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o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. @

inci CEVHER ZEYTIN
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| isanststi Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agiimasina liiskin Yénerge™
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fakiilte yonetim kurulu i yil sire ile tezin erisime acilmasinin ertelenmesine karar verebifir.
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ailemsiniz.
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OZET

CEVHER ZEYTIN, i. infantil Osteopetrozisli Hasta Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreleri ile
Osteoklast Defektinin Modellenmesi, Osteoklast ve Hematopoietik Nis iliskisi, Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Doktora Programi Tezi, Ankara, 2019.
Malign infantil osteopetrozis otozomal resesif bir hastaliktir ve tek tedavi yéntemi allojenik
hematopoetik kok hiicre tedavisidir. Tez ¢calismasinin ana hedefi, osteopetrozis hastaliginda
hematopoetik nisin modellenmesidir. Bu kapsamda TCIRG1 mutasyonu tasiyan (g
osteopetrozis hastasinin periferik kan mononikleer hiicrelerinden Uyarilmis Pluripotent Kok
Hicre (uPKH) hatlari elde edilmistir. uPKH hatlari ilk olarak Hematopoetik Kok Hiicre’lere
(HKH) daha sonra myeloid progenitor ve osteoklast hiicrelerine farklilastiriimistir. Uyariimis
Pluripotent Kok Hucre’'lerden elde edilen Hematopoetik Kok Hicre (uHKH) kaynakl
osteoklast htcreleri taramal elektron mikroskop (SEM), akim sitometri, immiinfloresan
boyama ve osteoklast spesifik molekiler belirtec ifadesi degerlendirilerek karakterize
edilmistir. In vitro hematopoetik nis modelleme icin, osteopetrotik—HKH ve saglikli-ve/veya
osteopetrotik MKH’leri arasindaki etkilesimi degerlendirmek amaciyla kemik iligi MKH ve
uHKH’lerin farkh kokiltlir kombinasyonlari yapilmistir. Kokiltir deneylerinden sonra,
MKH’lerde HKH’lerin kinetigi ile iliskili genlerin ifadesi analizi edilmis ve migrasyon deneyleri
yapilmistir. Bitlin uPKH hatlari morfoloji, pluripotensi ylzey belirtecleri, pluripotensi ile
iliskili gen ifade profili agisindan EKH’lere benzer 6zellikler gdstermistir. Biitiin uPKH hatlari
basarili bir sekilde HKH’lere, myeloid progenitorlere ve osteoklastlara farklilastiriimistir.
Osteopetrotik uPKH kaynakli osteoklast hiicreleri Kathepsin K ve TRAP ile zayif boyanmis,
osteoklast spesifik ylzey belirte¢ ifadesi gozlemlenmis, ancak zayif aktin halka ve kisa
podozom olusumu, Kathepsin K, Kalsitonin-R ve NFATC1 ifadesinin ise 6nemli 6l¢lide azaldig
tespit edilmistir. Saglkli-kontrol uHKH’leri ile kokiltiir sonrasi, Jagged-1, Ang-1, Kit-L, Sdf-1
ve Opn ifadesi artmistir. Osteopetrotik MKH’lerde artmis N-kadherin ifadesi gbzlemlenmis,
ancak saglikh uHKH’ler ile kokiltir sonrasi azalmistir. Kontrol uHKH'ler ile karsilastirildiginda
osteopetrotik uHKH’lerin migrasyon potansiyelinin bozuldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak,
osteopetrozisde disfonksiyonel osteoklast hiicreleri defektif HKH nis olusumuna neden
olmaktadir. Bunun da temel nedenleri MKH kompartmaninda gérilen degisim ve HKH'lerin

nisteki yerlesiminin bozulmasidir.

Anahtar Kelimeler: Nis, Hastalik modelleme, Osteopetrozis, uyariimis Pluripotent Kok Hiicre,
Hematopoetik Kok Hiicre, Osteoklast

(*) Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) 1175145 nolu TUBITAK 1001 projesi
kapsaminda deseklenmistir.
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ABSTRACT

CEVHER ZEYTIN, I. Modelling Osteoclast Defect with Patient Derived Induced Pluripotent
Stem Cells, Osteoclast and Hematopoietic Niche Intractions in Infantile Osteopetrosis,
Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, Stem Cell Sciences Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2019. Malignant infantile osteopetrosis is an autosomal recessive
disorder. The only available treatment is allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
The objective of this study was to model hematopoietic niche in ostepetrosis. hiPSC lines
were generated from peripheral blood mononuclear cells of three patients carrying TCIRG1.
IPSC lines were differentiated first into HSCs, then into myeloid progenitors and osteoclasts
using a step-wise protocol. iHSCs-derived osteoclasts were characterized by scanning-
electron-microscope(SEM), flow-cytometry, IF-staining and expression of osteoclast-specific
molecular markers. Different coculture conditions with bone marrow-derived-hMSCs and
iHSCs were set up to study the interaction between osteopetrotic-HSCs and healthy- and/or
osteopetrotics-MSCs as an in vitro hematopoietic niche model. After coculture, expression of
the genes in MSCs related to HSC kinetics were analyzed and migration assays were done. All
iPSC lines were showed typical ESC features with regards to morphology, pluripotency
surface markers and pluripotency-associated gene expression profile. All lines were
differentiated succesfully into HSCs, myeloid progenitors and osteoclasts. Osteopetrotic-
iPSCs-derived osteoclasts were weak positive for Cathepsin K, and TRAP, were showed weak
positive actin ring and short podosome formation, and exhibited osteoclast-spesific surface
markers, but showed significantly reduced expression of Cathepsin K, Calcitonin-R, and
NFATClcompared to controls. Following coculture with healthy-control iHSCs, the expression
of Jagged-1,Ang-1,Kit-L,Sdf-1, and Opn increased while overexpression of N-cadherin
decreased after coculture in osteopetrotic MSCs. The migration potential of osteopetrotic
iHCSs were found impaired compared to control-iHSCs. In conclusion, our results indicate
that dysfunctional osteoclasts in osteopetrosis lead to defective HSC niche formation
resulting from altered MSC compartment, and abnormal HSC homing besides insufficient
marrow space resulting from defective bone resorbtion.

Keywords: Niche, Disease modelling, Osteopetrosis, Induced Pluripotent Stem Cell,
Hematopoetic Stem Cell, Osteoclasts.

(*) This study was supported by grants from the Scientific and Technological Research Council of Turkish

Government TUBITAK no 1175145.
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1. GIRiS
Nadir Hastaliklar ve Malign infantil Osteopetrosis

Nadir hastaliklar, ciddi, hayati tehlike olusturan ve hastalik sebebi ile yasamsal
fonksiyonlarini bozan bir hastalik gurubudur (1). Avrupa’da 5/10.000 kisiden,
Amerika’da ise 5/200.000 kisiden daha az oranda gozlemlenmektedir. Nadir
hastaliklarin = %80’inden fazlasi genetik orjinli olarak ifade edilmistir(2).
Norofibromatozis, Friedreich ataksisi, pek ¢ok yeni doganda meydana gelen
metabolik hastaliklar tek bir gende meydana gelirken, fankoni anemi, miskiler
distrofi gibi birden fazla gende meydana gelen mutasyonlar ile de hastalik
gelisebilmektedir. Bu hastaliklarin yaklasik yarisi cocukluk caginda ortaya cikmakta ve
gelisimsel anomali goézlemlenen infantlarin %20’si 6limle sonuglanmaktadir(3).
Nadir hastaliklar arasindan yer alan osteopetrozis ise klinik formuna bagh olarak
1/200.00 ile 1/250.000 arasinda insidansi olan, hem otozomal resesif hem de
otozomal dominant forma sahip, genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Otozamal
resesif formu osteoklast olusum ve fonksiyonuna goére iki alt gruba ayrilmistir.
TCIRG1, CLCN7, OSTM1, SNX10 ve PLEKHM1 genlerinde meydana gelen mutasyon
sonucu osteoklast-zengin ARO formu (¢cok sayida osteoklast hiicreleri olusabilen
ancak fonksiyonel olmayan) ve TNFSF11 ve TNFRSF11A genlerinde meydana gelen
mutasyon sonucu ise osteoklast-fakir ARO formu (osteoklast hiicreleri olusamayan)
meydana gelmektedir. Osteoklast zengin formunda endozomal ve lizozomal vezikiil
trafiginde meydana gelen bozukluk sonucu osteoklast hiicreleri fonksiyonel olarak
gorev  yapamamaktadir (4). Bunun sonucunda, kemik asidifikasyonu
gerceklesmemekte ve burada kemik iligi olusamamaktadir. Tez kapsaminda calisilan
malign infantil osteopetrosis (TCIRG1) en sik gozlemlenen, erken ¢ocukluk caginda
ortaya cikan, kemik rezorpsiyonu gerceklesmemesi nedeniyle kemik dansitesinin asiri
artmasi ve kemik iligi boslugu olusamamasi ile karakterize edilen otozomal resesif
formudur (4). TCIRG1 geninde, insan gen mutasyon databazinda (HGMD)
tanimlanmis 113 mutasyonu (40 missense/nonsense, 34 splicing, 1 regulatuar, 19

kiicik delesyon, 9 kiiclik insersiyon, 2 kiicik indel ve 8 biylk delesyon)



bulunmaktadir. Belirtilen bu mutasyonlarin her biri osteoklast hiicrelerinin
fonksiyonel olarak gorev yapamamasina neden olmaktadir. TCIRG1 geni VATPase
kompleksinin a3 alt Unitesini kodlamaktadir. VATPase kompleksi asidifikasyon
bolgesine proton pompalayarak kemik igerisinde kavitasyon olusturmaktadir (5).
Yukarida belirtilen mutasyonlardan herhangi biri meydana geldigin VATPase
kompleksi hicre disina H* pompalayamamakta ve osteoklast hiicreleri fonksyonel
olarak calisamamaktadir. Dolayisi ile kemik iligi olusumu igin gerekli yer

acilamamakta, osteopetrozis meydana gelmektedir.

Kemik rezorbsiyonu yapmalari nedeni ile kemik gelisiminde dolayisiyla kemik
iligi icin gerekli alanin olusumunda rol oynayan osteoklastlar, ayrica hematopoetik
kok hiicre nisinin olusmasinda ve regilasyonunda da (hematopoetik kdk hiicrelerin

idamesi ve mobilizasyonunu) dogrudan rol almaktadirlar(6).

Hematopoetik kok hiicreler kemik iliginde 6zel nis bolgelerinde yerlesmistir ve
bu boélgede mezenkimal kok hicre, osteoblast, osteoklast hicreleri gibi nisin
reglilasyonunda rol alan destek elemanlari bulunmaktadir(7), (6). Osteoblastlar
kemigin endosteal ylzeyini kaplamakta, hiicre-hiicre etkilesimi ile HKH’lerin burada
tutunmasini, salgiladiklari salgilar ile HKH’lerin idamesini desteklemektedir (8).
Osteoblastlar osteoklastlar ile hiicre-hiicre, hiicre-matriks ve sinyal molekdillleri ile
iletisim kurmakta, bu sayede osteoklastlarin farklilasmasi ve matlirasyonunu
saglamaktadir(9). Ayrica kemigin yeniden modellenmesinde gorev alan osteoblast ve
osteoklast arasindaki iletisimde ve/veya hiicre i¢ci mekanizmalarinda meydana gelen
bozukluk nedeniyle osteopetrozis ve osteogenezis imperfekta ve Paget’s gibi kemik
ile iliskili diger hastaliklar meydana gelmektedir (10). Saglikli osteoklastlar osteoblast
farklilasmasini da kontrol etmektedir, ancak defektif osteoklastlar, kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerinin osteoblastlara farklilasmasini desteklememekte ve
MKH’lerde matiirasyon duraksamasi olmaktadir(11). Bu tablo sonucunda malign
infantil osteopetrozisde defektif osteoklastlarla birlikte destek hiicreleri de
fonksiyonel olarak c¢alismadigl icin hematopoetik koék hicreler nis bdlgesinde

tutunamayip, sessiz kalma, kendini yenileme gibi kokliliik 6zelliklerinin devami ile



ilgili islevlerini gergeklestirememekte, hematopoezin devamini saglamak igin
ekstramediller hematopoez ortaya ¢ikmaktadir. Sonug olarak agir sitopeniler ile
birlikte organomegali tablosu gelismektedir. Ayrica kemikler icerisinde yeterli bosluk
alani saglanamadigindan kraniyel sinirlerde basiya bagli olarak gérme, isitme kaybi,
blylime geriligi ayrica enfeksiyona yatkinlik gozlemlenmektedir(4). Tek tedavi
yontemi hematopoetik kok hiicre nakli iken, HLA-tam uyumlu dondr bulunmasindaki
glgluk, ozellikle akraba disi nakillerde nakil ile iliskili komplikasyon ve mortalite
riskinin hala yliiksek olmasi, erken nakil gerekliligi ve sadece bazi osteopetrozis alt
tiplerinin nakil ile tedavi edilebilmesi hematopoietik kok hiicre nakli uygulamasini
sinirlayan temel faktorlerdir. Dolayisi ile yeni alternatif tedavilerin gelistirilmesine
ihtiya¢c duyulmaktadir. Bunun igin ise genotipik ve fenotipik olarak olduk¢a heterojen
bir profile sahip olan osteopetrozis hastaliginin gelisimine yol agan mekanizmalarin
tam olarak aydinlatilabilmesini saglayacak, genetik ve molekiiler arastirmalar ile
birlikte hasta drneklerinden elde edilecek hicreler ile yapilacak ayrintili fonksiyonel

calismalara da gereksinim vardir.

Uyarilmis Pluripotet K6k Hiicre (uPKH), Nadir Hastaliklar ve Osteopetrozis

Hastalik ile iligkili genetik mutasyonlar tanimlanmis olsa bile, genel olarak
nadir hastaliklarin patofizyolojisi ve hastalik mekanizmasi ile ilgili bilinenler hala
oldukga sinirlidir. Hasta sayisinin azligi nedeni ile sinirli sayida klinik arastirmanin
yapilabilmesi, hastaliklarin potansiyel biyobelirteclerinin tam bilinmemesi, bu
hastaliklarin blyik ¢ogunlunda etkin tedavinin yapilmasina engel olmaktadir(1, 12).
Hilcre dizeyinde yapilacak fonksiyonel analizler ve in vitro ve in vivo hastalik
modelleme tekniklerin hastallk mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi icin ¢ok
onemlidir. Yetiskin somatik htlicrelerden yeniden programlanma ile pluripotent kdk
hiicre elde edilmesi, hasta sayisindaki ve bu arastirmalar icin gerekli olan hiicre
kaynaklarindaki yetersizliklerin asilmasi adina 6nemli bir adim olmustur. Belirli
transkripsiyon faktorleri ile hiicrelerin indiklenmesi ile pluripotant hiicre 6zellige
sahip olabildikleri ilk kez 2006 vyilinda Yamanaka ve Takahashi tarafindan

gosterilmistir ve elde edilen bu hiicrelere uyarilmis pluripotent kdk hiicre (uPKH) adi



verilmisir (13). Bu sayede farkhlasmis somatik hiicreler pluripotensi igcin 6énemli olan
Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc (Yamanaka faktorleri ) gibi transkripsiyon faktor genlerinin
aktarimi aracihigi ile hem morfolojik olarak hem de fonksiyonel agidan embriyonik kdk
hlicre benzeri hiicrelere yeniden programlanabilmektedir (14, 15). Embriyonik kdk
hicrelere (EKH) olan bu benzerlik, hem transkripsiyonel hem de epigenetik imzalari
gibi global gen analiz deneyleri ile gosterilmistir (16, 17). EKH’ler gibi sinirsiz
cogalabilme ozellikleri olan ve her li¢ germ yapragina ve dolayisi ile (15, 18, 19),
istenilen hicre tipine farklilastirilabilme potansiyelleri olan bu hiicreler hastalk
modellemesi ve vyeni tedavilerin (gen tedavisi, genom diizenleme vb.)
gelistirilip/denenmesi  icin  kullanilabilecek  6nemli  bir  hicre  kaynagi

olusturmaktadirlar(20).

Osteopetrozisin en agir formlarindan olan otozamal resesif osteopetrozisin
(ARO) (malign infantil osteopetrozis) TCIRG1 mutasyonunun neden oldugu alt tipi
yliksek genetik heterojeniteye sahiptir. Literatlirde hastallk modelleme igin
gelistirilen osteopetrotik fare modelleri mevcuttur ve bu modellerden elde edilen
uPKH hatlarinda basarili gen diizeltme deneyleri yapilmistir. Ancak farkli TCIRG1
mutasyonlarini tasiyan insan kaynakli hiicrelerden elde edilmis uPKH hatlarinin sayisi
¢ok sinirli olup, bu hatlarin hastalik modellemesi i¢in kullanildigi bir calismaya
rastlanilmamistir. Bu tez kapsaminda, malign infantil osteopetrozisin modellenmesi,
hastalik patogenezisinin daha iyi anlasilmasi icin farkh TCIRG1 mutasyonlari tasiyan
hasta orneklerinden uPKH hatlarinin gelistiriimesi, karakterizasyonu, hematopoetik-
myeloid 6ncil hicreler ve osteoklastlara farklilastirilmasi, ve farklilasan osteklast
hiicrelerinin fonksiyonel analizlerinin yapilmasi planlanmistir. Ayrica elde edilen uPKH
kaynakli hematopoetik kok/6ncil hiicrelerin kemik iligi mezenkimal kdk hicreleri ile
kokulturt yapilarak, osteopetrotik nisin modellemesi; saglkli ve/veya osteopetrotik
mezenkimal kok hicrelerin saglkli ve /veya osteopetrotik uPKH kaynakli
hematopoetik hicrelerin migrasyonuna etkisinin ve osteopetrotik MKH’lerdeki

degisimin degerlendirilmesi hedeflenmistir.



Tez galismasinin ana hedefleri,

Nadir gorilen kahtsal bir hastalik olan malign infantil osteopetrozis
hastalarindan (TCIRG1-ARO alt tipi) ve saghkli vericiden elde edilen periferik
kan mononukleer hicrelerinden uPKH’lerin gelistirilmesi ve
karekterizasyonlarinin yapilmasi

Hasta orneklerinden elde edilecek uPKH’lerin hematopoietik kok/progenitor
hiicrelere ve osteoklastlara farklilasma potansiyellerinin ve islevselliklerinin in
vitro kaltir ortaminda incelenmesi

Hasta ve saglikh verici kaynakh uPKH’lerin yonlendirilmis farkhlastiriimasi ile
elde edilecek hematopoietik kok/progenitor hiicreler ve kemik iligi kaynakli
mezenkimal kék hiicreler ile yapilacak kokiltir deneyleri ile hastaliga 6zgiin
osteoklast defektinin hematopoietik kdk hicre nisi Uzerindeki etkilerinin

arastirilmasi.

Belirtilen hedefler dogrultusunda varilmasi 6ngorilen son noktalar ise ;

Osteoklastlarin  kemik gelisimi/yenilenmesi yaninda, hematopoietik nis
gelisimi ve hematopoietik kok hiicre mobilizasyonu Uzerindeki yeni
tanimlanmaya baslanan etkileri; kokiltir deneyleri ile osteopetrozisteki
osteoklast defektinin, hematopoietik kok/oncul hucreler ve hematopoietik
nisin 6nemli bir elamani olan mezenkimal kok hiicre gelisim ve fonksiyonlari
uzerindeki etkilerini arastirarak hastalik patogenezinin aydilatiimasina katkida
bulunmak.

Hasta kaynakli uPKH’lerin farkhlastiriimasi ile elde edilecek osteoklastlari
kullanarak hastalik ile iliskili osteoklast fonksiyon bozukluklarini arastirmak.
Ozellikle ayni gendeki farkli mutasyonlarda goériilen farkli klinik fenotipleri
aciklayabilecek, patogenezle iliskili yeni bilgilere ulasabilmek. Béylece hem
osteopetrozisin hemde diger kalitsal veya edinsel kemik hastaliklarinin
patogenezini aydinlatmaya ve/veya genetik bozuklugu diizeltmeye ydnelik
arastirmalarda kullanilabilecek insan uPKH kaynakli osteoklast defekt

modellerinin gelistirilmesine katkida bulunmak



Nadir gorilen, tedavi sansi disik ve mortalitesi ylksek kalitsal bir gocukluk
¢agl hastaligl olan infantil osteopetrozis hastalarindan (TCIRG1 mutasyonu
tasiyan); hastallk modellemesi ve hasta/hastaliga spesifik yeni tedaviler
(genom dizenleme gen tedavileri, kiiciik molekiller ile hedefe yonelik
tedaviler, hastaliga spesifik otolog ve/veya allogeneik kok hucre nakil
stratejileri) gelistirmeye yonelik ileri arastirmalarda kullanilabilecek uyarilimis

pluripotent kdk hiicre (uPKH) hatlari gelistirmek.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Malign infantil Osteopetrozis

Kemik stirekli kendini yenileyebilen dinamik bir dokudur ve kemik homeostazi
Uc¢ hiicre tipi arasindaki fonksiyonel dengeye baglidir; osteoklastlar kemik
rezorbsiyonundan, osteoblastlar kemik matriks olusumundan, osteositler ise
osteoklat/osteoblast farklilasma ve fonksiyonunun regiilasyonundan sorumludur
(21). Mononiikleer hiicrelerin flizyonu ile olusan ¢ok g¢ekirdekli osteoklast hiicreleri
kemik minerallerinin ayristirlmasindan ve organik matriksin degredasyonundan
sorumludur (21, 22). Kemik sentez ve rezorbsiyonu arasindaki ince ayarda herhangi
bir bozulma kemik hastaliklarini tetiklemektedir. Osteopetrozis, kemik kutlesideki
artis ile karakterize edilen, heterojen bir kalitsal kemik hastaligidir ve osteoklast
hicrelerinin farkhlasma veya fonksiyonundaki defektle meydana geldigi bilinmektedir
(23, 24). Kalitsal ve siddetli olan pek ¢ok formu vardir (25) (Tablo 2.1). Otozomal
dominant tip 2 formu hafif formudur. infantil resesif osteopetrozis ise agir formudur
ve tedavi edilmediginde cocukluk caginda oldaricidiar (26, 27). Otozomal resesif
osteopetrozis (ARO), yeni dogan bebeklerin ilk aylarinda teshis edilen agir bir

hastaliktir(23).

ARO formunda hasta cocuklarda tekrarlayan enfeksiyonlar
gozlemlenmektedir. Kranial sinir baskisi nedeni ile korlik ve sagirlik meydana
gelmekte, norolojik defektler gozlemlenebilmektedir. Tedavi edilmeyen cocuklar
kanama, zatlire, anemi veya enfeksiyon nedeni ile 6imektedir. Erken hematopoietik
kok hiicre transplantasyonu tek tedavi yontemidir(23, 26, 28). ARO’da genellikle
osteoklast sayisi normal veya yliksektir, ancak osteoklastlarin kemik rezorpsiyonu icin
zorunlu olan asitlestirme aktivitesi bozulmaktadir(29). Tablo 2.1’de de belirtildigi gibi
osteopetrozisin bu formunu kapsayan pek cok gen bulunmaktadir. ARO’e neden olan
mutasyonlarin biyik cogunlugu TCIRG1 (T-Cell immune regulator 1, Gen ID: 10312)
genindedir (yaklasik %50’si) ve bu gende meydana gelen missens mutasyonlari, nokta

mutasyonlari, kiiclik insersiyon ve delesyonlar, bliyik genomik delesyonlari iceren



120°’den fazla mutasyon TCIRG1-defektif ARQO’in yiliksek genetik heterojeniteli
oldugunu gostermektedir. Bu mutasyonlar da osteoklast hiicrelerinde fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir (30). Kromozom 11g13.2 ‘de bulunan TCIRG1 geni
osteoklast membraninin “ruffled border” (izerinde ifade edilen VPP1’in A3 alt
Unitesini kodlamaktadir. A3 izoform osteoklast membrani Uzerinde yiiksek oranda
ifade olmaktadir (30). Osteoklastlarin kemige baglandigi “ruffled border”

membraninda V-ATPase kompleksi bulunmaktadir.



Tablo 2.1. Osteopetrozis hastalarinda tespit edilen genetik mutasyonlar (25) (31) .

Osteopetrozis | Genetik Gen Mutasyon tipi Etkilenen osteoklast | Protein Sikhgi Tedavi
formu aktarimi fonksiyonu
ARO TCIRG1 Fonksiyon kaybi Asit  sekresyonu, vezikller | V-ATPase a3 alt Unitesi | %50 HKH
CLCN7 Fonksiyon kaybi trafik Klor kanali 7 %17.5 nakli
0sSTM1 Fonksiyon kaybi Lizozomal trafik asidifikasyonu | Ostoeopetrozis iliskili | %5 HKH
Lizozomal trafik asidifikasyonu | transmembran protein nakli
PLEKHM1 | Fonksiyon kaybi M ailesi iceren Plektrsin | %2 Yok
Otozomal Endolizozomal trafik/ flizyon homoloji domaini
resesif SNX10 Fonksiyon kaybi Sorting nekstin 10 %4.5 Sempto
TNFSII Fonksiyon kaybi Endolizozomal trafik/ flizyon Nikleer faktor KB ligand matik
Osteoklast olusmuyor reseptor aktivatori tedavi
TNFRSFIIA | Fonksiyon kaybi HKH
Osteoklast olusmuyor Nikleer  faktor KB nakli
reseptor aktivator
IRO Otozomal | CAll Fonksiyon kaybi Asidifikasyon Karbonik anhidraz n <1:10°% | HKH
resesif nakli
ADO Il CLCN7 Dominant negatif | Lizozomal trafik asidifikasyonu | Klor kanali 7 %80 Sempto
Otozomal matik
dominant | PLEKHM1 | Dominant negatif | Endolizozomal trafik/ flizyon %2 tedavi
Sempto
matik
tedavi
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V-ATPase kompleksi en az 13 farkli alt Gniteden olusmakta, stoplazmada V1 domaini
ve membrana gomili VO domaini bulunmaktadir. V1 domaini ATPase’in
hidrolizinden, VO domaini ise proton translokatérii olarak gorev almaktadir. VO
domaini, mikrotlbil ve aktin hiicre iskeleti ile etkilesime gecerek ruffled border
olusumunda 6nemli rol almaktadir. V-ATPase kompleksi rezorpsiyon bdlgesinde
proton salgilamasiyla birlikte ayni zamanda asidik mikrogevre olusturmaktadir. Dlsuk
pH ile inorganik matriksin ¢dzlinmesini ve organik matriksin degredasyonunu
saglamaktadir. Malign infantil osteopetrozise neden olan TCIRG1 genindeki
mutasyonlar V-ATPase’da fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir ve bu nedenle
asidik mikrogcevre olusturamamaktadir (31, 32), bunun sonucunda osteoklast
hiicreleri fonksiyonel olarak gdérev yapamamasi ve nis reglilasyonunun bozulmasi

sonucu malign infantil osteopetrosis hastaligi ortaya ¢cikmaktadir.

2.2. Nis

Kemik iligindeki hematopoetik kok hicre (HKH) mikrogevresi nis olarak
adlandiriimaktadir. Nis; progenitor ve HKH’lerin c¢ogalmasi, kendini yenileme,
farklilasma ve migrasyonunu, ayni zamanda kararlilik ya da hasara cevabi kontrol
ederek hematopoetik homeostaziyi saglamaktadir (33). Statik bir yapiya sahip
olmayan ve kompleks olan nis, normal kan hiicresi tiretimini saglamak icin yapisal ve
fonksiyonel pek cok farkli mekanizmayi dizenlemektedir (34, 35). Hematopoetik
(Lenfoid ve myeloid hiicreler) ve hematopoetik olmayan (perivaskiler mezenkimal
kok hiicre ve endotelial hiicreler) pek ¢ok hiicre tipi nisi reglile etmektedir (36).
Hematopoetik homeostazinin saglanabilmesi igin farklilasma ve kendini yenileme
arasindaki dengenin siki bir sekilde regiile edilmesi gerekmektedir, kontrolsiiz kendini
yenileme(36) veya yetersiz farklilasma myeloproliferatif hastaliklara veya l16semiye
neden olurken, asirn farklilasma veya yetersiz kendini yenileme HKH havuzunu
bosaltmaktadir. Hematopoetik nisi destekleyen Makrofaj, adiposit, osteoklast,
osteoblast, regulatuar T hiicreleri (Treg), CXCL12'den zengin Retikiiler (CAR) hiicreler,

Nestin + hicreler, Leptin+ hicreler, MKH’ler, sivan hiicreleri aksesuar hiicreleri
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(Sekil.2.1.) olarak tanimlanmaktadir. Bu hticreler HKH’lerin strdurilebilirliligini, sessiz

kalmasini, kendisini yenilemesini ve farklilasmasini desteklemektedir(37).

Monosit ve/veya makrofajlar HKH’lerin nisten tutunmasi ve idamesini
saglamakta, bu hicrelerin kaybinda ise HKH'ler periferik kana veya dalaga migrasyon
yapmaktadir (38). MKH ve osteoblastlari kontrol etmektedir. Fagosit deplesyonu ile
kemik iligi MKH ve Osteoblast hiicrelerinin CXCL12, Ang-1 ve SCF ifadesinde azalma
gozlemlendigi, osteoblastik aktivitenin azaldigi, bunun sonucunda da fonksiyonel

HKH’lerin mobilize oldugu belirtilmistir(38, 39).

Makrofaj
‘ o~
S\

hucreleri

Kemik

EON

Sempatik A
Sinirler

Osteoklast
Endoteial . \_
@ Hicreler
Treg

Sekil 2.1. Kemik iligi nis hiicreleri (37).

Nestin+ MKH’ler tam olarak perivaskilerdir ve tipik olarak iligin daha merkez
bolgesinde bulunmaktadir. Sempatik sinir sisteminin adrenerjik sinir uglari ile siki iliski
icindedir ve HKH’lerin mobilizasyonunun diizenlenmesinden, giinlik dolasima salinan
HKH sayisinin dizenlenmesinden sorumludur (40). Bu MKH’ler yiiksek seviyede
CXCL12, c-Kit L, Ang-1, IL-7, Vaskiiler hiicre adhezyon molekil 1 (VCAM1),
Osteopontin (OPN) gibi HKH idame transkripsiyon faktorlerini ifade etmektedir (41).
Nestin+ MKH’lere benzer sekilde CAR hiicreleri de CXCL12 ve c-Kit L ifade ederek
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HKH’lerin idamesini saglamaktadir (Sekil 2.1). MKH’lerin olusturdugu osteoblast
hicreleri de CXCL12, OPN ve N-cadherin ifadesi ile HKH’lerin niste tutulmasini ve
idamesini saglarken, Ang-1, c-Kit L ve TPO ifadesi ile de HKH’leri sessiz fazda
tutmaktadir (42-44). Sessiz fazdaki HKH’ler bltln progenitor kan hiicreleri arasinda
en yliksek kendini yenileme kapasitesi olan hiicrelerdir ve IFN ve G-CSF gibi sitokinlere
veya hasar sinyallerine cevap olarak tekrar hiicre donglisiine girmektedirler (45) (46,
47). TPO, c-MPL reseptori ile etkileserek HKH’lerinin sessiz durumda kalmasini
saglamaktadir (43). HKH’ler kalsiyum iyon reseptori ifade etmektedir ve kemigin
yeniden modellenmesi surecinde olusan Ca?* gradientini takiben HKH’lerin
engrafmanini saglamaktadir(48). Niste bulunan sintizoidal endotelial hiicreler, kemik
iligi hasari sonrasi HKH’lerin kendini yenilemesi ve rejenerasyonunda rol
almaktadir(49, 50). MKH’lerin farkhlastigi adiposit hicreler HKH’lerin idamesinde
advers etkiye sahiptir(51). Son olarak kemik iliginde endotelial ve vaskiler olarak

adlandirilan iki farkh HKH nisinin oldugu belirtilmistir (sekil 2.1) (52).
2.2.1. Vaskiiler Nis

Vaskiiler nisteki HKH’ler cok farkl hiicre tipleri ile iliski ve etkilesim halindedir.
MKH’ler bu hiicreler arasinda ana regilator hicrelerden biridir. Perivaskiler alanda
bulunan farkh alt tipte olan MKH’ler tanimlanmistir. Kemik iliginde bulunan
damarlarin duvarlarina yerlesen MKH’lerin CD73, CD90 ve CD105 yiizey belirtecleri
disinda farkh olarak CXCL12 (53), CD146 (52), Nestin ve Leptin Reseptorlerini ifade
ettikleri gosterilmistir (Sekil 2.2). CXCL12 salinimi yapan bu MKH popitlasyonu
HKH’lerin idamesini saglamaktadir. MKH ve niste bulunan CAR hiicrelerinde meydana
gelen CXCL12 delesyonu da HKH’lerinin mobilizasyonuna ve HKH sayisinin azalmasina
neden olmaktadir. HKH nisi bir degil birden fazla hiicrenin kombinasyonu ile regiile
edilmektedir (54). Sinir sistemi hiicresel etkilesimlerin tamamina etki etmektedir.
Sempatik sinirlerden sirkadiyan néradrenal salinimi SDF-1a salinimini ve HKH’lerin

mobilzasyonunu saglamaktadir(55).

Vaskiler nis motilite, transendotelial migrasyon ve hematopoetik

farklilasmayi yani hematopoezi desteklemektedir. Endosteal niste uzun dénem ve
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uykuda bulunan (dormant) HKH’ler bulunmakta iken vaskiler niste idamesini
saglamak icin kendini yenileyen HKH’ler bulunmaktadir. Sonug olarak vaskiler nis

hematopoezi regiile etmeyi ve HKH’lerin kendini yenilemesini saglamaktadir (56).

2.2.2. Endosteal Nis

Hematopoetik kdk hiicreler endosteal niste matilirasyon gradienti
gostermektedir, progentorler daha merkezde iken pirimitiv hiicreler daha endosteal
bolgede yerlesmistir (57). Osteoblast hilicreler dogrudan etki etmezken, salgiladiklari
faktorler ile HKH’leri etkilemektedir. SCF salgilayarak HKH’lerin kendini yenilemesini
saglamaktadir. Ang-1 ile HKH’lerinde Tie-2 reseptoriine baglanarak, HKH’lerin sessiz
fazda kalmalarini saglamaktadir (42). Osteoklast hiicreleri de 6zellikle hipoksi ve
inflamasyon durumunda HKH’lerin mobilizasyonunu regiile etmektedir. CXCR4 ve
MMP-9 ile HKH’lerin nisten ¢ikmasini saglamaktadir. Ayni zamanda HKH’lerin gog¢
(recruitment) ve homeostazisini saglamaktadir(58). Endosteal bolgedeki pek cok
hiicre grubu arasinda bulunan makrofaj hiicreleri de HKH’leri regiile etmektedir. G-
CSF (Granilo stimile edici faktor ), osteoblast ve SDF-la ifadesini baskilayarak

HKH’lerin mobilizasyonunu saglamaktadir (38).
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$eki| 2.2. Kemik iligi nisinin i¢ boyutlu organizasyonu. Sekil vaskiiler ve endosteal nisin organizasyonu ve perivaskiiler
populasyonun dagilimini gostermektedir. Periarteriolar hiicreler biiyiik kan damarlarinin i¢ zarinda bulunmaktadir
HKH’lerin sessiz fazda kalmasi igin SCF ve CXCL-12 salgilamaktadir. Perisinlizoidal hiicreler kilcal damarlarin etrafina
yerlesmektedir ve proliferatif HKH’lerin kan dolagimina gegmesinden sorumludurlar. HKH’ler ayni zamanda
endosteal niste, daha dustik oksijen olan arterlerin dis zar etrafinda bulunmaktadir ve bu sayede daha az ROS’a
maruz kalmaktadirlar. Bu dagiim dormant HKH’lerin yerlestigi bolgede ROS gradienti olusturmaktadir. HKH:
hematopoetik kok hiicre, ROS: Reaktif oksijen turleri, SCF: stem cell factor (54).
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2.2.3. Hematopoetik Kok Hiicre

Hematopoetik Kok Hicreler (HKH), kendini yenileyebilen (59) ve kemik
iligindeki bitlin kan hicrelerini olusturabilen multipotent kék hicrelerdir(60) (Sekil
2.3). Periferik kan, kemik iligi ve kordon kanindan elde edilebilmektedir (61). Kemik
iliginde bulunan total gekirdekli hiicrelerin %0.01’ini (59), periferik kanin %0,5’ini
olusturan nadir popiilasyondur (62). insan HKH’lerinin karakterizasyonunda altin
standart in vivo deneylerdir. immiin yetmez farelerde, intravendz veya kemik ici
enjeksiyon sonrasi hematopoetik kok ve progenitér hiicrelerin basarili bir sekilde
engraftman (kandaki cekirdekli hiicre sayisi >%0,1) géstermesidir . in vivo deneylere
alternatif olarak, in vitro deneylerle de hematopoetik / progenitor hiicrelerin cogalma
ve farklilasma potansiyelleri gosterilebilmektedir. CD34+ hiicreler erken
hematopoetik progenitér hiicre olarak degerlendirilmektedir(62). Ayrica koloni
olusturma kapasite- deneyleri (CFU) ise en yaygin kullanilan in vitro HKH
karakterizasyon deneyidir. Metilsell6z icerikli, uygun sitokinlerin bulundugu yari-kati
bir besiyeri ortaminda HKH’lerin olusturdugu koloniler morfolojik ve fenotipik olarak

degerlendirilmektedir.
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Sekil 2.3. Hematopoetik kok hiicre hiyerarsisi.

Kemik iligi, kan hicrelerinin tGretiminden sorumlu olan hematopoetik kdk ve
progenitor  hicrelerinin  desteklenmesini  ve  reglilasyonunu  mikrogevre
saglamaktadir. Nis olarak adlandirilan bu mikrogevre statik degildir, ancak buradaki
farkli  mekanizmalar HKH’lerin fonksiyonunu dlzenlemektedir (63). HKH’ler
migrasyon Ozelligine sahiptir ve her giun nisteki HKH’lerin %1 i kemik iliginden
dolagima katilmaktadir. HKH’lerin bu o6zelligi kemik iligi perivaskiler hiicrelerin
CXCL12 salgilamasiyla regiile edilmektedir (63). Hematopoetik kdk hiicreler niste hem
endosteal hem de vaskiler bolgede bulunmaktadir. Cesitli sinyal ve adhezyon
molekulleri HKH’lerin niste reglilasyonunu saglamaktadir. HKH’ler, endosteal nisteki
osteoblastik hiicrelerde yliksek oranda ifade edilen N-cadherin ile temas halinde
kalarak sessiz kalmaktadir. SDF1 olarak bilinen CXCL12 kemokin ligandi HKH
Uzerindeki CXCR4’e baglanarak HKH havuzunun sirdirilebilirligini saglamaktadir.

Yiksek oranda CXCL12 ifade eden retikiler hicreler (CAR hiicreleri) hematopoetik
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kok hiicre niginin anahtar bilesenidir ve HKH havuzunun sirdirdlebilirliginin
saglanmasi ve kemik iligi boslugunun olusmasi igin gerekli hiicredir(64). CXCL12'ye
benzer sekilde perivaskiler hiicrelerin salgiladigi SCF sitokini de HKH’leri regiile
etmektedir ve her ikisinin delesyonu yapildiginda kemik iliginde HKH kaybi oldugu
gozlemlenmistir (63). SCF sinyali, reseptori c-Kit araciigl ile HKH’lerin
proliferasyonunu ve sag kalimliligini desteklemektedir. SCF ve / veya c-Kit kaybinin
HKH yetmezligine neden oldugu farelerle yapilan calismalarda gosterilmistir.
HKH’lerin aktivasyonu ve nisten saliniminin kontroliinde SCF/c-kit sinyalinin dogrudan
role sahip oldugu gosterilmistir. Primitiv HKH’lerde ifade olan Notch ligandi
osteoblast ve kemik iligi stromal hiicrelerinde ifade olan Jagl reseptori ile birleserek
HKH popilasyonunun ¢ogalmasinin saglamaktadir. Notch sinyalinin aktivasyonu
hematopoetik kok ve progenitér hiicrelerin idamesini ve hematopoetik
kok/progenitor hiicre havuzunun ¢ogalmasini saglamaktadir. Osteoblast hiicrelerinde
ifade olan Ang-1 ligandi ile HKH’lerin ifade ettigi Tie2 (tirozin kinaz reseptéri)
etkilesimi sonucu HKH’ler sessiz fazda kalmaktadir ve Tie2 araciligl ile osteoblastik
hiicrelere adhezyonu indiklemektedir. Ca®* duyarli reseptdrler endosteal kemik
ylzeyinde HKH’lerin tutulmasini kolaylastirmaktadir. CaR eksikliginde HKH'lerin kan

dolasimina gectigi, osteoblastik niste tutunamadigi gosterilmistir (65).
2.2.4. Osteoklast Hiicreleri

Osteoklast hiicreleri, kemik iligindeki hematopoetik hiicrelerden farkllasan
dev (yaklasik 100um), cok cekirdekli (> 3) hiicrelerdir (66, 67). iskelet gelisimi ve
hematopoezde 6nemli rol oynamaktadir(68). Oteoklast olusumu icin ilk olarak
hematopoetik hiicreler ve mikrogevre gereklidir. Osteoblast ve osteositlerin
salgiladigl makrofaj koloni stimiile edici faktér (M-CSF) araciligi ile HKH’ler myeloid
hiicre soyundaki makrofaj ve osteoklast dncil hiicrelere farklilasmakta ve son olarak
M-CSF ve RANKL (nukleer faktor kB ligandinin reseptor aktivatori) araciligi ile
makrofaj ve oncil osteoklast hiicrelerin flizyonu gerceklesmekte, bu sayede matir
osteoklastlar meydana gelmektedir (67). Osteoblast ve kemik matriksinde gomulii

olan osteositler tarafindan tretilen RANKL, osteoklastlarin terminal farklilasmasi icin
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gereklidir. Terminal farklilasmayr RANKL ve NFATcl transkripsiyon faktorlerini
kullanarak gergeklestirmektedir(66). Terminal farklilasma sonrasi osteoklast hiicreler
kemik matriksine siki bir sekilde tutunmaktadir. Bu bélgede Kathepsin K, Tartrate
Resistant Asit Fosfataz (TRAP) gibi proteolitik enzim salinimi ve kemigin organik /
inorganik bilesenlerini hidrolize eden/¢6zen asit salinimi ile kemik rezorpsiyonunu
gerceklestirmektedir (6, 66). Kemik matriksine tutunmak icin osteoklast hiicreler
podozomlari olusturmaktadir. Terminal farklilasma esnasinda bu yapilar, osteoklastik
kemik rezorpsiyonu icin 6nemli olan aktin halkalarini olusturmaktadir (69).
Osteoklastlarin kemige gliclii adhezyonu integrinler (vitronectin receptor aVB3 (VNR)

(CD51/61) araciligi saglanmaktadir(70).

Osteoklast hiicreleri insan viicudunda kemik rezorpsiyonu yapabilen tek hiicre
tipidir, iskeletin yenilenmesini saglamakta, kemik i¢i bosluk olusturarak hematopoetik
hiicreler icin yer agmakta, ayni zamanda HKH mikrogevresini regiile etmektedir.
Osteoklast  hicre  yoklugunda  osteopetrotik  fenotip  ortaya  ciktig
gézlemlenmistir(71). Kemik rezorpsiyonu esnasinda Ca®* salinimi ve kalsiyumun
endosteal bolgede birikimi, HKH’lerin kalsiyuma duyarli reseptér (calcium-sensing
receptor) ifade etmesini ve kemik iliginde HKH’lerin tutunmasini saglamaktadir(48).
Kemik matriksinin degredasyonu ile Transforme edici Bliylime Faktoria-p (TGF-B),
instllin bayume faktori (IGF) ve Kemik Morfogenetik Proteinleri (BMP) gibi cesitli
bliyime faktorleri salinmaktadir. Bu molekiller HKH regilatori  olarak

bilinmektedir(72).
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Sekil 2.4. Osteoklast farklilasma, mezenkimal ve hematopoetik nis hiicreleri ile etkilesimi. MKH ve
HKH’ler osteoklast olusumunda fonksiyon gormektedir. Osteoklast gelisimi igin,
hematopoetik prekiirsér hiicrelerin RANK reseptori osteoblast hiicreler Gerindeki RANKL
ile etkilesime geg¢mesi gerekmektedir. Mezenkimal stromal hiicreler adipositlere
farkhlasirken pre-adiposit hiicreler gececi olarak RANKL ifade etmekte ve bu sayede
osteoklastogenezisi desteklemektedir. Osteoblastlarin terminal olarak farklilastigi ve kemik

matriksine gomiilii olan osteositler ise OPG’nin yaninda RANKL ifade etmektedir (66, 73).

Osteoklast hiicrelerinin inhibisyonu ile HKH sayisinda azalma meydana
gelmektedir(74). Osteoklast hicreleri ayni zamanda MKH farklilasmasini ve HKH
idamesini reglile etmekte(11), HKH’lerin migrasyonunun diizenlenmesinde de goérev
almakta ve salgiladiklari Kathepsin K enzimi ile CXCL12 baginin bozulmasini bu sayede

HKH’lerin dolasima katilmasini saglamaktadir(58, 75).
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Osteopetrotik fare modelinde, TCIRG1 geninde meydana gelen mutasyon ile
osteoklast aktivitesinin bozuldugu, bununla birlikte kemik iligi kavitesinin kiigcildGgu
ve HKH sayisinin azaldigi gosterilmistir. immatir mezenkimal kék hiicre sayisinin
artmasi ile birlikte Angptl, Jagl, Cxcl12 ve Scf gen ifadelerinde azalma gozlemlendigi

belirtilmistir(7).
2.2.5. Osteoblast Hiicreleri

Osteoklastlar kemigin yeniden modellenmesinde kritik role sahip,
hematopoetik kok hiicre soyundan gelen, ¢ok ¢ekirdekli hiicreler iken; osteoblast
hiicreler mezenkimal orijinli, kemik matriksini sentezleyen, kalsiyum salgilayan,
osteoklastlarin bliylimesi, matirasyonu ve fonksiyonunu destekleyen mikrocevre

olusturan hiicrelerdir (65).

Osteoblastlar HKH nisinde regllator fonksiyonu olan anahtar bilesendir.
Kemigin endosteal ylizeyini kaplar ve burada salgiladiklari salgilar ile HKH’lerin sessiz
fazda kalmasini, uzun dénem idamesini ve kemik iliginde tutunmasini saglamaktadir.
Notch aktivasyonu ile HKH fonksiyonunu etkilemektedir (8). Yiiksek oranda Jagged-1
ifade ederek HKH’lerin trabekiiler kemik bélgesindeki sikligini artirmaktadir. igsi
yaplya sahip, N-cadherin* osteoblastik hlicrelerin sayisinin artmasi ile dogru orantili
olarak HKH sayisi artmaktadir. Cok yiksek oranda N-cadherin ifade ettiklerinde ise
HKH’lerin sessiz fazda kalmasini indiiklemektedir (36). Matlir osteoblast hticrelerin
salgiladigl osteopontin ise HKH havuzunun negatif regilatéri olarak islev
gormektedir(36). Osteoblast ablasyonu ile kemik iligi hiicreselligi kaybolmakta, kemik
iliginde hematopoetik kok ve progenitdr hlicre sayisinda azalma ve eksramediillar

hematopoezde artma meydana gelmektedir (8, 76).

Osteoblast ve osteoklast hiicreleri, hiicre-hiicre etkilesimi, sinyal molekdlleri
ve eksraselliler matriks etkilesimi araciigi ile iletisim kurmaktadir. Osteoblast
hicreleri OPG/RANKL/RANK, RANKL/LGR4/RANK, Ephrin2/ephB4 ve Fas/FasL gibi
yolaklar ile osteoklast hiicrelerinin olusumu, farklilasmasi veya apoptozunu

etkilemektedir(9). Bu hiicreler arasindaki sinyal molekiilleri osteoklast matiirasyonu
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icin gereklidir. Yapilan son calismalarda osteoklast hiicrelerinin de osteoblastlarin
aktivitesini etkiledigi gosterilmistir(9). Osteoblast ve stromal hiicreler RANKL, M-CSF
ve osteoprotegrin (OPG- osteoklastogenezis inhibitor faktor) ifade ederken, erken
osteoklast oncii hiicreler M-CSF reseptori (c-Fms) ve RANK (RANK ligand reseptori)
ifade etmektedir. RANKL ve M-CSF osteoklast farklilasmayi stimiile etmekte, OPG
eksikliginde ise osteoklast gelisimi hizlanmakta ve agir osteoporozis hastaligina neden
olmaktadir (65). Ayrica kemigin yeniden modellenmesinde gorev alan osteoblast,
osteoklast ve osteosit hicreleri arasindaki iletisimde ve/veya hicre ici
mekanizmalarinda meydana gelen bozukluk nedeniyle osteopetrozis ve osteoprozis

disinda osteogenezis imperfekta ve Paget’s hastaliklari da meydana gelmektedir(10).

2.2.6. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal Kok Hucreler (MKH) kendini yenileyebilen, koloni olusturma
kapasitesine sahip (CFU-F), adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma
gosteren, multipotent, mezoderm kokenli, prekirsor hiicrelerdir (37, 77). MKH’ler
plastik adherent hiicre olarak tanimlanmaktadir. Fetal gelisim slirecinde ve
yetiskinlerde adipoz doku, dis dokusu, gobek kordonu, plasenta, amniyon sivisi,
tendon, sinovyal ve iskelet kasindan elde edilebilmektedir(78). CD44, CD73, CD90,
CD105 ylizey belirteci ifade ederken, CD45*pan lokosit belirteci, CD34, CD14 ve
HLADR ylizey belirtegleri ifadesi gdstermemektedir(79). Rodentlere deri altindan
transplante edildiginde hematopoetik mikrogevreyi olusturdugu (80) ana HKH nis
bilesenlerini olusturarak hematopoezi destekledigi (81) belirtilmistir. Osteojenik
farkhlasarak pirimitif HKH’lerin dizenlenmesini saglamakta (80), nis blyukligina
kontrol etmektedir (82). Ayrica, MKH’ler adipojenik yonde farklilasarak hematopoezi
negatif olarak regiile etmekte, HKH’lerin nisteki sikhgini azaltmaktadir(83). Yani
MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklilasmasi arasindaki denge nis aktivitesini
reglile etmektedir. Kemik iligi MKH’leri HKH’lerin diizenleyici sinyal kaynagi olarak
duslinilmektedir ve in vitro ortamda HKH’lerin muhafazasini saglamaktadir(37).
Adipojenik-osteojenik progenitor hiicreler, HKH'lerin ¢ogalmasi i¢in ayni zamanda

farklilasmadan idame etmesi icin gereklidir(60). Endosteal bdlgede bulunan CD146+
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MKH’ler kemik ve kemik iligi stromasinin yapimini saglarken, Ang-1 ifadesi ile HKH
mikrogevresini dizenlemekte, HKH’lerin kemik iliginde tutunarak idamesini
saglamaktadir(84). MKH’lerin ifade ettigi Ang-1 ligandi HKH’lerdeki Tie2 ile
baglanarak kemik iligi nisinde HKH’lerin sessiz fazda kalmasini ve uzun dénem
HKH’lerin idamesini saglamaktadir (42). Kemik iligi MKH kaynakli osteojenik hiicreler
SCF ve IL-11 salinimi ile uzun dénem HKH’leri desteklemektedir (85). Nestin+ MKH’ler
SCF (c-Kit L) ifade ederek uzun dénem HKH’lerin sikligini diizenlemektedir. Bu genin
delesyonu ile uzun dénem HKH’lerin azaldigi belirtilmistir(86). Nestin+ MKH’ler c-Kit
Ligand ve Ang-1 yaninda CXCL12 ve N-cadherin ifade etmektedir. Belirtilen bu
genlerin her biri HKH’lerin idamesinde gorev almaktadir(87). MKH’ler Jagged-1 ifade
etmektedir ve HKH’lerdeki Notch ligandina baglanarak hiicre-hiicre etkilesimi
sayesinde HKH’lerin uzun dénem kendini yenilemesini saglamaktadir(88). ifade
ettikleri Osteopontin (OPN) ile HKH havuzunun blyuklGgina sinirlayarak kok hicre

nisinin negatif reglilatori olarak da islev gormektedir(89) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Kemik iligi nisindeki sessiz endosteal nis ve aktif perivaskiiler nis modeli. Endosteal nisteki
dormant HKH’ler, Osteoblast ve nestin+ MKH’ler ile iletisim kurmaktadir.
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MKH’ler HKH’lerin hem idamesi hem de sessiz fazda kalmasi icin CXCL12, SCF,
Ang-1, VCAM-1 ve TPO gibi faktorleri salgilamaktadir. Ayni zamanda HKH’lerin niste
tutunmasi icin etkilesime gecmektedir. Perivaskiler nis endosteumdan daha uzakta
ve osteoblast icermemektedir, ancak aktif HKH’lerin kendini yenilemesini saglayan
perivaskiler CAR hicreleri bu bolgede bulunmaktadir. Kendini yenileme ayni
zamanda sinlzoidal endotelial hicrelerin ifade ettigi Notch ligandlari ile stimiile
edilmektedir. Nestin+ MKH her iki bolgede de bulunmaktadir ve nisin anahtar
bilesenidir. Fagositlerin farkh alt tipleri osteoblastlarin (Osteomaks) idamesini ve
MKH’lerin (makrofaj) idame ve proliferasyonunu saglamaktadir, ayni zamanda HKH
idamesi icin gerekli faktorlerin ifadesini indtiklemektedirler. Santral sinir sistemi MKH
proliferasyonunu inhibe etmekte, CXCL12 ifadesinin sirkadiyen salinimini

indiklemektedir (41).

MKH’ler ayni zamanda imminmodilasyon, rejeneratif tip, doku koruma ve

graftin gliclendirilmesi gibi pek cok terépatik uygulamalarda kullanimaktadir (90, 91).
2.3. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler

“Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre Teknolojisi -uPKH Teknoloji- “ Shinya
Yamanaka ve arkadaslari tarafindan ilk kez Japonya, Kyoto Universitesi’nde, 1996
yilinda kesfedilmistir. Bu teknoloji herhangi bir yetiskin somatik hiicresini embriyonik
kok hiicre benzeri hiicrelere programlamayi saglamaktadir. Programlanan hiicreler
insan EKH’ler gibi pluripotensi 6zellige sahiptir(18, 92, 93). uPKH teknolojisinde dort
transkripsiyon faktor, Oct3/4, Sox2, KIf4 ve c-Myc, retroviral vektore klonlanmis ve
daha sonra fare fibroblast hiicrelerine transdiksiyon yapilmistir. Transdikte edilen
hiicrelerin morfoloji, global gen ifadesi, epigenetik durumu, teratom olusumu ve
farklilasma potansiyeli acgisindan insan EKH’lerine benzedigi gosterilmistir(18).
Yamanaka ve arkadaslari, 2007 vyilinda ayni prosediir ile insan fibroblast
hiicrelerinden insan uPKH hiicrelerini elde etmistir. Ayni zamanda, 2007 yilinda,
Amerika’da Thomson gurubu tarafindan insan uPKH’lerinin programlanmasi
yvayinlanmistir (93). uPKH’lerinin EKH’lere gore avantajlarini acikca belirtmek

gerekirse, 1. embriyodan pluripotent kdk hiicre izole etmeye gerek kalmadig icin etik
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tartismalari, 2. Dogrudan hastaya spesifik hiicrelerden olusturulabilecegi icin hiicre-
veya organ- transplantasyonunda alicida immin rejeksiyon sorunununu ortadan
kalkmaktadir. uPKH’ler hastadan biyopsi alarak elde edilen hiicrelerden
olusturulabilir, daha sonra hastaya spesifik hiicrelere dayali tedavilerin gerceklesmesi
icin gerekli olan hiicre tiplerine farklilastirilabilir. Bu sayede hiicre replasman
tedavileri arasinda tedavi edilemeyenlerin hastaliklarin tedavisinde uPKH’ler umut
olusturmaktadir(94-96). Makiler dejenerasyon(97-100), iskemik kalp hastaliklari
(101), diyabet(Viacyte; https://clinicaltrials.gov: NCT03163511), spinal kord hasari
(Asterias Biotherapeutics; https://clinicaltrials. gov: NCT02302157) gibi pek ¢ok
hastalikta klinik denemeler devam etmektedir. Bu umut verici denemelere ragmen
dejeneratif hastaliklarda hiicre replasman tedavilerinin yaygin kullanimi muhtemelen

uzun yillar alacaktir(102).

Ozetle somatik hiicrelerin uPKH’lere programlanmasi i) hastaya 6zel hiicresel
tedavi gelistirmeyi, ii) hicresel seviyede genetik oOzelliklere dayali hastalik
patogenezisine neden olan yolaklarin analizini, iii) hiicresel fenotip Gzerinde bilinen
genotipin etkisini arastirmayi, iv) insanlarda normal gelisim igin bir model
olusturmayi, bu sayede hastalik patogenezini anlamaya yardimci olmayi ve bazi
durumlarda uygun tedaviyi gelistirmeyi, v) embriyogenezis esnasinda hiicresel
surecte spesifik genetik 6zelliklerin veya cesitli teratogenlerin etkisinin analiz etmek
icin etkili bir ara¢ olusturmayi, vi) in vitro farklilasmayla potansiyel teratogenlerin
taranmasi icin glicli bir aracg teskil etmesi, vii) kanserli somatik hicrelerden uPKH
gelistirilmesi ile kanser gelisen hastanin genetik alt yapisinin 6neminin arastiriimasi,
viii) epigenetik yeniden programlama icin peptid veya kimyasal bilesenler kullanarak
yapilan genetik manipllasyondan uzaklasarak alternatif metodlari gelistirmeyi

saglamaktadir (103).
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2.4. Tez gcaligmasinin amaci

Nadir gorilen kalitsal bir hastalik olan malign infantil osteopetrozis
hastalarindan (TCIRG1-ARO alt tipi) ve saglkli vericiden elde edilen periferik
kan mononikleer hiicrelerinden UPKH’lerin gelistirilmesi ve
karekterizasyonlarinin yapilmasi

Hasta orneklerinden elde edilecek uPKH’lerin hematopoietik kok/progenitor
hiicrelere ve osteoklastlara farklilasma potansiyellerinin ve islevselliklerinin in
vitro kultir ortaminda incelenmesi

Hasta ve saglikl verici kaynakli uPKH’lerin yonlendirilmis farkhlastiriimasi ile
elde edilecek hematopoietik kok/progenitor hicreler ve kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hicreler ile yapilacak kokiltir deneyleri ile hastaliga 6zgin
osteoklast defektinin hematopoietik kdk hiicre nisi Uzerindeki etkilerinin

arastirilmasi
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3. GERECG ve YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. insan Kaynakl Geregler
Periferik Kan ve Kemik iligi

Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Kemik iligi
Transplantasyon Unitesinde, TCIRG1 mutasyonu tasiyan hastalardan ve saglikh
vericilerden test amacli alinan ve tetkikler sonrasi kalan periferik kan 6rneginden
mononiikleer hiicre izolasyonu vyapilmistir ve eritroid Oncil hiicrelerin
zenginlestirilmesi icin kullaniimistir. Bu ¢alisma kapsaminda 3 osteopetrozis hasta ve

1 saghkli donor 6rnegi kullaniimistir.

Osteopetrozis hastalarindan tani amaciyla yaklasik 1-5 ml kemik iligi 6rmegi
alinmaktadir. Tetkikler sonrasi arta kalan kemik iligi 6rneginden mononikleer hiicre
izolasyonu yapilip mezenkimal kék hicre gelistirilmesi icin kullaniimistir. Periferik kan

ornegi alinan hasta ve dondrlerin kendi kemik iligi kaynakli MKH’leri kullaniimistir.

Kullanilan hasta orneklerin cinsiyet, yas ve genotip acidan mutasyon

degerlendirilmesi Tablo 3.1’de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Tez kapsaminda kullanilan malign infantil osteopetrozis hasta bilgileri

Kod Cinsiyet | Yas Mutasyon
g.4062G>A T hiicre immin regilatéor 1’de mutasyon,
SK K 13 ay
ATPase H+ tasiyan VO altiinite a3 (TCIR G1), Ekzon 5
g.4389G>A T hiicre immin regilatéor 1’de mutasyon,
YMG E 13 ay
ATPase H+ tasiyan VO altiinite a3 (TCIR G1), Ekzon 6
g.5212delCinsAA, Leu288Asnfs202X “T hiicre immiin
HE K 1ay reglilator 1'de mutasyon, ATPase H+ tasiyan VO altinite a3
(TCIR G1), Ekzon 9
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Tez kapsaminda uPKH eldesi igin kullanilan hasta ve dondrlere ait
dondurulmus periferik kan mononikleer hiicreler ve kokiltir deneylerinde
kullanilacak kemik iligi kaynakli mezenkimal hiicreler Hacettepe Universitesi (
Kademeli Biyobanka Onam Formu, Karar no: 01, Sayi no:16969557-53) Etik Kurul
izni ve/veya Ankara Universitesi (Karar No: 11575, sayfa no: B.30.2.Ank.0-20-70.01)
Etik Kurul izni ile alinan ve Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezine ait sivi azot

tankinda saklanan 6rneklerdir.

3.2. Hasta ve Saglikh Verici Hiicrelerinden uPKH Gelistirilmesi
3.2.1. Periferik Kan Orneginden Mononiikleer Hiicrelerin Eldesi ve Eritroid

Progenitor Hiicrelerin Ekspansiyonu

3.2.2. Hasta ve saglikli Verici Hiicrelerinin Sendai Viral Vektér Aracihigi ile

Yeniden Programlanmasi
Periferik Kan Kaynakli Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu

Osteopetrozis hastasi ve saglikli donérden alinan periferik kan ornekleri PBS
ile 1:1 oraninda diliie edilmistir. Dilie edilen 6rnekler PBS ile ayni oranda oda
isisindaki Ficoll (dansite p=1.077 ml) Uzerine yayildiktan sonra oda isisindaki
santrifijde 2000 rpm’de 15 dakika frensiz santrifiij edilmistir. Santriflij (Eppendorf,
kat no #5810R) sonrasi ara fazda olusan bulutumsu “buffy coat” olarak adlandirilan
kissmda yer alan mononiikleer hiicreler falkon tlip icerisine toplanip elde edilen
hacmin Uzerine en az 2 kat oraninda PBS eklendikten sonra 1500 rpom’de 5 dk +4°C’de
santriflij edilmistir. PBS ile yikama islemi tekrarlandiktan sonra Turk’s boyasi ile hiicre
sayimi yapiimistir. DMEM-LG, %20 FBS ve % 10 DMSO iceren +4°C’deki dondurma
besiyeri ve etiketlenen kriyotupler buz Gzerine alinir. 5x10° MKH dondurma besiyeri
ile stispanse hale getirilip kriyoviale pipetlendikten sonra Mr. Frosty’ye alinarak
kademeli olarak -80°C'de dondurulmus, 24 saat sonra -196°C’deki azot tankina

alinarak uzun siire saklanmistir.
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Mononiikleer Hiicrelerin Coziilmesi ve Eritroid Onciil Hiicrelerin Cogaltilmasi

Eritroid oncil hcreleri zenginlestirmek icin IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's ) medium icerisine 37°C’de eritilen periferik kan mononikleer hiicreleri
damla damla eklenmis, 120 x g’de 10 dakika frensiz santriflij edildikten sonra
siipernatan aspire edilip pellet IMDM medium ile slispanse edilerek hiicre sayimi
yapilmistir. Cozilen hicrelerin bir kismi 1x10° hicre / tip olacak sekilde akim
sitometri analizi icin ayrnilmis, diger kismi ise 2x10° hiicre 1 kuyucuk/ 12 kuyucuklu
doku kultiir kabina ekim yapilarak eritroid ekspansiyon medium ile beslenmistir.
37°C'de kiltir edilerek 3 glinde bir medium degisimi yapilmistir. Kiltirin 6. giininde
hiicre sayimi yapilmis, 5x10° hiicre 1 kuyucuk/ 12 kuyucuklu doku kiiltiir kabina ekim
yapilarak 10. giine kadar kiltire devam edilmistir. Kalan hiicreler ise 5x10° hiicre /
vial olacak sekilde %90 FBS ve %10 DMSO iceren dondurma besiyeri ile dondurularak
-196°C’lik sivi azot tankinda saklanmistir. Kiltlriin 10. giiniinde ise CD3, CD34, CD45
oranina ve eritroid oncul hicrelerin artis orani CD36, CD71 ve CD235a ylizey
belirtegleri ile akim sitometri analizi yapilarak teyit edilmistir. Transdiiksiyon icin
gerekli hiicreler ayrildiktan sonra geri kalan hiicreler 5x10° hiicre / vial olacak sekilde

dondurulmustur.

Mononiikleer Hiicrelerin ve Eritroid Progenitor Hiicrelerin Akim Sitometrik
Analizi

Cozilen hasta ve donoér kaynakhh mononiikleer hiicrelerden (0. glin) ve bu
hiicrelerden zenginlestirilen eritroid onclil hilicrelerden (10. giin) hicre sayimi
yapilmis, 1x10° hiicre/tlp olacak sekilde hiicreler alinip DPBS ile 120 x g’de 10 dakika
frensiz santrifiij edildikten sonra pellet FACS tamponu tamponu ( DPBS + %2 FBS +
%0,1 soyum azid) ile siispanse edilip CD3, CD34, CD36 CD45, CD71 ve CD235a hiicre
yuzeyi antikorlari eklenmis ve 30 dakika /+4 °C inkiibe edilmistir. FACS tamponu ile
200 X g’'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra Beckman Coulter Navios EX Flow

Cytometry cihazinda okutulup Kaluza Analsis 2.1 programi ile analiz edilmistir.
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Eritroid Progenitor Hiicrelerin SeV ile Transdiiksiyonu

Sendai Viral Vektor Kit'inde (CytoTune-iPS Sendai Reprogramming Kit,
A1378001, Invitrogen) 6nerilen MOl degerlerine (5:5:3) gore hiicre basina dlisen viris
partikil sayisi hesaplandiktan sonra 1 x10° hiicreye uygun miktarda viral vektor
karisimi eklenerek transduksiyon islemi gergeklestirilmistir. Transdikte edilen
hicreler 12 kuyucuklu doku kiltir kabinin 1 kuyucuguna aktarilarak 120xg’de 90
dakika 25°C’de santrifiij edilip, 37 °C ve %5 CO; sartlarindaki inkiibatérde kultiir
edilmistir. Kiltlrin 3. glininde hicreler 10 cm -matrijel kaph doku kiltlir kabina

aktarilmistir.
Hasta ve Saglikh Vericilerden uPKH Gelisiminin izlemi ve Koloni Segimi

Transdiiksiyon isleminden sonra koloni olusumu goézlemlenene kadar 3-11.
ginler arasinda yeniden programlama medium ile (ReproTeSR™, Stem Cell
Technologies, 5919), 12. giinden itibaren ise TeSR™- E8™ idame mediumu ile
hiicreler glinliik beslenerek morfoloji degisimini takip edilmis ve 3 giinde bir fotograf
cekimi yapilmistir. 12-15. giinler arasinda uygun morfolojiye sahip uPKH kolonileri
mikrodiseksiyon yontemi ile secilmistir. ilk pasajlamalar (P0-P3) programlanmamis ya
da diferansiye olmus hicrelerin uzaklastiriimasi amaci ile manual olarak yapilmistir.
3. pasajdan sonra ise EDTA (Sigma, E8008) ile uPKH kolonileri pasajlanmistir. Olusan
uPKH kolonileri 2-3. pasajdan baslanarak yedekleme amaci ile ve ileri arastirmalarda

kullanilmak Gizere dondurularak sivi azot tankinda saklanmustir.
Uyarilmis Pluripotent K6k Hiicre Kiiltiirli, Dondurma ve C6zme islemi

uPKH’ler matrijel (Corning) kapli 6 kuyucuklu doku kultlir kabinda kultir
edilmistir. TeSR™- E8™ besiyeri ile (STEMCELL™ Technologies) 2 ml / kuyucuk olacak
sekilde ginlik besiyeri degisimi yapilmis ve her 3-5 gilinde bir pasajlanmistir.
Pasajlama isleminden 6nce matrijel, DMEM-F12 (STEMCELL™ Technologies) ile 1:100
oraninda diliie edildikten sonra 6 kuyucuklu doku kilttr kabi kaplanmistir ve +37°C’'de
30 dakika inkibasyondan sonra kullanilmistir. Pasajlama islemi, besiyeri aspire edilip

hicreler DPBS (1X) ile yikandiktan sonra 500 pl / kuyucuk olacak sekilde 0,05 mM
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EDTA eklenmis ve +37°C'de 3 -5 dakika inkibe edilmistir. uPKH kolonileri
kenarlarindan kivrilmaya baslayinca EDTA aspire edilmis ve taze TeSR™- E8™ besiyeri
eklenerek koloni pargalari toplanmis ve 1 kuyucuk 6 kuyucuga aktarilacak sekilde

ekim yapilmistir.

Deneyler siiresince uPKH’ler %70 TeSR™- E8™ besiyeri, %20 FBS ve %10 DMSO
iceren dondurma besiyeri ile dondurulmus ve daha sonra kullanilmak amaci ile sivi

nitrojen tankinda saklanmistir.

uPKH kolonilerini ¢cozerken ise; -196°C’deki sivi nitrojen tankindan alinan
uPKH’leri iceren kriyotlip kuru buz Uzerinde laboratuvara goétirillp etrafi alkol ile
temizlendikten sonra +37°C’deki su banyosunda kicik buz parcasi kalana kadar
eritilmistir. uPKH’ler, TeSR™- E8™ + 2,5 uM Rock inhibitérl iceren besiyerine alinip

matrigel kaph doku kiltiir kabina ekim yapilmistir.
3.3. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicrelerinin Karakterizasyonu

1 Donor ve 3 hastaya ait eritroid oncil hiicrelerden gelistirilen uPKH’lerin her

biri drnekten 3 farkli klon karakterize edilmistir.
3.3.1. uPKH’lerin immiinfloresan ve Alkalen Fosfataz Boyamasi

Matrijel ile kaph 48 kuyucuklu doku kiltir kabina ekilen uPKH kolonileri
glnlik besiyeri degisimi yapilarak kiltiir edilmistir. Kiltlirin dérdiinci gliniinde
besiyeri uzaklastirilip uPKH kolonileri %4 paraformaldehid ile 15 dakika/oda isisi fikse
edilmistir. 1X DPBS ile yikama yapildiktan sonra %1 saponin ile 15 dakika/oda isisi
permeabilizasyon yapilmistir. uPKH kolonileri %3 BSA ile 30 dakika /oda isisi bloke
edildikten sonra primer antikorlar (OCT4, SSEA4, SOX2, TRA1-60) eklenmis ve + 4°C’de
3 saat inklbe edildikten sonra 1X DPBS ile X3 kere yikama islemi yapiimistir. Uygun
sekonder antikorlar eklendikten sonra 1 saat /oda isisi inkiibe edilip yikama
yapilmistir. Cekirdek DAPI ile 5 dakika /oda isisi boyanip yikama islemi tekrar
edildikten sonra Olympus IX73 floresan mikroskop ile goriintiileme yapilmistir (Tablo

3.2)
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Tablo 3.2. uPKH’lerin immiinfloresan boyamasinda kullanilan antikor listesi

Primer Antikor / Firma/ | Dilisyon Sekonder Antikor / Firma/ Katalog | Dilisyon orani
Katalog numara orani ‘ numara ‘
anti-OCT4 (host: rabbit) / 1:100 Alexa Fluor™ 555 donkey anti- 1:250
Thermofisher / A24867 rabbit/ Thermofisher / A24869
anti-SSEA4  (host: mouse 1:100 Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse | 1:250
1gG3) / Thermofisher / IgG3 / Thermofisher / A24877
A24866
Anti-TRA1-60 / Thermofisher 1:50 Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse = 1:1000
/ 411000 IgG (H+L) / Thermofisher /

A32723
Anti-SOX2 (Rat/1gG2ai kappa) Alexa Fluor®555 goat anti-Rat IgG = 1:1000
/ Thermofisher / 14-9811-82 (H+L)/ Thermofisher/ A-21434

uPKH’lerin alkalen fosfataz aktivitesi “Blue AP Staining Kit vector labs SK-5300”
kiti kullanilarak analiz edilmistir. uPKH kolonileri %4 PFA ile 2 dakika/ oda isisi fikse
edildikten sonra Tris-HCI pH 8,2 + % 0,1 Tween20 icerisinde hazirlanan blue alkalen
substrati ile 30 dakika/oda isisi inkiibe edilmistir. DPBS + % 0,1 Tween20 ile 5 dakika
/ oda 1sisi inklibe edildikten sonra 1x DPBS ile yikama yapilmistir. Boyama yapilan

koloniler Olympus IX73 mikroskop ile goriintilenmistir.
3.3.2. uPKH’lerin Akim Sitometri Analizi

uPKH kolonileri akutaz (Sigma) ile 5 dakika / 37°C tek hiicre haline getirlip
DPBS (X2 kere) ile 200xg’de 5 dakika yikandiktan sonra pellet FACS tamponu ile
stispanse edilip SSEA4, CD235a, CD36 hiicre yizey antikorlari ile 30 dakika /+4 °C
inkibe edilmistir. BD fiksasyon tampon ile ( cat: 554655) 20 dakika /+4 °C inkibe
edildikten sonra 1: 10 dilie edilmis BD perm/ wash buffer ile 10 dakika /+4 °C
permeabilizasyon yapilmistir. OCT3/4 ile 1 saat / oda isisi karanlikta hicre ici boyama
yaptmistir. Yikama tamponu ile hiicreler yikandiktan sonra BD Accuri C6 akim
sitometri cihazinda okutulmustur ve BD Accuri C6 Plus yazilim programi ile analiz

edilmistir.
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3.3.3. uPKH’lerde Pluripotans iliskili Genlerin ifadesi

Pluripotans iliskili genlerin (NANOG, KLF-4, c-MYC, UTF-1, DNMT3b, CDH-1,
REX-1, TERT-1, Endojen-OCT4, Endojen-SOX2) mRNA ifade seviyesi kantitatif gercek
zamanli PCR (qRT-PCR) ile analiz edilmistir. Total RNA izole etmek igin Pasaj 5’'e
getirilen uPKH kolonileri akutaz ile tek hiicre haline getirilmis, DPBS ile 200 x g'de 5
dakika yikandiktan sonra RNA Protect Cell Reagent (Qiagene) ile -80°C'de
saklanmigtir. Total RNA izolasyonu Promega, ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System
(Katalog no : Z6012) kiti ile yapilmistir. RNA konsantrasyonu nanodrop cihazi (Thermo
Scientific) ile élglilmustir. izolasyonu yapilan RNA’dan 1 ug kullanilarak Improm I
(Promega) reverse transcriptase system (katalog no# A3800) kiti ile cDNA sentez
edilmistir. Kantitatif gercek zamanli PCR GoTaq®qPCR master mix (Promega, A6001)
kullanilarak Rotorgene 6000 (Corbett Life Science, Australia) florimetrik PCR cihazi ile
yapilmistir. CT degerleri Beta-aktine gore normalize edilip delta CT degeri elde
edilmistir.  uPKH hiicrelerinde pluripotensi gen ifadelerindeki kat artisini
degerlendirmek icin, uPKH kolonilerine ait delta CT degerleri, programlanma 6ncesi
monontkleer hiicrelerden zenginlestirilen dondr kaynakl eritroid dncil hiicrelerinin
delta ct degeriile normalize edilmistir. Bu sekilde pluripotans iliskili gen ifadelerindeki
kat artisi degerlendirilmistir. Primer dizileri, reaksiyon sartlari Tablo 3.3 ve bir

reaksiyonda kullanilan karisim icerigi tablo 3.4’teki gibidir.

Tablo 3.3. RT-PCR termal profili

Basamak Sicakhk Zaman
1. adim 95°C 2 dakika

95°C 30 saniye 45
2. adim -

60°C 30 saniye DoNgl
3. adim 72°C'den 0.3°C/saniye

95°C’ye




Tablo 3.4. Bir reaksiyon igin gerekli master karigim bilesenleri

Bilesen Miktari
2X karisim 5ul
ileri primer 10 M
Geri primer 10 uM
dH,0 2,7 ul
cDNA miktar 1,5 ul
Son hacim 15 pl

Tablo 3.5. Pluripotensi gen ifade analizi icin kullanilan primer dizileri

Gen Adi Primer Dizisi
Beta-Actin | FP | 5'-AAAATCTGGCACCACACCTTC-3’
RP | 5'-AGCACAGCCTGGATAGCAAC-3’
Endo-OCT4 | FP | 5'-AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG-3’
RP | 5'-ACTTCACCTTCCCTCCAACC-3’
Endo-SOX2 | FP | 5'-GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG-3’
RP | 5'-TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG-3’
NANOG FP | 5'-CTCTCCAACATCCTGAACCTC-3’
RP | 5'-ACACCATTGCTATTCTTCGG-3’
c-MYC FP | 5'-GGATTCTCTGCTCTCCTCGAC-3’
RP | 5'-CTTCCTCATCTTCTTGTTCCT-3’
KLF-4 FP | 5'-AAACCTACACAAAGAGTTCCCAT-3’
RP | 5'-TTTCCATCCACAGCCGTCCCA-3’
REX-1 FP | 5'-AACAGGATGAAGCAGATTAACAGA-3’
RP | 5'-TGTAGGAGCATCTTAGTAACACC-3’
DNMT3a FP | 5'-CCTCAAACCCAACAACACGCAAC-3’
RP | 5'-TCTGATCTTCATCCCCTCGGTCT-3’
UTF-1 FP | 5'-AGTTCCTTAAAGACAAGTTTCGC-3’
RP | 5'-CAGCAGCCCCATGAGCTTCC-3’
CDH-1 FP | 5'-ACCTTCCTCCCAATACATCTCC-3’
RP | 5'-TTGTAGTCACCCACCTCTAAGGC-3’

32
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3.3.4. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyellerinin

incelenmesi
Spontan Embriyonik Cisimcik Olusturma ve Ug Germ Yapragina Farklilasma

Donor- uPKH hiicre hatti (Klon 1# Pasaj 23), hasta 1-uPKH hiicre hatti (Klon 4
# Pasaj 23 ), hasta 2-uPKH hiicre hatti (Klon 6 # Pasaj 23) , hasta 3-uPKH hiicre hatti
(Klon 3 # Pasaj 23 ) embriyonik cisimcik olusturma deneyinde kullanilmistir. uPKH
kolonileri akutaz ile tek hilicre haline getirilmistir. Hilcreler eklenmeden once
AggreWell-800 (Stemcell Tech.) DMEM-F12 ile yikandiktan sonra 0.5 mL E8 medium
ile 200 x g 'de 5 dakika santrifiij edilmis ve Gzerine 1.5 x 108 hiicre/1.5 mL olacak
sekilde tek hiicre haline getirilen uPKH’leri mikrokuyucuklara eklenmistir. Bir gece
37°C'de inkiibe edildikten sonra EC’ler dusik tutunurlu doku kaltlr kabina aktariimis
ve spontan farklilasma icin Stemdiff Apell 2 medium (Stemcell Tech.) ile beslenerek
ve iki glinde bir medium degisimi yapilarak 21 giin boyunca 100 rpm’deki sallayicida
kaltar edilmistir. Kiltur stirecinde, farklilasmanin 7., 14. ve 21. glinlerinde embriyonik
cisimciklerin bir kismi gercek zamanli-PCR icin RNA protect cell Reagent (Qiagene) ile

saklanmisg, bir kismi ise immiuinositokimyasal boyama igin ayrilmistir.

U¢ Germ Yaprag! Belirteci Analizi i¢cin Embriyonik Cisimciklerin immiin

Floresan, Hematoksilen & Eozin ve immiinohistokimyasal Boyamalar

Spontan farkhlagsmanin 7., 14. ve 21. giinlerinde imminfloresan boyama igin
ayrilan EC’'ler %4 lik paraformaldehid ile oda isisinda 30 dakika fikse edildikten sonra
0,1 %Tween 20-DPBS ile yikanmis ve 30 dakika %1,5’lik Triton X-100 ile permeabilize
edilmistir. EB’ler %4 lik paraformaldehid ile oda isisinda 15 dakika tekrar fikse
edildikten sonra %3’lik keci serum ile oda isisinda bloke edilmistir. EC’ler bir gece
+4°C’de uygun konsantrasyonda primer antikorlar ile inkiibe edildikten sonra ertesi
giin sekonder boyama vyapilip, boyanan ECler konfokal mikroskop ile
gorintilenmistir. Boyamalarda endodermal yonde farklilasmayi géstermek icin anti-
Sox17, mezodermal farklilasma icin anti- aSMA, ve ektodermal farklilasmayi

gostermek icin ise anti- MAP-2 primer antikorlari kullaniimistir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Germ yapragina spesifik genlere ait primer dizileri

SOX17 FP | 5- TTTGAACAGTATCTGCACTTCG-3’

RP | 5-TGCAGTAATATACCGCGGAG-3’
MAP2 FP | 5-AGGTGGTAATGTCAAGATTGACAG-3’

RP | 5'- CAAAGTGGCAAGCTGAGGAG -3’

FP | 5- TGAAGATCAAGATCATTGCCC -3’
oa-SMA RP | 5- TTTGCTGATCCACATCTGCT - 3’

imminhistokimya boyama icin ise spontan farkllasmanin 7., 14. ve 21.
glnlerinde ayrilan EC’ler falkon tlipe alinip %96’lik alkol icerisinde, oda isisinda 30
dakika ¢alkalanmistir. EC’lerin Uzerindeki sivi atilip pellet %50'si formaldehit+ %50'si
%96'lik alkol olan karisima alinip 1 saat oda i1sisnda bekletilmistir. Histocentre 2 cihazi
ile dokular parafine gomillp, bloklar hazirlanmis, parafin bloktan Leica RM2255
mikrotom ile 3,5 mikronluk kesitler adhezivli cama ((Histoband- 810401) alinmistir.
ilk kesitler Shandon Varistan Gemini cihazinda hematoksilen eozin ile boyanmustir.
Dokularin morfolojisi iyi olan kesitler immuinohistokimya icin segilip 60°C’de bir gece
deparafinize edilmis, parafini uzaklastirmak icin ksilende (J.T.Baker # 1330-20-
7) 2x10 dakika inklbe edilip rehidrasyon igin alkol serilerinden gegirilmis (%96, %90
ve %70'lik EtOH (Limko), 2x 5 dakika), 1x sitrat (ya da EDTA ile kullanilan antikora gore
) ile antijen retriaval yapilip endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igcin %6 H,O0»+
%80 Metanol (Merck 1.06009.2511) karisiminda 20' bekletilmistir. Yikama isleminden
sonra Ab dillient (Thermo # TA-125-UD) ile 5 dakika oda isisinda inkiibe edilmis,
primer antikor ile 1 saat oda isisinda bekletilip PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra
sari-biyotinli sekonder antikor ile 30 dakika oda isisinda inkiibe edilmis ve PBS ile 3x5
dakika yikanmistir. Strepavidin peroksidaz (ABC kit-kirmizi) 30 dakika bekletilip
yikama isleminden sonra DAB (TA-125-HD) soliisyonu (40 ul DAB +1 ml substrate) ile
2 dakika inklbe edilmistir. Zit boyama icin hematoksilen (Merk 6765001) boyama (5
saniye) yapilip musluk suyunda 10 dakika yikanmistir. Dehidratasyon icin %70, %90
ve % 96 EtOH ile 2 x 2' ve ksilen ile 2 x 10" bekletilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra
balsam ile kapatilip olympus istk mikroskobunda goriintilenmistir (Antikor bilgileri

Tablo 3.7).
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3.7. immiinhistokimya icin kullanilan antikor bilgileri

Antikor Onislem |diliisyon |Marka Katolog no
CDX2 EDTA 1.200 Cell Marque EPR2764Y
ZEB1 EDTA 1.100 Abcam ab203829
TUJ1 (TUBB3) |sitrat 1.500 Abcam ab14545
Doublecortin [sitrat 1.200 Abcam ab18723
E-cadherin  [sitrat 1.500 ECM Biosciences|CM1681

RT-PCR ile Ug Germ Yapragina Ait Gen ifadelerinin Gosterilmesi

Embriyonik cisimciklerin spontan farklilagtiriima siirecinde, ilgili genlere ait
primerler dizayn edilmistir (Tablo 3.8. Primer dizileri). Farkhlasmanin 7.,14. ve 21.
glnlerinde RNA Protect Cell Reagent (Qiagene) ile saklanan EC’lerden RNA
izolasyonu ReliaPrep RNA Cell Miniprep protokoll uygulanmistir. Toplam hiicre sayisi
bilinmedigi icin 30 ul nikleaz icermeyen su eklenerek RNA’ lar toplama tliplinde
toplanmistir. Nanodrop ile nikleik asid konsatrasyon tayini yapildiktan sonra
kullanilacak miktar 1000 ng olacak sekilde hesap yapilmistir. Toplamda 10,5 ul hacim
olacak sekilde su miktarlari ve 1 ul oligo Dt eklenerek cDNA sentezi Improm Reverse
Transcriptase kit ile yapilmistir. cDNA'lerden Gotaq Promega enzimi ile PCR
gercgeklestirilmistir. Embriyonik cisimciklerin ¢ germ vyapragina ait MAP-2
(ektoderm), SOX17 (endoderm), aSMA (mezoderm) ve pluripotans iliskili (OCT4 ) gen
ifadelerini gosterebilmek icin gercek zamanli-PCR (mic qPCR cycler -Bio Molucular
System, v2.6.5) kullanilmistir. Beta aktin referans gen olarak kullanilmistir. 22-ddct
degerleri hesaplanarak ve uPKH kontrol hiicrelerine normalize edilerek analiz

edilmistir.



Tablo 3.8. U¢ germ yapragina ait germ spesifik genler

Germ Spesifik Genler
SOX17 FP | 5- TTTGAACAGTATCTGCACTTCG-3’
RP | 5’-TGCAGTAATATACCGCGGAG-3’
MAP2 FP | 5-AGGTGGTAATGTCAAGATTGACAG-3’
RP | 5’- CAAAGTGGCAAGCTGAGGAG -3’
@-SMA FP | 5'- TGAAGATCAAGATCATTGCCC -3’
RP | 5'- TTTGCTGATCCACATCTGCT - 3’

Sendai Viral Vektor Kaybolmasinin Gosterilmesi
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1 Donér ve 3 hastaya ait uPKH’lerinin her biri icin birer klon pasaj 20’ye

getirildi. Her 5 pasajda bir hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi ve cDNA sentez edildi.

Sendai virus genomu (SeV), krueppel-like factor 4—transgen (SeV-KIf4), cMyc—

transgen (SeV-cMyc) ve KIf4-Oct3/4- SOX2—transgen (SeV-KOS) primer dizileri Tablo

3.9’ da verilmistir. Bltiin ornekler igin 2 ul cDNA ve Promega GoTaq® DNA Polymeras

(katalog no: M3001) kullanilarak end-poit PCR yapilmistir. PCR rekasiyon sartlari; 94°

C'de 2 dakika denatirasyon yapildiktan sonra, 35 dongli; 95° C'de 30 saniye

denatirasyon, 55° C'de 30 saniye kaynasma ve 72° C'de 30 saniye uzama olarak

uygulanmistir. PCR Uriunleri %2'lik agaroz jel elektroforezde analiz edilmistir.

Transdiiksiyon

kullanilmistir.

yapilmayan eritroid ©6ncul hiicreler negatif kontrol olarak

Tablo 3.9. Sendai viral genom ve trasngenlere ait primer dizileri

FP | 5'-GGATCACTAGGTGATATCGAGC-3’

SeV
RP | 5'-~ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC-3’ 181 bp
FP | 5"-ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC-3’ 528 b

KOS p
RP | 5"-ACCTTGACAATCCTGATGTGG-3’
FP | 5’-TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC-3’

KLF4 RP | 5"-AATGTATCGAAGGTGCTCAA-3’ 410 bp
FP | 5’-TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG-3’

c-Myc , , 532 bp
RP | 5'-TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG-3

Thermo
Fisher
CytoTune-
iPS Sendai
Reprogram
ming-

A16517
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uPKH’lerde TCIRG1 Mutasyon Analizi

Ug farkh osteopetrozis hastasindan elde edilen uPKH kolonilerininin tani
anindaki TCIRG1 mutasyonlarini tasidigl gostermek igin, pasaj 20’ye getirilen
uPKH’lerden DNA izolasyonu (Zinexts MagPurix # ZP02001) vyapilmistir.
Genotiplendirmenin  yapilacagi mutasyonlarin  bulundugu bdlgelerin  PCR
amplifikasyonunu gerceklestirmek icin, bolgelere 6zgl primer ciftleri tasarlanmistir.
Gahsilacak polimorfizm bdlgelerinin PCR ile amplifikasyonu, tasarlanan primerler

kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyon kosullari Tablo 3.10’da belirtilmistir.

Tablo 3.10. TCIRG1 mutasyon analizi PCR reaksiyon sartlari

icerik Reaksiyon Basina Miktar
(w)
dH20 15
5x Tampon (Thermo Inc.) 5
dNTP karisimi, her biri 10mM 0,5
ileri Primer (5 pM)
Geri Primer (5 puM)
Phirell HS DNA Polimeraz (Thermo 05
Inc.) ’
Kalip DNA (20-50 ng/ul) 2
Toplam 25

Reaksiyon sonuglari % 2 lik agaroz jel elektroforezi ile gérintilenmistir.
Amplifikasyon miktarlari yeterli olan basarili PCR Urinleri MN- NucleoFast 96 kiti
kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan PCR havuzu spektrofotometre (illumina,
Miseq # Nanodrop-ND1000) yardimi ile 6lgilmustur. DNA konsantrasyonu 0.2 ng / ml
olarak hesaplanmistir. Nextera XT (lllumina) kiti ile DNA o&rnekleri yeni nesil
sekanslamaya hazir hale getirilmis ve v2 300cy sekanslama kiti ile yeni nesil Miseq
cihazi (lllumina) kullanilarak reaksiyon gerceklestirilmistir. Miseq Reporter yazilimi
(lumina) ve Broad Institute tarafindan gelistirilen IGV 2.3 yazilimi kullanilarak,

orneklerin analizi yapilmistir.
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3.4. uPHK’lerin Hematopoietik Kok/ Progenitor Hiicrelere Farkhilastiriimasi

ve Myleoid Hiicrelerin Eldesi ve Cogaltilmasi
3.4.1. uPKH’lerin Hematopoetik Farklilagtirilmasi

Hasta ve donor kaynakh uPKH’ler, ilk olarak primitif ¢izgi/ mezoderm olusumu
icin indUklenmis, ikinci olarak hematopoietik kok/oncil hicrelere farkhlastiriima
deneyi yapilmistir. Ancak ilk segilen protokolden (hipoksik ortam) beklenen sonucun
alinamamasi nedeni ile daha sonra es zamanli olarak farkh farklilasma protokolleri

denenmistir. Kullanilan bitlin protokoller asagida numaralandirilarak belirtilmistir.

Protokol 1 : Farklilasmayi indiiklemek icin, uPKH kolonileri EDTA ile 37°C’de 3-
5 dakika inktibe edilip 10-20 hiicreli kiiglik agregatlar elde edip disuk tutunurlu 6-
kuyucuklu doku kiltiir kabina aktariimis ve 10 ng/ml BMP-4, 2mM glutamin, 4x104M
monotiogliserol ve 50 ug/ml askorbik asit iceren StemPro-34 besiyeri ile hiicreler
hipoksik ortamda ( %5 CO;, % 5 O,, 37°C’de ) 24 saat inklbe edilmistir. 5 ng/ml hbFGF
eklenen StemPro-34 medium ile ti¢ giin daha kiltur edilip primitif ¢izgi/ mezoderm
olusumu indiiklenmistir (Evre |- mezoderm indiiksiyonu). Hiicrelerin hematopoietik
yonde gelisimi icin 4. glinde itibaren besiyeri degisimi yapilarak dort giin boyunca 10
ng/ ml insan vaskiler endotelyal buyime faktort (hVEGF), 1 ng / ml hbFGF, 10 ng /
ml insan interlokin-6 (hIL-6), 40 ng / ml hIL-3, 5 ng / ml hiL-11, and 100 ng/ ml hSCF
(human stem cell factor) iceren StemPro-34 besiyeri kullanilmistir (Evre II-
hematopoietik spesifikasyon). 8. glinden itibaren hicreler normoksik sartlardaki
inkiibatore alinmistir. Hematopoietik hiicre matilirasyonu ve myeloid hiicre
ekspansiyonu icin 8. glinden itibaren 10 ng/ml hVEGF, 4 U/ml insan eritropoietin
(hEPO), 50 ng/ml trombopoietin (hTPO), 100 ng/ml hSCF, 10 ng / ml hiL-6, 5 ng / ml
hiL-11, ve 40 ng / ml hIL-3 iceren StemPro-34 ile kultur edilmistir (Evre llI- myeloid

hiicre ekspansiyonu).
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Protokol 2: uPKH kolonileri akutaz ile tek hiicre haline getirilip embriyonik
cisimcik olusturmak icin aggrewelle ekim yapilmistir. 24 saat sonra EC’'ler toplanip 10
ng/ml BMP-4, 2mM glutamin, 4x10* M monotiogliserol ve 50 ug/ml askorbik asit
iceren StemPro-34 besiyeri ile hiicreler hipoksik ortamda ( %5 CO;, % 5 O, 37°C'de))
24 saat inktbe edilmistir. 5 ng/ml hbFGF eklenen StemPro-34 medium ile li¢ glin daha
kaltar edilip primitif ¢izgi/ mezoderm olusumu indiklenmistir (Evre |- mezoderm
indiksiyonu). Hicrelerin hematopoietik yonde gelisimi icin 4. glinde itibaren besiyeri
degisimi yapilarak dort giin boyunca 10 ng/ ml insan vaskiler endotelyal biiylime
faktori (hVEGF), 1 ng / ml hbFGF, 10 ng / ml insan interlékin-6 (hIL-6), 40 ng / ml hiL-
3,5ng/ mlhiL-11, and 100 ng/ ml hSCF (human stem cell factor) iceren StemPro-34
besiyeri kullaniimistir (Evre |- hematopoietik spesifikasyon). 8. glinden itibaren
hiicreler normoksik sartlardaki inkiibatore alinmistir. Hematopoietik hiicre
matiirasyonu ve myeloid hiicre ekspansiyonu icin 8. glinden itibaren 10 ng/ml hVEGF,
4 U/ml insan eritropoietin (hEPO), 50 ng/ml trombopoietin (hTPO), 100 ng/ml hSCF,
10 ng / ml hIL-6, 5 ng / ml hIL-11, ve 40 ng / ml hiIL-3 iceren StemPro-34 ile kultdr

edilmistir (Evre lll- myeloid hiicre ekspansiyonu).

Protokol 3: Aggrewell ile embriyonik cisimcik olusturulup ilk 24 saat 10 ng/ml
BMP4 iceren StemSpan SFEM besiyerinde, daha sonra low attachment kiltir kabinda
3 giin daha 5 ng/ml bFGF iceren StemSpan SFEM besiyerinde hucreler kultir edilmis,
4.glin embriyonik cisimcikler konfluent olan OP9 hiicre hatti lizerine (160 EC /
kuyucuk) aktarilarak 10 ng/ ml hVEGF, 1 ng/ ml bFGF, 10 ng/ ml hiL-6, 40 ng/ ml hiL3,
5 ng/ ml hiL-11, 100 ng/ ml hSCF iceren StemSpan SFEM besiyerinde 8 glin boyunca
normoksik sartlarda kiltiir edilmistir. 8 ve 12. glinlerde CD34, CD45 hematopoetik
kok hicre yluzdesi ve CD14, CD18, CD11lb, CD115 myeloid hiicre ylzdesi akim

sitometri analizi ile degerlendirilmistir.
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Protokol 4: Aggrewell ile embriyonik cisimcik olusturulup ilk 24 saat 10 ng/ml
BMP4 iceren StemSpan SFEM besiyerinde, daha sonra low attachment kiltir kabinda
3 giin daha 5 ng/ml bFGF iceren StemSpan SFEM besiyerinde hucreler kultir edilmis,
4. gin embriyonik cisimcikler matrijel kaph 6 kuyucuklu doku kiiltiir kabina
aktarilarak (160 EC/kuyucuk) 10 ng/ ml hVEGF, 1 ng/ ml bFGF, 10 ng/ ml hiL-6, 40 ng/
ml hIL-3, 5 ng/ ml hiL-11, 100 ng/ ml hSCF iceren StemSpan SFEM besiyerinde 8 glin
boyunca normoksik sartlarda kiltir edilmistir. 8 ve 12. glinlerde CD34, CD45
hematopoetik koék hiicre ylzdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid hiicre

ylzdesi akim sitometri analizi ile degerlendirilmistir.

Protokol 5: Aggrewell ile embriyonik cisimcik olusturulup ilk 24 saat 10 ng/ml
BMP4 iceren StemSpan SFEM besiyerinde, daha sonra low attachment kiltir kabinda
3 giin daha 5 ng/ml bFGF iceren StemSpan SFEM besiyerinde hucreler kultir edilmis,
4. glin embriyonik cisimcikler diigiik tutunurlu (low attachment) 6 kuyucuklu doku
kaltir kabina (160 EC/kuyucuk) aktarilarak 10 ng/ ml hVEGF, 1 ng/ ml bFGF, 10 ng/
ml hIL-6, 40 ng/ ml hIL-3, 5 ng/ ml hIL-11, 100 ng/ ml hSCF iceren StemSpan SFEM
besiyerinde 8 glin boyunca normoksik sartlarda kiltir edilmistir. 8 ve 12. glinlerde
CD34, CD45 hematopoetik kok hiicre yiizdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid

hiicre ylizdesi akim sitometri analizi ile degerlendirilmistir.

Protokol 6: STEMdiff™ hematopoetic Kit (Stem Cell Technologies # 05310)
kullanilarak hematopoetik farklilasma deneyi yapilmistir. Don6r ve hasta kaynakh
uPKH koloniler EDTA (37°C’ de 3 dakika) ile bliylk koloni parcalari olusacak sekilde
kaldirilip, koloni pargalari sayllmistir. Matrijel kapli 6 kuyucuklu doku kilttr kabina 70
buyuk koloni parcasi / kuyucuk ekilip TeSR™- E8™ uPKH idame besiyeri ile
beslenmistir. 24 saat sonra kit icerisindeki Supplement A ile besiyeri hazirlanip (18 ml
bazal medium + 90 ul supplement A) hiicreler bu besiyeri ile beslenmistir (Farklilasma
deneyi 0. giin). 2.glinde ayni besiyeri ile yarim medium degisimi yapilmistir.
Farklilasma deneyinin 3.gliniinde Supplement B ile besiyeri hazirlanip ( 36 ml HSC
bazal medium + 180 pl supplement B) tam medium degisimi yapilmistir. Kiltdrin 5.,7.

ve 10. glinlinde ayni besiyeri ile yarim medium degisimi yapiimistir. Belirli araliklar ile
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hicreler Olympus 1sitk mikroskobunda gorintilenerek morfolojik degisiklik takip

edilmistir.

10. glinde kuyucuklarin bir kismi CD34, CD45 hematopoetik hiicre ve CD14,
CD18, CD11b ve CD115 myeloid hiicre yizey belirteglerinin yiizdesini degerlendirmek
icin akim sitometri analizinde kullanilmistir, bir kismi ile myeloid farklilasmaya devam
edilmistir. Kalan diger kismi ile de CD34 seleksiyonu yapilmis ve CD34+ uPKH kaynakl
hematopoetik kdk hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri methocult deneyi ile
degerlendirilmis, ayrica CD34+ hematopoetik kok hiicrelerin mezenkimal kdk

hiicreler tzerindeki etkisini degerlendirmek icin kokiltiir deneylerinde kullaniimistir.
Hematopoetik Farklilasan Hiicrelerin Akim Sitometrik Analizi

Hematopoetik kok hiicre ylzdesindeki artisi gostermek icin ylizen hiicreler
pipetle cek-birak yapilarak toplanip falkona aktarilmis, kalan tutunan hiicreler DPBS
ile yikanip akutaz ile 37°C'de 20 dakika muamele edilip toplanarak falkona
eklenmistir. DMEM-F12 ile kalan hiicreler de toplanip 300 x g’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra pellet FACS tamponu ile ¢ozlilmis ve hlicreler CD45, CD43, CD34,
CD38, CD14, CD18, CD11b ve CD115 yiizey belirteglerine ait antikorlar ile karanlikta,
oda isisinda 15 dakika inkiibe edilmistir. FACS tamponu ile 200 x g'de 5 dakika
santriflij edildikten sonra akim sitometri analizi yapilmistir. CD34+CD45+ hiicrelerin

ylzdesi hematopoetik kok hiicre ylizdesi olarak degerlendirilmistir.
Manyetik Boncuklar ile CD34+ Hematopoetik Kok Hiicrelerin izolasyonu

uPKH kaynakl saf hematopoetik kok hiicre elde etmek icin Miltenyi protokoli
kullanilarak MACS yontemi ile CD34+ hiicre (Miltenyi # 130-046-702) seleksiyonu
yaptimistir. Hicreler akutaz ile kaldirihp DPBS ile yikanmistir. 150 ul MACS buffer ( 2
mM EDTA, %0.5 BSA, pH 7.2), 50 pl FcR bloklama soliisyonu ve 50 pl anti-CD34
manyetik boncuklarin oldugu sollisyona hiicreler eklenip 30 dakika +4°C’de inkibe
edilmistir. Bu sayede aspesifik baglanmalar engellenmis ve manyetik boncuklar
hiicrelere baglanmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere soguk MACS buffer

eklenmis, +4°C’deki santrifiijde 1500 rpm’de 5 dakika olarak 2 defa yikanmistir.
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Slpernatan uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti soguk MACS buffer ile ¢c6zlilmUs ve
birbirine yapisan hicreleri teker teker ayirmak igin hiicreler ve 30 um’lik filtreden
(SmartStrainer, Miltenyi # 130-098-458) gegirilmistir. MS kolon (Miltenyi # 130-042-
201), MiniMACS seperatorinin manyetik alanina yerlestirilmis ve 2 x 1.5 ml soguk
MACS buffer ile yikanmistir. 500’er pl manyetik boncuk ile isaretli hiicre siispansiyonu
MS kolona yiklenmistir. Bu asamada isaretli olmayan CD34- hicreler kolondan
gecmistir. Kalan CD34- negatif hiicreleri de toplamak icin kolon, 3 defa soguk MACS
buffer ile yikanmistir. Toplanan CD34- hiicreler uzaklastirilmistir. CD34+ hiicrelerin
tutundugu MS kolon manyetik alandan alinip 15 ml’lik steril falkona yerlestirilmistir.
3 x 3 ml soguk MACS buffer eklenip CD34+ hiicreler kolondan toplanmistir. +4°C’de
1500 rpm’de 5 dakika santriflij edilmis ve tripan mauvisi ile hiicre sayimi yapilmistir.
Ayristirilan CD34+ hiicrelerin saflik ylizdesini degerlendirmek amaciyla akim sitometri
icin 10° hiicre/tlp, koloni olusturma deneyleri icin 5 x 10* hiicre ve migrasyon deneyi
icin 10° hiicre, kalan hucreler ise nis modelleme deneylerinde mezenkimal kék

hiicreler ile kokltir igin ayrilmistir.

CD34+ Hiicrelerin Koloni Olusturma Kapasitelerinin Degerlendirilmesi ve

immiinfenotiplendirilmesi

Seleksiyon yapilan CD34+, 5x10* hiicre 300 pl IMDM icerisinde siispanse
edilmis ve 3 ml hazir Methocult Classic (Stem Cell Technologies, kat no # H4434)
icerisine eklenip calkalayarak tamamen karistirdiktan sonra kit uclu igne ( Stem Cell
Technologies # 28130) ile 1’er ml 35 mm (X2 adet) (Stem Cell Technologies # 27500)
steril petri kaplarina ekilmistir. 14 gin kiltir edildikten sonra hicrelerin BFU-E, CFU-
M, CFU-GM ve CFU-GEMM kolonilerini olusturma kapasiteleri mikroskop altinda

morfolojik olarak ve koloni sayimi yapilarak degerlendirilmistir.

Morfolojik degerlendirme yapildiktan sonra hiicreler DPBS ile toplanip 2 defa
1500 rpm’de 5 dakika santriflij edilerek yikanmistir. FACS tamponu ile hiicreler
sispanse edildikten sonra CD14, CD16, CD18, CD33, CD36, CD41 ve CD45 ylizey

belirteci antikorlari ile oda i1sisinda, karanlikta, 15 dakika inkiibe edilmistir. Tiplere
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2’ser ml FACS tamponu eklenerek 1500 rpm’de 5 dakika yikanmis ve BD Accuri C6

cihazinda okutulmustur.

3.4.2. uPKH Kaynakli Hematopoetik Hiicrelerin Myeloid Farklilagtirilmasi

Myeloid Farklilasma

Myeloid indiiksiyon icin StemSpan™ SFEM (kat no: 09650), 2mM glutamin,
4x10* M monotiogliserol, 50 ug/ml askorbik asit, 10 ng/ ml hVEGF, 4U/ml EPO, 50
ng/ml TPO, 100 ng/ml hSCF, 10 ng/ml hIL-6, 5 ng/ml hIL-11 ve 40 ng/ml hIL-3 iceren
besiyeri hazirlanip hematopoetik farkhilasmanin 10.gliniinde, hazirlanan myeloid
farklilasma besiyeri ile medium degisimi yapilmis ve hiicreler 4 giin boyunca kultir
edilmistir. Dordlincu. glinde hiicreleri morfolojik olarak degerlendirmek icin Olympus
mikroskop ile gortuntileme yapilmistir. Hiicrelerin bir kismi akim sitometri analizinde

kullanilirken bir kismi ile de osteoklast farklilasma deneyine devam edilmistir.

Mpyeloid Farklilasan Hiicrelerin Akim Sitometrik Analizi

Myeloid hiicre yizdesindeki artisi gostermek icin ylizen hiicreler pipetle ¢ek-
birak yaparak toplanip falkona aktarilmis, kalan tutunan hiicreler DPBS ile yikanip
akutaz ile 37°C'de 20 dakika muamele edilmistir. 300 x g’de 5 dakika santrifij
edildikten sonra pellet FACS tamponu ile ¢6zlilmis ve hiicreler CD45, CD43, CD34,
CD38, CD14, CD18, CD11b ve CD115 ylizey belirteclerine ait antikorlar ile karanlikta,
oda isisinda 15 dakika inkibe edilmistir. FACS tamponu ile 200 x g’de 5 dakika

santriflj edildikten sonra akim sitometri analizi yapilmistir.
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3.4.3. uPKH Kaynakli Hematopoietik Kok Hiicrelerin Osteoklast Farklilagsmasi

ve Osteoklastlarin Fonksiyonel Analizi

uPKH-Hematopoietik Kok Hiicre Kaynakli Myeloid Hiicrelerin Osteoklast

Farklilasmasi

uPKH‘lerden elde edilen hematopoietik kok/progenitér hicreler myeloid
preklrsorlere farklilastirildiktan sonra osteoklast farklilasma igin indiklenmistir.
Osteoklast farklilasma icin 6zel dizayn edilmis Osteo assay surface 96 well multiple
well plate’e (Corning # 3988) 1x10° myeloid prekuirsér hiicre / kuyucuk olacak sekilde,
10 ng/mL insan M-CSF, 10 ng/mL RANKL (Receptor Activator for Nuclear factor k B
Ligand) ve %10 FBS iceren IMDM besiyeri bulunan ortamda hiicreler 21 giin boyunca
kiltir edilmis ve 3 glinde bir besiyeri degisimi yapilmistir. Fonksiyonel analizi igin,
farklilasmanin 7., 14., ve 21. glinlerinde hasta ve don6r uPKH kaynakl hiicrelerin gen
ifadelerini degerlendirmek icin hiicreler RNA protect cell reagentta saklanmistir, 21.
glinde farkhlasan hiicrelerin elektron mikroskop ile (SEM) gorintiilenmesi,

immunfenotiplendiriimesi ve floresan boyama deneyleri yapilmistir.
Osteoklastlarin Fonksiyonel Analizleri
Osteoklastlarin immiinfenotiplendirilmesi

Hiicreler DPBS ile yikanip akutaz ile 37°C’'de 3 dakika inkiibe edildikten sonra,
IMDM besiyeri ile toplanip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. DPBS ile 1500
rom’de 5 dakika yikandiktan sonra FACS tamponu ile pellet ¢6zilip hlicreler CD14,
CD16, CD18, CD45 ve CD51/61 yizey belirteglerine ait antikorlar ile oda isisinda,
karanlikta, 15 dakika inklibe edilmistir. FACS tamponu ile yikandiktan sonra BD Accuri

C6 akim sitometri cihazinda okutulmustur.
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Tartrate-resistant Asit Fosfataz (TRAP) Aktivite Testi

Osteoklast farklilagmanin 21. giiniinde besiyeri aspire edilip hiicreler DPBS ile
yikandiktan sonra %4 PFA ile oda isisinda 10 dakika fikse edililip, %1.5 BSA ile oda
isisinda 1 saat inkiibasyon sonrasi TRAP primer antikor (1:20) ile +4°C'de 1 gece
inklbe edilmistir. PBST (PBS + %0,1 Tween 20) ile x3 kere yikandiktan sonra sekonder
antikor ile oda isisinda 1 saat inklibe edilmistir. PBST ile x3 kere yikama yapilip
cekirdek DAPI ile boyanmistir. Yikama islemi tekrarlandiktan sonra Olympus IX73

floresan mikroskopta gorintileme yapilmistir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11. Osteoklast spesisik immiinfloresan antikorlari

Antikor adi Firma katalog Diliisyonu Sekf)nder Diliisyonu
no antikor

T "™ ol 120 | a8 ot 10

Kathepsin K :siggny 2 pg/ml f;‘éaagf“'rabbit 1:200

Rodamin (konjuge) ;Zrlr;‘)ﬁSher 1:40 -

Rodamin Boyama ile Aktif Osteoklastlarin Gosterilmesi

Besiyeri aspire edilip hilicreler PBST (PBS + %0,1 Tween 20) ile x3 kere
yikanmistir. % 4 PFA ile oda isisinda 10 dakika fiksasyon yapilmistir. Fikse edilen
hiicreler DPBS ile yikandiktan sonra %0,1 Triton™ X-100 ile oda isisinda 15 dakika
permeabilize edilerek yikama islemi tekrarlanmistir. %1 BSA ile oda isisinda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Rhodamine ile (1:40) oda isisinda 30 dakika inkiibasyon yapildiktan
sonra PBST ile x3 kere yikanip DAPI ile cekirdek boyanmis (oda isisi, 5 dakika), yikama
islemi tekrarlandiktan sonra floresan mikroskopta goriintiileme yapilmistir (Tablo

3.11).
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Kathepsin K (10C6) Monoklonal Antikor ile immiin Floresan Boyama ve

Floresan Mikroskop ile Goriintiileme

Besiyeri aspire edilip PBST ile x3 kere yikandiktan sonra, hiicreler %4 PFA ile
oda isisinda 10 dakika fikse edilmis ve soguk DPBS ile 3 kere yikanip % 0.1 Triton X-
100 ile oda isisinda 15 dakika permeabilize edilmistir. DPBS ile yikama iglemi
tekrarlandiktan sonra %1,5 BSA ile oda isisinda 1 saat hicreler bloke edilmistir.
2ug/ml anti-Kathepsin K (Abcam ab19027) ile bir gece +4°C de inkibe edilip PBST ile
yikama yapilmistir. Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (ab150077) sekonder
antikor (1:200) ile oda isisinda karanlikta 1 saat inklibasyon yapilip yikama islemi
yapildiktan sonra DAPI ile cekirdekler oda isisinda 5 dakika boyanmis ve floresan

mikroskop ile goriintileme yapiimistir (Tablo 3.11).
Osteoklastlarin Elektron Mikroskop (SEM) ile Goriintiilenmesi

Farkhlagmanin 21. gininde hicreler DPBS ile yikandiktan sonra %2,5’lik
glutaraldehit sollisyonu (Sigma Aldrich kat no # G5882) ile oda isisinda 1 saat inkiibe
edilmis ve dehidrasyon igin etanol serilerinden ( sirayla % 25, 50, 75, 96; 5’er dakika)
gecirilmistir. Critical-point dryer’da 60 dakika kurutulup, 10 nm altin-paladyum ile
ince bir tabaka kaplama (Vatan, 682 precision etching coating system) yapildiktan
sonra taramali elektron mikroskobunda (e-SEM; FEI QUANTA 200F ) goriintiileme

yapilmistir.
Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi (RT qPCR)

Elde edilen osteoklastlarin kathepsin K, kalsitonin R, ve NFATc1 salgilarini nicel
olarak gosterebilmek ve hasta- donor kaynakh hiicrelerin gen ifadelerini
karsilastirmak amaciyla, 7., 14. ve 21. giinlerde hiicreler RNA Protect Cell Reagent
(Qiagene) ile saklanmis, RNA izolasyonu icin ReliaPrep RNA Cell Miniprep (Promega #
Z6012) protokolii uygulanmistir. izolasyonu yapilan RNA’dan 1 ug kullanilarak
Improm Il (Promega) reverse transcriptase system (Catalog number: A3800) kiti ile
cDNA sentez edilmistir. Kantitatif gercek zamanli PCR GoTaq® gPCR master mix

(Promega # A6001) kullanilarak mic gPCR cycler (Bio Molucular System, v2.6.5) cihazi
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ile yapilmistir. Beta-aktin normalizasyon geni olarak kullanilmistir. Reaksiyon sartlari

ve primerler Tablo 3.12" de verilmistir.

3.5. Osteopetrotik Hasta ve Saglikh Verici uPKH’lerinden Elde Edilen
Hematopoietik Kok/Progenitor Hiicrelerin Hematopoietik Nis

Hiicreleri ile Etkilesimlerinin Degerlendirilmesi

Hastalardan ve saglikh vericilerden gelistirilen uPKH kaynakli hematopoietik
kok/progenitér hicrelerin nis hicreleri (kemik iligi-mezenkimal koék hcreleri) ile
etkilesimlerini degerlendirmek amaci ile saghkli ve/veya hasta kemik iligi kaynakli
MKH’ler ile saglikh ve/veya hasta kaynakh hematopoetik hicrelerin kokultir
deneyleri yapilmis ve hasta ile saglikh verici hiicreler arasinda farkliliklar olup olmadigi

arastirilmistir.

Tablo 3.12. Osteoklast spesifik genere ait primer dizileri ve reaksiyon sartlari

Osteoklast spesifik genlere ait primer dizileri

NFATC1 FP | 5-TGTGCAAGCCGAATTCTCTG-3’
RP | 5'- GAAGGTAGGTGAAACGCTGG -3’
Kathepsin K | FP | 5’-GGGACATGACCAGTGAAGAG -3’
RP | 5’'- TCCACAGCCATCATTCTCAG -3’
CALCR FP | 5'- ACCTTCCAACAAGATGCTTGG -3’
RP | 5'- TGGTTTGGACCTCATTGTTGC -3’

Reaksiyon sgartlar

Basamak Sicaklik Zaman
1. adim 95°C 2 dakika
2. adim 95°C 30 saniye 45 Déngi
60°C 30 saniye

3.adim 72°C’'den 95°C’ye | 0.3°C/saniye
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3.5.1. Dondurulmus Mezenkimal Kok Hiicrelerin C6ziilmesi, Ekspansiyonu

ve Karakterizasyonu
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cozilmesi ve Kiiltiirii

uPKH elde edilen hasta ve saglikh vericilere ait kriyotiipte dondurulmus kemik
iligi kaynakli Mezenkimal Kok Hicre’ler (MKH) -196°C’deki sivi nitrojen tankindan
alinip kuru buz tzerinde laboratuvara goturiliip +37°C'deki su banyosunda kii¢lik buz
parcas! kalana kadar eritilmistir. Yeterli hiicre sayisina ulasmak icin 1X 10°hiicre /
T75’e ekilerek uygun kiltir ortaminda (DMEM LG, % 35 MCDB-201 %10 isiile inaktive
edilmis fetal buzagi serum (FBS), 2 mM L-glutamin) ¢ogaltiimistir. Plastige adheran
olan MKH’ler DPBS ile yikanip akutaz ile 37°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra
kiltir besiyeri ile toplanmis , 1:1 oraninda Tripan mavisi ile boyanip hiicre sayimi
yapilmis ve yeniden ekim yapilmistir. MKH’lerin bir kismi yedeklemek amaci ile
DMEM-LG, %20 FBS ve %10 DMSO iceren +4°C'deki dondurma besiyeri ile buz
tzerinde 5x10° hiicre kriyotiipe alinmis ve -1°C/dk sabit dondurma hizina sahip 6zel
hiicre dondurma kaplari ile -80°C’de 24 saat kademeli olarak dondurulup sivi nitrojen
tankina transfer edilmistir. Pasaj 3 seviyesine getirilen MKH’ler karakterize edilmistir.
Pasaj 3 seviyesinde ayrica, hasta ve saglikli vericilere ait MKH’lerin ifade ettigi, nisteki
hematopoietik kok hiicre devamliligi ve migrasyonunun diizenlenmesinden sorumlu
oldugu dusiliniilen Ang-1, Jag-1,Sdf-1, Kit-L ve N-Cad, Opn reseptér-ligandlarin gen
ekspresyon seviyelerine ko-kiiltlir dncesi bakmak icin hiicreler RNA Protect Cell

Reagent ile -80°C’de saklanmistir.
Mezenkimal K6k Hiicrelerin immiin Fenotiplendirilmesi

Pasaj 3 seviyesindeki MKH’ler akutaz ile kaldirihp DPBS ile 1500 rpm’de 5
dakika santrifij edildikten sonra pellet FACS tamponuile (%2 FBS, % 0,1 Sodyum Azid,
Ca ve Mg icermeyen DPBS) ¢oziilmis ve anti-insan CD29, CD44, CD73, CD90, CD105,
CD34 ve CD45 monoklonal antikorlar ile oda i1sisinda 15 dakika inkiibe edilmistir. 2

defa FACS tamponu ile yikandiktan sonra BD accuri C6 cihazinda immin
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fenotiplendirilmesi degerlendirilmistir (Tez kapsaminda akim sitometri deneylerinde

kullanilan bitiin anikorlara ait liste Tablo 3.13’de belirtilmistir).

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik ve Osteojenik Farklilagmasi

Adipojenik farklilasma igin; 6 kuyucuklu doku kiltir kabina ekilmis pasaj 3
MKH’ler %90 konfluent hale geldiklerinde adipojenik farklilasma besiyeri ( %10 FBS,
5 pg/ ml insilin, 60 pM indometazin, 1 uM deksametazon, 500 uM
izobutilmetilksantin, DMEM-LG ) ile 3 glinde bir beslenmis ve 21 giin kiltlr edilmistir.
21. glinde Oil Red O boyasi ile adipojenik farklilasma degerlendirilmistir. Hiicreler %10
formal ile oda isisinda 10 dakika fikse edildikten sonra 2 mg/ml Oil Red O ile 15 dakika
boyanmis, distile su ile yikandiktan sonra isik mikroskobunda gorintilenmistir.
Osteojenik farklilagsma igin ise 6 kuyucuklu doku kiltiir kabindaki %60 konfluent olan
pasaj 3 MKH’ler osteojenik farklilasma besiyeri (%10 FBS, 0,2 mM L-askorbik asit, 10
mM beta-gliserofosfat, 100 nM deksametazon, DMEM-LG ) ile 3 glinde bir beslenmis
ve 21 giin kiltdr edilmistir. 21. glinde hicreler %10 formal ile oda isisinda 10 dakika
fikse edildikten sonra Alizarin Red S boyasi (pH 4.2) ile 15 dakika boyanmis ve distile

su ile yikandiktan sonra 1sik mikroskobunda goriintilenmistir.

3.5.2. uPKH Kaynakh Hematopoietik K6k/Progenitor Hiicrelerin (HKH) Hasta

ve Saglikli Verici Mezenkimal Kok Hiicreleri ile Kokdiltiirii

uPKH’lerin hematopoietik yonde farklilastiriimasi ile elde edilen HKH’ler, %10
FBS, 150 ng/ml FLT3-L (Fms-related tyrosine kinase 3), 150 ng/ml SCF ve 50 ng/ml IL-
3 iceren CelLGenix® SCGM besiyeri (CellGenix # 20802-0500) ile slispanse edilmistir.
Konfluent mezenkimal kok hiicre iceren 6 kuyucuklu doku kiltlir kaplari icerisine,
12x10* hiicre/ kuyucuk olacak sekilde HKH siispansiyonu eklenerek %5 CO,ve 37°C'de
inkiibe edilmistir. Dort glin sonra HKH'ler toplanmis, MKH’ler arasina giren HKH'leri
de ayirmak icin kiltiir kabindaki MKH’ler akutaz ile kaldirilmis ve MACS y6ntemi ile
CD45+ hiicre seleksiyonu vyapilmistir. Kokiltiir sonrasi HKH (CD45+ hiicre)
ylzdelerindeki degisimi degerlendirmek icin seleksiyon sonrasi da akim sitometri

analizi yapilmistir.
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MACS Yontemi ile Kokiiltiir Sonrasi CD45* ve CD45" Hiicre Seleksiyonu

Kokdiltir deneyindeki yizen hiicreler falkonda toplanmistir. MKH’lerin arasina
giren hematopoetik hiicreleri de almak icin hiicreler DPBS ile yikanip akutaz ile
37°C'de 5 dakika inkiibe edilmis, % 10 FBS iceren bazal besiyeri ile toplanip 300x g’'de
10 dakika santrifiij edilmistir. DPBS ile yikandiktan sonra hiicreler MACS tamponu
(%0.5 BSA, 2 mM EDTA, PBS pH 7.2) ile stispanse edilip anti-CD45 microbead (Miltenyi
# 130-045-800) ile +4°C'de 15 dakika inkibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
hicreler X2 kere soguk MACS buffer ile +4°C’de, 1500 rpm’de 5 dakika santrifij
edilmistir. Stipernatan uzaklastirilip hicreler 3 ml soguk MACS buffer ile sispanse
edilmis ve 30 um’lik filtreden (SmartStrainer, Miltenyi # 130-098-458) gecirilmistir.
MS kolon (Miltenyi # 130-042-201) MiniMACS seperatoriin manyetik alanina
yerlestirilmis ve 2 x 1.5 ml soguk MACS buffer ile yikanmigtir. 500’er pl manyetik
boncuk ile isaretli hiicre stispansiyonu MS kolona yliklenmistir. Bu asamada isaretli
olmayan CD45  hematopoetik olmayan hiicreler (MKH’ler) kolondan gegmistir.
Kalan CD45  negatif hiicreleri de toplamak icin kolon 3 defa soguk MACS buffer ile
yikanmistir. Toplanan CD45 MKH’lerin hiicre sayimi yapilip kokultlr sonrasinda gen
ifadelerindeki degisikligi analiz etmek icin RNA protect cell reagent’ta saklanmistir.
CD45* hematopoetik hiicrelerin tutundugu MS kolon manyetik alandan alinip 15
ml’lik steril falkona yerlestirilmistir. 3 x 3 ml soguk MACS buffer eklenip CD34+
hiicreler kolondan toplanmistir. +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santriflj edilmis ve

tripan mavisi ile hiicre sayimi yapilmistir.
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Kokiiltiir Sonrasi CD45* Hematopoetik Hiicrelerin immiinfenotiplendirilmesi

Kokultir ©ncesi ve kokdiltir sonrasi hematopoetik hiicre ylzey
belirteglerindeki degisimi, MKH’lerin hematopoetik hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farkhlasmasi tGizerindeki etkisini degerlendirmek igin ayristirilan CD45* hiicrelerin akim
sitometrik analizi yapilmistir. DPBS ile 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
pellet FACS tamponu ile ¢6zlllp anti-insan CD11b, CD14, CD16, CD18, CD29, CD34,
CD38, CD43, CD45 ve CD115 yizey belirtecleri ile oda 1sisinda karanhkta 15 dakika
inkiibe edilmis ve FACS tamponu ile 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. BD

Accuri C6 cihazinda okutulmustur.



Tablo 3.13. Akim sitometri analizlerinde kullanilan antikor listesi. EPH: Eritroid progenitér hiicre, HKH: Hematopoetik kok
hiicre, MKH: Mezenkimal kdk hiicre, uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre

A?alm yapilan Antikor A.rjlalm yapilan Antikor Analizi ) Antikor
hiicre adi hiicre adi yapilan hiicre adi
EPH CD36 FITC MKH CD29 APC Myeloid hiicre CD43 FITC
CD29- -
EPH CD36 APC MKH Alexa-488 Myeloid hiicre CD33 PE
EPH CD71A750 MKH D44 PE- Myeloid hiicre 04+ Perce
Cy7 cy5.5
EPH CD235a PE MKH CD73 PE Myeloid hiicre CD14 FITC
MKH CD90 FITC Myeloid hiicre CD38 APC
CD105 A CD115 Percp
MKH APC Myeloid hiicre 5.5
uPKH SSEA4 APC HKH CD34 FITC Myeloid hiicre CD16 PE
uPKH OCT4 PE HKH CD34 PC7 Myeloid hiicre CD18 FITC
CD34
uPKH SSEA4 APC HKH PerCP Myeloid hiicre CD11b PE
cy5.5
HKH CD45 FITC Myeloid hiicre CD38 PE
HKH CD45 KO
HKH CD45 APC

[4)
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Kokiiltiir Sonrasi MKH’lerin Gen ifadelerinin Degerlendirilmesi

Seleksiyon yapilan MKH’lerin kokdltir sonrasi gen ifade seviyelerindeki
degisimi degerlendirmek igin hicreler RNA protect cell reagent'ta -80°C'de
saklanmistir. Ang-1, Jag-1, Sdf-1, Kit-L ve N-Cad, Opn genleri icin primer dizayni
yapilmistir. RNA izolasyonu igin ReliaPrep RNA Cell Miniprep (Promega # Z6012)
protokolii uygulanmistir. izolasyonu yapilan RNA’dan 1 ug kullanilarak Improm I
reverse transcriptase system kiti ile cDNA sentez edilmigstir. Kantitatif gergek zamanl
PCR GoTaq® qPCR master mix kullanilarak mic qPCR cycler cihazi ile yapiimistir. Beta-
aktin normalizasyon geni olarak kullanilmistir. Reaksiyon sartlari ve primer dizileri

Tablo 3.14’te verimistir.

Tablo 3.14. Mezenkimal kok hiicrelere ait genlerin primer dizileri ve reaksiyon sartlari

Mezenkimal kék hiicre genlerinin primer dizileri

FP
5 -TTCACAGTATGACAGATTCCACA-3"
ANGPTI
RP
5 -BAACCACCATCOTCOTGTTAR- 3/
P Reaksiyon sartlarn
5 -TCAGCCTGAGCTACAGATGS —37
Basamak Sicaklik 7
icakl aman
CXCL12
RP 1.ad 95°C 2
5 —CTTTAGCTTCGEGTCEATEE —3 -adim dakika
30
3 95°C ,
2.adim saniye 45 Déneii
5'-TGTCACCAGGTCTTACTACGG-3' 30 8
60°C .
Jagged 1 saniye
RP 72°Cde
5- CGCCTCTGAACTCTTACTTCTG-3' 0.3°C/
3.adim n .
gsecye | SNV
P Y
5 -GAGAGCACCAATCATATTTACTCC-3'
KitL
EP
5'- GACCCAAACACTGATTCTGCT-3'
FP
L -AGAAGACCAGGACTATGACTTGAG-3
CDH2
EP
N - CACCACTACTTGAGGAATTAAGGG-3
FP
5 -GACATCCAGTACCCTGATGC-3
Osteopontin
o RP
5- GCTGACTTTGGAAAGTTCCT -3




54

3.6. Seleksiyon Yapilan uPKH Kaynakli CD34* Hematopoietik K6k/Progenitor

Hiicrelerin Migrasyon Deneyi

Saglkli donor ve osteopetrozis hasta kemik iligi kaynakli mezenkimal
hiicrelerin, osteopetrotik- ve saglikli- uPKH kaynakl CD34* hematopoetik hiicrelerin
migrasyonu ve tutunmasi Uzerine etkisini degerlendirmek igin migrasyon deneyi
yapiimistir. Hasta ve saglikh vericilere ait mezenkimal kék hiicreler CellTracker™
green floresan problar ile, uPKH’lerden elde edilen ve MACS yontemi ile ayristirilan
hasta ve saglikli vericilere ait CD34* hematopoietik kdk/progenitér hicreler ise
CellTracker ™ red floresan problar ile asagida belirtildigi gibi isaretlenmistir.
Transwell cemberin alt kisminda isaretli MKH’ler bulunmaktadir. 5 uM por buyikliGgia
olan transwell’in Ust kismina ise isaretli 5x10* CD34* HKH ekilmistir. %10 FBS iceren
MEM a besiyeri ile 37°C'de 4 saat inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonrasinda
transwell’in Ust kismindaki HKH’ler uzaklastirilip ¢emberin alt kismina migrasyon
yapan hematopoietik kok/progenitér hiicre populasyonu floresan mikroskop ile
gorintilenmis ve mezenkimal kdk hicrelerin HKH migrasyonu Uzerindeki etkileri

arastinilmistir (11, 104).

3.6.1. Mezenkimal Kok Hiicre’lerin CellTracker™ Green Floresan Problar ile

isaretlenmesi

Kiltirdeki MKH’lerin  (1x10% hiicre) Uzerindeki besiyeri uzaklastirihip
CellTracker™ Green CMFDA (ThermoFisher, C2925) calisma soliisyonu (20 uM)
eklenmis ve 37°C’'de 45 dakika inkibe edilmistir. SolGisyon uzaklastirildiktan sonra
serum iceren MKH besiyeri ile 37°C'de 30 dakika inkiibasyon yapilip hiicreler DPBS ile

yikanmistir. Hicreler %10 FBS igeren aMEM besiyerinde kiltir edilmistir.
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3.6.2. uPKH Kaynakli Hematopoietik K6k Hiicre’lerin CellTracker ™ Red

Floresan Problar ile isaretlenmesi

Hiicre sayimi yapildiktan sonra 5x10* uPKH kaynakli hematopoietik kék hiicre
1500 rpm’de 5 dakika santriflj edilmis ve pellet CellTracker™ Orange CMTMR
(ThermoFisher, C2927) calisma sollisyonu (20 uM) ile siispanse edilerek 37°C’de 45
dakika inklibe edilmistir. Santrifij ile sollisyon uzaklastirildiktan sonra kultir besiyeri
eklenip 37°C’de 30 dakika inkiibasyon yapilip PBS ile yikanmis ve hiicreler %10 FBS

iceren aMEM mediumda siispanse edilmistir .

3.7. istatistik Analizi: Metot spesifik verimlilikler, aritmetik ortalama degerler
(£ SEM) olarak verilmistir. Kat artisini hesaplayabilmek icin gen ifadeleri kontrol
orneklere gore normalize edilmistir. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir. Veriler GraphPad Prism 8.01. kullanilarak One-way ANOVA y&ntemi

ve T test ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hasta ve Saglikli Verici Eritroid Onciil Hiicrelerinden uPKH Gelistirilmesi
4.1.1.Eritroid Onciil Hiicrelerin Cogaltilmasi ve immiin Fenotiplendirilmesi

Saglikli dondr (n=1) ve hastalara (n=3) ait periferik kan 6rneginden elde edilen
monontiikleer hiicrelerden eritroid oncul hiicrelerin zenginlestiriimesi Sekil 4.1'de
gosterilmistir. Dondurulmus monontkleer hiicreler ¢ozullp kiltiire alinmadan 6nce
(0. glin) ve kiiltlr sonrasi 10. glinde hematopoetik ve eitroid dnciil hiicrelere ait ylizey
belirteglerinin ifadesine bakilmistir. Dondre ait hiicreler sifirinci giinde CD34 (%1,2),
CD45 (% 97.9), CD3 (%50,1), CD36 (% 2,8), CD71 (%10,4), CD235a (%5,7), kiiltiiriin 10.
gliniinde ise CD34 (%0,7), CD45 (% 6,1), CD3 (% 0,6), CD36 (% 95,6), CD71 (% 95,5),
CD235a (% 55,9) , hasta orneklerine ait hiicrelerin sifirinci gliniinde CD34 (%1,04
+0,05), CD45 (%95,6 + 1,2), CD3 (%47,6 £ 1,7), CD36 (%8,9 + 1,1), CD71 (%5,2 £ 1,1),
CD235a (%4,2 + 1,3), kilturiin 10. gliniinde ise CD34 (% 0,6 £ 0,1), CD45 (% 3,9+ 0,5),
CD3 (% 0,8 + 0,03), CD36 (% 98,7 + 0,06), CD71 (% 98,05 + 0,08), CD235a (% 88,8 +
1,4) ylizey belirteclerini belirtilen oranda ifade ettikleri gézlemlenmistir. Ancak hem
hasta hem de dondr 6rneklerinde 0. giinde CD34, CD45 ve CD3 hematopoetik ylizey
belirteg ylizdesi yliksek iken, 10 giinde azaldigi gbzlemlenmistir. Eritroid progenitor
hiicrelerine ait CD36, CD71 ve CD235a vyilzey belirteclerinde ise 0. gin ile
karsilastirildiginda artis gézlemlenmistir (Sekil 4.2). Donér ve hasta 6rneklerinin ylizey
belirteclerinin 0.glin ve 10.glin icin ortalama ve £ SEM degerleri Sekil 4.2’de bar grafigi

olarak gosterilmistir.



0. glin 3. gln 6.glin 10. giin

Donor

Hasta 5x10° Eritroid

§  onciil hiicre

Hasta

o 10x ff St ; 0% -
Hasta
3 10
h T ol g i 10x § —— 10x

Sekil 4.1. Eritroid hlcrelerin zenginlestirilmesi. a) Periferik kan monontikleer hiicrelerinden eritroid 6ncul hiicrelerin ekspansiyonu ve
morfolojik izlemi.(0., 3. Ve 6. giinler 10X buyitme, 10. giin 20X buyutme).

— 20x
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Sekil 4.2. Eritroid progenitor hiicrelerin zenginlestirilmesi. a) Klltir 6ncesi (0.glin, Ust sira) ve eritroid éncillerin zenginlestirilmesi sonrasi (10.gtin,

alt sira) immanfenotiplendirilmesi (reprezentatif figlir hasta 3’e aittir), b) Eritroid progenitor hiicre ylizdesindeki artisin ortalama ve = SEM
degerleri belirtilmistir.
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4. 1.2. Hasta ve Saglkl Vericilerden uPKH Gelisiminin izlemi, Koloni Segimi

ve Pasajlama

Eritroid oncil hiicrelere transdiiksiyon isleminden sonra 7. giinden itibaren
koloniler goriinmeye baslamistir. Hem dondr hem de hastalara ait uPKH kolonilerinin
10. ginde kaldirim tasi benzeri yapiya, yuvarlak sekil, blyuk nikleus ve kompakt
multiseliler koloni 6zelligine sahip olduklari gézlemlenmistir. 12-15.glinler arasinda
uygun morfolojiye sahip uPKH kolonileri mikrodiseksiyon yontemi ile secilmistir (Sekil

4.3).

1.giin 7.gin 10.giin

Dondr 1

Hastal
10x

Hasta2

Hasta3

Sekil 4.3. Saglikh dondr ve hasta periferik kan mononikleer hiicrelerinden zenginlestirilen eritroid
oncul hicrelerden uPKH gelisim sirecinin morfolojik takibi. Ok ile gosterilen koloniler
manuel olarak segilebilecek uygun uPKH kolonileridir. Olympus mikroskop, 10x biyltme.

ilk pasajlamalar (PO-P3) programlanmamis ya da diferansiye olmus hiicrelerin
uzaklastirilmasi amaci ile manuel olarak yapilmistir. 3. pasajdan sonra ise EDTA ile
insan uPKH kolonileri pasajlanarak ileri pasajlara getirilmistir. Olusan uPKH kolonileri
2-3. pasajdan baslanarak yedekleme amaci ile ve ileri arastirmalarda kullaniimak
Uzere dondurularak sivi azot tankinda saklanmistir. Pasaj 20’ye kadar getirilen

kolonilerin belirli araliklarla alinan goriintileri Sekil 4.4’te verilmistir.



Donor 1

Hasta 1l

Hasta 2

Hasta3

Sekil 4.4. uPKH kolonilerinin pasajlanmasi ve kolonilerin expansiyonu. Pasaj 0, pasaj 5, pasaj 10, pasaj 15 ve pasaj 20’deki donor ve hastalara ait

UuPKH kolonilerinin isik mikroskop goriintsi. (4X bUyUtme)

09
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4. 2. Uyarilmig Pluripotent Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Bir donor (3 klon) ve Ui¢ hastaya (her bir 6rnek igin 3’er klon) ait pasaj 5’e

getirilen toplam 12 koloni karakterize edilmistir.
4.2.1. immiin Floresan ve Alkalen Fosfataz Boyama

Karakterize edilen bitin uPKH kolonilerinde pluripotensi faktorlerinin
(OCT4, SSEA4, TRA1-60 ve SOX2) ifadesi protein seviyesinde galigiimistir. Belirtilen
pluripotensi faktorleri agisindan bitin kolonilerin pozitif oldugu ve ALP aktivitesi
gosterdikleri gozlemlenmistir (Sekil 4.5), koloniler ¢ekirdek boyasi olarak DAPI ile

boyanmistir. Koloniler arasinda belirgin fark gézlemlenmemistir.

1SIK Mikroskobu  DAPI SOX2 TRA1-60  CAKISMA  ISIK Mikroskobu  DAPI

Donor 1-sev
IPS-P5#1

Donorl-sev
IPS-P5#3

Donor 1-sev
IPS-P5#4

Hastal-sev
1ps-p5#3

L
!

Hastal-sev
1ps-P5#4

. '

Hastal-sev
1ps-P546

Hasta 2- SeV
IPS-P5#2

'O

Hasta 2- SeV
IPS-P5#6

Hasta 2- SeV
IPS-P5#7

Hasta 3- SeV
IPS-P5#1

Hasta 3- SeV
IPS-P5#2

Hasta 3- SeV
IPS-P5#3

R°.*®
|

Sekil 4.5. Pasaj 5'teki saglikli donor ve hasta kaynakli uPKH kolonilerinin AP ve immiinfloresan

boyama ile degerlendirilmesi (200uM biiyitme).
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4.2.2. uPKH’lerin Akim Sitometri Analizi

Akim sitometri analizlerinde, gelistirilen uPKH’lerin %90’indan fazlasi OCT4
(Donér- %92,6 + 3,6; hasta-%95,2 + 1,57) ve SSEA4 (Donor- %98,9 + 0,6; Hasta
%99,0 + 1.7, P<0.05) pozitif iken, CD36 (Dondr %3.1 £1.1; Hasta %4,1 + 1,7) ve
CD235a (Dondr %1.33 10.6; Hasta %1,71+ 0,6) ( P<0.05) igin negatif veya zayif
pozitiftir (sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Saghkh dondr ve hasta kaynakli uPKH hiicrelerinin akim sitometrik analizi
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4.2.3. uPKH’lerde Pluripotans iliskili Gen ifadesi

Pluripotans iliskili genler; endo-OCT4, endo-SOX2, c-MYC, REX1, NANOG,
KLF4, TERT, REX1, UTF-1, DNMT3B ve CDH1 gercek zamanli -PCR ile mRNA
seviyesinde ¢alisiimistir. Kontrol olarak B-aktin geni kullaniimistir. Gen ifadelerindeki
kat artisi negatif kontrole (dondr eritroid progenitor hiicresi) gore normalize
edilerek hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi, uPKH bankamizda bulunan, daha dnce karakterizasyonu tamamlanmis, 21
nolu uPKH hatti kullanilmigtir. Pasaj 5’teki bitiin uPKH hatlarinin endojen

pluripotans iliskili genlerini ifade ettigi gosterilmistir (Sekil 4.7).



uPKH Pozitif Kontrol
Negatif Kontrol
Donor 1 - SeV-IPS #1
Donor 1 - SeV-IPS #3
Donor 1 - SeV-IPS #4
Hasta 1- Sev-IPS #4
Hasta 1- Sev-IPS #6
Hasta 1- Sev-IPS #9
Hasta 2- Sev-IPS #2
Hasta 2- Sev-IPS #6
Hasta 2- Sev-IPS #7
Hasta 3- Sev-IPS #1
Hasta 3- Sev-IPS #2
Hasta 3- Sev-IPS #3

Sekil 4.7. uPKH’lerde pluripotans-iliskili gen ifadelerinin gqRT-PCR ile analizi

Endo-Oct-4 Endo-Sox-2

c-MYC

Nanog

REX-1

KLF-4

TERT-1

UTF-1

DNMT

il
1
2
3
4
5
6
7/
8
9

=
(&)

<9
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4.2.4. Uyarilmig Pluripotent Kok Hiicre’lerin Farkhilasma Potansiyellerinin

incelenmesi

Spontan Embriyonik Cisimcik Olusturma ve Ug¢ Germ Yapragina Farklilasma

Spontan farklilasan embriyonik cisimciklerin G¢germ yapragina farklilasma
potansiyelleri degerlendirilmistir. uPKH’lerin in vitro farklilasma potansiyellerini
degerlendirmek igin EC-olusum deneyi kenarlari belirgin, kompakt yapiya sahip
pasaj 24’teki Donor 1, hasta 1, hasta 2, hasta 3 kaynakh uPKH kolonilerinden
yapilmis ve aggrewell ile embriyonik cisimcikler elde edilmistir. Gelistirilen EC'ler
spontan farklilasmaya birakildiginda, ilk glinden 21. giine dogru embrogenezin
erken donemine benzer sekilde belirgin morfolojik degisikler (boyut artisi, g
boyutlu sferoid goriiniimde belirginlesme, EC icerisinde farkh yogunlukta alanlar;
kistik olusumlar ve/veya prolifere olan i¢ hlicre katmani) izlenmistir. Sekil 4.8’de

EC’lerin morfolojilerindeki degisim gosterilmistir.



Donorl

Hastal

Hasta 2

Hasta 3

Sekil 4.8. Saglik dondr ve osteopetrozis hasta kaynakli uPKH’lerin in vitro farklilasma potansiyellerinin EC'lerin spontan farklilasma deneyi ile
degerlendirilmesi. 0. ve 1. Gun goriintlleri aggrewell icerisindeki EC’lere aittir. 7. giinden itibaren embriyonik cisimcikler arasinda farkllik
gozlemlenmeye baslamistir. (4X blyitme)

L9
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Ug¢ Germ Yapragi Belirteg Analizi igin Embriyonik Cisimciklerin immiinfloresan

Boyanmasi

Bir donor ve (i¢ hastaya ait klonlarin {i¢ germ yapragina (ektoderm, endoderm,
mezoderm) farkhlasma postansiyeli protein seviyesinde floresan boyama ile
gosterilmistir. 21. glinde EC'lerin her biri anti-MAP2 (ektoderm), anti- SOX17
(endoderm), anti-a-SMA (mezoderm) antikorlari ile yapilan Ucli boyamada pozitif

sinyal gostermistir (Sekil 4.9).

Donor1l Hastal Hastat2 Hasta 3 Donor Hastal Hasta 2 Hasta 3 Donor1 Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3
o SMA a SMA o SMA a SMA SOX17 SOX17 SOX17 SOX17 MAP2 MAP2 MAP2 MAP2

S ........-.

DAPI

Faz
Kontrast

sekil 4.9. Spontan farklilagan EC'lerin 21.glinde yapilan immunfloresan boyamalarinin konfokal
mikroskop gorintileri. a-SMA (mesoderm), SOX17 (endoderm), MAP2 (ektoderm)
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Spontan Farklilagtirilan Embriyonik Cisimciklerin Hematoksilen & Eozin ve

immiinohistokimya Boyamalari

Parafine gomili EC’lerden alinan histolojik kesiter hematoksilen & eosin
boyama ve dokuya spesifik belirtegler ile imminhistokimya boyama yapildiginda,
osteopetrozis hasta- ve donor— uPKH kaynakli EC’lerin spontan farklilagsmaile (i germ

yapragina ait dokulara farkhlastiklari gosterilmistir (Sekil 4.10).

SMA

Sekil 4.10.Dondr ve osteopetrozis kaynakh uPKH’lerin Giggerm yapragina farklilasma potansiyellerinin
degerlendirilmesi. a) Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama, sirayla 7., 14. ve 21.gln (50 um
blylitme). 14 ve 21.glin boyamalarinda yuvarlak icine alinan bélgeler kiicik rozet olusturan
noreektodermal (NE) hicreler, dikdortgen icerisine alinan bolgelerde ise kavitasyon, kese
ve kist olusumlari, miyogenezis, endoderm ve mezensim olusumu. EC’lerde programlanmis
hicre 6limu ile 6ne ¢ikan karyoreksi mevcut, b) EC kesitlerinin doku spesifik boyalarla
imminhistokimya boyama sonucunda ¢ germe ait dokularin oldugu gézlemlenmistir. Tuj1,
MAP2, Doublecortin (Noral Belirteg), CDX2 (Trofoektoderm, intestinal belirteg, endoderm),
o-SMA, ZEB1, E-cadherin (mezodermal belirteg).
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RT-PCR ile Ug Germ Yapragina Ait Gen ifadelerinin Gésterilmesi

uPKH’lerin Gi¢ germ yapragina farklilasma potansiyeli, gercek zamanli-PCR ile
MRNA seviyesinde gosterilmistir. Endojen kontrol geni B-aktin kullanilmistir. Donér
kaynakh uPKH hicresi negatif kontrol olarak kullaniimis ve bu degerlere goére
normalize edilerek 222CT degeri hesaplanmistir. 7. giinde ektoderme ait MAP2
(donorde 6, hastalarda ise 5 kat) ve endoderme ait SOX17 gen ifadesinde (Dondrde
1.5, hastada 3.5 ), 14. ginde mezoderme ait a-SMA gen ifadesinde (donérde 1.6,
hastada 1.2 ), MAP2’de (Donor ve hastada 8.8 ) ve SOX17 ( Donodrde 9.7 iken hastada
17.5), 21.giinde a-SMA (Dondérde anlamli fark gozlemlenmemisken, hastada 1.3) ,
SOX17 (Donérde 7.8, hastada 13.5) , MAP-2 (Donorde 8.6, hastada 17.8) kat artisi
gozlemlenirken, pluripotans iliskili bir gen olan OCT4 ifadesinde ise belirgin azalma

oldugu gozlemlenmistir (sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Embriyonik cisimciklerin RT-PCR ile 3 germ yapragina ait gen ifade analizi. Donér kaynakli uPKH’leri kontrol olarak kullaniimistir. Farklilasmanin
7, 14., ve 21. glinlerindeki hasta kaynakli spontan farklilasan (s.f) 3 6rnegin ortalama ve + SEM degerleri her gen i¢in ayri ayri hesaplanmistir.
OCT4; 7.glin ( 0,025 +0,0030), 14.glin (0,30 +0,16), 21.glin (0,11 + 0,022). a-SMA; 7.glin (0,87 + 0,056), 14. giin (1,3 * 0,41), 21. gin (1,4
+ 0,16). MAP2; 7.gin (5,2 +2,0), 14.giin (8,9 + 3,4), 21.gin (18 *3,4). SOX17; 7.giin (3,5 +0,53), 14. giin (17 +8,7), 21.gin (13 * 2,4).

TL
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Sendai Viral Vektor Kaybolmasinin Gosterilmesi

Ekzojenik genetik materyalin kaybolma sireci konvansiyonel PCR ile
gosterilmistir. Viral transgenler icin KLF-4, SOX-2, c-MYC ve OCT-3/4 ifadesine
bakilmistir. Koloni 6rnegine bagli olarak KOS ve KIf4 erken pasajda (Pasaj5)
kaybolurken, SeV ve c-Myc ekzojenik genler ise erken pasajda kayboldugu kolonilerin
olmasiyla birlikte, kolonilerde ¢ogunlukla gec¢ pasajda (pasaj 15-pasaj 20) kayboldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.12, 4.13).
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Sekil 4.12. uPKH’lerde SeV ve KOS transgen kaybinin konvansiyonel PCR ile degerlendirilmesi. Her bir vektorin jel gdriintisi igin st siradaki kuyucuklara

pasaj 5, alt siradaki kuyucuklara sirayla pasaj 10, pasaj 15 ve pasaj 20 ornekleri ylklenmistir. Biitin jellerde érnek siralamasi ayni sekilde

vapilmistir. SeV: Viral vektor ana iskeleti, KOS: KLF4+OCT4+SOX2
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Sekil 4.13. uPKH’lerde KIf4 ve c-Myc transgen kaybinin konvansiyonel PCRile degerlendirilmesi. Her bir vektorin jel gérintisd icin Gst siradaki kuyucuklara

pasaj 5, alt siradaki kuyucuklara sirayla pasaj 10, pasaj 15 ve pasaj 20 ornekleri ylklenmistir. Bitin jellerde ornek siralamasi ayni sekilde

yapilmistir.
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Osteopetrotik uPKH’lerde TCIRG1 Mutasyonunun Dogrulanmasi

Osteopetrotik- uPKH’lerinden yeni nesil sekanslama ile mutasyon
dogrulama calismasi yapilmistir. Hasta orneklerinde tani aninda tespit edilen
mutasyonlar ile bu hastalarin periferik kan mononikleer hicrelerinden
zenginlestirilen eritroid 6ncil hiicrelerden gelistirilen ve pasaj 20’ye getirilen uPKH

kolonilerinin mutasyonunun ayni oldugu dogrulanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Yeni nesil sekanslama ile hasta uPKH’lerinde TCIRG1 mutasyonunun korundugunun
dogrulanmasi.

Transdiiksiyon 6ncesi hasta
drneklerinin tagidigi mutasyon

Gen Exon Mutation Klon adi Mutasyon Mutasyon orani
TCIRG1 5 g.4062G>A Hastal-1PS#Sev IVS5+5G>A 100%
(alternatif isim)
TCIRG1 6 g.4389G>A hasta 2-1PS#Sev IVS5+5G>A 100%
(alternatif isim)
TCIRG1 9 g.5212delCinsAA, Hasta 3-IPS#Sev g.5212delCinsAA, 100%
Leu288Asnfs202X Leu288Asnfs202X

4.3. uPHK’lerin Hematopoietik Kok/ Progenitér ve Myeloid Hiicrelere

Farklhilagtiriimasi
Hematopoetik farklilasma deneyi 6 farkli protokol denenerek gerceklestirilmistir.

Protokol 1 deney siirecinde ilk 24 saatten sonra, aldigimiz referans kaynaga
gore (105) embriyonik cisimcik olusmasi beklenirken 10-20 hiicreli agregatlar
dagiimis ve 6lu hicre sayisi %50'nin lizerinde gézlemlenmistir. 8. glinden itibaren
normoksik ortama alinan hicrelerin %90’indan fazlasi 614 olarak gozlemlenmistir
(Sekil 4.14a). Deney tekrarlarinda da benzer sonug elde edilmistir. Es zamanh
olarak uygulanan Protokol 2’de de embriyonik cisimcik olusturduktan sonra
hematopoetik farklilasma denenmistir. Ancak 24. saatten sonra embriyonik
cisimciklerin dagildigi ve hipoksik ortamdan normoksik ortama alinan hiicrelerin

oldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Hipoksik ortamda hematopoetik farklilasma. Reprezentatif figlir hasta uPKH
ornegine aittir. a) Protokol 1, hicre agregatlarindan hipoksik ortamda
hematopoetik farklilasma, b) protokol 2, embriyonik cisimciklerden hipoksik
ortamda hematopoetik farklilasma.(4X blyttme)

Protokol 3’te OP9 hiicre hatti ile hem hasta hem de donér kaynakli uPK
hicre hatlarindan hematopoetik kék hicre eldesi denenmistir. Aggrewell ile
embriyonik cisimcik olusturulup low attachment kultlir kabinda 4 giin kalttr
edildikten sonra, embriyonik cisimcikler konfluent OP9 hiicre hatti lzerine
aktarilarak 4 glin boyunca normoksik sartlarda kiltir edilmistir (Sekil 4.15). Ancak
8. glinlin sonunda akim sitometri analizi ile hematopoetik kék hiicre belirteci
CD34, CD45 yizdesinin %10’un altinda ve CD14, CD18, CD11b ve CD115 myeloid
hicre ylUzdesinin ¢ok dislik oranda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16). 4 giin daha
ayni besiyeri ile hiicreler kiltiir edilmis ve akim sitometri ile hematopoetik hiicre
belirteglerinin yizdelerinin halen daha disiik oldugu, belirgin bir artis olmadigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Protokol 3, OP9 hicre hatti kokultirt ile uPKH’lerin hematopoetik farklilasimasinin morfolojik takibi (4x blyUtme). 0. glin ve 24. saat aggrewell
icerisindeki embriyonik cisimcikleri, 1.-3.glin low attachment, 4.-8. glin goriintileri ise OP9 hiicre hatti Gzerinde HKH'lere farklilasan hiicreleri

gostermektedir
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Sekil 4.16. Protokol 3, uPKH’lerin hematopoetik farklilastiriimasinin akim sitometrik analizi. Reprezentatif figiir hasta 1 6rnegine aittir. CD45 gate’i
alinmis ve back gating yapilarak elde edilen bu popiilasyon igerisinde hematopoetik ve myeloid hiicre yiizdesi degerlendirilmistir.
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Protokol 4’te aggrewell ile embriyonik cisimcik olusturulup ilk 3 giin low
attachment kiltir kabinda, 4.glin embriyonik cisimcikler matrijel kaph 6 kuyucuklu
doku kiltiir kabina aktarilmis 12 gilin boyunca normoksik sartlarda kiltiir edilmistir
(sekil 4.17). 8 ve 12. glinlerde CD34, CD45 hematopoetik kok hiicre ylzdesi ve CD14,
CD18, CD11b, CD115 myeloid hiicre ylzdesinde belirgin bir artis olmadig
gozlemlenmistir(Sekil 4.18).

Aggrewell 0.giin Agrewell 24.saat 1. glin

Sekil 4.17. Protokol 4, uPKH’lerin hematopoetik farklilastiriimasinin morfolojik  degerlendirilmesi
(4x blyltme). ). 0. giin ve 24. saat aggrewell icerisindeki embriyonik cisimcikleri, 1.-
3.glin low attachment, 4.-8. glin gorintileri ise Matrijel tizerinde HKH’lere farklilasan
hiicreleri gdstermektedir.
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Sekil 4.18. Protokol 4, uPKH’lerin hematopoetik farkhlastiriimasinin akim sitometrik analizi. Reprezentatif figiir hasta 1-uPKH kaynakli HKH 6rnegine aittir.
CD45 gate’ i alinmis ve back gating yapilarak elde edilen bu popilasyon icerisinde hematopoetik ve myeloid hiicre yizdesi degerlendirilmistir.
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Protokol 5'te aggrewell ile embriyonik cisimcik olusturulup daha sonra low
attachment kiltir kabina aktarilmis 12 giin boyunca normoksik sartlarda, 100
rom’deki sallayicida kiltiir edilmistir (sekil 4.19). 8 ve 12. glnlerde CD34, CD45
hematopoetik kok hiicre yilizdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid hiicre

yuzdesinde belirgin bir artis olmadigi gézlemlenmistir(Sekil 4.20).

Agrewell 24. saat

Sekil 4.19. Protokol 5, low attachment petri kabinda uPKH’lerin hematopoetik farklilagsmasinin
morfolojik takibi (4x buyldtme). ). 0. glin ve 24. saat aggrewell icerisindeki embriyonik
cisimcikleri, 1.-12.gin gorintileri low attachment kiltir kabinda HKH’lere farklilasan

hiicreleri gostermektedir

Protokol 6: STEMdiff™ hematopoetic Kit kullanilarak donér ve osteopetrozis
hasta kaynakli uPKH kolonilerinden hematopoetik farklilasma deneyi yapilmistir. Kit
protokoliine gore 12. gilinde gozlemlenmesi beklenen morfoloji 10. glinde
gozlemlendigi icin (Sekil 4.21), 10. glinde akim sitometri analizi ile hematopoetik kdk
hiicre belirteci CD34, CD45 yiizdesi ve CD14, CD18, CD11b ve CD115 myeloid hiicre
ylzdesi degerlendirilmistir. Sekil 4.22’de de goruldigu gibi CD45 gate’i alinan
popililasyonda hematopoetik hiicre ylzey belirteci ylizdesi (CD34+ CD45+ ) % 90’In

Gzerinde oldugu gozlemlenmistir.



o ADSHILOW. 34453843 ADSHTLOW, 34453843 ADS HT LOW, 34453843 ADSHI LOW. 34453843 ADSHT LOW., 34453843
o Gate: (P3 inall) 2 Gate: (P7 in (P3in all)) 2 Gate: (P7 in (P3in all)) 2 Gate: (P7 in (P3in all)) ) Gate: (P7 in (P3in all))
s h h - *19% 1.7%
g 2 2 2 4
£ 7 . . - < 3
3 ""'”s g
I o - R - =8 - 8 gv 3
P7 5%
©3 61,6% o o Q &3 .
B 2 2 2 FRERE -
. 21% 3,0% 1,3% g8 -i%
o, @ 59‘5,9% 0,6%
S T T TTI_TTIrT rrrmr e L e e L = L
wld wh  wd W B [ R A I AT Wowl Wl Wl Wt W W W Wl Wl W W B T wl7 O T T T
CDA5-APC-A CD34-PeiCP-CyS 5-A CD38-PE-A CDA3-FITC-A CD38-PE-A
AD4 HT LOW ATTA. KONT ADBHILOW  11B1411545 ADBHILOW  11B 1411545 ADBHILOW  11B1411545 ADSH1 LOW, 34453843
e Gate: (P3inall g _Gate: (P7in (P3in all)) g _Gate: (P7 in (P3in all)) g _Gate: (PTin (P3in all)) = Gate: (P7in (P3in ally
" JT6% 0,0% = = ” i 0,8%
ks g 2 2 B
R 54
z - o 2 2
S El S O 3
i & 3 i ¥
g 2 2 - 2 £
o : f
a4 13,7% 12,5% 43,2% 8 3
o £-3
-' = = . = Tt T T T
P B S T R R S W el Wl W ot WS Wb W72 W oWl Wl W3 W WS W W2 I R e A B 238 wh  uh b w2
APC-A CD11b-PerCP-CyS 54 CO14-FITC-A CD115-PE-A CDAZFITC-A

Sekil 4.20.Protokol 5, uPKH’lerin hematopoetik farklilastiriimasinin akim sitometrik analizi. Reprezentatif figlir hasta 1-uPKH kaynakh HKH 6rnegine aittir.

CD45 gate’ i alinmis ve back gating yapilarak elde edilen bu popitilasyon igerisinde hematopoetik ve myeloid hiicre yiizdesi degerlendirilmistir.
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Sekil 4.21. Protokol 6, uPKH’lerin hematopoetik farklilasmasinin morfolojik takibi (4x bliyitme). 5.glinden itibaren hematopoetik hiicre adaciklari

gozlemlenmeye baslanmistir.
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Sekil 4.22. Protokol 6, Donor ve osteopetrozis hasta kaynakli uPKH’lerden hematopoetik farklilagsan hiicrelerin akim sitometrik analizi. CD45 gate’ i alinmis ve

back gating yapilarak elde edilen bu popiilasyon igerisinde hematopoetik ve myeloid hiicre yiizdesi degerlendirilmistir.
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4.3.1. uPKH Kaynakh CD34* Hematopoetik Kok Hiicrelerin Koloni
Olusturma Kapasitelerinin Degerlendirilmesi ve

immiinfenotiplendirilmesi

MACS yontemi ile, manyetik boncuk aracihgl ile ayristirlan CD34*
hematopoetik hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri methocult deneyi ile
degerlendirilmistir. Hem donor- hem de osteopetrotik-uPKH kaynakh
hematopoetik hucreler (Saflik > % 94) granulosit /makrofaj (CFU-M, CFU-G ve
CFU-GM) ve karisik (CFU-GEMM) kolonileri olusturdugu gozlemlenmistir. Donor
uPKH kaynakh—hematopoetik hiicreleri, osteopetrotik uPKH kaynakh -
HKH’lerden farkh olarak BFU-E kolonilerini olustururken, dondér-HKH'leri ile
karsilastirildiginda osteopetrotik-HKH’ler daha yiliksek oranda CFU-M kolonilerini
olusturmustur (Sekil 4.23).

Methocult sonrasi olusan kolonilerin  immiunfenotiplendirilmesi
yapilmistir. Osteopetrotik hasta kaynakli hiicrelerin CD14, CD16, CD18, CD33,
CD36, CD41 ve CD45 ylizey belirteci ylizdesinin dondr- kaynakli hiicrelerden daha
yuksek oldugu, dondr kaynakli hiicrelerin ise daha yiksek CD36 yiizey belirteci

ylzdesine sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. Hematopoetik farklilasan hiicrelerin koloni olusturma potansiyelinin degerlendirilmesi. Ust sira donére ait, sirasiyla CFU-GM, CFU-M, CFU-GEMM
ve BFU-E kolonilerini gésterirken, hastaya ait alt sira CFU-GM, CFU-M ve CFU-GEMM kolonilerini géstermektedir (100 uM biyitme). Bar grafikler
donor ve hasta érneklerine ait koloni sayilarinin ortalamalarini gostermektedir.
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Sekil 4.24. Donér ve hasta hematopoetik kolonilerinin immiinfenotiplendirilmesi. Ust sira donér, alt sira hasta drneklerine aittir. Methocult deneyinde olusan

kolonilerin hemetopoetik- myeloid yiizey belirteg yiizdelerinin degerlendirilmesi.
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4.3.2. uPKH Kaynaklh Hematopoetik Hiicrelerin Myeloid Farkhlastiriimasi

88

Hematopoietik hiicre matiirasyonu ve myeloid hiicre ekspansiyonu i¢in donor

ve osteopetrotik uPKH kaynakli hematopoetik hicreler kiltir edilmistir. Literaturde

benzer calismalarda CD34+CD43+CD45+ hiicrelerin myeloid hiicreler oldugu

belirtilmistir (106). Farklilasma sonrasi elde edilen uPKH-hematopoetik kaynakli

hicrelerin myeloid hiicre ylzey belirteci ifade ettigi gozlemlenmistir. Morfolojik

gorintileri ve akim sitometri analiz grafikleri Sekil 4.25’de, ortalama + SEM degerleri

Tablo 4. 2'de verilmistir .* CD34 gate’i,, **CD45 gate’i alinmis ve back gating yapilarak

elde edilen bu popllasyon igerisinde hematopoetik ve myeloid hiicre yilizdesi

degerlendirilmistir.

Tablo 4.2. uPKH HKH- kaynakh myeloid farklilasan hiicrelerin akim sitometrik analizi degerleri

%* CD34 %*CD34+CD45+ %*CD34+CD38 %*CD34+CD43 %*CD34+CD43+CD45+
Dondr HKH Kontrol 92,3 84,2 43,7 90 58
Hasta HKH Kontrol 93,910,5 61,6+ 0,4 47,910,7 97,910,4 59,8%0,6
Donor-Myeloid 24,1 81,9 32,4 85,3 58,6
Hasta -Myeloid 26+138 53,2+3,4 249+1,.2 89,3+ 3,5 38,6+ 4,9
%**CD45  %**CD45+CD11lb+ %**CD45+CD14+  %**CD45+CD16+ %**CD45+CD18+
Dondr- HKH Kontrol 87,2 6,5 21 0,6 10
Hasta HKH Kontrol 80,4+1,1 37,6%1,2 14,140,8 4,9%0,3 8,910,4
Donor-Myeloid 74,8 24,1 39,6 21,9 15,9
Hasta -Myeloid 60,6 + 3,3 30,7+ 7,1 29,2+ 2,3 27,2+ 2,5 33,8+ 1,7
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Sekil 4.25. Hematopoetik farklilastirilan hiicrelerin myeloid ekspansiyonu. Ust sira donér ve hastalara ait myeloid farklilasan hiicrelerin morfolojik takibini
godstermektedir. Akim sitometri analizi grafikleri Hasta 1’e aittir. Ust siradaki grafikler CD34* popiilasyonu igerisindeki hematopoetik hiicre yiizdesini,
alt siradaki grafikler ise CD45 popiilasyonu igerisindeki myeloid hiicre poplilasyonunu géstermektedir.
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4.4. Saghk Donér ve Osteopetrotik uPKH Kaynakhh Hematopoetik

Hiicrelerin Osteoklast Farklilasmasi

4.4.1.0steoklastlarin Morfolojik Degerlendirilmesi, SEM ile Goriintiileme

ve immiinfloresan Boyama

uPKH ‘lerden elde edilen hematopoietik kok/progenitor hicreler myeloid
prekilrsorlere farklilastirildiktan sonra osteoklast hiicrelerine indiiklenen hiicreler
belirli araliklarla gorintllenmistir (Sekil 4.26a). Olusan hiicreler 21. glinde taramali
elektron mikroskop (SEM) ile degerlendirildiginde donor-uPKH kaynakli osteoklast
hiicrelerinin osteopetrotik -uPKH kaynakli osteoklast hiicrelerine gére daha uzun
podozoma sahip oldugu goézlemlenmistir. (sekil 4.26a). Hem dondr hem de
hastalara ait uPKH-hematopoetik kaynakli myeloid hiicrelerin 23 ¢ekirdek iceren
TRAP pozitif osteoklast benzeri hiicrelere farklilastigi tespit edilmistir. Rodamin
boyamada hasta osteoklastlari donére kiyasla daha zayif aktin halkalar olusumu ve

daha zayif Katepsin K boyanmasi tespit edilmistir (Sekil 4.26b).
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Sekil 4.26. uPKH-hematopoetik kok hiicre kaynakh myeloid hicrelerin osteoklast farklilagmasi.
a)Osteoklast hiicrelerinin morfolojik takibi, b) Taramali elektron mikroskop (SEM)
goruntsi (10 um buyidtme) (en sol donor ve hasta kaynakli 6rnekler), Kathepsin K,
Rodamin ve TRAP osteoklast spesifik belirteclerin imminfloresan goriintisi.
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4.4.2. Osteoklastlarin immiinfenotiplendirilmesi

Literatirde CDA45-gate’i igerisindeki CD14+CD16+ ve CD18+CD51/61+
hicre ylzey belirtecleri, osteoklast dncil hiicre belirteci olarak belirtilmistir (107).
Farklilasma deneyinin 21. glintiinde, uPKH kaynakli osteoklast hiicrelerinde CD45-
gate’li CD14+CD16+ ve CD18+CD51/61+ ylizey belirteci oraninin %97 uzerinde
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. uPKH kaynakli osteoklastlarin immiinfenotiplendirilmesi. Ust sira donére,alt sira hasta
3’e aittir. CD45-gate’i icerisinde CD14+CD16+ ve CD45 gate’i icerisinde

CD18+CD51/61+hiicreler osteoklast dncil hiicreleri gostermektedir.
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4.4.3.0steopetrotik ve Saghkli Donor uPKH Kaynakh Osteoklastlarin Real

Time Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi (RT qPCR)

Prekirsor osteoklastlarin matiir faza gecerken ifade etmeye basladigl,
osteoklastogenezis ile iliskili Kathepsin K, Kalsitonin ve NFATc1 gen ifadelerini nicel
olarak gosterebilmek amaciyla, dizayn ettigimiz Katepsin K, Kalsitonin R, ve NFATc1
ileri-geri primerleri kullanilarak RT-qPCR yapilmistir. Farklilagsmanin 7. giiniinde
osteopetrotik-osteoklast hiicrelerinde Kathepsin K, Kalsitonin R, ve NFATcl gen
ifadesi gozlemlenmezken, dondr osteoklast hiicrelerinde osteoklast spesifik olan
bu genlerin yiksek oranda ifade oldugu goézlemlenmistir. 21. glinde ise dondér
osteoklastlari ile karsilastirildiginda osteopetrotik osteoklastlarin Katepsin K,
Kalsitonin R, ve NFATc1 gen ifadelerinin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 4.28). Farklilasmanin 21.gliiniindeki donor- ve osteopetrotik- uPKH kaynakli

osteoklast hiicrelerinin fenotipik ve genotipik 6zellikleri Tablo 4.2de verilmistir.



Tablo 4.3. Donor- ve osteopetrotik- uPKH kaynakl osteoklast hiicrelerinin farklilasmanin 21.gliniindeki fenotipik ve genotipik 6zellikleri

Hiicre kaynagi Kathepsin K-
IF boyama

Donor- uPKH
kaynakh
Osteoklast
hiicresi

Gucli pozitif

Osteopetrotik

- uPKH Zayif
kaynakh Pozitif
Osteoklast

hiicresi

TRAP-IF
boyama

Guglu
pozitif

Zayif
Pozitif

Rodamin-IF
boyama’da
Aktin halka
olusumu

Gugli

Zayif

Podozom
olusumu

Var, uzun

Cok kisa

Cok
cekirdekli

Kathep
sin K
ifadesi

Var

Cok
duslik

NFATc1
ifadesi

Var

Dusuk

Calc R
ifadesi

Cok
yuksek

Dusuk

CD14+CD1
6+CD45+
(% + SEM )

97,7

98,5 +0,6

CD18+
CD51/61+
CD45+

(% + SEM)

75

96,3t 3,25

V6
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Sekil 4.28. Donor- ve osteopetrotik hasta- uPKH’lerinden farkhlastirilan osteoklast hiicrelerin RT- PCR
ile gen ifadelerinin degerlendirilmesi. 22T degerleri gdsterilmektedir. Donér myeloid
hiicreleri kontrol hiicre olarak kullanilmis ve GraphPad Prism 8.01 kullanilarak One-way
ANOVA yontemi ile istatistiksel analizleri yapilmistir. **P<0,0015, ***P<0,0007, ****
P<0,0001. (O.F: osteoklast farklilasma)

4.5. Osteopetrotik Hasta ve Saghkh Verici uPKH’lerinden Elde Edilen
Hematopoietik Kok/Progenitor Hicrelerin ve Hematopoietik Nis
Hiicrelerinin Etkilesimlerinin Degerlendirilmesi

4.5.1.0steopetrozis Hasta ve Saglikh Donor Kemik iligi Kaynakli MKH’lerin
Immiinfenotiplendirilmesi ve Adipojenik, Osteojenik

Farkhlagsmalarinin Degerlendirilmesi

Periferik kan mononikleer hiicrelerinden zenginlestirilen eritroid 6ncdl
hlcrelerden uPKH elde edilen donér ve osteopetrozis hastalarina ait kemik iligi
kaynakli MKH’ler karakterize edilmistir. Ki-MKH’lerin mezodermal yénde farklilasma
potansiyeli adipojenik ve osteojenik farklilasma ile degerlendirilmistir. Saghkli donor
Ki-MKH’leri her iki yonde de farklilasma gosterirken osteopetrotik hasta Ki-MKH’leri
sadece adipojenik farkhlasma gostermistir (Sekil 4.29). Akim sitometri analizi
sonucunda calisilan bitiin Ki-MKH’lerin CD29, CD44, CD73, CD90 ve CD105 yiizey

belirtegleri pozitif, CD45 ve CD34 belirtecleri icin ise negatiftir (Sekil 4.29).
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Hasta

Sekil 4.29. Osteopetrotik ve donor mezenkimal kék hiicrelerinin karakterizasyonu.
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4.5.2. uPKH Kaynaklh Hematopoietik Kok/Progenitor Hiicrelerin (HKH) Hasta

ve Saglikli Verici Mezenkimal Kok Hiicreler ile Kokiiltiirii

Mezenkimal kok hiicreler hematopoetik nisin en dnemli bilesenlerindendir.
Seleksiyon yapilan uPKH kaynakli CD34* hematopoetik kdk hiicrelerin, saglkli donor
ve osteopetrozis hasta Ki-MKH’leri ile kokiiltiirii yapildiktan sonra (Sekil 4.30)
hematopoetik ve myeloid hiicre ylizey belirteglerindeki degisim akim sitometri analizi

ile ve MKH’lerin gen ifadelerindeki degisim RT-PCR ile degerlendirilmistir.

g
o S

o, iRaalo,

2

"o
26 ,Sﬁv’p' L,

Hasta MKH-Donor HKH

Sekil 4.30.Saglikli dondr ve osteopetrotik hasta Ki-MKH’leri ile saglikli dondr- ve osteopetrotik hasta-
uPKH kaynakh HKH’lerin kokiltiri. 3 hasta kaynakh 6rneklerin her biri igin yukari gdsterilen
4 farkh kokaltir kombinasyonu denenmistir (10X blylitme).
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Kokiiltiir sonrasi CD45P°%tf seleksiyon ile elde edilen HKH’lerin

immiinfenotiplendirilmesi

Akim sitometri analizinde, kokdiltlir sonrasi manyetik boncuklar ile seleksiyon
yapilan CD45* hematopoetik hiicrelerin myeloid yonde farklilasma gosterdikleri

tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kokiltir oncesi ve sonrasi hematopoetik hicrelerin akim sitometri analizinin
degerlendirilmesi. Tabloda, 1 ile belirtilen bolgede CD34 gate’i alinarak elde edilen
popilasyon icerisindeki hematopoetik hiicre ylizdesi, 2 nolu bolgede ise CD45 gate’i
alinarak elde edilen populasyon igerisindeki myeloid hiicre yiizdesi degerlendirilmistir.
Akim sitometri analizi sonucu elde edilen degerlerin ortalamasi alinmis ve + SEM
degerleri hesaplanmistir. Back gate yapilarak kapr alinmistir. Donor HKH * Saglikli donor
MKH ile yapilan kokiiltiir sonrasi elde edilen HKH’leri, Donor HKH ** osteopetrotik MKH
ile yapilan kokdltir sonrasi elde edilen HKH’ler, Hasta HKH*, Saghkli donor MKH ile
yapilan kokiiltiir sonrasi elde edilen HKH’leri, Hasta HKH** osteopetrotik MKH ile yapilan
kokiltur sonrasi elde edilen HKH’leri gbstermektedir.

1

% CD34 %CD34+CD45+ %CD34+CD38 %CD34+CD43 % CD34+CD43+CD45+

Donér HKH Kontrol 92,3 84,2 43,7 90 58

Hasta HKH Kontrol | 93,9+ 0,5 61,6 = 0,4 47,9+0,7 | 97,9%0,4 59,8+ 0,6

Dondr HKH * 52,9 59,6 42,8 66,9 68,2

Dondr HKH ** 36,9%5,2 96,3+ 0,3 46,9+1,2 | 96,6+0,3 92,1+0,7

Hasta HKH* 14,0+1,02 | 87,8 0,3 51+1,7 92,9+0,9 86,9+0,9

Hasta HKH** 12,1+1,2 91,9+1,1 44,6+0,4 | 945%1,3 88,6 + 1,8
2

%CD45 [ %CDA45+CD11b+ %CD45+CD14+: %CD45+CD16+ | %CD45+CD18+

Dondr HKH Kontrol 87,2 6,5 21 0,6 10
Hasta HKH Kontrol 80,4+1,1 37,6+1,2 14,1 +0,8 4,9+0,3 8,9+0,4
Dondr HKH * 60,3 39,7 21,6 8,2 34,2
Dondr HKH ** 82+0,8 47,8+ 0,7 43,9+0,4 9,8+0,3 56,2 +0,7
Hasta HKH* 81,7+1,9 52,5+1,6 33,4%1,2 13,2+0,6 54,3 + 3,1

Hasta HKH** 81,1+1,9 63,9+ 2,8 63,9+1,8 19,1+1,4 81,7 +1,04
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Kokiiltir ~Sonrasi MKH’lerin Gen ifadelerininin RT-PCR ile

Degerlendirilmesi

HKH’ler ile osteopetrotik nis arasindaki etkilesimi degerlendirmek amaci ile
kokltlr sonrasi elde edilen MKH’lerin (CD29+CD90+ saflik > %95) gen profilindeki
degisiklik analiz edilmistir. HKH’lerin kendini yenilemesinde rol alan Jagged-1, niste
tutunmasini saglayan Sdf-1 ve uzun dénem HKH’lerin niste idamesini saglayan Kit
L gen ifadelerinde donor MKH (kokultiir oncesi) ile karsilastirildiginda
osteopetrotik MKH'lerde (kokiltir 6ncesi) dnemli 6l¢lide azalma gozlemlenmistir.
Saglkli donoér MKH’ler ile karsilastirildiginda, donér MKH & osteopetrotik HKH
kokdltirl sonrasi elde edilen MKH’lerde HKH havuzunun blyukIGgitna sinirlayan
Opn ifadesi 6nemli dlglide artmistir. En diisiik Opn ifadesi, donor Ki-MKH’lerinde
(kokiltlir 6ncesi) ve Osteopetrotik-MKH & Osteopetrotik-uPKH kaynakli HKH
kokultlrl sorasi ayristirilan MKH’lerde tespit edilmistir. Jagged-1, Sdf-1, Ang-1 ve
Kit-L ifadeleri, Osteopetrotik-MKH & Donor-uPKH kaynakli HKH kokdltiirii sonrasi
ayristirilan MKH’lerde onemli 6l¢iide artmistir. Bu sonuglar saghkli HKH’lerin,
osteopetrotik MKH’lerin gen ifadelerinin dizenlenmesinde rol aldigini

gostermektedir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31.Kokiiltlr sonrasi MKH’lerin gen ifadelerindeki degisimi. Donér MKH (Kokltir dncesi),
Hasta MKH (Kokultir oncesi). Donor MKH-Donor HKH, Donor MKH-Hasta HKH, Hasta
MKH-Donor HKH ve Hasta MKH-Hasta HKH ise kokdltiir sonrasi CD45 negatif seleksiyonu
ile elde edilen MKH’lerdir. Grafikler saghkli ve osteopetrotik uPKH kaynakli HKH'ler ile
kokultir sonrasi osteopetrotik MKH’lerin gen ifadelerinin nasil  degistigini
gostermektedir. GraphPad Prism 8.01 kullanilarak One-way ANOVA yontemi ile
istatistiksel analiz yapilmistir. *P<0.03, **P<0.005, ***P<0.0004, ****P<0.0001
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4.6. Saghkl ve Osteopetrotik MKH’lerin Saglikli ve Osteopetrotik uPKH

Kaynakli Hematopoetik Hiicrelerin Migrasyonu Uzerine Etkisi

In vitro migrasyon deneyleri transwell ¢ember kullanilarak yapilmistir.
Saglikli ve osteopetrotik MKH’lerin, saglikli ve osteopetrotik HKH’lerin migrasyonu
Uzerindeki etkisini degerlendirilmek icin 4 farkli kombinasyon yapilmistir ( Donor
MKH & Donor HKH, Donor MKH & osteopetrotik HKH, Osteopetrotik MKH &Donor
HKH, osteopetrotik MKH & Osteopetrotik HKH). Belirtilen kombinasyonlar her li¢
hasta 06rnegi icin tekrarlanmistir. Olympus [X73 floresan mikroskop ile
gorintilenen CellTracker ™ red floresan problar ile isaretli HKH’ler sayilmistir.
Her kombinasyonun ayni ornegi icin transwell’in ayni kuyucugundaki farkl
alanlarinda goriintiileme yapilmis, 5’er fotograftaki HKH sayisinin ortalamasi
alinmis, + SD hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Donor MKH& Donor HKH
kombinasyonunu ile karsilastirilarak analiz edilmistir. Donor MKH & Hasta HKH
kombinasyonunda 1.6 , Hasta MKH & Donor HKH kombinasyonunda 3,8 kat, Hasta
MKH & Hasta HKH kombinasyonunda ise 10,8 kat azalma gozlenmistir (sekil 4.32).



Dondr MKH-Donor HKH Donor MKH- Hasta 1 HKH

a.-

Hasta 1 MKH-Hastal HKH Hasta 1 MKH- Donér HKH

b 150

100

Sekil 4.32. Mezenkimal kok hiicrelerin uPKH kaynakli- hematopoetik kdk hiicrelerin migrasyonu lizerine etkisi. Donor MKH-Donor
HKH, Donor MKH-Hasta HKH, Hasta MKH-Donor HKH ve Hasta MKH-Hasta HKH migrasyon deneyinin farkh
kombinasyonlaridir. Bu dort deney grubu Ug¢ farkli hastaya ait osteopetrotik-uPKH kaynakli HKH’ler icin yapilmistir.
Goruntiler saglkh ve osteopetrotik MKH’lerin saglikli ve osteopetrotik uPKH kaynakli HKH’lerin migrasyonu {zerine
etkisini gostermektedir. a) Kokiltiir kombinasyonlarinin immun floresan mikroskop goriintlisi (10X biiyitme). b) Bar
grafik sonuglari, mean £ SD hesaplanarak sunulmustur. Donor-Donor kombinasyonu igin 5, grafikte belirtilen diger
kombinasyonlarin her biri igcin 5’er fotograf gériintiilenmis ve CellTracker ™ red floresan problar ile isaretlenen HKH'ler
sayllmistir. Belirtilen kombinasyonlar {i¢ hasta 6rnegi icin tekrarlanmistir. P<0,001

[40)"
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5. TARTISMA

Malign infantil osteopetrozis osteoklast hicrelerinin farklilasma veya
fonksiyonunda meydana gelen bozuklukla karakterize edilen nadir kalitsal bir
hastaliktir. Defektif osteoklast hiicreleri kemigi rezorbe edememekte, kemik gelisimi
ve vyeniden sekillendirilmesi bozulmakta ve kemik yogunlugu artmaktadir.
Fonksiyonel kemik iligi yerlesimi icin kemikler icerisinde yeterli alan saglanamadigi
icin gelisen kemik iligi yetmezligi sonucu; pansitopeni, ekstramedullar hematopoez,
optik sinirlere basi nedeni ile korluk, hidrosefali ve diger nérolojik komplikasyonlar
ortaya cikmaktadir (23). Kemigin yapisi, genisligi, periost altinda kemik olusumu ”
kemik i¢i kemik olusumu” gibi radyolojik 6zellikler klinik taniya yardim etmektedir.
Osteoklastlar hematopoetik kok hiicre kokenli, myelomonositik 6ncil hiicrelerden
olusmaktadir. Bu nedenle allojeneik hematopoetik kok hiicre nakli (defektif
osteoklastarin yerine fonksiyonel donoér osteoklast hiicreleri gegmektedir) tek kiratif

tedavidir ve tani sonrasi erken donemde yapilmasi 6nerilmektedir (108).

Malign infantil osteopetrozisli hastalarin %50’den fazlasinda TCIRG1 gen
mutasyonu saptanmaktir. Osteoklastik VATPase’in a3 alt Unitesini kodlayan TCIRG1
geninde meydana gelen homozigot mutasyonlar sonucu (109) osteoklastlarda
fonksiyon bozuklugu meydana gelmekte, kemik icinde hematopoietik nis icin gerekli
olan bosluk olusturulamamaktadir. Osteoklastlarda V-ATPase’in temel fonksiyonu
kemik rezorpsiyonu sirasinda rezorpsiyon cukurunun asidifikasyonunun devam
etmesi icin proton tasimaktir. V-ATPase’in membrana gomuli VO domaininde
bulunan TCIRG1 geni protonlarin plazma membranina tasinmasini saglayan iki yarim
kanal icermektedir. Bu yapi, diger VO alt Unitelerinin Uzerinde yapisal skafold
olusturmasini saglamakta ve V-ATPse’in plazma membranini hedefleyebilmesi icin
onemli oldugu dustinilmektedir. Bu alt tinite bu nedenle V-ATPase fonksiyonalitesi

yani kemik rezorbsiyonu icin kritiktir (110).

Bu tez kapsaminda osteopetrozisin en agir tiplerinden biri olan otozamal
resesif osteopetrozisin (ARO) yliksek genetik heterojenitesi olan TCIRG1 formundan

uPKH elde edilmistir. Gelistirilen uPKH’lerin karakterizasyonlari tamamlandiktan
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sonra hastaliligi modellemek i¢cin uPKH’ler 6nce hematopoetik hiicrelere daha sonra
osteoklastlara farklilastirilmistir. Elde edilen osteoklastlardaki hastalik spesifik defekti
tespit etmek igin fonksiyonel analizler yapilmistir. Elde edilen uPKH kaynakli
hematopoietik hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri ve imminfenotiplendirmesi
yapilmis, in vitro hematopoietik nis modellemesi igin kemik iligi MKH ile bu hiicrelerin

kokdltirli ve migrasyon deneyleri yapilmistir.

uPKH’lerin klinik arastirma ve uygulamalarda kullanilabilmesi igin genetik
modifikasyon icin en glvenilir ve efektif gen aktarim metodlarinin segilmesi
onemlidir. Bu nedenle c¢alismamizda osteopetrozis hastaligini (TCIRG1 formu)
modellemek icin genoma entegre olmayan Sendai viral Vektord (SeV) kullaniimistir.
Ayrica uPKH’ler elde edildikten sonra da ileri pasajlara (Pasaj 15- 20) getirilen donor
ve osteopetrotik uPKH’lerde SeV genomunun kayboldugu gosterilmistir. Dondr ve
osteopetrozis hasta kaynakli uPKH’lerin karakterizasyonu yapildiginda (morfoloji,
pluripotans iliskili gen ifadesi, IF boyama, immiinfenotiplendirme, licgerm yapragina
farklilasma potansiyeli) embriyonik kok hiicre benzeri, pluripotant kok hiicre olduklari
dogrulanmistir. Ancak negatif kontrol olarak kullanilan eritroid oncul hiicrelerde,
pluripotans ile iliskili olarak bakilan c-MYC ve CDH1 gen ifadelerinin uPKH’lere gore
daha fazla oldugu tespit edilmistir. SOX2, NANOG,, KLF4 gen ifadesinin ise pozitif
kontrol ve elde edilen donor ve osteopetrotik uPKH’ler ve negatif kontrol olan eritroid
oncillerde benzer oranda oldugu goézlemlenmistir Ohgami ve ark, Redmond ve ark,
ve Bondurant ve ark.’lan tarafindan pluripotans ile iliskili SOX2, CDH1, KLF4, CMYC
genlerinin eritroid 6ncul hiicrelerde de ifade oldugu belirtilmistir (111-113) ve elde
ettigimiz bulgular da literatiir ile (eritroid progenitor hiicrelerden uPKH elde edilen)
uyumludur (114). Oct4, UTF-1, DNMT, TERT, REX1 gen ifadeleri ise negatif kontrol
hiicrelerinde ¢ok daha disik seviyede ifade olurken pozitif kontrol ve gelistirilen
uPKH hiicrelerinde yliksek oranda ifade edildigi ve bu degerlerin istatistiksel olarak

anlaml oldugu gézlemlenmistir (P<0,05).
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Somatik hicrelerin uPKH’lerine programlanma sireci baslangi¢, matirasyon
ve stabilizasyon olarak i¢ basamakta gergeklesmektedir. Baslangi¢c asamasinda ALP,
SSEA1 ve CDH1 genleri ifade olmaktadir, hiicrelerin morfolojileri degismeye
baslamakta, mezenkimal-epitelial gegis meydana gelmekte ve hiicre boyutu
kiicilmektedir. Matiirasyon basamaginda OCT4, NANOG ifadesi baslamakta,
proliferasyon hizi artmaktadir. Stabilizasyon siirecinde ise SOX2, UTF1, DNMT3, Lin28
ifadesi baslamakta DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu baslamaktadir.
Stabilizasyon sirecinde agilan pluripotensi genlerini ifade eden uPKH’ler ‘bona fide’
yani gercek uPKH olarak tanimlanmaktadir(115). Cahismamizda da elde ettigimiz 1
dondr(3 koloni)- ve 3 hasta (3 koloni /hasta) - kaynakh uPKH’lerin SOX2, UTF1,
DNMTS3, Lin28, OCT4, NANOG CDH1, REX1, KLF4, TERT, c-Myc genlerini ifade ettigi ve

stabilizasyon asamasindaki gercek uPKH olduklari gosterilmistir.

uPKH eldesinin stresi ve verimliligi, pluripotans iliskili genlerinin aktarim
yontemine ve baslangic hiicresinin genetik ve epigenetik ozelliklerine bagl oldugu
belirtiimistir (116). Daha &nce TCIRG1 mutasyonu olan osteopetrozis hasta Ki-
MKH’lerinden elde ettigimiz uPKH'leri (117), TCIRG1 mutasyonu olan osteopetrozis
periferik kan-monontkleer hiicrelerden zenginlestirilen ertroid oncillerden elde
ettigimiz uPKH ile karsilastirdigimizda ayni yontem kullanilmasina ragmen eritroid
oncil hicreler ile 12.-15. gin gibi daha kisa sirede uPKH elde edildigi
gozlemlenmistir. Belirtilen baslangi¢c hiicresi programlanma siresini kisaltmakla
birlikte daha az invaziv olan periferik kan kaynakl hiicre olmasi klinik agidan buylk

Onem tasimaktadir.

Yeniden programlama siireci somatik hiicrelerin kimligini tamamen silmedigi
icin farkli orjinli uPKH’ler transkripsiyonel ve epigenetik paternlerinde minor
farklihiklar gosterdigi (118) , ancak ileri pasajlara getirilerek bu epigenetik farkhligin
silinebilecegi (119) belirtilmistir. Baslangi¢c hiicre kaynagina bagh olarak, uPKH’lerin
farklillasma potansiyelleri ve verimliligi degismektedir(116). Calismamizda da uPKH
eldesi icin hematopoetik kok hiicre orjinli eritroid 6ncil hicreler baslangic hicresi

olarak kullanilmistir ve ileri pasajlara (pasaj >20) getirilen koloniler farklilasma
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deneylerinde kullaniimistir. Uyarilmis pluripotent kdk hiicrelerden hematopoetik kok
hicre farkhlastirma stratejileri istenilen kan hiicrelerinin eldesi olanagini
saglamaktadir. Gelistirilen uPKH’lerin transgenleri tasimasi da hiicrelerin
hematopoetik farklilasmasini inhibe ettigi, bu nedenle yeniden programlama igin
genoma entegre olmayan vektorlerin kullaniimasi gerektigi belirtilmistir (120), bu
nedenle calismamizda da ileri pasajlara getirilmis ve trans genlerin kayboldugu

gosterilen uPKH’ler kullaniimistir.

uPKH’lerin  hematopoetik  hiicrelere  farklilasmasi ¢  basamakta
gerceklesmektedir. ilk basamakta, BMP4 indiksiyonu ile primitif ¢izgi benzeri
hiicrelere ve erken merzoderm hiicrelerine farklilastigi, ikinci basamakta VEGF ve
bFGF ile hemangioblast ve endotelium prekirsor hiicrelerine farklilastigi, Gglincu
asamada SCF, FLT3-L, TPO, IL-3 ve IL-6 hematopoetik sitokinleri ile hematopoetik
hiicrelerin matirasyonun ve CD45+ hematopoetik progenitér hicrelerinin
ekspansiyonunun saglandigi belirtilmistir (116). Calismamizda, belirtilen belirtilen
basamaklar saglanarak uPKH’lerden hematopoetik farklilasma deneyleri hipoksik ve
normoksik ortamda yapilmis ancak CD34+ hiicre seleksiyonu igin yeterli verimlilikte
hematopoetik hiicre elde edilememistir (protokol 1, 2, 3,4 ve 5). Bu nedenle ticari kit

kullanilarak hematopoetik hiicreler elde edilmistir.

O Cypris ve ark. gore uPKH’lerin hematopoetik farklilasma verimliliginin diistik
olmasinin DNA metilasyon profili ile iligkili oldugu, farklilasma stirecinde epigenetik
paternini tamamlayamadigi, epigenetik matirasyon tamamlanamadigl icin
hematopoetik hiicrelerin matiirasyon asamasina gecemedigi belirtilmistir(121).
Ayrica C Liu ve ark. tarafindan da iki boyutlu uPKH kiltlriinin hicrelerin immatr
olarak kalmasina, hiicre hiicre etkilesimi olmadigi, transkripsiyonel ve metabolik
profilde embriyonik kok hiicreler ile minor farkhliklarinin oldugu bu nedenle uPKH
hiicrelerinin farklilasma stirecini tamamlayamadigi ve farklilasma verimliliginin diisik

oldugu ifade edilmistir(122).
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CDA43, klonojenik kan ptogenitorlerinin bitin tiplerinde tespit edilen, myeloid
kokenli hiicreler igin kullanilan éncul bir belirtegtir. Kyung-Dal Choi ve ark. gére uPKH
kaynakli hematopoetik hiicrelerin myeloid farklilasma sirecinde myelo-monositik
belirte¢ olarak CD34+CD43+CD45+ ylzey belirteglerinin kullanildigi belirtilmistir
(123). Cahsmamizda da uPKH kaynakli-HKH’lerin myeloid farkhlasma gosterdigi, hem
uPKH kaynakli hematopoetik hiicrelerle hem de farkhlastirilan donér myeloid
hicreleriile karsilagtinildiginda hasta-uPKH kaynaklh myeloid hiicrelerde CD11b, CD16
ve CD18 ylizey belirteglerinde belirgin oranda kat artisinin gozlemlendigi tespit
edilmistir. Ancak myeloid farklilasmayi, kokdltir deneyleri karsilastirdigimizda,
kokultir sonrasi CD34+CD43+CD45+ oraninda onemli oOlglide artis oldugu
gozlemlenmistir (Mann -Whitney test, P<0,0015). Hasta-uPKH myeloid farklilagsma ile
Hasta MKH & Hasta HKH kokdltiriint karsilastirdigimizda ise kokiltir sonrasi
CD34+CD43+CD45+ oraninda anlamli artis gozlemlenmistir (Welch's t test, P<0,003).

Farkhlastirilan uPKH-hematopoetik hilcre kaynakli myeloid hiicreler ile
osteoklast farklilasmaya devam edilmistir. Farkllastirilan osteoklastlar morfolojik,
yuzey belirteci, protein ve gen ifade profili agisindan degerlendirilmistir. Teitelbaum
ve ark. sonuclarina benzer olarak deneylerimizde de Osteoklastlar morfolojik olarak
blylk ve > 3 cekirdekli olarak gézlemlenmistir (67). Ayrica Petitprez ve ark. belirttigi
gibi hem dondr hem de hasta kaynakli osteoklastlar akim sitometrik analiz ile
degerlendirildiginde CD14+CD16+ ve CD18+CD51/61+ osteoklast oOncil ylzey

belirtecleri oraninin %97 lzerinde oldugu gostermistir.

NFATcl osteoklast farklilasmadan sorumlu olan temel transkripsiyon
regllatoridir. NFATc1 ifadesi osteoklast hicrelerinin terminal farkhlasmasini ve
Kathepsin K, TRAP gibi kemik rezorpsiyonu icin gerekli olan osteoklast spesifik gen
ifadesini saglarken, NFATc1 eksikligi osteoklast fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir (124). Cahsmamizda literatlirde yapilan calismalara benzer olarak (125)
osteopetrotik-uPKH kaynakl osteoklast hiicrelerinin Kathepsin K, Calc R ve NFATc1
ifadesinde onemli oranda azalma gozlemlenmistir (donér-uPKH kaynakli osteoklast

hicreleri ile karsilastirildiginda). Chen w ve ark. Kathepsin K ve TRAP ifadesinin
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fonksiyonel osteoklastlar icin gerekli oldugunu belirtmistir, calismamizda elde edilen
sonuglar osteopetrotik osteoklastlarin fonksiyonel osteoklastlara farklilasamadigini
gostermektedir (125). Kathepsin K, kemik degredasyonunda anahtar rol
oynamaktadir (126) ve bu gen ifadesinin inhibisyonunda kemik ile iliskili hastaliklar
ortaya c¢ikmaktadir. Elde ettigimiz sonuclar uPKH kaynakli osteopetrotik
osteoklastlarin immin floresan boyamasinda Kathepsin K zayif pozitif boyanmistir ve
donor-uPKH kaynakh osteoklast ile karsilastirildiginda 6nemli 6lg¢lide azalan gen
ifadesi gostermistir. Osteoklastlarin kemik rezorpsiyonu aktin halka yapisiyla olusan
sealing zone’da meydana gelmektedir. “Ruffled border” osteoklastlarin selaing zone
bolgesinde meydana gelmektedir. Aktin halka podozomlarin olusumuyla
baslatiimaktadir. Kathepsin K aktivitesi ayni zamanda aktin halka olusumu igin
gereklidir. “Sealing zone “ olustugunda ve aktin halka meydana geldiginde kemik
rezorpsiyonu gerceklesmektedir (127). Aktin halka fonksiyonel osteoklast hiicreleri
icin gerekli yapilardan birtanesidir (128), bu calismaya benzer olarak osteoklast
farklilasma deneylerimizin sonucunda da donor -uPKH kaynakl osteoklast hiicreleri
yogun aktin halka olusumu ve uzun podozom vyapilari gosterirken, osteopetrotik-
uPKH kaynakli osteoklast hiicrelerinin zayif aktin halka ve podozom olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu sonuglar da uPKH kaynaklh TCIRG1 mutasyonu tasiyan

osteoklastlarin defektif oldugunu desteklemektedir.

Hematopoetik hicrelerin nis stromal hicreleri ile etkilesimlerini
degerlendirmek amaciyla uPKH kaynakli CD34* hematopoetik kok hicrelerin
mezenkimal koék hiicreler ile kokultliri yapilarak hematopoetik nis modellemesi
yapilmistir. Nis modellemesi icin kullanilacak olan donér ve osteopetrozis hasta Ki-
MKH’lerinin dncelikle immiinfenotiplendirilmesi yapilmistir. Hasta ve donér hiicreleri
arasinda fark tespit edilmemistir. Ancak kiiltlir esnasinda osteopetrotik MKH’lerin
donodr hiicrelerine gore daha hizli prolifere oldugu gézlemlenmistir. Morfolojik olarak
degerlendirildiginde ise donor MKH’leri daha uzun ve biyik igsi bir gérinime
sahipken osteopetrotik MKH’ler daha kiiglk igsi bir goriiniime sahiptir. Bu bulgularin
yaninda MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklilasma deneyi yapildiginda donér

MKH’leri her iki yonde de farklilasma gostermesine ragmen osteopetrotik MKH’ler
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sadece adipojenik farkhlasma gostermistir ve elde edilen bu bulgu literatir ile

uyumludur (129).

Mezenkimal kok hiicreler nisin anahtar bilesenidir ve hiicre-hiicre, hiicre-
ekstraselller matriks etkilesimleri araciligl ile hematopoetik kok hiicrelerin kendini
yenilemesini, idamesini ve farkhlasmasini desteklemektedir (37). MKH ve HKH’ler
arasindaki fizyolojik etkilesimi arastirmak icin nis benzeri bir kokultir ortami elde
edilerek in vitro nis modellemesi yapilabilir. Bu modelleme iki nis hiicresi arasindaki
dogrudan ve dolayh etkilesimlerin gosterilmesine dayanmaktadir (130). Bu tez
kapsaminda, saglikh / osteopetrotik HKH’lerin saglikh /osteopetrotik MKH’leri gen
ifadesi dlizeyinde nasil etkiledigini anlamak igcin MKH ve uPKH kaynakh HKH’ler
kokultir edilmistir. Ayni zamanda saglikli ve osteopetrotik MKH’lerin, saglikli- ve
osteopetrotik- uPKH kaynakli HKH’lerin ylizey belirtecleri ve migrasyon potansiyelleri
Uzerine etkisi cahsiimistir. HKH ve nis arasindaki etkilesim, HKH’lerin idamesini

saglamada kritiktir.

N-kadherinin overekspresyonu osteogenezisi negatif regilile etmekte ve
MKH’lerin migrasyon potansiyelini 6nemli 0&lglide desteklemektedir(131). Bu
¢alismada, saglikh donér MKH’leri ile karsilastirildiginda osteopetrotik MKH’lerin N-
kadherin gen ifadesinin 6nemli 6lclide arttigl (14,77 kat) ve osteojenik farklilasma
gostermedikleri tespit edilmistir. Osteopetrotik MKH’ler dondr uPKH kaynakli
hematopoetik hiicrelerle kokdltlr edildiginde ise N-cadherin degerinin 6nemli dlclide
azaldigi ( N-kadherin AACT degeri 7,42 ) tespit edilmistir. Bu sonuclar hematopoetik
kok hiicre naklinin MKH’lerin kemik iligi nisinde idamesini destekledigini agiklayan
mekanizmalardan biri olabilir. Kit-L uzun dénem HKH’lerin sikligini diizenlemektedir.
Bu genin delesyonu ile uzun dénem HKH’lerin azaldigi belirtilmistir(86). Jagged1 ve
Kit L ifadesi HKH’lerin idamesini, SDF-1 ifadesi ise engrafmani saglamaktadir (132).
Calismamizda don6r MKH’leri ile karsilastirildiginda osteopetrotik MKH’lerin Jagged
1, SDF1, Kit L ifadesinin énemli 6lciide azaldigi gozlemlenmistir. MKH’ler Jagged-1
ifade etmektedir ve HKH’lerdeki Notch ligandina baglanarak hiicre-hiicre etkilesimi

sayesinde HKH’lerin uzun dénem kendini yenilemesini saglamaktadir(88). Jagged 1
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ayni zamanda MKH’lerin osteojenik farklilasmasini desteklemektedir (133). Ancak
calismamizda osteopetrotik MKH’lerin jaggedl ifadesinde 6nemli oranda azalma
oldugu tespit edilmistir. Donor uPKH kaynakli HKH’ler ile kokdltlirli sonrasinda ise
Jagged 1, SDF1, Kit L gen ifadelerinde 6nemli 6l¢lide artis gézlemlenmistir. Saglkli
HKH’ler, HKH nakli sonrasi defektif nis tamirini desteklemektedir. Donér MKH-
osteopetrotik HKH ve osteopetrotik MKH-osteopetrotik HKH kokdltirleri
karsilastirildiginda donér MKH ‘lerinin jagged1 (3 kat) ve angiopoietin (1,3 kat)
ifadelerinin daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar da osteopetrozis
hastalarina allojeneik HKH nakli yapilirken MKH verilmesinin defektif nis onarimina

katkida bulunarak niste HKH idamesini destekleyebilecegini gdstermektedir.

Opn, niste HKH havuzu buyuklGglint negatif olarak regiile etmektedir (7, 89)
ve HKH’lerin endosteal bolgeye migrasyonunu, HKH’lerin sessiz kalmasini ve
proliferasyonunun inhibisyonunu saglamaktadir (134). Bu calismada, saglikli donor ile
karsilastirildiginda osteopetrotik MKH’lerin Opn ifadesinde énemli 6lglide azalma
gozlemlenmistir. Cok dislik seviyede OPN ifadesi osteopetroziste hematopoietik nis
gelisimindeki sorunlar ve HKH ‘lerin niste idamesinin saglamamasi ile iliskili olabilir.
Saglikh don6ér uPKH kaynakli HKH’ler ile kokdiltir edildikten sonrasi OPN ifadesinin
artmasi ise allojeneik nakil sonrasi bu sorunlarin diizelmesini saglayan

mekanizmalardan biri olabilir.

Osteoklastlar salgiladiklari enzimler (Kathepsin K ve matriksmetallo
proteazlar gibi lizozomal proteazlar) ile HKH’lerin endosteal nis bolgesinden vaskiler
nis bolgesine mobilizasyonunu artirmaktadir ve hematopoetik progenitér hiicre
ekspansiyonunu saglamaktadir. Osteoklastlar niste ayni zamanda MKH farklilasmasini
ve HKH idamesini diizenlemektedir (7, 58). HKH sayisinin azalmasi ve Ki kavitesinin
daralmasini takiben ANG, JAGGED1, SDF1, KiT L gen ifadelerinde azalma sonucu
immatir MKH’lerde orantisal artma ve osteoblast yoninde farkhlasma
potansiyellerinde azalma meydana gelmektedir (135). Calismamizda, hem kokdiltiir

oncesi ve sonrasi gen ifadeleri hem de osteojenik farklilasma deneylerinin sonuglari,
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literatlir ile uyumlu olarak osteopetrotik MKH’lerin gen ifadelerini ve farklilasma

potansiyellerini degistigini gdostermektedir.

Nis modelleme deneylerinden elde ettigimiz sonuglar, osteopetroziste
disfonksiyonel osteoklastlarin MKH kompartmaninin degisimine ve defektif HKH nis
olusumuna neden oldugu, hematopoez i¢in yer olusturmamasinin yaninda anormal

HKH homing’ine neden oldugunu géstermektedir.
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6. SONUGC ve ONERILER
6.1. Sonuglar
Saglikli donor ve hasta periferik kan monontkleer hiicrelerinin akim sitometri
analizinde CD34+ hiicre orani benzer ¢ikmigtir (Dondr G-CSF aldigi igin) .
Saghkh donér ve osteopetrozis hasta periferik kan monontkleer
hiicrelerinden eritroid 6ncil hiicreler zenginlestirilmistir. Kiiltlirde hiicrelerin
proliferasyon hizi hasta orneklerinde daha fazla iken eritroid 6ncil ylzey
belirte¢ ylzdeleri acisindan donér ve hasta hicreleri arasinda fark
gozlemlenmemistir.
Donér ve hasta kaynakl eritroid hticrelerden uPKH elde edilmis ve
karakterizasyonlari sonucu her iki grup arasinda morfolojik, ylizey belirteci
ylzdesi, pluripotensi gen ifadesi ve licgerm yapragina farklilasma potansiyeli
acisindan bir fark gozlemlenmemistir.
uPKH’lerin pluripotensi iliskili gen ifade analizi yapildiginda, pozitif kontrol ve
elde ettigimiz dondr ve hasta kaynakh uPKH’ler ile birlikte negatif kontrol
olarak kullandigimiz eritroid 6nciil hiicrelerde de c-MYC, CDH1, SOX2, ve KLF4
ifadesi gozlemlenmistir.
Programlamanin 12-15. glinleri arasi koloni secimi yapilmistir. Eritroid 6nciil
hiicrelerin pluripotensi ile iliskili yukarida belirtilen gen ifadesini gostermeleri,
bu hiicrelerin programlanma stiresini kisaltmasini saglamis olabilir.
Sendai viral vektor ile OCT4, SOX2, KLF4 ve c-Myc genlerini aktarirken 1
polisitronik (KOS; KLF4-OCT4-SOX2), 2 monosistronik (KLF4 ve c-Myc, ayri
ayri) vektor kullanilmistir. KLF4 ve KOS erken pasajlarda kaybolmustur. c-Myc
ise drnege bagh olarak pasaj 5-pasaj 10’da kaybolmustur. Bu da transgenlerin
hiicrelerden kayboldugunu ve ilgili pluripotensi genlerini endojen olarak ifade
ettiklerini gostermektedir. Ancak viral partikilin (viral back bone) gec
pasajlarda kayboldugu gézlemlenmistir.
Hematopoetik farklilasma icin 6 farkli metot denenmesine ragmen
CD34+CD45+ hiicre yizdesi satin alinan ticari kit ile yapilan metotta daha

yuksek ¢ikmistir.
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Eritroid oncll hicreler hematopoetik hiicre kdkenli oldugu icin epigenetik
olarak hematopoetik farklilasmaya daha yatkin hicrelerdir. Bu nedenle
hematopoetik farklilasma kit protokoliinde belirtilen siireden daha erken
hematopoetik farklilasma gergeklesmistir.

Osteopetrotik ve saglikh donér uPKH kaynakh HKH’lerin koloni olugturma
kapasiteleri degerlendirildiginde donor ornekleri BFU-E, CFU-M, CFU-GM ve
CFU-GEMM kolonilerini olusturuken osteopetrotik érnekler CFU-M, CFU-GM
ve CFU-GEMM kolonilerini olusturmustur. Ayrica osteopetrotik uPKH kaynakli
hematopoetik hiicrelerin 3 kat daha fazla CFU-M koloni olusturdugu
gozlemlenmisgtir.

Osteopetrotik MKH’lerin saglikli ve / veya osteopetrotik uPKH kaynakl
HKH’lerin migrasyon potansiyelini etkiledigi gozlemlenmistir.

Saglkl ve osteopetrotik uPKH kaynakli HKH’ler myeloid farklilasma
gostermistir.

Saglkh ve osteopetrotik uPKH-HKH kaynakl myeloid hicreler osteoklast
hicrelere farklilasmistir. Ancak yapilan fonksiyonel testlerde hasta ve donér
kaynakl uPKH’lerde farkliliklar gdzlemlenmistir. Saglkli donér uPKH kaynakh
osteoklastlar belirgin aktin halka olusumu ve Kathepsin K ve TRAP ile yogun
boyanirken, SEM gorintillerinde belirgin uzun podozomlar gozlemlenirken,
Osteopetrotik uPKH kaynakli osteoklastlarda zayif aktin halka olusumu, ve
zayIf kathepsin K ve TRAP boyanmasi, SEM gorintilerinde ise kisa podozomlar
gozlemlenmistir. Gen ifadelerinde ise donor osteoklastlari ile
karsilastirildiginda dnemli 6l¢tide diislik seviyede NFATc1, Calc R ve Kathepsin
K ifadesi gozlemlenmistir.

Saglikh donor ve osteopetrotik MKH’leri kiltir edildiginde, osteopetrotik
MKH’lerin kiltirde daha hizli prolifere oldugu gézlemlenmistir.
Osteopetrotik Ki-MKH’leri osteojenik farklilasma géstermemistir.

Donor MKH’leri ile karsilastirildiginda osteopetrotik MKH’lerin Jagged 1, SDF1,

Kit L ifadesinin dnemli 6lclide azaldigl gozlemlenmistir.
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Osteopetrotik MKH’ler donér uPKH kaynakli hematopoetik hicrelerle
kokultir edildiginde ise N-cadherin degerinin 6nemli Ol¢lide azaldigi tespit
edilmistir.

Saglkli donér MKH’leri ile karsilastirildiginda osteopetrotik MKH’lerin N-
kadherin gen ifadesinin 6nemli Olglide arttigi ve osteojenik farklilasma
gostermedikleri tespit edilmistir. Osteopetrotik MKH’ler donér uPKH kaynakli
hematopoetik hiicrelerle kokdiltiir edildiginde ise N-cadherin degerinin 6nemli
Olclide azaldigi tespit edilmistir.

Osteopetrotik MKH’lerin jaggedl ifadesinde onemli oranda azalma tespit
edilmistir. Dondr uPKH kaynakli HKH’ler ile kokltlrl sonrasinda ise Jagged 1,
SDF1, Kit L gen ifadelerinde 6nemli 6lglde artis gbzlemlenmistir.

Don6ér MKH-osteopetrotik HKH ve osteopetrotik MKH-osteopetrotik HKH
kokdltlrleri karsilastirildiginda donér MKH ‘lerinin jaggedl ve angiopoietin
ifadelerinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Saglikh donor ile karsilastirildiginda osteopetrotik MKH’lerin Opn ifadesinde

onemli dlglide azalma gozlemlenmistir.
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6.2. Oneriler

Dusuk verimliligi olan low attachment kiltir kabinda, matrijel Gzerinde ve
OP9 ile kokiltir yapilarak HKH farklilasma deneylerinde, farklilasma
sonrasinda ticari olarak satilan hematopoetik hiicreleri zenginlestirme
besiyeri ile HKH ylzdesi artirilabilir.

Migrasyon deneylerinde nicel veri elde edebilmek amaciyla migrasyon sonrasi
hematopoetik kdk hiicre ylizdesi akim sitometri ile degerlendirilebilir.

Yiksek verimlilikte osteoklast eldesi ve fonksiyonel analizlerin yapilabilmesi
icin myeloid ve osteoklast farklilasma protokolleri modifiye edilebilir
Osteoklast farklilasma deneyleri, dis kesitleri lizerinde yapilabilir.

Kokiltir sonrasi MKH’lerde degisim saptanan Jag-1, Ang-1, Sdf-1, Kit L gen
ifadeleri ile iliskili olarak HKH’lerde de ilgili yolaklar ile ilgili gen (sirasiyla
Notch, Tie-2, CXCR4, c-Kit) ifadelerine bakilabilir.

Hematopoetik niste hiicreler arasi etkilesimleri degerlendirmek icin IGF, bFGF,
TGF-B, SCF, PDGF sitokinlerin diizeylerine bakilabilir.

Osteopetrotik MKHlerin osteojenik farklilasma potansiyelindeki defektini teyit
edilmek icin Runx2, Alp, Osteokalsin, Bsp gen ifadelerine bakilabilir.

Gen diizenleme teknolojileri kullanilarak gelistirilecek olan yeni gen tedavileri
test edilebilir

uPKH kullanilarak elde edilen in vitro modelleme sistemi kalitsal veya edinsel

kemik metabolizma hastaliklarinin patogenezinin aydinlatilmasini saglayabilir
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TUBITAK 1001. 15 Mart 2018-2020. Proje no: 1175145. Arastirma Projesi.

Akut Myeloblastik Losemi (AML) Hastaliginda Aptamer Temelli Yeni Ylzey
Belirteglerinin Kesfi. TUBITAK 1001. 15 Mart 2018 -15 Mart 2021. Proje no:
117S275. Arastirma Projesi.

Epizomal Vektdr ile Gelistirilen insan Uyarilmis Pluripotent K&k Hiicrelerinin
(UPKH) pluripotans o6zelliklerinin ve in vitro farkhlasma potansiyellerinin
degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri

(BAP). Haziran 2017-Aralik 2017. Proje No: THD-2017-14504. Hizli Destek.



10.

135

Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre (uPKH) Banka Teknolojileri Gelistirme.
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integrating RNA virus on feeder-free conditions. 13th National Histology and
Embryology Congress with International Participation. April 30- May 3, 2016.
izmir / Turkey. Oral presentation

inci Cevher, irem Akar Soycan, Suray Pehlivanoglu, Betiil Celebi Saltik, Emine
Kilig, Duygu Ugkan Cetinkaya, Fatma Visal Okur. Mezenkimal Kok Hiicrelerden
Entegrasyonsuz Uyarilmis Pluripotent Kok Hicre (UPKH) Eldesi. Kok Hicre
Giinli -Hacettepe Universitesi K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi — 21
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