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OZET

Doktora Tezi
Hucre Programlamanin Kanser Tedavisi Olarak Kullanilmasi
Hadiseh Taheri
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Yrd. Dog. Dr. Agelya Yilmazer Aktuna

Kanser hicreleri, yeniden programlama faktorlerinin  hiicrelere aktarimiyla yeniden
programlanabilir, bu da timdrojenitenin degismesine neden olabilir. Bu ¢alismada, temel amag,
hiicre programlamanin kanser hiicrelerinin tiimérojeniteleri tizerindeki etkisini arastirmaktir. MDA-
MB-435, G361 insan melanom hicreleri ve insan primer melanositleri, programlama faktorleri
(Oct3/4, Sox2, KIf4, cMyc- OSKM) kodlayan Sendai viral vektorleri ile transfekte edilmistir.
Kiiltiirden sonra yeniden programlanan melanositlerde koloniler ortaya ¢ikmistir. Melanoma
hicreleri ise viral transfeksiyon sonrasinda belirgin morfolojiye sahip hiicre ve koloni kiimeleri
gozlemlenmistir. Tim pluripotens belirtecleri programlanmis melanositlerde yiiksek ifade
gosterirken; programlanan kanser hiicrelerinde sadece Nanog ifadesi gozlenmistir. Embriyoinumsu
cisimciker olusturuldugunda, sonuglar epitelial mezenkimal gegislere iliskin degisiklikler oldugunu
gostermektedir. TUmodrijenite testleri sonrasinda, programlanmis kanser hiicrelerinin, tiimérijenik
ozellikleriin azaldigi gozlemlenmistir. Farklilasma siirecine maruz birakildiklarinda azalan
timarijenite tekrar kontrol kanser hiicreleri seviyelerine ulsmistir. Sonuglar, kanser hiicrelerinin
OSKM faktorleri ile transfekte edilmesiyle birlikte, kanser hiicreleri pluripotensiteye tam olarak
ulasamasalar da programlamayla timorijenik 6zelliklerinin degistirdigini gostermektedir. Bu
nedenle, kanser hiicre programlamasi kanser biyolojisi ve terapisi hakkindaki bilgimizi artirabilecek

umut verici bir modeldir.
2018, 140 sayfa

Anahtar kelimeler: hiicre programlama, uPK hiicreleri, rejeneratif tip, kanser, tiimdrijenite.



ABSTRACT

PhD Thesis
Cellular Reprogramming As A New Cancer Treatment Technology
Hadiseh Taheri
Ankara University Biotechnology Institute

Assist. Prof. Dr. Agelya Yilmazer Aktuna

Cancer cells can be reprogrammed towards pluripotency by expression of reprogramming factors,
resulting in altered tumorigenicity. In this study, the main aim is to investigate the effect of cellular
reprogramming on the tumorigenicity of cancer cells. MDA-MB-435, G361 human melanoma cells
and human primary melanocytes were transfected with Sendai viral vectors encoding the
reprogramming factors (Oct3/4, Sox2, KIf4, cMyc- OSKM). After culturing, colonies have emerged
in the reprogrammed melanocytes. In the melanoma cells, however cluster of cells and colonies with
distinctive morphology were observed. All pluripotency markers showed increased expression in the
reprogrammed melanocytes; however only Nanog expression was observed in the transfected cancer
cell lines. When embryoid bodies were formed, result indicated that there were changes in epithelial
to mesenchymal transitions. According to the tumorigenicity tests, programmed cancer cells were
shown to decrease tumorigenicity after transfection with OSKM factors; whereas differentiation
process increased tumorigenicity back to the starting naive cancer cells. These results suggest that
even though transfection of cancer cells with OSKM factors were not able to fully reprogram cells
towards pluripotency, it altered tumorigenicity. Therefore, cancer cell reprogramming is a promising

model that can improve our knowledge about cancer biology and therapy.
2018, 140 pages

Keywords: cell reprogramming, iPS cells, regenerative medicine, cancer, tumorigenicity
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1. GIRIS

Kanser, Diinya Saglik Orgiitii’ne gore diinyadaki 6liimlerin en 6nde gelen nedenidir ve her
yil kansere bagli 6liim oranlarinda artis gériilmektedir. Bu nedenle her gecen giin yeni tedavi
yontemlerine duyulan gereksinim de artmaktadir. Ote yandan hizla gelismekte olan
rejeneratif tip ise kanser ve bir¢ok dejeneratif hastalik i¢in umut verici yeni tedavi yontemleri
sunmaktadir. Uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicreler ise 2006’daki buluslarindan bu yana
rejeneratif tip alaninda kullanilarak, hiicresel tedavi ¢aligmalarina biiylik ivme getirmistir.
Epigenetik mekanizmalarin hem uPK hiicrelerinin olusumunda hem de kanserin
gelismesinde biiyiik Oonem tasidigi bircok calismada gosterilmistir. Bu nedenle, bazi
transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasi ve belirli kromatin regiilatdrlerinin modifiye
olmasi ile kanser hiicrelerinin epigenetik devrelerini etkinlestirerek kok hiicre diizeyine geri
donebilecekleri agiktir. Bu da, kanserli hiicrelerin Oct3/4, Sox-2, KlIf-4, c-Myc (OSKM) gibi
transkripsiyon  faktorlerinin  aktif hale gegmesi ile pluripotent diizeye geri
programlanabilecegini gostermektedir. Hiicrelerin programlanmasinin epigenetik hafizay1
silerek, kanser hiicrelerinin gosterdigi tlimorijenik ozellikleri degistirmesi beklenmektedir.
Sunulan bu doktora tezi, kanser hiicrelerinin programlanarak uyarilmig pluripotent kanser
kok hiicrelere cevrilmesinin  kanser tiimorijenitesine olan etkisini arastirmayi

amaglamaktadir.

Yapilan literatiir taramasinda, kanserli hiicrelerin programlanmasini igeren ¢aligmalar
yetersiz ve ¢eliskili bulunmustur. Hangi kosullar altinda ve hangi kanser tdrleri icin hiicre
programlamanin tedavi potansiyeli tasidig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle,
bu doktora tezinde kanserli hiicrelerin programlanmasinin timérijenik 6zelliklerine olan
etkisine bakilacaktir. Melanoma bu doktora tezinde kullanilacak olan kanser modelidir. Ayni
kanser tiirline ait farkli hiicre hatlar1 ¢alisilarak, kanser tiirlerinden dolay1 olabilecek
farkliliklar en aza indirilecektir. Ik kez bu doktora tezinde melanoma hiicreleri sistematik
olarak programlanip, tekrar farklilastirilacak ve elde edilen bu hiicrelerle tiimdrijenite
deneyleri yapilacaktir. Ayn1 zamanda programlama faktorlerinin hiicrelerdeki bazal ifade
seviyeleri tespit edilerek, bunun programlama tizerine etkisi ilk kez bu doktora tezinde ortaya

cikarilmistir.



Bu doktora tezinde melanoma kanser modeli olarak yer almis, bu kanser tipine ait olan farkli
2 hiicre hatt1 kullanilmistir. Melanositler pozitif konrol olarak kullanilmis. Sendai viriislerle
OSKM programlama faktorlerini tasiyan kanser hiicreleri programlanmistir. Elde edilen
programlanan hiicreler gen ve protein ifade seviyeleri bakimindan analiz edilmistir.
Embriyonumsu cisimcikler (EC) olusturma deneyleri ile pluripotent &zellikler belirlenmistir.
Daha sonra her programlanmis hticreler normal tam besiyerine konularak farklilastirilmis ve
gen ve protein ifade analizleri ile farklilagmanin gergeklestirdigr kanitlanmistir.
Programlanan hiicreler, farklilasan hiicreler ile ana hiicre hatlari, hiicre canliligi ve
migrasyon analizleri ile timdrijenik 6zellikleri bakimindan karsilagtirilmistir. Melanoma
kokenli kanser hiicrelerinin programlanmasinin, melanomanin tiimorijenitesine olan etkisi

sistematik olarak in vitro kosullarda arastirilmistir.

Projeden elde edilen veriler dogrultusunda hiicre programlamanin melanoma kanseri igin
terapi potansiyeli tagiyip tasimadigi incelenmistir. Buna ek olarak, projenin sonuglari, farkli
kanser tipleri i¢in hiicre programlamasi igeren yeni projelerin olusturulmasina olanak
saglayamaktadir. Ayn1 zamanda klinik Oncesi arastirmalarin temelini olusturan bu proje,
gelecekteki hayvan deneylerini iceren c¢alismalarin planlanmasi i¢in biiylikk 6nem
tasimaktadir. Kisacasi, kanser biyolojisi ve tedavisi alaninda projenin 6nemli katkilarda

bulundugu diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Dollenmis yumurtanin embriyoya doniismesiyala insan gelisimi baglar. Farklilagmamig
safhada bulunan doéllenmemis yumurta, blylme ve gelisme esnasinda farklilasarak eriskini
olusturur (Sekil 2.1).

Normal gelisim

Eriskin

Tamamen

ww=pobllenmis yumurta
Farkhilagmams saftha

Sekil 2.1. Insan gelisim safhalar1 (1)

Wadington’nun epigenetik landskape gorselinde belirttigi gibi (Sekil 2.2) tepe istiinde
farklilasmamig hiicre bulunur, bu hicre farklilastikga asagi dogru iner, yuvarlanir ve
sonrasinda farkli hiicre tiplerine doniisiir. Sekil 2.2°de goriildiigii gibi hiicrelerin asagi dogru
tek yonli gidisi oldugu ve yukari dogru ¢ikisin zor oldugu gosterilmektedir. Buna ek olarak
vadilerin farkli hiicre tipleri arasinda da gecise imkan tanimadig1 gostermektedir (2). 1960’1
yillara kadar, ‘farklilasmamis sathaya geri doniis imkansizdir’ seklinde kabulleniyordu ama

arastirmalarin devami bu teorinin yanlis oldugunu ortaya ¢ikarmustir (3, 4).



Sekil 2.2.Wadington’nun epigenetik landskape goriiniimii (5)

2.1. KOK HUCRE TANITIMI
2.1.1. KOK HUCRE NEDIiR?

Kok hicreler, farkli hiicre tipine farklilagabilen ve sonsuz béliinme yetenegine sahip
hicrelerdir. Kok hiicreler boliinerek kendilerini sinirsiz ¢ogaltma yada belirli bir hiicere

tipine farklilasabilirler (6).

2.1.2. KOK HUCRE OZELLIKLERIi

R.G.Edwards ve P.C.Steptoe’nun 1978 yilinda yaptiklar: ¢alisma ile in vitro fertilizasyon

yontemiyle ilk kez bir insanin diinyaya gelmesini sagladi (7). Sonrasinda Evans ve Kaufman



1981°de fare embriyo kok hucrelerini ilk kez laboratuvarda yetistirmislerdir (3). James
Thomson ve gurubu ilk kez insan embriyosundan insan embriyonik kok hucrelerini
laboratuvarda ayristirmayi ve ¢cogaltmay1 basardilar (2). Bu ¢alisma sayesinda embriyo kdk
hlcrelerin yetiskin kok hiicrelere kiyasla gogaltabilme ve farklilasabilme 6zelliklerinin da

fazla oldugu gosterilmistir (8, 9).

Kisacasi kok hucrelerin ana 6zelliklerini su sekilde siralayabiliriz:
e Limitsiz kendini yenileme kapasitesi (self-renewal)
e Daha fazla kok hiicre olusturma kapasitesi (clonality)

e Farkli hiicre tipine farklilagabilme kapasitesi (potency)

2.2. KOK HUCRE CESITLERI
2.2.1. TOTIPOTENT HUCRE

Viicuttaki tiim hiicre tiplerine doniisebilen, islevsel olarak tam bir organizmanin olusumunu
ve gelisimini saglayabilen hiicrelerdir (10). Zigot; spermin yumurtay1 dollemesiyle olusan
ve canliyr tumuyle olusturabilecek kapasiteye sahip hiicre toplulugudur. Bu hiicreler bitiin
viicut hiicrelerine doniisebildikleri i¢in her hiicre tipine farklilagabildikleri igin totipotent
hlcre olarak isimlendirldiler. Fakat hiicreler totipotent 6zelliklerini déllenmenin 5.gtintinden
sonar kaybiderler. Boylece blastula evresinden itibaren hiicre bitin organizamay:

olusturabilecek yetenegini kaybeder (10, 11).

2.2.2. PLURIPOTENT HUCRE

Dollenmeden 5.glin sonra olusan hiicreler blastosist adi verilen kiresel bir sekil alir.
Blastosist i¢ hiicreleri viiciittaki her tip hiicreye farklilasabilirlerken tek baslarina plasentaya
olusturamadilar1 igin organizmanin tiimiinii olusturamazlar. Bu nedenle bu tip hicreler

pluripotent 6zelligini sahiptir (Sekil 2.3) (12).
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Sekil 2.3. Pluripotent kok hiicre elde edilmesi ve farklilastirilmasi (13)
2.2.3. MULTIPOTENT HUCRE

Gelisimi devam eden embriyoda hiicrelerin farklilagsmasiyla hiicreler daha belirgin
gorevlere sahip olurlar ve eriskin kok hiicreler meydana gelmeye baslarlar. Ornek olarak,
kemik iliginde hematopoetik hiicreleri bulunur ve gerektiginde hem beyaz kan hiicrelerine,

hem de kirmizi kan hicrelerine ve trombositlere donusebilime yetenegine sahiptir (14).

Multipotent kok hicreler ait olduklari doku veya organlardeki farkli hiicrelere doniisebilirler
(15). Gelisimin devem etmesiyle farklilasma 6zelligine gore ortaya hiyerarsik bir siralama

cikar (16).



2.2.4. OLIGOPOTENT HUCRE

Yalnizca bir kag hticre tipine faklilasabilen kok hicre tipidir. Bu hiicreler benzer islevlere
sahip hiicre gruplarina dontisebilme gucune sahiptir, érnek olarak lenfoid ya da miyeloid

kok hicreler verilebilir (17).

2.2.5. UNIPOTENT HUCRE

Unipotent kok hicreler tek bir tip hiicre tipini yani kendilerini Gretebilerek genel olarak tek
bir yonde farklilagmak tizere programlanmis olan hiicrelerdir (18). Kendilerini

yenileyebilme 6zellikleri sayesinde diger kok hiicre olmayan hiicrelerden farklidirlar (19).

2.3. ELDE EDIiLDIKLERI KAYNAKLARA GORE KOK HUCRELER
2.3.1. EMBRiIYONiIiK KOK HUCRELER

Yukarda da agiklandigi gibi, blastosist sathasindaki embriyodan elde edilen i¢ hiicre
kiimelerinin kiiltiir edildiginde embriyonik kok hiicreler elde edilir (20). Bu tip kok hicre
hatlarinin olusturabilmesi igin tiip bebek tinitelerinde bagislanan embriyolar kullanilir (21).
Embriyonik kok hcrelerin  pluripotent diizeyde oldugu farede ispatlanmistir (22).
Embriyonik kok hiicrelerin telomerlerinin gok uzun olmasi sayesinde uzun kualttr edileblirler
(23). Pluripotent ozelligi sahip olmalarindan dolayr embriyonik kok hicreler ylksek
seviyede Oct-4, SSEA-1, TRA1-60, TRA1-81 ve telomeraz gibi proteinleri ifade ederler.
Farkilasabilme kapasitelerini gostermek amaciyla embriyonik kok hiicreler farkli blyime
faktorleriyle kultir edildiklerinde 3 embriyonik germ tabakalarina ait hiicre tiplerini

olustururler (24).

2.3.2. ERISKIN KOK HUCRELER

Farklilasmis doku ve organlarda erisken kok hiicreleri bulunur. Bu hiicreler 6zellesmemis
durumdadirlar ve kendini yenileyebilme ve gerek oldugunda ait dokular1 farkli hiicre
tiplerini doniisebilme yetenegine sahipler (25). Erisken kok hiicreler, canlinin yasami
suresince kendilerinin kopyalarini iireterek ¢ogalirlar (26). Karaciger, deri, kemik iligi, goz,

kan gibi dokularda erisken kok hiicreleri rastlanir (27).



Bu durumlar arsinda kemik iligi en fazla erigken kok hiicreleri bulundurandir ve burada elde

edilen kok hiicreler klinikte bir ¢ok hastalig1 tedavisinde kullanilmektedir (28, 29).

2.3.3. FETUS KOK HUCRESI

Fetiisiin kaynak olarak kullanildigi durumlarda elde edilen kok hiicrelerdir (30). Kayanak
olarak kullanilan fetiisun eide edilen bu gelisimin daha daha geg evresine ait oldugu igin
cogalma yetenekleri biraz daha diisiiktiir (31). Meydana gelen dusuk sonrasinda kadinlardan
temin edilen fetusler veya cesitli sakatliklar sebebiyle gebelige son verildikten sonra elde

edilen fetisler bu tir kok hicreler icin kaynak olusturmaktadir (30).

2.3.4. AMNIiYOTIiK KOK HUCRELER

Amniyon sivisinda da multipotent kok hiicrelere rastlanabilir (32). Bu kok htcreler biytk
Olcude etkindirler, besleyici ortam olmadan da buyimelerine devam ederler ve timérijenik
ozelligi yoktu (33). Amniyotik kok hiicreler multipotent 6zellige sahiptir ve endoteliyal,
adipojenik, miyojenik, osteojenik, hepatik ve ndronal hicre tiplerine doniisebilme
yetenekleri vardir. Amniyotik sividan temin edebilen bu tip kok hicrelerin insan

embriyosundan elde edilen kok hiicrelerin kullanimindaki etik sorunlar: yoktur (34, 35, 36).

2.3.5. UYARILMIS PLURIPOTENT KOK HUCRE

Uyarilmig pluripotent kok hiicre (induced pluripotent stem cells (iPS)), uPK hiicresi olarak
kisaltilabilir. Farklilagsmis somatik hiicrelerden, Oct3/4, Sox-2, KIf-4, c-Myc (OSKM) gibi
belirli transkripsiyon faktorlerinin gen transferi yoluyla ifade edilmesi sonucunda uPK
hicreleri elde edilebilir (35, 36). Elde edilen hiicreler sinirsiz biiylime, koloni olusturma,
farkli hiicre tiplerine farklilasma 6zelligine sahip olduklarindan dolayi, embriyonik kok
hiicrelere alternatif olarak kullanilabileceklerini gostermistir. UPK birgok 6zelligi ile dogal
pluripotent kok hiicrelere (6rn. embriyonik kok hiicrelere) benzemektedir (2, 37) . Ornegin
farkli doku ve organlar ait hucrelere dontisebilirler, blastokiste enjekte edildiginde yeni bir

canlinin olusumunu saglayabilirler (2).

UPK hiicreler erigkin kok hiicreleri ya da normal yetiskin hiicrelerden tamamen farklidir (38),
yeniden programlanma sayesinde pluripotent o6zelligi kazanmuslardir (9). Somatik

hiicrelerden tiireyen ve embriyonik kok hiicreleri 6zelliklerini tasiyan hiicrelerdir. Ote
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yandan, genomik instabilite ve epigenetik ¢aligmalar uPK hiicrelerinin embryonik kok
hiicrelerden farklilik gosterebileceklerini de iddia etmislerdir (39, 40). Hala tartisilmakta
olan bu sorunlarin, daha verimli, daha guvenli programlama tekniklerinin kullanilmasi ya da
hiicre kiiltiir ortamlarmin gelistirilmesiyle ortadan kaldirilabilecegi ongoriilmektedir (41).
Sekil 2.4’te hiicrelerin nasil programlandigini ve ne gibi kullanim alanlari oldugunu

gostermektedir (42).
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Sekil 2.4. uPK hiicrelerinin kullanim alanlari

Hastalardan elde edilen hiicrelerin (6rnegin fibroblastlar) OSKM faktorleriyle uPK
hiicrelerine dondstiiriilebilirler. uPK kolonileri daha sonra farkli hiicre tiplerine
farklilastirilarak doku miihendisligi, hastalik modellemesinde, ilag taramas1 ya da toksikoloji
alanlarinda kullanilabilir (11).



2.3.5.1. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Bulunmasi

1960’lara kadar hiicre farklilagmanin tek tarafli oldugu bilinmekteydi. 1962°de J. Gurdon
tarafindan yapilan caligmada cekirdegini cikarttig1 kurbaga
yumurtasina, iribas bagirsagindan alinmis yetiskin hiicre ¢ekirdegini yerlestirerek gelismis
iribaglar olustugu gosterilmistir (Sekil 2.5) (4). Bu olaya “Somatik Cekirdek Transfer” adi
verilmistir. Calisma sayesinde canliyr meydana getiren tiim hiicre tiplerini olusturacak

bilginin, hiicre ¢ekirdeginde saklandigi ortaya ¢ikmustsr (4).

Bagirsak hiicresi

J.Gurdon ‘ 41 @ @ @

iribag
Kurbaga
yumurtasi

H@,Mﬂ

1997:doly koyunun
dogumu

Sekil 2.5. Cekirdek transfer deneyi (1)

Tim bunlarin ardindan Dr. Wilmut, 1997°de 6 yasindaki bir koyunun meme hiicresinden
ayni teknikle klon (doly koyunun) iiretmeyi basarmistir. Bu defa ¢ekirdek erigskin bir
hiicreden yani meme hiicresinden alinip yumurta hiicresine aktarilmistir (43, 44). Bu
caligmalar somatik hiicrelerin pluripotent diizeye geri donebilecegini kanitlayan ilk

calismalardir.

Literatiirde ilk olarak uPK hiicrelerii 2006 yilinda Shinya Yamanaka ve ekibinin
caligmalariyla elde edilmistir (36). Arastirmada, embriyonik kok hiicrelerde 6nemli oldugu
saptanan transkripsiyon faktorlerinden 24 tanesi se¢ilmis ve farkli kobinasiyonlariyla fare

deri fibroblastlarina retroviral vektorlerle transfer edilmistir. Embriyonik kok hicrelere
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benzer k¢k hiicre koloniler olusteren kombinasiyon aranmistir. Caligmalar sonunda yanlniz
4 transkripsiyon faktoruni (Oct4, Sox2, c-Myc ve Klf4) Somatik hiicreyi pluripotent diizeye
programlayabildigi gosterilmistir (Sekil 2.6) (36).

Erigkin fibroblast (TTF) /
. Embryonikfibroblast (MEF)

0

Transkripsiyon
faktorleri kokteyli

®
.

Pluripotent hiicre

Sekil 2.6. uPK hiicrelerin elde edilmesi (1)

Bunu takip eden yilda, Yamanakave ekibi ayni transkripsiyon faktorleri insan den
fibroblastlarina da programlanabildigini gostermislerdir ayni yil J.thomson ve ekibi de
farkli transkripsiyon faktorleri kobine ederek insan uPK hiicreleri elde edilmistir (45). Bu
basarili deneylerin sonucu olarak, ilk klon koyun Dolly'nin kopyalanmasini saglayan lan
Wilmut, somatik hiicre ¢ekirdegi transferinden vazgececegini bile agiklamistir. Bu zamana
kadar uPK hiicrelerin eldesi igin, bir¢cok farkli hiicre tipinin kaynak olarak kullanilabilecegi
gosterilmis, Ozellikle kan Orneklerinin dahi uPK hiicrelerin eldesi igin uygun oldugu
bilinmektedir.

Sir John B. Gurdon ve Shinya Yamanaka somatik hucreleri programlanarak geriye
diinebileceklerini gosterdikleri dalismalarin sayisinde 2012 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii'nl

kazanmiglardir (46).
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2.3.5.2. Programlama Teknolojileri

uPK hiicreleri giiniimiize kadar birgok farkli metod ve farkli baslangi¢ hiicresi kullanilarak
da tiretilmistir (47, 48). Cizelge 2.1’°de farkli programlama tekniklerini 6zetlemektedir. Viral
(35, 49, 50), non-viral gen transferleri (51) sitoplazmik protein (52, 53) ya da miRNA (54)
translokasyonlar1 gibi birgok farkli programla tekniklerinin gelistirilmesi ile gelisim
biyolojisine olan bakisimiz degismekte; embryonik kok hiicrelerin kullanimi igin gegerli
olan etik sorunlar1 ortadan kaldirarak rejeneratif tip alaninda yenilikler getirilmesine olanak
saglamaktadir. i1k olarak uPK hiicreleri retroviriis ve lentiviriis vektorlerinin hiicreye OSKM
faktorlerini tasimasi yoluyla tiretilmistir (35, 36, 50). Fakat daha sonra yapilan ¢alismalarda,
bu viriislerin genomlarini konak hiicre genomlarina biitiinlestirerek ¢alistiklarindan dolay,
uPK hiicrelerinin giivenilirligini azalttig1 ortaya ¢ikmistir. Entegre olan viral genler ve
programlama faktorleri, mutasyonlara neden olabilir ya da zamanla programlama
faktorlerinin tekrar aktifhale gelmesine neden olabilirler. Bunlara bagli olarak,
transplantasyon edildigi bolge icerisinde teratokarsinoma adli kontrol edilemeyen doku
blylmeleri elde edilebilir (47, 55). Entegre olan virtslere alternatif olarak, daha guvenli ve
hale verimliligi yiiksek olan Sendai viriisler ve epizomal vektorler gosterilmektedir (45, 56).

Ayn1 zamanda, giinimiizde en ¢ok tercih edilen programlama yontemleridir.
2.3.5.3. Hiicresel Programlamanin Kullanim Alanlari

Saglik sektoriinde sivil toplumun beklentilerindeki artis ve dejeneratif hastaliklarin
yayginlagmasi ile geleneksel yontemler disinda yenilik¢i tedavi teknolojilerine duyulan ihtiyag
da artmaktadir. Son yillarda hizla gelismekte olan rejeneratif tip ise bu alanlarda yenilik
getirmeyi amaclamaktadir. Gilinlimiize kadar doku miihendisliginde kullanilmak {izere bir¢ok
biyomateryal gelistirilmistir. Buna paralel olarak, doku rejenerasyonu i¢in hiicre kaynakli terapi
yontemleri de hizlica ilerletilmektedir. Hiicre terapilerinde kullanilmak amagli gelistirilen kok
hiicreler (Sekil 2.7) birgok klinik dncesi ve klinik asamadaki ¢aligmalarda yer almaktadir (57).
Pluripotent karaktere sahip olan embryonik kok (EK) hticreler uyumluluk (58), farklilasma ya
da kaynak bulma sorunlarindan dolay1 klinik ¢alismalarda basariy1 diisiirmektedir (59).
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Cizelge 2.1. Hucresel programlama teknikleri

Programlama teknolojisi Guvenlik | Verimlilik
Retroviris - o+
Entegre olan
Lentivirls - ++
Viral vektorler Kesilebilir Kesilebilir lentiviris ++ ++
Entegre olmayan | Adenoviris ++ -
DNA icermeyen Sendai viris ++ ++
PiggyBac transpozon ++ +
Ciplak DNA pDNA (plasmid DNA) + -
Epizomal pDNA +++ +4++
mMRNA + st
DNA icermeyen microRNA T +
Protein +++ -

Yetiskin kok (YK) hiicreler ise yine imonoloik uyumsuzluk sorunu gostermeleri diginda,
pluripotent karakterlerinin olmamalarindan dolay1 ¢ok yonlii tedavi olanag1 sunamamaktadirlar.
Bu yuzden hicre tedavileri icin kesin ve yenilikci ¢ozimler getirememektedirler (60). Buna
kargin, 2006’da Shinya Yamanaka onderliginde gelistirilmis olan uyarilmis pluripotent kdk
(uPK) hiicreler (36), kok hiicre aragtirmalarina ivme getirmistir ve birgok hastaligin tedavisinde
c1gir acilmasina olanak saglamaktadir. Bulusundan sadece 6 yil gegmis olmasina ragmen, elde
edilen umut verici sonuglar hiicre programlamanin 2012 yilinda tip alanindaki nobel 6diiliini

kazanmasina ve 2014’te ise Japonya’da baslamasi 6ngoriilen klinik diizeydeki ilk ¢aligmalarda

yer almasina olanak saglamistir.

2006’da ilk kez fare fibroblast hiicrelerinden elde edilen (36) uPK hiicreleri, 2007’de insan
fibroblastlarindan (35, 50), ve takip eden yillarda hepatositler, lenfositler, keratonositler gibi
farkli baslangi¢ hiicrelerinden de elde edilebilecegi gosterilmistir (47). Saglikli hiicreler
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disinda, hiicresel programlama hastalikli hiicreler igin de denenmistir. Cizelge 2.2°de farkli
hastaliklardan elde edilen uPK hiicreleri ve programlamanin hastalik iizerine etkileri

gosterilmektedir.

Blastosit ey Fibroblast Blastosit
Al s o
y $
. ' E
4 { .

UPK
hiicresi

L

EK hiicre konolisi UPK hiicre kolonis) YK hitcreler |

e
'ﬁ.j\’.

Sekil 2.7. Hiicre terapilerinde kullanilmak iizere gelistirilen kok hiicreler. Embryonik kok

(EK) hiicreler, uyarilmis pluripotentkdk (uPK) hiicreler ve yetiskin kok (YK) hiicreler

Hastalarin kendi hiicrelerinden, 6rnegin deri biyopsilerinden elde edilen fibroblastlardan,
tretilen UPK hiicreleri bircok uygulama i¢in umut 15181 olmustur (Cizelge 2.2). Oncelikle
hastalardan elde edilen hiicrelerin programlanmasi ve hastalik tiirline gore tekrar
farklilagtirllmas1 ile hastaliklarin modellenmesine olanak saglanmaktadir. Alzheimer,
Duchenne kas distrofisi, Down sendromu gibi genetik hastaliklarin bugiine kadar basariyla
modellemesi yapilmistir. Ornegin, Parkinson hastalarindan alman fibroblast hiicrelerinin
programlanarak uPK hiicrelerine doniistiiriilmesi ve sonrasinda dopamindrjik ndronlara
farklilagtirilmasi ile Parkinson hastaliginin in vitro ortamda modellemesi yapilabilmektedir
(61). Bu gibi kiiltiir ortaminda olusturulacak hastalik modelleri hastaligin olusum siireci,
mekanizmalart ve patolojik Ozellikleri hakkinda yeni bulgular elde edilmesine olanak
saglamanin yaninda; yeni ilaglarin denenmesine ve de toksikolojik ¢aligmalarin yapilmasina
imkan vermektedir (62). Bunun yani sira, hastalardan elde edilen uPK hicreleri doku
miihendisligi amaciyla da kullanilabilecegini gosteren ¢aligmalar yapilmaktadir. Ornegin,
miyokard enfarktisii geciren hastalardan elde edilen fibroblast kaynakli uPK hiicreleri
enfarktlis gecirmis dokunun rejenerasyonunda kullanilarak, tedavinin iyilestirilmesine

olanak saglamistir (63).
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Cizelge 2.2. Hastalikl1 hiicrelerin programlanmasi

Hastalik Modeli uPK Hicre Turleri Kazamlms Etki Ref.
. Hematopoetik kok hiicreler (genetic Hanna,
Orak hticre . Normal eritrosit fenotipi geri kazanildi.
anemisi bozukluluk gen terapisi ile 2007
diizeltilmistir)
. ) L Wernig,
Parkinson Ortabeyin dopaminerjik néronlar . S ot
hastaligi Parkinson belirtilerinde iyilesme goriildii. 2008
- Nori,
Omurilik Noérokiireler Motor fonksiyonlarda iyilesme goriildii.
yaralanmast 2011
fskemik felg Noroepitel gorunimlu kok hiicreler Felg gegirmis beyin bolgesindeki Oki, 2012
fonksiyonlarda iyilesme.
VEGEF ifadesinin artmasi ile iskemi Suzuki,
i isi iger kinazi-1 hicreleri
Uzuv iskemisi Pt e =L I " gecirmis uzuvda tekrar vaskiilarizasyon 2010
gorilmiistiir.
. Enfarktiis ge¢irmis dokuda rejenerasyon Nelson,
Miyokard UPK hiicreleri -
enfarktiisii ve kasilma performansinda iyilesme 2009
gorilmiistiir.
Retinitis . . - ; . . e .
Pigmentosa Retinal pigmentli epitel hiicreler Gorsel fonsiyonlarda gelisme goriildii. Li, 2012
(tavuk karasi)
Yaga_ bagh makula Geligsmekte olan ¢ubuk .. . - Homma,
dejenerasyonu Oz fotoreseptdre benzer sinirsel
ve retinitis fotoreseptorler L . 2013
pigmentosa aktiviteler elde edildi.
Hiicre programlamanin sonucunda farklilasmis hiicrelerin  pluripotent karakter

kazandirilmasi ile epigenetik profillerinin de degistigi bilinmektedir. Pluripotent hiicre
diizeyine geri gidebilmesi icin hiicre transkriptomunun degismesi epigenetik hafizanin
silinerek; onceden ait olunan soy kokine 0zgl gen ifadesi ve epigenetik profillerinin
kalmamas1 gerekir. Pluripotent kok hiicrelerde kromatin ‘hiperdinamik’ yapidadir ve
(64).

modifikasyonlar1 sayesinde aktif olmayan genomik bolgeler olusmaya baglar (65), bu da

erisilebilir durumdadir Hiicreler farklilastikca, DNA metillemeleri, histon
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hlcrelerin kendi soy kokii iginde kalarak farklilasmasini ve transkriptomlarini buna gore
regiile etmelerini saglar (66, 67). Programlama faktorlerinin (6rnegin Oct3/4, KIf-4, Sox-2,
c-Myc) hiicrelere aktarilmasi sonucunda, farkli transkripsiyon faktorleri ve kromatin
regulatorlerine etki edilir ve soy koku icin gecerli olan kisitlamalar geriye gevrilerek
hiicrelere pluripotent karakter kazandirilir. Yapilan c¢aligmalar hiicre programlamasinin
farkli asamalardan olustugunu gdstermektedir: programlama faktorlerinin baglanmast,
ifadesi ve kromatin durumlarinin degismesi gibi. Ornegin fibroblastlarin uPK kok hiicrelere
cevrilmesi sirasinda, ilk asamalarda H3K4 metillemelerinin kaybolmasi ve sonrasinda DNA
metillemelerinin artmasi ile sirasiyla fibroblastlara 6zgii giliglendirict bolgeler ve
fibroblastlara 6zgl genlerin promotorleri etkisiz hale getirilir. Bunu takiben, pluripotent
hiicre karakterine 6zgii genlerin aktif hale gelebilmesi i¢in 6nce histon modifikasyonlari
gerceklesir, ‘enhancer’lara H3K4 metillemeleri kazandirilir ve ilgili promotor bolgelerdeki
metillemeler kaldirilir (67). Ayn1 zamanda, H3K9 metillemerinin programlama faktorlerinin
baglanmasini etkilemesiyle hiicre programlamasinda 6nemli rol oynamaktadir (68).
Kisacasi, histon metiltransferazlar, dimetilazlar, histon diasetilazlar, DNA metilazlar gibi

bir¢ok kromatin regiilatorii hiicresel programlamada rol oynamaktadir.
2.3.6. KANSER VE HUCRESEL PROGRAMLAMA
2.3.6.1. Kanser ve Hiicresel Programlamada Epigenetik Mekanizmalarin Onemi

Kromatin regiilasyonunun hiicre programlamasindaki 6énemi goéz onilinde bulundurulursa,
agirlikla epigenetik mekanizmalarla yonetilen hastalik durumlarinda hiicre programlamanin
tedavi amacli kullanilabilecegi de ¢ok agiktir. Cizelge 2.2’de de deginildigi gibi hastalardan
alman hiicrelerin programlanip hastalik tiirline ait hiicrelere farklilastirilmasi sonucunda
hastalik bulgularinda iyilesme goriilmiistiir. Yukarida verilen 6rneklere ek olarak kanserli
hiicrelerin de programlanmasi biiyiik onem tagimaktadir (69). Yapilan galismalar, promotor
metillemesi, histon modifikasyonlar1 ve miRNA regiilasyonlar1 gibi birgok epigenetik
mekanizmanin karsinogenezde biiyiik 6nem tasidigimi gostermektedir (70, 71). Bu nedenle,
bircok epigenetik enzimi hedefleyen ilaclar gelistirilmistir. Ozellikle DNA
metiltransferazlar, histon metiltransferazlar ve histon diasetilazlar gibi bir ¢cok epigenetik
regiilator i¢in gelistirilmis ilaglar glinlimiizde klinik asamalarda kullanilmaktadir (72, 73).

Kisacasi, epigenetik mekanizmalar hem kanser olusumunda hem de uPK hiicrelerin elde
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edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (73). Bunu goz oOniinde bulundurursak, bazi
transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasi ve belirli kromatin regiilatorlerini modifiye olmasi
ile kanser hiicreleri epigenetik devrelerini etkinlestirerek kok hiicre diizeyine geri
donebilecekleri aciktir. Bu nedenle, kanserli hiicrelerin pluripotent diizeye geri
programlanmasi ile tiimdr biyolojisi ve kanser tedavileri i¢in yeni bakis agilart getirebilir

(12, 74).

Giiniimiize kadar, kanser hiicrelerinin programlanmasi {izerine yetersiz de olsa ¢alismalar
yapilmistir. Gogiis, kolon, akciger gibi farkli kanser hiicre hatlarinda ya da hasta biyopsi
kaynakli hiicrelerde transkripsiyon faktorleri, oosit 6zii, niiklear transfer yollar1 denenerek
hiicre programlanmasi test edilmistir. Cizelge 2.3’te giiniimiize kadar yapilmis olan

calismalar anlatilmis, eksik yanlar1 belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Kanser hiicre programlamasi

- Programlama _ . -
Referans Calisilan kanser tipi Elde edilen temel bulgular | Bilimsel Eksiklikler
metodu
RAS-uyarilmis melanoma Fare kaynakli
hucreleri blastosit hucreler
olusumuna katkida denenmistir.
Hochedlinger, Niklear bulunarak kok hticrelerin Niiklear transfer
R545 (fare melanoma) .
2004 transfer olusumuna olanak teknigi
vermistir.Elde edilen kok kullanilmigtir
hicreler tumdrijenik Terapi potansiyeli
ozellige sahiptirler. yoktur.
Elde edilen
Programlanan kanser .
. ) ) hicrelerin
. miRNA hicreleri embryonic kdk o
Lin, 2008 PC3 (prostat) . . timdrijenik
(mi302s) hiicre 6zelligi o
. ozellikleri
gostermektedirler.
arastirilmamigtir.
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Cizelge 2.3. (devam)

Fare kaynakli
Melanoma hucreleri hocreler
. . _ denenmistir.
primer melanositler gibi
OSKM | N
rogramiama verimiiligi .
Utikal, 2009 R545 (fare melanoma) faktorleri- P g_ £ . Elde edilen
o gosterirler.OKM faktorleri . .
lentivirus hiicrelerin
uPK hicrelerin elde P
) o N timorijenik
edilmesi icin yeterlidir. szellikleri
aragtirllmamustir.
Uyarilmis pliiripotent kok
. TUumérijenite
hiicreler elde
deneyleri
KBMT (onik miyelod OSKM edilmistir.uUPK y
ronik miyelol . ; - farklil uPK
Carette, 2010 . . faktorleri- hicrelerinin, ana kanser ariiriagmamiy
16semi) . . r ; hiicreleri ile
retrovirtis hicrelerinin tersine
L : denenmistir.
imatinib ilacina direg
gosterdikleri bulunmusgtur.
- . uPK hucrelerinin
Uyarilmis pliiripotent kok
" sadece EB
hiicreler elde
dizeyindeki
edilmistir. OSKM y
faktorlerinin bazal ifade farklilastiriimas:
. . Ligilmigtir.
OSKM viyeleri £
Mivoshi. 2010 Farkli gastro-intestinal faktorleri Seviyele
iyoshi, aktorleri- belirlenmistir.Elde edil
kanser hatt1 hiicreleri . chrienmistir-£1de ediien Ana hiicre tliriine
retroviris uPK hucreleri e
dondstiiriilerek
farklilastirilmas, L
timdrijenite
tlmdrijeniteleri ana hiicre e
ozellikleri
hattiyla kargilagtirilmistir.
attlyla karsriastrimistic karsilagtirilmamistir.
Pluripotent gen ifadesi
gosteren hucreler Ana hiicre tiriine
OSKM
. edilmistir.Uzun déenm dondistiiriilerek
) HuCC-T1 (kolon), DLD-1 faktorleri- ] o
Nagai, 2010 ) . kiltur edilen hucreler ana tumorijenite
(kolon), PLC (karaciger) retrovirus ve o
hiicre hattina gore daha ozellikleri

lentiviris

timorijenik 6zellik

gostermistir.

karsilagtirilmamistir.
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Cizelge 2.3. (devam)

Amfibi oosit dzinin
kanser hiicrelerini

epigenetik olarak

Tam bir uPK hiicre

seviyesine
. o . rogramladiklari lasil tir.
Allegrucci, Amfibi oosit Prog vlagiamanmistit
2011 MCEF-7, HCC1954 (gogiis) L gosterilmistir. In vitro ve
o6zi
in vivo deneylerle Farklilagma
programlanan hiicrelerin deneyleri
tiimorijenik 6zelliginin yapilmanmustir.
azaldig1 gosterilmistir.
K&k hiicre 6zelligi
gosteren hicreler elde .
Tam bir uPK hucre
edilmistir. Ama tam bir L
. . seviyesine
pluripotent seviyeye
) . i ulagilamamaistir.
Kolon, akciger, gogiis, OSLN ulagilamamugtir.Hipoksinin L
. . Tumdrijenite
Mathieu, 2011 karaciger, gliyoma kaner faktorleri- kok hicre dzellgini d leri
eneyileri
hatlar1 lentiviris arttirdig1 gosterilmistir. Y
farklilagmamis
Programlanan kanser .
hucreler ile
hiicreleri ana hiicre hattina
denenmistir.
gore daha fazla
tiimdrijenite gostermistir.
uPK hucreleri elde
edildi.Hiicre
programlamasi timor Timbrijenite
supresor genlerinin .
Mahali OSKM P 9 deneyleri
analingam, . metillenme profilini
H3581, H460 (akciger) faktorleri- P farklilagsmamig uPK
2012 o degistirdi.Elde edilen uPK . .
lentiviris hucreleri ile
hiicreleri ana hiicre hattina .
denenmistir.
gore daha az timérijenik
Ozellik gostermislerdir.
uPK hiicreleri elde
edildi.Hucre o
Tumorijenite
OSKM programlamas1 ana hiicre .
) deneyleri
. ) faktorleri- hattinda var olan
Lai, 2013 H3581, H460 (akciger) farklilagmamis

retrovirus ve

lentiviris

mutasyonlarin elenmesine
neden olarak, timdrijenik
6zelliklerin azalmasini

saglamigtir (Elit model)

uPKhicreleri ile

denenmistir.
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Cizelge 2.3. (devam)

uKK hiicreleri elde
edildi.Elde edilen uPK

Sadece sarkomalari

kosullarda artmig akciger
kolonizasyonu

gosterilmistir.

Saos-2, OSKMNL . o iceren bir
] hicreleri, ana hiicre tipine
Zhang, 2013 HOSMG63,(osteosarkoma); faktorleri- caligmadir, epitel
. L farklilastirilmigve o
SW872 (liposarkoma), lentiviris L ] kdkenli kanserler
timorijenitelerinde azalma
calisilmamugtir.
gorilmiistiir.
* Hiicre programlamasi
] . baz1 onkogenleri
. Akut miyeloid OSKM
Liu, 2014 o o susturmus, bazi timor -
16semi(AML) faktorleri o
supresor genlerini aktif
hale getirmigtir.
Osteosarkoma hiicre
hatlarindaki farkliliklar
OSKM nedeniyle hiicre o
. Celiskili sonuglar
Choong, 2014 | Osteosarkoma hiicre hatlart factorleri — programlamasina ve uzun
. elde edilmistir.
retrovirls kiiltiir kosullarina
verdikleri cevaplar
farklidir.
Hidehito, 2015 | Tumor-infiltrating OSKM uKK  hicreleri  elde | Kullanilmig senday
lymphocytes (TILs) | faktorleri- edildi.Elde edilen uPK | vektorlerin tipinden
(melanoma) Sendaivirus hiicreleri, teratoma | dolayr programlama
olusturulmustur. verimliligi az
olmustur.
Knappe, 2016 HCmell17-Ret2 melanoma OSKM Hiicre programlamasi in | Fare kaynakli
faktorleri- vitrokosullarda yuksek | hucreler
lentivirlis invaziv potansiyel | denenmigtir. Terapi
gosterirkenin vivo | potansiyeli yoktur.
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2.3.6.2. Timorijenite ve Hiicresel Programlamanin Tliskisi

Timor gelisimi ile hiicresel yeniden programlama arasinda kavramsal paralellikler vardir
(75), bu nedenle, transkripsiyon faktorii tarafindan uyarilan yeniden programlama, hem
rejeneratif hem de kanser kaderi siireglerini daha iyi anlamak i¢in giiglii bir ara¢ saglar ve
yeni terapOtik yaklasimlar gelistirebilir. Kanser hiicreleri, yeniden programlayan
transkripsiyon faktorlerinin yiksek ifadesi pluripotent bir duruma yeniden programlanabilir.
Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve kromatin duizenleyicilerinin modifikasyonu, bu
yeniden programlanmis kanser hiicrelerinde epigenetik durumun yeniden sekillenmesine ve
timore orijinalligin diizenlenmeye neden olabilir. Bununla birlikte bugiine kadar kanser
hlcrelerini yeniden programlamaya odaklanan ¢alismalar (76) geliskilidir; baz1 ¢alismalar
ise artmis timor progresyonu bildirirken, digerleri hiicresel yeniden programlamanin kanser

icin bir tedavi potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Daha az agresif
fenotip

v Programlama faktorleri
Yeniden programlama 1 v Epigenetik diizeyi
v Kiiltiir kosullar

Kanser hiicresi Kanser uPK v/ Tilmor hiicrelerin heterojenitesi

hiicreleri

B Agresif fenotip

=
oo

Sekil 2.8. Kanserli hiicre programlama ve etki eden faktorler (77)
2.3.6.3. Hastalik Modelleme Olarak Kanser Hiicrelerin Programlanmasi

Kanser hem genetik hem de epigenetik degisiklikleri barindiran karmasik bir hastaliktir. Bu
nedenle, kanser hiicresi yeniden programlama, in vitro tiimor olusumunu incelemek igin bir

model olarak kullanilabilir. Kanser hiicrelerinden uPK hicrelerinin Uretimini takiben, timor
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biylme potansiyeli tekrae diizenlenir. Bu nedenle, yeniden farklilagsma sonrasinda sirasiyla
programlama faktorlerinin 6nceden var olan genetik degisiklikleri veya onkojenik dogasi
nedeniyle benzer seviyelerde timdrijenite veya daha agresif bir fenotip olusturabilir (78, 79).
Daha 6nceki bir ¢alismada, Hochedlinger ve ark. oositin yeniden programlanmasinin kanser
hiicresi genomu tizerindeki etkisini arastirmak i¢in bir niikleer nakil yaklagimi kullandi (80).
Farkli timor hiicrelerinin niikleer transferinden sonra, klonlarin blastosistlere doniismesine
izin verildi, embriyonik kok hiicreler elde edildi, gelisimsel ve timdrigenik potansiyeli
agisindan ¢oklu deneylerde analiz edildi. Ozellikle RAS ile indiiklenen melanoma hiicreleri,
pluripotent kok hiicreler olusturan blastosist gelisimine izin vermistir. Bununla birlikte, bu
hiicrelerden iiretilen kimeralar orijinal hiicre hattina kiyasla daha yiiksek niifuz, daha kisa
gecikme ve genisleyen timor spektrumu olan kanser gelistirmistir (76). Bagka bir calismada,
kronik bir miyeloid 16semi hiicre dizisi olan KBM7, OSKM faktérlerinin retroviral iletimi
yoluyla uPK hiicre hattina yeniden programlandi. Ana hiicre hattt KBM7’nin aksine, yeniden
programlanmis kanser hiicreleri BCL-ABL onkogeninin bir inhibitori olan imatinib
kemoterap6tik maddesine diren¢ gosterdi. Yazarlar, terapotik ajan imatinibin belirli bir
epigenetik ayirt edilmis hiicre durumunda hiicreleri hedef aldigini ve bunun kronik miyeloid
16semi hastalarinda hastaligin tamamen ortadan kaldirilamamasina katkida bulunabilecegini
varsaydi (78). Nagai ve ark. OSKM faktorlerinin viriis aracili girisi ile gastrointestinal kanser
hiicre ¢izgilerini yeniden programladi (79). Yeniden programlamadan sonra, kanser uPK
hiicreleri, kemoterapotik ajanlara hassaslasmis ve erken zaman noktalarinda farklilagsmay:
tetikleyen tedaviye ragmen, yeniden programlanmis kanser hiicrelerinin uzun streli
kalturlenmesi, parental hiicre ¢izgilerine kiyasla agresif fenotipe neden olmustur. Yazarlar,
kanser uPK hicrelerinin, hem timdrigenezis ile yeniden programlama teknolojisiyle
baglantili oldugu endojen c-MYC aktivasyonu da dahil olmak (izere, genetik ve epigenetik
degisikliklerden otiirii muhtemelen genomik istikrarsizliga yatkin olabilecegini belirttiler
(79). Daha sonra baska bir grup, hipoksi tedavisinin kanser hiicresi yeniden programlanmasi
tizerindeki etkisini arastirdi. Bu caligmada, prostat, beyin, bobrek, serviks, akciger, kolon,
karaciger ve gogiis tiimdrlerinden alinan kanser hiicre dizileri, hipoksi indiiklenebilir faktor
(HIF) varliginda farkli yeniden programlama faktorleri kullanilarak uPK huicre durumuna
yeniden programlandi. Hipoksi, embriyonik kok hicre benzeri bir transkripsiyonel
programlamaya neden olsa da, yeniden programlanan kanser hucreleri, daha yiksek bir

tiimore 6zdeslik gosterdi. Bu, HIF hedeflerinin kanser dahil patolojik kosullarda dinamik bir
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koklenme durumu indukleyicileri olarak rol oynayabilecegini gosterdi (81). Kumano ve
arkadaglarinin yaptig1 baska bir 16semi ¢aligmasinda, UPK hiicresi, OSKM faktorlerinin
retroviral transduksiyonuyla primer kronik miyeloid 16semi (KML) hasta hiicrelerinden
uretildi. Her ne kadar KML-uPK’ler kemoterap6tik ajan imatinibe direncli olsalar da, KML-
UPK’den tiiretilen hematopoietik hiicreler ilaca duyarlilik kazanmiglardir. Bu bulgular ilk
hastaligin patofizyolojik 6zelliklerinin tekrar edildigini gosterdi (82). Kim ve ark. Daha
sonra insan pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAC) hiicre dizisi tizerinde kanser hiicresi
yeniden programlamanin etkisini inceledi. Bu ¢alismada, klasik bir yeniden programlama
protokolii takip edildi, lentiviral aracili OSKM iletimi. Bagisiklig1 yetersiz farelere enjekte
edildiginde, yeniden programlanmis kanser hiicreleri, orijinal kanser tiiriiniin invaziv
formuna ilerleyebilen pankreatik intraepitelyal neoplastik lezyonlar liretir. Ayrica, bu
lezyonlarin proteomik analizi, PDAC’nin erken ve invazif evreleriyle iliskili nemli aglarin
bulundugunu gosterdi. Yazarlar, htcresel yeniden programlama teknolojisinin, erken
pankreas kanseri i¢in canli bir insan hiicre modeli sagladigini ve hastaligin ilerlemesine yeni

kavrayislar sundugunu belirtmistir (52).

Ozetle bu tiir calismalar sadece kanser biyolojisi ve tiimorigenezisi konusunda yeni bilgiler
sunmakla kalmaz, ayn1 zamanda arastirmacilarin tedavi yaklasimlar gelistirmesine ve daha

guvenli yeniden programlama teknolojileri gelistirmelerine izin verir.
2.3.6.4. Terapi i¢in Kanser HiicrelerininProgramlanmasi

Tiimor baskilayict genlerin ve onkogenlerinin yeniden programlama islemi sirasinda
kapsamli epigenetik yeniden sekillenmesi ortaya ¢ikabilir. Kanser uPK’leri
farklilagtirdiklarinda, hiicre nesli kaybedebilir veya en azindan tiimdrijenik potansiyelini
azaltabilir (83, 84). Bu fenomen iizerine yapilan ilk ¢alismalardan biri, tiimorigenezin
embriyonik mikro ortaminin etkisine odaklanmigtir. Metastatik melanoma veya meme
kanseri hiicreleri, embriyonik kok hiicre mikro ortamina (miRNA'lar formunda) maruz
birakildiklarinda, yazarlar bu agresif kanser hiicrelerinin tiimér olusturan fenotiplerinin
bastirildigint gostermistir (85). Miyoshi ve arkadaglarinin yaptigi anahtar bir ¢alismada,
OKS hiicre faktorleri, OSKM faktorlerinin retroviral iletimi yoluyla ¢esitli gastrointestinal
kanser htcre dizilerinden Uretildi. Yazarlar, pluripotensin yeniden programlanmis
hiicrelerde kuruldugunu ve bu kanser UPK hiicrelerinin farklilasma indiikleyici tedaviye ve

kemoterapotik ajanlart olan duyarili§i ana kanser hiicrelerinden farkli oldugunu
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gostermislerdir. Tiimdrlerin bastirilmasinin ve indiiktif farklilagsmaya duyarliliginin hiicresel
yeniden programlamada ortaya ¢ikan epigenetik modifikasyonlarin sonucu oldugunu iddia
etmislerdir (86). Bir baska ¢alismada, meme kanseri hiicresi soylari, MCF-7 ve HCC1954,
amfibiyan oosit 0ziitleri kullanilarak yeniden programlandi. Bu, ankraj bagimsiz kosullari
altinda kanser hiicresi biiylimesinin azaltilmasi ve fare zenograft modellerinde tumor
blyumesinde azalma ile sonuglandi. Yazarlar, tiimor baskilayici genlerin epigenetik
sessizlesmesini tersine c¢eviren timoOr baskilayici genlerin promotorlerinde DNA
demetilasyon ve baskilayict histon isaretlerinin kaldirilmasinin esasen bu terap6tik sonugtan
sorumlu oldugunu gostermistir (83). Mahalingam ve ark. Kiigiik hiicreli disi akciger kanseri
(KHDAK) hiicre gizgilerini OSKM faktorlerinin lentiviral transdiiksiyonuyla basariyla
yeniden programladi. Yeniden programlama, hem kanserli UPK hiicrelerinde azaltilmis
timorijenisite ile sonuclanan hem epigenetik hem de transkripsiyonel olarak kanser
hiicrelerindeki diizensiz genleri tersine ¢evirdi. Onkogenin ve timor baskilayict durumunun
tersine gevrilmesi, DNA metilasyonu ile agiklanmistir (87). Baska bir ¢alismada, iki kiiglik
hicreli disi akciger kanseri hiicresi ¢izgisi, OSKM faktorlerini ifade eden retroviral ve
lentiviral vektorler kullanilarak yeniden programlandi. Kanser hiicrelerinin yeniden
programlanmasi, heterojen bir parental kanseri hiicresi popiilasyonundan farkli bir hiicre alt
popiilasyonunun seg¢ildigi bir modeli izlemektedir. Bu 6nerilen modele gore, parental hiicre
dizilerinin mutasyonlarini ortadan kaldirarak, yeniden programlamanin tiimoére 6zdesligini
azalttigin1 gostermistir. Daha sonra, Zhang ve ark. Sarkomlarin birkag yeniden programlama
faktori (OSKMNL: Oct 3/4, KIf-4, Sox-2, c-Myc, Nanog ve Lin28 dahil) tarafindan
dogrudan yeniden programlanmasinin uygulanabilir oldugunu ve tiimoér olusumunun
durdurulmasiyla terminal farklilagmasinin tekrar 6zetlenmesine izin verdigini gosterdi.
Kanser hiicre dizilerini yeniden programlanmis karsiliklariyla karsilastiran global DNA
promotdr metilasyonu ve gen ekspresyon analizleri, yeniden programlamanin onkogenlerin
ve tiimor baskilayicilarin belirgin epigenetik yeniden modellemesine neden oldugunu
gosterdi (84). Yukarida tartisildigr gibi diger makalelerde (75, 88) g0zden gegirildiginde,
kanser hiicresinin yeniden programlamasinin terapdtik potansiyelinin, gdzlenen
disfonksiyonu tersine ceviren epigenetik yeniden bigimlendirme tarafindan yonlendirildigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, hiicresel yeniden programlamanin kanser i¢in potansiyel bir
epigenetik terapi olarak kullanilabilecegi 6nerilebilir. Yukarida bahsedilen ¢alismalarin yani

sira, fare melanoma, insan prostat, osteosarkoma hiicre hatlar1 ve Akut Miyeloid Ldsemi
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hicreleri yeniden programlanmistir (89), ancak ortaya ¢ikan kanser uPK hiicrelerinin
timorijenik potansiyeli analiz edilmemistir (90, 91). Cogunlukla, bu hicrelerin pluripotent
kok hiicrelerin - 6zelliklerini tasiyip tasimayacaklarini ve pluripotensinin yeniden

programlanmis hiicrelerde muhafaza edilip edilemeyecegini tespit etmislerdir (92).
2.3.6.5. Kanser Hiicrelerinin Programlanmasinda Onemli Faktorler

Hiicresel yeniden programlama sirasinda, spesifik transkripsiyon faktorleri etkinlestirilir ve
kromatin dlzenleyiciler aktivlestirilir. Sonug olarak, kanser hiicreleri epigenetik devrelerini
duzenlerler ve bdylece kanser gelisimi degisim gecirir (71). Kanser hicresi yeniden
programlamaya iliskin farkli ¢alismalar ¢izelge 2.3’te 6zetlenmistir. Bu raporlardan, kanserli
hiicrelerin pluripotens temelli yeniden programlamasinda rol oynayan kilit faktorleri tespit
edilmistir. Bu faktorler esas olarak kanser hiicresi yeniden programlamanin sonucunu

belirler ve su sekilde siralanabilir:

a) Yeniden programlama ve pluripotensi faktorlerinin bazal ifade seviyeleri: Anahtar
pluripotens genlerinden bazilarmi asir1 ifade eden kanser hiicreleri. Ornegin c-Myc
onemli bir protoonkogendir ve asir1 ifadesi bir¢ok kanser olgusu ile baglantilidir (93,
94). Benzer sekilde, Sox-2, KIf-4, Oct3 / veya Nanog da dahil olmak iizere diger yeniden
programlayici faktorlerin, timdrigenez sirasinda 6nemli oyuncular oldugu gosterilmistir
ve bunlarin yanlis regiilasyonu (95), kanser hastalar1 i¢in daha kotii klinik sonuglara
neden olur (96). Bu nedenle, spesifik bir kanser tiriiniin daha yiksek bazal ifade
seviyelerini gosteren yiiksek ifade eden yeniden programlama faktord, pluripotensiyi
programlamanin ardindan tiimore O6zdesligini arttirabilir. Bu nedenle, Miyoshi ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, daha diisiik seviyelerde OSKM faktorl gosteren
hiicre hatlar1 se¢ilmistir. Bu spesifik secilim nedeniyle, bu arastirmada arastirmacilar,
retroviral aracili yeniden kanserli hiicrelerin yeniden diizenlenmesinin kemoterapotik
ajanlara duyarlilik ve farklilasmay1 indiikleyen tedaviye neden oldugunu belirtmistir
(86). Bu nedenle, yeniden programlama faktorlerinin endojen ifade seviyeleri dikkatli
bir sekilde izlenmeli ve bir tedavi teknolojisi olarak kanser hiicresi yeniden
programlamasini kullanmak i¢in en az ifadeyi gosteren faktorler secilmelidir.

b) Kanserin epigenetik temelleri: Yukarida ayrintili olarak belirtildigi tizere, hiicresel

yeniden programlama ve tlimorigenez, epigenetik mekanizmalar da dahil olmak Uzere
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bir ¢cok 0Ozelligi paylasir; bu nedenle kanser hiicrelerinin yeniden programlanmasi,
gozlemlenen islev bozuklugunu tersine dondiirebilen epigenetik yeniden modelleme ile
sonuglanabilir. Onceki bdliimlerde tartisildigi gibi, farklilasmis kanser uPK hiicrelerinin
azalmis tiimdrijenisitesini gosteren ¢alismalarin ¢ogunda, timor supresor genlerinin ve
onkogenlerinin hiicresel yeniden programlamada genis epigenetik yeniden
modellemenin ortaya ¢ikabilecegi bulundu (88, 97). Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada, DNA promotdr metilasyon analizleri, onkojen destekleyicilerin (myc gibi)
epigenetik yeniden modellemesinin, baska bir sinyalle susturmanin miimkiin oldugu bir
kromatin izin verme durumunda oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, yeniden
programlamanin hem onkogenlerde hem de timor baskilayici genlerde kiiresel DNA
hipometilasyonuna yol agtigin1 gosterdiler (84). Cogunlukla, kanser hiicresi yeniden
programlama c¢alismalari onkogenler ve tiimor supresor genlerin DNA metilasyon
durumunu analiz etti; bununla birlikte, hem yeniden programlama hem de timorigenez
sirasinda diger dnemli epigenetik mekanizmalar bulunmaktadir. Ornegin, yukarida tarif
edildigi gibi, bu islemler sirasinda hem kromatin yeniden sekillendirici polycomb
proteinleri veya diger histon modifikasyonlar1 gereklidir. Bu nedenle gelecekteki
caligmalar, kanser hiicresi yeniden programlamanin dogasini anlamak i¢in farkl
epigenetik mekanizmalar iizerine odaklanmalidir. Epigenetik modifikasyonlarin timor
hiicrelerinin agresif davraniginda bir rol oynadigimi da belirtmek miimkiindiir. Bu
nedenle, kanser hiicresi yeniden programlamanin sonucu dikkatlice izlenmelidir.

Uzun siireli kiiltiir kosullari: Uzun sireli ve karmasik kiiltiir kosullar1 ve gen aktarim
vektorleri, biiylime faktorleri ve diger hiicre ortam1 kokteylleri vb. ile hiicrelerin tedavisi
de dahil olmak (zere in vitro pluripotent indiiksiyon sirasinda bir¢ok 6nemli konu
bulunmaktadir (98). Bunlar, uPK hiicrelerinin genomik instabilitesi ve anormallikleri ile
iligkilidir ve bu durum, hiicrelerin implantasyonu iizerine teratom olusumu veya diger
timorigenezis olugsma risklerini arttirabilir (39, 99). Kanser hicresinin yeniden
programlanmasi durumunda Nagai ve ark. yeniden programlanmis kanser hiicrelerinin
uzun siireli kiiltlirlenmesinin, orijinal kanser hiicre hatlarina kiyasla agresif bir fenotipe
neden oldugunu gosterdi (79). Bu ¢alismaya gore, kanser uPK hiicrelerinin uzun streli
kiltirlenmesi, muhtemelen genetik ve epigenetik degisiklikler nedeniyle endojen c-
MYC aktivasyonu da dahil olmak iizere genetik istikrarsizligi artirmistir. Bu nedenle,

gelecekteki arastirmalar i¢in, tedaviye direngli ve terapiye duyarli klonlar1 belirlemek
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icin, yeniden programlanmig hiicrelerin yeniden programlamayla iligkili agresif
fenotipinin gorinimuna izlemek gereklidir.

d) Tiimorlerin heterojenligi: Bir timor icindeki kanser hiicreleri, hiper proliferasyonun,
genetik istikrarsizligin artmasiyla belirgin klonal alt popiilasyonlara yol agtig1 siirece,
timor ilerlemesi seyrinde oldukga homojen hiicre populasyonudur. Bu tur klonal
heterojenlik, bir¢cok insan tiimdriiniin histopatolojik ve genetik olarak farkli oldugunu
gosterir (93). Hlcrenin bu heterojen popiilasyonundan dolayi, hiicresel yeniden
programlamanin spesifik klonlarin olugsmasi ve bunun sonucunda azalmis veya artmis
timorijenisite yarattigini gormek beklenir (91). Bu ayn1 zamanda, kanser hiicresi
yeniden programlama calismalarinda hem tiimor heterojenitesinin etkisini daha iyi
anlamak i¢in hem kanser hiicre hatlar1 hem de hasta kaynakli tiimor hiicrelerinin
kullanilmasinin énemini géstermektedir.

e) Kanser kok hicreleri: Kanser kok hiicrelerinin tiimoérler i¢inde devam ettigi ve relaps
ve metastazi ortaya koydugu gosterilmistir (100). Epigenetik mekanizmalar, 6zellikle
SWI / SNF kompleksleri ve Polycomb grup proteinleri araciligiyla, kendini yenilenme
yetenegini koruyan ve kontrolsiiz diferansiyasyona girerek heterojen timorlerin
olusumuna neden olan kanser kok hiicrelerinin ortaya ¢ikmasina yol agabilir (101). Bu
kromatin degistiricilerin hem uPK hiicresi liretimi hem de tiimorigenez sirasinda rolii
gdz Oniline alindiginda, kanser hiicresinin yeniden programlanmasi kanserli kok
hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olabilecek sonuglara neden olabilir (102). Bu, kendi
kendini yenileyen ve tiimiiyle hiicresel farklilasmanin eksikligi olan tiimorlere neden
olabilir. Bununla birlikte, pluripotent temelli kanser hicresi yeniden programlama

calismalarinin ¢ogu, deneysel tasarimlarinda kanserli kok hiicrelere odaklanmada.

2.4. MELANOMA

Malign melanom, yiiksek 6lum oranlar1 ve artan vaka sayilarin (103), hedefe yonelik terapi
ve immiinoterapi konvansiyonel kemoterapiye gore avantaj saglamakla birlikte,
progresyonsuz ve genel sagkalimin uzatilmasi, tiim mevcut tedavi seceneklerine karsi
kazanilmig direngle engellenbilen bir timordir (104). Direng tipik olarak tedavinin
baslangicindan sonra hizli bir sekilde olusur ve bu degisimler, Melanom hiicrelerinin yiiksek
esnekliginden kaynaklanir (70, 105). En 6nemlisi melanoma hicreleri, cevresel sinyallere

yanit olarak farklilagma durumlarini, ¢ogalma hizlarini ve invaziv kapasitelerini degistirme
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kabiliyetine sahiptir (106). Melanosite 6zgu genlerin ifadesi, yiksek proliferatif hucreleri
belirtirken, artan invazyona eslik eder (107). Ayrica, melanoma hucrelerinin tersinir geriye
farklilagsmasi metastazlarin olusumu ve terapi direnci ile giiglii bir sekilde baghdir (108). Bu
nedenle, invaziv ve metastatik olan melanoma hiicrelerinin programlanmasi ile

kemoterapoétik ilaglara olan duyarliligi degistirebilir (109).

2.5. GEREKCE VE AMAC

Literatiir taramasinda oOzetlendigi gibi hiicre programlamasi farkli kanser tiplerinde

denenmistir. Fakat literatiirde su eksiklikler belirlenmistir:

Yapilan calismalar farkl: ve ¢eliskili sonuglar gostermektedirler. Kanserli hiicrelerden farkl
yontemlerle uPK hiicreleri elde edilmeye c¢alisilmistir ancak bunlardan azi hiicre
programlamanin tiimdrijeniteye olan etkisini incelemistir. Hatta ayni kanser tipi igin
(6rnegin karaciger) gerceklestirilen hiicre programlamasi sonucunda, bir c¢alisgamda
timorijenik ozelliklerin azaldigi gosterilirken (110), digerinde ise ana kanser hattina gore
daha fazla direng¢ gosteren hiicre tipleri elde edildigi belirtilmistir (79). Bu gibi ¢eliskili
sonuglar, hiicre programlamanin ne gibi kosullar altinda tedavi potansiyeli tasidigini

gOsteren arastirmalara duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir.

Bircok calismada tiimorijenite deneyleri sadece farklilasmamis uPK hiicreleri ile ana kanser
hiicrelerini karsilastirilmasi ile yapilmistir. Fakat hiicre farklilagmasinin ve uzun hiicre
kiiltiirii ortamlarinin hiicresel mekanizamalara olan etkisini goz oniinde bulundurursak, bu
tlr deneylerin bilimsel olarak yetersiz oldugu ve kanser programlamanin mekanizmasi
hakkinda yeterli bilgiyi ortaya ¢ikaramayacagi agikca goriilmektedir. Bu tiir deneyleri, uPK
hlcrelerinden EC olusumuna kadar uygulayan ¢alismalar sayilidir (79, 86), uPK hiicrelerini
ana hiicre tipine farklilagtiran ise sadece bir makale bulunmaktadir (84). Bu nedenle,
ozellikle tiimorijenite deneyleri i¢in uPK hiicrelerinin ana hiicre tipine farklilastirilmasini

iceren caligmalara gerek duyulmaktadir.

Farkli gastrointestinal kanser hiicre hatlarinin test edildigi bir diger calismada, uPK hiicreleri
elde edilmeden, OSKM faktorlerini en az seviyede ifade eden hicreler secilerek hiicre
programlamasina devam edilmistir. Fakat bu calismada, programlama faktorlerinin

baslangi¢ hiicresindeki bazal ifade seviyesinin 6nemi tam olarak tartisilmamis, yiiksek
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seviyede ifade eden hiicreler direk elenmistir. Dolayistyla, OSKM faktérlerinin hicre
icindeki bazal seviyedeki ifadesinin, kanser hiicre programlamasindaki yerini belirtecek olan

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bunlarin yani sira, uPK hiicrelerin elde edilmesi i¢in ¢ogunlukla lentiviriis ya da retroviriis
tercih edilmistir. Cizelge 2.1°de de deginildigi gibi, yapilan bir¢ok ¢alismada, retroviriis yada
lentiviriislerin yiiksek hiicre programlama verimliligi gdstermesine ragmen, genomlarini
konak genomlarina entegre ettiklerinden dolayi, giivenli vektorler olarak goriillmemektedir.
Bu nedenle, Sendai vektdrler gibi glvenli programlama teknikleri ile kanser hicrelerinden

uPK hiicreleri elde etmeyi amaclayan ¢aligmalara gerek duyulmaktadir.

Projenin asil amaci kanserli hiicrelerin programlanmasinin tiimérijeniteye olan etkisinin
arastirilmasiyla tedavi degerinin olup olmadiginin belirlenmesidir. Detayli olarak amag ve

hedefler su sekilde siralanabilir:

e Kanserli hiicre hatlarimin yeniden programlanarak uyarilmis pluripotent kok
(uPK) hucrelere cevrilmesi; gen ve protein ifade analizleri ile pluripotent

karakterlerinin belirlenmesi

e Kanser kokenli uPK hiicrelerinden embriyonumsu cisimcikler (EC)

olusturulmasi ve ana hiicre tipi olan melanositlere farklilagtirilmasi

e Hiicre canliligi analizleri, kanserli hiicrelere 06zgii gen/protoinlerin ifade
seviyelerinin belirlenmesiyle hicrelerin timdrijenitelerinin incelenerek ana

kanserli hiicre hatlariyla karsilastirilmasi

Bu tezde hiicre programlamanin kanser tedavisi olarak kullanilma potansiyeli arastirilmigtir
Bunun igin, Cizelge 2.3’de belirtilen caligmalar dikkatle degerlendirilip, yukaridaki
kisimlarda da deginildigi gibi, kanser programlama alanindaki bilimsel eksikler
belirlenmistir. Bu tezde melanoma kanser modeli olarak yer almis, bu kanser tipine ait olan
farkli 2 hiicre hatt1 kullanilmistir. Belirlenen kanser hiicrelerinde epigenetik mekanizmalarin
kanser gelisiminde ve tedavilerindeki 6nemi bir¢cok calismada belirtilmistir (69, 70, 73).
Sendai viruslerle uPK hiicreleri olusturulmustur ve hucresel programlama verimlilikleri

karsilagtirilmistir (111). Elde edilen uPK hiicrelerinden énce EC’ler olusturulacak, sonra da
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ana hcre tipi olan melanositlere farklilagtirilmistir. Bu sayede melanoma kokenli kanser
hiicrelerinin programlanmasinin, melanomanin tiimorijenitesine olan etkisi sistematik olarak

in vitro kosullarda arastirilmistir.

Wyariimis Fluripotent ok Hocore

Melanoma Hicreler

Sekil 2.9. Melanoma hiicrelerinin programlanmasi

Projeden elde edilen veriler dogrultusunda hiicre programlamanin melanoma kanseri igin
terapi potansiyeli tagiyip tasimadigi anlasilacaktir. Buna ek olarak, projenin sonuglari, farkl
kanser tipleri i¢in hiicre programlamasi igeren yeni projelerin olusturulmasina olanak
saglayacaktir. Ayn1 zamanda klinik Oncesi arastirmalarin temelini olusturan bu proje,
gelecekteki hayvan deneylerini igeren ¢alismalarin planlanmast i¢in biiylik O6nem
tagimaktadir. Kisacasi, kanser biyolojisi ve rejeneratif tip alaninda projenin Onemli

katkilarda bulunacagi 6ngdriilmektedir.
HIPOTEZ:

e Melanoma hucreleri OSKM faktorleri tasiyan Sendai vektorlerle pluripotent diizeye
geri ¢evrilir ve uPK hiicreleri olusturulur.

e uPK hiicreleri uygun kiiltiir kosularinda tekrar melanositlere farklilastirilabilir.

e Melanositlere farklilstirlan uPK hiicreleri, hiicre programlamasinin epigenetik
hafizalarini silmesinden dolay1 ana kanser hiicre hatlarina gore daha az tlimorijenik

oOzellikleri gosterirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.MATERYAL

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Cat. N0.14130-094. LifeTechnologies), DMEM
(1X) Dulbecco’s Modified Egle medium (Cat.No. 11995-065. LifeTechnologies),
Methanol.(Lot. No. SHBF0179V.SIGMA-ALDRICH), Versene (EDTA) ( Cat. No. BE17-
711E. Lot. No. 6MB127.Lonza), Dimethyl Sulfoxide (Cat. No. D2650. Lot. No.
RNBF0698SIGMA-ALDRICH), DMEM/F12+Glutamax™ (Cat. No. 10565-018. gibco
Life Technologies), (Attachment Factor. Cat. No. S-006-100.gibco Life Technologies),
MGM-4 Single Quots (Cat. No. CC-4435.Lonza), Bovine Albumin (Protease Free) ( Lot.
No. OK18665. BioShop), 2-Mercaptoethanol (Cat. No. 31350-010.Gibco), Trypsin-EDTA
(1X) (Cat. No. 25300-054. Gibco),Pen Strep Penicillin Streptomycin (CatNo. 15140-
122.Gibco), Trypsin/ EDTA (Cat. No. CC-5012. Lot. No. 0000556831. Lonza),MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) ( Lot. No. 042K5313. SIGMA),
Agar (Cat. No. A6686. SIGMA-ALDRICH), Recombinant Human FGF-basic (Cat. No.
PHGO0264. Invitrogen), KnockOut™ SR. Serum Replacement for ESCs/iPSCs(Cat. No.
10828-010. gibco Life Technologies), IMEF 2M (Cat. No. A24903. gibco Life
Technologies), Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody (ab46799.Abcam), Anti-Brachyury / Bry
antibody(ab20680. Abcam), Anti-FGF5 (antibody.ab88118. Abcam), Goat Anti-Rabbit 1IgG
H&L (Alexa Flour® 594)(ab150080. Abcam), PE Mouse Anti-Human CD70 (Mouse 1gG3.
®, BD Pharmingen™), FITC Mouse anti-Human CD146 (Mouse IgGl. x , BD
Pharmingen™), PE Mouse Anti-Human CD24 (Mouse 1gG2a. k . BD Pharmingen™), APC
Mouse Anti-Human CD44 (Mouse 1gG2b.x . BD Pharmingen™), PI/RNase Staining Buffer
(BD BioSciences, Cat. No. 550825. Lot. No. 6266940), CytoTune™-iPS2.0 Sendai
programlama kiti (Cat.No.A16517. Lot. No0.L2130016.Invitrogen-Life Technologies),
CytoTune®-EmGFP Sendai Reporter kiti (Cat. No.A16519. Lot. No. L1108078. Invitrogen-
Life Technologies), Human Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9, MMP9) ELISA kit (Cat.
No. KHC3061. Lot. No. B5655),Alexa Fluor® 488 annexin VV/Dead Cell Apoptosis Kit with
Alexa® Fluor 488 annexin V and PI for Flow Cytometry (Catalog No. V13241 and VV13245.
Lot. No. 1809498Invitrogen), Power SYBR™ Green PCR Master Mix. Thermo Fisher. Cat.
No. 4367659. Human Embryonic Stem Cell Marker Panel (Oct4, Nanog, Tral-60, Sox2 and
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SSEA4) (ab109884. Lot. No. GR299373-1. Abcam), Macherey-nagel NucleoSpinRNA
Mini Kit (Cat. No. 740955.50).

3.2. YONTEM

Deneyler Ankara Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Boliimii, Kok Hiicre ve
Rejeneratif Tip Arastirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir. Caligmanin desteklenmesi
icin Tlbitak 3501-Ulusal Geng Arastirmact Kariyer Gelistirme Programi (1135897 nolu proje )

kullanilmigtir. Yapilan deneylerinin zaman ¢izelgesi ek-1’de bulunur.
3.2.1. HUCRE KULTURU
3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Kullanilan kanser hiicre hatlar1 (melanoma) ve melanosit hiicresi, ATCC ve LONZA’dan
alimmustir. Hiicrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve pasaj numaralari ¢izelge 3.1°de

verilmistir. Kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri ek-2’de bunulur.

Cizelge 3.1. Hiicrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve pasaj numaralari

_ Pasaj
Tarih Hiicre hatt1 Hiicre ad1 Ortam igerigi
no
DMEM +%10 FBS + %1
22/09/2014 0 G361 Human Melanoma

Penisilin/Streptomisin

DMEM +%10 FBS + %1
Penisilin/Streptomisin

22/09/2014 0 MDA-MB-435 Human Melanoma

30/10/2016 0 Melanosit Melanosit MGM™-4 Melanocyte Growth Medium-4

Melanoma kokenli kanser hiicreleri (MDA-MB-435 ve G-361) kiiltiir edilmistir. Hilicre
kiiltiir caligmalari ultraviyole ile sterilize edilen Laminar sinif II kabin icerisinde yapilmistir.
MDA-MB-435 ve G-361 hiicre hatlar1 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
besiyerinde, %10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin sterptomisin eklenmesiyle, gaz
yogunlugu %5 COg, sicakligi 37 °C olan inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. MDA-MB-435 ve
G361 hiicre hatlari igin saglikli hiicre kiiltiirleri olusturulmustur (Sekil 3.1).
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Insan melanositler (Lonza) pozitif konrol olarak kullanilmis, bu hicreler
Lonza’ninMGM™-4 Melanocyte Growth Medium-4 besi yerinde, 37°C’de %5 CO:

ortaminda biiytitiilmistiir. Melanositler i¢in saglikl hiicre kiiltiirleri olusturulmustur.

Hiicre programlama g¢alismalarinda besleyici hiicre olarak kullanilmak tizere IMEF (inaktif
fare embryonik fibroblastlar, gibco Life Technologies), kullanilmigtir. iIMEF htcreleri
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) besiyerinde, %15 fetal bovin serum (FBS),
%1 NEAA, %0,1 B-merkaptoetanol ve %1 Penisilin/Streptomisin eklenmesiyle, 37°C’de %5
CO; ortaminda ve Atachment Factor (AF) ile kaplanmuis petrilerde buyitllmustiir (Sekil 3.2).

3.2.1.2. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi ve Sayim

Hiicre kiiltiirlerinin, idame ettirilmesi i¢in hiicre hatlar1 pasailanmis, deneyler i¢in uygun
hiicre yogunluklarinin belirlenmesi i¢in hiicre sayimi yapilmis ve daha sonraki ¢aligmalar

i¢in hiicreler dondurulmus, dondurulan hiicreler ¢ozdurilerek deneyler yapilmistir.

Inkiibatorden ¢ikarilan hiicrelerin besiyerleri aspire edilip, 10 ml PBS ile yikanmistir, bu
sekilde kiiltiir ortamindaki hiicre metabolizma {iriinleri ve serum atiklar1 uzaklastirilmistir.
PBS ile aspire edilerek 0Olii hiicreler uzaklastirilmistir. 1,5 ml tripsin-EDTA solusyonu kalttr
kabinin her yerine gelecek sekilde ilave edilmistir. Hicreler inkibatore kaldirilip, 1-2 dk
beklenmistir. Inkiibatorden c¢ikarilan hiicreler ters mikroskop altinda incelenmistir.
Yiizeyden kalkmis hiicrelerde fazla agregatlar varsa kiiltiir kabina nazik¢e vurularak yapisan
hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasi saglanmistir. Hiicreler 4,5 ml besiyeri icerisinde falkon
tiiplere toplanmistir. Sogutmali santrifiijde +4°C’de 11.000 rpm de 5 dk santrifiijlenmistir.
Siipernatant kismi alinip, hiicrelerin tzerine 5 ml’yetamamlayacak sekilde yeni besiyeri
ilave edilmistir. Hemositometre hiicre sayimi lamina yaklagik 10-15 pl hiicre konularak

sayim yapilmistir.
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MDA-MB-435

G361

Sekil 3.1. Kanser hiicre hatlarinin kiiltiir ortamindaki goriintiileri. MDA-MB-435 ve G361

hlicre hatlarinin ters 151k mikroskobundaki gortintiileri alinmistir (10X biyiitme)
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Melanosi

IMEF

Sekil 3.2. Melanosit ve iMEF hiicre hatlarmin kiiltiir ortamindaki goriintiileri. Melanosit ve

iMEF hiicre hatlariin ters 151k mikroskobundaki goriintiileri alinmistir (10X biiyiitme)

Hemositometre (zerindeki cizgili bolimlerin 4 kosesinde bulunan hiicreler sayilir.
Saymmlarin ortalamasi alir. Her bir bolimin hacmi 0,1mm®tir. (1 ml = 1 cm® = 1000
mm?3). Dolayisiyla 1 ml icerisinde kag¢ hiicre bulundugunu bulmak igin ortalama deger
10.000 ile carpilir. Hemositometre hiicre sayim sonucu (A x 10.000)/4formiili ile
hesaplanmustir. Burada A = 16 biiyiik karede sayilan hiicre adedi, 10.000 ise 0,1 mm® deki
sayim sonucunu 1 ml’deki sayiya doniistiirmek ve standart sonug elde etmek icin kullanilan
bir degismezdir (1 ml =1 cc = 1 cm® = 10,000 X 0,1 mm?®). Hiicre sayiminda seyreltme
besiyeri ile yapilmustir. Olii hiicrelerin sayiminda, daha parlak goriinenler 6li hiicrelerdir.
Bu sirada pasaj i¢in kiiltiir kaplar1 hazirlanmistir. Kiiltiir kabina yeni besiyerleri ilave
edilmistir. Hiicreler birka¢ defa pipetaj yapilarak, tiim hiicrelerin toplanmasi saglanmistir.

Hiicreler hazirlanmis olan kiiltiir kaplariin igerisine yayilip, inkiibatore kaldirilmistir.
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3.2.1.3. Kanser Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Kiltiir kab1 ylizeyini tamamen kaplayan hiicrelere tripsinizasyon islemi yapilmistir. Bu sirada
dondurma sollisyonu hazirlanmistir. TUp igerisine %90 FBS ve %10 DMSO (dimetilstlfoksit)
konulmustur. Dondurma tliplerinin tizerlerine hiicre ad1 pasaj numarasi ve dondurulma tarihi ve
kimin yaptig1 yazilarak tiipler hazirlanmistir. Hucreler 5 dk sonra santrifijden ¢ikarilmistir.
Santriftj edilmis hucreler tlpln dibinde ¢okmus olarak (pellet) gorilmastur. Tup icerisindeki
besiyerinin tamami aspire edilmistir. Daha dnceden hazirlanmis olan dondurma soliisyonudipte
cokmis olan hicrelerin Uzerine eklenmistir ve birka¢ defa pipetaj yapilarak hiicrelerin
besiyerinde iyice dagilmalari saglanmistir. Dondurma soltisyonu igerisindeki hicreler 1’er ml
(10° hiicre) olacak sekilde dondurma tiiplerine yerlestirilmis ve tiiplerin agz1 iyice kapatilmustir.
Tiipler Mr frosty kabina konulup ve kabin agz1 iyice kapatilarak -80°C’yekaldirilmistir. Boylece
hiicreler gogalmadan kademeli olarak dondurulmustur. Ertesi giin hiicreler -80°C’den -196°C’lik
ortama (azot tankina) kaldirilmistir. Melanoma kanser hiicre hattlar1 G361 ve MDA-MB-435

yeterince yedeklenerek kaldirilmaistir.
3.2.1.4. Melanositlerin Dondurulmasi

Kiiltiir kab1 ylizeyini tamamen kaplayan hicrelere hiicrelerin tripsinizasyon (oda sicakliginda
olan Trypsin/EDTA (CC-5012) ve 0.02% Versene® (EDTA), 1:1 karistirarak) islemi
yapilmistir. Bu sirada melanosit dondurma soliisyonu hazirlanmistir. Tup icerisine 60% MGM-
4, 10% DMSO ve 30% FBS konulmustur. Santriftij edilmis hicreler tlpin dibinde ¢okmis
olarak (pellet) gortlmistlr. Tlpln igerisindeki besiyerinin tamami aspire edilmistir. Daha
onceden hazirlanmig olan melanosit dondurma solisyonu dipte ¢cokmdis olan hiicrelerin tizerine
eklenmigtir ve birkag defa pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyerinde iyice dagilmalar
saglanmistir. Dondurma soliisyonu igerisindeki hiicreler 1’er ml (10° hiicre) olacak sekilde
dondurma tlplerine yerlestirildi ve tiiplerin agz iyice kapatilmigtir. Tiipler Mr frosty kabina
konulup kabin agz1 iyice kapatilarak -80°C’yekaldirilmistir. Boylece hiicreler kademeli olarak

dondurulmustur. Ertesi giin hiicreler -80°C’den -196°C’lik ortama kaldirilmistir.
3.2.2. DONDURULMUS HUCRELERIN COZULMESI

Dondurma tupu igerisinde bekleyen hiicreler azot tankindan g¢ikarilip, +37°C’ye kadar
yilkselen su banyosunun icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. 25 cm? kiiltiir kabilar igerisine

hazirlanmisolan besiyeri kompleksi 6 ml olacak sekilde yayilmistir. Coziilmiis olan hucreler

36



besiyeri icerisineher yere gelecek sekilde yayilip, kiiltiir kabi inkiibatdre kaldirilmistir. Ertesi
gun taze besiyeri eklenmistir.

3.3. KANSERLI HUCRELERIN PROGRAMLANMASI

Giiniimiizde birgok hiicre programlama teknikleri kullanilmaktadir. Tezde en giivenli ve en
verimli yontemlerden biri olan Sendai viriisler kullanilmasi planlanmistir. Son zamanlarda,
bu vektorlerle bir¢ok farkli hiicre tipinin daha yiiksek verimlilikle ve daha hizli bir sekilde
programlandigi gosterilmistir(81, 112). Bu nedenle bu tezdahilinde de sendai virusler ile
programlama yapilmasina karar verilmistir. Bu ¢alismada, Life Technologies CytoTune™-

IPS2.0 Sendai programlama kiti kullanilmustir.

Programlama deneylerine baslamadan 6nce CytoTune®-EmGFP Sendai Reporter Kiti
kullanilmistir. Bu sayede tezde yer alan farkli melanoma hiicre hatlarindaki Sendia viriislerin
transfeksiyon verimlilikleri kontrol edilmistir. Viriisler farkli konsantrasyonlarda (MOI
1,3,9) (multiplicity of infection (MOI) yani hiicre basina diisen viriis miktari), kullanilmis

ve 2 gin boyunca eGFP ifadesi konfokal ve fluoresans mikroskoplarda gézlemlenmistir.

eGFP transfeksiyon sonucuna gore programlama calismalarina baglanmistir. Life
Technologies CytoTune™-iPS2.0 Sendai programlama kiti ile her hiicre hattinda uPK
hiicreleri olusturmak i¢in transfeksiyon deneyleri baslamistir. Kit i¢cinden ¢ikan vektorler,

KIf4, Oct3/4, Sox2 (KOS), cMyc ve KIf4 MOI 5,5,3, olacak seklinde kullanilmistir.

3.3.1. PROGRAMLAMA SURECINDE HUCRE HATLARININ HUCRE
KULTURU ORTAMINDA BUYUTULMESI

Kanser hucreleri ve melanositler, normal hiicre kultlru ortamlarinda yetistirilmistir. Saglikli
sekilde  biliylidiikleri donemde, 6-kuyulu hiicre kiiltlir = plakalarma  eklen
(1x105htcre/kuyucuk) ve OSKM programlama faktorlerini igeren vektorlerle (CytoTune®-
1PS 2.0 Sendai Reprogramming Kit) transfeksiyon islemi gergeklestirilmistir. Transfeksiyon
islemi icin 1ml DMEM kuyucuklara eklendi ve 24 saat boyunca, 37°C’de %5 CO2
ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra plakalar bir kez PBS
ile yikandiktan sonra 37°C, %5 CO2 ortamima geri konulmustur. Transfekte edilmis
hicreler, 7.glindebulunan iIMEF besleyici hiicrelerilen kaplanmis, 6-kuyulu hticre kultdr

plakalarma alinmis ve 8.giinde besiyeri, pluripotent kok hiicre besi yerleri (KnockOut
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DMEM (DMEM/F-12+ GlutaMAXTM -l (1x)) + %10 KnockOut™ Serum Replacement
+% 4 Recombinant Human FGF—basic (Amino Acid 1-155) (FGF) + %0,1 B-merkaptoetanol
+ %1 Penisilin/Streptomisin) ile degistirilmistir. Besiyeri, 9-18.giinler arasin her giin taze
besiyeri ile degistirilmis ve programlama siireci Zeiss ters mikroskopu altinda
gozlemlenmistir. Olusan hiicre kiimeleri ya da kolonilerini ¢ogaltma amaciyla iMEF
hicreleri ile kaplanan 24-kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina (melanositlerin programlasinda
belirgin uPK koloni olusumu gézlemlendigi i¢in bu hiicreler ¢ogaltilip birer koloni secilerek

her mikroplaka kuyucuguna aktarildi) koyuldu.

3.3.2. UPK HUCRELERIN KALDIRILMASI

Petri kaplar1 mikroskop altinda gozlemlenmistir. Koloni ve hiicre kiimelerinin bulundugu
yerler daha sonra kaldirmak igin isaretlenmistir. Zeiss ters mikroskop %70 etanol ile
silinerek laminar kabin i¢ine yerlestirilmistir. 25 gauge 1. in¢ igne ile kolonilerin ¢evresi
kesilmistir. Daha sonra 200 uL pipet ile koloniler alinmis, iMEF ile kaplanan ve uPK
besiyeri ekli olan24-kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina konularak ve 37°C’de, %5 CO2
ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢in 48 saat beklendiktan sonra

her giin besi yeri degistirilmistir.
3.3.3. PROGRAMLANMIS HUCRELERIN PASAJLANMASI

Programlanmis hiicre kiiltiirlerinin, idame ettirilmesi i¢in hiicre hatlar1 pasajlanmis deneyler
icin uygun hiicre yogunluklarinin belirlenmesi i¢in hiicre sayimi yapilmis ve daha sonraki

caligmalar i¢in hiicreler dondurulmustur.

Inkiibatdrden ¢ikarilan hiicrelerin besiyerleri aspire edilip, 10 ml PBS ile yikanmstir, bu
sekilde kiiltiir ortamindaki hiicre metabolizma tiriinleri ve serum atiklar1 uzaklagtirilmistir.
PBS ile aspire edilerek 6lii hiicreler uzaklagtirilmistir. Programlanmis kanser hiicrelerinde
1,5 ml tripsin-EDTA solusyonu kiiltiir kabun her yerine gelecek sekilde ilave edilmistir.
Hiicreler inkiibatore kaldirilip, 1-2 dk beklenmistir. inkiibatérden ¢ikarilan hiicreler ters
mikroskop altinda incelenmistir. Yiizeyden kalkmis olan hiicrelerde fazla agregatlar varsa
kiiltiir kabina nazik¢e vurularak yapisan hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasi saglanmigtir.
Hiicreler 4,5 ml besiyeri icerisinde tiiplere toplanmistir. Sogutmali santrifiijde + 4°C’de

11.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant kismi alinip, hiicrelerin iizerine 5 ml’ye
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tamamlayacak sekilde yeni besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler 1:3 oraninda olacak sekilde

pasajlanmigtir.

Programlanmis melanosit kolonileri StemPro™ EZPassage™ Disposable Stem Cell
Passaging Tool kullanilarak mekanik olarak pargalanmis (Sekil 3.3) ve 1:3

oraninda olacak sekilde pasajlanmistir.

Sekil 3.3. Mekanik yontemile kolonilerin par¢alamasi
3.3.4. PROGRAMLANMIS HUCRELERIN DONDURULMASI

Kiiltiir kabi ylizeyini tamamen kaplayan hiicrelere hiicrelerin kaldirma iglemi yapilmistr. Bu
sirada dondurma soliisyonu hazirlanmistir. Tiip icerisine her ImL dondurma soliisyonu i¢in
0.5 mL, uPK medium ve 0.5 mL KnockOut™ Serum Replacement (dondurma soliisyonu
A) konulmustur. Baska bir tiip igerisine her 1 mL dondurma soliisyonu i¢in 0.8 mL uPK
medium ve 0.2 mL DMSO (dondurma soliisyonu B) konulmustur. Dondurma soliisyonu taze
olarak hazirlanmalidir. Dondurma tiiplerinin tizerlerine hiicre adi pasaj numarasi ve
dondurulma tarihi ve kimin yaptig1 yazilarak tiipler hazirlanmigtir. Hiicreler 5 dk santifiijden
sonra c¢ikartlmistir. Santrifiij edilmis hiicreler tliplin dibinde ¢okmiis olarak (pellet)
gorilmistiir. Tipiin icerisindeki besiyerinin tamami aspire edilmistir. Daha Onceden

hazirlanmis olan dondurma soliisyonu A, dipte ¢6kmiis olan hiicrelerin {izerine eklenmistir
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ve birkag defa pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyerinde iyice dagilmalari saglanmistir.
Sonrasinda dondurma soliisyonu B, hizlica eklenmistir. Dondurma soliisyonu igerisindeki
hiicreler 1’er ml (106 hiicre) olacak sekilde dondurma tiiplerine yerlestirilip ve tliplerin agz1
tyice kapatilmistir. Tiipler Mr frosty kabina konulup ve kabin agzi1 iyice kapatilarak -80°C’ye
kaldirilmistir. dylece hiicreler ¢ogamadan kademeli olarak dondurulmustur. Ertesi giin

hicreler -80°C’den -196°C’lik ortama kaldirilmistir.

3.3.5. ES ZAMANLI PCR
3.3.5.1. RNA izolasyonu

Saglikl sekilde biiyiitiilmiis hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in Macherey-nagel Nucleo Spin
RNA Mini Kit kullanilmistir. T-75¢cm? kiiltiir kabilardan besiyeri aspire edilmistir. Hiicreler
hemositometri lami ile say1larak 5x10° hiicre olacak seklinde tiiplare aktarilmistir. Hiicreler
11.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant kism1 alinip, hiicrelerin tizerine 350l
tamamlayacak sekilde Kitin icindeki liziz solisyonu ilave edilip -20°C kaldirilmigtir. Daha
sonra Ornekler ¢oziilerek kit protokolii iizerinden izolasyonun devami yapilmistir. En son

asamada RNA pellete 50ul, RNAese free H.O’da, ¢oziilerek, -20°C kaldirilmistir.
3.3.5.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezlenmesi igin, iscript cONA Synthesis Kit kullanilmistir. Kit protokoliine gore
kullanilacak RNA miktar1 1.000 ng olacak seklinde hesaplanmistir. Kit i¢indeki iScript
Reverse transkriptase enzim ve 5X iScript reaction mix RNAlar iizerine eklenmistir ve BiO-
RAD termal cycler cihaziile 25dk 25°C, 30dk 42°C ve 5dk 85°C inkiibe edilmistir.
Sentezlenen cDNA’lar 1:2 oraninda seyreltilip, -20°C’ye kaldirilmistir.

3.3.5.3. PCR Reaksiyon Kosullar1

PCR reaksiyonunda incelenen genlerin primerleri her gene 6zgii tasarlanip Macrogen firmasi
tarafindan retilmistir. Primer dizilerin detaylar1 Ek-3’te bulunmaktadir. Liyofilize halde
sentezlenen primerler, son konsantrasyonlar1 20 pmol/ul olacak sekilde iyonize su ile
sulandirilmigtir. Stok primerin 10x sulandirilmasi suretiyle 5 pmol/pl primer hazirlanmistir.
BIO-RAD termal cycler (CFX96) cihazlarinda asagidaki protokole bagli olarak PCR
yapilmustir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. qRT-PCR protokolu

Malzeme 16rnek I¢in Miktar
Molekadile biyoloji grade su 6 ul

DyNAm HS SYBR green mix 10 pl

Forward primer (100 pmol/ul) 1l

Reverse primer (100 pmol/ul) 1ul

cDNA 2ul

Toplam 20ul

Hazirlanan karisim, vortekslenip 96-kuyulu plakalara her bir kuyuya 18 ul olacak sekilde
dagitilmistir. 2 ul cDNA eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Plate BioRad Cycler
cihazina yiiklenerek asagidaki PCR programi uygulanmistir. PCR Power SYBR® Green
PCR Master Mixile agagidaki optimize olan protokolu kullanarak yapilmistir.

Cizelge 3.3. PCR programi

Basamak Dongu Sire Sicaklik (°C)
Baslangi¢ denatiirasyonu - 10dk 95
Denattrasyon Annealing Uzama 40 155 95
Son uzama 40 1dk 60

3.3.5.4. AAct Metoduyla mRNA Miktarinin Hesaplamasi

AACt denklemi, kullanilan primer ¢iftleri ayn1 verimlilikte calistiysa, numunelerin gen
ifadelerini degerlendirmek igin kullanilabilir. Yani; hem ilgilenilen gen (gene of interest,

GOl) hem de referans gen tarafindan {iretilen standart egriler paraleldir (113). Standart
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egrileri Ek-4’te gosterilmistir. Her bir 6rnek icin cycle threshold (ct) degeri, muamele
edilmemis hiicrelere gore gen ifadelerini hesaplamak i¢in kullanilmustir. Ilk olarak, referans
gen ile karsilastirildiginda, her bir gen i¢in dongii sayisi (ACt) arasindaki fark hesaplanmistir.
Ardindan muamele edilen hiicrelerin Actde egerinden muamele edilmemis hiicrelerin Act
degeri cikarilarak AAct bulunmustur. ilgili ifade degerleri asagidaki denklem kullanilarak

belirlenmistir: 224C,

3.3.6. PROGRAMLANMIS HUCRELERIN FIKSASYONU

Hicrelerin boyamak igin, 24-kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina 25.000 hiicre olacak seklinde
eklenmistir ve 24 saat, 37°C’de, %5 CO; ortaminda inkiibasyona birakildi. Her kuyucuktan
besiyerini ¢ikartilip ve 3X PBS ile yikanmistir. Sonra soguk metanol ekleyerek 15 dk -
20°C’yekaldirilmis ve sonra metanol aspire edilmistir daha sonra yapilan boyamalar igin -
20°C’de muhafaza edildi.

3.3.7. IMMUNOFLORESAN BOYAMALAR

Immiinofloresan boyamalarda (indirekt metotla) uPK kolonileri 24-kuyulu hticre Kiltur
plakalarin Gzerinde metanol ile sabitlenerek, anti-Nanog, anti-Oct3/4, anti-Tra-1-60, anti-
Sox. ve anti-SSEA4 monoklonal antikorlar ile daha sonra da Alexafluor 488 yada Alexafluor
546 etiketli sekonder antikorlar kullanilarak boyanmistir. 4',6-Diamidino-2-Phenylindole

(DAPI) ise hiicre ¢ekirdegini belirtmek amaciyla kullanilmistir.

Daha once sabitlenen hicreler -20°C den ¢ikartilir. Hiicreler % 1 BSA (Bovin Serum
Albumin) % 1 Triton x-100 ve %98 PBS ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir. Bu sekilde
hucreler hem spesifik olmayan baglanmay1 karsi bloke edilmistir hem de permobolize
olmustur. Permeabilize solisiyonu aspire edilerek, anti-Nanog (1:200), anti-Oct3/4 (1:500),
anti-Tra-1-60 (1:250), anti-Sox2 (1:500) ve anti-SSEA4 (1:100), Barachury (1:100), FGF5
(1:200), APF(1:50) seyreltme solusyonunda (% 1 BSA,% 1 Triton x-100 ve %98 PBS)
seyreltilerek, boyanmistir ve gece boyonca +4°C da inkiibasyona birakilmistir. Ondan sonra
hiicreler 3X PBS ile yikanmustir, ikinci antikor olarak kegi-anti-fare Alexafluor 488 (1:500)
yada Alexafluor 546 (1:400) ile boyanmistir ve 1,5 saat oda sicakliginda ve karanlik bir
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu sonunda hiicreler tekrar 3X PBS ile yikanmistir.
Cekirdeklerin boyamasi i¢in, DAPI (1:100) kullanarak boyanip 5 dk oda sicakliginda ve
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karanlik ortamda inkiibasyona birakilmigtir. Son olarak hicreler 3X PBS ile yikanmis ve
tizerine 350 pl PBS eklenmistir. Boyanmis hiicreler EVOS Floresan mikroskop ile

incelenmistir.

Boyama sonunda hiicrelerin Nanog, Oct3/4 ve Sox2 proteinlerini hiicre ¢ekirdeklerinde,

TRA-1-60 ve SSEA4 proteinini hiicre zarinda bulundurmalar1 beklenmektedir.

3.3.8. ALKALIN FOSFATAZ BOYAMASI

SIGMAFAST BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium)
tabletler Alkalin fosfatazin tespiti i¢in ¢6ziinmeyen bir substrat olarak immuinokimyadaki
kullanimi i¢in gelistirilmistir. 10 ml suda ¢6ziilmiis bir tablet, 10 ml hazir tamponlanmis
substrat soliisyonu saglar. Substrat ¢ozeltisi, BCIP (0.15 mg/ml), NBT (0.30 mg/ml), Tris
buffer (100 mM), and MgCI2 (5 mM), Ph 9.25-9.75 igerir. Tablet paketini dondurucudan

cikartip oda sicakligina kadar 1sinmasina izin verilmistir.

SIGMAFAST BCIP /NBT 15 ml’lik tiipe koyup lizerinde 10 ml distile su eklenmistir. Tablet

¢oziinene kadar vortekslenmistir (2-5 dk).

Daha Once 24-kuyulu hucre kultlr plakalarinda sabitlenmis edilen hiicreler -20°C’den
cikartilip oda sicakliginda birakilmistir. Hiicreler 3X PBS ile yikanmis ve hiicrelerin iizerine,
hazilanan soliisyondan 350ul eklenip 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmis, Zeiss ters 151k

mikroskop ile incelenmistir.

3.3.9. PROGRAMLANMIS HUCRELERIN RNASEQ ANALIiZi

Hiicrelerden (5 x 10°) Machery Nagel Kit ile RNA izole edildi. Numuneler Almanya Kéln
Universitesi, Genomik Merkezi’ne gonderilmis, RNA-Seq analizleri yapilmistir. Kisaca
library hazirligi, amplifikasyon ve yeni nesil dizileme ile numuneler (HiSeq, Illumina)
okunmustur. Illumina Transkriptom programinda analiz edilmis ve yiiriitiiciiye sonuglar

iletilmistir.
3.3.10. EMBRIYONUMSU CISIMCIKLERIN (EC) OLUSTURULMASI

Embriyonumsu cisimcikler ise elde edilen programlanmis hticrelerinin (10.000 hticre

/kuyucuk) % 1 agar kapli 96-kuyucuklu hiicre plakalarinda biiyiitiilerek ‘spheroid’
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olusturmasi saglanmistir, EC olusumu DMEM + %20 serum kosulunda, 7-10 giin boyunca
devam eder ve endoderm, ektoderm, mezoderm gibi 3 farkli ‘germ tabakasi’ igin
farklilagsmalar gozlenmistir. Es zamanli PCR ve imminofloresan tekniklerle alfafetoprotein
(endoderm belirteci), FGF-5 (ektoderm belirteci), Brachyury (mezoderm belirteci) igin
EC’lerdeki gen ve protein ifadeleri belirlenmistir. Bu sekilde programlanmis hiicrelerinin

farklilagma kapasiteleri ortaya ¢ikmustir.

3.3.11. uPK HUCRELERININ NORMAL BESi YERINE BIRAKILMASI iLE
FARKLILASTIRILMASI

Sendai viriisler ile programlanmis kanser hiicreleri pasaj 2’ye kadar pluripotensi kok hiicre
besiyerinde c¢ogaltilmistir. Hiicrelerde pluripotensi ortaminin etkisini kaldirmak ve
farklilagsmay1 tetiklemek icin hiicreler %10 FBS igeren DMEM besiyerine alinmistir. Bu

ortamda 20 giin tutulduktan sonra hiicreler karakterize edilmistir.

3.3.12. MTT

Kolorimetrik MTT testi hiicre canliligini 6lgmek i¢in kullanilmistir. Sar1 (3- (4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5)-difeniltetrazolyum (MTT) metabolik olarak aktif hicrelerde
mitokondriyal rediiktaz ile azaltilacak ve mor formazan elde edilecektir. Ornekler daha sonra
560-570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢ilebilir ve apoptoz veya nekrozdan

kaynaklanan hiicre canliliginin azalmasi, kontrol ile karsilastirarak dlgiilebilir.

Stok MTT soliisyonu PBS icinde 5 mg / ml’de hazirlanmus, steril filtrelenmis ve karanlikta

-20°C’de kullanilmak iizere saklanmuistir.

Hiicreler 96-kuyucuklu hiicre plakalarinda 1x10° olacak sekilde eklenmistir ve 24
saat,37°C’de %5 COz ortaminda inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra 20 pl hazirlanmis
MTT sollsyonu kontroller dahil her bir kuyucuga eklenerek 37°C’de %5 CO2 ortaminda 2
saat sure ile inkiibasyona birakilmistir. Sonra 100 pl DMSO deterjan olarak eklenmistir.
Sonrasinda 560-570 nm dalga boyunda Clariostar Omega mikroplaka okuyucu (BMG

Labtech, Almanya) ile analiz edilmistir.
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3.3.13. MMP9 ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) iLE
INVAZYON ANALIizZi

Yapilan literatiir taramasinda MMP-9’un tiimorijenite iizerine etkilerinin 6zellikle de kanser
kok hiicre etkileri igeren ¢alismalarda daha ¢ok 6nem kazandigi gosterilmistir (114). Human
Matrix Metalloproteinase-9 (MMP9) ELISA Kkiti, 6rneklerdeki MMP-9'u kantitatif olarak
belirlemek i¢in kullanilacaktir. Matriks metalloproteinaz (MMP) ¢inkoya bagimli proteolitik
enzimlerin bir smifidir ve ekstraseliler matriks (ECM) proteinlerinin degredasyonundan
sorumludur. iInsan MMP-9, kati-faz sandvi¢ ELISA eslesen bir antikor ¢ifti arasina baglanan
hedef miktarmi G6lgmekigin tasarlanmigtir. Hedefe spesifik bir antikor, kit ile verilen
mikroplakanin koyucuguna dnceden kaplanmustir. Ornekler, standartlar ve kontroller daha
sonra bu kuyucuklara ilave edilir ve hareketsizlestirilmis antikora baglanir. Sandvig, ikinci
(dedektor) antikorun eklenmesiyle olusturulur; tutma (capture) antikorundan farkli bir epitop
tizerinde hedefe baglanir. Bir konjlige enzim, dahil edilir. Baglanmamis maddelerin
mikroplakasini gidermek i¢in inkiibasyon ve yikama adimlarindan sonra, dl¢iilebilir sinyal
uretmek icin enzim-antikor-hedef kompleksi ile reaksiyona giren bir substrat sollisyonu ilave
edilir. Bu sinyalin yogunlugu, orijinal 6érnek i¢cinde mevcut hedef konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

Hiicre kiltiiri ortamindan o6rnek alinarak (100 pl) dondurulmustur. Hucre Kkiltir
slpernatantlar1 1:50 oraninda seyreltilmistir ve kit ile saglanan 96-kuyucuklu plakalara
eklenmistir. MMP-9’u taniyan antikorlar ile inkiibe edilmis ve analiz sonunda MMP-9 i¢in
farkli hiicre gruplarinda verilen absorbans Clariostar Omega mikroplaka okuyucu (BMG

Labtech, Almanya) ile analiz edilmistir.
3.3.14. MIGRASYON ANALIZLERIi

Hiicrelerin migrasyon kapasitelerini 6l¢gmek i¢in xCelligence cihazinda (Acea Biosciences)
serum konsantrasyonuna gore verilen migrasyon 6zelligi analiz edilmistir. Hiicreler cihaz ile
uyumlu olan 6zel CIM plakalarina ekilmistir (40.000 htcre/kuyucuk). Hicreler %2 serum
ile ekilmistir. kuyucuklarin asagisinda migrasyonu tetikleyecek olan %10 serum iceren
besiyeri bulunmaktadir. Hucrelerin migrasyonu 24 saat boyunca xCelligence RTCA DP
cihazinda 37 °C'de % 5 CO2'de analiz edilmistir.
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3.3.15. AKIM SITOMETRISi ANALIZi

Akim sitometri hiicre veya hiicre i¢i partikiil ve molekiillerin ayrilmasinda kullanilan bir
tekniktir. Bu teknikte heterojen ve siispansiyon halindeki hiicre popiilasyonundan lazer 1s181n
yardimiyla farkli hiicre tiirleri, biiylikliigii ve sayisi, sitoplazmik karisikligi, DNA veya RNA
icerigi ve genis bir alanda hiicre zarina baglanan veya hiicre i¢i proteinleri l¢tiliir. Ayni
zamanda binlerce partikullerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin multi parametrik analizlerin
gerceklestirir. Bu teknikte partikiller akmakta olan bir akiskanin i¢indeyken lazer 1s181ina
gonderilir ve lazerden gegerken 15181 dagitir. Hiicrelere veya partikiller éncelikle floresan
ila igaretlenir. Bunun i¢in hiicrelerin yiizeyindeki antijenlere baglanan floresan monoklonal
antikorler kullanilir. Akim sitometri analizinin immiinofloresan boyamaya gore sayisal veri
saglamas1 avantaj saglamis, elde edilen hiicrelerin ne kadarmin farklilasabildigi hakkinda

daha net bilgi alinmistir.

Akim sitometri analizi igin hiicreler santrifiijlenmis, soguk 1X PBS ile yikanmis ve bunu
takiben CD146-FITC, CD44, CD24, CD70 igin boyama yapilmistir. Hiicreler, BD Accuri
Plus Akim Sitometresi'nde (BD) analiz edilmistir. 20.000 hiicre i¢in, pozitif popiilasyonlarin
yiizdeleri BD Accuri Plus yazilimi (BD) kullanilarak belirlenmistir.

3.3.16. APOPTOZ

Apoptoz, gelisimin normal bir parcasi olarak ortaya cikan hiicre Oliimiiniin dikkatle
diizenlenmis bir islemidir. Uygun olmayan sekilde diizenlenen apoptoz, hastalik
durumlarinda, Ornegin Alzheimer hastalifi ve kanserde gorilmektedir. Apoptoz,
karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle nekroz veya kaza sonucu hiicre
Olimiinden ayirt edilir. Bu degisikliklere 6rnek olarak, niikleer kromatin sikistirilmasi ve
pargalanmasi, sitoplazmanin biiziismesi ve membran asimetrisinin kaybedilmesi verilebilir.
Normal canli hiicrelerde fosfatidilserin (PS) hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde bulunur.
Bununla birlikte, apoptotik hucrelerde, PS plazma membranmnin igten disina aktarilir.
Boylece PS’yi harici hiicre ortamina maruz birakir. LOkosit apoptozunda, hiicrenin dis
yuzeyi Uzerindeki PS, makrofajlar tarafindan tanimlanir ve fagositoz igin hiicreyi isaretler.
Insan antikoagiilan1 olan Anneksin V, 35-36 kDa Ca?"’e bagl bir fosfolipid-baglayici
protein olup PS icin yiksek afiniteye sahiptir. Bir florofor veya biotin ile isaretlenmis

Annexin V, zar Uzerinde maruz kalan PS'ye baglanarak apoptotik hiicreleri tanimlayabilir.
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Alexa® Fluor 488 annexin V ve PI iceren Alexa Fluor® 488 annexin V / Oli Hucreli
Apoptoz Kiti, apoptoz analizlerinde kullanilmistir. Kisaca hiicreler (1x10°) PBS ile 3 kez
yikanip, mikrofiij tiiplerine alinmistir. Annexin V (5ul), PI (1ul) ile 15 DK oda sicakliginda

inkube edilerek BD Accuri Plus cihazinda okumustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. KANSER HUCRE HATLARININ HUCRE KULTURU ORTAMINDA
BUYUTULMESI

Melanoma kokenli kanserli hucreler (MDA-MB-435 ve G-361) kiiltiir edilmistir. MDA-
MB-435 ve G-361 DMEM besi yerinde, %10 FBS ecklenmesiyle, 37°C’de %5 CO:2
ortaminda biiyiitiilmistiir. MDA-MB-435 ve G361 hiicre hatlar1 i¢in saglikl hiicre kiiltiirleri

olusturulmustur.

Melanosit hiicre programlama deneylerinde pozitif konrol olarak kullanilmis, bu hiicreler MBM-
4 Melanocyte Basal Mediumile, 37°C’de %5 COz2 ortaminda biiyiitiilmiistiir. Melanositler i¢in

saglikli hiicre kiiltiirleri olugturulmustur.

4.2. PROGRAMLAMA FAKTORLERININ KANSER HUCRELERDEKI BAZAL
IFADE SEVIYELERININ INCELENMESI

Saglikl sekilde biiyiitiilmiis kanserli hiicrelerden RNA izole edilerek, 6nce cDNA sentezlenmis
sonra da Oct3/4, KIf-4, Sox-2 ve c-Myc gibi programlama faktorleri ve Nanog, Lin28 ve Cripto
gibi pluripotensi belirtegleri bakimindan bazal seviyedeki gen ifadelerine bakilmistir. Buradaki
analizlerde kontrol ve referans hiicre hatti melanositler kullanilmistir. Kanser hiicre hatlarindaki
ifade seviyeleri melanositlere gore normalize edilmistir ve GAPDH referans geni olarak

kullanilmistir. Bu sekilde hiicreler arasi karsilagtirma yapilmasina olanak saglanmaistir.

Sekil 4.1A’da gorildigi gibi, MDA-MB-435 hiicre hattt K1f-4 faktorlerini melanositlere gore
daha az seviyede ifade ederken diger faktorlerin melanositlere gore daha yiiksek ifade
edilmektedir (Sekil 4.1A), G361 hiicre hattinda tiim faktorlar melanositlere gore daha ylksek
ifade edilmektedir (Sekil 4.1B).
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Sekil 4.1. Programlama faktdrlerinin kanser hiicre hatlarindaki ifade seviyeleri. MDA-MB-
435 ve G361 hiicrelerindeki programlama faktorlerinin bazal seviyedeki ifadeleri es-zamanl
PCR ile belirlenmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken melanositler referans hiicre

olarak, GAPDH ise referans geni olarak kullanilmigtir

4.3. KANSER HUCRELERININ PROGRAMLANMASI

4.3.1. KANSER HUCREININ SENDAi VIRAL VEKTORLER IiLE
TRANSFEKSIYONU

Programlama deneylerine baslamadan once CytoTune®-EmGFP Sendai Reporter Kiti
kullanilmistir. Bu sayede melanoma hiicre hatlarinda eGFP reporter gen kodlayan Sendai
virtsleri transfeksiyon verimlilikleri kontrol edilmistir. Virisler farkli konsantrasyonlarda
kullanilmig ve 2 giin boyunca eGFP ifadesi floresan mikroskop ve lazer taramali konfokal

mikroskopda gozlemlenmistir. Sekil 4.2°te goriildiigii gibi eGFP ifadesi 24 saatte gOriilmeye
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baslanmis, ve 48 saat sonunda hiicrelerin %95’inde ifade gézlemlenmistir. Bu profil 2 hiicre

tipinde de gdzlemlenmistir.

24 SAAT 48 SAAT

MDA-MB-435

G361

Sekil 4.2. Sendai viris gen transfer kontrol deneyi. MDA-MB-435 ve G361 hicreleri eGFP
reporter geni tagiyan Virtsler ile transfekte edilmis ve hiicrelerin eGFP ifadeleri 24 ve 48
saat sonrasinda lazer taramali konfokal lazer mikroskobunda goézlemlenmistir (40X

biyltme)

Sekil 4.3°te her hiicre hatt1 i¢in 48 saat sonunda farkli viriis konsantrasyonlarindaki eGFP
ifadesi gosterilmistir. Hiicreler genel olarak MOI 3’te %75 civarinda transfeksiyon

verimliligi gosterirken, MOI 9°da ise %100°e yakin verimlilik gostermektedir. Bu da bize
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MOI 3 ile 9 arasinda calisildig1 siirece yiiksek transfeksiyon verimliligini saglamig
olacagimizi gostermektedir. eGFP transfeksiyon sonucundanelde edilen veriler 1s1ginda

programlama ¢alismalarina baslanmistir.

MOI 1

MDA-MB-435

G361

Sekil 4.3. Sendai virls konsantrasyonunun belirlenmesi. MDA-MB-435 ve G361 hiicreleri
eGFP reporter geni tasiyan farkli viriis konsantrasyonlarindaki virtisler (MOI 1, 3 ve 9) ile
transfekte edilmistir. Hucrelerin eGFP ifadeleri 48 saat sonrasinda floresan mikroskobunda

gozlemlenmistir (20X biyttme)

4.3.2. KANSER HUCRESI SENDAI VIRAL VEKTORLER iLE
PROGRAMLANMASI

Kanser hiicreleri ve melanositler, normal hiicre kultiirii ortamlarinda yetistirildi ve OSKM
programlama faktorlerini iceren vektorlerle transfeksiyon islemi gerceklestiridi. Bu sireg
Zeiss ters 151k mikroskobu ile gozlenmistir. Sekild.4’te goriildiigii gibi programlama
sonrasinda tiim hiicrelerde morfolojik degisim gozlemlenmistir. Transfekksiyondan 19 gln
sonra pozitif kontrol olan melanositlerden uPK kolonileri olusmustur. Bu koloniler secilerek
cogaltilmis ve Sekil 4.4’te de goriildiigii gibi pasajlanmiglardir. Kanser hiicreleri ise 19.gin
sonunda melanosit uPK hiicrelerinin gosterdigi kadar kompakt koloni olugturmamislardir,
fakat hiicre kiimeleri belirgin sekilde gdzlemlenmektedir. Programlanmis MDA-MB-435 ve
G361 hiicreleri de pasajlanarak ¢ogaltilmiglardir.
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Giin 1 Giin 7 Giin 14 Giin 19 Pasaj 2

MDA-MB-435 G361

Melanosit

Sekil 4.4. Kanser hiicre hatlarinin ve melanositlerin programlama stirecinde kiiltiir
ortamindaki goriintiileri. Programlanmis G361, MDA-MB-435 hiicre hatlarinin ve

melanositlerin ters 151k mikroskobundaki goriintiileri alinmistir (10X buyltme)

4.4, PROGRAMLAMA FAKTORLERININ PROGRAMLANMIS KANSERLI
HUCRELERE VERILISINDEN SONRAKi GEN iFADE SEVIiYELERININ
INCELENMESI

Es zamanli PCR analizleri i¢in programlama sonrasinda 7.giinde ve pasaj 2’de elde edilen
hiicrelerden (<1X10° hiicre) RNA izole edilerek, cDNA sentezlenmistir. Sonrasinda her bir
programlanmishiicre hattindan elde edilen 2pg cDNA ile NANOG, LIN28, OCT %, SOX-2,
KLF-4,C-MYC ve CRIPTO genleri igin es zamanli PCR analizleri yapilarak her bir genin

‘referans gen” GAPDH genine gore ifade seviyesi belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Programlama faktorlerinin transfeksiyon den 7 giin sonra hicrelerdeli ifade
seviyeleri. Melanositler ve MDA-MB-435, G361 hucrelerindeki programlama faktorlerinin
ifadeleri es-zamanli PCR ile belirlenmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken melanositler

gore normalize edildi, GAPDH ise referans geni olarak kullanilmistir

Sekil 4.5’te goriildigi gibi, transfeksiyondan 7 giin sonra pozitif kontrol grubu olarak
kullanilan melanositlerden programlama sonrasi elde edilen uPK kolonilerinde genel olarak
tiim programlama ve pluripotensi belirtegleri yiiksek ifade gostermistir. Programlanmis
kanser hucrelerinde ise programlama faktorleri ylksek ifade gosterirken, pluripotensi
belirtegleri bakimindan programlanmis melanositler kadar yiiksek ifade gozlenmemistir
(Sekil 4.5). Programlanmig kanser hiicrelerinde ise programlama faktorleri yiiksek ifade
gosterirken, pluripotensi belirtecleri bakimindan programlanmis melanositler kadar yiiksek

ifade gézlenmemistir.

Programlama sonrasinda pasaj 2’de elde edilen hiicreler de es zamanli PCR ile analiz
edilmistir ve 7. giin sonuglart ile karsilastirma imkani sunulmustur. Tiim hiicrelerin
transfekte edilen programlama faktorlerini yuksek ifade ettirdikleri goriilmiistir (Sekil

4.6A). Onemli pluripotensi belirteclerine bakildiginda ise programlanmis melanositlerin
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NANOG, LIN28 ve CRIPTO genlerini yiiksek seviyede ifade ederken, programlanmuis kanser
hatlar1 ayn1 seviyelere ulasamamustir (Sekil 4.6B). Programlama ve pluripotensi
beliteclerinin kontrol hiicre hatlarinda ve transfeksiyondan sonra elde edilen hiicrelerdeki

gen ifadeleri karsilagtirmali olarak ek-5’te verilmistir.
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Sekil 4.6. Programlama faktorlerinin programlama sonrasindaki pasaj 2’deki hucrelerdeki
ifade seviyeleri. Prog. MDA-MB-435, Prog.G361 ve melanositler programlama
faktorlerinin bazal seviyedeki ifadeleri es-zamanli PCR ile belirlenmistir. Gen ifade
seviyeleri hesaplanirken melanositler gore normalize edildi, GAPDH ise referans geni olarak

kullanilmistir
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4.5. PLURIPOTENT HUCRE BELIRTECLERININ PROTEIN IFADELERININ
IMMUNOFLORESAN TEKNIKLERLE HUCREDEKi YERLERININ
BELIRLENMESI

Immiinofloresan boyamalarda uPK kolonileri 24-kuyulu hiicre kiiltiir plakalarma Gzerinde
metanol ile sabitlenerek, anti-Nanog, anti-Oct3/4, anti-Tra-1-60, anti-Sox2 ve anti-SSEA4
monoklonal antikorlar ile daha sonra da Alexafluor 488 etiketli sekonder antikorlar

kullanilarak boyanmistir. DAPI ise hiicre ¢ekirdegini belirtmek amaciyla kullanilmastir.

Programlanmis melanositlerin ve programlanmis kanser hiicreleri programlama faktorlerini
Oct3/4 ve Sox2 cekirdekte ifade ettikleri gozlenmistir. Bu da gen ifadesi sonuglarini

desteklemis ve transfeksiyonun gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.7 ve 4.8).

Programlanmis melanositler pluripotensi belirteci olan Nanog’u ¢ekirdekte, Tral-60 ve

SSEA-4’unun antijenlerini ise hiicre zarinda ifade etmektedir (Sekil 4.7).

Oct3/4 — - Nanog — 0 — Sox-2 — -

Melanosit
10x

10x

Programlanmis melanosit

Sekil 4.7. Pluripotent hiicre belirteclerinin protein ifadeleri. Programlanmis melanositlerin
immunofloresan boyama ile Oct4, Nanog, Sox2, Tra-1-60 ve SSEA-4 antijenleri ile
boyanmistir. Floresan mikroskobu ile goriintiiler alinmistir (10X). DAPI ¢ekirdek boyasi

olarak kullanilmigtir
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Ote yandan, programlanmis kanser hiicreleri, &zellikle MDA-MB-435, sadece Nanog
proteinini belirgin sekilde ifade ederken, Tral-60 ve SSEA-4 igin negatif sonug vermislerdir
(Sekil 4.8).

4.6. EMBRIYONUMSU CIiSIMCIKLER (EC) OLUSTURULMASI ILE FARKLI
GELISIM EVRELERINE AIT HUCRE TiPLERININ GOZLENMESI

Programlama sirasinda pluripotensi diizeye ulasip ulasilmadigini kontrol etmek amaciyla
hiicre kiiltiir ortaminda embriyonumsu cisimcikler olusturup 3 germ tabakasina ait hiicrelerin
varligi tespit edilir. Bu amagla Programlanmis hiicrelerle embriyonumsu cisimcikler
olusturup 7 giin sonunda olusan spheroidlerde endoderm, ektoderm ve mezoderm gibi 3

farkli germ tabakasina dogru farklilasma olup olmadigi analiz edildi (Sekil 4.9).

G361 Prog.G361 MDA-MB-435 Prog.MDA-MB-435

Sekil 4.8. Pluripotent hiicre belirteglerinin protein ifadeleri. Programlanmis ve kontrol

Oct3/4

Sox2

Nanog

Tra-1-60

SSEA-4

kanser hucrelerinin immunofloresan boyama ile Oct4, Nanog, Sox2, Tra-1-60 and SSEA-4

antijenleri boyamistir. Floresan mikroskop ile goriintiiler alinmistir (10X). DAPI ¢ekirdek

boyasi olarak kullanilmistir
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Prog.G361 Prog. MDA-MB-435 Prog.Melanosit

Sekil 4.9. Programlanmis ve kanser hiicrelerinin EC siirecinde kiiltlir ortamindaki
gorintdleri. Prog.G361, Prog. MDA-MB-435 ve Prog.Melanositler EC kiiltiir siireci, ters 151k
mikroskop altinda izlendi (1. Ve 7. Giin-10X biyutme)

EC olusturduktan sonra AFP, FGF-5 ve Brachyury genleri igin qRT-PCR analizleri
yapilarak her bir genin referans gen GAPDH genine gore ifade seviyesi belirlenmistir. Sekil
4.10°de de goriildiigii gibi, FGF-5 programlanmis kanser hiicre hatlarinda, normal kanser
hatlarina gore artmistir. Mezoderm belirteci Brachyury geni ise programlanmis MDA-MB-
435 hiicrelerinde azalmis, programlanmis G361 hiicrelerinde ise artmustir. Endorderm

belirteci AFP i¢in ise sadece programlanmis G361’de artis goriilmistiir.
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Sekil 4.10. AFP, FGF-5, Brachyury genlerin hiicrelerdeki bazal ifade seviyeleri. MDA-MB-
435, G361 ve Prog. MDA-MB-435 ve Prog. G361 EC'lerden 3 farkli ‘germ tabakas1’ i¢in
belirteg genlerin bazal seviyedeki ifadeleri es-zamanli PCR ile belirlenmistir. Gen ifade
seviyeleri hesaplanirken programlanmis melanositlere gore normalize edilmis, GAPDH ise

referans geni olarak kullanilmistir

Gen ifade analizlerini takiben immiinofloresan tekniklerle AFP, FGF-5, Brachyury igin
EC’lerdeki protein ifadeleri belirlenmistir (Sekil 4.11). Programlanmis melanositler kontrol
hicre olarak kullanildi ve tiim germ tabaka belirtegleri bakimindan protein ifade seviyeleri
gosterildi. Programlanmis kanser hiicreleri FGF-5 proteini normal kanser hiicre hatlarina
gore artmistir. Programlanmis MDA-MB-435 Brachury proteini daha az miktarda ifade
ederken, programlanmig G361 daha fazla ifade etmektedir. AFP ise hicbir kanser hiicresinde

ifade gostermemistir.
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Prog.Melanosit G361 Prog.G361 MDA-MB-435 Prog.MDA-MB-435

FGF-S

Brachury

a-fetoprotein

Sekil 4.11. Immiinofloresan tekniklerle AFP, FGF-5, Brachyury icin EC’lerdeki protein
ifadeleri. Kontrol ve programlanmis hiicrelerden elde edilen EC’ler 3 farkli germ tabakasi
belirteci i¢cin boyandi. Floresan mikroskop ile goriintiiler alinmistir. DAPI ¢ekirdek boyast
olarak kullanilmistir (10X)

4.7. PROGRAMLANMIS HUCRELERIN RNA-SEQ ANALIZLERI

Kontrol kanser hiicreleri, melanositler, programlanmis kanser hiicreleri ve programlanmis
melanositlerden RNA izole edilmis ve K&ln Universitesi'ndeki Genom Merkezi’nde yeni
nesil dizileme ile transkriptomlart (RNA-Seq) analiz edilmistir. Proje Onerisinde
mikroarraye dayali bir yontem Onerilmigken, giinimuzde yeni nesil dizilemenin daha fazla
Onem kazanmasi ve daha giivenilir sonuglar verecek olmasindan dolay: (97, 115) drnekler
yeni nesil dizilemeye dayali bir yontemle analiz edilmistir. Sekil 4.12 ise projede ilgilenilen
onemli kok hiicre belirteglerinin gosterdileri sonuglar belirtilmistir. Buna gore,
programlanmis melanositler yapilan diger tiim analizlerde oldugu gibi yiiksek pluripotent
karakter gosterirken, programlanmis kanser hucreleri sadece KLF4, SOX2, CMYC
genlerinde daha fazla ifade gostermektedir.
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Sekil 4.12. RNA-Seq kok hucre belirte¢ analizleri. Kontrol kanser htcreleri melanositler,
programlanmis kanser hiicreleri ve programlanmis melanositlerin RNA-Seq analizlerinde
kok hicre belirtecleri icin gosterdikleri referans genoma karsi eslenmis okumalar analiz

edilmistir

4.8. ALKALIN FOSFATAZ BOYAMASI

Pluripotent diizeyde olan hiicreler i¢in diger bir 6zellik de alkalin fosfataz (AP) enzimini
aktif halde bulundurmalaridir. Bu nedenle kanser hiicreleri, melanositler ve programlanmig

hiicreler AP aktiviteleri bakimindan boyanmustir.

Sekil 4.13’de goriindii gibi programlanmis melanosit harig, diger guruplarda alkalin fosfataz

ifade edilmemistir.
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Sekil.4.13. Kontrol ve programlanmis hiicreleri alkalin fosfstaz boyamasi. Kontrol ve
programlanmis hiicreler 24 kuyucukluhiicre plakalarina ekilir ve AP substrati ile inkiibe
edilerek degisim gozlemlenmistir. Hiicrelerden ters 1sik mikroskobunda gorintuler
almimustir (10X)

4.9. PROGRAMLANMIS HUCRELERIN NORMAL BESIYERI KOSULLARINA
BIRAKILMASI

Programlanmig kanseri pluripotensi besiyerinden alinip normal besiyerine (DMEM besiyeri,
%10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin sterptomisin) konulduktan 20 giin sonra
karakterize edilmeye baslandi. Hiicreleri ters 151k mikroskobunda morfolojik olarak
degisimleri gézlemlendi. Sekil 5.12°de goriildiigii gibi, programlanmis hiicreler pluripotent
kok hiicre besiyerinde koloni ve kiime olustururlarken, fnormal besiyerinde morfolojileri
degismis, tekil hiicreler seklinde biylimeye devem ederek kontrol melanosit hicrelerine

(sekil 4.14) benzer morfoloji gostermislerdir.
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Sekil 4.14. Farklilasmis hiicrelerin kiiltiirdeki goriintiileri. Farklilagma prosesine maruz
birakilan programlanmis hiicreler 6-kuyucuklu plakalarda ters 151k mikroskobu altinda
goriintiilendi. Hicrelerin 20 giin sonundaki goriintiileri ve programlanmis hiicrelerin

gorintuleri gosterilmektedir (10X)

4.10. NORMAL BESIYERI KOSULLARINA BIRAKILAN HUCRELERIN
MELANOSIT MARKERLARININ iFADE SEVIYELERININ INCELENMESI

Saglikli sekilde biiyiitiilmiis ve kendiliginden farklilagtirilan hiicrelerden TYR, MELANA,
TRYP1genlerinines zamanli PCR analizleri yapilarak her bir genin referans gen GAPDH
genine gore ifade seviyesi belirlendi. Ifade seviyeleri programlanmis hiicrelere gore
normalize edilmis, GAPDH geni referans gen olarak kullanilmistir. Sekil 4.15°da da
goridiigii gibi, farklilasma besiyerinde hiicrelerin 20 giin kiiltiir edilmesini takiben
hiicrelerdeki TYR, MELANA, TRYP1 genlerinin ifadesi artmistir.
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Sekil 4.15. Farklilasmis hiicrelerin gen ifade analizleri. Programlama sonrasinda
farklilagtirllmis a) MDA-MB-435 ve b) G361 hicrelerinin TYR, MELANA ve TRYP1
genlerinin ifadeleri gRT-PCR ile belirlenmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken
programlanmis hiicrelere gore normalize edildi, GAPDH ise referans geni olarak

kullanilmistir
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4.11. AKIM SITOMETRI iLE PROTEIN iFADE ANALIiZLERI

Melanoma hticrelerinde ifade edildigi bilinen CD146 belirtecinin ifadesine akim sitometri
ile bakilarak normal besiyerine konulan hiicrelerdeki degisim analiz edilmistir. Akim
sitometri analizinin immiinofloresan boyamaya gore sayisal veri saglamasi avantaj saglamais,
elde edilen hiicrelerin ne kadarmin tekrar melanoma tarafina dogru farklilasabildigi

hakkinda daha net bilgi alinmistir.

Sekil 4.16°de gosterildigi gibi G361 hiicreleri normalde %94,4 CD146 pozitiflik gosterirken,
programlandiklarinda bu oran %?2,4’e diismiis, farklilasma sonrasinda ise tekrar %87,9’a
yiikselmistir. MDA-MB-435 hicreleri ise normalde %81 CD146 pozitiflerken,
programlandiklarinda bu oran %0,3’e dismiis, farklilasma sonrasinda ise %32,6’ya

cikmustir.
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Sekil 4.16. Farklilasmis hiicrelerin protein ifade analizleri. Kontrol kanser hiicreleri,
programlanmis ve farklilastiriimis a) MDA-MB-435 ve b) G361 hiicrelerin CD146 ifadesi
akig sitometri ile analiz edilmistir. Her grup igin 20.000 hiicre incelenerek pozitif olan

hicrelerin yilizdeleri belirlenmistir
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4.12. PROGRAMLANMIS VE FARKLILASMIS HUCRELERIN
TUMORIJENITELERININ BELIRLENMESI

Tiimorijenite ¢alismalarinda hem programlama ¢alismalarindan elde edilen hiicreler hem de
programlama sonrasinda farkililasma prosesine birakilan hiicrelerde denemistir. Bu sayede
sadece farkililasma degil, arada elde edilen programlama islemi sirasinda da hiicrelerden asil

bir degisim gergeklestigi anlagilmis olunacaktir.
4.12.1. MTT VE KEMOTERAPOTIK iLAC ANALIiZLERI

Hicreler 96-kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 saat sonra 5-fluorouracil (5-Fu)
Kemoterapotik ilaci ile inkiibe edildi. ilag ile 24 saat inkiibasyon ardindan hiicrelerin ilaca

verdigi tepki MTT hiicre canlilik testi ile analiz edildi.

Kontrol kanser hiicreleri, programlanmis ve farklilasmis hiicreler 5-Fu ilaci ile inkiibe
edilmis, hiicrelerin canlilik yiizdeleri analiz edilmistir (Sekil 4.17). Kontrol kanser hiicreleri
5-FU ilacina (0,1, 0,2 ve 0,4 mM) kars1 direngli olduklar1 gériilmistiir. Programlanan MDA-
MB-435 hiicreleri konsantrasyona bagl hiicre olimii gosterirken, programlanan G361
hiicreleri kontrol G361 hiicrelerine benzer bir yanit vermistir. Farklilasmis hiicreler ise
programlanmis hiicrelerin gosterdigi duyarliligi gésterememis, ana kanser hiicre hatlarina

benzer bir cevap vermislerdir.
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Sekil 4.17. Kematerapotik ilaca karst hiicre canlilik analizleri. A) MDA-MB-435 ve B) G361
kontrol kanser hiicreleri, programlanmis ve farklilasmis hiicreler kematerapoétik ilag olan
5-Fu ile farkl konsantrasyonlarda (0,1, 0,2 ve 0,4 mM) 24 saat inkiibe edilmis, hiicrelerin
canlilik yiizdeleri MTT ile analiz edilmistir

4.12.2. MIGRASYON ANALIZLERI

Hucrelerin  migrasyon kapasitelerini  6lgmek icin  xCelligence cihazinda serum
konsantrasyonuna gore verilen migrasyon 6zelligi analiz edilmistir. Bu nedenle, hiicrelerin
motilite 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak iizere kontrol kanser hiicreleri, programlanmis ve
farklilasmis hiicreler xCelligence cihazinda hiicre indexlerini belirlemek tizere CIM
plakalarina ekilmistir. Plakalara ekildikten 24 saat sonra, MDA-MB-435 hiicreleri
programlanma sonrasinda motiliteleri dlismiisken, farklilasma sonrasinda kontrol
hiicrelerine gore migrasyon oOzellikleri artmistir. G361 hiicreleri de benzer bir profil
gosterirlerken, migrasiyonu gosteren hiicre indeks degerleri MDA-MB-435 hiicrelerine gore

daha yiksektir.
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Sekil 4.18. Migrasyon analizleri. A) MDA-MB-435 ve B) G361 kontrol kanser hiicreleri,
programlanmis ve farklilagsmis hiicreler CIM plakalara ekilir ve 24 saat boyuna xCelligence

cihazinda verdikleri migrasyon degerleri dl¢iiliir
4.12.3. MATRiIX METALLOPEPTIDASE 9 ELISA iLE iNVAZYON ANALiZzZi

Kontrol kanser hiicreleri, programlanmis ve farklilagsmis hiicreler Matrix metallopeptidase
9 (MMP-9) icin analiz edilmistir. Timoérijenik 6zelliklerde meydana gelen degisiklikleri
anlamak amacyla hiicre dis1 matriksi pargalaya bilenve tiimor gelisimi ve invazyona katkida
bulunan MMP-9 ifadesini bakmak dnemlidir. Sonuca gére, MDA-MB-435 hiicreleri igin
programlama sonrasindaki farklilagsma prosesinden sonra MMP9 icin daha yiiksek absorbans
elde edilirken, programlama hiicreleri kontrol kanser hiicre hattina benzer bir ifade
gosterdiler. G361 hiicreleri ise programlama sonrasinda MMP9 seviyelerinde belirgin bir
artis gézlemlenmisken, farklilasma sonrasindaki hiicreler kontrol hiicrelerine benzer bir

seviye gostermektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. MMP9 ifade analizleri. A) MDA-MB-435 ve B) G361 kontrol kanser hiicreleri,
programlanmis ve farklilagsmis hiicrelerin kiiltiir edildikleri besi yerlerinde 6rnek numuneler
(100uL) alinir ve ELISA analizi ile her deney grubundaki absorbans degerleri mikroplaka

okuyucuda olclir

4.13. KANSER KOK HUCRE BELIRTECLERI

CD44 pozitif/CD24 negatif hiicreler 6nemli bir kanser kok hiicre populasyonudur (116).
Bunu goz onilinde bulundurarak, hiicreler programlanma oncesi, sonrasi ve farklilasma
sonrasinda bu tip bir kanser kok hiicre populasyonu igerip igermedikleri bakimindan analiz
edilmigstir. Sekil 4.20 yapilan akis sitometri analizlerini gostermektedir. MDA-MB-435
hiicreleri normalde %99,7 oraninda CD44 pozitif/CD24 negatif hiicre populasyonu
icermektedir, programlanma sonrasinda bu %67,9’a diiserken, farklilagsma sonrasinda
%80,8’e ylikselmistir. Bu oranlar G361 i¢in ise su sekildedir: %66.3, %37.1 ve %95.1. Bu

da programlama ile genelde kanser kok hiicre populasyonlarini azalttigimizi gostermektedir.
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Sekil 4.20. Kanser kok hiicre belirteclerinin ifadeleri. Kontrol kanser hiicreleri,
programlanmis ve farklilastirilmis A) MDA-MB-435 ve B) G361 hicrelerin CD44 ve CD24
icin ortak ifadesi akis sitometri ile analiz edilmistir. CD44+/CD24- hicreler kanser kok

hlcrelere ait olan populasyonu gdstermektedir

CD70 ise diger bir melanoma kanser kok hiicre belirteglerindendir (117). Bu belirteg icin
yapilan akim sitometri analizlerinde kontrol kanser hicreleri de dahil olmak Uzere higbir

durumda bu belirtecin ifadesinde bir artis gézlemlenmemistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Kanser kok hucre belirteclerinin ifadeleri. Kontrol kanser htcreleri,

programlanmis ve farklilagtirilmis a) MDA-MB-435 ve b) G361 hicrelerin kanser kok hiicre

belirteclerinden biri olan CD70 ifadesi akis sitometri ile analiz edilmistir
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4.14. APOPTOZ

Programlanma ve farklilasmanin hiicrelerin apopotozu lizerine etkilerini anlamak amaciyla,
doktora ¢alismalar1 boyunca elde edilen tiim hiicre gruplar1 ve konrol kanser hiicrelerinin
apoptoz seviyeleri 6l¢iilmiustiir. Sekil 4.22’da gdsterdigi gibi programlamadan sonra belirgin
bir sekilde apoptotik hiicre sayist artmisken, farklilagsmadan sonraysa proapoptotik

hiicrelerin sayisinda artis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.22. Apoptotik hiicrelerin incelenmesi. Kontrol kanser hiicreleri, programlanmis ve
farklilastirilmig PI ile boyanmiglardir. Akim sitometri ile yapilan analizlerde canli hiicreler

(LL), apoptotic hiicreler (UR), erken apoptptik huicreler (LR), nekrotik hiicreler (UL)
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5. TARTISMAVE SONUC

5.1. TARTISMA

Yapilan literatiir taramasinda, kanserli hiicrelerin programlanmasini iceren calismalar
yetersiz ve ¢eliskili bulunmustur. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda kanserli hicrelerin
programlanmasinin tiimdrijenik 6zelliklerine olan etkisine bakilmistir. Ayni kanser tiirline
ait farkli hiicre hatlar1 ¢alisilarak, kanser tiirlerinden dolay1 kaynaklanabilecek farkliliklar en
aza indirilmistir. Bu c¢alismada melanoma hiicreleri sistematik olarak programlanip,
farklilastirilmistir ve elde edilen bu hiicrelerle tiimoérijenite deneyleri yapilmistir. Ayni
zamanda programlama faktorlerinin hiicrelerdeki bazal ifade seviyeleri tespit edilmistir,

bunun programlama tzerine etkisi ortaya ¢ikarilmistir.

Tezde en gilivenli ve en verimli yontemlerden biri olan Sendai virlisler kullanilmistir.
Retroviriis ya da lentiviriis gibi viral vektorlerin verimliligi bir¢ok ¢alismada kanitlanmig
olsa da giivenli olmadiklar i¢in (47, 55), Sendai viriisleri kullanilmistir. insan melanosit
kontrol olarak kullanilmigtir. Olusan her bir hilcre hatti i¢in gen ve protein ifadelerinin
Olciilmesi ve EC olusturma deneyleri ile pluripotent 6zellikler belirlenmistir. Daha sonra
olusan hiicreler normal besi yerine birakilmistir, yine gen ve protein ifade analizleri ile
farklilastiklar1 kanitlanmistir. Farklilagan hiicreler ile ana hiicre hatlari, hiicre canlilig1 ve

migrasyon analizleri ile timorijenik dzellikleri bakimindan karsilastirilmastir.

Programlama siirecinin sonrasinda hiicrelerin morfolojisi tamamen degismistir. Hiicreler
kuculerek, cekirdekleri yuksek gen aktivitesini gostererek biiyiimiis ve birbirine yakin hatta
tist tiste bilyiime sekli gostermislerdir. Pozitif kontrol olan melanositlerden uPK kolonileri
olugsmustur. Kanser hiicreleri ise 19.glin sonunda melanosit uPK hiicrelerinin gosterdigi
kadar kompakt koloni olusturmamislardir, fakat hiicre kiimeleri belirgin sekilde

g6zlemlenmektedir.

Beklenilen iizere programlama sonunda yapilan es zamanli PCR analizleri sonucunda; tiim
hilcrelerin, transfekte edilen programlama faktorlerinin gen ifade profillerinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.6A). Onemli pluripotensi belirteglerinden olan NANOG, LIN28 ve
CRIPTO genleri, programlanmis melanositlerde yiiksek seviyede ifade edilirken

73



programlanmis kanser hatlar1 ayni seviyelere ulasamamustir (Sekil 4.6B). Bu da morfolojik

farklililar1 destekler nitelikte bir sonugtur.

Protein ifadeleri incelendiginde, pluripotent hicre belirteclerinin hicrenin belli
kisimlarimlarinda yogunlasan protein ifadeleri immdiinofloresan tekniklerle belirlenmistir.
Programlanmis melanositlerin ve programlanmis kanser hiicreleri programlama faktorlerini
Oct3/4 ve Sox2 cekirdekte ifade ettikleri belirlenmistir. Bu da gen ifadesi sonuglarini
desteklemis ve transfeksiyonun gergeklestigini gostermektedir (Sekil 4.7 ve 4.8).
Programlanmis melanositler pluripotensi belirteci olan Nanog’u ¢ekirdekte ifade ederken,
Tral-60 ve SSEA-4’unun antijenlerini ise hiicre zarinda ifade edilmektedir. Bu da elde
edilen kolonilerin uyarilmis pluripotent kok hiicre oldugunu desteklemektedir (Sekil 4.7).
Diger yandan, programlanmis kanser hiicreleri, Tral-60 ve SSEA-4 proteinleri igin negatif
sonug verirken, Nanog proteini belirgin bir sekilde ifade edilmistir. Bu da programlama
sonucunda kanser hucrelerinin melanositler kadar pluripotent dizeye gitmediklerini
gostermektedir (Sekil 4.8). Embriyonumsu cisimcikler olusturduktan sonra, yapilan
analizler sonucunda programlama sonrasinda kanser hiicrelerinin EC olugturma siirecinde
ektoderm yoniinde farklilagtigini gostermektedir. Mezoderm belirteci Brachyury geninin
ifadesine gore programlamanin EMT gecislerini etki edebilecegini gostermektedir (Sekil
4.10).

Programlanmuis hiicreler pluripotent kok hiicre besiyerinde koloni ve kiime olustururlarken,
normal besi yeri kosullarina birakildiktan sonra, morfolojileri degismis, tekli hucreler
seklinde morfolojileri kontrol melanosit hiicrelerine benzemislerdir (Sekil 4.14). Sekil
5.15’ta da goridiigii gibi, farklilasma besiyerinde, hlcrelerin 20 gun kiltur edilmesini
takiben hucrelerdeki tim TRY, MELANA, TRYP1 genlerinin ifadesi artmistir.

Cesitli raporlar, CD146'nin insan melanomasinda bir sinyal molekiilii olarak énemli bir rol
oynadigin1 6ne siirmiistiir (118). Iltihaplanma, farklilasma, adezyon, timorojeniklik,
metastaz, invazyon ve anjiyogenezi gibi diger siireglerinde de katilimci olarak CD146
dahildir. Bu da bu molekiliin ifadesinin insan melanomasinda ¢ok yonl bir regtilatér olarak
timorijeniteyi arttirdigini  diisindiirmektedir (119). Yapilan c¢alismalar CD146’nin
melanoma hiicrelerin ifade edildigini ve varliginin farelerde tumor olusturma potansiyelini

arttirdigin1 gostermistir (120). Bu g¢alismalarin dogrutusunda bu doktora tezinde, CD146
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proteinin seviyesi kanser hticrelerinde yiiksekken programlanmadan sonra belirgin miktarda
diismiistiir, bu da hiicrelerin programlamadan sonra tlmdrijenitesini azalttigin
gostermektedir. Bu bulgular da G361 hiicre hattinin MDA-MB-435 kadar ploripotensi

seviyesine ulasamadiginin bir kanitidir.

Programlanmis ve farklilagmis hiicrelerin tiimorijenitelerinin belirlendiginde; kontrol kanser
hicreleri kemoterapi ilaglarma karst direng goOsterirken, programlanan MDA-MB-435
hlcreleri konsantrasyona bagli hiicre oliimii gostermistir. Programlanan G361 hcreleri,
kontrol G361 hiicrelerine benzer bir yanit vermistir. Farklilagsmis hiicreler ise, ana kanser
hiicre hatlarina benzer bir cevap vermislerdir. Migrasyon analiziyle hicrelerin
motilitelerinin Ol¢tlup programlanan kanser hiicrelerinin migrasyonlarmin  distigi,
farklilasmis hiicrelerin ise kontrole benzer ve hatta daha ¢ok migrasyon gosterdigini
kanitlamistir. Ozellikle MDA-MB-435 hiicreleri i¢cin MMP9 ELISA sonuglar1 da bunu
desteklemektedir. Migrasyon analizleri sonucunda genel olarak G361 hiicrelerinin MDA-

MB-435 hiicrelerine gore daha tiimoérijenik oldugunu gostermistir (Sekil 4.18).

Kanser kok hiicrelerinin tiimor baslatmada 6nemi 16semide siki bir sekilde ortaya ¢ikmis ve
kisa siirede ¢esitli solid tiimorler igin rapor edilmistir (121). Bu ¢alismada kanser kok
hicrelerinin en bilinen belirtegleri (CD44, CD24, CD70) analiz edilmistir (122). CD44
antijeni; hiicre-hiicre etkilesimleri (123), huicre adezyonu ve migrasyonda rol oynayan bir
hiicre ylizeyi glikoproteinidir (124). insanlarda CD44 antijeni, 11.kromozom (izerinde CD44
geni tarafindan kodlanir (125). CD44 pozitif-CD24 negatif hicreler ise 6nemli bir kanser
kok hiicre populasyonudur (116, 126). CD24 proteini insanlarda CD24 geni tarafinda
kodlanir ve hiicre adezyonunda rol oynar. Bunu g6z 6ninde bulundurarak, hticreler
programlanma Oncesi, sonrast ve farklilasma sonrasinda bu tip bir kanser kok hiicre
populasyonu igerip icermedikleri bakimindan analiz edilmistir. Programlama ile genelde
kanser kok hiicre populasyonlarini azalttigimizi gdstermektedir. Farklilagma sonrasinda ise
iki hiicre hattindan farkli sonuglar alinmistir; G361°de kanser kok hiicrelerinin artis
gosterdigini, MDA-MB-435 hiicre tipi igin ise ilk bastaki kadar yiksek kanser kdk hicre
tipine rastlanamadigini gostermektedir (Sekil 4.20). CD70 ise diger bir melanoma kanser
kok hucre belirteclerindendir. CD70, aktive edilmis bagisiklik hiicrelerinde ve bazi kati
timorlerde sentezlenen timor nekroz faktor ailesinin kostimulator bir molekdldur (127).

Pich ve arkadaslarin galismalar1 gére; melanoma hiicrelerinin timaor biyopsilerinden ve insan
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melanom hiicre hatlarinda CD70’in ifade edildigi belirtilmistir. In vitro ve in vivo deneyler
CD70 ekspresyonunun melanoma htcresinin migrasyonu, invazyon ve pulmoner metastaz
implantasyonu ile tiimor bagisiklik mikro ortamindan bagimsiz olarak inhibe edildigini
gostermistir. CD70 belirteci i¢in yapilan analizlerde, hicbir hiicre grubunda bu belirtecin

ifadesinde bir artis gozlemlenmemistir (Sekil 4.21).

Literatiirde hiicre programlamanin kanser gelisimi ve patogenizi hakkinda yeni bulgularin
ag13a cikartilmasi icin 6nemli oldugu &ne siiriilmektedir (77, 128). Ornegin, Knappe ve
arkadaslar1 farelerden elde edilmis melanoma hiicrelerini kullanarak kismi programlama
deneylerini yapmuslardir. Bu ¢alismalarin sonucunda in vitro kosullarda kismi olarak
programlanmis melanoma hiicrelerinin daha agresive oldugu ve in vivo olarak akciger
metastazini arttirdigr gosterilmitr (129). Yazarlar, kanser hiicrelerinin programlanmasiyla
melanomada bilinmeyen sinyal yolaklarinin ortaya ¢ikartilabilecegini 6ne siirtilmiislerdir.
Fakat bu calismanin fare kokenli hiicrelerde denenmesi insan kdkenli kanser tiirlerinde de
Otezi kapsaminda gercgeklesitirilen calismalarin insan kokenli melanoma hiicrelerinde
denenmesi literatiire 6nemli bir katkida bulunacaktir. Bu tez kapsaminda elde edilen
sonuglar, kanser hiicrelerinin OSKM faktorleri ile transfeksiyonundan sonra programlanmis
hiicreler tam anlamiyla pluripotensi seviyesine ulasamamis olsa bile, tiimdrijenisite ve
kansere bagli yolaklar1 degistirdigini ortaya koymustur. Bu nedenle, kanser hiicresinin
yeniden programlanmasi, kanser biyolojisini daha iyi anlamak ve tedavide yeni yontemler

gelistirmek i¢in umut verici bir strateji olabilir.

5.2. SONUG

Programlanma sonrasinda elde edilen hiicreler, hiicre morfolojisi, gen ve protein diizeyinde
analiz edilmistir. MDA-MB-435 ve G361 hiicrelerinden elde edilen hiicrelerinin pluripotent
Ozellik gosterdiklerini fakat, kontrol fibroblast hicrelerinden elde edilen uPK hiicreleri ile
karsilagtirildiginda, ayni pluripotent diizeye ulagsamadiklarini gostermektedir. Ayrica OSKM
faktorleri verilmeyen hiicrelerin kolon olusturma kapasiteleri olmadig1 gézlemlenmis, bu da
koloni olusumunun kanser hiicrelerindeki bazal seviyede ifade gosterebilen programlama
faktorlerine degil, programlama sirasinda transfeksiyon ile hiicrelere disaridan verilen
OSKM faktorlerine bagli oldugunu gostermektedir. Daha sonra EC deneyleri yapilarak

farklilasma potansiyelleri analiz edilmistir. Programlanmis melanositler koloni olusturmus,
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programlama ve pluripotensi belirteclerinin yiiksek seviyede ifade etmis, ve EC olusumu
sonrasinda 3 germ tabakasina ait belirtecleri ifade etmistir. Bu sonuglar pozitif kontrol olarak
kullanilan melanositlerden uPK hiicre elde edildigini géstermektedir. Kanser hiicreleri ise
programlama sonrasinda her ne kadar morfolojilerini degistirilmis, kimeler halinde
bliylimiis olsalar da kiiltiirde kompakt koloniler olusturmamislardir. Programlama
faktorlerini ifade etmelerini ragmen pluripotensi belirteglerini pozitif kontrol kadar yiiksek
seviyede ifade edememislerdir. Ayrica EC deneyleri sonunda sadece FGF-5 ve Brachury
belirteclerinde degisimi gozlemlenmistir. Bu veriler 1s1ginda, programlanma sonrasinda
kanser hiicrelerinin degisim gosterdikleri fakat pozitif kontrol olan melanositler kadar

pluripotent diizeye gidemedikleri anlagilmistir.

Programlanan hiicreler tekrar normal besi yerine alinarak farklilagtirildiklarinda tiimérijenik
ozelliklerinin nasil degistigi  arastirilmistir. Bu sayede hiicre programlamanin
tiimorijentiteye olan etkisi ortaya ¢ikacaktir. Test edilen kemoterapoétik ilaca karst duyarlilik
sadece programlanan hiicrelerde artmis, farkililasma siirecine maruz birakildiklarinda ana
kanser hiicre hatlarinin vermis oldugu yanita benzer sonuclar elde edilmistir. Hiicrelerin
motilitelerinin 6lgiildigii migrasyon analizlerinde de programlanan kanser hiicrelerinin
migrasyonlarinin distiigii, farklilasmig hiicrelerin kontrole benzer ve hatta daha ¢ok
migrasyon gosterdigini kanitlamigtir. MMP9 ELISA sonuglart da 6zellikle MDA-MB-435
hiicreleri i¢in bunu desteklemektedir. Benzer sekilde akim sitometri analizlerine gore kanser
kok hicre populasyonlari programlama sonrasinda azalmis, tekrar farkililagma sonrasinda

ise miktarlar yiikselmistir.

Sonu¢ olarak elde edilen veriler kanser hiicrelerinin programlandiktan sonra yeterli
pluripotensi diizeyine ulasamamis olsalar da tiimorijenik Ozelliklerinde degisiklik
gosterebildiklerini kanitlamistir. Elde edilen bu hiicrelerin farklilagmasi ile genel olarak
tekrar ana kanser hiicre hattina banzer Ozellikler gdstermeye baglamislardir. Bu da
programlama siirecine maruz birakilan kanser hicrelerinin 6nemli bir model sistem
olabileceklerini isaret edebilir. uPK hiicrelerinin pek ¢ok hastalik modellemesinde
kullanildig1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, kanser hiicrelerinin de benzer sekilde
programlandiklarinda kanser biyolojisi hakkinda daha fazla bilgi edinmemiz, yenilikgi

tiimorijenite belirteglerinin bulunmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.
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EKLER

Kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri, kullanilan primerlerin dizileri ve primer verimlilikleri
listesi ekte verilmistir.

EK-1

YAPILAN CALISMALARIN ZAMAN CiZELGESI

YAPILAN CALISMALARIN ZAMAN CiZELGESI

Farkhlagmis hiicreler elde edildi

Hiicreler IMEF ile kaplanmis platler: alindi

Transfeksiyon Programlanmis hiicreler elde edildi
Pasaj 2
Hiicreler uPK besiyeriyi alindy
Pasaj 1
Hiicre ekimi Besiyeri degistirilmis
l iMEF besleyeci tabakas
Giin: Normal besiyeri 9 uPK besiyeri 19 22 25 Normal besiyeri 45
I
qPCR | o
qPCF MELAN

Oct3/4, K14, Sox2, cMyc! Oct3/4, KIf4, Sox2, eMyc| ATRYP1
Nanog, Lin28, Cripto Nanog, Lin28, Cripto

Akim sitometri

CD146

Naive

Farkhlagms hiicreler

Matrix m opeptidase 9 elisa ile invazyon analizi
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EK-2

KULLANILAN HUCRE HATLARININ OZELLIKLERI

G361 (ATCC® CRL1424™))

Organism: Homo sapiens, human

Tissue: skin

Disease: malignant melanoma

Age: 31 years adult

Gender: male

Morphology: epithelial

Isoenzymes:

G6PD, B

DNA Profile:

Amelogenin: X

CSF1PO: 10

D13S317: 11

D16S539: 15

D5S818: 11

D7S820: 8,11

THO1: 7,9

TPOX: 8,10

All human sourced products should be handled at the Biological Safety Level 2 to minimize
exposure of potentially infectious products, as recommended in the CDC-NIH Manual,

Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories.

MDA-MB-435S (ATCC® HTB129 ™)

Organism: Homo sapiens, human

Tissue: previously described as: mammary gland/breast; derived from metastatic site:
pleural effusion
Disease: previously described as ductal carcinoma

Cell Type: melanocyte, Melanoma
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Age: 31 years

Gender: female
Morphology: spindle shaped
Growth Properties: adherent
Isoenzymes:

AK1,1

ESD,1

G6PD, B

GLOI,2

PGM1, 2

PGM3, 1

DNA Profile:

Amelogenin: X

CSF1PO: 11

D13S317: 12

D16S539: 13

D5S818: 12

D7S820: 8,10

THO1: 6,7

TPOX: 8,11

VWA: 16,18

Cytogenetic Analysis: modal number = 56; range = 55 to 62

The cell line is aneuploid human female (XX), with most chromosome counts in the 55 to
60 range. Normal chromosomes N6, N11, and N22 were absent, while chromosomes N7,
N13, N18 and N21 were single. Mostof the remainder of normal chromosomes were usually
paired, but chromosome N2 was triple. Nineteen marker chromosomes were identified, with
most of them formed from structural alterations of the missingcopies of the normal
chromosomes. Six of these markers involve regions of chromosome N7, while three
arerecognized as derivatives of chromosome N6. Regions of a third copy of the normal and
paired chromosomes N3, N15, N17, N20 are noted in markers M1, M2, M15, and M5,
respectively. All human sourced products should be handled at the Biological Safety Level
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2 to minimize exposure of potentially infectious products, as recommended in the CDC-NIH
Manual, Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories.

Adult and Neonatal Human Epidermal Melanocytes (NHEM)

Adult and Neonatal Human Epidermal Melanocytes are the pigment producing cells located
in the epidermal layers of all mammalian skin. The function of the melanocyte is to produce
melanin, the pigment that gives skin its color.

Each donor is tested and foundnon-reactive by an FDA approved method for the presence
ofHIV-I, Hepatitis B Virus and Hepatitis C Virus. Where donortesting is not possible, cell
products are tested for the presence ofviral nucleic acid from HIV, Hepatitis B Virus, and
Hepatitis C Virus. Testing can not offer complete assurance that HIV-1, Hepatitis B Virus,
and Hepatitis C Virus are absent. All human sourced products should be handled at the
Biological Safety Level2 to minimize exposure of potentially infectious products, as
recommended in the CDC-NIH Manual, Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories.
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EK-3

PCR ICIN KULLANILAN PRIMER DiZiLERi

Genin ad1 Primer Dizisi

Afp-216bp-F 5'-TGC AGC CAA AGT GAA GAG GGA A -3' (22mer)
Afp-216bp-R 5'-ATA GCG AGC AGC CCA AAG AAG A -3' (22mer)
FGF-5-96bp-F 5 -CTG CAG ATC TAC CCG GAT G -3' (19mer)
FGF-5-96bp-R 5 -TAA ATT TGG CAC TTG CAT GG -3' (20mer)

Brachyury-101bp-F

Brachyury-101bp-R

5 -CAA CCT CAC TGA CGG TGA AAA A -3' (22mer)

5 -ACA AAT TCT GGT GTG CCA AAG TT -3' (22mer)

Try-114bp-F

Try-114bp-R

5 -CAG CCC AGC ATC ATT CTT CTC -3' (21mer)

5 -GGATTA CGC CGT AAA GGT CCC TC -3' (23mer)

Melan-A-136bp-F

Melan-A-136bp-R

5 -TGC CAA GAG AAG ATG CTC AC -3' (20mer)

5 -CAA CAG CCG ATG AGC AGT AA -3' (20mer)

Trypl-121bp-F

Trypl-121bp-R

5'-CCT GCG TCT GGA GAA AGA C -3' (19mer)

5 -GGA TCC CAT CAAGTC ATC CGT G -3' (22mer)

Oct3/4 - 114bp F

Oct3/4 - 114bp R

5'-AGC AAA ACC CGG AGG AGT -3' (18mer)

5'-CCA CAT CGG CCT GTG TAT ATC -3' (21mer)

Sox2-68bp F 5'-ACA GCA AAT GAC AGC TGC AAA -3' (21mer)
Sox2-68bp R 5'-TCG GCA TCG CGG TTT TT -3' (17mer)
KIf-680p F 5'-AGC CTA AAT GAT GGT GCT TGG T -3' (22mer)
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KIf-68bp R

5-TTGAAAACTTTGGCT TCCTTG TT -3' (23mer)

c-Myc-61p F

c-Myc-61p R

5'-AGG GTC AAG TTG GAC AGT GTC A -3' (22mer)

5-TGG TGC ATT TTC GGT TGT TG -3' (20mer)

Nanog-66bp F

Nanog-66bp R

5'-ATG CCT CAC ACG GAG ACT GT -3' (20mer)

5'-AGG GCT GTC CTG AAT AAG CA -3' (20mer)

Lin28-115bp F

Lin28-115bp R

5 -GAA GCG CAG ATC AAA AGG AG -3' (20mer)

5 -GCT GAT GCT CTG GCA GAA GT -3' (20mer)

Cripto-66bp F

Cripto-66bp R

5'-CGG AAC TGT GAG CAC GAT GT -3' (20mer)

5' -GGG CAG CCA GGT GTC ATG -3' (18mer)

Gapdh-66bp F

Gapdh-66bp R

5'-AGC CAC ATC GCT CAG ACA C -3' (19mer)

5'-GCC CAA TAC GAC CAA ATC C -3' (19mer)
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EK-4

PRIMER VERIMLILiKLERIi
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EK-5

PROGRAMLAMA (A) VE PLURIPOTENSI BELITECLERININ (B) KONTROL
HUCRE HATLARINDA VE TRANSFEKSIYONDAN SONRA ELDE EDILEN
HUCRELERDEKI GEN IFADELERIN KARSILASTIRILMASI
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Chromadin dynamics have been the major forus of many physiological and pahoiogical processes oeer
the pas 20 years. Epigenetic mechanisms have been shown m be reshaped during boch ceflular repro-
gramming and cumorigenesis. For this reasor, cancer cell reprogramming can provide 3 posedul mol

Accepeed 0 Jene 115 1D betrer underszand both pegererarive and cancer-fate procezses with 2 potenial o devsop novel ther
apeuic approaches. Rerent sudies showed thar cancer cells can be reprogrammed o 2 pluripoent e
E:_E by che owerscpression of rEprogrmIming Cranscripon omrs. Arivaion of mansripoon s and mod-
el "'-.'-"“'E-"mm‘-ﬂﬁ Ificanion of chromanin reguiacors may resulr in the remodeling of epigenetic sames and refusling of
5 oelk mumorigenicity in these raprogrammed cancer cells. Howerer, siudies foousing on cancer cell reprogram-
Trascr i fanms Mg are conradionory’; some sdies reponsd increased mumor progression ' hereas oohers shinved thar
Epigenerics cellular reprogramming has 3 reaoment porsncial for cancer, [n chis revissy, e, the currem inowl-
edge on the epigeneic mechanisms imvolved during cancer development and celular reprogramming
Wil be presemed. Lavesr, different repores and ey farmors abour plurn pocency-tased reprogramming of
cancer cellswill be reviewsd in deil Mew insighes will be provided on cancer biology and therapy in
the light of celular reprogramming.
£ 2015 Eisewier reland Lod AR righes resenced.
Inmroduction Epigen etic mechanisms

According to the World Health Organization (WHO), cancer is
the major cause of death worldwide, and the death rates are in-
creasing every singhe year. For this reason, there is an urgent nesd
for the development of new tr=atment madalities. On the other hand,
regenerative medicine provides many promising opticns for the
fuatwre treatment of some major dissases such as cancer, or degen-
erative diseases. The generation of induced pluripotent stem [iP5]
cells from somatic cells showned that the cell fate could be manipu-
lated by simply introducing a few key transcription factors [1]. This
canceptual revolution has inspired researchers to reprogram and
transdifferentiate a vanety of cells m vitro and o vivo for regener-
ative medicine parpases. iP5 cells offer great promises for 2 wide
range of patential applications, including dis=zse modeling, drug
screening and regenerative therapy, thanks to their differentiation
patential, similar to that of embryonic stem cells (ESCs), and the
passibility o obtzin them from specific human patients [2-4].
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Chromatin dynamics have been the major focus of mamy phys-
inlogical and pathological processes over the past 20 years. DA
metiylation, histone modifications and chromatin remodeling are
the main mechanisms imeohved in =pigenstics. These svents imeohe
changes of chromatin and cell states. An integrated view of thess
diverss processes could provide mechanistic insights inta cell fate
transitians in general and might k=ad to new approaches in regen-
erative medicine and cancer treatment [5].

Imporiance of epigenetic mechanisms in cellular
reprogramming

Takahashi and ¥amanaka's report in 2006 showing that a “simple™
combination of fowr transcription factors was capable of reverting
adult cells back to plaripotency attracted a lot of attention into a
not sa naved topic: cellalar reprogramming [1] In fact, the de-
differentiztion of spmatic nucled to neach the pluripotent state had
already been accomplished by ather technigues - somatic cell
nuclear transfer and somatic-stem cell fusion - although the spe-
cific factors triggening this cell fat= conversion had not been identified
[E7 ]| Yamanaka's scresning of a vast pool of factors specifically
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overmpressed in the cocyte amd in ESCs resultsd not only in the
identificaticn of the aforementioned four factors but alsoin a val-
uahle ool to generate pluripotent cells from individuals with a
sperific genetic and disease cargn. Thamles to this discovery, cellu-
lar reprogramming plays nowadays 2 crocial mie in the development
of more relevant models for drug discovery, dissase mechanism
siudies and basic res=arch At the same time, the so-callsd mduced
pluripatent stem (iP5) cells hold great promise in the generation
of cells for regenerative medicine imerventions that might reduwce
the risk of immune rejecton and circameent the ethical contro-
versy derived from the uses of ESCs [B.9]. The exciternent unleashed
fram thess fores==n applications has prompted increzsed ofarts to
unrave] the malecular mechanisms behind the processes of induced
pluripotency amd cellular reprogramming; however, our undes-
standing of these events is still limit=d [10]. In this ssction we aim
to introdwee the main players in the reprogramming game, with a
special focus on the epigenetic mechanizmes that allow somatic cells
to reach the pluripotent state,

While the detailed mechanisms remain to be fully charactes-
red, the broad steps in the pragression from the somatic to the
pluripotent phenatype have already been defined and include first
a mesenchymal to epithelial transition [MET) accompanied by cell
praliferaticn. This is followed by the wpregulation of pluripobency-
related genes such as Eorh, U], Lin?8 and Nonog and concluded
with the acquisiton of genuine pluripotency which is maintzinesd
independently of the transfected ing factors and com-
pletely lacks somatic cell memary [11]. The siochastic nature of the
earliest skapes is thought to be one of the main reasons far the me-
dilocne efficiency of mast of the reprogramming strab=gies, whereas
the latest events have besn found to be more d=terministc. However,
the completion of all three stages is strictly necessary for the achieve-
ment of bona fide pluripotency [12-14].

The process of reprogramming to pluripotency is in ess=nce the
reseiting of the specific gene expression program of a different-
abed cell type to acquire that of the plaripotent undifierentiated cell
| 15]. Whil= the initial studies focussd on the comparison of the
transcriptome of iFS cells to that of standard ESCs and differenti-
abed cells - also mobvated by concerns on the het=rogensity found
among the maleoalar signature of certzin iP5 cell clones [ 16] - there
is nowadays a growing interest in the characterization of the epi-
genetic mechanisms that allew those changes in gene expression
prafiles and the definition of an epigenetic status characteristic of
repragrammed and pluripatent cells. To this respect, thens are still
cantradictory opinians as to whether the epigzenomes of iP5 and B5G
can be considersd identical [17,18].

During development, pluripotent cells are known to possess an
“open” chromatin configuration, more permissa e than that of ter
minally differentizted cells. On the contrary, as c=lls commit to the
difffere=nt lineages, the condensed het=rochromatin starts to pre-
dominate, preventing the expression of genes characteristic of
unrefated cell types | 19]. Hence, the overall goal of the reprogram-
ming process is to erase the epigenstic marks characteristc of the
differentiated cells yielding a pristine statos comparable to that of
the pluripotent cell. Although mamy pieces are still missing in the
jigsnw ol epigenetic reprogramming, some of these events - in-
cloding histane modifications, chromatin remodeling and NA
methylation and demethylation amang athers - hawve already be=n
disciphered and are reviewed in comprehensive publications | 11.20]
Hi=re, wie summarize the main types of epigenstic mechanisms that
take part during the reprogramming process.

The unraveling of the specific spigenetic events invohved in cel-
lalar reprogramming is not anly impartant from the mechanistic
paint of visw but has zlready proved helpful in the optimization
of reprogramming protocols by leading to the identification of
epigenetic regulators that can boost the reprogramming efficien-
cy [21]. One af the main roadblocks that iP5 cell technoldogy has
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yet o circumvent is indeed the poor efficiency of the pluripotent
coemversion, which can be as low as 0001E depending on the cell
repmgramming method of chaice [22] Extensave research has been
carried out around these epigenetic adjuvants far the reprogram-
ming event, which has been reviewed in different publications
[23,24] Herewe present some key examples along with their rel-
evant mechanisms, aiming o highlight the importance of the
epigenetic remodeling for the sucoess and =fficiency of cellular
rEprogramming.

Chmges in chromatin oon figuration

The so-called Chromiatin Remodeling Complexes [CRDs) indude
different systems capable of modifying chromatin structare from
“open” to “closed” and vice-versa. This occursvia the alteration af
nucleasnme distribution, which can be achieved in an ATP-dependent
or independent fashion [25]. Diferent families of CRDs have been
identified to play a role in the reprogramming process, among which
the ATP-dependent SWISNF has been ane of the most studied
[26.27). Studies show that Dot directly recruits SWIISNF chro-
matin remiodeling comple in order o rela local chromatin struchans
whiich facilitates the hinding of other transmiption factor [ 26,28 29].
Palycomb group proteins, another group of chromatin modifiers, par-
ticipate in the establishment and maintenance of o=l fates by
silencing genes that promote cell Eneage specification, c=ll death
and cell cycle amest [30,31]. Cedl reprogramming requires silenc-
ing af a cone subset of polycomb targetswhich in turn defines a mark
that distinguishes the somatic from the iPSC epigenome [28.32].

Higone modifications

Changes in histones may include metinlation, acety litian, phos-
phorylation and uhiguitination and are trnskited in conformational
changes in the chromatin [33] The acetylation of histones leads o
the neutralization of the positvely charged lysine residues and hence
contributes to chromatin apening and predominates in plaripo-
tent oells [34,35 ). These modifiers function as co-actvatars ar co-
repressors of reprogramming factors at different stages during
pluripobency induction and thus can profoundly influence iP5 cell
generation. The mono-, di- and tri- metiylation modification in his-
tones, far example, can result in the transcriptiona] activation or
silencing of a particular gene depending on the particular region
where it takes place [ Le. at promoter or transcribed regions] In onder
to achieve downregulation of somatic genes early in reprogram-
ming, repressive H3K2ZTme3 mark should be deposited by the
Palyromb repressive complex 2 [PRCE | whereas active: HIET9me2
and H3K79me3 marks should be inhibited throagh Dot1L [ 28,32].
A vast number of histone modification events have been related to
iP5 generation and could be the topic of a review by thems=hes

[36.37]

DNA methylation

The methylation of cytosine residues in Cpl dinuclectides at the
promater region of a particular gene generally drives the silencing
of its e pression, whereas DNA demethylation is linksd to a mone
permissive transcriptianal status. In the reprogramming process, the
promoters of genes that are crucial for the achievement of the
pluripotency status, such as Nanog and Odd, reach compamable levels
of hypometiylation as in standard ESCs [38]

Same of thess molecules can be widely used as reprogram-
ming enhancers, irrespective of the cell type to be reprogrammed.
This is the case of valproic acid, which by inhibiting histone
deacetylases promates a chromatin status more amenable o re-
programming [3%]. Thanks to this mechanism, it was shown to
increase the efficiency of reprogramming up to 1% when
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co-administered with all the soccalled Yamanaka factors [40] and
even ko allow successful reprogramming in the absence of Kifd and
cMyc [41]. On the contrary, other spigenetic modulators can anly
assist the reprogramming process in a certain nocell type. This is
the cas= of MED3 MuRD, a domain of the Nucleosome remodeling
and Deacetylase comple: with specific roles in newral tissue, which
has been recently reported to induce 3 30fold increase in the re-
programming =ffcency of neurl stem oells when oo-overexpresssd
with Nanog a= oppased o Nanog alone [42].

Epigenetic adjuvanis intervene not caly in diferent cell types
bt also at different stages in the reprogramming process. The role
of the histone demetitylase Kdm2h consists of the facilitation of the
MET transitianvia the actvation of epithelial genes and hence akes
place =arly in the sequence of reprogramming events [43] On the
cantrary, other factors - such as 5-Azacybidine - have their contri-
bution bo the reprogramming process in later stages and can be
helpful to reprogram partially reprogrammed cells to the: full plo-
ripotent state [44].

In conclusion, a vast numbs=r of malecelar events related to the
epigenstic status of the cell are involved during reprogramming.
Chromatin rearranges and the epigenome changes during cellular
reprogramming. Thess mechanisms must be carefully investi-
gated not anly to further understand the mechanisms behind
repragramming but alsa 2= an opportunity to design protoools and
disease models in order to study underying molecular mecha-
nisms and identify novel therapeutic approaches.

Imporiance of epigeneric mechanisms in cancer

Chromatin alterations have been associated with all stages of
tumor formation and progression. Stadies indicate that various epi-
gene=tic alterations may happen in pre-malignant cells, leading to
their expansion in the sarly stages of tamor progression and, at later
stages, more genes might suffer lass of function throwugh epizen-
etic medification than through genetic defects [45]).

The epigenstic mechanisms described abowe for cellular repro-
gramming also play an important role during tamorigenssis. One
of the best studied epigenetic alterations in cancer is DNA-
methy latian. The hypermethylation of Cpl islands of tumor
SUPPressor penes is & common alteration in cancer cells and leads
1o the transcriptional inactivation of these genes and the loss of their
marmal cellular functons [45- 48], This bypermethy Lation results in
entry into cell cpcle, avoidance of apoptosis, defects in DMA repair
and many other hallmarks of cancer. At the same time, the genome
of the cancer cell undergoes global hypomethylation at repetitive
sequences, and tissue-specific and imprinted genes can also show
loess of DA metiylation [£9]. Thiswill lead to the loss of imprine-
ing, overgrowth and genomic Tragility. In addition to DNA-
methylations, the activities af histone methyltransferases,
demnetiylases, acetyltransferases or kinases are distorted in majos-
ity af cancer patients |49] For example, malignancies such as
fallicular lymphama conkzin recurrent motztions of the histone
methyltransferass MLL? in close to S0 of cases |50 Similarky, LTX,
a histone demethylase, is motated in up to 12 histologically dis-
tinct cancer cases |31 It has also been reported that histone
methylations are seen at the initial phase of cancer development,
which is later followed by DNA-metiylations spreading over the pro-
moter by time= [45]

Finally, chromatin remodelers alter nucleosome positioning and
make [ more accessible to transcription factors, as mentionsd
above. It has been reported that several members of chromatin regu-
lating families such as SWI/SNF or the Polycomb complexes play
important rales in a large number of cancer cases. Growing evi-
dence indicates that these complexes have 2 widespread rale in
tumor progressian, s inacivating mutations in several SWISNF sub-
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units or overexpression profiles of Polpromb: proteins have recently
besn identified at a high frequency in a variety of cancers [ 52-54].

Cancer cell reprogramming
Ciomn ecting tumorigenesis and celby bar reprogromming

Epigenetic changes occur in early stages of neoplastic process.
Thess epigene=tic modifications predispose the progenitor cells to
abnormal clonal expansion and later cells become dependent an
the pathways that are actvated or disrupted to lead to the initial
abnormal expansion. This dependency could predispose cells that
have additiona] mutations in these pathways to be selected. There-
fare chromatin events that could induce the re-=xpression of silenced
genes, or repressian af by peractive genes, have potential for cancer
therapy. Various small malecule inhibitors have been tested for epi-
genetic therapy of cancer in pre-clinical and clinical settings. Thres
of these, which are targeting DNMTs, HDACs, JAKZ, hawe already been
granted approval by the US Food and Dnag Administration. However,
there are concerns aver the pleiatropic effects of both the drugs and
their targets. Indeed, some of the approved drugs {against HDACs)
have litthe eneyme specificity, and their mechanism of action remains
contentious |49.55] Therefore, there is a need Tor the develop-
ment of novel treatment protocols for epigenstic cancer therapy.

As discussed abowve, there are conceptual parallels betwesn tu-
marigenesis and cellular reprogramming [56]. therefore,
transcription-factor induced reprogramming provides a powerful
tool to better understand both regenerative and cancer-fate pro-
cessex, with a potential o develop nowel therapeutic approaches.
Cancer cells have been reprogrammed to 2 pluripotent state by the
overexpression of reprogramming transcription factors. Activa-
tion af transcription factors and modificationof chromatin regulators
may result in the remodeling of =pigenetic status and refoeling of
tumarigenicity in these reprogrammed cancer cells. Howrever, until
now, studies that focused on cancer cell reprogramming |57- BG)
are contradictary; some stadies reportsd increased tumor progres-
sianwhereas others showed celbalar reprogramming has a treatment
potential for cancer.

Canier ol reprogromming os dissree modalng

Cancer is a complex disease, harboring both genetic and epi-
genetic alerations. Thersfore, cancer cell reprogramming can be used
as a moded to study tumorigenssis in viro. Following generation af
i cells from cancer cells, tumor growth potential is refusled. Thens-
Tore, after re-differentiation, it might result in similar levels of
tumorigenicity ar a more aggressive phenatype duoe o the pre-
existing genetic alterations or onoogenic nature of reprogramaming
Tactors, respectively |57- 71 . Inan =arlier study, Hochedlinger et al.
used a nuclear transplantation appmach inarder o explone the et
of the reprogramming activity af the oocyte on cancer cell genome.
Following nuclear transfer of diferent tumar cells, clones weres
allmwed o develop to blastooysts and embryonic stem cells wers
obtained and analyzed in multiple assays for their developmental
and turnarigenic pot=ntial. Especially, BAS induced melanoma cells
allowed blastooyst development which gawe riss o pluripot=nt stem
cells. However, chimeras produced from these cells developed cancer
with higher penetrance, sharter lat=ncy, and an expanded tumor
spectrum when compared with the original o=l line |57] In another
study, KBMI, a chronic myeloid leukemia cell line, was r=pro-
grammed irmo iP5 o=l line via retroviral ransduction of OKESM [Oct3)
4, K4, Sox-2, o Myc) factors. Unlike the parental c=ll line KBMT,
reprogrammsd cancer cells showred resistance o chemotherapes-
tic agent imatinib, which is an inhibitor of BCL- ABL oncogens. The
authors hypothesized that the therap=utic ag=nt imatinib targets
cells in a specific =pigenetic differ=ntiated cell state, which can
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cantribute ko its inability o fully sradicate disease inchromic myslaid
lewkemia patients |67 Nagai =t al. reprogrammesd gastroinbesti-
nal cancer cell lines by virus-msdiated introduction of OKSM faciors.
Although after reprogramming, cancer iPS cells were sensitiz=d o
chemotherapeutic agents and diferenbiabion-inducing treatment at
early time points, long term culturing of reprogrammed cancer cells
resulted in aggressive phenoty pe compared to the parental ool lines.
The authors pointed cut that cancer iF% cells may be prone to
genamic instability presumably due to genetic and epigenstic al-
terations including endogenows c-MYC activation, which is both
limke=d with tumorigenesss and r=progmamming tedmology [71]. Later,
amather group imeestigated the sffect of hypocia on cancer cell re-
pragramming. In this study, cancer cell lines (from prostate, brain,
kidney, cervie, lung, colon, liver and breast tumors | were repro-
gramimesd ingo iP5 cell state by using diffsrent reprogramming factors
in the presence of hypmia indwcible factor (HIF). Been though
by paxciia induced an embryonic stem cell-like transcriptional pro-
gramming, the resulting reprogrammed cancer cells showned higher
tumarigenicity. This indicated that HIF targets may act as k=y in-
ducers of a dynamic state of stemness in pathological conditions,
including cancer |70]. In anather beukemia study by Komanoet al,
iP5 cell were generated from primary chronic myelogenauws leuke-
mia (ML) patient cells by retroviral transduction of OKSM factors.
Although CML-iFSs were resistant to the chematherapeutic agent
imatinit, (M1-iFSC derived hematopaietic cells necovered s=nsi-
tivity to the drug. These findings showed that the pathapiysiological
fTeatures of the initial dis=as=wens recapitulated |59]. Kim =t al. later
studied the =fect af cancer cell reprogramming on human pancre-
atic ducta] adenccarcinoma (POAC) cell Ene. In this study, a classical
repragramming protocal was followed, lentiviral mediated OKSM
transduction. When injected into immunodeficient mice, repro-
grammed cancer cells consistently generated pancreatic intra-
epithelial neoplastic lesions that can progress o imvasive form of
the ariginal cancer type. Farthermaore, proteomic analysis of these
lesions showed that there are important netwaorks associated with
early and invasive stages of POAC The authors sugpested that cel-
lalar reprogramming technology provides a live human cell model
of =arly pancreatic cancer and new insights imto dissase progres-
sion [GE] In summary, such studies not anly give new insights on
cancer biology and tumorigenesis but also allow ressarchers to
imprave therapeutic approaches and develop safer reprogram-
ming techniologies.

Cancer ol reprogramming as therapy

Extensave epigenetic remodeling of twmaor sappressor genes and
oncogenss can arise during the reprogramming process. Upon dif-
ferentiation af the cancer iPSCs, their ool progeny can lose or at least
reduce their tamorigenic patential [72-77] One of the first studies
on this phenomenan focused on the =fect of embryonic microen-
vironment of tamorig=nesis. When metastatic melancma ar breast
cancer o=lls were soposed to embryonic stem cell microemviron-
ment (in the form of mikKNAs), the authors showed that the
tumarigenic phenotypes of these aggressive cancer o=lls were sup-
pressed [GE] In 2 key study by Miyoshi =t al, iP5 cell lines were
penerated from a varisty af gastrointesting] cancer cell lines via
retroviral transduction of OKSM factors. The authors showed that
pluripotency was sstablished in reprogrammed cells, and these
cancer iF% cells wers distinct from the parental cancer cells with
regard tm their sensitivity to differentiztion- inducing treatment and
chemotherapeutic agents. They speculated that the suppression of
tumars and their s=nsitization to induced differentiabion are the
results of epigenetic modifications introduced during cellular re-
pragramming [75]. In anather study, breast cancer cell lines, MCE-7
and HOCI954, were reprogrammed using amphibian oocyte ex-
tracts. This resulted in reduction of cancer cell growth under
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ancharage independent conditions and a reduction in tamar growth
in mouse xenograft models. The awthors showed that DNA
demethylation and remioval of repressive histone mariks at the pro-
maters of tumor suppressor genes, which revers=d the epigenetic
silencing of tumor suppressor genes, wers mainky responsible from
this therapeutic outcome [7 2]. Mahalingam et al. successfully re-
programmed non-small cell lung cancer [N5CLC) cell lines via
l=ntaviral transduction of OKSM factors. Reprogramming reversed
the aberrantly dysregulat=d genes in cancer cells both epigeneti-
cally and transcriptionally which resuhted in reducsd tumorigenicity
in cancer iP5 oells. The reversal of o and tumor suppres-
sor statws wens seplained by DNA methylation [74]. In anather stody,
twa non-smiall cell lung cancer cell lines were reprogrammsd using
retrowviral and lentiviral vectors expressing OKSM factors. Repro-
gramming of cancer cells follows the Elite maded in which a distinct
subpopulation of cells has been s=lected from a heterogeneous pa-
rental cancer cell population. Accarding to this proposed model, by
eliminating mutaticns of the parental cell lines, reprogramming
reduced tumarigenicity [73] Later, Zhang et al. showed that direct
reprogramming of sarcomas by several reprogramming factors {in-
cloding DESMNL: Oct3jd, KF-4, Sox-2, c-Myc, Nanog and LinZ8) is
Teasible and it allows for recapitulation of t=rminal differentiation
with cessation of tumorigenicity. Global DRA promoter methyla-
than and gene mpression analyses comparing cancer cell lines o
their reprogrammed counterparts showed that reprogramming re-
sulted in significant epigenetic remodeling of oncog=nes and tumaor
suppressors [77 ). As discussed above and reviewed in other ar
tiches [ 56,62 7E], it is speculated that the therapeutic potential af
cancer cell reprogramming is mainly driven by epig=nstic remaod-
eling which reverssd the obs=rved dydunction. Therefore it can be
sugpested that cellular reprogramming may be wsed as a potential
epigenetic therapy for cancer.

Apart from the studies described in the latter twa subsections
above, several groups have reprogrammesd cancer cells however did
not analyze the tumorigenic potential of the resulting cancer iP5
cells | 59,60,64, 65 |. They mainly determined whether these cells carry
characteristics of pluripot=nt stem cells and whether plunipotency
can b= maintzined in thess reprogrammed cedls.

Important factors for cancer call regrogremming

Dwring c=llular reprogramming, specific transcription factors get
activated and chromatin regulators get modulabsd. As a result, cancer
cells regulate their epigenetc circwits bo rewire their differ=ntia-
than status and thus refos| cancer growth [56]. Diffenent studies on
cancer cell reprogramming are summarized in Table 1. From thess
reports, we have identified key factors playing role during
pluripotency-based reprogramming of cancer cells. These factors
mainly determine the outcome of cancer cell reprogramming and
can be listed as:

a) Basal expression levels of reprogramming and pluripaten oy
Jactors. Cancer cells known to overexpress some of the ey
pluripotency penes. oMy, for sxample, is an important proto-
oncogens and its over-spressian has been linked with mamy
cancer cases [79.B0]. Similarly, the cther reprogramming
factors including Sax-2, K4, Oct3f or Nonog have been also
shown o be important players during tumongenssis and their
misregulation results in poarer clinical outcome far cancer
patients [E1-85] Thersfore, ovene pressing reprogra miming
factor, which shows higher basal expression levels in a spe-
cific cancer type, could increase tumarigenicity after
programming toward pluripotency. For this reason, in a study
Iy Miyoshi et al., cell lines which showed kower lavels of OKSM
factors have been sebected. Due to this specific selection, in
this study researchers indicated that retroviral-mediated
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Table 1
Camcer el reprogramsing smudies.
RefEmence Camrer rype Reprogramming proipael — Main Andings TEEmapeulic
poremial
Blellochesal 2004 Embryomal carinoma Muclear mrassier = Marlei S embryosal carinoma can disscr. preisplamadion nla
devEinpment, rEuitiag in normal bisrooys: JppesIne.
Hochedlisgereral. G545 (mowse melanoma)  Mudear tassier = RAS- induced melanoma cels aliow blasinoys development L
H wisich can give riss o ES oelk.
= The ES cells obeined resain iumorigenic poesrial
Lin & 2l 2008 FCS {protae) MiRNA [ mzsis = Reprogrammed camces cells show esbryonic sem cell nja
characerstio.
Pemovine al 2008 Measadcselmomaand  Embryonic = Embryonic siem cell microemvinonmemn: (iRl ) s
bress cascer cells MiCTOSTi MmNt :qprmmutu!mm‘igmi phenofype of Jgaremive
cancer
Uikl = 2l 2000 BS54 (moee melanoma)  DKEMEmons - lenvins = Melanoma ozl resain susce e 50 Tt o nja
Fartor mediared MITENE
= DD Eaiors aoe Enough o generae 375 cels from
melanoma cels.
Carene eral. 50 EEMT [chronic my=kid DKEMEamors - remrovines = Lislike origing] KENT cels, reprograsmmed caneer cells Mo
lmzkemia) show resismance w0 imazisib.
Miymhismal 2000  Casmoimessing cancer cell - DKEMESmDS - removine = Retrowiral- mediared reprogramesing of cancer ik oorger g
Enzs higher sereirivizy w0 Chemotherapesric Jgess and
dif EreniaGon-inducisg FeasmesL
Magas #ral 3010 HulC T {colon}), DLO-1 DIKSMEGmnrs - Merins * Long-perm culmring o reprogrammed cancer oells resshs Mo
(oolomi], PLC [Ewer) mil lesrving in agEremive phenorype ompared oo the ongisal
cancer cell Enzs.
Allepruccieral W11 MCET HOCIOSA [breasm)  Ampiibian pooyre EXIrass = DOy EXITIOS POSSESE SUDETOr MEpegrasmming 2 hikny, g
WiSiCh rewersss spigenatc sdencing of Tusor seppeessor
FEmES: and Iumaorgensciry of breas caacer cells.
MaSicusmal 3001 Colon, keng, breast, Bes, CrSLN farTors - Emivins = HypRi induoes 3 NESC- Eios transcripional progsamiming, L
ima cancer cell Enes - amme camces cells show i iy
Kumasoer al 2002 Chronic myelopesols DIKSMEGmrs - resvirs = Althoegs DL P55 are resistant o imaring, CRIL-iPsC Mo
lmskemia derived hemampoienic cells reoaver semi iy o che dnag.
= The smudy show thac the recapinlanion o the
pathopinislogical faamerss of the inital diszase.
Mahalingam et al. Hi581, HA50 [leng) DKSMEGmos - lentvins = REpgrasming revers=s (e Jhemaniy duregelaresd genss in g
Hi cancer cells hors epigenstically and mrasscriptionally.
= This resuirs in reducsd rusorigesiciny in induced plusipotent
cancer cells.
Kimezal 2015 Fancreaic duczal DKSMEamoms - lentvins = Ceflular ing echaniogy provides 2 Ive husas Mo
adenpcarinoma el lines mlmmmarnﬂimim
disase prograsmion
Laieral. 1013 Hi581, HA50 [leng) DIKSMEGmDs - NeTmins " Tmming of casces o=l ixlloars the Elise model in g
ini Esrvine wisich 3 dsninct subpopelatos of cells has beem selemed
from & hetesogenscus parestal cancer cell popelacon.
= By sliminating meraions of the parestal cell ines,
TEpETTITITES Mederes susarigesicin.
Thageril A% 531, OKSMHAL Eacnoes - = Diren reprogammsing o saroma i feasibie and i alkows for g
HOGMCE [osmamoma]);  lesdvine recapiruiazion of eerminal difes=miacon with ession of
TWHTI (EpoadsToma), DETIOr e niciny.
Lo e 2l 2004 AomE myeioid Eskemia Dhx-inducible DESM = The sy repeesenis the poremial imerplay berveen oacogenc.  nja
[AML] miolecules ind FEprogTa=ming Soor dering IFukEmogness.
= The Epi during re trasard
B Al el e et
SLch 3 numor #2201 can be reversed by dsninc
EpiFENELic dering cellular dEeremia o,
Chomegeal 2004 Ossepmasvoma c2ll linss DIKSM 3o - MeTrvins = [hee 1o inirissic difesences, osiensarcoma ool lines show nla

Wil MeSpOIEES TP MEPIERMITENg and long [erm
ruler SSerrof the reprogrameme cels.

B)

repragramming af cancer cells resulted in higher sensitivity
to chemotherapeutic agents and differentiation- indwoing treat-
ment [75]. Thersfore, endogenous ex pression levels of
reprogramming factors should be carsfullly monitored and the
Tactors that show least expression should be selected in onder
to wse cancer cell reprogramming as a treatment technaology.
Epigmatic basis of comcer. As detailsd abowve, cellular repro-
gramming and tumorigenesis share a lot of features inchoding
epigenstic mechanisms, therefare reprogramming of cancer
cells may result in spigenetic remodeling which can reverse
thee abserved dysfunction. As discuss=d in the previous sec-
tiones, most o the studies that showed reduced tamori genicizy
of differentiated cancer iP5 cells found that extensive epi-
penetic remodeling of tumor soppressor genes and onogenes:
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can arise during cellular reprogramming [777 B In a stady
by £hang =t al, DNA promoter methylation analyses indi-
cated that =pigenetic remodeling of oncogene promaters [such
as myc) results in a chromatin permissave state in which si-
l=ncing by another signal is possible. They also showed that
reprogramming keads to global DNA Bypomethy Lation in both
oncogenes and tumor suppressor penes [77]. Mostly, cancer
cell reprogramming studies anahywed the DNA msthylation
status of oncogenes and tumar suppressar zenes; however,
there are also ather important epigenetic mechanisms in-
voheed during bath repragramming and tumorigenssis. For
example, as described above, both chromatin remodeling
Palycomb proteins or ather histone modifications are ess=n-
tial during these processes. Therefore Tuture studies should
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focus on different epigenetic mechanisms in arder to under-
stand the nature of cancer cefl reprogramming. it can be also
nated that =pigenetic modifications also play a role in the ag-
gressive behavior of tumor cells. Therefare, the cutcome of
cancer cell reprogramming should be carsfully monitored.

c] Long-term culture conditions. There are several major issoes
during én vitrg induction of pluripatency including long-
term and complex cultwres conditions and treatment of cells
with gene transfer vectars, growth factors, and ather cell
media cocktails, st [B6)]. Thess hawe been associated with
gemamic instahility and abnormalities of iP5 cells which may
enhance the risks far teratoma formation or other forms of
tumarigenesis wpon implantation of the cells [87-51 ] In the
case of cancer cell reprogramming, a study by Magai =t al.
showed that long-term ocalturing of reprogrammed cancer cells
results in an aggressive phenotype compared to the original
cancer c=ll Enes [71 . According to this study, bong-term oal-
turing af cancer iP5 cells increassd the genomic instabilizy
presumably due to genefic and spigenetic alterations includ-
ing endogenous c-MYC activation. Thersfore, for future studies,
in arder o determine therapy-resistant and therapy-s=nsitive
clomes, it s mecessary to monitor appearance of
reprogramming-associated aggressive phenotype of repro-
grammed cedls.

d] Heterppe=ity of fumaors. Cancer cells within a tumar are ho-
mogeneous o=ll populations untl relatively late in the courss
of tamar progressian, when hy perproliferation continues with
increased penetic instability leading to distinct clonal sob-
populations. Such clonal heteropeneity indicates that mamy
human tumars ar= histopathologically and genetically diverse
[79]. Dwe to this heterogeneous population of c=lls, it is -
pected to see that cellular reprogramming can favar specific
clones resulting in reduced or increased tumorigenicity [B4]
This also points out the importance af wsing bath cancer cell
lines and patient-derived tumor cells in cancer o=l repro-
gramming studies in order to better understand the efect of
tumar heterogeneity.

e} (ancerstem cells. Cancer stem cells have besn shown to persist
within tumars and to elicit relapse and metastasis. Epigen-
etic mechanisms, especially throwgh SWITSNF complexes and
Polyromb group probeins, can lead o the emergenoe of canoer
stem cells [31.52,53], which maintain the ability to self-
renewr and undergo uncontrolled diferentiation, keading o
the peneration of hetemgensous tumors. Considering the mols
af these chromatin modifiers during both iP% cell genera-
tian and tumarigenesis, cancer cell reprogramming can have

conssquwences that can be linked to the emergence of cancer
stem cells. This can result in tumars with increased self-
ren=wal and the lack of complete cellular diff=rentiation
However, mast of the pluripatency-based cancer cell repro-
gramming studies did mat focws on cancer stem cells in their
e perimental design.

Furure perspeives and conchsion

Epigenetic modifications have besn shown to play a robe during
both cellular reprogramming and tamorigenssis. For this reason,
cancer cell reprogramming can provide a powerf ul tool to better un-
derstand both regenerative and cancerfate processes, with a
potential to develop nowel therapeutic approach or disease mod-
eling. A detailed literature s=arch revealed that cancer cell
reprogramming studies are contradictony; some reparts showed in-
creased tumor progressicn, whereas others reported cellular
repragramming has a treatment potential for cancer. There are
several important factors that can determine the cutrome of cancer
cell reprogramming, as described above [Fig, 1) There are differ-
ences betwesn normal somatic cells and cancer cells in terms af
genetic and = pigenatic states; thersfore it is chall=nging =nough ta
understand the mechanisms of cancer cell reprogramming. Future
studies should consider including syst=matic reprogramming-
redifferentiation protocols in experimental design since most af the
shadies anly compane the tomaorigenicity of cancer iP5 oells with the
parental cell lines, without any redifferentiabion Furthermone, con-
sidering the invohement of chromatin modifiers and heterogeneous

Canear aells Le T

[l )]

¢ Reprogramming . Differentiation

=
Less- aggressive
phenntype

= R pregg ramn g Bctors

< E pigen b A bl

i it gy ¢ el bk
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I i e S ek
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Fig- 1. Camcer o=l reprogramsing has a poential m develop novel therapeutic appeoac [ | or soady disease modeling (B]. There aox sevesmal key Eaomes (such 25 repro-
Franmming oo, spigenstc stane, osluring condizions, Beserogen sy of sumor o=k, cascer seemozlls) which cas deermine the ouinoese of caneer cell reprogramsing,
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matare of twmors, markers for cancer stem cells should be carsful-
ly manitored during cancer cell reprogramming,
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Efficient transduction of melanoma cells with Sendai viral
vectors

Melanoma hiicrelennin Sendai viral vektorlen ile verimli transdiiksiyonu

Aralys VILMAZER-AKTUNA', Hediueh TAHERP, Alp CAN®

ABSTRACT

Ubjectivw  Verkna skal veclon hase been
daweloped in order bo delivery gens o lhing ool
“renda virun [4e¥ | vecion aer anparient vin, veclos due
Le their properten wilabie for gene delisery inclocig
brarnienk pene expreion, wite ot cell specficity, o=
attamgrmreity and aleony gy W wcloes
arm highly wed in molecular medicine in gere themagy,

Mathodc 1L was evelualed the gene delfeery
wificiency of Lo partichn i variou melanoma cell line
by naing fucremcencr micomope and confocal laser

scanning sricrmeope imaginyg bechrigues. AFE, MADW-
MHAE, A and WD 1S cells haer e bermeheced

with To¥ wclon axprewing green feoemsoen? probsin
(G5 ) at Siferent mulbiplicity of infections (MO 1, 3,
ard . GFF expremion wi checked 81 14 and 48 bours
later Tollosing tramdecton. Confocal leer scanming
micrmespy imaging = cetulatsl b ogere ey
wificiency.

PasulB: It wis showed thatl AEFS MOR-MB-435
A3l aned WIS colb are eifciently tanduced by
¥ oven al low vino concentration with foorescenos
mricrmespy imaging. GFF reporier gene activity staried
o b plmerved in 24 bours and pesked in 48 houn
Tollcrwing viral Eramduction. Sight ok ity wis obserwed

azET
vekicrien gt g fadent gty honah Sl
thopi palojerie v yiios mmuncienile gEdcorllikden
spminds gn shbarem igin Sremli vekiolendie oY
wraghy mohskler Epta slkddble kol

Yontem: Bu calgmads, fefkh melaromae hicre
disflerinde ¥ vebibrderinin gen akbanm werimilklen
florman rmikrmbop er koriokel s beramab milooskop
wruniieme telarikier e dederiemdinbeg b, S50,
MDA ME- 40, G581 ve WS hicrelerd yegil Thiorean
protmin (GFF) Hade sden SoY veklorier trafndan Sarkds
wirin dertyim lerinde ferdekatyon carpan @01 1, 3 v )
I4 wp 4E mad swermanda kosteol edimbti. Konfohal
lzer Wramab miembop gorintiene fle gen salm
verimbihi hesplannmgbr.
wirin deripimierinds dahi jerdelaion capam: 1), 8578,
N RAE- 415 IR ve WY 15 hexrelerinin a¥ tarafndan
Erarmciiiofyon bakisn, G kontol gen aktheted 14
sl perbinds gckmbmmepr bglanmg v 4E walis
arty gEubeembise. Tramdibofpordan 14 sl sonrends

'Andar Unisrsiyr, Pacity of Ergirming, Somedics Enginoorisg Dopasimen), Scian =l
‘e niams . Somael of Miosicine, Dooutron: oF it By, AnAn s

O DS FL AT el e T T

it e & DT, L b b b Wil Tl o b ks, P i v v

M W O Wyl E, (0, B 1w
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Tellosring il ramsduction in ol coll 14 howr later;
luvwrver, colla recovered and probifented seulling in
afficient germ sxprenion 45 boun labee. Acconding o
the confocsl lmer scanming micmcopy maging, mom
thas &1 of all oell e expremed GFF 48 bours after

wiral trmeschorbion,

Corchndon: |n concharion, LY wecton axceafully
tramchoed and aspevsed GFF mporter geme i
alucy dtveered the e of S wecton in melanome-
origirated colls and it can open up wide range of sludie
imeniving Sa¥ wectons in cancer thenpy and oellolar
repragramiming felss.

traehuction, gene delivrny

THAHEHIC THOM OF MELARG®A 27 SEHDA YECTTNS —

hixrelerde haf¥ Lobusite goclemlonmy oba da 43 wal
sovmnds  hicreler iokabile  ethbinden  burtularek
cofalmg = verimll pbide gen Hdnd gatenmiglendie.
sormcuna i 4 sk sonunds lim biicee disilerinde

hizrelerin 80 indm Teclen bganb bir jekddes GFF
esire tfac sty

Sorese  Sonex; olermb, Y veEloeled melanoma
fadexinl saflemgtr. By calgma SeY  vekiSderinin
pharmg e La¥ spkitrlerinin kulammm igeren kamer
tpdevl ve hicre progeamlama sanndakd  prisork
o b be rna etk saglarmegtic

Anghlar  BeEmaeler: “l‘. Serdui .ﬁll
GFF, arndhioiyon, gen aklanmi

Sendal vine [Sev] bebangs b Che Porampaovinidae
Tamly of vinges amd It & & resplrabony vins of mouse

bl ral, clesifed o meise paralefloencs sirus Dipe
I ¥ing particles sre ewelopsd and 150250 nm In
dismeter. = genome B & siege chals RHA (13,284
bieses] fn the milis serce (1), SeV enbers the cells by

Biiaching Imelf to the siallc & receplor present on
the bt cell merrane, heredone I Can rardduet &

warkety of cell types (2]. The preserce of a ubiguious
scondary receplor Indspersabie for membrane
fiston has slso been suggested (3], After the
scthvation of Tuslos protels by & protease, vins and
hest cell fuskon process takes place. Thi b Tollowed
by genome reptication and protels synthesis, and
finally daughter ¥ins perticles are assembled and
relemed 1 extracellulsr space. In addition, these
weclnr nely for thedr geme expression anly on vins-
eroded RHA polymensse and whutin, a ublguitously
conserved cytoskeletal protein 4.

Lung/sirway epithelium b the main target of

L1 Tor 18 Don Eopd Dy

e partiches (51, however recembinant Se¥ werions
can ebe imduce sbrong Cransgent expresskon In
cardiemculer sestem (8], retinal eplithelban (T,
hepatocytes (B), colom eplthelium (9), newoss (),
dendritic celb (0], amd i human hemabopoietic
stem cells [(11].

Thanks bx Chelr powsrful Bub  Dandkent
e epresmion, wide host osll specificity, low
pattogesdchy and stroeq Imnnogenkc ity Se¥s are
highly isied In mlecular medlkcing with different
porpeses fn gene therapy, waccine techrology and
regeteralive medicing ([12:14). Usfll mors  che
Temibilicy Tor using SeV particles clinkcally has Bedn
recently applied in che follswing areas: 1] & 8 tve
siteruated vaccing: 2) b gene therapy for critical
Hivits Eschasmilas Bl 3) In Cancer gene therspy (151

I theer present work, we almed o irsetigate the

gene dellvery efficiency of Se¥ particles in veriois
meslaneme el Uned Including A3775, MDA-MEB-435,
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G341 and WMI15 This study esanmines the use of
thesse vectors I melanscyle-originated cells and
It can open up wide range of studes Irvolving Sev
wectons In camoer Chersgy and cellular reprogramming
el

MATERIAL and METHOD

Cell Lines

Human melancma cell Uines (4375, MDA-MB-433,
G361 amd WWI15) cells were purchased from ATCC
(Rockwille, WD, USA). AITS, MOA-MB-435 and G361
cells were maintained s Dulbecco's Modfed Eagle
Medium (DMEM, Lie Technoiogies, USA], WM115
malntained In Minimum Esential Medium (MEM, Lite
Technologies, USA), supplemented with 108 Tetsl
beovine serum (FES, LFe Techaokogies, USA), 50 UJ
il pesicilin (Life Technologles, USA) . 50 pg/mL
streptonmycis (LTe Technologhes, USA), 1% L-glutamine
Life Techrologies, LSA) amd 1% non-esentisl sming
scids (LN Technologies, LISA) a2 37°C in & humidified
atmesphere of 5% COZ.

Sendad Vinus Transductions

AT, MDA-MB-43% 541 and WMI15S melansima
cells wene plated Inlo & 24well Culture plabe st &
deraity of 10104 calls per wasll aid imculbabed ot 37°C,
o COR, ocesmibghl. Se¥ wecton |CyloTumeEmGFP
Sendal Flierescence Repohed, Thefmd Fhber
Scievtific) expressing emevald green  Auonescent
profeds [EmGFF] wene added ab dfTerent multiplicity
of isfectioes (MO 1, 3, amd 9. Alter 34 hours ol
Inec btk perfod, transduction mediom wes removed
Bt CElls wene washed with FES [LHe Techmelogies,
USa) Fresh complite maadium wed sdded and plates
wihe retummed o e ieculater. GFF expreasion was
sralyzed vl confocal laser scannieg microscopy
(OS] Bl Mlistmesce e i b Fadoopsy.

CL5M Imaging
Repoiter gene Bcthily wis ooesed i cels
rafdiiced af BOI 9 concenbratisn b 34 amd 48 hool

culture, Healthy cells on 24 well plates me e clserved
under CSLM, [Zebs LSM 510 Meta lser scanaing
confocal micrcape, Germany), equipped with &
M0 W argen, B 1 e, 543 nm Heble, andd & 5 mi,
£33 nim HeHe lmer loes, Samples were sralyzed b
slbtal a DIC Image combieed with a GFP florecerce
Imape. Fepresentative images were @mhen o &) x
mageification.

Fluor=soenoe Miorosoopy

AT 48 hoas of culture, cells were washed with PEE
b T and floed with & formsldetnide. Samples wine
Imapsd nder flucresence mboroscops (EVOS FL,
Therme: Fhfesr Scientific) im onder Lo debermine Che
optimam MOl concentration. Representathe imeages
e ebiaimed wsling Tear chamnets {DIC-phae conirast
snd GFP chanmels) af 30« mapaifcation.

Image Anabysis
The reamber of GFP pokithee and negative cells wis
snalyzed In five different regloes of a well (3 wells
per condition and time polet) by wsing Image) 1.42
software. The percentage of GFF pesithe cells wene
pistted for each condition.

RESLILTS

Im an artempt o detemming the gene dellvery
efficiencies of Se¥ vectres in melsnoma cells, varows
cell lines of melenoms orighn were trarsduced with
SeV partiches at different WOl Comcestration. GFF
enpreien was Sed o oorder 1o Eeeis the reporter
e Bcrhvity. Flnrescence micioscopy imaging of GFF
expressieg cells demonsireted that sl ol Lines wene
shirwm 10 be tramsduced by Se¥ particles at 48 hour
time point [Fhjure 1), The forescent shneis were
both detected In nuclesr and Cytoplasmic regions.
Furthermore, Incressing the MOl Comcentration
Icreased the ramber of cells ransduced after viral
bcubations, &5 espected, Therefore, accordieg o
findings Mistrated In Figune 1, we ssamed that Se¥
vecons Cam be wsed i sll studed cell lines, preferably
betwoen MOI 3 and 3.
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MOIN

A375

G381 MDA-MB-435

WM115

MOI 3

Mol &

H.-n 1. SV varsductions of diMesernt melancna ool Hne ot diferent NOF conceniaation.
ASTS, NDAMB 4TS, G361 andd wu1 15 ool Bass were Masaduced with SeV vecion expreleg GF9
WOE 1, S end 9) for 24 5 n complete media. CFP epresthon jgreen signed) wis cbserwed after

&5 h under

Tramgenes carried via SeV vectors are not nserted
40 the host genome as i the case of lentivisal o
retrovicad vectors; therefore Uargene expression
profiles should be carefuly studied. Fluorescence
over 48 howr time interval was then evaluated by CLSM
0 order to determrine the Kinetics of gene expression.
As shown in Figure 2, In all cell lines at MOI 9, GFP
expression started as early as 24 hows and ncreased
further at 48 hours (Figwe 2). Cells observed at 43
hours showed the highest amount of Rlucreicence;
therefore we conciuded that GFP expression peaks
around 48 howrs following viral transduction, after
which the miNA and protein levels were started to
decrease within the cells.

gre—

%llG%— Turk 48] D Biyot Doy

micrsacopry. SCale Dar = 400um

In erder to determine whether any difference Is
concerned between the trassduction efficiencies; the
number of GFP positive cells were analyzed by Image
4. As shown in Figure 3, at 24 hows, transduction
eficlency was arcund 40% for the A375 cells, whereas
higher efficiencies were noted In other cell bees
showing 600, T0% and B0 expression efficiency In
NDAMB-435, WMITS and G361 cells, respectively
(Figure 3). Furthermore, the transduction efficiency
showed higher degree of varfation throughout plates
at 24 h tme point, however after 43 h, there were
more homogenows dstridution of GFP positive cells
In afl celll lines. After 48 h, more than 80% of all cell
lines expresied GFP when analyzed by CLSWM
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Flgire 1 GFP axpresion over five fellowing SV tramductions.
AT, MOA MBS, G351 s WWI1S colls wase tramdaced with SV
wecirs expreising GP (09, GFP expression was cbserved by CLOM

AL 24 and 48 I Scube bar = 100um
120
2100 . 1
5 | T
g |
w 60 l [
|
§ 40 -
w
5
= 20
0
A375 MDA G361 WM115
MB-435

L24h
W4Eh

Fgre 2. SV randaction effclencies 'n melencoa coll lnes, ASTS, MDA MEYS, G381 and Wi 15 ool were
warsduced with SV wecion egeening GFF MOLY). GFP egeenion win maged by CLAM aad then quastMed uing

Ieunge J. Percentage of trarnduction efficiencies for all cell Baes were plotied
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W als chserved slight waichy Bt 24 h Tollowing
wirel tramductions n all cell Hees, a5 evident by the

presemod of reund GFP-pedithee ol ds dlecissed by
Oishl &t al., this B an Indicetion of igher degres of
wirel uptake (18], However, by 48 h, cells recreensd
i prolferated resulting in elficlent gene delivery
wia SV werinn.

I thils shady, Se¥ weclons wcesially transdared
Bl gogiiedd GFF repoier gene in varkes melbhoms
cell lines with high effichency. These reslis sigges
thal thl vecior his gresl potentlsl for e In gene
delbeery bt cellular reprogramiming siodes in Cincer.
For examphe, ofe of Che Sress whene et veclon Can
b mpplled effecthely B chmcer ol Peprogramining.
In celluler reprogramming., Indoced pluripstent stim
(IPS] cells ane gemersbid by & foroed expresion of
reprogramimieg Drarscription (e ioes (17 Curently, it
b schbsved madtly by s ing classical retrefenthine.
based vechors. Unlorionabely, low reprogramming
elficiency and chismogomal inkgratin of exgenoia
reprogramiming factors lmit the tramslation of thise

LD
grant number 1135897, Authars confim thal there
publication.
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THAHSME THOM OF MELAROSE, 57 SEHDM Y ELTTHE

viral weclors Inbe cliskcsl settings [1B). Thesks o
thelr sader nalure, SeY wclors Chh ovEroie Chese
Fimitationn. Untll e, 5e¥ wiciors have b slready
i=ed o generale IPS cells Prom somaric cells imolving
fbroilests (19), peripheral bosd momsnucless cells
{300, Tand B cells [21], mesencbymal stem cells 321
Theese Shuadlis Shiveend thal inbegration Tree IPS cells
Chi b cbdained Tast snd efficiently from & verkety
of oelll Cypei. With the help of S8 wecion, cellulsr
reprogramming of cehoer cellh may abo provide &
preisiliil ool o B ther ibwdersiamd both regeneratlee
snd cancer-fele procissss, with o polential o
develop novel therapetl epprosches o dsesse
modeling (23]

In comcliien, we demaiiraled hel Egencis
el Cahed by SeY weclors ceA be effichently
eapried I varkos melansimia oell e, evem Bl i
MOl conceniretions. The reporisr geneé expremion
coild be deteched &5 early B 34 howrs follwieg
regductien. Therelore Che S8V weclonn &
important candldsies Tor gene Drandler o melandms
cells di 1o Ios potential for superior amd saler gene
el

o
oie i kndw confllios of lereil sssocialed with this
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Abstract

The zeneration of induced plurpotent stem (iP5) cells from somatic cells showed that cell fate could be manipulated by
simply introducms a few tanscrption Boters. The differentiadon petential of iPS cells has uncovered a wide range of
patental applications, mehding dissase modeling dmg screening and regensrative therapy. In this shdy, we aimsd o indoce
reprogramming of humae melapocytes and melanoma cell bnes via Sendai viral vectors encoding Yamanaka fcters.
Following mansfecton, pluripofent stem cell colonies have emerged in the melanocyie culbures, a: evident by phase-conmast
and fhiarescence micrescopy images. Howewer, only cell clusters which were not positive far pluripotency markers wers
obtained m the melamema cell culrares. Thiz proved that there are differences berwesn bealthy and camcer cell
reprogramming. Basal gene expression of Yamanaka factors, plunipefency markers and fumor-suppressor genes have been
identified in arder to mderstand the diffsrent responses for cell repropramming i melanocyies and cancer cell lines, Fumrs

studies that will allew efficient reprogramming of cancer cells can improve our knowledge about cancer biology and therapy.

ey Words: iP5 cells, melanoma, malanocyies, Yamanaka factors, cell repropramming

0z

Somatik hiicrelerden wyanlm plurpotent kik (0PK) hacrelerin dretilmesi, bicre kaderinm sadece birkap manskripsiyon
faktorn kullamlarak degistinlebilecegini gostermistir. uPE bicrelermin farkhlasma pofansiyeli sayesinde, rejeneratif terapi
dakil olmak fzere hastahk modslleme v flag farama zihi cok gesitli potansivel uyzulamalan orfaya qlkmugtr. Bu calizmada,
Yamanaka faktorlenini kodlayan Sendai viral vektorlen kullamlarak insan melamesifleri ve melmnoma hicre dizlerinin
vemiden programimmazm amagladk Viral transfeksivon sonmzmda faz konmast ve fioresans mikreskabu paninmilemeleri
ils melansit kiltirlerinde phuripotent kik biicre kolonilerinin ortaya pking gozlemlenmistir. Buna karsin, melamoma hilcre
kiltirlerinde sadece hicre bimslenmelen elusmas ve unlar phurpotens belirteclen igin pozifif olmadiklan belirlenmistir.
Bu da saghkh we kanserli hiirelerin vemiden programlanmas smasmda farkhiklar oldufurn gdstermdstiv. Vamanaka
faktorlerinin, pluripatens belireclert ve nimdr baskilaycn genlerin bazal ifade seviyeler amaliz edilersk melanositlerde ve
kanzer bnicre dizilerinde yeniden programbymamn farkh vamilamy anlaslmaya ¢ahgionsor Kanserli bicrelenn etkin bic
sekiilde yeniden programlanmasima izin verecek pelecek calizmalarm yapiimas, kanzer biyolojizi ve tedavisi hakkindaki

bilgimiz arttmacakr.

Anabiar kelimeler: wPE hicelen, malanoma, melanositler, Vamanaka fakiorlen, hice programlama
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INTRODUCTION

Celhular repropramming technologies provide many promising optons for the wexmment of various dissases as well as
improve gur undsrstanding of the hialogy of thess diseazes. Upon their discovery m 2004, mduced pluriptent stem (iP5)calls
have heen explored extensively with regsnerative medivine purposes and accelsrated the fate of cellnlar therapies. The
eneration of indured pharipotent stem ((P'5) cells from somatc cells showed that the cell fate could be manipulated by
simply infraducing a few key transeription factors[1]. This conceprual revalution has inspirsd researchers to reproeram and
iranzdifferentiate a varety of calls m vitre and in vivo for regenerative medicine parposes. The differentiation potential of iP5
cells, comsidered pracocally equivalent to that of embryonic stem calls, along with the pessibility to obiain them Som specific
human patients has uocoversd a wide range of potendal application:, mchuding disease modeling, drug screening amd
regensrave therapy[2-4].

Epizepstic mechanizm:, which incinde DA methylation, histons modifications and choomatin remedeling, play a major role
both in the gensration of P5 cells and cancer development[5). Shadies indicate that various epigenedc alisrations mav happen
in pre-maligmant cells, leading to their expansion in the early sges of numour progression and at later stages, more Eenes
misht suifer loss of function through epipenstic medification than trough penstic defects[3-8]. On the other side, the ability
of developmental progression Tom pluripetent stem cells through progenitors to temminally diffsrentiated cells is
accompanied by a pradual depesifion of repressive histone marks, followed by chromatin compaction[#-11]. Upon delivery
of reprogramming factors to somatic cells, manscription factors bind thelr recognition elements that are modulated by
changes in chromatn stroctare[12, 13]. Cancer cells can alse acquire plurpotent character by activating some of their
franscripten factors and medifying some other chromatin regulaters. This means that cancer cells can be reprogrammed to
pluripotent stage by the expression of Oct32, E1f4, Sox-2, oMyt tansciption Scters. This may lead to the erasure of their

epiganetc memory and resalt in medifed fumorizenicity.

In this study, we aimed to investigate the reprogramming eficiency of human melanocyies and two different melanoma cell
lines, Sendai viral vectors encoding Yamanaka factors (Oct3/4, K4, So%-2 and o-Woyc) hawve been nsed to generate iP5 Cs.
This &5 a proof-of-concept stady myvestizating the ability fo reprogram melanoma cells info a phunpatent stage and companing

thie resulfing cells to (5 cells obfained fom homan melanacytes.
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AMATEETALS and METHODS

Cell culinre

Human melanacyies were obtained fom Lonza, and culmured im MGHM™-4 Melanocyie Growth Medium— (Lonza). Human
melanpma cell lines 4375 and WM 15 were purchased Som ATCC (USA). Melanoma cells were mainiained m Culbecco's
Modified Eagle Madim (DMEM) supplemented with 10 % fefal bovine senum (FBS), 30 U'ml penicillin, 50 pz'ml

septonrycin, 1% L-ghitamine and 1 % non-essential aming acids at 37°C in 5 % COn.

Eeprogramming protocal

Calls were cultured in §-well plates in their native culnuring medmm . Cyiotune Feproeramming Kit 2.0 (Life Technologies)
was uzed o genemte P50, When the cells reached fo 50 % confluency, cells wers mansfected with Sendai viral vectars
encoding Octd 4, K4, Sox-2 mnd o-Myc (MOI5.5.3). According to the kit protocel, cells were mnsferred to mactivated
mouse embryonic Shroblast (IMEF, Life Technologies) and culhared in KO DMEM media supplementad with KO semum
replacement (20%), non-eszential aming ackds (1%:), 2-mecaptoethmal (0.1%:) and b-FGF (4nz/ml). Cells were abzamved
under an imvented microscope svervday m order fn observe the formation of pluripotent colonies.

Immunofleorescence staining

Cells or colonies cultured en 24-well plates were fined with cold methanol and blocked with 1%: BSA in PBS. Following
blockmg, cells were mwoobated with anti-homan Wanog (Abcam) and anti —homan TR A-1-6{ antibedies for 2 hear at room
tempierarore. Fmally, cells were meated with AF48% and AF544 labelled anti- buman secondary antibedies. DAPT was uzed te

countersiain maclsl Bepresentative mages were obiained under the EV0S fhiorescence microscope (Lifs Technologies).

ENA extraction and quanttative real ime PCE (gRT-FCE)

Calls 3 = 10° cells) were collected and BWA was exiracted with the Machery Mage] BN A isolation kit ¢DHA synthesis fom
1 ug of EWNA sample was performed with i%cpt cDMA synthesis kit (Bio-Fad) accordms to manufactorer's msmoctions. 3
ul of each cOMA sample were used to perform real-time BT-gPCR reactions with i0) SYBE. Green Supermds (Bio-Fad, UE).
Samples were min oo CFX-8G Beal Time System (Bie-Fad) with the following protocol: 95°C for 3 min, 1 cycle; 95°C for 10
sec, B0°C for 30 sec, — repeated for 40 cycles. GAPTH was usad as a reference gene and g=ne expression levels wers

normalized o unirested coniroel ZToups.
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RESULTS

Human melanocytes and 2 melanoma cell lines (A375 and WM115) were used in the reprogramming protocol. Culrures were
observed and images under an inverted microscope (Fizurel). Following Sendai viral wansfaction. colonies have emerged as
early as day 15 in the reprogrammed melanocyte cultures, and they became more distinct and simsilar in morphology to
embryonic stem cells by day 20. For the melanoma cell lines, small cell chusters were observed by day 15 and they did not
grow bigger as plunpotent colonies by day 20. Furthermore. in reprogrammed melanoma culrures, cancer cells proliferated
too fast and populated the whole culture dish by the end of day 20. These results suggested that Sendai viral transfection was
able to generate typical iPS cell colonies in the hunan melanocytes, whereas only cell chusters were formed in the melanoma
cell cultures.

Rep melanocytes Rep A375 Rep WM115

Day 15

Day 20

1. Images of reprogrammed melanocytes and melanoma cells. Human melanocytes and melanoma cell lmes
(A375 and WM115) were transfected with Sendai viral vectors encoding the Yamanaka Factors. Phase-contrast images (20X)
were obtained 15 and 20 days following viral transfection.

Reprogrammed cell cultures were further analyzed for the expression of pluripotzncy markers (Nanog and TRA-1-60) via
immunofiuorescence staining (Figure 2). Reprogrammed melanocytes showed Nanog and TRA-1-60 positive cells within the
emerged coloaies. On the other hand. there were no signals for the pluripotency markers obtained in the reprogrammed
melanoma cultures. Therefore, immunofluorescence staining proved that the colonies obtained in reprogrammed melanocyte
cultures were pluripotent. Unlike melanocytes, cell clusters formed after viral ransfection in the melanoma cultures were not
found to be phripotent.
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Rep melanocytes Rep A375 Rep WM115

Figure 1. Immuonoflosrescence staiming of reprogrammed melanocytes and melanoma cells. Melanocytes and malanoma
cell limes (A375 and Wh{113) were ransiected with Sendad viral vectors encoding the Yamanaka Factors. Cultures were
fixed and stained for Wanog (ped) and TEA-1-60 (green) expression. Wuclsl were counterstained with DAPT (bhee).
Represenative images were obtained using a Suorescence microscope (205).

In arder to explore the differences betwesn the reprosrammed melanecytss and melanoma cells, we apabvzed the bazal
expression levels of Yamanaka facters (Oci3d, K14, Sox-2 and c-Mdyr) and pharipetency markers (Manog, Linll, Bex
Cripto) in naive cancer cell lines. According to the g T-PCR data (Figure 3), nearly all Yamanaka factors and pharipotency
markers in A375 and W1 15 were downrezulaied compared to human melanecyies. Ooly Napog showed up to 10 times
upregnlation in melanoma calls.
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Figure 3. Expression of Yamanalka factors and pluripatency markers in reprogrammed melanocytes and melanoma
cells. Melmnocytes and melanoma cell Imes (A375 and Wh115) were transfected with Sendal viral veciors encoding the
Yamanaka Faciors. F2VA was isolated afer 21 days and gRT-PCE. was performed. Gene expression levels were plotted as
relative gene expression (normalized to melanocytes). GAPDH was used as a reference gene.
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Figure 4. Expression of tumer-seppressor genes in reprogrammed melanocyies and melanoma cells. Melanecytes and
melanoma cell lines (A375 and W 115) were transfected with Sendai viral vectors encoding the Yamanaka Factors. BNA
was Bolated after 21 days and gRT-PCR was performed. Gene expression levels were plotted as relative zene expression
(normalized to melanocytes). GAPTIH was used as a reference gene.
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In literature, it has been repanad that expression of mor suppressar 2enes can iphibit PS5O penemtion and reduce
reprogramming efficiencies. For that reason, P16, P21 and P53 exgpression were assessed i nalve melanoma cells. Accordms
tir the Fizure 4, when comparsd to human melanocytes, A375 cells had 2 times higher exprassion of P33 gene, whereas P16
and P11 showed up to 10 times lower gene expression. In W11 35 cells, all of the tumor-suppressor genes showed
downregualtion compared to buman melapocytes.

DISCUSSION

In this shady, we aimed to induce reprograpming of human mealanecytes and melanoma cell lines via Sendat viral vectors
encoding Yamanaka factors. Following ransfection, phuripotent stem cell colonses have emergzed in the melanecyte oalmes,
s evident by phasecontrast and fuorescence microscopy mmages. However, only cell chusters which were not positive for
pluripotency markers were obtained m the melnoma cell cultares. This proved that there are differences between healthy and
cancer c2ll reprogmamming. In the reprogrammed melanoma cultares, doe to hizher cell proliferation rates comparsd to
melanocytes, cancer cells grew faster than the cell chasters, and possibly imhibited the formation of pluripotent colonies.

In order to firther examine the different responses of melanocytes and melanoma cells fo cellula reprosamming, we
anmatyzed the basal gene expression levels of varous fctors, mchading Vamanaka factors, phuripetency markers and tomor
suppressor genes. Compared to melapocytes, cancer cells showed lower gene expression levels for most of the YVamanaka
factors and phinipotency markers, which could accoumt for the inefficient cellular repropramming in melmoma cells. When
the expression of mmeor-supprassar genes were analyzed, cancer cells in general expressed lower levels of P16, P21 and P33,
suggesting that they were not the main reason of inefficient cancer cell reprogramming. Mot ooly basal expression levels of
reprograpmming and plaripetency facters, but also epizenstic basis of cancer, lonz-ferm culturs conditions, heterogensity of
fumors and presence of cancer stem cells have been reported to be impartant players of cancer cell reprogTammuins[14].
Therefore, further smodies are nesded to delmeate the other factors determinmz the fate of cancer cell repropramming m

melanoma cells,

This stady sugeests that the rate of cell proliferation, endogenous levels of Yamanaka factors, and pluripotency markers play
a key role dormg cellular reprogramming and iP5 czll generation. Furore stadies that will allow efficient reprogramming of
cancer cells can open up new windows for cancer biolegy and therapy, Tumerigenssiz and cellular reprograpming shars
common biokgical processes, therefore, anscription-factar based cancer cell reprogramming can provide a powerfid tool fo

improve our knowledze about cancer-fate processes, with a potantial to develop novel therapeufic approaches.
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