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ÖZET 

Doktora Tezi 

Hücre Programlamanın Kanser Tedavisi Olarak Kullanılması 

Hadiseh Taheri 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Yrd. Doç. Dr. Açelya Yılmazer Aktuna 

Kanser hücreleri, yeniden programlama faktörlerinin hücrelere aktarımıyla yeniden 

programlanabilir, bu da tümörojenitenin değişmesine neden olabilir. Bu çalışmada, temel amaç, 

hücre programlamanın kanser hücrelerinin tümörojeniteleri üzerindeki etkisini araştırmaktır. MDA-

MB-435, G361 insan melanom hücreleri ve insan primer melanositleri, programlama faktörleri 

(Oct3/4, Sox2, Klf4, cMyc- OSKM) kodlayan Sendai viral vektörleri ile transfekte edilmiştir. 

Kültürden sonra yeniden programlanan melanositlerde koloniler ortaya çıkmıştır. Melanoma 

hücreleri ise viral transfeksiyon sonrasında belirgin morfolojiye sahip hücre ve koloni kümeleri 

gözlemlenmiştir. Tüm pluripotens belirteçleri programlanmış melanositlerde yüksek ifade 

gösterirken; programlanan kanser hücrelerinde sadece Nanog ifadesi gözlenmiştir. Embriyoinumsu 

cisimciker oluşturulduğunda, sonuçlar epitelial mezenkimal geçişlere ilişkin değişiklikler olduğunu 

göstermektedir. Tümörijenite testleri sonrasında, programlanmış kanser hücrelerinin, tümörijenik 

özellikleriin azaldığı gözlemlenmiştir. Farklılaşma sürecine maruz bırakıldıklarında azalan 

tümörijenite tekrar kontrol kanser hücreleri seviyelerine ulşmıştır.  Sonuçlar, kanser hücrelerinin 

OSKM faktörleri ile transfekte edilmesiyle birlikte, kanser hücreleri pluripotensiteye tam olarak 

ulaşamasalar da programlamayla tümörijenik özelliklerinin değiştirdiğini göstermektedir. Bu 

nedenle, kanser hücre programlaması kanser biyolojisi ve terapisi hakkındaki bilgimizi artırabilecek 

umut verici bir modeldir. 

2018, 140 sayfa 

Anahtar kelimeler: hücre programlama, uPK hücreleri, rejeneratif tıp, kanser, tümörijenite. 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

Cellular Reprogramming As A New Cancer Treatment Technology 

Hadiseh Taheri 

Ankara University Biotechnology Institute 

Assist. Prof. Dr. Açelya Yılmazer 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, Klf4, 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 naïve 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. GİRİŞ 

Kanser, Dünya Sağlık örgütü’ne göre dünyadaki ölümlerin en önde gelen nedenidir ve her 

yıl kansere bağlı ölüm oranlarında artış görülmektedir. Bu nedenle her geçen gün yeni tedavi 

yöntemlerine duyulan gereksinim de artmaktadır. Öte yandan hızla gelişmekte olan 

rejeneratif tıp ise kanser ve birçok dejeneratif hastalık için umut verici yeni tedavi yöntemleri 

sunmaktadır. Uyarılmış pluripotent kök (uPK) hücreler ise 2006’daki buluşlarından bu yana 

rejeneratif tıp alanında kullanılarak, hücresel tedavi çalışmalarına büyük ivme getirmiştir. 

Epigenetik mekanizmaların hem uPK hücrelerinin oluşumunda hem de kanserin 

gelişmesinde büyük önem taşıdığı birçok çalışmada gösterilmiştir. Bu nedenle, bazı 

transkripsiyon faktörlerinin aktive olması ve belirli kromatin regülatörlerinin modifiye 

olması ile kanser hücrelerinin epigenetik devrelerini etkinleştirerek kök hücre düzeyine geri 

dönebilecekleri açıktır. Bu da, kanserli hücrelerin Oct3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc (OSKM) gibi 

transkripsiyon faktörlerinin aktif hale geçmesi ile pluripotent düzeye geri 

programlanabileceğini göstermektedir. Hücrelerin programlanmasının epigenetik hafızayı 

silerek, kanser hücrelerinin gösterdiği tümörijenik özellikleri değiştirmesi beklenmektedir. 

Sunulan bu doktora tezi, kanser hücrelerinin programlanarak uyarılmış pluripotent kanser 

kök hücrelere çevrilmesinin kanser tümörijenitesine olan etkisini araştırmayı 

amaçlamaktadır.  

Yapılan literatür taramasında, kanserli hücrelerin programlanmasını içeren çalışmalar 

yetersiz ve çelişkili bulunmuştur. Hangi koşullar altında ve hangi kanser türleri için hücre 

programlamanın tedavi potansiyeli taşıdığı henüz tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, 

bu doktora tezinde kanserli hücrelerin programlanmasının tümörijenik özelliklerine olan 

etkisine bakılacaktır. Melanoma bu doktora tezinde kullanılacak olan kanser modelidir. Aynı 

kanser türüne ait farklı hücre hatları çalışılarak, kanser türlerinden dolayı olabilecek 

farklılıklar en aza indirilecektir. İlk kez bu doktora tezinde melanoma hücreleri sistematik 

olarak programlanıp, tekrar farklılaştırılacak ve elde edilen bu hücrelerle tümörijenite 

deneyleri yapılacaktır. Aynı zamanda programlama faktörlerinin hücrelerdeki bazal ifade 

seviyeleri tespit edilerek, bunun programlama üzerine etkisi ilk kez bu doktora tezinde ortaya 

çıkarılmıştır. 



2 

 

Bu doktora tezinde melanoma kanser modeli olarak yer almış, bu kanser tipine ait olan farklı 

2 hücre hattı kullanılmıştır. Melanositler pozitif konrol olarak kullanılmış. Sendai virüslerle 

OSKM programlama faktörlerini taşıyan kanser hücreleri programlanmıştır. Elde edilen 

programlanan hücreler gen ve protein ifade seviyeleri bakımından analiz edilmiştir. 

Embriyonumsu cisimcikler (EC) oluşturma deneyleri ile pluripotent özellikler belirlenmiştir. 

Daha sonra her programlanmış hücreler normal tam besiyerine konularak farklılaştırılmış ve 

gen ve protein ifade analizleri ile farklılaşmanın gerçekleştırdığı kanıtlanmıştır. 

Programlanan hücreler, farklılaşan hücreler ile ana hücre hatları, hücre canlılığı ve 

migrasyon analizleri ile tümörijenik özellikleri bakımından karşılaştırılmıştır. Melanoma 

kökenli kanser hücrelerinin programlanmasının, melanomanın tümörijenitesine olan etkisi 

sistematik olarak in vitro koşullarda araştırılmıştır.  

Projeden elde edilen veriler doğrultusunda hücre programlamanın melanoma kanseri için 

terapi potansiyeli taşıyıp taşımadığı incelenmiştir. Buna ek olarak, projenin sonuçları, farklı 

kanser tipleri için hücre programlaması içeren yeni projelerin oluşturulmasına olanak 

sağlayamaktadır. Aynı zamanda klinik öncesi araştırmaların temelini oluşturan bu proje, 

gelecekteki hayvan deneylerini içeren çalışmaların planlanması için büyük önem 

taşımaktadır. Kısacası, kanser biyolojisi ve tedavisi alanında projenin önemli katkılarda 

bulunduğu düşünülmektedir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Döllenmiş yumurtanın embriyoya dönüşmesiyala insan gelişimi başlar. Farklılaşmamış 

safhada bulunan döllenmemiş yumurta, büyüme ve gelişme esnasında farklılaşarak erişkini 

oluşturur (Şekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. İnsan gelişim safhaları (1) 

Wadington’nun epigenetik landskape görselinde belirttiği gibi (Şekil 2.2) tepe üstünde 

farklılaşmamış hücre bulunur, bu hücre farklılaştıkça aşağı doğru iner, yuvarlanır ve 

sonrasında farklı hücre tiplerine dönüşür. Şekil 2.2’de görüldüğü gibi hücrelerin aşağı doğru 

tek yönlü gidişi olduğu ve yukarı doğru çıkışın zor olduğu gösterilmektedir. Buna ek olarak 

vadilerin farklı hücre tipleri arasında da geçişe imkan tanımadığı göstermektedir (2). 1960’lı 

yıllara kadar, ‘farklılaşmamış safhaya geri dönüş imkansızdır’ şeklinde kabulleniyordu ama 

araştırmaların devamı bu teorinin yanlış olduğunu ortaya çıkarmıştır (3, 4). 
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Şekil 2.2.Wadington’nun epigenetik landskape görünümü (5) 

2.1. KÖK HÜCRE TANITIMI 

2.1.1. KÖK HÜCRE NEDİR? 

Kök hücreler, farklı hücre tipine farklılaşabilen ve sonsuz bölünme yeteneğine sahip 

hücrelerdir. Kök hücreler bölünerek kendilerini sınırsız çoğaltma yada belirli bir hücere 

tipine farklılaşabilirler (6). 

2.1.2. KÖK HÜCRE ÖZELLİKLERİ 

R.G.Edwards ve P.C.Steptoe’nun 1978 yılında yaptıkları çalışma ile in vitro fertilizasyon 

yöntemiyle ilk kez bir insanın dünyaya gelmesini sağladı (7). Sonrasında Evans ve Kaufman 
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1981’de fare embriyo kök hücrelerini ilk kez laboratuvarda yetiştirmişlerdir (3). James 

Thomson ve gurubu  ilk kez insan embriyosundan insan embriyonik kök hücrelerini 

laboratuvarda ayrıştırmayı ve çoğaltmayı başardılar (2). Bu çalışma sayesında embriyo kök 

hücrelerin yetişkin kök hücrelere kıyasla çoğaltabilme ve farklılaşabilme özelliklerinin da 

fazla olduğu gösterilmiştir (8, 9). 

Kisacasi kök hücrelerin ana özelliklerini şu şekilde sıralayabiliriz: 

 Limitsiz kendini yenileme kapasitesi (self-renewal) 

 Daha fazla kök hücre oluşturma kapasitesi (clonality) 

 Farklı hücre tipine farklılaşabilme kapasitesi (potency) 

2.2. KÖK HÜCRE ÇEŞİTLERİ 

2.2.1. TOTİPOTENT HÜCRE 

Vücuttaki tüm hücre tiplerine dönüşebilen, işlevsel olarak tam bir organizmanın oluşumunu 

ve gelişimini sağlayabilen hücrelerdir (10). Zigot; spermin yumurtayı döllemesiyle oluşan 

ve canlıyı tumuyle oluşturabilecek kapasiteye sahip hücre topluluğudur. Bu hücreler bütün 

vücut hücrelerine dönüşebildikleri için her hücre tipine farklılaşabildikleri için totipotent 

hücre olarak isimlendirldiler. Fakat hücreler totipotent özelliklerini döllenmenin 5.gününden 

sonar kaybıderler. Böylece blastula evresinden itibaren hücre bütün organizamayı 

oluşturabilecek yeteneğini kaybeder (10, 11).   

2.2.2. PLURİPOTENT HÜCRE 

Döllenmeden 5.gün sonra oluşan hücreler blastosist adı verilen küresel bir şekil alır. 

Blastosist iç hücreleri vücüttaki her tip hücreye farklılaşabilirlerken tek başlarına plasentaya 

oluşturamadıları için organızmanın tümünü oluşturamazlar. Bu nedenle bu tip hücreler 

pluripotent özelliğini sahiptir (Şekil 2.3) (12). 
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Şekil 2.3. Pluripotent kök hücre elde edilmesi ve farklılaştırılması (13) 

2.2.3. MULTİPOTENT HÜCRE 

Gelişimi devam eden embriyoda hücrelerin farklılaşmasıyla hücreler  daha belirgin 

görevlere sahip olurlar ve erişkin kök hücreler meydana gelmeye başlarlar. Örnek olarak, 

kemik iliğinde hematopoetik hücreleri  bulunur ve gerektiğinde hem  beyaz kan hücrelerine, 

hem de kırmızı kan hücrelerine ve trombositlere dönüşebilime yeteneğine sahiptir (14). 

Multipotent  kök hücreler ait oldukları doku veya organlardeki farklı hücrelere dönüşebilirler 

(15). Gelişimin devem etmesiyle farklılaşma özelliğine göre ortaya hiyerarşik bir sıralama 

çıkar (16). 
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2.2.4. OLİGOPOTENT HÜCRE 

Yalnızca bir kaç hücre tipine faklılaşabilen kök hücre tipidir. Bu hücreler benzer işlevlere 

sahip hücre gruplarına dönüşebilme gücüne sahiptir, örnek olarak lenfoid ya da miyeloid 

kök hücreler verilebilir (17). 

2.2.5. UNİPOTENT HÜCRE 

Unipotent kök hücreler tek bir tip hücre tipini yani kendilerini üretebilerek genel olarak tek 

bir yönde farklılaşmak üzere programlanmış olan hücrelerdir (18). Kendilerini 

yenileyebilme özellikleri sayesinde diğer kök hücre olmayan hücrelerden farklıdırlar (19). 

2.3. ELDE EDİLDİKLERİ KAYNAKLARA GÖRE KÖK HÜCRELER 

2.3.1. EMBRİYONİK KÖK HÜCRELER 

Yukarda da açıklandığı gibi, blastosist safhasındaki embriyodan elde edilen iç hücre 

kümelerinin kültür edildiğinde embriyonik kök hücreler elde edilir (20). Bu tip kök hücre 

hatlarının oluşturabilmesi için tüp bebek ünitelerinde bağışlanan embriyolar kullanılır  (21). 

Embriyonik kök hücrelerin pluripotent düzeyde olduğu farede ispatlanmiştir (22). 

Embriyonik kök hücrelerin telomerlerinin çok uzun olması sayesinde uzun kültür edileblirler 

(23). Pluripotent özelliği sahip olmalarından dolayı embriyonik kök hücreler yüksek 

seviyede Oct-4, SSEA-1, TRA1-60, TRA1-81 ve telomeraz gibi proteinleri ifade ederler. 

Farkılaşabilme kapasitelerini göstermek amacıyla embriyonik kök hücreler farklı büyüme 

faktörleriyle kültür edildiklerinde 3 embriyonik germ tabakalarına ait hücre tiplerini 

oluştururler  (24). 

2.3.2. ERİŞKİN KÖK HÜCRELER 

Farklılaşmış doku ve organlarda erişken kök hücreleri bulunur. Bu hücreler özelleşmemiş 

durumdadırlar ve kendini yenileyebilme ve gerek olduğunda ait dokuları farklı hücre 

tiplerini dönüşebilme yeteneğine sahipler (25).  Erişken kök hücreler, canlının yaşamı 

suresince kendilerinin kopyalarını üreterek çoğalırlar (26). Karaciğer, deri, kemik iliği, göz, 

kan gibi dokularda erişken kök hücreleri rastlanır (27). 
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Bu durumlar arsında kemik iliği en fazla erişken kök hücreleri bulundurandır ve burada elde 

edilen kök hücreler klinikte bir çok hastalığı tedavisinde kullanılmektedir (28, 29). 

2.3.3. FETÜS KÖK HÜCRESİ 

Fetüsün kaynak olarak kullanıldığı durumlarda elde edilen kök hücrelerdir  (30). Kayanak 

olarak kullanılan fetüsun eıde edilen bu gelişimin daha daha geç evresine ait olduğu için 

çoğalma yetenekleri biraz daha düşüktür (31). Meydana gelen düşük sonrasında kadınlardan 

temin edilen fetüsler veya çeşitli sakatlıklar sebebiyle gebeliğe son verildikten sonra elde 

edilen fetüsler bu tür kök hücreler için kaynak oluşturmaktadır (30). 

2.3.4. AMNİYOTİK KÖK HÜCRELER 

Amniyon sıvısında da multipotent kök hücrelere rastlanabilir (32). Bu kök hücreler büyük 

ölçüde etkindirler, besleyici ortam olmadan da büyümelerine devam ederler ve tümörijenik 

özelliği yoktu (33). Amniyotik kök hücreler multipotent özelliğe sahiptir ve endoteliyal, 

adipojenik, miyojenik, osteojenik, hepatik ve nöronal hücre tiplerine dönüşebilme 

yetenekleri vardır. Amniyotik sıvıdan temin edebilen bu tip kök hücrelerin insan 

embriyosundan elde edilen kök hücrelerin kullanımındaki etik sorunları yoktur (34, 35, 36). 

2.3.5. UYARILMIŞ PLURİPOTENT KÖK HÜCRE 

Uyarılmış pluripotent kök hücre (induced pluripotent stem cells (iPS)), uPK hücresi olarak 

kısaltılabilir.  Farklılaşmış somatik hücrelerden, Oct3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc (OSKM) gibi 

belirli transkripsiyon faktörlerinin gen transferi yoluyla ifade edilmesi sonucunda uPK 

hücreleri elde edilebilir (35, 36). Elde edilen hücreler sınırsız büyüme, koloni oluşturma, 

farklı hücre tiplerine farklılaşma özelliğine sahip olduklarından dolayı, embriyonik kök 

hücrelere alternatif olarak kullanılabileceklerini göstermiştir. uPK birçok özelliği ile doğal 

pluripotent kök hücrelere (örn. embriyonik kök hücrelere) benzemektedir (2, 37) . Örneğin 

farklı  doku ve organlar ait hücrelere dönüşebilirler, blastokiste enjekte edildiğinde yeni bir 

canlının oluşumunu sağlayabilirler (2). 

uPK hücreler erişkin kök hücreleri ya da normal yetişkin hücrelerden tamamen farklıdır (38), 

yeniden programlanma sayesinde pluripotent özelliği kazanmışlardır (9). Somatik 

hücrelerden türeyen ve embriyonik kök hücreleri özelliklerini taşıyan hücrelerdir. Öte 

http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%B6k_h%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Embriyonik_k%C3%B6k_h%C3%BCcre&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=H%C3%BCcresel_farkl%C4%B1la%C5%9Fma&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Blastokist
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yandan, genomik instabilite ve epigenetik çalışmalar uPK hücrelerinin embryonik kök 

hücrelerden farklılık gösterebileceklerini de iddia etmişlerdir (39, 40). Hala tartışılmakta 

olan bu sorunların, daha verimli, daha güvenli programlama tekniklerinin kullanılması ya da 

hücre kültür ortamlarının geliştirilmesiyle ortadan kaldırılabileceği öngörülmektedir (41). 

Şekil 2.4’te hücrelerin nasıl programlandığını ve ne gibi kullanım alanları olduğunu 

göstermektedir (42). 

 

Şekil 2.4. uPK hücrelerinin kullanım alanları 

Hastalardan elde edilen hücrelerin (örneğin fibroblastlar) OSKM faktörleriyle uPK 

hücrelerine dönüştürülebilirler. uPK kolonileri daha sonra farklı hücre tiplerine 

farklılaştırılarak doku mühendisliği, hastalık modellemesinde, ilaç taraması ya da toksikoloji 

alanlarında kullanılabilir (11). 

Fibroblastlar

UPK  kolonileri

Farklılaşmış 
hücreler

Farklılaşma

•Hastalık modelleme
•İlaç taraması
•Toksikoloji

•Doku 
Mühendisliği

OCT3/4 SOX2

KLF4 cMYC
Büyüme 

faktörleri

In vitro 
kültürler

Hücre 
izolasyonu

Hücre 
programlaması
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2.3.5.1. Uyarılmış Pluripotent Kök Hücrelerin Bulunması 

1960’lara kadar hücre farklılaşmanın tek taraflı olduğu bilinmekteydi. 1962’de J. Gurdon 

tarafından yapılan çalışmada çekirdeğini çıkarttığı kurbağa 

yumurtasına, iribaş bağırsağından alınmış yetişkin hücre çekirdeğini yerleştirerek gelişmiş 

iribaşlar oluştuğu gösterilmiştir (Şekil 2.5) (4). Bu olaya “Somatik Çekirdek Transfer” adı 

verilmiştir. Çalışma sayesinde canlıyı meydana getiren tüm hücre tiplerini oluşturacak 

bilginin, hücre çekirdeğinde saklandığı ortaya çıkmıştşr (4). 

 

Şekil 2.5. Çekirdek transfer deneyi (1) 

Tüm bunların ardından Dr. Wilmut, 1997’de 6 yaşındaki bir koyunun meme hücresinden 

aynı teknikle klon (doly koyunun) üretmeyi başarmıştır. Bu defa çekirdek erişkin bir 

hücreden yani meme hücresinden alınıp yumurta hücresine aktarılmıştır (43, 44). Bu 

çalışmalar somatik hücrelerin pluripotent düzeye geri dönebileceğini kanıtlayan ilk 

çalışmalardır.  

Literatürde ilk olarak uPK hücrelerü 2006 yılında Shinya Yamanaka ve ekibinin 

çalışmalarıyla elde edilmiştir  (36). Araştırmada, embriyonik kök hücrelerde önemli olduğu 

saptanan transkripsiyon faktörlerinden 24 tanesi seçilmiş ve farklı kobinasiyonlarıyla fare 

deri fibroblastlarına retroviral vektörlerle transfer edilmiştir. Embriyonik kök hücrelere 
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benzer kçk hücre koloniler oluşteren kombinasiyon aranmıştır. Çalışmalar sonunda yanlnız 

4 transkripsiyon faktörünü (Oct4, Sox2, c-Myc ve Klf4) Somatik hücreyi pluripotent düzeye 

programlayabildiği gösterilmiştir (Şekil 2.6) (36). 

 

Şekil 2.6. uPK hücrelerin elde edilmesi (1) 

Bunu takip eden yılda, Yamanaka ve ekibi aynı transkripsiyon faktörleri insan den 

fibroblastlarına da programlanabildiğini göstermişlerdir   aynı yıl J.thomson ve ekibi de 

farkli transkripsiyon faktörleri kobine ederek insan uPK  hücreleri elde edilmiştir (45). Bu 

başarılı deneylerin sonucu olarak, ilk klon koyun Dolly'nin kopyalanmasını sağlayan Ian 

Wilmut, somatik hücre çekirdeği transferinden vazgeçeceğini bile açıklamıştır. Bu zamana 

kadar uPK  hücrelerin eldesi için, birçok farklı hücre tipinin kaynak olarak kullanılabileceği 

gösterilmiş, özellikle kan örneklerinin dahi uPK hücrelerin eldesi için uygun olduğu 

bilinmektedir. 

Sir John B. Gurdon ve Shinya Yamanaka somatik hücreleri programlanarak geriye 

dünebileceklerini gösterdikleri öalışmaların sayısınde 2012 Nobel Fizyoloji ve Tıp Ödülü'nü 

kazanmışlardır (46). 

http://tr.wikipedia.org/wiki/John_Gurdon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Shinya_Yamanaka
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nobel_Fizyoloji_veya_T%C4%B1p_%C3%96d%C3%BCl%C3%BC
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2.3.5.2. Programlama Teknolojileri 

uPK hücreleri günümüze kadar birçok farklı metod ve farklı başlangıç hücresi kullanılarak 

da üretilmiştir (47, 48). Çizelge 2.1’de farklı programlama tekniklerini özetlemektedir. Viral 

(35, 49, 50), non-viral gen transferleri (51) sitoplazmik protein (52, 53) ya da miRNA (54) 

translokasyonları gibi birçok farklı programla tekniklerinin geliştirilmesi ile gelişim 

biyolojisine olan bakışımız değişmekte; embryonik kök hücrelerin kullanımı için geçerli 

olan etik sorunları ortadan kaldırarak rejeneratif tıp alanında yenilikler getirilmesine olanak 

sağlamaktadır. İlk olarak uPK hücreleri retrovirüs ve lentivirüs vektörlerinin hücreye OSKM 

faktörlerini taşıması yoluyla üretilmiştir (35, 36, 50). Fakat daha sonra yapılan çalışmalarda, 

bu virüslerin genomlarını konak hücre genomlarına bütünleştirerek çalıştıklarından dolayı, 

uPK hücrelerinin güvenilirliğini azalttığı ortaya çıkmıştır. Entegre olan viral genler ve 

programlama faktörleri, mutasyonlara neden olabilir ya da zamanla programlama 

faktörlerinin tekrar aktifhale gelmesine neden olabilirler. Bunlara bağlı olarak, 

transplantasyon edildiği bölge içerisinde teratokarsinoma adlı kontrol edilemeyen doku 

büyümeleri elde edilebilir (47, 55). Entegre olan virüslere alternatif olarak, daha güvenli ve 

hale verimliliği yüksek olan Sendai virüsler ve epizomal vektörler gösterilmektedir (45, 56).  

Aynı zamanda, günümüzde en çok tercih edilen programlama yöntemleridir.  

2.3.5.3. Hücresel Programlamanın Kullanım Alanları 

Sağlık sektöründe sivil toplumun beklentilerindeki artış ve dejeneratif hastalıkların 

yaygınlaşması ile geleneksel yöntemler dışında yenilikçi tedavi teknolojilerine duyulan ihtiyaç 

da artmaktadır. Son yıllarda hızla gelişmekte olan rejeneratif tıp ise bu alanlarda yenilik 

getirmeyi amaçlamaktadır. Günümüze kadar doku mühendisliğinde kullanılmak üzere birçok 

biyomateryal geliştirilmiştir. Buna paralel olarak, doku rejenerasyonu için hücre kaynaklı terapi 

yöntemleri de hızlıca ilerletilmektedir. Hücre terapilerinde kullanılmak amaçlı geliştirilen kök 

hücreler (Şekil 2.7) birçok klinik öncesi ve klinik aşamadaki çalışmalarda yer almaktadır (57). 

Pluripotent karaktere sahip olan embryonik kök (EK) hücreler uyumluluk (58), farklılaşma ya 

da kaynak bulma sorunlarından dolayı klinik çalışmalarda başarıyı düşürmektedir (59).   
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Çizelge 2.1. Hücresel programlama teknikleri 

Programlama teknolojisi Güvenlik Verimlilik 

Viral vektörler 

Entegre olan 

Retrovirüs - ++ 

Lentivirüs - ++ 

Kesilebilir Kesilebilir lentivirüs ++ ++ 

Entegre olmayan Adenovirüs ++ - 

DNA içermeyen Sendai virüs ++ ++ 

Çıplak DNA 

PiggyBac transpozon ++ + 

pDNA (plasmid DNA) + - 

Epizomal pDNA +++ +++ 

DNA içermeyen 

mRNA +++ +++ 

microRNA +++ + 

Protein +++ - 

 

Yetişkin kök (YK) hücreler ise yine imonoloik uyumsuzluk sorunu göstermeleri dışında, 

pluripotent karakterlerinin olmamalarından dolayı çok yönlü tedavi olanağı sunamamaktadırlar. 

Bu yüzden hücre tedavileri için kesin ve yenilikçi çözümler getirememektedirler (60). Buna 

karşın, 2006’da Shinya Yamanaka önderliğinde geliştirilmiş olan uyarılmış pluripotent kök 

(uPK) hücreler (36),  kök hücre araştırmalarına ivme getirmiştir ve birçok hastalığın tedavisinde 

çığır açılmasına olanak sağlamaktadır. Buluşundan sadece 6 yıl geçmiş olmasına rağmen, elde 

edilen umut verici sonuçlar hücre programlamanın 2012 yılında tıp alanındaki nobel ödülünü 

kazanmasına ve 2014’te ise Japonya’da başlaması öngörülen klinik düzeydeki ilk çalışmalarda 

yer almasına olanak sağlamıştır. 

2006’da ilk kez fare fibroblast hücrelerinden elde edilen (36) uPK hücreleri, 2007’de insan 

fibroblastlarından (35, 50), ve takip eden yıllarda hepatositler, lenfositler, keratonositler gibi 

farklı başlangıç hücrelerinden de elde edilebileceği gösterilmiştir (47). Sağlıklı hücreler 
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dışında, hücresel programlama hastalıklı hücreler için de denenmiştir. Çizelge 2.2’de farklı 

hastalıklardan elde edilen uPK hücreleri ve programlamanın hastalık üzerine etkileri 

gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.7. Hücre terapilerinde kullanılmak üzere geliştirilen kök hücreler. Embryonik kök 

(EK) hücreler, uyarılmış pluripotentkök (uPK) hücreler ve yetişkin kök (YK) hücreler 

Hastaların kendi hücrelerinden, örneğin deri biyopsilerinden elde edilen fibroblastlardan, 

üretilen uPK hücreleri birçok uygulama için umut ışığı olmuştur (Çizelge 2.2). Öncelikle 

hastalardan elde edilen hücrelerin programlanması ve hastalık türüne göre tekrar 

farklılaştırılması ile hastalıkların modellenmesine olanak sağlanmaktadır. Alzheimer, 

Duchenne kas distrofisi, Down sendromu gibi genetik hastalıkların bugüne kadar başarıyla 

modellemesi yapılmıştır. Örneğin, Parkinson hastalarından alınan fibroblast hücrelerinin 

programlanarak uPK hücrelerine dönüştürülmesi ve sonrasında dopaminörjik nöronlara 

farklılaştırılması ile Parkinson hastalığının in vitro ortamda modellemesi yapılabilmektedir 

(61). Bu gibi kültür ortamında oluşturulacak hastalık modelleri hastalığın oluşum süreci, 

mekanizmaları ve patolojik özellikleri hakkında yeni bulgular elde edilmesine olanak 

sağlamanın yanında; yeni ilaçların denenmesine ve de toksikolojik çalışmaların yapılmasına 

imkan vermektedir (62). Bunun yanı sıra, hastalardan elde edilen uPK hücreleri doku 

mühendisliği amacıyla da kullanılabileceğini gösteren çalışmalar yapılmaktadır. Örneğin, 

miyokard enfarktüsü geçiren hastalardan elde edilen fibroblast kaynaklı uPK hücreleri 

enfarktüs geçirmiş dokunun rejenerasyonunda kullanılarak, tedavinin iyileştirilmesine 

olanak sağlamıştır (63). 
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Çizelge 2.2. Hastalıklı hücrelerin programlanması 

Hastalık Modeli uPK Hücre Türleri Kazanılmış Etki Ref. 

Orak hücre 

 anemisi 

Hematopoetik kök hücreler (genetic 

bozukluluk gen terapisi ile 

düzeltilmiştir) 

Normal eritrosit fenotipi geri kazanıldı. 
Hanna, 

2007 

Parkinson  

hastalığı 
Ortabeyin dopaminerjik nöronlar 

Parkinson belirtilerinde iyileşme görüldü. 

Wernig, 

2008 

Omurilik  

yaralanması 
Nöroküreler Motor fonksiyonlarda iyileşme görüldü. 

Nori, 

2011 

İskemik felç Nöroepitel görünümlü kök hücreler Felç geçirmiş beyin bölgesindeki 

fonksiyonlarda iyileşme. 

Oki, 2012 

Uzuv iskemisi Fetal karaciğer kinazı-1 hücreleri 
VEGF ifadesinin artması ile iskemi 

geçirmiş uzuvda tekrar vaskülarizasyon 

görülmüştür. 

Suzuki, 

2010 

Miyokard 

 enfarktüsü 
uPK hücreleri 

Enfarktüs geçirmiş dokuda rejenerasyon 

ve kasılma performansında iyileşme 

görülmüştür. 

Nelson, 

2009 

Retinitis 

 Pigmentosa 

 (tavuk karası) 

 

Retinal pigmentli epitel hücreler Görsel fonsiyonlarda gelişme görüldü. Li, 2012 

Yaşa bağlı makula 

dejenerasyonu 

 ve retinitis 

pigmentosa 

Gelişmekte olan çubuk 

fotoreseptörler 
Öz fotoreseptöre benzer sinirsel 

aktiviteler elde edildi. 

Homma, 

2013 

 

Hücre programlamanın sonucunda farklılaşmış hücrelerin pluripotent karakter 

kazandırılması ile epigenetik profillerinin de değiştiği bilinmektedir. Pluripotent hücre 

düzeyine geri gidebilmesi için hücre transkriptomunun değişmesi epigenetik hafızanın 

silinerek; önceden ait olunan soy köküne özgü gen ifadesi ve epigenetik profillerinin 

kalmaması gerekir. Pluripotent kök hücrelerde kromatin ‘hiperdinamik’ yapıdadır ve 

erişilebilir durumdadır (64). Hücreler farklılaştıkça, DNA metillemeleri, histon 

modifikasyonları sayesinde aktif olmayan genomik bölgeler oluşmaya başlar (65), bu da 
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hücrelerin kendi soy kökü içinde kalarak farklılaşmasını ve transkriptomlarını buna göre 

regüle etmelerini sağlar (66, 67). Programlama faktörlerinin (örneğin Oct3/4, Klf-4, Sox-2, 

c-Myc) hücrelere aktarılması sonucunda, farklı transkripsiyon faktörleri ve kromatin 

regülatörlerine etki edilir ve soy kökü için geçerli olan kısıtlamalar geriye çevrilerek 

hücrelere pluripotent karakter kazandırılır. Yapılan çalışmalar hücre programlamasının 

farklı aşamalardan oluştuğunu göstermektedir: programlama faktörlerinin bağlanması, 

ifadesi ve kromatin durumlarının değişmesi gibi. Örneğin fibroblastların uPK kök hücrelere 

çevrilmesi sırasında, ilk aşamalarda H3K4 metillemelerinin kaybolması ve sonrasında DNA 

metillemelerinin artması ile sırasıyla fibroblastlara özgü güçlendırıcı bölgeler ve 

fibroblastlara özgü genlerin promotörleri etkisiz hale getirilir. Bunu takiben, pluripotent 

hücre karakterine özgü genlerin aktif hale gelebilmesi için önce histon modifikasyonları 

gerçekleşir, ‘enhancer’lara H3K4 metillemeleri kazandırılır ve ilgili promotör bölgelerdeki 

metillemeler kaldırılır (67). Aynı zamanda, H3K9 metillemerinin programlama faktörlerinin 

bağlanmasını etkilemesiyle hücre programlamasında önemli rol oynamaktadır (68). 

Kısacası, histon metiltransferazlar, dimetilazlar, histon diasetilazlar, DNA metilazlar gibi 

birçok kromatin regülatörü hücresel programlamada rol oynamaktadır. 

2.3.6. KANSER VE HÜCRESEL PROGRAMLAMA 

2.3.6.1. Kanser ve Hücresel Programlamada Epigenetik Mekanizmaların Önemi 

Kromatin regülasyonunun hücre programlamasındaki önemi göz önünde bulundurulursa, 

ağırlıkla epigenetik mekanizmalarla yönetilen hastalık durumlarında hücre programlamanın 

tedavi amaçlı kullanılabileceği de çok açıktır. Çizelge 2.2’de de değinildiği gibi hastalardan 

alınan hücrelerin programlanıp hastalık türüne ait hücrelere farklılaştırılması sonucunda 

hastalık bulgularında iyileşme görülmüştür. Yukarıda verilen örneklere ek olarak kanserli 

hücrelerin de programlanması büyük önem taşımaktadır (69). Yapılan çalışmalar, promotör 

metillemesi, histon modifikasyonları ve miRNA regülasyonları gibi birçok epigenetik 

mekanizmanın karsinogenezde büyük önem taşıdığını göstermektedir (70, 71). Bu nedenle, 

birçok epigenetik enzimi hedefleyen ilaçlar geliştirilmiştir. Özellikle DNA 

metiltransferazlar, histon metiltransferazlar ve histon diasetilazlar gibi bir çok epigenetik 

regülatör için geliştirilmiş ilaçlar günümüzde klinik aşamalarda kullanılmaktadır (72, 73). 

Kısacası, epigenetik mekanizmalar hem kanser oluşumunda hem de uPK hücrelerin elde 



17 

 

edilmesinde önemli rol oynamaktadır (73). Bunu göz önünde bulundurursak, bazı 

transkripsiyon faktörlerinin aktive olması ve belirli kromatin regülatörlerini modifiye olması 

ile kanser hücreleri epigenetik devrelerini etkinleştirerek kök hücre düzeyine geri 

dönebilecekleri açıktır. Bu nedenle, kanserli hücrelerin pluripotent düzeye geri 

programlanması ile tümör biyolojisi ve kanser tedavileri için yeni bakış açıları getirebilir 

(12, 74).  

Günümüze kadar, kanser hücrelerinin programlanması üzerine yetersiz de olsa çalışmalar 

yapılmıştır. Göğüs, kolon, akciğer gibi farklı kanser hücre hatlarında ya da hasta biyopsi 

kaynaklı hücrelerde transkripsiyon faktörleri, oosit özü, nüklear transfer yolları denenerek 

hücre programlanması test edilmiştir. Çizelge 2.3’te günümüze kadar yapılmış olan 

çalışmalar anlatılmış, eksik yanları belirtilmiştir. 

Çizelge 2.3. Kanser hücre programlaması 

Referans Çalışılan kanser tipi 
Programlama 

metodu 
Elde edilen temel bulgular Bilimsel Eksiklikler 

Hochedlinger, 

2004 
R545 (fare melanoma) 

Nüklear 

transfer 

RAS-uyarılmış melanoma 

hücreleri blastosit 

oluşumuna katkıda 

bulunarak kök hücrelerin 

oluşumuna olanak 

vermiştir.Elde edilen kök 

hücreler tümörijenik 

özelliğe sahiptirler. 

Fare kaynaklı 

hücreler 

denenmiştir. 

Nüklear transfer 

tekniği 

kullanılmıştır 

Terapi potansiyeli 

yoktur. 

Lin, 2008 PC3 (prostat) 
miRNA 

(mi302s) 

Programlanan kanser 

hücreleri embryonic kök 

hücre özelliği 

göstermektedirler. 

Elde edilen 

hücrelerin 

tümörijenik 

özellikleri 

araştırılmamıştır. 
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Çizelge 2.3. (devam) 

Utikal, 2009 R545 (fare melanoma) 

OSKM 

faktörleri- 

lentivirüs 

Melanoma hücreleri 

primer melanositler gibi 

programlama verimliliği 

gösterirler.OKM faktörleri 

uPK hücrelerin elde 

edilmesi için yeterlidir. 

Fare kaynaklı 

hücreler 

denenmiştir. 

Elde edilen 

hücrelerin 

tümörijenik 

özellikleri 

araştırılmamıştır. 

Carette, 2010 
KBM7 (kronik miyeloid 

lösemi) 

OSKM 

faktörleri- 

retrovirüs 

Uyarilmiş plüripotent kök 

hücreler elde 

edilmiştir.uPK 

hücrelerinin, ana kanser 

hücrelerinin tersine 

imatinib ilacına direç 

gösterdikleri bulunmuştur. 

Tümörijenite 

deneyleri 

farklılaşmamış uPK 

hücreleri ile 

denenmiştir. 

Miyoshi, 2010 
Farklı gastro-intestinal 

kanser hattı hücreleri 

OSKM 

faktörleri- 

retrovirüs 

Uyarilmiş plüripotent kök 

hücreler elde 

edilmiştir.OSKM 

faktörlerinin bazal ifade 

seviyeleri 

belirlenmiştir.Elde edilen 

uPK hücreleri 

farklılaştırılmış, 

tümörijeniteleri ana hücre 

hattıyla karşılaştırılmıştır. 

uPK hücrelerinin 

sadece EB 

düzeyindeki 

farklılaştırılması 

çalışılmıştır. 

Ana hücre türüne 

dönüştürülerek 

tümörijenite 

özellikleri 

karşılaştırılmamıştır. 

Nagai, 2010 
HuCC-T1 (kolon), DLD-1 

(kolon), PLC (karaciğer) 

OSKM 

faktörleri- 

retrovirus ve 

lentivirüs 

Pluripotent gen ifadesi 

gösteren hücreler 

edilmiştir.Uzun döenm 

kültür edilen hücreler ana 

hücre hattına gore daha 

tümörijenik özellik 

göstermiştir. 

Ana hücre türüne 

dönüştürülerek 

tümörijenite 

özellikleri 

karşılaştırılmamıştır. 
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Çizelge 2.3. (devam) 

Allegrucci, 

2011 
MCF-7, HCC1954 (göğüs) 

Amfibi oosit 

özü 

Amfibi oosit özünün 

kanser hücrelerini 

epigenetik olarak 

programladıkları 

gösterilmiştir. In vitro ve 

in vivo deneylerle 

programlanan hücrelerin 

tümörijenik özelliğinin 

azaldığı gösterilmiştir. 

Tam bir uPK hücre 

seviyesine 

ulaşılamamıştır. 

Farklılaşma 

deneyleri 

yapılmamıştır. 

Mathieu, 2011 

Kolon, akciğer, göğüs, 

karaciğer, gliyoma kaner 

hatları 

OSLN 

faktörleri- 

lentivirüs 

Kök hücre özelliği 

gösteren hücreler elde 

edilmiştir. Ama tam bir 

pluripotent seviyeye 

ulaşılamamıştır.Hipoksinin 

kök hücre özellğini 

arttırdığı gösterilmiştir. 

Programlanan kanser 

hücreleri ana hücre hattına 

gore daha fazla 

tümörijenite göstermiştir. 

Tam bir uPK hücre 

seviyesine 

ulaşılamamıştır. 

Tümörijenite 

deneyleri 

farklılaşmamış 

hücreler ile 

denenmiştir. 

Mahalingam, 

2012 
H3581, H460 (akciğer) 

OSKM 

faktörleri- 

lentivirüs 

uPK hücreleri elde 

edildi.Hücre 

programlaması tümör 

supresör genlerinin 

metillenme profilini 

değiştirdi.Elde edilen uPK 

hücreleri ana hücre hattına 

gore daha az tümörijenik 

özellik göstermişlerdir. 

Tümörijenite 

deneyleri 

farklılaşmamış uPK 

hücreleri ile 

denenmiştir. 

Lai, 2013 H3581, H460 (akciğer) 

OSKM 

faktörleri- 

retrovirus ve 

lentivirüs 

uPK hücreleri elde 

edildi.Hücre 

programlaması ana hücre 

hattında var olan 

mutasyonların elenmesine 

neden olarak, tümörijenik 

özelliklerin azalmasını 

sağlamıştır (Elit model) 

Tümörijenite 

deneyleri 

farklılaşmamış 

uPKhücreleri ile 

denenmiştir. 
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Çizelge 2.3. (devam) 

Zhang, 2013 

Saos-2, 

HOSMG63,(osteosarkoma); 

SW872 (liposarkoma), 

OSKMNL 

faktörleri- 

lentivirüs 

uKK hücreleri elde 

edildi.Elde edilen uPK 

hücreleri, ana hücre tipine 

farklılaştırılmışve 

tümörijenitelerinde azalma 

görülmüştür. 

Sadece sarkomaları 

içeren bir 

çalışmadır, epitel 

kökenli kanserler 

çalışılmamıştır. 

Liu, 2014 
Akut miyeloid 

lösemi(AML) 

OSKM 

faktörleri 

• Hücre programlaması 

bazı onkogenleri 

susturmus, bazı tümör 

supresör genlerini aktif 

hale getirmiştir. 

- 

Choong, 2014 Osteosarkoma hücre hatları 

OSKM 

factörleri – 

retrovirüs 

Osteosarkoma hücre 

hatlarındaki farklılıklar 

nedeniyle hücre 

programlamasına ve uzun 

kültür koşullarına 

verdikleri cevaplar 

farklıdır. 

Çelişkili sonuçlar 

elde edilmiştir. 

Hidehito, 2015 Tumor-infiltrating 

lymphocytes (TILs) 

(melanoma) 

OSKM 

faktörleri- 

Sendaivirus 

uKK hücreleri elde 

edildi.Elde edilen uPK 

hücreleri, teratoma 

oluşturulmuştur. 

Kullanılmış senday 

vektörlerin tipinden 

dolayı programlama 

verimliliği az 

olmuştur. 

Knappe, 2016 HCmel17-Ret2 melanoma OSKM 

faktörleri- 

lentivirüs 

Hücre programlaması in 

vitrokoşullarda yüksek 

invaziv potansiyel 

gösterirkenin vivo 

koşullarda artmış akciğer 

kolonizasyonu 

gösterilmiştir. 

Fare kaynaklı 

hücreler 

denenmiştir. Terapi 

potansiyeli yoktur. 
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2.3.6.2. Tümorijenite ve Hücresel Programlamanın İlişkisi 

Tümör gelişimi ile hücresel yeniden programlama arasında kavramsal paralellikler vardır 

(75), bu nedenle, transkripsiyon faktörü tarafından uyarılan yeniden programlama, hem 

rejeneratif hem de kanser kaderi süreçlerini daha iyi anlamak için güçlü bir araç sağlar ve 

yeni terapötik yaklaşımlar geliştirebilir. Kanser hücreleri, yeniden programlayan 

transkripsiyon faktörlerinin yüksek ifadesi pluripotent bir duruma yeniden programlanabilir. 

Transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu ve kromatin düzenleyicilerinin modifikasyonu, bu 

yeniden programlanmış kanser hücrelerinde epigenetik durumun yeniden şekillenmesine ve 

tümöre orijinalliğin düzenlenmeye neden olabilir. Bununla birlikte bugüne kadar kanser 

hücrelerini yeniden programlamaya odaklanan çalışmalar (76) çelişkilidir; bazı çalışmalar 

ise artmış tümör progresyonu bildirirken, diğerleri hücresel yeniden programlamanın kanser 

için bir tedavi potansiyeline sahip olduğunu göstermiştir. 

 

Şekil 2.8. Kanserli hücre programlama ve etki eden faktörler (77) 

2.3.6.3. Hastalık Modelleme Olarak Kanser Hücrelerin Programlanması 

Kanser hem genetik hem de epigenetik değişiklikleri barındıran karmaşık bir hastalıktır. Bu 

nedenle, kanser hücresi yeniden programlama, in vitro tümör oluşumunu incelemek için bir 

model olarak kullanılabilir. Kanser hücrelerinden uPK hücrelerinin üretimini takiben, tümör 



22 

 

büyüme potansiyeli tekrae düzenlenir. Bu nedenle, yeniden farklılaşma sonrasında sırasıyla 

programlama faktörlerinin önceden var olan genetik değişiklikleri veya onkojenik doğası 

nedeniyle benzer seviyelerde tümörijenite veya daha agresif bir fenotip oluşturabilir (78, 79). 

Daha önceki bir çalışmada, Hochedlinger ve ark. oositin yeniden programlanmasının kanser 

hücresi genomu üzerindeki etkisini araştırmak için bir nükleer nakil yaklaşımı kullandı (80). 

Farklı tümör hücrelerinin nükleer transferinden sonra, klonların blastosistlere dönüşmesine 

izin verildi, embriyonik kök hücreler elde edildi, gelişimsel ve tümörigenik potansiyeli 

açısından çoklu deneylerde analiz edildi. Özellikle RAS ile indüklenen melanoma hücreleri, 

pluripotent kök hücreler oluşturan blastosist gelişimine izin vermiştir. Bununla birlikte, bu 

hücrelerden üretilen kimeralar orijinal hücre hattına kıyasla daha yüksek nüfuz, daha kısa 

gecikme ve genişleyen tümör spektrumu olan kanser geliştirmiştir (76). Başka bir çalışmada, 

kronik bir miyeloid lösemi hücre dizisi olan KBM7, OSKM faktörlerinin retroviral iletimi 

yoluyla uPK hücre hattına yeniden programlandı. Ana hücre hattı KBM7’nin aksine, yeniden 

programlanmış kanser hücreleri BCL-ABL onkogeninin bir inhibitörü olan imatinib 

kemoterapötik maddesine direnç gösterdi. Yazarlar, terapötik ajan imatinibin belirli bir 

epigenetik ayırt edilmiş hücre durumunda hücreleri hedef aldığını ve bunun kronik miyeloid 

lösemi hastalarında hastalığın tamamen ortadan kaldırılamamasına katkıda bulunabileceğini 

varsaydı (78). Nagai ve ark. OSKM faktörlerinin virüs aracılı girişi ile gastrointestinal kanser 

hücre çizgilerini yeniden programladı (79). Yeniden programlamadan sonra, kanser uPK 

hücreleri, kemoterapötik ajanlara hassaslaşmış ve erken zaman noktalarında farklılaşmayı 

tetikleyen tedaviye rağmen, yeniden programlanmış kanser hücrelerinin uzun süreli 

kültürlenmesi, parental hücre çizgilerine kıyasla agresif fenotipe neden olmuştur. Yazarlar, 

kanser uPK hücrelerinin, hem tümörigenezis ile yeniden programlama teknolojisiyle 

bağlantılı olduğu endojen c-MYC aktivasyonu da dahil olmak üzere, genetik ve epigenetik 

değişikliklerden ötürü muhtemelen genomik istikrarsızlığa yatkın olabileceğini belirttiler 

(79). Daha sonra başka bir grup, hipoksi tedavisinin kanser hücresi yeniden programlanması 

üzerindeki etkisini araştırdı. Bu çalışmada, prostat, beyin, böbrek, serviks, akciğer, kolon, 

karaciğer ve göğüs tümörlerinden alınan kanser hücre dizileri, hipoksi indüklenebilir faktör 

(HIF) varlığında farklı yeniden programlama faktörleri kullanılarak uPK hücre durumuna 

yeniden programlandı. Hipoksi, embriyonik kök hücre benzeri bir transkripsiyonel 

programlamaya neden olsa da, yeniden programlanan kanser hücreleri, daha yüksek bir 

tümöre özdeşlik gösterdi. Bu, HIF hedeflerinin kanser dahil patolojik koşullarda dinamik bir 
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köklenme durumu indükleyicileri olarak rol oynayabileceğini gösterdi (81). Kumano ve 

arkadaşlarının yaptığı başka bir lösemi çalışmasında, uPK hücresi, OSKM faktörlerinin 

retroviral transdüksiyonuyla primer kronik miyeloid lösemi (KML) hasta hücrelerinden 

üretildi. Her ne kadar KML-uPK’ler kemoterapötik ajan imatinibe dirençli olsalar da, KML-

uPK’den türetilen hematopoietik hücreler ilaca duyarlılık kazanmışlardır. Bu bulgular ilk 

hastalığın patofizyolojik özelliklerinin tekrar edildiğini gösterdi (82). Kim ve ark. Daha 

sonra insan pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAC) hücre dizisi üzerinde kanser hücresi 

yeniden programlamanın etkisini inceledi. Bu çalışmada, klasik bir yeniden programlama 

protokolü takip edildi, lentiviral aracılı OSKM iletimi. Bağışıklığı yetersiz farelere enjekte 

edildiğinde, yeniden programlanmış kanser hücreleri, orijinal kanser türünün invaziv 

formuna ilerleyebilen pankreatik intraepitelyal neoplastik lezyonlar üretir. Ayrıca, bu 

lezyonların proteomik analizi, PDAC’nin erken ve invazif evreleriyle ilişkili önemli ağların 

bulunduğunu gösterdi. Yazarlar, hücresel yeniden programlama teknolojisinin, erken 

pankreas kanseri için canlı bir insan hücre modeli sağladığını ve hastalığın ilerlemesine yeni 

kavrayışlar sunduğunu belirtmiştir (52). 

 Özetle bu tür çalışmalar sadece kanser biyolojisi ve tümörigenezisi konusunda yeni bilgiler 

sunmakla kalmaz, aynı zamanda araştırmacıların tedavi yaklaşımları geliştirmesine ve daha 

güvenli yeniden programlama teknolojileri geliştirmelerine izin verir. 

2.3.6.4. Terapi İçin Kanser HücrelerininProgramlanması 

Tümör baskılayıcı genlerin ve onkogenlerinin yeniden programlama işlemi sırasında 

kapsamlı epigenetik yeniden şekillenmesi ortaya çıkabilir. Kanser uPK’leri 

farklılaştırdıklarında, hücre nesli kaybedebilir veya en azından tümörijenik potansiyelini 

azaltabilir (83, 84). Bu fenomen üzerine yapılan ilk çalışmalardan biri, tümörigenezin 

embriyonik mikro ortamının etkisine odaklanmıştır. Metastatik melanoma veya meme 

kanseri hücreleri, embriyonik kök hücre mikro ortamına (miRNA'lar formunda) maruz 

bırakıldıklarında, yazarlar bu agresif kanser hücrelerinin tümör oluşturan fenotiplerinin 

bastırıldığını göstermiştir (85). Miyoshi ve arkadaşlarının yaptığı anahtar bir çalışmada, 

OKS hücre faktörleri, OSKM faktörlerinin retroviral iletimi yoluyla çeşitli gastrointestinal 

kanser hücre dizilerinden üretildi. Yazarlar, pluripotensin yeniden programlanmış 

hücrelerde kurulduğunu ve bu kanser uPK hücrelerinin farklılaşma indükleyici tedaviye ve 

kemoterapötik ajanları olan duyarılığı ana kanser hücrelerinden farklı olduğunu 
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göstermişlerdir. Tümörlerin bastırılmasının ve indüktif farklılaşmaya duyarlılığının hücresel 

yeniden programlamada ortaya çıkan epigenetik modifikasyonların sonucu olduğunu iddia 

etmişlerdir (86). Bir başka çalışmada, meme kanseri hücresi soyları, MCF-7 ve HCC1954, 

amfibiyan oosit özütleri kullanılarak yeniden programlandı. Bu, ankraj bağımsız koşulları 

altında kanser hücresi büyümesinin azaltılması ve fare zenograft modellerinde tümör 

büyümesinde azalma ile sonuçlandı. Yazarlar, tümör baskılayıcı genlerin epigenetik 

sessizleşmesini tersine çeviren tümör baskılayıcı genlerin promotörlerinde DNA 

demetilasyon ve baskılayıcı histon işaretlerinin kaldırılmasının esasen bu terapötik sonuçtan 

sorumlu olduğunu göstermiştir (83). Mahalingam ve ark. Küçük hücreli dişi akciğer kanseri 

(KHDAK) hücre çizgilerini OSKM faktörlerinin lentiviral transdüksiyonuyla başarıyla 

yeniden programladı. Yeniden programlama, hem kanserli uPK hücrelerinde azaltılmış 

tümörijenisite ile sonuçlanan hem epigenetik hem de transkripsiyonel olarak kanser 

hücrelerindeki düzensiz genleri tersine çevirdi. Onkogenin ve tümör baskılayıcı durumunun 

tersine çevrilmesi, DNA metilasyonu ile açıklanmıştır (87). Başka bir çalışmada, iki küçük 

hücreli dişi akciğer kanseri hücresi çizgisi, OSKM faktörlerini ifade eden retroviral ve 

lentiviral vektörler kullanılarak yeniden programlandı. Kanser hücrelerinin yeniden 

programlanması, heterojen bir parental kanseri hücresi popülasyonundan farklı bir hücre alt 

popülasyonunun seçildiği bir modeli izlemektedir. Bu önerilen modele göre, parental hücre 

dizilerinin mutasyonlarını ortadan kaldırarak, yeniden programlamanın tümöre özdeşliğini 

azalttığını göstermiştir. Daha sonra, Zhang ve ark. Sarkomların birkaç yeniden programlama 

faktörü (OSKMNL: Oct 3/4, Klf-4, Sox-2, c-Myc, Nanog ve Lin28 dahil) tarafından 

doğrudan yeniden programlanmasının uygulanabilir olduğunu ve tümör oluşumunun 

durdurulmasıyla terminal farklılaşmasının tekrar özetlenmesine izin verdiğini gösterdi. 

Kanser hücre dizilerini yeniden programlanmış karşılıklarıyla karşılaştıran global DNA 

promotör metilasyonu ve gen ekspresyon analizleri, yeniden programlamanın onkogenlerin 

ve tümör baskılayıcıların belirgin epigenetik yeniden modellemesine neden olduğunu 

gösterdi (84). Yukarıda tartışıldığı gibi diğer makalelerde (75, 88) gözden geçirildiğinde, 

kanser hücresinin yeniden programlamasının terapötik potansiyelinin, gözlenen 

disfonksiyonu tersine çeviren epigenetik yeniden biçimlendirme tarafından yönlendirildiği 

düşünülmektedir. Bu nedenle, hücresel yeniden programlamanın kanser için potansiyel bir 

epigenetik terapi olarak kullanılabileceği önerilebilir. Yukarıda bahsedilen çalışmaların yanı 

sıra, fare melanoma, insan prostat, osteosarkoma hücre hatları ve Akut Miyeloid Lösemi 
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hücreleri yeniden programlanmıştır (89), ancak ortaya çıkan kanser uPK hücrelerinin 

tümörijenik potansiyeli analiz edilmemiştir (90, 91). Çoğunlukla, bu hücrelerin pluripotent 

kök hücrelerin özelliklerini taşıyıp taşımayacaklarını ve pluripotensinin yeniden 

programlanmış hücrelerde muhafaza edilip edilemeyeceğini tespit etmişlerdir (92). 

2.3.6.5. Kanser Hücrelerinin Programlanmasında Önemli Faktörler 

Hücresel yeniden programlama sırasında, spesifik transkripsiyon faktörleri etkinleştirilir ve 

kromatin düzenleyiciler aktivleştirilir. Sonuç olarak, kanser hücreleri epigenetik devrelerini 

düzenlerler ve böylece kanser gelişimi değişim geçirir (71). Kanser hücresi yeniden 

programlamaya ilişkin farklı çalışmalar çizelge 2.3’te özetlenmiştir. Bu raporlardan, kanserli 

hücrelerin pluripotens temelli yeniden programlamasında rol oynayan kilit faktörleri tespit 

edilmiştir. Bu faktörler esas olarak kanser hücresi yeniden programlamanın sonucunu 

belirler ve şu şekilde sıralanabilir: 

a) Yeniden programlama ve pluripotensi faktörlerinin bazal ifade seviyeleri: Anahtar 

pluripotens genlerinden bazılarını aşırı ifade eden kanser hücreleri. Örneğin c-Myc 

önemli bir protoonkogendir ve aşırı ifadesi birçok kanser olgusu ile bağlantılıdır (93, 

94). Benzer şekilde, Sox-2, Klf-4, Oct3 / veya Nanog da dahil olmak üzere diğer yeniden 

programlayıcı faktörlerin, tümörigenez sırasında önemli oyuncular olduğu gösterilmiştir 

ve bunların yanlış regülasyonu (95), kanser hastaları için daha kötü klinik sonuçlara 

neden olur (96). Bu nedenle, spesifik bir kanser türünün daha yüksek bazal ifade 

seviyelerini gösteren yüksek ifade eden yeniden programlama faktörü, pluripotensiyi 

programlamanın ardından tümöre özdeşliğini arttırabilir. Bu nedenle, Miyoshi ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, daha düşük seviyelerde OSKM faktörü gösteren 

hücre hatları seçilmiştir. Bu spesifik seçilim nedeniyle, bu araştırmada araştırmacılar, 

retroviral aracılı yeniden kanserli hücrelerin yeniden düzenlenmesinin kemoterapötik 

ajanlara duyarlılık ve farklılaşmayı indükleyen tedaviye neden olduğunu belirtmiştir 

(86). Bu nedenle, yeniden programlama faktörlerinin endojen ifade seviyeleri dikkatli 

bir şekilde izlenmeli ve bir tedavi teknolojisi olarak kanser hücresi yeniden 

programlamasını kullanmak için en az ifadeyi gösteren faktörler seçilmelidir. 

b) Kanserin epigenetik temelleri: Yukarıda ayrıntılı olarak belirtildiği üzere, hücresel 

yeniden programlama ve tümörigenez, epigenetik mekanizmalar da dahil olmak üzere 
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bir çok özelliği paylaşır; bu nedenle kanser hücrelerinin yeniden programlanması, 

gözlemlenen işlev bozukluğunu tersine döndürebilen epigenetik yeniden modelleme ile 

sonuçlanabilir. Önceki bölümlerde tartışıldığı gibi, farklılaşmış kanser uPK hücrelerinin 

azalmış tümörijenisitesini gösteren çalışmaların çoğunda, tümör supresör genlerinin ve 

onkogenlerinin hücresel yeniden programlamada geniş epigenetik yeniden 

modellemenin ortaya çıkabileceği bulundu (88, 97). Zhang ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada, DNA promotör metilasyon analizleri, onkojen destekleyicilerin (myc gibi) 

epigenetik yeniden modellemesinin, başka bir sinyalle susturmanın mümkün olduğu bir 

kromatin izin verme durumunda olduğunu ortaya koymuştur. Ayrıca, yeniden 

programlamanın hem onkogenlerde hem de tümör baskılayıcı genlerde küresel DNA 

hipometilasyonuna yol açtığını gösterdiler (84). Çoğunlukla, kanser hücresi yeniden 

programlama çalışmaları onkogenler ve tümör supresör genlerin DNA metilasyon 

durumunu analiz etti; bununla birlikte, hem yeniden programlama hem de tümörigenez 

sırasında diğer önemli epigenetik mekanizmalar bulunmaktadır. Örneğin, yukarıda tarif 

edildiği gibi, bu işlemler sırasında hem kromatin yeniden şekillendirici polycomb 

proteinleri veya diğer histon modifikasyonları gereklidir. Bu nedenle gelecekteki 

çalışmalar, kanser hücresi yeniden programlamanın doğasını anlamak için farklı 

epigenetik mekanizmalar üzerine odaklanmalıdır. Epigenetik modifikasyonların tümör 

hücrelerinin agresif davranışında bir rol oynadığını da belirtmek mümkündür. Bu 

nedenle, kanser hücresi yeniden programlamanın sonucu dikkatlice izlenmelidir. 

c) Uzun süreli kültür koşulları: Uzun süreli ve karmaşık kültür koşulları ve gen aktarım 

vektörleri, büyüme faktörleri ve diğer hücre ortamı kokteylleri vb. ile hücrelerin tedavisi 

de dahil olmak üzere in vitro pluripotent indüksiyon sırasında birçok önemli konu 

bulunmaktadır (98). Bunlar, uPK hücrelerinin genomik instabilitesi ve anormallikleri ile 

ilişkilidir ve bu durum, hücrelerin implantasyonu üzerine teratom oluşumu veya diğer 

tümörigenezis oluşma risklerini arttırabilir (39, 99). Kanser hücresinin yeniden 

programlanması durumunda Nagai ve ark. yeniden programlanmış kanser hücrelerinin 

uzun süreli kültürlenmesinin, orijinal kanser hücre hatlarına kıyasla agresif bir fenotipe 

neden olduğunu gösterdi (79). Bu çalışmaya göre, kanser uPK hücrelerinin uzun süreli 

kültürlenmesi, muhtemelen genetik ve epigenetik değişiklikler nedeniyle endojen c-

MYC aktivasyonu da dahil olmak üzere genetik istikrarsızlığı artırmıştır. Bu nedenle, 

gelecekteki araştırmalar için, tedaviye dirençli ve terapiye duyarlı klonları belirlemek 
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için, yeniden programlanmış hücrelerin yeniden programlamayla ilişkili agresif 

fenotipinin görünümünü izlemek gereklidir. 

d) Tümörlerin heterojenliği: Bir tümör içindeki kanser hücreleri, hiper proliferasyonun, 

genetik istikrarsızlığın artmasıyla belirgin klonal alt popülasyonlara yol açtığı sürece, 

tümör ilerlemesi seyrinde oldukça homojen hücre popülasyonudur. Bu tür klonal 

heterojenlik, birçok insan tümörünün histopatolojik ve genetik olarak farklı olduğunu 

gösterir (93). Hücrenin bu heterojen popülasyonundan dolayı, hücresel yeniden 

programlamanın spesifik klonların oluşması ve bunun sonucunda azalmış veya artmış 

tümörijenisite yarattığını görmek beklenir (91). Bu aynı zamanda, kanser hücresi 

yeniden programlama çalışmalarında hem tümör heterojenitesinin etkisini daha iyi 

anlamak için hem kanser hücre hatları hem de hasta kaynaklı tümör hücrelerinin 

kullanılmasının önemini göstermektedir. 

e) Kanser kök hücreleri: Kanser kök hücrelerinin tümörler içinde devam ettiği ve relaps 

ve metastazı ortaya koyduğu gösterilmiştir (100). Epigenetik mekanizmalar, özellikle 

SWI / SNF kompleksleri ve Polycomb grup proteinleri aracılığıyla, kendini yenilenme 

yeteneğini koruyan ve kontrolsüz diferansiyasyona girerek heterojen tümörlerin 

oluşumuna neden olan kanser kök hücrelerinin ortaya çıkmasına yol açabilir (101).  Bu 

kromatin değiştiricilerin hem uPK hücresi üretimi hem de tümörigenez sırasında rolü 

göz önüne alındığında, kanser hücresinin yeniden programlanması kanserli kök 

hücrelerin ortaya çıkmasına neden olabilecek sonuçlara neden olabilir (102). Bu, kendi 

kendini yenileyen ve tümüyle hücresel farklılaşmanın eksikliği olan tümörlere neden 

olabilir. Bununla birlikte, pluripotent temelli kanser hücresi yeniden programlama 

çalışmalarının çoğu, deneysel tasarımlarında kanserli kök hücrelere odaklanmadı. 

2.4. MELANOMA 

Malign melanom, yüksek ölum oranları ve artan vaka sayıların (103), hedefe yönelik terapi 

ve immünoterapi konvansiyonel kemoterapiye göre avantaj sağlamakla birlikte, 

progresyonsuz ve genel sağkalımın uzatılması, tüm mevcut tedavi seçeneklerine karşı 

kazanılmış dirençle engellenbilen bir tümördür (104). Direnç tipik olarak tedavinin 

başlangıcından sonra hızlı bir şekilde oluşur ve bu değişimler, Melanom hücrelerinin yüksek 

esnekliğinden kaynaklanır (70, 105). En önemlisi melanoma hücreleri, çevresel sinyallere 

yanıt olarak farklılaşma durumlarını, çoğalma hızlarını ve invaziv kapasitelerini değiştirme 
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kabiliyetine sahiptir (106). Melanosite özgü genlerin ifadesi, yüksek proliferatif hücreleri 

belirtirken, artan invazyona eşlik eder (107). Ayrıca, melanoma hücrelerinin tersinir geriye 

farklılaşması metastazların oluşumu ve terapi direnci ile güçlü bir şekilde bağlıdır (108). Bu 

nedenle, invaziv ve metastatik olan melanoma hücrelerinin programlanması ile 

kemoterapötik ilaçlara olan duyarlılığı değiştirebilir (109). 

2.5. GEREKÇE VE AMAÇ 

Literatür taramasında özetlendiği gibi hücre programlaması farklı kanser tiplerinde 

denenmiştir. Fakat literatürde şu eksiklikler belirlenmiştir: 

Yapılan çalışmalar farklı ve çelişkili sonuçlar göstermektedirler. Kanserli hücrelerden farklı 

yöntemlerle uPK hücreleri elde edilmeye çalışılmıştır ancak bunlardan azı hücre 

programlamanın tümörijeniteye olan etkisini incelemiştir. Hatta aynı kanser tipi için 

(örneğin karaciğer) gerçekleştirilen hücre programlaması sonucunda, bir çalışamda 

tümörijenik özelliklerin azaldığı gösterilirken (110), diğerinde ise ana kanser hattına göre 

daha fazla direnç gösteren hücre tipleri elde edildiği belirtilmiştir (79). Bu gibi çelişkili 

sonuçlar, hücre programlamanın ne gibi koşullar altında tedavi potansiyeli taşıdığını 

gösteren araştırmalara duyulan ihtiyacı vurgulamaktadır. 

Birçok çalışmada tümörijenite deneyleri sadece farklılaşmamış uPK hücreleri ile ana kanser 

hücrelerini karşılaştırılması ile yapılmıştır. Fakat hücre farklılaşmasının ve uzun hücre 

kültürü ortamlarının hücresel mekanizamalara olan etkisini göz önünde bulundurursak, bu 

tür deneylerin bilimsel olarak yetersiz olduğu ve kanser programlamanın mekanizması 

hakkında yeterli bilgiyi ortaya çıkaramayacağı açıkça görülmektedir. Bu tür deneyleri, uPK 

hücrelerinden EC oluşumuna kadar uygulayan çalışmalar sayılıdır (79, 86), uPK hücrelerini 

ana hücre tipine farklılaştıran ise sadece bir makale bulunmaktadır (84). Bu nedenle, 

özellikle tümörijenite deneyleri için uPK hücrelerinin ana hücre tipine farklılaştırılmasını 

içeren çalışmalara gerek duyulmaktadır. 

Farklı gastrointestinal kanser hücre hatlarının test edildiği bir diğer çalışmada, uPK hücreleri 

elde edilmeden, OSKM faktörlerini en az seviyede ifade eden hücreler seçilerek hücre 

programlamasına devam edilmiştir. Fakat bu çalışmada, programlama faktörlerinin 

başlangıç hücresindeki bazal ifade seviyesinin önemi tam olarak tartışılmamış, yüksek 
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seviyede ifade eden hücreler direk elenmiştir. Dolayısıyla, OSKM faktörlerinin hücre 

içindeki bazal seviyedeki ifadesinin, kanser hücre programlamasındaki yerini belirtecek olan 

araştırmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bunların yanı sıra, uPK hücrelerin elde edilmesi için çoğunlukla lentivirüs ya da retrovirüs 

tercih edilmiştir. Çizelge 2.1’de de değinildiği gibi, yapılan birçok çalışmada, retrovirüs yada 

lentivirüslerin yüksek hücre programlama verimliliği göstermesine rağmen, genomlarını 

konak genomlarına entegre ettiklerinden dolayı, güvenli vektörler olarak görülmemektedir. 

Bu nedenle, Sendai vektörler gibi güvenli programlama teknikleri ile kanser hücrelerinden 

uPK hücreleri elde etmeyi amaçlayan çalışmalara gerek duyulmaktadır.  

Projenin asıl amacı kanserli hücrelerin programlanmasının tümörijeniteye olan etkisinin 

araştırılmasıyla tedavi değerinin olup olmadığının belirlenmesidir. Detaylı olarak amaç ve 

hedefler şu şekilde sıralanabilir: 

 Kanserli hücre hatlarının yeniden programlanarak uyarılmış pluripotent kök 

(uPK) hücrelere çevrilmesi; gen ve protein ifade analizleri ile pluripotent 

karakterlerinin belirlenmesi 

 Kanser kökenli uPK hücrelerinden embriyonumsu cisimcikler (EC) 

oluşturulması ve ana hücre tipi olan melanositlere farklılaştırılması 

 Hücre canlılığı analizleri, kanserli hücrelere özgü gen/protoinlerin ifade 

seviyelerinin belirlenmesiyle hücrelerin tümörijenitelerinin incelenerek ana 

kanserli hücre hatlarıyla karşılaştırılması 

Bu tezde hücre programlamanın kanser tedavisi olarak kullanılma potansiyeli araştırılmıştır 

Bunun için, Çizelge 2.3’de belirtilen çalışmalar dikkatle değerlendirilip, yukarıdaki 

kısımlarda da değinildiği gibi, kanser programlama alanındaki bilimsel eksikler 

belirlenmiştir. Bu tezde melanoma kanser modeli olarak yer almış, bu kanser tipine ait olan 

farklı 2 hücre hattı kullanılmıştır. Belirlenen kanser hücrelerinde epigenetik mekanizmaların 

kanser gelişiminde ve tedavilerindeki önemi birçok çalışmada belirtilmiştir (69, 70, 73).  

Sendai virüslerle uPK hücreleri oluşturulmuştur ve hücresel programlama verimlilikleri 

karşılaştırılmıştır (111). Elde edilen uPK hücrelerinden önce EC’ler oluşturulacak, sonra da 
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ana hücre tipi olan melanositlere farklılaştırılmıştır. Bu sayede melanoma kökenli kanser 

hücrelerinin programlanmasının, melanomanın tümörijenitesine olan etkisi sistematik olarak 

in vitro koşullarda araştırılmıştır.  

 

Şekil 2.9.  Melanoma hücrelerinin programlanması 

Projeden elde edilen veriler doğrultusunda hücre programlamanın melanoma kanseri için 

terapi potansiyeli taşıyıp taşımadığı anlaşılacaktır. Buna ek olarak, projenin sonuçları, farklı 

kanser tipleri için hücre programlaması içeren yeni projelerin oluşturulmasına olanak 

sağlayacaktır. Aynı zamanda klinik öncesi araştırmaların temelini oluşturan bu proje, 

gelecekteki hayvan deneylerini içeren çalışmaların planlanması için büyük önem 

taşımaktadır. Kısacası, kanser biyolojisi ve rejeneratif tıp alanında projenin önemli 

katkılarda bulunacağı öngörülmektedir. 

HİPOTEZ: 

 Melanoma hücreleri OSKM faktörleri taşıyan Sendai vektörlerle pluripotent düzeye 

geri çevrilir ve uPK hücreleri oluşturulur. 

 uPK hücreleri uygun kültür koşularında tekrar melanositlere farklılaştırılabilir. 

 Melanositlere farklılştırılan uPK hücreleri, hücre programlamasının epigenetik 

hafızalarını silmesinden dolayı ana kanser hücre hatlarına göre daha az tümörijenik 

özellikleri gösterirler. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1.MATERYAL 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Cat. No.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. 

PHG0264. Invitrogen), KnockOutTM 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 IgG 

H&L (Alexa Flour® 594)(ab150080. Abcam), PE Mouse Anti-Human CD70 (Mouse IgG3. 

ҡ, BD Pharmingen™), FITC Mouse anti-Human CD146 (Mouse IgG1. ҡ , BD 

Pharmingen™),  PE Mouse Anti-Human CD24 (Mouse IgG2a. ҡ . BD Pharmingen™), APC 

Mouse Anti-Human CD44 (Mouse IgG2b.ҡ . BD Pharmingen™), PI/RNase Staining Buffer 

(BD BioSciences, Cat. No. 550825. Lot. No. 6266940), CytoTune™-iPS2.0 Sendai 

programlama kiti (Cat.No.A16517. Lot. No.L2130016.Invitrogen-Life Technologies), 

CytoTune®-EmGFP Sendai Reporter kiti (Cat. No.A16519. Lot. No. L1108078. İnvitrogen-

Life Technologies), Human Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9, MMP9) ELISA kit (Cat. 

No. KHC3061. Lot. No. B5655),Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with 

Alexa® Fluor 488 annexin V and PI for Flow Cytometry (Catalog No. V13241 and V13245. 

Lot. No. 1809498Invitrogen), Power SYBR™ Green PCR Master Mix.Thermo Fisher. Cat. 

No. 4367659. Human Embryonic Stem Cell Marker Panel (Oct4, Nanog, Tra1-60, Sox2 and 
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SSEA4) (ab109884. Lot. No. GR299373-1. Abcam), Macherey-nagel NucleoSpinRNA 

Mini Kit (Cat. No. 740955.50). 

3.2. YÖNTEM 

Deneyler Ankara Üniversitesi Biyomedikal Mühendisliği Bölümü, Kök Hücre ve 

Rejeneratif Tıp Araştırma Laboratuvarları’nda gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın desteklenmesi 

için Tübitak 3501-Ulusal Genç Araştırmacı Kariyer Geliştirme Programı (1135897 nolu proje ) 

kullanılmıştır. Yapılan deneylerinin zaman çizelgesi ek-1’de bulunur. 

3.2.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ 

3.2.1.1. Hücre Kültürünün Hazırlanması 

Kullanılan kanser hücre hatları (melanoma) ve melanosit hücresi, ATCC ve LONZA’dan 

alınmıştır. Hücrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve pasaj numaraları çizelge 3.1’de 

verilmiştir. Kullanılan hücre hatlarının özellikleri ek-2’de bunulur. 

Çizelge 3.1. Hücrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve pasaj numaraları 

Tarih 
Pasaj 

no 
Hücre hattı Hücre adı Ortam içeriği 

22/09/2014 0 G361 Human Melanoma 
DMEM +%10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin 

22/09/2014 0 MDA-MB-435 Human Melanoma 
DMEM +%10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin 

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

 

Melanoma kökenli kanser hücreleri (MDA-MB-435 ve G-361) kültür edilmiştir. Hücre 

kültür çalışmaları ultraviyole ile sterilize edilen Laminar sınıf II kabin içerisinde yapılmıştır. 

MDA-MB-435 ve G-361 hücre hatları Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 

besiyerinde, %10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin sterptomisin eklenmesiyle, gaz 

yoğunluğu %5 CO2, sıcaklığı 37 ºC olan inkübatörde büyütülmüştür. MDA-MB-435 ve 

G361 hücre hatları için sağlıklı hücre kültürleri oluşturulmuştur (Şekil 3.1). 
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İnsan melanositler (Lonza) pozitif konrol olarak kullanılmış, bu hücreler 

Lonza’nınMGM™-4 Melanocyte Growth Medium-4 besi yerinde, 37°C’de %5 CO2 

ortamında büyütülmüştür. Melanositler için sağlıklı hücre kültürleri oluşturulmuştur. 

Hücre programlama çalışmalarında besleyici hücre olarak kullanılmak üzere iMEF (inaktif 

fare embryonik fibroblastlar, gibco Life Technologies), kullanılmıştır. iMEF hücreleri 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) besiyerinde, %15 fetal bovin serum (FBS), 

%1 NEAA, %0,1 β-merkaptoetanol ve %1 Penisilin/Streptomisin eklenmesiyle, 37°C’de %5 

CO2 ortamında ve Atachment Factor (AF) ile kaplanmış petrilerde büyütülmüştür (Şekil 3.2). 

3.2.1.2. Hücre Hatlarının Pasajlanması ve Sayımı 

Hücre kültürlerinin, idame ettirilmesi için hücre hatları pasailanmiş, deneyler için uygun 

hücre yoğunluklarının belirlenmesi için hücre sayımı yapılmış ve daha sonraki çalışmalar 

için hücreler dondurulmuş, dondurulan hücreler çözdürülerek deneyler yapılmıştır. 

İnkübatörden çıkarılan hücrelerin besiyerleri aspire edilip, 10 ml PBS ile yıkanmıştır, bu 

şekilde kültür ortamındaki hücre metabolizma ürünleri ve serum atıkları uzaklaştırılmiştır. 

PBS ile aspire edilerek ölü hücreler uzaklaştırılmıştır. 1,5 ml tripsin-EDTA solusyonu kültür 

kabının her yerine gelecek şekilde ilave edilmiştir. Hücreler inkübatöre kaldırılıp, 1-2 dk 

beklenmiştir. İnkübatörden çıkarılan hücreler ters mikroskop altında incelenmiştir. 

Yüzeyden kalkmış hücrelerde fazla agregatlar varsa kültür kabına nazikçe vurularak yapışan 

hücrelerin birbirlerinden ayrılması sağlanmıştır. Hücreler 4,5 ml besiyeri içerisinde falkon 

tüplere toplanmıştır. Soğutmalı santrifüjde +4ºC’de 11.000 rpm de 5 dk santrifüjlenmiştir. 

Süpernatant kısmı alınıp, hücrelerin üzerine 5 ml’yetamamlayacak şekilde yeni besiyeri 

ilave edilmiştir. Hemositometre hücre sayımı lamına yaklaşık 10-15 μl hücre konularak 

sayım yapılmıştır. 
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Şekil 3.1. Kanser hücre hatlarının kültür ortamındaki görüntüleri. MDA-MB-435 ve G361 

hücre hatlarının ters ışık mikroskobundaki görüntüleri alınmıştır (10X büyütme) 
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Şekil 3.2. Melanosit ve iMEF hücre hatlarının kültür ortamındaki görüntüleri. Melanosit ve 

iMEF hücre hatlarının ters ışık mikroskobundaki görüntüleri alınmıştır (10X büyütme) 

Hemositometre üzerindeki çizgili bölümlerin 4 köşesinde bulunan hücreler sayılır. 

Sayımların ortalaması alınır. Her bir bölümün hacmi 0,1mm3’tür. (1 ml = 1 cm3 = 1000 

mm3). Dolayısıyla 1 ml içerisinde kaç hücre bulunduğunu bulmak için ortalama değer 

10.000 ile çarpılır. Hemositometre hücre sayım sonucu (A x 10.000)/4formülü ile 

hesaplanmıştır. Burada A = 16 büyük karede sayılan hücre adedi, 10.000 ise 0,1 mm3’deki 

sayım sonucunu 1 ml’deki sayıya dönüştürmek ve standart sonuç elde etmek için kullanılan 

bir değişmezdir (1 ml = 1 cc = 1 cm3 = 10,000 X 0,1 mm3). Hücre sayımında seyreltme 

besiyeri ile yapılmıştır. Ölü hücrelerin sayımında, daha parlak görünenler ölü hücrelerdir. 

Bu sırada pasaj için kültür kapları hazırlanmıştır. Kültür kabına yeni besiyerleri ilave 

edilmiştir. Hücreler birkaç defa pipetaj yapılarak, tüm hücrelerin toplanması sağlanmıştır. 

Hücreler hazırlanmış olan kültür kaplarının içerisine yayılıp, inkübatöre kaldırılmıştır. 
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3.2.1.3. Kanser Hücre Hatlarının Dondurulması 

Kültür kabı yüzeyini tamamen kaplayan hücrelere tripsinizasyon işlemi yapılmıştır. Bu sırada 

dondurma solüsyonu hazırlanmıştır. Tüp içerisine %90 FBS ve %10 DMSO (dimetilsülfoksit) 

konulmuştur. Dondurma tüplerinin üzerlerine hücre adı pasaj numarası ve dondurulma tarihi ve 

kimin yaptığı yazılarak tüpler hazırlanmıştır. Hücreler 5 dk sonra santrifüjden çıkarılmıştır. 

Santrifüj edilmiş hücreler tüpün dibinde çökmüş olarak (pellet) görülmüştür. Tüp içerisindeki 

besiyerinin tamamı aspire edilmiştir. Daha önceden hazırlanmış olan dondurma solüsyonudipte 

çökmüş olan hücrelerin üzerine eklenmiştir ve birkaç defa pipetaj yapılarak hücrelerin 

besiyerinde iyice dağılmaları sağlanmıştır. Dondurma solüsyonu içerisindeki hücreler 1’er ml 

(106 hücre) olacak şekilde dondurma tüplerine yerleştirilmiş ve tüplerin ağzı iyice kapatılmıştır. 

Tüpler Mr frosty kabına konulup ve kabın ağzı iyice kapatılarak -80ºC’yekaldırılmıştır. Böylece 

hücreler çoğalmadan kademeli olarak dondurulmuştur. Ertesi gün hücreler -80ºC’den -196ºC’lik 

ortama (azot tankına) kaldırılmıştır. Melanoma kanser hücre hattları G361 ve MDA-MB-435 

yeterince yedeklenerek kaldırılmıştır.  

3.2.1.4. Melanositlerin Dondurulması 

Kültür kabı yüzeyini tamamen kaplayan hücrelere hücrelerin tripsinizasyon (oda sıcaklığında 

olan Trypsin/EDTA (CC-5012) ve 0.02% Versene® (EDTA), 1:1 karıştırarak) işlemi 

yapılmıştır. Bu sırada melanosit dondurma solüsyonu hazırlanmıştır. Tüp içerisine 60% MGM-

4, 10% DMSO ve 30% FBS konulmuştur. Santrifüj edilmiş hücreler tüpün dibinde çökmüş 

olarak (pellet) görülmüştür. Tüpün içerisindeki besiyerinin tamamı aspire edilmiştir. Daha 

önceden hazırlanmış olan melanosit dondurma solüsyonu dipte çökmüş olan hücrelerin üzerine 

eklenmiştir ve birkaç defa pipetaj yapılarak hücrelerin besiyerinde iyice dağılmaları 

sağlanmıştır. Dondurma solüsyonu içerisindeki hücreler 1’er ml (106 hücre) olacak şekilde 

dondurma tüplerine yerleştirildi ve tüplerin ağzı iyice kapatılmıştır. Tüpler Mr frosty kabına 

konulup kabın ağzı iyice kapatılarak -80ºC’yekaldırılmıştır. Böylece hücreler kademeli olarak 

dondurulmuştur. Ertesi gün hücreler -80ºC’den -196ºC’lik ortama kaldırılmıştır. 

3.2.2. DONDURULMUŞ HÜCRELERİN ÇÖZÜLMESİ 

Dondurma tüpü içerisinde bekleyen hücreler azot tankından çıkarılıp, +37ºC’ye kadar 

yükselen su banyosunun içerisinde çözdürülmüştür. 25 cm2 kültür kabılar içerisine 

hazırlanmışolan besiyeri kompleksi 6 ml olacak şekilde yayılmıştır. Çözülmüş olan hücreler 
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besiyeri içerisineher yere gelecek şekilde yayılıp, kültür kabı inkübatöre kaldırılmıştır. Ertesi 

gün taze besiyeri eklenmiştir. 

3.3. KANSERLİ HÜCRELERİN PROGRAMLANMASI 

Günümüzde birçok hücre programlama teknikleri kullanılmaktadır. Tezde en güvenli ve en 

verimli yöntemlerden biri olan Sendai virüsler kullanılması planlanmıştır. Son zamanlarda, 

bu vektörlerle birçok farklı hücre tipinin daha yüksek verimlilikle ve daha hızlı bir şekilde 

programlandığı gösterilmiştir(81, 112). Bu nedenle bu tezdahilinde de sendai virüsler ile 

programlama yapılmasına karar verilmiştir. Bu çalışmada, Life Technologies CytoTune™-

iPS2.0 Sendai programlama kiti kullanılmıştır. 

Programlama deneylerine başlamadan önce CytoTune®-EmGFP Sendai Reporter kiti 

kullanılmıştır. Bu sayede tezde yer alan farklı melanoma hücre hatlarındaki Sendia virüslerin 

transfeksiyon verimlilikleri kontrol edilmiştir. Virüsler farklı konsantrasyonlarda (MOI 

1,3,9) (multiplicity of infection (MOI) yani hücre başına düşen virüs miktarı), kullanılmış 

ve 2 gün boyunca eGFP ifadesi konfokal ve fluoresans mikroskoplarda gözlemlenmiştir.  

eGFP transfeksiyon sonucuna göre programlama çalışmalarına başlanmıştır. Life 

Technologies CytoTune™-iPS2.0 Sendai programlama kiti ile her hücre hattında uPK 

hücreleri oluşturmak için transfeksiyon deneyleri başlamıştır. Kit içinden çıkan vektorler, 

Klf4, Oct3/4, Sox2 (KOS),  cMyc ve Klf4 MOI 5,5,3, olacak şeklinde kullanilmiştir. 

3.3.1. PROGRAMLAMA SÜRECİNDE HÜCRE HATLARININ HÜCRE 

KÜLTÜRÜ ORTAMINDA BÜYÜTÜLMESİ 

Kanser hücreleri ve melanositler, normal hücre kültürü ortamlarında yetiştirilmiştir. Sağlıklı 

şekilde büyüdükleri dönemde, 6-kuyulu hücre kültür plakalarına eklen 

(1×105hücre/kuyucuk) ve OSKM programlama faktörlerini içeren vektörlerle (CytoTune®-

iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit) transfeksiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Transfeksiyon 

işlemi için 1ml DMEM kuyucuklara eklendi ve 24 saat boyunca, 37°C’de %5 CO2 

ortamında inkübasyona bırakılmıştır. Transfeksiyondan 24 saat sonra plakalar bir kez PBS 

ile yıkandıktan sonra 37°C, %5 CO2 ortamına geri konulmuştur. Transfekte edilmiş 

hücreler, 7.gündebulunan iMEF besleyici hücrelerilen kaplanmış, 6-kuyulu hücre kültür 

plakalarına alınmış ve 8.günde besiyeri, pluripotent kök hücre 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 β-merkaptoetanol 

+ %1 Penisilin/Streptomisin) ile değiştirilmiştir. Besiyeri, 9-18.günler arasın her gün taze 

besiyeri ile değiştirilmiş ve programlama süreci Zeiss ters mikroskopu altında 

gözlemlenmiştir. Oluşan hücre kümeleri ya da kolonilerini çoğaltma amacıyla iMEF 

hücreleri ile kaplanan 24-kuyulu hücre kültür plakalarına (melanositlerin programlasında 

belirgin uPK koloni oluşumu gözlemlendiği için bu hücreler çoğaltılıp birer koloni seçilerek 

her mikroplaka kuyucuğuna aktarıldı) koyuldu. 

3.3.2. uPK HÜCRELERİN KALDIRILMASI 

Petri kapları mikroskop altında gözlemlenmiştir. Koloni ve hücre kümelerinin bulunduğu 

yerler daha sonra kaldırmak için işaretlenmiştir. Zeiss ters mikroskop %70 etanol ile 

silinerek laminar kabin içine yerleştirilmiştir. 25 gauge 1. inç iğne ile kolonilerin çevresi 

kesilmiştir. Daha sonra 200 μL pipet ile koloniler alınmış, iMEF ile kaplanan ve uPK 

besiyeri ekli olan24-kuyulu hücre kültür plakalarına konularak ve 37°C’de, %5 CO2 

ortamında inkübasyona bırakılmıştır. Hücrelerin yapışması için 48 saat beklendıktan sonra 

her gün besi yeri değiştirilmiştir. 

3.3.3. PROGRAMLANMIŞ HÜCRELERİN PASAJLANMASI 

Programlanmış hücre kültürlerinin, idame ettirilmesi için hücre hatları pasajlanmış deneyler 

için uygun hücre yoğunluklarının belirlenmesi için hücre sayımı yapılmış ve daha sonraki 

çalışmalar için hücreler dondurulmuştur. 

İnkübatörden çıkarılan hücrelerin besiyerleri aspire edilip, 10 ml PBS ile yıkanmıştır, bu 

şekilde kültür ortamındaki hücre metabolizma ürünleri ve serum atıkları uzaklaştırılmıştır. 

PBS ile aspire edilerek ölü hücreler uzaklaştırılmıştır. Programlanmış kanser hücrelerinde 

1,5 ml tripsin-EDTA solusyonu kültür kabıın her yerine gelecek şekilde ilave edilmiştir. 

Hücreler inkübatöre kaldırılıp, 1-2 dk beklenmiştir. İnkübatörden çıkarılan hücreler ters 

mikroskop altında incelenmiştir. Yüzeyden kalkmış olan hücrelerde fazla agregatlar varsa 

kültür kabına nazikçe vurularak yapışan hücrelerin birbirlerinden ayrılması sağlanmıştır. 

Hücreler 4,5 ml besiyeri içerisinde tüplere toplanmıştır. Soğutmalı santrifüjde + 4ºC’de 

11.000 rpm’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Süpernatant kısmı alınıp, hücrelerin üzerine 5 ml’ye 
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tamamlayacak şekilde yeni besiyeri ilave edilmiştir. Hücreler 1:3 oranında olacak şekilde 

pasajlanmıştır. 

Programlanmış melanosit kolonileri StemPro™ EZPassage™ Disposable Stem Cell 

Passaging Tool kullanılarak mekanik olarak parçalanmış (Şekil 3.3) ve 1 :3 

oranında olacak şekilde pasajlanmıştır. 

 

Şekil 3.3. Mekanik yöntemile kolonilerin parçalaması 

3.3.4. PROGRAMLANMIŞ HÜCRELERİN DONDURULMASI 

Kültür kabı yüzeyini tamamen kaplayan hücrelere hücrelerin kaldırma işlemi yapılmıştr. Bu 

sırada dondurma solüsyonu hazırlanmıştır. Tüp içerisine her 1mL dondurma solüsyonu için 

0.5 mL,  uPK medium ve 0.5 mL KnockOut™ Serum Replacement (dondurma solüsyonu 

A) konulmuştur. Başka bir tüp içerisine her 1 mL dondurma solüsyonu için 0.8 mL uPK 

medium ve 0.2 mL DMSO (dondurma solüsyonu B) konulmuştur. Dondurma solüsyonu taze 

olarak hazırlanmalıdır. Dondurma tüplerinin üzerlerine hücre adı pasaj numarası ve 

dondurulma tarihi ve kimin yaptığı yazılarak tüpler hazırlanmıştır. Hücreler 5 dk santifüjden 

sonra çıkarılmıştır. Santrifüj edilmiş hücreler tüpün dibinde çökmüş olarak (pellet) 

görülmüştür. Tüpün içerisindeki besiyerinin tamamı aspire edilmiştir. Daha önceden 

hazırlanmış olan dondurma solüsyonu A, dipte çökmüş olan hücrelerin üzerine eklenmiştir 
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ve birkaç defa pipetaj yapılarak hücrelerin besiyerinde iyice dağılmaları sağlanmıştır. 

Sonrasında dondurma solüsyonu B, hızlıca eklenmiştir. Dondurma solüsyonu içerisindeki 

hücreler 1’er ml (106 hücre) olacak şekilde dondurma tüplerine yerleştirilip ve tüplerin ağzı 

iyice kapatılmıştır. Tüpler Mr frosty kabına konulup ve kabın ağzı iyice kapatılarak -80ºC’ye 

kaldırılmıştır. öylece hücreler çoğamadan kademeli olarak dondurulmuştur. Ertesi gün 

hücreler -80ºC’den -196ºC’lik ortama kaldırılmıştır. 

3.3.5. EŞ ZAMANLI PCR 

3.3.5.1. RNA İzolasyonu 

Sağlıklı şekilde büyütülmüş hücrelerden RNA izolasyonu için Macherey-nagel Nucleo Spin 

RNA Mini Kit kullanılmıştır. T-75cm2 kültür kabılardan besiyeri aspire edilmiştir. Hücreler 

hemositometri lamı ile sayılarak 5×105 hücre olacak şeklinde tüplare aktarılmıştır. Hücreler 

11.000 rpm’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Süpernatant kısmı alınıp, hücrelerin üzerine 350µl 

tamamlayacak şekilde kitin içindeki liziz solüsyonu ilave edilip -20°C kaldırılmıştır. Daha 

sonra örnekler çözülerek kit protokolü üzerinden izolasyonun devamı yapılmıştır. En son 

aşamada RNA pellete 50µl, RNAese free H2O’da, çözülerek, -20°C kaldırılmıştır. 

3.3.5.2. cDNA Sentezi 

cDNA sentezlenmesi için, iscript cDNA Synthesis Kit kullanılmıştır. Kit protokolüne göre 

kullanılacak RNA miktarı 1.000 ng olacak şeklinde hesaplanmıştır. Kit içindeki iScript 

Reverse transkriptase enzim ve 5X iScript reaction mix RNA’lar üzerine eklenmiştir ve BİO-

RAD termal cycler cihazıile 25dk 25°C, 30dk 42°C ve 5dk 85°C inkübe edilmiştir. 

Sentezlenen cDNA’lar 1:2 oranında seyreltilip, -20°C’ye kaldırılmıştır. 

3.3.5.3. PCR Reaksiyon Koşulları 

PCR reaksiyonunda incelenen genlerin primerleri her gene özgü tasarlanıp Macrogen firması 

tarafından üretilmiştir. Primer dizilerin detayları Ek-3’te bulunmaktadır. Liyofilize halde 

sentezlenen primerler, son konsantrasyonları 20 pmol/μl olacak şekilde iyonize su ile 

sulandırılmıştır. Stok primerin 10x sulandırılması suretiyle 5 pmol/μl primer hazırlanmıştır. 

BİO-RAD termal cycler (CFX96) cihazlarında aşağıdaki protokole bağlı olarak PCR 

yapılmıştır (Çizelge 3.2).  
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Çizelge 3.2. qRT-PCR protokolü 

Malzeme 1örnek İçin Miktar 

Moleküle biyoloji grade su 6 μl 

DyNAm HS SYBR green mix 10 μl 

Forward primer  (100 pmol/ul) 1μl 

Reverse primer (100 pmol/ul) 1μl 

cDNA 2μl 

Toplam 20μl 

 

Hazırlanan karışım, vortekslenip 96-kuyulu plakalara her bir kuyuya 18 μl olacak şekilde 

dağıtılmıştır. 2 μl cDNA eklenerek son hacim 20 μl’ye tamamlanmıştır. Plate BioRad Cycler 

cihazına yüklenerek aşağıdaki PCR programı uygulanmıştır. PCR Power SYBR® Green 

PCR Master Mixile aşağıdaki optimize olan protokolu kullanarak yapılmıştır.  

Çizelge 3.3. PCR programı 

Basamak Döngü Süre Sıcaklık (ºC) 

Başlangıç denatürasyonu - 10dk 95 

Denatürasyon Annealing Uzama 40 15 s 95 

Son uzama 40 1dk 60 

 

3.3.5.4. ΔΔct Metoduyla mRNA Miktarının Hesaplaması 

ΔΔCt denklemi, kullanılan primer çiftleri aynı verimlilikte çalıştıysa, numunelerin gen 

ifadelerini değerlendirmek için kullanılabilir. Yani; hem ilgilenilen gen (gene of interest, 

GOI) hem de referans gen tarafından üretilen standart eğriler paraleldir (113). Standart 
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eğrileri Ek-4’te gösterilmiştir. Her bir örnek için cycle threshold (ct) değeri, muamele 

edilmemiş hücrelere göre gen ifadelerini hesaplamak için kullanılmıştır. İlk olarak, referans 

gen ile karşılaştırıldığında, her bir gen için döngü sayısı (ΔCt) arasındaki fark hesaplanmıştır. 

Ardından muamele edilen hücrelerin Δctde eğerinden muamele edilmemiş hücrelerin Δct 

değeri çıkarılarak ΔΔct bulunmuştur. İlgili ifade değerleri aşağıdaki denklem kullanılarak 

belirlenmiştir: 2-ΔΔCt. 

3.3.6. PROGRAMLANMIŞ HÜCRELERİN FİKSASYONU 

Hücrelerin boyamak için, 24-kuyulu hücre kültür plakalarına 25.000 hücre olacak şeklinde 

eklenmiştir ve 24 saat, 37°C’de, %5 CO2 ortamında inkübasyona bırakıldı. Her kuyucuktan 

besiyerini çıkartılıp ve 3X PBS ile yıkanmıştır. Sonra soğuk metanol ekleyerek 15 dk -

20°C’yekaldırılmış ve sonra metanol aspire edilmiştir daha sonra yapılan boyamalar için -

20°C’de muhafaza edildi. 

3.3.7. İMMÜNOFLORESAN BOYAMALAR 

İmmünofloresan boyamalarda (indirekt metotla) uPK kolonileri 24-kuyulu hücre kültür 

plakaların üzerinde 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 yada Alexafluor 

546 etiketli sekonder antikorlar kullanılarak boyanmıştır. 4',6-Diamidino-2-Phenylindole 

(DAPI) ise hücre çekirdeğini belirtmek amacıyla kullanılmıştır.  

Daha önce sabitlenen hücreler -20°C den çıkartılır. Hücreler % 1 BSA (Bovin Serum 

Albumin) % 1 Triton x-100 ve %98 PBS ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilir. Bu şekilde 

hücreler hem spesifik olmayan bağlanmayı karşı bloke edilmiştir hem de permobolize 

olmuştur. 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 solüsyonunda (% 1 BSA,% 1 Triton x-100 ve %98 PBS) 

seyreltilerek, boyanmıştır ve gece boyonca +4°C da inkübasyona bırakılmıştır. Ondan sonra 

hücreler 3X PBS ile yıkanmıştır, ikinci antikor olarak  keçi-anti-fare Alexafluor 488 (1:500) 

yada Alexafluor 546 (1:400) ile boyanmıştır ve 1,5 saat oda sıcaklığında ve karanlık bir 

ortamda inkübe edilmiştir. İnkübasyonu sonunda hücreler tekrar 3X PBS ile yıkanmıştır. 

Çekirdeklerin boyaması için, DAPI (1:100) kullanarak boyanıp 5 dk oda sıcaklığında ve 
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karanlık ortamda inkübasyona bırakılmıştır. Son olarak hücreler 3X PBS ile yıkanmış ve 

üzerine 350 μl PBS eklenmiştir. Boyanmış hücreler EVOS Floresan mikroskop ile 

incelenmiştır. 

Boyama sonunda hücrelerin Nanog, Oct3/4 ve Sox2 proteinlerini hücre çekirdeklerinde, 

TRA-1-60 ve SSEA4 proteinini hücre zarında bulundurmaları beklenmektedir. 

3.3.8.  ALKALİN FOSFATAZ BOYAMASI 

SIGMAFAST BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium) 

tabletler Alkalin fosfatazın tespiti için çözünmeyen bir substrat olarak immünokimyadaki 

kullanımı için geliştirilmiştir. 10 ml suda çözülmüş bir tablet, 10 ml hazır tamponlanmış 

substrat solüsyonu sağlar. Substrat çözeltisi, BCIP (0.15 mg/ml), NBT (0.30 mg/ml), Tris 

buffer (100 mM), and MgCl2 (5 mM), Ph 9.25–9.75 içerir. Tablet paketini dondurucudan 

çıkartıp oda sıcaklığına kadar ısınmasına izin verilmiştir. 

SIGMAFAST BCIP / NBT 15 ml’lik tüpe koyup üzerinde 10 ml distile su eklenmiştir. Tablet 

çözünene kadar vortekslenmiştir (2-5 dk). 

Daha önce 24-kuyulu hücre kültür plakalarında sabitlenmiş edilen hücreler -20°C’den 

çıkartılıp oda sıcaklığında bırakılmıştır. Hücreler 3X PBS ile yıkanmış ve hücrelerin üzerine, 

hazılanan solüsyondan 350µl eklenip 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiş, Zeiss ters ışık 

mikroskop ile incelenmiştir. 

3.3.9. PROGRAMLANMIŞ HÜCRELERİN RNASEQ ANALİZİ 

Hücrelerden (5 x 105) Machery Nagel Kit ile RNA izole edildi. Numuneler Almanya Köln 

Üniversitesi, Genomik Merkezi’ne gönderilmiş, RNA-Seq analizleri yapılmıştır. Kısaca 

library hazırlığı, amplifikasyon ve yeni nesil dizileme ile numuneler (HiSeq, Illumina) 

okunmuştur. Illumina Transkriptom programında analiz edilmiş ve yürütücüye sonuçlar 

iletilmiştir. 

3.3.10. EMBRİYONUMSU CİSİMCİKLERİN (EC) OLUŞTURULMASI 

Embriyonumsu cisimcikler ise elde edilen programlanmış hücrelerinin (10.000 hücre 

/kuyucuk) % 1 agar kaplı 96-kuyucuklu hücre plakalarında büyütülerek ‘spheroid’ 
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oluşturması sağlanmıştır, EC oluşumu DMEM + %20 serum koşulunda, 7-10 gün boyunca 

devam eder ve endoderm, ektoderm, mezoderm gibi 3 farklı ‘germ tabakası’ için 

farklılaşmalar gözlenmiştir. Eş zamanlı PCR ve immünofloresan tekniklerle alfafetoprotein 

(endoderm belirteci), FGF-5 (ektoderm belirteci), Brachyury (mezoderm belirteci) için 

EC’lerdeki gen ve protein ifadeleri belirlenmiştir. Bu şekilde programlanmış hücrelerinin 

farklılaşma kapasiteleri ortaya çıkmıştır. 

3.3.11. uPK HÜCRELERİNİN NORMAL BESİ YERİNE BIRAKILMASI İLE 

FARKLILAŞTIRILMASI 

Sendai virüsler ile programlanmış kanser hücreleri pasaj 2’ye kadar pluripotensi kök hücre 

besiyerinde çoğaltılmıştır. Hücrelerde pluripotensi ortamının etkisini kaldırmak ve 

farklılaşmayı tetiklemek için hücreler %10 FBS içeren DMEM besiyerine alınmıştır. Bu 

ortamda 20 gün tutulduktan sonra hücreler karakterize edilmiştir. 

3.3.12. MTT 

Kolorimetrik MTT testi hücre canlılığını ölçmek için kullanılmıştır. Sarı (3- (4,5-

Dimetiltiazol-2-il)-2,5)-difeniltetrazolyum (MTT) metabolik olarak aktif hücrelerde 

mitokondriyal redüktaz ile azaltılacak ve mor formazan elde edilecektir. Örnekler daha sonra 

560-570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülebilir ve apoptoz veya nekrozdan 

kaynaklanan hücre canlılığının azalması, kontrol ile karşılaştırarak ölçülebilir. 

Stok MTT solüsyonu PBS içinde 5 mg / ml’de hazırlanmış, steril filtrelenmiş ve karanlıkta 

-20°C’de kullanılmak üzere saklanmıştır. 

Hücreler 96-kuyucuklu hücre plakalarında 1×105 olacak şekilde eklenmiştir ve 24 

saat,37°C’de %5 CO2 ortamında inkübasyona bırakılmıştır. 24 saat sonra 20 μl hazırlanmış 

MTT solüsyonu kontroller dahil her bir kuyucuğa eklenerek 37°C’de %5 CO2 ortamında 2 

saat süre ile inkübasyona bırakılmıştır. Sonra 100 μl DMSO deterjan olarak eklenmiştir. 

Sonrasında 560-570 nm dalga boyunda Clariostar Omega mikroplaka okuyucu (BMG 

Labtech, Almanya) ile analiz edilmiştir.  
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3.3.13. MMP9 ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) İLE 

İNVAZYON ANALİZİ 

Yapılan literatür taramasında MMP-9’un tümörijenite üzerine etkilerinin özellikle de kanser 

kök hücre etkileri içeren çalışmalarda daha çok önem kazandığı gösterilmiştir (114). Human 

Matrix Metalloproteinase-9 (MMP9) ELISA kiti, örneklerdeki MMP-9'u kantitatif olarak 

belirlemek için kullanılacaktır. Matriks metalloproteinaz (MMP) çinkoya bağımlı proteolitik 

enzimlerin bir sınıfıdır ve ekstraselüler matriks (ECM) proteinlerinin degredasyonundan 

sorumludur. İnsan MMP-9, katı-faz sandviç ELISA eşleşen bir antikor çifti arasına bağlanan 

hedef miktarını ölçmekiçin tasarlanmıştır. Hedefe spesifik bir antikor, kit ile verilen 

mikroplakanın koyucuğuna önceden kaplanmıştır. Örnekler, standartlar ve kontroller daha 

sonra bu kuyucuklara ilave edilir ve hareketsizleştirilmiş antikora bağlanır. Sandviç, ikinci 

(dedektör) antikorun eklenmesiyle oluşturulur; tutma (capture) antikorundan farklı bir epitop 

üzerinde hedefe bağlanır. Bir konjüge enzim, dahil edilir. Bağlanmamış maddelerin 

mikroplakasını gidermek için inkübasyon ve yıkama adımlarından sonra, ölçülebilir sinyal 

üretmek için enzim-antikor-hedef kompleksi ile reaksiyona giren bir substrat solüsyonu ilave 

edilir. Bu sinyalin yoğunluğu, orijinal örnek içinde mevcut hedef konsantrasyonu ile doğru 

orantılıdır. 

Hücre kültürü ortamından örnek alınarak (100 µl) dondurulmuştur. Hücre kültür 

süpernatantları 1:50 oranında seyreltilmiştir ve kit ile sağlanan 96-kuyucuklu plakalara 

eklenmiştir. MMP-9’u tanıyan antikorlar ile inkübe edilmiş ve analiz sonunda MMP-9 için 

farklı hücre gruplarında verilen absorbans Clariostar Omega mikroplaka okuyucu (BMG 

Labtech, Almanya) ile analiz edilmiştir.  

3.3.14. MİGRASYON ANALİZLERİ 

Hücrelerin migrasyon kapasitelerini ölçmek için xCelligence cihazında (Acea Biosciences) 

serum konsantrasyonuna göre verilen migrasyon özelliği analiz edilmiştir. Hücreler cihaz ile 

uyumlu olan özel CIM plakalarına ekilmiştir (40.000 hücre/kuyucuk). Hücreler %2 serum 

ile ekilmiştir. kuyucukların aşağısında migrasyonu tetikleyecek olan %10 serum içeren 

besiyeri bulunmaktadır. Hücrelerin migrasyonu 24 saat boyunca xCelligence RTCA DP 

cihazında 37 °C'de % 5 CO2'de analiz edilmiştir. 
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3.3.15. AKIM SİTOMETRİSİ ANALİZİ 

Akım sitometri hücre veya hücre içi partikül ve moleküllerin ayrılmasında kullanılan bir 

tekniktir. Bu teknikte heterojen ve süspansiyon halindeki hücre popülasyonundan lazer ışığın 

yardımıyla farklı hücre türleri, büyüklüğü ve sayısı, sitoplazmik karışıklığı, DNA veya RNA 

içeriği ve geniş bir alanda hücre zarına bağlanan veya hücre içi proteinleri ölçülür. Aynı 

zamanda binlerce partiküllerin fiziksel ve kimyasal özelliklerin multi parametrik analizlerin 

gerçekleştirir. Bu teknikte partiküller akmakta olan bir akışkanın içindeyken lazer ışığına 

gönderilir ve lazerden geçerken ışığı dağıtır. Hücrelere veya partiküller öncelikle floresan 

ila işaretlenir. Bunun için hücrelerin yüzeyindeki antijenlere bağlanan floresan monoklonal 

antikorler kullanılır. Akım sitometri analizinin immünofloresan boyamaya göre sayısal veri 

sağlaması avantaj sağlamış, elde edilen hücrelerin ne kadarının farklılaşabildiği hakkında 

daha net bilgi alınmıştır. 

Akım sitometri analizi için hücreler santrifüjlenmiş, soğuk 1X PBS ile yıkanmış ve bunu 

takiben CD146-FITC, CD44, CD24, CD70 için boyama yapılmıştır. Hücreler, BD Accuri 

Plus Akım Sitometresi'nde (BD) analiz edilmiştir. 20.000 hücre için, pozitif popülasyonların 

yüzdeleri BD Accuri Plus yazılımı (BD) kullanılarak belirlenmiştir. 

3.3.16. APOPTOZ 

Apoptoz, gelişimin normal bir parçası olarak ortaya çıkan hücre ölümünün dikkatle 

düzenlenmiş bir işlemidir. Uygun olmayan şekilde düzenlenen apoptoz, hastalık 

durumlarında, örneğin Alzheimer hastalığı ve kanserde görülmektedir. Apoptoz, 

karakteristik morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerle nekroz veya kaza sonucu hücre 

ölümünden ayırt edilir. Bu değişikliklere örnek olarak, nükleer kromatin sıkıştırılması ve 

parçalanması, sitoplazmanın büzüşmesi ve membran asimetrisinin kaybedilmesi verilebilir.  

Normal canlı hücrelerde fosfatidilserin (PS) hücre zarının sitoplazmik yüzeyinde bulunur. 

Bununla birlikte, apoptotik hücrelerde, PS plazma membranının içten dışına aktarılır. 

Böylece PS’yi harici hücre ortamına maruz bırakır. Lökosit apoptozunda, hücrenin dış 

yüzeyi üzerindeki PS, makrofajlar tarafından tanımlanır ve fagositoz için hücreyi işaretler. 

İnsan antikoagülanı olan Anneksin V, 35-36 kDa Ca2+’e bağlı bir fosfolipid-bağlayıcı 

protein olup PS için yüksek afiniteye sahiptir. Bir florofor veya biotin ile işaretlenmiş 

Annexin V, zar üzerinde maruz kalan PS'ye bağlanarak apoptotik hücreleri tanımlayabilir. 
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Alexa® Fluor 488 annexin V ve PI içeren Alexa Fluor® 488 annexin V / Ölü Hücreli 

Apoptoz Kiti, apoptoz analizlerinde kullanılmıştır. Kısaca hücreler (1×106) PBS ile 3 kez 

yıkanıp, mikrofüj tüplerine alınmıştır. Annexin V (5µl), PI (1µl) ile 15 DK oda sıcaklığında 

inkube edilerek BD Accuri Plus cihazında okumuştur. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. KANSER HÜCRE HATLARININ HÜCRE KÜLTÜRÜ ORTAMINDA 

BÜYÜTÜLMESİ 

Melanoma kökenli kanserli hücreler (MDA-MB-435 ve G-361) kültür edilmiştir. MDA-

MB-435 ve G-361 DMEM besi yerinde, %10 FBS eklenmesiyle, 37°C’de %5 CO2 

ortamında büyütülmüştür. MDA-MB-435 ve G361 hücre hatları için sağlıklı hücre kültürleri 

oluşturulmuştur. 

Melanosit hücre programlama deneylerinde pozitif konrol olarak kullanılmış, bu hücreler MBM-

4 Melanocyte Basal Mediumile, 37°C’de %5 CO2 ortamında büyütülmüştür. Melanositler için 

sağlıklı hücre kültürleri oluşturulmuştur. 

4.2. PROGRAMLAMA FAKTÖRLERİNİN KANSER HÜCRELERDEKİ BAZAL 

İFADE SEVİYELERİNİN İNCELENMESİ 

Sağlıklı şekilde büyütülmüş kanserli hücrelerden RNA izole edilerek, önce cDNA sentezlenmiş 

sonra da Oct3/4, Klf-4, Sox-2 ve c-Myc gibi programlama faktörleri ve Nanog, Lin28 ve Cripto 

gibi pluripotensi belirteçleri bakımından bazal seviyedeki gen ifadelerine bakılmıştır. Buradaki 

analizlerde kontrol ve referans hücre hattı melanositler kullanılmıştır. Kanser hücre hatlarındaki 

ifade seviyeleri melanositlere göre normalize edilmiştir ve GAPDH referans geni olarak 

kullanılmıştır. Bu şekilde hücreler arası karşılaştırma yapılmasına olanak sağlanmıştır.  

Şekil 4.1A’da görüldüğü gibi, MDA-MB-435 hücre hattı Klf-4 faktörlerini melanositlere göre 

daha az seviyede ifade ederken diğer faktörlerin melanositlere göre daha yüksek ifade 

edilmektedir (Şekil 4.1A), G361 hücre hattında tüm faktörlar melanositlere göre daha yüksek 

ifade edilmektedir (Şekil 4.1B).  
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Şekil 4.1. Programlama faktörlerinin kanser hücre hatlarındaki ifade seviyeleri. MDA-MB-

435 ve G361 hücrelerindeki programlama faktörlerinin bazal seviyedeki ifadeleri eş-zamanlı 

PCR ile belirlenmiştir. Gen ifade seviyeleri hesaplanırken melanositler referans hücre 

olarak, GAPDH ise referans geni olarak kullanılmıştır 

4.3. KANSER HÜCRELERİNİN PROGRAMLANMASI 

4.3.1. KANSER HÜCREİNİN SENDAİ VİRAL VEKTÖRLER İLE 

TRANSFEKSİYONU 

Programlama deneylerine başlamadan önce CytoTune®-EmGFP Sendai Reporter kiti 

kullanılmıştır. Bu sayede melanoma hücre hatlarında eGFP reporter gen kodlayan Sendai 

virüsleri transfeksiyon verimlilikleri kontrol edilmiştir. Virüsler farklı konsantrasyonlarda 

kullanılmış ve 2 gün boyunca eGFP ifadesi floresan mikroskop ve lazer taramalı konfokal 

mikroskopda gözlemlenmiştir. Şekil 4.2’te görüldüğü gibi eGFP ifadesi 24 saatte görülmeye 
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başlanmış, ve 48 saat sonunda hücrelerin %95’inde ifade gözlemlenmiştir. Bu profil 2 hücre 

tipinde de gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 4.2. Sendai virüs gen transfer kontrol deneyi. MDA-MB-435 ve G361 hücreleri eGFP 

reporter geni taşıyan virüsler ile transfekte edilmiş ve hücrelerin eGFP ifadeleri 24 ve 48 

saat sonrasında lazer taramalı konfokal lazer mikroskobunda gözlemlenmiştir (40X 

büyütme) 

Şekil 4.3’te her hücre hattı için 48 saat sonunda farklı virüs konsantrasyonlarındaki eGFP 

ifadesi gösterilmiştir. Hücreler genel olarak MOI 3’te %75 civarında transfeksiyon 

verimliliği gösterirken, MOI 9’da ise %100’e yakın verimlilik göstermektedir. Bu da bize 
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MOI 3 ile 9 arasında çalışıldığı sürece yüksek transfeksiyon verimliliğini sağlamış 

olacağımızı göstermektedir. eGFP transfeksiyon sonucundanelde edilen veriler ışığında 

programlama çalışmalarına başlanmıştır. 

 

Şekil 4.3. Sendai virüs konsantrasyonunun belirlenmesi. MDA-MB-435 ve G361 hücreleri 

eGFP reporter geni taşıyan farklı virüs konsantrasyonlarındaki virüsler (MOI 1, 3 ve 9) ile 

transfekte edilmiştir. Hücrelerin eGFP ifadeleri 48 saat sonrasında floresan mikroskobunda 

gözlemlenmiştir (20X büyütme) 

4.3.2. KANSER HÜCRESİ SENDAİ VİRAL VEKTÖRLER İLE 

PROGRAMLANMASI 

Kanser hücreleri ve melanositler, normal hücre kültürü ortamlarında yetiştirildi ve OSKM 

programlama faktörlerini içeren vektörlerle transfeksiyon işlemi gerçekleştiridi. Bu süreç 

Zeiss ters ışık mikroskobu ile gözlenmiştir. Şekil4.4’te görüldüğü gibi programlama 

sonrasında tüm hücrelerde morfolojik değişim gözlemlenmiştir. Transfekksiyondan 19 gün 

sonra pozitif kontrol olan melanositlerden uPK kolonileri oluşmuştur. Bu koloniler seçilerek 

çoğaltılmış ve Şekil 4.4’te de görüldüğü gibi pasajlanmışlardır. Kanser hücreleri ise 19.gün 

sonunda melanosit uPK hücrelerinin gösterdiği kadar kompakt koloni oluşturmamışlardır, 

fakat hücre kümeleri belirgin şekilde gözlemlenmektedir. Programlanmış MDA-MB-435 ve 

G361 hücreleri de pasajlanarak çoğaltılmışlardır. 
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Şekil 4.4. Kanser hücre hatlarının ve melanositlerin programlama sürecinde kültür 

ortamındaki görüntüleri. Programlanmış G361, MDA-MB-435 hücre hatlarının ve 

melanositlerin ters ışık mikroskobundaki görüntüleri alınmıştır (10X büyütme) 

4.4. PROGRAMLAMA FAKTÖRLERİNİN PROGRAMLANMIŞ KANSERLİ 

HÜCRELERE VERİLİŞİNDEN SONRAKİ GEN İFADE SEVİYELERİNİN 

İNCELENMESİ 

Eş zamanlı PCR analizleri için programlama sonrasında 7.günde ve pasaj 2’de elde edilen 

hücrelerden (<1X105 hücre) RNA izole edilerek, cDNA sentezlenmiştir. Sonrasında her bir 

programlanmışhücre hattından elde edilen 2µg cDNA ile NANOG, LİN28, OCT ¾, SOX-2, 

KLF-4,C-MYC ve CRİPTO genleri için eş zamanlı PCR analizleri yapılarak her bir genin 

‘referans gen’ GAPDH genine göre ifade seviyesi belirlenmiştir. 
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Şekil 4.5. Programlama faktörlerinin transfeksiyon den 7 gün sonra hücrelerdeli ifade 

seviyeleri. Melanositler ve MDA-MB-435, G361 hücrelerindeki programlama faktörlerinin 

ifadeleri eş-zamanlı PCR ile belirlenmiştir. Gen ifade seviyeleri hesaplanırken melanositler 

göre normalize edildi, GAPDH ise referans geni olarak kullanılmıştır 

Şekil 4.5’te görüldüğü gibi, transfeksiyondan 7 gün sonra pozitif kontrol grubu olarak 

kullanılan melanositlerden programlama sonrası elde edilen uPK kolonilerinde genel olarak 

tüm programlama ve pluripotensi belirteçleri yüksek ifade göstermiştir. Programlanmış 

kanser hücrelerinde ise programlama faktörleri yüksek ifade gösterirken, pluripotensi 

belirteçleri bakımından programlanmış melanositler kadar yüksek ifade gözlenmemiştir 

(Şekil 4.5). Programlanmış kanser hücrelerinde ise programlama faktörleri yüksek ifade 

gösterirken, pluripotensi belirteçleri bakımından programlanmış melanositler kadar yüksek 

ifade gözlenmemiştir. 

Programlama sonrasında pasaj 2’de elde edilen hücreler de eş zamanlı PCR ile analiz 

edilmiştir ve 7. gün sonuçları ile karşılaştırma imkanı sunulmuştur.  Tüm hücrelerin 

transfekte edilen programlama faktörlerini yüksek ifade ettirdikleri görülmüştür (Şekil 

4.6A). Önemli pluripotensi belirteçlerine bakıldığında ise programlanmış melanositlerin 
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NANOG, LİN28 ve CRİPTO genlerini yüksek seviyede ifade ederken, programlanmış kanser 

hatları aynı seviyelere ulaşamamıştır (Şekil 4.6B). Programlama ve pluripotensi 

beliteçlerinin kontrol hücre hatlarinda ve transfeksiyondan sonra elde edilen hücrelerdeki 

gen ifadeleri karşılaştırmalı olarak ek-5’te verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.6. Programlama faktörlerinin programlama sonrasındaki pasaj 2’deki hücrelerdeki 

ifade seviyeleri. Prog. MDA-MB-435, Prog.G361 ve melanositler programlama 

faktörlerinin bazal seviyedeki ifadeleri eş-zamanlı PCR ile belirlenmiştir. Gen ifade 

seviyeleri hesaplanırken melanositler göre normalize edildi, GAPDH ise referans geni olarak 

kullanılmıştır 
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4.5. PLURİPOTENT HÜCRE BELİRTEÇLERİNİN PROTEİN İFADELERİNİN 

İMMÜNOFLORESAN TEKNİKLERLE HÜCREDEKİ YERLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

İmmünofloresan boyamalarda uPK kolonileri 24-kuyulu hücre kültür plakalarına üzerinde 

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 

kullanılarak boyanmıştır. DAPI ise hücre çekirdeğini belirtmek amacıyla kullanılmıştır.  

Programlanmış melanositlerin ve programlanmış kanser hücreleri programlama faktörlerini 

Oct3/4 ve Sox2 çekirdekte ifade ettikleri gözlenmiştir. Bu da gen ifadesi sonuçlarını 

desteklemiş ve transfeksiyonun gerçekleştiğini göstermektedir (Şekil 4.7 ve 4.8). 

Programlanmış melanositler pluripotensi belirteci olan Nanog’u çekirdekte, Tra1-60 ve 

SSEA-4’unun antijenlerini ise hücre zarında ifade etmektedir (Şekil 4.7). 

 

Şekil 4.7. Pluripotent hücre belirteçlerinin protein ifadeleri. Programlanmış melanositlerin 

immunofloresan boyama ile Oct4, Nanog, Sox2, Tra-1-60 ve SSEA-4 antijenleri ile 

boyanmıştır. Floresan mikroskobu ile görüntüler alınmıştır (10X). DAPI çekirdek boyası 

olarak kullanılmıştır 
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Öte yandan, programlanmış kanser hücreleri, özellikle MDA-MB-435, sadece Nanog 

proteinini belirgin şekilde ifade ederken, Tra1-60 ve SSEA-4 için negatif sonuç vermişlerdir 

(Şekil 4.8).  

4.6. EMBRİYONUMSU CİSİMCİKLER (EC) OLUŞTURULMASI İLE FARKLI 

GELİŞİM EVRELERİNE AİT HÜCRE TİPLERİNİN GÖZLENMESİ 

Programlama sırasında pluripotensi düzeye ulaşıp ulaşılmadığını kontrol etmek amacıyla 

hücre kültür ortamında embriyonumsu cisimcikler oluşturup 3 germ tabakasına ait hücrelerin 

varlığı tespit edilir. Bu amaçla Programlanmış hücrelerle embriyonumsu cisimcikler 

oluşturup 7 gün sonunda oluşan spheroidlerde endoderm, ektoderm ve mezoderm gibi 3 

farklı germ tabakasına doğru farklılaşma olup olmadığı analiz edildi (Şekil 4.9). 

 

Şekil 4.8. Pluripotent hücre belirteçlerinin protein ifadeleri. Programlanmış ve kontrol 

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

antijenleri boyamıştır. Floresan mikroskop ile görüntüler alınmıştır (10X). DAPI çekirdek 

boyası olarak kullanılmıştır  

G361 MDA-MB-435Prog.G361 Prog.MDA-MB-435
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Şekil 4.9. Programlanmış ve kanser hücrelerinin EC sürecinde kültür ortamındaki 

görüntüleri. Prog.G361, Prog.MDA-MB-435 ve Prog.Melanositler EC kültür süreci, ters ışık 

mikroskop altında izlendi (1. Ve 7. Gün-10X büyütme) 

EC oluşturduktan sonra AFP, FGF-5 ve Brachyury genleri için qRT-PCR analizleri 

yapılarak her bir genin referans gen GAPDH genine göre ifade seviyesi belirlenmiştir. Şekil 

4.10’de de görüldüğü gibi, FGF-5 programlanmış kanser hücre hatlarında, normal kanser 

hatlarına göre artmıştır. Mezoderm belirteci Brachyury geni ise programlanmış MDA-MB-

435 hücrelerinde azalmış, programlanmış G361 hücrelerinde ise artmıştır. Endorderm 

belirteci AFP için ise sadece programlanmış G361’de artış görülmüştür. 



58 

 

 

Şekil 4.10. AFP, FGF-5, Brachyury genlerin hücrelerdeki bazal ifade seviyeleri. MDA-MB-

435, G361 ve Prog. MDA-MB-435 ve Prog. G361 EC`lerden 3 farklı ‘germ tabakası’ için 

belirteç genlerin bazal seviyedeki ifadeleri eş-zamanlı PCR ile belirlenmiştir. Gen ifade 

seviyeleri hesaplanırken programlanmış melanositlere göre normalize edilmiş, GAPDH ise 

referans geni olarak kullanılmıştır 

Gen ifade analizlerini takiben immünofloresan tekniklerle AFP, FGF-5, Brachyury için 

EC’lerdeki protein ifadeleri belirlenmiştir (Şekil 4.11). Programlanmış melanositler kontrol 

hücre olarak kullanıldı ve tüm germ tabaka belirteçleri bakımından protein ifade seviyeleri 

gösterildi. Programlanmış kanser hücreleri FGF-5 proteini normal kanser hücre hatlarına 

göre artmıştır. Programlanmış MDA-MB-435 Brachury proteini daha az miktarda ifade 

ederken, programlanmış G361 daha fazla ifade etmektedir. AFP ise hiçbir kanser hücresinde 

ifade göstermemiştir. 
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Şekil 4.11. İmmünofloresan tekniklerle AFP, FGF-5, Brachyury için EC’lerdeki protein 

ifadeleri. Kontrol ve programlanmış hücrelerden elde edilen EC’ler 3 farklı germ tabakası 

belirteci için boyandı. Floresan mikroskop ile görüntüler alınmıştır. DAPI çekirdek boyası 

olarak kullanılmıştır (10X) 

4.7. PROGRAMLANMIŞ HÜCRELERİN RNA-SEQ ANALİZLERİ 

Kontrol kanser hücreleri, melanositler, programlanmış kanser hücreleri ve programlanmış 

melanositlerden RNA izole edilmiş ve Köln Üniversitesi’ndeki Genom Merkezi’nde yeni 

nesil dizileme ile transkriptomları (RNA-Seq) analiz edilmiştir. Proje önerisinde 

mikroarraye dayalı bir yöntem önerilmişken, günümüzde yeni nesil dizilemenin daha fazla 

önem kazanması ve daha güvenilir sonuçlar verecek olmasından dolayı (97, 115) örnekler 

yeni nesil dizilemeye dayalı bir yöntemle analiz edilmiştir. Şekil 4.12 ise projede ilgilenilen 

önemli kök hücre belirteçlerinin gösterdileri sonuçlar belirtilmiştir. Buna göre, 

programlanmış melanositler yapılan diğer tüm analizlerde olduğu gibi yüksek pluripotent 

karakter gösterirken, programlanmış kanser hücreleri sadece KLF4, SOX2, CMYC 

genlerinde daha fazla ifade göstermektedir.  

G361 MDA-MB-435Prog.G361 Prog.MDA-MB-435Prog.Melanosit
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Şekil 4.12. RNA-Seq kök hücre belirteç analizleri. Kontrol kanser hücreleri melanositler, 

programlanmış kanser hücreleri ve programlanmış melanositlerin RNA-Seq analizlerinde 

kök hücre belirteçleri için gösterdikleri referans genoma karşı eşlenmiş okumalar analiz 

edilmiştir 

4.8. ALKALİN FOSFATAZ BOYAMASI 

Pluripotent düzeyde olan hücreler için diğer bir özellik de alkalin fosfataz (AP) enzimini 

aktıf halde bulundurmalarıdır. Bu nedenle kanser hücreleri, melanositler ve programlanmış 

hücreler AP aktiviteleri bakımından boyanmıştır. 

Şekil 4.13’de göründü gibi programlanmış melanosit hariç, diğer guruplarda alkalin fosfataz 

ifade edilmemiştir. 
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Şekil.4.13. Kontrol ve programlanmış hücreleri alkalin fosfstaz boyaması. Kontrol ve 

programlanmış hücreler 24 kuyucukluhücre plakalarına ekilir ve AP substratı ile inkübe 

edilerek değişim gözlemlenmiştir. Hücrelerden ters ışık mikroskobunda görüntüler 

alınımıştır (10X) 

4.9. PROGRAMLANMIŞ HÜCRELERİN NORMAL BESİYERİ KOŞULLARINA 

BIRAKILMASI 

Programlanmış kanseri pluripotensi besiyerinden alınıp normal besiyerine (DMEM besiyeri, 

%10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin sterptomisin) konulduktan 20 gün sonra 

karakterize edilmeye başlandı. Hücreleri ters ışık mikroskobunda morfolojik olarak 

değişimleri gözlemlendi. Şekil 5.12’de görüldüğü gibi, programlanmış hücreler pluripotent 

kök hücre besiyerinde koloni ve küme oluştururlarken, fnormal besiyerinde morfolojileri 

değişmiş, tekil hücreler şeklinde büyümeye devem ederek kontrol melanosit hücrelerine 

(şekil 4.14) benzer morfoloji göstermişlerdir. 
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Şekil 4.14. Farklılaşmış hücrelerin kültürdeki görüntüleri. Farklılaşma prosesine maruz 

bırakılan programlanmış hücreler 6-kuyucuklu plakalarda ters ışık mikroskobu altında 

görüntülendi. Hücrelerin 20 gün sonundaki görüntüleri ve programlanmış hücrelerin 

görüntüleri gösterilmektedir (10X) 

4.10. NORMAL BESİYERİ KOŞULLARINA BIRAKILAN HÜCRELERİN 

MELANOSİT MARKERLARININ İFADE SEVİYELERİNİN İNCELENMESİ 

Sağlıklı şekilde büyütülmüş ve kendiliğinden farklılaştırılan hücrelerden TYR, MELANA, 

TRYP1genlerinineş zamanlı PCR analizleri yapılarak her bir genin referans gen GAPDH 

genine göre ifade seviyesi belirlendi. İfade seviyeleri programlanmış hücrelere göre 

normalize edilmiş, GAPDH geni referans gen olarak kullanılmıştır. Şekil 4.15’da da 

görüdüğü gibi, farklılaşma besiyerinde hücrelerin 20 gün kültür edilmesini takiben 

hücrelerdeki TYR, MELANA, TRYP1 genlerinin ifadesi artmıştır.  
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Şekil 4.15. Farklılaşmış hücrelerin gen ifade analizleri. Programlama sonrasında 

farklılaştırılmış a) MDA-MB-435 ve b) G361 hücrelerinin TYR, MELANA ve TRYP1 

genlerinin ifadeleri qRT-PCR ile belirlenmiştir. Gen ifade seviyeleri hesaplanırken 

programlanmış hücrelere göre normalize edildi, GAPDH ise referans geni olarak 

kullanılmıştır 
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4.11. AKIM SİTOMETRİ İLE PROTEİN İFADE ANALİZLERİ 

Melanoma hücrelerinde ifade edildiği bilinen CD146 belirtecinin ifadesine akım sitometri 

ile bakılarak normal besiyerine konulan hücrelerdeki değişim analiz edilmiştir. Akım 

sitometri analizinin immünofloresan boyamaya göre sayısal veri sağlaması avantaj sağlamış, 

elde edilen hücrelerin ne kadarının tekrar melanoma tarafına doğru farklılaşabildiği 

hakkında daha net bilgi alınmıştır. 

Şekil 4.16’de gösterildiği gibi G361 hücreleri normalde %94,4 CD146 pozitiflik gösterirken, 

programlandıklarında bu oran %2,4’e düşmüş, farklılaşma sonrasında ise tekrar %87,9’a 

yükselmiştir. MDA-MB-435 hücreleri ise normalde %81 CD146 pozitiflerken, 

programlandıklarında bu oran %0,3’e düşmüş, farklılaşma sonrasında ise %32,6’ya 

çıkmıştır.  
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Şekil 4.16. Farklılaşmış hücrelerin protein ifade analizleri. Kontrol kanser hücreleri, 

programlanmış ve farklılaştırılmış a) MDA-MB-435 ve b) G361 hücrelerin CD146 ifadesi 

akış sitometri ile analiz edilmiştir. Her grup için 20.000 hücre incelenerek pozitif olan 

hücrelerin yüzdeleri belirlenmiştir 
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4.12. PROGRAMLANMIŞ VE FARKLILAŞMIŞ HÜCRELERİN 

TÜMÖRİJENİTELERİNİN BELİRLENMESİ 

Tümörijenite çalışmalarında hem programlama çalışmalarından elde edilen hücreler hem de 

programlama sonrasında farkılılaşma prosesine bırakılan hücrelerde denemiştir. Bu sayede 

sadece farkılılaşma değil, arada elde edilen programlama işlemi sırasında da hücrelerden asıl 

bir değişim gerçekleştiği anlaşılmış olunacaktır. 

4.12.1. MTT VE KEMOTERAPÖTIK İLAÇ ANALİZLERİ 

Hücreler 96-kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 saat sonra 5-fluorouracil (5-Fu) 

Kemoterapötik ilacı ile inkübe edildi. İlaç ile 24 saat inkübasyon ardından hücrelerin ilaca 

verdiği tepki MTT hücre canlılık testi ile analiz edildi.  

Kontrol kanser hücreleri, programlanmış ve farklılaşmış hücreler 5-Fu ilacı ile inkübe 

edilmiş, hücrelerin canlılık yüzdeleri analiz edilmiştir (Şekil 4.17). Kontrol kanser hücreleri 

5-FU ilacına (0,1, 0,2 ve 0,4 mM) karşı dirençli oldukları görülmüştür. Programlanan MDA-

MB-435 hücreleri konsantrasyona bağlı hücre ölümü gösterirken, programlanan G361 

hücreleri kontrol G361 hücrelerine benzer bir yanıt vermiştir. Farklılaşmış hücreler ise 

programlanmış hücrelerin gösterdiği duyarlılığı gösterememiş, ana kanser hücre hatlarına 

benzer bir cevap vermişlerdir.  
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Şekil 4.17. Kematerapötik ilaca karşı hücre canlılık analizleri. A) MDA-MB-435 ve B) G361 

kontrol kanser hücreleri, programlanmış ve farklılaşmış hücreler kematerapötik ilaç olan     

5-Fu ile farklı konsantrasyonlarda (0,1, 0,2 ve 0,4 mM) 24 saat inkübe edilmiş, hücrelerin 

canlılık yüzdeleri MTT ile analiz edilmiştir 

4.12.2. MİGRASYON ANALİZLERİ 

Hücrelerin migrasyon kapasitelerini ölçmek için xCelligence cihazında serum 

konsantrasyonuna göre verilen migrasyon özelliği analiz edilmiştir. Bu nedenle, hücrelerin 

motilite özelliklerini ortaya çıkarmak üzere kontrol kanser hücreleri, programlanmış ve 

farklılaşmış hücreler xCelligence cihazında hücre indexlerini belirlemek üzere CIM 

plakalarına ekilmiştir. Plakalara ekildikten 24 saat sonra, MDA-MB-435 hücreleri 

programlanma sonrasında motiliteleri düşmüşken, farklılaşma sonrasında kontrol 

hücrelerine göre migrasyon özellikleri artmıştır.  G361 hücreleri de benzer bir profil 

gösterirlerken, migrasiyonu gösteren hücre indeks değerleri MDA-MB-435 hücrelerine göre 

daha yüksektir. 
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Şekil 4.18. Migrasyon analizleri. A) MDA-MB-435 ve B) G361 kontrol kanser hücreleri, 

programlanmış ve farklılaşmış hücreler CIM plakalara ekilir ve 24 saat boyuna xCelligence 

cihazında verdikleri migrasyon değerleri ölçülür 

4.12.3. MATRİX METALLOPEPTİDASE 9 ELISA İLE İNVAZYON ANALİZİ 

Kontrol kanser hücreleri, programlanmış ve farklılaşmış hücreler Matrix metallopeptidase 

9 (MMP-9) için analiz edilmiştir. Tümörijenik özelliklerde meydana gelen değişiklikleri 

anlamak amacyla hücre dışı matriksi parçalaya bilenve tümör gelişimi ve invazyona katkıda 

bulunan MMP-9 ifadesini bakmak önemlidir. Sonuca göre, MDA-MB-435 hücreleri için 

programlama sonrasındaki farklılaşma prosesinden sonra MMP9 için daha yüksek absorbans 

elde edilirken, programlama hücreleri kontrol kanser hücre hattına benzer bir ifade 

gösterdiler. G361 hücreleri ise programlama sonrasında MMP9 seviyelerinde belirgin bir 

artış gözlemlenmişken, farklılaşma sonrasındaki hücreler kontrol hücrelerine benzer bir 

seviye göstermektedir (Şekil 4.19).  
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Şekil 4.19. MMP9 ifade analizleri. A) MDA-MB-435 ve B) G361 kontrol kanser hücreleri, 

programlanmış ve farklılaşmış hücrelerin kültür edildikleri besi yerlerinde örnek numuneler 

(100µL) alınır ve ELISA analizi ile her deney grubundaki absorbans değerleri mikroplaka 

okuyucuda ölçülür 

4.13. KANSER KÖK HÜCRE BELİRTEÇLERİ 

CD44 pozitif/CD24 negatif hücreler önemli bir kanser kök hücre populasyonudur (116). 

Bunu göz önünde bulundurarak, hücreler programlanma öncesi, sonrası ve farklılaşma 

sonrasında bu tip bir kanser kök hücre populasyonu içerip içermedikleri bakımından analiz 

edilmiştir. Şekil 4.20 yapılan akış sitometri analizlerini göstermektedir. MDA-MB-435 

hücreleri normalde %99,7 oranında CD44 pozitif/CD24 negatif hücre populasyonu 

içermektedir, programlanma sonrasında bu %67,9’a düşerken, farklılaşma sonrasında 

%80,8’e yükselmiştir. Bu oranlar G361 için ise şu şekildedir: %66.3, %37.1 ve %95.1. Bu 

da programlama ile genelde kanser kök hücre populasyonlarını azalttığımızı göstermektedir.  
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Şekil 4.20. Kanser kök hücre belirteçlerinin ifadeleri. Kontrol kanser hücreleri, 

programlanmış ve farklılaştırılmış A) MDA-MB-435 ve B) G361 hücrelerin CD44 ve CD24 

için ortak ifadesi akış sitometri ile analiz edilmiştir. CD44+/CD24- hücreler kanser kök 

hücrelere ait olan popülasyonu göstermektedir 

CD70 ise diğer bir melanoma kanser kök hücre belirteçlerindendir (117). Bu belirteç için 

yapılan akım sitometri analizlerinde kontrol kanser hücreleri de dahil olmak üzere hiçbir 

durumda bu belirtecin ifadesinde bir artış gözlemlenmemiştir (Şekil 4.21). 
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Şekil 4.21. Kanser kök hücre belirteçlerinin ifadeleri. Kontrol kanser hücreleri, 

programlanmış ve farklılaştırılmış a) MDA-MB-435 ve b) G361 hücrelerin kanser kök hücre 

belirteçlerinden biri olan CD70 ifadesi akış sitometri ile analiz edilmiştir 
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4.14. APOPTOZ 

Programlanma ve farklılaşmanın hücrelerin apopotozu üzerine etkilerini anlamak amacıyla, 

doktora çalışmaları boyunca elde edilen tüm hücre grupları ve konrol kanser hücrelerinin 

apoptoz seviyeleri ölçülmüştür. Şekil 4.22’da gösterdiği gibi programlamadan sonra belirgin 

bir şekilde apoptotik hücre sayısı artmışken, farklılaşmadan sonraysa proapoptotik 

hücrelerin sayısında artış gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 4.22. Apoptotik hücrelerin incelenmesi. Kontrol kanser hücreleri, programlanmış ve 

farklılaştırılmış PI ile boyanmışlardır. Akım sitometri ile yapılan analizlerde canlı hücreler 

(LL), apoptotic hücreler (UR), erken apoptptik hücreler (LR), nekrotik hücreler (UL) 
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5. TARTIŞMAVE SONUÇ 

5.1. TARTIŞMA 

Yapılan literatür taramasında, kanserli hücrelerin programlanmasını içeren çalışmalar 

yetersiz ve çelişkili bulunmuştur. Bu nedenle, bu tez çalışmasında kanserli hücrelerin 

programlanmasının tümörijenik özelliklerine olan etkisine bakılmıştır. Aynı kanser türüne 

ait farklı hücre hatları çalışılarak, kanser türlerinden dolayı kaynaklanabilecek farklılıklar en 

aza indirilmiştir. Bu çalışmada melanoma hücreleri sistematik olarak programlanıp, 

farklılaştırılmıştır ve elde edilen bu hücrelerle tümörijenite deneyleri yapılmıştır. Aynı 

zamanda programlama faktörlerinin hücrelerdeki bazal ifade seviyeleri tespit edilmiştir, 

bunun programlama üzerine etkisi ortaya çıkarılmıştır.  

Tezde en güvenli ve en verimli yöntemlerden biri olan Sendai virüsler kullanılmıştır. 

Retrovirüs ya da lentivirüs gibi viral vektörlerin verimliliği birçok çalışmada kanıtlanmış 

olsa da güvenli olmadıkları için (47, 55), Sendai virüsleri kullanılmıştır. İnsan melanosit 

kontrol olarak kullanılmıştır. Oluşan her bir hücre hattı için gen ve protein ifadelerinin 

ölçülmesi ve EC oluşturma deneyleri ile pluripotent özellikler belirlenmiştir. Daha sonra 

oluşan hücreler normal besi yerine bırakılmıştır, yine gen ve protein ifade analizleri ile 

farklılaştıkları kanıtlanmıştır. Farklılaşan hücreler ile ana hücre hatları, hücre canlılığı ve 

migrasyon analizleri ile tümörijenik özellikleri bakımından karşılaştırılmıştır.  

Programlama sürecinin sonrasında hücrelerin morfolojisi tamamen değişmiştir. Hücreler 

küçülerek, çekirdekleri yüksek gen aktivitesini göstererek büyümüş ve birbirine yakın hatta 

üst üste büyüme şekli göstermişlerdir. Pozitif kontrol olan melanositlerden uPK kolonileri 

oluşmuştur. Kanser hücreleri ise 19.gün sonunda melanosit uPK hücrelerinin gösterdiği 

kadar kompakt koloni oluşturmamışlardır, fakat hücre kümeleri belirgin şekilde 

gözlemlenmektedir.  

Beklenilen üzere programlama sonunda yapılan eş zamanlı PCR analizleri sonucunda; tüm 

hücrelerin, transfekte edilen programlama faktörlerinin gen ifade profillerinin yüksek olduğu 

görülmüştür (Şekil 4.6A). Önemli pluripotensi belirteçlerinden olan NANOG, LİN28 ve 

CRİPTO genleri, programlanmış melanositlerde yüksek seviyede ifade edilirken 
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programlanmış kanser hatları aynı seviyelere ulaşamamıştır (Şekil 4.6B). Bu da morfolojik 

farklılıları destekler nitelikte bir sonuçtur. 

Protein ifadeleri incelendiğinde, pluripotent hücre belirteçlerinin hücrenin belli 

kısımlarımlarında yoğunlaşan protein ifadeleri immünofloresan tekniklerle belirlenmiştir. 

Programlanmış melanositlerin ve programlanmış kanser hücreleri programlama faktörlerini 

Oct3/4 ve Sox2 çekirdekte ifade ettikleri belirlenmiştir. Bu da gen ifadesi sonuçlarını 

desteklemiş ve transfeksiyonun gerçekleştiğini göstermektedir (Şekil 4.7 ve 4.8). 

Programlanmış melanositler pluripotensi belirteci olan Nanog’u çekirdekte ifade ederken, 

Tra1-60 ve SSEA-4’unun antijenlerini ise hücre zarında ifade edilmektedir. Bu da elde 

edilen kolonilerin uyarılmış pluripotent kök hücre olduğunu desteklemektedir (Şekil 4.7). 

Diğer yandan, programlanmış kanser hücreleri, Tra1-60 ve SSEA-4 proteinleri için negatif 

sonuç verirken,  Nanog proteini belirgin bir şekilde ifade edilmiştir. Bu da programlama 

sonucunda kanser hücrelerinin melanositler kadar pluripotent düzeye gitmediklerini 

göstermektedir (Şekil 4.8). Embriyonumsu cisimcikler oluşturduktan sonra, yapılan 

analizler sonucunda programlama sonrasında kanser hücrelerinin EC oluşturma sürecinde 

ektoderm yönünde farklılaştığını göstermektedir. Mezoderm belirteci Brachyury geninin 

ifadesine göre programlamanın EMT geçişlerini etki edebileceğini göstermektedir (Şekil 

4.10). 

Programlanmış hücreler pluripotent kök hücre besiyerinde koloni ve küme oluştururlarken, 

normal besi yeri koşullarına bırakıldıktan sonra, morfolojileri değişmiş, tekli hücreler 

şeklinde morfolojileri kontrol melanosit hücrelerine benzemişlerdir (Şekil 4.14). Şekil 

5.15’ta da görüdüğü gibi, farklılaşma besiyerinde, hücrelerin 20 gün kültür edilmesini 

takiben hücrelerdeki tüm TRY, MELANA, TRYP1 genlerinin ifadesi artmıştır.  

Çeşitli raporlar, CD146'nın insan melanomasında bir sinyal molekülü olarak önemli bir rol 

oynadığını öne sürmüştür (118). İltihaplanma, farklılaşma, adezyon, tümörojeniklik, 

metastaz, invazyon ve anjiyogenezi gibi diğer süreçlerinde de katılımcı olarak CD146 

dahildir. Bu da bu molekülün ifadesinin insan melanomasında çok yönlü bir regülatör olarak 

tümörijeniteyi arttırdığını düşündürmektedir (119). Yapılan çalışmalar CD146’nın 

melanoma hücrelerin ifade edildiğini ve varlığının farelerde tümör oluşturma potansiyelini 

arttırdığını göstermiştir (120). Bu çalışmaların doğrutusunda bu doktora tezinde, CD146 
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proteinin seviyesi kanser hücrelerinde yüksekken programlanmadan sonra belirgin miktarda 

düşmüştür, bu da hücrelerin programlamadan sonra tümörijenitesini azalttığını 

göstermektedir. Bu bulgular da G361 hücre hattının MDA-MB-435 kadar ploripotensi 

seviyesine ulaşamadığının bir kanıtıdır.  

Programlanmış ve farklılaşmış hücrelerin tümörijenitelerinin belirlendiğinde; kontrol kanser 

hücreleri kemoterapi ilaçlarına karşı direnç gösterirken, programlanan MDA-MB-435 

hücreleri konsantrasyona bağlı hücre ölümü göstermiştir. Programlanan G361 hücreleri, 

kontrol G361 hücrelerine benzer bir yanıt vermiştir. Farklılaşmış hücreler ise, ana kanser 

hücre hatlarına benzer bir cevap vermişlerdir. Migrasyon analiziyle hücrelerin 

motilitelerinin ölçülüp programlanan kanser hücrelerinin migrasyonlarının düştüğü, 

farklılaşmış hücrelerin ise kontrole benzer ve hatta daha çok migrasyon gösterdiğini 

kanıtlamıştır. Özellikle MDA-MB-435 hücreleri için MMP9 ELISA sonuçları da bunu 

desteklemektedir. Migrasyon analizleri sonucunda genel olarak G361 hücrelerinin MDA-

MB-435 hücrelerine göre daha tümörijenik olduğunu göstermiştir (Şekil 4.18). 

Kanser kök hücrelerinin tümör başlatmada önemi lösemide sıkı bir şekilde ortaya çıkmış ve 

kısa sürede çeşitli solid tümörler için rapor edilmiştir (121). Bu çalışmada kanser kök 

hücrelerinin en bilinen belirteçleri (CD44, CD24, CD70) analiz edilmiştir (122). CD44 

antijeni; hücre-hücre etkileşimleri (123), hücre adezyonu ve migrasyonda rol oynayan bir 

hücre yüzeyi glikoproteinidir (124). İnsanlarda CD44 antijeni, 11.kromozom üzerinde CD44 

geni tarafından kodlanır (125). CD44 pozitif-CD24 negatif hücreler ise önemli bir kanser 

kök hücre populasyonudur (116, 126). CD24 proteini insanlarda CD24 geni tarafında 

kodlanır ve hücre adezyonunda rol oynar.  Bunu göz önünde bulundurarak, hücreler 

programlanma öncesi, sonrası ve farklılaşma sonrasında bu tip bir kanser kök hücre 

populasyonu içerip içermedikleri bakımından analiz edilmiştir. Programlama ile genelde 

kanser kök hücre populasyonlarını azalttığımızı göstermektedir. Farklılaşma sonrasında ise 

iki hücre hattından farklı sonuçlar alınmıştır; G361’de kanser kök hücrelerinin artış 

gösterdiğini, MDA-MB-435 hücre tipi için ise ilk baştaki kadar yüksek kanser kök hücre 

tipine rastlanamadığını göstermektedir (Şekil 4.20). CD70 ise diğer bir melanoma kanser 

kök hücre belirteçlerindendir. CD70, aktive edilmiş bağışıklık hücrelerinde ve bazı katı 

tümörlerde sentezlenen tümör nekroz faktör ailesinin kostimülatör bir moleküldür (127). 

Pich ve arkadaşların çalışmaları göre; melanoma hücrelerinin tümör biyopsilerinden ve insan 
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melanom hücre hatlarında CD70’in ifade edildiği belirtilmiştir. In vitro ve in vivo deneyler 

CD70 ekspresyonunun melanoma hücresinin migrasyonu, invazyon ve pulmoner metastaz 

implantasyonu ile tümör bağışıklık mikro ortamından bağımsız olarak inhibe edildiğini 

göstermiştir. CD70 belirteci için yapılan analizlerde, hiçbir hücre grubunda bu belirtecin 

ifadesinde bir artış gözlemlenmemiştir (Şekil 4.21). 

Literatürde hücre programlamanın kanser gelişimi ve patogenizi hakkında yeni bulguların 

açığa çıkartılması için önemli olduğu öne sürülmektedir (77, 128). Örneğin, Knappe ve 

arkadaşları farelerden elde edilmiş melanoma hücrelerini kullanarak kısmı programlama 

deneylerini yapmışlardır. Bu çalışmaların sonucunda in vitro koşullarda kısmi olarak 

programlanmış melanoma hücrelerinin daha agresive olduğu ve in vivo olarak akciğer 

metastazını arttırdığı gösterilmitr (129). Yazarlar, kanser hücrelerinin programlanmasıyla 

melanomada bilinmeyen sinyal yolaklarının ortaya çıkartılabileceğini öne sürülmüşlerdir. 

Fakat bu çalışmanın fare kökenli hücrelerde denenmesi insan kökenli kanser türlerinde de 

Otezi kapsamında gerçekleşitirilen çalışmaların insan kökenli melanoma hücrelerinde 

denenmesi literatüre önemli bir katkıda bulunacaktır. Bu tez kapsamında elde edilen 

sonuçlar, kanser hücrelerinin OSKM faktörleri ile transfeksiyonundan sonra programlanmış 

hücreler tam anlamıyla pluripotensi seviyesine ulaşamamış olsa bile, tümörijenisite ve 

kansere bağlı yolakları değiştirdiğini ortaya koymuştur. Bu nedenle, kanser hücresinin 

yeniden programlanması, kanser biyolojisini daha iyi anlamak ve tedavide yeni yöntemler 

geliştirmek için umut verici bir strateji olabilir.  

5.2. SONUÇ 

Programlanma sonrasında elde edilen hücreler, hücre morfolojisi, gen ve protein düzeyinde 

analiz edilmiştir. MDA-MB-435 ve G361 hücrelerinden elde edilen hücrelerinin pluripotent 

özellik gösterdiklerini fakat, kontrol fibroblast hücrelerinden elde edilen uPK hücreleri ile 

karşılaştırıldığında, aynı pluripotent düzeye ulaşamadıklarını göstermektedir. Ayrıca OSKM 

faktörleri verilmeyen hücrelerin kolon oluşturma kapasiteleri olmadığı gözlemlenmiş, bu da 

koloni oluşumunun kanser hücrelerindeki bazal seviyede ifade gösterebilen programlama 

faktörlerine değil, programlama sırasında transfeksiyon ile hücrelere dışarıdan verilen 

OSKM faktörlerine bağlı olduğunu göstermektedir. Daha sonra EC deneyleri yapılarak 

farklılaşma potansiyelleri analiz edilmiştir. Programlanmış melanositler koloni oluşturmuş, 
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programlama ve pluripotensi belirteçlerinin yüksek seviyede ifade etmiş, ve EC oluşumu 

sonrasında 3 germ tabakasına ait belirteçleri ifade etmiştir. Bu sonuçlar pozitif kontrol olarak 

kullanılan melanositlerden uPK hücre elde edildiğini göstermektedir. Kanser hücreleri ise 

programlama sonrasında her ne kadar morfolojilerini değiştirilmiş, kümeler halinde 

büyümüş olsalar da kültürde kompakt koloniler oluşturmamışlardır. Programlama 

faktörlerini ifade etmelerini rağmen pluripotensi belirteçlerini pozitif kontrol kadar yüksek 

seviyede ifade edememişlerdir. Ayrıca EC deneyleri sonunda sadece FGF-5 ve Brachury 

belirteçlerinde değişimi gözlemlenmiştir. Bu veriler ışığında, programlanma sonrasında 

kanser hücrelerinin değişim gösterdikleri fakat pozitif kontrol olan melanositler kadar 

pluripotent düzeye gidemedikleri anlaşılmıştır.  

Programlanan hücreler tekrar normal besi yerine alınarak farklılaştırıldıklarında tümörijenik 

özelliklerinin nasıl değiştiği araştırılmıştır. Bu sayede hücre programlamanın 

tümörijentiteye olan etkisi ortaya çıkacaktır. Test edilen kemoterapötik ilaca karşı duyarlılık 

sadece programlanan hücrelerde artmış, farkılılaşma sürecine maruz bırakıldıklarında ana 

kanser hücre hatlarının vermiş olduğu yanıta benzer sonuçlar elde edilmiştir. Hücrelerin 

motilitelerinin ölçüldüğü migrasyon analizlerinde de programlanan kanser hücrelerinin 

migrasyonlarının düştüğü, farklılaşmış hücrelerin kontrole benzer ve hatta daha çok 

migrasyon gösterdiğini kanıtlamıştır. MMP9 ELISA sonuçları da özellikle MDA-MB-435 

hücreleri için bunu desteklemektedir. Benzer şekilde akım sitometri analizlerine göre kanser 

kök hücre populasyonları programlama sonrasında azalmış, tekrar farkılılaşma sonrasında 

ise miktarlar yükselmiştir.  

Sonuç olarak elde edilen veriler kanser hücrelerinin programlandıktan sonra yeterli 

pluripotensi düzeyine ulaşamamış olsalar da tümörijenik özelliklerinde değişiklik 

gösterebildiklerini kanıtlamıştır. Elde edilen bu hücrelerin farklılaşması ile genel olarak 

tekrar ana kanser hücre hattına banzer özellikler göstermeye başlamışlardır. Bu da 

programlama sürecine maruz bırakılan kanser hücrelerinin önemli bir model sistem 

olabileceklerini işaret edebilir. uPK hücrelerinin pek çok hastalık modellemesinde 

kullanıldığı göz önünde bulundurulduğunda, kanser hücrelerinin de benzer şekilde 

programlandıklarında kanser biyolojisi hakkında daha fazla bilgi edinmemiz, yenilikçi 

tümörijenite belirteçlerinin bulunması bakımından önem taşımaktadır.  
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EKLER 

Kullanılan hücre hatlarının özellikleri, kullanılan primerlerin dizileri ve primer verimlilikleri 

listesi ekte verilmiştir.  

EK-1 

YAPILAN ÇALIŞMALARIN ZAMAN ÇİZELGESİ 
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EK-2 

KULLANILAN HÜCRE HATLARININ ÖZELLİKLERİ 

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 İÇİN KULLANILAN PRİMER DİZİLERİ 

Genin adı Primer Dizisi 

Afp-216bp-F 

Afp-216bp-R 

5' -TGC AGC CAA AGT GAA GAG GGA A -3' (22mer) 

5' -ATA GCG AGC AGC CCA AAG AAG A -3' (22mer) 

FGF-5-96bp-F 

FGF-5-96bp-R 

5' -CTG CAG ATC TAC CCG GAT G -3' (19mer) 

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' -GGA TTA 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) 

Tryp1-121bp-F 

Tryp1-121bp-R 

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

5' -GGA TCC CAT CAA GTC 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 

Sox2-68bp R 

5' -ACA GCA AAT GAC AGC TGC AAA -3' (21mer) 

5' -TCG GCA TCG CGG TTT TT -3' (17mer) 

Klf-68bp F 5' -AGC CTA AAT GAT GGT GCT TGG T -3' (22mer) 
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Klf-68bp R 5' -TTG AAA ACT TTG GCT TCC TTG 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 

PRİMER VERİMLİLİKLERİ 
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EK-5 

PROGRAMLAMA (A) VE PLURIPOTENSI BELITEÇLERININ (B) KONTROL 

HÜCRE HATLARINDA VE TRANSFEKSIYONDAN SONRA ELDE EDILEN 

HÜCRELERDEKİ GEN IFADELERIN KARŞILAŞTIRILMASI  
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