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OZET

Tet-On Sistemi ile Metil-CpG-Baglanma Domain 3 (MBD3) Ekspresyonu
Susturulmus Fibroblast Hiicrelerinin Embriyonik Kok Hiicre Kaynakhh Ekzosomlar
Araciligl ile Pluripotent Hiicrelere Programlanmasi

Amac:Mbd3 proteini kromatin yeniden modelleyici faktorlerden olusan multi-alt
birimli NuRD kompleksinin 6énemli bir parcasidir. NuRD gen ifadesinin baskilanmasin
histon deasetilasyon ve kromozom yeniden modelleme aktivitesi {izerinden gergeklestirir.
Somatik hiicrelerde ifadesi yiiksek olan Mbd3 geninin susturulmasi ise gen ifadesi
baskilanmasini ortadan kaldirarak epigenetik hafizanin silinmesine izin vermekte ve
geriye-programlamada 6nemli bir yaklagim teskil etmektedir. Eksozomlar, hiicreler arasi
sinyal iletiminearacilik eden bir role sahiptirler. EKH kaynakli eksozomlarinpluripotensi
faktorlerini kodlayan/diizenleyen mRNA’lar1 ve miRNA’lar aktardiklar1 gosterilmistir.Bu
calisgmada EKH’lerinden elde edilen eksozomlarin Mbd3 geni susturulmus fibroblast

hiicreleri iizerinde geriye programlama etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: Eksozomlar, fare-EKH kilttrindin ikinci guininde ultrasantrifilj yontemiyle
elde edildi. Besleyici tabakadan salgilananve serumda bulunan eksozomlarin karismamasi
icin fare-EKH kultir( besleyici tabaka ve serum olmadan gergeklestirilmesini mumkin
kilan Nunclon-Vita-Surface kaplari iizerinde Kiltiire edildi. insan fibroblastlarinda shRNA-
aracili Mbd3 susturulmasi Tet-On-sistemin kontroliinde gergeklestirildi. Fibroblastlar
Mbd3-susturulmasimi takiben eksozomlarla ko-kiltlr gergeklestirildive eksozomlarin
PKH26 boyanmastyla eksozom transferi belirlendi.EKH-eksozomlarin fibroblast hiicreleri
Uzerindeki etkileri gen ekspresyon analiziyle belirlendi.

Bulgular: EKH-eksozomlar1 aktarilan Mbd3 susturulmus hiicrelerin ¢ogalmasinda
ve potensi seviyelerinde artis gozlemlenirken, gen ekspresyon profilinin biiyiik ol¢iide
degistigi belirlenmistir. Mbd3 susturulmus hiicrelerde eksozom aktarilmasiyla iliskili
olarak ozellikle pluripotensi ile ilgili transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlar
Nanog,Oct4 ve Sox2 sirasiyla 2300, 1600 ve 470 kat artis géstermisken, proto-onkogen c-

Myec faktoriiniin azaldigi belirlenmistir.



Sonug:Her iki yaklagimin uygulandigi hiicreler dahil olmak uzere EKH-benzeri
hiicrelere tamanen programlanma ger¢eklesmese de, Mbd3 susturulmus hiicrelerde
eksozom ile ko-kiiltiir sonrasi pluripotent faktorler ¢ok ciddi derecede artmistir. Bu

eksozomlarin somatik hiicrelerin geri programlanmasinda destekleyici bir faktor olarak

kullanilabilecegi bu calismada gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Embriyonik kok hiicre, eksozom, Mbd3, yeniden programlama,
gen susturulmasi, Tet-On sistem, ShRNA



ABSTRACT

Reprogramming of Methyl-CpG Binding Domain (MBD3)/Tet-On Silenced
Fibroblast Cells by Embryonic Stem Cell Derived Exosomes into Pluripotent Cells

Objective:Mbd3 is a key component of NuRD, a multi-subunit-complex composed of
chromatin-remodelling-factors. NuRD complex regulate chromatin structure and promote
transcriptional repression via its intrinsic nucleosome remodeling and histone deacetylation
activities. Upon silencing of Mbd3, which ubiquitously expressed in all somatic cells, the
elimination of the transcriptional repression leads deletion of epigenetic memory,
represents a significant approach for reprogramming. Exosomes, act as a mediator of
intercellular communication. ESC-derived-exosomes were shown to transfermicroRNAS,
mRNAsregulating and encoding several pluripotency transcription factors, respectively.In
the present study, we aimed to investigate the impact of the exosomes derived from ESCs

on the capacity for reprogramming of fibroblasts into pluripotent state.

Method:Exosomes were isolated from mESCs by ultracentrifugation following the culture
of 2 days. To eliminate effects of feeder layer cells and serum, ESCs cultured on feeder-
free Nunclon-Vita-Surface culture plates. Human fibroblasts were modified by shRNA-
mediated MBD3-knockdown under the control of Tet-On-system. Following the MBD3
silencing, fibroblasts were co-cutured with exosomes, and exosome transfer were
characterized by PKH26-staining of exosomes. The effect of exosomes on fibroblasts was

determined by gene expression analyses of pluripotency factors.

Results: MBD3-silenced cells showed enhanced cell proliferation and increased stemness
character. The considerable change in the gene expression profile was observed in the
MBD3-silenced cell line after the exosome application. The expression of Nanog,Oct4 and
Sox2 were observed 2300, 1600 and 470 times compared to fibroblast cells, respectively,

while proto-oncogene c-Myc expression down-regulated related with exosome treatment.

Conclusion: The complete differentiation into ESC-like cells was not observed even in the

epigenetically modified and exosome transferred-cell-line. But pluripotent factors were

Vi



improved significantly after the co-culture with the exosomes. In this thesis, the use of

ESC-derived exosomes were shown to be used in reprogramming studies.

Key words:Embriyonic stem cells, Mbd3, reporgramming, exosomes, knockdown, Tet-On

system, shRNA, gene silencing.
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ile kiiltiirti yapilmamis olan fibroblast hiicrelerine gore hiicre i¢i gen ekspresyon degisimi.

Cizim 4.29. UTF1 geninin tiim gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri

ile kiiltlirii yapilmamis olan fibroblast hiicrelerine gore hiicre i¢i gen ekspresyon degisimi.

Cizim 4.30. Sox2 geninin tiim gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri

ile kiiltlirli yapilmamis olan fibroblast hiicrelerine gore hiicre i¢i gen ekspresyon degisimi.

Cizim 4.31. KIf4 geninin tiim gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri

ile kiiltiirii yapilmamais olan fibroblast hiicrelerine gore hiicre ici gen ekspresyon degisimi..

Cizim 4.32. C-Myc geninin tiim gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri

ile kiiltiirii yapilmamais olan fibroblast hiicrelerine gore hiicre ici gen ekspresyon degisimi..
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1. GIRIS

1.1. Kok Hiicre Kavrami ve Kok Hiicrelerin Temel Ozellikleri

Kok hicreler, kendini yenileyebilen ve organizmadaki doku ve organlart olusturan
hiicre tiirlerine farklilasabilme potansiyeline sahip hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Kok
hiicreler kendini yenileme esnasinda, ¢evresel uyaranlar etkisiyle boliinerek bir yandan kok
hiicrehavuzunun yasam boyunca siirekliligini saglarken, diger yandan da belirli bir hiicre

soyuna 0zellesmis/yonlenmis yavru hiicreleri meydana getirebilirler.

Embriyogenez sirecinde zigotun birbiri ardisira meydana gelenmitoz boélinmeleri
sonucu (fare icin 3,5 gln, insan i¢in 5-6 giin)blastokist olusur. Bu asamadaki i¢ hiicre
kitlesinden elde edilen hucreler embriyonik kok hiicrelerdir. Fertilizasyondan 40 saat sonra
gelisen 4-16 hiicreli embriyo asamasina kadartiim hiicreler morfolojik ve gelisimsel olarak
es iken (aymi gelisim potansiyeli tasimasi, farkli tiirde hicreleri meydana getirebilme
potansiyeli), bu asamadan sonraki hiicreler ¢ok fazla ¢ogalarak organizmanin doku ve
organlarini olusturabilecek belirli hicre soylarina 6zellesme yoluna girerler (Oron ve
Ivanova 2012, Condic 2014). Gelisim devam ettikge, her bir hiicrenin gelisimsel
potansiyeli hiicrelerin tamamen farklilasmasi meydana gelene kadar azalir. Baska bir
ifadeyle, belirli hiicre soylarina 6zellesme silirecinde gelisim potansiyelinde kademeli
sinirlanmalar  gergeklesirken, hiicreler kalici olarak yonlenir, sonunda tamamen
farklilagirlar (Gilbert 2000). Bu siire¢ hiicre boliinmesinin simetrik veya asitmetrik olmasi
ile baglantilidir. Asimetrik bolinme sonucu maternal sitoplazmik bilesenlerin (6r. protein,
RNA) olusan hiicrelere farkli oranlarda dagilmasi hiicrelerin farkli gen ekspresyon
isleyislerine sahip olmalarina yol acabilir (Neumuller ve Knoblich 2009). Gen
ekspresyonunun isleyisindeki farkliliklar ile hiicrenin i¢sel kimliginin degismesi sonucu
hiicreler farkli soylara 6zellesirler.Boylece, farkli hiicre kimlikleri tagiyan hiicreler mozaik
bir gelisime neden olur ve Ozellesme asamasimi takiben farklilagma meydana gelir.
Farklilagsma hiicre yapisi, biyokimyasi ve islevlerinde meydana gelen bir dizi degisimler
sonucu belirli bir hiicre tiirii olugmasini ifade etmektedir. Kok hiicreler ile farklilagsmis
hiicreler arasinda her biri ayr1 hiyerarsik gelisim potansiyeline sahip gecici ara hucreler
bulunmaktadir. Tamamen farklilasmishiicreler,dokuya 6zgu belirli bir goérev igin

Ozellesmis ve boliinme yetenegini kaybetmis somatik hiicrelerdir.
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Dokuya 0zgli kok hiicreler kendini yenileme siireci disinda bolinmeyip
sessizdurumda bulunurlar. Sessiz faz denilen bu asama, hiicre siklusunun GO fazinda
tutulmas1 sonucu hiicrelerin siklusa girmedigi bir evredir (Sottocornola ve Lo Celso 2012).
Doku ve organlarda bulunan kok htcreler genellikle sesiz fazda iken, embriyonik kdk
hicreler ise GO fazina girmeyip G1 fazini ¢ok hizli gegen bir hiucre siklusuna sahiptirler
(White ve Dalton 2005). Kok hicrelerin sessiz fazda kalip kalmamasi, farklilasmaya
yonelmesi, hiicre ¢ogalmasinin denetlenmesi ve biyoaktif faktorlerin salgilanmasi
hlcrelerin bulunduklar1 ve etkilesim i¢inde olduklari ortam (mikrogevre) tarafindan kontrol
edilir.Mikrogevre bilesenleri ve elemanlari; besin, blylme faktorleri ve sitokinlerden
olustugu gibi ayrica hiicre-hiicre baglantilarin1 saglayan stromal hticrelerden, damar sinir
uzantilarindan, adezyonu saglayan hiicre disi matriks bilesenlerinden (fibronektin,
kollojen, laminin, proteoglikanlar) ve inorganik bilesenlerden (oksijen, kalsiyum
konsantrasyonu gibi) olusabilir(Gattazzo ve dig. 2014, Polisetti ve dig. 2016, Brizzi ve dig.
2012, Mohyeldin ve dig. 2010, Ferraro ve dig. 2010).K6k hicreler hasar durumu gibi
gerektiginde mikrogevreden gelen sinyallerin etkisiyle sessiz fazdan ¢ikarak bolunip
olusturdugu yeni hucrelerle sayisini arttirabilir, kararlanip gereken hicre serilerine
farklilagabilir, onarim bolgesine go¢ edebilir veya tekrar sessiz faza gecmek Uzere
mikrocevresine geri donebilirler (Levesque ve dig. 2010, Sugiyama ve dig. 2006, Arai ve
Suda 2007).

Kok hiicreler dokularda kalici hiicreler olmalarina ragmen organizmanin
yaslanmasiyla birlikte sayilar1 azalmaktadir(Oh ve dig. 2014). Ancak dokudaki kok
hlcreler kendilerini yaslandirabilecek faktorlerden hipoksik kosullardaki mikrogevrelerde
barinarak korunurlar.Bunun disinda apoptoza karsi direng gostererek de yaslanmaya ve
sayilarinin azalmasmi Onlerler. Bu dogrultuda kok hiicrelerde genom biitiinliigiiniin
korunmast ve DNA hasar1 yaniti mekanizmalari iyi gelistigi belirlenmistir (Mandal ve dig.
2011).Diger hiicrelerinden ayrilan bu yetenekleri sayesinde kok hiicreler, hiicrelerin
Ozellesmesinin gerceklestigi erken embriyonik donemden itibaren tiim organizmanin

blylme ve yenilenme sirecinde birincil géreve sahiptirler.

Kok hiicreler birgok dokunun ve organin hiicrelerine farklilagabilme kapasitesi olarak
tanimlananpotensi 6zelliklerine gore siiflandirilmaktadir. K6k hiicrelerin potensi durumu

ne kadar yiiksek ise, farklilasabilecegi hiicre tiirlerinin sayis1 ve kendini yenileme



yetkinligi de bir o kadar fazladir. Nitekim, memelilerde plasenta gibi ekstra-embriyonik
dokularin hiicrelerine ve embriyodaki her bir hiicreye doniisebilme yetenegine sahip olan
hlcreler, en yiksek derecede farklilasma yetenegine sahip kok hiicre potensi seviyesini
ifade eden “totipotent”dzelligini gostermektedir. Ornegin, zigot ve 4 hiicreleri evredeki

embriyonun blastomerleri totipotent hiicrelerdir (Van de Velde ve dig. 2008).

Klinik deneme ve aragtirmalarda kullanilan kok hiicreler potensi 0zelliklerine gore
genel olarak iki baslhikta toplanmaktadir. Organizmayi1 olusturan doku ve organlari
meydana getirebilecek 200°den fazla ¢esit hiicre tiiriine doniisebilme potensi seviyesine
sahip kok hucreler “pluripotent” olarak adlandirilirken, genellikle kendi iginde bulundugu
doku ve organdaki hiicreleri disinda da diger hucrelere farklilagabilme kapasitesine sahip
ancak tiim dokulardaki hiicrelere farklilasamayan kok hiicreler ise “multipotent” olarak

ifade edilir.

1.2. Dogal Pluripotent Kok Hiicreler

Memeli embriyogenezinin erken donemlerinde hiicreler giderek azalan gelisim
hiyerarsisi gosterirler (Martinez Arias ve dig. 2013). Fertilizasyon ile 2,5 giin arasindaki
stirede meydana gelen zigot ve 4-8 hicreli evredeki embriyo blastomerleri totipotent olup,
her biri ekstra-embriyonik ve embriyonik hicre turlerine farklisabilme kapasitesine
sahiptir.Bu hiicreler hizla ¢ogalmasi sonucu birka¢ giin sonrameydana gelen blastokist
evresindeki i¢ hiicre kitlesi hiicreleri, bu yapiy1 disaridan saran trofoektoderm hiicreleri ile
farkli 6zellikler tasidiklar1 ve hem embriyonik olmayan hem de embriyonik hticre tirlerini
meydana  getiremeyecek  sekilde  farklilasma  kapasitelerini  vyitirdikleri  igin
pluripotenttirleric  hiicre  kitlesi  hiicreleri bu  asamada  kiiltir  ortamina
alindigindaembriyonik kok hiicreler (EKH) elde edilir. Gastrula asamasindaki embriyodan
alinan epiblast tabakasindan pluripotent hiicre 6zelligi gosteren epiblast kok hiicreleri, ilkel
cinsiyet hicreleri ve bu hicrelerden turevlenen embriyo germ hiicreleri elde edilebilir.
Bunlarin disinda embriyo kok hiicre arastirmalarinin  basinda farelerde gelisen
tetrakarsinomdan elde edilen embriyo karsinoma huicreleri de pluripotent olarak ilk kabul
gormiis fakat tiimor kokenli olmalar1 sebebiyle klinik ve arastirmalarda kullanilmasi tercih

edilmemis hiicrelerdir (Kahan ve Ephrussi 1970).



PKH’ler tiim germ tabakasi hiicrelerine ve germ hiicresi hatlarina yiiksek verimde
farklilagabilme ozellikleri yani sira bu hiicreler yiksek telomeraz enzim aktivitesi de
gostermektedir. Okaryotik somatik hiicrelerde DNA’nin her bir hiicre boliinmesi esnasinda
kisalan kromozomlarin ug¢ kisimlarinda heterokromatin yapidaki béliimiinkisalmast DNA
biitiinligiini. bozmas1 sonucu meydana gelen hiicre yaslanmasi ile dogru orantilidir.
Pluripotent kok hiicrelerde telomeraz enzim aktivitesi yiiksek oldugundan, hcre
boéliinmesi sonucu bu bolgenin kisalmasinin 6niine gegilir. Bu sebeple PKH’ler yagslanmaya
kars1 direngli ve smirsiz kendini yenileme yeteneklerine sahip teorik olarak Oliimsiiz

hicrelerdir.

1.2.1. Embriyonik Kok Hucreler

EKH’ler, embriyonun blastokist asamasinda i¢ hiicre kitlesinden elde edilebilen,
kiiltiir ortaminda sonsuz proliferasyon kapasitesine sahip ve 3 germ tabakasina (endoderm,
mezoderm ve ektoderm) farklilagabilme 6zellikleriyle karakterize edilen pluripotent kdk
hiicrelerdir. 11k olarak 3,5 gunliik fare blastokistlerinin i¢ hicre kitlesinden EKH’lerin
izolasyonunu iki arastirmaci, Gail Martins (1981) ve Martin Evans (1981), tarafindan
bagimsiz iki ayr1 ¢alismada gerceklestirilmistir. Daha sonra James Thomson ilk maymun
(1995) ve ardindan da ilk insan EKH hattinin (1998) elde edilmesiyle birlikte EKH’ler

bilimsel alanda ve klinikte miithis derecede ilgi uyandirmistir (Thomson ve dig. 1998).

I¢ hiicre kitlesinin mekanik olarak blastokistten ¢ikarilmasi (enjektdr ignesi, lazer
yardimiyla) ya da trofoblast hiicrelerin immiinocerrahi ydntemiyle ayristirilmasi
yontemleriyle izole edilebilir. Mitotik aktivitesi durdurulmus fare embriyonik
fibroblastlardan (FEF) olusan besleyici tabakanin iizerine ekilen i¢ hiicre kitlesi hucreleri,

EKH besiyeri kullanilarakin vitro kiiltiirii yapilabilmektedir.

EKH’lerin organizmanin herhangi bir hiicresine farklilasabilme yetenegi, terapotik
potansiyelinin  yiiksek oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla EKH’ler; omurilik
zedelenmeleri (Nandoe Tewarie ve dig. 2009), norodejeneratif hastaliklar (Lunn ve dig.
2011), korluk (Carr ve dig. 2013, Nan-Kai ve dig. 2010), tip 1 diyabet (Lin ve dig. 2014)
gibi bircok dejeneratif hastaliklarda hiicresel tedavi uygulamalar1 i¢in umut vadeden bir
ara¢ olarak rejeneratif tip alaninda ¢ok onemli bir yer tutmaktadir. Ancak EKH eldesi i¢in

insan blastokistlerinin kullanilmas1 etik problemler dogurmaktadir. Ayrica, terapotik
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amac¢li EKH’lerin veya bu hiicrelerden elde edilen farklilagmis hiicrelerin nakledilmesinin
alic1 bireyde immiin yanita neden olabilmesi, EKH’nin klinik kullaniminda sorun teskil
etmektedir. Bu sebeple, somatik hicrelerin niikleer yeniden programlanmasi ile EKH

Ozellikleri kazandirma yontemleri gelistirilmeye baslanmistir.

1.2.1.1. Embriyonik Kok Hiicre Kimligi

Insan ve fare embriyonik kdk hiicreleri Karakterleri bazi yonlerden ortak dzellik
gosterirler: EKH’ler somatik hiicrelere gore boyutlar1 oldukga kiigiik, niikleus/sitoplazmik
orani oldukga yiiksektir. Kiltiirde koloni olusturlarkenhiicre sikluslar1 olduk¢a kisaolup
siirsiz ¢ogalirlarken kromozom anomolileri gogunlukla gozlemlenmemekte ve DNA
hasar1 durumunda EKH’lerin apoptoza gitmesi farklilasmis hiicrelerden daha sik meydana
gelmektedir (Filion ve dig. 2009, Qin ve dig. 2007). Hucreler kendiliginden farklilasmasi,
kimyasal ya da gen manipiilasyonlar1 ile farklilasma yoniiniin belirlenebilmesi, teratom
olusturabilmesi (li¢ germ yapragindan da hiicreleri de barindiran, rastgele gesitli hiicre ve
doku tiplerine dosebilen timor yapisi) EKH 6zelliklerindendir. Pluripotensinin
gosterilmesinde terotom olusturulmasmin yani sira diger bir yontemde ise, EKH’ler
tasiyict bir disiye nakledilecek blastokistinic bolgesine verilerek gelisen kimerik
embriyodan (blastokist hucreleri ve verilen EKH) canli olusturulabilme yeteneginin
gosterilmesidir. Olusan kimerik canlinin dokulari incelendiginde germ hiicreleri dahil
olmak (zere organizmayr meydana getiren tiim hiicre tiirlerinin olusumlarina dahil

olduklar1 veya olusturduklarinin gozlemlenmesi pluripotent kimliklerini kanitlamaktadir.

Hicrelerin molekuler seviyede incelendiginde Oct4, Nanog, Sox2 gibi embriyonik
donem transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlari, telomeraz ve alkalin fosfataz enzim
etkinlikleri yiiksek oldugu, siispansiyon Kkiiltiirlerinde ii¢ germ tabakasina ait hiicrelerin
timiinii iceren ii¢ boyutlu hiicre agregatlar1 (Embriyoid cisimcik, EC) olusturduklari
bildirilmistir (Rungarunlert ve dig. 2009, Itskovitz-Eldor ve dig. 2000). Ek olarak insan
EKH’lerde farelerden farkli olarak proteoglikan yapida yiizey belirtecleri ve antijenleri
tasirlar (Cizelge 1.1). Insan ve fare EKH’leri koloni olusturmalarinda farkli olarak fare
EKH’lerinin koloni fenotipi yuvarlak siki baglantili ¢ok kath kiibiik sekilli iken, insan
EKH’lerinin daha yassi, gevsek baglantilidir.



Cizelge 1.1.Embriyonik kok hiicrelerin karakterizasyonunda siklikla kullanilan belirtegler

) . . o Insan | Fare
YUzey Belirtecleri Acik Adlar: Turleri EKH EKH

Stage Specific

SSEA-1 Embryonic Antigen 1 Glikospingolipid - +
Stage Specific

SSEA-3, SSEA-4 | Embryonic Antigen 3 ve | Glikospingolipid + -

4
Keratan/Kondrotin
TRA-1-60, TRA-L- | 1R 160, TRA-1-81 siilfat + i
81 ;
proteoglikanlari
. Glikoprotein
CD9 Tetraspanin 928/12527 + +
Transkripsiyon Gen Kimlik
Faktorleri O Numarasi
Oct4 POU Class 5 Homeobox 1 5460/18999 + +
Nanog Nanog Homeobox 79923/71950 + +
SRY (sex determining
Sox2 region Y)-box 2 6736/20674 + +
Undifferentiated embryonic

LU cell transcription factor 1 8433/22286 i i

Rex1 ZFP42 zinc finger protein 132625/22702 + +
Enzim Aktivitesi

Telomeraz + +

Alkalin Fosfataz + +

Fare ve insan EKH’lerinin Kkiiltiir ortaminda pluripotensinin korunmasi igin

gereksinimleri Oct4, Sox2, Nanog gibi pluripotensi transkripsiyon faktorleri farkli sinyal

yolaklar ile etkinlesmesinden dolay1r bazi noktalarda farklilik gosterir. Besleyici tabaka

(FEF) {izerinde kiiltiirii yapilan fare embriyonik kok hicrelerde (fEKH) LIF membran

proteini gp130 araciligryla STAT3 {izerinde yapmis oldugu sinyal iletimi ile pluripotensi

korunmasi gergeklesirken (Matsuda ve dig. 1999, Niwa ve dig. 1998) insanda besleyici

tabaka varliginda ayrica kiiltiire LIF eklenmesi insan EKH’lerinin farklilagsmasina sebep

olur (Thomson ve dig. 1998). insan EKH’lerin bunun yerine FGF2 ve TGFB/Activin/Nodal

sinyal iletimi gereklidir (Xu ve dig. 2005) EKH’ler FEF iizerinde kiiltiirii yapilamamasi
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veya serum yerine farkli rekombinant molekiil karigimlar1 kullanilmasi durumunda,
fEKH’lerde pluripotensinin korunmasi i¢in LIF disinda BMP4 sinyal aktivasyonuna
gereksinim vardir (Qi ve dig. 2004). Wnt-beta katenin yolaginin aktive edilmesinin hem
farelerde kendini yenileme 6zelliklerinin korunmasi saglanirken, fare epiblast kok hiicreleri
ve insanlarda farklilasmaya neden olmaktadir. Bunun da temel sebebinin fEKH’lerin
gelisimin daha erken evrelerinden kaynaklanmasi ve daha primitif bir pluripotensi
seviyesini tanimlayan “naifinaive” olarak ifade edilirken (Cizim 1.1), gelisimin daha
sonraki evrelerinden elde edilen insan EKH’ler ve fare epiblast kdk hucreleri daha az
primitif olarak tanimlanan “baslangi¢:primed” pluripotensi seviyesinde oldugu
belirtilmektedir  (Sokol, 2011, Merrill, 2012). insan ve farede ortak olarak,
pluripotensilerinin korunabilmesi i¢in FEF olmadan yapilan kiiltirde Wnt-beta katenin
sinyal yolaginin uyarilmasi ve farklilasmaya sebep olan MAPK sinyal yolagmin inhibe
edilmesi i¢in 2i adi verilen inhibitorleri (sirasiyla GSK3-beta inhibitori CHIR99021 ile
PDO03) bir arada kullanilmaktadir (Ying ve dig. 2008).



Pluripotent
Naif Baslangig

S
s

AN
Ara -

(Progenitor)
b
i ,_‘.\:

\ s N1 e
Farklilasmig | T

| |1|{|'(\] lll

Dogrudan yeniden programlanma
(trans-diferansiyasyon)

s e

i .

Dolayh olarak yeniden programlanma
(bir pluripotent veya progenitdr seviyesinden)

Cizim 1.1.Waddington’un epigenetik odagindan hiicre programlanmasi.Waddington
(1957) Pluripotent kok hiicreler (naif/naive sar1 ve baslangig/primed turuncu) bir protenitor
seviyeden (mavi) herhangi bir somatik soya yonlenebilmektedir (yesil, pembe, mor). Bu
yonlenme sadece gelisim boyunca degil ayn1 zamanda in vitro’da dis sinyallere maruz
kaldiginda ger¢eksebilmektedir. Dokuya 6zgii transkirpsiyon faktorlerinin kullanilmasiyla
direkt yeniden programlama veya trans-differansiyasyon germ tabakasi kokenleri ne olursa
olsun ara bir pluripotent seviyeye yonelmeye ihtiya¢ duymadan belirli bir hiicre soyundan
(yesil) diger bir soya (pembe) yonlenmeyi saglamaktadir. Indirekt yeniden programlamada
ise  OSKM faktorlerinin  kombinsyonunun ve hedeflenen hiicre soyuna en uygun
kosullarinin saglanmasiyla hiicreler gegici bir pluripotent seviyeye programlandiktan sonra
baska bir hiicreye doniistiiriilebilmektedir. Son olarak, matiir somatik hiicrelerin (mor)
progenitor seviye (mavi) Uzerinden veya direkt olarak (kesikli mavi ok pluripotensiye
(turuncu veya sar1) programlama ile ilgili son zamanlarda gelisen teknolojiler
kullanilabilir. Takahashi and Yamanaka (2015)’den alinmustir.

1.3. Epigenetik Mekanizmalar

Cok hiicreleri bir organizmada biitlin hiicrelerin genotipi ayn1 iken (bir kas hiicresi ile
bir sinir hiicresi gibi) farkli fenotipler olugsmasi ayn1 zamanda hiicre boliinmesi sirasinda bu
ozelliklerin kalitilmasi; gen dizisinin disinda gerceklesen ve farkli gen anlatim profillerini

olusturan bir takim mekanizmalara isaret etmektedir. Cevresel bir sinyal etkisiyle



sessizlesen veya anlatimi1 baslayan genler hakkindaki bilginin devam eden nesillere
aktarilmasi “epigenetik” olarak adlandirilir(Watson ve Baker 2008). Epigenetik bir aktarim
i¢cin sinyalin devamliligina gerek olmadigi gibi, gen sessizlesmesi veya gen anlatiminin
devam etmesi mutasyona da bagli degildir. Baska bir ifadeyle, epigenetikte gen
ekspresyonu kalitilirken, genetik bilginin islevselligi ve kalitilmasindaki gibi gen dizisi ile
baglantili degildir ancak kalitilan bu bilgi potansiyel olarak geri doniisebilmektedir
(Dupont ve dig. 2009).

Kok hiicrelerin kendini yenileme mekanizmalarinda (asimetrik ya da simetrik hiicre
bolinmesinde), memeli gelisim esnasinda kararlanma ve farklanma asamalari sirasinda
epigenetik faktorler rol oynamaktadir (Huang ve dig. 2015, Fazzio ve Panning 2010,
Kraushaar ve Zhao 2013). Bu siireglerde gelisim potansiyeli kaybi ile olusan her bir hiicre
popiilasyonu (totipotent, pluripotent, multipotent, unipotent) farklilasma potansiyelleriyle
iligkili karakteristik bir epigenetik diizene sahip oldugu diistiniilmektedir. Gen ekspresyonu
diizeninindeki bu degisimler, DNA’nin degisik sekillerde paketlenmesiyle ortaya ¢ikan
farkli kromatin yapilarindan kaynaklanmaktadir. Okaryotlarda kromatin yapis1 gen
anlatim1 seviyesi hakkinda bilgi verir. Kromatin yapisi sikilasip yogunlastiginda (sessiz)
genler inaktif iken gen ifadesi ya yoktur ya da basal seviyededir. Bu kromatin yapisi
heterokromatin olarak adlandirilir ve iki siifa ayrilmaktadir: fakiiltatif heterokromatin,
konstitatif heterokromatin.Fakultatif heterokromatinde inaktif olan genler hicreye
Ozgiirdiir. Diger bir ifadeyle, organizmanin gelisiminin belli evrelerinde hiicresel sinyallere
cevap olarak htcre tarinin transkripsiyonel aktivitesine gore degiskenlik gosteren
kromatin yapisidir. Bu morfogenez ve farklilasma ile iliskili olup heterokromatin yap1
duzenlenebilmektedir. Kromozomun ya tamami ya da belli bir kismi heterokromatin
yapidadir.Ornegin, memeli disilerinde X kromozomlarindan biri aktif halde ve dkromatik
yapidayken, digeri inaktif haldedir. Konstitltif heterokromatinde ise genellikle telomer,
sentromer, Y kromozomunun distal kollar1 gibi kromatinin yapisal bolgeleri barindiran,
tim hiicrelerde daima yogun halde yiiksek miktarda tekrarli DNA dizisi i¢germektedir
(Chen ve dig 2011). Okromatin olarak adlandirilan agik kromatin yapisinda ise genler aktif
olarak ifade edilir. K6k hiicreleri aktiflestiren sinyaller kromatine tasmnir ve genom
boyunca epigenetik modifikasyonlarin yeniden diizenlenmesine ve bu da kromatine
yapisinin yeniden modellenmesi ile birlikte gen ekspresyonunun degismesine neden olur.

Kimyasal olan bu modifikasyonlar aktif ve sessiz gen durumlarini epigenetik hafizasim



olusturur ve kok hiicre kaderinin belirlenmesinde rol oynar. Bu giine kadar iyi ¢alisilmis
modifikasyonlar: DNA metilasyonu, transkripsiyon sonrasi histon modifikasyonlar1 ve

ATP-bagimli kromatin yeniden modellenmesidir.

1.3.1. Kovalent Histon Modifikasyonlari

Kromozom yapisi DNA’nin organizasyonunu saglar. Bu organizasyon ayni
zamanda transkripsiyonu olacak genleri de belirledigi i¢in 6nemlidir. Kromatin yapisi
kromozomal DNA’nin organizasyonu ve paketlenmesine yardim eder ve hicre
dongiisiiniin farkli asamalarinda paketlenme diizeyini degistirebilir. Okaryotlarda genomik
DNA niikleozom yapisindadir. Histon proteinlere sarilmis DNA yapisina niikleozom
(nukleoprotein kompleksi) denir. Nikleozom, kromozomal yapmin temel Gnitesidir.
Okaryotlarda DNA’nin paketlenme derecesi transkripsiyonu etkileyen bir faktordir.
DNA’nin niikleozom {izerine paketlenmesi dinamiktir; zaman veya c¢evresel etkilere gore

degisiklik gosterir (Watson ve Baker 2008).

Kromatinin 6nemli protein bilesenleri olan histonlar 0karyotlarda en fazla bulunan
DNA’ya baglanan kiclk pozitif yukli proteinlerdir.Nikleozom, histon proteinlerinin
belirli bir sirayla DNA ile baglanmasi sonucu olusur.Histon proteinleri ve DNA
baglanmasi belirli bolgelerde olmaktadir, ancak DNA dizisinden bagimsizdir.Nikleozom
¢ekirdeginde her bir histondan iki kopya bulunur. 1- Cekirdek (6z) histonlar (Core
histones): H2A, H2B, H3 ve H4 2- Baglayict DNA’ya baglanan histon: H1. Cekirdek
histonlarin ~ hiicre i¢i  miktarlar1  esitken, H1’in miktar1  digerlerinin  yarisi
kadardir.Niikleozomu  olusturan  histon  proteinlerinin  amino  asitdizileri  iyi
korunmustur.Amino ucunda bulunan kuyruk bolgeleri direkt olarak DNA’ya baglanmazlar,

ancak niikleozom yapisinin sabitlenmesinde rol oynarlar (Watson ve Baker 2008).

Nikleozom yapisi ve histon proteinlerinin modifikasyonu ile transkripsiyonun
duzenlenmesi  Okaryotlara  6zgindur.  Fosforilasyon,  Asetilasyon,  Metilasyon,
Ubikutinasyon, Sumolasyon, ADP-ribosilasyon ve sitriilinasyon gibi histon proteinlerinin
amino (N) ucu kuyruk bolgesinde yer alan lizin,serin ve arjinin rezidilerinin kovalent
modifikasyonlar1 araciligiyla niikkleozomun yapisi degisebilmektedir. NUkleozom yapisinin
modifikasyonu gen anlatiminin diizenlenmesinde rol oynar. Bu sayede kromatin diizeyinde

dogrudan gen ifadesi kontrol edilebilir. Kuyruk bélgelerinin modifikasyonu, toplam pozitif
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yikii degistirerek, niikleozom yapisina etki etmektedir. Modifikasyonlar sonucu
niikleozom tizerindeki pozitif iyon dagilimi ve buna bagli olarak da yiksek duzenli
kromatin yapilar1 (30 nm fiber yap1 gibi) degisir.Histon modifikasyonlari sonucu
nikleozom yapisinin agilmasi, bolgedeki DNA’nin, DNA’ya baglanabilen proteinlerle
etkilesimini kolaylastirarak gen anlatiminin diizenlenmesinde rol oynarken kapanmasi
DNA/protein etkilesimini zorlastirir.  Ornegin, histon proteinlerinin N uglarmin
asetilasyonu kromatin yapisini agarak transkripsyon kompleksini olusturan proteinlerinin
0zgiin baglanma bolgelerini agiga ¢ikartirken, deasetilasyon ise bunun tam tersine neden
olarak gen ifadesinin baskilandigi, kromatinin inaktif oldugu yapiya c¢evirmektedir
(Watson ve Baker 2008).

Histon modifikasyonlari, bir ¢esit “histon kodu” meydana getirirler. Histon kodu,
translasyon sonrast modifikasyonlar sonrasi 6zel kiimeler halinde bulunan modifiye
edilimis histon rezidiilerinin, bagska kromatin pargalariyla olan 6zgul etkilesimlerinden
dogan bilgiyi saglar (Strahl ve Allis 2000, Jenuwein ve Allis 2001). BOylece hiicrede
meydana gelen olaylarin sonucunda olusan etkinin kromozom diizeyinde diizenlenlemesi
gergeklesir. Biitiin modifikasyonlarin tanimlanmasi zor olsa da bazi spesifik ornekler ¢ok
iyi caligtlmigtir. Histon N ucu kuyruklarindaki Lizin (K) ve Arjinin (R) rezidulerinin
metilasyonugenel olarak transkripsiyon aktivasyonuna yol acar. Histon asetilasyonu ve
fosforilasyonu agik kromatin yapisini elde edilmesinden dolay1 gen ifadesini pozitif sekilde
diizenlenmesini saglar. Histon metilasyonlari lizin ve arginine eklenen metil gruplarinin
sayist ve eklendigi rezidiiye bagli olarak gen anlatiminin hem aktivasyon hem de
represyonunda rol oynamaktadir. Ornegin, 4. Pozisyondaki lizin histon 3 (H3) bir tane
metil transfer edildiginde (H3K4mel) olarak ifade edilir ve genellikle aktif genlerin
promotor bolgelerinde yer alarak gen aktivasyonunu saglar. H3’de 9.lizindeki dimetilasyon
ve H3’de 27. lizindeki trimetilasyon gen sessizlesmesi ve heterokromatin olusumuyla

iligkili iken, H3-K4, H3-K6 veya H3-K79’daki metilasyonlar aktif kromatin ile iligkilidir.

Gelisim esnasinda kovalent histon modifikasyonlari, hiicresel kimligin saglanmasi
icin Kkritik olan kalitsal epigenetik isarctlerdir. DNA metilasyonunda gézlemlendigi gibi
farkl1 histon isaret motifleri fertilizasyondan sonra belirlenmektedir ve parental asimetri ile
karakterize edilmektedir. Disi pronikleusu birgok aktiflestirici histon isaretleri:
H3K4mel/2/3, H3K9/14ac, H4K5/8/12/16ac ve baskilayici histon isaretleri: H3K9me2/3,
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H3K27mel, H4K20me3 tasimaktadir (me: metilasyon, ac: asetilasyon) Bunlarin hepsi
proniikleer gelisim esnasinda biiylik bir degisime ugramazlar. Bunun yerine, sperm
kromatini zigotun ilk hiicre déngiisii boyunca kapsamli bir yeniden modellenmeye gider.
Histonlarla protaminlerin yer degistirmesi siiresince mono-metillenmis histon isaretleri
H3K4mel, H3K9mel ve H3K27mel S fazimin baslangicindan once agirlikli olarak
edinilir. Ardindan, meydana gelen ilk hilicre dongust boyunca histon metiltransferazlar
(HMT) ve asetiltransferazlar (HAT) paternal kromatinle iligkilidir ve bu durum metil
gruplarinin arttirtlmasi ile H3K4me3, H3K9me2, H4K5/8/12/16ac ve H3K27me3 gruplarin
ortaya c¢ikarilmasindan sorumludur. SCNT ile normal gelisim arasindaki baslica farklar;
oositin H3K9ac gibi aktiflestirici; H3K9me3 gibi baskilayici kromatin isaretlerini kaldirma
konusundaki azalmis kapasitesi ile iliskilidir. Histon modifikasyonunda ¢ok sayida enzim
gorev alir. Ornegin gelisimde bu enzimlerin de icinde oldugu maternal kalitsal faktorler,
fertilizasyondan sonra kademeli bir sekilde kromatinin hedeflenmesinden sorumludur. Bu
faktorler arasinda HAT’ ler: GenS5; HMT® ler, Ezh2, G9a; histon deasetilazlar, DNA
baglanma proteinleri: MBD3; sayisiz kromatin yeniden modelleyicileri: Brgl, Npm2,
ATRX; polycomb grup Uyeleri: Eed, Suz12, YY1, Ringlb. Bu proteinler ve transkripsiyon
diizenleyicileri arasindaki etkilesimlerin tamamen agiga ¢ikarilmasi, zigotteki totipotent

kromatinin belirlenmesinde ¢ok biiyiik katki saglayacaktir (Alberio ve Johnson 2011).

Ozetle, gen anlatiminin diizenlenmesine eklenen bu asama her ne
kadarkomplekslige yol agsa da, kontroliin farkli seviyelerde olmasi ¢ok hiicreli dkaryotlar
icin Onemli bir faktordir.Hiicre dongiisii sirasinda kromozom paketlenmesindeki kisa
stireli degisimler, histon proteinlerinin geri doniisiimli kimyasal modifikasyonlari ile

mUmkanddr.

1.3.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu Okaryotik genomlarda goriilen baslica modifikasyondur ve
memeli gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.Genomdaki sitozin-guanin dinukleotidlerinde
(CpG) bulunan 5. pozisyonundaki sitozin halkasinin metilasyonu sonucu 5-metilsitozin
(5mC) olusmasi ile gergeklesir. Bu reaksiyon DNA metiltransferazlar (DNTM1, DNTM3a
ve DNTMB3b) tarafindan Kkatalizlenirr DNMTI1, DNA replikasyonu sirasinda DNA
metilasyon motifinin devamini saglar ve onarim/bakim metiltransferazi olarak da ifade

edilir. DNMT]1 yar1 metillenmis DNA bolgelerine baglanirken, DNMT3a ve DNMT3b de
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novo metiltransferazlar olarak adlandirilir ve yart metilenmis veya hi¢ metillenmemis
bolgelere baglanarak erken embriyonik gelisim doneminde genomik DNA
metilasyonununda goérev alirlar. TET ailesi proteinlerinden TET1 ise, DNA’daki 5-
metilsitozin rezidilerini (5mC), 5-hidroksimetilsitozin (5hmC) rezidilerine cevirilmesini
katalizler. Baslica erken embriyogenez ve bazi patolojik durumlarda gen ekspresyonunun
duzenlenmesinde rol alan TET ailesi proteinleri, memelilerde aktif DNA demetilasyonu

saglayan bir grup dioksigenazdir (Tahiliani ve dig. 2009).

Metilasyon derecesi DNA’nin bulundugu bdlgelere gore; Hipometilasyon DNA
(Fakultatif heterokromatin DNA, Pseudogenler, inaktif X kromozom) ve Hipermetilasyon
DNA (Sentromerik DNA, Inaktif ¢6p (junk) DNA) olarak farkli oranlarda gerceklesir.
Memelilerde CpG'lerin %60-90"1 metillenmis bir sekilde bulunmaktadir. Bu alanlar
genomda yiiksek bir siklikta bulunursa CpG adaciklar1t olarak adlandirilir. CpG
adaciklarinda gorillen DNA metilasyonu, gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rol
oynamaktadir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde, 6zellikle genlerin promotor bolgelerindeki
metillenme, transkripsiyon faktorlerinin tanima bolgelerinde degisiklikler meydana
getirerek bu faktorlerin baglanmasini engellemekte ve bu sekilde gen ifadesinin
baskilanmasinda rol oynamaktadir. Hiicre farklilagsmasiyla birlikte farkli dokularda
farkligenlerin ifade olmasinin temelinde bu diizenleme yatmaktadir. Metilasyonun
kromatin dizeyinde degil DNA diizeyinde meydana gelmesi nedeniyle degisiklikler

stireklilignin korur ve kalicidir (Bogdanovi¢ ve Veenstra 2009).

DNA metilasyonu gen sessizlesmesi, genom damgalanmasi ve X-kromozom
inaktivasyonu gibi gelisimsel siiregte dnemli rol oynamaktadir. DNA metilasyonu ile gen
sessizlesmesi birgok farkli mekanizma ile gerceklesir: 1- Metillenmis DNA hedef bolgeye
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engeller. 2- Gen aktivasyonu ile iliskili histon
modifikasyon isaretlerinin olusumunu engeller. 3- DNA metilasyonu sonucu olusan
DNA’daki degisim, metil CpG baglanma proteinlerinin(MeCPs) tanima bdolgesini
olusturur. Bu bolgelere metil-CpG baglanma bolgesi (MBD) ile baglanan birgok
transkripsiyon baskilayic1 proteinler ile Histon deasetilazlar (HDAC) birlikte kompleks
halinde toplanirlar. Bu kompleks niikleozomu yeniden modelleme ve “histon deasetilaz”
aktivitesi gostererek gen ifadesinin baskilandigi, kromatinin inaktif oldugu yapiya
cevirmektedir (heterokromatin). Ayrica, metil baglanama proteinleri (Mbd1-4) ve MeCP2
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histon deasetilazlar1 ve kromatin yeniden modelleyicileri toplayarak baskilanmig bir
kromatin yapisina sebep olur. Promotdr bdlgelerinin disinda, DNA metilasyonu
trankripsiyonu olan genlerin govdesi (tranksiyon olan boélge) metilasyonu ¢ok sik
saptanmustir, fakat fonksiyonu tam olarak net degildir. Son zamanlardaki ¢alismalarda,
DNA metilasyonunun ekzonlarin alternatif kesim {irlinleri olusumuna katk1 sagladigi, bunu
da HDAC’leri toplayarak nukleozom asetilasyonunu azaltmast ve DNA polimeraz II
hareketini yavaglatmasi ile gerceklestirdigi idda edilmektedir (Maunakea AK ve dig.
2013).

1.3.3. ATP-bagimh Kromatin Yeniden Modellenmesi

ATP-bagimli Kromatin Yeniden Modelleyen kompleksler (ATP-KYM) ATP
hidrolizinden enerji kullandigi enerji ile DNA niklezom yapisin1  yeniden
modellenmesinde rol oynarlar. Bunu; 1- Niikleozomun kaymasi ile nikleozomun DNA
tizerindeki konumu degistirilmesi  2-Nikleozomda konformasyon degisikligi ile
histonlardan ayrilmadan DNA erisilebilirligini arttirllmas1 3- Nukleozomun yerinden
cikarilmasi ile histon ve DNA tamamen ayristirilmasi 4- Histon tiirevlerinin kendi arasinda

degisimi (Swrl yeniden modelleme kompleksi rol oynar) (Narlikar ve dig. 2013).

Memeli htcrelerinde  ATP-KYM komplekslerini kodlayan yaklasitk 30 gen
tanimlanmistir. Bu genler yaklasik 4 farkli ailede gruplanmiglardir: SWI/SNF (switching
defective/sucrose nonfermenting), ISWI (imitation switch), CHD (chromodomain,
helicase, DNA binding), ve INO8O (inositol requiring 80)). ATP bagimli bu enzimler hiicre
tirine ve gelisim evrelerine oOzgiidiirler.  SWI/SNF protein ailesinin alt birim
kombinasyonlar1 ile ¢ok fazla ¢esitlilik olusmasi, gen ifadesindeki c¢ok fazla farklilik

olmasini agiklayabilecegi diistintilmektedir (Clapier ve Cairns 2009).

1.3.4. Kovalent Olmayan Modifikasyonlar

Kovalent olmayan histon modifikasyonlar1 histon-histon veya histon-DNA
etkilesimlerini degismesini histon takaslari, histon katimlari, DNAonarimi sirasinda
meydana gelen ATP-KYM ile kromatinin yeniden yapilanmasini saglayan mekanizmlardir.
Ornegin enerji gerektiren H2A/H2B histon dimerlerinin takasinda ATP-KYM
kompleksleri gorev almaktadir (Bruno ve dig. 2003).
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Histon kalitimi ile hiicre boliinmesi sirasinda DNA metilasyon paterni dol hicrelere
degismeden aktarilir. Boliinme sonrasi her bir niikkleozom ebeveynden gelen ve metile
edilmis histon proteinleri ile birlikte, yeni sentezlenmis ve modifiye edilmemis proteinler
de tasir. Metile edilmis histon proteinlerini tanityan kromodomen proteinleri aracilifiyla
(0zellikle histon metilaz), histon metilasyonu yakin bolgelere de yayilarak heterokromatin
yapisinin olusmasi saglanir.Maintenance methylase (Siirdiiriici metilaz) yar1 metile
edilmis gen bdlgelerinde (hemimethylated) yeni sentezlenmis DNA zinciri iizerindeki
metilasyonu saglayan enzimdir. Esey hiicrelerdeki metile olmus boélgelere baglanan
MeCP2 repressor proteini dncelikle histon deasetilazlari, ardindan da metilaz enzimlerini

toplayarak gen sessizlesmesini saglar.

Uzaktan dizenlenme ve DNA halkasi olusumu (DNA Looping), DNA sarmalinin
yapisini degistirerek protein-protein etkilesiminde rol oynayan yapisal “Architectural”

proteinler ile gergeklesmektedir (Gomez-Diaz ve Corces 2014).

Kodlamayan RNA molekilleri (non-coding RNA, ncRNA), DNA transkripsyonu
sonucu iiretilen fakat translasyonu ger¢eklesmeyen, ancak gen ekspresyonunu
transkripsiyonel ve transkripsyon sonrasi asamada diizenlenmesi gibi belirli fonksiyonlari
olan diizenleyici RNA’lardir. Epigenetik iligkili ncRNA: miRNA, siRNA ve IncRNA
mikroRNAlar (miRNA’lar), kisa engelleyici/susturucu (SIRNA’lar) okaryotlarda
kromozomun gen anlatiminin diizenlenmesi RNAi olarak adlandirilmaktadir. RNAi
translasyonu durdurabildigi gibi, homolog hedef mRNA’nin tamamen yok edilmesine de
yol agabilir. Ayni sekilde, promotor bdlgelerinin transkripsiyonel sessizlestirilmesini
indikleyerek (kromatin modifikasyonu) gen anlatimimi tamamen durdurabilirler (Cao
2014).

1.4. Embriyonik Kok Hiicre Epigenetigi

Kromatin yapisinin yeniden yapilanmasi1 EKH farklilagsmasi sirasinda meydana gelir:
Okromatik bolgelerde bulunan pluripotensi genleri ile iligkili bolgeler heterokromatine
doniislir ve bunun tersine, farklilagsma ile ilgili genlerin kromatin bdlgeleri dkromatik
haline gelir. Bu sebeple, 6kromatin ve heterekromatin doniisiimiinii saglayan kromatin

faktorleri EKH kendini yenilenmesi ve hiicre hangi soya 6zelleseceginin belirlenmesinde
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onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, heterokromatik belirte¢ olan H3K9me2 farklilasmis
hiicrelerde yaygin olarak gergeklesmektedir. H3K9me2 farklilasmis EKH’lerde ytiksek
miktarda iken, o©kromatik H3K9ac modifikasyonunda azalma gozlenmektedir.
Farklilasmamis EKH’lerde pluripotensi genleri, okromatik ve transkripsiyon agisindan
aktif durumda iken; farklilagsma ile ilgili genler heterokromatik ve transkripsiyon agisindan

inaktiftir (Zhou ve dig. 2011).

EKH’ler bivalent (iki yonli) olarak adlandirilan, hem aktiflestiren hem de
sessizlestiren epigenetik modifikasyonlar1 birlikte tasiyan kromatin kromatin bolgeleri
icerirler. EKH’lerdeki bivalent kromatin bolgeleri, belirli hicresel sinyallere cevap
vererek, kritik genlerin aktif hale gelebilmesini saglayacak sekilde siirekli hazir
vaziyette/dengede bulunmaktadir. Belirli hiicre soyuna ydnlenmeden sorumlu birgok
transkripsiyon faktorinin ana dizenlenme bolgeleri hem aktif kromatin modifikasyonu
H3K4me3 hem de inaktif kromatin modifikasyonu H3K27me3 birlikte tasir (Bernstein ve
dig. 2006, Azuara ve dig. 2006). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bu iki isaret ayn1 H3
kuyrugunda birlikte bulunmadiklarini, ancak ayni niikleozom {izerinde zit konumda duran
H3 kuyruklarinda bulunduklarin1i 6ne siirmektedir (Voigt ve dig. 2012). DNA
metilasyonunda 6nemli bir basamak olan 5SmC’den ShmC olusumu bivalent kromatin igin
aktif bir epigenetik belirte¢ olarak belirlenmistir. Bu modifikasyonlarin goreceli miktari
her bir promotdriin etkili bir sekilde gen ekspresyon durumunu ayirt etmektedir, buna
karsin genom boyunca bivalent belirteglerde onemli Slgiide bir degisiklik gbézlenmez.
Bivalent bolgeler EKH belirli hiicre soylarina yonlendiginde H3K27me3 isareti kaldirip,
H3K4me3 kaldiginda c¢ozilirler/gevserler. Bu siireg¢ RNA polimeraz 1l bivalent
domaindeki farkli bolgelerle aktif iligskisi sonucu hazirda bekleyen (poised) genlerin
aktivasyonu ile birlikte belirli bir hiicre soyuna yoénlenmeye sebep olur. Ote yandan,
EKH’lerin farkli hiicre soylarina yonlenmesini saglayacak diger bivalent bolgeler inaktif
durumda kalirlar ve H3K27me3, H3K9me3 ve 5mC DNA metilasyon isaretleri
tasimalartyla daha kararli bir kromatin yapisi halinde kalabilirler (Sha ve Boyer 2008).

Gen anlatiminin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde 6nemli roli olan mikro
RNA’lar da epigenctik diizenlemede gorev almaktadirlar. Embriyonik kok hucrelerin
mikro RNA profili incelenen ¢aligmalarda 6zellikle miR-302/367 ailesi miRNA’larin ve
miR371/372/373’0 iceren miRNA ailesininekspresyonu yuksektir(Suh ve dig. 2004,
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Lakshmipathy ve dig. 2007). Normal kosullarda hizli G1-S gecisini saglayan ve
proliferasyonu tesvik ettigi bilinen miR-294/miR302 ailesi mikro RNA’lar, G1-S kontrol
noktasini baskiladigi, EKH farklilasmasini c¢esitli mekanizmalarla inhibe ettigi ve
EKH’lerin kendini yenilemesinde rol oynadigi gosterilmistir (Wang ve dig. 2013). Ayrica
miR302/367 ailesi onemli pluripotensi faktorlerinden Oct4 ve Sox2 ile dogrudan iliskili
oldugu ve ayni zamanda embriyonik gelisimin erken déneminde miR302/367 seviyesininin
Oct4 mRNA’s1 ile korelasyon gosterdigi belirlenmesi, bu ailenin EKH pluripotensinin
korunmasinda ve hiicre homeostazinda 6nemli bir rol oynadigini1 géstermektedir (Card ve

dig. 2008).

EKH’lerde Lin28 hiicre biliylimesi ve farklilagmasinda rol alan let-7
microRNA’larin  {Uretimini  inhibe  etmektedir.  Lin28  tarafindan  negatif
diizenlenen/baskilanan let-7 miRNA’s1 (Viswanathan ve dig. 2008), mir302 ve mir290
ailesi miRNA’lara antagonisttir (Melton ve dig. 2010). Farklilasma iizerinden, Lin28
ekpresyonu azalir ve olgun let-7 molekiiliinde hizli bir artisa neden olmaktadir. Bu da c-
Myec aktivitisini diisiirerek ve ¢ekirdek transkripsiyon faktorlerinin downstream hedeflerini
baskilamaktadir. Ayrica iEKH’lerde miR302 TGF-beta ailesi iiyesi bazi proteinleri
baskilayarak farklilagmaya yol acan Nodal sinyal yolaginin inhibisyonunu

saglamaktadir(Rosa ve dig. 2009).

1.4.1. DNA Metilasyonu ve EKH Farklilasmasi

Farklilasmamis EKH’lerde DNA metilasyonunu yazan, okuyan ve silen kromatin
faktorleri yiiksek miktarda iretilir. Ayn1 zamanda yiliksek derecede global DNA
metilasyonu belirlenmistir. Farklilasma ve hiicre soylarina yonlenme bagladiginda genom
boyunca DNA metilasyonu yeniden dagilim gdésterir. Bunun sonucu olarak farklilasma
diizenini ve hiicre tiirii ve kimligini etkiler. DNA metilasyon degisimi genellikle
pluripotensi transkirpsiyon fatorlerini kodlayan kok hicreye 6zgi genlerin promotor
bolgelerinde meydana gelir. Ilging bir sekilde DNA metil transferazlar EKH kendini
yenilemesinde gerekli degilken, EKH farklilasmasi ve hiicre serilerine ydnlenmesi
sirasinda gereklidir. Farklilagsma sirasinda, pluripotensi ve istenmeyen hiicre soylarina ait

genlerin kalic1 olarak susturulmasi gereklidir (Ehrlich ve Lacey, 2013).
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1.4.2. Histon Modifikasyonlari

EKH’lerin belirli bir hiicre soyuna yonlenerek o6zellesmesinde, histon modifiye
eden enzimlerin 6kromatik ve heterokromatik yapinin doniisiimlerini saglamalar1 ve
bivalent kromatin yapilarin1 ¢ozebilmeleri nedeniyle ¢ok giiclii bir etkisi vardir. EKH
farklilagmas1 sirasinda global kromatin yapisinin degisiminde ve bivalent kromatin
bolgelerinin ¢ozulmesinde rol almasi nedeniyle H3K4 ve H3K27 metilasyonu ¢ok sik
calisgilan iki histon modifikasyonudur. H3K4 isaretinin histon metiltransferazlar ve
demetilazlar tarafindan modifikasyonu 6nemlidir. (TrxG) MLL/Setl (myeloid/lenfoid veya
akut I6semi protein) kompleksleri EKH farklilasmasinda aktif durumdadir. Ornegin, MLL
kompleksinin alt birimlerinden H3K4 metilasyonunun okuyucusu olan Wdr5’in (WD
Tekrar Domaini 5) susturulmasi genom boyu H3K4 metilasyonunun azalmasina ve EKH
kendini yenilemesinde sorunlar ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. H3K4 demetilazlardan
Kdmb5b (lizin spesifik demetilaz 5b) genom boyu H3K4 metilasyonunu duzenleyerek EKH
tamamen farklilagmasini engelledigi ve EKH kendini yenilenmesi i¢in gereklidir (Krivtsov

veArmstrong, 2007, Young 2011).

H3K27 metilasyonu, polycomb protein ailesine ait PRC2 enzimi (polycomb
baskilayict kompleks 2) tarafindan katalizlenmektedir. PRC2 genlerin kalici olarak inaktif
hale gelmesini veya EKH farklilasmasi sirasinda gen aktivasyonu igin sessiz durumda ve
hazir vaziyette tutulmasini saglamaktadir. PRC2 proteinleri gelisim diizenlenmesinden
sorumlu sessiz genlere baglanma egilimindedirler. Bu enzim ailesi, EKH kendini
yenilemesinde ana bir role sahip olmasa da spesifik olarak bivalent kromatinlerin
coziilmesinden sorumlu olmasindan otiiri EKH farklilagsmasinda kritik rol aldig

belirlenmistir (Zhou ve dig. 2011).

H3K9 oOkromatin heterokromatinle iligkili doniisimlerde rol alir. Histon
metiltransferaz  SETDB1 (SET domain bifurcated 1) biitin H3K9 isaretlerinin
mettilasyonundan ve EKH kendini yenilememesinden sorumludur. H3K9 demetilazlardan
Jmjdla (lizine 6zgl demetilaz 3A) ve Jmjd2c (Lizine 6zgl demetilaz 4c) ayrica EKH
kendini yenilememesinde rol alir (Bilodeau ve dig. 2009). Bunun temel sebebi,
budemetilazlarin susturulmasi-aracili pluripotensi genlerinin ekspresyonlarinin azalmasi ve
hiicre soylarina 6zgii genlerin artmasinina yol agmasi nedeniyle EKH farklilagmasini

tetiklemesidir (Loh ve dig. 2007).
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1.4.3. ATP-Bagimh Kromatin Yeniden Modellenmesi

ATP-KYM kompleksleri birgok mekanizma ile nikleozom-DNA iligkisini
etkileyerek EKH karakterini kontrol etmektedirler (Fazzio ve Panning 2010, Keenen ve de
la Serna, 2009). BAF (Brahma/Brgliliskili Faktor) kompleksleri ATP-KYM faktorlerinin
ailesinden olup maya SWI/SNF kompleksi ile homologdur. Bunlar, promototrlerin ve gen
aktivasyonundan sorumlu proteinlerin yakininda niikleozomu yeniden yapilandirarak, her
ikisi defonksiyon olarak transkripsyionun aktivasyonunda ve baskilamasinda rol alabilirler
(Clapier ve Cairns 2009). EKH’lerde tek basina bir BAF kompleksi esBAF halinde
bulunur (Ho ve dig. 2009). Homozigot BAF alt birimlerini kodlayan genlerden herhangi
birini islevsiz hale getirilmesi (knockout, KO) veya baskilanmasi (knockdown, KD), EKH
kendini yenilemesinde ve pluripotenside kusur meydana getirmektedir. Bu nedenle EKH
gen ekspresyon isleyisinde kritik oldugu anlasilmaktadir (Gao ve dig. 2008, Ho ve dig.
2011, 2009, Kidder ve dig. 2009; Yan ve dig. 2008). CHD1 EKH pluripotensisinde
onemlidir. Transkirpsiyonel uzama asamasinit ve mRNA kirpilmasinin (splising) onceki

asamasini diizenlemektedir (Hargreaves ve Crabtree 2011).

1.4.3.1. NuRD Kompleksi

Nikleozom Yeniden Modelleme ve Deasetilaz kompleksi (NuRD; Mi-2) 4
1990’larinn sonunda kesfedilen ana ATP-KYM kompleksi tlrlerinden en dnemlilerinden
biridir (Tyler ve Kadonaga, 1999). NuRD, kromatin yeniden modelleyici faktorlerden
olusan multi-alt birimli bir yap: halinde niikleozomu yeniden modelleme ve “histon
deasetilaz” aktivitesi gostererek, transkripsiyondan sorumlu komplekslerin DNA’ya
erigsimini engellendigi ve bOylece gen ifadesinin baskilandigi kromatinin inaktif
konformasyonlu yapisinadoniistiirmektedir Embriyonik gelisim sirasinda, transkripsiyon
seviyesinde gen susturulmasinda onemli bir faktordir. Diger smiflardaki ATP-KYM
kompleksleri gibi NuRD kompleksi; ATPaz aracili kromatin yeniden modellenme
aktivitesi ile DNA ilmiginin nikleozomdan ayrilmasii ve her bir histonun N-terminal
kuyruklarindan asetil gruplarin kaldirilmasini saglamaktadir. DNA-histon etkilesimlerini
degistirerek kromatin yeniden modellenmesini ile transkripsiyon, kromatinin yapilanmasi,
hiicre dongiisliniin slirdiiriilmesi ve genom biitiinliigii/kararlilig1 gibi siireglerde 6nemli role
sahiptir. Bitki ve hayvanlarda yiiksek derecede korunmustur ve bir¢ok dokuda yiiksek
seviyede ifade edilir (Denslow ve Wade 2007).
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NuRD alt1 ¢ekirdek alt-birimden olusan ve en az iki enzimatik aktiviteleriyle gen
ifadesinindiizenlenmesini saglayan bir komplekstir: HDAC1 ve HDAC?2 alt-biriminin gen
ifadesinin inaktif duruma getiren “histon deasetilasyon aktivitesi” ve Mi-2a ve Mi-
2B(sirastyla CHD3/4 CHD3 ve CHD4 olarak da bilinen) enzim alt biriminin “ATP-bagimli
kromatin yeniden yapilandirma aktivitesi” vardir. NuRD enzim aktivitesi gosteren iiyeleri
disinda histon baglanma proteinleri RbAp46 ve RbAp48; metastaz iliskili proteinler
MTALl, MTA2, MTA3 ve Metil-CpG baglanma bolgesi (MBD) bulunduran protein
ailesindken MBD3 ve MBD2 proteinlerini bulunmaktadir. Bu alt dnitelerin farkli
kombinasyonlarla bir araya gelmeleri, NURD kompleksinin genomun hedeflenmesi ve
hiicre tilirline 0zgii fonksiyonlarin saglanmast ile iligkili fonksiyonlarin1 belirler

(Hargreaves ve Crabtree 2011).

NuRD kompleksi histon modifikasyonlar1 ile DNA metilasyonu arasinda bag
kurulmasin1 ve bu sayede epigenetik mekanizmalarin fonksiyonlarinin biitiinlesmesini
saglamaktadir. NuRD kompleksi birgok mekanizma ile DNA’nin transkripsiyonel olarak
inaktif duruma gegmesine neden olur: H3K27 deasetilasyonuna; PRC2 gibi DNA dizisine
0zgii baglanan baskilayici proteinler ile etkilesime gegerek bu proteinlerin DNA’ya
baglanmasina; H3K27 metilasyonuna olanak saglayarak ve/veya MBD2 proteinini ortama
cekerek metillenmis DNA’ya baglanmasini saglayarak gerceklestirir Ayrica, DNMT3B
ekspresyonunu uyararak dolayli olarak DNA metilasyonunu tesvik etmektedir

(Budhavarapu ve dig. 2013).

Metil-CpG Baglanma Bélgesi 3

Insanda bulunan MECP2, MBD1, MBD2, MBD3 ve MBD4 proteinleri niikleer
protein ailesini olustururlar ve bu ailenin her iiyesi metil-CpG baglanma bdélgesi (MBD)
bulundurmasiyla karakterize edilir. MBD3 proteininin MBD domainindeki bir mutasyon
sebebiyleDNA’daki metillenmis CpG (5mC) adalarina baglanamazken (Hendrich ve Bird
1998), bunun disindaki biitinMBD ailesi iiyelerinin her biri spesifik olarak baglanabilme
Ozelligine sahiptir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada MBD3 proteininin, TET ailesi
proteinlerinin aktif demetilasyon drlini olan DNA’daki 5-hidroksimetilsitozin (5hmC)
bolgelerine baglanabildigi gosterilmistir (Yildirim ve dig. 2011). TET ailesi proteinleri,
memelilerde aktif DNA demetilasyonu saglayan bir grup dioksigenazdir. Baslica erken

embriyogenez ve bazi patolojik durumlarda gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alir
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(Ito ve dig. 2010). MBD protein bolgeleri ayrica DNMT1 yar1 metillenmis bdlgelerin

taninma hassasligini arttirabilir (Cui ve Irudayaraj 2015).

MBD3’in embriyonik kok hicrelerdeki NuRD kompleksi igerisinde amino
terminaller farkli ii¢ izoformu bulunmaktadir. MBD3b EKH’lerde en c¢ok bulunan
formudur. MBD3a MBD3c daha kiglk bir isoformudur. MBD3 geni islevsizlestirilmis
(knockout, KO)EKH’lerin niikeleer ekstraksiyonlarinda NuRD  kompleksinin
bilesenlerinden Mtal ve Mta2 miktarinin azalmis oldugu ve daha az oranda Rbap46

oldugu, ancak Hdacl miktar1 degismedigi gozlemlenmistir (Hendrich ve Bird 1998).

MBD2 ve MBD3 %70 oraninda amino asit dizisi benzerligi vardir veher ikisinin
Coil-Coil (CC) Dbolgesi bulundurmalarindan dolayi1 homo- ve hetero-dimer
olusturabilirler.S fazinin gec¢ evrelerinde replikasyon c¢atalinda yari-metillenmis DNA’ya
DNMT1 baglanmasi ile iligkili olarak MBD2 ve MBD3 heterodimer olusturduklar1 rapor
edilmistir (Tatematsu ve dig. 2000). EKH’ler hari¢ neredeyse biitiin somatik hiicreler her
iki faktori de ifade etmektedir (Kaji ve dig. 2007).

MBD3, NuRD kompleksinin ana yapisal proteinidir ve eksikliginde kompleksin bir
araya gelmesinde sorun olusmaktadir (Kaji ve dig 2006, Zhang ve dig. 1999).MBD3
cekirdek histon deasetilaz kompleksi ile metastaz iligkili protein 2 (MTA2) iligkisini
aracilik etmektedir (Zhang ve dig. 1999). Erken embriyonik gelisimde MBD3 kritik
oldugunu gostermektedir. MBD3 geni islevsizlestirilmis (KO) fare embriyonik letaldir,
diger bir ifadeyle canli olusamazken MBD2 geni islevsizlestirilmis fare kicuk kusurlara
sahiptir, ancak canliligini siirdiirebilir ve fertildir. (Hendrich ve dig. 2001). Ayrica,
MBD3geni susturulmasi (knockdown, KD) veya islevsizlestirilmesi EKH farklilagsmasinda
ve gelisimsel potensiyelinde problem olusturmaktadir (Kaji ve dig. 2007, Zhu ve dig.
2009).

Ilk ¢alismalarda, her iki MBD faktdrlerinin ayn1 NURD kompleksinin bilesenleri
oldugu ve MBD2’nin, metillenmis DNA’ya baglanamayan MBD3 proteinini ortama
cektigi ileri siiriilmiistiir (Hendrich ve dig. 2001). Buna kargin, NURD kompleksinin
saflagtirma analizlerinde, MBD2 ve MBD?3 bilesenlerinin birbirinden bagimsiz NuRD
kompleksi ile iligkili olabildigi (MBD2/Mi-2/NuURD veMBD3/Mi-2/NuRD) rapor
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edilmistir (Feng ve Zhang, 2001, Le Guezennec ve dig. 2006). MBD3 tercihen DNA’nin
metilasyonun dinamik bir gekilde doniisiimii gergeklesmesi icin hazir (poised) oldugu
sirada, CpG-zengin promotorlerde ve promotoérlerin gen ifadesini arttirict bolgelerinde
(aktif promotorlerde) konumlandigi, MBD2’nin ise genellikle metillenmis promotorler ve
aktif genlerin exon dizilerine baglanmakta oldugu gosterilmistir (Shimbo ve dig. 2013,
Baubec ve dig. 2013, Gunther ve dig 2013). MBD3 ve MBD2’nin ayr1 veya aynt NuRD
komplekslerinde bulunmalar1 sonucunda, genomdaki ayr1 bolgelerin farkli epigenetik

isaretlerle hedeflendigi diisiintilmektedir.

1.5. Yeniden Programlama ile Elde Edilen Pluripotent Kok Hticreler

EKH etik problemler dogurmasi ve terapotik amaghh EKH’lerin veya EKH’lerden
elde edilen farklilagsmis hiicrelerin naklinin immiin yanita neden olabilmesi, insan kaynakli
EKH’nin arastirma ve klinik kullaniminda sorun teskil etmektedir. Bu sebeple, somatik
hiicrelerin niikleer yeniden programlanmasi ile EKH o&zellikleri kazandirma yontemleri
gelistirilmeye basglanmistir. Somatik hiicrelerden yeniden programlama ile pluripotent
hiicre elde etmek i¢in ii¢ ana yaklasim vardir; somatik hiicre niikleer transferi (SHNT),
hiicre fiizyonu ve belirli traskripsiyon faktorlerinin hiicrelere aktarilmasidir (Yamanaka ve

Blau, 2010).

1.5.1. Nikleer Transfer Yontemi ile Uretilen Pluripotent Kok Hiicreler

Somatik hiicre niikleer transferi yontemi ile Uretilen kok hicreler (ntPKH), ¢ekirdegi
cikarilmis oosite programlanacak somatik hiicre ¢ekirdeginin nakledilmesi ile elde edildi.
1958 yilinda ilk kez Gurdon’nungergeklestirdigi SHNT ile kurbagalarin epitel hiicrelerinin
cekirdegini cikarilip kurbaga yumurtalarma naklederek elde ettigi klon kurbagalardan
sonra (Gurdon 1962), Wilmut ve dig. 1977’de ilk klon memeli olan Dolly adli koyunu
tiretmislerdir. Ardindan bir¢ok memeli klonlanmistir. Bu yontemle canli dogum saglansa
da (reprodiktif klonlama), olusturulmus embriyodan pluripotent kok hiicre elde ederek
hiicresel tedavi ve ilag gelisiminde kullanilmasi (terapotik klonlama) uygun goriilmiistiir.
On yil boyunca denemelerin sonucunda ilk kez insan SHNT 2013 yilinda
gerceklestirilmistir (Tachibana ve dig. 2013). Boylece, Oositlere yapilan SHNT ile
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farklilagmis hiicrelerin normal gelisimi tekrarlamak i¢in gerekli olan tiim genetik bilgiyi

icerdigini ve yeniden programlanabilen bir ¢ekirdek plastisitesinin varligini kanitlanmistir.

Elde edilen ntPKH’ler somatik hiicre kaynagi olan kiside immiin yanita neden
olmayacagi i¢in kisiye Ozgii hiicresel tedavi amaciyla kullanilma potansiyeli yiiksektir.
Ancak normal gelisim gosteren embriyo olusturulmasi i¢in ¢ok fazla deneme gerekmesi
bunun sonucu olarak da gok fazla oosit harcanmasi gibi yontemsel giicliikklerden dolay1

sinirlamalari vardir (Vierbuchen ve Wernig, 2012).

1.5.2. Hucre Fuzyonu ile Elde Edilen Pluripotent Kok Hicreler

Somatik bir hicre ile EKH flizyon saglanarak pluripotent karakterde hibrid bir hiicre
olusturulabilir. Embriyonik karsionma ve hatta embriyonik germ hiicreleri de
flizyonyontemi ile yeniden programlama aktivitesi gosterilmistir. Hibridler yeniden
yapilanmis bir kromatin igerirler ve Oct4 ve Nanog gibi kok hicre belirteclerini ifade
ederler (Cowan ve dig. 2005, Ambrosi ve dig. 2006). Ancak dogal EKH’ler benzer fakat
ayni olmayan kendilerine 06zgii bir gen ekpresyon profilleri vardir. Filizyon sonucu
tamamen farklilasmis hiicrelerin onarim kapasitesini canlandirilmasi ile hiicresel tedavi ve
yenilenme sureclerinde kullanilma potansiyelini tasimakla birlikte, hibrid hicrede kok
hiicre niikleisinin (¢ift nukleus) bulunmasi, hibrid hiicrenin allojenik bir hiicre kaynag:
olacagindan immun-red olasilig1 ve hibrid hiicrelerin genetik kararsizligi (instabilite) gibi
dezavantajlar1 ihmal edilememektedir. Klinik olarak kullanilabilemesi i¢in EKH
niikleisinin hibrid hiicreden ¢ikarilmasi daha detayli caligmalara ihtiya¢ olacaktir.
Nlkleusu c¢ikarilmis EKH ile flizyonu yapilan somatik hiicrelerde, yeniden
programlamanin bagladigi ancak tamamlanamadigi gosterilmesiyle, EKH nlkleusunun
fiizyonla indiiklenen yeniden programlamada Onemini ortaya ¢ikarmistir (Han ve Sidhu

2011).

1.5.3. Transkripsiyon Faktorleri-Aracihi Elde Edilen Uyarilmis Pluripotent Kok

Hucreler

Hiicrelerin kimligini kazanmasin1 ve bunu idame ettirmesini saglayan epigenetik
diizenleyici mekanizmalarin olusturdugu epigenetik isaretler, hiicre boliinmesiyle kalitilir

ve doku homeostazisi icin son derece blylk 6nem tasimaktadir. SCNT ile yapilan yeniden
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programlama ileoositte bulunan bu molekdllerin etkisiyle somatik hcrelerin gen
ekspresyonu isleyisinin aslinda geri doniisiimlii olabilecegi kanitlanmistir. Daha sonra,
Yamanaka ve arkadaslar1 tarafindan 2006°dabelirli transkripsiyon faktorlerinin somatik
hicrelere transfer edilmesi ve bu faktorlerin birlikte ekspresyonlarinin saglanmasi ile
somatik hucrelerin EKH benzeri htcrelere yeniden programlandigi gosterilip, “uyarilmis
pluripotent kok huicre, uPKH” terimi ile ifade edilmistir (Takahashi ve Yamanaka 2006).
Bu teknolojinin rapor edilmesinden itibaren, tekniksel kolayliklara sahip olmasinin yani
sira rejeneratif tipta immiin yanit ve etik sikintilarin asilabilecegi genis bir uygulama
potansiyeli olmasi, bu konuyu ilgi odagr yapmis, diinya c¢apinda birgok labaratuvarda
uPKH caligmalar1 baslamistir. Daha onemlisi, uPKH’lerin olusturulmasi hiicresel
farklilasma ve yeniden programlamanin mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi icin 6nemli

bir platform sunmustur.

1.5.3.1.  Yeniden Programlama Faktorleri

[lk uPKH olusturulmas: ¢ogunlukla Yamanaka faktdrleri olarak bilinen dort
transkripsiyon faktorlerinin (Oct4, Sox2, KIf4 and c-Myc) insan fibroblastlarina aktarilip,
yuksek derecede ifade edilmesiyle elde edildi. Alternatif olarak James Thomson’in
labaratuvari farkli faktér kombinasyonlari1 (Oct4, Sox2, NANOG, Lin28) kullanarak insan
uPKH iiretilmistir (Yu ve dig. 2007) uPKH olusturulmasinin bu baslangi¢ ¢aligmalarinda,
programlama verimi (%<0.02) oldukga diisiiktii. Dahas1 c-Myc kullanilan programlamada
elde edilen uPKH’lerin tiimor olusturma riski tasidigi rapor edildi (Nakagawa ve dig.
2008). c-Myc kullanilmadan daha verimli uPKH elde edilebilmesi i¢in baska gruplar farkli
programlama faktorlerinin olusturuldugu bir panel Esrrb(Feng ve dig. 2009), L-MYC/N-
MYC(Nakagawa ve dig. 2008, Blelloch ve dig. 2007), SALL4 (Tsubooka ve dig. 2009)
SV40LT, antijen ve hTERT (Park ve dig. 2008, Mali ve dig. 2008) sunuldu. ilk basta
OCT4’un yeniden programlamada olmazsa olmaz bir faktér oldugu ifade edilirken, daha
sonraki ¢alismalarda uPKH’lerin, OCT4 yerine Nr5a2/Lrhl (Heng ve dig. 2010) veya
RARG/RARA kullanilarak (Wang ve dig. 2011), OCT4 olmadan da iiretilebilecegi
gosterildi. Maternal transkripsiyon faktor GLIS1 (Maekawa ve dig. 2011) gibi erken
embriyonik dénem genleri ve 2-hiicre 6zgu faktor Zscan4 (Hirata ve dig. 2012) uPKH
tiretimini 6nemli rol oynadiklar1 bildirildi. Bunlarin disinda, mir-291-3p/mir-294/mir295
(Judson ve dig. 2009) ve mir-302/367 sinifi mikroRNA’lar (Lin ve dig. 2009, Anokye-
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Danso ve dig. 2011) yeniden programlamada kullanildi. Ayrica mir-200c, mir302 ve mir-
369 ailesi miRNA’lar goreceli olarak daha yuksek verimli fare ve insan uPKH Uretildi
(Miyoshi ve dig. 2011).

1.5.3.2. Yeniden Programlamada Sinirlamalar ve Yaklasimlar

UPKH dretiminde en buylk engellerden biri hlcresel senesenstir. Senesens hticrede
makromolekul boyutunda biriken hasarlar sonucu telomerlerin kisalmasindan ileri gelen
boliinmenin durmasiyla karakterize edilen hiicresel yashiliktir (Shawi ve Autexier 2008).
Ornegin yeniden programlamada yiiksek pasaj numarali ve kisa telomerli somatik hiicre
kullanildiginda uPKH iiretiminin verimi oldukca diismektedir. Diger yandan, p53, p21
veya pl6 gibi senesens faktorlerinin baskilanmasi (Knockdown, KD) uPKH yeniden
programlanma verimini arttirmaktadir (Ebrahimi 2015). P53 tiim6r baskilanmasi ve
genomik kararliligin siirdiiriilmesinde ana faktér olmasi nedeniyle, P53-noksan
fibroblastlardan uPKH’lerin kromozomal hasar goriilmesi sasirtict degildir (Marion ve dig.
2009). Geri doniistimsiiz P53 KO klinik seviye i¢in uygun olmamasi ile birlikte sShRNA ile
P53 KD normal karyotip icin kabul edilebilir gibi gozikmektedir (Okita ve dig. 2011).
Dahas1 Yamanaka faktorleri ile birlikte UTF1 ve P53 KD kullanildiginda 100 Kkat
programlaman verimini arttirdig1 rapor edildi. P53 baskilanmasi verimi arttirmig olsa da bu
hiicrelerin genomik biitiinliiklerini kaybetmeleri risk faktorii olusturdugu i¢in bu konuda

daha fazla calisma gerekmektedir (Zhao ve dig. 2008).

“Yeniden programlamay1 saglayan faktorler nasil somatik hiicreleri uPKH’lere
doniistiirebilmektedir? Yeniden programlama siireci bagladigi anda bu faktorler, baslangi¢
hiicrelerden uPKH’lere doniisiim hizi acisindan neden bu kadar etkisiz olmaktadir?”
sorulariin cevabi, uPKH tiretimindeki bu basit ve kaliteli yaklagimlara ragmen tam olarak
netlik kazanmamistir. Ayrica, uPKH’ler, transkripsiyon programi, kromatin modifikasyon
profilleri ve kromatin konfiglirasyonu acisindan EKH’ye c¢ok benzerdir. Buna ragmen,
somatik hticrelerin elde edildigi kaynak ve kiiltiirdeki pasaj sayisinin artigiyla olusabilecek
genetik ve epigenetik varyasyonlar gercek anlamda EKH fonksiyonunu yerine
getirebilecek uPKH gelistirilmesine engel olan durumlardir. Bu sebeple, son zamanlarda
yapilan uPKH ¢alismalarini epigenetik konusu tizerinde yogunlasmistir(Lund ve dig. 2012,
Bilic ve Belmonte 2012, Martins-Taylor ve Xu 2012).
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Embriyonik kok hicrelerin kendilerine 6zgu pluripotensi kimlikleri, transkripsiyon
faktorleri ile epigenetik faktorler arasindaki bir ag sayesinde kontrol edilmektedir. Onceki
boliimlerde bahsedildigi gibi (bkz. Boliml.4) histon ve DNA modifikasyonu gibi
epigenetik faktorler sayesinde, karakteristik olarak somatik hicrelerdeki kromatin
yapisinin aksine EKH’ler agik kromatin yapisina sahiptir. Kromatinin bu acik yapisi,
pluripotensiyle iligkili transkripsiyon faktorlerinin etkin bir sekilde rol almasini
saglamaktadir. Bu sebeple, yeniden programlanma siiresi boyunca EKH’lerde pluripotensi
durumunu saglayan epigenetik faktorler de aktif olmalidir. Nitekim somatik hiicrelerin
EKH’lere programlanmasi sirasinda kromatin yapisi yeniden duizenlenir ve bu da belirli bir
epigenetik bariyerin asildigin1  gostermektedir (Gladych ve dig. 2015). Ancak,
giinlimiizdeki temel sorunlardan birisi somatik hiicrelerdeki epigenetik hafizanin tam
olarak silinememesidir. Dolayisiyla gergek bir EKH profilinde uPKH eldesi i¢in, klasik
kullanilan yontemlerin yaninda epigenetigi modiile eden stratejilerin de kullanilmasim
gerektirmektedir. Son zamanlarda, bazi epigenetik faktorlerin spesifik olarak somatik
hiicre epigenetik hafizasin1 silebildigi belirlenmistir. Bu faktoérler ve kimyasallar
araciligiyla epigenetik bariyer asilmaya ve bu sayede EKH potansiyeline daha yakin uPKH
elde edilmeye galisilmistir (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. uPKH iiretiminde kullanilan ve epigenetik degisiklik yapan kiigtik molekdller.
Liang ve Zhang (2013)’denalinmstir.

Kimyasal Fonksiyon UPKH Uretimine etkisi

Kismen yeniden programlanmus hiicrelerin

5-Azasitidin DNA Metilasyon Inhibitorii UPKH’lere doniismesi

BIX-01294 H3K9 metiltransferaz Verimlilik artis1; FEF hiicrelerinden
Kmtlc/G9a inhibibitori Oct4/KIf4 ile uPKH iiretimini saglama
Biitrat HDAC inhibitorii V"erlmhhk artis1; kismen programlanmis
hiicre sayisinda azalma
EPZ004777 H3K79 metiltransferaz Verimlilik artig1; fibroblastlardan Oct4 ve
Kmt4/Dot1l inhibitori Sox2 ile uPKH iiretimini saglama

. . . Verimlilik artis1; insan fibroblastlarindan
Valproik Asit - HDAC inhibitord Oct4 ve Sox2 ile UPKH iiretimini saglama.
Kdm2b ile sinerjik ve ayr1 ayri verimlilik
artisi;

DIk1-Dio3 locus lzerinde anormal
susmasinin engellenmesi ile iPSC kalitesinin
arttirilmasi

Dioksigenaz igin kofaktor

Vitamin C Fe(11)’nin rejenerasyonu

Bunlarin yaninda uPKH olusturulmasinda epigenetik bariyerin asilmasi i¢in son
zamanlardaki yaklasimlardan biri de tiim somatik hiicrelerde ekspresyonu olan Metil-CpG
Baglanma Bolgesi 3 (MBD3) hedeflenmesidir. MBD3, nikleozomu yeniden modelleme ve
histon deasetilaz aktivitesi gosteren multi-alt birimli NuRD kompleksinin Gyesidir. NuRD
kompleksi  kromatin  yeniden modelleyici faktorlerden olugsmasindan  dolay:
transkripsiyondan sorumlu diger komplekslerin DNA’ya erigimini engellendigi ve boylece
gen ifadesinin  baskilandigi  kromatinin  inaktif = konformasyonlu  yapisina
dontstiirebilmektedir (Denslow ve Wade 2007). Rais ve arkadaslar1 (2013), MBD3
susturulmas1 ardindan OSKM (Oct4, Sox2, Kif-4, Myc) transdiksiyonun yeniden
programlama etkinligini arttirdig1 (yaklasik %100); ozellikle biitiin hiicrelerin ayn1 anda
pluripotensiye seviyesine geldiklerini ve yaklasik dort haftada olan yeniden programlama

stiresinin bir haftaya diisiirdiigiinii gdstermiglerdir. Klasik (konvansiyonel) programlamada
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MBD3’1in etkisinin ne oldugunu anlamak i¢in klonal analiz yapilmistir. Bu analize gore bir
onceki ¢aligmalarinda OSKM indiiksiyonu ile yapilan programlamanin stokastik modele
uydugu (Hanna ve dig. 2009); daha sonra bir uPKH olma yolunda bir hiicredeki genlerin
bir noktada aktivasyonu ya da baskilanmasina yol agan Ongoriilemeyen ve rasgele
olaylardir. Diger tarafantan MBD3 geni islevsizlestirilmis (Knockout, KO) htcreler ile
yeniden programlanan dinamiginin deterministik modelle uyumluluk gosterdigi
belirlenmistir (R2>0.9) (Rais ve dig. 2013); yeniden programlama meydana gelen olaylar
biitlinliniin (farkli kombinasyonlar ile genlerin aktivasyonu veya sessizlesmesi) belirli bir

diizende ger¢eklesmesidir (Cizim 1.2).

Naif (wild type) _’,. .
hiicreler -_—
.°
[ I L ) 4‘ ﬁﬁ' ;::
[ ]
- - -
o

OSKM induksiyonu

.............................................. -
Zaman/hicre cogalmasi
Mbd3 geni ; i cmmler
islevsizlestiriimis — M"‘E‘: Somatik Baskilanmig
(knockout) hicreler - hilcre B8 Kromatin
® uPKH . Aktif Kromatin
(-3 e Olii veya . .
-~ 5 #‘ ﬁﬁ'ﬁ:' gk Kcre c ;Iurupolterm
[ ] a g enlari
- ® ' ®  veniden Mbd3
9 s programlama
oo taktarleri

= (eeqly

Cizim 1.2. MBD3 geni islevsizlestirilmis (knockout, KO) hicrelerin Naif (Wild type)
hiicrelere gore yeniden programla dinamigi. MBD3 KO ve OSKM ekspresyonlari
indiiklenmis hiicreler yedinci giinden itibaren % 100’e yakin oranda pluripotensiye
programlanmalart  deterministik modele uymaktadir. Naif hiicrelerdeki yeniden
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programlanma dinamigi stokastik modele uymaktadir. Brumbaugh ve Hochedlinger
(2013)’den alinmustir.

MBD3’iin etkisinin yaninda, OSKM faktorlerini aktarmak i¢in bu c¢alismada
kullanilan uyarilabilen kontrollii ekspresyon sistemi ile elde ettikleri “sekonder hicre”
sayesinde hcrelerin senkron bir sekilde programlanmasini desteklemistir. Bu sistemde
tetrasiklin (Tet) veya tiirevi doksisiklin (Dox) gibi ajanlarla uyarilabilen vektorlerin
hiicrelere aktarilmasiyla primer hiicreler elde edilmektedir. Primer hiicrelerde hedef
gen(ler) tasir ancak ifadesi yoktur. Ayni genetikte olan primer hiicrelerde, Dox verilerek
aktarilan faktorlerin ekspresyonunun ayni anda uyarilmasiyla (Tet-On), homojen bir hticre
toplulugu elde edilmektedir. Boylece faktorlerin direkt olarak aktarildigi primer
programlamadan daha verimli olmaktadir (Stadtfeld ve Hochedlinger 2010). Rais ve
arkadaglarinin disinda, daha énce bir grup OSKM faktorlerinin ayr1 ayri viriisler araciligi
ile aktarmasiyla yapilan yeniden programlamada MBD3’ilin bir bariyer olusturdugunu ve
rapor etmistir (Luo ve dig. 2013). Bu mekanizmanin anlasilmasi ve yeni teknolojilerin
ortaya ¢ikmasiyla daha etkin bir sekilde yeniden programlama olusturulmasina katkida

bulunacaktir.

1.6. Eksozomlar: Hiicreler Aras1 Haberlesme Araci

Hiicreler arasi haberlesme ¢ok hiicreli organizmalarin en belirgin 6zelliklerindendir.
Hiicre gogii, proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve hatta karsinogenez gibi mekanizmalari
kontrol eden bircok molekil, direkt hiicre-hiicre baglantilar1 ile veya salgilanan
molekiillerin transferi ile iletilir. Son yirmi yilda bu yolaklarda hiicreler arasi iletisimde
hiicre dis1 vezikiillerin (ekstraselliiler vezikiiller) oldugu iiclincli bir mekanizmadan
bahsedilmektedir. Hiicre dis1 vezikillerden apoptoz sirasinda hiicrelerin salgiladiklari
apoptotik cisimcikler uzun zamandir bilinse de (Hristov ve dig. 2004), saglikli hiicrelerin
hiicre membranlarindan vezikillerin salgilanmasi son zamanlarda anlasilmistir. Bu
vezikuller genel olarak mikrovezikiiller, ektozomlar, mikropartikiiller vb. gibi cesitli
sekilde adlandirilmistir (Holme ve dig. 1994, Hess ve dig. 1999, Cocucci ve dig. 2009,
Gyorgy ve dig. 2011).
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Hiicre kaynakli eksozomlar (ekso), 40-100-nm boyutlarda kiglk vezikullerdir
(membran kesecikleri). Eksozomlar salgilandiklar1 hiicreden diger hiicrelere igerisinde
bulundurduklart mRNA, miRNA, protein, lipid gibi biyoaktif bilesenlerin aktarimini
saglayan, hiicre-hiicre iletisiminin en dnemli elemanlarindan biridir (Raposo ve Stoorvogel

2013).

Eksozom terimi baslangicta 40-1000 nm boyutlarda kiiltiir edilen ¢esitli hiicrelerden
salinan vezikiller olarak ortaya konulmus (Trams ve dig. 1981), ancak o dénemde hiicresel
kaynagi agiklanamamistir. Bu isimlendirme daha sonra retikiilosit farklilagmas1 sirasinda
multi-vezikiler endozomlarm (MVE) plazma membraniyla fiizyonu sonucu olusan
vezikiller i¢in kullanilmaya baslandigindan (Harding ve dig. 1984, Pan ve dig. 1985) on
yil sonra eksozomlarin B lenfositler ve dendritik hiicreler tarafindan da ayni mekanizmayla
salgilandiklar1 belirlenmistir (Raposo ve dig. 1996, Zitvogel ve dig. 1998). Daha sonra
hematopoetik ve hematopoetik olmayan kokendeki bir¢cok hiicre tiriinde (sitotoksik T
hlcreleri, plateletler, mast htcreleri, noéronlar, oligodendrositler, Schwann hcreleri ve
intestinal epitel hiicrelerde) eksozomlarin MVE’lerin hiicre membraniyla fiizyonu ile

salindig1 gosterilmistir (Simons ve Raposo 2009, Thery ve dig. 2009).

Ekstraselluler vezikillerin kokeni ve terminolojisindeki karigiklik, literatiirde
eksozomla ayni1 boyutta olup plazma membranindan salgilanan vezikullerin de eksozom
olarak adlandirilmasi sonucu ortaya c¢ikmistir (Booth ve dig. 2006). Bu iki grubu
birbirinden ayiran temel farklar ise boyutlar1 ve plazma membranindan salgilanma
mekanizmalaridir: Eksozomlar hucrelerinin endozomal bdlmesi iginde multivezikuler
cisimcikler olarak kokenlenir. Ancak, hicreler eksozomlardan daha buylk ve plasma
membranindan kokenlenen mikrovezikilller gibi baska c¢esit ekstraselliiler vezikiiller de

salgilarlar (Cizim 1.2).
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Cizim 1.3. Eksozom ve mikrovezikil salinimi. Raposo ve Stoorvogel (2013)’den
alinmustir.

1.6.1. Eksozom Olusumu

Eksozomlar ti¢ farkli asamada gergeklesen endositik hiicresel yolaklar ile olusurlar:
(1) plasma membraninin ige kivrilarak endositik vezikll olusturmasi; (ii) ikinci agamada,
endozomal membranin ige dogru tomurcuklanmasi baglar, bu da multi vezikiler
cisimciklerin (multivesicular bodies: MVB) olusumuna neden olur; (iii) ii¢lincii ve son
asamada, MVB’ler plasma membrani ile birlesmesiyle eksozom olusur ve vezikil
igerisindekiler hiicre disimna salgilanir. Literatiirde icerisinde birgok kiiciikk vezikilin
bulundugu gozlemlenen organeller olarak ifade edilen MVB’ler, bazi kaynaklarda
multivezikiler endozomlar seklinde de isimlendirilmistir (multivesicular edosomes: MVE)

(Harding ve dig.1983).
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1.6.2. Eksozom Bilesimi

Eksozomlar, fiizyon proteinleri ve annexinler and flotilin gibi tasiyici proteinleri,
HSP70 gibi 1s1 sok proteinleri (heat shock proteins, HSP), hiicre ylizey proteinlerinden
CD9, CD81 ve posfolipidler ve diger lipidlerle iligkili proteinleri siklikla barindirirlar
(Thery ve dig. 2009). Biitiin bu proteinler pozitif belirte¢ olarak kullanilabilirlerken,
bunlarin disinda eksozomlar kolestrol, yag asitleri gibi sfingolipidler, fosfolipidler,
fosfogliseridler, seramidler, kisa ve uzun zincirli doymus lipitlerce zengindirler (Vickers ve
Remaley 2012). Eksozomlarin ayrica prostaglandinlerin hedef hiicrelere teslim
edilmesinde de rol aldigt (Thery ve dig. 2009) ve yapilarinda sakkarid gruplar
bulundurmalar1 nedeniyle mannoz ve glikan bakimindan zengin olduklart bildirilmistir

(Leblanc ve dig. 2006).

Salgilanan miRNA-aracili gen ekspresyonun diizenlemesi, hiicreler arasi sinyal
iletiminin yeni sekli olarak 6ne sunulmaktadir (Chen ve dig. 2012). Eksozomlarin hiicre-
hiicre iletisimindeki roliinii tagidiklar1 kargonun niteligine bagli olarak gergeklestirirler.
Eksozomlarin tasidiklar1 kargoda yiliksek miktarda miRNA bulunmasi kargonun
fonksiyonunu belirlemektedir. Eksozomdaki RNA tamamen hiicrede bulunan RNA’dan
farklidir. Salgilanan miRNA’lar eksozomlari alan hiicreye iletilir ve endojen miRNA’lar
gibi fonksiyon gosterek bir anda birgok hedef gen veya sinyal yolaklar1 diizenlenebilir.
Ayni sekilde mRNA’lar da alict hiicrede proteine translasyonu gerceklesebilmektedir
(Ratajczak ve dig. 2006, Valadi ve dig. 2007).

EKH-eksozomlarin yiiksek derecede EKH’lere 6zgii miR290-295 ailesi ve ozellikle
mMiR-294 mikroRNA’lar1 tasimaktadirlar (Khan ve dig. 2015, Yuan ve dig. 2009).
EKH’lere 6zgli bu miRNA transferi yaklasik 12-36 saatler arasi1 gergeklesmektedir (Yuan
ve dig. 2009). Embriyonik kok hiicrelerin mikro RNA profili incelenen ¢alismalarda
Ozellikle miR-302/367 ailesi miRNA’larin ve miR371/372/373’1i igeren miRNA ailesinin
ekspresyonu yiksektir (Suh ve dig. 2004, Lakshmipathy ve dig. 2007). Normal kosullarda
hizli G1-S gegisini saglayan ve proliferasyonu tesvik ettigi bilinen miR-294/miR302 ailesi
mikro RNA’lar, G1-S kontrol noktasin1 baskiladigi, EKH farklilasmasimi ¢esitli
mekanizmalarla inhibe ettigi ve EKH’lerin kendini yenilemesinde rol oynadigi
gosterilmistir (Wang ve dig. 2013). Ayrica miR302/367 ailesi 6nemli pluripotensi

faktorlerinden Oct4, Sox2 ve Nanog ile dogrudan iligkili oldugu ve ayni zamanda

32



embriyonik gelisimin erken doneminde miR302/367 seviyesininin Oct4 mRNA’s1 ile
korelasyon gosterdigi belirlenmesi, bu ailenin EKH pluripotensinin korunmasinda ve hiicre

homeostazinda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (Card ve dig. 2008).

1.6.3. EKH-Eksozomlar1 ve Endojen Onarim

Birgcok dokunun yetiskin progenitor hiicrelerden salinan eksozomlarin, dondr
eksozomlarinin soylar1 yoniinde sadece kok hiicre farklilasmasini degil, ayn1 zamanda bu
dokularin endojen yenileyici kapasitesini (6rnegin hasarli karaciger, akciger, boberekte
gergeklestirilmis) dokunun tamirine ve repopiilasyonuna yardim ederek tesvik ettigi
gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan birkag ¢alismada embriyonik kok hiicre kaynakli
eksozomlarin (EKH-ekso) Oct4 ve Sox2 gibi pluripotensiyi saglayan transkripsiyon
faktorlerinin mRNA’larin1 ve embriyonik kok hiicrelere 6zgii birgok hiicre dongusu ile
iliskili miRNA tasimasiyla kemirgen EKH’lerin hematopoetik progenitér hicrelerin
(Ratajczak ve dig. 2006) ve gozdeki retinal progenitor muller hicrelerinin (Katsman ve
dig. 2012) cogalmasit ve hayatta kalmasini (erken donem pluripotensi belirteclerin
ifadesinin artmasi ile karakterize edilmesi) geriye programlama ile arttirdig1 gosterilmistir.
Miyokardiyal iskemi sonras1 endojen onarim mekanizmasinin tesvik edilmesini hedefleyen
bir ¢alismada, EKH-eksozomlarin yiiksek derecede EKH’lere 6zgii miR290-295 ailesi ve
Ozellikle miR-294 mikroRNA’lar tasidiklarint ve aktardiklari kardiyojenik progenitor
hicrelerdeki siklus ilerlemesinin, sag kalim ve ¢ogalmanin buna bagli olarak arttigini
ortaya koymuslardir (Khan ve dig. 2015). Bu bulgular, kék hiicreye 6zgi molekdllerin
eksozomlar araciligi ile aktarimi ileyetiskin, sessiz progenitdr hiicrelerin geriye

programlamasindaolumlu yonde etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
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2. AMAC

Bu c¢alismada EKH’lerinden elde edilen eksozomlarin Mbd3 geni susturulmus

fibroblast hiicreleri lizerinde geriye programlama etkisinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Bu baglamda EKH-eksozom ve epigenetik mekanizmayi diizenleyen Mbd3 geni
susturulmasi iki yaklasimin birlikte ve ayr1 ayr1 kullanilmasinin, fibroblast hiicrelerinin
cogalmasi, canlilig1 ve potensi seviyesitzerindeki etkilerinin gen ekspresyonu diizeyinde
belirlenmesi hedeflendi. Insan fibroblast hiicrelerinin kontrollii gen susturulmas: ile geriye
programlama yolunda biiylik bir engel olan epigenetik hafizanin zayiflatilmasi ile EKH-
eksozom aracili yeniden programlama verimini artirilmasi ulagilmak istenen bir diger
hedeftir. Lentiviral transdiiksiyonu sonrasinda fibroblastlarda kurulan Tet-On sisteminin
yardimiyla Mbd3 geni shRNA temelli yontemle kontrollii susturularak epigenetigin 6nemi

tekrar ortaya konulmasi istenmistir.
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3. YONTEM

3.1. Fibroblast hiicrelerinde Mbd3 genisusturulmasi i¢in Indiiklenebilir Lentiviral
shRNA ifade Eden Stabil Hiicre Dizileri’nin gelistirilmesi

Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 22.07.2014 tarihli 16/1 karar
no’lu ve 22.11.2015 16/18 karar no’lu onaylar1 ile bu ¢alisma yapilmaistir.

3.1.1. Somatik Hiicre Kaynag olarak kullanilanilan Insan Siinnet Derisi

(Prepisyum) Kokenli Fibroblast Hicrelerinin Kultiri ve Karakterizasyon

Insan (yenidogan) siinnet derisi kaynakli fibroblast izolasyonu eksplant kilturiyle
elde edildi. ilk olarak HBSS ile yikanan doku 2mm®¥liik kiiciik parcaciklara ayrildi.Petri
kaplarina yapistirllmis dokularin {izeri kapatilacak sekilde besiyerieklendikten sonra,
dokularin bulundugu petriler 37°C’de inkibe edildi.Eksplant kilttirden elde edilen hiicreler
%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin (200mM) ve penisilin-streptomisin igeren
DMEM besiyeri igerisinde kltiire edildi. Hiicreler, kiiltiir kabinin yiizeyini %70 oraninda
kaplayincaya kadar cogaltildi. Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabmnmn yiizeyi Ca** Mg*
icermeyen PBS ile yikandiktan sonra kabin yiizeyini kaplayacak kadar Tripsin-EDTA
eklendi. Tripsin-EDTA 37°C’de birkac dakika inkibe edilerekkaldirilan hiicreler FBS
iceren L-DMEM ile tripsinin aktivitesi engellendi ve tek hicre siispansiyonu haline
getirilen hicreler tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirilarak Thoma laminda sayildi.
500.000 hiicre T75 kiiltiir kabina ekildi. FBS iceren DMEM besiyerinde hiicreler 37°C’de
%5 CO, inkiibasyonu gerceklestirildi. Hiicre pasajlanmasi olarak adlandirilan bu islem T75
kiiltiir kabinin yiizeyini %70 oraninda kaplanmasi durumunda istenilen hiicre sayisina
ulagincaya kadar tekrarlandi. Elde edilen huicreler 300g°de 5dk santrifiij edilerek ve pelet
tizerine dondurma besiyeri (%40 FBS, %65 DMEM, %5 DMSO) eklenerek sivi azotta

saklanmistir.

Fibroblast hicrelerinde F-aktin yapisin1 gosteren Falloidin boyamasi ile fibroblast
hicre iskeleti karakterizasyonu gergeklestirildi. Ayrica, fibroblastlara 6zgii vimentin
antikoruyla isaretlenerek immunfloresan goriintiillenmesi gerceklestirisdi. Fibroblastlar alti-

kuyucuklu hticre kiltir kaplarina yuvarlak cam lameller tizerine ekilip bir gin boyunca
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killtiire edildi. ikinci giin hiicreler Ca*® Mg* igeren PBS ile yikandiktan sonra %d4'lik
paraformaldehit ile 20dkoda sicakliginda hiicrelerin fiksasyonu gerceklestirildi. Falloidin
boyamasi iginfluorescein isothiocynate (FITC)- konjuge Falloidin (Sigma-Aldrich) stok
soliisyonundan (50ug/mL DMSO) 1:10 diliisyon yapilarak boya hazirlandi.Fibroblastlara
40dk oda sicakliginda uygulandiktan sonra c¢ekirdegi boyayan DAPI iceren kapatma
solisyonu ile muamele edildi vefloresan mikroskopaltinda (Leica DMI 4000
Microsystems) gorintilendi.Vimentin boyamasi igin fikse edilmis hicreler uygun blok
solisyonlar ile 30dk muameleye birakildiktan sonra vimentin primer antikorlar ile gece
boyu +4°C'de bekletildi. Ertesi giin cam lameller tizerindeki hiicreleroda sicakliginda PBS
ile yikanarak primer antikor uzaklastirildi. Primer antikorlara uygun sekonder antikorlar ile
1 saat muamele edilen hiicreler, en son ¢ekirdek belirteci olan DAPI ile boyanarak floresan

mikroskopta gortntilendi.

3.1.2. Fibroblast Hiicrelerine indiiklenebilir Lentiviral shRNA Vektor Aktarim

Somatik Hiicre Kaynagi olarak kullanilan insan siinnet derisi kokenli fibroblast
hiicrelerinde Mbd3 susturulmas1 amaciyla; Dox-Indiiklenebilir Lentiviral shRNA vektor

(SMARTchoicelnducible shRNA, Thermo Scientific) ile transdiiksiyonu gergeklestirildi.

Ticari olarak saglanan viral transdiiksiyon sisteminin tavsiye edilen protokole gore
gen aktarimlar gergeklestirilmistir. Viral transdiiksiyon ile gen aktarimi asamasindan 6nce,
en uygun transdiiksiyon kosullar1 belirlenmistir. Viral transdiiksiyonun verimini arttiran
ancak hucreler icin toksik etkiye sahip Polibrenmiktarinin optimizasyonu igin 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarna ekilen hiicrelerde 0-10pg/mL  konsantrasyon araliginda
Polibren iceren besiyerlerinin toksisitesi WST-1 analizi ile belirlendi. Vektori tasiyan
hiicrelerin Puromisin antibiyotigi direng¢ geni varliginda segilimi i¢in uygun Puromisin
konsantrasyonu (Gibco) belirlendikten sonra transdiiksiyonda kullanilan Lentiviral
partikiillerin hacmi protokolde tavsiye edilen GFP pozitif hiicrelerin oranina gore
hesaplandi. Tet-On sisteminin uyarilmasi i¢in eklenen Dox (Doxycycline. Hyclate, Enzo
Life Sciences) miktar1 huicrelere literatiirde bir¢ok hiicrede toksik etki yapmadigi bilinen

konsantrasyonlarda (10-1000ng/mL) Dox igeren besiyerinin uygulanmasiyla belirlendi
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(Junankar ve dig. 2015, Ahler ve dig. 2013). En uygun Dox miktar1 floresan mikroskop

altinda GFP pozitif hiicrelerin oranina gore secildi.

Hiicreler alti-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilip%40 yogunluga ulastiklarinda,
Polibrene (8ug/mL) ve lentiviral partikilleri iceren transdiiksiyon besiyerinde 6 saat
inkibe edildi. Transdikstiyondan sonra besiyeri 3pg/mL Puromisin igeren fibroblast kiltur

besiyeri ile degistirilerek ii¢ glin boyunca gen aktarimi yapilan hiicrelerin se¢ilimi saglandi.

Gene 0zgu etkiyi géormek ve normalize etmek disinda, transdiiksiyon etkinligi ve
transdiiksiyonun fibroblast hucrelerine etkisini belirlemek icin negatif kontrol hicresi
kullanild1. Bu amagla fibroblast hiicrelerine insanda bulunmayan bir gene 6zgii tasarlanmis
Dox-indiiklenebilir ~ Lentiviral ~ shRNA  vektoraktarilan  bu  hiicreye  daha
sonra“indiklenebilen Non-targeting kontrol” (NTC) denildi. Gen aktarilmis hiicrelerin

morfolojileri 151k mikroskobunda (Olympus 1X2 inverted microscope)goérintdlendi.

3.1.3. Mbd3 Susturulmasi ve Karakterizasyonu

Mbd3 susturulmasini saglayacakvektorii tagiyan kalici hiicre dizileriPuromisin segimi
ile olusturulduktan sonra bu hiicre dizilerindeMbd3 susturulmasi asamasina gelindiginde,
shRNA ekpresyonunu indiklemek icin 1000ng/mL Dox (Thermo Scientific) iceren
besiyeriMbd3 susturulmasi hedeflenmisdeney gruplarinin (Mbd3™ ve Mbd3™+ Eksozom) ve
negatif kontroliin (NTC) kiiltiir ortamina eklendi (Bak. Cizelge 3.1).

Mbd3 susturulmasi, vektérdeki shRNA ile dogrudan baglantili ekspresyonu olan
GFP raportoér geni ekspresyonu varliginda karakterize edildi. Yesil floresan 1sima/hiicre
oran1 akim sitometri yontemiyle tespit edildi. GFP pozitif hiicreler floresan mikroskop
(Leica DMI 4000 Microsystems) kullanilarak goriintiilendi. Ayrica, Real time RT-PCR ile

de mRNA seviyesinde susturmanin derecesi kantitatif olarak belirlendi.

3.2. Fare Embriyonik Kok Hucrelerinin Kultlrd ve Karekterizasyonu

Mbd3 susturulmus fibroblastlarin geriye programlanmasi amaciyla kullanilmasi
hedeflenmis fEKH-eksozomlarinin elde edilebilmesi i¢in Bolim 3.2.1°de belirtildigi
sekilde fEKH’ler ilk 6nce besleyici tabaka {lizerinde kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. Daha sonra
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besleyici tabaka hiicrelerinin kiiltiir ortamina salgiladigi eksozomlarin ve serumdan
gelecek eksozomlarin fEKH eksozomlarina karigsmasini 6nlemek amaciyla,fEKH’lerden
eksozom elde edildigi kiiltiirde besleyici tabaka ve serum kullanilmadi. Bunun yerine
besleyici tabaka olmadan ve serumsuz ortamda gergeklestirilmesini mimkiin kilan
Nunclon Vita Surface kultir kaplari tizerinde fEKH kiiltiirii yapildi (B6lim 3.2.2).
Nunclon Vita Surface kiiltiir kaplarindaki fEKH’lerin pluripotensi 6zelliklerini
stirdiirdiiklerini kanitlamak igin sirasiyla Boliim 3.2.3 ve 3.2.4°de bahsedildigi gibi Alkalin
Fosfataz Canli Boyamas1 ve fEKH’lere 6zgl yuzey belirteci SSEA-1 imminfloresan

isaretlenmesi gerceklestirildi.

3.2.1. Besleyici Tabaka tzerinde fEKH Kaltart

Eksozomlarin elde edilecegi kaynak olan fEKH’lerin uzun dénem farklilagmadan
kiiltliriiniin yapilabilmesi i¢in gerekli hiicre kiiltiirii elemanlarindan biri olan besleyici
hiicre tabakasi olarak “MEF (CF-1)/(ATCC SCRC-1040)” ATCC’den temin edilmis hazir
fare embriyonik fibroblast (FEF) hiicre hatti kullanildi. fEKH’lerin, EKH-mikrovezikl
izolasyonu asamasina kadar ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan bu hiicreler, kultire edilerek
gerekli sayida elde edildikten sonra mitotik aktviteleri gama irridasyonu ile durduruldu ve

EKH kiiltiirii igin gerektiginde kullanilmak tizere donduruldu.

FEF hicre kdltard %10 FBS, %1 L-glutamin (200mM) ve %0.1 penisilin-
streptomisin iceren DMEM besiyeri icerisinde gergeklestirildi.FEF hiicrelerinin mitotik
aktivitesi durdurulmasi i¢in Tripsin-EDTA enzimi ile kaldirilarak tek hicre siispansiyonu
haline getirilen hucreler Gamma Cellcihazinda 40dk boyunca 3000 Rad gama isinina
maruz birakildi. Gama isleminden sonra 300g’de 5dk santrifiij edilerek sayildiktan sonra
yiizeyi % 0,1°lik jelatin kaplanmis 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5x10° hiicre olacak sekilde
FEF besiyerinde ekilerek 37°C’de %5 CO, inkiibasyonlar1 gergeklestirildi. Ekilen FEF
hicreleri fEKH kultlirtinl etkin bir sekilde saglayabilmesi igin hazirlandiktan sonra bir
hafta i¢inde kullanildi.

Ticari olarak temin edilen R1 fEKH hatt1 alti-kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki besleyici
tabakanin iizerine 5x10° adet hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek, fEKH kiiltiir
besiyerinde kultire edildi. (Cizelge3.1). fEKH’lerin besiyerleri her giin degistirilerek
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hicreler 48 saatte bir enzimatik olarak Tripsin-EDTA ile pasajlandi. Eksozom izolasyonu

icin gereken hiicre sayisina ulagincaya kadar ¢cogaltildi.

3.2.2. Nunclon Vita Surface Kiiltiir Kaplar1 Uzerinde fEKH Kiiltiirii

fEKH’ler besleyici tabaka tizeride gogaltildiktan sonra, besleyici tabaka hicrelerinin
kaltur ortamina salgiladigi eksozomlarin ve serumdan gelecek eksozomlarm fEKH
eksozomlarina karigmasini 6nlemek amaciyla,fEKH’lerden eksozom elde edildigi kultlrde
besleyici tabaka ve serum kullanilmadi.Bu amacgla alti-kuyucuklu besleyici tabaka
kullanilmadan EKH Kkiiltiiriinii miimkiin kilan Nunclon Vita Surface (Thermo Scientific
Nunc; Roskilde, Denmark) kiiltiir kaplari, fEKH kiiltiiriine baslanmadan hemen once %
0,1’lik jelatin ¢ozeltisi ile 20 dakika inkiibatorde bekletilerek kaplandi. R1 fEKH hatti alti-
kuyucuklu Nunclon Vita Surface kiiltiir kaplarina 5x10° adet hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilerek, fEKH kultir besiyerinde kultir edildi. (Cizelge3.1). Besleyici tabaka olmadan
gerceklestirilen fEKH kiiltiiriinde hiicreler birinci giin kiiltiire edilirken serum kullanilds,
ancak fEKH besiyerinden eksozom izolasyonu gercgeklestirilecegi kiiltiiriin ikinci giliniin
sonunda giin serum kullanilmadi. (Bak boliim 3.3.1Embriyonik K6k Hiicre Kaynakli
Eksozomlarin izolasyonu). Eksozom izolasyonu igin serumsuz ortamda kultiir edilen

hicreler tekrar eksozom izolasyonu igin kullanilmadi ve kiiltiiri sonlandirildi.

Cizelge 3.1.fEKH kultur besiyeri

EKH besiyeri bilesenleri Besl?yici Tabaka Besleyici Tabaka
Uzerinde Olmadan
H-DMEM %81 %96
HyClone FBS %15 -
GlutaMAX %1 %1
NEAA %1 %1
Penisilin/streptomisin %1 %1
B-Merkaptoetanol 0,1mM 0,1mM
LIF 10ng/mL 10ng/mL
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3.2.3. Alkalin Fosfataz Canlh Boyama

Alti-kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5x10° adet hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip 2
gin boyunca fEKH besiyerinde kulture edilen fEKH'ler, ikinci gin sonunda Alkalin
Fosfataz Canli Boyama (Alkaline Phosphatase Live Stain, Invitrogen) seti kullanilarak
hiicrelerin canliligi bozulmadan kiiltiir besiyerine eklenen floresan isaretli boya ileiiriin
protokolliinde belirtilen yontemle boyandi. Boyanan hicrelerin floresan mikroskop
goruntdlerinin elde edildikten sonra, standart kdltir besiyeri tekrar konularak normal

kiltire devam edildi.

3.2.4. SSEA-1 immiinfloresan Isaretleme Yontemi

fEKH'ler alti-kuyucuklu hiicre kultlr kaplarina yuvarlak cam lameller kullanilarak,
besleyici tabaka (izerine ekilip bir giin boyunca kltire edildi. Ikinci giin hiicreler Ca*?
Mg*? iceren PBS ile yikandiktan sonra %4 paraformaldehit solisyonu ile 20 dkoda
sicakliginda hiicrelerin fiksasyonu gerceklestirildi. Cekirdek ici lokasyonu olan boyamalar
icin %0,1 TritonX karisimi 10dk oda sicakliginda permabilizasyon yapildi. Ardindan
hlcreler primer antikorlara uygun blok soltsyonlar ile 30dk muameleye birakildiktan sonra
farelerde pluripotensi yuzey belirteci olan SSEA1 primer antikorlari ile gece boyu +4°C'de
bekletildi. Ertesi glin cam lameller {izerindeki hiicreler PBS ile yikanarak primer antikor
uzaklagtirildiktan veoda 1sisinda 2 saat bekletildikten sonra, primer antikorlara uygun
sekonder antikorlar ile 1 saat muamele edildi. Hiicreler en son ¢ekirdek belirteci olan DAPI

ile kapatilarak floresan mikroskoptagériintdlendi.

3.3. Ekzosom izolasyonu ve Karakterizasyonu

EKH-Eksozom ile ko-kiiltiir yapilarak pluripotensiye programlanmasi beklenen anti-
Mbd3 geni aktarilmis fibroblast dizisini indiikleyecek olan fare embriyonik kok hiicre
kaynakli eksozomlar (fEKH-Eksozom), Kkiltir besiyerinden izole edildikten sonra
spesifiklik agisindan floresan ve immiinofloresan isaretleme yontemleriyle karakterize
edildi. izolasyondan hemen sonra, ko-kiiltiir deneyleri i¢in gerekli sayrya ulasincaya kadar
izole edilip dondurularak saklandi. Eksozomlar araciligi ile aktarilan genlerin bir kismi

belirlendi.
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3.3.1. Embriyonik Kok Hiicre Kaynaklh Eksozomlarin izolasyonu

Alti-kuyucuklu besleyici tabaka kullanilmadan Nunclon Vita Surface kiiltiir
kaplarina 5x10° adet hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen fEKH’ler, kiiltiiriin ikinci giiniin
sonunda hticrelerin besiyerleri PBS yikamasi ile uzaklastirildiktan sonra, serum igermeyen
EKH besiyeri igerisinde gece boyunca (16-18 saat) bekletildi. Ertesi gin hcrelerin
mikroskobik kontrolleri yapildiktan sonra kiiltiir besiyeri toplandi. Hiicre ve debrisinden
kurtulmak icin hicre besiyeri 3500g°de 30 dk +4°C’de santrifuj edildi. Hucreden
arindirilmig  kiiltiir  besiyeri igeren silipernatant, ultrasantrifiij tliptine aktarildi ve
120,000g’de 2 saat boyunca ultrasantrifij edildi. Pellette bulunan eksozomlar PBS ile
resiispansiyonu yapildiktan sonra BCA analizi ile eksozom miktar1 6l¢iildii. Izole edilmis
eksozomlaryaklasik 2 ay i¢inde kullanimlar igin —20°C’de daha uzun siireleri kullanim

gerektiren durumlar icin —80°C’de sakland.

3.3.2. Protein Miktar1 Tayini ile EKH-Eksozomlarin Konsantrasyonlarinin

Hesaplanmasi

Hiicre lizatlarindaki protein miktart BCA (bikinkoninik asit) yontemi ile
belirlenecek, 20uL hicre lizati 200uL 6lgtim sivis1 (bikinkoninik asit:bakir siilfat, 25:1
(v/v)) ile 37°C ’de 60 dakika bekletildi. Renk degisim orami 572nm dalga boyunda
spektrofotometrede belirlendi ve standart protein egrisi BSA (bovine serum albumin)

kullanilarak olg¢iildii.

3.3.3. EKH-EksozomlarimnAkim Sitometri ile Immiinofenotipik Karakterizasyonu

Izolasyon sonrasi eksozomlarin bir kism1 eksozomlara dzgii yiizey belirtecleri olan

CD9, CD81 ve CD63 ile akim sitometri analizine alindi.

500ul PBS igerisindeki eksozomlar, belirlenen fare hiicrelerinin yiizey isaretcilerine
0zel fluorescein isothiocynate (FITC)-, phycoerythrin (PE)- ve Allophycocyanin (APC)-
konjuge monoklonal antikorlar;; CD9, CD81 ve CD63 antikorlar1 ile oda 1sisinda
(karanlikta) 45 dk inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ilave edilip 30dk siireyle 2000g’de
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilarak pelet 400ul yikama soliisyonunda resiispanse
edildikten sonra FACSCalibur (BD Biosciences) cihazinda okutuldu. Cell Quest

programinda (BD Biosciences) analiz islemleri gerceklestirildi.
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3.3.4. EKH-Eksozomlarin PKH26 ile isaretlenmesi

EKH-Ekso’lar hicreler tarafindan alindigmmin goriintilenmesi amaciyla PKH26
KirimziFloresan Isaretleme Seti (PKH26 Red Fluorescent Label Kit, Sigma) kullanilarak
2UM PKH26lipofilik kirmiz1 floresan boya ile isaretlendi. Onerilen boyama protokoliinde
birkag kiigiik degisiklik yapilarak yontemuygulandi. Ozetle, ImL Diluent C eksozom/PBS
slispansiyonuna eklendi. Kontrol olarak, ayni hacimde PBS uzerine 1mL Diluent C
kullanildi. Eksozomlara ve kontrol grubuna eklenmeden hemen 6énce 4ul PKH26 iceren
1mL Diluent C hazirlandi. Ornekler yavasca 4dk karistirildiktan sonra, eksozom izolasyon
seti kullanilarak (Total Exosome Isolation, Invitrogen) fazla boyadan kurtulundu ve
PKH26 isaretli eksozomlar saf bir sekilde elde edildi.

3.3.5. PKH26isaretiEKH-Eksozomlarin Transferi

PKH26 isaretlenmis EKH-Ekso’lar ile gen aktarilmis fibroblast hiicrelerinin ko-
kalturd sonucu ekzosomlarin hiicrelere aktarildigi akim sitometri yontemiyle belirlendi.
Isaretleme ydntem basamaklarinda yikama sonrasi kalan boya artiklarinmn varhigindan
hiicrelerin de boyanmasi ger¢eklesme ihtimalinden dolayr akim sitometresinde yanlis
okuma ve eksozom partikiillerinin yanlis degerlendirilmesine kars1 dnce eksozom alacak
hedef hiicre PKH26 ile isaretlenip sonra PKH26 isaretli eksozom verilerek i1simalardaki
artis belirlendi (Onove dig. 2014). Hiicrelerdeki 1sima artisi eksozomun hiicre ile
birlesmesi sonucu eksozom iizerindeki floresan boyanin zarl hiicresel yapilara katilmasi,

dolayisiyla eksozom-hiicre flizyonunu gostermesi olarak yorumlandi.

Oncelikle gen aktarilmis hiicrelerde anti-Mbd3 shRNA ve GFP ekpresyonu Dox ile
aktif (Tet-On) hale getirilerek fibroblast hiicrelerinin GFP (+) olmas1 saglandi. Isaretli
eksozomlar ile GFP (+) hicreler 24 saat boyunca ko-kiltir edildikten sonra, hicreler
karanlikta kiiltiir kaplarindan kaldirihip Akim sitometri(FACSCalibur, BD Biosciences)
cihazinda okutuldu. Cell Quest programinda (BD Biosciences) analiz islemleri ile GFP ve

PKH26 pozitif hicrelerin yuzdesi belirlendi.
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3.3.6. EKH-Eksozomlarimin EKH-6zgi mRNA Transferi

EKH-Ekso’larin embriyonik kok hiice mRNA’larin1 fibroblast hiicrelerine transfer
ettigini ve fibroblastlarda endojen embriyonik transkriptlerin ekpresyonunun uyarildigini
belirlemek icin EKH-Eksozom ve kontrol olarak kullanilan FEF-Eksozom &rneklerinin
total RNA izolasyonlar1 Total Eksozom RNA Izolasyon Seti (Total Exosome RNA and
Protein Isolation Kit. Invitrogen) kullanilarak gerceklestirildi.Pikodrop cihaziyla saflig1 ve
miktar1 6l¢iilen RNA’larin cDNA’ya ¢evrimi yapildi.

Real time PCR reaksiyonu SYBR iceren master mix sollisyonu (Roche Power SYBR
Green PCR Master Mix) ve Cizelge 3.4’deki primerler ile hazirlanarak Real time PCR
cihazinda (Lightcycler 480, Roche) ¢alisiimistir. Degerlendirme AACp metoduyla yapildi.

3.4. Mbd3" Hiicrelerinin EKH-Eksozomlar ile Ko-Kiiltiirii Sonras1 Pluripotensiye

Programlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu c¢alismada EKH’lerinden elde edilen eksozomlarin Mbd3 geni susturulmus
fibroblast hicreleri Gizerinde geriye programlama etkisinin belirlenmesi igin iki yaklasimin
(EKH-eksozom uygulamasi ve epigenetik mekanizmay1 dlzenleyen Mbd3 geni
susturulmasi) birlikte ve ayr1 ayri kullanilmasinin, fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasi,

canlilig1 ve potensiseviyesi tGzerindeki etkileri gen ekspresyonu analizleriyle incelendi.

3.4.1. Mbd3~ Hucrelerinin Embriyonik Kok Hiicre Kaynaklhh Eksozomlar ile Ko-

kaltura

Fibroblast hiicrelerinde Mbd3genisusturulmasi i¢in indtklenebilir lentiviral ShRNA
vektorli tasiyan kalici hiicre dizileriolusturulduktan sonra deney asamasina gelindiginde,
hlcrelerin programlanma sonucunda besleyici tabaka olmadan kiltir edilebilmesi icin 6
kuyucuklu Nuncleon Vita Surface kiiltiir kaplarma ekildi. ShRNA ekpresyonunu
indlklemek icin Cizelge 3.3’de belirtilen Mbd3 susturulacak gruplarin (Mbd3~) ve negatif
kontrollin (NTC) besiyerlerine Dox 1000ng/mLeklenerekMbd3™ ekpresyonu baskilandi.
Susturulma isleminden itibaren Kkiltir besiyeri olarak 1000ng/mLDox iceren iEKH

besiyeri kullanildu.
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Cizelge 3.2. iIEKH kdltur besiyeri

EKH besiyeri bilesenleri Kullanilan Konsantrasyon
DMEM-F12 + Glutamax %76

Serum Replacement (Gibco) %20

HyClone FBS %1

Penisilin/streptomisin %1

NEAA (100X) %1

B-Merkaptoetanol 0,1ImM

bFGF 10ng/mL

ROCK inhibitor (Y27632) 10uM

fEKH’ler kaynakli eksozomlar Mbd3™ hicreleriyle her 48 saatte bir toplam 5
uygulama olmak Uzere ko-kiiltiir edildi. Kiiltiirde kullanilan eksozom miktar1 her bir
kuyucuk igin 50pg/mL daha once yapilan BCA analizi belirlendi. Kiiltiirde 6nce % 5
serum iceren fibroblast kiltur besiyeri (L-DMEM) kullanildi.Eksozomlar ile ko-kulttr
asamasinda serumsuz (serum-free) embriyonik kiiltiir besiyerine gegis yapildi (Cizelge
3.2). Ko-kiiltiir sonras1 hiicreler 2 giin kiltire edildikten sonra karakterizasyon analizleri

gergeklestirildi.
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Cizelge 3.3. Deney gruplar1 ve islemleri

Gruplar Hiicreler Islemler
Grup 1 Fibroblast Fibroblast kltard
shRNA ile Mbd3 geni susturulmus
Mbd3~ _

Grup 2 fibroblast kalturu

Fare embriyonik kok hiicre kaynakli
Grup 3 Eksozom eksozomlar (EKH-ekso) ile ko-kultir

edilmis fibroblast kiiltiiri

ShRNA ile Mbd3 geni susturulmus ve

Grup 4 Mbd3 +Eksozom EKH-Eksozom ile ko-kiiltiir edilmis

fibroblast kiilttrd

3.4.2. WST-1 yontemi ile canlilik ve proliferasyon analizi

WST-1(water-soluble 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-

tetrazolium) yontemiyle canlilik ve proliferasyon diizeylerini belirlemek igin her Cizelge

3.3’de tammlanan tiim gruplardaki hiicreler, bir géziinde 200pl besiyeri 1x10°/kuyucuk

hiicre olacak sekilde 96-g0zIu plakalara tUger g6z olmak Uzere ekildi. Her bir kuyucuga
10pl WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) eklenerek, 37 °C ve %5 CO;

kosullarida2 saat inkibe edildi. Orneklerin optik yogunluk (OD) degerleri, mikroplaka

okuyucuda (Versamax, Sunnyvale, CA, USA) 450 nm dalga boyunda o6lguld.
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3.4.3. Immiinofloresan Isaretleme Yontemi ile Karakterizasyon

EKH-eksozom ko-kulttri ve Mbd3 susturulmasi sonrasi fibroblast hiicrelerinin
EKH’lere 6zgu belirtegcler (OCT-4, SSEA-4) kullanilarak imminofloresan boyama
yontemi ile karakterize edildi.EKH-eksozom ko-kultiirden sonra iki gin Kkiltiri yapilan
hlcreler %4 paraformaldehit ile 20dk muamele edilerek fikse edildi. Cekirdek ici lokasyon
boyamalar1 i¢in TritonX/Tween20 karisimi hiicrelere uygulandi. Ardindan hucreler uygun
blok solisyonlar ile 20dk muameleye birakildiktan sonra pluripotensi belirtecleri primer
antikorlar1 ile bir gece +4°C'de bekletildi. Ertesi giin cam lameller Gizerindeki hiicreler oda
sicakliginda PBS ile yikanarak primer antikor uzaklastirildi. Primer antikorlara uygun
sekonder antikorlar ile 1 saat muamele edilen hicreler, en son ¢ekirdegi boyayan DAPI
iceren kapatma solusyonu ile muamele edildikten sonra floresan mikroskop ile

goruntilendi.

3.4.4. Akim Sitometri Yontemi ile Karakterizasyon

EKH-eksozom ko-kiiltiirii ve Mbd3 susturulmasi sonrasi fibroblast hiicrelerinin
insan EKH’lere 0zgii yeniden programlamanin erken dénem yiizey belirtecleriTRA-1-81
ve SSEA-4 antikorlar1 ile kullanilarak akim sitometri yontemi ile karakterize edildi. EKH-
eksozom ko-kiiltiirden sonra iki giin kiiltiirii yapilan hiicreler Tripsin-EDTA islemiyle
kaldirp her belirteg icin 2x10°olacak sekilde sayilarak PBS icinde homojenizasyonu
gerceklestirildi. Hiicreler belirlenen insan pluripotensi yizey belirteclerine 6zel fluoresan
izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)- konjugeinsan monoklonal antikorlart SSEA4ve
TRA-1-81 ile oda 1sisinda (karanlikta) 45dk inkibe edildi. %0.1 sodyum azid iceren
yikama soliisyonu ilave edilip 5dk siireyle 300g’de santriflij edildikten sonra stipernatant
atilarak pelet 400ul yikama soliisyonunda resiispanse edildikten sonra FACSCalibur (BD
Biosciences) cihazinda okutuldu. Cell Quest programinda (BD Biosciences) analiz

islemleri gerceklestirildi.Real time RT-PCR

3.4.5. Real time RT-PCR yontemi ile mRNA dtizeyinde gen ekspresyon analizi

Cizelge 3.3’de belirtilen tiim deney gruplarindaki hiicrelerde yeniden programlama

indiiksiiyonu sonucu olusan pluripotensi belirteglerinin gen ifadesi diizeyindeki degisimleri
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saptanmigs ve bu degisimler gruplar arasi karsilastirilmistir. Ayrica, eksozomlarn

barindirdig1 pluripotensi genlerinin ve Mbd3 susturulmasinin karakterizasyonu yapilmastir.

Deney gruplarindaki goreceli gen ekspresyon analizi icin oncelikle RNA
izolasyonuna yonelik kat1 faz ekstraksiyon temelli yontem olan High Pure RNA izolasyon
Kiti (Roche) hiicre kiiltiirii sonrasinda kullanilmistir. Eksozomlardan RNA izolasyonu igin
ise kloroform temelli yontemi kullanan Total Eksozom RNA & Protein Izolasyon
Kiti(Invitrogen) ile gerceklestirilmistir. Pikodrop cihaziyla 260nm ve 280nm dalga
boyunda safligi vekonsantrasyonu (ng/ul) olcilen RNA’lardan Transcriptor First Strand

cDNA Sentez Kiti(Roche)kullanilarak komplementar DNA sentezlenmistir.

Real time PCR reaksiyonu SYBR iceren MasterMix solusyonu (Invitrogen Power
SYBR Green PCR Master Mix) ve Cizelge 3.4’deki primerler ile hazirlanarak Real time
PCR cihazinda (Lightcycler480-11, Roche) calisilmistir. Degerlendirme AACp metoduyla
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.4.Real time PCR’da kullanilan insana 6zgi tasarlanmis primerler

Primerler Acik Adlar: Baz Dizilimi (5°-37)
_ o _ CTGGGAGAGGGAAGAAGTGC
Mbd3 Metil CpG binding protein3
CGGAAGTCGAAGGTGCTCAG
Rex1 TCTGAGTACATGACAGGCAAG
ex ZFP42 Zinc Finger Protein
TCTGATAGGTCAATGCCAGGT
Sox2 o _ ATGGGTTCGGTGGTCAAGT
SRY (sex determining region Y)-box 2 GOAGGAAGAGGTAACCACAGS
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Actb Bt
& TTCTACAATGAGCTGCGTGTG
Myc V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral P S ACCCACTCTGA
Oncogene Homolog GATCCAGACTCTGACCTTTTG
Lin28 Lin-28 homolog A TCTAGACTTCCACAGTTGTAG
CTGGAATCCATCCGTGTCA
UTF1 Undifferentiated Embryonic Cell CGATCTGCTCGTCGAAGG
Transcription Factor 1 ACAAGTTCCTTAAAGACAAGT
TTTCTGCAGAGCTTTGATGTTC
Oct4 POU Class 5 Homeobox 1
TGCCGTGAAACTGGAGAAG
_ GGGAGAAGACACTGCGTGA
KIf4 Kruppel-Like Factor 4 CCAAGCACTCCGGGAAGT
NANOG \ ’ . ATGCCTCACACGGAGACTGT
anog Homeobox AGGGCTGTCCTGAATAAGCA
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4. BULGULAR

4.1. Gen Aktarilmus KahciFibroblast Dizilerinin Gelistirilmesi

Izolasyon sonras1 3. veya 4. pasajdaki insan sinnet derisi (prepisyum) kokenli
fibroblast hucreleri in vitro hiicre kiltiirinde ig bi¢imli morfolojiye sahip olduklar
gbzlemlenmistir (Cizim 4.1-A). Fibroblastlarda yogun bulunan ara filamanlardan biri olan
vimentinin immunfloresan antikoruyla isaretlenerek pozitifligi ve hiicrede F-aktin yapisini
gosteren Falloidin boyamasi ile fibroblastlara 6zgii hiicre iskeleti goriintiilenmistir (Cizim
4.1-B,C ve D).

Cizim 4.1. Fibroblastlarin karakterizasyonu. Hiicrelerin zit faz 151k mikroskobu goriintiisii
(A), Hiicrelerin vimentin (kirmizi) immiinfloresan boyamasi goriintiisii (B), Falloidin
boyamasi (yesil) yapilan ve DAPI ¢ekirdek boyasi (mavi) i¢eren solisyon ile muamele
hicrelerin floresan mikroskop gorintileri (C ve D), 6l¢ek gubugu 50um.
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Fibroblast hicrelerinde Mbd3 geni-susturulmasi igin ilk olarak; 4. veya 5. pasajdaki
insan stinnet derisi kokenli fibroblast htcrelerinin Dox-indiiklenebilir Lentiviral shRNA
vektor ile transdiksiyonu gergeklestirildi. Transdiiksiyon kosullarinin optimizasyonu
amaciyla serumsuz ortamda, farkli polibren konsantrasyonlarindagesitli yogunluklardaki
hicrelerekildi. Polibren ve hiicre yogunluklarinin ortak etkisine gére 96-kuyucuklu kalttr
kab1 icin on giinden fazla kiiltiire uygun hiicre yogunlugu, 5x10° adet hiicre/kuyucuk
olarakbelirlendi. Olgiimler sonrasinda 10pg/mL polibren konsantrasyon degeri hiicre
canliligimi istatistiksel olarak belirgin olarak diistirdiigii (p< 0,05) belirlenmistir.HUcre
canliligini en az etkileyen en yiiksek polibren konsantrasyonu (8ug/mL) WST-1 analizi ile
saptand1 (Cizim 4.2).
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Cizim 4.2.Transdiiksiyon kosullarinin optimizasyonu. Konsantrasyonun belirlenmesi
icinfarkli miktarlardaki polibren ile inkiibe edilen hiicrelerin polibren icermeyen kiiltiirdeki
hiicrelere gore sayilarindaki yiizde degisim WST-1 analizi sonuglarina gore belirlendi.
Olcgiim 450nm dalga boyundayapildi.
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Optimizasyon sonuglarina gore, hiicreler alti-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilip kit
prosediriinde belirtilen uygun yogunluga ulastiklarinda, polibren (8ug/mL) ve lentiviral
partikilleri iceren besiyeri ile 6 saat inkiibasyonu gergeklestirildi. Gen aktarilmis hiicreler
Puromisin (3ug/mL) iceren besiyeri ile ¢ giin boyunca secildi (Cizim 4.3-A).

Cizim 4.3.Fibroblastlarin {i¢ giinliik Puromisin (3pug/mL) uygulamasi sonrasi zit faz
mikroskop gorunttleri.72 saat boyunca Puromisin uygulamasi sonrasigen aktarimi olan
hicreler(A),24, 48, 72 saat boyunca Puromisin uygulamas: gen aktarilmamis hiicreler (B-
D). Tripan mavisi ile 610 hicreler boyandi.Olgek gubugu 50um.

Viral partikiillerle transdiiksiyon sonrasinda fibroblast hiicrelerine gen aktarimi
gerceklestirildi. Bu islem sonrasinda hiicreler uyarilmadigr i¢in gen susturulmasi
gerceklestirilmedi. Gen aktarim igleminin hemen sonrasinda hiicrelerde bir degisimin

olmadig1 ve fibroblastlara benzer bir morfoloji gosterdigi gozlemlendi (Cizim 4.4).
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Cizim 4.4.Gen aktarilmis hiicrelerin morfolojileri zit faz 11k mikroskobu gorintusu.
Hiicreler kiiltiir ortaminda fibroblast benzeri igsi yapida olduklar1 gdzlemlendi. Olgek
¢ubugu 200um(A), 100um(B), 50um(C), 20pum(D).

4.2. Mbd3 Susturulmasinin Karakterizasyonu

Gen aktarimi sonras1i,shRNA ekpresyonu kapali olan ancakbu dizinin ekspresyonunu
uyarmasi ig¢in tasarlanmig Tet-On sistemini tasiyan stabil fibroblast hiicre dizisi
olusturuldu. Tet-On sistemi uyarilmadiginda Mbd3 geninin susmasi gergeklesmezken,
ortama Dox eklenmesiyle sistem indiklenerek, susturma islemini gergeklestirenMbd3
genine tamamlayici diziye sahip shRNA ekspresyonu acilir ve bdylece Mbd3 geni
susturulmasi etkinlestirilir. Bu nedenle Mbd3~ hiicre eldesi i¢in Mbd3 susturulacak
gruplariin kiiltlir besiyerine Dox eklenmesiyle shRNA ekpresyonu indiiklenmistir (Bak.
Cizelge 3.1). Hiicrelerin GFP pozitif oldugu floresan mikroskop altinda goriintiilenmistir
(Cizim 4.5).
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Tet-On sisteminin uyarilmasi i¢in eklenen Dox miktar1 belirlenmesi igin ii¢ giin
boyunca 10ng/mL 100ng/mL ve 1000ng/mL konsantrasyonlarinda Dox igeren besiyeri
hiicrelere uygulanmistir. Floresan mikroskop altinda fibroblast hiicrelerinde en yiiksek
GFP 1gima  miktar1  1000ng/mL  goriintiilenmis, 10ng/mL  ve  100ng/mL
konsantrasyonlarinda biitiin hiicrelerin GFP 1s1masini ayn1 zamanda Mbd3 susturulmasini
gerceklestirebilecek uyartyr saglayamamistir. Dox 1000ng/mL miktarinin gerekli uyariy:
saglayabilmesinin yaninda, bu dozun uygulandigi Dox’un toksik etkisiyle meydana
gelebilecek apoptotik hiicreler ve hiicrelerin ¢ogalmasinda biiylik bir negatif etki
gozlenmediginden Mbd3 susturulmasinda kullanilan Dox miktar1 1000ng/mL olarak

secilmistir (Cizim 4.5).
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Cizim 4.5.Gen aktarimi sonrasi elde edilen uyarilmamis fibroblast dizisinin uygun Dox
miktart ile uyarilmasiyla Mbd3susturulmasi etkinlestirilmis hucrelerin - mikroskop
gorlintiisii. Dox miktarmin optimizasyonu GFP 1simasinin (yesil) derecesine bagli olarak
(10ng/mL)(A),(100ng/mL)(B), (1000ng/mL)(C) en yuksek Dox konsantrasyonu olan
1000ng/mL segildi. Floresan mikroskobu altinda hiicrelerin GFP pozitif (yesil) oranlari
oldugu goriintiilenmistir. Olgek cubugu 200um.

54



Akim  sitometri  Sonuglarma  gore  hiicrelerin  %90-98’i GFP  pozitif
(genotip:Mbd3 )oldugu tespit edilmistir (Cizim 4.6). Boylece kalici hicre dizisi
olusturuldugu ve Dox varliginda Mbd3~hlcrelerin elde edilebildigi gosterilmistir.
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Cizim 4.6.Gen aktarimi sonrasi, Dox varligimndaMbd3susturulmasi etkinlestirilmis
hlcrelerin akim sitometri analizi. Solda histogram sagda nokta dagilim grafigi
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Gen aktarilmamis fibroblastlara (kontrol) gore Mbd3 susturulmus (Mbd37)
hiicrelerde Mbd3 gen ekspresyonunun %30 azaldigit Real time RT-PCR analiziile
belirlendi (Cizim 4.7).
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Cizim 4.7. Mbd3 sustrulmasi sonrasi gen ekspresyonu analizi. Gen aktarilmamis fibrobast
hiicrelerine gore Mbd3 geni susturulmus hiicrelerin Real time RT-PCR gen ekspresyon
analizi.

4.3. Embriyonik Kok Hucrelerinin Kultiri ve Karekterizasyonu

Besleyici tabaka hicreleri (FEF) Uzerinde kiltir edilen fEKH’leri uzun pasajlar
siresincefarklilasmadan kiiltirii saglanmigtir. EKH’lere 0zgu ylksek nukleus/sitoplazma

oranli hiicrelerden olusan diizgiin sinirlara sahip koloniler gézlemlenmistir (Cizim 4.8.).
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Cizim 4.8. Besleyici tabaka tizerinde fEKH kiiltiirii. Zit faz 151k mikroskobu ile hicrelerin
24 saat sonraki kiiltiir goriintiileri alinmustir. Olgek cubugu 100um(A), 20um (B-D).

Besleyici tabaka hiicrelerinin kiiltiir ortamina salgiladigi eksozomlarin ve serumdan
gelecek eksozomlarin EKH eksozomlarina karigsmasinin 6nlenmesi amaciyla fEKH kiiltiirii
besleyici tabaka olmadan ve serumsuz ortamda gergeklestirildi. fEKH kiiltiir besiyerinde
kaltur edilen fEKH’ler besleyici tabaka tizerinde ve besleyici tabaka olmaksizin (Nunclon
Vita Surface kiiltiir kaplarinda) yapilan kiiltiirde benzer homojen bir koloni morfolojisi

gOstermistir (Cizim 4.9).
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Cizim 4.9.Besleyici tabaka Uzerinde ve besleyici tabaka kullanilmadan yapilan fEKH
kaltarindn karsilastirimasi. Besleyici tabaka tzerinde olmayan hucrelerin (C-D) canlilig
besleyici tabaka tzerindeki hucrelere (A-B) gore ciddi oranda etkilenmemistir. Zit faz 151k
mikroskop gortntuleri. Olgek cubugu 50um(A-C), 10um (B-D).

Besleyici tabaka Uzerinde kilture edilen pluripotent fEKH kolonileri SSEA-1 yuzey
antijeni immunofloresan isaretlemegoriintiilerinde pozitif sonug gostermistir (Cizim 4.10).
Pluripotent olmayan besleyici tabaka hucreleri (FEF) ise SSEA-1 isaretlenmesinde
negatiftir.
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Cizim 4.10. Besleyici tabaka Uzerindeki fEKH’lerin SSEA-1 yiizey antijeni
immunofloresan gorantasa. Pluripotent ~ kok  hucreler ~ SSEA-1 (yesil)
pozitifligigdzlemlenirken pluripotent olmayan besleyici tabak hiicreleri negatiftir.
Cekirdekler DAPI (mavi) ile isaretlenmistir. Olgek gubugu 50um.

Besleyici tabaka olmaksizin yapilan kiiltiirdeki hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerini
koruduklarini1 belirlenebilmesi igin, Kaltlrin ikinci giin sonundaetkisi 1 saat sonra
kaybolarak hticre kaltirine devam edilmesini miimkiin kilan Alkalin fosfataz canli
boyamas: yapildi. Besleyici tabaka olmaksizin yapilan kiltlirdeki fEKH kolonileri
pluripotent kok hiicrelere 6zgii AP boyamasi pozitif olmasi kiiltiir kabinin ve kultlr
kosullarinin hiicrelerin pluripotensi durumunu desteklediklerini ortaya koymaktadir (Cizim

4.11).
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Cizim 4.11. Besleyici tabakasiz EKH kiiltiiriinlin karakterizasyonu. EKH kiltirinin 48
saat sonra alkalin fosfataza yonelik canli boyama sonuglarina goére hiicrelerin tamami
pluripotent (yesil floresan 1sima) Ozellik gostermektedir. Boyanin etkisi 1 saat sonra
kaybolarak hiicre kiiltiiriine devam edilmistir. Olgek ¢ubugu 200um.

4.4. Ekzosom Karakterizasyonu

Embriyonik kok hticre kaynakli eksozomlar ultrasantrifiij ile izolasyonu yapildiktan

sonra protein miktari tayini ile Konsantrasyonlar1 hesaplandi (Cizim 4.12).
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Cizim 4.12. BCA analizi ile eksozom toplam protein miktar1 6lgtimii. Dalga boyu 462nm.

Akim sitometre kullanilarak izolasyonu yapilan eksozomlarin karakterizasyonu
eksozomlara 6zgii CD9, CD81 ve CD63 yiizey belirteglerine gére yapildi. Insan doku
kaynakli eksozomlarda bu ii¢ belirteg karakterizasyon i¢in Onemlidir. fEKH
eksozomlarinin analiz sonuglarina gére CD9 ve CD81 degerleri % 10 pozitif degerin
tizerine ¢iktigindan izole edilen vezikillerin eksozom karakterinde oldugu belirlenmistir

(Cizim 4.13). CD63 yiizey belirteci elde edilen eksozomlarda %7,72 deger ile negatiftir.
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Cizim 4.13. CD9, CD81 ve CD63 eksozom belirteglerinin akim sitometri analizi. Pozitif
boyama gosteren hucreler histogram tzerinde mor ile gosterilmistir. Negatif kontrol olarak
izotip kontrol kullanilmis ve grafikte yesil renkte gosterilmistir.
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Eksozomlar ile birlikte taginacak embriyonik kok hicreye 6zgii mRNA transferinin
karakterizasyonu fare eksozomlarmin mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi sonrasi gen
ekspresyonu analizleri ile yapilmistir. incelenen fEKH-Eksozom ‘larinin pluripotensi
belirteglerinin mRNA varligi FEF-Eksozom (kontrol) 6rneklerine gore kag kat1 olduguReal
time RT-PCR gen ekpresyon analizi ile belirlendi(Cizim 4.14). Cikan sonuglara gore Rex1,
Lin28, Sox2 ve c-Myc genlerinin mRNA oranlar1 4 kat daha fazla oldugu belirlenmisken

Nanog ve Oct4 mRNA's1 var olmasina karsin ¢ok yiiksek olmadigi belirlenmistir.
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Cizim 4.14. fEKH kaynakli eksozomlarm mRNA igerigi. Real time RT-PCR gen
ekspresyon analizinde fEKH kaynakli eksozomlarinFEF hiicre kaynakli eksozomlara gére
mRNA oranlar1 belirlenmistir. Sonuglar katlar seklinde ifade edilmistir.
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45. PKH26 ile Isaretli EKH-Eksozomlarin Transferi

EKH-Eksozomlarinfibroblastlar tarafindan alindiginin goriintiilenmesi amaciyla
PKH26 kirmiz1 floresan boya ile isaretlendi. PKH26 isaretli EKH-Eksozomlarin fibroblast
hicreleri ile ko-kiiltiirii sonucunda eksozomlarin fibroblastlar tarafindan alindigi akim

sitometri yontemi ve floresan mikroskobisi ile gosterildi.

Akim sitometri sonuglarina gére 12 saat boyunca eksozom uygulamasi sonucunda
fibroblast hiicreleri eksozom ile islem Oncesi %80 pozitiflik gosterirken eksozomlar ile
islem sonrasinda hiicreler daha kirimizi floresan 1s1masi gostererek yiiksek derecede pozitif
(>%90) oldugu belirlenmistir (Cizim 4.15). Fibroblastlar ve eksozomlarin her ikisinin de
PKH26 ile isaretlendigi grupta, sadece fibroblastin isaretli oldugu gruba gore daha fazla
pozitif (~%10) oldugunun belirlenmesiyle de eksozom transferinin gerceklestigi

dogrulanmistir.
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Cizim 4.15. Floresan isaretli EKH-Ekso’larin, PKH26 isaretli/isaretsiz fibroblast hiicreleri
ile 12 saat boyunca ko-kultiri. Eksozomlarin Mbd3 fibroblastlar tarafindan alindigr akim
sitometre yontemi ile belirlenmistir.
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PKH26 isaretli eksozomlarla iki giinliik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre gruplari
floresan mikroskopta goruntulendi. PKH26 pozitif hicreler ile eksozom transferinin
gergeklestigi gosterildi. Eksozomlar genellikle ¢ekirdegi cevreleyen sitoplazmik bolgelerde
lokalizasyon gostermis, lipofilik olan boyanin hiicre zarint boyamamasi da akim

sitometride (Cizim 4.16).

Cizim 4.16.Eksozom transferi.PKH26 isaretli eksozomlar (kirmizi), GFP+ Mbd3~
fibroblastlar (yesil) 48 saat ko-kiiltiir sonras1 floresan mikroskop goriintiisii. Olgek gubugu
100pm.

4.6. Mbd3~ Hucrelerinin EKH-Eksozomlarn ile Ko-Kiiltiirii Sonras1 Pluripotensiye

Programlanmasi

fEKH’ler kaynakli eksozomlar izole edilip karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra
Mbd3™ fibroblast hiicreleri ile birlikte ortak kiiltiire alindi. Calismada ilk olarak eksozomlar
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hiicre kilturiine 48 saatte bir 50pug/mL olmak tzere 3 tekrar (toplam, 150ug/mL) olacak
sekilde uyguland1 ve kiiltlir besiyeri olarak Rock inhibitorii icermeyen standart uPKH
besiyeri kullanildi. Bu uygulama sonrasinda hiicre kiiltiiriinde farkli olusumlar, hiicrelerin
cogalmasinda gozle goriiliir bir hizlanma ile kiiltiir kabindaki hiicre yogunlugu arttig1 ve
bir stire sonra kiiltiir besi yeri degistirilmesi sirasinda hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid
damlaciklarinin olustugu gozlemlendi (Cizim 4.17). Spontan adipojenik farklilagsma olarak
gbozlemlenen bu durum istenmeyen ve geri programlamayi basarisizlikla sonuglanmasina
sebep olan bu siire¢ hiicre ekim sayisinin diisiiriilmesiyle, eksozom uygulamasinin
artirtlmasiyla ve besiyerinde besleyici tabaka olmadan yapilan kiiltlir standartlarinda
gerekli olan Rock inhibitorii kullanilmasiyla diizeltilmeye calisilmistir. Rock inhibitorii
hiicrelerin tutunmasini kaybetmesi nedeniyle apoptoza gitmesini Onleyerek canliligini
korunmasini ve koloni olusturmasini desteklemekte ve kullanilan kiiltiir kabinin teknik

kullanim dokiimaninda dnerilmektedir. (Xu ve dig. 2010, Li ve dig. 2009).
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Cizim 4.17.EKH-eksozomlar ile ortak kiiltiire alinan Mbd3~ fibroblast hucrelerde meydana
gelen spontan adipojenik farklilagma.Kiiltiir sonrasi hiicre i¢i biriken lipidlerin
goriintiilenebilmesi i¢in Oil Red O histolojik boyamasi yapilmistir. %4 Paraformaldehit ile
15dk oda sicakliginda fikse edilmistir.Cam lameller Gzerindeki hiicreler PBS ve distile su
ile yitkama agsamalarini takiben %60 2-propanol (Sigma-Aldrich) ile 5dk oda sicakliginda
fiksasyon islemi yapilmistir. Oil Red O (Sigma-Aldrich) boyasiisopropanol icerisinde
hazirlanan stok soltsyonun(0,3 gr/100 ml) 3:2 oraninda su:boyaoraninda seyreltilerek
hiicrelere 10dk boyunca uygulanmistir. Boyanan hiicre igi lipidler boyanin otofloresan
ozelliginden yararlanilarak floresanmikroskop altinda goriintiilenmistir. Fibro (A),
Mbd37(B),Eksozom (C), Mbd3 +Eksozom(D).Ol¢ek gubugu 50pum

Daha iyi bir geri programlama icin eksozomlar hiicre kiltiriine 48 saatte bir50ug/mL
olmak Uzere 5Stekrar (toplam, 250ug/mL) olacak sekilde uygulandi. Eksozomlar ile ko-

kultir edilen Mbd3™ hiicrelerinin karakterizasyon analizleri yapildi.

Yeniden programlamanin ilk giinlerinde Mbd3™+Eksozom grubu hucrelerinde
nlkleus/sitoplazma oranmin artmasi, hiicre boyutu kii¢lilmesi ve daha yuvarlak hiicrelere
dontlismesi gibi programlanmanin erken asamalarinda meydana gelen degisimler saptanmis

ve ayni zamanda hiicre baglantilarinin arttig1 gézlemlenmistir. Bu degisimin Mbd3~ veya
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Eksozom grubu hicrelerinde daha az siklikla meydana geldigi ve boylece kiiltiirde

heterojen bir hiicre toplulugu olustugu belirlenmistir (Cizim 4.18).

Cizim 4.18.EKH-eksozomlari ile ko-kilturin 3. giini hicrelerin morfolojileri zit faz 1s1k
mikroskobu goruntiisu. EKH-eksozomlart ile ko-kiiltiir sonrast hiicrelerin morfolojilerinde
kiicilme gdzlemlendi. Fibro (A), Mbd3™(B), Eksozom (C), Mbd3 +Eksozom(D).Olcek
cubugu 50pm.

4.6.1. WST-1 Yontemi ile Canhilik ve Proliferasyon Analizi

Ko-kiiltiir sonrasi hiicreler iki giin Kiltire edildikten sonra WST-1 yontemiyle
canliik analiziyle incelendi (Cizim 4.19). Tetrazolium tuzu ile bekletilen
orneklerinmitokondirilerinde olusan parcalanmis formazan bilesikleri, canli hiicrelerin
hiicre yizeyinde birikir.Bu nedenle ¢ogalma hiz1 yiiksek olan hiicreleri i¢eren 6rneklerin
spektrofotometrik okuma sonucundan (Abs 570 nm) az olana 6rneklere gore daha ¢ok canli
hiicre bulundurmasindan dolay: ii¢ ayr1 zamana dayali gergeklestirilen her bir dl¢iim (1-3-

6. giin) 0. giine gore canlilik oran degisiminin hesaplanmasiyla ¢ogalma hizi belirlenmistir.
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Mbd3 susturulmus ve eksozomlar ile ko-kiiltiir edilmis Mbd3™+Eksozom grubunun
hicreleri ve sadece eksozomun etkisi gdzlemlenen Eksozom grubunun hicrelerinde
¢ogalma hizi en yiiksek ve neredeyse aynidir. Buna karsin Mbd3 susturulmus hucrelerin
cogalma hizi daha diisiik olmakla birlikte kontrol NTC grubunun hiicrelerine gore
yiiksektir. Bu sonuclardan Mbd3 susturulmasinin hiicrelerin ¢ogalma hizina pozitif bir etki
yaptigi, ancak ¢ok ciddi bir etki olmadigi ve asil gogalma hizina etkinin eksozomun ko-

kiiltiirti sonucu meydana geldigi ¢ikarilmaktadir (Cizim 4.19).
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Cogalma Hizi (AV)

Cizim 4.19.Mbd3 ve Eksozom uygulamasinin hiicre ¢ogalma hizina etkisi. TUm
gruplardaki hiicreler uygulamalar sonrasinda pasajlanarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekilerek(1-3-6 glin). Gun WST-1 analizi gergeklestirildi. Mbd3™+Eksozom grubu (mavi)
Eksozom grubu (mor) hiicreleri ¢ogalma hizlar1 en yiiksek ko-kiiltiir deneyleri sonrasi
cogalma analizi.

4.6.2. Immiinfloresan isaretleme ve Akim Sitometri Yontemleriyle Karakterizasyon

Mbd3 susturulmast ve eksozom ko-kiiltiirii sonrasi pluripotensi faktorlerinin

immiinfloresangoriintiillemesiamaciylahticreler ge¢ donem pluripotensi ylzey belirteci olan
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SSEA4 ve programlamada ana rol oynayan cekirdek belirteci Oct4 antikorlariyla
isaretlenmis ve en son ¢ekirdek isaretleyen DAPI igeren kapatma soliisyonu ile muamele

edilerek floresan mikroskop altinda incelenmistir.

Mbd3 susturulmus ve eksozomlar ile ko-kiiltir edilmis Mbd3™+Eksozom grubu
hicreleri pluripotensi belirtegleri olan Oct4, SSEA4 imminfloresan antikorlartyla pozitif
boyanma gostermislerdir (Cizim 4.20, Cizim 4.22). Mbd3 grubu yalnizca SSEA4
boyanmistir ancak her iki uygulamanin birlikte etkilerinin goriildiigli Mbd3™+Eksozom

kiyasla boyanma oran1 daha diisiiktiir.

Immunfloresan  gorintilerindeMbd3™+Eksozom hem Oct4 ve SSEA4
belirteclerince pozitiflik gosterirken, diger gruplardan yalniz Mbd3™ hiicreler SSEA4 yiizey
belirteci ile isaretlenmis (Cizim 4.21), ancak zayif bir pozitiflik gostermistir. Boylece
hiicrelerin pluripotensi belirteci olan Oct4 ve SSEA4 ekspresyonlarini protein seviyesinde

gosterebildigi belirlenmistir.
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Cizim 4.20.Mbd3™+Eksozom grubu hiicreleri ko-kiiltiir deneyleri sonrasi ikinci giin insan
SSEA4 antikoru (kirmizi, TR) ileimmunfloresanisaretlenmesinin floresan mikroskop
gorintiisi. SSEA4™ hiicreler (A) ve GFP pozitif (yesil) hiicreler (B)goriintiilendi. iki
goruntiiniin birlikte gorintileri (C). Cekirdek boyasi DAPI (mavi). Olgek ¢ubugu 50pum.
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Cizim 4.21.Mbd3~ grubu hiicreleri ko-kiiltiir deneyleri sonrasi ikinci gun insan SSEA4
antikoru (kirmizi, TR) ile immunfloresanisaretlenmesinin floresan mikroskop géruntusa.
SSEA4" hiicreler (A), GFP pozitif hiicreler (yesil) goriintiilendi (B). Birlikte gorintileri
(C). Cekirdek boyast DAPI (mavi). Ol¢ek ¢ubugu 50pum.
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Cizim 4.22.Mbd3™+Eksozom grubu hiicreleri ko-kiiltiir deneyleri sonrasi ikinci guin insan
OCT4 (yesil, FITC) antikoru ile immunfloresanisaretlenmesinin floresan mikroskop
goruntist. Hiicreler OCT4 antikoruna Kkars1 isaretlenerek pluripotent karakter
kazandirdiklar1 gosterilmistir (A-C). Hiicrelerdeki GFP 1s1masinin olmadiginegatif boyama
ile gosterilmistir. Cekirdek boyasiDAPI (mavi) ile gosterilmistir. Olgek gubugu 50um
(A,B) ve 100um(C,D).

Akim sitometri yontemiyle de Mbd3 susturulmus ve eksozomlar ile ko-kiiltiir edilmis
Mbd3™+Eksozom grubu hiicrelerinin insan pluripotent hiicrelere 6zgu yuzey belirtegleri ile
karakterize edilmistir. Yeniden programlamanin erken donem pluripotensi yiizey belirteci
olan SSEA4 ve TRA-1-81 pozitif oldugu gosterilerek (Cizim 4.23) immunfloresan sonucu

dogrulanmistir.

73



3+ S
Q3 9
C}E c;E
£ 5 £93
= ] 2 3
S8 O&
o] =K
o P, .
10° 10" 10° 10° 10t 100 10! 102 10® 10%
TRA-1- 81 SSEA-4

Cizim 4.23. Mbd3 +Eksozom grubu hicreleri ko-kiiltiir deneyleri sonrasi ikinci giin insan
TRA-1-81 ve SSEAA4 pluripotensi yuzey belirtecleri akim sitometri analizi.Pozitiflik
gosteren hicreler histogram zerinde mor ile gosterilmistir. Negatif kontrol olarak izotip
kontrol kullanilmig ve grafikte yesil renkte gosterilmistir.

4.6.3. Real time RT-PCR Yontemi ile Gen Ekspresyon Analizi

Cizelge 3.3’de belirtilen tiim deney gruplarindaki hiicrelerde Mbd3 susturulmasinin
ve/veya eksozom Kko-kiiltiirii sonucunda olusan pluripotensi belirteglerinin gen ifadesindeki
degisimlerReal time RT-PCR ile belirlenmistir. Gen ekspresyon profilindeki 2 kattan daha
az saptanan degisimler anlamsiz kabul edilmektedir. Iki ile 4 kat aras1 degisimler marjinal,

4 kattan fazla gozlenen degisimler ise ciddi artis1 ifade etmektedir.

Mbd3 susturulmus ve eksozomlar ile ko-kiiltiir edilmis Mbd3™+Eksozom grubunun
pluripotensi genlerinin ekspresyon profili incelendiginde, diger gruplara kiyasla ¢ok ciddi
oranda artiy gozlenmistir (Cizim 4.24). Gruplarin yeniden programlamada en Kkritik
genlerdeki (Oct4, Nanog, Lin28 UTF1 Sox2 ve Rexl) degisim oranlar1 hicrelerin
pluripotent druma ne kadar yaklastigi hakkinda bilgi vermektedir. Bu gen ekspresyon
analizleri sonucunda pluripotent ile ilgili genlerin artiglar1 hiicreler bazinda ayni oranlarda
arttig1 gézlemlenmistir. Diger bir ifadeyle Mbd3™ ve Eksozom hiicre gruplarindaki gen
ifadeleri aralarindaki oranlar bir sablon olarak degismeden kaldigi gozlemlenmistir.
Mbd3™+Eksozom grubunda bu genlerin ekspresyonlar1 en yiksek diizeyde olup 6zellikle
yeniden programlamada ge¢ donem pluripotensi faktorlerinden Oct4 1624 ve Nanog 2385

kat artmustir.
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Cizim 4.24.Tum gruplardaki hucrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri ile kulturd
yapilmamis olan fibroblast hiicrelerine gore pluripotensi belirteclerinin hicre igi gen
ekspresyon degisimi. Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde
belirtilen tim gruplar (Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non
targeting controlkulturd, uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Sadece Mbd3 susturulmasi(Mbd3™) ve sadece eksozom aktarilmasi (Ekso) tek
baglarina Oct4 gen ekspresyonunu sirasiyla 312 ve 486 kat arttirmigken, birlikte etkilerinin
gosterdigi Mbd3™+Eksozom grubunda artis ¢ok ciddi oranlara (1.624 kat) ulagsmistir. Bu
durumda Mbd3™+Eksozom grubundaki Oct4 ekspresyonu; Mbd3~ grubuna goére 5,2 Kat,
Eksozom grubuna gore 3,3 kat artmustir. Cizim 4.25°de ayricaEksozom grubundaki Oct4
ekspresyonu, Mbd3~ gurubuna goére daha yiiksek oldugu dikkat c¢ekmektedir (p=
0,006899).
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Cizim 4.25.0ct4 geninin tim gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri ile
kiiltiirti yapilmamis olan fibroblast hiicrelerine gore hucre igi gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkulturd,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Yeniden programlada belirleyici pluripotensi faktorlerin en basinda gelen Nanog gen
ekspresyonu, sadece Mbd3 susturulan; Mbd3~ ve sadece eksozom ile ko-kultur edilen;
Eksozom gruplarinda belirgin bir artis gostermisken (sirasiyla 530 ve 566 kat) her iki
indiiksiyonun uygulandigt Mbd3™+Eksozom grubundaki Nanog ekspresyonu 2385 kat
artmistir. Bu da Oct4 ekspresyonu ile korelasyon gostermektedir. Eksozom grubundaki ve
Mbd3~ grubundaki Nanog ekspresyonundaki artis benzerdir. Eksozom grubundaki Nanog
ekspresyonu, Mbd3™~ gurubuna goére daha yiiksek olmasina ragmen anlamli bir fark yoktur
(p=0,193048)(Cizim 4.26).
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Cizim 4.26.Nanog geninin tum gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri
ile kiiltiirii yapilmamis olan fibroblast hilcrelerine gore hicre i¢i gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkiltird,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Embriyonik kok hiicrelerde ekspresyonu oldukga yiiksek olan ve farklilagma
sirasinda hizlt bir sekilde diisen Lin28 gen ekspresyonu, Mbd3 susturulmasi ile 226 kat;
eksozom ko-kiiltiirii ile 214 kat ve her iki uygulama sonucunda kuvvetli bir sekilde 536 kat
artmistir. Mbd3 susturulmasi Lin28 ekpresyonunu eksozom uygulamasindan daha fazla

arttirmustir, ancak aralarindaki fark anlaml degildir p= 0,281686 (Cizim 4.27).
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Cizim 4.27.Lin28 geninin tim gruplardaki hilcrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri
ile kiiltiirii yapilmamis olan fibroblast hilcrelerine gore hicre i¢i gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkulturd,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Embriyonik donem belirteclerinden Rex1 ekspresyonundaki artis sadece Mbd3
susturulmas1 (76 kat) ve sadece eksozom ko-kiltirii (68 kat) sonucu benzer artis
gostermistir. Birlikte etkileri sonucunda ise Rex1 ekspresyonunda ciddi bir artig (273 kat)
meydana gelmistir. Lin 28 ekpsresyonunda oldugu gibi, Mbd3 susturulmasi Rexl
ekpresyonunu eksozom uygulamasindan daha fazla arttirmistir, ancak aralarindaki fark
anlamli degildir P=0,184778 (Cizim 4.28).
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Cizim 4.28.Rex1 geninin tim gruplardaki hlcrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri
ile kiiltiirti yapilmamis olan fibroblast hicrelerine gore hicre i¢i gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) IEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkiltird,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Yeniden programanin geg¢-donem belirteclerinden UTF1 ekspresyonunu sadece
eksozom uygulamasi, sadece Mbd3 susturulmasinin yaklagik iki kati kadar daha fazla
arttirmistir (194, 102). Mbd3 susturulmasi ve eksozom uygulamasinin birlikte etkisi UTF1
ekspresyonunu oldukga yiiksek oranda bir artisa (628 kat) neden olmustur(Cizim 4.29).
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Cizim 4.29.UTF1 geninin tim gruplardaki hilcrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri
ile kiiltiirii yapilmamis olan fibroblast hilcrelerine gore hicre i¢i gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkulturd,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Sadece Mbd3 susturulmasi(Mbd3™) ve sadece eksozom aktarilmasi (Ekso) tek
baslarina Sox2 gen ekspresyonunu sirasiyla 91 ve 133 kat arttirmigken, birlikte etkilerinin
gosterdigi Mbd3 +Eksozom grubunda artis ¢cok ciddi oranlara (476 kat) ulagsmistir. Bu
durumda Mbd3 +Eksozom grubundaki Sox2 ekspresyonu; Mbd3™ grubuna gore 5,2 kat,
Eksozom grubuna gore 3,5 kat artmistir (Cizim 4.30). Bu ekspresyon profili Oct4
ekpresyon profiline cok benzemektedir (Cizim 4.25).
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Cizim 4.30.Sox2geninin tim gruplardaki hicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri ile
kiiltirii yapilmamis olan fibroblast hicrelerine gore hiicre ici gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkiltird,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Klf4 gen ekspresyon profilinde, gruplarin ekpresyonlar1 kontrol kadar olup, diger
belirteclerde oldugu gibi bir artis gostermemistir. Diger gruplar arasi farkli bir dagilim
gostermistir. Bu dagilima gore yaklasik kontrol kadar K1f4 ekspresyonlar1 vardir. Ilging bir
sekilde iEKH besiyerinde kiiltiir edilmis fibroblast kontrol grubunun KIf4 ekspresyonunda
marjinal (2.5 kat) bir artig gdzlemlenmistir (Cizim 4.31).
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Cizim 4.31.KIf4 geninin tim gruplardaki hiicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri ile
kiiltiirii yapilmamis olan fibroblast hiicrelerine gore hicre igi gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkulturd,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Hiicre ¢ogalmasi, apoptozla iliskisi disinda olarak tiimorijenik etkisi oldugu bilinen
c-Myc proto-onkogeninin (Dang 2013) ekspresyon profili diger pluripotensi genlerinden
farklilik gostermistir (Cizim 4.32). Mbd3 susturulmasi c-Myc ekspresyonunu marjinal (3,4
kat) artisa neden olurken eksozom ko-kiiltiiriindeki artis belirgin degildir (1,8 kat). Bunun
aksine, birlikte etkilerinin gosterdigi Mbd3 +Eksozom grubunda ilging bir sekilde c-Myc
ekspresyonu kontrole gore yarisina diigmiisken Mbd3~ grubuna gore 7 kat, Eksozom
grubuna gore 3 kat azalmistir. KIf4 gen ekpsresyonunda oldugu gibi iEKH besiyerinde
klltiir edilmis fibroblast kontrol grubunun Kl1f4 ekspresyonunda marjinal (4.5kat) bir artis

gbzlemlenmistir.
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Bu sonuglara gore c-Myc ekspresyonunda Mbd3 susturulmasiyla veya Eksozom
uygulamasiyla ¢ok belirgin bir degisiklik olmasa da arttig1 ancak ilging bir sekilde birlikte

etki ettiklerinde arttirmak yerine aksine azalttig belirlenmistir.
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Cizim 4.32.C-Myc geninin tum gruplardaki hicrelerin gen aktarilmamis ve iEKH besiyeri
ile kiiltiirti yapilmamis olan fibroblast hicrelerine gore hicre i¢i gen ekspresyon degisimi.
Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Cizimde belirtilen tim gruplar
(Cizelge 3.3) iEKH besiyerinde kiiltiir edilmistir. NTC: non targeting controlkiltird,
uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.
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5. TARTISMA

uPKH’lere yeninden programlama, somatik hucrelerin belirli transkripsiyon
faktorlerin kullanilmasiyla embriyonik gelisimin tersi yonlinde in vitro yonlendirilmesidir.
Programlanma sirasinda kapali kromatin yapisina sahip somatik hiicrelerde kromatin
yapisiin yeniden diizenlenmesiyle belirli epigenetik bariyerler agilmaktadir (Watanabe ve
dig. 2013). EKH’lerde, pluripotensiyle iligkili transkripsiyon faktorlerinin etkin bir sekilde
rol almasini saglayan agik kromatin yapisini elde etmek i¢in son zamanlardaki arastirmalar
epigenetik isleyisin programlamada kullanilan transkripsiyon faktorlerce nasil devre disi
birakildigini agiklayan molekiiler mekanizmalara odaklanmistir (Liang ve Zhang 2013). Bu
mekanizmalarda etkili olan proteinler kromozomu yeniden modelleyen komplekslerin
Uyelerinden olup 6zellikle EKH’lere 6zgii agik kromatin yapisinin diizenlenmesinde ve
somatik hiicrelerde pluripotensiyi saglayan genlerin baskilanmasinda rol alan epigenetik
faktorlerdir (Zhou ve dig. 2011). Bu calismada somatik hiicre epigenetik bariyerinin
asilmast amaciyla son zamanlardaki yaklasimlardan biri olan nlkleozomu yeniden
modelleme ve histon deasetilaz aktivitesi gostererek gen ifadesinin baskilandig
kapali/inaktif kromatin yapisina doniistiren multi-alt birimli  NuRD kompleksi
hedeflenmistir. NuRD kompleksinin (Denslow ve Wade 2007) bir Gyesi olan Mbd3
proteinin fibroblast hiicrelerinde susturulmasi ile kompleks islevsiz hale getirilmesi ve

boylece gen ifadesindeki baskilanmanin ortadan kaldirilmasi amaglanmustir.

Cok hiicreli organizmalarda embriyonik gelisim esnasinda bir hiicrenin komsu bir
hiicre ile ve bulundugu mikrogevreyle siirekli etkilesim igerisinde olmasi koordineli
hlcresel aktivitenin temelini olusturmaktadir. Gelisimin erken donemlerinde, embriyo
polaritesi olusumunun hiicre-hiicre iletisimi gerektirmesi (Tahinci ve Lee 2004)
blastokistin erken evresinde de embriyonik kok hiicreler birbirleriyle siirekli iletisim
halinde oldugunu gostermektedir. Yeni bir hiicresel haberlesme sekli olarak glindeme
gelen eksozomlar tagidiklart miRNA, mRNA ve protein gibi molekiiller ile hiicreler arasi
sinyal iletiminde 6nemli bir aragtir (Chen ve dig. 2012). Eksozomlarin tagidiklari kargoda
yiiksek miktarda miRNA bulunmasi nedeniyle salgilandiklar1 hiicrenin 6zelliklerine gore
eksozomlarin verildigi hiicrelerde miRNA-aracili gen ekspresyonun diizenlemesi ilgi
cekici konulardan biri haline gelmistir. Endojen onarim mekanizmasinin tesvik edilmesini

hedefleyen birka¢ calismada, EKH-eksozomlarmin yiksek derecede EKH’lere 0zgu
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miR290-295 ailesi ve Ozellikle miR-294 mikroRNA’larin1 tasidiklarin1 ve aktardiklari
dokulara 0zgu progenitor hucrelerdeki siklus ilerlemesinin, sag kalimin ve gogalmanin
buna bagli olarak arttigi ortaya konulmustur (Khan ve dig. 2015, Katsman ve dig. 2012,
Ratajczak ve dig. 2006). Ayn1 zamanda EKH kaynakli eksozomlarin yiiksek miktarda
mikroRNA igerdikleri ve bunlarin bir kismini in vitro’da FEF hiicrelerine aktardiklar

baska bir ¢alismada gosterilmistir (Yuan ve dig. 2009).

Bu calismada, epigenetik bariyeri Mbd3 susturulmasi ile asilan fibroblast
hiicrelerinin endojen pluripotensi aktivasyonlarmin tesvik edilmesi amaciyla Mbd3~

Fibroblastlara EKH’lerden elde edilen eksozomlar aktarilmistir.

PluripotentfEKH’lerde transkripsiyon faktorlerinin daha fazla bagli oldugu genlerin
ekspresyonu aktif bir sekilde gergeklesirken, diisiik seviyede transkripsiyon faktorlerinin
toplandig1 genler ise sessizdir. Oct4 geni en az on dort transkirpsiyon faktorl (Oct4, Sox2,
Nanog, Sall4, Tcf3, Smadl, Stat3, Esrrb, KIf4, KIf2, KIf5, E2f1, n-Myc ve Zfx) tarafindan
baglanmisken Nanog geninin promotdriindeki gen ekspresyonunu arttirict bdlgeleri en az
dokuz transkirpsiyon faktori (Nanog, Klf4, KIf2, KIf5, Sall4, E2fl, Esrrb, Stat3 ve
Tcfcp2ll) tarafindan baglanmis durumdadir (Ng ve Surani 2011).Boylece pluripotensi gen
ekspresyon ag1 saglanarak EKH’lerin kendini yenilemesi ger¢eklesmektedir. Ancak
somatik htcrelerde NuRD kompleksi transkirpsiyon faktorlerinin transkripsiyondan
sorumlu diger komplekslerin DNA’ya erisimini engelleyerek gen ifadesinin baskilandigi
kromatinin inaktif konformasyonlu yapisina doniistiirebilmektedir (Denslow ve Wade
2007). HEK293 hucrelerinde bu NuRD kompleksinin Gyesi olan Mbd3’iin asirt
ekspresyonu saglandiginda fiziksel olarak OSKM ile iligkili oldugu ve ChIP sekans
analizlarine gore fibroblast hucrelerinin ~ yeniden programlama  faktorleriyle
indiksiyonundan sonra, MBD3 proteininin ektopik olarak OSKM hedeflerinde bagh
oldugu gosterilmistir (Rais ve dig. 2013). Baskilayici roli ile tutarli olarak, Mbd3’in
susturulmasmin ardindan, Mbd3 hedef bolgelerindeki DNA’nin daha 6kromatik yapida
oldugu ve MBD3 mutant versiyonlarmin OSKM’lere baglanmay1 gerceklestirememesi
nedeniyle yeniden programlamanminhibisyonunda daha az etkili oldugu bilinmektedir.
Biitiin bu veriler Mbd3 ile yeniden programlama faktdrleri arasindaki dogrudan etkilesimin
yeniden programlama (zerindeki inhibisyon etkisi icin zorunlu oldugunu, bunun da

kullanilan matametiksel modeli destekledigi ve sonug¢ olarak OSKM’ nin Mbd3’l
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aktivasyonunu baskilayacagi hedef lokusa topladigibelirtilmistir (Bak. Bolim 1.5.3.1.
Cizim 1.22).

Pluripotensi  genlerinin  iizerindeki NuRD kompleksinin  olusturdugu bu
baskilanmanin ortadan kaldirilmasi amaciyla geriye programlanmasi hedeflenen fibroblast
hiicrelerinde Mbd3 geni susturulmustur. Bu c¢alismada da literatiirle paralel bir sekilde
Mbd3 susturulmasiyla iliskili olarak pluripotensi belirte¢lerinde belirgin bir artis
gozlemlenmistir. Mbd3 susturulmasi ¢alismada kullanilan lentiviral shRNA vektor
araciliyla Tet-On sisteminin  kontroliinde gergeklestirilmistir. Mbd3  susturulan
fibroblastlara EKH-eksozomlarinin uygulanmasiyla hedeflenen yeniden programlamanin
basarili olmasi durumunda ortamdan Dox’un kaldirilmasiyla Mbd3 susturulmasi
durdurulmasi Tet-On sistemin kullanilma sebeplerinden bir tanesidir. Bu sistemde bulunan
tetrasiklin tiirevi Dox ajaniyla uyarilabilen vektorlerin fibroblasta aktarilmasiyla primer
fibroblastlar elde edilmistir. Mbd3’e hedeflenmis shRNA genini tagiyan ancak ifadesi
olmayan primer fibroblastlarda yapilan antibiyotik segimiyle ayni genetikte olmalari
saglanmistir. Tet-On sisteminin uyarilmasi i¢in eklenen Dox miktar1 hiicrelere literatirde
birgok hiicrede toksik etki yapmadigi bilinen konsantrasyonlarda (10-1000ng/mL) Dox
iceren besiyerinin uygulanmasiyla belirlenmistir (Junankar ve dig. 2015, Ahler ve dig.
2013).Mbd3 susturulmasi i¢in uyariy1 saglayabilecek en uygun Dox miktari, Dox ile
birlikte ekspresyonu aktif olan GFP pozitif hiicrelerin oranina gorebelirlenmistir. Primer
fibroblastlarin  kiiltiir ortamina Dox verilerek shRNA ekspresyonunun ayni anda
uyarilmasiyla (Tet-On), senkron bir sekilde Mbd3susturulmushomojen bir hiicre toplulugu
elde edilmistir. Mbd3 susturulmasi, 2a birlikte ekspresyon sistemi sayesinde vektdrdeki
shRNA ile ayni promotdrle uyarilan ve bundan dolayr shRNA ile dogrudan baglantili
ekspresyonu olan GFP raportor geni ekspresyonu varliginda karakterize edilmistir (Cao ve
dig. 2012, Junankar ve dig. 2015, Ahler ve dig. 2013). Floresan mikroskop géruntileri ve
akim sitometri sonuglarina gore hiicrelerin tamamina yakinGFP pozitif oldugu diger bir
ifadeyle gen aktarilmig kalict hiicre dizilerin olusturuldugu ve Dox varligindaMbd3
susturulmus  (Mbd3)hicrelerin = elde edilebildigi  gosterilmistir.  Ayrica, Mbd3
susturulmasinin molekiiler seviyede gerceklestigi belirlenebilmesi i¢in yapilan Real time
RT-PCR gen ekspresyon sonuglarina gére Mbd3 mRNA seviyesinde %30 azaldig: tespit
edilmistir. Somatik hiicrelerde siklikla ve siirekli ekspresyonu Mbd3’iin (Kaji ve dig. 2007)

mRNA seviyesinde susturulmasinin daha yiliksek derecelerde gerceklesmemesi, Mbd3’iin
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protein seviyesinde diismesine bagli olarak hiicrede mRNA seviyesinin arttirildigi kendi
ekspresyonunu duzenleyen bir negatif geribesleme dogiisiiniin olabilecegi diisiiniilmektedir
(Sylvestre ve dig. 2007). fEKH’lerde MBD3 proteini trofoektoderm farklilasmay1
baskilanmasi sayesinde EKH’lerin pluripotesiyi sagladigini savunan ¢alismada, Mbd3
fonksiyonunu arastirmak icin shRNA ile yapilan susturma sonrast mRNA seviyesinin
kontrol grubuna gore yaklasik %25°i kadar azaldigi belirlenmistir (Zhu ve dig. 2009). Ek
olarak miRNA-aracili Mbd3 susturulmasi gergeklestirilen ¢calismada Mbd3’iin hem mRNA
hem de protein seviyesinde bir degisiklik olmadig1 ve bunun MBD3 proteinin yar1 émrii ile
iligkili olabilecegi idda edilmis ve yar1 dmriiniin uzun (48 saat) oldugunu belirlenmistir.
Susturma gerceklestikten 24 saat sonra bile hiicrede MBD3 proteini bulunacagindan,
susturmanin etkisinin degerlendirilmesinde sorun olusturacagi belirtilmis ve miRNA gibi
gecici bir susturma yerine bu ¢alismada kullanilan uzun siireli susturmayi saglayabilen
shRNA gibi sistemle bu sorunun ¢oziilebilecegi onerilmistir (Wilson, 2015). Ancak bu
calismada protein seviyesinde Mbd3 susturulmasi incelenemedigi i¢in bu konuda kesin bir

yargiya varilamamaktadir.

Bu calismada Mbd3’iin ekspresyonu susturulmasinin etkisiyle azaltilmis olup
tamamen durdurulmamis olmamasi, Ozellikle programlamanin erken asamalarinda
otofajinin meydana gelmesi agisindan avantaj saglayabilir ve bdylece hiicrelerde yeniden
programlama yolunda ilerleyebilirler. Yeniden programlamanin erken asamasinda gerekli
olan otofajinin baslatilmasi1 Sox2’nin NuRD kompleksini mTOR promotdriine toplayarak
mTOR gen ifadesini baskilamasi sonucu meydana gelmektedir (Wang ve dig. 2013a). Bu
nedenle Mbd3 geninin ekspresyonunun tamamen ortadan kaldirilmasi pluripotensiye
programlamada Ongoriilen  etkinin  gergeklesmesi  agisindan  olumsuz  sonuglar
dogurabileceginden bu c¢alismada Mbd3’lin  ekspresyonu azaltilmig tamamen
durdurulmamis olmasi, hiicredeki geriye kalan ekspresyonunun programlamaya tesvik
acisindan bu yondeki islevleri gerceklestirebilmis oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica EKH
epigenetiginde deginilen (Bak. BOlim 1.4) bivalent (iki yonlu) kromatin yapilarinin
H3K4me3 gibi hem aktiflestiren hem de H3K27me3 gibi sessizlestiren epigenetik
modifikasyonlari birlikte tasiyan kromatin kromatin bolgeleri icermektedir (Bernstein ve
dig. 2006, Azuara ve dig. 2006). Bivalent kromatin bolgelerinin, belirli hiicresel sinyallere

cevap vererek, kritik genlerin aktif hale gelebilmesini saglayacak sekilde stirekli hazir
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vaziyette/dengede bulunmasi acisindan bazal seviyede Mbd3 ekspresyonu gerekli olabilir

(Hu ve Wade 2012, Budhavarapu ve dig. 2013).

Mbd3 geni susturulmus fibroblast hiicreleri iizerinde geriye programlama etkisinin
belirlenmesi amaglanmis EKH kaynakli eksozomlari elde edilebilemesi igin ilk 6nce Ticari
olarak temin edilen fare EKH hattiR1, besleyici tabaka hucreleri (FEF) lzerinde kulttr
edilen EKH’lere 6zgii yiliksek niikleus/sitoplazma oranli hiicrelerden olusan dizgin
smirlara sahip kolonilerolusturmasi ve bu fEKH kolonilerinin SSEA-1 yiizey antijeni
immunofloresan isaretleme yonteminde pozitif sonug vermesiyle fEKH’lerin uzun pasajlar
stiresince farklilasmadan kiiltiirii saglandig1 gosterilmistir. Besleyici tabaka hiicrelerinin
kiiltlir ortamma salgiladigi eksozomlarin serumdan gelecek eksozomlarmn EKH
eksozomlarina karismasinin onlenmesi amaciyla fEKH kiiltiirii besleyici tabaka olmadan
ve serumsuz ortamda gergeklestirilmistir. FEKH kltur besiyerinde kiltur edilen fEKH’ler
besleyici tabaka izerinde ve besleyici tabaka olmaksizin yapilan kiiltiirde benzer homojen
bir koloni morfolojisi gostermistir. Besleyici tabaka olmaksizin yapilan kiiltiirdeki
hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerini koruduklarini belirlenebilmesi igin, kiltirin ikinci gin
sonundaAlkalin fosfataz canli floresan boyamasi yapilmistir. Besleyici tabaka olmaksizin
yapilan kiiltiirdeki fEKH kolonileri pluripotent kdk hiicrelere 6zgii AP boyamasi pozitif
olmasi kullanilan kiiltiir kabinin ve kiiltiir kosullarinin hiicrelerin pluripotensi durumunu
desteklediklerini ortaya koymaktadir. Boyanan hucreler floresan mikroskop iletespit
edildikten sonra, standart kultur besiyeri tekrar konularak normal kdiltirine devam

edilmistir.

Eksozomlar boyutlarmin kiiciik olmasi nedeniyle yilizey antijenlerine 0zgii
antikorlar ile seleksiyon yontemlerinin disinda siklikla kullanilan ultrasantirifiij ile
coktiirme ya da sukroz gibi seker bilesikleri kullanilarak yogunluk gradyan ¢oktiirme
yontemleriyle izole edilebilirler (Lobb ve dig. 2015, Thery ve dig. 2006). fEKH’ler
besleyici tabaka hiicrelerinin kiiltiir ortamina salgiladig1 eksozomlarin serumdan gelecek
eksozomlarin EKH-eksozomlarina karigmasinin dnlenmesi amaciyla besleyici tabaka
olmadan ve serumsuz ortamda gergeklestirilen fEKH kiltir besiyerinden ultrasantrifij

yontemiyle izole edilmistir.

Eksozomlar kolestrol, yag asitleri gibi sfingolipidler, fosfolipidler, fosfogliseridler,

seramidler, kisa ve uzun zincirli doymus lipitlerce zengindirler (Thery ve dig. 2009). Bu
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Ozelliklerinden yararlanilarak eksozomlar lipofilik bir boya olan PKH26 ile 6nceden
isaretlenmis ve Mbd3"(GFP™) hiicreler ile 12 saat ko-kiltlir(i gerceklestirilmistir. PKH26
boyay1 tagiyan ve ayni zamanda GFP pozitif olan hiicrelerin akim sitometri yontemiyle
belirlenmesiyle eksozomlarin Mbd3 susturulmus hiicrelere aktarildigr gosterilmistir.
Isaretleme prosediiriinde yikama sonrasi kalan boya artiklarinin varhigindan hiicrelerin de
boyanmasi ger¢eklesme ihtimalinden dolayi akim sitometresinde yanlis okuma ve eksozom
partikiillerinin yanlis degerlendirilmesine kars1 6nce eksozom alacak hedef hiicre PKH26
ile isaretlenip sonra PKH26 isaretli eksozom verilerek 1simalardaki artis belirlenmistir
(Ono ve dig. 2014). Mbd3™ fibroblast hiicreleri eksozom ile islem oncesi %80 pozitiflik
gosterirken eksozomlar ile islem sonrasinda hiicreler daha kirimizi floresan isimasi
gostererek yiiksek derecede pozitif (>%90) oldugu akim sitometri yoOntemiyle
belirlenmistir. Ayn1 zamanda PKH26 isaretli eksozomlarile ko-kultur edilen Mbd3™(GFP+)
hicreler floresan mikroskop altinda goriintiilenmistir. Eksozomlar genellikle cekirdegi
cevreleyen sitoplazmik bolgelerde lokalizasyon gostermisken, hiicre membraninda
herhangi bir boyanma gézlemlenmemistir. Boylece lipofilik olan PKH26 boyanin istenilen
sekilde sadece eksozomlart boyadigi kanitlanmis ve akim sitometri sonucunu
dogrulanmistir. Ek olarak eksozomun transferini gosteren sitoplamadaki bu boyanma,
eksozomun hiicre ile birlesmesi sonucu eksozomal membranin hiicre membran yerine zarli

hiicresel yapilara (endozomal membran) katilmasi olarak yorumlanmistir (Mulcahy ve dig.
2014).

Eksozomlar hicre ylizey proteinlerinden CD9, CD81 ve CD63 gibi tetraspaninleri
ekprese etmektedirler (Thery ve dig. 2009, Naganove dig. 2005, Akutsu ve dig. 2009).
Insan doku kaynakli eksozomlarda bu ii¢ belirteg karakterizasyon i¢in énemli oldugu
bilinmektedir. fEKH-eksozomalarinda bu belirtecleri karakterize etmek i¢in akim
sitometri analizine alinan fEKH eksozomlarinin analiz sonuglarina gére CD9 ve CD81
degerleri %10 pozitif degerin iizerine ¢iktigindan izole edilen vezikillerin eksozom
karakterinde oldugu belirlenmistir. Ancak CD63 vyizey belirteci elde edilen
eksozomlarda negatif olmasi dikkat ¢ekmektedir. Fare dokusunda genellikle immiin
sistem hiicrelerinin salgi ve adezyon ile ilgili sinyal mekanizmalarinda gorev alan CD63
belirtecinin (Kraft ve dig. 2013, Doyle ve dig. 2011, Yamashita ve dig. 2016) literatlrde
fare EKH’ler icin pozitifligini gosteren yeterli veri saptanamamistir. Buna karsin sperm

ve oosit membran fuzyonu icin gerekli olan CD9’un insan ve fare EKH’lerinde bolca
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bulundugu ve EKH farklilasmasiyla miktar1 azaldigi bilinmektedir (Oka ve dig. 2002).
CD?9 antikorla bloklandiginda fEKH’lerin koloni olusturmasi ve canlilifini negatif yonde
etkilenmesine ek olarak LIF/STAT yolaginin CD9 ekspresyonunu desteklemesi bu
membran proteininin EKH kendini yenilemesinde 6nemli oldugu anlasilmaktadir (Akutsu
ve dig. 2009). Bu baglamda eksozomlarinda da ekspresyonu yiiksek beklenen CD9 orta
derecede pozitiflik gostermesi, eksozomlarin akim sitometri antikorlariyla isaretlenmesi
sirasinda yikama asamasinda eksozom kaybindan ya da dondurma/¢cdzme islemlerinden
gecen eksozomlarin yiizey belirteclerinin - zarar gorebileceginden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

fEKH’ler kaynakli eksozomlar izole edilip karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra
Mbd3~ fibroblast hiicreleri ile birlikte ortak kiiltiire alindi. Calismada ilk olarak eksozomlar
hicre kiltiriine 48 saatte bir 50ug/mL olmak tzere 3 tekrar (toplam, 150ug/mL) olacak
sekilde wuygulandi. Bu uygulama sonrasinda hiicre kiiltiirlinde farkli olusumlar
gozlemlendi. Hiicrelerin kontrol Fibro grubu hiicrelerine gore ¢ogalmasinda gozle goriiliir
bir hizlanma gézlemlendi ve hizla kiiltiir kabindaki hiicre yogunlugu arttig1 ve bir siire
sonra kiiltiir besi yeri degistirilmesi sirasinda hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid
damlaciklarinin olustugu gozlemlenmis Oil-Red-O lipid boyamasi ile gosterilmistir. Geriye
programlanma yolunda potens 6zellikleri artan hiicrelerin spontan adipojenik farklilagmasi
olarak yorumlanan bu durum (Reubinoff ve dig. 2000, Huangfu ve dig. 2008) istenmeyen
ve geri programlamayi1 basarisizlikla sonuglanmasina sebep olan bu siire¢ eksozom
uygulamasinin arttirilmasiyla diizeltilmeye ¢alisilmistir. Daha iyi bir geri programlama i¢in
eksozomlar hicre kiltirine 48 saatte bir50ug/mL olmak (zere 5tekrar (toplam,
250ug/mL) olacak sekilde uygulanmis ve ko-kiiltiir sonrasi hiicrelerin iki giin daha
kiiltliriine devam edilmistir. Boylece 48 saatte bir 5 uygulama olacak sekilde 10 giinliik
eksozom uygulamasi ve 2 gilin devam edilen kiiltiir ile birlikte toplamda 12 giinliik siiren

bir programlama gergeklestirilmistir.

Yeniden programlamada ilk fazda hiicre soylarina 6zgli genlerin ekspresyonlari
azalmasi ve hiicre morfolojisini degistiren genetik programin  aktivasyonu
gerceklesmektedir. Mezenkimalden epitele doniisim (MET: mesenchymal-to-epithelial
transition) olarak adlandirilan bu degisim, BMP/Smad sinyali tarafindan aktiflestirilirken

TGF-beta yolag: tarafindan inhibe edilmektedir (Maherali ve Hochedlinger 2009,Stadtfeld
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ve Hochedlinger 2010,Brambrink ve dig. 2008). Morfolojideki bu degisim sadece
goriiniiste meydana gelmemektedir. Ornegin epitelyal hiicre adezyon proteini E-kaderin
Chd1l’in susturulmasi, yeniden programlama verimini ciddi oranda diisiirmektedir (Li ve
dig. 2010). Ek olarak hiicre boyutu kiigiilmesi yeniden programlamanin erken déneminde
gerceklesen olaylardan biridir (Smith ve dig. 2010). Mbd3 susturulan fibroblastlarin EKH-
eksozomlariyla birlikte kiiltlirii ile yeniden programlamanin ilk giinlerinde hiicre
boyutunun kiigiildiigii, igsi uzun fibroblast morfolojisinin degiserek daha ufak ve yuvarlak
hiicrelere doniistligii ayn1 zamanda hiicre uzantilarinin arttifi ve uzak noktalara baglanti
kurabildikleri gézlemlenmistir. ilerleyen giinlerde hiicre yogunlugu hizla arttikca kiiltiirde
heterojen bir hiicre toplulugu olustugu ve kiiltir kabinin yilizeyini tam olarak
kapladiklarinda ise fibroblasta benzemese de pluripotent kok hiicre kadar kiiciik hiicreler
meydana gelmedigi gozlenmistir. Koloni olusumu meydana gelmediginden hiicrelerin
pluripotent kok hiicrelere programlanamalar1 tamamlanmasa da artan cogalma hizi ve
degisen hiicre morfolojisi ipuglarina goére hiicrelerin geriye programlamanin uyarildig

sOylenebilir.

Eksozomlar ile ko-kiltir edilen Mbd3™ hicrelerinin  ¢ogalma hizi, WST-1
yontemiyle elde edilen ii¢ ayr1 zamana dayali gergeklestirilen her bir 6lgiim (1-3-6. giin) 0.
giine gore canlilik degisim oraninin hesaplanmasiyla belirlenmistir. Hucre siklusunun
ilerleme hiz1 arttik¢a (siklusun kisalmasi) yeniden programlama verimi de arttifi igin
yeniden programlanan hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 kontrol edilerek, verimi arttirici
faktorlerin hiicre siklusuna etkisi belirlenmelidir. Bu ¢alismada WST-1 analizine gore
Mbd3 susturulmasi tek basina hiicrelerin ¢ogalma hizina olumlu yonde degistirse de, bu
giiclii bir etki olmadigi, buna karsin eksozomun hiicrelerin ¢ogalma hizin1 6nemli derecede
(Mbd3™+Eksozom ve Eksozom grubu hiicreleri) arttirdigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore
Mbd3 susturulmasinin hiicrelerin ¢ogalma hizina pozitif bir etki yapmis olsa da ¢ok ciddi
bir etki olmadigint ve Mbd3 +Eksozom ve Eksozom gruplarinda ayni derecede artis
meydana gelmesi, bu etkinin EKH-eksozom kaynakli oldugunu gostermektedir.

EKH elde edilen eksozomlarda bulunan EKH’lere 6zgi mikroRNA’lar miR-302/367,
miR371/372/373, miR-294/miR302)normal kosullarda EKH’Lerde hizli G1-S gegisini
sagladig1 ve proliferasyonu tesvik ettigi ve aym1 zamanda EKH farklilagmasini cesitli

mekanizmalarla inhibe etmesiyle EKH’lerin kendini yenilemesinde rol oynadigi bilinmekte
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(Wang ve dig. 2013, Suh ve dig. 2004, Lakshmipathy ve dig. 2007) veEKH-eksozomlar1
aracilifiya iletildikleri hiicrelerde ¢ogalmayi hiicre siklusunda ilerlemesini saglamaktadir
Khan ve dig. 2015, Yuan ve dig. 2009).Ayrica Oct4, Sox2 ve Nanog ayrica mir302 ve
mir290 ailesi gibi kodlanmayan RNA’lar1 diizenlemektedir(Card ve dig. 2008). Ozellikle
Lin28 bu miRNA’lar1 baskilayanLet-7 miRNA’sin1 ihibe etmektedir. Let-7 inhibisyonu da
c-Myc aktivitesini arttirmakta ve biitiin etki olarak farklilasma sinyal yolaklar

baskilanmakta pluripotensi ve ¢ogalma ile ilgili yolaklar aktiflesmektedir.

Bu calismada pluripotensi genlerinin mRNA’larinin eksozomlar araciligr ile Mbd3
susturulmus hiicrelere aktarildigr gosterilmistir. EKH-eksozomlarmin 6zellikle Rexl1,
Lin28, c-Myc faktorlerinin mRNA’lari1 yiiksek miktarda tasimasi nedeniyle hicre
¢ogalmasinda belirgin bir artisa neden oldugu sdylenebilir. Pluripotensiye programlamada
hem eksozomlarda bulunan Lin28 Oct4 Nanog Sox2 gibi pluripotensi genlerinin

mRNAlar aktarildiklar: hiicrede translasyona ugrayarak;

I.  bu faktorlerin iletildikleri hiicrede endojen miRNA’lar1 diizenlenlemesiyle
indirekt,

ii. hem de kendi tasidiklar1i miRNA’lar araciliyla direkt olarak etki
gostermektedirler.

Bunlarin diginda, EKH-6zgii mikroRNA’larin yeniden programlamada kullanildig:
ve etkili oldugu gosterilmesi eksozomlarin geriye programlama potansiyelini ortaya

koymaktadir (Lin ve dig. 2009, Anokye-Danso ve dig. 2011,Miyoshi ve dig. 2011)

EKH’erden elde edilen eksozomlarin tasidiklari EKH’lere 06zgli molekiilerin
belirlenmesi ve eksozom transferinin gosterilmesiyle hedef hiicrede olusurmasi beklenen
endojen sinyal mekanizmalarina deginilerek karekterize edilmistir. EKH kaynakli
eksozomlarin Mbd3 susturulmus fibroblastlarda esas olarak yarattigi endojen etkisinin
saptanmast ve Lentiviral shRNA-aracili Mbd3 susturulmasinin ve/veya eksozom
uygulamasi sonucunda hiicrelerde degisen ¢ogalma kapasitesinin ve yeniden programlama
etkisinin molekiler temelini belirlenebilmesi icin insan genlerine 6zgl endojen Oct4,
Sox2, Nanog, Lin28, Utfl, KIf4 ve c-Myc pluripotensi faktorlerininReal timeRT-PCR gen

ekspresyon analizi yapilmistir.
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Yeniden programlamanin veriminin diisiik olmasi nedeniyle ve hassas bir siire¢
olmasi ve Kkiiltiir sartlarinin farkli c¢alismalarda uygulamadan uygulamaya degismesi
nedeniyle (Newman veCooper, 2010) siklikla meydana gelen olaylar1 saptmanmasi
oldukca zor olsa da global gen ekspresyon profilinin belirlenmesiyle bazi 6nemli
degisimler tanimlanmistir. EKH’lerde pluripotensisinin = saglanmasinda en temel
transkirpsiyon faktorleri Oct4, Sox2 ve Nanog insan ve fare EKH’lerde DNA’da
baglandiklar1 bolgelerin ¢ok fazla ortaklik gosterdigi ChIP analizleriyle ortaya ¢ikarilarak
pluripotenside cekirdek transkirpsiyonel agi sagladigi belirlenmistir ve bu iic faktor
cekirdek faktorler olarak kabul edilmistir (Chen ve dig. 2008). Oct4 bu faktorler arasinda
merkezde yer alarak BMP, LIF ve Wnt sinyal yolaklarinin (sinyal yolaklarinin en altta
bulunan) downsteram faktorlerini ekspresyonlarini (Oct4, Sox2, Nanog, Tcf3, Smadlve
Stat3) kontrol etmektedir. Boylece hiicre dis1 sinyaller bu ¢ekirdek faktorlerin diizenledigi
ag ile etkilesim icerisinde olmasiyla bu sinyaller transkirpsiyon faktdrlerin diizenlenmesi
icin bir hedef haline gelmektedir. Ayrica Oct4 tek basina DNA’ya baglanmasi yerine
genelde birgok faktorler birlikte etkilesime girdiginin belirlenmesiyle, diger faktorlerin
baglanmasini saglayarak birlikte farkl etkilerin ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Oct4 bircok pluripotensiyle iliskili faktorlerin (Rex1, Dax1, Nacl, Zfp281, Esrrb, Nr5a2,
Tcfep2ll, KIf4; c-Myc, n-Myc, E2f1, Zfx, ve Ronin) transkripsiyonunu i. direkt olarak
kendisi baglanarak, ii. DNA’ya baglanmasini saglayarak ve iii. birlikte baglanarak
aktiflestiren ve boylece pluripotensiyi yoneten merkez bir role sahiptir. Bununla birlikte
fEKH’lerde Oct4, Sox2, Nanog, Sall4, KIf2, KIf4, KIf5, Esrrb, Dax1, Tcf3 ve Stat3 gibi
pluripotensiyle iligkili faktorlerin kendi ekspresyonlarint da diizenleyebildikleri
bildirilmistir (Ng ve Surani, 2011).Ornegin Nanog, pluripotensiyi siirdiiriilmesini ve
farklilasmay1 engellenmesini saglayan Oct4 ve Sox2 transkirpsiyon faktorlerinin
ekspreyonunu indiiklerken ayni zamanda kendi ekspresyonunu da diizenleyerek
pluripotensiyi desteklemektedir (Loh ve dig. 2006) ve bdylece tiim pluripotensi aginin
kaskad seklinde birlikte c¢alismaktadir (Hanna ve dig. 2010). Somatik hucrelerin
pluripotensiye programlanmasi sirasinda kromatin yeniden diizenlendigi i¢in dinamik bir
yapiya sahiptir. Oct4 kromatine de etki ederek pluripotensiyle iligkili genlerin aktiflestiren,
farklilagmayla ilgili genlerin sessizlestiren epigenetik modifikasyonlar1 diizenlemektedir.
Oct4 ve Nanog gibi temel pluripotensi faktorlerinin sessizlestirilmesinde rol oynayan DNA
metilasyonu, hiicrelerin farklilasmaya yonlenmesinde etkili olan diger bir epigenetik

modifikasyondur (Li ve dig. 2007). EKH’lerde pluripotensi genlerinin promotor bolgeleri
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demetillenmis durumda iken fibroblastlarda yiiksek derecede metillenmis olmasi
pluripotenside DNA metilasyon derecesinin énemini vurgulamaktadir (Mikkelsen ve dig.
2008). Dolayisiyla NuRD kompleksinin DNMT3B ekspresyonunu uyararak dolayli olarak
DNA metilasyonunu tesvik ettigi yolak (Budhavarapu ve dig. 2013), Mbd3
susturulmasiaraciligiyla engellenmistir. BOylece fibroblast hiicrelerinin epigenetik olarak
modifiye edilmesiyle, EKH-eksozomlarinin pluripotensiye uyarmasi ig¢in uygun kosullar

saglanmistir.

Yeniden programlamanin erken asamasindaki ile ge¢ asamasindaki gen ekspresyon
profili incelendiginde olduk¢a farkliik gostermektedir. Hucrelerin  uPKH’lere
programlandiginin tespiti, Onceden One siiriilen Fbxol5, Fgf4 ve Oct4 genlerinin
ekspresyonlarindan ¢ok Esrrb, Utfl, Lin28 genlerinin ekspresyonlar1 ile daha iyi tahmin
edilebilmektedir. Gen ekspresyonu belirli asamalarda aktivasyonu ya da baskilanmasina
yol agan Ongoriilemeyen ve rasgele: stokastik olarak gerceklestigi yeniden programlamanin
erken asamalarini, Sox2 upstream faktor olarak (hiicre iginde, sitoplazmik zardan baslayan
ve DNA’da son bulan kaskad seklindeki bir haberlesme aginin baslatici:upstream) buyuk
rol aldigi ge¢ asama takip eder ve bu asamada pluripotensi faktorlerinin farkl
kombinasyonlart ile genlerin aktivasyonu veya sessizlesmesi hiyerarsi gosterir. Son olarak
programlamaninge¢ asamasinda, Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc ve Nanog disindaki downstram
faktorler (sinyal iletiminin en alt basamaginda bulunan:downstram) pluripotensi kaskadini
etkin hale getirebilmektedir (Buganim ve dig. 2012). Oct4 ekspresyonu ile dogru orantili
olarak degistigi bilinen Rex1 ekspresyonu (Scotland ve dig. 2009) pluripotent EKH’lerde
yiiksek derecede iken hiicrelere farklilagtikga azalmakta olan alkalin fosfataz aktivitesi gibi
diistintilerek islevsel 6nemi olmadan pluripotensinin bir gostergesi olarak sadece kabul
edilmesi Onerilmistir (Masui ve dig. 2008). Oct4, Nanog ve Sox2 cekirdek pluripotensi
faktorlerinin kendilerinin ve birbirlerinin ekspresyonlarini diizenlemeleri ve ayrica EKH
seviyesini koruyacak diger hedef genlerin ve ikincil transkirpsiyon faktorlerini birlikte
aktiflestirmeleri nedeniyle pozitiflikleri birincil olarak pluripotensinin kanitlanmasinda baz
alimmistir (Chen ve dig. 2008). Tiim bu bilgiler 1s18inda beklenildigi gibi sadece Mbd3
susturulmas1 ve sadece eksozom aktarilmasi tek baslarina gen ekspresyonlarini (Oct4,
Nanog, Sox2, Lin28, UTF1 ve Rexl) ciddi oranda arttirmisken, birlikte etkilerinin
gosterdigi Mbd3 +Eksozom grubunda c-Myc ve K1f4 disinda biitiin faktorlerde ¢ok yiiksek

derecede ekspresyon gozlemlenmistir. Mbd3™+Eksozom grubunda bu genlerin

94



ekspresyonlar1 en yiiksek diizeyde olup Ozellikle yeniden programlamada ge¢ dénem
pluripotensi faktorlerinden Oct4 1624, Nanog 2385 kat artmigken, Lin28 536, Sox2 476,
UTF1 628 ve Rex1 273 kat artmustir.

Cc-Myc, Yamanaka’nin uPKH {iretilmesinde kullandigi dort faktérden biri olarak
orijinal yeniden programlama deneyinde O,S ve K faktorlerinin yaninda ilave edilmistir
(Takahashi ve Yamanaka 2006), ancak daha sonra yeniden programlamadacok etkin
olmadigi kanatine varilmistir (Wernig ve dig. 2008). C-Myc protoonkogen olarak yeniden
programlamanin erken donemlerinde etkinligini gostererek aktif bir kromatin yapisinin
saglanmasinda, hucre cogalmasinin arttirilmasinda ve transkripsiyonun etkinlestirilmesinde
rol oynayarak kismen programlanmig hiicrelerin meydana gelmesini tesvik edebilir. Ancak
Octd4, Sox2 ve KIf4 faktorleriyle birlikte kullanildiginda pluripotensi genlerini
etkinlestirmede islevsiz kalmaktadir. Daha énemlisi c-Myc yeniden programlama verimini
arttirsa da uPKH’lerini tiimér olusturmasina tesvik etmesi nedeniyle c¢alismalarda c-
Myc’den kagmarak programlama verimi arttirilmaya calisilmaktadir(Nakagawa ve dig.
2008).Bu nedenle Mbd3 +Eksozom grup hiicrelerinde toplamda 12 ginlik geriye
programlamanin sonunda C-Myc’nin degismemis ekspresyonu bu yontemin timor
olusturma riskinin de diisiik oldugunu gostermektedir. Ilging bir sekilde diger gruplarin
hiicrelerinde (Mbd3~, Eksozomve Mbd3 +Eksozom) degismedigi gozlemlenen c-Myc ve
KIf-4 ekspresyonuna karsin, UPKH besiyerinde kiltire edilen fibroblastlarda
ekpsresyonlarinin birkag kat (sirasiyla 2,5 ve 4,5 kat) artmis oldugu belirlenmistir. Bunu
deneysel olarak bu c¢aligmada ya da literatiirde bu durumu agiklayacak bir veri

bulunmamaktadir.

EKH’lerde transkirpsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanabilme 6zgiilliiklerinin
incelendiginde Klf4 ailesinden Klf2, KIf5 ve hatta KIfl biiyiik 6l¢iide birbirlerinin yerine
baglanabilme 6zelligi gosterdigi rapor edilmistir. Biitiin K1f4, KIf2 ve KIf5 proteinlerinin
ancak ii¢linlin susturulmasi durumunda pluripotensi kaybi1 yasanmaktadir. Bu faktorlerin
her biri ayr1 ayr pluripotensinin desteklenmesinde ve kendini yenilemede rol alabilecegi
diisiiniilmektedir. Yeniden programlama sirasinda Kif2, KIf5 ve diger bir KIf ailesinin
uyesi KIfl’in KIf4’un tamamen ayni verim saglanamasa da yerine gectigi bildirilmistir
(Schmidt vePlath 2012). Klif4 ekspresyonu artisi gozlenmeyen bu caligmadaki geriye
programlamada, diger KIf protein ailesi tiyeleri Klf4 proteini yerine DNA’ya baglanarak
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pluripotensiyi tesvik etmis olabileceginden, diger iiyelerinin ekspresyonlar1 bilinmeden bu

yonden programlamada zayif oldugu tam olarak sdylenememektedir.

Oct4 gen ekspresyonlarini aktiflestirmek i¢in homodimer ya da heterodimer olarak
baglanabilmektedir. Sox2 ve Oct4 faktorleri heterodimer olustururlar ve genellikle
EKH’lere 6zgl genlerin (Nanog, UTF1, Fgf4 ve Fgf2 ayni zamanda kendi Sox2 ve Oct4
genleri)gibi  promotorlerinde  bulunan  Sox-Oct motififlerine birlikte baglanarak
ekspresyonlarin1  diizenlendiklerinden dolayr Sox2 ve Oct4 fiziksel etkilesimleri
pluripotensi agisindan énemlidir (Ambrosetti ve dig. 1997, Nishimoto ve dig. 1999, Rodda
ve dig. 2005, Chew ve dig. 2005, Tomioka ve dig. 2002). Ornegin Fgf2 geninin
promotorine Sox-Oct elementi baglanmakta ancak sadece Oct4 transkripsiyon
aktivasyonunu uyarabilmektedir. Oct4 ve Sox2 faktorlerinin Mbd3 susturulmasive
eksozom aktarilmasinin birlikte etkilerinin gosterdigi Mbd3 +Eksozom grubunda artis ¢ok
ciddi oranlara (sirasiyla 1.624 ve 476 kat) ulagsmigtir. Mbd3™+Eksozom grubundaki Oct4
ekspresyonu; Mbd3™ grubuna gore 5,2 kat, Eksozomgrubuna gore 3,3 kat artmigken Sox2
ekspresyonu i¢cin Mbd3™ grubuna gore 5,2 kat, Eksozom grubuna gore 3,5 kat artmas1 Sox2
ve Oct4 ekspresyon profillerinin birbirlerine simetrik/ayni oldugunu gostermektedir. Sox2
ve Oct4 ekspresyonlariin ortiismesi pluripotensi icin gerekli olan Sox-Oct birlikteligini
desteklemektedir. Bununla birlikte Eksozom grubundaki Oct4 ekspresyonu, Mbd3~
grubuna gore daha yiiksek oldugu (p= 0,006899) dikkat cekmekte ve bu fark Sox2 ve

UTF1 ekspresyonlarinda paralel bir sonu¢ gostermektedir.

Pluripotensi karakterizasyonunda o6nemli bir role sahip olan UTF1 faktori
promotoriinde Oct4 ve Sox2 transkirpsiyon arttirict baglanma bolgesine sahiptir ve Nanog
igin de bir arttiric1 baglanma bolgesi oldugu tahmin edilmektedir. Oct4 ve Sox2’nin UTF1
ile benzer ekspresyon profili gostermesi bu bilgiyi desteklemektedir. UTF-1 ekpresyonu,
OSKM aktarilarak uPKH olusturulmasinda (yaklasik 21 giin), Oct4 ve Nanog’dan sonra
yaklasik 15 giinlerde gozlenmektedir. Bu sebeple ge¢ donem pluripotensi belirteci olarak
kullanilmaktadir ve hiicreler farklilagsmaya basladigi andan itibaren ¢ok hizli bir sekilde
ekspresyonu azalmaktadir (Morshedi ve dig. 2013). Dolayisiyla uPKH karakterizsyonu ve
seleksiyonunda kullanilmasi ongiirtilen UTF1’in asiri-ekspresyonu pluripotensiyi tesvik
etmekte iken normal bir zamanda hiicrede ekpresyonu diger genlere oranla diisiik seviyede

olmasi bu ¢aligmadaki Mbd3™+Eksozom grubu hiicrelerinin yeniden programlamanin erken
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asamalarint gegtigini gostermektedir. Ancak UTF1 ekspresyonunun mRNA seviyesinde
arttiginin gosterilmesiyle programlamanin ge¢ donem transkripsiyon faktorlerinin aktif rol
aldig1 sOylenebilse de asil fonksiyonu gosterecek olan protein seviyesine yansimasi
bilinmemektedir. Bu nedenle yeniden programlamanin ge¢ dénem belirteci olan UTFI
mMRNA  ekspresyonuna  gore  pluripotensiye  programlanma  yolunda  olan
Mbd3 +Eksozombhiicrelerinin protein ekspresyonu belirlenmeden programlanmanin geg

doneminde oldugu sdylenememektedir.

EKH-eksozomlar ile geriye programlanan Mbd3 susturulmus fibroblastlarin uPKH
olusturma yolunda gittigini Lin28 ve UTF1 ekspresyonlarindantahmin edebilirken, yeniden
programlamanin ge¢ doneminde aktif olan Oct4, Sox2, UTFI1, Nanog ekspresyonlarinin
(Schmidt ve Plath, 2012, Buganim ve dig. 2012, Ng ve Surani 2011)cok ciddi oranlara
¢ikmasina ragmen tam olarak pluripotensiye programlanamamasinin sebebi pluripotensi
ekspresyonlarinin mRNA seviyesindeki artisin asil fonksiyonu gosterecek olan protein
seviyesine yansimasinin gerceklesmemis olabilmesidir. Ancak yeterli siire ve indiiksiyon
saglandig1 takdirde EKH-eksozom araciligiyla pluripotesi aktivasyonlar1 tesvik edilen
Mbd3 susturulan fibroblastlarin pluripotensiye programlanabilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim, gen ekspresyonlar: ile belirlenen duruma ilaveten akim sitometri yontemiyle
erken donem PKH belirteclerinden SSEA4 veya TRA-1-81 protein seviyesindeki
ekspresyonu gosterilmesiyle programlamanin erken sathalarinda oldugu belirlenmistir.
Aym zamanda immiinfloresangéruntilerinde erken belirteg olan SSEA4 pozitifligi ve bazi
hiicrelerde go6zlemlenen OCT4 protein ekspresyonunun gosterilmesi de bu durumu
destekleyici niteliktedir.

Rais ve arkadaslarinin 2013’deki calismasinda ilk olarak EpiKH’lerde epigenetik
bariyer olusturabilecek faktorlerin susturulmasinda Mbd3 iin ¢ok biiyiik etkinin oldugu
tespit edildikten sonra Mbd3 susturulmasi ve belirli kiiltlir sartlarinin saglanmasiyla
primed:baslangi¢ pluripotensi seviyesinde olan EpiKH’lerden naif EKH’ler elde edilmistir
(Rais ve dig. 2013). Caligmanin devaminda somatik hiicrelerden pluripotent kok hiicreler
elde edilmesindeki epigenetik sinirlamalar sonucu hiicrelerin naif EKH’lere benzer bir
seviyeye programlanamamasindan vurgulanmis ve bu yaklasimin benzer sekilde
sonuglanip sonu¢lanmayacaginin incelenmesi i¢in somatik hiicrelerde Mbd3 susturulmasi

ardindan OSKM faktorlerinin kontrollii ekspresyonunu gergeklestirilmistir. Bu sistemde
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OSKM faktorlerinin nerdeyse her hiicrede bulunmasi ve bunlarin ayni anda ekspresyonunu
saglayan Tet-On vektor sistemi kullanilmasiyla olusturulan ve sekonder hiicre olarak
adlandirilan bu hiicrelerde yeniden programlama verimi %100’e ulasilmis ve normalde 21-
30 giin olan yeniden programlama 7 giine indirgenmistir (Rais ve dig. 2013). Klonal analiz
ile programlanmaya aday olan hiicrelerin deterministik modele uydugu ve her bir hiicre
senkron bir gekilde programlandigini bunun Mbd3 susturulmasi ile sagladigini
savunmuslardir. Ancak uPKH iiretilmesinde, kullandiklar1 tanimli besiyerinde bulunan
inhibitorler bu durumu oldukga destekleyici niteliktedir. Wnt-beta katenin uyarilmasi ve
farklilagmaya sebep olan MAPK sinyal yolagini inhibe edilmesi i¢in 2i adi verilen
inhibitorleri (sirastyla GSK3-beta inhibitori CHIR99021 ile PD03) bir arada kullanilmasi
homojen bir naif pluripotent kdk hiicre popiilasyonu olusturulmasin1 saglamakta ve aym
zamanda pluripotensilerinin korunabilmesi icin son zamanlarda FEF olmadan yapilan

insan ve farede pluripotent kok hiicre kiiltiiriinde kullanilmaktadir (Ying ve dig. 2008).

Rais ve arkadaslarinin stokastik seviyesinin tanimlandigi ve stokastik
programlamaya sebep olan faktorlerin incelendigi bir 6nceki ¢alismasindan (Hanna ve dig.
2009) farkli olarak, Mbd3 seviyesi diistiriilmiis hiicreler LIF, GSK3-beta ve MEK kinaz
inhibitdrleri igeren besiyeri kullanilarak yeniden programlanmistir (Rais ve dig. 2013). Bu
nedenle tek basmma Mbd3 hedeflenmesi ile EKH-eksozomlarinin birlikte etkilerinin
olusturdugu degisimlerin yeniden programlama iizerine etksini tam olarak belirlenebilmesi
kiiltiir sartlarinda pluripotensinin siirdiiriilmesinde etkisinin kuvvetli oldugu bilinen 2i
inhibitorleri kullanilmamistir. Kiiltiirde besleyici tabaka olmadan tutunmay1 saglayan Rock
inhibitord iceren standart insan EKH/uPKH besiyeri kullanilmigtir. Rock inhibitorii
besleyici tabakanin bulundugu birgok calismada hiicrelerin ¢oziilmesi esnasinda
kullanilmaktadir. Besleyici tabaka olmadan yapilan insan EKH/UPKH kultlrlerinde ise
Rho yolagimi baskilayan ROCK inhibitorlerinin kullanilmasiyla hiicrelerin tutunmasi
saglayan integrin (insan) ve E-kaderin (fare) adezyon molekiillerinin azalmasiyla baglantili
olarak Rho yolagi iizerinden apoptoza yénlenmesi onlenir ve boylece EKH’lerin kendini
yenilemesi ve koloni olusturmasi desteklenmektedir (Lai ve dig. 2010) Bunun disinda
insan EKH’lerin besleyici tabaka olmadan yapilan kiiltiirde pluripotensinin korunabilmesi
icin Aktivin/Nodal ve Fgf birlikte etkileri gerekli oldugu belirlenmistir. fEKH’lerden
EpiKH’lere dontisiim fEKH’lerin kiiltiiriine FGF2 ve Aktivin eklenmesiyle saglanabildigi
gosterilmistir (Ng ve Surani 2011). Bu baglamda sadece Mbd3 susturulmasi ve EKH-
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eksozomlarinin  yeniden  programlama  {izerine  etkisinin  degerlendirilmesini
engellenmemesi amaciyla bu c¢alismada kullanilmayan uyaranlar/sitokinlerin kullanildig:
takdirde bu hiicreler in vitro ortamda herhangi farklilagsma sinyaline karsi koruyacagindan

pluripotensiye programlanabilecegi ongoriilmektedir.

Gozdeki retinal progenitor muller hicrelerinin (Katsman ve dig. 2012) ve kemirgen
ES’lerin hematopoetik progenitor hiicrelerin(Ratajczak ve dig. 2006) aktardiklar1 dokulara
0zgu progenitor hicrelerdeki siklus ilerlemesinin, sag kalimin ve ¢ogalmanin buna bagh
olarak arttig1 ortaya ¢ogalmasi ve hayatta kalmasinin geriye programlama ile arttirdigi
gosterildigi ¢alismada kullanilan EKH-eksozom miktar: sirasiyla Miiller hiicrelerine oran
175cm? kiiltiir kabi alaninda EKH kiltiriinden elde edilen eksozomlar alti kuyucuklu
kiiltiir kabinin bir kuyucuguna olacak sekilde iken, EKH’lerin hematopoetik progenitor
hlcrelere uygulanan 0-50ug/mL konsantrasyon araligindadir. Her iki ¢alismada kullanilan
eksozomlar, besleyici tabakadan ve serumdan gelecek eksozomlarin etkisini engellemek
amaciyla kullandiklar1 GSK3-beta eklentili ticari olarak temin edilen bir besiyeriyle kiiltire
edilen EKH’lerden elde edilmistir. Pluripotensinin desteklenmesi ve farklilasmadan EKH
kiltiiriinii saglayan sitokinler/kiiciik molekiillerin kullanilmasi EKH eksozomlariin
tagidiklar1 kargonun niteligini degistreceginden daha etkili olabilir. Daha 6nemlisi, 175cm?
kiiltiir kabindan elde edilen eksozomlarimin Miiller hiicrelerine 9 tekrarli uygulamasi
sonucu erken donem pluripotensi ve progenitér hlcrelere 6zgu belirteclerinin mRNA
seviyesindeki ekspresyonlarindaki artis ile karakterize edilmistir.Ancak Muller hiicrelerine
kullandiklar1 eksozomlarin miktar1 ile bu ¢alismada kullaninan eksozom miktar1 50pg/mL
ve tekrar sayisi karsilagtirildiginda arada ugurum vardir. Sonug olarak, EKH-eksozom
uygulamasiin (50pg/mL) miktar1 ve tekrar sayisinin arttirilmasi programlama verimini
arttirabileceginden, normalde 21 boyunca OSKM faktorlerinin asir1 ekspresyonu
saglanarak yeniden programlanan ile benzer indiiksiyon siiresine ulasildiginda da

pluripotent kok hucrelere yeniden programlama gerceklestirilebilecegi diisiiniilmektedir.

5.1. Smirhhklar

Bu c¢alismada kullanilan eksozomlarin elde edilecegi kaynak olarak insan
embriyonik kok hiicre ¢alismasi lilkemizde etik nedenlerden dolayi yasal olmadigi igin fare

embriyonik kok hucreleri kullanilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mbd3 susturulan fibroblastlarin EKH’lerden elde edilen eksozomlar ile pluripotensi
aktivasyonlarinin uyarildigr pluripotensi agi ile Oct4, Nanog ve Sox2 ¢ekirdek faktorleri
basta olmak {izere diger kritik pluripotensi faktorlerinin (Lin28, UTF1, Rex1)
ekspresyonlarinin  ¢ok ciddi derecede artmasiyla karakterize edilmistir. Potensi
seviyesindeki artisin gen ekspresyonlart ile arttigr dolayl olarak gdsterilmis olsa da tek

basina eksozomlarin geriye programlamada yeterli olmadig1 ortaya konulmustur.

Yeniden programlamanin ge¢ doneminde aktif olan Oct4, Sox2, UTF1 ve ozellikle
en belirleyici Nanog transkriptlerinincok ciddi oranlara ¢ikmasina ragmen,
Mbd3 +Eksozom grubu hucrelerinin  tam olarak pluripotent kék  hicrelere
programlanamamasi, mRNA seviyesinde meydana gelen bu etkinin heniiz protein
seviyesine yansimamasi nedeniyle agiklanabilir. Mbd3 susturulan fibroblastlarin EKH-
eksozom araciligiyla pluripotensiye programlandigini ancak programlanma igin yeterli siire
ve uyart seviyesinin olmadigi seklinde de yorumlanabilir. Kullanilan eksozomun
miktarinda, tekrarlanan uygulama sayisinda veya uygulma siiresindeki artiglar geriye
programlamanin basarili bir sekilde tamamlanabilmasi i¢in géz Oniinde bulundurulmasi

gereken diger hususlardir.

Pluripotensinin  erken donem SSEA4/TRA-1-81/Oct4 belirteglerinin  protein
seviyesindeki pozitiflikleri Mbd3™+Eksozom hicrelerinin pluripotensiye
programlandiklarin1 ancak henliz programlamanin erken asamalarinda olduklarini
gostermektedir. Ayn1 zamanda Mbd3 susturulan fibroblastlarda eksozomun kullanilmasiyla
pluripotensiye programlama denense de geri programlama i¢in onerilen diger faktorler bu
calismada degisken sayisini azaltmak ic¢in kullanilmamistir. uPKH’a o6zgli farkh
besiyerinin kullanimi, besleyici tabaka (zerinde htcre kulturt, destekleyici sitokinler
kullanilmast gibi islemler Mbd3 +Eksozomhiicrelerinin geriye programlanamasi igin

gerekli faktorler arasinda siralanabilirler.

Tim bu bilgiler 151831nda geriye programlanmasi hedeflenen hiicrelerin genetik
maniplilasyonlar ile sitokinler ve inhibitorler gibi kiigiik molekiillerin kullanilmasiyla

epigenetik bariyeri asilmasi gerekmektedir. Hiicrelerin kiiltiirdeki  gereksinimleri
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bulunduklar1 pluripotensi/farklilasma derecesine ve gelisimsel potansiyeline bagli olarak
degismesi nedeniyle, kullanilmas1 planlanan yontem segilirken hiicrelerin hangi seviyede
oldugu tespit edilmeli ve bu seviyeye uygun protokol c¢ikartilmalidir. Genetik
manipiilasyon gerceklestirildikten sonra kontrollii bir yontemle ektopik ekpsresyonun
denetlenebilmesine olanak saglayan Tet-On veya benzeri sistemlerin tercih edilmesi,

arastirma odakli bir ¢alismada hiicrelerin yeniden programlanabilmesi i¢in 6nemlidir.

Farkli bir bakis acis1 olarak Mbd3 kars1 kiigiik molekiillerin olmamas1 géz Oniine
alindiginda, yeniden programlama kinetigi ve verimliligininarttirilmasinin genetik
modifikasyon olmadan elde edilebilirligini belirlemek igin histon deasetilaz inhibitorleri
cazip hedefler olarak tercih edilebilir.

Eksozomlarin kullanilmasiyla hiicrelerin geriye programlama suresince gerek
duydugu tanimhi ya da tanimlanmamis birgok faktoriin hiicrelere aktarilmasi saglanmistir.
Mbd3 geninin susturulmasi basari oranini daha da artirmis olsa da eksozomlarin etkisi
olmadan bir geri programlamanin basarisi olduk¢a smirlidir. Ileride tedavi amach

hiicrelerin tiiretilmesinde bu yaklasimin getirdigi yararlarin biiylik olmasi beklenmektedir.
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EKLER

EK 1. SMART induklenebilen shRNA vektor elementleri (Dharmacon)

mCMV
PGK SMARTchoice
mEFla promoters
Prrcss hEF1a
5 LTR WJ: tGFP —.E.—hmt-nn 3G - WPRE - 3'SINLTR
or \ /
tRFP SMARTvector

universal scaffold

EK 2. Mbd3 mRNA sekansina komplementer tasarlanmis shRNA dizileri
(Dharmacon)

Select 3 shRMAS

v VEHGB376-221006154 TTAAGGAGCAGATCCCTCA (targets 3'UTR)
vl VSHB3TAE-221006162 TTTGTGCTTTGACTCTGAC (targets 3UTR)
4] VSHE376-221006170 TTGACCAGCTCCTCAGCAA (targets ORF)
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g Kazpak ve i¢ kapak sayfalannda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazild: (Kapak sayfasma damgman adi yazlmamalidir).

Kapak sayfasma mezun olunan PROGRAMIN (Anzbilim dalimn degil) adi yazildr.

Tez kapa surt kasmuma knlavuzda belirtilen izimde (yazimn yéniine dikkat!) ad,
program_ vil yazildi.

@ E

Onay sayfas: uygun gizimde hazirland: (kazamlan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmahdir) imzalatild: (Enstitii Miidiiri'niin imzas da gereklidir,
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Ana metin yaz1 boyutu 12 olacak gizimde basild:.
Dipnot yazi boyutu 10 olacak gekilde basildi.

Ana metin satir aralif 1.5 olacak gekilde yazildi.
Kaynaklar abecesel siralamaya gére yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallanna uyuldu.

(I R

Ekler knlavuzda belirtildizi gibi venldi.
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