gecer; MAPK’larn aktive eden MAPK kinazlar
(MAPKK veya MAP2K) ile onlar1 aktive eden MAPK kinaz kinazlar (MAPKKK
veya MAP3K). MAP3K’lar genellikle, hiicre disindan aldig1 uyarimla aktive olan

Ras/Rho ailesinden bir protein tarafindan fosforillenerek aktive olmaktadir.

Ilk kesfedilen MAPK proteinlerinden ERK1 ve ERK2; Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), Epithelial Growth Factor (EGF) ve Neural Growth Factor
(NGF) gibi biiylime faktorleri ile insiilin tarafindan aktive edilmektedir. Ayrica G
protein reseptorleri, sitokinler, ozmotik stres ve mikrotiibiillerin yanlis organizasyonu
gibi uyaranlarla da aktive olabilmektedir. ERK1/2’nin aktivatorii olan MAP2K’lar
ise MEK1 ve MEK2 olarak adlandirilir. Uyarimin ardindan ERK1/2 proteinleri, pek
cok substrati aktive etmektedir. Bunlar arasinda cekirdekte lokalize transkripsiyon

faktorlerinden c-Fos, c-Myc ve STAT3 de bulunmaktadir.

Genis etki alanindan dolayt MAPK yolag1 pluripotent kok hiicrelerde c-Myc
gibi proliferasyonla 1ilgili transkripsiyon faktorlerini aktive etmekle birlikte
(Cargnello and Roux, 2011), Nanog gibi pluripotensi ile dogrudan iliskili
transkripsiyon faktorlerini de baskilayabilmektedir. Yine LIF ile baslatilan kendini
yenileme sinyallerini de bloke etmektedir. Ilging sekilde LIF, JAK/STAT ve PI3K
yolaklar1 ile birlikte MAPK yolagimi da aktive etmektedir. EKH’ler kendi
farklilagsmalarin1 da otokrin FGF4 ekspresyonu ile tetikleyebilmektedir. Caligmalar
EKH’lerin farklilasmadan kiiltire edilebilmeleri icin MAPK veya ERK
inhibitorlerinin kullanilabilecegini gostermistir (Ying et al., 2008).

Oldukca genis etkilesim Ozelliklerinden dolayi, pluripotensi tizerine ERK
sinyal yolagmin etkilerinin belirlenmesi ve geriye programlamada arttirici veya
azaltict etkilerinin belirlenmesi amaciyla caligmamizda ERK1/2’nin aktivatori
MEK1 ve MEK2 enzimlerinin inhibitorii olan PD0325901 (PDO03) molekiiliinii
kullanmay1 planladik. Olduk¢a etkili bir kiigiikk molekiil olan PD03, MEKI1 ve
MEK2’yi sirasiyla 1,1 ve 0,79 nM gibi ¢ok diisiikk dozlarda inhibe edebilmektedir
(Spicer 2008). PDO03 gesitli kiigiik molekiiller ile kombine edildiginde, iIPKH
tiretiminin hem hizin1 hem de verimliligini arttirdigi da bildirilmistir (Lin et al.,

2009).
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2.7.8. Resveratrol (Res)

Sinonim: 3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene
Molekiil agirhgi: 228.2 g/mol
Molekiil formiilii: C14H1203

Resveratrol (Res), liziim, bogiirtlen, fistik ve diger bazi bitki tiirlerinden gida
yoluyla aliabilen bitkisel bir polifenoldiir. Resveratroliin en énemli 6zelliklerinden
bir de kuvvetli bir antioksidan olmasidir. Cesitli arastirmalar Res’in oksidatif stresi
azaltict ve DNA hasarin1 engelleyici 6zelliklerini ortaya koymustur (Sgambato et al.,
2001). Bunun yaninda Res’in anti-inflamatuar, kardiyoprotektif, anti-anjiyojenik ve
kimyasallara kars1 koruyucu etkisi bulunmaktadir. Ek olarak kansere karst koruyucu
apoptotik ve hiicre biiylimesini baskilayic1 6zellikleri de bilinmektedir. Endotel
hiicrelerinde Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve FGF2 yolaklarini
baskiladigir ve Matriks Metalloproteinaz (MMP) 2 ve MMP9 ekspresyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde PI3K/Akt, MAPK ve Niikleer Faktor-kappa
B (NF-xB) yolaklarin1 baskilayarak hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptozu
tetikledigi bildirilmistir (Kai et al., 2010). Bunun aksine endotel hiicrelerinde MAPK
ve MEKI1 diizeylerini hizla arttirdigi bildirilmistir (Klinge et al., 2005).
Gliyoblastoma  hiicrelerinde  Res  kullanildiginda  pluripotensinin ~ 6nemli

yolaklarindan STAT3 yolagimi da baskiladigi bildirilmistir (Peltz et al., 2012).

Arastirmalar Res’in  kanser hiicrelerinde goriilen kemoterdpatik  ve
antiproliferatif etkilerin saglikli hiicrelerde goriilmedigi veya daha diisiikk oranda
gorildiiglinii gostermektedir. Bu durumun, hiicrelerdeki stres ile iliskili MAPK
proteinlerinin aktive ettigi yolaklara yanit olarak gergeklestigi diisiiniilmektedir.
Resveratroliin degisik hiicre tiplerinde goriilen hem canliligt hem de apoptozu
arttirict etkilerinin hiicrenin i¢inde bulundugu spesifik molekiiler sartlar ve doza

bagl olarak ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmistir (Signorelli and Ghidoni 2005).

Resveratrol kisa siireli kiiltirde 0,1 uM dozda kullanildiginda insan
MKH’lerinde ¢ogalmay1 arttirdigi gosterilmistir. Aynmi ¢alismada 1 puM dozda

belirgin bir etki gozlenmezken 5 ve 10 uM dozlarinin hiicre ¢cogalmasini azalttig
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gdzlenmistir. ilging sekilde 0,1 ve 1 pM dozlarda uygulanan Res, MKH’lerin
osteojenik farklilagmasini arttirirken 5 ve 10 uM dozlarda osteojenite yoniinde bir
artis gozlenmemistir. Resveratroliin doza ve siireye bagli olarak degisen etkileri
farkli ¢alismalarda elde edilen farkli sonug¢larin nedeni olarak gosterilebilir (Peltz et

al., 2012).

Resveratroliin  epigenetik  diizeydeki etkileri de halen gilin yiiziine
cikartilmaktadir. Bunlardan bazilar1  histon modifikasyonlarina  yoneliktir.
Hiicrelerdeki HDAS enzimleri histon proteinlerindeki asetillenmeleri kaldirarak
DNA’nin histon proteinlerine daha siki tutunmasini dolayisiyla da kapali kromatin
yapisinin korunmasini saglayan enzimlerdir. Bunlarin aksine ¢alisan HAT enzimleri
ise histon proteinlerini asetilleyerek DNA’nin daha gevsek tutunmasini ve bu sayede
daha once transkripsiyon icin erisilemeyen bolgelerin DNA polimerazlarca yeniden
erigilebilir olmasini1 saglarlar. Resveratrolin HDAS enzimlerinden Sirtuin-1
tizerinden dogrudan epigenetik modifikasyonda rol oynadigi de bildirilmistir (Kai et
al.,, 2010). Sirtuin genleri ile uygulanan Res dozunun iliskisini inceleyen
aragtirmacilar ilging sekilde, 0,1 ve 1 uM dozlarda Sirtuin 1 ve 2 ekspresyonunda
artis belirlerken 5 ve 10 uM dozlarda inhibisyonun gergeklestigini ortaya koymustur
(Peltz et al., 2012). Aragtirmamizda Res’in hem hiicre ¢ogalmasi hem de geriye

programlamadaki etkileri degerlendirilmistir.

2.7.9. RG108

Sinonim: 2-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)-3-(1H-indol-3-yl)
propanoic acid, N-Phthalyl-L-tryptophan

Molekiil agirhgi: 334.33 g/mol

Molekiil formiilii: C19H14N2O4

Genlerin promotor bolgelerinde DNA metil transferazlar (DNMT) tarafindan
gerceklestirilen metillenme islemi, genlerin spesifik olarak susturulmasiyla

sonuclanan bir hiicresel islevdir. Normal hiicrelerde DNA metilasyonu ve Histon
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asetilasyonu birbirinden bagimsiz olarak ger¢eklesen ve genlerin gegici
ekspresyonlarini saglayan bir denge olusturmaktadir. Decitabine, zebularine ve 5°-
azacytdine gibi DNMT inhibitorleri, DNA’ya tutunarak DNMT’ler igin intihar
substratlar1 olarak islev goriirler. Ancak bu tip inhibitorler toksik veya mutajenik
etkiler de gostermektedir. Niikleozid bilesigi bulunmayan (non-nucleoside) bir
DNMT inhibitorii olan RG108 molekiilii, enzimin aktif bdlgesine tutunarak
inhibisyon ger¢eklestirmekte dolayisiyla da diger DNMT inhibitorleri kadar toksik
etki gostermemektedir. RG108 epigenetik olarak susturulmus genlerde 6nemli 6lglide
demetilasyon gerceklestirmektedir. RG108’in bazi tlimorlerde hipermetilasyon
sonucu susturulmus E-kaderin ekspresyonunu yeniden baslattigi bildirilmistir.
Arastirmalarda RG108’in 20 ve 100 pM dozlar1 incelenmistir (Savickiene et al.,
2012). Shi et al., (2008) galismasinda, RG108’in BIX ile kombine edildiginde sadece
Oct4 ve KIf4 transfeksiyonu ile iPKH iiretimini sagladigini gostermistir.

2.7.10. Trichostatin A (TSA)

Sinonim: TSA, [R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino)phenyl]-N-hydroxy-4,6-
dimethyl-7-0x0-2,4-heptadienamide
Molekiil agirhgi: 302.37 g/mol

Molekiil formiilii: C17H22N203

Nanomolar dozlarda bile oldukga etkili bir HDAS inhibitorii olan Trichostatin
A (TSA) hiicrelerdeki global epigenetik diizenlenme c¢alismalar1 i¢in aday bir
farmasotik ajandir. Bir ¢aligmada 50 nM dozda uygulanan TSA’nin fare EKH’lerinde
basta Nanog da dahil olmak iizere Oct4 ve Sox2 gibi 6nemli pluripotensi faktorlerini
baskiladig: ve farklilasma ile iliskili genleri arttirdigi gosterilmistir. Ilging olarak
calismada TSA eklenmesi durduruldugunda farklilasmanin durdugu ve hiicrelerin

yeniden farklilasmamis fenotipe dondiigi gosterilmistir (Karnatzali et al., 2008).

Trovets ve arkadaglarinin bir calismasinda rutin endoderm farklilasma

faktorlerini (Activin a ve Wnt3a kombinasyonu), 100 nM dozda TSA’yi ile birlikte
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uygulamiglardir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda TSA’nin pEKH’lerin endoderme
farklilagsmasini arttirici etki gosterdigi belirtilmistir (Trovets et al., 2011). Baska bir
caligmada ise retinoik asit ile kombine edilen TSA’nin embriyonik karsinoma

hiicrelerinde noronal farklilasmay1 arttirdig belirtilmistir (Minucci et al.,1997).

Melton ve ekibinin arastirmalart TSA’nin geriye programlama etkinligini
onemli Olgiide arttirdigini gostermistir. Yamanaka faktorleri ile transfekte edilmis
fare embriyonik fibroblastlarini (MEF) bir hafta siire ile ¢esitli kiigiik molekiiller
ekleyerek yeniden programlayan aragtirmacilar 20 uM dozda kullanilan TSA’nin
Oct4 pozitif koloni sayisini yaklagik 10 kat arttirdigini gostermistir (Huangfu et al.,
2008).

2.7.11. Valproik asit (VPA)

Sinonim: Sodium valproate, Sodium 2-propylpentanoate,
Molekiil agirhgi: 166.19 g/mol
Molekiil formiilii: CsHisNaO>

Valproik asit (VPA) geriye programlama calismalarinda en ¢ok kullanilan
kiiciik molekiillerden biridir (Zhu et al., 2011). Lityum gibi bipolar bozukluklarda
kullanilan VPA etki mekanizmasi olarak lityum ile ortak ve farkli olan ozelliklere
sahiptir. Lityumla ortak olan 6zelligi GSK3’ii baskilamak olan VPA beyinde y-
aminobutirik asit (GABA) ndrotransmisyonunu arttirirken glutamat ve dopamin
norotransmisyonunu azaltmaktadir. VPA’nin en Onemli fonksiyonu ise HDAS
inhibisyonudur.

Lityum ile VPA’nin birlikte kullanildig: bir ¢calismada CXC kemokin reseptorii
4 (CXCR4) iizerinden MKH migrasyonunu ve MMP9 ekspresyonunu arttirdigi
goriilmiistiir (Tsai et al., 2010).

Yamanaka faktorlerinin dordi birlikte kullanilarak gerceklestirilen bir
calismada 2 mM dozda uygulanan VPA’nin, iPKH iiretim verimliligini 100 katin
tizerinde arttirdigr gosterilmistir (Huangfu et al., 2008a). Ayni ekibin bir diger
caligmasinda ise onkogen Ozellikteki Yamanaka faktorleri, c-Myc ve KIf4 yerine

VPA kullanilarak, sadece Oct4 ve Sox2 transfeksiyonu ile iPKH iiretilebilmistir.
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Arastirmacilar bu ¢alisma ile sadece iki faktor kullanarak iIPKH {iretebilen ilk ekip
olmuglardir. Calismada VPA 0,5 mM dozda 10 giin siire ile transfeksiyona destek
olarak kullanilmistir. Arastirmalar VPA’nin arttiric1 etkisinin, geriye programlama
oniinde engel teskil eden kapali kromatin yapisini diizenleyerek pluripotensi ile
iliskili genlerin erisilebilirligini arttirmasina baglamaktadir (Huangfu et al., 2008b).
Biz de calismamizda VPA’nin hiicre proliferasyonu ve geriye programlama
tizerindeki etkilerini degerlendirmeyi ve bu etkileri TSA ile karsilagtirarak hangi
molekiiliin HDAS inhibitorii ve geriye programlama araci olarak kullanilabilecegini

belirlemeyi amagladik.

2.7.12. Y27632 (Y27)

Sinonim: (R)-(+)-trans-4-(1-Aminoethyl)-N-(4-pyridyl)cyclohexanecarboxamide
dihydrochloride

Molekiil agirhgi: 320.26 g/mol

Molekiil formiilii: C14H21N30.2HCI

Apoptozisin bir alt tipi olan Anoikis, normalde ylizeye tutunan hiicrelerin bazal
laminadan ayrilmalar1 nedeniyle tetiklenen programli bir hiicre 6limiidiir. Bu olay
EKH kolonilerinin, pasajlama sirasinda kiiltiir kabinin tabanindan kalkarak yiizer
hale gegmeleri sirasinda da hiicre kaybina yol agmaktadir. Ilging sekilde, ortamda
FGF2’nin bulunmamasi bu durumun siddetini arttirmaktadir. Apoptozda temel islev
goren enzimlerden aktif Kaspaz 3 enziminin, Rho-associated coiled-coil kinase-1
(ROCK) enzimini, proteolitik par¢alama ile aktive ettigi ve aktive olan ROCK1’in
miyozin hafif zincirini fosfatlayarak hiicre iskeletinin yapisim1 degistirdigi ve bu
sayede hiicrenin tutundugu yerden ayrilmasini sagladigi bilinmektedir. Bu durumda
FGF2’nin, ERK ve Akt yolaklar1 {izerinden apoptozu baskilayarak hiicrelerin
canliliklarin1 korumalarini saglarken ROCK inhibitdrlerinin de miyozin zincirinde
degisiklik meydana gelmesini Onledigi ve bu sayede hiicrelerin tutunmasini

saglamlastirdig belirlenmistir (Wang et al., 2009).
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Hiicrelerde enzimatik kaldirmanin ardindan gergeklesen apoptozun, hiicre-
hiicre baglantilarinin kaybolmasindan etkilenen integrin (insan PKH) ve E-kaderin
(fare PKH) adezyon molekiillerinden kaynaklandigi belirlenmistir. Baglantilarini
kaybeden adezyon molekiillerinin baglattigi hiicre i¢i sinyaller Rho yolagi iizerinden
apoptozu tetikledigi, spesifik ROCK inhibitorlerinin ise bu Rho yolagin
baskilayarak hiicre canliliginin korunmasina yardimci oldugu gosterilmistir (Xu et al.,
2010).

Oldukga etkili bir ROCK inhibitorii olan Y27’nin EKH’lerin temas kaybi ile
tetiklenen apoptozisini azalttigi ve klonlanma (tek hiicreden koloni olusturma,
klonojenite) etkinligini arttirdigi gosterilmistir (Watanabe et al., 2007). Y27, EKH ve
iPKH kiiltiirlerinde, 6zellikle hiicrelerin kaldirilarak pasajlanmasi sirasinda canliligi
ve klonlama etkinligini arttirma amaciyla, siklikla sadece pasaj sirasindaki medyum
degisiminde 10 uM dozda kullanilmaktadir (Wang et al., 2009, Warren et al., 2010,
Frank et al., 2012).

Warren ve arkadaglarinin c¢aligmasinda mRNA’lar ile yapilan iPKH
tiretimindeki verimliligin Y27 varliginda geriye programlama i¢in oldukca iyi
rakamlar olan % 2’den % 2,6’ya ¢iktig1 gosterilmistir (Warren et al., 2010). Y27,
sadece hiicresel fonksiyonlart nedeni ile degil pasajlamadaki verimliligi arttirma
amactyla caligmamizda hem besiyeri eklentisi hem de etkisi incelenen bir kiigiik

molekiil olarak kullanilmistir.

Arastirmamiz i¢in sectigimiz kimyasallar, temel fonksiyonlar1 bakimindan
Tablo 4’de siniflanmistir. Ancak, pek c¢ok hiicre i¢i yolak birbirleri ile iligkili oldugu
ve kullandigimiz molekiillerin gerek kendileri gerekse hedef proteinleri birden ¢ok

goreve sahip olabildigi i¢in tiim etkilesimlerin verilmesi miimkiin degildir.
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Tablo 4: Calismamiz kapsamindaki kiigiik molekiillerin etki mekanizmalarina gore

degerlendirildiginde elde edilen gruplar.

B1X-01294 HMT inhibitorii

TSA HDAS inhibitorii

Epigenetik Modiilatorler

TGEFp yolagi inhibitdrii

Y27632 ROCK inhibitorii

Hiicre Yaglanmasin1 Engelleyici
[ Antioksidanlar Resveratrol

Antioksidan, antiinflamatuar,
antianjiyojenik, antikanserojenik,

FGF yolag aktivatorii
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3.1. Geregler

3. GEREC VE YONTEM

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 5: Kullanilan cihazlarin listesi, markasi, model numarasi ve kullanim amaci.

+4°C Buzdolabi
+4°C Buzdolabi

-152°C derin dondurucu

-20°C Buzdolab1

-86°C Derin dondurucu
Bidistile su cihazi
Binokiiler arastirma
mikroskobu

Dijital pipetor

Buz yapma makinesi
CO2’li inkiibator
Calkalamali su banyosu

Cok kanall1 pipet

Flow Cytometry Unitesi
Hassas terazi

Inverted Mikroskop
Inverted Mikroskop

Laminar air Flow kabin
Microplate Luminometer

Microscope Chamber

Sanyo 49fd (Japan)
Beko BK-9551 NF Multi
Hijyen (Tirkiye)

Sanyo MDF-1156 (Japan)

Sanyo MDF-U730 Tibbi
Dondurucu (Japan)
Sanyo MDF-U5386S
GFL 2104 (Germany)

Olympus BX51 (Japan)
Eppendorf (Germany)
Scotsman af-80 (England)
Sanyo MCO-20AIC (Japan)

Niive ST 402 (Tiirkiye)

Eppendorf 10-200 pl
(Germany)

BD FACSCalibur (USA)
Shimadzu AW120 (Japan)

Olympus I1X-71 (Japan)
Leica (Germany)

Thermo Herasafe KS15
(USA)

MPL1 Berthold Detection
Systems (Germany)
Olypmus MIU-1BC
(Germany)

Besiyerlerinin saklanmasi
Besiyerlerinin ve kimyasallarin
saklanmasi

Hiicrelerin dondurularak uzun siireli
saklanmasi

Kimyasallarin ve besiyeri bilesenlerinin
saklanmasi

Kimyasallarin uzun siireli saklanmas1
Bidistile su elde edilmesi

Hiicre sayiminda lamlarin incelenmesi

Ardisik pipetleme gerektiren transfeksiyon
islemlerinde

DNA ve RNA’nin korunmasi amaciyla
buz eldesinde

Hiicre kiiltiirii islemleri i¢in uygun
fizyolojik kosullarin saglanmasinda

Serum inaktivasyonu ve tripsin/serum
¢Ozlilmesinde

96 kuyucuklu kiiltiir kabina transferlerde
Akim sitometrisi analizler

Hassas tartim iglemleri

Hiicrelerin incelenmesi
Floresan goriintiileme iglemleri

Steril ¢aligma ortamu olusturulmasi

Luminometrik 6l¢timlerde

Video ¢ekimleri i¢in hiicrelere inkiibator
ortami sunan 1sitma ve gaz sistemi
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Minisantrifiij Wealtec E-centifuge (USA)  RNA izolasyonunda

0, ve CO’li Thermo HeraCell 150i, Hiicre kiiltiirti islemleri i¢in uygun
inkiibatorler Thermo HeraCell 240i (USA) fizyolojik kosullarin saglanmasinda
I 0.1-2.5, 1-10, 2-20, 20-200 ve 100-1000
Otomatik pipetler Eppendorf (German ' ' '
K PIp PP ( 2 pl hacimlerde otomatik pipetler
Picodrop . — Kiigiik hacimlerde DNA ve RNA’nin
PicoDrop L K
Spektrofotometre icoDrop Limited (UK) kantitatif 6l¢timleri.
Pipet Aid Thermo Scientific (USA) Besiyeri vb. sivilarin pipetlerle aktariimasi
Real Time PCR Roche LightCycler480 Real time PCR analizlerinde
MEMMERT WNB22 L
Sicak su banyosu 0193 (Germany) 508 Tripsin/serum ¢oziilmesinde
Hettich Uni | 320R
Sogutmali santrifiij ettich Universal 320 Hiicrelerin ¢oktiiriilmesinde
(Germany)
Spektrofotometre Molecular Devices WST-1 analizlerinde
P VersaMax (USA)
Stereomikroskop Olympus SZX7 (Japan) Hiicrelerin kabin icerisinde gozlenerek

toplanmasi isleminde

Hiicrelerin goriintiilenmesi,

Olympus (DP-72) (Japan) fotograflanmasi ve canli video
kayitlarinda

Vorteks Labart (PRC) Tiiplerin ¢alkalanmasinda

Time lapse kamera
sistemi

3.1.2. Kiiltiirde Kullanilan Hiicreler

Calismamizda Prof. Dr. Erdal KARAOZ tarafindan armagan edilmis ve tiim
karakterizasyon islemleri ¢alisma Oncesinde tamamlanarak dondurulmus insan

MKH’leri ve fibroblastlari olmak tizere iki hiicre hatt1 kullanilmistir (Ek1) .

Ik hiicre tipi insan liposuction materyallerinden izole edilmis adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerdir. Pasaj ilige kadar ¢ogaltilan hiicrelerin Akim
sitometrisi aygitinda (CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA ABC, CD3,
CD8, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR
antijenleri agisindan) ve immiinohistokimyasal boyamalarda karakterizasyonu
yapilarak MKH olduklar1 dogrulanmistir. Ek olarak osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik farklilasmaya alinan hiicrelerin {i¢ doku tipine de doniigsebilen kok
hiicreler olduklar1 bir kez daha dogrulanmistir (Ertas et al., 2012). Calisma i¢in bu

hiicrelerin pasaj dortte dondurulmus viyallerinden bir adet kullanilarak ¢ogaltilmistir.
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Calismada kullanilan ikinci hiicre c¢esidi ise, yeni dogan siinnet derisi

materyalinden elde edilmis insan fibroblastlaridir. Bu hiicreler de kiiltiir kabina

tutunma  Ozellikleri  ile  secilerek  c¢ogaltilmis, immiinohistokimya ile

karakterizasyonlar1 yapilarak dondurulmustur. Calisma i¢in bu hiicrelerin pasaj beste

dondurulmus viallerinden bir adet kullanilarak ¢ogaltilmistir.

3.1.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 6: Kullanilan plastik malzemeler

Hiicre kiltiirti

T25 kiiltiir kaplar1 (25cm?) BD Falcon 353136
T75 kiiltiir kaplar1 (75cm?)  BD Falcon 353136
T175 kilttr kaplar1 (175cm?) BD Falcon 353112
Serolojik pipetler
5, 10, 25 ve 50 ml
2 ml ve 4 ml kriyovialler Geriner Bio-one

BD Falcon

15 ml konik tiip BD Falcon 352096

50 ml konik tiip BD Falcon 352070
0,20 um filtre Sartorius stedim 16534
6 kuyucuklu 6zel plate Nunc Vita 145380

6 kuyucuklu plate BD Falcon 353046

12 kuyucuklu plate BD Falcon 353043

12 kuyucuklu plate Millipore PIMWS1250
24 kuyucuklu plate BD Falcon 3530

96 kuyucuklu plate BD Falcon 353072
Pipet ucu 100-1000 pl Greiner bio-one FT1000
Pipet ucu 100-1000 pl Gilson DF1000ST
Pipet ucu 10-200 pl Gilson DF200ST

Pipet ucu 10-000 pl Gilson DF100ST

Pipet ucu 10-100 pl Greiner bio-one FT100
Pipet ucu 100-1000 pl Gilson DF1000ST
Mikrosantrifiij tiipleri Eppendorf

8 kuyucuklu kiiltiir lamlar1  BD Falcon 354108

Hiicre kiltiri
Hiicre kiiltiirti

Besiyeri vb. sivilarin aktarilmasi

Hiicrelerin dondurulmasi
Hiicrelerin santrifiiji,
besiyerlerinin saklanmast
Hiicrelerin santrifiiji,
besiyerlerinin saklanmasi
Enjektor igeriginin filtrasyonu
ESC benzeri hiicrelerin kiiltiirii
icin 6zel tutunma yiizeyli
Hiicre kiiltiiriinde

Hiicre kiiltiirtinde

Hiicre kiiltiiriinde

Hiicre kiiltiirtinde

Hiicre kiltiirinde, WST1
analizlerinde, transfeksiyonda

Kigiik hacimli siv1 transferinde

Kii¢iik hacimli s1v1 transferinde

Kigiik hacimli siv1 transferinde
Kiigiik hacimli sivi1 transferinde
Kiigtik hacimli s1v1 transferinde

Kii¢iik hacimli s1v1 transferinde

100, 500 ve 1500 ml hacimlerde
IHC/IF igin hiicrelerin ekilerek
tutunmasi ve boyanmasi igin
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Tablo 7: Kullanilan besiyerleri ve eklentileri

Opti-MEM Gibco 31985-062
DMEM Low glucose  Gibco

Piromycin

Tripsin Gibco

TrypLE™ Express Gibco 12604-013
FBS Gibco

DPBS (1X) Gibco 14190-094
NEAA Gibco

Diisiik serumla kullanilabilen 6zel besiyeri
Hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin kullanilan besiyeri

Antibiyotik soliisyonu

Hiicrelerin kaldirilmast i¢in
Hassas hiicrelerin kaldirilmasi i¢in
Besiyeri i¢in serum takviyesi
Hiicrelerin yikanmasi

Besiyeri i¢in aminoasit takviyesi

3.1.4. Transfeksiyonda Kullanilan Kitler ve Sarf Malzemeler

- Reporter Assay Kitleri:

1. Qiagen Stem Cell 10-pathway Reporter Luciferase Kit (SABiosciences
CCA-106L-12) (12 Plate) (10 farkli gen i¢in hazir assay kaplari)
2. Cignal Oct4 Reporter (luc) Kit (SABiosciences CCS-0025L) (Oct4 igin

hazir assay kaplar1)

- Transfeksiyon icin yag bazh ajan (reagent): FUGENE HD (Promega)

- Luminesans goriintiileme

icin lusiferaz substratlari: Dual-Glo®

Luciferase Assay System (Promega E2940) 100ml

3.1.5. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Sarf Malzemeler ve Primerler

RNA izolasyon kiti: High Pure RNA Isolation Kit (Roche 11 828 665 001)
cDNA Sentez kiti: Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche 05

081 963 001)

Master Mix: SYBR Green Master Mix (Life Technologies)
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Tablo 8: Kullanilan Primerlerin baz1 6zellikleri ve baz dizilimleri

F
Oct4

R

F
Rex1

R
N F

ano
i R

F
GATAG6

R

F
Lin28

R

F
Utfl

R

F
TERT

R

55.1
53.7
55.2
58

58.6
56.1
54.3
57.0
54.4
57.1
53.8
55.2
56.3
55.6

20
18
19
21
21
18
18
18

TGCCGTGAAACTGGAGAAG
TTTCTGCAGAGCTTTGATGTTC
GGATCTCCCACCTTTCCAAG
GCAGGTAGCACACCTCCTG
ATGCCTCACACGGAGACTGT
AGGGCTGTCCTGAATAAGCA
AATACTTCCCCCACACACAA
CTCTCCCGCACCAGTCAA
CTGGAATCCATCCGTGTCA
TCTAGACCTCCACAGTTGTAG
ACAAGTTCCTTAAAGACAAGT
GGATCTGCTCGTCGAAGG
GCCTTCAAGAGCCACGTC
CCACGAACTGTCGCATGT

* Real time PCR’da kontrol geni olarak, Roche Universal ProbeLibrary Human GUSB Gene

Assay kitinden alinan GAPDH primerleri kullanilmustir.

3.1.6. immiinohistokimya Antikorlar1 ve Sarf Malzemeleri

Tablo 9: immiinohistokimyada kullanilan sarf malzemeler.

Metanol

PBS Tablet

Antibody diliient

Tween 20

Triton X

Mouse serum

Rabbit Serum

Goat anti-Rabbit-FITC
Goat anti-Mouse-FITC
Ultra Cruz Mounting Media

Merck

Thermo Scientific
Santa Cruz
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz

Fiksasyonda
Yikama islemlerinde

Antikorlarin sulandirilmasinda
Permeabilizasyonda
Permeabilizasyonda

Bloklama asamasinda
Bloklama agamasinda
Sekonder antikor olarak
Sekonder antikor olarak

DAPI ile boyama ve kapatmada
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Tablo 10: immiinohistokimyada kullanilan antikorlar ve dzellikleri

Baslangic Max

Antikor Firma Kod No Host Klon Reaktivite Uygulama Diliisyonu _ Diliisyon Boyama
Alkalin Fosfataz ~ Santa Cruz sc-30203 Rabbit Polyclonal Human IF 1:50 1:500 Sitoplazmik
Aktif Caspaz 3 Millipore AB3623 Rabbit Polyclonal M, R, H* WB, IF, IHC(P) 1:100 1:200 Sitoplazmik
B-111 Tubulin Santa Cruz 5C-69965 Mouse  Monoclonal M,R,H  WB, IF, IHC(P) 1:50 1:500 Sitoplazmik
Connexin 43 Santa Cruz sc-59949 Mouse Monoclonal M, R, H WB, IF, IHC(P) 1:100 1:1000 Membran
Desmin Santa Cruz sc-14026 Rabbit Polyclonal M,R,H  WB, IF, IHC(P) 1:50 1:500 Sitoplazmik
E-cadherin Santa Cruz sc-7870 Rabbit Polyclonal M, R, H WB, IF, IHC(P) 1:50 1:500 Membran
GFAP Thermo MS-280-P. Mouse - P,R,C,H - 1:100 1:200 Sitoplazmik
Nanog Abcam ab21624 Rabbit Polyclonal Human ChiP, IF, ICC 1:150 1:1000 Niikleer
Nanog Santa Cruz sc-30332 Goat Polyclonal Human WB, IF, ELISA 1:50 1:500 Niikleer
Nestin Santa Cruz SC-71665 Mouse Monoclonal Human WB, IF, IH(P) 1:50 1:500 Sitoplazmik
Oct4 Abcam ab19857 Rabbit Polyclonal M, H, Mnk  ChIP, IF, ICC  1-5 pg/ml - Niikleer
Oct4 Santa Cruz sc-9081 Rabbit  Monoclonal M, R, H WB, IF, IHC(P) 1:50 1:500 Niikleer
S100 Thermo RB-9018-P.  Rabbit Polyclonal Human IHC(P), ICC - 1:300 Sitoplazmik
Sox2 Abcam ab97959 Rabbit Polyclonal M, R, H IHC, ICC, FC 1 pg/mi - Niikleer
Sox2 Santa Cruz sc-17320 Goat Polyclonal M, R, H WB, IF, IHC(P) 1:50 1:500 Niikleer
SSEA4 Abcam ab16287 Mouse  Monoclonal M, H IHC, ICC, FC 15 pg/ml - Ekstraseliiler M.
TRA-1-60 Abcam ab16288 Mouse  Monoclonal Rb, H WB, IF, IH(P) - - Ekstraseliiler M.
Vimentin Thermo MS-129-P. Mouse - M, R, H - 1:50 1:100 Sitoplazmik

* H: Human (insan), M: Mouse (fare), R: Rat (si¢an), Rb: Rabbit (tavsan), Ekstraseliiler M: Hiicre membraninin dis yiizeyi,
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3.1.7. Kullanilan Kiiciik Molekiiller

Tablo 11: Incelenen kiigiik molekiillerin iiriin ve kimyasal bilgileri ile molekiiler yapilari

Kimyasal Firma Kod No K|my§s§1l
Formiilii
N
| \vj
\F >
I
A-83-01 Santa Cruz sc-203791 Ca5H19NsS e
»
ISAe
C28H38N602 i
_ ; _ ®  HiCO Sy *XH20 - 3HCI
BI1X-01294 Sigma B9311-5MG 3HCL » xH20 £ jl\ 2
HaGO NN
IR
HO, OH
Askorbik Asit Stem Cell He/—
(C Vitamini) Technologies °1°7 CoHeOs HO o O
OH
F
. D5942- 3 3
DAPT Sigma oy CostaFNoOs QjN ™ u | OoCHC**a
H o #n CHs
o
. R8279- N
RG108 Sigma 1§MC? C1oH14N204 & (o)
OH
N
H
Lityum klorid Merck 105679 LiCl Li—Cl
o] OH
@H,O\/\/OH
. PZ0162- F NH
PD0325901 Slgma 5MG C16H14F3IN204 £ F
|
HO
o
Resveratrol Santa Cruz sc-200808 Ci14H1203 O
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Trichostatin A

: T1952- S oy
(TSA) Sigma 200UL Ci7H22N203 - MH

Valproik asit .
(VPA) Sigma P4543-10G  CgHisNaO-
CO,H
N 0
s 4
Y-27632 Abcam ab120129 CraH21NsO N
.2HCI H cH,
2HCI (
NH

3.1.8. Diger Malzemeler

- Akim sitometrisi i¢in: Propidium lodide (PI) Soliisyonu

PCR i¢in ultra saf su: Kendall RespiFlo Sterile Water

Hiicre proliferasyon analizleri icin: Cell Proliferation Reagent (WST-1)
(Roche 11.644.807 001)

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Besiyeri Kombinasyonlari

Deneyler siiresince hiicrelerin ¢ogaltilmasi, canlilik analizleri, transfeksiyonu
ve c¢esitli Kimyasallarla kultiirii gibi asamalar, farkli besiyeri kombinasyonlarinin
kullanimin1  gerektirmistir. Ornedin, ¢ogalmasi istenen hiicreler yiiksek seruma
ihtiyag duyarken, kiiglik molekiillerin etkisini degerlendirmek igin ortamdaki
bilinmeyen faktorlerin miktarin1 azaltmak amaciyla diisiik oranda (% 0,5) serum

kullaniminin daha uygun olacag: diisiiniilmiistiir. Diisiik serum miktarin1 kompanse
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edebilmesi icin icerigi daha zengin olan Opti-MEM besiyeri kullanilmistir.
Transfeksiyon isleminde antibiyotik eklentisi hiicreleri 6ldiirebileceginden
antibiyotiksiz besiyeri kullanimi gerekmistir. Bu nedenlerle asagidaki besiyeri

¢esitleri hazirlanmustir.

1. Hiicre cogaltma medyumu: Deneyler 6ncesinde hiicrelerin gogaltilmasi
asamasinda;

- % 90 L-DMEM, % 10 FBS, % 0,2 Piromisin

2. Kiiltiir Medyumu: Deneyler i¢in ¢oziilen hiicrelerin kiiltiiriinde kullanilan
besiyeri karigimu.

- % 93,8 Opti-MEM, % 5 FBS, % 1 NEAA ve % 0,2 Piromisin

3. Test medyumu (WST Med): Deneyler sirasindaki kiiltiir siirecinde, WST-1
testlerinde, uzun siireli kiiltirlerde ve transfeksiyon sonrasindaki asamalarda

- % 98,3 Opti-MEM, % 0,5 FBS, % 1 NEAA ve % 0,2 Piromisin

4. Transfeksiyon medyumu (Tx Med): Plazmid transfeksiyonu sirasinda
kullanilan antibiyotik icermeyen besiyeri

- % 98,5 Opti-MEM, % 0,5 FBS, % 1 NEAA

3.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi, Pasajlanmasi ve Saklanmasi

Calisma siiresince uygulanan tiim hiicre ¢6zme, pasajlama, dondurma ve

kontrol islemleri ile kiiltiir sartlar1 asagida genel hatlariyla verilmistir.
Cozme

Eksi 152 °C’de dondurulmus kriyoviallerden 37°C’deki sicak su banyosunda
¢oOziilen hiicreler, ¢éziinme tamamlanir tamamlanmaz hizla diliie edilerek 15’lik
Falcon™ tiiplere aktarildi. Santrifiij edilerek ¢Oktiiriilen hiicrelerin siipernatani
atilarak dondurma medyumundan uzaklastirildi ve hiicre ¢ogaltma medyumu ile
resiispanse edildikten sonra T75’lik flaska aktarildi. Hiicreler tutunana dek 48 saat,

besiyeri degistirilmeden kiiltiire edildi.
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Pasajlama

Kiiltir kabinin tabani hiicreler tarafindan belli bir oranin {izerinde
kaplandiginda (% 70-80 konfluensi) pasajlama islemi uygulandi. Pasajlamada ilk
asamada besiyeri pipet yardimiyla toplandi ve hiicreler DPBS ile yikandi. Hiicrelerin
yiizeyini Ortecek kadar tripsin eklenen kiiltiir kaplar 37 °C’deki 3 dk siireyle inkiibe
edildi. Hicrelerin tabandan kalktigi inverted mikroskopla dogrulandiktan sonra
tripsin inaktivasyonu serumlu besiyeri eklenerek saglandi. Ardindan 15 ml’lik veya
50 ml’lik Falcon™ tiiplere aktarilan hiicreler 1250-1500 RPM’de 5 dk siireyle
santrifiijlendi. Siipernatani atilan tiiplin dibinde kalan hiicreler taze medyumla
reslispanse edildikten sonra uygun miktarda besiyeri igeren kiiltlir kaplarina ekildi.
Her pasajda 1x10° kadar hiicre, mikoplazma kontrolii i¢in ayrilarak 35 mm’lik bir

petri kabina ekildi.
Dondurma

ki pasaj cogaltilarak deneyler igin yeterli sayiya ulastirilan hiicrelerden
deneylerde kullanilacak miktarin disindakiler i¢in hiicre dondurma islemi
gerceklestirildi. Bu hiicreler TC 20 (Biorad) hiicre sayim cihazinda sayilarak 3X10°
hiicre/ml olacak sekilde diliie edildi ve her ml diliisyon bir kriyoviale ekilecek
sekilde dondurma iglemine baglandi. Kriyoviyale alman her 1 ml hiicre
stispansiyonun tizerine 700 ul FBS ve ul DMSO eklenerek -152°C’lik dondurucuda

hizli dondurma yontemiyle siire¢ tamamland.

Resim 2: Inkiibatériin gdsterge panelinden izlenen deney ortam sartlari. Sicaklik 37°C’de,

CO, % 5 ve O, % 5 seviyesinde goriiliiyor.
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Deneyler oncesi hiicrelerin hazirlanmasi

Fibroblastlar 5. pasaja kadar ¢ogaltildi ve 6. pasajda bir flask hari¢ tim
hiicreler donduruldu. Dondurulmayan fibroblastlar ile ilk hafta 7. pasajda deneylere
baslandi. Dondurulmus hiicreler ise gerektikge ¢6ziildii ve ¢oziilen hiicreler bir pasaj
stiresince ¢ogaltildiktan sonra deneylerde kullanildi. Bu sayede tiim ¢alisma boyunca

caligilan hiicrelerin ayni pasajda (P7) olmasi saglandi.

Daha 6nce izole edilerek karakterizasyonu yapilan ve 4. pasajda dondurularak
saklanan MKH’ler deneysel ¢aligmalar dncesi ¢oziilerek iki pasaj boyunca ¢ogaltildi
ve 6. pasajda tekrar dondurularak saklandi. MKH’ler de fibroblastlar gibi deney

oncesinde ¢oziiliip bir kez pasajlandiktan sonraki giin deneylere baslandi.

Deney oncesinde hiicrelerin ¢ogaltilmasi amaciyla % 90 L-DMEM, % 10
FBS, % 0,2 Piromisin iceren besiyeri kullanildi. Deney igin ¢oziilen hiicreler ilk
etapta % 5 FBS igeren kiiltiir medyumunda tutuldu ve deneylerden bir giin 6nce %
0,5’1ik test medyumu kullanilarak pasajlandi. Transfeksiyon sirasinda hiicreler PBS

ile yikanarak antibiyotik igermeyen transfeksiyon medyumuna alindu.

Hiicreler, viicut i¢i sartlarin birebir saglanmasi i¢in 37°C’de % 95 nem, % 5

CO2 ve % 5 O2 igeren 6zel inkiibatorlerde kiiltiire edildi.
Kollajen kaph kiiltiir kaplarinin hazirlanmasi

Calismanin bazi1 asamalarinda hiicreler icin daha dogal ortam olusturmak
amaciyla kollajen kapl kaplar kullanildi. Bunun amagla, stoklanmis Rat tip I kollajen
cozeltisi PBS ile diliie edildikten sonra 0,22 um’lik enjektdr ucu filtrelerinden
gecirilerek steril edildi. Kullanilacak kiiltiir kaplarina, tabani kaplayacak c¢ozelti
eklenerek kapaklar kapatilip inkiibatore kaldirildi. Inkiibatérden alinan kaplardaki
fazla ¢ozelti ¢ekildikten sonra kap ylizeyi PBS ile kisaca yikanarak fazla kollajen
atildi. Kullanilacak Kollajen kapli kaplar her zaman kullanimdan 1-2 saat 6ncesinde

hazirlandi.
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Kontaminasyon kontrolii

Hiicrelerde deneyler siiresince herhangi bir asamada bakteriyel veya fungal
cogalma gozlenmedi. Her pasaj sirasinda bir miktar hiicre ayrilarak 35 mm’lik
petriler i¢ine yerlestirilen steril lameller tizerine ekildi. Petri iizerine 3 ml olacak
sekilde besiyeri eklenerek 48 saat kiiltiire edildi. Siire sonunda lamel iizerindeki
hiicreler immiinohistokimya lamlarina uygulanan yontem kullanilarak fikse edildi.
Bir lam {izerine bir damla DAPI soliisyonu damlatilarak lamel iizerine kapandi. 10 dk
sonra lam florasan mikroskopta incelenerek c¢ekirdekler tespit edildi. Hiicre
cekirdekleri disinda, hiicrelerin sitoplazmasinda mavi florasan 1s1ma veren
mikoplazma DNA’s1 bulunup bulunmamasi agisindan kontrol edildi. Mikoplazma
kontaminasyonu saptanan nadir durumlarda hiicreler atildi ve dondurulmus stok

hiicrelerden yeni bir vial ¢oziilerek hiicreler yeniden ¢ogaltildi.

3.2.3. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Calismamiz igin yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, iPKH calismalarinda
kullanilan Yamanaka faktorlerinin yerine gecebilen ya da etkinligi arttirdig
belirlenen kii¢iik molekiillerden 11 adedi ¢alismaya dahil edildi. Bunlarin disinda,
aslen hiicre zarindan gegebilen bir kiigiik molekiil olmayan ancak insan PKH ve
EKH kiiltiirlerinde  pluripotentligin  korunmast amaciyla kullanilan besiyeri
bilesenlerinden basic-FGF (bFGF/FGF2) de calismaya dahil edildi. Incelenen
kimyasallar zaman zaman ¢oklu kombinasyonlar seklinde kullanildigindan, gerek
karigimlarin hazirlanmasi agsamasinda gerekse kiiltiir kaplarina not edilmesi sirasinda
kolaylik saglamasi amaciyla her bir kimyasal i¢in kisaltma kullanilma geregi
dogmustur. Kullanilan her kimyasal i¢in kisaltmasi, temin edilen miktari, denenen

dozlari, molekiil agirligi, ¢oziiciisii ve saklama kosullar1 Tablo 12°de belirtilmistir.
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Tablo 12: Incelenecek kiigiik molekiillere ait doz, miktar ve ¢ozme bilgileri.

Kod Kimyasal m‘(’t“';rt Kullamilacak dozlar Ma  Céziicii Saklama
A A-83-01 10 mg 30nM 300 nM 1uM 421,52 DMSO -20°C
B BIX-01294 5 mg 0,5 uM 1uyM  5uM 618,00 Su +4°C
C Askorbik Asit 100 mg  50pg/ml - - 176,10 Su +4°C
D DAPT 5mg 10uM 20uM 100 uM 432,46 DMSO +4°C
F  rHuFGF-b 100 pg 100 ng/ml - - 1Img/ml Su -20°C
G RG108 10 mg 20pM 100 uM 500 pM 334,33 DMSO -20°C
L Lityum 250 g 1mM 5mM 10mM 42,39 Su +4°C
P PD 0325901 5 mg 50nM 05uM 1puM 482,19 DMSO +4°C
R  Resveratrol 10 mg 0,2 pyM 1uyM  10pM  228,2 Su -20°C
T Trichostatin A 5 mM 20nM  50nM 100nM 302,37 DMSO -20°C
V  Valproik asit 10g 05mM ImM 5mM 166,19 Su +4°C
Y Y27632 1mg 0,3 uM 1uyM 30uM 320,26 Su +4°C

Kullanilacak dozlarin belirlenmesinde ise daha dnceki ¢aligmalarda kullanilmig

dozlar ile iiretici tarafindan etkinlik gosterdigi bildirilen dozlar dikkate alindu.

Her kimyasalin ilk dilisyonu listede belirtilen ¢oziiclisii kullanilarak
gerceklestirildi. Ilk ¢6zme isleminden sonra gergeklestirilen diliisyonlar katkisiz
Opti-MEM kullanilarak saglandi. TSA 5 mM’lik ¢ozelti halinde temin edildiginden
dilisyonlar1 dogrudan Opti-MEM ile yapild:.

Kimyasallarin belirlenen dozlarinin hesaplanmasinda

Agirhk

Mol Sayis1 =
Ma

formiilii kullanilmistir. Formiil uyarinca agirlik g cinsinden, ¢ézme isleminin

ise 1 I’de (1000 ml) olarak hesaplanda.

Incelenecek kimyasallarin ¢ogunun temin edilen dozlar1 genellikle 1-10 mg
arasinda oldugundan bu dozlarin tartilarak yeniden ayarlanmasi miimkiin olmamuistir.
Bu nedenle diisiik dozlardaki kimyasal paketlerinin tiim igerigi tek seferde ¢oziilerek

hazirlandi. Bu tip ¢6zme islemlerinde bir pakette belirtilen miktardan ka¢ Molar
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kimyasal ¢ozeltisi elde edilebilecegi yukaridaki formiil yardimiyla Excel

programinda hesaplandi.

Ornek vermek gerekirse 5 mg (0,005 g) olarak temin edilen ve molekiil agirhig

482,19 g/M olan PD0325901 (P) igin hesaplama islemi su sekildedir:

M=—200909  _ (06000103694 M

482,19 g/M

Formiile gore eldeki tiim P kimyasali 1 | suda ¢6ziildiigiinde 0,0000103694 M
cozelti elde edilmektedir. Eger ayn1 miktarda kimyasal 1 I yerine 1 ml suda ¢oziiliirse
konsantrasyon 1000 kat artarak 0,0103694 M = 10,3694 mM olmaktadir. P i¢in
incelenmesi planlanan en yiiksek konsantrasyon ise 1 pM’dir. Bunun 5.000 kati
(5.000X = 5 mM) konsantrasyonda stok hazirlanmak i¢in asagidaki basit oranti

kurularak ka¢ ml’de ¢oziilerek istenen konsantrasyonun elde edilebilecegi belirlendi.
5 mg kimyasal 1 ml’de ¢o6ziildiigiinde 10,3694 mM oluyorsa

5 mg kimyasal X ml’de coziildiigiinde 5 mM vapar

x=2,074 ml = 2074 pl

Buna gore elimizdeki kimyasalin tamamini 2074 ul ¢oziiciide ¢ozerek 5 mM,
(5.000X) ¢ozelti elde edildi. Temin edilen tim kimyasallar belirtilen hesaplama
yontemi ile kullanilacak en yliksek dozun 100 ile 10.000 kat1 olacak sekilde stok

soliisyonlar halinde hazirlandi. Hazirlanan tiim stok soliisyonlar -20°C’de sakland.

Deney medyumuna kimyasal miktarini istedigimiz konsantrasyonlarda
tutabilmek igin stok ¢ozeltiden ikinci bir diliisyon hazirlandi. Ornek olarak, P
kimyasal1 i¢in denenecek dozlar olan 0,1 pM; 0,5 pM ve 1 pM konsantrasyonlarinin
100X dozlar sirastyla 10 uM, 50 uM ve 100 pM’dir. Her biri i¢in 100X ¢ozelti
hazirlamak istedigimizde 5000X’lik 5 mM stok soliisyondan, Opti-MEM
kullanilarak yine sirasiyla 1:500, 1:100 ve 1:50’lik diliisyonlar olusturuldu. Elde
edilen 100X’lik diliisyonlardan 96 kuyucuklu bir kiiltiir kabinin bir kuyucugunda
bulunan besiyerine % 1 oraninda (99 pl besiyeri lizerine 1 ul hacimde) ekledigimizde

kimyasalimizin son konsantrasyonu 1X olmaktadir.

72



Ardigik diliisyonlar sayesinde ilk ¢6zme isleminde kullanilan DMSO miktari
da dikkate alinmayacak seviyelere inmektedir. Yukaridaki Ornege gore
gerceklestirilen bir dillisyon isleminde besiyerine gegen ¢dziici (DMSO) oram
maksimum % 1’in 50’de biri kadar yani % 0,02 oraninda olmaktadir ki bu oran
DMSO i¢in ihmal edilebilir diizeydedir. Sadece RG108 i¢in denenen en yiiksek
konsantrasyon i¢in dogrudan DMSO’lu ¢ozelti kullanildi. En yiiksek dozlar
kullanildiginda bile besiyerindeki DMSO orani toplamda % 1,1 seviyesini asmadigi
gozlendi. Son bir Onlem olarak, besiyerine eklenen DMSO’nun hiicre

proliferasyonuna etkisi olup olamayacagi da test edildi.

Toz olarak ve olduk¢a diisiik miktarlarda temin edilen tim kimyasallarin
hazirlanmas1 yukaridaki isleme gore gergeklestirildi. Yiiksek miktarda temin
edilebilen VPA ile Lityum ise hassas terazide 1’er g olarak tartildiktan sonra ayni
islemler uygulandi. TSA dogrudan Opti-MEM ile dilie edildi. Cok disik (nM)
dozlarda kullanilan kimyasallarin hazirlanmasinda, ilk ¢6zme ve ardindan yapilan ilk
diliisyon isleminden sonra elde edilen g¢ozeltiler stok olarak saklanarak bunlardan

caligma i¢in ikinci bir diliisyon islemi daha uygulandi.

Stok soliisyonlar1 ve kullanilacak diltisyonlar1 hazirlanan kimyasallarin hepsi
0,5-1,5 ml’lik Eppendorf tiiplere alinarak -20°C’de saklandi. Tiiplerin ardisik
dondurma ¢ozme islemine maruz kalmasindan kagimilarak, bir kez ¢oziilen
diliisyonlar genellikle tekrar dondurulmayip atildi. 96 kuyucuklu kaplara kimyasal
eklenmesi gibi kii¢iik hacimli islemlerde genellikle 100X’lik ikinci veya tg¢iincii
dilisyonlar kullanildi. Ancak 10-50 ml gibi yiiksek hacimli karisimlarin
hazirlanmasinda daha dogrudan stok soliisyonlar ayn1 dozu olusturacak sekilde

kullanildi.

3.2.4. Reporter Assay Analizleri

Calismanin bu asamasinda kiigiik molekiiller ile kiiltiire ettigimiz hiicrelerdeki

onemli kok hiicre yolaklarinda meydana gelen degisimi incelemek iizere reporter
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assayler kullanilmigtir. Kullanilan assayler, hiicrelerin transfeksiyonu, luminometrik
Olctimleri ve analizleri olarak iic asamal1 bir islemdir. Teknigin agamalar1 asagidaki

boliimlerde ayrintili olarak anlatilmistir.

3.24.1. Reporter assay calisma prensibi

Reporter genler, hiicre i¢inde goérev yapan belirli bir genin diizenleyici
bolgesinin ucuna yapay olarak eklenen genlerdir. Reporter genlerin de normal genler
gibi promotor bolgeleri ve TATA kutusu (TATA box) bolgeleri bulunur (Sekil 8).
Ancak bu bolgeler incelenecek asil gene ait diizenleyici bolgeler olup kullanilan

reporter’a gore degismektedir.

Reporter genler hiicrelere plazmidler araciligiyla veya viral transfeksiyonla
aktarilabilmektedir. Caligmamizda plazmid aracili aktarim yontemi kullanilmistir.
Kullandigimiz reporter genlerin promotor bolgesinden hemen once, tekrarlayan
sayilarda spesifik ‘transkripsiyon yanit elementleri (Transcription response elements)
(TRE)’ bolgesi yer almaktadir (Sekil 8A). Bu bolgeye tutunan aktif bir
Traanskripsiyon faktorii (TF) devamindaki genin transkripsiyonunu baglatir. Bu
sayede ilgili TF ortamda aktif ise bu bolgelere tutunarak plazmidin devaminda yer
alan genin transkripsiyonunu gergeklestirir. Aktif olmamasi durumda ise

transkripsiyon ve takip eden protein sentezi gergeklesmez.

Reporter olarak kullanilan genler Yesil Florasan Protein (YFP) (Green
Fluorescent Protein/GFP), B-galatkozidaz, lusiferaz gibi proteinleri kodlar. Bu
proteinler tipine gore histokimya, florasan mikroskobi, florometre ya da luminometre
gibi araglarla Olgiilebilir. Yesil Florasan Protein kullanilan reporter sistemlerinde
1stma dogrudan florasan mikroskopta gozlenebilmektedir. Luminesans sistemlerde
ise sentezlenen lusiferaz enzimlerinin substratlar1 ortama eklendiginde fonksiyon
gormeye baslayan enzimler 1s51ma agiga ¢ikmasini saglamaktadir. Istma yogunluklar
Olciilerek oOrnekler arasinda farkliliklar ortaya konabilir ve bdylece kullanilan

yonteme gore bir genin aktivitesi belirlenebilir.
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TRE TATA kutusu
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Sekil 8: Reporter assay kitinde bulunan plazmid cesitleri. A. Deney plazmidi. B.
Normalizasyon plazmidi. C. Aktivasyon bdlgesi bulunmayan negatif kontrol plazmidi. D. GFP
plazmidi. E. Pozitif kontrol plazmidi. TRE boélgeleri bulunan plazmid sadece uygun transkripsiyon
faktorii ortamda aktifse kodlanir. CMV promotoru iceren plazmidler ise siirekli olarak kodlanir. TRE:

Tandem tekrar elementleri, MGFP: Monster Green Fluorescent Protein.

Caligmamizda kullanacagimiz kitlerde hem iki farkli dogal lusiferaz geni hem
de modifiye edilmis sentetik bir YFP geni bulunmaktadir. Firefly (Atesbocegi) ve
Renilla (Renilla reniformis, Deniz meneksesi) lusiferaz genleri, adi gegen canlilardan
model alinarak sentezlenmistir. Firefly lusiferaz proteini 560 nm’de sari-yesil renkte
1s1ma, Renilla lusiferaz geni ise 480 nm’de mavi 1s1ma vermektedir. Her iki gen de
herhangi bir post-transkripsiyonal modifikasyona ugramadan, dogrudan islev géren
protein haline donistiiriilebilmektedir. Bu proteinler ancak ortamda uygun
substratlar1 bulundugu takdirde 151k yayabilmektedir. YFP geni ise substrata ihtiyag
duymadan UV 1sik altinda dogrudan florasan i1sima verebilmekte ve florasan

mikroskopta gozlenebilmektedir.

Kullandigimiz Reporter Assay’ler, aktivitesini Ol¢eceg§imiz gen igin firefly

lusiferaz geninin kodlanmasini saglamaktadir. Inceleyecegimiz TF (Or: Oct4) ne
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kadar aktifse, lusiferaz sentezi ve buna bagli olarak 1gima miktar1 da o kadar fazla

olacaktir.

Kit iceriginde ayrica, normalizasyon plazmidi olarak Renilla lusiferaz genini
kodlayan bir plazmid de bulunmaktadir. Kitteki Renilla lusiferaz genini tasiyan
plazmidler, transkripsiyon faktérii aktivasyonundan bagimsiz olarak genin
transkripsiyonunu saglayan CMV (Cytomegalovirus) bolgesi tasimaktadir. CMV
bolgesi, Herpes viriis ailesinin bir iiyesi olan Cytomegalovirus adli viriisten 6rnek
alinarak sentezlenmis ve kendisinden sonra gelen genin sentezini hizlandiran

enhancer bolgesidir.

Kullandigimiz Renilla lusiferaz proteini, transfeksiyonun basarili oldugu ve
canliligin1 siirdliren tiim hiicrelerde 1s1ma verecektir. Bu sayede bir hiicrede
istedigimiz transkripsiyon faktorii aktif olmasa bile alacagimiz Renilla 1simasi
sayesinde transfeksiyonu basariyla gergeklestirdigimizi ve herhangi bir teknik

aksaklik olmadigini anlamak miimkiindiir.

Transfeksiyon sirasinda her kuyucuktan gelen 1s1ma orani, kuyucuktaki hiicre
sayisina ve transfeksiyonun basari oranina gore de degismektedir. Normalizasyon
plazmidi kullanmanin en Onemli avantaji, bir kuyucuktaki transfekte olan tiim
hiicrelerden alacagimiz 1s1ma miktarini 6lgerek bir bazal deger elde edebilmemizdir.
Bu sayede Firefly/Renilla lusiferaz 1simalarimi oranlayarak gergcek degerleri

belirlememiz miimkiin olmaktadir.

Bu sistem sayesinde 1s1ma Olgiiliirken ortaya c¢ikabilecek olan hiicre sayisi,
transfeksiyon etkinligi gibi degiskenlerin deney sonuglarina etkisi de ortadan
kalkmaktadir.

Kit icerisinde yer alan bir diger reporter da modifiye bir YFP geni olan MGFP
(Monster Green Fluorescent Protein) genini kodlamaktadir. Normal YFP’ye gore
hafifce kizila kayma gosteren MGFP, 470 + 20 nm’de uyarilmakta ve 515 nm’de
1sima vermektedir. Bu 1s1ma florasan mikroskopta standart FITC/YFP filtreleri ile
goriintiilenebilmektedir. Ayrica akim sitometrisinde standart argon lazeri ile 488
nm’de uyarilarak 530£15 nm’de okuma yapilabilir. Bu plazmid sayesinde transfekte

edilmis hiicreler, luminesans 6l¢iim asamasina gegmeden 6nce mikroskopta kolayca
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gozlenebilmekte ve YFP 1simasinin goriildigi hiicrelerin  oranina bakarak
transfeksiyonun etkinligi goézlenebilmektedir. Ayn1 zamanda lusiferaz 1simasinin
goriintiilenemedigi durumlarda teknik aksakligin transfeksiyonda mi, luminesans
isima elde etmede mi yoksa goriintilemede mi oldugu konusunda da fikir
verebilmektedir (Bruening et al., 1998, Madhu et al., 2006).
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Sekil 9: Reporter genlerin ¢aligma prensibi

2.2.4.2. Oct4 Reporter Assay Kiti

Oct4 reporter assay Kiti, Oct4 transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini 6lgmek
amaciyla kullanilmaktadir. Kit i¢inde deney (100 ng/ul; 500 ul), negatif kontrol (100
ng/ul; 500 pul) ve pozitif kontrol (100 ng/ul; 250 ul) olmak tizere ii¢ farkli plazmid
¢ozeltisi bulunmaktadir (Sekil 10). Her tiip icerigi su sekildedir.

1. Deney plazmid cozeltisi:
- TRE bolgesi bulunan Firefly lusiferaz geni igeren reporter (Deney

plazmidi).
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- CVM bolgesi bulunan Renilla lusiferaz geni igeren reporter
(Normalizasyon plazmidi).
2. Negatif kontrol:

- TRE bolgesi bulunmayan sirke sinegi (firefly) lusiferaz geni igeren
reporter (Negatif kontrol plazmidi).

- CVM bolgesi bulunan Renilla lusiferaz geni igeren reporter
(Normalizasyon plazmidi).
3. Pozitif Kontrol:

- CVM bélgesi bulunan Firefly lusiferaz geni igeren reporter (Pozitif
kontrol plazmidi).

- CVM bolgesi bulunan Renilla lusiferaz geni igeren reporter
(Normalizasyon plazmidi).

- CVM bdolgesi bulunan Monster YFP geni iceren reporter (Transfeksiyon
kontroli).

Transcription Megative Positivi
'!I_} Factor BI Comrol ‘:I Cantrod
@ feporter 3 ¢
( p Manster GFP
Firefly Luciferase Furelly Luciterase - —
- f— 1 +
Tarcern TRE Firadly Lucifarase
+ + ﬂ:—-
Ranilla Lucifarasa Ranilla Luciferase O
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Sekil 10: Oct4 Reporter assay kit icerigi.

Deney ve negatif kontrol tiiplerinde sirke sinegi/Renilla lusiferaz plazmid orani

40:1°dir. Pozitif kontrol tiipiinde ise sirke sinegi/Renilla lusiferaz/MGFP plazmid
orani 40:1:1°dir.

Negatif kontrol tiipindeki firefly lusiferaz plazmidi TRE bdlgesi

bulunmadigindan (Sekil 8C) 1s1ma vermez. Pozitif kontrol kuyucuklarinda ise TRE
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yerine CMV bdolgesi igeren (Sekil 8D, 8E) ve bu nedenle siirekli transkripte edilen
firefly ve renilla lusiferaz plazmidleri bulunmaktadir. Bu iki plazmid substratlarin
uygun kullanildiginin kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Pozitif kontrol tiipiinde ek
olarak yesil florasan 1s1ma veren MGFP plazmidi bulunmaktadir. Bu kuyucuklar
transfeksiyon diizgiin gergeklesmisse luminesans Ol¢iim Oncesinde mikroskopta
gozlenebilecek bir florasan 1sima verdiginden transfeksiyon kontrolii amaciyla

kullanilmaktadir.

2.2.4.3. Kok Hiicre 10 Yolak Reporter Assay Kiti

Kullandigimiz diger reporter assay kiti (Stem Cell 10 Pathway Reporter Assay),
kiltir i¢in hazir 96 kuyucuklu kiltiir kaplar1 (plate/plaka) seklinde temin
edilmektedir. Oct4 kitinin aksine bu kitte 10 farkli transkripsiyon faktoriiniin
aktivitesi ayni anda olgiilebilmektedir. Kanser, immiinoloji, toksikoloji ve gelisim
biyolojisi alanlarinda kullanim icin ¢esitli kitler mevcuttur. Calismamizda kok

hiicreler tizerine 6zel {liretilmis bir kit kullanilmistir.

Plaka iizerinde bulunan 1-10 arasi kuyucuklar 10 farkli transkripsiyon faktori
icin islev gormektedir. 11. kolondaki kuyucuklar negatif kontrol, 12. kolondaki
kuyucuklar ise pozitif kontrol olarak ayrilmistir. Her kuyucugun i¢inde, kullanima
hazir iki farkli plazmid, pozitif kontrol kuyucugunda ise li¢ plazmid bulunmaktadir
(Sekil 11). Bu kitin Oct-4 kitinden farki bir degil 10 farkli transkripsiyon faktoriiniin
aktivitesinin ayn1 anda incelenebilmesine olanak tanimasidir. Diger bir farki da

transfeksiyona hazir kiiltiir kaplar1 seklinde temin edilmesidir.
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Sekil 11: Reporter assay plakalarindaki plazmidlerin yerlesim plani.

Tiim kuyucuklarda ortak olan plazmid, renilla lusiferaz genini kodlayan CMV
bolgesine sahip normalizasyon plazmididir (Sekil 8B). 1-10 arasi kuyucuklardaki on
plazmidin her biri farkli bir transkripsiyon faktoriiniin tanimasi i¢in tandem bolge
tekrarlar1 iceren TRE bdlgesi tasimaktadir (Sekil 8A). Boylece bir kitte ayn1 anda 8
farkli islem gormiis hiicre tipinde 10 farkli faktor incelenebilmektedir. Negatif ve
pozitif kontrol kuyucuklar1 ise bize kullandigimiz metodun etkinligi ve olast bir

hatada, hatanin nedeni ile ilgili bilgi vermektedir.

Kullandigimiz kit icinde her siitunun numarasina gore incelenecek
transkripsiyon faktorleri sunlardir: 1. Oct4, 2. Nanog, 3. Kif4, 4. Sox2, 5. Myc, 6.
Hedgehog, 7. Notch, 8. Wnt, 9. Pax6, 10. Mef2, 11. Negatif kontrol, 12. Pozitif
kontrol.

Bu transkripsiyon faktorlerinden Oct4, Nanog, Sox2, Klf4 ve Myc; iPKH
olusturmada kullanilan faktorlerdendir. Dolayisiyla kullanacagimiz kimyasallara
yanit olarak aktivasyon derecelerini belirlememiz biliylik 6nem tasimaktadir. Oct4,

Nanog ve Sox2 genlerinde ayn1 anda aktivasyonunu goézlemlememiz ise kimyasal
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uyarmm ile iPKH iiretilmesinin anahtaridir. Incelenecek diger transkripsiyon faktorleri
ise kok hiicrelerde aktivasyonu yiiksek olan ve pek ¢ok Onemli yolagin

aktivasyonunu saglayan faktorlerdir.

00000000000
290007 T9002090000
200007000000
X X X X XX XX X
2000 ©0@ @
2900 ©°® 9@
29000 9000000

Sekil 12: 10 Yolakli Reporter Assay Kiti igerisinde yer alan genlerin dizilimleri. 1’den 12’ye
kadar olan siitunlardaki gen dizilimleri su sekildedir: 1. Oct4, 2. Nanog, 3. Klf4, 4. Sox2, 5. Myc, 6.
Hedgehog, 7. Notch, 8. Wnt, 9. Pax6, 10. Mef2, 11. Negatif kontrol, 12. Pozitif kontrol.

2.2.4.4. Oct4 Kiti Kullanilarak Yapilan Optimizasyon Calismalari

Asil transfeksiyon deneylerine ge¢meden Once en iyi sonug elde etmemizi
saglayacak olan bazi degiskenlerin standardize edilmesi i¢in ¢esitli optimizasyon

protokolleri denenmistir. Transkripsiyon etkinligi lizerine etkili degiskenler sunlardir:

e Hiicre cesidi: Fibroblast ve Mezenkimal Kok Hiicreler
e Hiicre Sayisi: Kuyucuk bagina 10.000 ve 20.000 hiicre
e DNA miktari: Kuyucuk basina 100 ng veya 200 ng
¢ Transfeksiyon ajam miktari: Ajan/DNA miktar1

o 1:1,2:1,25:1,3:1,3.5:1,4:1,45:1,5:1

e Transfeksiyon metodu: Klasik veya ters (revers) transfeksiyon

Caligmamizda optimizasyonun saglanmasi i¢in yukaridaki 48 farkli degiskenin

cok sayida kombinasyonu denendi. Bu kadar farkli kombinasyon tek islemde
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denenemeyecegi i¢in g¢aligma Oncesinde standardin saglanmasi i¢in alti deneme
yapilmasi gerekti. Her denemede olumlu etkisi oldugu diisiiniilen degiskenler bir
sonraki denemede sabit birakilirken olumsuz etkisi oldugu diisiiniilen degiskenlerin

yerine alternatifi kullanildi.

Her deneme Oncesinde, calismanin en basinda dondurularak saklanmis
hiicrelerden birer vial ¢dziilerek iki giin siireyle kiiltiire edildi. Ikinci giiniin sonunda
pasajlanan hiicreler iki flaska boliindii. Her deneme i¢in bir flask kullanildi. Bir hafta
icerisinde kullanilmayan fibroblastlar atilarak sonraki deneyler i¢in yeniden hiicre

¢Ozildii.

Asagidaki anlatilan protokollerde, denenen kombinasyonlarin hepsini anlatan
ortak bir yontem bilgisi verilmistir. Hangi denemede hangi degiskenin kullanildig:

daha sonraki tablolarda gosterilmektedir.
Transfeksiyon oncesi hiicrelerin hazirlanmasi

Transfeksiyonda kullanilacak hiicreler tripsinlenerek kaldirilip, santrifiijlenmis
ve 1 ml antibiyotik icermeyen transfeksiyon medyumu ile diliie edilmistir. Bu
asamada sayilan hiicreler yeniden ayn1 medyum ile diliie edilerek yapilan denemeye
gbre 50 veya 100 ul’de; 1 x 104 2 x 10%, 3 x 10* veya 5 x 10%, hiicre olacak sekilde
resiispanse edilmislerdir. Hazirlanan hiicreler 96 kuyucuklu bir kiiltiir kabina,
asagidaki tablolarda belirlenen yerlesim sekillerine gore 50°ser veya 100’er ul

hacimde ekilmistir.

Standart transfeksiyon isleminde kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler yiizeye
tutunduktan sonra transfekte edilmektedir. Bu islem de genellikle hiicre ekiminin
ertesi glinii yapilmaktadir. Klasik yontemde ekilmis hiicrelerin besiyeri degistirilerek
veya degistirilmeden {izerine transfeksiyon karisimi konmaktadir. Ters (reverse)
transfeksiyon yonteminde ise kiiltiir kabina dnce transfeksiyon karisimi konmakta,
ardindan hiicreler karisimin iizerine ekilmektedir. Ters transfeksiyonun etkinligi
klasik yonteme gore biraz daha diisiik olmasina ragmen her transfeksiyon icin bir

giin kazandirmaktadir.
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Denemelerde kaldirilarak istenen sayida diliie edilen hiicreler, kullanilan
yonteme gore ya once kiiltiir kabina ekilerek 24 saat tutunmalar1 beklenmis ya da

once diger kimyasallar eklenip ardindan hiicreler ekilmistir.
Plazmidlerin hazirlanmasi

Buzdolabmin dondurucu bélimiinde saklanan Oct4 Reporter assay kitine ait
Deney (Oct4), negatif kontrol ve pozitif kontrol plazmidlerini i¢eren tiipler deney
oncesi oda 1sisina getirildi. Ardindan kisaca santrifiijlenerek igerikleri alt kisimda
toplanan tlipler kabin igerisine alindi. FuGENE HD c¢o6zeltisi de saklandig
+4 °C’deki buzdolabindan deney 6ncesinde ¢ikarilarak kabin igerisinde oda 1sisina
gelmesi saglandi. Calisma sirasinda zaman kaybindan kaginmak icin gerekli

olabilecek tiim malzemeler de bu sirada hazirlanarak kabine yerlestirildi.

Oct4 Kkitine ait iiretici firmanin protokoliinde, kuyucuk basina 100 ng DNA
kullanilmast 6nerilmektedir. Ancak 10 yolakli reporter assay kiti ise kuyucuk basina
200 ng DNA ile temin edilmektedir. Bu nedenle, yaptigimiz denemelerde hem 100
ng hem de 200 ng/ kuyucuk oranina ait kombinasyonlar denendi. Her tiip, ul’de 100
ng DNA igerdiginden kuyucuk basina 1 veya 2 pl plazmid ¢ozeltisi kullanildi. Her
tipten aliman plazmid ¢6zeltisi, hi¢bir eklenti igermeyen Opti-MEM igerisinde
¢oziildii. Kullanilan Opti-MEM miktari, kuyucuk basina 50 pl olacak sekilde
ayarlandi. Opti-MEM ile DNA ¢6zeltisi karistirildiktan sonra 5 dk inkiibasyon igin
birakildi.

Transfeksiyon ajaninin hazirlanmasi

Lipid bazl transfeksiyon ajanlari, plazmid DNA’larmi kiigiik lipid kiirecikleri
igerisine hapsederek hiicre zarindan ge¢mesini saglama amaciyla kullanilmaktadir.
Farkli firmalarca {retilen c¢esitli transfeksiyon ajanlar1 bulunmakla birlikte,
etkinlikleri ve toksisiteleri birbirinden farkli olup kullanilan hiicre gesidine gore de
degismektedir. Calismamizda kullandigimiz transfeksiyon ajani olan FUGENE HD
(Roche, Almanya), ozellikle embriyonik kok hiicreler gibi hassas hiicrelerde
kullanilabilen toksisitesi olduk¢a diisik bir transfeksiyon ajani1 oldugundan

calismamiz i¢in uygun bulunmustur.
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Deney icin hazirlanan FuGENE HD c¢ozeltisinin miktar1 kullanilan DNA
miktarina gore ayarlandi. Ayarlama islemi ng cinsinden DNA miktarinin 2 katindan
baslayarak 5 katina kadar oranlarda FUGENE HD eklendi. Uretici firmanin
kilavuzunda ve web sayfasinda Onerilen oran, fibroblastlar i¢in 2,5:1 iken MKH gibi
kok hiicreler i¢in 3,5:1°dir. Ancak protokol yine de farkli oranlarin denenmesi ve en
uygun bulunan oranin kullanilmasint 6nermektedir. Bu nedenle 2:1 oranindan

itibaren yiikselen oranlarda FuGENE HD denendi.

Ormek vermek gerekirse bir kuyucuga eklenen 100 ng DNA miktar1 igin 3.5:1
oraninda ajan eklenmek istediginde 350 nl (0,35 pl) FuGENE HD kullanildi. 200 ng
DNA i¢in 2,5:1 oraninda ajan eklenmek istediginde 500 nl (0,5ul) FuGENE HD
kullanildi.

FuGENE HD soliisyonu, ayr1 tiplerde bulunan opti-MEM medyumu igerisinde
¢ozildi. Kullanilacak Opti-MEM miktar1 yine her kuyucuk i¢in 50 ul hacimde
hazirlandi. Orijinal sisesinden ¢ekilen FuGENE soliisyonunun, Opti-MEM igerisine
aktarilmasi sirasinda, pipet ucunun, ¢ozme isleminin yapildigi kabin i¢ yiizeyi dahil
hicbir yiizeye dokunmamasina ve FuGENE’in yavasca birakilarak Opti-MEM
igerisine yayilmasina dikkat edildi. Aktarim isleminden sonra pipetle en az 30 kez
cek-birak islemi yapilarak FUGENE ile Opti-MEM’in iyice karigmasi saglandi.
Karisim inkiibasyon i¢in 5 dk bekletildi.

Transfeksiyon asamasi

Transfeksiyon i¢in Oncelikle her grup icin hazirlanan plazmid ve FuGENE
diliisyonlar1 birbirine eklendi. Ekleme isleminde iki c¢ozeltiden de esit hacimler
kullanilarak her tiipteki FuGENE:DNA oraninin istenen miktarda olmasi saglandi.
Olusturulan ¢ozelti pipet ile yine ¢ek birak islemi yapilarak iyice karistirildiktan

sonra kompleks olusmasi i¢in oda 1sisinda 20 dk bekletildi.

Eger ters transfeksiyon islemi uygulanacaksa hiicreler bu inkiibasyon siiresi
icerisinde kaldirilarak sayildi ve istenilen sayida diliie edilerek ekim i¢in hazirlandi.
Eger klasik transfeksiyon islemi uygulanacaksa hiicrelerin iizerindeki besiyeri
cekilerek her kuyucuga ¢ok kanalli pipet yardimiyla 50 pl antibiyotik icermeyen
transfeksiyon medyumu eklendi.
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Inkiibasyon siiresinin ardindan FuGENE-DNA karisim1 belirlenen kuyucuklara
100’er pl hacimde aktarildi. Eger ters transfeksiyon yapilacaksa hiicreler bu islemden
sonra ekildi. Transfeksiyonu tamamlanan kiiltiir kaplart % 5 CO2 ve atmosferik
oranda (% 21) oksijen iceren inkiibatore kaldirildi. Transfeksiyonu olumsuz

etkileyebileceginden diisiik oksijenli inkiibator kullaniimadi.
Transfeksiyonun kontrolii

Farkli transfeksiyon ajanlar1 ile gergeklestirilen transfeksiyon isleminde
kullanilan ajanin yol actig1 toksik etkilerden dolay1 transfeksiyon siiresinin 4-6 saati
asmamasi ve bu siire sonunda hiicrelerin iizerindeki transfeksiyon medyumunun
tamamen degistirilmesi Onerilmektedir. Ancak FuGENE HD i¢in verilen bilgilerde
diisiik  toksisitesinden dolayr hiicreler {izerinde gilinlerce bekletilebilecegi
belirtilmektedir.  Calismamizda  karisimmin  degistirilmedigi ~ durumlarda,
transfeksiyondan 5 giin sonra bile hiicrelerin canliliklarina biiyiik 6l¢iide koruduklari
goriilmiistiir. Ancak yine de maksimum transfeksiyon siiresi olarak 3 giiniin

asilmamasina dikkat edildi.

Transfeksiyonu takip eden giin ve sonraki giinlerde kiiltiir kaplarindaki tim
hiicreler toksisite agisindan mikroskopta degerlendirildi. Yiizeye tutunan hiicrelerin
sayist ile kiiltiir kabinin tabanindan kalkan veya apoptoza giderek parcalanan
hiicrelerin miktar1 degerlendirilerek transfeksiyonun neden oldugu toksik etki
kalitatif olarak degerlendirildi. Bu sayede kullanilan transfeksiyon ajanimin hangi
dozlarda yiiksek toksisiteye neden oldugu saptanarak sonraki deneylerde belirlenen

dozlar agilmamaya calisildi.

Pozitif kontrol kuyucuklarindaki hiicreler, florasan atagmanli inverted
mikroskopta, YFP varligi a¢isindan incelendi. Transfeksiyonun basarili oldugu
denemelerde kuyucuk basina kag hiicrenin transfekte oldugu sayilarak not edildi. Her
transfeksiyon sonrasit yapilan bu kontrollerde goézlenen YFP pozitif (+) hiicre
miktarina gore ornekler; akim sitometrisinde analiz edilmis, luminometrik analize
alinmus, kiiltiiriine devam edilmis veya kullanilamayacagina karar verilerek atilmistir.
Denenen tiim kombinasyonlar ve elde edilen sonuglar bulgular boliimiinde

belirtilmistir.
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2.2.4.5. 10 Yolak Reporter Assay Kiti ile Transfeksiyon Deneyleri

Optimizasyon denemeleri tamamlandiktan sonra belirlenen en uygun
kombinasyon ile asil deneylere gegildi. Optimizasyonda mezenkimal kdk hiicrelerin
transfeksiyon yiizdelerinin ¢ok diisiik oldugunun belirlenmesi nedeniyle, daha iyi
verim alinan fibroblastlar kullanilarak deneylere devam edildi. Fibroblastlar i¢in
tiretici firma tarafindan 6nerilen 2,5:1 seklindeki transfeksiyon ajani / DNA oraninin
da fibroblastlarda ayn1 oranda veya 3,5:1 oraninda kullanilabilecegi belirlendiginden

10 yolakli hazir kit i¢in de ayn1 oran kullanildi.

Deneyden bir giin dnce hiicreler pasajlanarak yeni kaplara ekildi. Deney giinii
kullanilacak olan malzemeler steril sekilde kabin igerisine alinarak oda 1sisina
getirildi. Transfeksiyon igin 6ncelikle bir tiipe 2048 ul Opti-MEM kondu. Rezervuar
olarak kullanilacak olan 6 kuyucuklu kiiltiir kabmin iki kuyucuguna da dorder ml

Opti-MEM kondu.

96 kuyucuklu deney kab1 igerisindeki tiim kuyucuklara 50°ser pul Opti-MEM
eklenerek plazmid DNA’larinin sulandirildi. Kap beser kez one-arkaya ve saga-sola
sallanarak igerigin esit bir sekilde dagilmasi saglandi. Hazirlanan 2048 pl besiyeri
icine 52,5 pul FuGENE HD dikkatlice konarak pipet yardimiyla iyice karistirildi.
Ardindan dijital pipet kullanilarak her kuyucuga 20 ul karisim konuldu. Igerigin iyice
karismasini saglamak amaciyla kiiltiir kabi 45 saniye yukaridaki belirtildigi gibi
calkalandiktan sonra lipid-DNA komplekslerinin olusmasi i¢in oda isisinda 20 dk
inkiibe edildi.

Inkiibasyon siirerken hiicreler toplanarak PBS ile yikandi ve tripsin ya da
TripLE kullanilarak kaldirildi. Santrifiij edilip transfeksiyon medyumu ile sayilan
hiicreler ml’de 6x10° hiicre olacak sekilde diliie edildi. Diliisyondan dijital pipet
kullanilarak toplanan hiicreler her kuyucuga 50 pl hacimde (3x10* hiicre) aktarild:.
Aktarimin ardindan kap ayni sekilde calkalanarak hiicrelerin homojen sekilde
yayillmasi saglandi. Hiicreler transfeksiyonun gergeklesmesi i¢in gece boyunca
kiiltiire edildi. Ertesi giin pozitif kontrol kuyucuklar1 florasan mikroskopta

incelenerek YFP + hiicreler degerlendirildi.
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Resim 3: 10 yolak reporter assay kiiltiir kabinin iginde besiyeri ile ¢ekilmis fotografi (iist).

Alttaki resimde ise ayni kaba ait tirtin kodu (CCA-106L) ve seri numaras1 goriilmekte.

Incelenecek kimyasallar ile kisa siireli kiiltiir deneyi uygulanacaksa hiicrelerin
tizerindeki transfeksiyon medyumu c¢ekilerek yerine 99 upl yeni transfeksiyon
medyumu kondu. Medyum {izerine 1 pl hacimde 100X kimyasal ¢ozeltisi eklenerek
24 veya 48 saat siire ile kiiltiire edildi. Kiiltiir sonunda kaplar luminometrik

incelemeye alindu.

Uzun siireli kiiltiir deneylerinden elde edilen hiicrelerin transfeksiyonunda ise
transfeksiyonun ertesi giinii hiicreler dogrudan florasan mikroskopta YFP + hiicre
varlig1 agisindan degerlendirildi. Ancak yapilan iki denemede de sadece bir hiire

YFP + olarak belirlendiginden luminometrik inceleme yapilmadi.

3.2.5. Luminometrik Olciimler ve Verilerin Analiz islemleri

Transfeksiyonla hiicrelere aktarilan lusiferaz proteinlerinin 1sik yayabilmesi

icin uygun substratlarin ortamda bulunmasi gerekmektedir. Ancak bu substratlar
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memeli hiicrelerinde sentezlenmediginden 1sima elde edilebilmesi i¢in disaridan

verilmeleri gereklidir.

Calismada kullandigimiz dual lusiferaz kitleri, her iki genden iiretilen protein
i¢cin substratlar1 igermektedir. Plazmid transfeksiyonu yapilan hiicreler bu kitler ile
muamele edildiginde 6nce firefly lusiferaz, sonra da bazal degeri veren Renilla
lusiferaz 1s1masi Olgiilerek istedigimiz genini aktivitesi belirlenir (Fan and Wood
2007).

Recombinant Firefly

HO COOH Luciferase e o
S,y o, ST
N/ s +ATP+0, Mo+ N/ g~ +AMP+PP+CO,+Light
2 . 2
Beetle Luciferin Oxyluciferin

) \ / OH Renilla o { QOH
T +0 Luciferase +CO,+Light
NN 2 > NH ?
\ 2 |
N ¥
HO 3 HO
x
Coelenterazine Coelenteramide

Sekil 13: Firefly ve Renilla lusiferaz enzimlerinin uygun substratlar ile 1s1ma olusturmalarini

gosteren kimyasal reaksiyonlar.

Atesboceklerinde bulunan firefly lusiferaz enzimi; lusiferin proteini, ATP ve
O, varliginda oksilusiferin, AMP, iki fosfat molekiilii, CO2 ve 151k agiga ¢ikartir.
Renilla lusiferaz enzimi ise koelenterazin proteinini oksijen varliginda koelenteramid

proteinine doniistiiriirken karbondioksit ve 151k agiga ¢ikmasini saglar (Sekil 13).

Calismada kullanilan lusiferaz kiti her iki substrati da igermektedir. Olgiim
isleminde ortama oncelikle firefly lusiferaz enzimi i¢in uygun substrat eklenmekte ve
aciga cikan 1s1ma luminometrede Ol¢iilmektedir. Ardindan eklenen kimyasallar ile

firefly lusiferaz enzim aktivitesinin neden oldugu i1stma durdurulurken bu kez
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ortamdaki Renilla lusiferaz 1gimasi olglilmektedir. Kit igeriklerinin hazirlanist ve

saklanmasi kisaca asagida anlatildi.
Dual-Glo® Luciferase Reagent

Hiicrelerdeki firefly enzimi i¢in uygun substrati iceren Dual-Glo® Luciferase
Substrat ¢ozeltisinin bir viali (1 ml), 100 ml Dual-Glo® Luciferase Buffer iginde
¢ozildi. Karisim 1 ve 4 ml’lik cryovial tiiplere bolistiiriilerek -80°C’deki derin
dondurucuda saklandi. Deney Oncesi kullanilacak miktarin sicakligi oda 1sisina
getirildi. Cozme islemi sirasinda karisim oda 1sisindan daha yiiksek sicakliga maruz
birakilmadi. Karigim hazirlandiktan  sonra lusiferaz  aktivitesini  zamanla
kaybettiginden bekletmeden c¢alisildi ve ¢oziilenden artan karisim tekrar

dondurulmadan atildi.
Dual-Glo® Stop & Glo® Reagent

Kitte bulunan ikinci karisim, hiicrelerdeki firefly lusiferaz aktivitesini
durdururken ayni anda Renilla lusiferaz enzimi i¢in de uygun substrati igermektedir.
Hazirlik asamasinda -20°C’de saklanmakta olan sivi haldeki Dual-Glo® Stop &
Glo® Substrat ¢ozeltisi, oda 1sisinda bekletilen Dual-Glo® Stop & Glo® buffer

iginde ¢oziilerek hazirlandi.

Kit icerigindeki iki reagent ¢6zeltisinden de her 6lgtim igin gerekeli olabilecek
miktarda hazirlandi. Bu miktar her kiiltiir kabr i¢in kuyucuktaki medyum miktart
(genellikle 50 pl) kadardir. Buna gore bir kiiltiir kab1 i¢in gereken miktar (pipetaj
hata pay1 ile birlikte) 100 kuyucuk x 50ul = 5,0 ml olmaktadir. Dolayisiyla her
deneyde Onceden ¢oziilerek alikotlanmis ve -80°C’de stoklanan Dual-Glo®
Luciferase Reagent’dan 5 ml ¢oziiliirken; Dual-Glo® Stop & Glo ¢ozeltisi, 4950 pul
buffer igine 50 pl substrat konarak her seferinde taze hazirlandi. C6ézme islemi
25°C’den yiiksek 1silarda yapilmadi. Lusiferaz kitleri ile gerceklestirilen tiim ¢6zme,
hazirlik ve ol¢lim islemleri los 1s1kta gergeklestirildi. Luminometrik 6l¢lim isleminin

basamaklar1 asagida siralanmistir.
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Lusiferaz Ol¢iim Protokolii

1. Luminometre, motor sicaklifinin sabitlenmesi ic¢in 6l¢iimden en az bir saat
once agildi. Ardindan luminometre dl¢iim programi ayarlandi.

2. Olgiim yapilacak kiiltiir kab1 inkiibatdrden alarak oda 1sisina getirildi.

3. Kuyucuklardaki besiyeri 50 upl’den fazla ise tamamen aspire edilerek
tizerine 50 pl transfeksiyon medyumu kondu.

4. Isik gecimini engellemesi icin Kit ile birlikte gelen, beyaz renkli optik stiker
Olciim yapilacak kiiltiir kabinin altina yapistirildi.

5. Firefly lusiferaz aktivitesini 6l¢mek i¢in Dual-Glo® Luciferase Reagent’dan
kuyucuklara kuyucuktaki besiyeri ile ayn1 hacimde (50°ser ul) damlatildi (Toplam
hacim 100 pl).

6. Plaka luminometrenin bdlmesine yerlestirildi ancak 6l¢iim 6ncesi en az 10
dk beklendi. Bu arada luminometre programi ayarland.

7. Luminometrede okuma yapilarak sonuclar kaydedildi.

8. Kiiltiir kab1 luminometreden alindi. Renilla lusiferaz aktivitesini 6lgmek igin
her kuyucuga 50 ul Dual-Glo® Stop & Glo® Reagent eklendi (Toplam hacim 150ul).

9. Plaka luminometreye yerlestirildi ancak 6l¢tim oncesi yine 10 dk beklendi.

10. Luminometrede okuma yapilarak sonuglar kaydedildi.

Verilerin analizi

Luminometreden elde edilen Firefly ve Renilla verileri Excel dosyasina
aktarildi. Her iki oOlglim ic¢in arkaplan 1simalar1 disiilerek gercek degerler
hesaplandiktan sonra her kuyucuk i¢in Firefly 6l¢tim sonucu Renilla 6l¢iim sonucuna
boliinerek Firefly/Renilla orani hesaplandi. Hesaplama islemlerinde kullanilan
asamalar, diizeltmeler ve formiiller ile 6rnek hesaplamalar Ek 2’te ayrintili olarak

incelenebilir.
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3.2.6. Akim Sitometrisi Analizleri

Transfekte edilen hiicrelerdeki YFP yiizdesinin ve transfeksiyonun neden
oldugu toksisite oraninin belirlenmesi amaciyla Akim sitometrisi (Flow Cytometry)
(AS) yontemi kullanildi.

Yontemde her ornekten belirli sayida (~10.000) hiicre sayilarak, transfekte
olmus hiicrelerin yiizdesi, cihazin okudugu her hiicrenin YFP 1simas1 yapip
yapmadigi Olgiilerek belirlendi. Hiicreler ek olarak, sadece toksisite sonucu hiicre
zarinin biitiinliglinii kaybetmis hiicrelere girebilen ancak saglikli hiicrelerde boyama
gostermeyen Prodpidium lodid (PI) ile boyandi. Akim sitometrisi cihazinin ¢alisma
prensibi geregi, ince bir kanaldan tek tek gegen hiicrelerin her biri sayilirken hem

YFP hem de PI 1s1masi agisindan da degerlendirme yapildi.

Transfekte edilen hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra santrifiij edildi ve
2x10° hiicre/ml olacak sekilde sayildi. Ayrilan 1 ml hiicre PBS ile resiispanse
edildikten sonra yeniden santrifiij edildi ve siipernatan atildi. Kalan hiicreler Pl
soliisyonu ile 15 dk inkiibe edildi. Hiicrenin kendi YFP 1simasina bakilacagindan
herhangi bir antikor ile isaretleme yapilmadi. Tim iglemler YFP isimasimin

solmamasi igin los 1s1kta, inkiibasyon islemi ise karanlikta gergeklestirildi.

Siire sonunda hiicreler BD FACSCalibur AS cihazinda okutuldu. YFP ile
isaretlenmemis kontrol hiicreleri kullanilarak uygun kapilama (gating) degerleri

belirlenerek YFP ve PI 1s1malar1 karsilastirildi.

Okuma sonuglarinda elde edilen grafiksel verilerde sol {ist b6lmede sadece PI
pozitif, sag iist bolmede YFP ve PI pozitif, sol alt bolmede her ikisi de negatif, sag alt
bdlmede ise sadece YFP pozitif hiicre sayilari ve ylizde degerleri cihaz tarafindan
hesaplanarak sunulmaktadir. Buna gére YFP pozitif hiicreler transfekte olmus, YFP
negatif hiicreler ise transfekte olmamis hiicrelerdir. PI pozitif hiicreler toksik etkiye
maruz kalmig, hem YFP hem PI pozitif hiicreler ise transfekte olmus ancak toksik

etkiye ugramis hiicrelerdir.
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Resim 4: Olgiimlerin gergeklestirildigi Akim Sitometrisi cihazi1 (BD FACSCalibur).

3.2.7. Hiicre Proliferasyon ve Toksisite Analizleri

[k kiiltir denemelerimizde, ¢aliymamizda kullandigimiz bazi kimyasallarin
literatiirde de belirtilen, daha 6nce kullanilmis dozlarmin bile hiicrelerde yiiksek
oranda toksik etkiye neden oldugu gozlendi. Bu nedenle kullanilacak tiim
kimyasallar, belirlenen dozlarda toksik etkileri olup olmayacaginin anlagilmasi i¢in
Hiicre proliferasyon testine tabi tutuldu. Kullandigimiz hiicre proliferasyon testinde,
4-[3-(4-1odophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5  tetrazolio]-1,3-benzene  disulfonate
(WST-1) bilesigi canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan renkli
formazan kristallerine déniistiiriilmektedir. Olgiim yapilan kiiltiir kabindaki hiicre
sayist Ve hiicrelerin metabolik aktivitesi, olusan formazan kristalleri ile dogru
orantilidir. Mikroplaka (microplate) okuyucuda gergeklestirilen dlgiimlerdeki yiiksek

absorbans degerleri hiicrelerin canliligini belirtmektedir.

Toksisite testlerinde, 7. pasajdaki fibroblastlar, olusturulan hiicre havuzundan
¢ok kanalli pipet kullanilarak, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk basma 1,5
veya 3,0 x 10* hiicre 100 pl hacimde WST (Test) medyumu kullanilarak ekildi.
Tutunmalart i¢in 24 saat beklenen hiicrelerin iizerine incelenecek kimyasal

diliisyonlar1 eklendi.
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Kimyasallar eklenmeden once her kuyucukta bulunan 100 pl WST
medyumundan, o kuyucuga eklenecek kimyasal hacmi kadar (0-9 pl) medyum aspire
edildi. Denenecek kimyasallar, deney Oncesinde stok soliisyonlar1 kullanilarak her
kuyucuk i¢in denenecek dozun 100 kati (100X) konsantrasyonlarda hazirlandi.
Hazirlanan bu 100X’lik diliisyonlardan, ilgili kuyucuktaki besiyeri tizerine 1’er pl
eklenerek 1X konsantrasyon elde edildi. Ornegin bir kuyucuga 100X
konsantrasyonlarda hazirlanmis A, B ve C kimyasallarindan eklenecekse,
kutucuktaki 100 ul WST medyumundan 3 pl ¢ekilerek atildi ve geri kalan 97 ul
medyum iizerine ii¢ kimyasaldan da birer ul eklenerek son hacim yeniden 100 ul’ye

tamamlandi. Bu sayede 100X’lik konsantrasyon da 1X’e indirildi.

Kullanilan her kiiltiir kabinda, hi¢ kimyasal denenmeyen kontrol hiicreleri ile
hi¢ hiicre eklenmeyip sadece besiyeri igeren kor (blank) okuma kuyucuklari
bulunmasina dikkat edildi. Kontrol kuyucuklarina herhangi bir kimyasal eklenmedi.
Incelenecek kimyasallarin besiyeri renginde degisime neden olabilecegi veya
kristallenerek optik dansiteyi degistirebilecegi ihtimaline karsi her kaptaki bazi
kuyucuklara, hiicre eklenmeden sadece besiyeri konarak, tizerlerine denenecek
kimyasal karigimlarindan belirlenen miktarlarda eklendi. Sonuglar incelendiginde
denenen higbir kimyasalin veya kombinasyonunun bu tip bir degisime neden
olmadig1 gozlendi. Kullanilan kiiltlir kaplarinda test ve kontrol kuyucuklar1 disinda
bos kuyucuk kalmasi durumunda bu kuyucuklara ortamin nem dengesini korumasi

icin PBS eklendi.

Hiicreler verilen kimyasallar ile 48 saat siiresince kiiltiire edildiler. Siire
sonunda, test edilecek her kuyucugun iizerine, {retici firmanin talimatlari
dogrultusunda 10’ar ul WST-1 soliisyonu eklendi. Soliisyon ile 3-3.5 saat kiiltiire
devam edilen hiicreler siire sonunda inkiibatorden alinarak spektrofotometrede
okutuldu. Okuma sirasinda hiicre eklenmeyen kuyucuklar cihaza kor (blank)
kuyucuklar olarak tanitildi ve cihazin diger kuyucuklardaki okumalardan kor

kuyucuklara ait ortalama degeri otomatik olarak diismesi saglandi.

Incelenecek her kimyasal dozu/kombinasyonu igin en az ii¢ kuyucuk kullanildu.
Olgiimlerde elde edilen veriler Microsoft Excel programina girildi. Hesaplamalarda

her kimyasal/kombinasyon i¢in 6l¢iilen degerlerin ortalamasi alindi.
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Farkli zamanlarda yapilan deneylerin birbirleri ile karsilagtirilmasini olanakl
kilmak i¢in her okumada elde edilen veriler kontrol kuyucuklar ile karsilastirilarak
yiizde (%) cinsine cevrildi. Bu sisteme goére kontrol kuyucuklarindaki hiicre
sayist/canliligt % 100 olurken, kontrole gore sayica artis (yliksek proliferasyon) %

100’1in lizerinde, sayica azalma (toksisite) de % 100°iin altinda degerler aldi.

Tiim veriler i¢in standart sapma ve standart hata oranlar1 Microsoft Excel
programinda hesaplandi ve sonuglar grafik haline getirildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmalar SPSS 20.0 programinda Ki-kare testi kullanilarak yapildi ve

kontrolden anlaml 6l¢iide farkli olan gruplar belirlendi.

3.2.8. Uzun Siireli Kiiltiir Calismalari

Transfeksiyon deneylerinden elde edilen verilere gore, incelenen kiiglik
molekiillerin hiicrelerin sinyal mekanizmalarinda kalic1 etki birakabilmesi i¢in 48
saatten daha uzun siire kiiltiir ortaminda bulunmalar1 gerektigi sonucuna varildi. Bu
amagla ilk olarak 72 saat (3 giin) ardindan da 10 giin siireli kiiltiir diizenekleri

kuruldu.

3.2.8.1. 72 Saatlik Kiiltiir Deneyi

Calisma i¢in 6ncelikle iki adet 12 kuyucuklu kiiltiir kab1 alinarak her kuyucuga
bir adet steril yuvarlak lamel yerlestirildi. 175’lik flasktan kaldirilan hiicreler
sayilarak, kuyucuk basina 2 x 10° hiicre diisecek sekilde kaplara ekildi. Her
kuyucukta toplamda 990 pl olacak sekilde % 0,5 serum igeren antibiyotikli test
(WST) medyumu eklendi. Sadece ikinci kabin son kuyucuguna farkli olarak 940 pl

besiyeri kondu.
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Ik kiiltiir kabmin birinci siitunundaki {ic kuyucuga 10’ar ul 100X A-83-01
eklendi. Ikinci siitundaki ii¢ kuyucuga aym miktarda 100X BIX ve dérdiincii
stitundaki kuyucuklara 100X Y27 eklendi. Son siitundaki kuyucuklara kimyasal

icermeyen besiyerinden 10’ar pl eklendi.

Ikinci kiiltiir kabindaki ilk siitundaki kuyucuklara aymi sekilde 100X
Resveratrol eklenirken ikinci siraya Lityum, ii¢iincli siraya da VPA eklendi. Son
siradaki kuyucuklara ise incelenen alti farkli kimyasalin her birinden 10’ar pl
(toplam 60 pl) eklendi. Hangi kuyucuga hangi kimyasalin eklendigi asagidaki

sekilde gosterilmistir.

1 2 3 4 1 2 3 4
A | AB3 | BIX | Y27 | Kont. A | Res Li | VPA ABY
RLV
. ABY
B | A83 | BIX | Y27 | Kont. B | Res Li | VPA RLV
. ABY
C | A83 | BIX | Y27 | Kont. C | Res Li | VPA RLV

Sekil 14: 72 saatlik deneyde kimyasallarin eklenme plani. i1k kabin son siitundaki kuyucuklar

kontrol olarak kullanilirken ikinci kabin son kuyucuguna incelenen alt1 kimyasal bir arada eklendi.

Resim 5: 3 giinliik deney i¢in hazirlanan kiiltiir kaplar1. Her kuyucukta bir adet lamel {izerine

ekilmis hiicreler ile birer ml besiyeri bulunuyor.
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Hiicreler inkiibatore alinarak 72 saat boyunca kiiltiire edildi. Her 24 saatte tiim
kuyucuklar incelendi ve fotograflandi. 72 saatin sonunda hiicreler toplanarak
immiinohistokimya islemine alindi. Her kimyasal i¢in kullanilan 3 kuyucuktaki
lamlar sirasiyla Oct4, Sox2 ve Nanog antikorlari ile boyandi. Sonuglar floresan

mikroskopta degerlendirildi.

3.2.8.2. 10 Giin Kiiltiir Deneyi

Kimyasallar ile hiicrelerin hazirlanmasi ve deney baslangici

72 saatlik kiiltiir deneyinin daha kapsamli ve daha uzun siireli versiyonu olarak
planlanan 10 giinliik kiiltiir deneyinde bu kez iki kontrol ve bir ¢6ziicii kontrolii de
dahil olmak {izere toplam 24 farkli kimyasal kombinasyonunun hiicrelerdeki uzun

stireli etkisinin incelenmesi amaglandi.

Calismada inceledigimiz 12 farkli kimyasalin tek tek veya ¢oklu
kombinasyonlarinin hepsini denemek gereksiz bir zaman ve malzeme israfina neden
olacagindan, deneyin bu asamasinda daha hedefe yonelik c¢alisildi. Kullanilacak
dozlar ve kombinasyonlar; pluripotent kok hiicrelerdeki onemli yolaklar1 aktive
edebilecek sekilde ayarlandi. Her kimyasalin kullanilacagi konsantrasyon,
kimyasallarin etkin oldugu doz araliklari, literatiir verileri ve kendi deneylerimizden
elde ettigimiz toksisite verileri kullanilarak belirlendi. Bu tip bir ¢alisma daha once
yapilmamis oldugundan arastirilacak kombinasyonlar, pluripotensinin aktivasyonuna

yonelik olusturdugumuz teoriler degerlendirilerek belirlendi.

Incelenecek kiiciik molekiiller calisma dncesinde oda 1sisma getirildi. Steril
kabin igerisinde, her kimyasal igin stok soliisyonlardan 100X’lik diliisyonlar
hazirlandi. ki adet 12 kuyucuklu kiiltiir kabi alinarak ilgili kuyucuklara belirlenen
kimyasal karigtmlarindan 10’ar pl eklendi. Ekleme islemi, dijital pipet kullanilarak,
hangi kuyucuga hangi kimyasalin eklenecegi hazirlanan tablodan da kontrol edilerek
dikkatli bir sekilde gerceklestirildi. Ardindan kuyucuklara her kuyucuktaki besiyeri
miktar1 900 pul olacak sekilde WST medyumu eklendi.
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Her iki kiltiir kabinda da bulunan kontrol kuyucuklarmma (I-Al ve 1I-Al)
kimyasal eklenmeden 900’er pl besiyeri kondu. Kimyasallarin ¢dziimiinde kullanilan
DMSO’nun olas1 etkilerini gozlemlemek amaciyla, kimyasal ekledigimiz
besiyerlerinde bulunabilecek maksimum dozun yaklasik iki kati1 olan % 2 DMSO
oranini elde etmek icin ikinci kaptaki A2 kuyucuguna (II-A2) 20 pl DMSO eklendi
ve iizerine 880 pl besiyeri konarak diger kuyucuklar gibi 900 pl’ye tamamlandi.

Bu deney igin yine iki giin 6nce ¢oziilerek ¢ogaltilmig fibroblastlar kullanildi.
Cogalan hiicrelerin {igte ikisi deneylere alinirken {igte biri kontrol hiicreleri olarak

yeni bir flaska aktarildi.

Kontrol hiicreleri olarak ayrilan flasktaki hiicreler asil deney yiiriitiilmekte iken
standart kiiltiir islemine tabi tutuldu. Hiicreler % 0,5 serum ve antibiyotik igeren
Opti-MEM (WST) medyumu ile kiiltiire edildi. Medyum 3-4 giinde bir degistirildi.
Her ne kadar diisiik serum orani nedeniyle ¢ogalmalar1 yavaslatilmis da olsa deney
stiresince li¢ kez pasajlanan hiicreler deney tamamlandiginda 10. pasaja ulasmisti.
Kontrol hiicreleri deney sonunda elde edilen hiicreler ile ayn1 anda kaldirilarak

sayilip immiinohistokimya ve real time PCR analizlerinde kontrol olarak kullanildi.

Deneyler i¢in ayrilan hiicreler ise ml de 500.000 hiicre olacak sekilde WST
medyumu ile diliie edildi. Iclerine kimyasal eklenmis veya eklenmemis 900 pl
besiyeri bulunan 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, her kuyucuga 100’er ul (50.000

hiicre) olacak sekilde hiicre diliisyonu aktarildi.

Hazirlanan kiiltlir kaplar1 inkiibatdre yerlestirildi. Ekimin yapilarak
kimyasallarin eklendigi giin sifirinct giin kabul edilirken hiicrelerin tam olarak

tutundugu ertesi glin deneyin 1. giinii kabul edildi.

Hangi kuyucuga hangi kimyasalin eklendigi Sekil 15’de, kuyucuklardaki

kombinasyonlar da belirledigimiz harf kodlar1 kullanilarak Sekil 16°da gosterilmistir.
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Plaka | Miktar | AL | A2 | A3 | A4 | Bl1 | B2 | B3| B4 |Cl|C2|C3]|C4
A | A-83 | 300nM
B Bix 1M
C | CVit |50ug/ml
D | DAPT 5uM
F | FGF2 100ng
G | RG108 | 100uM
L Li 5mM
P | PD03 | 100nM
R Res 1pM
T | TSA 20nM
V| VPA 1mM
Y | Y27 0,3uM
Plaka Il Miktar | AL | A2 | A3 | A4 | B1L | B2 | B3| B4 |Cl|C2|C3]|C4
A | A-83 | 300nM
B | Bix 1nM
C | CVit |50ug/ml
D | DAPT 5uM
F | FGF2 100ng
G | RG108 | 100pM
L Li 5mM
P | PD03 | 100nM
R Res 1pM
T| TSA 20nM
V | VPA 1mM
Y | Y27 0,3uM
DMSO %2

Sekil 15: 10 giin deneyinde kiiglik molekiillerin kullanilan iki farkl kiiltiir kabindaki eklenme plani.

En {ist satir kuyucuk numaralarint géstermektedir. Her kimyasalin hangi dozunun kullanildigi yaninda

belirtilmistir. Koyu renkli haneler o sirada belirtilen kimyasalin ilgili kuyucuga eklendigini

belirtmektedir.
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| 1 2 3 4

A Kontrol 1 CGLPTY BCGLPY BCGLPVY

B BCGLPTY ABCDGLPTY ABCFGLPTY ABCGLPRTY
C ABCDFGLPTY ABCFGLPRTY ABCDGLPRTY | ABCDFGLPRVY
I 1 2 3 4

A Kontrol 2 DMSO %2 CDFPRTY ABCDFGLPRTY
B ABCGLPTY BCFGLPTY BCGLPRTY BCDGLPTY
Cc BCFGLPRTY BCDFGLPTY BCDGLPRTY BCDFGLPRTY

Sekil 16: 10 giin deneyinde kiiciik molekiillerin kiiltiir kaplarina yerlesim plani. Her harf

eklenen bir molekiilii belirtmektedir.

Deney siiresince yapilan islemler

Hiicrelerin iizerindeki medyum her 48 saatte bir yenilendi. Degisimde, her
kuyucuga 6zgii karisimi igeren taze kimyasal kokteyli kullanildi. Sadece ilk ekim
asamasinda kimyasallar tek tek kuyucuklara eklendi. Sonraki medyum
degisimlerinde, hiicrelerin uzun siire disarida kalmalarin1 engellemek igin 24 ayri

kimyasal karigim1 6nceden hazirlanarak dogrudan eski medyum ile degistirildi.

Deney siiresince hiicreler her giin izlenerek fotograflandi. Her kuyucugun
konfluensi derecesi not edildi. Konfluensi % 100’¢ ulastiktan sonra bile boliinmeye
devam ederek 2-3 tabaka olusturan hiicrelerin konfluensi degeri de % 100 kabul

edildi. Bu veriler daha sonra hiicre cogalmasi ve 6liimiinii degerlendirmede kullanilda.

Hiicreler deney siiresince morfolojik olarak da degerlendirildi. Hiicrelerdeki
vakuollenme, ¢ogalma hizlari, 6len hiicreler ve hiicrelerdeki sekil degisiklikleri de

gozlenerek fotograflandi.
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Deney sonunda yapilan islemler

10 giiniin sonunda uygun goriilen kuyucuklardaki hiicreler, kabin igerisine
yerlestirilmis stereo mikroskop altinda pipetle toplanarak embriyonik kok hiicreler
igin tretilen 6 kuyucuklu 6zel kiiltiir kabina (Vita) alindi. Bir miktar hiicre de T25

flasklara alindi.

Resim 6: Stereomikroskopta 12 kuyucuklu kiiltiir kabindan TripLE ile kismen kaldirilarak

pipet yardimu ile toplananmakta olan hiicreler.

Hiicrelerin kaldirilmasi isleminde uzun siire bekletildiginde hiicrelere zarar
verebilecegi bilinen tripsin yerine ayni amacla pluripotent hiicreler i¢in kullanilan
TripLE Express soliisyonu kullanildi. Kaldirma igleminin yavas gerceklesmesi icin
hiicrelerin tizerindeki medyumun 700 pl’lik kismi ¢ekildikten sonra kalan 300 pl
besiyeri lizerine 300 ul TripLE eklenerek hiicrelerin yiizeyden yavagsca ayrilmalari

saglandi.

Deney sonunda en uygun kuyucuk olarak secilen II-C4 no’lu kuyucuktaki
kiictik hiicreler, kiiltiir kabindan daha kolay ayrilabildiklerinden ilk etapta toplanarak
6 kuyucuklu Vita kiiltiir kabinin bir géziine ayrildi. Ardindan 11-C4 kuyucuguna
tekrar TripLE eklenerek geri kalan kiigiik hiicreler ile orta boy hiicreler toplandi ve
T25°1ik flaska aktarildi. Kiiltlir kabina en siki sekilde tutunan en biiyiik hiicreler de

100



kuyucuga tigiincti kez TripLE eklenmesi ile toplandi ve 6 kuyucuklu kabin diger bir

goziine ekildi.

Birbirine yakin fenotipte gozlenen II-C1 ve II-C2 kuyucuklarindaki kiigiik
hiicreler aym1 yontemle toplanarak 6 kuyucuklu kiiltir kabindaki diger bir goze
toplandi. II-C3 kuyucugundaki kii¢lik hiicreler de aymi sekilde diger bir goze alindi.
Farkli bir fenotip olusturan 1I-A4 kuyucugundaki hiicreler ise 6 kuyucuklu kabin bir
goziine alindi. Kontrol hiicreleri olarak da I-Al kuyucugundaki tiim hiicreler

toplanarak yine 6 kuyucuklu kiiltiir kabinndaki bir kuyucuga aktarildi.

I1-C1, -C2, -C3 ve C4 kuyucuklarinda geriye kalan tiim hiicreler toplanarak
ayr1 bir T25 flaskla aktarildi. Aktarimlar asagidaki tabloda da gosterilmistir.

Tablo 13: 10 giinliik deney sonunda uygun oldugu diisiiniilen hiicrelerin ¢ogaltma islemi igin

aktarildig kiilttir kaplar ve kuyucuk numaralari.

Kiiltiir kab1 ve kuyucuk numarasi Aktarilan Kap ve kuyucuk

I-Al Vita Al
I1-Ad Vita A2
[1-C1 ve I1-C2 Vita A3
11-C3 Vita B2
11-C4 Biiyiik hiicreler Vita B1
I1-C4 Kiigiik hiicreler Vita B3

[1-C4 Orta boy hiicreler T25 flask

[1-C Siras1 geri kalan hiicreler T25 flask

Alt1 kuyucuklu kiiltiir kabina alinan kontrol hiicrelerinin kiiltiiriine kimyasal
eklentisiz WST medyumu ile devam edildi. 11-A4 kuyucugundan alinarak Vita
kabindaki A2 goziine ekilen hiicreler de 11-A4 kuyucugu i¢in kullanilan karigim ile
kiiltiire edilmeye devam edildi. Bunun digindaki tiim kuyucuklar ve 25°lik flasklar,
I1-C4 kuyucugunda kullanilan kimyasal kombinasyonunu (BCDFGLPRTY) iceren

besiyeri karigimi ile inkiibe edildi.
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Hiicreler bu sekilde alti giin daha kiiltiire edildi. Alt1 glin sonunda II-C4
kuyucugundan alt1 kuyucuklu kiiltiir kabindaki ITI-C siras1 kokenli hiicreler ile diger
T25 flasklardan aktarilan hiicreler, birlestirilerek immiinohistokimya i¢in lamlara
alindi. Hiicrelerin lamlara tamamen tutundugunun belirlenmesinin ardindan lamlar

metanol ile fikse edilerek immiin boyama islemine alind1.

Baslangictaki 12 kuyucuklu kiiltiir kabinin 11-C sirasindaki tiim kuyucuklarda
kalan hiicrelerin toplanmasiyla olusturulan diger T25 flaski ise 10 giinliik deneyin
bitiminden 6 giin sonra TripLE kullanilarak kaldirildi. Bu hiicrelerin bir kismi
immiin boyamalar i¢in diger hiicreler ile birlestirildi. Geri kalan hiicreler ise
toplanarak kollajen kapli bir yeni bir T25 flaska aktarildi. Altinc1 giinden sonra T25
flaskta dort giin daha kiiltiiriine devam edilen hiicreler bu siirenini sonunda tekrar
pasajlanarak yine kollajen kapli T75 flask alindi. Burada 48 saat daha kiiltiire
edildikten sonra (22. giinde) toplanan hiicrelerin iigte ikisi PCR analizleri igin

kullanildi. Geri kalan hiicreler ise dondurularak sakland.

3.2.8.3. ikinci 10 giin deneyi

Ik yapilan 10 giin deneyinin gegerliligini gostermek amaciyla ayni deneyin
tekrart planlanmistir. Bu amagla, ilk deney i¢in hazirlanan islem gormemis 8.
pasajdaki kontrol fibroblastlarini igeren flasklarindan biri kullanildi. Toplanan
hiicreler sayilarak ml’de bir milyon hiicre olacak sekilde diliie edildi. Bu diliisyondan
iki adet T25 flaska 500’er pl (5x10° hiicre) aktarilan (9. pasaja alinan) hiicrelerin
tizerine ilk deneyde olumlu sonu¢ verdigini disiindiigiimiiz  kimyasal
kombinasyonundan (BCDFGLPRTY) igeren besiyeri karigimindan 5’er ml eklendi.
Ekim yapilan giin 0. giin kabul edildi. Inkiibatérde kiiltiire edilen hiicreler yine her

giin fotograflanarak canliliklar1 agisindan degerlendirildi.

Cogalan hiicreler deneyin lgiincli giiniinde kaldirilarak kollajen kapli T75
flasklara aktarildi. Bu kaplarda dort glin daha kiiltiire edilen hiicreler bu kez kollajen

kapli T175 flasklara aktarildi. Onuncu giiniin sonunda flasklarin birindeki hiicreler
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kaldirilarak bir kismi1 immiin boyamalar i¢in lamlara ekildi. Geri kalan hiicrelerden

ise PCR islemleri i¢cin DNA izolasyonu yapilarak saklandi.

Kullanilmayan flasktan toplanan hiicrelerin 1/5°1 yeni bir T25 flaska ekilerek

bir hafta daha kiiltiire edildikten sonra saklandi. Geri kalan hiicreler ise ardisik iki

transfeksiyon denemesinde kullanildi.

Her iki 10 giinliik deneyin isleyis plani1 asagidaki sekilde goriilebilir.

Uzun Siireli Kiiltiir Deneyleri Gunler o 4 5 3 4 5 6 7 8 9 10

(Il. Deney)
Analiz Plamt
ILDeney __ g HH
- D ‘
Kontrol. B,. Q & @
Hiicreleri — A —
B -
I-Cl - C4 —
I. Deney !
s &——‘ Pasaj E_E
1 SR
B e c2,c3,04 m E
s ficab)(mC3 ) ICar
n e ]
n-c4
——
Giinler o 1 2 .. 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
(. Deney)

Sekil 17: Uzun siireli kiiltiir deneyleri isleyis plani. Her iki deney i¢in hiicrelerin ekiminden (0.
giin) deneyin sonlandirilmasina kadar gegen siirede gergeklestirilen islemlerin 6zeti goriilmekte.
Birinci 10 giin deneyinde kullanilan 12 kuyucuklu kaplardaki hiicrelerin siire sonunda gogaltma igin
hangi kaplara aktarildigi ve deneyler sonunda toplanan hiicrelerin hangi analizlere alindigi
gosterilmistir. (IF: immiinflorasan boyama, PCR: real time PCR, 1IC4b: II. 12 kuyucuklu kiiltiir kabi -
C4 kuyucugundan toplanan biiyiik hiicreler, IIC4k: II. 12 kuyucuklu kiiltiir kabt - C4 kuyucugundan

toplanan kiigiik hiicreler.
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3.2.9. Real Time PCR Analizleri

10 giinliik deney sonunda elde edilen hiicrelerden {i¢ milyon hiicre Real Time
PCR icin ayrildi. Ayrilan hiicrelerden ilk olarak total RNA izolasyonu yapildi.
RNA’larin dayanikliligt DNA’ya gore daha az oldugundan elde edilen RNA’lar
bekletilmeden c¢cDNA’ya ¢evrildi. ¢cDNA’lar uygun primerler ile real time PCR
cihazinda analiz edilerek incelenen genlerin ekspresyonlarindaki artis ve azalmalar

degerlendirildi.

Izolasyon, PCR i¢in master mix hazirlanmas1 ve diger islemler, bakteri ve
viriisler i¢in dezenfekte edilmis ve hidrojen peroksit (H202) ile temizlenmis bir bench
tizerinde gerceklestirildi. Deri veya nefes ile kontaminasyon gerceklesmemesi i¢in
maske ve eldiven ile calisildi ve eldivenler de DNaz ve RNaz kontaminasyonu

olmamasi i¢in yine hidrojen peroksit ile temizlendi.

3.2.9.1. Total RNA’nin izolasyonu

TripLE ile kaldirilan T175 flasktaki hiicreler santrifiijlenerek 2 ml deney
medyumu ile resiispanse edildi. Hiicre saymmi yapilan siispansiyondan 3x10° hiicre
ayrilarak molekiiler laboratuvarina getirildi. Geriye kalan hiicreler IF boyamalar1 i¢in
kullanildi. Molekiiler analiz i¢in kullanilacak hiicreler PBS ile iki kez daha yikanarak

santrifiijlendi. Son santrifiij isleminden sonra 200 pul PBS ile resiispanse edildi.

Izolasyonda Roche marka ‘High Pure RNA Isolation Kit* kullanildi. izolasyon
igin {iiretici firmanm ©Onerdigi protokol kullanildi. izolasyon basamaklari kisaca

asagida anlatilmistir.

e PBS ile resiispanse edilen hiicrelerin lizerine 400 pl lizis buffer eklenerek
hiicrelerin parcalanmasi saglandi.

e Karisim kit i¢eriginde bulunan filtreli tiipe aktarildi.
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e Tiip icerigi 8.000 g’de 15 s siireyle santrifiij edildikten sonra filtreden alt
kisma gecen soliisyon (siipernatan) atildi.

e Tiip iizerine bu kez dnceden hazirlanmis DNAase soliisyonu (90 ul DNAase
buffer + 10 ul DNAase) eklendi. Karisim oda 1sisinda 15 dk bekletildi.

e Siire sonunda tiipe 500 ul Wash Buffer eklendi ve 8.000 g’de 15 s santrifiij
edildi.

e Alt kisimda biriken siv1 yine atildiktan sonra tiipe 500 ul Wash Buffer 2
eklenerek ayni hizda yeniden santrifiij edildi.

e Alt kisim yine atildiktan sonra Wash Buffer 2 bu kez 200 pl hacimde
yeniden eklendi ve 13.000 g’de 2 dk santriifiij edildi.

e Siipernatan yeniden atildiktan sonra 1 dk daha soliisyon eklenmeden
santrifiijlendi.

e Filtreli tiip, temiz bir ependorfa alindiktan sonra iizerine 35 pl Elution
Buffer eklenerek bir dk oda 1sisinda bekletildi.

e Tiip 10 000 g’de 1 dk santriflyj edildi. Son islemden sonra alt kisma gegen
RNA’lar toplandi.

RNA’larin degrede olmamasi i¢in hemen cDNA sentez agsamasina gegildi.

3.2.9.2. RNA’nin ¢cDNA’ya Cevrilmesi

Izole edilen RNA’larin ¢cDNA’ya cevrilmesi isleminde Roche marka
‘Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit’ kullanildi. Elde edilen RNA’lar
cDNA’ya cevrilmeden oOnce; RNA miktart (ng/ul) ve kalitesinin belirlenmesi
amaciyla Picodrop spektrofotometre ile 6l¢iildii. Her reaksiyonda 1000 ng/ul RNA
olacak sekilde diliisyon hazirlandi. Islem sirasinda iiretici firmanimn 6nerdigi protokol

uygulandi. Yapilan iglemler kisaca su sekilde siralanabilir:

Kullanilacak tiim soliisyonlar dondurucudan alinarak buz iizerine yerlestirildi.

[lk olarak kalip master mix soliisyonu hazirland1. Bir 6rnek i¢in hazirlanan karisim:
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Izole edilen total RNA Degisken
Random hexamer primer 2 ul (60 uM)

Oligo DT 1 ul
Su (PCR grade) 11.4 ul’yi tamamlayacak kadar
Toplam 11,4 pl

Karisim, RNA’nin olusturdugu sekonder yapilarin ¢oziilmesi ve primerlerin
komplementerleri olan DNA dizilerine tutunabilmeleri i¢cin PCR cihazinda 10 dk
denatiire 65°C’de bekletildi. Siire sonunda tiipler hizla buz iizerine alindi. Bu siire

icinde asagida listelenen ikinci karisim belirtilen miktarlarda ve sirada hazirlandi:

PCR grade distile su 11,4 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse Transkriptase Buffer (5X) 4 ul
RNaz inhibitorii 0,5 ul
dNTP mix 2 ul
DTT 1 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse Transkriptase 1.1 ul
Karisim toplam hacmi 20 ul

Dikkatlice karigtirildiktan sonra oda sicakligindaki PCR cihazina alindi.
PCR’da asagidaki sicaklik ve siirelerde reaksiyon gerceklestirildi:

55°C’de 30 dk (Revers transkriptaz enziminin deaktivasyonu)

85°C’de 5 dk (Revers transkriptaz enziminin deaktivasyonu)

Islem sonunda tiipler -20°C dondurucuya alinarak Real-Time PCR islemine
kadar saklandi.

3.2.9.3. Master Mix Hazirlanmasi ve PCR islemi

Calisma i¢in kuyucuk basina 20 pl karisim olacak sekilde hesaplamalar yapildi.
Analiz i¢in ilk 10 gilinlik deneyden elde edilen cDNA’lar ile kimyasal eklenmemis
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kontrol fibroblastlarindan elde edilen cDNA’lar kullanildi. Dogrulama amagli olarak

her gruptan tiger 6rnek caligildi.

PCR karisimi hazirlanmadan 6nce Real time PCR cihazi ¢alistirilarak ¢alisma

verileri girilerek analize hazir hale getirildi.

Resim 7: Analizlerin gergeklestirildigi Real Time PCR cihazi, Roche LightCycler 480

(Kocaeli Universitesi - KOGEM).

Master mix olarak Syber Green (Roche) hazir master mix karisimi kullanildi.

Karigim hazirlanirken once su, sonra hazir master mix ve ardindan DNA’lar

eklendikten sonra karigim incelenecek her gen igin bir tiipe (toplamda sekiz tiipe)

boliinerek son olarak primerler eklendi.

Kuyucuk bagina asagida belirtilen oranlarda kimyasallar kullanildi:

cDNA 1ul
Primer (Forward) 1l
Primer (Reverse) 1 ul
Master mix 10 pl
Su (PCR grade) 7 ul
Toplam 20 ul

X 8gen x 3 ornek

Karisim ve ornekler, degredasyonu Onlemek amaciyla islem siiresince buz

iizerinde tutuldu. Primerler, karistm PCR kuyucuklaria dagitildiktan sonra eklendi.
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PCR kaplari, igeriklerin dibe c¢okmesi ve karigmasi amaciyla santrifiij edildi.

Ardindan kaplar PCR cihazina yerlestirilerek analiz islemi baglatildi.

Analiz sonucunda veriler Excel tablosuna aktarilarak Cp degerleri hesaplandi.
Deney 6rnegindeki verilerin ortalamasi kontrol hiicrelerinden elde edilen veriler ile

karsilastirilarak gen ekspresyonlarindaki degisiklikler hesaplandi.

Analizde 0 — 2 ile 0 — (-2) araligindaki degerler anlamsiz kabul edildi. 2 — 4 ve
(-2) — (-4) deger araliklar1 marjinal aralik olarak kabul edildi. Bu araliklar disindaki
degerler ise ciddi degisim olarak kabul edildi. Cp degeri 35’ten yiiksek ¢ikan veriler
spesifik olmayan ¢ogalmalar1 (arka plan 1simasini) igerebileceginden ya da cihazin
Olcebilecegi smirin ¢ok altinda olan bir ekspresyon diizeyini isaret ettiginden

hesaplamalarda kullanilmadi.

3.2.10. immiinohistokimyasal Boyama ve Goriintiilemeler

Immiinohistokimyasal boyamalar igin hiicreler TripLE ile kaldirilarak
santrifiijlendi. Her hiicre hatti, kiiltiirtinde kullanilan medyum ile resilispanse edilerek
sayildi. 4,0 x 10° hiicre/ml olarak diliie edilen hiicre siispansiyonundan 8 gozlii kiiltiir
lamlarinin her gdziine 50 pl (2,0 x 10* hiicre) aktarildi. Baz1 deney gruplarinda, tiim
analizler i¢in yeterli hiicre sayisina erisilemediginden goz basma 0,8 - 1,0 x 10*
hiicre/ml aktarildi. Gozlerdeki medyum miktari, ayni medyum ile 500 pl’ye
tamamlandi. Hiicreler tutunmalar1 i¢in 8 saat — bir gece inkiibatorde bekletildikten

sonra fiksasyon i¢in alindi.

Fiksasyondan oOnce gozlerdeki besiyeri dokiilerek hiicreler ikiser kez 2 dk
boyunca PBS ile yikandi. PBS dokiildiikten sonra hiicreler metanol ile -20°C’de 10
dk siireyle fikse edildi. Fiksasyonun ardindan metanol dokiilerek hiicreler temiz bir

ortamda kurumaya birakild1.

Boyama Oncesinde, her goz i¢in hangi antikorun hangi diliisyonda kullanilacagi

kararlagtirildi ve kullanilacak miktarlar hesaplandi. Diliisyon asamasinda tim
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antikorlar dogrudan alinarak antibody diliient solisyonu ile 1:50 oraninda

sulandirildi.

Kurutulmus lamlar boyama oncesinde PBS ile yeniden hidrate edildi ve
boyama islemi bitene kadar kurumamalarina 6zen gosterildi. Niikleer boyama yapan
Oct4, Nanog, Caspase gibi antikorlarin kullanilacagi gozlerde antikorun gekirdege
ulasabilmesi i¢in permeabilizasyon islemi uygulandi. Bu amacla 9 ml PBS’in {izerine
0,5 ml Triton X ve 0,5 ml Tween 20 soliisyonlar1 eklenerek karistirilds. 1lgili gbzlere
200’er pl permeabilizasyon soliisyonu eklenirken diger gozlere PBS kondu. 7

dakikanin ardindan tiim gozler yeniden PBS ile yikandi.

Nonspesifik baglanmalarin engellenmesi i¢in primer antikor Oncesi 1 saat
slireyle goat serum ile bloklama yapildi. Ardindan her goze ilgili antikorun 1:50°lik
dilisyonundan 200’er pl eklendi. Lamlarin kapaklar1 kapatilarak parafilmle sikica
sarildi. Isik almamalari i¢in aliminyum folyo ile de sarilan lamlar +4°C buzdolabina

alinarak bir gece bekletildi.

Ertesi giin buzdolabindan ¢ikarilan lamlar inkiibasyonun tamamlanmasi i¢in
oda 1sisinda 2 saat daha bekletildi. Bu sirada kullanilacak sekonder antikorlar
antibody diliient soliisyonu ile 1:100 oraninda sulandirilarak hazirlandi. ki saatin
ardindan lamlardaki primer antikorlar dokiilerek hiicreler iki kez 2’ser dk siire
boyunca PBS ile yikandi. Lamlardaki Mouse primer antikoru kullanilan gozlere,
FITC konjuge edilmis Goat anti-mouse sekonder antikorundan 200’er pl eklendi.
Rabbit primer antikoru kullanilan gozlere de ayn1 oranda FITC konjuge edilmis Goat
anti-rabbit sekonder antikoru eklendi. Sekonder antikorlar ile bir saat inkiibe edilen
lamlar PBS ile yikandi. Lamlar ile birlikte gelen aparat kullanilarak istteki plastik

hazneleri sokiilen lamlar temiz ve karanlik bir ortamda kurutuldu.

Ikinci giin gergeklestirilen tiim islemler FITC boyasmnin floresan &ézelliginin

kaybolmamasi icin los 1s1kta gerceklestirildi. Saklama islemi karanlikta yapildi.

Kurutulmus lamlardaki her goze, inceleme Oncesinde DAPI igeren kapatma
soliisyonunda kiigiik birer damla eklenerek iizerleri lamel ile kapatildi. Inceleme icin

en az 30 dk beklendi. Tiim boyama islemi asagidaki gibi 6zetlenebilir:
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1. PBSile yikama 2dk

2. Fiksasyon (metanol) 10dk
3. Kurutma Siiresiz
4. PBSile yikama 2dk

5. Permeabilizasyon 7 dk.

6. PBSile yikama 2dk

7. Bloklama 1 saat
8. Primer antikor 1 gece
9. Primer antikor 2 saat
10. PBS ile yikama 2dk
11. Sekonder antikor 1 saat
12. PBS ile yikama 2dk
13. Kurutma Siiresiz
14. Kapatma 30 dk.

2 kez
-20°°de
Oda 1s1sinda

2 kez

1 kez

+4°C’de
Oda 1s1sinda
2 kez

Oda 1s1sinda
2 kez

Oda 1s1sinda

Ornekler Leica floresan atagmanli inverted mikroskopta incelendi. Goriintiiler

DAPI ve FITC filtreleri kullanilarak uygun pozlama siiresi ile ayr1 ayri fotograflandi.

FITC i¢in pozitif boyanma izlenen oOrneklerden birka¢ fotograf alindi. Ancak

boyanma gozlenmeyen 6rneklerde temsili olarak sadece bir bolge fotograflandi.

Fotograflar goriintiileme sistemine ait program kullanilarak iist tiste bindirildi

ve skala eklendi. Resimler boyama bulunup bulunmamasi, boyanma yogunlugu,

boyanmanin yapisi (fibriler, noktasal) ve boyanma bolgeleri (membran, sitoplazma

ve ¢ekirdek) acisindan degerlendirildi.

Resim 8: Deneyler sonunda boyanmakta olan sekiz gozIlii immiinohistokimya lamlart.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi, Kiiltiirii ve Saklanmasi

Dérdiincii pasajda alinan MKH’ler ve besinci pasajda alinan fibroblastlar, T175
flasklarda ¢ogaltildi. Cogaltma isleminde hem normoksik (% 21 O2) hem de hipoksik
(% 5 O) inkiibatorler kullanildi. Literatiirde hipoksik ortamin hiicrelerin ¢ogalma
hizin arttirdigt belirtilmesine karsin iki farkli ortamda yetistirilen hiicrelerin ¢ogalma
hizlar1 arasinda belirgin bir fark gozlenmedi. Ancak hipoksik ortamda bulunan
hiicrelerin, kiiltiir kabinin tabanini tamamen 6rten monolayer bir tabaka olusturmak
yerine yogun alanlarda uzantilarini birbirleri tizerinde iki-li¢ sira olusturacak sekilde
uzattiklart gozlendi. Deney asamasinda kullanilan hiicreler ise sadece hipoksik

inkiibatorlerde kiltire edildi.

Fibroblastlar ile MKH’lerin gerek ¢ogalma hizi agisindan gerekse morfolojik
olarak birbirlerine ¢ok yakin olduklari gbzlendi. Burada, fibroblastlarin yeni dogan
dokusundan elde edilmis olmalar1 boliinme hizlar tizerine etkili olurken MKH’ler,

diger kok hiicreler ile benzer sekilde hizla ¢ogalmaktaydi.

MKH’ler, farklilagmamalar1 i¢in % 80 konfluensiyi ge¢meden pasajlandi.
Fibroblastlar ise son asamaya kadar farklilasmis (terminal diferansiye) hiicreler
olduklarindan % 90-95 konfluensiye dek cogalmalarina izin verildi. Bu asamaya
gelmis fibroblastlarin hemen pasajlanamadiklari durumlarda, normoksik ortamda
cogalmalarinin durakladigi, hipoksik ortamda ise yavasladigi ancak hiicrelerin birbiri

izerine ¢ikarak sayilarini arttirmaya devam ettikleri gozlendi.

Hiicrelerin rutin mikoplazma kontrollerinde fibroblastlarda hicbir asamada
kontaminasyon goriilmedi. Ancak MKH’lerde ¢ogaltma islemi asamasinda nadiren
mikoplazma siipheli hiicrelere rastlandi. MKH’ler dondurulup deneyler igin
kullanildig1 asamadaki ikinci pasajda mikoplazma kontaminasyonu gozlendi.

Baslangicta kullanilan pasaj dortteki stok MKH’ler ¢oziiliip tekrar cogaltildiginda da
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yine mikoplazma kontaminasyonuna rastlandi. Bu durumda hiicrelerin izolasyon
asamasinda ¢ok az miktarda mikoplazma ile enfekte olduklari ve ancak 6-7 pasaj
sonrasinda kontaminasyonun hiicrelerin ¢oguna yayilabilecek kadar ilerleyebildigi
diistiniildii. Kontamine oldugu disiiniilen flasklar atilarak deneyler kontamine

olmamus hiicreler i¢eren flasklar ile siirdiiriildii.

N
R

Lo AN
TN

/é' AN

Resim 9: T175 flasklara ekilmis pasaj altidaki fibroblastlar (solda) ve pasaj dortteki
MKH’lerin (sagda) inverted mikroskopta ¢ekilmis gértntiileri (Biiyiitme 160X).

4.2. Optimizasyon Caliymalari

Asagidaki tablolarda Oct4 kiti ile yapilan her denemede 96 kuyucuklu kiiltiir
kabi1 {izerinde hangi kuyucuklarda hangi kombinasyonlarin denendigi sematize
edilmistir. Her denemenin ardindan hangi hiicrelerin hangi kosullarda isleme alindigi

ve gbzlenen YFP(+) hiicre sayisi kisaca belirtilmistir.
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Tablo 14: Birinci optimizasyon deneyinde 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki yerlesim plani.

Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 L 12

o | 80 | P e | 18 | Y | e | 500 | P | o | (0 | P | P
o [ | 1500 1200 e | 180 P99 o | 180 | 79 | o | (196 | P ... S
e | 00| ) | 100 | 100 | P | ) | | N
o | B0 0 | 00| g | 100 | 0 | | 520 | 0 . S

Reporter | won) | Kontel | REPOET | womol | Kontrol | <<

Reporter | o8 ) | onral | RO | worol | Konwol | <<

<<

<<

10.000 Hiicre 20.000 Hiicre 10.000 Hiicre 20.000 Hiicre

Kullanilan hiicre tipi: MKH ve Fibroblast. Ekilen hiicre sayisi: 10.000 ve 20.000/kuyucuk. Transfeksiyon teknigi: Revers. DNA
miktart 100 ng/kuyucuk. FuGENE:DNA oranm1 1:1°den 5:1°e kadar. Transfeksiyon sonucu: Sadece bir kuyucukta iki zayif YFP + hiicre

saptand1. Luminometrik dl¢time alind1.
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Tablo 15: Ikinci Optimizasyon deneyinde 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki yerlesim plani.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece | Sadece | Sadece
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
B Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter Slfli?;ze SI?S;?
C Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter S}i?cer? S}ffcize
D Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter SI?Qece Safiece
licre hiicre
E
F
G
H

10.000 Hiicre

<<

<<

<<

<<

FUGENE:DNA

Orani

4:1

3:1

2:1

4:1

2:1

4:1

21

Kullanilan hiicre tipi: MKH. Ekilen hiicre sayisi: 20.000/kuyucuk. Transfeksiyon teknigi: Klasik. DNA miktar1 100 ng/kuyucuk.

FUGENE:DNA oranlart 2:1; 3:1 ve 4:1. Transfeksiyon sonucu: Birkag¢ kuyucukta gii¢lii YFP 1g1mas1 olan hiicreler saptandi. Luminometrik

Olgiime alindi.

114



Tablo 16: Ugiincii optimizasyon deneyinde 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki yerlesim plan.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece <
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

B | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | << 4:1

C | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | << 2:1

D 4:1
E 2:1
= 4:1
G Poz (+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | Poz(+) | __ 21
Kontrol | Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol | Kontrol Kontrol :
H Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece <
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

Kullanilan hiicre tipi: MKH. Ekilen hiicre sayisi: 10.000/kuyucuk. Transfeksiyon teknigi: Klasik. DNA miktar1 100 ng/kuyucuk.
FuGENE:DNA oranlar1 2:1 ve 4:1. Transfeksiyon sonucu: Birka¢ kuyucukta giiclii YFP 1s1mas1 olan hiicreler saptandi. Luminometrik

Olctime alindi.
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Tablo 17: Dérdiincii optimizasyon deneyinde 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki yerlesim plani.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece <
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
B Sl?igci(;e S}i?;? S}i?;? Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter S}i;icer(;e S}ig:rcee S;i?cize << (31’2'41)
C Sl?gci? S}i?fr(;e S}i?fr(;e Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter Slfi?(i(;e ng;? Sl?i?;? << (g"g:'zl)
D Sadece Sadece Sadece Neg (-) Neg (-) Neg (-) Neg (-) Neg (-) Neg (-) Sadece Sadece Sadece e | 351
hiicre hiicre hiicre Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol hiicre hiicre hiicre (14:4)
E Sadece Sadece Sadece Neg (-) Neg (-) Neg (-) Neg (-) Neg (-) Neg (-) Sadece Sadece Sadece | 441
hiicre hiicre hiicre Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol hiicre hiicre hiicre (8,8:2)
= Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece e | 351
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre (14:4)
G Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece | 441
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre (8,8:2)
H Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece Sadece <
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre

Kullanilan hiicre tipi: MKH. Ekilen hiicre sayisi: 20.000/kuyucuk. Transfeksiyon teknigi: Klasik. DNA miktar1 400 ve 200
ng/kuyucuk. FuGENE:DNA oranlart 3,5:1 (14:4) ve 4,4:1 (8,8:2). Transfeksiyon sonucu: F sirasinda transfeksiyon yapilan kuyucuklarda
ortalama 3 hiicrede YFP 1s1mas1 goriildii ancak toksisite normalden yiiksek gozlendi. G sirasindaki YFP pozitif hiicre sayilari: G4-> 50,
G5-> 13, G6-> 8, G7—> 20, G8-> 10, G9-> 18. G siras1 4,4:1 orani ortalamast: 19,8 YFP+ hiicre/kuyucuk. Ornekler luminometrik dlciime

alindi.

Besinci optimizasyon deneyinde ayni oranlar kullanilarak tekrar yapildi. Farkli olarak FuGENE-plazmid karigimlart birkag

saniyeligine vortekslendi. Mikroskobik incelemede hig 1s1ma goriilmedi. Ornekler luminometrik dl¢iime alimadi.
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Tablo 18: Altinci optimizasyon deneyi

1 2 3 4 5 8 8 8 9 10 11 12
R Sadece . . . . ;
A Kor Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter hiicre Kor Kor Kér Kor << 8:1
B Kor Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter Sﬁf&? Kor Kor Kor Kor << 6:1
C Kor Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter Sl?i?(fi‘(;e Kor Kor Kor Kor << 45:1
. Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) Neg (-) Neg (-) | Sadece ; ; i i .
D . Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol hiicre . . . e << ext
. Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) Neg (-) Neg (-) | Sadece ; ; i i :
= . Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol hiicre . . . e << 45:1
F | Kor R Ko Kor Kor Kor
hiicre
G | Kor Ko Kor Kor Kor
hiicre
H | Kor Ko Kor Kor Kor
hiicre

Kullanilan hiicre tipi: MKH. Ekilen hiicre sayisi: 25.000/kuyucuk. Transfeksiyon teknigi: Klasik. DNA miktar1 200 ng/kuyucuk.
FuGENE:DNA oranlar 8:1 (16:2), 6:1 (12:2) ve 4,5:1 (9:2). Transfeksiyon sonucu: H sirasindaki hiicrelerde giiglii 1s1ma goriildi. 8:1 ve
6:1 gruplarinda yiiksek toksisite gozlenirken 4,5:1 kuyucugundaki toksisite orani normal olarak degerlendirildi. E2-8 kuyucuklarindaki
negatif kontrol ornekleri, H2-8 kuyucuklarindaki pozitif kontrol ornekleri ve 8. Siitundaki transfekte edilmemis hiicreler tripsin ile

toplanarak akim sitometrisinde analiz edildi.
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Tablo 19: Yedinci optimizasyon deneyinde 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki yerlesim plani.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
- . . . . Sadece | Sadece | Sadece | Sadece | Sadece | Sadece | Sadece
A Lt L L L = Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre <<
B | Kor Kor Kor Kor Kor [ Sadece | __| 44
Hiicre Hiicre
C Kor Kor Kor Kor Kor SaEi ece Sa? ece << 45:1
Hiicre Hiicre
" . . . . Sadece | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg (-) | Sadece .
2 LG Lo Lo Lis Kie Hiicre | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Hiicre << el
.. .. .. .. .. Sadece | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg (-) | Sadece :
E 187 LG8t LG8t ey e Hiucre | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Hiicre << [
F Kor Kor Kor Kor Kor Saglece Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter Saglece << 4:1
Hiicre Hiicre
G Kor Kor Kor Kor Kor Sagiece Reporter | Reporter | Reporter | Reporter | Reporter Sagece <<| 451
Hiicre Hiicre
. . . . . Sadece | Sadece | Sadece | Sadece | Sadece | Sadece | Sadece
H L L& L& L&er L Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre <<

Kullanilan hiicre tipi: MKH.

Ekilen hiicre sayisi: 20.000/kuyucuk. Transfeksiyon teknigi: Ters. DNA miktar1 200 ng/kuyucuk.

FuGENE:DNA oranlar1 4:1 (8:2) ve 4,5:1 (9:2). Transfeksiyon sonucu: B sirasindaki ortalama 2 YFP + hiicre tespit edildi. 4,5:1 orani

kullanilan C sirasinda ise ortalama 12 (minimum 1, maksimum 22) YFP + hiicre sayildu.
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Yedinci denemedeki ornekler luminometrik 6l¢iime alinmadan transfeksiyon
medyumunda bekletilerek ilerleyen giinlerde toksik etkisi olup olmayacagi arastirildi.
Transfeksiyondan 5 giin sonra hiicrelerin ¢ogunun 61diigii ancak yine de YFP pozitif
hiicrelerden varhigini siirdiirenler oldugu goézlendi. YFP 1simasinin floresan
mikroskopta UV 1s1k altinda ka¢ dakikada soldugunun (photobleaching) belirlenmesi
icin hiicreler 20 dk’ya kadar mikroskobun UV 1sigina tutuldu. Standart YFP
proteinlerinin aksine kitte kullanilan Monster YFP (MGFP) proteininin UV 1s1k
altinda bile oldukga stabil oldugu ve 15 dakikaya kadar 1s1masinda azalma olmadan
incelenebildigi gozlendi. Hiicrelerin ¢ogunda 20 dk siiren gézlemler sonunda bile

1s1ma kolaylikla saptanabilmekteydi.
MKH’ler kullanilarak gerceklestirilen optimizasyon deneylerinin 6zeti

Transfeksiyon islemini etkiledigi bilinen faktorler arasinda; Transfeksiyon
ajani:Plazmid DNA’s1 orani, hiicre sayisi, inkiibasyon siiresi, transfeksiyon siiresi,
DNA miktar1 ve besiyeri igerigi gibi pek c¢ok degisik etken yer almaktadir.
Denemeler sonunda bu bilgilere ek olarak karisimlarin hazirlanma sekli, vorteks
kullanimi, pipetaj miktari, transfeksiyonun uygulama yontemi (klasik veya ters
transfeksiyon), inkiibasyon ortami gibi faktorlerin de transfeksiyonun verimliliginde
etkili oldugu ve bunlarin disinda baska faktorlerin de etkisi olabilecegi sonucuna
varildi. Dolayistyla tiim faktorlerin etkisini belirlemeden tam olarak bir optimizasyon
saglanamayacag@1 anlasilmistir. Ancak MKH’ler ile gergeklestirilen denemelerden
elde edilen veriler optimizasyon i¢in denenler arasinda en uygun sartlar
belirlememize olanak saglamistir. Buna gore MKH’ler icin en yiiksek verim

alabildigimiz transfeksiyon sartlari su sekilde siralanabilir:

e Enuygun FuGENE HD : DNA orani; 4,4:1 - 4,5:1

e Kuyucuk basina ekilen optimal hiicre sayist; 10.000 - 25.000

e Kuyucuk bagina FuGENE HD miktari; 0,88-0,9 pul

e Kuyucuk basia plazmid miktari; 200 ng (2 pl)

e Uygun inkiibasyon siiresi; 15 dk.

e Uygun transfeksiyon metodu; Klasik transfeksiyon

e Kacmilmasi gereken etkenler; vorteksleme, shaker ile karistirma, 3 giinden

uzun siireli transfeksiyon medyumu ile kiiltiire etme
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Verimli sonug alinan optimizasyon deneylerinden elde edilen veriler agagidaki

tabloda derlendi.

Tablo 20: MKH’ler kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon deneylerinin dzeti.

FUGENE HD : DNA oran1 2.1 351 3:1 4:1 4:1 451 441 6,0 8,0
Kuyucuk ?aslna ekilen hiicre 10 10 8 10 8 25 10 o5 25
sayist (107)

ZS;’ ucukbasma FUGENEHD o5 13 93 04 04 09 09 12 16
Kuyucuk basna plazmid 01 03 01 01 01 02 02 02 02
miktar1 (ng)

Kuyucuk basina ortalama

transfekte hiicre sayisi & l 4 ¢ 1 2 = 5 1

1.0ptimizasyon deneyi 2.0ptimizasyon deneyi

4.0Optimizasyon deneyi

Resim 10: MKH’ler kullamlarak gergeklestirilen bazi optimizasyon ¢alismalarindan 6rnek
resimler. Hiicrelerin inverted florasan mikroskopta canli halde, kendi YFP 1gimalar1 goriintiilenmistir.
Sol iistte ilk optimizasyon deneyine ait YFP 1simasi veren ancak apoptoza ugramus bir hiicre ile
transfeksiyonu zayif gergeklesmis iki soluk hiicre goriiliiyor. Sagdaki biyiik resim ikinci
optimizasyon deneyinden sonra sol alttaki resim ise dordiincii optimizasyon deneyinden elde edilmis,

oldukea iyi transfekte olmus hiicrelerdir.
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Optimizasyon g¢alismalarinin bir sonraki asamasinda fibroblastlar kullanildu.
Sonuglarin degerlendirilmesinde luminometrik analiz yerine akim sitometrisi analiz
yapilmasina karar verildiginden 6rnekler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 yerine 12
kuyucuklu kiiltiir kaplarina alindi. Kaplar arasindaki alan farki 10 kat oldugundan
tiim kimyasallar, 96’lik kiiltiir kabindaki bir kuyucuk i¢in belirlenen miktarin 10 kati

olacak sekilde hazirlandi.

Deney i¢in 12 kuyucuklu kabin 4 kuyucuguna 10.000 hiicrenin 10 kati olacak
sekilde  100.000°er  hiicre  ekildi. Kontrol kuyucuguna transfeksiyon
uygulanmayacagindan Tx besiyeri disinda bir kimyasal eklenmedi. Diger
kuyucuklara ilgili bilesenler asagidaki tabloda belirtilen oranlarda uygulanda.
Transfeksiyonda tretici firma tarafindan, fibroblastlar i¢in Onerilen oran olan 2,5:1

ile arttirllmig 3,5:1 oranlar1 denendi.

Tablo 21: Fibroblastlarla ger¢eklestirilen optimizasyon deneyi

FUGENE HD : . : _
DNA oram 2,5:1 2,511 3,5:1 -

Kuyucuk basia 100 000 100 000 100 000 -

ekilen hiicre sayisi
Kuyucuk basina 2,5l 2,5 ul 3,5 ul -

FUGENE HD
1 pg (10 pl) 1 ug (10 pl) 1 ug (10 pl) -

Kuyucuk basina
plazmid miktar:
87,5 ul 87,5 ul 87,5 ul 100 pl

Eklenen besiyeri
(Tx Med) miktari

Ters transfeksiyon islemi uygulanan hiicreler 24 saat sonra floresan
mikroskopta degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda sadece pozitif kontrol
kuyucuklarinda YFP pozitif hiicrelere rastlandi. Her iki pozitif kontrol kuyucugunda
da transfeksiyon isleminin MKH’lerde g6zlenen orandan ¢ok daha basarili oldugu
gozlendi. Kuyucuk alaninin genis olmasi ve transfekte olmus hiicre sayisinin fazla
olmasi1 nedeniyle YFP pozitif hiicreler sayilamadi. Ancak ilk gézlemler sonucunda.

3,5:1 oran1 kullanilan pozitif kontrol kuyucugunda 2,5:1 kuyucuguna gore daha fazla
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YFP pozitif hiicre tespit edildi. Akim sitometrisik analiz ile oranlarin belirlenmesi
igin kiiltlire devam edildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler tripsin ile

toplanarak analiz edildi.

Optimizasyon caligmalar1 sonucunda fibroblastlarin transfeksiyona MKH’lere
gore daha uygun oldugu goriildii. Bu nedenle sonraki deneylere fibroblast hiicre

hatlar1 ile devam edildi.

Resim 11: Fibroblastlar ile gergeklestirilen ilk optimizasyon deneyinde, 2,5:1 FuGENE
HD:DNA oram kullanilan kuyucuktan elde edilmis resimler. Alttaki fotografta yer alan floresan
gorlintli  Ustteki 151k mikroskop goriintiisiindeki alandan elde edilmistir. Goriintiiler birebir

ortismektedir (YFP i¢in pozlama siiresi 1.593s).
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Resim 12: Fibroblastlar kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon deneyi sonucunda 3,5:1
FuGENE HD:DNA oranmi kullanilan Oct-4 Reporter Assay pozitif kontrol kuyucugundan elde edilen
resim. Transfeksiyonu bagarili olan YFP pozitif hiicreler yogun olarak goriilityor. Oldukca kuvvetli
1s1ma veren hiicreler maviye kayan tonlarda 1s1ma vermektedir. Resmedilen 6rnek daha sonra akim

sitometrisinde analiz edildi (Pozlama stiresi 0.0392s).

4.3. Akim Sitometrisi Analiz Sonuclari

Optimizasyon deneylerinde transfeksiyon verimliliginin 6l¢iilmesi i¢in belirli
asamalarda akim sitometrisi analiz yontemi kullanildi. Olgiimlerde YFP pozitif
hiicreler ile hem YFP hem PI pozitif hiicreler, transfekte olmus kabul edildi. Sadece

Pl pozitif ve hem YFP hem PI pozitif hiicreler, toksisiteye maruz kalmis hiicreler

olarak degerlendirildi.

123



4.3.1. MKH Analiz Sonuclari

Optimizasyon asamasinda gergeklestirilen analizde, 96 kuyucuklu kiiltiir
kabinin belirli gozlerinden toplanan MKH’ler incelendi. Klasik yontemle transfekte
edilmis bu orneklerdeki tiim negatif ve pozitif kontrol kuyucuklarindaki hiicreler,
akim sitometrisinde okuma ig¢in gerekli olan yiiksek hiicre sayisini saglamak icin
toplandi. Bu transfeksiyon ornekleri, yiiksek oranda toksisiteye maruz kalmis
hiicreler ile diisiik toksisitede ve YFP pozitifligi yiiksek hiicrelerin harmanlanmasi ile
elde edildiginden o transfeksiyondaki toplam YFP miktari1 vermekle birlikte,
yiiksek dozda toksisite degeri gézlenmistir. Buna karsin kontrol amacl olarak ayni
kiiltiir kabinda 8. Siitunda yer alan hig¢ transfekte edilmemis hiicreler analize alindi.
Analiz verileri asagidaki grafiklerde verildi. Grafiklerdeki sonuglar Ozetlenerek

Tablo 22°de derlendi.

§ hAT-GFP-OPT7-KONT/27.12 HKN.001 o X hAT-GFP-OPT7-KONT/27.12 HKN.001
Sample ID: hAT-GFKONT
8 o- Tube: GFP
z Acquisition Date: 27-Dec-12
Gated Events: 1401
%§ X Parameter: GFP (Log)
§ ENQ-: Quad Events % Gated 9% Total
2 H UL 3 221 o8l
“g UR 48 343 094
LL 1317 9400 2590
—9__ LR 5 0.36 0.10
8 =
&
<
©4 T T o T T T
0 200 400 600 800 1000 109 10! 102 10° 10%
FSC-Height GFP
hAT-GFP-OPT7-KONT/27.12 HKN.001
Histogram Statistics
Sample ID: hAT-GFP-OPT7-KONT/27.12 HKN Tube: GFP
Acquisition Date: 27-Dec-12 Gated Events: 1401

] Total Events: 5085

80 120 160 200
1

Counts

[ M1 | Marker % Gated % Total
] Al 10000 2755
M1 4.78 132

Sekil 18: Transfekte edilmemis MKH’lere ait akim sitometrisi analiz verileri.
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hAT-GFP-OPT7-NEG/27.12 HKN.002

108

Sample ID: hAT-GFP-NEG/27.1:
Tube: GFP

Acquisition Date: 27-Dec-12
Gated Events: 3829

X Parameter: GFP (Log)

E =
- ag
2 %= Quad Events % Gated % Total
3o 1] : UL 2306 6028 2306
9 g : UR 17 447 17
1 3 LL 1350 3526 1350
§: = LR 0 000 000
) =)
s o e T
0 200 1 100 10 102 1 10
FSC-Height o
hAT-GFP-OPT7-NEG/27.12 HKN.002
:8\- Histogram Statistics
2] Sample ID: hAT-GFP-OPT7-NEG/27.12 HKN Tube: GFP
Acquisition Date: 27-Dec-12 Gated Events: 3829
K1 Total Events: 10000
!civ-
H I i i Marker % Gated % Total
684 T AT 10000 3829
M1 447 17
s—\—q——nA—‘
o T T T )
100 10! 102 103 10*

Sekil 19: Negatif kontrol plazmidi ile transfekte edilmis MKH’lere ait akim sitometrisi analiz verileri.

< hAT-GFP-OPT7-POZ/27.12 HKN.003
g < Sample POZ/27 12 -POZ/27.12}
g ng Tube: GFP
4 : Acquisition Date: 27-Dec-12
1 2 Gated Events: 6001
g g ] = X Parameter: GFP (Log)
T % Quad Events % Gated % Total
2 ] : UL 3627 6044 3627
@8] : UR 633 1055 633
1 B LL 1738 2896 17.38
] - LR 3 005 003
g- 8=
) o
o4 T T Syt — T T
0 200 400 600 800 1000 109 10! 102 103 104
FSC-Height GFP
hAT-GFP-OPT7-POZ/27.12 HKN.003
g Histogram Statistics
81 Sample ID: hAT-GFP-OPT7-POZ/27.12 HKN Tube: GFP
Acquisition Date: 27-Dec-12 Gated Events: 6001
» &4 Total Events: 10000
2%
H i i Marker % Gated % Total
68 Al 10000 6001
M1 1060 636
2]
od T o
100 101 102 103 104

GFP

Sekil 20: Pozitif kontrol plazmidi ile transfekte edilmis MKH’lere ait akim sitometrisi analiz verileri
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Tablo 22: MKH’lerin transfeksiyondan 24 saat sonraki akim sitometrisi analizlerde belirlenen

YFP pozitif hiicre ve toksisite oranlar1

Negatif kontrol

hiicreleri 4.5:1 0,00 4,47 60,28 4,47 64,75
Pozitif kontrol 0,05 10,55 60,44 10,60 70,99
hiicreleri 4,5:1

Transfekte 0,36 343 221 4,43 5,64

edilmemis

80 -

70 - = Negatif kontrol hiicreleri

60 - m Pozitif kontrol hiicreleri

50 -

40 A

30 -

20 -

10 -

0 - sadece GFP GFP+ve Pl Sadece PI+ Toplam Toplam

+ (%) + (%) (28] Transfekte  Toksisite
Hicre (35) (2]

Sekil 21: MKH’lerin transfeksiyondan 24 saat sonraki akim sitometrisi analizlerde belirlenen

YFP pozitif hiicre ve toksisite ylizdelerini gosteren grafik.

Analiz sonuglarinda kapilamadan kaynaklanan hata paymin ortadan
kaldirilmasi igin negatif kontrolde yanlis pozitif alan degerlerin totalden diisiilmesi
gereklidir. Buna gore % 4,47 olan hata pay1 toplam transfekte hiicre sayisindan
cikarilarak transfeksiyon yiizdesi 10,60 — 4,47 = 6,13 olarak belirlendi. Ancak
transfeksiyon yapilan hiicrelerde % 64,75 ve % 70,99 olarak kontroliin 12,5 katina
ulasan ¢ok yiiksek toksisite oranlari tespit edildi.
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4.3.2. Fibroblast Analiz Sonuglari

12 kuyucuklu kiiltiir kabinda 2,5:1 ve 3,5:1 oranlar1 denenerek transfeksiyonu
gerceklestirilen fibroblastlar, transfeksiyondan 24 saat sonra floresan mikroskopta
YFP + hiicre varlig1 acisindan degerlendirildi. YFP + hiicreler en yogun olarak 3,5:1
oraninda FuGENE HD:DNA orani kullanilan kuyucukta goézlenirken 2,5:1 oram
denenen kuyucukta YFP + hiicre sayis1 daha az olarak saptandi. Her iki kuyucukta da
toksisite oranit yakin olarak goézlendi. Ayni hiicrelerin kiiltiiriine transfeksiyon
medyumu degistirilmeden 48 saat daha devam edildikten sonra hiicreler toplanarak

akim sitometrisi cihazinda analiz edildi.
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Sekil 22: Transfekte edilmemis kontrol fibroblastlarina ait akim sitometrisi analiz grafikleri.
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Sekil 23: Negatif kontrol plazmidi

akim sitometrisi analiz verileri.

ile 2,5:1 orami kullanilarak transfekte edilmis fibroblastlara ait
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Sekil 24: Pozitif kontrol plazmidi ile 2,5:1 orani kullanilarak transfekte edilmis fibroblastlara ait akim

sitometrisi analiz verileri.

Tablo 23: Fibroblastlarin transfeksiyondan 72 saat sonraki akim sitometrisi analizlerde

belirlenen YFP pozitif hiicre ve toksisite oranlari.

Negatif kontrol
hiicreleri 2,5:1
Pozitif kontrol
hiicreleri 2,5:1
Pozitif kontrol
hiicreleri 3,5:1
Transfekte
edilmemis

0,01 2,05 11,07 2,06 13,12

3,71 2,18 7,38 5,89 9,56
2,85 3,81 22,00 6,66 25,81

0,00 0,76 4,13 0,76 4,89
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Sekil 25: Pozitif kontrol plazmidi ile 3,5:1 oran1 kullanilarak transfekte edilmis fibroblastlara ait akim

sitometrisi analiz verileri.

30 ~
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Sekil 26: Fibroblastlarin transfeksiyondan 72 saat sonraki akim sitometrisi analizlerde

belirlenen YFP pozitif hiicre ve toksisite yiizdelerini gosteren grafik.
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Akim sitometrisindeki kapilama hata paymi belirlemek i¢in negatif kontrol
orneklerinde % 0,21 olarak izlenen YFP pozitif hiicre oran1 kullanildi. Bu oran

diisiilerek yeniden hesaplanan veriler su sekildedir:

Analizde toksisite oran1 hig transfeksiyon yapilmamis hiicrelerde % 4,56 olarak
belirlenirken, negatif ve pozitif kontrol plazmidleri ile 2,5:1 oraninda transfekte
edilen hiicrelerde % 8 civarinda saptandi. 3,5:1 oran1 denenerek transfekte edilen
hiicrelerde ise toksisite % 18 civarinda belirlendi. YFP + hiicre yiizdesi 2,5:1 orani
denenen hiicrelerde % 4,36; 3,5:1 orami denenen hiicrelerde ise % 3,76 olarak

hesaplanda.

4.4. Transfeksiyon ve Luminometrik Analiz Bulgulari

Optimizasyon asamalart sirasinda denenen kombinasyonlardan bazilar
luminometrik incelemeye alindi. Bu asamada Dual Glo Luciferase Assay Kkiti
kullanilarak ortama sirayla eklenen substratlar sayesinde, hiicrelerdeki lusiferaz
enzimlerinin 151ma vermesi saglandi. Isima luminometrede Olgiilerek firefly ve
Renilla oranlart hesaplandi. Kontrol kuyucuklarinda 1sima alinamayan ol¢timler
degerlendirmeye alinmadi. Asagida, transfeksiyonu basarilt olup ve luminometrede
luminesans 1g1masi anlamli seviyede olan optimizasyon ve deney caligmalarina ait

veriler yer almaktadir.

4.4.1. Optimizasyon Asamasindaki Ol¢iimler

Florasan mikroskopta 1s1ma goriilemeyen veya ¢ok az 1s1ma goriilen 6rnekler,
daha hassas bir analiz yontemi olan luminometrede de analiz edildi. Ilk fii¢

optimizasyon deneyinde yapilan Olglimlerde Olgiilebilir bir 151ma goézlenmedi.
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Optimizasyon asamasinda incelenen diger Orneklerden, dordiincii optimizasyon

deneyi disindakilere luminometrik 6l¢iim islemi uygulanmadi.

Dordiincii optimizasyon deneyinde, floresan mikroskopta da gozlenen kuvvetli
YFP 1simasina sahip hiicrelerle dogrulanan transfeksiyon islemi, luminometrede de
dlgiilebilir sonuglar verdi. Olgiimlerde elde edilen veriler asagidaki tablolarda

verilmistir.
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Tablo 24: Dordiincti optimizasyon deneyinde luminometrik 6l¢iim sonucu elde edilen Firefly lusiferaz isima skorlari. Degerleri ‘1’ olan haneler isima

alinmayan kuyucuklar1 temsil etmektedir. Mavi alan deney reporter plazmidi (Oct4), kirmizi alan negatif kontrol, yesil alan pozitif kontrol plazmidleri eklenen
kuyucuklar gostermektedir. B, D ve F siralarinda 3,5:1 (14:4); C, E ve G siralarinda 4,5:1 (9:2) FuGENE HD:DNA orami kullanilmistir. Beklenen sekilde pozitif

kontrol kuyucuklar1 1s1ma vermis negatif kontrol kuyucuklari ise 1s1ma vermemistir.

Ff

10

11

12
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Tablo 25: Doérdiincii optimizasyon deneyinde luminometrik 6l¢iim sonucu elde edilen Renilla lusiferaz 1sima skorlari. Degerleri ‘1’ olan haneler isima

alimmayan kuyucuklar1 temsil etmektedir. Mavi alan deney reporter plazmidi (Oct4), kirmiz1 alan negatif kontrol, yesil alan pozitif kontrol plazmidleri eklenen

kuyucuklart gostermektedir. B, D ve F siralarinda 3,5:1 (14:4); C, E ve G siralarinda 4,5:1 (9:2) FuGENE HD:DNA orani kullanilmstir. Renilla plazmidinin 1g1ma

verdigi haneler, transfeksiyonun gerceklestigi kuyucuklar isaret etmektedir.

Rn 4 5 10 11 12
A 0 0 0 0 0
B 14 10 0 0 0
C 0 0 0
D 0 0 0
E 0 0 0
F 0 0 0
G 0 0 0
H 0 0 0 0 0
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Tablo 26: Dordiincii optimizasyon deneyinde luminometrik 6l¢iim sonucu elde edilen Firefly 1simasinin Renilla 1s1masina oranlanmasiyla elde edilen sonuglar.
Firefly/Renilla sonucu sadece Renilla 1s1masinin elde edildigi kuyucuklarda hesaplanabilmektedir. Dolayisiyla Firefly 1s1mas1 agisindan pozitif olan her kuyucuk i¢in
bir deger elde edilememistir. Bos kuyucuklar Renilla 1simas1 goriilmedigi i¢in hesaplamanin yapilamadigi kuyucuklar1 belirtmektedir. ‘1’in tizerindeki rakamlar aktif

reporter genini gostermektedir. Ornekte sadece pozitif kontrol kuyucuklarindan birinde (kalin) aktif reporter degeri elde edilebilmistir.

FfiRn| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 0,07 | 0,10

C 005 | 006 | 013 | 008 | 017 | 0,10

D

E

r

G

H

135



4.4.2. Deney Asamasindaki Ol¢iimler

Fibroblastlarla gerceklestirilen optimizasyon deneyinin akim sitometrisi
analizlerinin olumlu sonug¢ vermesi {izerine deney asamasina gegildi. Deneylerde 10

yolak reporter assay kiti kullanildi.

[k gergeklestirilen deney igin, akim sitometrisi degerlendirmelerine gére en
yiiksek transfeksiyon oranini veren ve ayni zamanda 72 saat sonunda toksisitesi
diisiik olan 2,5:1 (5:2) FUGENE HD:DNA orani kullanildi. Kuyucuk bagina 30.000
hiicre ekilerek uygulanan ters transfeksiyon isleminden sonra hiicreler inkiibatore

kaldirildi.

Transfeksiyonda 18 saat sonra, floresan mikroskopta yapilan gézlem sonucu
optimizasyon deneyindekinden daha az oranda YFP pozitif hiicre goriildii. Deney
kiiltiir kabindaki TX besiyeri, 50’ser pul hacimde, degisik dozlarda Li ve VPA iceren

Tx medyumu ile degistirildi. Hiicreler 24 saat siire slireyle kimyasallar ile kiiltiire
edildi.

Tablo 27: 11k transfeksiyon deneyinde kullanilan kimyasallar ve dozlar1

Kuyucuk sirasi Eklenen kimyasal Uygulanan doz
A Sadece hiicre -
B Lityum 100 mM
C Lityum 10mM
D Lityum ImM
E Sadece hiicre -
F VPA 10mM
G VPA 2 mM
H VPA 0,5mM
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Kimyasallarla yapilan kiiltiir isleminden 24 saat sonra hiicreler inverted
mikroskopta incelendiginde, kimyasal eklenen kuyucuklardan 6zellikle 100 mM Li,
2 mM VPA ve 10 mM VPA uygulanan hiicrelerde yiiksek oranda toksisite olustugu
goriildii. Hiicrelerde YFP aktivitesinin de toksisiteye bagli olarak azalmasi nedeniyle

ornekler luminometrik incelemeye alinmadi.

Resim 13: ilk transfeksiyon deneyinde kimyasallar eklendikten 24 saat sonra hiicrelerin
inverted mikroskopta elde edilmis goriintiileri. Ozellikle yiiksek dozlarda verilen kimyasallarin

hiicrelerde morfolojik degisime ve toksisiteye neden oldugu goriilmekte.

Ik deneyin hemen ardindan baslanan ikinci deneyde fibroblastlara ayni
transfeksiyon islemi uygulandi ancak FuGENE HD:DNA orami 3,5:1°e yiikseltildi.
Transfeksiyondan 22 saat sonra incelenen 6rneklerde % 1-2 oraninda YFP pozitif
hiicreler tespit edildi. Gézlemin ardindan Tx medyumu kimyasal iceren medyum ile

degistirildi. Bu kez daha diisiik dozda kimyasallar denendi.
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Tablo 28: ikinci transfeksiyon deneyinde kullanilan kimyasallar ve dozlart

Kuyucuk sirasi Eklenen kimyasal Uygulanan doz

A Sadece hiicre -

B Lityum 1 mM

C Lityum 5 mM

D VPA I mM

E VPA SmM

F Resveratrol 0,2 mM

G Resveratrol 1 mM

H Resveratrol 10 mM

Ornekler kimyasallar ile 24 saat kiiltiire edildikten sonra luminometrik analize
alindi. Analiz sonucunda elde edilen Firefly, Renilla ve Firefly/Renilla hesaplama

sonuclar1 agagidaki tablolarda verilmistir.
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Tablo 29: ikinci transfeksiyon deneyinde luminometrik 6lgiim sonucu elde edilen Firefly lusiferaz 1s1ma skorlar1. Degerleri ‘1’ olan haneler 1s1ma alinmayan

kuyucuklar1 temsil etmektedir. Her siitun ilgili reporter plazmidi (en st satir), kirmizi alan negatif kontrol, yesil alan ise pozitif kontrol plazmidi bulunan kuyucuklari

gostermektedir. Her siraya uygulanan kimyasal en sagdaki siitunda gosterilmistir. Kontrol kuyucuklarinin ¢ogunda 1sima elde edilmis olmasi kitlerin ¢alistigini ve

islemlerin diizgiin gerceklestigini gostermektedir. Buna karsin deney plazmidlerinde belirgin bir 151ma gézlenememistir.

Ff | Oct-4 | Nanog | KIf-4 Sox2 Myc Shh Notch Whnt Pax6 Mef2
A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E 1 1 6 1 1 1 1 1 1 1
F 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
G 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
H 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Negatif | Pozitif
Kontrol | Kontrol

r v N A

N

N

Eklenen
Kimyasal

Kontrol

Li

1 mM
Li
5 mM

VPA
1 mM

VPA
5 mM

Res
0,2 mM

Res
1 mM

Res
10 mM
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Tablo 30: ikinci transfeksiyon deneyinde luminometrik 6l¢iim sonucu elde edilen Renilla lusiferaz 1s1ma skorlar1. Degerleri ‘0 olan haneler 1s1ma alinmayan

kuyucuklar1 temsil etmektedir. Her siitun ilgili reporter plazmidi (en st satir), kirmizi alan negatif kontrol, yesil alan ise pozitif kontrol plazmidi bulunan kuyucuklar1

gostermektedir. Her siraya uygulanan kimyasal en sagdaki siitunda gosterilmistir. Renilla plazmidinin 1s1ma verdigi haneler, transfeksiyonun gergeklestigi kuyucuklari

isaret etmektedir. Yaklagik 70 kuyucukta saptanan Renilla 1s1masi kitin ¢alistiginin ve igslemlerin dogru uygulandiginin gostergesidir.

Rn | Oct-4 | Nanog | KIf-4 Sox2 Myc Shh Notch Whnt Pax6 Mef2
A 0 4 37 0 41 0 19 16 37 0
B 0 0 46 0 17 22 47 9 36 36
C 0 0 31 0 8 10 6 52 0 10
D 0 0 22 5 23 35 26 20 18 55
E 0 0 10 0 0 6 0 0 8 13
F 0 0 26 0 17 22 30 34 37 54
G 0 6 25 5 34 44 9 13 24 22
H 0 0 8 16 17 0 30 5 26 8

Negatif

Kontrol | Kontrol

Pozitif

r v N

N

N

Eklenen
Kimyasal

Kontrol

Li
1 mM

L1
5 mM

VPA
1 mM

VPA
5 mM

Res
0,2 mM

Res
1 mM

Res
10 mM
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Tablo 31: ikinci transfeksiyon deneyinde luminometrik 6l¢iim sonucu elde edilen Firefly 1simasmin Renilla 1s1masina oranlanmasiyla elde edilen sonuglar.

Firefly/Renilla sonucu, sadece Renilla isimasinin elde edildigi kuyucuklarda hesaplanabilmektedir. Dolayisiyla Firefly 1simasi agisindan pozitif olan her kuyucuk i¢in

bir deger elde edilememistir. Bos kuyucuklar Renilla 1s1mas1 goriilmedigi i¢in hesaplamanin yapilamadig1 kuyucuklari belirtmektedir. ‘1’in tizerindeki rakamlar aktif

reporter genini gdstermektedir. Ornekte sadece pozitif kontrol kuyucuklarinda (kalin) aktif reporter degeri elde edilebilmistir.

FfiRn| Oct-4 | Nanog | KIf-4 | Sox2 | Myc | Shh | Notch | wnt | Pax6 | Mef2 Eggi‘m igrzl{tr'ofl
A 023 | 003 0,02 005 | 006 | 003 005 | 0,05
B 0,02 006 | 005 | 002 | 011 | 003 | 003 | 002 | 175
C 0,03 012 | 010 | 018 | 002 010 | 052 | 018
D 004 | 020 | 004 | 003 | 004 | 005 | 005 | 002 | 00l | 049
E 0,58 0,18 012 | 008 | 005
F 0,04 006 | 005 | 003 | 003 | 003 | 002 | 0,10
G 018 | 004 | 020 | 003 | 002 | 011 | 008 | 004 | 005 | 012 | 1571
H 013 | 006 | 0,06 003 | 020 | 004 | 013 | 003 | 145

r Y A

Eklenen
Kimyasal

Kontrol

Li

1 mM
Li
5 mM

VPA
1 mM

VPA
5 mM

Res
0,2 mM

Res
1 mM

Res
10 mM
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4.5. Hiicre Proliferasyon Testi Analiz Sonuclar:

Reporter assay analizlerinde, kimyasallarin da eklendikten sonra yiiksek
toksisite oranlari gozlenmesi Tlizerine, kullanacagimiz kiigiik molekiillerin
fibroblastlardaki olas1 toksik etkilerini Onceden belirleyebilmek igin hiicre
proliferasyon testleri uygulandi. Her test i¢in sonuglar o denemede kullanilan
kimyasal eklenmemis kontrol hiicrelerine oranlanarak % degerine gevrildi. Test
verileri; kontrol hiicrelerinden yiliksek deger veren kimyasal dozlarinin, hiicrelerin
proliferasyonunu arttirdigini; diisiik sonug verenlerin ise hiicre ¢ogalmasini azalttig

ve/veya hiicre 6limiine neden olarak canli hiicre sayisini azalttigin1 gostermektedir.

Testlerde oncelikle her kimyasal i¢in iki veya ii¢ farkli doz denenerek etkileri
gbzlendi. Bu sonuglar goz oniinde bulundurularak her kimyasal i¢in kullanilacak en
uygun dozlar belirlendi. Dozlarin belirlenmesinde genellikle fonkSiyon goren ve
toksik etkisi en az olan, en diisiik doz dikkate alindi. Ancak bazi durumlarda toksik
etkisinin daha yiiksek olmasina ragmen kimyasalin beklenen etkiyi gosterebilmesi

icin daha yiiksek olan dozlar tercih edildi.

Her kimyasal i¢in en uygun doz belirlendikten sonra ikinci asamada
kimyasallarin ~ ¢esitli kombinasyonlar1  i¢in  toksisite testleri uygulandi.
Kombinasyonlara ikili ve tiglii gruplar ile baslanarak 10 kimyasali bir arada iceren
gruplara kadar ¢ikildi. Ancak tiim kimyasallarin 1’den 10’a kadar olan tiim
kombinasyonlarinin denenmesi miimkiin olmadigindan sadece 6nemli oldugu ve

hiicreleri belli sekillerde etkileyecegi diisiiniilen kombinasyonlar i¢in testler yapildi.
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Tablo 32: ilk WST-1 analiz sonuglari. Spektrofotometrede okunan &lgiim verileri alt kisimda kontrol degerleri iizerinden yiizdelik dilime gevrildi. Standart

sapmast1 ve standart hata oram hesaplanan veriler tablo haline getirildi (ORT: Ortalama, STD: Standart sapma, n: Ornek sayisi, SH: Standart hata).

Test 1

ORT

Yiizde
Dilim

ORT
STD

SH

Lllmnm Ls'tn{:\‘/lm VPA1MM VPA5mMM - Res02uM Res1pM  Res 10uM - Control Kor
1117 1183 1295 1710 954 2120 1704 1592 B 1063 1646 45
1910 1551 1247 933 1245 1256 1824 1630 N385 1870 38
1070 643 1606 1140 . 1194 1517 1550 1100 38
1823 1696 R 42

1480,0 1125,7 1461,0 1261,0 1131,0 1631,0 1692,7 1611,0 1224,0 1538,7 40,8

P nglljﬂm VPAImMM  VPA5mM Res02uM Res1pM  Res 10uM Control Kér
72,6 76,9 84,2 111,1 1378 110,7 1035 107,0 2,9
1241 100,8 81,0 60,6 81,6 1185 105,9 1215 2,5
69,5 418 104,4 741 98,6 100,7 715 2,5
118,5 110,2 2,7
96,2 73,2 95,0 82,0 73,5 106,0 110,0 1047 79,5 100,0 2,6
252 24,2 12,6 21,4 8,2 235 7.3 1,2 10,5 21,0 0.2

4 3 4 3 3 3 3 2 2 3 4
126 14,0 6,3 123 48 13,6 42 0,9 74 121 01
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Tablo 33: ikinci WST-1 testi sonuglar1. Spektrofotometrede okunan 6lgiim verileri kontrol degerleri iizerinden yiizdelik dilime ¢evrildi. Standart sapmasi ve

standart hata oran1 hesaplanan veriler tablo haline getirildi (ORT: Ortalama, STD: Standart sapma, n: Ornek say1s1, SH: Standart hata).

Test2  A-8330nM BIX0,5uM  BIX 1uM Y27 0,3uM Kontrol
48 41 42 51 43
72 44 46 95 48
32 43 43 64 59
ORT 50,7 44,3 413 42,7 437 467 70,0 61,0 45,0 50,0
e 83300 BIX05uM  BIX 1uM Y27 0,3uM Kontrol
% 82 84 102 86
144 88 92 190 9
64 86 86 128 118
ORT 101,3 88,7 82,7 85,3 87,3 933 140,0 122,0 90,0 100,0
STD 32,9 0,9 25 25 3.4 6,2 36,9 32,1 8,6 134
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
SH 19,0 0,5 14 14 2,0 36 213 18,5 5,0 77
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Tablo 34: Ucgiincii WST-1 testinde tek gesit kiigiik molekiil iceren kuyucuklarin élgiim sonuglart (3A). Spektrofotometrede okunan dlciim verileri kontrol

degerleri {izerinden yiizdelik dilime ¢evrildi. Standart sapmasi ve standart hata orani1 hesaplanan veriler tablo haline getirildi (ORT: Ortalama, STD: Standart sapma, n:

Ornek say1s1, SH: Standart hata).

restan FGF2  DAPT - PD0O3  PD03  PD0O3 RG108 RG108 RG108  TSA TSA TSA Kontrol
100ng  5pM 100nM  500nM  1pM  20uM  100pM  500uM  10nM  20nM  100nM

12 5 23 6 4 14 11 10 18 15 11

12 4 7 28 13 15 13 11 21 17 15

13 6 15 11 13 17 10 17 16 22

15 6 11 17 20 13 11 21 16 8,65

ORT 13,0 5,3 20,3 14,0 11,8 16,5 8,8 11,0 9,0 19,3 16,0 14,2

Yiizde | FGF-2  DAPT PD03  PD03 | PD03  RG108 RG108 RG108  TSA TSA TSA Kontrol
Dilim = 100ng  5uM 100nM  500nM  1pM  20uM  100pM  500uM  10nM  20nM  100nM

84,7 35,3 162,4 424 28,2 98,8 77,7 70,6 635  127.1 105,9 77,7

84,7 28,2 1624 1977 918 1059 91,8 77,7 565 1482 120,0 105,9

91,8 42,4 105,9 77,7 918 1200 35,3 70,6 565 1200 112,9 155,3

105,9 42,4 777 1200 @ 1412 42,4 91,8 777 1482 112,9 61,1

ORT 91,8 37,1 759 1435 98,8 829 1165 61,8 77,7 635 1359 112,9 100,0

STD 8,6 5,9 20,8 26,6 58,8 33,6 16,2 23,6 8,6 8,6 12,6 5,0 35,7

n 4 4 4 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4

SH 43 2.9 10,4 15,4 29,4 16,8 8.1 11,8 43 43 6,3 2,5 17,9
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Tablo 35: Ugiincii WST-1 testinde kiigiik molekiil kombinasyonlarini iceren kuyucuklarin lgiim sonuglar1 (3B). Spektrofotometrede okunan &lgiim verileri

kontrol degerleri {izerinden yiizdelik dilime g¢evrildi. Standart sapmasi ve standart hata orani hesaplanan veriler tablo haline getirildi (ORT: Ortalama, STD: Standart

w

sapma, n: Ornek sayis1, SH: Standart hata).

DAPT
Test 3B PDO3

DPR FDP FDRT FDPRT

27 21 15 12 11

7 14 - 22 11

) 18 28 17 14

) ) ) ) 21

ORT 17,00 17,33 17,67 22,67 15,67 22,67 21,50 17,00 15,33 14,67 14,25
DPR FDP FDRT FDPRT DMSO 1ul CHE)

147,4 161,4 105,3 84,2 91,2 77,2

98,2 154,4 - 154,4 175,4 772

126,3 161,4 196,5 119,3 42,1 98,2

) ) ) ) 147,4

ORT 119,3 121,6 124,0 159,1 109,9 159,1 150,9 119,3 107,6 102,9 100,0

STD 70,2 132 20,1 33 33 778 45,6 28,6 18,4 55,1 28,7

n 2 3 3 3 3 3 2 3 3 3 4

SH 49,6 76 11,6 1,9 1,9 44,9 323 16,5 10,6 31,8 14,3
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Tablo 36: Tekrar edilen veya calisilmanus tekli dozlar ile 2-3 kiigiik molekiil igeren kombinasyonlari igceren dordiincii WST-1 testi sonuglart (4A).
Spektrofotometrede okunan 6l¢iim verileri kontrol degerleri tizerinden yiizdelik dilime ¢evrildi. Standart sapmasi ve standart hata orani hesaplanan veriler tablo haline

getirildi (ORT: Ortalama, STD: Standart sapma, n: Ornek sayis1, SH: Standart hata).

a0 Lt T o N v he e o IR oo
15 17 = 2 5 12 13 12

16 21 5 15 6 7 13 11

13 15 3 16 3 9 13 10

18 14 4 6 16 13 10 9

ORT 15,5 16,8 4,0 9,8 9,0 12,3 75 3,8 10,3 12,3 12,3 12,3
Dilim. %ﬁlF\)qT 0,5|FrI1M oo N N PL° U]
142,8 161,9 = 19,0 114,3 123,8 114,3

152,4 200,0 47,6 142,8 66,7 123,8 104,8

123,8 142,8 28,6 152,4 85,7 123,8 95,2

171,4 133,3 38,1 57,1 123,8 95,2 85,7

ORT 147,6 159,5 38,1 92,8 85,7 1175 71,4 476 97,6 116,7 116,7 100,0
STD 19,8 295 95 65,2 95 145 55,3 343 26,2 143 9,1 12,3

n 4 4 3 4 3 3 4 3 4 4 4 4

SH 9,9 14,7 5,5 32,6 5,5 8,4 27,6 19,8 13,1 7.1 4,6 6,1
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Tablo 37: Dort-on arasi kiiglik molekiil kombinasyonlarin degerlendirildigi dordiincii toksisite testi sonuglar1 (4B). Spektrofotometrede okunan 6l¢iim verileri

kontrol degerleri iizerinden yiizdelik dilime g¢evrildi. Standart sapmasi ve standart hata oran1 hesaplanan veriler tablo haline getirildi (ORT: Ortalama, STD: Standart

sapma, n: Ornek sayis1, SH: Standart hata).

Test 4B

ORT

Yiizde
Dilim

ORT
STD

SH

4 Faktor 7 Faktor 0 Faktor

PLD TBR PL TBR
FYR AFYR

11 16
16 16
18 14

7 20

PLD TBR
ARY

PLD TB PLD TBR
AFYR AFYR

14 11
28 14 11
13 11 10
11 11

Kontrol

19
16
13
15

8,7 15,8 6,5 13,7 13,0 14,3 16,5 15,8 16,5 11,8 10,5

PLD TBR PLTBR PLDTBR PLDTB PLD TBR Kontrol
FYR AFYR ARY AFYR AFYR

104,8 152,4 180,9 133,3 104,8 114,3
152,4 152,4 152,4 266,6 133,3 104,8
171,4 133,3 123,8 123,8 104,8 95,2
66,7 190,5 142,8 104,8 104,8 85,7
82,5 150,0 61,9 130,1 123,8 135,7 1571 150,0 1571 1119 100,0
52,4 71,0 22,7 24,0 47,3 26,2 24,0 23,8 74,0 14,3 12,3
3 4 4 3 4 4 4 4 4 4 4
30,3 35,5 11,3 13,8 23,6 13,1 12,0 11,9 37,0 7,1 6,1
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Hiicre Prolifeasyon Testi-1

Sekil 27: Ilk WST-1 testine ait grafik haline getirilmis 6l¢iim verileri. Belirtilen kimyasallarin
hiicre canlilig1 ve proliferasyonuna etkisi kontrol verilerine gore % cinsinden normalize edilmistir
(Y1ldiz isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata ¢ubuklar1 ise standart

hata paymi gostermektedir).

Hiicre Prolifeasyon Testi-2
180,0
160,0
140,0

120,0 +—
100,0 - il
80,0 -

60,0 -

40,0 -

20,0 -

0,0 - : : : : : : : : :

A-83 A-83 A-83 BIX BIX BIX Y27 Y27 Y27 Kontrol
30nM 300nM 1pM 0,5uM  1pM  5pM 0,3uM  1uM  30uM

Sekil 28: Ikinci WST-1 testine ait grafik haline getirilmis 6l¢iim verileri. Belirtilen
kimyasallarin hiicre canliligi ve proliferasyonuna etkisi kontrol verilerine gére % cinsinden normalize
edilmistir. (Y1ldiz isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata gubuklari ise

standart hata payini géstermektedir).

149



Hiicre Prolifeasyon Testi-3A

180,0
160,0
140,0
120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

Sekil 29: Uciincii WST-1 testine ait dlgiim verilerinden tekli kombinasyonlarin grafigi.
Belirtilen kimyasallarin hiicre canlili1 ve proliferasyonuna etkisi kontrol verilerine gore % cinsinden
normalize edilmistir (Yildiz isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata

cubuklari ise standart hata payin gostermektedir).

Hiicre Prolifeasyon Testi-3B
250,0
200,0
150,0
100,0
50,0
0,0
S & & & & S8 S8 S N9
Q R QQ QQ QQ’ Q%’ Q%’ Q$ | 0\ Q\&o
QoS
S
& 9

Sekil 30: Ugiincii WST-1 testine ait dl¢iim verilerinden ¢oklu kombinasyonlarin ve DMSO
Olgtimlerinin grafigi. Belirtilen kimyasallarin hiicre canliligt ve proliferasyonuna etkisi kontrol
verilerine gore % cinsinden normalize edilmistir (Yildiz isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel

olarak farkli sonuglari, hata gubuklari ise standart hata payini gostermektedir).
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Hiicre Prolifeasyon Testi-4A

Sekil 31: Dordiinci WST-1 testine ait olglim verilerinden tekrar edilen tekli kimyasal
Olgtimleri ile ikili ve iglii kombinasyonlarn grafigi. Belirtilen kimyasallarin hiicre canlilign ve
proliferasyonuna etkisi kontrol verilerine gore % cinsinden normalize edilmistir (Yildiz isaretleri,

kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata g¢ubuklari ise standart hata paymi

gostermektedir).
Hiicre Prolifeasyon Testi-4B
200 * ” =
175 T - * |
150 *
125
100
*
75
50
25
0
T FHFP TS EEL S
P S MR M DA SOC AR S N DA M
LR P S AP S S S SN L
30l SRR SR ®
F Y F SR

Sekil 32: Dordiincti WST-1 testine ait 6lglim verilerinden tekli kombinasyonlarin grafigi.
Belirtilen kimyasallarin hiicre canlilig1 ve proliferasyonuna etkisi kontrol verilerine gore % cinsinden
normalize edilmistir (Yildiz isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata

cubuklari ise standart hata payim gostermektedir).
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Tek Baslarina Kullamilan Kii¢iik Molekiiller
180 - *

160 -
140 -
120 -
100 -
80 - * =
60 -
40 -

20 +

%Q§\QQ*§:\$ §\\§6$5$ \§\ <$Q$Q§\\Q‘ RN %\? \Q®Q$ \?\ QQQ' S $Q$\@ 5@ ¢§\ §: \§\ \?\\Q” ol '60\
: P

D & Qx Q%”—; o QS S & & V?’vQEQEV ‘@’(\%
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Sekil 33: Yapilan tim WST-1 analiz sonuglari birlestirilerek elde edilen grafikte, arastirilan kiigiik molekiillerin tek baglarina kullanildiginda, hiicrelerin

proliferasyonuna etkileri gosterilmistir (Y1ldiz isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata ¢ubuklari ise standart hata payin1 gostermektedir).
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Kii¢iik Molekiil Kombinasyonlari

220 -
200 % - *
180 -
160 =a o
140
120
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Sekil 34: Kiiciik molekiil kombinasyonlarimi igeren toplu WST-1 analiz sonuglarini gosteren grafik. Aragtirilan kiigiik molekiillerin bir arada 2-10’lu

kombinasyonlar seklinde kullanildiginda, hiicrelerin proliferasyonuna etkileri gosterilmistir. En altta kombinasyonlarin kag molekiil igerdigi belirtilmistir (Yildiz

isaretleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli sonuglari, hata gubuklari ise standart hata payin géstermektedir).
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Hiicre proliferasyon testlerinin verileri degerlendirildiginde baz1 kiigiik
molekiillerin incelenen tiim dozlarda hiicreler iizerinde negatif etki gosterdigi
gorilmistiir. Bazilar ise tam aksine hiicre ¢ogalmasini ve canliligini olumlu yénde
etkilemistir. Incelenen kiigiik molekiillerin bir kismi1 ise verilen doza bagh olarak
olumlu/olumsuz etki gostermis veya kontrole gore farklilik olusturmamistir. Kontrole

gore belirgin farklilik olusturan molekiiller su sekilde siralanabilir
Hiicre canliliginda / proliferasyonunda artisa neden olanlar:

e PD0325901 (Tiim dozlar)
e RGI08 (20uM)

e TSA (20nM)

e Y27632(0.3 ve 1 uM)

Hiicre canliliginda / proliferasyonunda azalmaya neden olanlar:

e A-83-01 (300 uM <)
e BIX(<5uM)

e DAPT (20pM)

e Lityum (>1 mM)

e RG108 (100uM)

e Res(>200uM)

e TSA(<20nM)

e VPA(>1mM)

Trichostatin A’nin, ilging sekilde, diisiik dozlarda hiicre proliferasyonunu
azalttig1 ancak yiiksek dozlarda arttirdig: tespit edilmistir. Deney verilerinden hata
olabilecegi disiiniilerek tekrarlanan TSA oOlgiimii ikinci denemede de benzer

sonuglar1 vermistir.

Kullandigimiz kii¢lik molekiiller, ¢oklu kombinasyonlarda kullanildiginda,
tekli oOlclimlerde gozlenen toksisitenin genellikle ortadan kalktigi ve hiicrelerin,

normalin iki katina varan oranlarda ¢ogalma gosterdigi belirlenmistir.
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WST-1 testinden elde edilen veriler, literatiir bilgileri ve incelenen kiiglik
molekiillerin iiretici firmalardan elde edilen etkinlik dozlart ile birlikte
degerlendirilerek calismada kullanilacak her kii¢iik molekiil i¢in bir uygulama dozu
belirlenmistir. Dozlar ayarlanirken 6zellikle toksik etkili bilesiklerde, etki gosterdigi
minimum dozun kullanilmasina 6zen gosterilmistir. Belirlenen bu dozlar hem WST-
1 testlerindeki ileri kombinasyonlarda denenmis hem de ardindan gelen kisa ve uzun
siireli kiiltliir ¢alismalarinda kullanilmistir. Uygun bulunan dozlar asagidaki tabloda

siralanmustir.

Tablo 38: Calismamizda kullandigimiz kiigiik molekiillerin WST-1 testi verileri, literatiir

bilgileri ve etkinlik dozlar1 birlikte degerlendirilerek belirlenen uygulama dozlari.

Proliferasyona

Molekiil Kullanilan Doz . .
etkisi
A A-83 300nM Azaltic
B Bix 1uM Azaltict
C C Vit 50ug/ml Olgiilmedi
D DAPT S5uM Arttiric
F FGF2 100ng/ml Arttiric
G RG108 500uM Azaltic
L Li 5mM Azaltic
P PDO3 100nM Arttiric
R Res 1uM Arttirict
T TSA 20nM Arttirict
\Y VPA ImM Notr
Y Y27 0,3uM Arttirict
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4.6. Uzun Siireli Kiiltiir Deneyleri

4.4.2.1. 72 Saatlik Kiiltiir Calismalar:

Transfeksiyon deneyleri sonucunda, kimyasallarin hiicrelere etkisinin 24 saat

icinde gozlenememis olmasi nedeniyle daha uzun siireli kiiltiir denemelerine gecildi.

Kisa kodlar ile A, B, Y bir kiiltiir kabinda; R, L, V kimyasallar1 da diger bir kiiltiir

kabinda her biri tek basina iicer kuyucukta da olacak sekilde eklendi. Ug kuyucuga

da kimyasallarin hepsi birlikte (ABYRLV) konuldu. Tim besiyerleri her giin

tazelendi. Kontrol kuyucuguna kimyasal eklenmedi. Hiicreler 72 saat siiren

inkiibasyon siiresince her giin fotograflanarak morfolojilerinde meydana gelebilecek

degisimler takip edildi.

72 saat siiresince gruplarda gozlenen degisimler sunlardir:

Tiim gruplarda, immiinohistokimya i¢in yerlestirilen lamellerin iizerinde yer
alan hiicrelerin olduk¢a iyi cogaldigi, yer yer de agregatlar olusturdugu
gozlendi. Hiicrelerin, hipoksik ortamda daha once kiiltiire ettigimiz diger
fibroblastlar gibi tam olarak konfluensi olusturmadan 2-3 tabaka seklinde tist
liste capraz uzanacak sekilde yerlestikleri izlendi.

Yine tiim gruplarda, immiinohistokimya lamellerinin bulunmadigi bolgelerde
hiicrelerin kuyucugun tabanmma normal sekilde yerlestigi izlendi. Kiiltiir
kabmin fotograf ¢ekimi sirasinda, lamellerin kuyucuk icinde hareket ettigi
durumlarda hiicrelerin lamellerin alt kisimlarina da yerlestigi gozlenmistir.
Ancak alt kisimda kalan bu hiicreler basing veya difiizyon eksikligi nedeniyle
olusan hipoksik ortamdan dolay1 sadece tek tabaka halinde ve daha seyrek
olarak yerlesebilmislerdir.

Kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojileri ve ¢ogalma hizlar1 agisindan
normal olarak gozlendi. Mitotik olarak aktif oldugu gozlenen cok sayida
hiicreye ek olarak standart fibroblast boyunda ve uzantilarina sahip hiicreler

de yaygin sekilde izlendi.
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A83 ve BIX gruplarinda kontrol grubuna kiyasla belirgin bir degisiklik
gbzlenmedi.

BIX ve Li gruplarinda standart fibroblast morfolojisindeki hiicrelere ek olarak
daha kiiciik boyutlu ve kisa uzantili ya da uzantisiz hiicrelere de rastlandi.
Lityum grubunda yer yer toksik etkiye maruz kalmis, vakuoller i¢eren ancak
kabin tabanindan kalkmayan hiicrelere rastlandi. Toksik etkiye ugrayanlarin
digindaki  hiicrelerin  morfolojilerinde  kontrolden belirgin bir farka
rastlanmadi.

VPA grubundaki hiicrelerde belirgin toksik etki gozlendi. Toksik etkinin
yogun goriildiigii bolgelerde kabin yilizeyinden kalkmamis 6lii hiicrelere
rastlanirken, canli hiicrelerin yogun bulundugu bdélgelerde tutunma 6zelligini
kaybetmis ¢ok sayida hiicre goriildii.

Res grubunda az sayida toksik etkiye sahip hiicreye rastlandi. Bunun disinda
kalan hiicrelerde 6zellikle ilk 24 saat iceresinde yiiksek oranda proliferasyon
gozlendi. Ancak 72 saat sonunda hiicre yogunlugu agisindan kontrol grubu ile
belirgin  bir farklililk gdzlenmedi. Hiicre morfolojileri agisindan
degerlendirildiginde Res grubundaki bazi hiicrelerin, standart fibroblast
goriiniimiiniin aksine yass1 ve egri sekil aldig1 ve daha normal goriiniimli
fibroblastlara iki ucundan tutunarak kopriiler olusturdugu gozlenmistir. Daha
da ilging olarak bu tip egri fibroblastlarin Sitoplazmik uzantilarinin, diger
fibroblastlarin ¢evresinde kivrilarak sarmasik benzeri sekil aldig1 gozlendi.
Y27 grubunda herhangi bir toksik etki gdzlenmeksizin hiicrelerin prolifere
oldugu ve 72 saat sonunda kontrolden bir miktar daha yogun bir hiicre
popiilasyonu olustugu gozlendi. Ek olarak Y27 grubundaki fibroblastlarin
boylarinin, diger gruplara gore daha uzun oldugu gozlenmistir ancak bu
durumla ilgili bir 6l¢iim yapilmadi.

Tiim kimyasallarin birlikte kullanildigi son grupta ise hiicreler genellikle
fazla uzantis1 olmayan standart fibroblast goriiniimiinde izlendi. Ancak
hiicrelerin genelinde Li ve VPA gruplarindakilere benzer toksik etki
gozlendiginden yeterli gozlem yapilamadi.

BIX, Li, Res ve Y27 gruplarindaki hiicrelerde oldukg¢a belirgin, ince

sitoplazmik uzantilar gézlenmistir. Bu tip hiicreler, gévdeleri daha genis ve
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uzantilar1 daha kisa olan fibroblastlardan morfolojik olarak belirgin farklilik

gostermektedir.

Baz1 gruplarda goriilen nekrotik hiicrelerin kuyucuklara IHC igin yerlestirilen
lamellerin hareket etmesi sonucu hasar goren hiicreler olabilecegi diistiniildi. Ancak
Li ve VPA gruplarinda goriilen yiiksek toksisite oranlar1 gz Oniine alinarak bir

sonraki deneyde toksik etkisi daha az olan dozlar uygulandi.

72 saat sonunda her kimyasal grubu icin Oct4, Sox2 ve Nanog
immiinohistokimyasal ~boyamalar1 yapildi. Boyamalarda {i¢ proteinin de

ekspresyonuna rastlanmadi.

Resim 14’de deney siiresince her gruptan alinan goriintiiler verilmistir.
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Resveratrol Y-27632 B1X-01294 A-83-01 Kontrol

Lityum

VPA

ABYRLV

Resim 14: Kisa siireli kiiltiir deneyinde 1, 2 ve 3. giinlerde goriintiilenen tiim gruplara ait hiicreler.
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4.4.2.2. 10 Giinliik Kiiltiir Deneyi

24 saatlik reporter assaylerde ve 72 saatlik kiiltiir deneyinde hiicrelerde yeterli
uyarimin elde edilememesi iizerine daha uzun siireli kiiltiir deneylerine gecilmistir.
Bu deneylerde 7-11 arasi kiigiik molekiil igeren kimyasal kombinasyonlari, Opti-
MEM besiyerine eklendi. Kok hiicrelerin rutin kiltliriinde hiicre c¢ogalmasini
desteklemek i¢in % 5-10 hatta % 15 oraninda kullanilabilen FBS, igerigindeki
degisen oranlarda bulunan biiylime faktorleri hormonlar ve diger bilesiklerin deney

verilerini etkilememesi i¢in diisiiriilerek minimal seviye olan % 0,5 diizeyine indirildi.

Kombinasyonlar belirlenirken, pluripotensi ile iligkili oldugundan emin
oldugumuz yolaklar1 aktive edecegini ve farklilasma ile 1ilgili yolaklar
baskilayacagini diislindiiglimiiz kombinasyonlara genis olarak yer verildi. Kiiltiirde
en sik yer alan BCGLPTY kombinasyonu ve benzeri birka¢ kombinasyon bu nedenle
degerlendirmeye alindi. Ancak Notch ve TGFp gibi geriye programlamadaki etkisi
degisken olan yolaklar ile Resveratrol gibi etki ag1 genis olan daha 6nce denenmemis
kimyasallar cesitli kombinasyonlarda BCGLPTY karisimina eklenerek etkileri

incelendi.

Kimyasal kombinasyonlar1 igeren besiyerleri 48 saatte bir yenilenerek
kiiltiirdeki miktarlar1 sabit tutulmaya calisildi. Hiicreler her giin fotograflanip
konfluensi miktarlar1 6l¢iildii. Konfluensi degerlendirilirken {ist liste yerleserek 2-4
tabaka olusturan fibroblast i¢eren kuyucuklardaki konfluensi miktarlar1 da % 100
olarak not edildi. Fotograflar ¢ekilirken de kuyucuk icinde az sayida hiicre kalmis
olsa bile hiicrelerin bulundugu bolgelerden goriintii alindi. Tim kuyucuklara ait

fotograflar ve konfluensi miktarlar1 asagidaki tablolarda verilmistir.
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Tablo 39: 10 ginliik kiiltiirde birinci kiiltiir kabindaki konfluensi oranlari

Kiiltiir Kabi I Konfluensi (%)

Wowwall 5 & o oS & oo boooD
giin _giin  giin giin giin giin giin gin gin giin

Al Kontrol 1 35 40 45 50 60 65 75 8 90 95
A2 CGLPTY 3 45 60 70 75 80 8 95 90 95
A3 BCGLPY 3 40 50 60 70 8 90 100 100 100
A [BCCIVNIIIIIN 5 45 s0 60 70 80 8 90 95 95
Bl BCGLPTY 3 45 50 60 55 30 25 25 25 25
B2 BCGLPTY+A+D 3 40 40 55 60 20 10 5 5 0
B3 BCGLPTY+A+F 3 55 70 85 95 40 20 10 10 10
B4 BCGLPTY+A+R 3 55 70 90 95 45 25 15 20 15

C1 35 50 75 95 90 50 40 35 30 40
C2 35 55 80 80 75 45 25 20 10 20
C3 30 45 55 60 60 30 15 10 10 15

(o7 BCGLPVY+A+D+F+R K 55 40 30 30 25 20 15 20 5

Tablo 40: 10 giinliik kiiltirde birinci kiiltiir kabindaki konfluensi oranlar

Kiiltiir Kaba I1 Konfluensi (%)

L R
giin _giin giin giln giln giin giin gin giin  giin

Al Kontrol 2 35 45 55 65 80 90 95 95 95 95
A2 DMSO %2 35 45 50 50 55 55 60 65 70 75
A3 CDFPRTY 3 40 50 65 70 75 8 95 100 100
Bl BCGLPTY+A 35 40 45 60 70 80 70 70 75 80
B2 BCGLPTY+F 35 50 65 80 90 95 95 95 100 100
B3 BCGLPTY+R 35 45 60 70 8 9 80 75 8 95
B4 BCGLPTY+D 30 50 60 40 45 50 55 60 65 70
Cl1 BCGLPTY+F+R 35 50 60 65 65 60 50 40 35 50
C2 BCGLPTY+F+D 35 50 40 35 45 50 40 45 50 60
C3 BCGLPTY+R+D 35 40 50 25 3B 40 25 30 35 40

C4_ 3 50 55 25 35 30 35 40 45 50

A4 BCGLPTY+A+D+F+R 35 55 70 80 90 95 95 95 95 95
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1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
glin gin gin gin gin gin gin gin gin gin

=4 Kontrol 1
=8=-CGLPTY
—#—=BCGLPY
=>=BCGLPVY
=#=BCGLPTY
—8—BCGLPTY+A+D
—+=BCGLPTY+A+F
BCGLPTY+A+R

= BCGLPTY+A+F+D
=¢=BCGLPTY+A+F+R
==BCGLPTY+A+D+R

== BCGLPVY+A+D+F+R

Sekil 35: Birinci kiiltiir kabindaki hiicrelerin konfluensi miktarlarindaki degisimi gosteren grafik.
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=o— Kontrol 2
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== CDFPRTY
~—=BCGLPTY+A
=#=BCGLPTY+F
=0—BCGLPTY+R
==+=BCGLPTY+D
=—=BCGLPTY+F+R
e BCGLPTY+F+D
—4—BCGLPTY+R+D
==BCGLPTY+F+D+R

=== BCGLPTY+A+D+F+R

Sekil 36: Ikinci kiiltiir kabindaki hiicrelerin konfluensi miktarlarindaki degisimi gosteren grafik.
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CGLPTY

A3
BCGLPY

A4
BCGLPVY

Bl
BCGLPTY

B2
BCGLPTY
+4+D
B3
BCGLPTY
+4+F
B4
BCGLFTY
+A+R
C1
BCGLFTY
+A+F+D
C2
BCGLFTY
+A+FHR
L CF
BCGLFTY
+A+DHR
C4

BCGLPVY
+A+D+F+R

Resim 15: Birinci kiiltiir kabindaki hiicrelerin 1-5. giinler arasinda, inverted mikroskopta ¢ekilmis

resimleri.

16

w



BCGLPVY'
+A+D+F+R

Resim 16: Birinci kiiltiir kabindaki hiicrelerin 6-10. giinler arasinda, inverted mikroskopta ¢ekilmis

resimleri.

164



Plate ]
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B4
BCGLFTY
+D
(i
BCGLETY
+F+R
Cc2
BCGLETY
+F+D
BCGLPTY
*R+D
C4

BCGLFTY
+F+D+R

Resim 17: Ikinci kiiltiir kabindaki hiicrelerin 1-5. giinler arasinda, inverted mikroskopta cekilmis

resimleri.
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DMS0 %2
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Ad
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B2
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B4
BCGLPTY

+D
BCGLFTY

+F+R

G2
BCGLPTY

+F+D
BCGLPTY
C4

BCGLFTY
+F+D+R

Resim 18: Ikinci kiiltiir kabindaki hiicrelerin 6-10. giinler arasinda, inverted mikroskopta cekilmis

resimleri.
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4.7. Real Time PCR Analizleri

Uzun siireli kiiltiir deneyinde, C1-C4 kuyucuklarindan toplanan hiicrelerden
izole edilen mRNA’lar, Real-Time PCR yontemi kullanilarak, kimyasal eklenmemis
kontrol fibroblastlari ile karsilastirildi. Real-time PCR ile yapilan analizlerde mRNA
miktarlarindaki degisim housekeeping genlerinden GAPDH mRNA diizeyleri baz

alinarak hesaplandi. PCR’dan elde edilen veriler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 41: Real-time PCR analizleri sonucu uzun siireli kiiltiir deneyindeki C1-C4 hiicrelerine

ait mRNA diizeylerinde ger¢eklesen degisim miktarlari.

Oct4 -1,40666 0,199269
Rex1 -1,25340 0,159295
Nanog 4,913766 0,886248
Gatab6 -14,9956 0,954823
Lin28 4,677014 0,798407
Utfl 9,109801 2,253718
Tert* 0 0

*Tert geni igin 6lglilen Cp degeri 35’in tizerinde bulundugundan hesaplamaya alinmadi.
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Sekil 37: Real-time PCR analizleri sonucu uzun siireli kiiltir deneyinde C1-C4
kuyucuklarindaki hiicrelerde bazi pluripotensi genleri mRNA’lar1 i¢in belirlenen kat degisim grafigi.

Yildizlar, anlamli derecede degisimi gostermektedir.

PCR isleminde 2 kattan daha az saptanan degisimler anlamsiz kabul
edilmektedir. Iki kat ile 4 kat arasi degisimler marjinal, 4 kattan fazla gozlenen
degisimler ise ciddi artis1 ifade etmektedir. Orneklerimizde, kimyasal uygulanan
hiicrelerde, uygulanmayanlara gore, pluripotensi belirteglerinden Oct4 ve Rexl
genlerinde anlamli bir degisim goriilmedi. Ancak yine pluripotensi belirteglerinden
Nanog, Lin28 ve Utfl genlerinde belirgin artis saptandi. Gata6 geninde ise ciddi bir
diisiis belirlendi. Tert geni i¢in Cp degeri 35’in lizerinde bulundugu i¢in hesaplamaya
dahil edilmedi.
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4.8. Immiinohistokimyasal Boyama ve Goriintiilemeler

Immiinflorasan isaretleme ile boyanan hiicreler &nce DAPI boyasi igin
ardindan FITC boyas1 i¢in fotograflandi. Resimler mikroskoba ait goriintiileme
programinda {ist iiste bindirilerek (merge) iki renkli florasan goriintiiler elde edildi.
Kullanilan her antikor i¢in birkag bolge fotograflandi. Her antikor i¢in segilen temsili

resimler asagida verilmistir.

Kontrol
(16. Giin) Fibroblast

Deney 1

Deney 2
(10. Giin)

Resim 19: Embriyonik kok hiicre ve osteoblast belirteci olan Alkalin fosfataz (Alp),
immiinflorasan boyamalari. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bdlgeleri
gostermektedir. Kontrol grubundaki fibroblastlarin da dogal olarak Alp eksprese ettikleri

belirlenmistir. Deney gruplarinda da ekspresyonun devam ettigi goriilmektedir.
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DAPI FITC Merge

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Resim 20: Noral progenitor hiicrelerde ve néronlarda aktif olarak sentezlenen BIII-tubulin
icin immiinflorasan boyamalar. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bdélgeleri

gostermektedir. Tiim gruplardaki hiicrelerin BIII-tubulin sentezledigi goriilmektedir.
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DAPI FITC Merge

Resim 21: Apoptoz belirteci olan Aktif Kaspaz-3 immiinflorasan boyamalari. Yesil renkli

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri gdstermektedir. Birinci deney grubundaki

birkag hiicrede pozitif boyanma gozlenmistir.
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DAPI FITC Merge

Deney 1 Kontrol
Fibroblast

(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Resim 22: Konneksin-43 proteini i¢in immiinflorasan boyamalar. Konneksin-43, damarlar,
kalp kaslari, graniiloza hiicreleri ve astrositler gibi c¢esitli hiicre tiplerinde sentezlenen, Gap
junctionlarin yapisal elemanlarindandir. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu

bolgeleri gostermektedir. Deney gruplarinda kontrole gére ekspresyon diizeyleri artmis goriinmektedir.
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DAPI FITC Merge

Resim 23: Kaslar ve miyoblastlarda sentezlenen Desmin proteini i¢in immiinflorasan

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

boyamalar. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri gostermektedir. Birinci
deney grubunda, kontrol grubu ve 10 giinliik geriye programlama denemelerinin aksine ekspresyonun

ortadan kalktig1 gézlenmistir.
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DAPI FITC Merge

Resim 24: Hiicre adezyon molekiillerinden E-kaderin, immiinflorasan boyamalari. Yesil

Deney 1 Kontrol
Fibroblast

(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri gdstermektedir. Kontrol gruplarinda
sadece bazi hiicrelerde sentezlendigi goriilen E-kaderinin, deney gruplarinda ekspresyonu ortadan

kalkmustir.
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DAPI FITC Merge

Deney 1 Kontrol
Fibroblast

(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Resim 25: Hiicre iskeletinde gorev alan proteinlerden GFAP i¢in immiinflorasan boyamalar.
Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bélgeleri gostermektedir. Normalde Tip | ve
Tip II astrositlerde sentezlenen GFAP’in hem kontrol hem de deney gruplarindaki tiim hiicrelerde

ekspresyonu gozlenmistir.
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DAPI FITC Merge

Resim 26: Tip | ve Tip Il astrositlerde sentezlenen S-100 proteini i¢in immiinflorasan

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

boyamalar. Gruplarin {igiinde de boyanma gézlenmemistir.
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DAPI FITC Merge

Kontrol
(16. Giin) Fibroblast

Deney 1

Deney 2
(10. Giin)

Resim 27: Ara filamanlardan Nestin i¢in gergeklestirilen immiinflorasan boyamalar. Yesil
renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri gostermektedir. Embriyoda ektoderm
tabakasinda, deri, néron ve gliya oncil hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde sentezlenen nestin
ekspresyonunun kontrol grubundaki hiicrelerin ¢ogunda degisen oranlarda, deney gruplarindakilerin

ise hemen hemen hepsinde eksprese edildigi gozlenmistir.
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DAPI FITC Merge

Deney 1 Kontrol
Fibroblast

(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Resim 28: Ara filamanlardan Vimentin proteini i¢in immiinflorasan boyamalar. Yesil renkli
alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri gostermektedir. Deri ve endotel hiicreleri ile
noron, noronal kok hiicre ve MKH’lerde sentezlenen vimentinin kontrol ve deney gruplarindaki

hiicrelerde de sentezlendigi goriilmiistiir.
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Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

\

Resim 29: Erken donem pluripotensi belirteglerinden SSEA4, immiinflorasan boyamalari.

Deney 2
(20. Giin)

Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri gostermektedir. SSEA4, pozitif
boyandigi boélgelerde, normal lokalizasyonu olan hiicre membraninda yogunlasmis olarak

goriilmektedir.
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DAPI FITC Merge

Deney 2 Deney 1 Kontrol
(10. Giin) (16. Giin) Fibroblast

Deney 2
(20. Giin)

Resim 30: Yeniden programlamada ilk ortaya ¢ikan belirteclerden TRA-1-60 igin
immiinflorasan boyamalar. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bdlgeleri
gdstermektedir. Ik deneydeki hiicrelerde zayif da olsa hemen hemen tiim hiicrelerde boyanma
gdzlendi. Tkinci deneyde 10. giin boyamalarinda yine bazi hiicrelerde biraz daha zayif bir boyanma

goriildii. Tkinci deneyin ilerleyen giinlerinde ise daha kuvvetli TRA-1-60 boyanmasi gézlendi.
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DAPI FITC Merge

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Resim 31: Pluripotensi belirteglerinden Oct4 transkripsiyon faktorii i¢in gerceklestirilen

Deney 2
(20. Giin)

immiinflorasan boyamalari. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri
gostermektedir. Kontrol grubunda sentez goriilmezken 1. Deney grubundaki hiicrelerde Oct4’iin
normalde lokalize oldugu cekirdek yerine, sitoplazmada boyama verdigi gézlenmektedir. ikinci deney
grubunda ise 10. giinde ekspresyon saptanmamasina karsin, 20. giindeki boyamalarda ekspresyonu

gozlenmistir. Ancak boyamalarin ikinci deneyde de sitoplazmada yer aldig1 belirlenmistir.
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DAPI FITC Merge

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Resim 32: Pluripotensi belirteglerinden, transkripsiyon faktorii Sox2 immiinflorasan

Deney 2
(20. Giin)

boyamalari. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bdlgeleri gostermektedir.
Kontrol grubunda sentez goriilmezken 1. Deney grubundaki hiicrelerde Sox2’nin, Oct4 gibi, normalde
lokalize oldugu ¢ekirdek yerine sitoplazmada boyandig1 gdzlenmistir. Tkinci deney grubunda ise 10.
giinde ekspresyon belirlenmemesine karsin, 20. giindeki boyamalarda ekspresyon gbzlenmistir. Ancak

ikinci deneyde de boyamalarin yine sitoplazmada yer aldig1 belirlenmistir.
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DAPI FITC Merge

Resim 33: Pluripotensi belirteglerinden, transkripsiyon faktorii Nanog igin gerceklestirilen

Kontrol
Fibroblast

Deney 1
(16. Giin)

Deney 2
(10. Giin)

Deney 2
(20. Giin)

immiinflorasan boyamalari. Yesil renkli alanlar sentezlenen proteinin lokalize oldugu bolgeleri
gostermektedir. Kontrol grubunda sentez goriilmezken 1. Deney grubundaki hiicrelerde sitoplazmik
ekspresyon gdzlenmektedir. ikinci deney grubunda ise 10. Giinde ekspresyon gézlenmemesine karsin,
20. giinde ekspresyonu saptanmistir. Nanog’un da, Oct4 ve Sox iki ile ayni sekilde her iki deney

sonucunda da ¢ekirdek yerine sitoplazmada lokalize oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Optimizasyon Calismalari

Mezenkimal kok hiicreler, ¢esitli hiicrelere farklilasabilmeleri ve kolay elde
edilebilmeleri nedeniyle rejeneratif tip ve doku miihendisliginde oldukg¢a faydali
araglardir. Bu hiicreler adenoviriis ve retroviriisler gibi ¢esitli viral ajanlarla yiiksek
oranlarda transfekte edilebilmektedir. Ancak viral vektorlerin kullanimi; ¢ogalma
yetenegi kazanabilme, mutajen hale gelebilme (retroviral vektorler) ve istenmeyen
immiin yanitlar olusturabilme gibi istenmeyen etkiler nedeniyle problem
olusturmaktadir. Bu asamada non-viral vektorler bu problemlerin hi¢birine neden
olmadiklar1 i¢in istenen genlerin aktarilmasi i¢in uygun alternatifler olusturmaktadir
(Elsler et al., 2012). Calismamizin transfeksiyon agsamasinda reporter genleri aktarma
amaciyla kullanilan plazmidler de non-viral vektorler arasindadir. Ancak non viral
yontemlerin viral yontemlere gore zayif yani, transfeksiyon verimliliginin diisiik

olmasidir (Gheisari et al., 2008).

Transfeksiyonda kullanilan ajan transfeksiyonun basarisinda en Onemli
etkenlerdendir. Piyasada mevcut transfeksiyon ajanlarmdan bazilari: FuGENE 6®
(Roche), Metafectene® (Biontex), Lipofectamine™ 2000, Lipofectamine™ 2000
Plus (Life Technologies), Deramfect™ Gold (OZ Biosciences), GeneJammer®
(Stratagene), Effectene® (Qiagene), TransPass™ D2 (New England Biolabs) ve
JetPEI™ (Polyplus) olarak siralanabilir. Calismamizda FuGENE serisi iiriinlerden
FuGENE HD transfeksiyon ajanini kullanmamizin nedeni diger ajanlar arasinda en
diisiik toksisite oranina sahip olup hiicre canliligini oldukga iyi korumasidir (Elsler et

al., 2012).

Calismamizin baslangicinda MKH’lerle gerceklestirdi§imiz optimizasyon
asamasinda, en verimli transfeksiyon sartlar1 saglanana dek cesitli denemeler

yapilmistir. Her deneyde birkag farkli degiskenler kontrol edilmek durumunda
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oldugundan, olumsuz veya olumlu giden bir denemenin ardindaki asil nedenleri
belirlemek birkag tekrar gerektirmektedir. Bu tekrarlarda bir dnceki denemede hatali
oldugu diisiiniilen islemler uygulanmazken, yararli oldugu diisiiniilen islemler aym
sekilde uygulanmaya calisildi. Ornegin, iiretici firmanm hazirladig1 reporter assay
deney protokoliinde transfeksiyon ajan1 ve DNA’larin kisaca vortekslenebilecegi
belirtilmektedir. Ancak optimizasyon sirasinda ¢ok kisa siire i¢in bile (1 sn.) vorteks
yapilan hicbir denemede sonu¢ alinamadigindan bu islemin plazmidlere veya lipid

kiireciklerine zarar verdigi ve uygulanmamasi gerektigi sonucuna varildi.

Optimizasyon denemelerinde en basarili sonug veren dordiincii optimizasyon
deneyinde pek ¢ok hiicre YFP pozitif olarak belirlendi. Bu hiicreler luminometrik
analize alindiginda da 1s1ma elde edilebildi. Takip eden diger optimizasyon
deneylerinde ise yine bazi1 degiskenler denenerek basari orani arttirilmaya g¢alisildi.
Fakat tekrar eden calismalarda daha iyi bir sonu¢ elde edilemediginden, mevcut
sartlar altinda MKH’lerden elde edilebilecek transfeksiyon veriminin simirina
ulasildigina karar verildi. Optimizasyonun tamamlandig1 yedinci deneyde, 10 yolakli
kitlerde kullanilacak ters transfeksiyon islemi ayni protokol ile denendi ve elde

edilen sonuglarda belirgin bir fark gézlenmedi.

Mezenkimal kok hiicreler i¢in gerceklestirilen tiim optimizasyon c¢aligmalari

g6z Online alindiginda asagidaki ¢ikarimlara ulasildi:

e Uygun bir transfeksiyon ic¢in gerekli optimal FuGENE HD:DNA orani,
diretici firmanin Onerisi olan 3,5:1°den daha yiiksek olup 4,5:1 civarinda
bulundu.

e Basarili transfeksiyonlarin ardindan, mikroskopta gézlenen YFP pozitif
hiicrelerin ve luminmetrik analizlerdeki 1s1ma veren kuyucuklarin dagilima,
transfeksiyonun  her  kuyucukta esit oranda  gergeklesmedigini
gostermektedir. Bu durum dual lusiferaz assay sisteminin kullanilmasinin
standart transfeksiyon sistemlerine gore daha avantajli oldugunu gosteren,
istenmeyen ancak dogal bir durumdur.

e Transfeksiyon ajan1 Ozellikle 5:1 oranindan fazla uygulandiinda

hiicrelerde yiiksek oranda toksisiteye neden olmaktadir.
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e YFP pozitif ve hem YFP hem PI pozitif hiicreler géz 6niine alindiginda
elde edilen, Ol¢iilmiis maksimum transfeksiyon verimliligi % 6 civarindadir.
e Hem YFP hem PI pozitif hiicrelerin oraninin Sadece YFP pozitif
hiicrelerden ¢ok daha fazla olmasi, transfekte olmus MKH’lerin gogunun
aynt zamanda apoptoz/nekroz sonucu canliliklarin1 kaybettigini isaret

etmektedir.

Yukaridaki bilgiler 1s1¢inda, optimal sartlarda bile MKH’lerde elde edilen
transfeksiyon oranini toksisite ile birlikte ele alindiginda luminometrik analizler igin

yeterli olmayacagi sonucuna varildi.

Optimizasyon sonuglar1 ile literatiir verileri karsilastirildiginda MKH’lerde
cesitli transfeksiyon ajanlarinin etkinliklerini karsilastiran bir ekip, FuGENE HD i¢in
ortalama transfeksiyon etkinligini bizim bulgularimizla ortiisecek sekilde, % 5,18 +
2,72 bulmustur. Calisma verilerine gore, incelenen ajanlar icinde en diisiik
transfeksiyon etkinligini veren FuGENE HD ayn1 zamanda en diisiik toksisite oranini

da vermistir (Gheisari et al., 2008).

Tim bu bilgiler 1s18inda transfeksiyon islemlerinde fibroblastlarin

denenmesine karar verildi.

Fibroblastlar ile gerceklestirilen ilk optimizasyon deneyi, olduk¢a yiiksek YFP
pozitif hiicre elde etmemizi sagladi. Transfeksiyonun 24 saat sonrasinda, florasan
mikroskopta gergeklestirilen gozlemler, 6zellikle 3,5:1 FuGENE HD:DNA orani
kullanila grupta, 2,5:1 orani kullanilan hiicrelere gore daha fazla YFP pozitif hiicre
saptandi. Transfekte edilen hiicreler, toksisite acisindan degerlendirildiginde ise oran
kontrole kiyasla bir miktar daha yiiksek olmakla birlikte transfekte edilen gruplar
arasinda belirgin bir fark gozlenmedi. Hiicreler daha sonra akim sitometrisinde

6l¢iime alinacagi i¢in bu agsamada sayisal veri elde edilmedi.

Fibroblastlar, transfeksiyondan 72 saat sonra, akim sitometrisinde analiz
edildiklerinde transfeksiyon oraninin % 5°i astif1 goriildii. Toksisite miktarlar ise
2,5:1 oranlann kullanilan negatif ve pozitif kontrollerde, transfekte edilmemis

hiicrelerdeki oranin yaklasik iki kat1 olmakla birlikte, ¢ok yiiksek olmadigi belirlendi.
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Ancak 3,5:1 orani kullanilan transfeksiyon isleminde YFP pozitif hiicre sayis1 2,5:1

grubuna esit olmakla birlikte, toksisite miktarinin iki kattan fazla oldugu belirlendi.

24 saat sonundaki gozlemsel veriler ile 72 saat sonraki akim sitometrisi

sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki sonuglara varildi:

e Fibroblastlar MKH’lere gore daha yiiksek etkinlikte ve daha kolay
transfekte edilebilmektedir.

e Transfeksiyonda kullanilabilen FuGENE HD:DNA oran1t MKH’lere gore
daha duistiktiir.

¢ Buna bagh olarak toksisite de MKH’lerden daha diisiik olmaktadir.

e 24, saatte yapilan gozlemler 3,5:1 oraminin daha verimli oldugunu
gosterirken, 72. saatte gergeklestirilen akim sitometrisi analizleri, 2,5:1 ile
3,5:1 oraninin ayni transfeksiyon degerlerini verdigi ortaya koydu. Ancak
2,5:1 oraninda ¢ok daha az toksisite goriildiigii icin 6zellikle uzun siireli
kiiltiir islemlerinde kullanilmasinin daha yararli olabilecegi sonucuna

varildi.

5.2. Transfeksiyon Analizleri

Fibroblastlarda elde edilen basarili transfeksiyon isleminden sonra 10 yolakl
reporter assayler ile asil deneylere gegildi. Yapilan ilk transfeksiyon deneyinde akim
sitometrisi analizlerde elde edilen optimal oran olan 2,5:1 (5:2) FUGENE HD:DNA
orani1 kullanildi. Ancak ilk uygulamada transfeksiyon etkinliginin diisiik oldugu
gozlendi. Transfeksiyonun ertesi giinii hiicrelere, reporter assay tretici firmanin
onerdigi analiz metodu uyarinca, inceleyecegimiz kimyasallar olan Li ve VPA’nin
etkin dozu ve bu dozun katlar1 seklinde kimyasal eklendi. Ancak hiicreler yiiksek
dozda verilen kimyasallardan kaynaklanan toksik etkinin, transfeksiyondan da

kaynaklanan toksik etkiyle birlesmesi sonucu biiylik oranda hasara ugradi. Bu
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nedenle kimyasallarla bekletilen bir gecenin ardindan Ornekten verimli bir

luminometrik 6l¢giim alinamayacagindan deneye devam edilmedi.

Bir sonraki transfeksiyon isleminde bu kez 3,5:1 (7:2) oranmi kullanildi ve daha
iyi oranda YFP pozitif hiicreler gozlenebildi. Transfeksiyonun ertesi giinii, Tx
medyumu, incelenecek kii¢iik molekiiller olan Li, Res ve VPA’nin farkli dozlarini
iceren Assay medyumu ile degistirildi. Kimyasallar ile 24 saat kiiltliriin ardindan

ornekler luminometrik 6l¢iime alindi.

Uretici firmanin protokoliine gére uygulanan Firefly ve Renilla 6lgiimleri
Excel programinda, Ek 2’de belirtilen yontemlerle hesaplamaya alindi. Hesaplamalar
sonucunda transfeksiyon ve luminesans isleminin kontrolii olan Renilla dl¢limlerinin
96 kuyucuktan 60 kadarinda yeterli sekilde elde edildigi goriildi. Deney
Olglimlerinin alinacagi Firefly verileri incelendiginde de yine luminesans isleminin
basarisin1 gosteren pozitif kontrol kuyucuklarinda yeterli 1s1ma belirlendi. Ancak

firefly deney plazmidlerini igeren kuyucuklarin hi¢birinde yeterli 1s1ma goriilmedi.

Hem Renilla 6l¢iimlerinin kuyucuklarin biiyiik cogunlugunda 1sima vermesi
hem de firefly Ornegindeki pozitif kontrol kuyucularinin isima vermesi bize
transfeksiyonun ve luminometrik analizlerin dogru sekilde gerceklestirildigini ve
kitlerin ¢alistigin1 gostermektedir. Ancak firefly deney kuyucuklarinda buna ragmen
Olclim alimamamasi akla soru isaretleri getirmistir. Problemin nedeni olarak birkag

hipotez belirlendi:

1. Kitteki sinyal yolaklarinin higbiri fibroblastlarda aktif olmadigindan
deney kuyucuklarindan sinyal alinamamustur.

2. Kitteki deney plazmidleri ¢aligmamaktadir.

3. Kimyasallarin uygulanmasi i¢in kullanilan 24 saatlik siire, uyarim igin

yeterli gelmemistir.

Kitte yer alan sinyal yolaklarinin hepsi kok hiicrelerle iligkili sinyal yolaklar
olmakla birlikte somatik hiicrelerde de bazilarinin aktif olmasi beklenen bir
durumdur. Higbiri aktif olmasa bile uygulanan Lityumun GSK3 iizerinden Wnt

yolagim1 aktive ederek ilgili transkripsiyon faktoriiniin aktivitesinde artig
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gerceklestirmesi kesin olarak beklenen bir durumdur. Ancak 6l¢limlerde bdyle bir

sonu¢ alinamamistir.

Ikinci neden olan kitteki deney plazmidlerinin c¢alismiyor olmasi oldukga
diisiik bir ihtimaldir. Firefly 6l¢timlerinde pozitif kontrollerden veri elde edilebilmesi
de bu durumun olasiligim1 azaltmaktadir. Ancak kullandigimiz kit yeni bir {iriin
oldugundan ve calismada kullandigimiz orneklerin seri numarasit 120-168 arasi
degisen rakamlart igerdiginden iirliniin kusurlu olma ihtimali kiigiik ama goz ardi

edilemeyecek bir olasiliktir.

Son neden olan uyguladigimiz kiiciik molekiillerin 1ilgili yolaklar
uyarabilmeleri ic¢in yeterli zaman bulamamis olmalar1 en olasi neden olarak
goziikmektedir. Geriye programlamanin haftalar siiren bir iglem oldugu g6z Oniine
alindiginda hiicrelerin kimyasallarla daha uzun siire kiiltiire edilmelerinin uygun
olacagi sonucuna varilmistir. Bunun {izerinde transfeksiyon c¢alismalarina ara

verilerek uzun siireli kiiltiir islemlerine ge¢ilmistir.

Bir sonraki asamaya tam olarak gegmeden dnce uygulayacagimiz kimyasallarin
gerek tek baslarina gerekse diger kiiciik molekiiller ile birlikte kullanildiginda,
yiiksek seviyede toksik etki gdstermelerini dnlemek ic¢in kullanilabilecek en uygun

dozlarin belirlenmesi ¢alismalarina baglanmastir.

Uygun dozu belirlemek igin gergeklestirilen WST-1 testlerinden elde edilen
veriler literatiir verileri ile birlestirilerek uzun siireli kiiltiirlerde kullanabilecegimiz

dozlar saptanmustir.

5.3. Toksisite Analizleri

Incelenecek kiigiik molekiillerin hiicrelerin ¢ogalmasinda bir artisa veya
cogalma/canliliklarinda bir azalmaya neden olup olmadigini belirlemek iizere ¢ok
sayida WST-1 hiicre proliferasyon testi uygulandi. Test sonuclar1 kendi aralarinda

karsilastirilabilmeleri igin, kontrol hiicreleri baz alinarak yiizdelik dilime gevrildi.
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Tek tek analiz edilen ¢esitli kimyasallar, 6zellikle yiiksek dozlarda hiicrelerde
toksik etkiye neden oldugu belirlendi. Baz1 kimyasallar ise tam aksine hiicrelerin
cogalmalarini tesvik ederek, kontrol hiicrelerini % 160’lara varan oranlarda asan

degerler elde edilmesini sagladi.

Incelenen kimyasallarin ¢oklu kombinasyonlar1 denendiginde ise, beklenen
toksik etkinin aksine, genellikle normalden yiiksek canlilik degerlerine ulagilmistir.
Bu durumun, hiicre canliligini arttiran ve/veya antioksidan Ozelliklere sahip
molekiillerin, toksik etkiye sahip diger molekiillerin zararli etkilerini
baskilamalarindan ve/veya sinerjistik etki gosteren kombinasyonlarin hiicre
cogalmasini asir1 arttirmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Hiicrelerin
kendini yenilemesi; sitotoksisite, hiicre yaslanma hizi, apoptoz orani ve hiicre
dongiisiiniin stiresi gibi faktorlerden etkilenmektedir (Peltz et al., 2012). Dolayisiyla
kullandigimiz kii¢iik molekiillerin tiim bu faktorlere etkilerini belirlemek miimkiin

degildir.

Somatik hiicrelerde sinirli olan kendini yenileme isleminin kok hiicrelerde
yiikksek seviyelerde gerceklesmektedir. Bu nedenle gerceklestirdigimiz hiicre
proliferasyon testleri bize hangi molekiilleri birlikte kullanabilecegimiz ve bu
kombinasyonlarin hiicrelerin kendini yenileme oranlarini nasil degistirecegi hakkinda

da bilgi vermistir.

5.4. Incelenen Kimyasallarin Kisa Siireli Kiiltiirde Hiicrelere Etkileri

72 saatlik kiiltiir deneyinde uygulanan kimyasallar hiicrelerin proliferasyonunu
arttirmis ve bazi gruplarda morfolojik degisimlere de neden olmustur. Ancak bu
hiicreler IHC yontemi ile Oct4, Sox2 ve Nanog proteinlerinin ekspresyonu acisindan
incelendiginde herhangi bir boyanmaya rastlanmamistir. Bu durum ayni anda da

gecerli olabilecek birka¢ nedene baglanmistir:
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e Kullanilan kii¢iik molekiiller (A, B, Y, R, L ve V) ile kombinasyonlari
(ABYRLV) tek baslarina Oct4, Sox2 ve Nanog proteinlerinin
ekspresyonunu baslatmak igin yeterli degildir.

e Oct4, Sox2 ve Nanog proteinleri, yeniden programlamada en son
ortaya ¢ikan proteinler olmalarindan dolay1 (Cavaleri and Scholer 2009),
saptanamamustir. Bu ii¢ transfeksiyon faktorii yerine erken donem PKH
belirteglerinden SSEA3, SSEA4 veya TRA-1-60 kullanimi1 daha uygun
olabilir.

e 72 saatlik kiiltiir siiresi yeniden programlamay1 baslatmak i¢in yeterli

degildir.

Yukaridaki {i¢ sonucun da dogru olabileceginden yola cikilarak, yeniden
programlama i¢in daha uzun kiiltiir siirelerine ihtiya¢ oldugu ve hiicrelerin Oct4,
Sox2 ve Nanog’a ek olarak daha erken ortaya c¢ikan pluripotensi belirtegleri olan
SSEA4, Alkalin fosfataz ve TRA-1-60 gibi belirteglerle de degerlendirilmeleri

gerektigi kanisina varildi.

5.5. Uzun Siireli Kiiltiir Calismalari

Fibroblastlarin 10 giin siire ile kiiltiire edildikleri ilk deneyde hiicrelerde
meydana gelen morfolojik degisiklikler ile kuyucuklardaki konfluensi degisimleri
her giin not edildi. Bu oranlar incelendiginde 6zelikle birinci kiiltiir kabinda yer alan
bazi gruplardaki hiicre miktarinda 3-6. giinler arasinda biiyiik bir diisiis belirlendi.
Ancak bu diisiis ayn1 kaptaki diger gruplarda gézlenmediginden, kimyasallarin toksik
etkileri sonucu ortaya ciktigi sonucuna varildi. Ikinci kiiltiir kabinda ise bazi
gruplarda ti¢, bazi gruplarda ise altinci glinden sonra konfluenside hafif bir diisiis

gerceklesse de ilk kaptakiler kadar dramatik bir diisiis izlenmedi.

Her ne kadar hiicrelerde kayip yasanmasi istemese de konfluensi seviyesindeki

bu  azalmalar  kullandigimiz ~ kombinasyonlarin ~ yeniden = programlama
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gerceklestirmedigini  gostermemektedir. Aksine, yeniden programlama siirecinde
gerekli bariyerleri asamayan hiicrelerde kayip oldugu ve sonugta etkinligin
maksimum % 1-2 civarinda oldugu goz Oniine alinarak, sonraki analizler sirasinda

ozellikle bu gruplar tizerinde duruldu.

Yeniden programlanma siirecinde yer alan epigenetik ve apoptotik bariyerleri
asabilen somatik hiicrelerin, kok hiicre ozellikleri kazandigi diislincesinden yola
cikarak baslangicta sayilart oldukca azalan ancak sonrasinda farkli morfolojideki
hiicrelerle yeniden ¢ogalmaya baglayan gruplar belirlendi. Bu tip degisim gosteren

gruplar ve kombinasyonlar1 sunlardir:

e II-A4 BCGLPTY+A+D+F+R
e II-C1 BCGLPTY+F+R

e II-C2 BCGLPTY+F+D

e II-C3 BCGLPTY+R+D

e II-C4 BCGLPTY+F+D+R

Bu gruplar igeresinde icerdikleri kiiciik molekiiller agisindan olduk¢a yakin
olan 11-C1, -C2, -C3 ve -C4 gruplarinin, morfolojik 6zellikleri ile birbirine benzer
hiicreler olusturdugu saptandi. Bu nedenle deneyin 10. giiniinden sonra bu
gruplardaki hiicreler birlikte toplanarak kiiltiire edildi. Ancak bu guruplar iginde en
belirgin morfolojik degisim gosteren ve farkli tipte hiicreleri en yiiksek oranda
bulunduran grup olan 11-C4 grubu (BCDFGLPRTY kombinasyonu) g¢alismamizin

odagin1 olusturdu.

[1-C4 grubuna ait veriler ayrintili olarak incelendiginde, hiicrelerin deney
baslangicinda normal c¢ogalma gosterdikleri ancak ii¢ ile dordiincii giinler arasi
konfluensilerinde biiyiik bir diisiis gerceklestigi belirlendi. Dordiincii giinden altinct
giine kadar devam eden alisma donemi siiresince konfluenside belirgin bir degisim
saptanmadi. Altinci glinden sonra ise hiicreler dogrusal bir artisla yeniden ¢ogalmaya
basladi. Hiicrelerin kiiltiir kab1 igerisindeki ilerlemeleri ¢ekilen fotograflarda da net
bir sekilde izlendi. Altinci1 giinden sonra gruptaki bazi hiicreler standart fibroblast
morfolojilerini degistirmeye basladi. Gruptaki bazi hiicreler fibroblast morfolojilerini

korurken, ayn1 bolgede daha kiigiik boyutlu ve kisa uzantili bir hiicre popiilasyonu
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daha ortaya ¢ikti. Bu hiicrelerin boliinme hizlarinin normal fenotipli fibroblastlardan
biraz daha yiiksek oldugu gozlendi. Boylar1 100-150 uM civarinda olan bu kiiciik
hiicrelerin morfolojik olarak iPKH’lere benzemesi ve hizla béliinmeleri yeniden

programlanmis hiicreler olabileceklerini diisiindiirdii.

Daha da ilginci ise, ortaya ¢ikan {igiincli bir grup hiicre popiilasyonudur. Bu
poplilasyondaki hiicrelerin  boylarinin, fotograflardaki skalalar kullanilarak
ol¢iildiigiinde ¢ogunlugunun 700-800 uM arasi boyutlarda olduklar1 gozlendi.
Kiiltiirtin ilerleyen giinlerinde ise boylarinin 1000 pm’yi buldugu goriildii. Normal
bir fibroblastin boyunun 300 uM’yi asmadig1 ve insan viicudunda bulunan en uzun
hiicre tiplerinin iskelet kasi, diiz kas (uterusta hamilelik sirasinda) ve sinir hiicreleri
oldugu diistiniildiigiinde bu hiicrelerin kas veya sinir hiicrelerine farklilagmis
olabilecegi kanisina varildi. Hiicrelerin ¢ekirdeklerine dikkat edildiginde bazilarinda
hiicrenin bir ucunda genis bir hiicre govdesi i¢inde yer aldig1 goriildii. Hiicrenin geri
kalan kismi ise olduk¢a uzun ancak fibroblastlarda sik¢a rastlanan sitoplazmik
uzantilardan ¢ok daha kalin yapilar olusturmaktaydi. Bu hiicresel uzantilarin
kuyucuk iceresinde ayni karakterdeki diger uzun hiicrelere dogru yonelerek hafifce
genigleyip sinaps benzeri yapilarla diger hiicrelere tutundugu belirlendi. Tiim bu
karakteristik Ozellikler hiicrelerin néron benzeri hiicrelere farklilagtigina isaret

etmektedir (Resim 34).

Hiicrelerin yeniden programlanmasi1 sirasinda bazi hiicrelerin tamamen
pluripotent hiicrelere donlismeden farkli hiicrelere doniisebilecegi bilinmektedir.
Transdiferansiasyon olarak da bilinen bu durumun belirledigimiz ndron benzeri

hiicrelerde de gerceklesmis olmas1 miimkiindiir.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda kullandigimiz hiicreler gibi ileri pasajlarda
bulunan ve son asamaya kadar farklilagtig1 kabul edilen hiicreler olan fibroblastlarin
farkli bir hiicre tipine doniisebildigini gosteren bir calismaya rastlanmadi.
Dolayisiyla ¢alismamizin ortaya ¢ikan hem kiigiik hiicreler hem de ndron benzeri
hiicreler acisindan kimyasal indiiksiyon ile geriye programlamada kismi olarak da
olsa basarili oldugu sonucuna varildi. Bu kaniyr dogrulamak icin {HC ve PCR

yontemleri kullanilarak ileri analizler gergeklestirildi.

193



Resim 34: 11-C4 grubundaki hiicrelerin deneyin 10. giiniinde ¢ekilmis fotografi. Rakamla
belirtilen hiicreler, u¢ uca tutunarak sinaps benzeri yapilar olusturdugu gozlenen, néron benzeri
hiicrelerdir. Hiicrelerin boylari genellikle 700-800 um arasinda oldugu olgiildii. Kirmuzi alan
icerisindeki hiicrelerin, deney baslangicindakilere benzer karakterde farklilasmamis fibroblastlar
olarak gozlendi. Yesil alan igeresinde yogunlagmis olarak izlenen kiigiik hiicrelerin ise hizla boliinen

pluripotent karakterde hiicrelere programlandig: diisiiniilmektedir.

Elde edilen hiicrelerin karakterizasyonu

Yeniden programlandigini diislindiigiimiiz hiicrelerin kimligini dogrulamak
icin yiiksek sayilarda hiicreye ihtiya¢ oldugundan 10 giinlilk deney sonucunda elde
ettigimiz hiicrelerin ¢ogaltmasi gerekmistir. Bu amagla, 11-C1-4 serisi hiicreler ile I1-
A4 kuyucugundaki hiicreler ve kontrol hiicreleri olarak I-A1 kuyucugundaki hiicreler
TripLE yardimiyla kaldirarak EKH kiiltiirii i¢in 6nerilen 6 kuyucuklu Vita kaplarma
ekildi. Ekim isleminde oncelikle kiigiik boyutlu hiicreleri toplamak igin II-C4
kuyucuguna ekledigimiz az bir miktar TripLE ile kabin tabanindan kalkan ilk
hiicreler toplandi. Ardindan aynmi islem tekrarlanarak kii¢ilk ve orta boy hiicreler
toplandi. Benzer islemler I-Al, 1I-A4 ve 1I-C1-2 kuyucuklarina da uygulandi.
Toplanan hiicreler ayri ayr1 Vita kiiltiir kabinin gdzlerine ekildi. Ikinci kaptaki tiim C

194



sirast  kuyucuklarinda geriye kalan hiicreler, bol miktarda TripLE yardim ile
kaldirildi. Bu sekilde toplanan hiicreler ise T25’lik flaska ekildi.

Altt kuyucuklu kiiltiir kabina alman kontrol ve II-A4 hiicreleri kendi
medyumlan ile kiltiire edilirken, II-C sirasindan elde edilen tiim hiicrelere 11-C4
kuyucugunun kombinasyonu uygulandi. Alt1 kuyucuklu kaba aktarilan kontrol
hiicreleri normal sekilde lremelerine devam etti. 1I-A4 kuyucugundan toplanan
hiicreler ise kisa siirede apoptoz/nekroz sonucu kaybedildi. II-C serisi hiicreler ise
kiiltiir kab1 i¢inde az olan sayilar1 nedeniyle ¢ok seyrek yerlesim gosterdiklerinden,
sagliksiz goriinim almaya basladi. Hiicre-hiicre etkilesimlerinin kaybolmasindan
dolay1 apoptoza gitmeye basladiklarini diisliindiiglimiiz bu hiicreler, {i¢ giinliik kiiltiir
stiresinin sonunda bir havuzda toplandi. Vakit kaybetmeden tiim II-C serisi hiicreler
IHC analizleri igin homojen bir sekilde iki adet 8 kuyucuklu IHC lamina ekildi.
Burada 11-C4 medyumu ile tutunmalari igin iki giin daha kiiltiire edilen hiicreler fikse
edilerek boyama islemine alindi. [HC’de kontrol hiicreleri olarak ayni kriyovialden
¢Oziinmiis ancak deneye alinmadan 175°1ik flasklarda kiiltiiriine devam edilmis

fibroblastlar kullanildi.

Deney sonunda topladigimiz hiicreler alti kuyucuklu kaplarda yeterli sekilde
tiretilemediginden hiicrelerin kolojenitlerinin, ESC/iPKH hiicrelerinin aksine diisiik

oldugu sonucuna varildu.

12 kuyucuklu kapta Vita kabina alinmayip 25°lik flaskta toplanan 11-C serisi
diger hiicreler ise qPCR islemleri icin c¢ogaltildi. Bu hiicreler mikroskopta
incelendiginde yogunluklarinin yeterli oldugu goriildii ve aralarinda II-C4
kuyucugundaki kadar olmasa da kiigiik hiicrelerin de bulundugu belirlendi. Bu
gruptaki Orneklere, kontrol grubu fibroblastlar ile birlikte RNA izolasyonunun

ardindan qPCR analizleri uygulandi.

Her ne kadar alt1 kuyucuklu kaba aktarilan hiicreler ile 25°lik flaska aktarilan
hiicreler benzer morfolojide olsa da, PKH adayr olarak gordiigiimiiz 11-C4
kuyucugundaki kiiglik hiicrelerin ¢ogunlugu IHC lamlarina ekildi, ancak ¢ok kiigiik
bir kismi, PCR islemi i¢in ¢ogaltilmaya alindi. Bu nedenle IHC sonuglar1 ile qPCr

sonuclar1 arasinda bir farklilik olmasi beklenmekteydi. Nitekim, IHC analizlerinde
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gozlenen Nanog ekspresyonu qPCR sonuglarinda da goriilmiis olsa da Oct4

ekspresyonu qPCR’da belirlenememistir.
Geriye Programlama Deneyi Tekrari

Uzun siireli kiiltiir deneyimizde elde ettigimiz rastlantisal olarak mi yoksa
gercekten belirledigimiz kombinasyondaki molekiillerin etkisiyle mi gergeklestigini
ortaya ¢ikarmak i¢in II-C4 grubunda kullanilan BCDFGLPRTY kombinasyonu ile
ikinci bir deneye baslandi. Iki adet 25°lik flaskta baslanan ikinci 10 giinliik deney
stiresince de hiicreler siirekli olarak takip edildi. Deney boyunca konfluenside
belirgin bir diisiis gozlenmeden ¢ogalmaya devam eden hiicreler, kollajen kaplh
75’lik ve ardindan 175°lik fasklara aktarilarak c¢ogaltildi. 10 gliniin sonunda
hiicrelerin bir kismi toplanarak IHC lamlarina aktarildi ve tutunmalari i¢in 24 saat
beklendikten sonra fikse edilerek boyandi. Toplanan hiicrelerin geri kalanindan
gPCR islemleri i¢cin RNA’lar izole edilerek saklandi ancak immiin boyamalarda PKH
belirteglerin negatif ¢ikmasi tizerine qPCR analizleri gerceklestirilmedi. Ayrilan bir

miktar hiicrenin ise kiiltiiriine devam edildi.

[lk 10 giinliik deney, degisik kiigiikk molekiil kombinasyonlarmdan uygun
olanim1 belirlememize olanak saglamistir. Deneyin sadece uygun buldugumuz
kombinasyonla tekrarinda da ayni karakterde hiicreleri, ¢ok daha fazla sayida
tretmeyi basardik. Ancak {iretilen hiicreler, IHC lamlarinda bekleme siireleri de
sayilirsa 11 giinliik deneyin ardindan, 16. giinde incelenen ilk deneydeki hiicrelerin
aksine, zayif bir TRA-1-60 boyamasi disinda PKH belirteglerini tagimiyorlardi.
TRA-1-60’1n erken pluripotensi belirteclerinden oldugu diisiiniiliirse, geriye
programlanmanin 10. giinde baslamis oldugu ancak heniiz ¢ok erken asamalarda

oldugu sonucuna varildu.

Ik deneyde hiicrelerin IHC igin toplandig1 siirenin deneyin 16. giinii oldugu
diistintilerek PKH belirteclerinin 10 ile 16. giinler arasinda ortaya ¢iktig1 kanisina
varildi. Yaklasik iki haftalik bu siire, kii¢iik molekiiller kullanilarak desteklenen viral
transfeksiyon calismalarinda, iPKH olusturulmasi igin gereken siire ile yakinlik

gostermektedir.
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Ikinci deneyde de pluripotensi belirteglerinin ilerleyen giinlerde ortaya
cikabileceklerini diisiiniilerek 10. giinde ayrilan bir miktar hiicrenin kiiltiiriine devam
edildi. Deney baslangicindan 20 giin sonra IHC lamlarinda fikse edilen ikinci
deneydeki hiicrelerin bu kez tiim PKH belirteglerinin ekprese oldugu goriildii. Bu
durum, kimyasal kullanarak yeniden programlanmanmn 10. giinden Once
gerceklesmedigini ancak 16. giinde biitiin belirte¢lerin en azindan IHC analizlerinde

gbzlenebildigini gosterdi.

5.6. Elde Edilen Hiicrelerin Pluripotentligi

[1-C4 grubundaki hiicrelerimiz, immiinflorasan boyamalarda tiim temel
iPKH/EKH belirtegleri i¢in pozitif boyanma gosterdi. Tekrar deneyinde, ayni
kimyasal kombinasyonu ile kiiltiire ettigimiz hiicreler 10. giin sonunda TRA-1-60
disindaki tiim belirtegler agisindan negatif bulundu. Ancak yeniden programlanmanin
yaklasik iki hafta siiren bir siire¢ oldugu diisiiniilerek ayni kimyasal kombinasyonu
ile kiiltire devam edildiginde, 20. giinde hiicrelerin 11-C4 grubundaki hiicreler ile
ayni boyanma paternini gostererek tiim temel PKH belirtecleri acisindan pozitif

oldugu saptandi.

Her iki deneyde de ikinci haftadan sonra elde edilen boyama sonuglarinin ayni
olmasi, bize pluripotensi ile iliskili proteinlerin ekspresyonunun TRA-1-60 gibi
erken belirtegler agisindan 10. giin, OSN gibi ge¢ belirtegler agisindan ise 16. giin

civarinda ortaya ¢iktigin1 gostermistir.

Membran boyanmasi gostermesi gereken TRA-1-60 ile SSEA4 antijenlerinin
immiinflorasan goriintiilerinde olmas1 gerektigi gibi membran agirlikli boyanma
saptanmistir. Ancak niikleer boyama gostermesi gereken Oct4, Sox2 ve Nanog
proteinleri her iki deneyde de sitoplazmik olarak boyanmistir. Boyamada kullanilan
antikorda veya fiksasyonda hata olabilecegi ihtimali g6z Oniine alinarak boyama

Oct4, Sox2 ve Nanog i¢in farkli bir firmanin antikorlari ile tekrarlandiginda yine ayni

197



boyanma paterni gozlenmistir. Fiksasyon veya boyama isleminde problem
olabilecegi diisiiniilerek ayni yontem ile Sox2 antikoru kullanilarak fare EKH’lerinde
IHC gergeklestirilmis ve bu kez Sox2’nin niikleusta boyanma verdigi goriilmiistiir.

Bu durumun ayrintilarina dikkat edilecek olursa:

e Farkli antikorlarin da ayn1 boyamay1 vermesi,
e Kontrol 6rneklerinde ve erken donem programlamada boyanma olmamasi,
e Membran boyamalarinin lokalizasyonlarinin dogru olmasi

e Tekrarlanan deneyde de ayni1 boyanma paterninin goriilmesi

verilerinden yola ¢ikarak; kullanilan kimyasal iPKH yonteminin: SSEAA4,
TRA-1-60, Oct4, Nanog ve Sox2'min sentezini sagladigi ancak niikleer
transkripsiyon faktorlerinin (Oct4, Nanog ve Sox2), hatali ger¢eklesen splicing veya

protein katlanmasi nedeniyle sitoplazmadan ¢ekirdege gecemedigi sonucuna varildi.

OSN kompleksinin sitoplazmik lokalizasyonunu agiklayabilecek diger bir
olasilik da bu TF’lerin ¢ekirdege ge¢meleri i¢in bir aract molekiil bulundugu ve bu
molekiiliin, uyguladigimiz geriye programlama islemlerinde aktive edilemedigidir.

Ancak bu tip bir molekiil heniiz kesfedilmemistir.

Real-Time PCR verileri analiz edildiginde, artmis goriinen Nanog ekspresyonu
da verilerimizi dogrulamaktadir. Oct4 ekspresyonunun PCR'da gériinmemesinin

nedenleri olarak:

e Primerin baglandigi bolgede IHC’deki sitoplazmik lokalizasyon
hatasina neden olabilen yanlis splicing olabilecegi,

e 11-C4 kuyucugundaki hiicreler ile harmanlanan II-C1, 11-C2 ve [1-C3
kuyucuklarindaki hiicrelerde gerceklesmeyen Oct4 ekspresyonunun

PCR’da 6l¢iilememesine neden olabilecegi sonucuna varildi.

Telomeraz geninin ekspresyonunun gergeklesmemesi de Oct4 geni ile ayni
nedenlere bagli olabilecegi gibi, yeninden programlanma siirecinde heniiz aktive

edilememis olabilecegi de diistiniildii.
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Buna karsin iPKH/EKH hiicrelerinde aktif olarak sentezlenen ve zaman zaman
belirteg olarak da kullanilan Utfl ve Lin28 genlerinin ekspresyonunun saptanmasi da

hiicrelerimizde yeniden programlanmanin isaretleridir.

Embriyodaki ilk blastomerler, trofoektoderm ve IHK olarak farklilasmaya
basladiginda IHK’de azalan ve trofoektodermde artan Gata6 ekspresyonu
hiicrelerimizin, bugiine kadar iretilen diger EKH hatlar1 gibi, epiblast karakterinde
pluripotent hiicreler oldugunun bir diger gostergesidir. Ek olarak, EKH’lerde Gata6
geninin ekspresyonu arttirildiginda hiicrelerin primitif endoderme farklilastiklarr da
goriilmistiir (Oron and lvanova 2006). Dolayisiyla hiicrelerde heniiz bir farklilagma

da s6z konusu degildir.

Hiicrelerin kullandigimiz kiiclik molekiillerin etkisiyle kanser hiicrelerine veya
kanser kok hiicrelerine doniisme ihtimali de bulunmaktadir. Ancak kanser
hiicrelerinde goriilebilen multintikleer yap1, inceledigimiz hiicrelerin higbirinde
rastlanmamustir. qPCR analizlerinde telomeraz ekspresyonunun saptanamamasi da

kanser olasiligini eleyen etkenler arasindadir.

Belirledigimiz kimyasal kombinasyon sayesinde pluripotent karaktere biiriinen
hiicrelerimizin, kimyasallar ortamdan c¢ekildiginde nasil davranacagi, PKH
belirteclerinde ne gibi degisiklikler olacag: ve hiicrelerin kok hiicreler gibi farklilagip
farklilasmayacaklar1 calisilmamistir. Ancak bu calismanin da gelecekte yapilmasi

planlanmaktadir.

Calismamizin devaminda, kullanilacak kii¢iik molekiil kombinasyonlarinda ve
kiiltiir sartlarinda yapilacak ufak degisiklikler ile karakterizasyonu tam olarak

yapilmig iPKH hatlar1 elde edilmesi de planlanmaktadir.

Tim bulgular g6z Oniine alinarak, insan somatik fibroblastlarin,
BCDFGLPRTY kimyasal kombinasyonu kullanilarak yaklasik 15 giin siire kiiltiire
edildiginde hiicrelerde yeniden programlama isleminin kismen de olsa gerceklestigi

ve pluripotensi belirteclerinin eksprese oldugu ortaya konmustur.

Arastirmamiz sadece kiigiik molekiiller kullanilarak insan iPKH elde

edilmesine en ¢ok yaklasilan literatiirdeki tek caligmadir.
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5.7. Kullamlan Kii¢iik Molekiiller ile Pluripotent Sinyal Yolaklarinin

Tliskileri

Arastirmamizda kullandigimiz kiigiik molekiillerin her biri en az bir sinyal
yolagini etkilemektedir. Epigenetik modifikasyon etkisi olan molekiiller ise genlerin
transkripsiyonunu kolaylastirma veya baskilama o&zellikleri nedeniyle hiicre

sinyalizasyonunu ¢ok daha genis dl¢lide etkileyebilmektedir.

Pluripotent sinyal yolaklar1 da EKH’lerin kesfedilmelerinden beri gegen
onlarca yil icerisinde aydinlatilmaya c¢alisilmis olmasina ragmen halen tim
ayrintilariyla belirlenebilmis degildir. Asagida, kullandigimiz kiiciik molekiillerin
etkilesime girebilecegi pluripotent sinyal yolaklari ve bu yolaklarin, elde ettigimiz
geriye programlanmis hiicrelerin olusmasindaki rolii temel hatlariyla tanimlanmaya

calisiimustir.
FGF2

Hem EKH hem de iPKH hatlari, ilk iretildikleri donemde, besleyici fibroblast
tabakasi (feeder layer) tizerinde kiiltire edilmislerdir (Thomson et al., 1998,
Takahashi and Yamanaka 2006). Bu tabakadaki fibroblastlar, salgiladiklari FGF
tiirleri, TGFp, activin ve Wnt’ler gibi ¢esitli biiyiime faktorleri ve sitokinler
sayesinde Tlzerlerindeki hiicrelerin pluripotentliklerini korumalar1 ve kendilerini
yenileyebilmeleri i¢in gerekli uyarimi saglamakta kullanilmistir (Levenstein et al.,
2006). Bu durum besiyerine fibroblastlarin salgiladiklar1 molekiillerden FGF2 ve
Activin gibi bilesiklerin disaridan eklenmesiyle gereklilik olmaktan ¢ikmistir

(Beattie et al., 2005, Xu et al., 2005).

Thomson ve ekibi tarafindan yapilan bir caligmada feeder-free kiiltiir i¢in
gerekli FGF2 miktarinin, genelde kullanilan 10 ng/ml yerine 100 ng/ml diizeyinde
oldugunu ortaya koymustur. Aragtirmada 40 ng/ml miktarinin bile pluripotent kok
hiicrelerin farklilasmasini tamamen engellemedigini gostermistir (Levenstein et al.,
2006). Ilging sekilde calismamizda, 100 ng/ml oraninda FGF2’nin hiicre

proliferasyonunu kisa donemde Onemli Olglide arttirmadigr belirlenmis ancak
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gozlemler FGF2 eklenen gruplarin uzun vadede daha c¢ok sayida hiicre icerdigini

gostermistir.
TGFp inhibitorleri

Geriye programlama calismalarinda siklikla kullanilan kiiciik molekiillerden
SB431542 ile benzer fonksiyonlara sahip olan A-83-01 molekilii; TGFp tip I
reseptorii olan Aktivin reseptor benzeri kinaz-5 (ALKS5) kinaz, aktivin/nodal
reseptorii olan ALK4 ve tip I nodal reseptdrii olan ALK7 icin inhibitér olarak
fonksiyon gosteren bir molekiildiir. A83 bu 6zelligi ile bir transkripsiyon modiilatorii
olan Smad2’nin aktive olmasint engelleyerek TGFP aracili epitel-mezenkim
dontisiimiinti durdurur (Tojo et al., 2005). Ancak c¢alismamizdaki uzun siireli kiiltiir
deneylerinde A83’iin yer aldigi neredeyse tiim kombinasyonlarda ¢ok yiiksek
oranlarda hiicre 6limii gergeklestiginden bu gruplardan geriye programlanmis hiicre

elde edilememistir.
Antioksidanlar

Hiicre yasglanmasi ve p53 gibi DNA hasarina yanit veren molekiillerin
aktivasyonu geriye programlama oniinde bir bariyer olarak kabul edilmektedir. Bu
noktada Res ve C Vit gibi antioksidanlarin, ortamdaki reaktif oksijen tiirevlerini
azaltma ve hiicre yaslanmasini engelleme gibi 6zellikleri geriye programlamada
yararli bulunmaktadir. Bu tip molekiillerin geriye programlama etkinligini arttirma
ve kismen programlanmis hiicrelerin tam olarak programlanmis duruma ge¢melerini
saglamada etkili olduklar1 belirlenmistir (Nie et al., 2012, Esteban et al., 2010).
Chung et al. (2010) ¢alismasinda C Vit’in hiicrede genis 6lgiide ama spesifik DNA
demetilasyonunu tetikledigini gostermistir. C Vit’in ayrica Jhdmla ve Jhdmlb adli,
C Vit bagimh iki enzim {izerinden histon demetilasyonunu sagladigi gosterilmistir.
Bu enzimlerden Jhdmlb’nin hiicre yaslanmasini engelledigi ve Oct4 ile birlikte
calisarak pluripotensi ile iligskili miR 302/367 miRNA grubunu aktive ettigi de
gosterilmistir (Wang et al., 2011).

Geriye programlanma igin gerekli olan mezenkim-epitel gecisi miR302/367
grubu tarafindan hizlandirilabilmektedir. C vitamininin fonksiyonlarindan biri de

JHDMI1B {izerinden Oct4 transkripsiyon faktorii ile etkilesime gecerek miR302/367
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grubunu aktive edebilmesidir. Yapilan bir ¢alismada, higbir faktér kullanmadan
iPKH iiretiminin yapilmasina olanak saglayan miR302/367 grubu, Oct4’{in etkiledigi
molekiiller arasinda yer almaktadir. Arastirmacilar, C vitamininin geriye
programlamadaki arttirict etkisinin ez azindan kismi olarak bu epigenetik faktorlere

baglamaktadir (Esteban et al., 2010, Wang et al., 2011).

Diger bir antioksidan olan Res, pek ¢ok kanser tipinde, pluripotensi ile
baglantilt STAT3 sinyal yolag: (Peltz et al., 2012) veya Oct4, Sox2, Nanog ve c-Myc
gibi transkripsiyon faktorlerini baskilayarak kanser tedavisinde yararli olabilecek
etkileri gostermistir (Shankar et al., 2011). Aksi sekilde, Res’in somatik hiicrelerin
geriye programlama etkinligini arttirdig1 da gosterilmistir. Bu etkinin, Res tarafindan
ekspresyonu arttirtlan bir HDAC enzimi olan Sirtuin 1’in, Nanog ekspresyonunun
arttirmas1 ve p53 asetilasyonu araciligiyla p21 aktivitesini diisiirerek apoptozu
baskilamasi sonucu gerceklestirdigi belirtilmistir (Lee et al., 2012). Bu sayede Res,
Yamanaka ve ekibinin raporladigi, geriye programlama oniindeki apoptotik bariyerin

kaldirilmasina yardimci olmaktadir (Hong et al., 2009).

Res’in pluripotensi ile iliskili faktorler tizerindeki degisken etkilerinin;
hiicrenin mevcut kondisyonu, molekiiler diizenlenmesi ve stres seviyesi ile kullanilan
Res konsantrasyonuna bagli olarak degistigi diisiiniilmektedir (Signorelli and
Ghidoni 2005). Calismamizda kullanilan Res’in, stres ile iligskili MAPK yolaklarinin
aktif oldugu kanser hiicrelerindeki gibi proliferasyonu azaltic1 ve kendini yenileme
Ozelligini baskilayici etki gostermek yerine, hiicrelerimiz saglikli oldugu ve ek olarak
kullandigimiz PDO3 etkisi ile MAPK yolag: baskilandigi i¢in proliferasyonu arttiric

etki gosterdigi kanisinday1z.

Calismamizin projelendirildigi doneme dek iPKH ¢alismalarinda denenmemis
olan Res, Lee ve arkadaglan tarafindan 2012 yili sonlarinda iPKH iiretiminde viral
transfeksiyona destek olarak kullanilmis ve verimliligi arttirdigi gortilmiistiir.
Aragtirmacilar 1 uM dozda Res kullanarak 15. giinde kontrole kiyasla 6 kat daha
yiiksek oranda iPKH kolonileri elde etmistir. Deney verileri, Res’in asetilenmis p53
proteini miktarini azalttigin1 ve Nanog gen ekspresyonunu arttirdigini gostermistir.
Resveratroliin en etkili oldugu dénemi degerlendiren arastirmacilar, ilk bes giiniin en

etkin oldugu donem olmakla birlikte, yeniden programlama siirecinin tamaminda
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kullanilmasimin maksimum verimliligi sagladigin1 da gostermistir. Ancak 10 uM
dozda kullanildiginda Res, iiretilen iPKH koloni sayisinda diislise neden olmustur.
Bu durumun Res2in yiiksek dozlarda farkli yolaklar etkilemesinden kaynaklandigi
diistintilmiistiir (Lee et al., 2012).

Deng arastirma grubunun verileri de Res’in, VPA, CHIR, Rep-Sox ve
Tranylcypromine varliginda viral transfeksiyon gergeklestirilmeksizin  iPKH
kolonileri olusturulabildigini ancak etkinligin, grubun asil kesfi olan 7 molekiil
kombinasyonuna gore daha az oldugunu ortaya koymustur (Hou et al., 2013).
Calismamizda Res eklenen gruplardaki hiicre proliferasyonunda kisa siireli kiiltiirde
hafif bir artig gozlen. Uzun dénemde ise Res eklenen gruplarda daha yiiksek sayida

hiicre gézlenmistir.
MAPK ve GSK3 inhibitorleri

PD03, MAPK proteinlerinden MEK 1 ve MEK2 enzimlerinin aktivatdrleri olan,
ERK1 ve ERK2 enzimlerini baskilayan bir kiigiikk molekiildiir. Fare EKH’leri
ERK1/2 yolagin1 FGF4 ile baslatilan farklilagma siireci sirasinda kullanirlar. Bu
durum bir arada ‘2i’ olarak anilan PDO03 ile GSK3 inhibitéri CHIR99021
kombinasyonunun kullanilmasiyla engellenebilmektedir (Ying et al., 2008).

Aktive olmus ERK1/2 proteinleri, genis etki alanlarindan dolay: pek ¢ok farkli
substrat1 aktive etmektedir. Bunlar arasinda c¢ekirdekte lokalize transkripsiyon
faktorlerinden c-Fos, c-Myc ve STAT3 de bulunmaktadir (Cargnello and Roux,
2011). Ancak aynmi molekiiller pluripotensi ile dogrudan iligkili Nanog gibi
transkripsiyon faktorlerini de baskilayabilmektedir. Yine LIF ile baslatilan kendini
yenileme sinyallerini de bloke etmektedir. Ilging sekilde LIF, JAK/STAT ve PI3K
yolaklar1 ile birlikte MAPK yolagini da aktive etmektedir. EKH’ler kendi
farklilagsmalarin1 da otokrin FGF4 ekspresyonu ile tetikleyebilmektedir. Caligmalar
EKH’lerin farklilasmadan kiiltire edilebilmeleri icin MAPK veya ERK
inhibitorlerinin kullanilabilecegini gostermistir (Ying et al., 2008). Yaptigimiz hiicre
proliferasyon  analizlerinde PDO03’iin 100 nM konsantrasyonda hiicre

proliferasyonunu arttirdigi, ancak yiikselen dozla birlikte bu artigin tersine dondiigi
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belirlenmistir. Bu nedenle 100 nM dozda kullandigimiz PDO03, dahil oldugu

kombinasyonlarin ¢ogunda hiicre proliferasyonunu arttirici etki gostermistir.

Pluripotent kok hiicrelerin farklilagmadan kiiltiire edilmeleri icin siklikla

(3

kullanilan ‘2i” (2 inhibitér) molekiil kombinasyonunun diger liyesi olan spesifik
GSK3 inhibitéri CHIR99021’1n, viral transfeksiyonda Sox2 yerine kullanilabilecegi
raporlanmistir. Bu durum Sox2 ile GSK3 arasinda baglanti bulundugunu
gostermektedir (Li et al., 2009b). GSK3, Wnt/B-catenin yolaginin merkezinde yer
alan ve aktifken B-catenin’in ¢ekirdege translokasyonunu engelleyen bir molekiildiir.
GSK3, ek olarak Notch, Hedgehog ve PI3K yolaklari ile de etkilesime gegebilmekte
ve c-Myc’in inhibisyonuna neden olmaktadir (Doble and Woodgett, 2009) (Bknz.

Sekil 7). Yine Oct4’iin de kok hiicre kimliginin korunmasi ve farklilagmani

engellenmesi i¢in B-catenin ile etkilestigi raporlanmistir (Walia et al., 2012).

Calismamizda spesifik GSK3 inhibitorii olan CHIR99021 yerine, daha genis
bir etki potansiyeline sahip olan LiCl (Li) molekiilii kullanilmistir. Normalde ruhsal
durum bozukluklarinda kullanilan Li’nin, Wang et al., (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, geriye programlama etkinligini, spesifik GSK3 inhibitorlerinden daha
fazla arttirdigi ve bunu GSK3 disindaki etkilesimleri ile gergeklestirdigi ortaya
konmustur. Arastirmacilar ek olarak Li’nin, Nanog ekspresyonunu ve
transkripsiyonal aktivitesini de arttirdigr ve H3K4 spesifik histon demetilaz protein
diizeylerini azalttigin1 da raporlamigtir. Deneylerimizde Li, hiicre proliferasyonunu
0,5 mM konsantrasyonda 6énemli derecede arttirmig ancak 5 mM dozda azaltmustir.
Arastirmamizda Li’nin geriye programlamadaki roliiniin GSK3 inhibisyonuna
(Wnt/B-catenin yolagi aktivasyonuna) ek olarak HDM enzimleri lizerinden de

gerceklestigini diisiinmekteyiz.
ROCK inhibitorii

Apoptozun bir alt tipi olan Anoikis, normalde yiizeye tutunan hiicrelerin bazal
laminadan ayrilmalari nedeniyle tetiklenen programli bir hiicre dliimiidiir. Anoikis,
EKH kolonilerinin, pasajlama sirasinda kiiltiir kabinin tabanindan kalkarak yiizer
hale ge¢meleri sirasinda da hiicre kaybina, diger bir deyisle klonlanma etkinliginin

diismesine yol agmaktadir. Hiicre-hiicre kontaklarinin kaybolmasindan etkilenen

204



adezyon molekiilleri; insan pluripotent kok hiicrelerinde integrinler, farelerde ise
daha ¢ok E-kaderin molekiilleri olarak belirlenmistir. (Xu et al., 2010).

Hiicre adezyon molekiillerinden E-kaderin’in, hiicreler arasi baglantilarin
kopmasi sonucu siirekli bir sekilde azalmasi, Rho yolaginin aktivasyonuna neden
oldugu gibi aynm1 yolagin etkilesimlerinin sonucu olarak dolayli yoldan apoptozu da
tetikleyebilmektedir (Li et al., 2012). Apoptozda temel islev goéren enzimlerden aktif
Kaspaz-3 enziminin, Rho-associated coiled-coil kinase-1 (ROCK-1) enzimini
proteolitik parcalama ile aktive ettigi ve aktive olan ROCK-1’in miyozin hafif
zincirini fosfatlayarak hiicre iskeletinin yapisini degistirdigi ve bu sayede hiicrenin
tutundugu yerden ayrilmasina neden oldugu bilinmektedir. ROCK inhibitdrlerinin,
miyozin zincirinde degisiklin meydana gelmesini dnledigi ve bu sayede hiicrelerin

tutunmasini saglamlastirdigi belirlenmistir (Wang et al., 2009).

Rho-iligkili kinaz (ROCK) enziminin selektif inhibitorii olan Y27, ilk olarak
2007’de, EKH’lerde anoikisi azaltip, hiicrelerin klonlanma etkinligini arttirma
ozelligi ile 6n plana ¢ikmig bir molekiildiir (Watanabe et al., 2007). Arastirmamizda,
Y27°nin bu 6zelligi sayesinde, E-kaderin aracili hiicrelerarasi baglanti ile iliskili
sinyalleri aktive edebilecegi hipotezinden yola ¢ikarak molekiilii inceledigimiz
kombinasyonlara dahil ettik. Hiicre proliferasyon testlerinde diisiik dozlarda (0.3 uM)
kullanilan Y27’nin ¢ogalmayi arttirict etkisini gozlemledik. Ancak bu etki 1 uM Res
veya 100 ng/ml FGF2 ile gerceklestirilen ikili kombinasyonlarda ters ydnde
gerceklesirken kombinasyona PDO03’gn  eklenmesiyle olumlu yonde geri
cevrilebilmistir. Deneylerimizde Y27’nin, hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasi veya
yetersiz hiicreler arasi baglanti kurulmasi ile ortaya ¢ikan sinyalleri baskilayarak

yeniden programlanma sirasindaki apoptozu azalttigini diisiinmekteyiz.
Notch inhibisyonu

Hiicre-hiicre etkilesimleri i¢in 6nemli diger bir sinyal yolagi da Notch yolagidir.
Bir transmembran protein olan Notch, hiicre disinda kalan kismi ile diger
hiicrelerdeki belirli proteinlere (Or: Delta) tutunabilmektedir. Notch’un hiicre iginde

kalan kismi ise presenilin-1/y-secretase enzimi tarafindan kesilmesiyle ayrilarak
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cekirdege gider ve i¢lerinde kromatinin yeniden diizenlenmesi ile ilgili faktorlerin de

yer aldig1 pek ¢ok genin ekspresyonunu degistirir (Lathia et al., 2008).

Lowel et al.,, (2006) Notch sinyalinin, kok hiicreleri, kendini yenileme
uyaranlariin olmadigr durumda néronal faklilasmaya yonlendirdigini gdstermistir.
Benzer sekilde Notch inhibisyonunun da noéronal farklilasmayr engelledigi
belirtilmistir. Caligmamizda kullandigimiz kiigiik molekiillerden DAPT, y-secretase
enzimini inhibe ederek Notch sinyalizasyonunun baslamasini engellemektedir
(Kanungo et al., 2008). Deneylerimizde, 5 uM konsantrasyonda kullanilan DAPT
hem tek basina hem de diger molekiillerle kombine edildiginde hiicre ¢cogalmasini
onemli olglide arttirmistir. Ancak ilging sekilde FGF2 eklenmesi proliferasyonun
diismesine yol agmistir. Geriye programlama deneylerimizde DAPT’in néronal
farklilasmayr  engelleyerek  pluripotensiyi  koruyucu  oOzellik  gosterdigini

diisiinmekteyiz.
Epigenetik modifikasyon ajanlari

Somatik hiicreler, geriye programlama faktorlerinin uyarimi sonucunda,
ozellikle pluripotensi ile ilgili Oct4, Sox2 ve Nanog gibi genlerin promotor
kisimlarinda DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar agisindan 6nemli
transkripsiyonel ve epigenetik degisiklikler gecirirler (Ying et al., 2008, Maherali et
al., 2007, Ang et al., 2011). Konvansiyonel geriye programlama sirasinda pek ¢ok
hiicre iPKH’lere dondiiriileme iglemini tamamlayamaz ve kismen programlanmis
olarak kalir. Bu durumun, bu tip hiicrelerin DNA metilasyonu gibi epigenetik
bariyerleri gecemedigi i¢in ara asamada kalmalarindan kaynaklandigi

distintilmektedir (Feng et al., 2009 ).

Epigenetik modifikasyon etkisi olan bazi kiiclik molekiillerin geriye
programlama etkinligini arttirdi@i hatta orijinal faktorlerin yerini alabildigi
gosterilmistir. 2008 yilinda, Melton ve ekibi yaptiklart bir ¢aligmada, dort faktorlii
konvansiyonel geriye programlamada, DNMT ve HDAS inhibitorlerinin fare
embriyonik fibroblastlarinda programlama etkinligini arttirdigini  gostermistir.
Arastirmacilar HDAS inhibitorleri olarak suberoylanilide hydroxamic acid, TSA ve
VPA; DNMT inhibitorii olarak da 5’-azacytidine kullanmis ve VPA’nin geriye
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programlama etkinligini 100 kattan daha fazla arttirdigini ortaya koymuslardir.
VPA’y1 etkinlik sirasina gore TSA ve 5’-azacytidine takip etmektedir. Sadece VPA
ile gergeklestirilen kiiltiirin  iIPKH olusturmadigi ancak global epigenetik
degisikliklere neden olarak EKH’lere spesifik Rex3 ve Zfp7 gibi genlerin
ekspresyonunu arttirirken MEF spesifik genlerin ekspresyonunda diislise yol actig
belirtilmistir (Huangfu et al., 2008a). Aynmi ekip daha sonra yaptiklar1 bir diger
calismada sadece Oct4 ve Sox2 icin viral transkripsiyon kullanarak kiiltiir ortamina
VPA eklenmesi ile iPKH kolonileri elde etmeyi basarmistir. Bu calisma ayni
zamanda kullanilan faktor sayisinin dortten ikiye distiriilebildigi ilk ¢alisma

olmustur (Huangfu et al., 2008b).

Aragtirmamiz i¢in HDAS inhibitorlerinden VPA ve TSA’nin etkilerini
incelemeyi segtik. VPA’nin hiicre proliferasyonunu 1 pM konsantrasyonda
degistirmedigi ancak daha yiiksek dozlarda olumsuz etkiledigini gordiik. TSA ise
hiicre ¢ogalmasint 20 nM diizeyinde 6nemli 6l¢iide arttirirken 100 nM diizeyinde
sadece hafif bir artisa neden olmustur. Ancak ilging sekilde 10 nM dozda
proliferasyon olumsuz olarak etkilenmistir. Analiz sonuglari, gergeklestirilen
tekrarlarda da ayni sekilde bulunmustur. Bu durum, TSA’nmin gerceklestirdigi
epigenetik modifikasyonun etki alaninin doza bagli olarak degistigi seklinde

yorumlanmustir.

Uzun siireli kiiltiir deneyleri i¢in olusturulan g¢oklu kombinasyonlara, her
seferinde HDAS inhibitorlerinden sadece biri (TSA veya VPA) dahil edilmistir. Bu
stirecte TSA’nin hiicre ¢ogalmasina ve morfolojisine belirgin bir etkisi
gozlenmezken VPA igeren gruplarda cok yliksek oranlarda hiicre 6liimii gozlenmis
hatta 10 giinliik siire dolmadan baz1 kuyucuklardaki hiicreler tamamen kaybedilmistir.
Bu nedenle geriye programlama calismalarimizda TSA daha uygun bir aday olarak

belirlenmistir.

2008 yilinda Ding ve arkadaslar1 da noral kok hiicreleri sadece iki faktor (Oct4
ve KIf4) kullanarak geriye programlamayi basarmstir. Islem siirecinde Oct4 ve KIf4
ile sadece transfeksiyon uygulandigi gibi, transfeksiyona ek olarak G9a HMT
inhibitorii BIX de kullanmis ve kiiciik molekiil kullaniminin etkinligi biiyiik olgiide
arttirdigini belirlemistir (Shi et al., 2008b). Ayni ekip daha sonra, Oct4 ile Klf4
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transfeksiyonu sirasinda BIX’i ve L-tipi kalsiyum kanali agonisti BayK8644 veya
diger bir DNMT inhibitérii RG108 ile kombine ederek MEF’leri basarili bir sekilde
geriye programlayabilmistir (Ma et al., 2013). BIX’in hedef enzimi G9a HMT nin
etkiledigi genler arasinda bulunan Oct4, molekiiliin pluripotensi lizerine etkisinin
hangi yoldan gergeklestiginin de ipuglarini vermektedir (Scheper and Copray 2009).
G9a HMT enzimi, ayn1 zamanda hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisiiniin devami
gibi gorevlere sahip bolgelerin susturulmasinda gorev aldigindan (Chen et al., 2011),

inhibisyonunun hiicrenin kendini yenilemesinde etkili olabilecegini diisiindiik.

Calismamizda kullanmak tizere yukardaki etkilerinden dolay1 BIX ile RG108
secilerek etkilerini arastirildi. DNMT inhibitorii olarak 5°-azacytidine yerine RG108
kullanmamizda literatiirde belirtilen daha diisiik toksisite degerleri etkili oldu.
Nitekim RG108 hiicre proliferasyonunu 20 uM konsantrasyonda arttirmis ancak doz
100 uM’a c¢ikarildiginda azaldigimi belirledik. BIX yalmiz kullanildiginda
proliferasyonda hafif bir diisiise neden olurken diger molekiillerle kombine
edildiginde negatif bir etki gézlenmedi. Uzun siireli kiiltiir deneylerinde de kullanilan
BIX ve RG108 belirgin bir toksik etkiye yol agmadi. Calismamizda elde ettigimiz
hiicrelerde pluripotensi 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasinda bu iki ajanin da 6nemli rolii

oldugunu diisiinmekteyiz.
Genel Analiz

Caligmamiz sonucunda belirledigimiz kombinasyonda somatik hiicrelere
uygulanan dogrudan epigenetik modifikasyon i¢gin DNMT inhibitorii olarak RG108,
HDAS inhibitorii olarak TSA ve G9a HMT inhibitorii olarak BIX yer almaktadir.
Bunlar disinda kullanilan antioksidanlardan Res’in Sirtuin 1 {izerinden, Vit C’nin
Jumanji HDM1A ve JHDM1B iizerinden ve Li’nin de H3K4 HDM iizerinden dolayl
epigenetik etkileri bulunmaktadir. Dolayisiyla kullandigimiz faktorler bahsedilen
hiicre sinyal yolaklarina miidahale etmekle birlikte, olduk¢a genis capli bir
epigenetik modifikasyona da yol agarak geriye programlanmanin gergeklesmesine

olanak saglamistir.
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Calismamizda kullandigimiz ve c¢esitli Ozelliklerini belirttigimiz  kiiglik

molekiillerin pluripotensi ile iligkili sinyal yolaklarma etkileri Sekil 38 tizerinde de

ayrintili olarak sematize edilmistir.
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Sekil 38: Calismamizda kullanilan kiigiik molekiillerin pluripotensi ve geriye programlama ile

iligkili sinyal yolaklar1 {izerine etkilerinin sematik gosterimi. Yesil oklar aktivasyonu/stabilizasyonu,

kirmizi oklar ise inhibisyonu gostermektedir. Yesil hale iceren kutucuklar kullamlan kii¢iik

molekdilleri temsil etmektedir (Hakan Daric1, 2013).
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Uygun Kimyasal Kombinasyonlari

Pluripotensi ile iliskili hiicresel yolaklar, giris kisminda da deginildigi gibi son
derece karmasik hiicresel mekanizmalarinin birlikte ¢alismasi ile aktive olabilmekte
ve aktivasyonlarin1 korumak i¢in de ayni sekilde karmasik diizenlenmelere ihtiyac
duymaktadir. Pluripotensinin temelinde gorev alan Oct4, Sox2 ve Nanog (OSN)
kompleksi hem ¢esitli sinyal mekanizmalar1 ile hem de epigenetik modifikasyonla
kontrol edilmektedir. Aktive olan OSN kompleksi de hiicrede binlerce genin
ekspresyonunda degisiklik yapma potansiyelinde olan transkripsiyon faktérleridir.
Bu kadar karmasik bir sistemde sadece bir-iki kiigiik molekiil kullanilarak gerekli
aktivasyonun saglanmasi olas1 goriilmemektedir. Bu nedenle g¢alismamizda ¢ok
saytda PKH sinyal yolagina ayni anda etki eden kimyasal kombinasyonlari
incelenmistir. Boylece pluripotensi faktorlerinin birkac¢ yolla birden uyarilmasi ve

ayni anda farklilagmanin baskilanmasi planlanmistir.

Pluripotensinin kontroliindeki karmasikliklarin yani sira kullandigimiz kiiciik
molekiillerin ¢cogu da sadece bir sinyal yolagina etki etmekle kalmayip, birkac yolagi
birden etkilemektedir. Kullandigimiz epigenetik modifikatorler de genomda pek ¢ok
genin ekspresyonunu ayni anda degistirmektedir. Dolayisiyla ¢alismamizda
yaptigimiz islem oldukg¢a karmasik bir sinyal mekanizmasina yine karmasik bir etki

mekanizmasi ile miidahale etmek olarak yorumlanabilir.

Inceledigimiz kimyasallarin cesitliligi ve etki siirelerinin uzun olmasi, mevcut
sartlar altinda tiim kimyasallar1 tek tek denemeyi imkansiz hale getirmektedir. Ancak
her kimyasalin, hiicre iginde oynadigi temel roller belirgin oldugundan, pluripotensi
ile ilgili tiim yolaklar gézden gecirilerek etkili olabilecegini diisiindiiglimiiz cesitli
kombinasyonlar1 denememiz miimkiin olmustur. Olusturdugumuz 21 farkli kimyasal
kombinasyonundan bir tanesinin yiiksek derecede, icerik olarak ona yakin olan diger

li¢ tanesinin ise ona yakin dl¢tilerde morfolojik degisime neden oldugunu belirledik.
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Bu kombinasyon ile kiiltiire edilen hiicrelerdeki pluripotensi genleri ve proteinleri
lizerine yaptigimiz analizler, gruptaki hiicrelerin en azindan bir alt-populasyonunun

biiyiik 6l¢iide iIPKH’lere doniistiigiinii gostermistir.

Belirledigimiz BCDFGLPRTY kombinasyonu, erken donem iPKH/EKH
belirtegleri olan, SSEA4 ve TRA-1-60’1n eksprese edilmesini saglamistir. Ek olarak,
ge¢ donem belirteglerinden ve pluripotensinin anahtar modiilator tigliistinden Nanog
ekspresyonu da hem gen hem protein diizeyinde gosterildi. Ugliiniin diger iki iiyesi
olan Oct4 ve Sox2 ise gen diizeyinde belirlenememesine kargin immiinositokimya
yontemi ile gosterildi. Ek olarak pluripotensi belirteglerinden Utfl ve Lin28
genlerinde de qPCR’da artis saptandi. Hiicrelerin trofoetodermal hattan ayrilarak i¢
hiicre kitlesi yoniinde farklilasmis olduklarmin bir belirteci olan Gata6 geninin ise

calismamiz sonucunda downregiile edildigi belirlendi.

Her ne kadar BCDFGLPRTY kombinasyonu kismi olarak basari saglamis
goriinse de pluripotensiyi daha belirgin sekilde aktive edebilecek daha farkli kiigiik
molekiil kokteyllerinin kesfedilmesi miimkiindiir. Ek olarak kullandigimiz
kombinasyondaki kii¢iik molekiil sayis1 azaltilarak, arttirilarak veya igeriginde
degisiklik yapilarak daha etkili bir yeniden programlama kokteyli iliretmemiz de
miimkiindiir. Calismamizin verileri kullanilarak yapilacak ileri ¢alismalar, daha

uygun kombinasyonlar tiiretilmesine olanak saglayacaktir.

6.2. Pluripotensiye giden yol

Somatik hiicrelerin pluripotent hiicreler olarak yeniden programlanmasi
lizerine ¢alisan bazi arastirmacilar, viral transkripsiyonla aktarilan faktor sayisim
azaltarak daha giivenli bir yontem gelistirme iizerinde calismaktadir. Bu amagla
gelistirilen yontemlerden biri pluripotensi genlerinden bazilarin1 kendiliginden
eksprese eden ancak elde edilmesi kolay olmayan ndral kok hiicreler gibi farkli hiicre
tipleri kullanmaktir. Bir diger yontem ise daha kolay elde edilebilen somatik

hiicrelere daha az faktor aktarirken, kullanilmayan faktorlerden kaynaklanan
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aktivasyon ag¢igimi hiicre zarindan gecebilen ¢esitli kiigilk molekiiller ile
kapatmaktadir. Yeniden programlama ¢alismalarinda kullanilan bu kii¢iik molekiiller,
hiicrelerde pluripotensiye ait ¢esitli sinyal yolaklarin1 aktive ederek, farklilasmay1
baskilayarak veya hiicrede epigenetik degisimlere neden olarak iPKH iiretim

verimliligini arttirmaktadir.

Giliniimiizde, yeniden programlama amaciyla kullanilan kii¢iik molekiillerin
ayri ayr1 tim Yamanaka faktorlerinin yerine gecebildigi gosterilmistir. Ancak
bugiine kadar insan hiicreleri ile gergeklestirilen tiim ¢aligsmalarda kiiglik molekiillere
ek olarak en az bir faktor ile transfeksiyon yontemi kullanilmistir. Diinya capinda
sadece birkag arastirma grubu viral transfeksiyona alternatif rekombinant protein,
plazmid, MRNA veya microRNA transferi gibi non-viral yontemler kullanarak iPKH
tiretebilmistir. Ancak bu yontemler ya diisiik etkinlikte kalmakta ya da yiliksek
laboratuvar yiikii gerektirmektedir. Biri hari¢ tim non-viral yontemlerde, hiicrelere
yine de bir genetik materyal aktarimi gerceklestirilmistir, ancak mutasyon ve
entegrasyon gibi risklerden dolay1r bu yontemler de tam olarak giivenilir kabul
edilmemektedir. Tamamen giivenli sayilabilecek tek yontem olan rekombinant

protein transferi ise diisiik verimliligi nedeniyle yetersiz kalmaktadir.

2013 yilinda, sadece kiiciik molekiiller kullanilarak iPKH elde edilmesine
yonelik ¢aligmalar halen tiim hiziyla devam etmektedir. Cok yakin zamanda Deng ve
ekibi tarafindan, fare hiicrelerinde gergeklestirilen ¢alisma (Hou et al., 2013), bu
alanda kabul goren ilk yayindir. Ancak halen bu konuda insanlarda gerceklestirilmis
bir galisma bulunmamaktadir. Insan ve farelerdeki pluripotensi mekanizmalarmin
farklilig1 ve sinyal bazi yolaklarinin birbirinin aksi yonde caligmalari, Deng ve
ekibinin gergeklestirdigi arastirmanin insanlara uygulanabilmesini engellemektedir.
Dolayisiyla insanlarda kimyasal geriye programlama i¢in farkli bir mekanizma

gelistirilmesi gereklidir.

Calismamizda sadece kiiclik molekiiller kullanilarak pluripotensi belirtecleri
kismen de olsa aktive edilebilmistir. Calisma sonucunda iirettigimiz hiicrelerin tam
olarak pluripotent kabul edilebilmeleri igin ilk olarak temel pluripotensi
belirteglerinin ekspresyonunun hem IHC’de uygun lokalizasyonlarda, hem de

gPCR’da gosterilmesi gereklidir. Daha ileri analizler ise global gen ekspresyon
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profillerinin ¢ikarilmasi, metilasyon analizleri, in vitro farklilastirma deneyleri ve

teratoma olusturulmasi gibi in vivo deneylerdir.

Caligmamiz sonucunda diinyada ilk kez, ‘kimyasal yolla indiiklenmis
pluripotent kok hiicre (KiPKH)’ veya gelecekte kullanilabilecek ingilizce karsilig ile
‘chemically induced Pluripotent Stem Cell, (ciPSC)’ elde edilmesi yolunda 6nemli
bir adim atilmigtir. Bu c¢alismada elde ettigimiz veriler sayesinde, ¢ok yakin bir
zamanda karakterizasyonu tam olarak tamamlanmis kiPKH’ler iiretmenin miimkiin

olacagina inanmaktay1z.
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OZET

Pluripotent Kok Hiicre Sinyal Yolaklarma Etki Eden
Kimyasal Uyaranlarinin Degerlendirilmesi

Kok hiicreler, sinirsiz kendini yenileme 06zellikleri ile canlida varliklarini
siirdiirirken, farklilasma Ozellikleriyle de gerektiginde organ ve dokuya 0Ozgii
hiicrelere doniigserek organizmanin yasaminin devamliligini saglayan hiicrelerdir.
Sadece erken embriyonal donemde gozlenebilen Pluripotent Kok Hiicreler (PKH),
yetiskin viicudundaki tiim hiicre tiplerini olusturabilme potansiyeline sahiptir. Son
yillara kadar, yaygin olarak kullanilan PKH kaynagi, atik insan embriyolarindan elde
edilebilen ve bu nedenle de iiretimi ve kullanimi etik agidan kisitli olan Embriyonik
Kok Hiicrelerdi.

2006 yilinda, Takahashi ve Yamanaka’nin ¢i1gir agan ¢alismasinda; Oct4, Sox2,
KIf-4 ve c-Myc adli dort transkripsiyon faktorli, virlisler araciligiyla fare
fibroblastlarina aktarildiginda, somatik hiicrelerin geriye programlanarak, kok
hiicrelere dondistiiriilebildigi gosterilmistir. Etik sikint1 tasimayan bu yeni kok hiicre
tipine ‘indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH)’ ad1 verilmis ve bu ¢alismayla,
pluripotent kok hiicre aragtirmalari biiyiik bir ivme kazanmastir.

Son yillardaki ¢aligmalar, Yamanaka’nin kullandigi, mutasyon nedeni
olabilecek viral transfeksiyon yOntemine alternatifler gelistirme {izerine
yogunlagmistir. Bu baglamda, hiicre sinyal yolaklarina etki eden cesitli kiigiik
molekiillerin, iPKH tiretimini arttirdig1 ortaya ¢ikarilmistir.

Arastirmamizda, PKH sinyal yolaklarina etkilerinden dolayr sectigimiz 12
kiiglik molekiiliin, pluripotensi yolaklar1 ile baglantilarin1 ortaya ¢ikarmayi ve
pluripotensiyi aktive etmedeki potansiyellerini belirlemeyi amacladik. inceledigimiz
kimyasallarin  etkileri, reporter assayler, hiicre proliferasyon analizleri,
immiinositokimya ve Real-Time-PCR yontemleri ile incelendi. Sadece kiigiik
molekiiller kullanilarak geriye programlama deneyleri sonucunda, inceledigimiz
molekiillerden 10 adedinin belirli dozlardaki bir kombinasyonunun, insan
fibroblastlarinda pluripotensi belirteglerini bityiik 6lgiide aktive ettigi ve hiicrelerin,
yiiksek etkinlikte ve kisa siirede kismi olarak geriye programlandigimni ortaya
koyulmustur. Arastirmamizin, tamamen kimyasal yolla insan iPKH’lerinin {iretilmesi
yolunda 6nemli bir basamak oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Indiiklenmis Pluripotent Kk Hiicre (iPKH), Mezenkimal
Kok Hiicre (MKH), kiiglik molekiiller, epigenetik, geriye programlama
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ABSTRACT

Evaluation of Chemical Inducers Influencing on
Pluripotent Stem Cell Signaling Pathways

Stem cells retain their existence in body with their infinite self-renewal ability
and enable the continuity of organism’s life via differentiating into specific cells of
the organs and tissues when needed. Pluripotent Stem Cells (PSC), which only exist
during early embryonal period, have ability to differentiate into every cell type of
an adult body. Until recent years, most common source of the PSCs were
Embryonic Stem Cells which are obtained from disposed embryos therefore had
limited use because of ethical restrictions.

In 2006, Takahashi and Yamanaka’s groundbreaking study showed that
somatic cells can be reprogrammed into stem cells by transfecting mouse
fibroblasts via viruses, carrying four transcription factors; Oct3/4, Sox2, Klf-4 and
c-Myc. This new type of stem cells, named induced Pluripotent Stem Cells (iPSC),
had no ethical problems therefore greatly accelerated PSC research.

Studies of the last few years focused on developing alternative approaches to
replace Yamanaka’s method, which carried risks of mutation with viral transfection.
Meanwhile, various small molecules, effecting a range of cellular pathways, were
identified to increase iPSC generation efficiency.

We aimed to investigate the connections of 12 small molecules, selected
because of their effects on PSC signaling pathways with pluripotency pathways and
also their potential in reactivating pluripotency. The effects of the molecules were
analyzed with reporter assays, cell proliferation analyses, immunocytochemistry
and Real-Time-PCR. During reprogramming experiments, we found a combination
of 10 small molecules activated pluripotency markers on human fibroblasts and
reprogrammed cells at least partially in a short time and with high efficiency. We
believe, our study represents an important step at full-chemical reprogramming of
human cells.

Keywords: Induced Pluripotent Stem Cell (iPSC), Mesenchymal Stem Cell
(MSC), small molecules, epigenetics, reprogramming.
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EK 2: Luminometre Verilerinin Analizi

Luminometreden elde edilen Firefly ve Renilla verileri Excel dosyasina
aktarildi. Her iki oOlglim ic¢in arkaplan 1simalar1 disiilerek gercek degerler
hesaplandiktan sonra her kuyucuk i¢in Firefly 6l¢iim sonucu Renilla 6l¢iim sonucuna
boliinerek Firefly/Renilla oran1 hesaplandi. Hesaplama isleminin basamaklar1 asagida

ayrintilt olarak anlatilmistir.
Arkaplan 1simasimin diisiilmesi

Luminometre cihazi 6l¢iim islemlerine baglamadan 6nce arkaplandan gelen fon
1simasini 6lgerek bunu elde edilen verilerden diisiip gostermektedir. Ancak cihazdan
Excel dosyasi olarak alinan c¢iktilarda arkaplan i1simasi ayr1 olarak belirtilirken her
kuyucuktan elde edilen veriler, diisme islemi gergeklestirilmeden elde edilen ham

veriler olarak verilmektedir.

Bu nedenle cihazdan alinan verilerde, o Ol¢lime ait arka plan (background)
1s1ma miktar1 tiim verilerden diistilerek asil 1s1ma miktar1 hesaplandi. Bunun i¢in

Excel’de kullanilan formiil sudur:
=Veri_1-Arka plan isima verisi

Ancak deneyler sirasinda zaman zaman bazi kuyucuklar kontrol amagli olarak
bos birakilabilmekte veya her kuyucukta transfeksiyon ger¢ceklesmeyebilmektedir.
Bu kuyucuklar olgiimlerde veri olarak sifir (0) veya daha asagi bir sonug
verebilmektedir. Her ne kadar bu veriler luminometrede 0 olarak belirtilse de
luminometreden Excel’e aktarilan ham veri hesaplamaya tabi tutuldugunda sifirdan

diisiik (negatif) sonuglar verebilmektedir. Bu durum asagidaki 6rnekle aciklanabilir:

Or: Arkaplan 1s1masmin 160 oldugu ve lusiferaz dlgiim sonuglarinin 163, 160,
158 ve 480 oldugu dort kuyucuk igin normal ¢ikarma islemi (=Veri_1-Arka plan
wsima verisi) sirastyla 3, 0, -2 ve 320 sonuglarin1 verecektir. Bu rakamlardaki -2
verisi ise Firefly/Lusiferaz  hesaplamasinda negatif sonu¢ verece§inden

degerlendirmede hatali sonuca elde edilmesine neden olacaktir.
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Bu hatanin 6niline gegmek i¢in Excel’de arkaplan 1simasi diisiiliirken sifirin
altinda kalacak tiim veriler i¢in 0 sonucunu verecek, ancak sifirin {izerinde kalacak

tiim veriler i¢in normal ¢ikarma islemini gergeklestirecek su formiil kullanildi.
=EGER (mantiksal snama; dogruysa yapilacak islem; yanlissa yapilacak islem)

=EGER((Lusiferaz verisi>Arkaplan_isimasi; Lusiferaz_verisi-

Arkaplan 1simasi;"0")

Or: =EGER(163>160,163-160; “0”) isleminin sonucu 163>160 verisi dogru
oldugu i¢in 163-160 islemi uygulanarak 3 olur.
Or: =EGER(163>160;163-160; “0”) isleminin sonucu 163>160 verisi yanlis

oldugu icin sonug olarak tirnak i¢indeki yazi/rakam (burada 0) gosterilecektir.

Yukaridaki ornekte verilen veriler bu formiil kullanilarak hesaplandiginda
sonu¢ sirastyla su sekilde olmaktadir: 3, 0, 0, 320. Dolayisiyla 1s1ma alinmamis
kuyucuklar 0 degerini alirken 1s1ma vermis olan kuyucuklar normal ¢ikarma islemine

tabi tutulmustur.
Cihazin hata paymin diisiilmesi

Luminometre cihazi arkaplan okumasina ¢ok yakin olarak bazi degerlerde hata
verebilmektedir. Bu hata paymi ortadan kaldirmak i¢in yukarida kullandigimiz
formiil daha da gelistirilerek belirleyecegimiz bir bazal degerin altinda kalan tiim
kuyucuklarmn 1s1masi sifir olacak sekilde diizenlenebilir. Ornegin arka plan 1s1masi
160 olan bir okumada, 165’e kadar olan tiim verilerin anlamsiz kabul edilmesi su

formiille saglanabilir:
=EGER(Lusiferaz_verisi>Bazal_deger, Lusiferaz_verisi-Arkaplan 1simasi;"0")

Or:  Yukaridaki o6rnekte bulunan lusiferaz  dlgiimlerine bu  formiil
uygulandiginda ve bazal deger olarak 165 alindiginda elde edilen sonuglar sirasiyla 0,
0, 0, 2320 olacaktir. Yani sadece belirledigimiz anlamli 151ma veren kuyucuklar

hesaplamada bir sonraki asamaya gegebilecektir.
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Bazal degerin belirlenmesi

Elde edilen ham veriler arasinda arkaplan 1simasindan az olan degerlerden en
disiigii ile arkaplan 1simasmin farki alinarak bu farkin arkaplan 1s1masina

eklenmesiyle bazal deger belirlenmistir. Formiil ile ifade etmek gerekirse
Bazal deger= Arkaplan degeri + (Arkaplan degeri — Minimum ham deger)

Ormnegin arkaplan 1s1masinin 160 oldugu bir dlgiimde ham degerler arasindaki
en diisiik degerin 156 oldugu bir 6l¢iimde Bazal deger= 160 + (160-156) = 160 + 4
=164 olarak belirlenecektir. Diger bir deyisle arkaplan 1s1mas1 160 + 4 olacaktir.
Dolayistyla bu 6l¢iim i¢in 164 ve altindaki tiim ham veriler 0 kabul edilecektir. 165
ve tzeri Ol¢gim veren ham degerler ise normal kabul edilerek arkaplan isimasi

diisiiliip gercek degeri bulunacaktir.
Firefly/Renilla oranim hesaplama:

Normal bir 6l¢iimde Excel’de =Firefly verisi/Renilla verisi formiilii hesaplama
icin yeterli olabilmektedir. Ancak bu islem Renilla okumalarinin, arka plan 1s1masi
cikarildiktan sonra sifir (0) sonucunu vermesi durumunda yeterli olmamaktadir.
Matematiksel olarak bir sayinin sifira bolimii anlamsiz kabul edilmektedir
(x/0=Anlamsiz). Bu durumda Firefly verisi ne olursa olsun deger sifira

boliineceginden sonu¢ matematiksel olarak anlamsiz ¢ikacaktir.

Bu problemi diizeltmek amaciyla amagla Excel’de 1 ve altinda deger alan tiim
Renilla hesaplamalarini anlamsiz kabul ederek, “Bos” verisini gdsterecek olan su

formila kullandik.

=EGER(Renilla_verisi>Bazal _deger; Firefly verisi/Renilla_verisi; "Bos")

Or: =EGER(F37>1;F16/F37;"Bos")

Bu 6rnege gore, birin altinda kalan tiim Renilla verileri anlamsiz kabul edilecek
ve ilgili hesaplama hanesinde ‘Bos’ yazacaktir. Renilla verileri de firefly verileri gibi
yukarida anlatilan bazal deger kullanilarak diizenlendiginden, islem sonunda ¢ikan
en kiiclik deger cihazin hata payindan (3-5) biiyiikk olmaktadir. Bazal degerin

tizerinde kalan tiim Renilla 6l¢limleri ise hesaplamaya tabi tutulacaktir.
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Normalizasyon islemleri

Her ne kadar her kuyucuga aymi miktarda medyum-hiicre siispansiyonu
eklenmis olsa da kuyucuklar arasinda hiicre sayisi agisindan ufak degisiklikler
olabilmektedir. Aynmi sekilde her kuyucukta transfeksiyon islemi ayni etkinlikle
gerceklesmeyebilmektedir. Hiicre sayisi fazla olan veya transfeksiyonun daha etkin
gerceklestigi kuyucuklar, inceledigimiz TF’nin aktivitesi diisiik olsa bile diger

kuyucuklara gore daha fazla bir 1s1ma verebilir.

Dual lusiferaz kitlerinin en 6nemli Ozelligi bu tiir hata risklerini ortadan
kaldirmasidir. Her tiipte yer alan ve transfeksiyonun basarili oldugu tiim hiicrelere,
deney plazmidimiz ile birlikte girmis olan Renilla plazmidi bize 6l¢iim yaptigimiz
kuyucukta, transfeksiyonun basariyla gerceklestigi hiicre sayis1 hakkinda bilgi
vermektedir. Her kuyucuktan, deney (firefly) olgiimlerinin, kontrol (Renilla)
Olcimiine oranlanmasi, bize o kuyucukta ne Olciide transfeksiyon gerceklestigi
hiicrelerde inceledigimiz TF’nin ne derece aktif oldugu hataya yer birakmadan

anlasilabilmektedir.

Bu nedenle dual lusiferaz assay ile yaptigimiz ol¢limlerde her kuyucuga ait
Firefly lusiferaz Ol¢timleri, yine o kuyucuga ait Renilla lgiimlerine boliinerek net

verimiz elde edilmis olur.

Transfeksiyon isleminin etkileri disinda, O6lgiim sonuglarini etkileyebilen
cevresel veya deney protokoliinden kaynakli i¢sel diger degiskenler de mevcuttur.
Deneydeki kimyasallar, ¢oziiciiler, ortam sicakligi, kiiltiir kaplarmin okuma sirasi ve
stiresi gibi degiskenler, deney/kontrol reporter aktivitesini etkilemektedir. Bunu
engellemek amaciyla her kiiltiir kab1 i¢in deney kuyucuklarindaki drneklerin kontrol

kuyucuklarindaki 6rnekler ile normalizasyonu gerceklestirilmelidir.
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