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OZET

Aygar, S., Uyarllmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Arastirma Amach
Bankalanmasinda Standardizasyon ve Kalite Sureci - Bir Uygulama Modeli:
“Pedi-Stem”, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Program
Doktora Tezi, Ankara, 2020. Uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH), viicudun
herhangi bir hiicresinin genetik yapisi degistirilerek, bu hilicreye laboratuvar ortaminda
embriyonik kok hicre benzeri pluripotent 6zellik kazandirilmasi ile elde edilir. UPKH,
basta nadir/kalitsal hastaliklar olmak {izere, bir¢ok hastalik mekanizmasinin anlasilmasi,
yeni ilag/hiicre/gen arastirma ve tedavilerinin, organoid teknolojilerinin gelistirilmesi
alanindaki potansiyeli ile ¢oklu Uretim/bankalama gereksinimi dogmus olan hiicre
modelidir. Dunyada, arastirma amagli UPKH bankalamanin yanisira gen tedavisi ilaci
olarak tedavide kullanilmak uUzere pre-klinik/klinik c¢alismalar baslatilmig olup bu
hiicrelerin tedavide kullanilmak amaciyla bankalanmasinda biyolojik/biyoteknolojik
ilaglarin diizenlemeleri gegerlidir. Ancak arastirma amagli uPKH bankalanmasinda
standardizasyon ve kalite sureci hentiz tamamlanmis degildir. Bu tez kapsaminda, insan
tizerinde kullanilmayacak biyolojik materyalin arastirma amacli biyobankalanmasi igin
hazirlanmis olan ilk standardin (ISO 20387:2018), bir (UPKH) biyobanka olusumunda
referans alinarak, “UPKH Uretim” basamagi ile ilgili kalite unsurlarini belirlemeye yonelik
0zgiin degerlendirmeler, neden-sonug analizleri (Ishawa diyagramlari) ve deneysel
caligmalar yapilmistir. Bu kapsamda, aragtirma amaglh ulusal bir uPKH banka modeli icin
bilimsel/yazinsal arastirmaya dayali is akisi, organizasyon semasi ve banka birimleri gibi
temel bilesenler sunulmustur. Ayrica, UPKH Uretim/yeniden programlama surecinde,
tanimlanmis hiicrelerin erken asamada ayristirilmasinda kullanima yo6nelik, htcrelerdeki
metabolik degisim parametrelerinden mitokondriyal kitle ve aktivite degerlendirmeleri
sonucunda ROS parlakliginin, degisen ortam kosullarina duyarliligi dikkat gekmistir. ROS
temelli bir 6l¢iim sisteminin uPKH elde edilisinde kullanilabilecek bir kalite siire¢ bileseni
olabilirligini destekleyici ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu g¢alisma, arastirma amacgh

uPKH bankaciligina yonelik yapilmis, ilk ulusal tez ¢aligmasidir.

Anahtar Kelimeler: Uyarilmis/indiiklenmis pluripotent kdk hiicre (uPKH), mitokondri,
uPKH bankasi, biyobanka, kalite.

Bu calisma, TUBITAK-1003 (No0:2135S181) ve Hacettepe Universitesi BAP Koordinasyon
Birimi tarafindan Hizli Destek Programi kapsaminda (N0:17974) desteklenmistir.
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ABSTRACT

Aygar, S., Standardization and Quality Process in Research Grade Banking of
Induced Pluripotent Stem Cells - an Application Model: “Pedi-Stem”, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences Program of Stem Cell, Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2020. Induced pluripotent stem cell (iPSC) is generated by
genetic modification of any cell type of the body in laboratory conditions by transferring
of embryonic stem cell-like pluripotent properties. iPSC is a cell model that requires
multiple production/banking to be used for the understanding of many disease
mechanisms, especially rare/hereditary diseases, the development of organoid
technologies and new drug/cell/gene research and therapies. It is known that, besides
research purposes, iPSC banking is evolving in the world for pre-clinical and clinical
studies as gene therapy and the regulations of biological/biotechnological drugs are valid
for the banking of iPSC for their therapeutic use. However, the standardization and quality
process of the iPSC for research-use have not been completed yet. Within the scope of this
thesis, the first standard in biobanking (1SO 20387:2018), prepared for the research-based
biobanking and that will not be used for human-beings is planned to be referenced in the
formation of a (iPSC) biobank. Specific evaluations, cause-effect analysis (Ishawa
diagrams) and laboratory studies were performed in order to determine the quality-based
elements related to the distinctive “iPSC derivation”. In this context, the basic components
based on scientific and literary research such as workflow, organizational chart and units
of the bank are presented for a national research-based iPSC bank model. Additionally,
mitochondrial mass and activity evaluations were performed in the process of iPSC
derivation/reprogramming with the idea that parameters based on metabolic/mitochondrial
changes in cells can be utilized to separate the defined cells in early stages. As a result, the
sensitivity of ROS brightness to changing environmental conditions was noteworthy. It is
suggested that a ROS-based measurement system could be a component of the quality
process that can be used for the preparation of iPSCs. However, supportive further studies
are needed. This is the first representative national thesis study for research-based iPSC
banking.

Key words: Induced pluripotent stem cell (IPSC, IPS cell), mitochondria, iPS cell bank,

biobank, quality.
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1. GIRIS

Uyarilmig pluripotent kok hicreler (UPKH’ler, induced pluripotent stem cells-
iPS cells), laboratuvar ortaminda, hiicrelerin genetik yapisi degistirilerek gelistirilen
ve bir canlmin sahip oldugu tiim hiicre tiplerini olusturma yetenegine sahip,
embriyonik kok hiicre (EKH) benzeri hiicrelerdir. Istenilen hiicre tipine déniisebilme
ve sonsuz boliinebilme 6zelikleri sayesinde ilag arastirmalari, hastalik modelleme ve
tedaviye yonelik ¢alismalara katki saglayabilecek kritik &neme sahip hucrelerdir (1).
Kisith miktarda kan/doku orneginden gelistirilen uPKH’lerin, dondurularak
saklanmasi ve bankalanmasi ile nadir/kalitsal hastaliklar basta olmak {izere cesitli
hastaliklarda arastirma imkan1 sunmasi, EKH’lerin takildigi etik engelleri
barindirmamasi ve tedaviye yonelik potansiyel tasimasi, tip alaninda bir donim
noktast olmus; arastirmacilarin, Klinisyenlerin, ilag endiistrisinin ve yatirimcilarin
ilgisini UPKH bankacilig1 konusuna yonlendirmistir. Halen gelismis iilkelerde uPKH
bankalar1 kurulmakta, Avrupa’da bir¢ok tilkenin katilimi ve akademi-sanayi isbirligi
ile olusturulan konsorsiyumlarla bu alanda deneyimler paylagilmakta ve Kkalite

unsurlart dahilinde uPKH bankaciliginin esaslari olusturulmaya caligilmaktadir (2, 3).

Viicutta bulunan herhangi bir hiicreden uPKH gelistirilmesi miimkiindiir. Bu
teknolojide olgun hiicrelere, embriyonik donemde ifade edilen ancak farklilagsma ile
birlikte sonlanan gen ifadelerinin, aktarim yontemleri kullanilmasi ve/veya fiziksel,
kimyasal, metabolik ortam degisiklikleri yapilmasi ile farklilasma siirecinde geriye
dondurilerek (dediferansiyasyon) pluripotent 6zelligin yeniden kazandirilmasi séz
konusudur (4). uPKH Kkolonilerinin eldesi uzun sure, yiksek maliyet, deneyimli
personel ve fazla is giicii gerektirmekte; hiicreler in vitro ortamda ¢ok fazla
manipiilasyona maruz kalmakta, ayrica kapsamli karakterizasyon, standardizasyon
basamaklari, dondurma, saklama islemleri uPKH bankaciliginda is gilicii ve maliyet
yiksekliginin temel wunsurlarin1 olusturmaktadir. uPKH gelistirilmesinin  gok
basamakli ve ¢ok degiskenli bir siire¢ olmasindan dolay1 bankacilikta standardizasyon
saglanmasi olduk¢a zordur. Baslangi¢ hiicrelerindeki farkliliklar, pluripotentlik eldesi
icin kullanilan protokollerin degiskenligi, uPKH kolonilerinin taninmasi, Segimi,

karakterizasyonunda kullanilan yontemler ve kalite testleri baslica degiskenlerdir.



Diinyada uPKH alanina olan ilgi biiyiik bir hizla artmakta ve ¢ok sayida
arastirmaci tarafindan pluripotent kok hiicre (PKH) hatti iiretilmektedir (2). Genetigi
degistirilen  hicreleri  igermesi nedeniyle gen tedavisi ilact  olarak
biyolojik/biyoteknolojik ilaglara ait yasal diizenlemelerin gegerli oldugu bilinen
UPKH’lerin Gretilmesi, depolanmasi ve paylasilmasiyla ilgili kurallar diizenli ve
yeterli degildir. 2018 yilinda yayimlanan ve tiim biyolojik materyallerin gida ve tedavi
amagl  kullanilmasini kapsamayan, arastirma amagli bir standart olan 1SO 20387-
Biyobankalama standardi, 6rnek toplama/tedarik etme, satin alma, etiketleme,
erigsim/loglama (seyir defteri), siniflandirma, 6rnek muayene islemleri (kalite-kontrol),
yontemlerin dogrulamasi ve onaylanmasi, depolama, veri yonetimi, imha, paketleme,
raporlar, dagitim ve tasima basamaklarina yonelik gereksinim ve tanimlamalar
barindirarak aragtirma amagli uPKH bankaciligi igin ¢at1 niteliginde uygulanabilir bir
standart olarak goriilmektedir. Ancak, uPKH ozelinde diisiintildiiglinde, yukarida
siralanan asamalara, 6rnek toplama asamasiin ardina “6rnek igleme/uPKH eldesi”
gibi bir baghgin gereksinimi ve ¢ok basamakli olan uPKH {iretim siireci
diistiniildiiginde ihtiyag duyulan bir standardin/rehberin ne derece detaylandirilmasi
gerektigi ortadadir. Bu tez calismasi ile arastirma amac¢lhi uPKH bankalanmasina
yonelik veri saglanacagi ongoriildiiglinden standartlarin giincellenmesine de katki
saglanmasi Uimit edilmektedir. Hucrelerin genetik yapisinin  degistirilmesinde
kullanilan yontem ve teknolojiler ile elde edilen uPKH ve bu kapsamdaki arastirmalar
dunyada yenidir. Ulkemizde arastirma amagli uPKH bankalanmasi konusunda
olusturulmus herhangi bir rehber/standart bulunmadigi gibi diinyada da fikir birligi
saglanmis uluslararasi onanmig, 0zel bir standart heniiz hazirlanmis degildir. Bu
nedenle arastirma amagli uPKH bankalanmasi ile ilgili standartlarin/dokiimanlarin
ulkemiz igin yerinde, gereksinimler dogrultusunda olusturulmasi ve diinyada devam
eden ve yeni olusumlara katki saglamasi dnemlidir. Boylesi bir katkinin iilkemizde
yapilacak olan bir tez caligmasi ile saglanacak olmasi, uPKH teknolojsinin kesif yeri
olan Japonya basta olmak iizere gelismis diinya {ilkeleri ile es zamanl takip edildiginin

gostergelerinden biri olacaktir.

Coklu islem basamaginin ve degiskenin bulundugu uPKH alaninda, hiicrelerin
in vitro islemler sonrasi eldesinde, verim orani1 (%0,0002 - %11,6) oldukga diistiktiir

(5, 6). Hastalik ve ilag arastirmalar ile hiicresel tedavi alaninda gelecege doniik ciddi



potansiyele sahip olan bu hicrelerin yeterli ve kaliteli Uretim kapasitesine
kavusturulmast gerekmektedir. Bu kapasite biyobankalama ile gerceklestirilebilir.
Biyobankalamada uPKH’lerin iiretim ve saklama basamaklarinda standardizasyon ve
1§ giicli, maliyet ile organizasyonel yapilanma uygulamalarini kapsayan kalite yonetim
sisteminin Onemi yadsinamaz. Buradan yola ¢ikarak; i)JuPKH arastirmalarinda ve
arastirma amagli uPKH bankaciliginda standardizasyon ve verimlilik artisina yonelik
kalite prosediirleri ve araglarmin uygulanmasi, ii)kalite yonetimi ve kalite araglarinin
arastirma amacgli uPKH bankaciligi alaninda yerel ilk uyarlamalarinin yapilmast, iii)en
iyi uygulama orneklerinin birlestirildigi arastirma amagli bir uPKH bankalama stire¢
ve isletim modeli Onerilmesi, iv)arastirma amagli bankalamada, uPKH’lerin
kalite/karakterizasyon/tanimlanma  siirecine  yonelik  metabolik/mitokondriyal
parametre analizlerine dayanan on arastirmalar yapilarak Ornek sirecler ile ilgili
edinilecek bilgi ve tecribenin ileriye donik seri dretim sirecinde ihtiyac
duyulabilecek temel veriyi olusturmasi ile tiim ¢iktilar dogrultusunda basta iilkesel
olmak (zere arastirma amagli uPKH bankalama alanina katki saglanmasi

hedeflenmektedir.

Bu amaglarla yola ¢ikilan bu tez ¢alismasinin birinci bélimunde, uPKH tretimi
ve arastirma amagli bankalanmasina yonelik kalite yonetimi dahilinde kritik
basamaklar detayli literatiir taramalari, standart, en iyi uygulama ve rehber
incelemeleri ile degerlendirilmis, ayrica, bu alanda ¢alisan, uPKH iiretimi ve/veya
caligmalar1 yapan arastirici/iireticiler ile irtibata gecilmis ve olusturulan bilimsel
(CorEuStem, GSPbmr) ve girisimsel (ISCBI, hPSCreg) aglarda (7, 8) gerek
uluslararas1 proje Onerisi hazirlanmasi gerekse yillik toplantilarda yer alinmasi
saglanmstir. Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi
(Pedi-Stem)’nde tamamlanmis olan “uPKH Banka Prototipi” - TUBITAK 1003
projesi (No: 213S181) kapsaminda elde edilen deneyim esliginde diinyada da ¢ok yeni
olan “uPKH Bankacilig1” konusunda kapsamli bir analiz ve degerlendirme yapilmaya
calisilmistir. uPKH iiretimi ve bankaciligi agisindan belirlenen kritik ve temel noktalar
icin kalite araglarindan balik kilgig1 diyagrami (Ishawa Diyagrami) ile dogrudan ya da
dolayli olarak uPKH verim diisiikliigline neden olan basamaklar (dokudan hiicre

eldesinden hiicre depolama ve dagitima kadar) i¢in farkli agilardan (doku/hicre, insan



kaynagi, saklama kosullari, test/yontem/malzeme/ekipman/cihaz) detaylandirilmis

incelemeler gergeklestirilmistir.

Bu tez calismasmin ikinci boliimii ise laboratuvar uygulamalarini
kapsamaktadir. Bu bolimde, in vitro ortamda uPKH yeniden programlama ve ileri
kiiltir agamalarinda istenmeden farklilasmaya yOnelen hicrelerin taninmasina katki
saglayacak bir yaklasim olarak metabolik/mitokondriyal parametreler Uzerinden
degerlendirmeler yapilmistir. UPKH kolonilerinin seciminde veya kultlr slrecinde
zorluklardan birisi hiicrelerin kendiliginden farklilasmaya baslamasidir ve bu
istenmeyen durumun erken ve kolay tespit edilebilecegi bir yaklagim, bankalama gibi
bliyik ¢apli  bir iiretim siireci i¢cin ciddi  katki  saglayabilecektir.
Metabolik/mitokondriyal parametrelerin incelenmesi ile uPKH’lerin kendiliginden

farklilagmasi, erken agamalarda tespit edilerek hiicrelerin kalite kontrolii yapilabilir.

uPKH alaninda karakterizasyon ve kalite testleri olarak siklikla morfolojik,
fenotipik, molekiiler, sitogenetik, mikrobiyolojik yontemler kullanilmaktadir (9). Son
yillarda kok hiicre biyolojisinde metabolik degisimlerin kritik rolii {izerinde
durulmakta, uPKH alaninda da omiks c¢alismalarini da igeren incelemeler
yapilmaktadir (10, 11). Buna karsin, metabolik degisimlerin hiicre {iretim ve ilerleyen
kiiltiir stirecinde kalite gostergesi olarak kullanimi konusunda netlik yoktur. Oysa
olumsuz Kkiiltiir kosullarim1 hizla yansitacak yaklasim, metabolik degisimlerin
tespitidir. Bu durum bankacilik alani i¢in 6zellikle onemlidir. Tez ¢alismasinin
laboratuvar ¢alismalarini i¢eren bu kisminda uPKH bankaciliginda kullanilabilirligini
test etmek Uzere metabolik/mitokondriyal parametreler degerlendirilmistir. Bu
amagcla; i)hiicrelerin elektron mikroskopi (EM) ile ince yapi 6zellikleri incelenmis,
mitokondrilerin buyiikligi, sekilleri (kiiresel, oval, uzamis, dalli veya baslikli),
yerlesimi (daginik, periniikleer veya peristoplazmik), boyanma 6zelligi (elektron-
yogun veya elektron-gegirgen) ve kristalarin yapisi (enine, boyuna, tibdler,
trabekiiler) analiz edilmis, ii)mitokondriyal kitle bilgisi veren MitoTracker (MT)
Olctimleri ve mitokondriyal metabolizma hakkinda fikir edinmek tizere reaktif oksijen
tarleri (Reactive Oxygen Species, ROS)-diizeyi tayini yapilmis, iii)mitokondriyal
Ozelliklerin yaninda hiicrelerin kokliiligii icin iyi bir belirte¢ oldugu bilinen aldehit

dehidrojenaz  (ALDH) enzim seviyelerine bakilmistir.  Ayrica  ¢ekirdek



(nlikleus)/sitoplazma orani, c¢ekirdekcik (nukleolus) wvarligi, golgi, lizozomlar,
endoplazmik retikulum (ER), sitoplazma, plazma membrani gibi diger hiicresel

bilesenlerin dzellikleri de elektron mikroskopik olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda, yeniden programlanma asamasinda, ayrica farkli pasajlarda ve
farkli besiyeri igeriklerinde gelistirilmis uPKH’ler ile farkli besleme araliklari
uygulanarak olusturulan olumsuz kosullarda kismi programlanmis/farklilagsmaya
yonelmis 6rnekler incelenmis, ortam kosullarindaki degisiklikler - basta ROS ifadeleri
olmak lzere metabolik/mitokondriyal parametrelerdeki degisimler - ortaya ¢ikarilmis
ve mitokondrinin, uPKH uretim ve kultur surecinde hicrenin metabolik 6zellikleri
acisindan fikir verici bir parametre olabilecegine dair veriler elde edilmistir. Bu
calismanin devami olacak ileri ¢alismalarda, optimal kiiltiir kosullarinin saglanmasi
amaciyla mitokondri aktivitesini yansitan metabolik parametrelerin solubl fazda
Ol¢iilmesi, boylelikle kiiltiir ortamini kesintiye ugratmadan, hatta uzun ve ¢ok titiz
caligma gerektiren mikroskopik incelemelere olan gereksinimi de azaltarak yeniden
programlamanin erken asamalarinda ve ilerleyen kiiltiir siirecinde, kaliteli uPKH

kolonilerin gelistirilmesine katki saglanabilecegi sonucuna varilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Uyarilms Pluripotent Kok Hiicreler

Kok Hiicreler ve Simiflandiriimasi

Insan viicudu, germ hiicreleri, somatik hiicreler ve kok hiicreler olmak tizere 3
tip hiicreden olusmaktadir (12). Sperm ve yumurta olarak birlesip zigotu olusturan
germ hucreleri, Uremenin temelini teskil etmektedir. Somatik hiicreler, herhangi bir
doku yoniinde 6zellesmis/farklilasmis hiicreleri ifade etmektedir. Kok hiicreler ise
sonsuz bolinebilen, kendini yenileyebilen ve sahip oldugu farklilagsma potansiyeli ile
erigkin/6zellesmis hiicreleri olusturabilen (plastisite) hucreler olarak ifade
edilmektedir (13).

Kok hacreleri  gruplandirma esaslarindan biri, farklilasma potansiyeline
dayanmaktadir. Bu ifadeye gore, hiicreler en yiiksek farklilasma potansiyeline sahip
olandan baglayarak; totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent grupta yer alirlar
(14). Plasenta ve ekstraembriyonik dokular dahil, biitiiniiyle bir canliy1 olusturabilecek
tiim hiicre tiplerine farklilasma yetenegi olan hiicreler, gelisimin morula dedigimiz ilk
3 guinluk, 16-32 hicreli evresinde totipotent 6zelliktedirler (15). Ikinci sirada yer alan
PKH’ler ise li¢ germ yapragi olarak ifade edilen, endoderm, mezoderm ve ektoderm
kokenli tiim hiicrelere doniisebilerek/farklilasabilerek insan viicudundaki tiim farkli
hiicre tiirlerini olusturabilme yetisine ve sonsuz boliinme kapasitesine sahip hiicreler
olarak ifade edilmektedir. Giderek farklilagma yetenegi azalan hiicreleri ifade eden
multipotent kok hiicreler, “doku kok hiicreleri” olarak tanimlanir. Ornegin, tiim kan
hiicrelerini olusturabilen hematopoetik kok hiicreler (HKH) ve kemik, kikirdak veya
yag gibi bag dokusu hiicre tiplerine doniisebilen mezenkimal kok hiicreler (MKH),
multipotent hiicrelerdir. Unipotent 6zellikteki hiicreler ise yalnizca 6zgii tek bir hiicre
tipine doniisebilmektedir.
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Sekil 2.1. Kok hiicrelerin farklilagsma potansiyeline gore siiflandirilmast.

-

(Menon ve ark. (16)’ndan alinarak yeniden diizenlenmistir.)

Kok hiicreler 2006 yilina kadar, elde edildigi kaynaga ve kokluluk 6zelliklerine
gore embriyonik, fetal (kordon kani, amniyon sivis1 kaynakli) ve erigkin kok hiicreler
olarak siniflandirilmiglardir (15). 2006 yilinda, somatik/farklilagmis hcrelerin
laboratuvar ortaminda muamele edilmesi sonucu elde edilen, pluripotent 6zellikte bir
kok hicre tipi tanimlanmis ve Induced Pluripotent Stem Cell (IPSC, IPS cell) olarak
isimlendirilerek (17) literatiirdeki ve kok hiicre siniflandirmasindaki yerini almistir.
Dilimize uyarilmig/indiiklenmis pluripotent kok hiicre (WPKH/iPKH) olarak ¢evrilmis,
giinliik konugmalarda ingilizce kisaltmasinin okunusu sekliyle, IPS huicresi olarak da

ifadesine rastlanmaktadir.

Pluripotent Ozellikteki embriyonik kok hicreler (EKH), ancak 4-5 ginluk
embriyonun (blastokist) i¢ hiicre kitlesinden elde edilebilmektedir (18). EKH’erin bu
sekilde elde edilmesi ve kullanimi beraberinde etik ve yasal sorunlari ortaya ¢ikarmis

ve arastirmacilar1 benzer 6zelliklere sahip hiicre arastirmalarina yonlendirmistir (19,



20). Multipotent 6zellige sahip hiicrelerden HKH’ler ve MKH’ler, etik agidan kabul
edilebilir olsa da kendini yenileme ve farklilasma potansiyellerinin kisitli olmasi

acisindan tam ihtiyaci karsilamamaktadir (20, 21).

2006 yilinda, olgun hicrelerde pluripotentlige 6zgii genlerin ifadesi yapay
olarak tesvik edilerek potansiyeli yiksek kok hiicrelerin tiiretilebilecegi Japon
arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (17). Dr. Yamanaka ve arkadaslarinin
onciiliigiint yaptig1 bu ¢alismayla, fare kaynakli olgun (matr/pluripotentlik genleri
metilasyon ile kapanmais) bir hiicreye (fibroblast) EKH benzeri bir yap1 kazandirilmis
ve "UPKH" seklinde ifade edilerek, "EKH-benzeri/yapay pluripotent kok hicreler”
olarak tanimlanmustir (17). "EKH-benzeri" denilmesinin sebebi, iki hicre tipinin de
pluripotent 6zellikte olmasi, bununla birlikte aralarinda, epigenetik farkliliklarin (22)
yanisira sitoplazmanin hem yapigkan hem de esnek yapi (viskoelastik) 6zelliginden

dolay1 fonksiyonel farkliliklarin da gosterilmis olmasidir (23).
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Sekil 2.2. uPKH teknolojisi.
(El Hokayem ve ark. (24)’ndan alinarak yeniden diizenlenmistir.)
Pluripotent 6zellige sahip olan ve EKH’ler gibi etik kisitliliklar tasimayan
uPKH’ler, alaninda biiyiik heyecan uyandirmistir (25). Bu teknolojide, EKH’lerde
aktif olan pluripotentlik faktorlerinin (Oct4, Klf4, Sox2 ve cMyc) viral veya non-viral

yontemler kullanilarak farklilagsmig/farklilasma yetenegi azalmig/somatik hucrelere



aktarilmasiyla bu hicreler yeniden programlanabilmektedir. uPKH’lerin bu bilimsel
ve teknolojik potansiyeli, arastirmacisi olan Dr. Yamanaka’ya 2012 yilinda Nobel

odiliinii kazandirmustir (26).
2.1.1. uPKH’lerin Onemi ve Kullamim Alanlari

Kan, deri gibi herhangi bir dokuya ait olgun hiicreden gelistirilebilen uPKH’ler
EKH’lerde oldugu gibi sonsuz/¢ok sayida boliinebilirler ve vicuttaki tim hicre
tiplerine farklilastirilarak hasar onariminda, ila¢ arastirmalarinda, hastalik

modellemede ve genetik bozuklugun/hasarin diizeltilmesinde kullanim potansiyeli

tasimaktadirlar (27, 28).
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Sekil 2.3. uPKH teknolojisinin kullanim alanlari.

(Cossu ve ark. (29)’ndan alinarak yeniden diizenlenmistir.)
uPKH’ler, sinirsiz boliinme kapasitesi ve istenilen hiicre tipine doniisebilme
yetenekleri ile Ozellikle nadir kalitsal hastalik arastirmalarinda ve rejeneratif tip
caligmalarinda timit vadetmektedirler (30, 31). Hastalik sebebi belirlendikten sonra,
bir mutasyonun hiicresel diizeyde nasil hastaliga neden oldugunu anlamak ve 6zgii
tedaviye yonelik uzun vadede planlar yapmak tizere yeterli miktarda ve uygun hicreler

ile in vitro arastirmalara ihtiyag vardir. Bu amagcla, farkli nadir hastaliklara sahip
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hastalardan ve akrabalarindan alinacak, erisimi her zaman kolay olmayan hiicre
orneklerinden uPKH hatt1 elde edilmesi ve bu hiicrelerin istenilen doku yoniinde
uyarilmasi sonucu nadir hastalik mekanizmalarinin anlasilmas1 miimkiindiir. Kiguk
yaslardaki (pediatrik) bireylerden oldukc¢a az miktarda alinabilen 6rnekler ile bile
cocukluk ¢agi hastaliklariin arastirilmasinda gerekli olan hiuicre modelleri, uPKH
uretimi ile olusturulabilir. UPKH’lerin rejeneratif tiptaki 6nemi, bu hiicrelerin istenilen
doku yoniinde farklilastirilabilmesi ve hasarli doku onariminda kullanilabilme
potansiyelinden gelmektedir. Hasarli hiicrelerin dogrudan yerine konulabilmesinin
yaninda, kalitsal hastaliklarda hicrelere genetik diizenleme (modifikasyon) yapilarak

hasarin giderilmesiyle de katki saglanabilir.

uPKH’ler, hastaliklarin laboratuvar ortaminda modellenmesi ag¢isindan da
onemli potansiyele sahiptir. Uc boyutlu hicre kiltirii Kosullarinda yapilan
modellemeler (disease in a dish) sayesinde, hastalilk mekanizmasinin
(patofizyolojisinin) anlasilmaya ¢alisilmasi ve hasta lizerinde gergeklesecek siirec ile
ilgili 6n bilgi edinilerek klinige yonelik ¢alismalarin dogru yonde ilerlemesine katki
saglanmis olacaktir (32, 33). Bu ozellikleri ile uPKH’ler, ilag endiistrisi alaninda da
biiyiik heyecan yaratmistir. uPKH’ler yeni ilag molekiilleri ve kombinasyonlarinin test
edilmesi veya bilinen ilaglarin farkli kullanimlari (endikasyon) agisindan firsat
olusturmakta (drug repurposing - ilag yeniden konumlandirma) ve kisisellestirilmis

tip uygulamalarina giden yolun adimlarini saglamlastirmaktadir.

Giliniimiizde kisisellestirilmis tip deyimiyle, tibbi tedavinin her hastanin
kendine 6zgl ozelliklerine gore uyarlanmasi {izerinde durulmaktadir (34). Hastaya
0zgii tedavilerin gelistirilebilmesi icin ilk asamada, hastaliga 6zgi hiicreler ile yapilan
aragtirmalar 6nem arz etmektedir. Arastirmalarda hastalardan elde edilen kaynak
hiicrelerin uPKH’lere doniistiiriildiikten sonra gelisim ve farklilagmalarinin bastan
itibaren gozlemlenmesine yonelik ¢aligmalar, var olan hastaligin patolojisini anlamaya
yardimct olacaktir. Tedaviye yonelik diislintildiigiinde, bu kez hastanin saglikli
(iyilestirilmig) hiicrelerinden gelistirilecek uPKH’ler Gmit vadetmektedir. Hanna ve
arkadaglar1 tarafindan (35) 2007 yilinda yapilan galismada, orak hiicre anemili
insanlastirilmig (humanized) farenin kuyrugundan alinan fibroblastlar 6ncelikle, Oct4,

Sox2, KlIf4 ve cMyc transkripsiyon faktorlerini igeren retroviriis ile uPKH gelistirmek
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tizere genetik olarak diizenlenmistir. Daha sonra, gelistirilen uPKH’lerde orak hiicre
olusumuna neden olan mutant hemoglobin, gen hedefleme ile diizeltilmis ve elde
edilen saglikli uPKH’ler hematopoetik Onciilere farklilastirilarak yeniden hasta fareye
(otolog) verilmistir. Gerek uPKH elde edilisi, gerekse hastalikli hiicrenin
diizeltilmesinde ¢ok asamali genetik degisiklerin yer aldigi bu c¢alisma, hem gen
tedavisi hem de hiicresel tedavi siireglerini barindirmaktadir. Gen tedavisi, timor
olusumu ile iliskili riskler tasirken, hiicresel tedavi immdanolojik ret durumu agisindan
degerlendirilmelidir (36); verici ile alic1 arasindaki doku gruplarinin (Insan Lokosit
Antijeni, HLA) uyumu gereklidir. Ozellikle allojenik aktarimlarda bu degerlendirme
cok onemlidir. Hastanin kendisine ait hiicrelerden retilen uPKH’ler, bu tr bir riski
bertaraf edebilecektir. Yukarida verilen 6rnek ¢aligmada, genetik olarak diizeltilmis
uPKH’ler otolog verilmeden dnce yinde de hasta 1sinlanmis ve bagisiklik reddi olusma
olasihigmin oniinde gegilmistir. Ik deneysel klinik uygulama icin g6z ile ilgili
dejeneratif bir hastalik (makula dejenerasyonu) segilmistir (37). GOzin nispeten kuciik
bir doku olmasi ve esas bagisiklik sisteminden ayrilmis 6zelliklere sahip olmasi, tercih
edilmesinde avantajli olarak goriinen sebeplerdir. uPKH klinik uygulamalarinda
otolog (kisinin kendinden) kullanim yaninda HLA haplotip uyumlu diger bireylerden
gelistirilen uPKH’lerin kullanimina yoOnelik allojenik calismalar iizerinde de
durulmaktadir (33).

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, Parkinson hastaligi, retina ve kornea
hastaliklari, kalp ve karaciger yetmezligi, diyabet, omurilik yaralanmasi ile eklem ve
bazi kan hastaliklarinin tedavisine dogru Umit vadeden sonuglar elde edilmistir (38,
39). Dopaminerjik ndron aktarimi, Parkinson hastaliginin tedavisinde potansiyel
stratejilerden biri olarak gortiilmektedir. Doi ve arkadaslari (40) 2014°te, uPKH’lerden
dopaminerjik néron uyarimi ve dopaminerjk néron 6ncii hiicrelerinin siniflandirilmasi
icin gelistirdikleri yontemi sunmuslardir. Hiicre ayirma ve transplantasyon igin en
uygun zamanin da belirlendigi belirtilen bu ¢alisma, norolojik klinik uygulamalar igin
yol agici olarak Ongdriilmiis ve Parkinson hastaligi tedavisi i¢in 2018’de Kyoto
Universitesi (Japonya) tarafindan klinik denemenin baslatildig1 haber edilmistir (41).
2019 Eylil ayindaki Nature web yayminda, yine Japonya’da, uPKH’lerden gelistirilen
korneanin hastaya aktarildigt ve gozlenen 1 aylik siirede gormenin iyilestigi

bildirilmistir (42). Kalp hastaliklarina yonelik ¢aligmalar ile ilgili olarak, 2019 yili
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itibari ile gelinen noktada, insan kaynakli uPKH (i-uPKH)’lerden elde edilen
kardiyomiyositlerin domuz modelinde kardiyak fonksiyonunun iyilesmesi yoniinde
rol oynadig1 gosterilmistir (43). Ayrica, Osaka Universitesi arastirmacilarindan
Yoshiki Sawa onderliginde, kalp yetmezligi olan hastalara uPKH’lerden tiiretilen
kardiyomiyositlerin nakli i¢in pilot ¢aligmanin Japon Saglik Bakanligi tarafindan
onaylandigi bilgisine ulasilmistir (44). Takebe ve arkadaglar1 (45) tarafindan
uPKH’lerden gelistirilen damarlanmis ve islevsel insan karacigeri, hasta tedavisine
151k yakan ilk oOrnek olarak kabul edilmektedir. Diyabet tedavisine yonelik
calismalarda anahtar konumda olan pankreatik [ hiicrelerine, instlin Gretimi yoninde
islev kazandirilmas: temel hedeflerdendir (46). I-uPKH’lerden gelistirilen endokrin
oncu (projenitor) hicreler, immiin-yetersiz farenin bobrek kapsiiliine yerlestrildiginde,
insiilin salgilama kapasitesinin arttig1 gézlenmistir (47). Dr. Yamanaka’nin da i¢inde
bulundugu Japon arastirmact ekibi, 2018 yilinda sunduklari derleme ile omurilik
hasarina karsi uPKH-tabanli hiicre tedavisine yonelik zemin degerlendirmesi
yapmislar ve planladiklar1 ilk klinik uygulamayi ilan etmislerdir (44). Detayl
aciklanan stratejiye gore, Kyoto Universitesi uPKH Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi (CIRA) Hiicre Bankasi’nda klinige uyumlu olarak hazirlanmis
olan allojenik uPKH’lerin, noral kok/projenitor hiicrelere doniistiiriilerek hastaligin
sub-akut fazinda nakledilmesi planlanmigtir. Eklemlerdeki kikirdak ve kemik
yapisinin tahrip edilmesiyle teshis edilen Romatoid artrit (RA), kronik inflamatuar bir
hastaliktir. 2016 yilinda Rim ve arkadaglar1 (48) tarafindan yapilan ¢aligmada, RA
patogenezinde aktif hiicresel bilesen olarak gorev yapan fibroblast benzeri sinoviyal
hiicrelerden gelistirilen UPKH’lerin RA patogenezine yonelik kullanilabilecegi
gosterilmistir. Kan hastaliklar1 ile ilgili olarak, [ Talasemi tedavisine yonelik
Amerika’da yapilan ¢aligmada, CRISPR (Clustered Regularly interspaced Short
Palindromic Repeat) - gen diizenleme yontemi ile hemoglobin B genindeki mutasyon
diizeltilmis olan uPKH’lerden gelistirilen eritroid onciileri kullanilmistir (49). Bu
caligmanin, hastaya 0zgl uPKH'lerin genetik onarimi ile tek gen hastaliklarinin
tedavisi yonunde 6nemli bir adim oldugu vurgulanmistir. Ancak unutulmamalidir ki,
sadece bir hiicre tipinin fonksiyon kaybiyla tanimlanan bir hastalik hiicresel tedaviden
fayda gorebilecekken, coklu hiicresel hatalarin oldugu durumlarda bu tir kok hicre

tedavisi yetersiz kalacaktir (50). Hicre/gen tedavisi i¢in hedef hastaliklar sinirsiz
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degildir; doku/hiicre ozellikleri veya hastalik patogenezi tedavide belirleyici
etkenlerdir ve bu durumda, kok hiicrelerden beklentinin ¢ok yiliksek tutulmamasi

gerekmektedir (51).

Hastalik modelleme

uPKH'ler diinya capindaki ilgili aragtirmacilarin tiimiine dagitilabilecek
smirsiz, yenilenebilir bir kaynak olarak, ayn1 anda bir¢ok laboratuvarda ayni hasta
hiicre hatlar1 ile galigilabilme olanagi sunmaktadir. Ornegin, nadir bir metabolik
hastaligi modellemek {izere hastanin karacigerinden biyopsi Ornegi alarak hepatosit
gelistirmek oldukga zor iken, hastanin herhangi bir dokusundan tiiretilen uPKH’ler,
hasta ile ayn1 genetik bilgiye sahip somatik hiicreler iireteceginden bu hiicrelerle
hastaligin modelini olusturmak, patofizyolojisine yonelik bilgi edinerek etkili ve
glivenli ilaglar1 taramak miimkiin olabilecektir (32). Orak hiicre anemisi (35) ve
Parkinson (52) hastaliginin farelerde modellenmesi uPKH kullanilarak yapilan 6nci

hastalik modeli ¢alismalarina 6rnek olarak verilebilir (27).

uPKH teknolojisine dayanan tanimlanmis genetik modeller, ilag taramalarinin
yanisira hastalik mekanizmalarini anlamaya yonelik yeni arastirmalara da yol agmuistir.
Gergegi en iyi yansitma agisindan, hastalik fenotiplerinin veya ilag tepkilerinin ancak
bir dokunun tiim hiicresel ve hiicre dis1 bilesenlerinin mevcut olmasi ve fonksiyonel
olarak olgunlagmasi durumunda belirgin olmas1 miimkiindiir. Bu tiir modellerden
optimum fayda elde etmek i¢in, doku nislerini taklit eden vaskiiler bilesenlere sahip,
karmasik, ¢ok hiicreli yapilara gereksinim duyulmaktadir. Insan dokusu benzerleri
olusturmak amaciyla uPKH’ler kullanilarak yapilacak in vitro hastalik modelleme
caligmalar1 genomik diizenleme, birlikte kiiltiir (co-culture), ¢ip Gzerinde organ (organ
on a chip) ve organ benzeri yapi (organoid) gibi farkli model araglar ile
gerceklestirilebilmektedir  (53-55). Ornegin, genomik diizenleme araglariyla
olusturulabilen izogenik kontroller sayesinde hastaya 6zgii uPKH’lerde genetik olarak

tanimlanmis kosullar olusturulabilmektedir (56).

Hastalik modelleme ile daha etkin tani ve hastaligin seyrine yonelik daha iyi

Ongoriiler yapilabilmesi miimkiin olacaktir. Boylece, erken asamalarda ve daha yiiksek
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dogruluk ile hastalik riskinin tespiti saglanabilecek ve dolayisiyla saglik bakim
maliyetleri diistiriilebilecektir (57).

Ila¢ Arastirmalar

Ilag arastirmalarinda, uPKH’lerden mikro-tip ve makro-tip ¢alismalarinda
faydalanilabilmektedir (28). Hastalardan alinan uPKH'ler, ilacin etkinligini analiz
etmek ve ilaca olan yanmit mekanizmalarin1 gézlemlemede (mikro-tip) veya klinik
denemelerdeki her bir hastanin ilag yanitina dayanarak hastalar1 siniflandirmada
kullanilabilme (makro-tip) potansiyeline sahiptir. ilag arastirmalarinda kullanima

yonelik farkl: agilar sekil 2.4°te 6zetlenmektedir.

Arastirma/Kesif Calismalari Klinik Oncesi Klinik Faz
Hastalik Modelleme ilag Tarama in vitro Klinik Denemeler
Hedef Tanimlama&Validasyon Yiiksek Verimli Tarama ilag Yan Etkilerinin Tahmini
oD urki
Hasta/Saglikl - =
Vericiler e
\ J 5 a/:/
= F / e
ﬁ Tarama
Hepatosit  Kardiyomiyosit Nuron
eniden Programlama Kimyasal -
Kiitiiphane Toksisite&ilag Metabolizmasi
, Joh I
AN - .'-.-—-.“‘ ilag Cevabi Segimi
T3, o — Hasta Populasyon
;; '" "
il v 1'!
: .10
Hastalik Modelleri "l"“' l'!' H T
Coklu Omiks F l ! Aday ilag Tarama "| ""7, assas Tip
(ilaglari Yeniden Hedeflendirme) Q \ ‘ e
Al e it gi 1
3 S 8! ?/ .
% H”n, 1+ i
B o | it "I 1
Hedef Belirleme Onayl ilag Kitiiphanesi Yanit yok Yanit var Farmakogenomiks

Sekil 2.4. ilag gelistirme calismalarinda UPKH’lerin kullanima.

(Suh (58)’dan alinarak yeniden diizenlenmistir.)

Ilag taramasi ve toksisite testlerinde en uygun ve yaygin modeller olarak
halihazirda hayvanlar kullanilmaktadir. Bilimsel amaglar i¢in kullanilan hayvanlarin
korunmasma iliskin  63/2010 Avrupa Birligi yonergesindeki gereklilikler
dogrultusunda, hayvandan once, birincil hiicre Ornekleri ve timor kaynakli hiicre
hatlariin  kullanilmast onerilmektedir [3R Kurali; Reduction (Sayiy1 azalt),
Refinement (lyilestir/uygun kosullar1 sagla), Replacement (Materyali degistir) (59)].
Hayvan modelleri kritik toksik etkileri tespit etmede basarisiz olabilmekte ve bu
durum ancak ilag piyasada kullanilmaktayken, kullanicilarda olumsuz etkilere yol

actiginda anlagilabilmektedir. Bu nedenle, pazarlama sonrasi farmakoepidemiyolojik
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bazli kontrollere olan ihtiyag, son yillarda katlanarak artmaktadir. Belirtilen gerekgeler

disiiniildigiinde, uPKH'ler, ila¢ taramasini hizlandirabilecek ve farmasdtikler,

kozmetik icerik maddeleri, kimyasal {iriinler ve zirai kimyasallarin gilivenlik

degerlendirmelerini gelistirebilecek, insan hiicresi bazli, yeni in vitro analizler

olusturma potansiyeli/firsati sunmaktadir (60).

Diinyada, hayvan deneylerine alternatif olarak PKH (EKH veya uPKH)’lerin

ilag aragtirmalar1 i¢in uygun hiicre tipi oldugu fikrinden yola ¢ikan 6nemli projeler

baslatilmistir (60). Bunlardan bazilari:

Insan kaynakli EKH (i-EKH) hatlarmin gelisimsel toksisite icin uygulanabilirligini
arastiran Avrupa Komisyonu Entegre Projeleri:

1. ReProTect (2009): i-EKH kullanarak treme toksisitesine yonelik test
gelistirilmesi amaglanmigtir (61).

2. ESNATS (Embryonic Stem cell-based Novel Alternative Testing
Strategies) (2013): Klinik c¢alismalarda ilag gelistirme siirecini
kolaylastirmak ve ilag toksisitesini degerlendirmek i¢in 6zellikle i-EKH'ye
dayali yeni bir toksisite test platformu gelistirilmesi hedeflenmistir (62).

“Daha Giivenli Ilaglar Igin Kok Hiicreler” (Stem Cells for Safer Medicine)” Projesi
(2014): Kamu/ozel sektor ortakligi ile olusturulmus olan projenin amaci, ilag
endistrisinde  kullanilan  mevcut  tarama  teknolojisi  platformlarina
Olgeklendirilebilir, otomatiklestirilebilir ve entegre edilebilir, erken 6ngorili
taramaya yonelik, PKH temelli yeni, in vitro glvenlik ekranlari gelistirmek
olmustur (63).

Farmasotik ve kozmetik bilesenlerin toksisite testi icin insan kaynakli PKH (i-
PKH) kullanma potansiyeli ve buna yonelik kalite kontrol testlerinin
uyumlastirilmasinin hedeflendigi “SCR&Tox” projesi (2015): Insanlar tarafindan
kullanilacak iirtinlerin gelistirilmesinde, uygun olmayan ve potansiyel olarak
giivenli olmayan aday liriinlere zaman ve kaynak harcanmasini 6nlemek i¢in toksik
ozelliklere sahip bilesikleri, gelisimlerinin erken bir asamasinda tanimlamanin
oneminden yola ¢ikilarak tasarlanmis olan proje, 1-PKH’ nin sinirsiz iiretilerek

¢ogaltilabilme ve herhangi bir hiicre tipine farklilasmalar1 yoniinde tetiklenebilme
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ozelliklerinden dolayi ¢ok ¢esitli insan hiicresi bazli test sistemleri gelistirmek i¢in
essiz bir firsat sunabilecegi bilinciyle baslatilmistir (64).

e SEURAT-1 (Safety Evaluation Ultimately Replacing Animal Testing) Projesi:
Avrupa Birligi 7. Cer¢eve Programi kapsaminda desteklenmis proje ile PKH'lerin
toksikolojik arastirmalarda ve endiistriyel uygulamalarinda basarili bir sekilde
kullanilmasmi tesvik etmek i¢in bu alanlarda uygulanabilir bilimsel standartlar

olusturulmasi amaglanmaistir (65).

Ayrica, oOzellikle yetersiz, tibbi veya sosyal ihtiyaclarin oldugu alanlarda
yenilikgi ilaclarin gelisimini ve hastaya erisimini hizlandirarak sagligin iyilestirilmesi
amactyla olusturulmus olan Yenilik¢i Ilaglar Girisimi (Innovative Medicines
Initiative, IMI) de toksisite testi igin kok hiicre kaynakli ilag arastirmalarini

desteklemektedir.

Tedavi ve Rejeneratif Tipta Kullanim

UPKH teknolojisinin tedavi amagh ve rejeneratif tipta kullanilmasi, tibbin
geleceginde oOnemli degisikliklere yol agabilecek bir etkiye sahiptir (28, 66).
Transflizyon tibb1 alaninda da uPKH teknolojisinin yeni bir donemi baglatabilecegi
potansiyeli g0z ardi edilemez. Diinyadaki niifusun yaslanan poplilasyon tarafinda
genisliyor olmasi, siirekli bir ihtiya¢ olan kan bagisi konusuna alternatif ¢oziimler
arayisinin sebeplerinden biridir. Yapay kan ile ilgili ¢alismalar, halen gelisimin ilk
asamalarindadir ve tek basina yeterliligi tartisilir durumdadir. Klinik kullanim i¢in ¢ok
sayida canli hiicreye acil ihtiyag oldugundan, 6zellikle uPKH teknolojileri diizenli bir
tedarik saglamak igin ideal bir kaynak olarak diistiniilmektedir (67).

2014 yilinda, ilk insan klinik ¢alismasi olarak otolog uPKH’lerin kullanildigi
deneme, Japonya Saglik Bakanlhig: ilag ve Tibbi Cihaz Ajansi’nin onayiyla Masayo
Takahashi liderligindeki ekip (68) tarafindan, yasa bagli makiiler dejenerasyon (AMD)
hastaliginda pilot ¢alisma olarak 6 hasta icin baslatilmistir (37, 55). Calismada, ilk
hastanin kendi deri hiicrelerinden tiiretilen uPKH’lerden elde edilen retina pigment
epitel hiicreleri otolog olarak 2014 Eylul ayinda subretinal uygulanmis olup,
ameliyattan 1 yil sonra, hicrelerin saglam kaldigi, hastanin gérme keskinliginin

diizelmedigi veya kotiilesmedigi bildirilmistir. Ancak ikinci hastadan turetilen uPKH
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kaynakli retina pigment epitel hiicrelerinde g0zlenen genetik degisiklikler ve bu
degisikliklerin yaratacagi tiimor olusturma potansiyeli ve riskler nedeniyle hastaya
uygulama gergeklestirilmemis ve calisma Mart 2015’te durdurulmustur (37). Bu
calisma ic¢in yapilan acgiklamada, sonrasi i¢in otolog yerine allojenik uPKH
kullaniminin planlandigi ifade edilmistir. Japonya'nin yeni rejeneratif tip yasalarinin
Kasim 2015'te yiiriirliige girmesinden sonra (69) klinik ¢alismalar daha gl¢li hukuksal
temellere dayandirilmis ve 2017 yilinda yine AMD hastaligina yo6nelik, en uyumlu
HLA’ya sahip saglikli dondrlerin deri hiicrelerinden tiretilen allojenik uPKH’lerin
kullanildig1 bir diger ¢alisma (70) baslatilmistir. Bu ¢alismada saptanan ilk ciddi yan
etkiler, 2018’de duyurulmustur (71).

2018 yilinda, bir baska ¢aligmada, yine Japon Saglik Bakanligi tarafindan
onaylanarak diinyada ilk kez trombositopenisi olan aplastik anemili bir hasta igin
kullanilan allojenik plateletlerin reddedilmesi iizerine otolog uPKH'lerin kullanildigt
bildirilmistir (72). Ayrica, I6semi, Ataxia-Telangiectasia (A-T), kronik graniilomattz
hastalik, retinoblastoma, otizm spektrum bozuklugu, ektodermal displazi ve zihinsel
yetersizlik (MYTL1L Mutasyonu) gibi hastaliklara yonelik baslatilmis  klinik
caligmalarin bulundugu bilinmektedir (73). Yapilan 6n caligmalara dayanilarak,
omurilik hasarli (SCI) hastalara yonelik yakin gelecekte UPKH temelli klinik
uygulama bagslatilacagi bilgisi yayimlanmustir (74). Bugin (12.06.2020) itibari ile
ABD Ulusal Tip Kiitliiphanesi tarafindan sunulan “Klinik ¢aligmalar (Clinical trials)”
web sayfasinda, “iPSC” anahtar kelimesi ile erisilen kayitli ¢aligma sayis1 103 tiir (75).
Isaret edilen klinik calismalar arasinda otizm, kanserler (mide, meme, akciger, l6semi,
lenfoma, glioma), kardiyomiyopati, diyabet, obezite, kalp krizi, hipertansiyon, retinal
hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar gibi yaygin hastaliklarin yanisira down
sendromu, ALS (Amyotrophic Lateral Sclerosis), Spinal Muskiler Atrofi (SMA),
kistik fibroz, Marfan Sendromu, Turner Sendromu ve Wilson Hastalig1 gibi nadir
hastaliklara da rastlanmstir. ilan edilen ¢aligmalarin ¢ogu, dogrudan klinik uygulama
degil; klinik hasta materyallerinde yapilan arastirma ¢alismasidir. Bunlar arasinda, 22
calisma tamamlanmis (completed) olarak listelense de net bulgulara ulagilamamustir.
Yalnizca akciger kanserine yonelik olan bir calisma, sonlandirilmis (terminated)
olarak kaydedilmistir (zayif bulgular ve finansman yetersizligi nedeni ile). Ayriva,
kayitlarda dikkat ceken en yeni calisma, mayis ayinda Minnesota Universitesi
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tarafindan sunulan, COVID-19 hastalarinda uPKH tiirevli dogal oldiriicii (NK)

hicrelerin kullaniminin planlandigi ¢calismadir.

2.1.2. uPKH Uretim Basamaklari

2006 yilinda fare (17), 2007°de insan (76) Ornekleri ile basarilan uPKH
teknolojisinde, olgun bir hiicrenin, genleri iizerinde etkili olan uyaricilar
(transkripsiyon faktorleri) yardimiyla gelisim stirecinin baslangig
seviyesine/kokliliigin yiiksek oldugu seviyeye dondiiriilmesi s6z konusudur. uPKH
Uretim sureci, ¢ok basamakli ve her basamakta yer alan ¢oklu degiskenlerden dolay1
secilimin c¢ok oldugu, oldukca zorlu bir siirectir. Uretim basamaklar1 asagida

detaylandirilmaktadir.

I. Verici (Dondr) Secimi: uPKH Uretmek (izere kaynak hiicrenin elde edilecegi
dondriin tipi, cinsiyeti, saglik durumu gibi fenotipi belirleyen genomik ve biyolojik
Ozellikleri, uPKH iiretim siirecinde karsilagilan ilk degiskenlerdir. Yapilacak
¢aligmanin/aragtirmanin amacina gore verici tipi her zaman insan olmayabilir. Bu ilk
asamadan itibaren etik ve yasal kurallar 6nemlidir ve eger kaynak insan olarak
belirlenmis ise bilgilendirilmis onam formu gibi etik konu bilesenleri de surece dahil
olmaktadir (19, 20).

Il. Kaynak Doku/Hucre Segimi: Kullanim amacina gore ¢esitli kaynak ve dokudan
alinacak herhangi bir somatik hucreden uPKH’nin elde edilmesinde teorik olarak
herhangi bir engel bulunmamaktadir. Ancak sec¢ilen kaynak hiicreye bagh olarak,
uPKH elde etme siireci ve etkinligi/basarisi degiskenlik gosterebilmektedir. Bugtine
kadar yapilan ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen kaynak hcre tipi olarak fibroblastlar
ile karsilasilmistir. Elde edilme ve tiretim kolayligi sayesinde teknolojinin 6ncust
olan ¢alismada (17) da bu hicreler (fibroblastlar) érneklendirilmistir. Farkli hiicre
tipleri, farkli plastisite (hiicrenin koken aldigi dokunun digindaki dokulara
farklilasabilme 06zelligi) derecelerine sahip olabilirler. Ornegin, gen¢ &nciil
keratinositlerin uPKH’lere doniisiim etkinliklerinin deri fibroblastlarina oranla, en az
100 kat daha yiiksek ve iki kat daha hizli oldugu gosterilmistir (77). Ayrica, cilt

fibroblast hiicrelerine kiyasla, karaciger ve mide hiicreleri ve diger epitel hiicre
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tipleri, daha yiksek verimlilikle uPKH’lere doniistiiriilebilmektedir (78, 79). Raab
ve arkadaslari (80) tarafindan yapilan ¢alismada, fibroblastlarin programlanmasinda,
epitel hiicrelere gore daha diisiik verimlilik oraninin ve yeniden programlanma icin
gerekli olan slirenin uzun olmasimin sebeplerini agiklayabilecek hipotezlerden
birinin, mezenkimal-epitelyal (MET) gegis olabilecegi belirtilmektedir. MET,
normal embriyogenez ve erken gelisim siirecinde gerceklesen bir basamaktir.
Gelisimsel siirecin taklit edildigi yeniden programlamada; baslangig, olgunlasma ve
kararlilik olmak iizere ii¢ adim ayirt edilebilmektedir (81). MET esas olarak,
pluripotentlik  belirteclerinin ~ artisindan ~ 6nce,  fibroblastim  yeniden
programlanmasinin  baslangic asamasinda gergeklesmektedir. Keratinositlerde
baslangicta, EPCAM (epitelyal hiicre yapigsma molekiilii) veya epitelyal birlesme
proteini olan E-kaderin (CDH1) gibi ilk epitelyal iliskili genler tetiklenmektedir.
Mezenkimal fenotipi dizenleyen transkripsiyon faktorleri, dogrudan epitel gen
ifadesini bastirarak (keratinositler zaten epitel kokenli hicreler oldugundan)
kendileri baskilanmis olur. Boylece mezenkimalden ektodermal germ katmanina
gecis kolaylasmaktadir. Ektodermal kdkenli keratinositlerin MET sirecinden muaf

olmasiyla, YP etkinligi ve hiz1 lizerinde avantaj sagladig diisiintilmektedir.

Drozd ve arkadaglar (82) tarafindan yapilan ¢alismada, idrar kaynakli epitel
hicrelerden %1,5, amniyon sivisindan izole edilen epitel hicrelerden ise %0,1'e
yaklasan verimle uPKH iiretimi gergeklestirilmistir. uPKH iiretmek i¢in kullanilan
somatik htcre ttrinin, YP verimliligi ile iligkili oldugu, bu ¢alismada bir kez daha
gosterilmis  ve sonuglar fibroblast-keratinosit ¢alismalariyla karsilastirilarak
yorumlanmigtir. Keratinositler, siki dizilim ve yuksek duzeyde kaderin ifadesi
acisindan PKH’lere benzer oOzellikler gostermektedir. PKH’ler ve keratinositlerin
epitel hiicre olmasindan ve muhtemelen benzer bir epigenetik duruma sahip
olmalarindan dolay1, fibroblastlar igin gerekli olan MET'in, keratinositler igin
gerekmedigi, boylece epitel kaynakli bu hiicrelerde yeniden programlamanin daha
kolay gerceklestigi diisiiniilmiis (77) ve ¢alisma bulgularinda MET gereksiniminin
hafifletilmesinin bir sonucu olarak, epitel hucrelerin sahip oldugu hizlandirilmig YP

kinetigine vurgu yapilmistir.
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I11. Mikrogevre/Ekstraselliler Matriks Sec¢imi: uPKH kolonileri gelistirebilmek igin
hiicrelerin birbirine ve matrikse tutunabilecegi stroma destegi gereklidir. Onceleri
farklilasmamis insan uPKH'leri, kiiltiirde siirdlriilmek ve cogaltilmak iizere
genellikle besleyici tabaka (feeder layer) olarak bilinen insan veya fare kdkenli -
etkisizlestirilmis fibroblastlar (mouse embryonic fibroblast, MEF) izerinde birlikte
kiiltiir edilmislerdir. Ilerleyen siirecte, bu destek hiicrelerin kiiltiirde sinirl1 bir dmre
sahip olmalar1 ve artan pasajlarin basarimlarini etkilemelerinden dolay1 besleyici
hicreler olan primer MEF’in yararli olmadigi gériilmiis ve bu hiicreler igin ayrica
mikrobiyolojik kalite kontrol degerlendirmesi yapilmasi gerekliliginin kiilfeti de
diisiiniildigiinde, pratik ve uygun goriilmeyen bu hiicreler saf disi birakilarak
iyilestirme yoniinde asama kaydedilmistir. Daha sonra, besleyici tabaka yerine
yaygin olarak kullanilan sistemlerde kiiltiir yiizeyleri, hayvan kaynakli matrijel ile
rekombinant laminin (83) veya vitronektin (84) gibi hayvan kaynakli Uriin
icermeyen hiicre yapisma (adezyon) proteinleri/hiicre dig1 matrikslerle kaplanmaya
baslamistir (85).

IV. Pluripotentlik Faktorlerinin Secimi: Dr. Yamanaka ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
pluripotentligi saglayacak olan transkripsiyon faktorleri, onlarcasi arasindan
elenerek 4 taneye (Oct4, Sox2, KlIf4, cMyc) indirilmistir (17). GlUnimdizde, ticari
tirtin (kit) olarak da sunularak en ¢ok kullanilir hale getirilmis olan bu 4 faktor;
“OSKM”, Yamanaka faktorleri olarak ifade edilmektedir. Bu faktorlerin bireysel
etkilerini anlamaya yonelik yapilan c¢alismada, Oct4 ve Sox2'nin yeniden
programlama (YP) i¢in gerekli oldugu, cMyc ve Klif4’iin ise uPKH kolonisi

olusumu yoniinde verimlilik arttirici etki yaptigi gosterilmistir (86).

UPKH teknolojisi oldukg¢a dinamiktir; glnumize kadar farkli sayr ve
kombinasyonlarda faktorlerle, farkli basart diizeylerinde uPKH’lerin elde
edilebildigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (27). Ozellikle kanser hiicrelerinde
de ifade edilmesinden dolayr riskli bir faktdr olan cMyc olmadan uPKH’lerin
basarilabileceginin arastirildigi ¢alismalarda (87, 88), YP daha diisiik verimlilikle olsa
da/koloni olusumu gecikse de somatik hucrelerin PKH’lere doniistiirebildigi
gosterilmistir. BOylece, cMyc’nin hiicre ¢ogalmasimi arttirarak daha yiiksek
verimlilikle ve hizlandirilmis yeniden programlamaya (30 giinde koloni olusumu

yerine, 21 giinde olusum) izin verdigi farkedilmistir. Bir baska ¢alismada, cMyc’siz
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(Oct4, KIf4 ve Sox2 iceren) turetilen insan uPKH'lerin, 4 faktérli OKSM tiirevi
uPKH'lerden genomik olarak daha kararli oldugu gosterilmis ve onkogen olan cMyc'in
hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 ve kromozomal kararliligi (stabilite) bozdugu
vurgulanmistir (89). Fare primer hepatositlerinden ve gastrik epitel hicrelerinden
UPKH dretiminin yapildig1 ¢alismada, cMyc'in kokteylden ¢ikarilmasi sonucu YP
verimliliginin %20 - 40 oraninda diistiigii gézlenmis olsa da (78), bu onkogene sahip
olmayan uPKH’lerinin {iretilmesi, daha giivenli tiretim yoniinde biiytik bir ilerlemeyi
temsil etmistir. Verimi arttirmak {izere farkli faktorlerin denendigi calismalar da
yapilmustir. Ornegin, KIf1 ve KIf5 ile yapilan ¢alismada, verim yiiksek bulunmamistir
(87).

Farkli faktor kombinasyonlarmin ilk 6rneklerinden biri de, Dr. Thomson ve
ekibi (90) tarafindan, Oct3/4 (O), Sox2 (S), Nanog (N) ve Lin28 (L) (OSNL)
sunulmustur. Bes faktor (OSKMN veya OSKNL) veya alti (OSKMNL) faktor igeren
kombinasyonlarin keratinositler ve fibroblastlarda yiliksek verimlilikte pluripotentlik

saglayabildigi gosterilmistir (91).

V. Pluripotentlik Faktorlerini Aktarma Yonteminin Segimi (Vektor/Tastyict/Aktarim
Araci Segimi): Segilen hiicreye pluripotentlik 6zelligini kazandirmaya yonelik
faktorlerin aktariminda tercih edilebilecek, yeniden programlanacak hiicrenin
genomuna dahil olma/olmama 6zelligine gére integratif ya da non-integratif olarak
gruplandirilan farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yOntemlerin sahip oldugu
olumlu ve olumsuz 6zellikler, elde edilecek uPKH’lerin kullanim amacina gore
degerlendirilmektedir. Ornegin, hiicrenin genomuna dahil olabilen virisler,
aktarimda en sik kullanilan araglardir ancak ciddi olumsuz sonuclara

(mutajenez=mutasyon olusturma) neden olabilirler.

UPKH eldesinde, pluripotentlik faktdrlerini somatik hilcrede ifade ettirmek
Uzere ilk olarak retroviriis, devaminda yine bir viral ara¢ olan lentivirilis kullanilmis,
son donemde ise en ¢ok tercih edilen aktarim araglarindan biri Sendai viris (SeV)
olmustur. SeV, negatif zincirli RNA genomuna sahip, zarfli bir viriistiir. Farelerde
siddetli solunum yolu hastaligina neden olsa da insanlar i¢in hastalik yapici (patojenik)

degildir. SeV vektorinln farkli hiicre soylarinda yiiksek gen aktarim (transdiiksiyon)



22

verimi ve protein ifadesine sahip oldugu gosterilmistir (92). Aktarildigi hiicredeki
yiiksek etkinliginin yanisira, SeV replikasyonunun sitoplazmada gerceklesmesi ve
bdylece genetik bilgisinin aktarildigi hiicrenin genomu ile birlesmemesi ve ilerleyen
pasajlarda hiicrelerden seyreltilebilir 6zellikte olmasi, immuno-gen tedavi gibi
streclerde bu virtisiin tercih edilme sebepleridir (93, 94). Diger taraftan SeV’in,
etkinliginin hiicre tipine gore degisiyor olmasi (kan hiicrelerinde binde bir,
fibroblastlarda yizde bir), yeniden programlanmis UPKH'lerden tamamen
kaybolmasinin en erken 10 pasaj1 bulmasi ve hiicrelerin viriisii tamamen ¢ikarmak igin
daha ytiksek bir sicaklikta (39°C) kiiltiirlenme geregi gibi sahip oldugu olumsuzluklar,

UPKH (retim amacina gore tizerinde durulmasi gereken noktalardir (95).

Mutajenez olasiligint azaltan yontemlerin gelistirilmesiyle, pluripotentligi
uyarici genlerin entegrasyonu, kalici ifade veya yeniden aktivasyonun zararlh etkileri
azaltilmistir. Cre-LoX, transpozon tabanli vektorler, epizomal vektorler (plazmidler,
minicircle denilen kiigiik halkasal DNA’lar ve entegre olmayan epizomal virsler),
mRNA, protein, miRNA veya belirli hiicresel yolaklar1 aktive/inhibe eden ve
epigenetik modifikasyonlar yapan kictik molekiller, pluripotentlik faktorlerini
aktarimda kullanilabilecek diger araglardir. Tablo 2.1°de yeniden programlamada

kullanilan aktarim yontemleri karsilastiriimaktadir.

Pluripotentlik faktorleri disinda, yeniden programlamay:i uyaran ajanlar da
uPKH iiretim siirecinde kullanilabilmektedir. Ornegin, epigenetik mekanizmalar
uzerinde etki gosteren DNA metiltransferaz inhibitorii olan 5’-azasitidin ile histon
deasetilaz inhibitorii olan wvalproik asit gibi kiiciik molekiillerin kullanildig
caligmalarda, YP etkinliginin oldukga yiiksek bulundugu gosterilmistir (95). Ayrica,
sodyum batirat, TGF-8  (Transforming Growth Factor-R) ve PDGF-R (Platelet
Derived Growth Factor-Receptor) inhibitorii gibi kiiciik molekiillerle yapilan
calismalar da bulunmaktadir (95). Kiiglik molekiiller kullanilarak, histon
deasetilasyonunun engellenmesi (96), TGF-p ve MEK sinyal yollarinin bloke edilmesi
(97, 98), epigenetik degistiricilerin ve ROCK yolunun engellenmesi (99, 100) ve
glikolizin uyarilmasi (101) gibi yeniden programlamayi kolaylastiran mekanizmalar

hedeflenmektedir. Pluripotentlik faktorlerini aktarma yonteminin se¢ciminde, yalnizca
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kiigiik molekiillerin kullanim1 bile ¢ok sayida degisken igeren kritik bir islem basamagi

olarak degerlendirilebilir.

Tablo 2.1. Yeniden programlamada kullanilan aktarim yontemleri.

(Rao ve Malik (5)’ten alinarak yeniden diizenlenmistir.)

Programlama Avantaj Dezavantaj Etkinlik Sire
Ydéntemi (%) (Gin)
Retro ve lentivirlis | Etkinligi iyi, Kiglk bir parmak izi kalir. 0,02-1 20-35
uygulamasi kolay,
bircok hicre
tipinde
dogrulanmustir.
Lentiviral (miRNA: | Cok yiksek Parmak izi kalir. 104-11,6 | 18-26
miR302/367cluster) | etkinlik.
miRNA (dogrudan | Parmak izi yok. Etkinlik diisiik. 0,002 20
transfeksiyon)
Adenoviral Parmak izi yok. Etkinlik diisiik ve teknik 0,0002 25-30
zorluk var.
Sendai Virus (SeV) | Parmak izi yok, Hazir alinirsa pahali, lab.da | 0,5-1,4 25
etkinlik iyi, gok hazirlanirsa teknik zorluk
hiicre tipinde icerir,
dogrulanmus, ticari | lisanaslama/patentleme
olarak sunuluyor. konular1 dogabilir.
MmMRNA Parmak izi yok, Hazir alinirsa pahali, lab.da 0,6-4,4 20
etkinlik iyi, ticari hazirlanirsa teknik zorluk ve
olarak sunuluyor. yogun emek igerir.
Protein Parmak izi yok Etkinlik diisiik, teknik zorlu, | 0,001 56
uzun zaman allCl,
Epizomal Parmak izi yok, Bazi hiicre tiplerinde 0,0006-0,02 | 30
etkinlgi iyi ve cok | etkinligi diisiik.
hicrede
dogrulanmustir.
PiggyBac Parmak izi yok ve | Her hicre tipinde 0,02-0,05 14-28
etkinligi iyi. caligtimams, lisans ya da
patent konular1 dogabilir.
Minicircles Parmak izi yok. Etkinligi diisiik. 0,005 14-16

uPKH’leri tiretmek i¢in YP yontemine karar verirken, hangi kaynak hiicrenin

kullanilacagi, YP yonteminin bu hicre tirinu programlayabilme kapasitesi ve ileri

uygulamay1 zorlayabilecek entegre dizilerin bulunup bulunmamasi gibi etkenler géz

onlinde bulundurulmalidir. Bu faktorlerin agirliklandirilmasi, planlanan ¢alismanin

hedeflerine bagl olacaktir. Ornegin, epizomal ydntem kullanilarak yapilan YP, kan

hiicreleri i¢in 1ideal goriinlirken fibroblastlar icin standart kiltiir kosullarinin

degistirilmesini gerektirmektedir. Episomal ve SeV yontemleri arasinda, ayak izini

kaybetmek i¢in gecen siireler agisindan farkliliklar vardir.

Klinige yonelik olan
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kullanimlar igin ayak izi birakmayan bir yontem se¢imi dnemlidir. Ornegin, mRNA
ile yeniden programlanan uPKH'lerde ayak izi ile ilgili endiselenmeye gerek yoktur
ancak mMRNA yontemi zahmetlidir ve ilk ¢alismalarda sadece fibroblastlarla galistigi
gosterilmistir. Diger hiicrelerle olan performansi degerlendirilmelidir. Parmak izi
birakmamasi ve %0,02 - %0,05 etkinlik orani ile 14. giinden itibaren uPKH koloni
olusumunun goézlenmeye baslayabildigi PiggyBac sistemi, ¢ekici bir alternatif olabilir,

ancak ¢alismanin hedefine gore detayli kiyaslamalar yapilmalidir (95).

V1. Programlama Sireci ve uPKH Koloni Secimi: Secilen kaynak hicreye, belirlenen
pluripotentlik  faktorlerinin  belirlenen yOntemle aktarilmasiyla hicrelerin
uPKH’lere doniisiimii, “(yeniden) programlama slreci”ni ifade etmektedir.
Hucreler bu sirecte, uygun kiltlr ortam ve kosullarinda tutulmaktadir. Beslenme
ve gelisimleri siklikla diizenli olarak kontrol edilmektedir. Programlamanin ikinci
haftasindan itibaren gériilmeye baslanabilecek UPKH kolonilerinin farklilasmadan
biiylimeleri takip edilmekte ve bulundugu kiiltiir kabinda fazlaca ¢ogaldiklarinda
yeni kiiltir kaplarina aktarilmaktadirlar. Programlama sirecinde hicrelerin
karsilagabilecegi  herhangi bir durum, onlart farklilagmaya kolayca
yonlendirebilmektedir. Bu surecte, besiyeri degisim zamanlamasi/periyodu,
besiyeri 1s1s1 ve hatta hiicre kultiri sarf malzemelerinin 6zellikleri kritik olarak
degerlendirilmektedir. New York Kok Hiicre Vakfi Arastirma Enstitiisii tarafindan
hazirlanan en iyi uygulama dokiimaninda (Protocols For Human Pluripotent Stem
Cell Work, 2011) uPKH dretim stirecine yonelik dnerilen protokollerde, dzellikle

cam malzeme kullanimi vurgulanmaktadir.

Ortam kosullar1 da programlama siireci i¢in 6nemli faktorlerden biridir. Dogal
olarak gelisen embriyolarin biiyiimesinde diisiik oksijen seviyesi (hipoksi) yeterlidir
ve insan EKH'leri igin kiiltiir kosullar1 bu sekilde diizenlenmektedir (102). YP islemi
sirasinda hiicre kiiltiiriiniin %35 oksijen ortaminda gerceklestirildigi ¢alismalarda,
farelerde uPKH veriminin ~ 5 kat ve insan hiicrelerinde 3 kat arttirilabildigi gosterilmis
ve hipoksik kosullarin YP silrecindeki etkisi ortaya konulmustur (103). Hipoksik
ortam ayrica, uPKH’lerin ndronlara, kardiyomiyositlere, hematopoetik progenitorlere,

endotel hicrelerine ve kondrositlere farklilasma verimliligini arttirmak igin de test
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edilmis ve diisiik oksijen seviyesinin EKH pluripotentligi ile birlikte farklilasmada da
etkin oldugu gosterilmistir (104).

VIL. Kalite/Karakterizasyon Testleri: uPKH kalitesinin 6lcimu; genetik icerik,
pluripotent gen ifadesi, epigenetik diizenlemeler/6zellikler ile ilgili olarak molekiler
caligmalar veya in vitro farklilasma ile yapilabilmektedir (105). Programlama
stirecinin devaminda morfolojik olarak (mikroskopik incelemede) tanimlanan
kolonilere uPKH o6zelliklerini tasiyip tasimadiklarina dair dogrulama testleri
yapilmaktadir. Bu testlerin siklig1 ile ilgili olarak, 2007- ECVAM (European Centre
for the Validation of Alternative Methods) calistayindaki (106), kok hiicrelere yonelik
tanimlanmis bir belirteg grubunun oraninin, kiiltiirdeki hiicrelerin kalitesini ve
tutarliligini kontrol etmek i¢in her 5-10 pasajda bir degerlendirilmesinin uygun olacagi
Onerisi dikkate alinmaktadir. Pluripotentlik o6zellikleri ve/veya belirtecleri akim
sitometri, immunohistokimya, molekiler ve/veya sitogenetik yodntemlerle tespit
edilebilmektedir. PKH'lerin genetik kararliligint degerlendirmek i¢in, her 10 pasajda

bir, en az 20 metafaz ile Giemsa-bantlamanin yapilmasi gerektigi belirtilmistir (106).

Birincil (primer) veya tiiretilmis bir hiicre hatt1 ig¢in yapilmasi gereken ilk test,
HLA tiplendirme veya Kisa Ardisik Tekrar Bolgeleri (STR veya mikro uydu) analizi
yoluyla tanimlama yoniinde olmalidir (107). Bdylelikle, hiicre hattinin, kaynak

hiicrenin alindig1 vericiden oldugu teyit edilir.

Kontaminasyon testlerine yonelik mikoplazma icin polimeraz zincir
reaksiyonuna (PCR) dayali saptama yontemleri veya luminometrik 6l¢iimlere dayali
test kitleri nispeten  sonuglari  hizlandirmaktadir  (108).  Hizlandirilmis

yontemlerin/testlerin hassasiyet ve giivenirligi degerlendirilmelidir.

Karyotipleme genel olarak genetik kararliligi izlemek i¢in kullanilabilirken,
Tek Ndukleotid Polimorfizmi (SNP) analizi veya mikro dizi teknolojisi ile
Karsilagtirmali Genom Hibridizasyonu (CGH), daha ylksek ¢Ozunurlukteki
degisiklikleri tanimlamak i¢in yararli birer ara¢ olarak degerlendirilmektedir.
UPKH'ler EKH'ler ile kiyaslandiginda, daha fazla genetik anormallik kazanmis
olduklar1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda, yuksek ¢ozUndrlUkIG bir SNP dizisi

kullanilarak, erken pasajdaki insan uPKH'lerinde, orta pasajdaki uPKH'lere,
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fibroblastlara veya EKH'lere gore daha fazla kopya sayisi varyasyonu (CNV)
bulunmustur (109). YP silrecinden sonra hicrelerin genetik profillerinin normalligini
kanitlamak ve hastalik caligmalar1 i¢in potansiyel kullanimlarimi degerlendirmek
amaciyla, tiim genom analizi ve detayli genom metilasyon calismalarinin, hicre
hatlarinin kalite kontroliiniin bir pargasi olarak surece dahil edilmesi gerekebilir.
Yeniden programlamayi takiben hiicrelerin epigenetik acidan degerlendirilmesinin
yanisira genetik profillerini incelemek de olduk¢a dnemlidir ve ekzom dizilimi bu
konuda 6nemli veri saglayabilmektedir (110). Sonug olarak, farklilasmamis fenotipi,
hicrelerin genetik ve epigenetik kararliligini ve uPKH'lerin tamamen yeniden
programlanmis hiicre kimligini, uygun karakterizasyon testleri ile tanimlamak kritik

6neme sahiptir.

[k galismalarda, PKH morfolojisi ve sinirsiz kendini yenileme, pluripotentlik
belirteglerinin ifadesi ve farklilasma belirteglerinin baskilanmasi, YP faktorinin
yoklugu ve fonksiyonel farklilasma (teratom), uPKH’ler igin asgari karakterizasyon
kriterleri olarak onerilmistir (111). 12-14 hafta kadar zaman alan teratom olusumu,
Kimi arastirmacilar tarafindan olmazsa olmaz test olarak degerlendirilmis olsa da, daha
sonra in vitro uygulamalar i¢in teratom olusumunun gerekli olmadigi, floresans veya
secilebilir belirtecler iceren yeniden tasarlanan yapilarin (reporter construct) uygun
olacagi belirtilmistir. UPKH'lerin 6zellikle tedaviye yonelik uygulamalarinda, hastada
herhangi bir sekilde yanlis davranan hiicreleri in vivo izlemek ve aktarilan genlerin
malignite olusturmasina midahale etmek icin bir intihar genini kodlamak amaciyla bu
tir bilgi verici araclardan (reporter) faydalanilabilecegi tizerinde durulmustur (112).
Malignite potansiyelinden dolayr onemsenen teratom testi ile ilgili olarak, 2014
yilinda, en uygun insan PKH’leri ile ilgili yapilan derlemede, teratom olusumunun
tahlil edilmesinin her zaman nihai bir sonuca izin vermedigi; farkli insan
kaynaklarindan tiiretilen ve farkli protokollerle olusturulan uPKH'lerin, degisik
teratom olusum giiclerini barindirdig1 yorumu yapilmis ve teratom testinin, literatlirde
bildirilen insan EKH ve uPKH hatlarinin sadece yarist i¢in kullanildig1 ortaya

konulmustur (113).

2011 yilinda yayimlanmis olan “Molekiler Biyoloji Yontemleri” kitabinda,

esas olarak hucreler icin kalite kontrol ve karakterizasyon denildiginde 4 temel faktor
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Uzerinde durulmakta ve bu faktorlerin gelistirilen farkli testlerle onanabilecegi
belirtilmektedir (85):

Canlilik: Dondurularak saklanmis olan hiicreler, ¢6zme sonrasi tripan mavisi ile

boyanarak veya erken apoptoz belirtegleri ile canlilik agisindan test edilebilirler.

. Tanimlama: Dogru kimligini ve 0zglinliglini saglamak i¢in, hiicre hattinin

tiiretildigi laboratuvardan baslayarak izlenebilir ve belgelenmis bir baslangicinin
olmas1 gerekmektedir. Tanimlama, HLA tiplendirme, izoenzim ve karyotip
analizleri ya da daha hassas olan STR profillemesi ile yapilabilir.

Saflik: Herhangi bir mikrobiyal kontaminasyon olmadigini ifade etmek uzere
cesitli testler kullanilabilmektedir. Mikoplazma, virlis veya bakteri acisindan bir
bulas olup olmadigi, giinliik veya farkli periyodik araliklarla kontrol edilmelidir.
Test edilecek olan kontaminasyona yonelik, devam eden hicre kaltird igin en
uygun yontem, sartlara/gereksinimlere gére belirlenmektedir. Ornegin
mikoplazma testi igin, hassasiyet, emek, paha ve siire agisindan farkliliklar
barindiran birden fazla sistem bulunmaktadir. Sz konusu Klinige yonelik uPKH

iiretimi oldugunda, hassasiyetin birincil 6zellik olmas1 6nemlidir.

. Canli dis1 ortamda biiyiime kararlilig1 ve karakterizasyon: Ilk asama kalite testleri

tamamlanmis olan hiicreler uygun besiyeri ile beslenmekte ve bulundugu kiiltiir
kabinda yeterli g¢ogunluga ulastiginda pasajlamalarla ¢ogaltilmaya devam
ettirilmektedir. Hiicreleri kiiltiir kabindan ayirmada farkli yontemler 6nerilmekte
ve bu yontemlerden dolayr oOlusabilecek istenmeyen durumlar, sireci
kritiklestirebilmektedir. Devam eden hicre kultlriinde akim sitometri veya
immiinohistokimya ile fenotipik karakterizasyon test edilebilir. Ornegin, i-
UPKH’lerin; Oct4, Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-81, TRA-1-60 ve alkalen
fosfataz agisindan pozitif ve SSEA-1 igin negatif oldugu gosterilmistir (114).
Ayrica, pluripotentlik kontroli igin genetik karakterizasyona yonelik farkli testler
de yapilabilmektedir. Asagidaki tabloda, tam programlanmis uPKH’leri ayirt
etmek icgin siklikla tercih edilen yontem ve belirtegler (Tablo 2.2°de)
listelenmektedir (4).
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Tablo 2.2. uPKH tanimlamada siklikla tercih edilen yontem ve belirtegler.
(Bayart, E., & Cohen-Haguenauer (4)’den alinarak yeniden diizenlenmistir.)

immiinoboyama Alkalen Fosfataz
0CT4, NANOG, SOX2, KLF4, Tra-1-60, Tra-1-81, cMyc, SSEA1, SSEA3, SSEA4.
Akim Sitometri OCT4, NANOG, SOX2, KLF4, Tra-1-60, Tra-1-81, cMyc, SSEA3, SSEA4.
Western Blotlama 0OCT4, SOX2, KLF4, CMYC.
qRT-PCR Endojen OCT4, SOX2, KLF4, NANOG, LIN28, hTERT, REX1, SALL4, DPPA2,DPPA4,GDF3,

cMYC, PPIA, DNTM3B reaktif olmali; ekzojen yeniden programlama transgenler inaktif
olmaii.

Bisulfit Dizileme Endojen OCT4, NANOG promotor bolgeleri reaktif olmali; ekzojen yeniden programlama
transgenlerini ifade eden promotor boélgeleri inaktif olmali.

immiin Yetmezlikli Farede Teratom Olusumu 3 germ tabakasindan farkli tipte hiicrelere farklilasma.

Embrioid Cisimcik Olusturma

Uluslararast Kok Hiicre Bankaciligi Girisimi (ISCBI) tarafindan (115) 2015
yilinda, PKH’ler i¢in Onerilen standart kalite kontrol testleri; canlilik, tanimlama
(DNA STR), sterillik (bakteri ve mantar agisindan), mikoplazma ve virls
kontaminasyonu ile kok hticre belirtegleri, pluripotentlik ve genom durumunun
degerlendirilmesi olarak sunulmustur. Bunlar arasinda tanimlama, sterillik,
mikoplazma ve virls testleri (insan kaynakli virGsler icin - hepatitis C, human
immunodeficiency virus (HIV), human T-lymphotropic virus (HTLV) I/11, Epstein-
Barr Virus (EBV), human cytomegalovirus (hCMV), human papillomavirus (HPV),
herpes simplex virus (HSV), human herpesviruses (HHVSs)), genel olarak kok hiicreler
alaninda, iyi hiicre kiltiiri uygulamalar1 (Good Cell Culture Practices, GCCP)
kapsaminda da yer alan standart testlerdir (116). PKH bankacilig1 i¢in onerilen tiim
kalite kontrol testleri, kaynak hicre kdltlrlerini iceren 6n-ana (pre-master) hiicre
bankasi siirecinden baglayarak ilerleyen tiim siire¢lerde (ana hiicre bankasi, dagitim
hiicre bankasi olarak ifade edilebilecek siiregte serbest birakma testleri ve daha sonra
kararlilik testleri olarak) gerektiginde detaylandirilarak yer almaktadir. Bu testleri
gerceklestirmek tlizere hangi teknigin kullanilacagi hiz/siire, maliyet ve duyarlilik ile
ilgilidir. Ornegin genom durumunu test etmek iizere, karyotip analizi, aSNP, Bacs
Beads Oligos, gPCR, tum genom dizileme (WGS) veya tum ekzom dizileme (WES)
yontemlerinden faydalanilabilir. WGS veya WES gibi yeni nesil genetik dizilim
teknikleri tipik olarak daha fazla ayrint1 saglar, ancak karyotip ve STR analizi gibi
daha hizli, kolay ve ucuz tekniklerle, tiretim daha etkin saglanmaktadir (9).
StemBANCC'de tiim bu secenekler goz oniinde bulundurulmus ve oncelige sahip bir

grup (6zellikle nadir tek gen bozuklugu olan hastalar) WES testi i¢in belirlenmis, geri
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kalani, kalite kontrol amaciyla STR testi ve karyotipleme ile degerlendirilmistir. i-
UPKH elde etme siireci zaten 6nemli miktarda zaman ve ¢aba gerektiren bir sureg iken
tim bagis¢ilarda WES’in tercih edilmeme sebebi, biiylik olc¢ekteki/endiistriyel

stirecin/Uretimin kritiklerinden olan zamandan tasarruf etmek olmustur (57).

VIIl. Dondurma/Cézme: ileri calismalarda kullanilmak iizere uPKH’ler sivi
nitrojende dondurularak saklanmaktadir (kriyoprezervasyon). Dondurulmus
olan uPKH’ler daha sonra uygun kosullarda ¢6ziilerek, amaca gore kiltlre veya
dogrudan deneye alinabilmektedir. Dondurma/¢ézme asamasinda hiicrelerin
farklilasmadan kalmasi ve canliliginin korunmasi énemlidir. Bunun i¢in hiicre
tipine uygun dondurma ajanlarinin ve dondurma/¢cézme yontemlerinin segilmesi
kritiktir ve secilen yontemin uygunlugu; hiicre sayisi, canliligi ve kalitesi
(morfolojinin  bozulmamasi/farklilasmamasi)  agisindan  test  edilerek
degerlendirilmektedir. Bu asamaya yonelik farkli tipte ve oranlarda dondurarak
saklama  koruyucusu  (kriyoprotektan)  iceren  sistemler/protokoller
bulunmaktadir ve halen iyilestirmeye yonelik aragtirmalar sirdurilmektedir. En
cok tercih edilen soguk-koruyucu olarak karsilasilan, dimetil sulfoksit
(DMSO)’tir. DMSO'ya maruz birakilmis insan EKH’lerinin pluripotentlik
kapasitesinin azalmasi ve bu etkinin epigenetik degisiklikler Uzerinden
oldugunun gosterildigi ¢alismanin iizerine, DMSO kullanim orani ve alternatif
kriyoprotektan arayislart daha ¢ok 6nem kazanmustir (117, 118). Dondurma
besiyerine eklenmek tzere DMSO icin Onerilen oran, %10’dur. Hucrelerin
klinikte kullammina yonelik gelistirilen, Iyi Uretim Uygulamalari (Good
Manufacturing Practice, GMP) ile uyumlu ve hayvan kaynagi (kseno) icermeyen
ticari Urlinlerde de bu koruyucunun/oranin kullanildigi gorilmistiir (119). Sivi
azot i¢inde depolanan tiim hiicre hatlari, kriyoprezervasyondan sonra geri
kazanim ve canlilik agisindan degerlendirilmeli, tripan mavisi ve FACS
(Floresans ile Aktif Olan Hiicrelerin Siniflandirilmasi) ile 0 ve 24 saat sonra

canlilik testleri gerg¢eklestirilmelidir (108).
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2.1.3. uPKH’lerde Enerji Metabolizmasi ve Mitokondriyal Parametreler

Biyobankalamaya yonelik optimize uPKH (retim ve karakterizasyon
yontemlerinin gerekliligi kaginilmazdir (120). Yontem esasit olarak, hiicrelerin
mitokondriyal ve glikolitik yolak izlemleri ile enerji metabolizmalarina/metabolik
Ozelliklerine gore ayirt edilmesinin/tanimlanmasinin  bilgi  verici  olacagi
diistinilmektedir. KOk hucrelerin - olgunluk  durumlarina donik metabolik
Ozelliklerinin mitokondriyal parametreler iizerinden degerlendirilmesi son yillarda
daha ¢ok ©Onemsenmektedir (121). Mitokondriyal parametreler; morfolojik yapi,
metabolik siire¢ bilesenleri (enzimler, molekiiller) veya metabolik {iriinler iizerinden

degerlendirilebilmektedir.

Hiicrelerde enerji yolaklar glikoliz veya mitokondri tizerinden ilerlemektedir.
Glikoliz, hizli ¢ogalan hiicrelerin gereksinimlerini karsilamak tizere, ATP Uretimi ile
anabolik Onciiler arasinda bir denge saglamaktadir (122). Kok hicrelerde enerji
metabolizmas1 olarak daha ¢ok glikolizin baskin oldugu gosterilmistir (123). Kok
hiicreler farklilagmaya dogru gittikce mitokondri devreye girmekte ve aerobik
metabolizmaya gecis olmaktadir. Boylece kok hiicrenin farklilasmasi sirasinda
belirgin metabolik/mitokondriyal durum degisiklikleri meydana gelmektedir. Sekil
2.5’te goriilecegi gibi, glikoliz sonucu ortaya ¢ikan laktat artisi ile karakterize olan
PKH’lerde mitokondriyal parametreler diisiik seyretmektedir. Farklilagsmis hiicrelerde
mitokondrinin i¢ zar1 olan kristanin dahil oldugu oksidatif fosforilasyon siireci ile ATP

uretiminde mitokondriyal parametreler yiikselmektedir.

Kok hiicrelerin sahip oldugu kendini yenileme ve c¢ekirdek kok hiicre
ozellikleri ile farklilagmis hiicre olusumunun altinda yatan ortak molekiiler siire¢lerin
ifadesi olan kokluluk (124) diizeylerinin tespitinde, hiicrelerin enerji kaynagi
seciminin belirleyici rol oynadigi; farklilasmaya baslamis hiicrelerin daha ¢ok
mitokondriyal yolakla enerji sagladigi, kokliilik seviyesi yiiksek olanlarin ise
glikolitik yolagi tercih ettigi bildirilmistir (125). Bu nedenle, uPKH o&zelliklerinin
tespitinde mitokondriyal parametreler iizerinden yapilacak degerlendirmelerin
giivenilir olacagi diisiiniilmiistiir. Ancak halen mitokondriyal parametreler, uPKH
iretimi ve bankacilifinda kalite veya karakerizasyon agisindan standart olarak

kullanilan bir yontem degildir.



31

Farklilasmis Hiicreler | Pluripotent Kok Hiicreler
Glikoliz Glikoliz
Yeniden
l Laktat Programlama i Laktat
A -
Pirivat |===== ! Pirtvat

=
- 1

v

TCA —> ATP

I
\( J« N Farklilasma
(& y-—> ‘“’) =

Mitokondri Olgunlasmasi Mitokondri Yeniden Modellenmesi

1 MtDNA Kopya sayisl + MtDNA Kopya sayisi

4 ATP Uretimi { ATP Uretimi

4 Oksidatif fosforilasyon ¥ Oksidatif fosforilasyon

4 Toplam Hiicre Kitlesi + Toplam Hiicre Kitlesi

|, Laktat Uretimi 4 Laktat Uretimi

A Uzamis sekilli ve krista-zengin mito. A Globiiler gekilli ve krista-fakir mito.

Sekil 2.5. Pluripotent ve farklilagsmis hiicrelerdeki metabolik farkliliklar.
(Xu ve ark. (125)’ndan alinarak yeniden diizenlenmistir.)

Somatik/farklilagsmis hiicreler substratlarin, Trikarboksilik Asit (TCA)
dongisi ve Elektron Tasima Sistemi (ETS) tarafindan tamamen oksidasyonu yoluyla
ATP'nin verimli bir sekilde liretilmesini destekleyen olgun mitokondrilere sahiptir.
PKH’lerde ise mitokondriler primitif (az gelismis) haldedir (125). Pluripotent
hiicrelerin farklilagmasi, oksidatif metabolizmay1 desteklemek icin mitokondriyal
biyogenezi ve olgunlagmayi etkinlestirmekte ve anaerobikten aerobik metabolizmaya
biyoenerjetik gec¢is gergeklesmektedir. TCA dongiisiinlin  etkinlestirilmesiyle
mitokondri sayisi, solunum zinciri yogunlugu ve ATP {iretimi artmaktadir. Morfolojik

olarak, krista bakimindan zengin olan mitokondri uzamaktadir (tubtler mitokondri).

YP siirecine alman hiicreler, bulunduklari ortamda karma bir popiilasyon
gosterirler. Programlanmayan, kismen programlanan (intermediate/ara/kismi) ve tam
programlanan hiicreler bir arada bulunmaktadir. “Tam” veya pluripotentlik belirtecleri
ve epigenetik Ozellikleri bakimindan gosterdigi degisikliklerle (126, 127) “kismi
(partially) programlanmis” olarak ifade edilen uPKH Kkolonilerinin metabolik
durumlari/metabolomu da birbirinden farklidir (11). Belirgin TRA-1-60 ifadesi ile
ayirt edilebilen tam programlanmis uPKH’lerin metabolik 6zellikleri EKH’lerle biiyiik

Olciide (yaklasik %90) benzerlik gostermis, kismi programlanmis olanlarda ise bu oran
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%74 bulunmustur. Metabolomda farkli kiimelenmeler tespit edilmistir. Kismi
programlananlarda yliksek bulunan oksidatif fosforilasyonun yanisira sitrik asit, 4-
acetamidobutanoik asit artmis, tam programlananlar ise glikoliz yolag (2-
phosphoglyceric acid, 3-phosphoglyceric acid, fructose 1,6-diphosphate, 2,3-
diphosphglyceric acid, glucose 6-phosphate) ile iliskili bulunmustur. EKH’lerde
glutatyon (glutathione), pridoksin (pyridoxine) artisi ve nikotinamid (NAD), gamma-
aminobutyric acid (GABA), laktik asit, ayrica tam programlanan uPKH’lerde NAD,
GABA ve laktik asit metabolitleri saptanmustir (11).

Fibroblast

Naif PKH Yonlenmis PKH
7 Yeniden Programlama
] X Geg Erken

* OSKM yada diger faktérler

* Hipoksi

* HiFla

*+ Vitamin C
Glikoliz :[§ Glikoliz /[ + Oks. Fos. inhibitdrleri Glikoliz;: [

Oks.Fosforilasyon [ Oks.Fosforilasyon [J + Rapamisin Oks.Fosforilasyon [

HiF2a

Sekil 2.6. Pluripotent durumda enerji metabolizmasi

(Teslaa ve ark. (128)’ndan alinarak yeniden diizenlenmistir.)

2015 yilinda Teslaa ve arkadaslarinin (128) ¢alismasinda, pluripotent durum
bolimlendirilmis; “naif (naive)” ve “yonlenmis (primed)” olarak isimlendirilerek
enerji metabolizmast agisindan ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Buna gore, naif
durumdaki en pluripotent/kék haldeki hiicrelerde glikoliz ve oksidatif fosforilasyonun
yiiksek oldugu, farklilasmaya dogru olan siirecte, yonlenmis PKH’lerde ise glikoliz
yine yiiksekken, oksidatif fosforilasyonun diisiik oldugu belirtilmistir. Ornegin,
fibroblastlarin yeniden programlandigi erken siiregte, hiicrenin enerji profilinin
fibroblastlara (kaynak hiicreye), gec¢ siiregte ise PKH’lere daha yakin oldugu
anlagilmaktadir. Farklilasma ile artan oksidatif fosforilasyon ihtiyacin1 karsilamak
izere sayica ¢ogalan mitokondriler ile birlikte hiicre morfolojisi de Ozellesmeye

baglamaktadir.

Yeniden programlamada, somatik oksidatif biyoenerji sireci, anaerobik

glikolitik yolaga doniismektedir. Somatik hiicrelerden PKH’lere doniisen (yeniden
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programlanan) hiicrelerde yiiksek glikoz kullanimi sonucu laktat {iretimi olmasiyla
mitokondri regresyonu gergeklesmektedir (125). Farklilagmis hiicrelerin fonksiyonel
olarak olgunlagmamis bir duruma ge¢mis oldugu bu halde, temel olarak aerobikten
anaerobik  metabolizmaya ge¢is  olmaktadir.  Mitokondri  biyogenezinin
baskilanmasiyla mitokondriyal genclesmede (rejuvenasyon) azalma ve intraseliiler
ROS seviyelerinde diisme meydana geldigi gosterilmistir. Yeniden programlamanin
ardindan, mitokondriyal morfoloji degismekte ve mitokondriyal igerik azalmaktadir.
Boylece glikolizdeki artig ile birlikte oksidatif fosforilasyon azalmakta ve ATP
seviyesi diismektedir. Ayrica bu asamada ger¢eklesen metabolik yeniden
sekillenmenin, pluripotentligin bir sonucu olmadigi, mitokondriyal potansiyel ve

glikolitik genlerin pluripotent gen ifadesinden once tetiklendigi de bildirilmistir (122).

2.1.4. Sorunlar ve A¢ik Alanlar

2012 yilinda Nobel 6diilii ile 6nemi vurgulanmis olan UPKH konusunda,
Amerika ve Japonya’nin 6ncii oldugu, giderek artan sayida yayin (129) ve patent (130)
bagvurusu bulunmaktadir. Bahsettigimiz gelismis tilkelerde bu artis, gen tedavisi ilaci
ya da gen tedavisi tibbi {irlinii kapsaminda klinik uygulama calismalarina dogru
yonlenmeye baslamigken, halen kaynak hicre seciminden, dondurma/c6zmeye kadar
her agamay ilgilendiren arastirmalar da surdurtlmektedir. Clnkd uPKH dretimi ile

ilgili halen ¢6zlilmemis sorunlar, iyilestirmeye agik noktalar bulunmaktadir.

Pluripotentlik belirteglerinin  ve hiicre kiiltiirii kosullarinin  tamamen
tanimlanarak verimliliginin arttirilmasi, olas1 gelecek uygulamalar i¢in oldukca
onemlidir ve tiim asamalardaki protokollerin standardizasyonu gereklidir. Diger
taraftan, uPKH’nin elde edildigi ilk calismalarda kullanilan viral vektorlerin mutajenik
etki (insertional mutagenesis) gibi istenmeyen durumlar olusturma potansiyeline sahip
oldugu ve bu tiir risklerden uzak, alternatif yontemlerin gelistirilmesi ihtiyact da
gozardi edilmemelidir. Pluripotentlik mekanizmalarinin bilinmesi, giivenli ve yeni
hiicre temelli tedavi siireci i¢in rehber niteligindedir. Stre¢ ne kadar iyi ¢zimlenirse
o kadar 1yl modellemeler/aragtirmalar yapilabilecektir. uPKH’nin otolog
kullanilabilme potansiyeli, yeni kisisellestirilmis yaklasimlarin ve her bireyin kendisi

icin gelistirilebilecek hiicre modeli olma ayricalig1 agisindan hayvan deneylerine olan
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gereksinimi de hafifletmeye, belki de tamamen ortadan kaldirmaya aday olarak

gosterimin (131) temelini olusturmaktadir.

Secilen baslangi¢ hiicresinin yeniden programlanma orani, “uPKH eldesinin
verimi/programlanma etkinligi” olarak ifade edilmektedir ve bu oran halen ¢ok
distiktiir (95, 132). Baslangig hiicresine embriyonik genlerin transferi ve kolonilerin
eldesinde verimin diisiik olmasi, maliyet ve is giicli gereksiniminin yiiksek olmasi ile
elde etme siirecinin uzun olmasi, arastirmalar1 zorlastirmakta ve ayni kalitede ¢ok
miktarda/devamli hiicre eldesine giden yolda engel teskil etmektedir (133). Diger
taraftan hticrelerin fazla midahaleye (manipulasyona) maruz kalmasi ve/veya viral
yontemlerin kullanilmasi sonucu olusan onkojenik/timorojenik transformasyonlar da

uPKH ile ilgili streclerdeki temel sorunlardandir (134).

Klinige yonelik disiiniildiigiinde, hastanin kendi hiicrelerinden {iretilen
uPKH'lerin kullanilmasinin, nakledilen hiicrelere kars1 bagisikligin  yeniden
etkinlesmesini (reaktivite) onlemek igin bir strateji olabilecegi gibi bu tiir yapay bir
YP isleminin (uygulanan islemler nedeni ile elde edilen hiicre; genetik yapisi1 degismis
bir iirtin olup, gen tedavisi ilac1 ya da gen tedavisi tibbi iiriinii ve biyolojik ilag¢ olarak
kabul edildiginden), uPKH’lerin immiinolojik durumunu ne dl¢iide degistirebilecegi
ve alicinin bagisiklik sistemi tarafindan red (immdunorejeksiyon) tepkisi icin ne gibi
sonuclar yaratabilecegi tartisilmaktadir. Bu nedenle, genetik yapisi degistirilerek
uretilen hucresel driiniin (UPKH) iyi karakterize edilmesi, YP silrecindeki potansiyel
timor genlerinin (cMyc gibi), pluripotentlik gorevini tamamladiktan sonra intihar
genleri ile transfeksiyon veya kok hiicre oldiiriicii ajanlar araciligiyla iistesinden
gelinmesi Onerilmektedir (113). Zhong ve arkadaglar1 (135) tarafindan olusturulan
modelde, daha once gelistirilmis olan primat uPKH’lerinin transplantasyon sonrasi
teratoma baglatan veya onkojenik doniisiime ugramis klonlar1 ortadan kaldirmak igin
iki intihar geni/ilag sistemi (YCD/5-FC ve iCaspase/AP20187) hem in vitro hem de in
vivo olmak iizere degerlendirilmis ve sonuglar, klinik kullanima yonelik uPKH

teknolojisinin giivenligini saglama yoniinde faydali bulunmustur.

Yeniden programlamada virlis gibi enfekte edici yapilarin ve cMyc gibi

onkogen 0Ozellikte faktorlerin kullaniliyor olmasi, uPKH alanindaki temel
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sorunlardandir. Programlama yontemi agisindan diisliniildigiinde, retroviris ile
caligma, insanda tedavi uygulamalarina yonelik uPKH’lerin kullaniminda ciddi engel
teskil etmektedir. Pluripotentlik genlerinin iletimi icin gecici gen ifade vektorlerinin
kullanilmasi, protein transdiiksiyonu ile YP faktorlerinin tanitilmasi ve nihayetinde
endojen pluripotentlik diizenleyicilerinin kiiciik molekdller tarafindan aktive edilmesi,
klinik kullanim i¢in genetik olarak degistirilmemis uPKH’lerin Uretilmesini
saglayacaktir. Gen aktarimi olmadan yeniden programlamayi basarmak igin, bu

slirecin molekiiler yollarini anlamak oldukca 6nemlidir.

YP sirecinin etkinliginin iyilestirilmesi ve rejeneratif tip icin uPKH’lerin
uygulanmasi amaciyla giivenilir farklilasma protokollerinin gelistirilmesi de agik
alanlardan biridir. Dr. Yamanaka’nin ilk ¢alismasinda, farenin kuyruk ucundan elde
edilmis fibroblastlar ve embriyonik kok hicreler retroviriis ile uyarilmis ve Oct4,
Sox2, KIf4 ve cMyc ile uyarimdan yaklasik 30 glin sonra on binde 2 (%0,02) etkinlikle
uPKH’ler elde edilmistir. Bir baska arastirma grubu da yine ayni faktorlerle fetal
fibroblastlari yeniden programlayarak 14 giin sonunda binde 1 (%0,1) basariya ulagmis
ancak ayni faktor kokteyli ile eriskin fibroblastlar programlanamamistir (86). YP
kokteyline hTERT ve SV40 biiyiik T antijeni eklendiginde ise eriskin fibroblastlarda
yaklasik on binde 25 (% 0,25) basar1 elde edilmistir. Lentiviris kullanilarak yapilan
bir baska calismada, fetal akciger fibroblastlarina ve yeni dogan sinnet derisi
fibroblastlarina Oct4, Sox2, Nanog ve Lin28 aktarilmis ve 20 giin sonra fetal
fibroblastlarda on binde 3-5 (%0,03-0,05), yenidogan fibroblastlarinda on binde 1
(960,01) etkinlikle uPKH’ler elde edilmistir (95).

2012 yilinda, hem i-EKH’lerin hem de i-uPKH'lerin Kkultlrid ve

cogaltilmasindaki zorluk sebepleri (60) su sekilde siralanmistir:

o Genellikle kaltirlenmesi zor, koloniler halinde blytmeleri,

e Kolonileri surdirmek igin kullanilan en yaygin yontemin, kiicuk koloniden mini
kesme (mikrodisseksiyon) yontemi olmasi,

e Farklilagsmamis hiicrelerin korunmasinda rol oynayan kritik faktorlerin (6rnegin,
besleyici htcreler, ortam, serum replasmani, buylime faktorleri) henliz tam olarak

anlagilmamis olmasi,
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e Standart kiiltiir kosullarinda farklilagmanin ortaya ¢ikmasi ve bunu tetikleyen
kosullarin heniiz tam olarak kontrol edilemiyor olmasi.

e Genomik Kkararsizliga egilimli olan i-PKH'ler icin bulylk o&lgekli Kkaltar
sistemlerinin temel yontemlerinden olan pasajlama asamasinin halen iyilestirmeye
acik olmasi. Basitlestirilmis kiiltiir kosullari, biiyiik 6l¢ekli ilag taramasi ve tibbi

uygulamalar icin oldukca 6nemlidir.

2012 yilinda Diaferia ve arkadaslar1 uPKH’leri tekrarlanabilir bir sekilde
tiretmek icin hedef hiicre tipi se¢imi, hiicreleri yeniden programlamak i¢in kullanilan
faktorlerin secimi, faktorleri aktarma yonteminin se¢imi, zamanlama ve doz/miktar
gibi faktor ifade parametreleri, kiiltiir kosullari, tanimlama yontemleri ve yeniden
programlanmis hiicrelerin karakterizasyonu gibi se¢imli asamalarin kritik oldugu

tizerinde durmuslardir (108).

Kritik degiskenlere bagimli yasanan sorunlar dogrultusunda uPKH’lerin
iretim agamalarina yonelik iyilestirme ¢alismalari siirdiiriillmektedir (85). Cok adimli
ve hemen her adim1 degiskenli olmasindan dolay1 zorlu bir siire¢ olan uPKH iiretim
asamalarinin benzer sadelestirmelere/iyilestirmelere ihtiyaci oldugu, arastirma
sonuglartyla desteklenmektedir. Ornegin, hiicrelerin pasajlanmasi siirecinde enzim
kullanimi, kromozomal anormalliklere neden olduguna dair edinilen bulgulardan
(136) dolayi iizerinde durulmasi gereken diger konulardan biri olarak vurgulanmigtir
(85). EKH’ler ile yapilan kaynak calismada, 45 pasaja kadar kiiltiir edilen hiicrelere
paralel olarak mekanik ve enzimatik pasajlama uygulanmis ve takip sonrasi her iki
durumda da genetik degisiklikler oldugu (137), ancak hiicreler yaslandik¢a goriilen
kromozomal degisikliklerin, hucrenin  biyolojik  Ozelliklerini  her zaman

etkilemeyebilecegi de gosterilmistir (138).

Kiiltiir sistemleri ile ilgili diinyadaki egilime bakildiginda, tek hiicre pasajlama
yeni bir uygulama olarak goriilmektedir. uPKH’ler igin bu iiretim seklinin kolay ve
miidahaleye (manipulasyona) izin veriyor olmasi, avantaj olarak goriilmektedir.
Ancak, hiicreler bireysellestirildiginde, PKH’lerin klon olusturma etkinliginin olduk¢a
diisiik oldugu, uzun donem kararliligi gostermediklerine dair bulgular vardir (139).

Emin olmak icin hicrelerin karyotipinin takibi 6nerilmektedir.
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Sekil 2.7. Kiiltiir sisteminin bilesenleri ve karar parametreleri.

Ozetle, kiiltiir sistemi, besiyerinden/substrattan daha 6nemlidir. uPKH’ler igin
halihazirda standart bir kiiltiir sistemi yoktur. Ideal kiiltiir sistemi, durum/proje
bagimlidir. Uzun donem kararlilik birgok parametreden etkilenmektedir, bu nedenle
kiiltiir sistemleri 1y1 degerlendirilmelidir. uPKH icin bir kalite kontrol testi
diisiiniirken/0nerirken  6ncelikli olarak uPKH’nin tiimor gelistirme riskinin

degerlendirilmesi temel alinmalidir.

I-PKH kultir yontemleri ile ilgili gelismeler devam ederken, daha ileri ve ciddi
bir adim olan kinik siire¢ i¢in de ayrica diistinmek gerekmektedir. Klinige gecisten

once ¢ozulmesi gereken sorunlari da belirtmekte fayda vardir:

e Dondurma/¢ézme sonrasi verim diistikliigi (140).

e Uretim agamalarina yonelik standardize edilmis protokollerin eksikligi ve Gretim
stirecinde verim diisiikligii (141).

e Optimal olmayan biiylime kosullar1 ve hiicre islenmesi sirasinda, apoptotik
hicrelerin ve kendiliginden farklilagsma sinyalleri ile tetiklenen (indlklenen)
hicrelerin stresini/davranigini izlemek izere etkili analizlerin olmamasi (141).

e Ayni kaynak hiicreden elde edilen klonlarin heterojenligi (142, 143).

e Kromozomal anormalliklere bagli genomik kararsizlik (instabilite) (144).

e Potansiyel tiimor olusumu (145, 146).



38

e Bagisiklik reddi (immiinolojik red) (147)
e Tedavide kullanilacak hiicresel iiriinler i¢in kalite kriterlerinin belirlenmesi (147)

e Farklilastirllan uPKH’lerden farklilasmamislarin ayristirilmas:  (Fenotipik
heterojenite) (147)

Bu sorunlara ¢ozimler iiretme yoniinde arastirmalar strduralirken, 6zellikle
Japonya klinik uygulamalar alaninda hizla ilerlemeye devam etmektedir. Azuma ve
Yamanaka (148), 2016 yilinda uPKH bazli rejeneratif tedavilerin klinik uygulamasini
destekleyen giincel politikalar1 referans dokiimanlar1 ile birlikte derleyerek

sunmuslardir.

Ik hiicrelerinin 2006’da kesfedilmis oldugu diisiiniildiiginde UPKH
teknolojisi, bilim diinyasi i¢in halen yeni olarak kabul edilmektedir. Bir taraftan dunya
capinda yiizlerce arastirmact uPKH hatt1 olusturmakta, diger taraftan, pluripotentligi
ve giivenligi konusundaki kaygilardan (149) dolayi, halen islem basamaklarindaki
parametrelere  yeni  alternatifler ~ sunulmaya devam edilmektedir ve
optimizasyon/standardizasyon ¢alismalar1 da tamamlanmig degildir. Dolayisiyla, gok
fazla degiskenin bulundugu bu alanda, ka¢inilmaz heterojenlik sonucu {iretilen hiicre
hatlarinin kalitesi konusunda endiseler vardir. Arastirmacilarin ihtiyaclarina yonelik
dogru hiicreleri kullanmalarin1 saglamak icin yeterli veri mevcut olmadigindan,
bazilarmin pluripotent bile olmayabilecegi (istendigi durumda/amaca yonelik) akla
gelmektedir. Bu tiir hiicrelerin ¢aligmalarda kullanilmasi hatali verilerin {iretilmesi
anlamina gelecektir. Boylece projeler ve yaymlar arasindaki standardizasyon
zorlagarak bu alandaki bilimsel ilerleme ile birlikte klinige geg¢is siireci de ertelenmis
olacaktir. Bu ¢alismalarda kaybedilen zaman ve kaynaklar detaylica diisiiniildiiglinde,
boylesi dinamik bir alanda kabul edilebilir kalitenin etkin ve verimli bir sekilde
arasgtirtlmasi ile kullanilan hiicre hatlarinin dogru kimlik ve 6zelliklerde olmasim
saglamanin tagidig: kritik 6onem daha net olarak ortaya konulmaktadir ve boylesi

sorunlar1 gidermenin giivenilir yolu, biyobankalama olarak goriilmektedir.

Bahsedilen tiim teknik zorluklara ek olarak, uPKH alaninda bazi etik endiseler
de bulunmaktadir. uPKH teknolojisi teorik olarak herhangi bir somatik hiicrenin bir

bireyi klonlama potansiyelini barindirmaktadir. Bu nedenle, bu hiicrelerin dretilmesi
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ve kullanilmaszyla ilgili yapilacak diizenlemeler, bu teknolojinin yanlis kullanilmasini
onlemeye yardime1 olacaktir. Tiim zorluk ve kaygilara ragmen, somatik bir hiicrenin
yeniden programlanmasi, yeni bir ¢ag baslatma potansiyelini korudugundan, agik

alanlarin gelistirilmesi, zorluklarin asilmasi gerekmektedir (27).

2.2. Biyobankacilik

14 ulusal ve uluslararasi yonerge ve standardin (OECD, ISBER, NCI, Biobank
Quality Standard (UK), NF S96-900standard (Fr), Molecular Medicine Ireland (MMI)
(Ir), Brazilian Standard, Tissue/cells regulation (UK), ISO 15189, ISO 17025, ISO
Guide 34, 1ISO 17020, ISO 27799, ISO 13485) 6zeti niteliginde (150) Kasim 2018’de
yayimlanan 1SO 20387°de tamimlandigi haliyle biyobankalama; “tanimlanmis
biyolojik materyalin yani sira ilgili bilgi ve verilerin toplanmasi, hazirlanmasi,
korunmasi, test ve analiz edilmesi, dagitilmasi ile ilgili faaliyetlerin bir kismi1 veya
tamamu ile birlikte satin alma ve depolama sirecleri”ni ifade etmektedir. Biyobanka,
biyolojik insan materyalinin (doku, hiucre, DNA) ve iliskili bilginin etik konular
(onam, veri giivenligi gibi) cercevesinde programli olarak depolandigi sistemdir ve
insan sagligi ile ilgili konularda biyoloji, tip, biyoinformatik, hesaplama ve modelleme
yaklasimlarinin tamamini kapsayan ¢ok disiplinli bir 6zgiinliige sahiptir. Son asirda,
biyolojik 6rnek toplama, kiiclik koleksiyonlardan wulusal, uluslararasi biiyiik
koleksiyonlara dogru genisleme egilimindedir. Toplanan 6rnekler, popilasyon,
hastalik/nadir hastalik temelli olabilmektedir. Bu da, biyobankalarin amaca gore tani,
ila¢ arastirma-gelistirme ve hatta tedavi yoniinde profil olusturmasinin esasini teskil

etmektedir (151).

Cok sayida ve yiiksek standartlarda iretimin amaglandigi biyobanka
sisteminde bagisct tipi, veri/Ornek toplanmasi, elde edilmesi ya da test edilmesi
asamalar1 i¢in standart bir prosediiriin kabul edilmesi gerekmektedir. Son yillarda,
biyomedikal aragtirmalarda karsilagilan tekrarlanamayan sonuglar, bilim diinyasi i¢in
biiyiikk bir tehdit olarak kabul edilmekte ve 6zel ve kamu yatirnmlarinda 6nemli
kayiplara neden olmaktadir. Giivenilir olmayan sonuglarin elde edilmesine biiyiik
Olgiide, zayif biyolojik reaktiflerin ve referans materyallerin neden oldugu

belirtilmektedir (152). Bu malzemelerin kalitesinin diisiik olmasi ¢ogu zaman yanlis
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veya standartlastirilmamis  analitik  Oncesi  (pre-analitik)  prosedurlerden
kaynaklanmaktadir (153). Sunulan hiicre hatlarinda bile Onemli sorunlar ile
karsilagilabilinmektedir.  Literatirde, belirtilen kdkenine uymayan (yanlis
tamimlanmis) veya hiicrelerarasi kontaminasyona sahip hiicre hatlarini tanimlayan ¢ok
sayida veri oldugundan bahsedilmektedir (154). Uluslararasi Hiicre Hatti Kimlik
Dogrulama Komitesi (International Cell Line Authentication Committee, ICLAC)
tarafindan sunulan veritabaninda, halihazirda 529 hiicre hatti kayithdir; yanlis
tanimlanmis, asil (orijinal) vericisiyle uyusmayan ve kontamine hiicre hatlarinin

bilgisine ulasilabilir (155).

Iyi tantmlanmus ve kalite kontrol gereklerini yerine getiren hiicre bankalarinin
kurulmasi, arastirma ¢aligmalarinin tekrarlanabilirligini ve standartlastirilmasini
saglamaktadir. Standardize edilebilmis hiicre kiiltiirii stirecleri ile yiiksek kaliteli
arastirma ve gelistirme ¢alismalart miimkiin olmaktadir (154). Kaliteli biyolojik 6rnek
saglama amact ile giderek artan sayida profesyonel biyobanka olusumlari
gorulmektedir. Avrupa duzeyinde, bu biyobankalar, Biyobankalar ve Biyomolekuler
Kaynaklar Arastirma Altyapist - Avrupa Arastirma Altyapist Konsorsiyumu
(Biobanks and Biomolecular Resources Research Infrastructure - European Research
Infrastructure  Consortium, BBMRI-ERIC) ve wulusal birimleri tarafindan
desteklenmektedir (156).

Biiyiik capli/endustriyel hiicre depolama sisteminde banka, temelde 2 grup
hlcre havuzundan olusmaktadir (157, 158). Bankalama icin segilen ve “tohum stogu”
olarak ifade edilen hiicrelerden oncelikle “Ana Hicre Bankasi (AHB)” (Master Cell
Bank, MCB: tek bir kaynaktan belirli kiiltiir kosullarinda hazirlanmis hiicrelerin
depolanmasini ifade eder) olusturulur ve bu 6rnekler belli bir iiretim kosulu veya
deneme siiresi boyunca yeni kiiltiirleri baglatmak ve biiyiik "Calisan Hiicre Bankasi
(CHB)” (Working Cell Bank, WCB: Bir ya da daha fazla vericinin ana hicre
bankasindan seri alt kiiltiirleme (pasajlama) ile elde edilmis hiicrelerin depolanmasini
ifade eder) uretmek igin kullanilir. AHB ve CHB sisteminin hem arastirma diinyasi
hem de endustri i¢in uzun vadeli yiiksek kaliteli hiicre tedarigi saglamada kilit 6neme
sahip oldugu ve herhangi bir kok hiicre kiiltiirii laboratuvari i¢in en iyi uygulama

olarak kabul edilmesi gerektigi belirtilmektedir (85, 159).
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1998 yilinda Uluslararast Uyum Konseyi (The International Council for
Harmonisation, ICH) tarafindan yayimlamis olan rehbere (157) gore AHB, secilen bir
hiicre klonundan tanimlanmis kosullar altinda hazirlanarak coklu kaplara (vial)
dagitilmis ve tamimlanmis kosullar altinda depolanan bir hiicre havuzudur ve bu
hiicreler tiim ¢alisma bankasi hicrelerini tiretmek igin kullanilir. 2008 yilinda, 17
farkli iilkeden hiicre bankas1 aragtirmacilarinin katildig toplantida, ayni hiicre hatlarin
kullanarak farkli laboratuvarlar tarafindan firetilen verilerin karsilastirilabilir ve
tekrarlanabilir olmast ile tutarliligin saglanmasi gerekliliginden yola ¢ikilmis ve tohum
stogu olan ana hicrenin kalitesini saglamanin 6nemi iizerinde durulmustur (160).
Biyobankalama surecinde CHB, AHB'nin kultir edilmesiyle homojen bir hicre
stispansiyonu (aliquot) olarak elde edilir. Bu kademeli hiicre bankalama sistemi ile
ayni kiiltiirlerin tekrarlanabilir ve giivenilir bir sekilde uzun yillar tedarik edilmesi

saglanabilecektir (154).

Biyobanka, siyasetgiler, akademisyenler, fon veren kurumlar ve halk dahil
diger sosyal/toplumsal tiim aktorleri ilgilendiren ahlaki, finansal, bilimsel, ekonomik,
sosyal ve kiiltiirel boyutlar1 olan olduk¢a kapsamli bir konudur ve ayri bir deger
kaynagidir. Oyle ki, biyobanka ile hayatimiza giren ekonomi temelli yeni kavramlar
bunun gostergesidir. Biyoekonomi basta olmak iizere, “biyokar/biyokazang
(biyokapital) ve biyodeger” gibi teorik kavramlarin kullanimi giderek artmaktadir.
Avrupa’da ve diinyada gerek proje cagrilar1 gerekse altyapi/kurulum icin ayrilan
biitgelerle, ilgili calismalar desteklenmeye devam etmektedir. 2009 yilinda Time
Dergisi’nin, “diinyay1 degistiren en iyi 10 fikirden biri” olarak biyobankalar
vurgulamasimin ardindan (161), 2015 yilinda Avrupa Komisyonu (European
Commission, EC), Ortak Arastirma Merkezi (Joint Research Centre, JRC),
“Avrupa’da Uyum ve Ag olusturma Agcisindan Biyobanka” (Biobanks in Europe:
Prospects for Harmonisation and Networking) baslikli bilimsel ve teknik raporu (162)
yayimlamistir. 2 yil sonra, “Uluslararasi1 Biyobanka Arastirmalarinin Etik ve
Diizenleyici Sorunlariyla Basa Cikma: Avrupa i¢in Biobanka, Yonetisimi (Dealing
with Ethical and Regulatory Challenges of International Biobanks Research: Biobanks
for Europe, A challenge for governance)” baslikli yayin hazirlanmistir. Dokiimanda,
biyobankalarin, biyolojik materyallerin yaninda epidemiyolojik veriyi de depoladigi,

duragan (statik) degil, siirekli ve uzun donem (siirdiiriilebilir) temelli projeler oldugu,
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giincel ve ileri aragtirmalar ile iligkili olabilecegi, dondr gizliligi icin kodlama ve
anonimizasyon gerekliligi, yonetim yapist ile prosediirlerin, paydaslarin ilgisini ve

donor haklarini korumak tizere hazirlandig belirtilmektedir (151).
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Sekil 2.8. Biyobankacilikta ana ve ¢alisan hiicre banka sistemi

((163)’den alinarak yeniden diizenlenmistir).

Dinya c¢apinda pek c¢ok laboratuvar bilimsel topluma kok hiicre hatlar
sagladigindan, tutarli standartlar olusturmak ve kok hiicre hatlarinin kiiresel
dolasimina yardimct  olmak icin, dagiticilarin  arasindaki  uygulamalarin
uyumlastirilmasinin/standartlagtirilmasinin -~ arastirilmasi  tizerinde durulmaktadir.
Bilimsel arastirma veya klinik kullanima yonelik depolama yapabilen biyobankalar
(aragtirma amagli biyobankacilik veya klinik amagli biyobankacilik) kaynakli
calismalardaki Orneklerin sonuglarinin etkisini ve giivenilirligini arttirmak iizere,
kalite guvencesine sahip biyolojik drneklerin hazirlanmasi ve depolanmasi énemlidir
ve biyobankacilikta bunu saglamanin yolu, kalite yonetim sistemidir. Kalite yonetim

sisteminin olusturulmasi, bireysel olarak yiiriitiilen islemlerin genel kabul gérmiis
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hikumlerle uyumlu hale getirilmesi gerektigi anlamima gelmektedir. Bu agidan
bakildiginda, biyobanka hem bir isletme hem de bilimsel bir bagarim olarak
degerlendirilebilir. Bir isletmede kalite yonetim sistemi (KYS), hatasiz uygulamalar
yapildigini garanti etmez ancak hatalarin tespitini saglayarak bu hatalarin yeniden
olugsmalarini 6nlemek i¢in iyi bir aragtir. Uygulamaya yonelik yaklasimlar, yerel

durumlara/diizenlemelere ve uygulamalara gore degisebilmektedir (156).

2.2.1. Biyobankacilikta Kalite Yonetim Sistemi

Banka kelimesinin 6ziinde “deger” kavrami bulunmaktadir. Deger, oldukga
genel bir kavramdir ve hangi nesneden sonra gelirse onun kiymetini, ederini, kalitesini
ifade etmektedir. Biyobanka denildiginde kastedilen “biyolojik deger”, tiim biyolojik
materyallere gore 6zellestirilebilmektedir; doku bankasi, g6z bankasi, hiicre bankasi,
uPKH bankasi... gibi. Kiymeti belirleyen parametreler arasinda standardizasyon, en
kritik  bilesenlerdendir. Genel anlamda bankalar, yatirilan verilerle deger
kazanmaktadir ve verinin kalitesi ile deger katlanmaktadir (57). Hiicre bankalarinda
baslangigta, bir hiicrenin aslinda secilen hiicre oldugunu, herhangi bir
kontaminasyondan arindirilmis oldugunu teyit etmek i¢in bazi basit standart dlgiitler
uygulanmalidir ve benzersiz kimliginin dogrulanabilir oldugu gosterilmelidir. Bu tir
degerlendirmeler, klinik Oncesi aragtirmalar asamasinda énemli bir yere sahip olan
bankalama siirecinin her adiminda net olarak belirlenerek gergeklestirilmelidir. Bu
degerlendirmelerin  sistematik  bir  sekilde  gergeklestirilmesi  KYS ile
saglanabilmektedir (164).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde her y1l, 28 milyar dolardan az olmayan
bir miktarin yalnizca yeniden iretilemeyen veya sonuglari tekrarlanamayan klinik
Oncesi arastirmalara harcandigi tahmin edilmektedir (165). Bu, yalnizca temel yatirim
ve kaynak kayb1 degil, ayn1 zamanda, klinik uygulamalar ve tedavilere giden yolda
guclu durdurucu etkiye sahip bir engel olarak degerlendirilmektedir. Klinik dncesi
(pre-klinik) arastirmalarda net kalite standartlarinin uygulanmasi ile kayip olan milyon
dolarlarin  kurtarilabilecegi tahmin edilmektedir. Klinik 6ncesi arastirma
diizeneklerinin ilk basamaginda yer alan biyobankalarda kalite standartlarinin/kalite

guvence ve yonetim sisteminin uygulanmasi birincil 6neme sahiptir. Biyoteknoloji
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sirketlerinin degerini yaratan, hiicrelerin ve dokularin degerinden ziyade, sirketlerin
doku ve hiicrelerinin kiymetlerini etkileyebilecek parametreleri degerlendirme seklidir

ve bu degerlendirme seklinin belirleyicisi de K'Y S’dir.

KYS, tutarli islemler saglamak igin standart uygulama prosedirleri
(SUP)/yontemleri  (SUY) (Standart Oparating Procedures, SOP) gibi isletme
prosediirleriyle kalite ve kontrolii igeren bir yonetim aracidir (166). KYS isletmelerde,
uyumlulugu saglamak, kullanici/yararlanict memnuniyetini arttirmak; organizasyonel
etkinligi ve takip edilebilirligi saglayan kalite rehberi, kalite sistemi prosediirleri,
calisma prosediirleri, SOP’ler, denetim prosediirleri, kayitlar ve formlardan olusan tiim

dokiimantasyonu ve organizasyonel kiiltiirii gelistirmek amaciyla uygulanmaktadir.

Kalite kontrol ve kalite giivencesi, KYS’yi olusturan 2 temel kosuldur. Kalite
kontrol, tirtine odaklanir ve kalite problemlerinin tespit edilmesine yonelik, 6zgu
testlerden olusmaktadir. Kalite glivencesi ise iiriiniin elde edildigi stire¢ bazlidir, kalite
problemlerinin 6nlenmesine yoneliktir ve sureglerin tim yonlerinin sistematik olarak

izlenmesini ve degerlendirilmesini gerektirmektedir (167).

KYS  kapsaminda, kaynak  olarak  dikkate  alinacak  kural
cerceveleri/diizenleyiciler onemlidir. Bu kaynaklarin sunucular1 ve bu dogrultuda
etki/uygulama dereceleri farklilik gostermektedir. KYS i¢in diizenleyici kaynaklar etki

diizeylerine gore asagida listelenmistir (168).

* Mevzuat: Yonetim (devlet/hiikiimet) tarafindan belirlenen, yerel zorunluluk
iceren dlzenleyicilerdir.

+ Politika: Yiiksek seviye organizasyonel kurallar1 icermektedir.

« Standartlar: Alana 6zel taninmig/bilinen olusumlar tarafindan hazirlanan
rehberlerdir. Standartlar, diinyanin ortak dilidir ve kiiresel baglantiy1 gelistiren
araclardandir. Zorunluluk igermemekte ancak tim diinyada karsilikli kabul
edilebilirlik ozelligi ile istiinliik saglamaktadir. Yiiksek fikir birligi ve
seffafliga sahiptir. Uygulanmasi oldukg¢a zorlu ve pahali olabilmektedir.

+ Yontemler (Prosedirler): Mevzuata, politikaya uymak igin eylemlerin,

stireclerin ve sorumluluklarin siralandigi kurallardir.
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* Rehberler: Alanin s6z sahipleri tarafindan hazirlanan en iyi uygulama
dizenlemeleri/Onerileridir.
* Yerel dokiimanlar: Talimatlarin adim adim nasil yapilacagmin anlatildig

kaynaklari ifade etmektedir.

Biyobankalar i¢in KYS gereksinimleri olduk¢a kapsamli ve karmasiktir;
yapisal bilesenler, etik ve yasal ¢ergeveler, kalite yonetimi ve kalite kontrol i¢in uygun
yontemleri igermektedir. Biyolojik ornek depolart olarak da ifade edilebilen
biyobankalar igin de kullanima uygun, kalite gerekliliklerini saglamak iizere
gelistirilmis standartlar, yonergeler ve araclar bulunmaktadir ve bu rehberlerde
KYS’nin 6geleri tanimlanmaya ¢alisiimistir (61). Kapsadigi konular ile Sekil 2.9°da,
detaylandirilan KYS’nin temel bilesenleri, personel, ekipman/malzeme, satin
alma/envanter, siire¢ kontrolii, bilgi yonetimi, dokiiman yonetimi, kayitlar, olay
yonetimi, denetim, siire¢ gelistirme, kullanici/servis hizmetleri, tesis ve giivenlik

olarak siralanmaktadir (169).

Organizasyon
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Sekil 2.9. KYS’nin temel bilesenleri ve kapsami.

Biyobankacilik Alanindaki Standartlar, Rehberler ve En Iyi Uygulama

Prosedirleri

Gelecekteki calismalar1 kolaylastirmak ve arastirma bulgulari ile gesitli
degerlendirmelerden elde edilen giiclii veri setleri sunmak icin biyolojik ornekler
arasinda uyum saglanmasi 6nemlidir. Bu 6rneklerin deneylerde kullanilmadan 6nce

kiiltiirlerini baglatmak i¢in kabul edilebilirlik ve esik degerlerinin tanimlanmasi dogru
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olacaktir. Kastedilen kalite standartlari, test degerlendirmelerinde gecerli olan
bagimsiz ¢aligsmalarin kabul kriterlerini tanimlayacak olmasindan dolay1 ve ayrica
laboratuvarlarin i¢inde ve arasinda degiskenligin azalmasina katkida bulunacagindan
kiymetlilidir (60). Kalite standartlarinin belirlenmesi gereksinimi, biyobankalar gibi
referans merkezler agisindan ayrica dnemlidir. Ornegin, kok hiicre hatt1 bazli toksisite
testleri icin kalite standartlarmin belirlenmesi, Avrupa Alternatif Ydntemlerin
Validasyonu Merkezi (ECVAM, European Center for the Validation of Alternative

Methods)’nin 6n-onaylama kriterlerine uymak icin zorunluluktur (170).

Dinyada en ¢ok kabul goren standartlarin, Uluslararas: Standartlar Teskilati
(International Organization for Standardization, 1SO) ve Avrupa Standartlar Komitesi
(European Committee for Standardization, CEN) gibi kuruluslar tarafindan
olusturuldugu bilinmektedir. 1SO, 1947°de kurulmus ve 161 tlkeden ulusal standart
kuruluglarinin  katilimiyla, uluslararasi ticareti arttirmak, tedarik¢i ve miisteri
arasindaki giiveni olusturmak amaciyla faaliyetlerini siirdiirmektedir. ISO standartlari,
teknik gereksinimleri igermekte ancak bu gereksinimlerin nasil karsilanmasi gerektigi
konusunda herhangi bir zorunluluk barindirmamaktadir. En iyi uygulama kilavuzlari,
bu tiir gereklilikleri gergeklestirmenin en 1yi yollar1 hakkinda ayrintili bilgi
vermektedir. Herhangi bir organizasyonun, neden alternatif bir yaklasim kullandigini
uygun bir sekilde gerekgelendirebiliyor olmasi, belgelendirme veya akreditasyon
isteyen kuruluslar igin yeterlidir. Boylece en iyi uygulama kilavuzlari da zorunluluk
icermemektedir. Teknik spesifikasyonlar/sartnameler (ISO/TS), teknik raporlar
(ISO/TR), kamuya acik sartnameler (ISO/PAS), Uluslararas1 Calistay Anlagmalari
(IWA) ve rehberler, ISO standartlarinin besleyici dokiimanlaridir (164, 171).

Daha 6nce biyolojik kaynak merkezlerine 6zgi standart énerisinde bulunmak
tizere ¢aligmalar yapilmis olsa da (172), biyobanka 6zelinde atfedilmis ilk standart,
“ISO/FDIS 20387 Biyoteknoloji-Biyobankalama-Biyobankalama igin  Genel
Gereklilikler” (173), hentiz 2018 yil1 igerisinde ISO giivencesiyle yayimlanmistir. Bu
standart, gida ve tedavi amagh kullanilacak biyolojik materyaller i¢in uygulanabilir
degildir; yalnizca aragtirma amagli biyobankalama igin uygundur. ISO/FDIS 20387’ye
kadar biyobankalarda kullanilmakta olan genel ISO standartlar1 3 grupta toplanabilir:

i) ISO 9000 - Kalite YOnetim Sistemi Standartlari: Tipine, biiyiikliigiine ve triin
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cinsine bakilmaksizin tim kuruluslar i¢in uygulanabilir nitelikte hazirlanmistir.
Uriinler ve hizmetler agisindan miisterinin gereksinimlerinin kesintisiz karsilandiginin
ve kalitesinin siirekli iyilestirildiginin bir teminatidir. ISO’nun kalite standartlarindan
biri olan 9000 serisi, etkili bir yonetim sisteminin nasil kurulabilecegi, dokiimante
edilebilecegi ve stirdiiriilebilecegi konusunda yol gostermek,
kurumlar/kuruluslar/kullanicilar arasinda giiven ortami yaratmak Uzere; streglerin
yonetilmesiyle triin/hizmet kalitesinin ~ saglanmasini, devam ettirilmesini,
iyilestirilmesini, son kullaniciya iiriin ve hizmetlerin tutarliliginin ve giliveninin
verilmesini amaglamaktadir. ii) I1SO 14000 Ailesi: Cevresel sorumluluklarini
yonetmek isteyen kurum ve kuruluslar igin pratik araglar saglamaktadir. iii)

Biyobankacilik alaninda faydalanilan diger ISO dokiimanlari.

Yakin zamana kadar mevcut, ulusal biyobankaya 0zgl tek standart olan,
Fransiz standardi (NF S 96-900 Quality of Biological Resource Centres—
Management System of a Biological Resource Centre and Quality of Biological
Resources of Human and Microbial Origin), 2008’de yayimlanmistir. Biyobankaya
0zgll bir standardin yoklugunda, bircok biyobanka (Ornegin, Birlesik Krallik
Biyobankasi, Ispanya HIV Biyobankasi, Norve¢ Anne ve Cocuk Kohort Calismasi
Biyobankasi, Graz-Avusturya Biyobankasi, Singapur Biyobankasi) KYS'lerinin 1ISO
9001 gerekliliklerine gore belgelendirilmesini saglamistir  (168). KYS’nin
tamamlayicist olarak ifade edilebilen akreditasyon, mevcut normlar1 géz Oniinde
bulundurarak bir kurulusun yeterliliginin, tarafsizliginin ve bagimsizliginin kaniti
olarak kabul gormektedir. Diinyada akredite olmus olan bazi biyobankalar da ISO
17025 (Deney ve Kalibrasyon Laboratuvarlarinin Yeterliligi igin Genel Sartlar)
yonergelerine gore akredite edilmistir. ISO 17025'e¢ gore akredite olmus olan
kuruluglar, ISO 9001 gerekliliklerini saglamis olarak kabul edilir, ¢iinkii KYS, 1SO
17025’in ayrilmaz bir parcasidir. En ¢ok bilinen hiicre hatti saglayici kuruluslardan
biri olan Amerikan Tip Kiultir Koleksiyonu (American Type Culture Collection,
ATCC), hem ISO 17025 hem de ISO Kilavuzu 34'e (Referans Malzemelerin
Uretilmesi icin Kalite Sistem Rehberi) gore akredite edilmistir (174). Ayrica
biyobanka kapsaminda doku depolari, ISO 9001 veya ISO 13485 (Tibbi cihaz
ureticilerine uygulanabilen kalite yonetim standardi) gibi diger ISO standartlarinin

sartlarim saglayarak da sertifikalandirilabilmektedir (175). Ulkemizdeki yetkili nokta
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olan, Turk Akreditasyon Kurumu (TURKAK) da ISO 20387 ile ilgili ¢alismalari
yurltmektedir.

Biyobankalama konusunda en ¢ok karsilasilan en iyi uygulamalar, Biyolojik
ve Cevresel Ornek Depolar1 igin Uluslararasi Komite (International Society for
Biological and Environmental Repositories, ISBER) ve Ekonomik Isbirligi ve
Kalkinma Orgiitii (Organisation for Economic Co-Operation and Development,
OECD) tarafindan olusturulmus olan dokiimanlardir (151, 176, 177). ISBER
tarafindan olusturulmus “En Iyi Uygulama Dokiimanlar1 (Best Practices)”, liyelerinin
birikmis deneyimlerini yansitan ve arsivlerindeki diger uzmanlardan destek alarak
olusturulmus, kilavuz niteligindeki ¢iktilardir. Goniilliiliik esasina dayali bir ekibin
uriinu olan bu rehberler, ulusal, bolgesel ve yerel diizenlemelere tabidir. ISBER - En
Iyi Uygulama Dokiimanlari, arastirma ve teknolojideki ilerlemeleri yansitacak sekilde
periyodik olarak gbzden gegirilmekte ve giincellenmektedir. 2018’de yayimlanmis
olan dordiincii baski, 2005, 2008 ve 2012 yillarinda yayimlanan onceki baskilarda

kurulan temel {izerine inga edilmistir (178, 179).

Biyobankacilikta KYS ile ilgili, Kanada Doku Deposu Agi (CTRNet)
Biyobanka Sertifika Programi ve Amerikan Patolog Koleji (College of American
Pathologists, CAP) Akreditasyon Programi gibi programlar da gelistirilmistir. Bu
alanda ISBER, biyolojik oOrneklerin dondurma/¢cézme dongiisii  sonrasindaki
kararliligini tespit etmek Uzere bir Excel programcigi hazirlamistir ve bu iiriin ticretsiz
olarak kullanima agiktir. Ayrica, KYS ile ilgili iki ara¢ daha ISBER tarafindan
biyobanka camiasina sunulmustur (180). Bunlardan biri, Biyolojik Ornek Depolari
icin Kendini Degerlendirme Araci (Self Assessment Tool, SAT), digeri ise Biyolojik
Ornek Deposu Yeterlilik Test (Proficiency Testing, PT) Program1’dur.

OECD, Tiirkiye’nin de dahil oldugu 30 iiye iilkenin, kiiresellesme siirecindeki
ekonomik, sosyal ve ¢evresel sorunlarini ele almak i¢in birlikte ¢alistig1 bir forumdur.
Topluluk, hiikiimetlerin politika deneyimlerini karsilastirabilecegi, ortak sorunlara
cevap aradigi, iyi uygulamalar1 belirledigi ve ulusal/uluslararasi politikalari
diizenlemek i¢in ¢alistig1 bir ortam sunmaktadir. OECD, ekonomik, sosyal ve ¢evresel

konularla ilgili istatistikleri toplama ve arastirmasinin yani sira iiyeleri tarafindan
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kabul edilen kurallar, kilavuzlar ve standartlarin sonuglarin1 da yayimlamaktadir.
Biyobankaciliga yonelik OECD tarafindan hazirlanmis rehberler ve en iyi uygulama

kilavuzlar, sekil 2.10’da verilmektedir.

Biyolojik

Insan Biyolojik Aragtirma Biyolojik Ornek Biyolojik
. o Kaynak
Biyobankalari Arastirma Merkezlerinin Depolayan -
y - . L Merkezleri igin
ve Genetik Merkezlerinin Caligmasi igin Merkezler igin . i
. Pl Biyogiivenlik
Aragtirma Calhismasi igin Rehber - En lyi {izerine En ivi
Veritabanlarn Rehber-Genel Sertifikasyon Uygulamalar M
.. - . Uygulamalar
icin Rehber Gereksinimler ve Kalite Kilavuzu WKlavuzu
Kriterleri

Sekil 2.10. Biyobankaciliga Yonelik OECD Rehberleri ve en iyi uygulama
kilavuzlari.

Biyobankacilik alaninin  6nemli olusumlardan biri olan BBMRI
(Biyobankalama ve Biyomolekiiler Kaynaklar Arastirma Altyapisi), yalnizca
uluslararasi standartlara dayali KYS ve gerceklestirme siireclerini uyumlagtirmakla
kalmayip ayni zamanda yerel temsilcileri tarafindan gelistirilmis olan bir denetim
programina dayanarak konsorsiyum c¢apinda ¢apraz denetim yapilmasina da izin veren
karsilikli giiveni saglayabilmistir. Uyesi olan biyobankalar i¢in, KYS kapsaminda
“CEN/Technical Specifications (TS)” (veya ilgili 1SO belgelerinin) standartlari
uygulanmaya devam edilirken, ISO 9001 veya CEN/TS tarafindan tamamen
kapsanmayan 0zgu hususlar konusunda en guncel biyobanka standardi olan ISO

20387'nin (173) uygulanmasinin ele alinacagi ifade edilmistir (156).

Bahsi gegen yeni standart, ISO 20387:2018 - Biyoteknoloji-Biyobankalama-
Biyobankalama i¢in Genel Gereklilikler adiyla 2018-Kasim aymda yayimlanmis;
insan, hayvan, bitki, mikrop, toprak, hicre kiltirt vb. biyolojik kdkenli her tur
biyobankaya yonelik, gida ve tedavi disinda, arastirma gelistirme amacli ¢aligmalarda
kullanilabilecek bir dizi gereksinim ve tavsiyede bulunmaktadir. Standardin
olusumunda ¢ok sayida rehber (Orn. OECD, ISBER rehberleri) de esas almmustir.
Sekil 2.11°de standardin yapis1 goriilmektedir. Standardin igerigi biyobankalamaya

0zgu olmak uzere; amag, referanslar, terimler ve tanimlar ile gereksinimler (genel,
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yapisal, kaynak, slire¢ ve yonetim) bolumlerinden olusmaktadir. Genel gereksinimler

boliimiinde, biyobanka islemleri olarak, sekil 2.12°deki prosedirlerin detaylart yer

almaktadir.
—
T Biyoteknoloji — Biyobankalar — Teknik Rapor: Biyobankalar igin
Biyobankalama igin Genel Gereksinimler Genel Gerekliliklerin Uygulanmasi
% Alt yapi
E 3 ,/— Personel
= / ] " T .
g E & Kalite Yonetim sistemi
E % Ekipman
E g — Kalite Kontrol
E E * Ornakleme, isleme, Depolama
g. (U}
]
£ |
=
Biyobankalardaki biyolojik materyal igin kullanilan
yontemlerin dogrulanmasi ve onaylanmasi
—

insan genetik materyalleri
icin toplama,igleme,
korunma ve tasima
kriterleri

Hayvan germplazmalan igin
toplama,igleme, saklama
ve tagima kriterleri ey

JapjIR429 220
Jiiqeue|n8An
eiejeyueqodlg Siwsajjazg

Sekil 2.11. ISO 20387’nin Yapis1 (181)

Toplama/Tedarik etme Depolama

Elde Etme/Kabul Veri yénetimi

Etiketleme Iimha

Erigim/Loglama (Seyir Defteri) Paketleme
Kataloglama/Siniflandirma Emniyet/Giivence Sistemi
Muayene islemleri Dagitim

Tekrarlama Tagima

Sekil 2.12. 1SO 20387 — Genel Gereksinimler/Biyobanka Islemleri (181)

Biyobankaya yonelik olusturulacak bir KYS i¢in bugiine kadar faydalanilmis
uluslararas1 Onemli standartlar tablo 2.3’te 0zetlenmistir. Bunlarin disinda,
Uluslararast Gida ve ilag Idaresi (Food and Drug administration, FDA) tarafindan
hazirlanmis olan GMP (182), lyi Laboratuvar Uygulamalar1 (Good Laboratory
Practice, GLP) (183) gibi dokiimanlar da amaca gore (arastirma veya klinik agidan)

yol gdsterici olabilecek referans dokiimanlardandir. Ulkemizde ise bu konuda, istanbul



Universitesi onderliginde, 2017 yilinda olusturulmus olan  “Biyobankalamada
Protokol ve Kalite Kilavuzu” (184) ve “Biyobankalarda Etik ve Yasal Diizenlemeler
Kilavuzu” (185) bashkli iki kaynak dokiiman ve ayrica Hacettepe Universitesi
tarafindan  hazirlanmig  “Arastirma  Biyobankaciligi  Etik  Rehberi”  (186)

bulunmaktadir.

Tablo 2.3. En iyi biyobankacilik uygulamalar1 i¢in 6nemli standartlar, yonergeler,
araclar (61).

Akreditasyon Standartlar
Sertifikasyon Standardi
Referans Malzeme Standartlarma Ek

OECD yonergeleri Insan Biyobankalar1 ve Genetik Arastirma Veri
Tabanlar1 Hakkinda Kilavuz

ISBER yoénergeleri ISBER Depolari Igin En Iyi Uygulamalar:
Toplama, depolama, alma, biyolojik
malzemelerin aragtirilmasi ve dagitimi

NCI yonergeleri Biyolojik Ornek Kaynaklari igin, Ulusal Kanser
Enstitiisit (NCI)’niin En Iyi Uygulamalari

DiGER TEKNiK ARACLAR/DOKUMANLAR

SPREC SPREC, orneklenen klinik sivilarin ve kati
orneklerin ve onlarin tlirevlerinin toplama,
isleme ve depolama siireclerinde biitiinliigii
Uzerinde etkili olabilecek temel analitik dncesi
faktorleri tanimlar ve kaydeder.

BRISQ onerileri BRISQ, biyobankalarin yapilandirilmis ve
standart bir biyolojik 6rnek raporunu sunmasini
saglayarak raporlama kalitesini kolaylastirir.

Tabloda gecen ISO 15189 (Tibbi Laboratuvarlarin Kalite ve Yeterlilik igin
Spesifik Gereklilikleri); 1ISO 17025 (Test ve Kalibrasyon Laboratuvarlarinin
Yeterliligi i¢in Genel Sartlar) ve ISO 900:2000 standartlarinin tibbi laboratuvarlar igin
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diizenlenmesiyle olusturulmustur. ISO 17020, muayene hizmeti yapan kuruluslarin
faaliyet kriterlerini belirleyerek bu kuruluslarinin yetkinligine dair hazirlanmigtir. 1ISO
27799 ise “Saglik bilisimi - ISO/IEC 27002 standardini kullanarak saglikta bilgi
giivenligi yonetimi” baslikl1 uluslararas1 standarttir. ISO 13485 (Tibbi Cihazlar I¢in
Kalite Yonetim Sistemi) de biyobankacilik alaninda faydalanilan diger

dokiimanlardandir (187).

Yapilan arastirmalarda uPKH bankalama/bankacilig1 konusunda dogrudan bir
standart ile karsilasilmamistir. Ancak belirli bir komite veya liye grubundan olusan
uzman kadrosunun birikmis deneyimlerini yansitan, kOk hiicre genelinde bazi
kaynaklar bulunmaktadir. “En Iyi Uygulama™ olarak isimlendirilen bu dokiimanlar,
personel egitimi, yerel prosediirlerin gézden gecirilmesi ve iyilestirilmesi, farkli
laboratuvarlar ile farkli zamanlarda yapilan deneyler arasindaki verilerin
karsilagtirillmasina yonelik standart uygulamalarin ve kosullarin saglanmasina
yardimc1 olacak temel ilkeleri saglamaktadir. 2017 yilinda sunulmus olan 4T (the
Transatlantic Think Tank for Toxicology) calistay raporunda, UPKH bankasina
yonelik standart/rehber eksikliginin giderilmesi amaciyla, kok hucreler ve kok hicre
temelli modellere uygulanabilecek Iyi Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari’na (IHKU/Good
Cell Culture Practice, GCCP) yonelik bilgilerin derlendigi goriilmiistiir (116).
[HKU’da ele alinan esas konular; temel &zelliklerin karakterizasyonu, Kkalite
giivencesi, kayit, raporlama, emniyet/glivenlik, egitim ve etiktir. Ayrica, uPKH’ler ile
en benzer hiicre tipi olan EKH’ler 6zelinde olusturulmus pluripotentlik ve hiicre
kalitesi i¢in uluslararasi bilimsel standartlari tanimlayan ve belirleyen Onemli
caligmalar, uPKH’ler igin yararlanilabilecek oOnemli kaynaklar olarak kabul
edilmektedir (188).

2.2.2. UPKH (Biyo)bankacihig

uPKH’lerin saf popiilasyonlarinin olusturulmasi ve kabul edilebilir bir zaman
diliminde istenen tiim ana doku tiplerine giivenilir sekilde farklilastirilabilmesi, bu
hicreleri endustriyel uygulamalar igin arzu edilebilir kilan 6zelliklerdir. Hiicre
hatlariin  bu o6zellikleri gdstereceginin nasil belirlenecegi heniiz net olarak

bilinmemektedir. Baz1 hiicre tipleri i¢in protokoller vardir, ancak i-uPKH'nin tlim ana
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insan doku tipleri haline gelmesini hizli, giivenilir bir sekilde gerceklestirmek i¢in

heniiz net olarak dogrulanmig/standardize yontemlerin eksikligi hissedilmektedir.

2013 wyilinda yaynlanan derlemede, Ttretim, validasyon ve c¢ogaltma
asamalarinin dahil oldugu tek bir uPKH hatt1 i¢in 10-20 bin dolar civarinda bir maliyet
tahmin edilmis ve doku eldesinden uPKH karakterizasyonuna kadar toplam stirecin 4-
6 ay kadar siirdiigii belirtilmistir (133). Ilerleyen teknoloji, yeni ve giivenilir ilave
yontemlerin gelistirilmesi gibi etkenlerle 2017 yilinda, arastirma amagli biyobanka
kalitesindeki tek bir uPKH hattinin maliyeti 75 bin dolar (60 bin pound) olarak ifade
edilmistir (189). I-uPKH'lerin standart hale gelmesi, kolayca erisilebilir olmasi,
yiksek Kaliteli reaktiflerin elde edilmesinin saglanmasiyla bilim insanlarinin, insan
biyolojisini ve hastalik mekanizmalarini anlamada ve yeni tedaviler olusturmada

harcanan zamani optimize etmeleri ciddi anlamda kolaylasacaktir.

Ilag kesfi ve hastalik modelleme uygulamalarma yonelik potansiyelleri
sayesinde gittikce artan endiistriyel karaktere biiriinmiis olan i-uPKH’lerin
depolanmasi i¢in iiretimin 6l¢eklendirilmesi ve standartlagtirilmas: 6nem kazanmistir
(190). uPKH’lerin biiyilk ¢apli gereksinimini karsilamaya yonelik ¢alismalar
yaptlmaktadir. 2012’de yapilan bir ¢alismada, i-uPKH {retiminin verimliligini,
icerigini, kalitesini artiran ve uPKH teknolojisinin endiistriyel ve klinik kullanimini
kolaylastiran bir platform sunulmustur (89). Sunulan sistemin 6zelligi, besleyici
tabaka gereksinimi olmayan (feeder-free) kiiltiir ortaminda, uPKH'lerin Gretimini
desteklemek ve arttirmak icin, ortam katki maddesi olarak kullanilabilen belirli sinyal
yolag1 inhibitérlerinden olusan kiigiik molekiil kokteyllerinin (TGF-f inhibitor-TGF-
Bi, Mitogen-Activated Protein Kinase inhibitor-MEKI, Glycogen Synthase Kinase
inhibitor-GSKi, Rho-Associated Protein Kinase inhibitor-ROCKi) tanimlanmasidir.
Olgeklenebilir yontemlere olan ihtiyaca yonelik yapilan bir baska biyomihendislik
caligmasinda, ii¢ boyutlu biyomateryal kullanilarak uPKH ¢ogaltilmasina izin veren
bir sistem gelistirilmistir (191). Bdylesi sistemler, biyobankalama sireci igin

standardize girdi saglamada onem tegkil etmektedir.

UPKH’ler arastirma amagli kullanim potansiyelinin yanisira  klinik

uygulamalarda kullanima yonelik potansiyeli de bulunan, 6zel bir biyolojik materyal
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grubu olarak degerlendirilebilir. uPKH bankaciligi, aragtirmalara veya klinik
uygulamalara yonelik hiicre sunmak iizere 2 temel amaca gore yapilabilmektedir.
Klinik uygulamalarda, insanda tedaviye yonelik kullanilmak tizere tiretilecek hiicre
hatlarinin hayvansal kaynakli iiriinler veya ksenogenik katkilar ile iligkili olmamasi
(GMP dereceli) gerekirken; arastirma amagli uPKH depolama igin, GLP kosullar
altinda ¢alismak yeterli olacaktir (9).

uPKH hatlarim1 6zellikle klinikte kullanmadan Once karakterize etmek i¢in
sistematik, fonksiyonel ve molekiiler c¢alismalara ihtiyag vardir. Genis bir
populasyonda, immiinolojik olarak uyumlu olan hastalara 6zgi i-uPKH’lerden olusan
banka icin kalite standartlarinin olusturulmasi 6nemli bir zorluktur. Bu nedenle,
klinige ge¢cmeden Once, arastirma/modelleme calismalarina yonelik yiiksek kaliteli
uPKH hatlarinin depolanmasi ve dagitimi amactyla GLP ile uyumlu, arastirma dereceli
bir yonetim sisteminin kurulmasi 6nceliklidir ve uluslararasi alanda bu gereksinimin
farkina varilmistir. Ornegin StemBANCC, “arastirma amagli” olarak kabul edilen bir
banka olusumudur. “Arastirma amagli” terimi, insanda tedavi edici (terapétik)
kullanim ig¢in uygun olmayan ancak arastirmalarda kullanilabilecek yeterlikleri
karsilayan hiicre hatlarini ifade etmektedir. Ntai ve arkadaslarinin (9) ¢aligmasinda
bazi kriterler belirlenmis olmasina ragmen, i-uPKH ile ilgili olarak arastirma
derecesinin tam olarak ne anlama geldigine dair evrensel olarak kabul edilmis bir
tanim olmadigindan bahsedilmektedir. "Arastirma" terimi, hiicre hatlarn
olusturulurken, yapilacak calisma o6zelinde neyin degerli olup olmadigina karar
vermede bir degerleme kriteri olarak kullanilmistir (57). Bu nedenle, arastirma dereceli
bir uPKH bankasi i¢in dngoriilen zorluklardan birinin de bu nokta oldugu kabul
edilebilir.

Arastirma Amagli UPKH Bankaciligi Siireci

Standardize hiicre hatti sunmak {izere olusturulan arastirma amagli bir uPKH
bankasi i¢in dort temel basamaktan olusan stire¢ benimsenebilir. Bu suregte, ilk adim
olan biyolojik 6rnek alimi; onam formlari, malzeme sdzlesmesi ve hiicre hattina dair
tim bilgilerin derlenmesi gibi yasal ve etik siiregler igin kanit olabilecek dokiimanlari
icinde barindirmaktadir. Ikinci basamak, hiicre isleme basamagidir. Bu basamak,

hiicre hattinin eldesi, yeniden programlanmasi, ¢ogaltilmasi, yeterliliginin 6l¢iilmesi,
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etiketlenmesi, dondurulmasi ve ¢dziilmesi gibi alt islemlerden olusmaktadir. Ugiincii
basamak olan kalite siireci olduk¢a genis kapsamlidir; her hiicre hatti ile ilgili kalite
ve karakterizasyon testlerini ifade eden operasyonel kalite kontroliin kurulmasi, kabul
edilebilirlik olciitlerinin belirlenmesi, analiz sertifikalarinin olusturulmasi ve tiim
streclerin kalitesini kapsayan glvence sisteminin tamamlanmasindan olusmaktadir.
Bahsedilen tiim siireglerden gectikten sonra hazirlanmis olan hiicre hatlarinin dagitimi
son basamaktir ve dagitim asamasinda énemli olan noktalar; ayna bankada da uzun
donem depolamanin saglanmasi ve verinin, bilgi yonetim sisteminden ulasilabilir
olmasidir. Dagitim noktasinda biyobankanin isletme kimligi 6nem kazanmakta; hiicre
sunum, lojistik ve arastirmact hizmetleri gibi diisiiniilmesi gereken diger konular 6n
plana ¢ikmaktadir. Kar amaci glitmeyen ancak uPKH {iretim/isleme maaliyetlerin
karsilanmasi hedeflenmis olan arastirma amagli bir biyobanka araciligi ile standardize
hiicre hatt1 arzindaki temel basamaklar ve kapsadigi konular asagida alt basliklarla

derlenmistir:

1. Biyolojik 6rnek alimi (yasal diizenlemeler dogrultusunda)
e Onam formlarimin onaylanmasi
o Hiicre iiretiminde kullanilacak malzeme sozlesmesinin derlenmesi ve
imzalanmasi
e Hiicre hatti bilgi paketinin hazirlanmasi
e Donor ve kaynak hiicre hatti verisinin elde edilmesi ve donor verisinin
korunmasi
2. Hicre isleme
e UPKH eldesi
e Dondurarak depolama (kriyo-depolama)
e Karantinada ¢cbzme
e Yeniden programlama
e (Cogaltma (ekspansiyon) ve kararliligini koruma
e Dondurarak koruma —uzun dénem (kriyoprezervasyon)
o Etiketleme
e Bankalama sonras: yeterlilik/kalite/karakterizasyon testleri
3. Kalite



56

Operasyonel kalite kontroliin kurulmasi
o Her bir Gretim partisinin (batch) standardize karakterizasyonunun
saglanmast
o Orneklerin serbest birakilmasmi saglamak icin parti serbest birakma
testi yapilmasi.
o UPKH karakterizasyonunun uygunlugu i¢in bilgilendirme testlerinin
panel olarak degerlendirilmesi
Kabul edilebilirlik élcutlerinin belirlenmesi
Gen diizenlenme yapilmis hiicre hatlari igin kalite kontrol
o Bu hiicre hatlari i¢in, diizenlenen genin islevinin kontoliine veya timaor
olusum riskine yonelik ek testler gerekli olabilir.
Analiz sertifikalart

Kalite glivencesi

Dagitim

Ayna bankada uzun dénem depolama
Veriye bilgi yonetim sisteminden erigilebilmesi
Arastirmactlara Sunum

o Web sitesi

o Elektronik Talep

o Arastirmaci iligkileri yonetimi

o Dagitim kanallar1 (merkez /ayna banka )
Lojistik

o Stok yonetimi

o Siparis isleme

o Tasima (soguk zincir)
Aragtirmaci/yararlanici hizmetleri

o Hucre sunumu o6ncesi ve sonrasi teknik destek

o Geri bildirim degerlendirme

uPKH Bankasi icin Kalite Yonetim Sistemi ve Kalite Kontrol

Diinya genelinde kullanilan hiicre hatlarinin %15-20'sinin ya ¢apraz kontamine

olmasi ya da yanlis tanimlanmasindan yola c¢ikildiginda biyomedikal ve saglik
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alanlarinda yapilan yiz milyonlarca dolar harcamanin yanlis veya yaniltict veri
tiretilmesinde kullanilmis olabilecegi diisiincesi, biyobanka i¢in kalite yOnetim
sisteminin 6nemine ve gerekliligine dair yeterli bir gerekce olarak degerlendirilecektir
(154). Aym seckilde, arastirma ve hatta dogrudan tedaviye yonelik calismalarda
oldukga ciddi kullanim potansiyeline sahip uPKH Bankasi i¢in de potansiyeli oraninda
yuksek gereklilik kapsamindadir. KYS, biyobankanin ¢alismasinin (tiim siireglerin)

yani sira tutulan 6rneklerin ve verilerin kalitesini de kapsamaktadir (164).

Standardize edilmis genel hiicre hatlar1 i¢in 3 Kkalite kontrol seviyesinden
bahsedilmektedir (9, 192): i)Hiicre hatlarinin tanimlanmasi ve sterilligi, ii)Hiicrelerin
performans1 ve kararliligi iii)Hiicre iirlinlerinin karakterizasyonu. uPKH’ler soz
konusu oldugunda, genomik kararlilik, epigenomik profil ile pluripotentlik ve

farklilagma testleri de bu testlere ilave edilmistir.

1. Hiicre Hatlarinin Tanimlanmasi ve Saflik

a) Hiicrelerin tamimlanmast / kimlik dogrulamasi

Genel biyobankalardan bahsedilirken deginildigi gibi hiicre hattinin kdkenini
degerlendirmek icin en c¢ok tercih edilen yontem STR profillemedir. STR diginda
ayrica SNP genotiplemesi ile de hiicrenin ayritili bigimde kimlik dogrulamasi

(parmak izi) saglanabilmektedir.

Doku alindiginda ve AHB olusturulmadan veya tohumlama stogundan once
yapilan STR genotiplemesi, Uluslararas1 Hiicre Dogrulama Komitesinin kilavuzlar
(155) tarafindan belirlenen adimlar dogrultusunda degerlendirilmekte ve sivi azotta
depolanmadan ve dagitimdan oOnce tekrarlanmaktadir. En son 2014’te, ICLAC
tarafindan giincellenen insan Hiicre Hatt1 Kimlik Dogrulama Kilavuzu (193), yaygin
kullanilan ve kabul edilen bir kimlik dogrulama yontemi olarak STR profillemesine

odaklanmaktadir.

b) Mikrobiyal kontaminasyon

Ntai ve arkadaslari (9), 2017 yayminda kontaminasyon tespiti i¢in Farmasotik
Preparatlarin Mikrobiyolojik Kalitesi (Microbiological quality of pharmaceutical
preparations 5.1.4 (01/2007: 50104) dokiimanina isaret etmisler fakat mevcut hicbir
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test rejiminin mikrobiyal kontaminasyonun mutlak yoklugunu garanti edemedigine ve
hlcrelerin detayli testlerden sonra bile potansiyel olarak bulasic kalabildigine dikkat
¢ekmislerdir. Kok hiicre kiiltlirlerinde en sik karsilasilan HBV, HCV gibi hepatit
virtsleri ile HIV (1 ve 2) ve HTLV (1 ve 2) gibi insan retrovirslerinin (194) yani sira,
mikoplazma gibi diger mikroorganizmalar da hiicre hatlarin1 kirletebilmektedir ve
kritik ~ metabolitlerin  seviyelerini ~ degistirebilmek  gibi  ciddi  sonuglar
dogurabilmektedir. Kiiltiirlenmis hiicrelere antibiyotik ilavesi, bakteri bulagmasini
azaltsa da, mikoplazma bulasindan kurtulmanin pratik olarak imkansiz oldugu
belirtilmektedir. ICLAC yonergeleri izlenerek, en az ayda bir kez mikoplazma varligi

icin hiicre hatlarinin kontrol edilebilecegi onerilmektedir.

c) Opsiyonel kalite kontrol

Ozellikle klinik uygulamalarda kullanilacak olan hiicre hatlarinda mikrobiyal
veya viral kontaminasyonu test etmek icin tim transkriptom analizi gibi daha detayl
analizler ile hiicre hatlarinin tamamen ya da potansiyel olarak kontamine olup

olmadiklar1 kontrol edilebilir.

2. Hucre Performansi ve Kararlilig
a) Genetik kararlilik dlgiimleri

Hicrelerin kiltirde uzun sreli idamesi, YP yontemleri, kiiltiir kosullar1, hiicre
kaldirma/toplama yontemleri (mekanik veya enzimatik) ve besleyici tabaka
varligi/yoklugu gibi sebeplerle uPKH’lerin genomunda degisiklikler meydana
gelebilmekte ve bu sebeplerden her biri hiicre hattinin kararliligini etkilemektedir.
Kararlilik i¢in imminofenotipik (kendini yenileme belirtecleri igin), genomik
(mikrodizileme, kromozomal anormalligi ya da yerini belirlemek i¢in FISH ve spektral
karyotipleme, farklilasma sirasinda ortaya c¢ikan nokta mutasyonlari igin SNP
genotipleme, kopya sayisi degisikliklerini tespit etmek icin dizi karsilastirmali
genomik hibridizasyon (aCGH), kendini yenileme ile iliskili uzunluk dinamigi igin
telomeraz aktivitesi, ifade profili icin RNA dizileme veya tim ekzom dizileme) ve
epigenetik acilardan degerlendirmeler yapilabilmektedir. Ayrica morfoloji, genetik ve

metabolik agilardan mitokondriyal parametreler bilgi verici olabilmektedir.
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Gen duzeyinde kararliligin tespitine yonelik, oktamer baglayici transkripsiyon
faktoriic 3/4 (OCT3/4) gibi farklilasmamig hiicrelere iligskin isaretleyicilerin
kullanilmasmin yani sira, hiicre hatlarinin kalitesini bozabilecek veya gegersiz
kilabilecek ve farklilasma potansiyellerini ongoriilemeyen bir sekilde degistirebilecek
diger faktorlerin test edilmesi gerektigi belirtilmektedir. Telomeraz aktivitesi,
mitokondriyal metabolizma, genomik kararlilik ve DNA gibi epigenetik degisim
belirtecleri olan metilasyon (DNAm) ve histon modifikasyonlar1 da klinik
uygulamalarda kullanilacak olan i-uPKH'ler icin dnerilmektedir. Kanser hucreleri,
saglikli hiicrelerle karsilastirildiginda daha uzun telomerlere sahiptir ve bu
telomerlerin, uzunlugunu koruyarak hiicrelerin Gliimsiizliklerini  sagladiklar
bilinmektedir. Insan telomeraz ters transkriptaz (W\TERT)/telomeraz ifade seviyeleri ve
telomer uzunlugu Ol¢limii, i-UPKH farklilasmasi sirasinda timér olusumu
(timOrogenez) gostergesi olarak diistiniilebilir. Yiksek kaliteli, uPKH klonlariin
varligini, aragtirma ve klinik uygulamalarda giivenli kullanimini garanti altina almak
icin is akisinin bir parcast olarak telomer profili analizinin rutin olarak uygulanmasi

onerilmektedir (9).

PKH'lerin kapsamli bir genomik analizi olduk¢a 6nemlidir. Genetik sapmalar,
hastalik fenotipini ve fonksiyonel okumalar1 degistirebilir, ayrica genomik kararsizlik
ile kanser olusumu arasindaki hassas dengeyi bozabilir. Genom biitiinliigi, kiiciik
CNV ve nokta mutasyonlarini tespit etmek i¢in sayisal ve yapisal degisiklikler
gozlemlenerek kromozomal anormallikler analiz edilebilmektedir. Giemsa (G) veya
Quinacrine (Q)-bantlama teknikleri kullanilarak yapilan geleneksel karyotipleme
analizi, >10Mb boyuttaki degisiklikleri tespit etmekte, diisiik ¢oziiniirliige ragmen,
dengeli yer degistirme (translokasyon) veya c¢ok disiik seviyeli mozaikligin
tanimlanmasina izin vermektedir. aCGH gibi kromozomal mikrodizi analizi ile kazang
ve kayiplar (~1Kb) uygun ¢dziiniirliikte tanimlanabilmektedir. iki teknik, numunenin

genomik bilesimi hakkinda birbirini tamamlayici bilgiler saglamaktadir.

CNV ve SNP mikroarray analizi, 6zellikle klinik amacli (GMP dereceli) i-
uPKH'lerin kromozomal kararliligini degerlendirmek i¢in Onerilmektedir. YP

strecinde, zararli CNV'ler ortaya g¢ikabilmektedir. Ayrica bu tir sapmalar, bilinen
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timor baskilayicilarin silinmesine ya da yeniden programlanmis hiicre hatlarinin

biiylime faktorlerinin/onkojenik faktorlerin ¢ogaltilmasina neden olabilmektedir.

3. Hucresel Uriiniin Karakterizasyonu

a) Heterojenlik Ol¢iimii ve Farklilagsma Yetenegi

Ayn1 vericiden iiretilen farkli hiicre hatlari, kiiltiir adaptasyonuna bagli alel

farklar1 nedeniyle fenotipte farklilik gosterebilmektedir. Pluripotentlik 6zelliklerini ve

kendiliginden farklilagsma kapasitesini degerlendirmek ic¢in en c¢ok kullanilan

yontemler, immiinositokimya ve akim sitometri analizleridir. Asamaya 0zgii
embriyonik antijen-4 (SSEA-4) ve keratan silfat antijenleri olan TRA1-81 ve TRA1-
60 gibi epitoplar icin retilen antikorlar, PKH'lerin karakterize edilmesinde yaygin

olarak kullanilan belirteclerdir.

Tablo 2.4. Heterojenlik ve farklilagma yetenegi i¢in kullanilabilecek 6lgim
yontemleri (9).

Alkalen fosfataz (canli boyama )

Immiinositokimya, immiinofloresans ve immiinoblot FACS analizi

Yiiksek oranda ifade edilen pluripotent belitegler i¢in boncuk (bead) tabanli dizileme

Dizi hibridizasyon yontemleri kullanilarak tim genom ifade profili

Tum transkriptom dizilimi

RT-PCR

Mikro-RNA profili

Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi, kiitle spektrometresi kullanilarak proteomik analiz.

Tum metilom analizi

Islevsel analizler

Teratom analizi

Biyoinfromatik analizler (Pluritest, ScoreCard, TeratoScore, Karyostat)

b) Opsiyonel Kalite Kontrol

Transkriptom, metilasyon analizi, miRNA ekspresyonu (tek tek veya kombine)

gibi farklilagtirllmig hiicre irlinlerini daha detayli kontrol edebilecek testler

bulunmaktadir. Bu testler, istege bagl olarak yapilabilir ancak i-uPKH'lerin Kklinik

uygulama veya farmakolojik caligmalarda kullanilacagi durumlarda 6nem derecesi

yiikselmektedir. Epigenetik degisiklikleri test etmek icin kullanilan en yaygin dlgiiler,
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histon modifikasyonu ve DNA metilasyonu (DNAm) dur. Ayrica, yeni nesil dizileme
(Next Generation Sequencing, NGS) gibi yiiksek verimli yontemler genom capinda,
tarafsiz ve son derece hassas goriiniimler sunmaktadir. i-uPKH'lerin elde edildigi hiicre
kaynaklarinin hafizaya sahip olmasi ve uygulanan teknolojiden bagimsiz olarak
yeniden programlanma surecinin, hicrenin kokenini ve parmak izini tam olarak
silememesinden (195, 196) dolayr uPKH’lerin hafizalarinin, yeniden programlamadan
Oonce, sonra ve son 1lriinde metilasyon analizi yapilarak degerlendirilmesi
onerilmektedir. DNAm profillerinin arastirilmasi, uPKH’lerin ila¢ taramasinda,
hastalik modellemesinde ve rejeneratif tipta kullanimlarinda pluripotent hiicre

farklilasma kapasitesi ve tiimorijenik potansiyelleri hakkindaki bilgileri arttiracaktir

(9).

Tablo 2.5. Hucre Urln karakterizasyonuna yonelik opsiyonel kalite kontrol
parametreleri (9).

uPKH hattinin kdken aldig1 doku kaynakli farkliliklar
Kiiltiir siiresine bagli olarak ortaya ¢ikan farkliliklar (pasaj sayisi)

Kiiltiirde ortaya ¢ikan genetik mozaiklige bagl farkliliklar (gelisim sirasinda)
Erken kultir kosullar1 (besleyici tabaka ve kiiltiir kosullarr)
Genetik baskilanma (imprinting) ve kromozom X inaktivasyonu

Genetik degisiklikler (genomik kismin kaybi veya kazanci)
Genel ve 6zgl epigenetik degisiklikler (DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu)
Kiltirlerde hiicrelerin kismi veya terminal (istenmeyen) farklilagmasi

Kosulsuz epigenetik varyasyonlar

Risk degerlendirmesi ve metilasyona dayali biyobelirteclerin tanimlanmasi
PKH alaninda halen zorluklar igermektedir. Bununla birlikte, DNA degisiklikleri
hassastir  ve digsal faktorlerden etkilenmektedir. Biyolojik  belirteclerin
kesfedilmesinde giivenilir bir standart olmamasi ve hiicresel biyogiivenlik i¢in
potansiyel olarak tehlikeli ve istenmeyen sinyaller arasinda ayrim yapmak i¢in az

sayida veri kiimesi olmasi, asilmasi gereken darbogazlardir (9).

Kalite karakterizasyon testleri agisindan Ingiltere Kok Hiicre Bankasinin
(United Kingdom Stem Cell Bank, UKSCB) uygulamalar1 da incelenmistir (197).
UKSCB surecinde ana stok oncesi (pre-master), ana stok (master) ve dagitim
basamaklarinda canlilik, sterillik, parmak 1izi, plaga tutunma (settle plates),

mikoplazma, viral kontaminasyon, DNA profilleme, G-bant karyotipleme, kokltluk
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belirteclerinin tespiti, farklilasma ve homojenite kalite kontrol testleri zorunlu olarak

yapilmaktadir.

Dinyada uPKH Bankacilig

Diinyada uPKH’lerin kesfi, embriyonik kaynaklar1 koruyan biiyiik sosyoetik
ve politik/yasal kaygilar1 ortadan kaldiracak bilimsel bir gelisme olarak
onemsenmektedir. uPKH’lerin 6nemli etik veya yasal endiseleri olmadig1 (EKH’ler
ile kiyaslandiginda) ve doku bagis1 i¢in genel kurallar gergevesinde bankalama
sirecinin diizenlenmesi gerektigine dair gorisler bulunmaktadir (133). Ancak gok
asamali ve degisken parametreli iiretim siirecine sahip olan bu hiicreler 6zelinde
kurallarin ayrica bulunmasi gerektigi daha ¢ok kabul gérmektedir. Bilgilendirilmis
onam, mahremiyet ve gizlilik, ticarilestirme ve arastirma katilimcilarinin giivenligi ile
ilgili zorluklart ¢6zmek i¢in uygun mekanizmalar ile etik ve yasal yaklagimlar heniiz
uPKH bankacilig1 i¢in net olarak tanimlanmis degildir. “Kisisel Verilerin Korunmas1”
kanunu bu alanda atilmig 6nemli bir adimdir. Ayrica alanin dnciisii olan Japonya’da,
2015 yilinda yasal diizenlemelerin 6zellikle rejeneratif tip uygulamalar1 agisindan

yeniden diizenlendigi bilinmektedir (69).

Biyobankacilik ile ilgili yasal ve etik diizenlemelerin belirleyicileri, alanin
oncti bilimsel topluluklar ile devlet otoritesinin saglik ile ilgili birimleridir. uPKH’leri
de kapsayarak bir iist konumda olan “kok hiicre bankasi”nin kurulmasinda (ABD
Ulusal Kok Hiicre Bankasi) ve i-EKH kayitlarinin tutulmasinda (hES Cell Registry)
diinyadaki oncii bilimsel kurulus, ABD Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) olarak kabul
edilebilir. Ayrica, Uluslararasi Kok Hiicre Arastirmalari Dernegi (International
Society for Stem Cell Research, ISSCR) ve Uluslararas1 Kok Hiicre Bankaciligi
Girisimi (International Stem Cell Banking Initiative, ISCBI) gibi kok hiicre
aragtirmalar1 ve bankacilig i¢in uyumlastirma ve standardizasyon siireglerine yonelik

caligmalar yiirliten uluslararasi girisimler de bulunmaktadir (198).

Diinya ¢apinda birgok merkez EKH hatlar1 depolamakta ve sunmaktadir (198).
Ancak hiicre stoklarinin hazirlanmasi ve test edilmesi genellikle yerel normlara dayali
ve dogal olarak merkezden merkeze degismektedir. Uygun hiicreleri aragtirma

caligmalarinda kullanmak i¢in hazirlamanin zorlugu kabul edilmis ve i1yi hiicre kiiltiirti
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uygulamalar1 ve hiicre bankacilig1 iizerine uluslararas: gruplar tarafindan rehberler

gelistirilmistir.

Kok hiicre kiiltiirti ile ilgili alanlarda yontemlerin gelistirilmesi, hiicre
hatlarinin korunmasi ve karakterizasyonlarinin optimizasyonunda hala netlestirilmeye
acik asamalar bulunmaktadir. Kok hiicre hatlarinin, arastirmacilara ve klinikte
kullanim amaciyla uygulayicilara saglanmasindan sorumlu olanlarin, bu gelisen
yontemlerin 6n saflarinda yer almak i¢in kok hiicre aragtirmacilariyla yakin ¢aligsmasi
esastir. Uluslararasi Kok Hiicre Forumu (ISCF) (199) adi verilen uluslararasi aragtirma
fonu tarafindan finanse edilen projeler, bu tiir ¢alismalart tesvik etmektedir. ISSCR
(200) gibi diger kuruluslar da alana yonelik rehber caligmalarini baslatmada oncii
olmuslardir (Insan Embriyonik Kok Hiicre Arastirmasi icin Rehber, 2006; Kok
Hiicrelerin Klinikte Kullanimina Yonelik Kilavuz, 2008; ABD Bilimler Akademisi,
Insan Kok Hiicre Arastirmasi igin Rehber, 2005) (85).

EKH’lere yonelik hazirlanmis olan dokiimanlarin, her ne kadar pek ¢ok acidan,
uPKH hatlar1 da dahil, tiim insan kok hiicre dizileri i¢in genis ¢apta uygulanabilir
oldugu belirtilse de PKH’ler i¢in 6zellesmis rehber/diizenleme ihtiyaci ortadadir.
Olusturulacak kilavuz ve diizenlemeler, hiicre hatlarinin tedarigini, hiicre bankacilig
prosediirlerini ve dokiimantasyonunu, hiicre bankacilig1 kalite kontroliinii ve hiicre
bankalarini serbest birakma siirecini iceren, kok hiicre bankaciliginda yer alan genis
bir siire¢ yelpazesini kapsamalidir. Ayni1 zamanda serbest birakma kriterleri,
mikrobiyolojik testler, hiicre karakterizasyonu ve hicrelerin nakli gibi teknik
gereksinimler de belirlenmeli ve bilgilendirilmis onam, denetim, hiicre kaynakli
izlenebilirlik ile dokiimantasyon gibi temel etik gereklilikler de dahil edilmelidir
(175).

uPKH’lerin biyoteknoloji ve saglik alanindaki potansiyeli farkedildikce ilgili
yatirimlar hizla artmaktadir. BUyiuk miktarda i-uPKH UGretmek, bankalamak ve
dolasimini saglamak icin birgok ulusal ve uluslararasi c¢aba, cesitli gelisim

asamalarindadir. One ¢ikan &rnekler (201, 202):

e ABD'deki New York Kok Hicre Vakfi Arastirma Enstitiisii Deposu (The New
York Stem Cell Foundation, NYSCF) (Kar amaci giitmeyen kurulus)
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e Coriell-Kaliforniya Rejencratif Tip Enstitiisii (California Institute for
Regenerative Medicine, CIRM) uPKH Bankas1 (Kar amaci giitmeyen kurulus)

e Wellcome Sanger Institute ve ingiltere'deki T1p Arastirma Konseyi tarafindan
finanse edilen Insan Kaynakli Pluripotent K&k Hiicre Girisimi (Human
Induced Pluripotent Stem Cell Initiative, HipSci) (Devlet destekli)

e Japonya’daki RIKEN Biyo-Kaynak Merkezi (BRC) (Devlete ait)

e Avrupa'daki Yeni Ilaclarin Biyolojik Tahlilleri ve Avrupa'daki PrediCtive
ToksiCology projeleri igin Kok Hiicreler (Stem cells for Biological Assays of
Novel drugs and predictive toxicology, StemBANCC) Projesi ile olusan depo
(Kamu-ozel ortakligi)

e Avrupa Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre Bankasi (European Bank for
Induced Pluripotent Stem Cell, EBiSC) (Kamu-ozel ortakligi)

StemBANCC projesi, blyuk miktarda/ylksek bitceli hiicresel Gretimin en iyi
ornegini teskil edebilecek bir kapasite (500 bireysel katilimer tarafindan bagiglanan
cilt veya sa¢ oOrneklerinden elde edilen 1500 i-uPKH hattinin Uretimi) ve butce
(vaklagik 55 milyon avro) ile tasarlanmistir (203). StemBANCC, akademik
kurumlardan ve ila¢ endstrisinden bilim insanlarini bir araya getiren biiyiik bir
Avrupa konsorsiyumu olarak olusturulmustur. Amaci, cesitli yaygin, karmasik
(kompleks) hastaliklar1 (otizm, Alzheimer hastaligi, bipolar bozukluk, diyabet,
migren, ndropati, Parkinson hastalig, sizofreni ve genel ilaglara ters tepki verme) olan
katilimcilardan veya saglikli goniillillerden UPKH hatlart retmektir (57). Bu hcre
dizilerinin, ila¢ adaylarin1 taramada ve insan hastaliklarini in vitro modellemede
kullanilmas: tasarlanmistir (57). StemBANCC projesi ile iiretilen hiicre hatlarinin
dolagimini takip etmek amaciyla olustrulan veri tabani, StemDB (204), altyapinin bir
parcasidir. StemDB, i-uPKH icin dijital bir katalog ve cevrimigi bir kayit defteri
niteliginde hazirlanmistir. Standartlagtirilmis, aranabilir dijital sunum ortaminda,

hlcrelerde istenen 6zelliklerin segilebilmesi saglanmigtir (57, 203).

Bir diger uluslararasi olusum olan EBiSC, hastalik modellemesi ve diger klinik
Oncesi aragtirma bi¢imlerinde kullanilmak tizere akademik ve ticari amagla ¢alismakta
olan bilim insanlarinin kullanimina sunulan genis kapsamli, yiiksek kaliteli, aragtirma

dereceli uPKH’ler gelistirmekte olan bir biyo-depodur. 2014 yilinda baslatilan bu



65

projenin en biiyiik finansal kaynaklari IMI (Innovative Medicines Initiative, 21,8
milyon avro) ve EFPIA (European Federation of Pharmaceutical Industries and
Associations, 8,3 milyon avro)’dir ve projenin toplam maliyeti ise 35,2 milyon
avrodur. EBISC, “merkez/ana tesis” ve merkezde iiretilen uPKH’lerin kopyalarinin
bulundugu bir “ayna tesis” olmak iizere ikili yapida tasarlanmistir. Ana tesis,
Babraham Enstitiisii Arastirma Kampiisii'nde (Cambridge, Ingiltere) bulunmaktadir ve
hiicre c¢ogaltilmasi, kalite kontrol ve karakterizasyon asamalar1 burada
yiiriitiilmektedir. Ingiltere Halk Saghgn Avrupa Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu
(ECACC/ingiltere Saglik Bakanlig1) hiicre hatt1 dagilimini koordine etmede yetkilidir.
Ayna banka (mirror bank) olarak isimlendirilerek kapsamli operasyonel yedeklemenin
yapildigi tesis, Almanya (Fraunhofer IBMT, Sulzbach)’dadir. Projenin baslangicinda
hedeflendigi/ongoriildiigii haliyle hiicre hatti sayisi yilda 1000, biyobankanin toplam
kapasitesi ise 10.000 hiicre hattidir. 2019 yilinin ikinci yarisi itibariyle,
koleksiyonunda 30’dan fazla hastalik temelli 817 uPKH hatt1 bulunmaktadir (205).
Projenin ilk asamasinda (2014-2017) EBISC, kalite kontrollii, hastaliklara yonelik
arastirma dereceli UPKH hatlar1 iiretimine yogunlasmisken, Mart 2019'da baslatilan
ikinci agsamada, siirdiiriilebilirlik Gzerinde durularak merkezi bir tiretim noktas1 olmak
adina, kalite, tutarlilik, mevcut veriler, standartlar ve lisans sdzlesmeleri agisindan
yapilandirmak Uzere Avrupa Birligi (AB) kaynaklarmin bir araya getirilmesi

amaclanmstir.

StemBANCC ve EBiSC, kar amaci giitmeyen olusumlardir ve hiicre hatlari
siparisinde yalnizca maliyet geri kazanim fiyatlarini talep ederler. Hiicre hatlarinin
satisindan kar elde etmek yerine standartlagtirilmis i-uPKH hatlar1 olugturmayi tercih
etmektedirler (203). Arastirma amagli uPKH bankasi1 kapsaminda olan her iki projede
de, hastalik modellemesi ve dzellikle ilag kesfine yonelik ¢alismalar igin i-PKH’lerin

eldesine odaklanilmistir.

Kiresel bir “Ko6k Hiicre Banka Ag1” olma amacini giiden ISCBI, 2007 yilinda,
ISCF’den fon saglanmasiyla, hem mevcut PKH bankalarini koordine ederek hem de
yeni kok hilicre merkezleri kuranlara destek vererek varligini stirduren bir topluluktur.
ISCBI, 23 llkeden 200'den fazla kok hiicre arastirmacisi, kok hiicre bankasi, kok hiicre

toplulugu, akademisyen, endiistri ve diizenleyici kurum uzmanlarinin bir arada oldugu,
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kok hiicre hatlarinin bankacilik ve karakterizasyonuna yonelik testler i¢in standart
veya en iyi uygulama kilavuzu olusturmak amaci gliden bir girisimdir (7). ISCBI,
pluripotent kok hicrelerin  kullanimi ve yayginlastirilmas: ile kok hiicre
biyobankaciliginin egitimi konularinda tesvik etmeye odaklanmis, uluslararasi bir
kurul tarafindan yonetilmektedir. ISCBI toplulugu, kok hiicre bilimi, etik, tiretim ve
diizenleme konularinda lider arastirmacilarin fikir birligi iiriinii olan, etkili raporlar

yayimlamaktadir.

Ulkemizde uPKH bankalama teknolojisine yonelik atilmus ilk adim, Hacettepe
Universitesi K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi (Pedi-Stem)’nin 2014
yilinda TUBITAK 1003 progami destegiyle ve Teknokent ortakli olarak baslatmis
oldugu, “Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre (uPKH) Banka Teknolojileri Gelistirme”
baglikli prototip projesi (No: 213S181) olarak bilinmektedir. Prototip proje
kapsaminda, saglikli verici kaynaklt MKH’ler ile birlikte malign infantil osteopetrozis
hastalarindan uPKH elde etme, ¢ogaltma, tanimlama ve saklamaya yonelik laboratuvar
caligmalar1 yiiriitiilmiis (206) ve bir uPKH banka yazilimi da gelistirilmistir. Bu
calismalar ilerlerken, 6zellikle nadir ve yetim hastaliklar agisindan potansiyeli oldukga
yiiksek olan iilkemizdeki ihtiyacin farkinda olunarak uPKH’lerin bankalanmasina
yonelik diinyadaki gelismeler takip edilmeye devam edilmis ve tiim gereklilikler
basamak basamak gbzden gegirilmistir. Bu siiregte, gerek iilkemiz igin yeni bir alan
olmast gerekse tiim diinyada yeterince koklii olmamasindan kaynaklandiginm
diisiindiiren standardizasyon ve kalite slreclerine dair eksiklik farkedilmis ve bu

kapsamda bir doktora tezi ile katki saglama fikrine yonlendirmistir.

Ulkemizde yuriitilmekte olan biyobankaciliga (genel olarak doku/kan
bankacilig1 veya daha 6zel olarak kok hiicre/kordon kani hiicre bankaciligr) yonelik
temel bazi diizenlemeler bulunmaktadir ve zaman zaman gilincellenmektedir. Bunlar
ile uPKH arasinda, "hiicre" ana ¢atisinda ortak diisiiniilebilecek noktalar bulunsa da

uPKH 06zelinde bu tir dizenlemeler hentiz bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Teorik Arastirma Materyali ve Inceleme Yontemleri
3.1.1. Literatir ve Internet Tarama

UPKH iiretimi, biyobankalanmasi ile iligkili konularda bilimsel arastirma ve
derleme makalelerinin yanisira, uPKH’lerin ticari olarak sunulmasi, diinyadaki
biyobanka (kdk hiicre bankalari, uPKH Bankalar1) 6rnekleri, KYS programlart gibi
endustriyel ve teknolojik konularda internet taramalari c¢alismamizin ara¢ ve

yontemlerini olusturmustur.

Literatiir ve internet taramalarinda kullanilan anahtar kelimeler: “Biobanks;
biobanking; stem cell banking/cell banks; iPSC banking/banks; quality management
systems (QMS) for biobanks or biobanking/cell banks or banking/stem cell banks or
banking/iPSCs banks or banking, guidelines for biobanks or biobanking/cell banks or
banking/stem cell banks or banking/iPSC bank or banking; standards for biobanks or
biobanking/cell banks or banking/stem cell banks or banking/iPSC banks or banking;
regulations for biobanks or biobanking/stem cell banks or banking/iPSC banks or
banking”dir. Tekil/cogul ile Tiurkce anahtar kelimeler 6zelinde taramalar da ayrica
yapilmistir. Tez 6nerisi hazirlik siirecinden itibaren (Mart 2017), tez savunma stirecine
(Mayis 2020) kadar taramalar aktif olarak stirdiiriilmistiir. Taramalar sonucu “Teze
Yonelik (uPKH iiretim, karakterizasyon kaynaklari dahil)” isimli klasérde toplam
1000 civarinda dokiimandam olusan bir kiitiiphane olusturulmus ve dokimanlar
“biyobanka, rehberler, standartlar, yerel dokiimanlar, kalite, tezler, etik, uPKH Banka,
kitaplar, klinik, sunumlar, kok hiicre bankalar1” isimli temel klasorlere ve kendi
iclerinde alt klasorlere (kordon kani bankasi, kan bankasi, EKH bankasi... gibi)
aynigtirtlmigtir.  Gorsel kaynaklar (grafik, sema, is akisi..) ayri bir klasorde
toplanmustir. 1SO (https://www.iso.org/home.html), ISBER (https://www.isber.org/),
ISCBI (https://www.ischi.org/), BBMRI-ERIC (https://www.bbmri-eric.eu/), ECACC
(www.phe-culturecollections.org.uk/), ISENET (https://www.isenetbiobanking.com/)
,  (Wicell ~ (www.wicell.org),  HipSci  (http://www.hipsci.org/),  EBISC
(https://ebisc.org/) gibi olusumlarin internet sayfalari da detaylica incelenmis ve

Ozellikle EBISC i¢in 6zet rapor hazirlanmistir.
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3.1.2 Bilimsel Ziyaret ve Toplantilarda Uzmanlarin Goériislerinden

Yararlanma veya Bire-Bir Sozlii/Yazihh Goriismeler

Kongre, kurs, calistay gibi alanin uzmanlarinin katildig1 toplantilarda yapilan
ylz yuze goriismeler, akabinde e-posta ile yazismalar ile Skype ortaminda sanal
bulusmalar yapilmistir. Ayrica diinyaca iinlii biyoteknoloji sirketleri veya tibbi
firmalarca diizenlenmis olan sanal sunum ortamlara (webinar/workcast) katilim
saglanarak alanin uzmanlarinin bilgi ve tecriibelerinden faydalanilmistir. Verimli

paylasimlarin gergeklestigi onemli ortamlar asagida listelenmistir:

1. EBISC Projesinin Kapanis Toplantisi: “Scalability of iPSC technology for
future drug discovery & therapy”, (Kasim 2017), Almanya

2. Uluslararas1 Sec¢imli/Burslu Kurs: “Welcome Genome Campus Advanced
Course - Derivation and Culture of Human Induced Pluripotent Stem Cells”
(1-14 Aralik 2017), Cambridge, ingiltere

3. Uluslararas1 Biyobanka Girisimi (ISCBI) Baskan1 Dr. Glyn Stacey ile Skype
Gortismesi (18.02.2018)

4. Dr. Glyn Stacey’nin Pedi-Stem ziyareti (12-15 Mayis 2018)

5. Uluslararasi Sempozyum — Ortadogu ve Kuzey Afrika (Middle East and North
Africa, MENA) Ulkelerinde Arastirma ve Saglik Hizmetlerini Tesvik Etmek
I¢in Biyobanka Képriileri Kurulmasi (4 Mayis 2018), Izmir

6. Uluslararas1 Calistay — Nadir Hastaliklar i¢cin Biyobankalama (2-3 Mayis
2018), Izmir

7. Kok Hiicre ve Hiicresel Tedaviler Kongresi, (2019) istanbul

8. Uluslararas1 Sempozyum ve ISCBI Calistayr (ISCBI Workshop on
Management of Stem Cell Data, Genetic Testing of hPSC Lines and Cost of
Goods Considerations for hPSC Banking), (24-25 Eylil 2019), Gliney Kore

9. Sanal Sunum: Nature Research Round Table sponsored by Stem Cell
Technologies, (2018)

3.1.3. Resmi Otorite ve Kurul Goriismeleri

UPKH Bankasi ile ilgili olan temel kamu otoritesi Saglik Bakanligi’dir.

Bakanligin “Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigi” catis1 altinda hizmet veren “Kan,
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Organ, Doku Nakli Hizmetleri Daire Baskanligi”nin “Hiicre ve Hiicresel Tedavi
Birimi” ise konumuz ile ilgili iletisim kurulacak olan noktalardan biri olarak
belirlenmis ve ylz yize (17.09.2019°da) ve telefon ile gériismeler yapilmistir. Ayrica
ulkemizdeki kok hiicre arastirmalarina yonelik var olan yasal diizenleme dokiimanlari
incelenmistir (Bknz. Sekil 4.5. “Kok Hiicre Calismalari” ni ilgilendiren tlkemizdeki

mevzuat).

Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1 da alanimizla ilgili diger bir kamu otoritesidir
ve catisi altinda yer alan Ankara Kalkinma Ajansi’na “Ankara Uyarilmis Pluripotent
Kok Hiicre Biyobankast (UPKOK)” baslhikli proje (TR51/19/FD/0017) basvurusu
yapilmistir. uPKH Bankasina yonelik fizibilite c¢alismalari igin almaya hak

kazandigimiz destek, ajans tarafindan 1 yil igin saglanacaktir.

Universitemiz biinyesinde yer alan, Hacettepe Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu (2012-KAEK-14), Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TiTCK)
tarafindan yetkilendirilmis 125 etik kuruldan biridir (207). Ulkemizdeki Kklinik
arastirma calismalarinda kullanilmas1 amaciyla TITCK tarafindan hazirlanmis olan
“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunda Olmas1 Gereken Asgari Bilgiler” baglikli
dokiimandan (208) da faydalanilarak arastirma amaglh biyobanka 6zelinde derlemis
oldugumuz onam formlarimiz ve biyobanka ornekleri ile yapilacak olan aragtirma

calismalarimizin degerlendirme/onay makami olmustur.

Gectigimiz yil eyliil ayinda Kore’de gerceklestirilmis olan ISCBI ¢alistayina
katilim, uluslararas1 kurul goriismesi kapsaminda degerlendirilmistir. Bu katilim
oncesinde, Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii-Kan, Organ, Doku Nakli Hizmetleri
Daire Baskanligi’nda yetkililer ile yapilan goriismeler ve edinilen bilgiler neticesinde
“kok hiicre calismalar1” baslikli ulusal bir rapor hazirlanmis ve calistayda
sunulmasimin ardindan, ISCBI’nin aralik ay1 biilteninde “odak rapor” olarak yer

almistir (https://www.iscbi.org/post/ischi-december-2019-newsletter).

3.1.4. Standart/Rehber incelemeleri

Biyobankacilik alaninda simdiye kadar kullanilan uluslararasi standart ve

rehberlerin yanisira, biyobanka alaninda diinyadaki ilk ve tek standart olan ve Kasim
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2018’de yayimlanmis ISO 20387, Tiirk Standartlari Enstitiisii (TSE) araciligi ile
21.11.2019°da satin alinmis, incelenmis ve Onerilen KYS modellerinden uPKH
bankamiz i¢in uygun olana (A segenegi) karar verilmistir. Ilk kez bir KYS olusturacak
olan biyobankalar i¢in 6nerilen A secenegine gore ele alinacak temel basliklar; KYS
dokiimantasyonu ve kontrolii, kayitlarin kontrolii; riskleri ve firsatlar1 ele alan
eylemler; gelisim; duzeltici faaliyetler; i¢ denetimler; kalite yonetimi incelemeleri
olarak belirtilmistir. ISO 20387’nin “TS ISO 20387-Biyoteknoloji — Biyobankacilik —
Biyobankacilik Igin Genel Gereklilikler” bashgi ile 19.03.2020 tarihinden itibaren
TSE tarafindan yiiriirliige alindigr gorilmistir (209). Ayrica, tilkemizde
biyobankacilik ile ilgili rastlanan tek dokiiman olan, Istanbul Universitesi’nin

hazirlamis oldugu rehber incelenmistir.

3.1.5. Is Akislan, Standart Uygulama Yontemleri ve Kalite Araclari

Tez calismalar1 kapsaminda hazirlanan is akiglar1 ve kalite araglarindan biri
olan balik kilgig1 diyagramlar1 draw.io programindan faydalanilarak olusturulmustur.
Standart Uygulama Yontemleri i¢in Microsoft Word’de hazirlanan sablon

kullanilmistir.

Balik kil¢ig1 diyagrami veya Ishikawa diyagrami, temel kalite araglarindan
biridir (210). ilk kez Kaoru Ishikawa tarafindan kullamilmistir. Sonuglar1 ortaya
¢ikaran sebepleri sunmak, gorsellestirmek ve iizerinde c¢alismak igin iyi bir aragtir.
Balik kil¢1g1 diyagraminin genel uygulama alani, iiriin tasarimi ve kalite hatalarinin
engellenmesidir. Problemi yaratan tiim sebepler bazi degiskenlerden dolayr olusur.
Sebepler genellikle bu kaynaklar: tespit edebilmek i¢in ana kategorilere ayrilir.
Oncelikle, sebepleri arastirilacak ilgili kalite unsuru grafigin en sagina yazilir. Daha

sonra ana ve alt sebepler grafige eklenerek diyagram tamamlanir.

3.1.6. Bilgi Yonetim Sistemi

2135181 no.lu TUBITAK Projesinin is paketlerinde olusturulan Bilgi Yénetim
Sistemi, tez calismalari kapsamina da dahil edilen bilgiler 1s18inda, H.U. Teknokent

Firmas1 — Hemosoft Bilisim ve Egitim Hizmetleri A.S. tarafindan gelistirilmistir.
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3.2. Laboratuvar Materyali ve Uygulama Yontemleri

Calismamizda MKH ve uPKH’ler (2 ayrt grup uPKH: i-Calismamiz
kapsaminda yeni gelistirilenler; ii-TUBITAK 1003 - 2135181 no.lu “Uyarilmis
Pluripotent Kok Hiicre Banka Teknolojileri”/uPKH Prototip Projesi kapsaminda
gelistirilmis ve dondurulmus olarak saklananlar) olmak (zere iki hicre tipinde
analizler gerceklestirilmigtir. uPKH gelistirme ve karakterizasyon calismalarinda,
uPKH Prototip Projesi kapsaminda gelistirilen yontemler kullanilmistir (206).
MKH’ler ve uPKH’ler, Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi Biyobankasi’nda gelistirilen ve dondurularak sivi azotta saklanmakta olan
arsiv materyallerinden kullanilmigtir. Her iki hiicre tipi (MKH’ler ve bunlardan
gelistirilen uPKH’ler) icin de H.U. Girisimsel Olmayan Etik Kurul (Izin no: GO
16/824-27 Karar no: 01, Say1 no: 16969557-53) karari ile onaylanan ve kademeli
biyobanka onam formu imzalatilmis 6rnekler kullanilmistir. Deneysel ¢alismalar igin
ayrica etik kurul onay1 (H.U. Etik Kurulu Karar no: GO 18/518-50, Say1 no: 16969557-
1057) alinmistir.

UPKH elde etmek i¢in basglangi¢ hiicresi olarak kullanilan MKH’ler, saglikli
kemik 1iligi nakli vericilerinden elde edilmistir. MKH’lerle, YP baslatilan/tamamlanan
uPKH’ler, morfolojik, elektron-mikroskopik incelemelerin yanisira,
metabolik/mitokondriyal parametreler (ROS diizeyi ve mitokondri kitlesi), kokltlik
(ALDH enzim aktivitesi), yuzey belirtecleri (CD29, Oct4 ve SSEA-4) ve
pluripotentlik gen ifadeleri yoniinden Kkarsilastirilmistir. Ayni analizler, YP
asamasinda veya sonrasinda kismi programlanmis/farklilagsmaya yonelmis veya tam
programlanmis erken veya ge¢ pasajlardaki (p6 ile >p20) uPKH’ler ile besiyeri
degisim periyoduna mudahale edilerek beslenen uPKH’lerde de yapilmistir. Herhangi
bir miidahale yapilmadan ilerlenilen YP streci, “Standart Yeniden Programlama

Siireci” olarak ifade edilmistir. Deney gruplari su sekilde tasarlanmistir:

A. Standart kosullarda YP ve uPKH kiltiir siirecinin incelenmesi

1. YP Sireci
2. UPKH kultdr stireci - erken ve ge¢ pasaj UPKH’lerin incelenmesi

B. Olumsuz kosullar olusturularak veya alternatif besiyeri kullanilarak YP ve uPKH
kultur strecinin incelenmesi
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1. Besleme periyodu degisikligi (hergiin & (¢ gunde bir) yapilan uPKH’lerin
incelenmesi

2. Besiyeri degisikligi (E8 Flex/StemFlex) yapilan uPKH’lerin Incelenmesi

TUm gruplarda degerlendirme parametreleri:
a. Morfolojik agidan (1s1k ve elektron mikroskopik)
b. Metabolik/Mitokondriyal parametreler ve kokliiliik agisindan (ROS, MT,
ALDH)
C. Yiizey belirtecleri agisindan (CD29, Oct4 ve SSEA-4)
d. Pluripotentlik gen ifadesi agisindan

3.2.1. Dondurulmus Hticrelerin Cozilmesi ve Kultir

MKH C0zme

Deneylerde, daha 6nceden dondurulmus halde bulunan MKH’ler (UPKH elde
etmede kaynak hiicre olarak ve uPKH’ler ile karsilagtirma deneylerinde kontrol olarak)
ve uPKH’ler kullanilmistir. MKH’lerin maruz kaldig1 dondurma besiyeri igerigi: %70
DMEM (LG: low glucose), %20 fetal sigir serumu (Fetal bovine serum, FBS ve %10
DMSO’dan olusmaktadir.

MKH’ler azot tankindan ¢ikarildiktan sonra 37°C’deki su banyosu igerisine,
tip boyunu gegmeyecek sekilde daldirilarak hafifge karistirilmis, kriyovial tiip
igerisindeki buz parcasi iyice ufaldiginda, hizlica sudan ¢ikarilmis ve %70’lik etanol
yardimiyla etrafi temizlenmistir. 15 ml’lik falkon tiip icerisine oda 1sisindaki DMF10
besiyerinden konularak pastor pipet yardimiyla tiipiin i¢erigi tamamen alinip besiyeri
konulmus olan falkon tiipe aktarilmistir. Falkon tiip, 1500 rpm hizda 5 dakika santrifiij
(Eppendorf 5804R, Rotor S-4-72, 3234xg (4200 rpm)) edilmistir. Santrifiij isleminden
ve siipernatant atildiktan sonra pelet, falkonun kenarma yavasca vurularak
¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine, oda 1s1sindaki DMF10 besiyeri eklenmis ve siispansiyonu
kopiirtmeden yavasca al-ver yapilarak karistirilmistir. Siispansiyonun tamami alinarak
damla damla halinde ekilen hiicre kabinin her yerine homojen dagilacak sekilde ekim
yapilip, 37°C’deki inkiibatore kaldirilmis ve 72 saat hi¢ hareket ettirmeden kalttr
edilmistir. 3-4 giinde bir besiyeri degisikligi ile %80 konfluentlige ulasana kadar
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besleme devam ettirilmistir. MKH’ler i¢in ¢oziildiigi giin ve kiiltiiriin 3 giiniinde
olmak Uzere iki kez mikoplazma testi (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit, Lonza)

yapilmustir.

UPKH Co6zme

uPKH’ler azot tankindan ¢ikarilmadan once hiicre ekimi yapilacak olan hiicre
kab1 hazirlanmistir. Bunun igin oda 1sisindaki E8 besiyeri (StemCell Technologies,
Vancouver, Canada) icerisine 2,5 uM ROCK inhibitori (StemCell Technologies,
Vancouver, Canada) eklenmistir. Daha ©nce matrijel (Corning, NY, USA) ile
kaplanmis olan hiicre kabina bu besiyerinden bir miktar eklenerek 37°C’deki etiive
kaldirilmis ve en az 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha 6nce, %60 FBS, %30 E8 ve
%10 DMSO igeren besiyerinde dondurulmus olarak azot tankindaki kriyoviallerde
saklanmakta olan uPKH'ler ¢ikarilarak hizlica, 37°C’deki su banyosu icerisine, tlp
boyunu ge¢meyecek sekilde daldirilarak hafifce karistirilmis, kriyovial tip
icerisindeki buz pargasi iyice ufaldiginda, tiip sudan ¢ikarilmis ve %70’lik etanol
yardimiyla etrafi temizlenmistir. 15 ml’lik falkon tiip igerisine 37°C’deki E8
besiyerinden konularak pastor pipet yardimiyla tiipiin igerigi tamamen alinip E8
besiyeri konulmus olan falkon tipe aktarilmistir. Falkon tip, 1030 rpm (200 g) hizda
5 dakika santrifij edilmistir. Santrifiij isleminden ve siipernatant atildiktan sonra pelet,
falkonun kenarina yavasca vurularak ¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine oda 1sisindaki ROCK
inhibitor iceren E8 besiyeri eklenmis ve slispansiyonu koplrtmeden yavasga al-ver
yapilarak karigtirtlmigtir. Stispansiyonun tamami alinarak daha 6nce ROCK inhibitorli
besiyeri eklendikten sonra inkiibatérde bekletilmis olan hiicre kabinin her yerine
homojen dagilacak sekilde (damla damla) ekim yapilip, 37°C’deki inkubatore
kaldirilmis ve 24 saat hi¢ hareket ettirmeden kiiltiir edilmistir. Bir sonraki glinden
itibaren, %80 konfluentlige ulasana kadar ginlik E8 besiyeri ile besleme devam

ettirilmistir.

MKH Kiltara

Azot tankindan alinarak hiicre kiiltiirii i¢in ¢oziilen sagliklt dondr kemik iligi
kaynakl1 erken pasajlardaki (<P4) MKH’ler, cm?’de 1500-3500 hiicre olacak sekilde,
%10 FBS, %1 L-Glutamin (Gibco, Grand Island, NY), %40 MCDB (Sigma-Aldrich
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Chemical Co. St. Louis) ve %60 Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low Glucose
(DMEM-LG, Gibco, Grand Island, NY) iceren besiyeri (DMF10) bulunan kultir
kaplarina ekilerek, ¢ogalmaya birakilmistir. Deneylerde ihtiya¢ duyulan hicre
miktarina gére, T-25 (25 ¢cm?/50000-150000 hiicre/5 ml besiyeri), T-75 (75 cm?
/150000-250000 hiicre/10 ml besiyeri) veya 6 kuyucuklu plak (10 cm?/100000-150000
hiicre/2 ml besiyeri) kiiltiir kaplaria ekilen hiicreler, 3-4 giinde bir besiyeri degisimi
ile 7-10 glin boyunca kiiltiir edilmis ve her besiyeri degisikligi 6ncesinde hiicreler
mikroskop (Olympus CKX41, Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan) altinda incelenerek
fenotipik 6zellikleri ve ¢ogalma yetenekleri agisindan takip edilmistir. Flask yiizeyine
yapisarak cogalan MKH’ler %70-90 yogunluga (konfluens) ulastiginda, kiiltiir
besiyeri atilip, PBS ile yitkanma sonrasi, hiicre ylizeyini kapatacak miktarda accutase
(StemCell Technologies, Vancouver, Canada) hiicre kaldirma soliisyonu eklenerek, 5-
10 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Kaldirilan MKH’ler tizerine DMF10 besiyeri
ilave edildikten sonra steril falcon tiipe aktarilmis, santrifiij edilerek gereksinim
duyulan hiicre sayilarina gore pasajlanmis veya deneylerde kontrol hiicreleri olarak

kullanilmastir.

3.2.2. MKH’lerden uPKH Eldesi/Yeniden Programlama

Calismamizda besleyici tabaka icermeyen (feeder-free) kultlr yontemi
uygulanmis, gen aktarimi igin vektor olarak Sendai viriis kullanilmigtir. Kaynak hiicre
olarak secilen erken pasajdaki (pl-p3) MKH’ler yeterli konfluentlige eristiginde
pasajlama yapilarak 3 farkli konsantrasyonda (1x10° - 1,25x10° - 1,5x10°) %0,1
jelatin (Sigma, Aldrich) kaph kuyucuklara ekilmistir. Ertesi giin hiicre sayisinin iki
katina ¢iktig1 varsayilan hiicreler kit (CytoTuneTM —iPS 2.0 Sendai Reprogramming
Kit, Life Technologies, Grand Island, NY) protokoliinde 6nerilen virlis miktarmnin
hesaplanarak (hKOS-hKIf4, hOct4, hSox2:hcMyc:hKIf4/5:5:3) eklendigi DMF10
besiyeri icerisinde tutulmus ve 5. gline kadar her giin DMF10 besiyeri degisimi ile
37°C, %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiirti siirdiirilmisttir. (Sendai Viral Genom
Belirteci: FP5'-GGATCACTAGGTGATATCGAGC-3’, RP 5'-
ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC--3’, Thermo Fisher CytoTune-iPS
Sendai Reprogramming- A16517) Uyarimin 5. giiniinde bulundugu hiicre kabindan

accutase ile kaldirilan hiicreler, cm? basina 1500-3500 hiicre olacak sekilde (10 mm
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petki kab1/60 cm?), DMF10 besiyeri icerisinde %0,01 matrijel ile kaplanmis plaklara
ekilmis ve ertesi giinden itibaren TeSR-E7 besiyeri (StemCell Technologies,
Vancouver, Canada) ile beslenmeye baslamistir ve giinliik degisim yapilmistir. TeSR-
E7 besiyeri serum i¢cermeyen, protein icerigi diisiik, hayvansal komponent icermeyen
ve yeniden programlama vektorlerinin aktarimi i¢in uygun olan bir besiyeridir. TeSR-
E8 besiyeri i¢eriginden TGF-f ¢ikarilarak fibroblastoid hiicrelerin proliferasyonunun
baskilanmasi ve MET uyarilmasi i¢in uygun bir ortam olusmasi saglanmaktadir. Bu
ortamda kltir edilen hicrelerin morfolojik degisimi ve gelisimi her glin mikroskopta
(EVOS XL Core Cell Imaging System, Life Technologies) incelenerek
fotograflanmistir. Uyarimin (yeniden programlamanin 14. giiniinde hiicreler, uPKH
idame/cogaltma besiyeri olan TeSR-ES8 ile beslenmeye baglamis ve deneyler yapilana
dek besleme giinliik olarak siirdiiriilmiistiir. TeSR-E8 ortam1, uPKH’lerin idamesinde
sik kullanilan, albiimin igermeyen, protein igerigi diisiik, feeder-free uPKH kulturu
icin uygun olup DMEM/F12, L-ascorbic acid-2-phosphate magnesium (64 mg/l),
sodium selenium (14 ug/l), fibroblast growth factor 2 (FGF2) (100 pg/l), insulin (19.4
mg/l), NaHCO3 (543 mg/l), transferrin (10.7 mg/l), TGF-1 (2 pg/l) veya NODAL
(100 pg/l) icermektedir. insiilin ve FGF2’nin, hiicrelerin sag kalimi ve cogalmasinda,
L-ascorbic acid (Vitamin C, LAA)’in hiicrelerin ¢ogalmasinda, selenyumun kiiltiiriin
cogaltilarak devamliliginda, NODAL ve TGF-f’nin ise pluripotentlik faktorlerinden
Nanog’un ifade diizeyini arttirarak uzun vadeli kiiltlir kararliliginin saglanmasinda
etken oldugu gosterilmistir (211). YP igin kullanilacak viral yiik asagidaki sekilde

hesaplanmistir, MOI ve viris titresi i¢in degerler kit iceriginde belirtilmektedir.

Hiicre basina diisen gerekli viriis miktari= Hiicre sayis1 x MOI

Viras titresi
7 Yeniden = s
Mononiikleer Hiicre Hiicre
Kemik Iligi 4 MKH Programlama/ St et
. Kiltiirt
R e igludce::i = E“I/liKHs . =% Koitard LNy o Es‘g::irue{ri—)ES Besiye/ri uPK'H i
€3l (DMF10ile Besleme : v : Kolonileri
Bes| ) (ilk 5 giin) ile Besleme ile Besleme
3 esieme Sai (6-13.giin) (14.giinden
. Q@ itibaren)
AN Y
= gosre)  (gTave A

Sekil 3.1. uPKH elde etme siireci.
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3.2.3. UPKH Idame ve Cogaltilmasi
Pasaj Durumlarina Gére (Erken pasaj: p0, p6, p7 ve p8 — Geg pasaj: >p20)

Tiibitak 1003 “uPKH Banka prototipi” projesi kapsaminda MKH’lere Sendai
Viral vektor ile embriyonik genlerin (Oct4, Sox2, Klf4, cMyc) aktarilmasi sonucu
olusturulmus ve belli pasajlarda (p5, p10, p15, p20) karakterize edilerek dondurularak
saklanmakta olan uPKH’lerden erken ve ge¢ pasajdaki 6rnekler segilerek ¢oziilmiis ve
TeSR-ES8 besiyerinde kiiltiire alinmistir. Hiicreler istenilen yogunluga/pasaja erisene
dek besiyeri giinliik olarak tazelenmistir. Hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalma hizina gére
pasajlama stiresi 7-10 giin olarak belirlenmistir. uPKH’ler igin ¢6ziildiikten sonraki 3
ginde ve uzayan pasaj sureclerinde (Orn. 5 pasajdan sonra) mikoplazma testi

yapilmustir.
Besleme Periyodlarina Gore

uPKH Banka prototipi projesi kapsaminda dondurularak saklanmakta olan
uPKH’ler ¢oziildiikten sonra TeSR-E8 besiyeri ile her giin (farklilasmamus/iyi koloni)
veya 3 giinde bir beslenerek (farklilasmaya baslamis/kotii koloni) 151k ve elektron

mikroskopisi ile morfolojik olarak gézlemlenmistir.
Besiyeri Igeriklerine Gore

UPKH Banka prototipi projesi kapsaminda {iretilerek belirli pasajlarda E8
besiyeri icerisinde dondurulmus olan hiicreler, matrijel kaplt ve E8 besiyeri i¢eren
hiicre kaplarina ekilmis ve ertesi giinden itibaren hiicrelerin bir kism1 bu besiyeri ile
beslenmeye devam ettirilirken, diger kismi1 FGF2 aktivitesi arttirilarak gelistirilmis ve
uPKH kolonileri i¢in her gilin besleme geregini ortadan kaldiran E8 flex (Gibco,
ThermoFisher Scientific, Cat. No. A2858501) veya StemFlex (Gibco, ThermoFisher
Scientific, Cat. No. A3349401) besiyeri ile li¢ glinde bir olmak Uzere beslenmeye
devam ettirilmistir. Hiicre biiylime hizina gore pasajlama siiresi 3-6 giin arasinda

degisiklik gostermistir.
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3.2.4. Hiicrelerin Toplanmasi/Kaldirilmasi

UPKH Banka prototipi projesi kapsaminda iretilerek belirli pasajlarda
dondurulmus uPKH’ler kiiltiir siirecinde istenilen yogunluga (%70-90 konfluentlik)
eristiklerinde, bulundugu hiicre kabindaki yiizeylerini kapatacak miktarda DPBS (Ca
ve Mg icermeyen) (Gibco, Life Technologies, #14080048) ile en az bir kez
yikandiktan sonra asagidaki farkli kaldirma/toplama yontemleri uygulanmistir.
uPKH’ler, pasajlama siirecinde istenildigi gibi koloni olarak kaldirilacaginda EDTA,
yeniden programlamanin ilk asamasinda veya akim sitometri gibi deneyler i¢in tek
hiicre olarak kaldirilacaginda, akutaz rutin olarak tercih edilmistir. Scrapper ve
collegenase ise siireclerde deneme amagli kullanilmis, sik kullanim igin tercih

edilmemistir.

EDTA

Koloni olarak kaldirilmak istenen hiicreler i¢in EDTA kullanilmistir. 0,5 mM
EDTA (Gerbu, #1034) hiicrelerin tizerini kapatacak miktarda eklenmis ve 37°C’de 5-
7 dk. bekletme sonrasi yavas pipetleme hareketleri ile hiicre kab1 yikanarak hiicreler

toplanmustir.

Akutaz (Accutase) Enzimi

Tek hiicre olarak kaldirilmak istenen hiicreler i¢in akutaz (Innovative Cell
Tech. ,Cat# AT104) kullanilmistir. Akutaz, hiicrelerin Uzerini kapatacak miktarda
eklenmis ve 37°C’de 5-10 dk. bekletme sonras1 yavas pipetleme hareketleri ile hiicre

kab1 yikanarak hiicreler toplanmistir.

Hicre Kaziyici (Cell scrapper)

Tek kullanimlik steril haldeki hiicre kaziyic1 (25 cm, VWR International)
yardimiyla hiicreler yavas hareketler ile hiicre kabindan kazinmis ve tizerine eklenen

besiyeri ile pipetlenerek toplanmistir.

Kollojenaz Enzimi

Kollajenaz Tip 4 (Collagenase Type 1V, Gibco, Life Technologies, Cat#
17101015) hiicrelerin iizerini kapatacak miktarda eklenmis ve 37°C’de 30-60 dk.
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bekletme sonrasi yavas pipetleme hareketleri ile hiicre kabi yikanarak hiicreler

toplanmustir.
3.2.5. uPKH Karakterizasyonu, Metabolik/Mitokondriyal Analizler
Morfolojik Inceleme

MKH ve uPKH’ler, deney planina gore her giin, {i¢ giinde bir veya belirlenen

deney glinlerinde 151k ve/veya elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir.

— Isik Mikroskopisi (Inverted Mikroskop)

MKH ve uPKH’ler kiiltiir surecleri boyunca her gin inverted mikroskop
(Olympus CKX41, Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan) ile incelenmis ve laminar kabin
ici mikroskop (EVOS XL Digital Inverted Microscope, Invitrogen) ile
fotograflanmistir. Inceleme biiyiikliigii olarak genelde 4X kamera kullanilmis, 10X,
20X ve 40X biiyiitmelerde fotograflar da alinmistir.

— Elektron Mikroskopisi

Deney planina uygun kaldirma protokoliine gore kaldirilarak santrifiij edilip
pelet haline getirilen hicreler (test olarak ¢esitli pasajlardaki veya
farklilasmis/farklilasmamis uPKH’ler ile kontrol amacgli olarak MKH’ler) kendi
besiyerleri icerisinde 1200 rpm’de 5 dk santrifij edildikten sonra %2.5 gluteraldehit
ile 2 saat oda 1s1sinda fikse edilmis ve gluteraldehitin uzaklastirilmasi i¢in hiicre peleti
0.1 M fosfat tampon solusyonu ile 1200 rpm’de 3 kez 5’er dk santrifiij edilerek
yikanmustir. Postfiksasyon i¢in hiicre peleti osmium tetroksit ile oda sicakliginda,
karanlik ortamda 1 saat fikse edilmis ve 0.1 M fosfat tampon soliisyonu ile 1200
rpm’de 3 kez 5’er dk santrifiij edilerek osmium tetroksit uzaklagtirilmistir. 12.5 ml
distile su igerisine 0.25 gr agar konularak erlenin igerisinde, iginde su bulunan beherde
kisik ateste 1sitilarak, seffaflasincaya kadar kaynatilip etiive konulmustur. Hiicreler
fikse edildikten sonra hiicre peleti %2’lik agara godmiilmiis ve takip i¢in Leica EM TP
cihazma alimmistir. Takip cihazinda 0,1M fosfat tampon soltisyonu ile 45 dakika
yikanarak dehidratasyonu saglamak i¢in sirayla ve asagida belirtilen siireler boyunca

%50, %60, %70, %80, %90, %96 ve %100’lik alkollerden gecirilmistir.
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* %50 alkol............ 15 dakika
= %060 alkol............ 15 dakika
= %70 alkol............ 15 dakika
= %80 alkol............ 10 dakika
= %90 alkol............ 10 dakika
* %96 alkol.............10 dakika
* %100 alkol........... 15 dakika

Ornekler daha sonra propilen oksit ile iki defa 15 dakika yikanmistir. Sudan
kurtarilan hiicre pargalar1 bloklanmadan 6nce dortlii plastik karisimda alistirilmastir.

Alistirma yapilirken hiicreler asagidaki siireclerden gecirilmistir:

= 3 6l¢ii propilen oksit + 1 6lgii dortlii plastik karisimda..... 2 saat
= 1 06lgu propilen oksit + 1 6l¢ii dortlii plastik karigimda..... 2 saat
= 1 dlgii propilen oksit + 3 6lcti dortlii plastik karigimda..... 8 saat
» Plastik karisimda 10 saat tutulduktan sonra dortlii plastik karisimla bloklanarak

60°C inkiibatorde 48 saat polimerize edilmistir.

Leica RM 2265 mikrotomunda alinan 1pm yari ince kesitler %1°lik boraks
icindeki %1°lik metilen mavisi-Azur II karigiminda boyanmistir. TEM de incelenecek
alanin belirlenebilmesi igin DC490 dijital kameraya (Leica, Wetzlar-Germany) bagl
Leica DM6000B (Wetzlar-Germany) mikroskop ile incelenmis ve fotograflanmistir.
Elektron mikroskobunda goruntt alabilmek icin Leica Ultracut R ile 70 nm’lik ince
kesitler bakir gridler iizerine alinmistir. Gridler Leica EM AC20 cihaz1 kullanilarak
uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandiktan sonra JEOL-JEM 1400 elektron
mikroskop ile incelenerek CCD kamera (Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA) ile

fotograflanmistir.

— Floresans Mikroskopisi

MKH (kontrol grubu) ve uPKH (test grubu) kaltirlerinden elde edilen hiicreler
(1 kuyu/6 kuyucuklu plak veya 1 bélme/4 bélmeli slayt, Eppendorf, #0030742.060)
%80-90 yogunluga eristiklerinde bulunduklar1 hiicre kaplarindan akutaz ile
kaldirilarak santrifiij edilmis ve MitoTracker boya, CM-H.DCFDA belirteci ve
Aldefluor kit bilesenleri ile muamele edilereck 30-60 dk. 37°C’de inkiibasyon
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sonrasinda Leica (DMI6000 B, CTR600) veya Olympos (DP71 CKX41) floresans

mikroskop ile goriintiilenmistir.

Alkaim Sitometrik Analizler

— Yiizey Belirteclerinin Incelenmesi

uPKH karakterizasyonuna yonelik, bulundugu hiicre kabindan kaldirilan
koloniler (en az 2 kuyu/6 kuyucuklu plak — Eppendorf, #0030720113) DPBS ile iki
kez yikandiktan sonra hiicrenin pluripotent 6zelliginin belirlenmesi amaciyla hicre
yuzey belirteci (SSEA-4) (BD Company, Franklin Lakes, NJ) ve hucre ici belirtec
(Oct4) (BD Company, Franklin Lakes, NJ) ile boyanmistir. Yeniden programlanma
stirecinde baslangi¢ hiicre 6zelliklerinin kayboldugunun gosterilmesi amaciyla negatif
kontrol olarak MKH belirteci olan CD29 (BD Company, Franklin Lakes, NJ) ile
boyanmis ve hiicrelerin belirteglerle muamelesi sonrasinda, ifade diizeyleri agisindan
BD Accuri C6 akim sitometri cihaz1 (BD Accuri C6 flow cytometer system, Belgium)

ile degerlendirme yapilmistir.

— Metabolik/Mitokondriyal Parametreler ve Koklulik Belirteclerinin

Incelenmesi

Kiltiir edilen uPKH’ler akutaz enzimi uygulamasi ile kiltir kabindan
kaldirtlmistir. MT, ROS ve ALDH seviyelerinin akim sitometri ile dlglilmesi i¢in
belirli miktarda hiicre (6zellikle koloni olarak biiyiiyen hiicrelerde sayim yapilmamis
ve en az 6 kuyucuklu plaktan %70-90 konfluent olan 1 kuyucuk dolusu hiicre) FACS
tiiplerine (BD Falcon Round Bottom Tubes) ayrilmistir. Hiicre miktarina gore uygun
oranda MitoTracker Green FM (M7514, Invitrogen)/CM-H.DCFDA (General
Oxidative Stress Indicator, C6827, Invitrogen)/ALDH kit (Aldefluor, Stem Cell Tech.,
#01700) soliisyonlar1 eklenmis ve kit protokoliine gore gerekli inkuibasyon/santrifij
stirecinden sonra PBS igerisindeki hiicreler icin BD Accuri C6 FL1 (FITC) kanalindan

okuma yapilmistir. Kontrol amagli olarak MKH’ler kullanilmistir.

ROS Diizeyi Olciimii

Kok hiicre islevi igin kendini yenileme ve farklilasma arasindaki dengenin

korunmasi olduk¢a dnemlidir. Bu dengenin korunmasina aracilik eden bilesenlerden
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olan ROS (212), YP siirecinde degisiklik gdsteren parametrelerdendir ve hiicrede
molekiiler oksijenin tek elektron indirgemesinden kaynaklanmaktadir. ROS, hiicre
metabolizmasinin  zararli bir yan {irlinii olmasimnin disinda hiicre kaderi
sinyallesmesinde ikinci bir haberci olarak hareket etmektedir (213). ROS, farkli
tekniklerle hicre ici olarak tespit edilebilmektedir. Gegirgen bir kimyasal olan 2°,7° —
dichlorofluorescin diasetat (DCFDA/H.DCFDA) florojenik bir boya olup, hicre
igerisindeki hidroksil, peroksil ve diger reaktif oksijen radikal aktivitelerini Olcer.
Hiicreye difiizyonu sonrasinda seliiler esterazlarla deasetile olur ve floresans olmayan
bir bilesik meydana gelir. Bu bilesigin ROS ile oksitlenmesi ile yiksek floresansa
sahip (eksitasyon/emisyon: 485 nm/530 nm), 2°,7’—dichlorofluorescein (DCF) olusur.
(214).

Hiicrelerin mitokondri aktivitesi ile iligkili olarak ROS diizeyleri hakkinda fikir
edinmek amaciyla hiicresel ROS kit, CM-H2DCFDA kullanilmistir. CM-H2DCFDA;
H2DCFDA’nin  klorometil tlirevidir, intraseliiler kovalen bagla baglanir. Canli
hiicrelerde daha fazla tutulur. Asetat gruplarinin seliiler esterazlarla pargalanmasi
sonucu agiga ¢ikan tiyol-reaktif klorometil grubu intraseliiler glutatyon ve diger

tiyollerle reaksiyona girer. Oksidasyonu sonucu floresans uzun siire hiicrede kalir.

ROS diizeylerinin belirlenmesi amaciyla MKH (kontrol grubu) ve uPKH (test
grubu) kiiltiirlerinden elde edilen farkli pasajlar ve besleme periyotlarindaki hiicreler
(~1 kuyu/6 kuyucuklu plak) %80-90 yogunluga eristiklerinde bulunduklar1 hiicre
kaplarindan enzimatik yontem ile kaldirilarak santrifiiy edilmis ve 5uM CM-
H2DCFDA ile 30 — 45 dk 37 °C’de inkiibasyon sonrasi akim sitometrik (BD Accuri
C6 Flow Cytometer System, Belgium) olarak degerlendirilmistir.

MT Boyvasi ile Mitokondriyal Kiitle/Kitle ve Aktivite Analizi

Mitokondriyal kitle ile ilgili temel bilgi vererek mitokondriyal aktivite ile ilgili
yorum yapmaya imkan veren MT boyasi, yaygin belirteglerden biridir (215). MT,
mitokondri i¢in segici, floresan bir boyadir. Plazma membranindan pasif difiizyonla
gecer, mitokondriyal proteinlere (sistein kalintilarinin/rezidilerin serbest tiyol
gruplarina) baglanarak mitokondride birikir. Bu boya konsantrasyonu, i¢ mitokondri

membraninin pH’nin etkisiyle mitokondri matriksinde diger organellere gore 300 kez
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yiiksektir. Mitokondriyal proteinlerin bir kismina kovalent bagla baglanir.
Muhtemelen bitun mitokondri kitlesi yerine i¢ mitokondriyal membran yogunlugu ile
daha yakindan ilgilidir. Bu boya aktif mitokondrilerde birikir. Bu nedenle mitokondri

aktivitesi hakkinda da fikir verdigi seklinde yorumlanabilir.

Mitokondriyal kitle ve aktivite hakkinda fikir edinmek amaciyla MKH (kontrol
grubu) ve uPKH (test grubu) kiiltiirlerinden elde edilen farkli pasajlar ve besleme
periyotlarindaki hiicreler (~1 kuyuw/6 kuyucuklu plak) 9%80-90 yogunluga
eristiklerinde bulunduklar1 hiicre kaplarindan enzimatik yontem ile kaldirilarak
santrifiij edilmis ve 200 nM MitoTracker Green FM ile yaklasik 30 dk — 37°C’de

inkiibasyon sonras1 akim sitometrik olarak degerlendirilmistir.

Koklilik (ALDH) Diizeyinin Belirlenmesi

ALDH ifadesi (ALDH1A1) kok ve 6ncu hicrelerin segilmesinde ve koklulik
diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. ALDH enzimleri aldehitleri detoksifiye
eder. Koklullk seviyeleri incelenirken ALDH ifadesinin yiksekligi kullanilmaktadir
(216, 217). ALDH-parlak ifade eden hucrelerin, kokliiliigi yiiksek olanlardan zengin
oldugu gosterilmistir. MKH (kontrol grubu) ve uPKH (test grubu) kiltirlerinden elde
edilen farkli pasajlar ve besleme periyotlarindaki hiicreler (~1 kuyu/6 kuyucuklu plak)
%80-90 yogunluga eristiklerinde bulunduklari hiicre kaplarindan enzimatik yontem ile
kaldirilarak santrifiij edilmis ve ALDEFLUOR™ Kit protokolii uygulamasi sonrasi

akim sitometrik olarak degerlendirilmistir.

Gen Ifade Analizleri

Pluripotentlik belirtecleri olan Endo Oct4 (Endogenous Octamer-binding
transcription factor), Sox2 (SRY (sex determining region Y)-box), Nanog (Nanog
Homeobox), cMyc (cMY C binding protein, MY CBP, pseudogene), KIf4 (Kruppel like
factor 4), Rexl (RNA exonuclease 1 homolog pseudogene;), DNMT3a (DNA
methyltransferase 3 alfa), UTF1 (undifferentiated embryonic cell transcription factor
1), CDH1 (Cadherin 1), TERT (Telomerase reverse transcriptase;) icin gen ifade
diizeyleri incelenmistir. RNA izolasyonundan itibaren islem basamaklar1 asagida

verilmektedir.
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— RNA izolasyonu

Bulundugu hiicre kabindan enzimatik yontem ile hiicre kaldirma
protokoliimiize gore kaldirilan hiicreler, santrifiij edildikten sonra tizerine 300 ul RNA
Protect Cell Reagent (Qiagen) eklenerek c¢alisma giiniine kadar -80°C’de
bekletilmistir. RNA izolasyonunun yapilacagi giin derin dondurucudan ¢ikarilan
hiicreler, oda 1sisinda ¢oziilmiis ve Gzerine 300 ul Qiazol (Qiagen) eklenmistir. 3 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra iizerine 200 ul kloroform eklenmis ve 2-3 dk
inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler, +4°C’deki santrifijde 12000xg’de 15 dk
dondirilmustiir. Santrifiij sonras1 3 faz goriilen tiipteki en list faz (RNA iceren)
dikkatlice toplanarak ependorf tiipe alinmustir. Uzerine isopropanol eklenmis ve alt-
ist yaparak karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 12000xg devirde 10 dk +4 °C’de santrifiij edilmis ve supernatant
uzaklagtirllmistir. %75’lik etanol eklendikten sonra vortekslenen tiipler 7500xg 5 dk
+4°C’de santrifiij edilmistir. Supernatant uzaklastirilmis olan tiiplerdeki pelet, 6nce
kurutma kagidinda ters gevrilerek 5-10 dk kurutulmus ardindan iizerine su eklenerek
cozulmesi saglanmigtir. RNA 6rnekleri, 55°C’de 5 dk boyunca inkiibe edildikten sonra
nanodrop cihazi (NanoDrop Techologies, ND-1000) ile RNA olgtimleri (A260/A280)
ng/ul olarak yapilmis ve 6rnekler cDNA eldesine kadar -20°C’ye kaldirilmistir.

— cDNA Eldesi

-20°C’den alinan RNA oOrneklerinden CDNA elde etmek Uzere Kit
(SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit, Bioline) protokolii uygulanmigtir. cDNA eldesi
icin hazirlanan reaksiyon karistmina eklenecek olan RNA miktarlar1 (X) 1000ng’a
gore hesaplanmigtir (Formiil: 1000 ng x 1= 176 ng/ul x X). Karigim hacmi 20 pl olan
reaksiyon, T100 Thermal Cycler (BIO-RAD)’da asagidaki program dogrultusunda
gercgeklestirilmistir.

Tablo 3.1. cDNA eldesi i¢in islem siireci.

Reaksiyon sicakhigi Reaksiyon suresi Islem Basamag
25°C 10 dk Primer baglanma
42°C 15 dk Ters transkripsiyon
85°C 5 dk Inaktivasyon

12°C 1dk Bekletme
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RT-PCR ¢alismasi kit (iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix, BIO-RAD)

protokiline gére, MICPCR Biomolecular Systems cihazinda asagidaki program

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.2. RT-PCR igin islem siireci.

Reaksiyon sicakhigi Reaksiyon siresi islem Basamag
25°C 5 dk Primer baglanma
46°C 20 dk Ters transkripsiyon
95°C 1dk Inaktivasyon

Tablo 3.3. RT-PCR’da kullanilan primerlere ait diziler.

Gen Ad1 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’
cMYC FP | 5-GGATTCTCTGCTCTCCTCGAC-3’
RP | 5-CTTCCTCATCTTCTTGTTCCT-3’
KLF4 FP | 5-~AAACCTACACAAAGAGTTCCCAT-3’
RP | 5-TTTCCATCCACAGCCGTCCCA-3’
REX-1 FP | 5-~AACAGGATGAAGCAGATTAACAGA-3’
RP | 5-TGTAGGAGCATCTTAGTAACACC-3’
DNMT34a 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’
TERT FP 5'-TGG TGA ACT TGC GGA AGA C-3'
RP 5-CGG TTG AAG GTG AGA CTG G-3'

3.2.6. Veri Analizleri

Sayisal ve gorsel veriler, mikroskopik incelemeler ve laboratuvar cihazlari

kullanilarak elde edilmistir. Deneylerin biiyiik bir kismi1, H.U K&k Hiicre Arastirma ve

Uygulama Merkezi Laboratuvarlari’nda bulunan cihazlarla gergeklestirilmistir. Hiicre

kalturleri, karbondioksit ve sicaklik ayarli inkiibatorlerde; hiicre gézlemleri, inverted

ve floresans goriintii saglayan goriintiileme sistemlerinde; MT boya ile ROS diizeyi ve

ALDH enzim miktarlarinin tayini akim sitometri cihazinda yapilmigtir. Akim sitometri



85

deney sonuglar igin istatiksel analizler GraphPad Prism 8 kullanilarak, kontrol ve
deney gruplari arasinda “one-way ANOVA” ile; iki grup arasinda, t-test ile
degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik ifadesi olan P degerine gére, P=0.05'ten
kiigiik olan karsilastirmalar anlamli olarak kabul edilmistir.  RT-PCR veri
analizlerinde Livak Metodu (2”Delta-Delta Ct Method, 224Y (218) kullanilmis,
normalizasyon, B-Actin (housekeeping) genine gore yapilmistir. Pluripotentlik
seviyesinin  farklt oldugu diisliniilen hiicreler ile kontrol hiicrelerindeki
mitokondrilerin detayli morfolojik analizleri, H.U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabillim Dali’nda bulunan elektron mikroskobu ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

Bulgularin birinci boliimiinde, uPKH iiretimi ve bankalanmasina yonelik kritik
basamaklar detayli literatiir taramalari, standart, en 1iyi uygulama ve rehber
incelemeleri sonucu yapilan degerlendirmeler ve mevcut bankalarin analizi sonucu,
aragtirma amagli bir uPKH bankasi i¢in temel bir KYS catisi altinda belirlenen
gereksinimler ve model banka i¢in uygulanabilir 6neriler sunulmaktadir. Pedi-Stem’de
tamamlanmis olan “uPKH Banka Prototipi” - TUBITAK 1003 projesi kapsaminda
elde edinilen deneyim esliginde diinyada da ¢ok yeni olan “uPKH Bankacilig1”
alanindaki bilgiler 1s18inda incelemeler/aragtirmalar ile Pedi-Stem uPKH Banka
modellemesi ve uPKH bankalama sirecinde kritik olan verim distikligiini
iyilestirmeye yonelik temel Kkalite araglarindan biri (balik kilgig1r diyagrami)
kullanilarak analizler yapilmistir. Ulkemizde akraba evlilikleri sonucu kalitsal/nadir
hastaliklarin sikliginim artmis olmasi ve H.U. thsan Dogramaci Cocuk Hastanesinin bu
hastaliklar konusunda uzman bir merkez olmasi nedeniyle nadir hastalik uPKH
bankasi olacak sekilde bir modellemeye agirlik verilmistir. Bulgularmn ikinci bolimdi
ise laboratuvar uygulamalarindan  olugmaktadir. Bu  bolimde, uPKH
karakterizasyonuna yonelik kalite sureci kapsaminda, uPKH gelistirme ve ileri ktltar
asamalarinda istenmeden farklilasmaya yonelerek verim diisiikliigiiniin sebebi olan
kosullarin  erken taninmasina olanak saglayacak bir yaklasim olarak,

metabolik/mitokondriyal parametreler iizerinden degerlendirmeler yapilmustir.
4.1. Literatiir, Standart, Rehber Arastirma ve inceleme Bulgular:

4.1.1. Arastirma Amach Bir uPKH Bankasi icin Kritik Noktalar ve

Asgari Gereksinimler

Bir uPKH bankasinin etkili ve faydali olabilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu temel
gereksinimleri derlemek tizere, 2013 yilinda Mckernan ve arkadaglari (133) tarafindan
sunulan ¢ikarimlar incelenmis ve katildigimiz/sonradan eristigimiz kongre, toplanti
veya web sunumlarinda goriistiiglimiiz veya dinledigimiz uPKH arastirmalar1 ve
bankacilig1 alaninda ciddi tecriibe sahibi bilim insanlarinin tizerinde durdugu konular
kendi bilgi ve birikimlerimizle harmanlanarak kritik noktalar ve gereksinimler 10

maddede derlenmistir:
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1. Dogal afet veya tiim bankadaki 6rnekleri riske atabilecek herhangi bir olumsuz
durum disiiniilerek banka giivenligini saglamak {izere ayna banka yapisinin
olusturulmasi 6nemlidir.

2. Genetik bilgi ve ilgili tibbi ge¢mis ile birlikte uPKH'lerin iiretilmesi i¢in doku
bagisini destekleyen bilgilendirilmis bagisc1 onam formlar tutulmali ve bagisgilar

anonimlestirilmelidir.

Etik konusunun biyobankaciliktaki temel bileseni olan onam formlarinin ulusal
ve uluslararasi ilgili yonetmelik ve kanunlar dogrultusunda olusturulmasi (Bu konuda,
ulkemizde Mart 2016’da (6698 sayili kanun), Avrupa’da Mayis 2018’de yayimlanan

Avrupa Veri Koruma Y0Onetmeligi dikkate alinmalidir) gerekmektedir.

3. PKH’ler icin standartlarin olusturulmasinda bilimsel otoritenin katkis1 6nemlidir.
PKH’ler icin, 2014 yilinda yayimlanan, “Hiicre Hatlariin Biyomedikal
Aragtirmalarda Kullanimi Rehberi” (219) ile ingiltere - Ulusal Biyolojik
Standartlar ve Kontrol Enstitiisu (National Institute for Biological Standards and
Control, NIBSC) tarafindan hazirlanmakta olan fiziksel standart, bu alanda 6nemli
kaynaklardir.

4. Uretimden dagitima kadar UPKH bankalamay olusturan tiim siirecler icin standart
protokoller olmalidir. Standart Uygulama Yontemleri (SUY/Standart Operating

Procedure, SOP) 6nemli bir bilesendir, eksiksiz ve giincel tutulmalidir.

Standartlastirilmis protokoller otomasyona ge¢isi kolaylastirmasi agisindan
onemlidir ve otomasyon, blyik g¢apli liretime agik olan uPKH hatlar1 igin elzem
gorinmektedir. Sadece kiiltiir sistemine yonelik siire¢ bile diistiniildiigiinde, genetik
diizenleme teknolojisi i¢in uygun kiiltiir sistemi gelistirilmesi (220), 6lgeklenebilir
tiretim ve dondurarak saklama siirecinde kullanima yonelik mikrotasiyici gelistirilmesi
(221), suspansiyon kdlttr sistemi gelistirilmesi (222), tek hiicre pasajlama sistemi
(223), ardindan tek tabakali kiiltiir sistemi (224) ve daha sonra mikroorgan yapimi i¢in
3 boyutlu birlikte kiltar (co-culture) sistemi (225) gibi birgok 6nemli gelismenin
yasandigi uPKH alaninda, 2016’da gelinmesi Ongoriilen nokta, klinige yonelik
kullanim i¢in standardizasyon ¢alismalari olmus (141), paralel olarak diinyanin birkag
yerinde klinik uygulamalar baslatilmis olsa da ¢ok degiskenli/alternatifli bu siirec

halen (2020) tamamlanabilmis olarak gérinmemektedir. Bu tez kapsaminda, arastirma
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amagli uPKH bankas1 yer almakta olup, klinik amagh bankalama prosediirleri dahil

edilmemistir.

Su anda hiicre ¢ogaltma ve karakterizasyon siireclerini otomatiklestirmek
mimkunddr, ancak manuel midahale gerektirmeyen tam otomatik bir sistem, heniiz
Ozellikle rutin kullanim i¢in uygun goérinmemektedir. Bununla birlikte, Kawasaki,
Hamilton, New York Kok Hiicre Vakfi (NYSCF), Tokyo Electron ve Tecan gibi bazi
gruplar gelecekte rutin kullanim igin mevcut olabilecek sistemlere dogru

ilerlemektedir.

5. Farklilasma ve belirli hiicre tiplerine 6zgii 6zellikler sonrasi ortaya ¢ikan fenotipik
anormallikler ile ilgili takip mekanizmasi bulunmalidir (G6riintii isleme teknolojisi
ile mikroskopik ayrim yapilmasi gibi).

6. Dagitim siireci i¢in soguk zincirdeki tiim parametreler kritiktir:

— Sicaklik (-80 kuru buz ya da -196°C kriyojenik)

— Paketleme (Strofor kuru buz tastyici, Cryoshipper)

— Zamanlama (Yurt i¢i ve uluslararasi rotalara gore degisebilir)
— Dondurucu tirt (Kuru buz veya sivi azot )

— Tasiyic1 performanst: Takip edilebilir (GPS ile) nakliyeler

7. Alandaki bilimsel zorluklar, genetik kararlilik, farklilagma potansiyeli ve
pluripotentlik gibi kalite ve karakterizasyon agisindan kontrol testleridir.
Pluripotentlik igin halen ideal bir standart test sunulamamistir. Oct4, Nanog ve
Sox2 pluripotentlik belirteci olarak gerekli fakat yeterliligi net degildir, ileri
testlere ihtiya¢c vardir; O6rnegin, aktif (6kromatin) ve pasif (heterokromatin)
transkripsiyon bolgeleri veya histon proteinlerinin DNA ile etkilesimlerinin
belirlenerek bu etkilesimlerin gen ifadesi iizerindeki etkisinin anlagilabilmesi
yoniinde fikir verebilen kromatin Uzerinden epigenetik degerlendirme
yapilabilecegi onerilmektedir. ISCF 6nderliginde Etik Calisma Grubu ve ISCBI
destekleriyle yuratilen projeler dogrultusunda bu alanda standart olusturmaya

yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir.

Pluripotentlik i¢in teyit saglayan bir baska test olan teratom, uzun zaman

alan/emek-yogun bir deney siirecini kapsadigindan biyoinformatik temelli yenilikci
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alternatif testlerden yararlanilmalidir. Teratom deneyi, insan pluripotent kok
hiicrelerinin tim embriyonik germ katmanlarina farklilasma kapasitesini test etmek
i¢in, bir siire altin standart olarak tercih edilen bir siStemi ifade etmektedir. Yaygin
olarak kullanilsa da, bu nitel analizi nicel bir analize doniistiirmek iizere ancak 2015
yilinda bir ¢alisma yapilmis ve bir algoritma (Teratoscore) gelistirilmistir (226).
Teratoscore ile gerekli dokulari temsil eden bir puan kart1 ve bu puan kartina dayanan
cevrimi¢i, acik kaynakli bir platform olusturulmustur. RNA-seq tabanli olan
TeratoScore, PKH’lerden tiiretilmis teratomlari malign tlimorlerden ayirarak hiicre
potansiyelini kantitatif bir 6lctye (227) doniistiirmektedir. Teratom diginda embriyoid
cisimcigin in vitro farklilasmasi da fonksiyonel pluripotentlik testi olarak
onerilmektedir. Son yillarda, farklilasmamis hiicrelerin pluripotentlik durumunun
RNA-seq tabanli biyoinformatik analizine dayanan “Pluritest”, fonksiyonel bir test
olmasa da “score card” ile birlikte yeni altin standart olarak kabul edilmektedir.
Pluritest, Cell Stem Cell ve Stem Cell Reports gibi kilit dergilerde kalite kontrol testi
olarak kabul edilmistir. Ancak, pluritest ile fonksiyonel dogrulama yapilmadig: gibi
yeniden aktiflesmis bir transgen ifadesinin tespiti de miimkiin olmamaktadir. Ayrica,
genetik kararlilik tespiti agisindan karyotip analizine karsilik olarak, daha yiiksek bir
¢oziinlrlik saglayarak hassasiyeti giiglendirilmis olan Karyostat isimli test

sunulmustur.

8. UPKH bankasinda tiim kayitlarinin tutuldugu lokal bir bilgi yonetim sistemi (BYS)
vazgecilmezdir. BYS’nin ¢iktis1 olarak gorev yapacak olan veri tabaninda,
biyolojik 6rnek sahibine ait, yas, cinsiyet, (varsa) hastalik bilgisinin diginda uPKH
elde etme yontemi, kiiltlir kosullari, kalite ve karakterizasyon test sonuclar1 gibi
bilgiler sorgulanabilir olmalidir. Veri tabanlari, her i-uPKH hatt1 ve tiim tiiretilmis
hicre drunleri igin ayrintili bir "puan kart" yayimlamalidir (9). Hiicre hatlari,
kiiltiir kosullari, kalite ve karakterizasyon testleri gibi temel bilgilerle
olusturulacak veri tabani, web tabanli bir hiicre katalogu seklinde ulusal ve
uluslararasi arstirmacilara sunulmalidir.

9. Arastirma amagli olusturulan bir biyobankadaki hucreler ve ilgili bilgiler,
arastirmalarla ilgili olabilecek tiim alanlardaki (biyoloji, biyoteknoloji,
patofizyoloji ve farmakoloji) arastirmacilar i¢in izinler dogrultusunda

kullanilabilir olmalidir.
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Bilgi YOnetim Sisteminden Beklenen Temel Veriler

Huicre hatti

Depolayan Ornek ID'si, Partive Gzeii seviyesinde

kiginin adi, dondrler, parti rtiye ozg karakterizasyon Hastalk UPKH iretim P

" kalite kontrol - . ~ . Kultlr kosullan
hiicre hatti adi (batch) ve . (6ncesinde ve anotasyonlan yontemi

PR . testleri
ve dondr ismi vialler bankalama
sonrasi)

Asgari SOP ve Formlar

1. Doku/Hiicre Kabulii

*50P: ilgili doku Grneklerinin takibi
*FORM: Doku/hicre Grnegi transfer kaydi

#FORM: Disandan kabul edilen doku/hicre hatlarninin kabuld ve kullanimi
*50P: ilgili dokudan hiicre kiltara

2. Hiicre Cogaltma/Bankalama
*S0P: Hidere kiltlr stireci (uzun dénem)

*FORM: Primer hiicrelerin dondurulmasi
«S0P: Dondurulmus tdplerden hirelerin cézdirilmesi

3. Yeniden Programlama

=50P: (Segilen yinteme gére) Yeniden programlama
=50P: Farkh boyutlarda hiicre kaplanina gére yeniden programlama
=S0P: Besiyeri hazirlama

4. Koloni Pasajlama

*S0P: Pasajlama
=50P: Kriyoprezervasyon

6. Bankalama/Karakterizasyon

=50P: (Viral yeniden programlama ise) SeV genom ve transgenom igin PCR tespiti

=50P: Pluripotentlik genlerinin ifadelenme teyidi igin gPCR

=50P: Akim sitometri ile ylzey antijenlerine gre karakterizasyon

*50P: Gen ifade/Genomik,/Transkriptomik analizler igin DNA ve RNA Grneklerinin Hazirlanmasi
*FORM: Dokulardan elde edilen UPKH klanlarinin Gretimi ve tasinmasi

7. Laboratuvar Tarafindan UPKH Kabulii

=50P: Ana stok (MCB) yaratmak icin dondurulmus érneklerden UPKH kiltiri ve cogaltilmasi

PKH Hatlarinin Kalite Kontroliine Yonelik Yapilabilecek Testler

-Morfoloji -Akim sitometri -Karyotip -STR
* 1,5 milyon ¢ozme Yizey belirtegleri icin * Kaynak doku * Hiicre tipine uygun
sonrasi hemen hiicre (2%85 pozitifiik) * UPKH klonu ] panel
sayimi yapilir. . Tra1-60 - E
* Cozme sonrasi %89 « Nano = E
- canlilik 8 m© =
[7] " * Oct3/4 H c
= * Cozmesonrasi . Sox2 2 'f_l
2 24 saatte foto ™ OX -~ -~
':“ « Cézme sonrasi 5. % * SSEA4 E E
U = . =] (=]
E g'unde foto fé 5 5
g -Mikoplazma e I ]
-Patojenler J | |
. J> [ [>

Sekil 4.1. Arastirma amagli uPKH bankacilig: siirecine yonelik derlenen bazi asgari
gereksinimler.
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10. Uluslararas1  standartlarin ~ giivencesinde  olusturulmasi  beklenen KYS,
biyobankanin giivenirligini saglamanin, en kapsamli temelidir. Biyobankacilik
denildiginde, biyobanka ag tasarimi, uzun vadeli siirdiiriilebilirlik, biiylik veri
yonetimi, biyobankaciligin 6éneminin halka aktarilmasi, arastirma sonuglarinin
ornek bagis¢ilarina ulagtirilmasit gibi kritik noktalarin basinda kalite ve yonetim
sistemi gelmektedir (228). Kalite, bir iirtiniin beklentilerimizi tamamen kargilamast
veya asmasi durumunun bir ifadesi olarak tanimlanabilir. Kalitenin temelinde 2
onemli nokta vardir; gereksinimleri belirlemek ve gereksinimler dogrultusunda
irin ve hizmet sunmak. Uriiniin/hizmetin olusumunda ve kalitenin
belirlenmesinde Onemsenen kavram ise siirectir ve siirecteki degiskenlerin
belirlenmesi ve kontrol altinda tutulmas: kalitenin temel sartlarindandir. Kalite
stireclerinin analizinde/kontroliinde istatistiksel yontemlerin uygulanmasi esastir

(229). KYS, tiim siirecleri kapsamalidir, bu nedenle bilesenlerden olugmaktadir.

Temel KYS bilesenleri ile KYS’nin temelini olusturacak kaynaklar olarak
belirlenen dokiimanlarin 6nem/etki derecesi agisindan vurgulandigi sekil asagida

sunulmaktadir (168).

KYS Bilesenleri

[ )

* Kalite-kontrol
* Ornek geri-cekme

ilgili Yasal

Diizenlemeler

Kalite Rehberi

* Ornek yenileme fikmal
* Sarf malzeme

" Personel yonetimi

Siire¢ Haritalari
* Bilim Kurulu
* Yonetim
Sireg Akislari *Personel

« Egitim

* Laboratuvar Yonetimi

SUY (SOP)

* Uratim

Kayitlar/Formlar * Satin alma/faturalandirma (Muhasebe)

* Hiicre arzi (Satig-kar amaci glitmeyen)
* Kalite glivencesi

* Bilgi teknolojisi (yazilim)

* AR-GE calismalan

Sekil 4.2. Kaynak dokiiman hiyerarsisi (solda) ve KYS bilesenleri.
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4.1.2. Degerlendirme ve Pedi-Stem uPKH Banka Modellemesi

Ulusal uPKH Bankasi olusturmaya yonelik siire¢ riskini en aza indirmek ve
planlanan sistemlerin ana teknolojik bilesenlerini gelistirmek ve test etmek igin,
Downey ve Peakman (230) tarafindan Onerilen yaklasim degerlendirilmistir. Buna
gore, uUPKH bankasinin asagida sunulan 3 faz ¢alismalar1 kapsaminda tamamlanmasi

uygundur:

— Tasarim Fazi: Kavram gelistirme ve ana riskleri belirleme (Fizibilite ¢calismast
ve hata turleri etki analizi-FMEA): FMEA, Uriin veya sureclerdeki potansiyel
arizalar inceleyen sistem miithendisligi i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Hangi
arizalarin/hatalarin/sorunlarin olabilecegini, bunlarin ne kadarinin tespit
edilebilecegini ve genel siire¢ tlizerindeki etkisinin ne olacagini anlamaya
yardimc1 olmak iizere yapilir. Tasarim silireci boyunca kalite hususlari
olusturmak, tiretim miihendisligi yaklagiminin temel bir parcasidir.

— Prototip Fazi: Test etme ve teknolojik elemanlari/siirecleri iyilestirme

adimlarini igerir.

— Uygulama ve Komisyona Sunma: Her bir bilesen, fiili islemi yansitan
kararlastirilan test programlarina kars1 kapsamli bir sekilde test edilir. Bu siire
zarfinda, tiim SOP’ler, egitim planlar1 ve saglik ve gilivenlik belgeleri yazilir
ve uygulanir. Tesisi igletmeye almanin son basamagi, cesitli unsurlarin
(islem/stlire¢, insan kaynaklari, teknoloji, sistemler, tesisler) tiim numune
isleme ve depolama protokoliiniin taleplerini karsilayabilecek onaylanmis bir

slirece entegre edilmesini igerir.

Pedi-Stem modelinde tasarim ve prototip fazinin paralel yiratildigi
soylenebilir. Ik asamada, 2014’te baslatilan, “UPKH Banka Prototipi” projesi
kapsaminda, yapilan 6n-tasarim dogrultusunda, literatir bilgilerinin derlenmesi ile
uzun siiren deneysel caligmalara oncelik verilmistir ve aslinda iyilestirme adimlarin
kapsayan ¢alismalar heniiz tamamlanmis degildir. Tasarlanan uPKH bankasinda temel
olarak, alaninda uzman bilim insanlarinin ve yasal otoritelerinin sundugu yayinlar,
rehberler dikkate alinmakta, aym1i zamanda farkli siire¢ ve kiiltlir sistemleri

degerlendirilerek kendi-en iyi uygulamalarimizdan olusan bir sistem oturtulmaya
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calisgilmaktadir. Tez projesi kapsaminda yapilan ¢aligmalar, hem tasarim hem de
prototip faza, hatta ileriye doniik uygulama ve komisyona sunma fazina bilimsel ac1

destegi saglamak iizere tasarlanmistir.

Is Akis1 ve Siirec Analizleri

Hicre bankalarinda hiicre hatlarinin  Oretim, karakterizasyon ve
kriyoprezervasyon yontemlerinin optimizasyonu ve standardizasyonu gereklidir.
uPKH iiretimi uzun soluklu bir siiregtir. Bankalama i¢in islem basamaklarinin timii
standardize edilmeli ve hucreler ile ilgili verilerin kalitesi garantilenmelidir. Bunu
saglamak iizere atilacak ilk adim, uPKH elde edilmesi siirecindeki is akisinin ve islem
basamaklarinin dogru bir sekilde siralanmasi, tanimlanmasi ve alternatifi olan kritik
adimlarda karar parametrelerinin net olarak sunulmasi olmalidir.  Pedi-Stem uPKH
Bankasi i¢in tasarlanan temel is akis1 asagida verilmektedir. Parametrelerle ilgili

analizler ise akabinde sunulmaktadir.

uPKH’lerin iiretim asamalarinda, se¢imin ve karar parametrelerinin s6z konusu
oldugu ve varyasyon sebebi olan her bir asama kritiktir ve istenmeyen durumlarin
kaynagi olma potansiyeli tasimaktadir. Ilk asamada, kritik {iretim basamaklarimi ve

ilgili olabilecek degiskenlerin listelendigi tablo asagida (Tablo 4.1) sunulmaktadir.
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Sekil 4.3. Pedi-Stem Arastirma Amagli UPKH Bankasi i¢in temel is akisi.
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Tablo 4.1. Arastirma Amagli uPKH tiretiminde kritik asamalar ve degiskenler.
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uPKH Uretim Siireci - Kritik Parametreler/Degiskenler

= Kaynak Hiicre Secimi

= Programlama

= uPKH Kiltari

= Koloni Segimi

[=IKarakterizasyon/Kalite

= Dondurmal/Gdzme

Hiicre Tipi Secimi
Izolasyon Yontemi
Kiltiir Ozellikleri

-

Primer Hiicre/Hicre
Hatti B
Hasta/Dondr Ozellikleri
Erisilebilirlik

Elde Etme Siiresi
Hiicre Karakterizasyonu
Hiicre Verimi

Hiicre Codalma Hizi
Besiyeri Ozellikleri
Besleme Araligi

Kiltir Kosullar

~

-

Yontemler

Pluripotentlik
Faktorleri

~

Viral/Degil
Yéntem Glvenligi
Amaca/Klinige
Uygunluk
Konsantrasyon/Miktar
Maliyet

Saklama Sire ve
Kosulu

Programlama Plani
Programlama Siiresi
Programlama Kosulu
Islem Kolayhgi

Cihaz Gereksinimi
Cihaz Bakimlan
Kiltir Kosullar
Etkinlik

Kalicihk

Tek/Kombine Faktdr
Faktor
Konsantrasyonu
Faktdr Saklama Kosul.

Faktor Etkinligi /

Besiyeri
Besleme
Besleyici Tabaka

-

Besiyeri Icerigi
Besiyeri Kogullan
Besiyeri Miktan
Besiyeri Maliyeti
Besiyeri Etkinligi
Besleme Aralig
Besleyici Tabaka Tipi
Besleyici Tabaka Kons.
Besleyici Tabaka
Maliyeti

~

G J

Yontem
Zaman/Slre

Testler
Test Zamani

-

Ik Secim Zamani
Mikroskobik Inceleme
Secim Yontemi

Plak Verimi

Toplam Secim Siresi

N

o J

-

Pasaj Numarasi

Test zaman

Test Yontem(ler)i
Test Siiresi

Test Guvenirligi

Test Tekran

Test Maaliyeti

Cihaz Gereksinimi
Cihaz Bakimlan
Gerekli Hlcre Miktari

N

- /

Kriyoprotektan
Dondurma
Cozme

/

Kriyoprotektan tipi
Kriyoprotektan Kons.
Hicre Miktar

Pasaj Numarasi
Beslendigi besiyeri
Dondurma Besiyeri ve
Kosullar

Toplam Islem Siiresi
(Dondurma/Cézme)
Dondurma Asamalari
Saklama Kosullan
Veri Kaydi/Yonetimi
Dondurma Maliyeti
Saklama Maliyeti
Hicre Canlilig:
Dondurma Oncesi Test

Cozme Sonrasi Test

-
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Ik asamada olusturulan tablodan (Tablo 4.1) yararlanilarak uPKH iiretimi ve
bankacilig1 agisindan belirlenen kritik ve temel noktalar i¢in kalite araglarindan balik
kilgigit  diyagramlart ile farkli  acilardan  detaylandirilmis  incelemeler
gerceklestirilmistir. Literatirde ornekleri bulunan ve tez kapsaminda (zerinde
calistigimiz balik kilgig1 diyagramlart (Ishawa Diyagrami veya Neden-Sonug
Diyagrami) (210) ile biyobanka prototip projesi ve laboratuvar ¢aligmalari kapsaminda
gergeklestirilen siireclerde karsilasilan secilmis sorunlar, olasi sebepleriyle ortaya

konulmaya ¢alisilmistir. Diyagramlar, Sekil 4.4’te sunulmaktadir.

1
Doku/Hicre Insanu
Kaynad
Kaynak Tecrube
temini:zor Tasima yetersiz/yok Steril calisma:
slresi: uzun yetersiz/yok
Kalite Barkodlama:
testleri: yetersiz/yok Saklama yanhs

Bilincli calisma:

suresi: uzun yetersiz/yok

Karakterizasyon

testleri: yetersiz/yok El becerisi

Miktar: az yetersiz/yok

Hicre elde Kontaminasyon:
suresi {ar
uzun
) Dokudan Hicre Eldesi -
uPKH Verim Dusuklugu
Oda sicakhg Soltsyon icerigi
yiksek yetersiz
Oda temizligi: Kullamm
Sogutucu sicakhg yetersiz/yok Yantem Secimi: suresi: Uzun
yuksek B uygun/degil
Sogutucu Sterilizasyon:

bakimi/temizligi
yetersiz/yok

yetersiz/yok

Saklama Yantem/Malzeme/
Kosullan Ekipman
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Hicre

Miktar:
yetersiz

Karakterizasyon
estleri: yetersiz/yok

Kontaminasyon

Saklama
suresi: uzun

Pasaj no:
ileri

Kalite testleri
yetersiz/yok

Insan
Kaynad

Tecrube:
yetersiz/yok Steril calisma
yetersiz/yok
Barkodlama

yetersiziyanhs Bilingli calisma

iz)
El becerisi yetersiz/yok

yetersiz

Malzeme

Besiyeri icerigi

yetersiz Besiyeri segimi
uygun/degil

Sterilizasyon: b o

yetersiz/yok Kullanim

siiresi: uzun
Sarf malz. segimi:

uygun/degil

var
Yeniden Programlama
) Siireci - uPKH Verim
Dagtklaga
Yontem segimi Inkubator sicakiig
uygun/degil duguk/ytksek Inkubator
Islem bakimi/temizligi
Pégtzoekrﬁ:’,gaek,'?‘ basamaklar YP cihazi yetersiz/yok
g suresi:uzun bakimi/temizligi:
yetersiz/yok Slenlwzaslyon.
yetersiz/yok
Yontem Cihaz/Ekipman
Insan
Huicre Kaynagi Malzeme
Depo suresi Tecrube: 1
- Besiyeri icerigi
Miktar Ll yetersiz/yok Steril calisma:
1 / g yetersiz Sterilizasyon:
Yetersiz Hiicre tipi/test uyumu yetersiz/yok "
N yetersiz
yetersiz/yok Barkodlama Malzame
Komar\nf:rasyun Pachi yanlis BHIH‘QH c;a\.\gn;a: Sogiini Kullaim
aslal o El becerisi yeterslyd uygun degil suresi: Uzun
ien yetersiz/yok
Kargilanmamis
) Kalite/Karakterizasyon
Testleri-uPKH Verim
T/ tipi Digiikligi
yetersiz Iglem C/E bakimi
On iglem: basamaklar yetersiz/yok CIE temizligi
Var stresi:uzun vetersiz/yok
T/Y Ttpi sayisi
Test tekran yetersiz
yetersiz/yok
T/Y guvenirligi
Amaca 6zgti T/Y segimi Yetersiz/yok
yetersiz/yok
Test/Yontem Cihaz/Ekipman
(TY) (C/E)
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Saklama Insan Mal
Kosullari Kaynag alzeme
Oda bf‘?‘”“ Tecriibe: Besiyeri igerii:
Oda sicakiigi dusuk/ytksek yetersiz/yok Steril calisma: yetersiz
yuksek Oda temizligi: yelersiziyok Kiiyoprotoktan
el L
vetersiz/yok E!arkodllama: Knyog)rr;i‘ektan tipi- dustk etkinlik
g anli il
Tank sicakligi _ yanlig Bilingli calisma yiksek/dGSoR Kullanim
yuksek Tank bakimlar: El becerisi yetersiz/yok saresi: uzun
Tank temizligi yetersiziyok yetersiz/yok ster!;z;;;);on,
yetersiz/yok y
Dondurma-Cozme Sonrasi
) Canlilik/uPKH Verim
Dusuklaga
Saklama suresi Santrifi
Islem "
uzun etersiz r
basamaklari ¥ Pipet/pipetor:
Dondurma basamaklari suresi:uzun Mr. Frosty (icerik) kalibrasyon yok
suresi:uzun Yetersiz/yok
Dondurma p
Vantemi Cihaz/Ekipman
H Insan Ortam
ucre Kaynagi Kosullari
Hucre tipi Tecrube: Oda sicakligr
bilinmeyen Hiicre miktari: yetersiz/yok Bilingli calisma: yuksek Oda basinci:
; |
Kalite yetersiz s yetersiz/yok Tank sicakigi: duguk/yuksek
testleri: Karakterizasyon Eukcri’f{er;l‘m». yuksek Oda Temizligi
yetersiz/yok testleri: i Yars yetersizlyok
yetersiz/yok Tank temizligi:
.Sak\?ma yetersiz/yok Tank bakimlari
suresi- uzun yeterslzfyok
) Hucre Depolama/Dagitim -
UuPKH Verim DustklGga
Kayit Soguk zincir.
tersiz/yok etersiz/yok
YelSrSIEyo Kayit: ¥ L Temin siiresi
Kullanici yetkisi hatall Mesafe uzun
yetersiz/yok uzun
Teknik sorun: MTA:
van eksik/yok
Bilgi Yonetim Sistemi Dagitim/Temin

Sekil 4.4. uPKH bankacilig siireci - Balik kilgig1 diyagramlari ile neden sonug
analizleri.

uPKH bankaciliginda, kritik noktalar1 ve olas1 sonuglarini tespit etmek tizere
balik kilgig1 diyagramindan faydalanilmaktadir (231, 232). Calismamizda, uPKH
iretim ve bankaciliginda temel olan 5 basamaga (Sekil 4.4 /1-dokudan huicre eldesi 2-
yeniden programlama 3-kalite/karakterizasyon testleri 4-dondurma/¢6zme 5-
depolama ve dagitim) yonelik sonuglar1 doguran sebepleri ortaya koymak,
gorsellestirmek ve tizerinde ¢alismak iizere bu kalite araci ile detayli degerlendirmeler

yapilmaya c¢alisilmistir. uPKH bankaciligi siirecinde karsilasilabilecek olasi kalite
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hatalarin1 engellemek amaciyla, ilk basamak olan, “dokudan hiicre eldesi” nin uPKH
tiretimindeki verim disiikliigli problemine sebep olabilecek ilgili parametreler
belirlenmeye ¢alisilmistir. Sebepler, asil kaynaklar1 tespit edebilmek icin ana
kategorilere (doku/hiicre, insan kaynagi, malzeme/ekipman, saklama kosullari...)
ayrilmis ve alt sebeplerin her birinin etki sekli (zor, uzun, yetersiz, yiiksek...) ile

birlikte kil¢ik kolu olarak sunulmustur.

Isletimsel ve Teknik Konular
Yapilan incelemeler ve analizler sonucu, Pedi-Stem uPKH Bankasi igin
isletimsel ve teknik konular ile ilgili bulgu ve degerlendirmeler 10 temel maddede

Ozetlenmistir:

1. Biyobanka kurulumu ve isletimi her iilkeye 6zgii yasal ¢ergeveler ile diizenlenir.

Ulkemizde, ilag kapsamina giren kok hiicreler igin ileri Tedavi Tibbi Uriinleri
(ITTU: Somatik Hiicre Tedavisi Tibbi Uriinleri, Gen Tedavisi T1bbi Uriinleri, Doku
Mihendisligi Uriinleri ve Kombine Ilaglar) ile ilgili diizenlemeler yer almaktadr.
uPKH’lerden elde edilecek iiriinlerin insanda kullanimi diisiiniildiiglinde, hiicrelerin
genetik yapisinda ileri degisikler s6z konusu oldugundan, bu hiicreler; gen tedavi tibbi
iirlinti, ileri tedavi tibbi {iriinii ve biyolojik ila¢ olarak degerlendirilecektir. Sonug
olarak uPKH’lerin insana uygulanmasi durumunda iilkemizde kullanilabilecek genel
mevzuat mevcuttur. Ancak arastima amagli UPKH 0zelinde henlz bir kilavuz veya
diizenlemeye rastlanmamistir. uPKH’lerin en yakin iist alani olan “Kok Hiicre

Calismalari”n1 kapsayan Ulkemizdeki mevzuat, Sekil 4.5’te 6zetlenmistir.



ileri Tedavi Tibbi
Uriinleri Kilavuz
Taslagi-2018/11

05.04.2018 Tarihli
Genelge 2018/10 —
Kok Hiicre Cahsmalari

04.04.2014 Tarih ve
28962 Sayili insan
Doku ve Hacre
Urtinlerinin
Ruhsatlandirilmasi ve
Bu Urtinlerin Uretim,
ithalat, ihracat,

27.10.2010 Tarih ve
27742 Sayili insan
Doku ve Hicreleri ile
Bunlarla ilgili
Merkezlerin Kalite ve

01.05.2006 Tarih ve
8647 Sayil 2006/51
Genelge - Kok Hiicre

26.09.2004 Tarih ve
5237 Sayih Turk Ceza

2238 Numarali
03.06.1979 Tarih ve
16655 Sayill Organ ve
Doku Alinmasi,

e Kanunu Saklanmasi,
Depolama Ve Dagitim Guvenligi Hakkinda ¥ Asilanmasi ve Nakli
Faaliyetlerini Yiriiten Yonetmelik Hakkinda Kanun
Merkezler Hakkinda
Teblig
' N . .. . - N 'd N
( Rutin tibbi N [ N[ Insan doku ve h /UIkemlzde, mevcut\
uveulama hiicrelerinin medikal veya
a ‘;gmasma hagislama, tedarik cerrahi tedavi
el?nemi olan etme, etiketleme, yontemleriyle
Hastalklarn goku hﬁire ve kayit altina alma, tedavisi basansiz
Snlenmesi bunléra davall insan doku ve izleme, test etme, olmug hastalarda
L ! - 3 hiicrelerinin isleme ve bunlardan klinik amacl, insan . .
teshisi veya trinlerin . S . L - . .. Tedavi, teshis ve
tedavisi ici | | Uretimi, ithalat- elde edilen uriinleri; kaynakli embriyonik Ulkemizde kok bilimsel
edavisticn uygulamarar ihracat ve paketleme, olmayan kok hiicre hiicre
kullarulan ileri hakkindaki bilimsel p . .. amaclarla organ
. . . epolama-dagitini islevlerini koruyaca alismalarinda uygulamalan
tedavi tibbi teknolojik depol d slevl koruyacak calsmalarind ! ! ve doku
Griinlerinin V?eliemnec?e?iln ile ilgili faaliyet sekilde depolamaya uyulmasi gereken Tirk Ceza alinmasi
. Belsmeen yapan kuruluslarin hazirlama, esaslarin Kanunu'nun ’
siniflandiriimasi ulkemizde ihtiyac faalivetleriile | . . TCK) 90. ve 91 saklanmasi,
ve olan hastalarin aaliyetleri ile insan depolama ve diizenlenmesi (TCK) 90. ve 91. asilanmasi ve
doku ve hiicre dagitim amaciyla maddeleri .
ruhsatlandinima yararina - - nakli bu kanun
sina iliskin usul kullanilabilmesi urtinlerinin asamalannin hazirlanmistir. Bu kapsaminda hitkiimlerine
ve esaslarn arastirma-aeli tirr,ne ruhsatlandirilmasin tamamina yonelik Genelge ile Klinik degerlendirilir. tabidir.
diizenlemevi ssonucs egni a iligkin usul ve kalite ve glvenlik Amach Embriyonik ’
amaclar v endUst: ol esaslan dizenler. standartlarin Olmayan Kok Hiicre
glar. iriinlerin otta . belirlemek ve ilgili Calismalar Kilavuzu
kabilmesi i ;':1 merkezler/tedarik hazirlanarak kok
¢ Kli Kli (’i( kuruluslarnna iliskin hiicre
dengeer:ﬁel;r'lllglil i genel esaslar uygulamalarinin
Bl dizenler. cercevesi gizilmistir.
/ A\ AN AN AN / \ J \ .

Sekil 4.5. “Kok Hucre Calismalar1” n1 ilgilendiren lilkemizdeki mevzuat.
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Ulusal olarak olusturulmak istenilen uPKH Bankasi ile ilgili olan kamu
otoritesi Saglik Bakanligi’dir. Bakanligin, uPKH bankasi ile ilgili olan, “Saglik
Hizmetleri Genel Miudiirliigii” catis1 altinda hizmet veren “Kan, Organ, Doku Nakli
Hizmetleri Daire Baskanligi”’nin “Hiicre ve Hiicresel Tedavi Birimi” ile iletisim

saglanmistir.

2. KYS biyobankanin olmazsa olmazidir.

Omnek olarak incelenen Ingiltere (UK) Biyobankasinda KYS olarak 1SO 9001:
2000 uygulanmistir. Bu sistem, organizasyonun veri kaynagi Ornegini etkileme
potansiyeli olan herhangi bir kismi icin standartlar belirler. Laboratuvar sistemleri
baglaminda, kalite sorunlarinin 6nlenmesi ve tespitine yonelik kalite giivence ve kalite
kontrol prosediirlerinin uygulanmasi i¢in kullanilmistir. Ulusal uPKH bankasinda en
glincel, ilk ve tek 6zgii biyobanka standardi olan ISO 20387 (173) esas alinacaktir. Bu
standarda gore kalite yonetim sistemini ilk kez olusturan olusumlardan beklenen asgari
kapsam basliklar1 (Segenek A) su sekilde verilmistir: i))KY'S dokiimantasyonu ii) KYS
belgelerinin kontrolii ii1) Kayitlarin kontrolii iv) Risk/Firsat degerlendirme v) Gelisme

vi)Diizeltici faaliyetler vii)i¢ denetimler viii)Kalite ydnetimi incelemeleri

Pedi-Stem UPKH Bankasi’nda uygulanacak KYS igin canli bilesenler ve
cansiz bilesenler olmak tizere iki temel gereksinimden bahsedilebilir. Cansiz bilesenler
biyobanka birimleri (Sekil 4.6), canli bilesenler ise organizasyon semasi (Sekil 4.7)

catis1 altinda diistiniilmustiir.

uPKH bankasi i¢in ihtiya¢ duyulan temel alan ve bdliimler/birimler asagida
sematize edilmistir. Onam formlarinin arsivlendigi alanda baglatilan siireg, elde edilen

uPKH’lerin azot tankinda saklandigi alanda son bulmaktadir.
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Sekil 4.6. Pedi-Stem Arastirma Amagli uPKH Bankasi igin operasyonel birimler.

Ispanya’daki yasal diizenlemelerde, bir biyobanka organizasyonundan
bahsederken 4 ana rolden bahsedilmektedir: Idareci, veri/bilgi yoneticisi, etik komite
ve bilimsel komite (20). Bu esas roller dahil edilerek olusturulan organizasyonel
yapilanma, Sekil 4.7°de sunulmaktadir. Sekil 4.6’da Pedi-Stem Arastirma Amagh
uPKH Bankas1 i¢in en temel birimler ve yapilanmadaki temel iligkiler sunulmaktadir.
Birimlerde gorev alacak personelin konum ve sayilari, biyobanka kapasitesi
dogrultusunda belirlenecektir. Ornegin, etik konunun esasini teskil eden onamlar igin
ayr1 bir sorumluluk sahiplendirilmesi olacak, veri yonetimi, biyobanka yonetim
sistemi ve iiriin katalogu seklinde, faydalanici iligkileri ise paydas ve hiicre talep eden

arastirmaci i¢in olmak iizere boliimlendirilerek gerekirse ayri personellere verilecektir.

3. Ulusal uPKH Bankas1 i¢in; dis laboratuvarlardan gonderilmis olan uPKH ve
bankanin kendi retimi olan uPKH olmak tizere 2 farkli iiriin kaynagi olmasi
planlanmaktadir. Yaklagik 4 yilda 500.000 goniilliiden alinan ornekleri saklama
kapasitesine sahip olan UK Biyobankas1 ve EBISC modeli incelenmistir. Ozellikle
EBISC gibi ¢ok paydasli bir olusumda dis laboratuvarlardan gelen o6rneklerde
gerek hiicre bilgisi gerek karakterizasyon testleri agilarindan farkliliklar
olabilmekte, bu da standardizasyon/uyum zorluguna sebep olabilmektedir.
Ulkemizde UPKH arastirmalari yapan, ozellikle de uPKH gelistirmekte olan
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merkez sayisi kisitli oldugundan, Avrupa modelinin aksine dig laboratuvarlardan
biyobankada saklanmak uzere gonderilecek uPKH o6rneklerinin, en azindan
kisa/orta vadede kisitli olacagr ongoriilmekte, buna karsin uPKH gelistirme
talebiyle kaynak doku/hiicre génderiminin olmasi, daha agirlikli olarak da 6rnek

gonderimi olmadan uPKH talebinde bulunulacagi beklenmektedir.

Pedi-Stem uPKH Bankasi’nin, temel biyolojik 6rnek besleyicisi olmasi
planlanan Hacettepe Universitesi Hastaneleri ile ayn1 yerleskede bulunmasi énemlidir.
Bagislanan dokunun biyobanka hiicre izolasyon merkezine taginmasi (klinige yakin
olmasi) 6nemlidir. Doku 6rneklerinin elde edilmesi ile ilgili SOP’lerin hazir olmasi
beklenir. Biyolojik 6rnek saglayicilardan 6rnek alinmasina/kabuliine yonelik temel is
akisinda, ornek etik komite onayiyla kabul edilecektir ve nadir hastaliklar igin

mutasyon test bilgisi mutlaka eklenecektir.
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Sekil 4.7. Pedi-Stem Arastirma Amagli uPKH Bankasi - Organizasyon semasi.
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4. Veri kalitesi 6nemlidir ve 6zenle tutulacak dokiimantasyon ile saglanacaktir.

Veri kalitesi, amaca yonelik beklentileri karsilama derecesi ile iliskilidir ve
hatasiz verilerden elde edilen sonuglari ve yorumlari destekleyecek kadar giiclii bilgiyi
ifade etmektedir. Dogruluk, gegerlilik, tamlik, okunabilirlik, guvenilirlik
faydalilik/kullanishilik, maliyet etkinligi, gizlilik, tutarlilik gilincellik, 1lgililik,
ayrintililik, 6zgiilliik, kesinlik (hassasiyet), nitelik (atfedilebilirlik), kalicilik/uguculuk
veri kalitesinin Olgiileridir. Biyobanka verilerinin giivenilir, tam, dogru ve giincel
olmasi kalitenin gostergesidir. Bunu saglamak igin her siirecin adimlariin dokiimante
edilmesi 6nemlidir (167). Dokiimantasyon, kalite yonetim sisteminin de vazgecilmez
bir pargasidir. Kayit altinda olmasi gereken temel veriler; hiicrelerin kokeni ve
tarihgesi, tim surecler (dondurma, ¢ézme, depolama... vb) icin prosedirler ile tim

asamalardaki karakterizasyon ve kontaminasyon test bilgileri.

5. Arsiv dokiiman kayitlar1 kolay erisilebilir olmalidir.

Materyal Transfer Anlagmalar1 (MTA) ve onamlar bu kapsamda
degerlendirilebilir. Hiicrelerin insanda veya ticari olarak kullanilmayacagi,
arastirmacinin bilgileri giivenli bir sekilde saklayacagi ve iiglincii kisi ve kuruluslarla
paylasilmayacagi konulart MTA ile korunmaktadir (20). Diinya ¢apinda uPKH ile
ilgili aragtirmalarin yapildigy, i¢lerinde Kyoto, Wisconsin, Harvard ve Kalifornia gibi
tiniversitelerin arastirma merkezlerinin/enstitiilerinin bulundugu, 11 farkli birime ait
onam formlarinin incelenerek ideal bir form i¢in somut Onerilerde bulunulan
calismada, katilimeilarla siirekli iletisim (pediatrik 6rnekler, 18 yas sonrasi yeniden
onam), uPKH konusu ile ilgili faydalar ve ¢rneklerin yonetimi/geri ¢ekilmesi temel
basliklar1 dogrultusunda tablolar detaylandirilmistir (233). Pedi-Stem icin tasarlanan
biyobanka onamlarinda da pediatrik grup 6énemsenmis ve 7-11 ve 12-17 yas olmak
tizere ayr1 degerlendirilerek bu gruplardan alinan onamlarin 18 yas sonrasi
yenilenmesi icin yeniden-onam (re-consent) formlari ile birlikte erigkin ve ebeveyn
onamlar1 da hazirlanmistir. Onam formlari, literatiir edinimlerinin yanisira saha
bilgilerinden de faydalanilarak diizenlenmis ve anlasilabilirligi kolaylastiracagi
diisiincesiyle, EBISC’de de oldugu gibi soru-cevap niteliginde sunulmustur. Ornek
olarak erigskin vericilere yonelik bilgilendirici onam igeriginin basliklari

gorsellestirilerek Sekil 4.8”de verilmektedir. Yas gruplarina gore siiflandirilmig tiim
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onamlar biyobankanin kisa tanimi ile baslamaktadir. Aktif biyobankanin kalite
yonetimi siirecinde, olusturulan onamlar icin etkinlik Ol¢limlerinin yapilmasi

planlanmaktadir (234).

Hiicre/kok hiicre bankasi nedir?

Ne tiir insan 6rnekleri saklanir?

Biyolojik rnekler nasil saklanir ve ne gibi islemler uygulanir?

Ornekler nasil toplaniyor ve olasi riskler nelerdir?

AN
< »

Saglk kayitlanimdan neden hilgi vermem gerekiyor?

Gizliligim nasil korunacak?

Orneklerimin hiicre bankasina bagiglanmasina nasil katilabilirim? Fikrimi degistirirsem ne olur?

PEDI'STEM

Orneklerimin hangi amagla kullanilacagina karar verebilir miyim?

Ornek bagsi ile ilgili bana bir 6deme yapilacak mi? Bana bir yarari olacak mi?

Orneklerimin kullanildigi arastirma sonuglarini Sgrenebilecek miyim?

T TR BT T T 1 ]

Ornek bagigim ile ilgili bir sorum oldugunda kime sorabilirim?

RRRRER RN AR RRREARE
SESRSRSRN RN RN RN RN

Sekil 4.8. Pedi-Stem Arastirma Amagli UPKH Bankasi’na yonelik aydinlatilmis
onam formu igerigi.

6. Veri koruma kanununa gore, doku bagislarinin kodlanmasi ve ornek takibinin
yapilabilmesi onemlidir. Orneklere iki kod verilebilir: ilki kisisel bilgi i¢in, ikincisi
ornegin serbest birakilmasi i¢in (bu kodlar “uPKH Banka Prototipi” projesinde
gelistirilmis olan Pedi-Sis yazilimi tarafindan verilebilmektedir). Daha once
toplanmis olan 6rneklerin de biyobankaya kazandirilmasi s6z konusu olabilecektir.
Bu sekilde uPKH bankasina kazandirilmak istenen ornekler icin, onam formu
varlig1 dnemsenecek ve formun uPKH {iretimi ve bankaciligini desteklediginin
teyidi alinacaktir. Arastirmacinin  bankadan talebi oldugunda, amaci
degerlendirilecek, arastirmacilara 6rnek gonderilecegi zaman ise MTA sozlesmesi

imzalanacaktir (235).

Pedi-Stem i¢in hazirlanan onam igeriginde, veri giivenligine de yer verilmistir.
Ornegin, uPKH’lerin hastalik modellemesi ¢alismalarinda kullanilmast, hiicre hattinin
vericisi hakkindaki tibbi ve genetik veri gereksinimini doguracaktir. Uluslararasi
uPKH trafiginin artis1, hassas kisisel verilerin paylasiminda da bir artisa neden olacak

ve veri giivenligi ile ilgili etik konular1 beraberinde getirecektir (201). Bu nedenle,
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bireysel verilerin korunumunda anonimlestirme 6nemlidir ve tam/geri doniisiimsiiz
veya sozde/sahte/yalanci anonimlestirme yapilabilmektedir. S6zde anonimlestirme
senaryosunda, dondrden gelen bilgiler kodlanir ve dondrun izini siirmek miimkiindiir

ancak bu takip, hemen/kolay erisilebilir olmayabilir (20).

7. Ornegin islenmesi ile ilgili her bir adim i¢in SOP’lerin varligi &nem arz etmektedir.

Biyolojik 6rnek depolari i¢in hazirlanarak test edilmis, ¢ok kullanish ve
kapsamli bir koleksiyon i¢in Kanada kokenli Tiimor Arastirma Agi (CTRNet) nin
ornekleri (236) incelenmis ve SOP’lerde bulunmasi fayda saglayacak olan alanlara
(amag, kapsam, ilgili personel, tanimlar, gerekli malzemeler, islem icerik ve
basamaklari, beklenen/kabul edilebilir sonug, iligkili diger SOP’ler ve referanslar)
karar verilmis ve bu dogrultuda uPKH iiretim siirecine yonelik temel SOP’ler yeniden
diizenlenmis, eksikligi tespit edilmis olanlar hazirlanmis ve yeni protokoller
eklendik¢e SOP’ler olusturulmaya devam etmektedir.
| IPS_1XDPBS_Hazirlama

IPS_5gun_AccutaselleHucreKaldirma

IPS_Dondurma

SR

IPS_DondurmaBesiyeriHazirlama
IPS_E7BesiyeriHazirlama
IPS_E8BesiyeriHazirlama
IPS_EmbryoidCisimcikOlusturma
IPS_EpiSileMKHleriProgramlama_S
IPS_FBSinaktivasyonu

IPS_Form_PluripotensiUyarimiicinSendaiVirtis TitresiHesaplama

999999

IPS _HucreCozmeveEkimi
IPS_JelatinHazirlama_PlakKaplama
5| IPS_Matrijel Alikotlama

IPS_MatrijelHazirlama_Kaplama_

B E

IPS_MEFBesiyeriHazirlama
IPS_MikoAlertKit_ileMikoplazmaTest_Protokolu
IPS_MKHlerinAccutaseileKaldinlmasiProtokolu

\ﬂ

IPS_SendaiVirtisileFibroblastProgramlama_S
IPS_SendaiVirtsileMKHleriProgramlama_S

G 9 9

IPS_TeratomaDeneyi

\ﬂ

IPS_TransfekteEdilmisForeskinHiicrelerinAccutaseileKaldirilmasi

5| IPS_UPKHkolonilerininAccutase ileKaldinlmaVeSaklanmaProtokolu_DNApelleti

\ﬂ

IPS_UPKHkolonilerininMolekulerCalismalaricinSaklanmasi

IPS_UPKHKulturu Sekil 4.9. Pedi-Stem-
uPKH Uretim sireci SOP listesi.

% &
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8. uPKH dretim siirecinin tiim elemanlart Onemlidir ve yapilan analizler

dogrultusunda dikkatle secilmelidir.

Biyobankacilik gibi seri/endiistriyel iiretim s6z konusu oldugunda, kaynak
hiicrenin se¢imi farkli agilardan da 6nem kazanmaktadir. Biiylik ¢apli uPKH iiretimi
icin secilecek olan kaynak dokudan hucre tretim strecinin giigliigii, pahasi ve zaman
boyutu diisliniildiigiinde, maliyeti de etkileyen temel faktorler dikkate alinarak karar
verilmelidir. Kolay elde edilebilir hiicre kaynagi olarak, parmak ucu kaninin
kullanildig1 ¢aligmanin bulgulart olumlu degerlendirilmis ve bir damla kan 6rneginin,
uPKH bankaciliginda kullanilabilecek yeni bir strateji olabilecegi One siiriilmiistiir
(237). Seri tretimde kullanmak iizere segilecek dokunun kolay erisilebilirliginin
yaninda, etik kaygilar1 asgari boyuta indirgeyebilecek Ozelliklere sahip olmasi da
onemlidir. Kaynak dokunun bireye zarar vermeden saglanabilir olmasi diisiincesinden
yola ¢ikildiginda, atik biyolojik 6rnekler akla gelmektedir. Ornegin idrar, bu anlamda
oldukga uygun (non-invaziv) ve siirsiz bir kaynak olarak diistiniilebilir. 2016 yilinda
yapilan caligmada (238), insan idrar tiirevli hiicrelerin (hUC) diisik ¢ogalma
(proliferasyon) sergiledikleri ve yeniden programlanmalarinin olduk¢a zor oldugu
gOsterilmistir. Cok zayif cogalma gdsteren hiicreler igin yeniden programlama
yaklagimlarinin optimizasyonu iizerinde ¢alisilmistir. Cesitli kiigiik molekiiller (Siklik
pifitrin-a: P53’li baskilayarak somatik hiicrelerin yeniden programlanma etkinligini
arttirir; A-83-01: hedefi olan TGF-B (smad2) uzerinden Oct4 ve KIf4 ile insan
epidermal keratinositlerinin yeniden programlanmasini saglar; CHIR99021: hedefi
olan GSK-3p’yi baskilayarak keratinositlerin yeniden programlanmasinda etkilidir;
Tiazovivin: yeniden programlanma etkinligini 6nemli 6lgiide arttiran bir ROCK
inhibitoraddr; Sodyum butirat: miR302/367 kiimesinin (cluster) artmasi, histon H3
asetilasyonu, promotor DNA demetilasyonu ve endojen pluripotentlige bagli genlerin
ifadesinde rol oynar ve PD0325901: MEK'e baglanip baskilamasiyla, fosforilasyon
engellenir ve boylece, MAPK/ERK yolag: aktifleserek timor hiicresinin ¢ogalmasi
durdurulabilir.) igeren bir kokteylin, hUC'ler i¢in YP verimliligini 6nemli 6l¢iide (170
kat daha fazla) arttirdirdigi, ayrica matrijel yerine otolog idrar tirevli hucrelerin
besleyici olarak kullanimi ile YP faktorlerinin aktarimi sirasinda meydana gelen yogun
hiicre 6liimiinilin azaltilarak hastaya 6zel uPKH bankacilig1 i¢in hUC'lerin degerli bir

varlik olabilecegi vurgulanmistir. Sonuglartyla olumlandirilmis bu ¢alisma
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derinlemesine diisiiniildiiglinde, neticede idrarin, bir bogaltim {iriinii olmas1 nedeniyle,
hastanin/bireyin anlik metabolik siireglerine gore degiskenlik gosterebilme
potansiyeline sahip olmasinin, ¢alismanin ilk asamasinda da tecriibe edildigi gibi
kaynak hiicre eldesinin zorlugunu arttirabilecegi, kii¢iik molekiil kulllanimiyla telafi
edilse dahi bu durumda da fayda/zarar analizi yapilarak karar verilmesi gerektiginden,

ileri ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ oldugu diistiniilmektedir.

Diger taraftan, tiim diinyada bankacilig1 giderek artmakta olan kordon kaninin
da uPKH elde etmede ve hatta uPKH bankaciligina doniistiiriilmede avantajli ve hazir
bir kaynak olabilecegi konusunda bilimsel oneriler sunulmustur (239). Kordon kani
uPKH eldesi i¢in oldukc¢a sinirl bir kaynaktir. Ayrica bu tiir biyobanka doniigiimleri
onam formlarindan itibaren tiim siireclerin yeniden gézden gegirilerek diizenlenmesini
gerektirmekte ve islevselligi ertelemektedir. Ayni bilimsel raporda, kemik iligi
kaynakli  hiicrelerden olusturulabilecek bir uPKH bankasinin da fayda
saglayacagindan bahsedilmektedir. Pedi-Stem igin tasarlanan uPKH banka modelinde,
ham madde olarak, tiniversitemizdeki arastirmacilarin/klinisyenlerin etik kurul onayli
projeleri kapsaminda hastalardan alinan cilt biyopsileri veya diger doku 6rnekleri ile
Cocuk Hastanesi Kemik iligi Transplantasyon (KIT) Unitesi tarafindan temin edilen
ve biyobanka kapsamina alinmis kemik iligi Orneklerinin yamisira kolay elde

edilebilirlik agisindan periferik kanin kullanimi planlanmaktadir.

YP aract olarak, tecriibe sahibi oldugumuz SeV ile aktarim yOnteminin
arastirma biyobankacilig1 i¢in uygunluguna dair destekleyici bulgulara, 2015 yilinda
12 farkli iilkeden 55 arastirma merkezinin katilimiyla gerceklestrilmis olan ¢alismada
ulagilmistir (240). SeV, epizomal, mRNA ve lentiviral yontemlerin karsilastirildigi
calismanin bulgularina gére, SeV ile yeniden programlamanin, diisiik is yiiki ve ileri
pasajlarda viriisiin kayb1 ile verimli ve yliksek derecede giivenilir olmasiyla avantajli
oldugu yorumu yapilmistir. Periferik kandan uPKH gelistirilmesinde ise daha verimli
olmasi nedeniyle epzomal yontemin de kullanilmasi planlanmigtir. YP yOnteminin
seciminin, her alanin 6zel gereksinimlerine bagli oldugu ve s6z konusu klinik
uygulama oldugunda, yontemin yeniden degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir

(241).
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9. Hucre kiiltiirli, fenotip ve potansiyellige yonelik arastirma amacli uPKH’ler i¢in
uygun ve yeterli kalite ve karakterizasyon testleri uygulanacaktir. Bu kapsamda,
Pedi-Stem uPKH Bankasi’ndaki hiicreler 3 i¢in temel seviye hedef alinacaktir:

I.  Kaynak hiicre hatlarinin tanimlanmasi, saflifinin ve sterilliginin kanit1 olmasi
igin, ICLAC tarafindan kabul gordiigii bilinen, PCR tabanli STR profilleme
yapilmasi uygun goriinmektedir. SNP genotiplemesi i¢in ihtiya¢ duyulan cihaz

ve egitimli personel konularimin maliyeti arttirma potansiyeli, dislanma
sebebidir.

Mikrobiyal kontaminasyonu bertaraf etmek Uzere, mikoplazma testi
onceliklidir. Kaynak hcre eldesinden itibaren (AHB) ve CHB’de her 5 pasajda
bir/ayda bir ile her uPKH dondurma éncesi ve her uPKH ¢6zmenin akabinde yapilmasi

uygun olacaktir.

Viral kontaminasyon tespitine yonelik HIV, HCV, HBV serolojik testleri ilk
olarak kaynak hiicre eldesini takiben (AHB) yapilmalidir. Hiicre isleme siirecinde
gerek/stiphe  duyulmasi halinde (mikroskopik bulgular, sure¢ sapma... vb.)
yapilabilecegi gibi hiicre bankasindan ¢ikacak olan her hiicre hatti i¢in serbest birakma

testleri arasinda yer almalidir.

Bakteri, kiif, mantar gibi bariz goriilebilen kontaminasyon agisindan besiyeri
degisimi siireci dogrultusunda mikroskopik inceleme yapilmalidir. Mikrobiyal veya
viral kontaminasyonu test etmek icin tim transkriptom analizi gibi daha detayli

analizler maliyet gerektirdiginden ilk asama i¢in onerilmemektedir.

Il.  Hiicre performansi ve kararliliginin belirlenmesi igin arastirma amagli Pedi-
Stem uPKH Bankasi’nda immiinofenotipik belirteglerin tespiti ve karyotip
analizinin rutin kullanima uygun olabilecegi diistiniilmiistiir. Kararlilik testleri
klinik amagli uPKH bankalar1 i¢in daha 6n planda olmalidir.

I1l.  Farklilasma yeteneginin belirlenmesi i¢in Pedi-Stem’de bugiine kadar alkalen
fosfataz (ALP) boyama, immdunositokimya ve immunfloresans ile belirteg
analizleri ve ayrica teratoma testleri tecriibe edilmistir. Uzun zaman alan ve
canli gereksinimi duyulan teratom testi disindaki testler bankalamada rutin

kullanim i¢in uygundur. Teratom testi yerini alabilecek Pluritest ve ScoreCard
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gibi gen ifade analizine dayali/biyoinformatik temelli testler i¢in yapilacak 6n

calisma sonrasi listeye dahil edilebilir.

Laboratuvar ¢alismalar1 kapsaminda gergeklestirilmis olan testler, hiicre Uriin
karakterizasyonuna yonelik opsiyonel kalite kontrol siireci olarak dngoriilmiistir. Bu
kapsamda, kiiltiir siiresine bagl olarak ortaya ¢ikan farkliliklar agisindan pasaj sayisi
(erken-ge¢ pasajlar) ve kiiltiir kosullarina bagli olarak ortaya ¢ikan farkliliklar
acisindan besiyeri igerigi ile besleme araligi temelli degerlendirmeler yapilmistir.
Pedi-Stem’de uPKH Kkiiltiirleri i¢in mikroskobik inceleme, PCR veya kit ile
mikoplazma testi, ALP boyama, akim sitometri veya floresan isaretleme ile
pluripotentlik belirtecleri ve RT-PCR ile pluripotentlik genlerinin ifade analizi
kalite/karakterizasyon testleri olarak yapilmaktadir. Ayrica, karyotip analizi hizmet
alimi yoluyla gergeklestirilmektedir. Arastirma bankaciligi kapsaminda, STR
profilleme, viral kontaminasyon testleri (HIV, HCV, HBV... gibi) ve Pluritest ve/veya

Scorecard gibi ilave testlerin eklenmesi planlanmaktadir.

Viral
Kantamingg,,

ALP Boy, .
n
Testleri

P‘-fiputemk
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Sekil 4.10. Pedi-Stem - uPKH karakterizasyonu icin testler.

10. Bir arastirmacinin biyobanka erigimi i¢in asagidaki is akigina uyulacaktir.

I. Arastirmaci, istedigi hiicreyi belirleyerek proje 6zeti ve etik kurul onayi ile
birlikte biyobankaya talepte bulunur.
ii. Talep biyobanka yazilimina kaydedilir ve etik kurul ve bilimsel komite

tarafindan degerlendirilir.
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iii. Gereken hallerde sorumlu arastirmaci ile irtibata gegilir. Sorgulama olumlu bir
sekilde tamamlandiginda, biyobanka talebi islemeye baslar ve MTA formu
imza i¢in arastirmaciya gonderilir ve istenen numune sistemden ¢agirilir ve

numuneler aragtirmaciya sevk edilir.

Son olarak, “uPKH Banka Prototip” projemiz ile ayni1 yil, bityiik biitgeli ve ¢cok
paydasli olarak baslatilmis ve halihazirda siirdiiriilebilir operasyonel bir uPKH bankasi
icin iyi bir model olan EBISC ile gelinen noktada, Pedi-Stem uPKH Banka modeli
asagida karsilagtirllmistir (Tablo 4.2). Katilmis oldugumuz EBISC Proje Sonlanim
Toplantis1 ve EBISC proje ekibinden arastirmacilarin da yer aldigit uPKH Uretimi
Kursu ile EBISC tecriibesinden faydalanilmaya calisilmistir.

Dinyada uPKH seri Uretimine yonelik hicrelerin/kolonilerin seciminden
itibaren izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in gelistirilmis otomatik sistemler bulunmaktadir
(244). Otomatize sistemlerin kullanimi biyobankaciligin temel konularindan biridir.
uPKH bankaciligi gibi ¢ok degiskenli siirecler i¢in algoritma tanimlamalariyla
standardizasyon saglanabilir. Otomatize sistemlerin kullanimi siirecin yanisira iiriin
standardizasyonu agisindan da onemlidir. Otomatize sistemlerin sagladigi katkilar
yaninda pahasi da disiiniilmesi gereken Onemli konulardandir. Uzun vadede
diistintildiiglinde, hiicre kiiltiiriiniin yanisira yeniden programlama, g¢ogaltma ve
karakterizasyon basamaklarini da yapabilecek ve farkli iretim yontemlerine (mRNA,
SeV) gore diizenlenebilecek/optimize edilebilecek sekilde gelistirilmis olan bu
sistemlerin, soliisyon maliyetini 5-6 kat azaltip, uPKH retimini 10-12 kat arttirdigina
dair bulgular vardir (244). Bu acidan bakildiginda gereksinim gibi olsa da, kisa vadede
tilkemizdeki durum g6z Oniinde bulunduruldugunda, heniiz olusumuna yonelik
calismalarin surdirdlgi ulusal uPKH bankasi i¢in bu asamada erken ve biitge iistii
goriilmektedir. Bankanin 6neminin kavranip, yiiksek talep olusmaya baglamasi ile
paralel olarak islerliginin artmasi zaman alacaktir. Bu nedenle Pedi-Stem uPKH

Bankasi i¢in kisa vadede otomatize sistem ongoriilememektedir.
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Tablo 4.2. EBISC&Pedi-Stem Arastirma Amacli uPKH Bankasi - Karsilastirma.

Karsilagtirma

Parametresi

Pedi-Stem

Kalite Y0Onetim Sistemi

uPKH Kaynag

Test/Yontem Gelistirme
Calismasi

Yapilanma

Bilgi Teknolojileri

Onam Formlari

Yasal Diizenlemeler

Otomatize sistem

Hastalik Profili

DIN EN 1SO9001: 2015 —
Kalite Yonetim Sistemi-Sartlar

Yerinde/kendi-uretimin
yanisira biiyiik konsorsiyum
olusumundan dolay1 dis
laboratuvarlardan hazirlanmig
olan uPKH

Mikoplazma igin test
gelistirme ¢alismalart
yapilmigtir.

Merkez: ingiltere,
Ayna: Almanya

Lab. Yazilimi- Bilgiye
Erisilemedi.
Hiicre Hatt1 Katalogu

Aydmlatict

Uluslararas1 — (IMI Destekli)

Hucre Kultir Sistemi

Parkinson, Alzeimer ve
diyabet agirlikli olmak iizere
35 farkli hastaliktan farkl
yaglara ait 6rnekler

ISO 20387-Biyobanka
Standardi

Yerinde/kendi-Uretim
(Uzun vadede dis
laboratuvarlardan kabul
edilecek uPKH)

Metabolik/Mitokondriyal
Parametreler Agisindan On-
Degerlendirmeler

Merkez: Ankara

Ayna: Yurtici/Bolge ici
(MENA Ulkeleri/Balkan
Ulkeleri/Ortadogu Ulkeleri)

Lab yazilimi: Pedi-Sis (1003
projesi kapsaminda
gelistirilmistir)

Hiicre Hatt1 Katalogu:
Fizibilite projesi kapsaminda
olusturulmasi
planlanmaktadir.

Pedi-Stem Biyobanka onam
formlan gelistirilmistir (Etik
Kurul Karar N0:2016-03/01;
Revizyon 2018 )

Ulusal - Saglik Bakanligi-
Hucre Birimi ile Goriisme
Asamasi

Otomatize Sistem uzun
vadede degerlendirilecektir.

Tiim hastaliklara agik olmak
iizere tilkemizde yaygin olan
nadir/kalitsal hastalik temelli
daha ziyade pediatrik yas
grubuna ait érnekler
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4.2. Laboratuvar Bulgular:

Bulgularin ikinci kismi laboratuvar uygulamalarint kapsamaktadir. Bu
asamada, uPKH kolonilerinin se¢ciminde istenmeden farklilagsmaya yonelen hiicrelerin
taninmasina olanak saglayacak bir yaklasim olarak metabolik/mitokondriyal
parametreler iizerinden degerlendirmeler yapilmistir. Bu boliimiiniin temel amaci,
UPKH’lerin yeniden programlanma veya uPKH kiiltlir asamalarinda kismi
programlanmis/farklilasmaya yonelmis hicrelerde morfolojik, fenotipik, molekler
ozellikler yaninda temel metabolik parametre (mitokondriyal morfolojik degisiklikler,
miyokondriyal kiitle ve ROS) degisikliklerinin ve koklulik durumlarinin belirlenmesi,
uPKH iiretim ve cogaltilmasinda verim diisiikliigiine yol agacak olumsuz ortam
kosullarinin yeniden programlamanin erken asamasinda ve Kiltir slrecinde
metabolik/mitokondriyal gostergeler Uzerinden anlagilabilirliginin
degerlendirilmesidir. Bu baglamda, programlanmanin ve uPKH Kdlttr stirecinin farkli
zamanlarinda incelemeler yapilmis, ayrica farkli besiyeri (E8, E8 Flex ve StemFlex)
ve farkli zaman araliklariyla (her glin/l¢ glinde bir) ortam degisimi yapilmasinin
hlcrelerin karakterizasyonuna ve mitokondriyal parametreler (zerine olan etkisi
incelenmistir. Erken programlanma asamasinda farkl: giinlerde yapilan ¢calismalara ek
olarak, se¢ilmis kolonilerin ¢ogaltilmast sonucu farkli pasajlarda da hiicreler
degerlendirilmistir. Calismamizda, erken pasaj olarak p0O, p6, p7 ve p8; ileri pasaj
olarak >p21 hicreler kullanilmigstir. Literatirde uPKH’lerin metabolik 6zellikleri,
bilhassa son yillar i¢erisinde detayl calisilmistir. Bu ¢calismalarin cogunda uPKH’ler,
EKH veya olgun fibroblastlarla karsilastirilmig ve genellikle incelemeler >5-10
pasajlarda yapilmistir. Calismamizda, en klgik pO ve >21. pasajlar yaninda, heniiz
programlanmanin ¢ok erken dénemlerinde (7. - 28. gilinler aras1) deneyler yapilmus,
uPKH iiretiminde baslangig hiicresi olarak kullanilan MKH’ler (p2-p5), kontrol olarak

esas alimmustir.

4.2.1. Standart Kosullarda Yeniden Programlama ve uPKH Kiiltur

Sirecinin incelenmesi

A. Yeniden Programlama Sureci
a) Morfolojik incelemeler
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Polisistronik KIf4—Oct3/4-Sox2, cMyc ve KIf4 seklinde ii¢ vektor hazirhig
iceren Sendai 2.0 kiti kullanilarak MKH’lerden uPKH ¢ogaltmak {izere kolonilerin
elde edilme sureci, ortalama 1 aylik zaman dilimini kapsamistir. Dondurulmus olarak
saklanmakta olan pasaj 3 (p3) - MKH’ler ¢6ziilmiis ve DMF10 besiyeri ile beslenerek
bulundugu hiicre kabinda belirli yogunluga eristiklerinde (Sekil 4.11-Foto. 1) EDTA
ile toplanmis ve 1x10° (Sekil 4.11-Foto. 2), 1,25x10° ve 1,5x10° olmak (zere, 6
kuyucuklu plagm jelatin ile kaplanmis 3 ayr1 kuyucuguna ekilmistir. Ekim yapilan
hicre sayisinin ertesi giin 2 katina ¢iktigi varsayilarak, en uygun (¢ok yogun veya
seyrek olmayan) hiicresel yogunluga sahip hiicre popiilasyonu (6nceki giin 1x10°
olarak ekilmis olan) i¢in hesaplanan miktarda virts yukid, DMF10 besiyeri ile
hazirlanmis ve ortama eklenmistir (Yeniden Programlama - YP/Uyarim). Uyarim
sonrasi ilk giinden itibaren 28. giine kadar olan siirecte segilen bazi mikroskopik
goriintiller asagida verilmistir. Genel olarak gorintiler 4X  buyutmede

fotograflanmistir. Daha biiyiik olanlar, fotograflarin altinda ayrica belirtilmistir.

p4-MKH-100000

1. p3-MKH 2. 3. YP-lgin

i

4. YP -5.gln (Matrigel kapli 5. YP - 6.gin (Matrijel kapli 6. YP -12.gun
plaga ekim igin istenilen plaga aktarim sonras ertesi
yogunluga ulagilmis olan giin)
gorinim)
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7. YP - 13. giin (10x) 8. YP - 13.giin (20x) 9. YP - 13. giin (40x)

10. YP - 17.gin 11. YP - 17.giin (10X) 12. YP - 17.giin (20X)

16. YP —21. gin (10x) 17. YP —21. gin (20x) i 18. YP —21. gin (40x)

19. YP - 24.giin 20. YP - 25.giin 21. YP - 28.giin

Sekil 4.11. uPKH elde etme siireci-mikroskop goruntuleri.
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Uyarimin 5. giiniinde jelatin kapli kuyucuklarda olduk¢a yogunlasmis olan
hicreler (Sekil 4.11. Foto. 5) akutaz enzimi uygulamasi ile hiicre kabindan toplanarak
matrijel kapli kuyucuklara aktarilmistir. Uyarimin 12. giinilinde, hiicre kabinin kimi
bolgelerinde bulunan hiicrelerde belirgin morfolojik degisiklikler ile birlikte yer yer
kolonilesme egilimi gorilmis, kimi bolgelerde ise MKH’lerin karakteristik igsi
goriinimiiniin korundugu goézlenmistir. 17. giine gelindiginde, ilk siki (kompakt)
koloni yapis1 farkedilmistir (Sekil 4.11 - Foto. 11). 20. ginde go6rulen kolonideki
(Sekil 4.11 - Foto. 14) kahverengimsi renk degisiminin oldugu bdlgelerin (uPKH
kolonilerinin ideal yapisinin  bozulmasi), farklilagma gostergesi oldugu
disiiniilmistiir. Mikroskop ile 40X’e kadar biiyiitiilerek incelenen hiicrelerden
saf/saglikli/farklilasmamis olan kolonilerin goérsel segilimi; oldukga siki bir sekilde bir
araya gelmis, sinirlar1 belli ve seffaf goriiniim ile saglanmistir. Ornegin, 24. giinde
¢ekilmis olan fotografta (Sekil 4.11 - Foto. 19) gorilen hiicre kiimesinin merkezinde
farklilagsma baslamis olsa da uzanti seklindeki seffaf kismi, saglikli uPKH’ler olarak
degerlendirilmis ve koloni se¢ciminde bu bolgelerin kesilerek alinabilecegine kanaat
getirilmistir. Uyarim sonrasindaki 28. giinde, hiicre kaplarmin kimi kisimlarinda
oldukga saf uPKH kolonilerine (Sekil 4.11 -Foto. 21) rastlanilmis, kimi bolgelerde ise
siradist bir sekilde yogunlugu artan MKH’lerin yuzeyi kaplayan desen benzeri

obeklesmeler gostermesi dikkat ¢cekmistir (Foto. sunulmamustir).

Standart YP siireci devam ettirilen hiicreler ayrica elektron mikroskobu ile ince
yap1 Ozellikleri agisindan MKH’ler ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.12).
YP’nin 18. giiniinde bakilan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin oldukca belirgin ve kromatik
yapida oldugu gozlenmistir. Sitoplazmanin organeller acgisindan fakir goriiniimlii
oldugu dikkat ¢ekmis ve yogunlukla hiicre iskeleti izlenmistir. Graniillii endoplazmik
retikulumun (GER) belirgin ve hucrelerin mitokondrilerinin, MKH’ler veya HKH’ler
gibi potentligi nispeten (uUPKH’ye gore) azalmis olan kok hiicreler i¢in karakteristik
olarak tanimlanmis ve tdbller yapida oldugu goriilmiistir. Tubtler mitokondri
yapisinin bazen primed olarak ifade edilen uPKH’lerde de rastlanabildigine dair bilgi
edinilmistir (121). Somatik hicrelerin mitokondriyal morfolojilerinin yeniden
sekillenmesi, YP sirasinda beklenilen dramatik degisikliklerden biridir. Hicrelerin
sitoplazmasinda goriilen vakuollerin, genislemis, diiz endoplazmik retikulumun

sisternalar1 olabilecegi diisiiniilmiistiir. Hiicrelerin ortalama ¢ap1 15 mikrometre olarak
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dl¢iilmiis ve apoptotik hiicre oran1 1/100 olarak belirlenmistir. Inceleme esnasinda, bir
hiicrenin kenarinda omegazom (GER membraninda otofajik vakuol onciilii yapi)
benzeri yapi ile karsilasilmistir. Genel olarak, yuvarlak sekilli filopodlara sahip
hiicrelerle karakterize olan YP’nin 18. giiniindeki hiicrelerde heniiz pluripotent
Ozelliklerin 6ne c¢ikmadigi, daha ziyade MKH gorinimiiniin baskin oldugu,
sitoplazmanin ¢ekirdek etrafinda MKH’ye gore daha dar bir alanmi kapladigi
farkedilmistir.

Sekil 4.12. YP’nin 18. giiniindeki hiicre grubunun ince yap1 6zellikleri

(C:cekirdek, n:nukleolus, v:vakuol, m:mitokondri, s:sapkali mitokondri, g: GER
sisternalari, f: filopod.)

Baslangi¢ hiicremiz olan MKH’ler, olgun hiicre olmayip, (multipotent) kok
hiicre olmalar1 nedeniyle ¢ekirdekleri belirgin niikleoluslu, 6kromatiktir. Incelenen
kesitlerde, farkli boyut ve morfolojide ¢ekirdekler gorilmistir (Sekil 4.13).
MKH’lerde GER gelismis, golgi kompleksi belirgin olarak gézlenmistir.
Mitokondriler uzun, tiibiiler goriinlimliidir. MKH’lerin sitoplazma membran
siirlariin diizensiz ve filopod ile lamellipod yapilari bakimindan zengin oldugu

farkedilmistir. Ortalama hiicre ¢ap1 16 mikrometre (um) olarak Sl¢iilmiistiir. Cekirdek
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sitoplazma oraninin yeniden programlanmakta olan hiicrelere gore azalmis oldugu

gozlenmistir.

Sekil 4.13. MKH grubunun ince yap1 6zellikleri-3 farkli kesit incelemesi.

(C:cekirdek, n:nukleolus, m: mitokondri, I:lamellipod, f:filopod, g:GER, G:Golgi)

b) Metabolik/Mitokondriyal Parametreler ve Kokliiliikk Agisindan
Incelemeler
Uyarim/YP siirecinin farkli giinlerinde toplanan hiicreler (Sekil 4.14’te akim
sitometri dl¢limlerini gosteren grafiklerde “IPS” seklinde ifade edilmistir) ve kontrol

olarak MKH’ler (Sekil 4.14°te akim sitometri 6l¢ciimlerini gosteren grafiklerde “MSC”
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olarak ifade edilmistir) icin mitokondri Kitlesi (MitoTracker, MT), ROS ve ALDH
diizeylerinin Olglimleri yapilarak metabolik silire¢ agisindan degerlendirilmek

istenmistir. 7. giindeki 6l¢tim grafikleri Sekil 4.14°te verilmistir.
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Sekil 4.14. YP’nin 7. gliniindeki hiicreler ve MKH’lerin akim sitometrik 6lglimleri.

(*YPH: Yeniden Programlanan Hiicreler)
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Grafiklerde, ilgilendigimiz hiicre popiilasyonlarint  belirtmek iizere,
boyanmamis (herhangi bir belirteg/boya eklenmemis) kontrol hiicrelerine gére alinmis
olan kapilar yiizde olarak gosterilmis, ROS ve MT floresans yogunluklarina gore
parlak, dim (soluk) veya dim/negatif boyanan hiicre oranlari incelenmis, ayrica
ortalama/orta floresans yogunlugu (Mean/Median Fluorescence Intensity, MFI)
degerleri de dikkate alinmistir. Mitokondrinin tiyol (thiol, stlfidril/-SH) gruplarina
baglanarak yalnizca canli hiicreleri boyayan/isaretleyen MT (242) ile muamele edilmis
olan MKH’ler ve uyarimin 7. giiniinde olan hiicreler MT ile ylksek oranda (hicrelerin
>9%99.7) boyanmistir. MT boyanma derecesini yansitan ortalama MFI degerleri,
YP’nin 7. giiniinde olan hiicreler ve MKH’lerde sirayla, 542,037.56 ve 341,084.48

bulunmustur.

Hicrelerin MT ifade derecesine gore analizinde ise, MKH’lerin %47.6’sinin
MT ifadesinin parlak oldugu, %49.9’unde ise dim boyanma oldugu dikkat ¢cekmistir.
YP hiicrelerde de bu oran farkli iki inceleme sonucunda %53.1 parlak ve %44.8 dim
olarak bulunmustur. Bu analizler sonucunda MT ifadesinin MKH’ler ve YP’nin 7.
giiniinde benzer oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin ROS seviyelerine bakildiginda ise
hem MKH’lerin, hem de YP’nin 7. gliniindeki hicrelerin tamamina yakininda ROS
aktivitesi bulundugu (%99) goriilmiistir. ROS boyanma derecesini gosteren MFI
degerleri dikkate alindiginda, YP’nin 7. glintindeki hucrelerde, MKH’lere gore ROS
MFI degerleri daha diisiik (sirayla, 4,142,676.89 ve 5,017,913.79) bulunmustur.
MKH’lerin i¢inde, ROS parlaklig1 yiliksek hiicre oraninin %66 oldugu, YP’nin 7.
gundndeki hucrelerin analizinde ise, ROS en parlak hiicrelerin oraninin %39 oldugu,
dim alanin oraninin %50 civarinda oldugu dikkat ¢ekmistir. YP’nin 7. giiniinde
degerlendirilen ALDH 6l¢timlerinde, ALDH pozitif hiicre oranint MKH’lerde %63,8
iken yeniden programlanan hiicrelerde %80 olarak bulunmus, ALDH pozitif hiicreler

arasinda parlakligi en yiiksek hiicrelerin oran1 ise %20 olarak saptanmustir.

YP’nin 10. ve 13. giinlerinde akim sitometri degerlendirmesi yapilamayan

hicreler, ROS kiti ve MT ile boyanarak floresans mikroskop altinda incelenmistir.
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Aydmlik alan ROS boyama MT boyama

MKH

YP -10. gun

MKH

YP -13. giin

Sekil 4.15. YP’nin 10. ve 13. gunlerindeki hiicrelerin aydinlik alan ve floresan
boyama, gorintileri (20X).

Negatif kontrol olarak kullanilan ve baslangi¢ hiicresi olan p5 MKH’lerde
hiicresel yogunlugun ve boyanmanin fazla oldugu goriilmiis, YP'nin 10. ve 13.
glinlerinde olan hicrelerin de MT ve ROS ifadesi agisindan pozitif boyanma 6zelligine
sahip olduklar1 gozlenmistir. Aydinlik alan gorlntiileri ile
cakistirlldiginda/karsilastirildiginda, ROS ifadesinin tim yeniden programlanan
hiicrelerde pozitif oldugu, MT OGl¢limlerinde ise bazi alanlardaki hiicrelerde (YP 10.
giin) boyanmanin daha diistik oldugu dikkat ¢gekmistir. Ayrica, YP nin erken agsamasi



124

olmasina ragmen hiicrelerin morfolojisinde, fibroblastoid goriiniimiin kismen epiteloid

olmaya bagladig: farkedilmistir.

Diger taraftan, YP’nin 12., 15. ve 18. ginlerinde de olglimler alinmaya
calistlmis ve MKH’ler ile kiyaslandiginda YP siirecindeki hicrelerin toplam
popllasyonlarinin olduk¢a az ve dagmik oldugu gozlenmistir. Genel olarak
degerlendirilecek olursa, ROS MFI degerlerinin, YP’nin 12. , 15. ve 18. gunlerinde
(1,224,411.45,1,680,465.81 ve 1,112,606.27) , 7. gline (4,142,676.89) kiyasla azaldig1
goriilmiis, >%40-50 hiicrede (12, 15, 18. giinler sirayla, %45, %40 ve %56) ROS
ifadesinin dim/negatif oldugu dikkati ¢ekmistir. MT analizlerinde ise, 12. gun
degerlendirme yapilamamis; 15 ve 18.giinlerde, %43 ve %50 oraninda hiicrede MT
dim/negatif hiicreler oldugu gézlenmistir. ALDH analizleri de 12. ve 15. glnlerde

sirayla, %59 ve %59 oraninda dim pozitif olarak degerlendirilmistir.

c) Yiizey Belirtegleri Agisindan Degerlendirme

Uyarimin farkli glinlerinde CD29, Oct4 ve SSEA-4 yuzey belirteglerinin

diizeyleri akim sitometri ile degerlendirilmistir (Sekil 4.16).

YP baslatilan hiicrelerde 12. giinden itibaren MKH belirteci olan CD29
ifadesinin kayboldugu (<%?3) goriilmiistiir. Genel hiicre popiilasyonunun daginik ve
en fazla %10 civarinda Olglildigi testlerde, SSEA-4 ve Oct4 yizdesi
degerlendirildiginde pluripotentlik belirteci olan Oct4’iin <%2 oldugu ve bu
asamadaki hiicrelerde heniiz pozitiflesmedigi; SSEA-4 duzeyinin, ilk koloni
olusumlarinin goriilmeye basladigi 12. giinde %45 saptandigi, ancak 15. ve 16.
giinlerde %10 seviyesine diistiigl, 18. giinde ise %3,9 oldugu, Sekil 4.16°daki Slgiim
grafiklerinde goriilmektedir. Boyanmamig/antikor ile isaretlenmemis hiicreler, negatif

kontrol olarak temel alinmustir.
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Sekil 4.16. YP’nin 12. ve 15. glnlerindeki hiicrelerin karakterizasyonu.
(CD29, Oct4 ve SSEA-4)




126

Neg' I g ot 1o ot n e ot ko ] [ ot 12: 0t munwots amakt . 3] [ iz Plot o3t WUk iNDas KURAKT KO (] [T 2 P 14 0 e s ot ko ¢ ]
Kont T CEATE. Mo Gating] o CoATED (P2in ain o _GBATE) F2in ) o CEATE) P2 in s
g £ i g S g M
&1 r2 g ] £ ~ g l
2| 18% <2 Ll 2 -~
i3 1 |l3e | ig | iz J
g P | E £ i g -
- i T T T = Jrm nu...‘m;‘i%...ﬁ% = -t m...m’ﬁ\.';_.m. T 'm%
c [] §000000 10.000.000 10777205 Wl Wt W2 Wl W A R T2 P
S FSCA FITCA PEA Apca
= COCEE RaAE|000EE ZQAN|000EE =SAD|000EE =&
©
< [ Test |[zmasemms XF3mammpees X5 gemmees s gusmpens X
o R =4 2 R
> 2 E_ Do §_ E 0w
€1 r2 g r— 2 £7 -
g2 | 13w - s 52 £ [
#g T i L gg g )
I iy .
0 SO0 0000 18777215 AT e A e T2 B S e e e’ S Sl e i S B
FSC.A TITCA PEA APCA
JOoREY =EE|(|0opEE SRE|ooolRE EQE|EooRE =& E
Neg r -:: h:':n;:um-wvm &J r‘:_ mn;:rrunm«aw N r ::: n;;u;::;nuwm & F;._: D;;A.n;,-:‘:oumw &
Kont. | =1 , : 2
E| | g g g
g1 | g &1 : g |
<*| | <2 <F | < \
it | i1) £ /
LY | L ‘ g / g
| i d / ¢ s
| e Zl | / J| ‘e ,
o 4y - vt o v v v T e v v | © % v v v e v o v vrew v o e v |
0 SI00000 MIONG  WITLIN e e e e e g & (¥ MO e i e 2 B e i R e e e
c A nrea rea CA
= - - -
o CEOoEFE SQE COOESE SN0 EsE =2
2 TeSt & } n:‘;)'n'z"-:;:uwv & r 2‘ uuzu-num &l
' 5 ] |
D_ = 4
> g g
2 E1 e
< «® |
i i)
§ £
D SMON0 MEOXS  WITLNS P el e e e e 2 B Yo i e el e
FICA oA APCA
CO0EE =2E CO0EE EAN|CooEE SAE

Sekil 4.17. YP’nin 16. ve 18. gunlerindeki hiicrelerin karakterizasyonu

d) Gen ifadesi A¢isindan Incelemeler

Uyarimin 21. giiniindeki hiicrelerden alinan 6rneklerde, secilen pluripotentlik
genlerinin (Oct4, Sox2, cMyc, Nanog, Rex1, KIf4, TERT, UTF1, DNMT3a ve CDH1)
dizeyleri kantitatif PCR ile incelenmis ve analiz sonucu olusturulan grafik sekil
4.18’de sunulmustur. PCR sonuglarini normalize etmek {izere, tiim oOrneklerde
nispeten sabit miktarlarda bulunan bir gen dizisine sahip olan p-actin, korunmus gen
olarak, kontrol amagli kullanilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan MKH’lere gore
normalize edilen RT-PCR verilerinde pluripotentlik gen duzeyleri, pozitif kontrol

olarak >p5 uPKH’ler ile karsilastirilmistir.
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Gen ifadelerinin degerlendrildigi deneylerde teknik tekrar olarak 2 olgiim

sonucu esas alinmistir, biyolojik tekrar bulunmadigindan grafiklerde hata ¢ubuklari

verilmemistir.
YP Siirecinde Pluripotentlik Gen ifadesi
12.00
8.00
N
oo
o iy
= Pozitif Kontrol
£ 4.00
o YP 21.gln
)
N4
0.00
Q% % ¢ Y o T % O @ @
RES %c\ 0% 2 ¥ (/e /y@/\ %
-4.00

Sekil 4.18. Standart YP siirecindeki hiicrelerin degerlendirilmesi.

Hiicrelerin toplanildig 21. glinde, koloni olusumlar1 gozlenmeye baslamis olsa
da heniiz programlanmis koloniler se¢ilmemis, toplanan hiicre kabinda, kaynak hicre
olan p4 MKH’lerin yogunlukta oldugu bir hiicre popiilasyonu test edilmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan uPKH’ye doniismiis hiicrelerde Oct4, Nanog, Sox2, Rex],
TERT, DNMT3a, CDH1 gibi pluripotentlik belirteglerinin belirgin yiiksek oldugu
gorulmektedir. YP baslatilan hiicrelerin, YP’nin ¢ok erken asamasinda ve ¢ok az
sayida programlanan hiicre oldugu halde, pluripotentlik belirteclerini, Nanog ve UTF1

harig, katsayi diisiik de olsa ifade etmeye basladig goriilmiistiir.

B. uPKH Kiiltiir Siireci - Erken ve Geg Pasaj uPKH’lerin incelenmesi

TUBITAK 1003 programi destekli “uPKH Banka Prototipi” projesi
kapsaminda daha 6nce, OSKM faktorlerini tasiyan Sendai viriis transdiiksiyonu ile
iiretilmis, karakterize edilmis ve azot tankinda saklanmakta olan insan MKH kaynakli
uPKH’lerden p5 ve p20 hiicreler ¢6ziilmiis, her giin E8 besiyeri ile beslenerek bir pasaj
ilerletildikten sonra gunliik mikroskopik takipleri yapilmis ve ROS ve MT boyamalari
ile metabolik, ALDH boyamasi ile de kokliiliik agisindan degerlendirilmistir. Ayrica
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ince yap1 ozelliklerinin ve pluripotentlik gen ifadelerinin incelenmesi igin hticreler

ayrimistir.

a) Morfolojik incelemeler

Paralel kiiltiire alinan erken ve ge¢ pasajlardaki hiicreler, 6 kuyucuklu plaklara

az yogun ekilmis ve 9 giin boyunca her giin beslenerek ¢ogaltilmistir.

p6-7.gln p6-8.giin p6-9.gln

Sekil 4.19. Erken pasaj (p6) uPKH kltir sireci - mikroskop goruntileri.

Gunluk mikroskopik incelemelerde, hticrelerin morfolojik olarak oldukca
karakterize uPKH kolonileri olusturduklart gozlenmis, herhangi bir farklilasma

belirtisi ile kargilagilmamustir.
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P21-1.g0n

P21-2.gln

P21-4.gun » ‘P21—5.gUn P21-6.gun

P21-7.gln P21-8.gln P21-9.giin
Sekil 4.20. Geg pasaj (p21) uPKH kultur sureci - mikroskop goriintdleri.

Elektron mikroskopik ince yap1 analizlerinde (Sekil 4.21), p6 grubu hicrelerin
sitoplazmalarindaki elektron yogunlugunun MKH grubuna gore daha fazla oldugu
(hiicresel igerigin fazla oldugu) goriilmistiir. Cekirdek morfolojileri birbirine benzer
yapida (polimorfik degil) ve 6kromatiktir. GER az gelismis goriinmekte ve graniilsiiz
endoplazmik retikulum (DER) sec¢ilememistir. Golgi kompleksleri gelismemistir.
MKH ile kiyaslandiginda, cekirdek etrafinda yerlesimli daha fazla mitokondri
goriilmiistiir. Mitokondriler globiiler goriiniimlii ve krista yapilart ayirt edilmektedir.
Ayrica uPKH’lerdeki krista yapilari, MKH’lerin tiibiiler mitokondrilerine gore daha
az gelismistir. uPKH’lerde, membran uzantilar1 az veya yoktur. Erken pasaj (p6)
UPKH grubunun genel karakteristigi, otofajik vakuolleri olan ve yuvarlak sekilli

hiicrelerdir. Cekirdek sitoplazma orani ¢ekirdek lehine biiytiktiir.
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LIS TS
Sekil 4.21. Erken Pasaj (P6) uPKH grubunun ince yap1 6zellikleri.
(C:cekirdek, O:otofajik vakuol, m:mitokondri (ok ile isaretli))

p21 grubu incelendiginde (Sekil 4.22), cekirdek sitoplazma orani yiiksek,
belirgin cekirdekcik (niikleolus) i¢eren hiicreler gorilmiistiir. Cekirdek sitoplazma
orant MKH grubuna ve erken pasaj gruplarina gore ¢ekirdek lehine artmistir. 10

hiicrede 2 tane apoptotik hiicreye rastlanmistir. Az sayida nekroze hiicre goriilmiistiir.
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Sekil 4.22. Geg Pasaj (P21) uPKH grubunun ince yap1 6zellikleri.
(D: Nekroze hiire ¢ekirdegi goriilmekte. C:gekirdek, n:gekirdekgik, m:mitokondri)

p21 hiicreler organelden fakir, mitokondri say1 ve biyuklukleri erken pasaj ve
MKH grubuna gore az olarak degerlendirilmistir. Mitokondriler globiiler
goriniimlidiir. Yer yer ¢ekirdegi sikistirmis, ir1 vakuolleri olan hiicrelere rastlanmastir.
Hicrelerde filopod, lamellipod gibi membran farklanmalar1 yoktur. p21 grubu, uPKH

ile uyumlu ince yap1 6zelliklerine sahip hiicreler olarak degerlendirilmistir.

Ardisik (p22) ve ilerletilmis ge¢ pasajlar (p27), p21 ile karsilastirilarak,
aralarinda ince yap1 Ozellikleri agisindan fark olup olmadigini tespit etmek {izere
yapilan degerlendirmede, p22 grubu hiicrelerin belirgin niikleoluslu, 6kromatik
cekirdege sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.23). Cekirdek sitoplazma oraninin p21,
erken pasaj ve MKH grubuna gore ¢ekirdek lehine arttigi hiicreler izlenmistir.
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Hicrelerin sitoplazma alanlarmin  biiyiik kismimi organellerin  almis oldugu

gorilmiistiir.

Sekil 4.23. Geg Pasaj (p22) uPKH grubunun ince yap1 6zellikleri.
(C:cekirdek, m:mitokondri, oklar hiicreler aras1 etkilesimi gostermektedir.)

p22 grubunda, golgi ve GER gelismemis, hiicrelerin temas yerlerinde genis ve
sik1 baglantilar dikkat ¢ekmektedir. Hiicre membrani diizgiin ve yilizey farklanmasi
gostermemektedir. Az sayida otofajik vakuol ve globuler gorinimli mitokondriler

izlenmistir. Mitokondrilerin diger gruplara gére biiyiik ancak krista sayisinin olduk¢a
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az oldugu goriilmiistiir. p22 grubu hiicreler p21 ile kiyaslandiginda, bir pasaj ilerlemis

olmasina ragmen organel oranindaki artis dikkat gekmektedir.

p27 grubu hicrelerde ¢ekirdek sitoplazma orani1 p22, p21, erken pasaj (p6) ve
MKH grubuna gore artmis olarak gézlenmistir (Sekil 4.24). Mitokondri sayisinda artig
goriilmiistiir. Sitoplazmada otofajik vakuollere ve glikojen partikillerine rastlanmustir.
Hicreler arasinda genis baglant1 birimleri (fasia adherens) ve birden fazla nikleolusu
olan hiicreler goriilmiistiir. Hiicre membranlarinda filopod ve lamellipod goriilmemis,
yer yer nekroze hicreler ayirt edilmistir. Hiicreler p22’ye gore, UPKH yapisinin

oOzellikleri ile daha uyumlu olarak izlenmistir.

(C:¢ekirdek, n:niikleolus, kalin oklar hiicrelerarasi baglantilari, ince oklar tiibiiler
mitokondrileri gostermektedir.)
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b) Metabolik/Mitokondriyal Parametreler ve Kokliiliikk Ag¢isindan
Incelemeler
Erken ve ge¢ pasaj uPKH’ler, metabolik agidan ROS ve MT duzeyleri ile
kokliiliikk belirteci olan ALDH ifadesi ag¢isindan degerlendirilmistir. Ayni grup
hiicreler i¢in akim sitometri 6l¢timleri, farkli glinlerde 5 kez tekrarlanmistir. Cihazdan
alian (ham veri) 6l¢lm grafiklerinden drnekler Sekil 4.25’te verilmistir. Grafiklerde,
her boyama, kendi negatif (boyasiz) kontroliine gore alinan % degerli kapilarla (gate)

gosterilmektedir.
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Sekil 4.25. Erken ve ge¢ pasaj koloniler i¢in 6rnek ROS, MTve ALDH o6lglimleri.
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Sekil 4.25°te grafikleri verilen se¢ilmis 6rneklerin analizinde, erken ve geg
pasaj hiicrelerde MT ve ROS pozitiflik oraninin benzer sekilde >%99 oldugu, ancak
hlcrelerin icerisindeki mitokondri ve ROS yogunlugunu gosteren ortalama MFI
degerlendirmesinde, pasaj ilerledikce MT (p6: 110,824.59 ve p21: 16,054.42) ve ROS
(p6: 854,803.82, p21: 216,708.01) parlakliginin belirgin azaldigi goriilmiistiir. Bu
durum, pasaj ilerlemesi ile birlikte kokliiliglin artmasiyla hiicrelerde mitokondri
metabolizmasinin azaldigini diisiindiirmiistiir. Histogram analizlerinde ise, MT dim ve
parlak boyanan hiicrelerin orani erken pasaj hiicrelerde %56.2 ve %34.8 bulunmus,
ge¢ pasaj hicrelerin ise %55.1’inin  parlak, %28.2°nin dim/negatif boyandigi
gorilmistir.  Bulgular,  metabolik/mitokondriyal ~ parametrelerin,  uPKH
karakterizasyon belirteci olarak uygun olabilecegine isaret etmektedir. Hiicrelerin
kokluluk dizeyini gosteren ALDH analizlerinde ise ge¢ pasaj hicrelerde ALDH
dagilimmin daha genis oldugu ve parlakligi artmis olan ve kokliliglin yliksek
oldugunu gosteren popiilasyon oraninin %35 civarinda oldugu goriilmiistiir. Ancak,
genel olarak MFI degerlerine bakildiginda erken pasaj hiicrelerin daha yiiksek MFI'ye
sahip oldugu goriilmektedir (sirayla, 796,716.45 ve 407,377.47). Ayrica, ge¢ pasaj
hiicrelerle kiyaslandiginda erken pasaj hucrelerin kontrol 6rneginde dagilimin geg
pasaja gore farkli oldugu, daha yiiksek otofloresans gosterdigi gorilmiistiir.

Akim sitometrik olarak 5 kez tekrarlanan MT ve ROS boyamalar: i¢cin MFI
(Test/Kontrol), ALDH i¢in ise % degerler GraphPad ile analiz edilmis ve
grafiklendirilmistir. Geg¢ pasaj uPKH’lerin MT ve ROS parlakliginin ve % ALDH
diizeyinin erken pasaj uPKH’lere gore daha diisiik oldugu goriilmiis, T-Test ile
degerlendirildiginde ROS dl¢limlerinde istatistiksel anlamli degisim oldugu

saptanmustir. Sonuclar Sekil 4.26°da verilmektedir.
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Sekil 4.26. Erken ve gec pasaj uPKH’lerde MT, ROS ve ALDH igin akim sitometrik
6lglim sonuglarinin degerlendirilmesi (n=5).

€) Yiizey Belirtegleri Acisindan Degerlendirme

UPKH karakterizasyonuna yonelik, erken pasaj olarak p8, ge¢ pasajlar olarak
da pl18’den itibaren p27’ye kadar her 3 pasajda bir olmak lizere yiizey belirtegleri
acisindan akim sitometrik Ol¢lim yiizdeleri degerlendirilmistir. Ayni dondre ait

hicrelerin erken ve gec pasajlar1 ayni klondan gelistirilmistir.
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Tablo 4.3. Erken ve ge¢ pasaj uPKH’lerin %yzey belirtecleri

Pasaj no CD29 SSEA-4  Oct4
(FITC) (APC) (PE)

p8 14 95,2 70,9

pl8 0,7 99,9 94,8

p21 1,0 99,6 85,5

p24 0,9 97,6 93,2

p27 0,6 98,5 86,4

MKH’ler igin ayirt edici bir belirteg olan ve uPKH’ler igin negatif kontrol
olarak degerlendirilen CD29-dlizeyleri %2’nin altinda, uPKH’ler i¢in ayirt edici olan
ve ifade diizeylerinin yiliksek olmasi beklenen SSEA-4 ve Oct4 seviyeleri %70.9-
%94.8 araliginda Slgiilmiistiir.

d) Gen ifadesi A¢isindan incelemeler

Kantitatif PCR ile gen ifade duzeyleri erken (uPKH goriiniimii tasiyan
hiicrelerden koloni se¢imi sonrasi gelistirilen ilk pasaj, p0) ve ge¢ pasaj (pl4)
karsilastirmalar1 yapilmistir. Burada pO hcreler, YP sirecinde segilerek ayri kiiltiir

kabina alindiklarinda olusan ilk koloni popiilasyonlarini temsil etmektedir.

Erken-Geg Pasajlarda Pluripotentlik Gen ifadeleri

16.00

12.00
>
g 800
~
@
£ 4,00 I I
©
i [ |

0.00 -

o0 & o 4 A b 2 G O,

4.00 % % % %%o W U N %

Pozitif Kontrol p0 mP14

Sekil 4.27. p0 (erken) ve p14 (gec) uPKH’lerin degerlendirilmesi.

Livak yontemine gore analiz edilmis olan (normalizasyon negatif kontrol olan
p4 MKH’ye gore yapilmistir) RT-PCR verileri, Sekil 4.27°de ¢ubuk grafik ile
sunulmustur. Her iki pasaj (p0 ve p14) hiicre grubunda da Oct4, Sox2, Nanog, Rex1,
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TERT, DNMT3a ve CDH1 gen ifadeleri pozitif kontrol olarak kullanilan rnegin (>p5
UPKH) degerlerine yakin bulunmustur. Pozitif kontrolde de ifadesi yiiksek olmayan
cMyc, KIf4 ve UTF1 genlerin ifade dlzeyleri disinda tim gruplardaki gen ifade
seviyelerinde >4 kat artig goriilmiistiir. YP’yi takip eden p0 asamasinda heniiz ifadesi
diisiik goriilen UTF1 ifadesinin de pasaj ilerledikge artan egilimde oldugu
goriilmistir. TERT, DNMT3a ve CDH1 ifade duzeyleri, tim gruplarda ifade
diizeyleri en yiiksek (Kat farki= 8-12) olan genler olarak gortlmektedir.

4.2.2. Olumsuz Kosullar Olusturularak Yeniden Programlama ve

UPKH Kiiltiir Siirecinin incelenmesi

A. Besleme Periyodu Degisikligi Yapilan uPKH’lerin incelenmesi

uUPKH kaltur strecinde, standart protokolde, hiicrelere her gin besleme
(besiyeri/medium degistirme) yapilmaktadir. Deney surecinde her gin beslenen
hiicreler, “iyi koloni” olarak ifade edilmistir. U¢ glinde bir (standart disi-olumsuz
kosul) besleme yapilarak olumsuz kosulun olusturuldugu hticreler (kotl koloniler) igin
bu bolimde, erken (p7, p8) ve gec pasaj (p24, p28) gruplarinda hiicresel ve metabolik
parametrelerdeki degisiklikler ile ilgili bilgi edinilmeye ¢aligilmstir.

a) Morfolojik incelemeler
Asagida sunulan 1yi ve kotii koloni 6rnekleri ortalama 5. glinde fotograflardaki

goriinimii kazanmislardir.

Erken Pasaj/lyi Koloni Erken Pasaj/Kotl Koloni

Sekil 4.28. Erken pasaj - Iyi ve kotli uPKH’ler - mikroskop gorntileri.
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Gunlik beslenerek mikroskopik incelemelerle takip edilen siki koloniler,
siirlari diizgiin/belirgin, ylizeyi seffaf ve birbirleri ile temas etmeyecek sekilde hiicre

kabinda dagilarak "iyi kolonileri" temsil etmistir.

Geg Pasaj/lyi Koloni - Geg Pasaj/Koti Koloni

Sekil 4.29. Geg pasaj - Iyi ve kotii uPKH’ler - mikroskop gériintileri.

Ug giinde bir besiyeri ekleme planlamasiyla besleme diizenine yapilan
mudahale (manipulasyon) ile birlikte hicrelerin koloni sikiliklari (kompakt yapr1)
azalmis, olii/tutunamayan/yiizen hiicre sayis1 artmis ve 6zellikle koloni merkezinde
goriilen kahverengimsi yogunlagmalar, farklilagsmay:1 diisiindiiren ve “istenmeyen

(kotii) koloni” olarak ifade edilen grubun karakteristigi olmustur.

b) Metabolik/Mitokondriyal Parametreler ve Kokliilikk Agisindan
Incelemeler
Akim sitometrik Olglimlerde (Sekil 4.30) koti koloni popiilasyonlarinin
oldukca az hiicre icermesi ve daginik bir goriiniime sahip olmasi dikkat ¢cekmektedir

(Koth koloniler-sag siitun).

Iyi-kétii koloniler igin yapilan akim sitometri dlgiimlerinde, kotii koloni
popiilasyonlarinin, olduk¢a konfluent gériiniime sahip bir hiicre kabindan toplandiklari
diisiiniildiiginde beklenilenden az olmasi, tutunma yeteneklerinin azalmasinin bir
sonucu olarak, O0lgime hazirlanan hiicrelerin yikama asamalarinda kayba ugramis
oldugunu diisiindiirmiistiir. K6tii koloni 6lgtimlerinde, daginik hiicresel goriiniimde,
ROS boyamalarimin pozitif alanda iki ayrilmis popiilasyon olarak karsimiza ¢ikmasi,

bu hucre populasyonunun farklilasma belirtisi gosteren hiicreleri de igerdiginden



141

hetereojen oldugunun/farkli metabolik aktivite gosteren hiicre popiilasyonlarinin bir

arada bulundugunun gostergesi olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Iyi Koloniler Kot Koloniler
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Sekil 4.30. Iyi — kotii koloniler icin ROS, MT ve ALDH 6lgtimleri.
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Erken pasaja ait mitokondriyal parametreler i¢in temsili 6lgtim grafikleri Sekil
4.30°da verilmistir. ROS ve MT diizeyleri agisindan iyi koloniler (MFI: 286.432,47 ve
27.223) kotu koloniler ile (MFI: 464.124,92 ve 49.213) kiyaslandiginda, koti
kolonilerde parlaklik degerlerinin (floresans yogunlugunun) belirgin arttig1
gorulmektedir. Bes farkli giinde yapilan degerlendirmelerde de benzer egilim
gozlenmistir. Kotl kolonilerde ROS ve MT boyamalarindaki MFI degerlerinin yiiksek
olmasi, hiicrelerin farklilasmaya gittigini ya da stres cevabi olarak hiicre canliginin
etkilendigini, buna karsin iyi kolonilerin uPKH 6zelliklerini koruduklarini (MT ve
ROS parlakliklar1 dim/daha diisiik) diistindiirmiistiir.

€) Yiizey Belirtecleri Agisindan Degerlendirme

Iyi ve kotii olarak ifade edilen kolonilerin yiizey belirtecleri agisindan
degerlendirmesinde, ileri pasajlarda (p21 ve p25) uPKH olmalarina ragmen, Oct4
degerlerindeki ciddi diisiikliik (sirayla %10,5 ve %34,7) dikkat ¢cekmektedir. Hicre
kabinda morfolojik farklilasmalar oldugu goézlenen p21 ve p25 kotu kolonilerde
SSEA-4 ifadelerinin  >%85 olmasi, mikroskopik olarak gorilen farklilasma

bulgulariin Oct4 diizey diisiikliigii ile iliskilendirilebilecegini diisiindlirmiistiir.

Tablo 4.4. Iyi & Kotii uPKH’lerin % yiizey belirtecleri.

Pasaj no CD29 SSEA- | Oct4
(FITC) 4 (PE)

(APC)
p21 1,0 99,6 85,5
p21 (Kotl) 18 89,7 10,5
P25 (Koti) 3,5 93,2 34,7

d) Gen Ifadesi A¢isindan Incelemeler

Standart her giin besleme yapilan (iyi koloni) ve standart disi/3 giinde bir
besleme yapilan (kotii koloni) hiicre gruplari, pluripotentlik gen ifadeleri agisindan

kantitatif PCR ile degerlendirilmistir. Ol¢iim sonuglar1 Sekil 4.31°de verilmektedir.



143

lyi&Kotii Kolonilerde Pluripotentlik Gen ifadeleri

16.00
12.00
- ‘ “ “

(@) <& C A % 9,

4. 7 2 C
S Q Z <& 2 0,
/%C R I 4/47/\ %,

o

Kat Farki (log2)
o
o
o

(0]
-4.00 o o

Pozitif Kontrol W K6tii Koloni  m p0 lyi Koloni P14 lyi Koloni

Sekil 4.31. Besleme periyodu degisikligi yapilan hicrelerde pluripotentlik genlerinin
ifade dizeyleri.

Yapilan analizlerde dikkat ¢eken ilk bulgu, iyi veya kotii koloniler arasinda
pluripotentlik gen ifadeleri yoniinden belirgin bir fark gézlenmemis olmasidir. KOtu
kolonilerde de Oct4, Sox2, cMyc, Nanog, Rex1, TERT, UTF1, DNMT3a ve CDH1
ifadeleri gorilmis, hatta Klif4’tin diger gruplardan yiksek bulunmustur. Bu
deneylerde, uPKH’lerin ¢6ziinmesi sonrasi kiiltiire alinmasini takiben pasaj boyunca

besleme periyodu ug¢ giinde bir olarak devam ettirilmistir.

B. Besiyeri Formu (E8 Flex/StemFlex) Degisikligi Yapilan uPKH’lerin
Incelenmesi

a) Morfolojik incelemeler

Biyobankalama biiyiik ¢capli bir iiretim/isletme siirecidir ve siirece yonelik is
gucu, maliyet gibi parametreler en uygun (optimum) hale getirilmelidir. Bu noktadan
hareket ile ticari bir firmanin deneme numunesi olarak sundugu besiyerleri, Essential
8 (E8) Flex ve StemFlex test edilmistir. Bu besleme ortamlarinin 6zelligi, standart
olarak belirtilen protokole gére, uPKH elde etme sirecinde, her gin beslenen
hlcrelerin ozellikle hafta sonlar1 beslenmesine gerek duyulmayan veya farkli besleme
periyodlarina uyum saglayabilen bir igerige sahip olmasidir. E8 Flex Medium, FGF2
dahil, E8 besiyerinde (TeSR E8) bulunan isiya duyarli bilesenlerin aktivitesini
arttirmak i¢in yeniden formiile edilmis ve FGF2 etkinligi arttirllmistir (TESR besiyeri
icerigi: DMEM/F12, L-Ascorbic asit, Selenium, Transferrin, NaHCO3, Glutathione,

L-Glutamine, tanimli lipitler, Thiamine, iz elementler B, iz elementler C, B-
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mercaptoethanol, bovine serum albumin, insulin, FGF2, TGF-R31, Pipecolic acid, LiCl,
GABA ve H20) (243). Bu besiyerlerinin ¢aligma kapsaminda test edilmesi, nihai hedef
olan biyobankalama siirecinde zamanu, is yiikiinii ve maliyeti diisiirme potansiyeli g6z

Ontinde bulundurularak 6nemsenmistir.

E8 Flex ve StemFlex besiyerleri ile i¢ giinde bir besleme yapilarak devam

ettirilen kilturlerin mikroskopik goriinimu Sekil 4.32°de verilmektedir.
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StemFlex Besiyeri

P10-2.gln

P15-3.giin

P25-5.glin P16-4.gln
Sekil 4.32. E8 Flex ve StemFlex ile beslenen hiicreler —-mikroskopik gorunttler
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Kisith miktarda, numune besiyeri ile yapilan c¢aligmanin morfolojik
bulgularinin degerlendirme siirecinde, hiicrelerin hizli biiyiime/¢ogalma gosterdikleri,
nispeten kisa siirede pasaj gereksinimi duyduklar1 sonucuna varilmistir. E8 flex ve
StemFlex besiyeri karsilastirildiginda, ilk bakista E8 Flex ile beslenen hiicre
morfolojilerinin  StemFlex’e gore daha uygun bir goriinim sergiledigi
sOylenebilmistir. Oldukga seyrek olarak ekilmis ve StemFlex besiyeri ile beslenen 7.
pasajdaki hucrelerin 6. giindeki gorintisu, karakteristik uPKH koloni morjolojisinin
bozulduguna isaret etmektedir. Hicreleri en ge¢ 5-6 giinde bir pasajlamak ideal
goriinmektedir. Besleme siiresi uzadik¢a farklilagma riskinin artmakta oldugu
sOylenebilir. Genelleme veya istatistiksel degerlendirme yapilabilmesi i¢in deney ve

g6zlem sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

E8 flex besiyeriyle beslenen hiicrelerin ince yapisal 6zelliklerini karsilagtirmak
tizere E8 besiyeri ile beslenen hiicreler ve MKH’ler referans alinmigtir. E8 besiyeri ile
beslenen p8 uPKH’lerden bazilarinin ¢ift niikleolusa ve oOkromatinden zengin
cekirdeklere sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.33) (¢ekirdek etrafinda Sitoplazmay1
hayali kompartmana ayiran ¢embersel bir halo ile karsilasilmis ve bu goriiniim
aciklanamamustir, artefakt/yalanci goriintii olabilecegi diisiiniilmiistiir). Mitokondriler
globuler gorinim sergilemis, krista sayisi, MKH gruplarina gore azalmig ve
genislemis olarak ayirt edilmistir. Mitokondilerin i¢ ve dis zarlar1 arasindaki mesafe
artmistir.  Cekirdek sitoplazma oram1 MKH’lere gore c¢ekirdek lehine yiiksek
bulunmustur. Sitoplazmada belirgin glikojen partikiilleri izlenmis ve niikleer porlarda
genisleme (dilatasyon) dikkat cekmektedir. Otofajik vakuoller mevcut iken apoptotik
hiicreye rastlanmamisg, hicrelerde lamellipod ve filopod goriilmemistir. Ortalama

hiicre ¢ap1 12 mikrometre olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.33. P8-E8 grubunun ince yap1 6zellikleri.

(C:cekirdek, n:niikleolus, m:mitokondri, g:glikojen, kalin oklar haloyu, uzun ince
oklar niikleer poru, kisa ince oklar niikleer ¢ift membran yapisin1 gostermektedir)

E8 Flex besiyeri ile beslenen hiicrelerde ¢ekirdek sitoplazma orant MKH’lere
gore artmustir (Sekil 4.34). Hiicreler arasi iletisim araglarindan olan ektozomlar
(mikrovezikiiller) goriilmiistiir. %8 civarinda apoptotik hiicre izlenmistir. P6 grubuna
benzer sekilde, kimi hiicrelerde biiyiik belirgin otofajik vakuoller izlenmis, bazi komsu
hiicrelerin aralarinda siki baglantilar goriilmiistiir. Dort veya daha fazla niikleoluslu
hiicreler dikkat cekmistir. Niikleolus sayilar1 agisindan erken pasaj gruplari (p6 ve p8)
kendi aralarinda degerlendirildiginde, P6’da tek niikleolus, E8 besiyeri ile
beslenenlerde iki yada daha ¢ok, E8 flex ile beslenenlerde dort niikleolus goriilmustiir.
Sitoplazmada organellerin kapladigi alan ve organel igerigi E8 besiyeri grubuna gore
azalmigtir. Ortalama hiicre ¢apt 10 mikrometre olarak Ol¢iilmiis, filopod veya
lamellipod izlenmemistir. Cok niikleoluslu, farkli morfolojilere sahip hiicreler, bu

grubun genel karakteristigi olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.34. P8-E8 Flex grubunun ince yap1 6zellikleri.

(C:cekirdek, n:niikleolus, e:ektozomlar, o:otofajik vakuol, m:mitokondri, oklar
hlcrelerarasi baglantiyr gostermektedir.)

b) Metabolik/Mitokondriyal Parametreler A¢isindan Incelemeler

Metabolik parametreler agisindan akim sitometrik degerlendirmelerde, erken
pasaj olarak p7, p8 ve ge¢ pasaj olarak p20, p21 kullanilmistir. Deneyler 3 kez
tekrarlanmigtir. Graphpad ile olusturulan grafikler Sekil 4.35°te verilmektedir.
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Sekil 4.35. EB&ES Flex besiyeri ile beslenen hiicre gruplarinda MT, ROS ve ALDH
icin akim sitometrik 6l¢lim sonuglarinin degerlendirilmesi (n=3).

Hem erken hem de ge¢ pasajlarda E8 besiyeri ile beslenenlere gore E8 flex

besiyeri ile beslenen hiicrelerdeki parlakligin artmis oldugu dikkat gcekmektedir. Bu

durum, o6zellikle geg¢ pasaj hiicrelerde i

statistiksel anlamli bulunmustur.
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¢) Yiizey Belirtegleri Agisindan Degerlendirme

Besleme periyoduna gore hiicreler 3 grupta degerlendirilmistir: i) E8 besiyeri
ile her glin beslenen hiicreler (p8, p18, p21, p24, p27 ve p28) ii) E8 Flex besiyeri ile
Uc gunde bir beslenen hiicreler (p8, p23 ve p24) iii) StemFlex besiyeri ile (i¢c ginde bir
beslenen hiicreler (p17). Bu hucreler, pluripotentlik belirtegleri olan SSEA-4 ve Oct4
ifadeleri agisindan akim sitometrik olarak incelenmistir. % ol¢iim degerleri tablo

4.5’te sunulmaktadir.

Tablo 4.5. E8, E8 Flex veya StemFlex ile beslenmis olan uPKH’lerin % ylizey

belirtecleri.

Pasaj no CD29 SSEA-4  Oct4

(FITC)  (APC)  (PE)
p8-E8 1,4 95,2 70,9
p8-E8 flex 1,3 98,2 92,5
pl7-stemflex 2,1 99,9 98,2
p18-E8 0,7 99,9 94,8
p21-E8 1,0 99,6 85,5
p23- E8 flex 3,7 96,0 66,0
p24-E8 0,9 97,6 93,2
p24- E8 flex 1,8 68,4 34,4
p27-E8 4,5 98,5 86,4
p28-E8 34 99,6 90,8

Fikir verici nitelikte, ©on bulgu olarak kabul edilebilecek sonuclara gore, E8
Flex besiyeri ile beslenen erken pasajdaki hicreler (Oct4: %92.5) pluripotentlik
belirtecleri (Oct4 ve SSEA-4) acisindan E8 ile beslenenlere gore (0zellikle Oct4:
%70.9) daha ylksek seyretse de ileri pasajlarda iki beslenme tipindeki hticreler
arasinda zit yonde fark oldugu gorilmistir. E8 ile beslenen hiicrelerin Oct4
seviyelerinin gec pasaja dogru yiikselmis oldugu gozlenmisken, E8 flex besiyeri ile
beslenen hucrelerdeki belirteg seviyelerinin, Oct4 tarafinda bariz olmak {izere azaldigi

(%66 ve %34) gorilmiistiir.

d) Gen Ifadesi A¢isindan Incelemeler

Farkl1 pasajlarda E8 besiyeri ile her giin beslenen hiicrelere karsilik ii¢ giinde
bir StemFlex besiyeri ile beslenen hiicreler pluripotentlik gen ifadeleri agisindan

kantitatif PCR ile degerlendirildiginde, dikkat ¢eken bir fark gozlenmemistir (Sekil
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4.36). Nanog, Rex1, DNMT ve CDH1 gen ifadelerinin, karsilastirilan hiicre gruplari
arasinda en yiiksek diizeylerde oldugu belirtilebilir. Pozitif kontrol olarak E8 besiyeri
ile beslenmis olan >p5 uPKH test edilmistir. TERT, DNMT3a ve CDHL1 ifade
duzeyleri tim gruplarda ifade dizeyleri en yiksek olan genler olarak gorilmektedir
(Kat farki= 8-12).

E8&StemFlex ile Beslenen Hiicrelerde Pluripotentlik Gen

ifadeleri
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5. TARTISMA
5.1. uPKH Bankacihig:

Kok hiicre ve bilgi teknolojisinin es zamanli gelisimi ile birlikte kok hiicrelere
yonelik yasal ve etik dizenlemelerin olusturulmasi, kok hiicre arastirmalarinin
ilerlemesinde ¢ok Onemli bir adim olarak biyobankalamay1 getirmistir.
Biyobankalamanin belirgin avantaji, ileride yapilacak bilimsel aragtirmalarda veya
gelecekteki tedavide kullanilmak tizere segilen biyolojik materyal ya da verinin
korunmast  ve istenildiginde sunulabilmesi i¢in  standartlastirilmis = ve
diizenli/izlenebilir kayitlara sahip olmasidir. Biyobankalar, arastirmacilara kaliteli
biyo-6rnekler ve veriler saglayarak arastirma biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli bir
rol oynamaktadir (244). Nitekim 2009'da Time dergisi, biyobankalari diinyay1
degistiren en iyi 10 fikirden biri olarak ifade etmistir (161). Birgok tlkede, oOzellikle
kok hiicre bankalart biyo-ekonominin bir diregini olusturmasi agisindan ayrica

onemsenmektedir.

Son yillarda, kok hiicreler arasinda uPKH’leri 6ne ¢ikaran sebeplerden biri, bu
hiicreleri iiretme siireglerinin kok hiicre kiiltiiriinde mevcut becerilere sahip kisiler
tarafindan gergeklestirilebilir olmasidir. Ayrica PKH’ler olusturmak igin insan
embriyolarina miidahale edilmesinden kaginilmasi da diger tercih sebeplerindendir.
Genel olarak, “etik embriyonik/pluripotent kok hiicreler” olarak goriilen uPKH’ler, bu
anlamda daha kabul edilebilir bir profile sahiptir. Bagka bir ifadeyle, i-uPKH’ler, i-
EKH'lere uygulanan daha kati ahlaki ve hukuki diizenlemelerden ve yasaklardan
uzaktir (57). uPKH alaninin hizla gelismesi, iretilen pluripotent hiicre hatlarinin
sayisindaki tistel artis ve Onerilen hiicre tiplerinin ¢ok farkli kullanimlar, PKH
hatlarin1 tanimlamak, gelistirmek ve arastirmacilara sunmak ig¢in en uygun
mekanizmanin gelistirilmesi ihtiyacinin altin1  ¢izmistir ve bunun karsiligi
bankalamadir. ilag arastirma-gelistirme, hastalik modelleme ve rejeneratif tip
alanlarindaki yeni ¢alisma bulgularinin da katkisi ile uPKH’lere olan ilgi giderek
artmakta ve gelecegin limit vadeden teknolojileri arasinda yer almakta, yiksek kaliteli,
iyl karakterize edilmis uPKH’lere olan talep, arzin Otesine ge¢mektedir. uPKH
bankalar1 belirlenen amaglar dogrultusunda diinya capinda biiyiik yatirimlar ile

olusturulmaya baslanmistir. Ornegin, StemBANCC, o&zellikle ilag gelistirme
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calismalarina yonelik olarak hasta kaynakli bir uPKH deposu seklinde tasarlanmis ve
2012 yilinda Oxford Universitesi dnciiliigiinde baslatilmistir. Diger taraftan, patoloji
mekanizmalarin1 daha iyi anlamaya yonelik, hastaliga 6zel hiicre bankaciliginin bir
ornegi olan Progeria Vakfi, Amerika’da 2002 yilinda kurulmus ve 6nemi anlasildikca
bilinyesine kattigi uPKH’ler ile bu konuda alanin onciilerinden olmustur. Vakif
yonetimi, hali hazirda hastalarindan ve akrabalarindan topladiklar1 hiicre ve doku
orneklerini kullanarak uPKH’ler elde etmeye yonlenmis ve bu konuda Toronto
Universitesi ile isbirligi icerisine girmistir. Bir diger arastirma amagli uPKH bankasi
olusumu, Amerika’daki Coriell Enstitiisii tarafindan yiiriitilmektedir. Verilen
Orneklerden de anlasilacagi tizere StemBANCC disindaki olusumlar, halihazirda
sahip olduklar1 biyobanka tecriibelerine diinyadaki egilim dogrultusunda uPKH’leri de
dahil etme yolunu se¢mislerdir. Bu durum, alan tecriibesinin varligi anlaminda olumlu
bir etken kabul edilebilirken, uPKH’lerin ihtiya¢ duydugu ilgiden mahrum kalmasina
neden olmus ve uPKH’lerin kendi alanina 6zel optimizasyon ve standardizasyon
calismalarinin halen tamamlanamamis olmasindaki 6nemli engellerden biri olmustur.
Ulkemizde, halihazirda bir uPKH bankas1 veya en yakin hiicre tipi olan EKH deposu
bulunmamaktadir. Oyleki, tlkemizde i-EKH ile ilgili her tiirlii calisma, Saglk
Bakanlig1 tarafindan yayimlanan bir genelgeyle 2005 yilinda durdurulmustur (245).
2019 yilinda Saglik Bakanligi Saglik Hizmetleri Genel Midiirliigii, Hicre Birimi ile
yaptigimiz goriismede, bu konuda en giincel diizenleyici dokiimanin Genelge 2018/10
oldugu ve burada EKH caligmalari ile ilgili alanin acik birakildigi/herhangi bir
sinirlandirma konulmadigi belirtilmis olsa da artik diinyadaki egilim uPKH bankaciligi
yOniinde ilerlemekte hatta daha da Ozelleserek arastirma uPKH bankaciliginin
Otesinde, Kklinik uPKH bankaciliginda derinlesmektedir. Girismis oldugumuz bu
alanda {ilkemizde/bolgemizde benzer oOrneklerinin  bulunmamasinin  ve ilk
ornek/model olacak olmasinin zorluklarinin yanisira nispeten kolaylik ve faydalarinin
da olacagi diisiiniilmektedir. Sifirdan bir olusum, yeniden yapilandirmanin zorluklarinm
bertaraf edebilecektir. Sunacagimiz arastirma amagli UPKH banka modeli/sistemi,
biyobankaciligin en 6zellesmis hali olacagindan, olabilecek en detaylandirilmis ve
guncel kurallarla (ISO 20387:2018 uygulamasi gibi) diizenlenecektir. Boylesi bir
sistemden edinilen birikimin, Tirkiye gibi gelismekte olan iilkeler i¢in 6ncii olmast

Umit edilmektedir.



154

uPKH’lerin arastirma amacl kullanima yonelik vadettigi potansiyel disinda
klinige/tedaviye yonelik vadettigi timit, bu yone de kap1 aralanmasina vesile olmustur.
Hiicre temelli tedavilerde bir popiilasyona yakin immunolojik eslesmeler {izerinden
yola ¢ikilabilir. Hasta uPKH bankaciliginin gelistirilmesi, alan1 daha da genisletecek
ve hastaligin tedavisine yonelik daha emin adimlar atilmasini saglayacaktir. uPKH
tiretiminde verimlilik ve giivenlik arttikga, tek bir uPKH hiicre hatt1 ile tedavi
edilebilen hasta sayisi artacaktir (20). Nitekim uPKH‘lerin kesif yeri olan ve ilgili
caligmalarin hizla ilerledigi Japonya basta olmak {izere diinyada HLA homozigot
uPKH bankalari olugturulmaya baslanmistir (246). uPKH’nin kasifi, Dr. Yamanaka,
bir roportajinda, “Japon niifusu i¢in ka¢ tane uyumlu donor hiicre hattinin gerekli
olacagini diistiniiyorsunuz?” sorusunu; “Belirli bir hiicre hatti, Japon niifusunun yiizde
17'si i¢in ¢alisabilir; Japonya'da 100 milyon insan i¢in yaklasik 100 hattin, daha cesitli
bir popilasyona sahip ABD icin ise sadece 200 hattin yeterli olacagimni tahmin
ediyoruz” seklinde cevaplamistir (50). Ayrica yalmzca 150 hiicre hattinin Ingiltere
nifusunu temsil edebilecegi 2011 yilinda Prescott (247) tarafindan tahmin edilmistir.
Diinyada erisilmis olan bu asamaya gelebilmek i¢in, boylesi bilimsel raporlar 1s181nda
tilkemiz sartlarinin elverdigi haliyle arastirma biyobankaciginin baslatilmasi kritik
derecede 6nemlidir. Arastirma amagli uPKH bankaciligindan elde edilecek deneyim
ve yetismis insan kaynagi, klinik/tedavi amacli uPKH bankaciligi i¢in ge¢ kalmamak

adina gereklidir.

Onemi tim dinyada anlasiimakta olan uPKH bankacilig1, saghk
biyoteknolojisi alaninda gelisim ve tedaviye yonelik potansiyel olusturma yoniinden
ciddi bir gerekliliktir ve olusturulmasi igin ilk yapilacak is, temel gereksinimlerin
belirlenmesidir. Bir hiicre bankasini hazirlamak i¢in zaman ve kaynak yatirimi
yaptiktan sonra, bankay1 olusturacak tesisin uzun siireli depolama igin giivenli, temiz
ve istikrarli bir ortam saglayacagindan emin olunmalidir. Depolanan malzemelerin
giivenligi, erisimi yetkili personelle kisitlamak ic¢in uygun yonetim sistemlerinin
benimsenmesi, azot depolama tanklar1 i¢in uygun alarmlar ve azot deposunun
doldurulmas1 ve bakimi i¢in dokiimante edilmis prosediirler ile saglanmalidir.
Bankalama yonetim sistemleri, depolanan tim malzemelerin bir envanterini
icermelidir. Geri-cekme ve girislerin rutin dokiimantasyonu olmalidir. Izlenebilirlik

acisindan, saklanan herhangi bir malzeme i¢in, bakim ile ilgili belgeler giincel
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tutulmali ve prosediirel degisikliklerin uygun sekilde kaydedilmesini saglamak i¢in bir
denetim siireci olmalidir (154). Bu sayilan faktorlerin tamami kontrol edilebilir bir

sistem olan KYS ile gergeklestirilebilir.

Cok sayida hiicre uPKH hatt1 saglamak icin, kok hiicre bankaciliginin
verimliligini arttirmak ve maliyetleri diisiirmek kritik bir ihtiyagtir. Bunun i¢in de
optimize uPKH iiretim ve karakterizasyon yontemlerinin gerekliligi kaginilmazdir.
Sistematik risk analizi yapilarak, olas1 risklerin erken tanimlanmasi ve diizeltilmesi,
giivenli iiretimin yanisira paha ve zaman kaybi azalmigs olan QUretim surecini
saglamaktadir. Calismamiz kapsaminda degerlendirilmis olan ulusal durumda
farkedilen en buyik eksiklik, arastirma amagli uPKH bankacilig1 i¢in standart, rehber
veya 0zgu diizenlemelerin ve yetkin insan giicliniin olmamasidir. Eksikleri gidermeye
yonelik alana ayrilan ulusal bitgelerin arttirilmasi ve Avrupa Birligi destekli projelere
Turkiye gibi “az temsil edilen iilkeler” sinifindaki {ilkelerin katiliminin tesvik edici
kilmmasi en biiyiik firsatlardan biri olarak goriilmektedir. Ulkemizde her ne kadar
teorik olarak tez, arastirma, rapor ve fizibilite ¢alismalar1 yapilsa da en gergekgi
degerlendirmenin yasayan ornek {izerinden, uygulama aninda yapilabilecek oldugu

unutulmamalidir.

EBISC hiicre hatt1 katalogunda sunulan rastgele se¢ilmis hiicre hatlar1 i¢in
ilgili dokimanlar incelendiginde, uPKH eldesine yonelik kiiltiir siireglerinde, farkli
besiyeri, aktarim ve toplama yontemlerinin kullanildigi, uPKH elde edildikten sonra
kalite ve karakterizasyon amaciyla farklilasma potansiyeli, pluripotentlik ifadesi ve
kendini yenileme degerlendirmelerinde oldukga farkli yontem ve belirteclerin yer
aldig1 goriilmiistiir. EBISC hiicre katalogundaki tiim bu ¢esitliligin, derleme bir banka
yapist (farklt calisma gruplart tarafindan, farkli laboratuvarlarda elde edilmis olan
uPKH’lerin ana bankada toplanarak ayni katalogta sunulmasi) teskil etmesi dolayisiyla
oldugu kamsma varilmistir. Ulkesel durumu degerlendirmek tizere, EBISC ornegi
dikkate alindiginda, konsorsiyum olusumundan dolay1 dis laboratuvarlarda yapilmis
olan uPKH hatlar1 toplandigi igin karakterizasyon testleri, pasaj sayist bilgileri
standardize sayilmaz. Pedi-Stem iiretimin merkezi olarak diisiintildiigii i¢in depolanan
tm hucrelerin baslangigtan itibaren standardize olmasi planlanmaktadir. Ayrica Pedi-

Stem’de donoér yas dagiliminin muhtemelen daha geng¢ olacagr ve Hacettepe
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Universitesi Hastanelerinin agirhikli hasta profili olan nadir hastalikli 6rneklerin 6n

planda olacag (nadir/gocukluk ¢agi hastaliklari) 6ngorilmektedir.

Standardize edilmis siireclerin sonucu olarak mekanizasyon ve otomasyon
sistemleri blyik capli iiretimin anahtari olacak sekilde gelismeye devam etmektedir.
Kiiltiir ortami ve hiicre kabinin yiizey kaplamalarindaki veya ti¢ boyutlu kalturlerdeki
gelismeler sayesinde kararli ve minimum diizeyde farklilasmis hiicrelerle sonuglanan
kok hiicre Kkiiltiirleri saglanabilmektedir. Hiicre bankalarinin {iriinlerini serbest
birakmasini kolaylastirmak ve maliyetleri azaltmak i¢in basit ama guvenilir kalite
kontrol ve karakterizasyon tekniklerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bununla
birlikte, hiicre hatlarinin kabul edilebilirligi i¢in standartlarin olusturulmasi 6nemli
olacaktir. Rutin kullanima yonelik ajanlarin taranmasi ve anahtar kok hiicre
belirteglerinin ifadesi i¢in hizli dizi tabanli ve yeni nesil dizileme sistemleri
gelistirilmektedir. Teratoma gibi zaman alici/zorlu deneylerin kullanimi, bu tiir bir
yaklagimla bagdasmamaktadir. Potansiyel pluripotentligin belirlenmesine yonelik
epigenetik durumun belirlenmesi i¢in Onerilmis sistemler bulunmaktadir. Bununla
birlikte, bu tiir profillerin pluripotent yeterliligi ile yakindan iliskili olmasimi ve
pluripotent olmayan hiicre tiplerini igermemesini saglamak i¢in bu tiir analizlerin

dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir.

Sahip oldugu pluripotentlik 6zelligi ile insan gametlerinin olusturulmasi, insan
kopyalama/klonlama veya insan-hayvan kimerik organizma olusturulmasi gibi gayri
mesru potansiyel barindiran PKH’ler ile ilgili etik konular bu alanda bir sorun olmaya
devam etmektedir (131). Ornegin, vericinin anonimliginin garanti altma alinmasi
konusu 6nemli bir degerlendirme alanidir. Gliniimiizde, genom dizileme gibi analitik
tekniklerdeki gelisme ile biiyiik veri kiimeleri olusmaktadir. Bilimsel veriler aragtirma
toplulugunun kullanimia sunulurken, bagis¢ilarin 6zdeslestirilmelerini saglayacak
mekanizmalar kritiktir. Uzun vadede kok hiicre bankalari ve genetik verileri
yonetenlerin, dondr anonimligini garanti edemeyecegi agiktir ve onamlarin bu gergegi

yansitmasi gerekmektedir.

Kok hiicre aragtirmalari ve hiicresel tedavi dinamik ve hizla ilerleyen alanlardir

ve kok hiicre bankacilig1 uzun vadede, verimsizligi ve banka kaynaklarinin israfi ile
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sonuclanabilecek riskler barindirmaktadir. Bu nedenle her bir merkezin, bankanin
yeni teknolojiye herhangi bir yatirimin yapilmasina yardimei olacak giivenli kararlar
almasina yonelik uygun fizibilite ¢alismalar1 yiirtitmek i¢in yliksek kaliteli bilimsel
degerlendirmeler ¢ok 6nemlidir (189). Tasarlanan ulusal uPKH bankasina yonelik
detayli bir fizibilite ¢alismasi yapilmasi igin Ankara Kalkinma Ajansi - Fizibilite
Destegi’ne basvurulmus ve proje (No: TR51/19/FD/0017) basarili bulunmustur,

oniimiizdeki yil i¢erisinde fizibilite ¢calismalarinin tamamlanmasi planlanmaktadir.

Dr. Stacey 2017 yilindaki derlemesinde, bir kok hiicre bankasi i¢in iki esas
gereklilikten bahsetmektedir. Ilki, olusturulacak olan hiicre bankasinin primer
amacinin belirlenmesidir. Ikincisi ise bankanin hitap edecegi miisteri yelpazesine karar
verilmesidir (189). Pedi-Stem uPKH Bankasi, 6ncelikli olarak ulusal ve zamanla daha
genis bir cografi diizeyde arastirma ¢aligsmalarina hiicre sunmak {izere tasarlanmistir.
Personel, tesis ve diger kaynak ihtiyaglart belirlenen esas gereklilikler fizibilite
caligmasi1 Sirasinda belirginlestirilecektir. Ardindan gerekli biitge ve kaynaklar
belirledikten sonra, uygun bir yOnetim yapist ve bankanin kullanim amaci
dogrultusunda, kullanici gruplarinin ihtiyaglarina odaklanan kalite giivence sistemini

igeren bir altyap1 olusturulmasi gerekmektedir.

Banka yonetim yapist normal kurumsal yonetim prosediirlerini (6rnegin saglik
ve emniyet, giivenlik, finansal sorumluluk) ve tim hiicre hatlar1 i¢in uygun etik
inceleme siireclerini (8rnegin, Kurumsal Inceleme Kurulu, Yerel Arastirma Etik
Kurulu) saglama mekanizmalarin1 igerecektir. Yiiksek kaliteli bilimsel girdi elde
etmeye yonelik bir bankanin mevcut arastirma ihtiyacina uygun standartlar1 ve
prosediirleri siirdiirmesini saglamak icin harici bir bilimsel danisma kurulunun veya

komitesinin varligi1 da 6nemlidir.

Banka i¢in olusturulacak olan kalite glivence sistemi gelistirmenin anahtari,
baslangigta belirlenen ¢alisma standardi olacaktir. Arastirma amaglh bir biyobanka,
klinik dereceli biyobankalamaya gore farkli seviyelerde glivence ve inceleme ile 6zel
kalite standartlarina uygunluk gerektirecektir. Boylece, tipik olarak temel politikalar
ve standartlar dahil olmak {izere {ist diizey bir igletme el kitabinin hazirlanmasini ve

ayrica gerekli izlenebilirlik seviyesini temin etmek ic¢in tiim kilit prosediirler,
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protokoller, siirecteki kontroller (depolama kosullar1 gibi) ve Uretim sdrecinin
validasyonu (Hiicre toplama/besleme/iiretme/isleme/pasajlama/diger iriinlerle
kombinasyon/dondurma/ paketleme/tasima/depolama) ile uygun kayit tutma siirecini
de icerecektir. Ayrica, Hiicre Hatt1 Ana Dosyas1 veya Hiicre Hatt1 Tarih¢e Dosyasi
kalite guvence sisteminin temel kaynaklaridir. Bu kaynaklar, bilgilendirilmis riza
detaylarindan kalite kontrol verilerine ve hiicre hattinin serbest birakilmasina kadar
tiim bilgileri barindiracagi ve uygun asamalarda risk degerlendirmesi agisindan Kritik
bir bilgi kaynagi olacagi i¢in 6nemlidir (158). Pedi-Stem Arastirma Amagh uPKH
Bankasi i¢in hazirlanacak KYS’nin ISO 20387 temelinde sunulan modele (ilk kez
KYS olusturulan biyobankalar i¢in) dayandirilmasi planlanmaktadir. Aragtirma amacl
temel biyobankalama gereksinimleri ile ilgili biiytlik katki saglayacak olan bu standart,
UPKH sireci dusiiniildiigiinde, kendi iginde basamaklar1 olan “uPKH iiretimi”
noktasinda saglayacagimiz ulusal katkiya agik olacak, ISO teknik komitelerine

sunulmak tizere Onerilebilecek bir kitapgigin esaslarini olusturabilecektir.

UPKH bankacilig ile ilgili diinyada tartigilan konulara (asagida) baktigimizda
konunun klinik uygulamalara dogru yonlenmis oldugu farkedilmektedir. Heniiz
yeterince arastirma tecriibesi edinilmemis olan iilkemizde 6ncelik, ar-ge amacli uPKH
caligmalarina verilmelidir. Buna yonelik, arastirmacilara giivenilir uPKH sunmanin

hizlandirict yolu biyobankalamadir.
uPKH bankaciligi ile ilgili glinlimiizde tizerinde durulan baslica konular;

e i-PKH’lerden olgun farklilagmis hiicrelere gidis,

e Tek hiicre analizinde ¢oklu metrikler ve in vivo modelleri yansitan 3 boyutlu
(3B) sistemler ve 3B/heterotipik ve mikrofizyolojik sistemler icin en iyi
uygulama esaslari,

e Uluslararasi veri paylasiminda veri yonetimi,

e Hastalik arastirmalarinda kontrol olarak kullanim i¢in 6nemli olan izogenik
hiicre hatlar1 gelistirilmesi,

e Gen dlzeltme yapilmig ve reporter hatlarin bilimsel kalitesinin
degerlendirilmesi,

olarak 6zetlenebilir.
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5.2. Laboratuvar Calismalari

uPKH kultird ve metabolik/mitokondriyal parametreler

uPKH aragtirmalarinda, hiicrelerin detayli morfolojik, fenotipik, molekuler,
genetik, metabolik, epigenetik 6zellikleri omiks teknolojileri de kullanilarak ortaya
cikarilmakta, kapsamli karakterizasyonlar1 yapilmaktadir. Buna karsin, uPKH
bankaciliginda gereksinim duyulan kalite ve karakterizasyon testleri heniiz
standartlastirilmamistir. Bu konu, klinik uygulamalarin planlandigi (6zellikle
Japonya’da uygulamalar1 baslatilmis olan) uPKH teknolojisi i¢in giderilmesi gereken
bir sorundur. Bankalamada, hicrelerin pluripotent 6zelliklerinin ve kiltlr strecinde
gelisebilecek degisimlerin takibinin yaninda, kimliklendirilmesi ve tim bu analizler
yapilirken is giicli, sure, maliyet gibi faktorlerin géz oOniinde bulundurulmasi

gerekmektedir.

PKH pluripotentliginin gdsterilmesinde fonksiyonel yontemler de 6nerilmistir.
Pluripotent hicrelerin DNA-hasar verici ajanlara karsi yiiksek hassasiyet
gostermelerinden yola ¢ikilarak Secreto ve arkadaslarinin (248) tasarladigi ¢alismada,
I-PKH’lerinin pluripotentligini 6lgmek icin, DNA'ya zarar veren bir ajan olan
“etoposid”e dayali bir yontem sunulmustur. Etoposid duyarlilik analizleri, hiicreleri
oldurmek icgin gerekli etoposid miktarin1 6lgmeye ve bu miktari, ylksek Kaliteli
klonlarla iligkili oldugu bilinen standart bir degerle karsilagtirarak uPKH

uygunlugunu/kalitesini belirlemeye dayanmaktadir.

Pluripotentlik testlerinin yanisira genetik kararlilik da uPKH alani ile ilgili
bilimsel zorluklardandir. uPKH tiretiminde hiicre hattindan hattina olan varyasyonlar
disinda, ayn1 donére ait 4 klon arasinda bile tamamen farkliliklar olabilmektedir.
Ornegin, bu 4 alt klonun Oct4 profilleri tamamen degisiklik gosterebilmektedir (akim
sitometri  6lcimlerinde, Oct4 ifade duzeyi %40-70 seviyeleri arasinda
degisebilmektedir) (249).

UPKH tabanli teknolojiler ile klinik arastirmalar yapmak i¢in onay almak tizere
gerekli giivenlik ve etkinlik kriterlerini saglamak icin ideal bir ara¢ gerekmektedir.
2015 yilinda, otolog uPKH'lerden tiiretilmis retinal pigment epitel hiicrelerinin

kullanildigi diinyanmn ilk klinik uPKH denemesinde, bir onkogende saptanan
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mutasyon nedeniyle ¢alisma durdurulmustur (37). CNV, SNP gibi genetik
varyasyonlar disinda, uPKH’lerdeki kromozom sayisi ile ilgili ¢esitli bozukluklar
(anoploidi/ézellikle kromozom 8, 12, 17 veya 20 ve trizomi X) ile de siklikla

karsilasilmaktadir (250, 251).

UPKH klon kalitesinin ¢ok guvenilir bir gostergesi olan koloni morfolojisini
Olcmek icin Kato ve ark. tarafindan 2016 yilinda, algoritma ve yiiksek kaliteli canli
hiicre goriintiilemesini igeren bir yaklasim gelistirilmistir (252). Ancak bu ydntemin
uPKH kolonilerin morfolojik 0zelliklerini kaybeden tek tabakali kiiltiirlerde gegerli
olamadigr belirtilmistir. Akim sitometri analizi, potansiyel olarak uygun fiyatli ve
yiksek verimli olmasina ragmen, ylksek Kaliteli uPKH'lere 6zgiin hiicre yuzeyi
isaretleyicileri net olarak tanimlanmadigindan, UPKH kalitesini giivenilir bir sekilde
raporlayabilecek hiicre yiizeyi belirteglerinin eksikligi ile sinirlidir; TRA-1-60, SSEA-
3 ve SSEA-4 gibi varsayilan “kok hiicre” belirtecleri bile, zayif koloni morfolojisi olan
disiik kaliteli uPKH klonlarinda da kalic1 olarak ifade edilebilmektedir. uPKH ile
iliskili 6zgii genlerin veya aslinda tiim uPKH transkriptomunun RNA ifade analizi,
hem PKH pluripotentligini hem de PKH farklilagsma potansiyelini nitelemek i¢in diger
bir yaklagimdir (253). Bu tip verilerin genel klon degerlendirmesine daha uygun ancak
PKH farklilagmas1 sirasinda meydana gelebilecek ¢ok sayida translasyonel ve post-
translasyonel olaylar1 agiklayamamasindan dolayr bagimsiz bir kalite kontrol deneyi
olarak yetersiz kaldig1 belirtilmis ve PluriTest mikrodizi tabanli analizlerin,
pluripotent teratokarsinom hiicre hatlarin1 veya kendiginden (spontan) farklilagsma
gosteren bir i-uPKH klonunu kesin olarak ayirt edemedigi, yapilan g¢alismada

gosterilmistir (248).

UPKH kolonilerinin  segimindeki zorluklardan bir digeri, hucrelerin
kendiliginden farklilasmaya baslamasidir. Bu istenmeyen durumun erken ve kolay
tespit edilebilmesi, uPKH kalitesinin degerlendirilmesi i¢in uPKH bankalar1 ve
laboratuvarlar tarafindan benimsenebilecek, standartlastirilmis bir araca/teste ihtiyag
vardir. Literatiir taramalar1 ve daha 6nce tecriibe ettigimiz galismalardan (BAP Proje
No: 8178) da yola c¢ikilarak mitokondrinin, uPKH {iretim siirecinde hiicrenin
metabolik Ozellikleri acisindan fikir verici bir parametre olabilecegi iizerinde

diistiniilmistiir. Tez calismasi1 kapsaminda, yeniden programlama sirecinde, ortam
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kosullarinda olumsuz degisiklikler olusturularak koloni olusumunu negatif yénde
etkileyecek  faktorlerin  mitokondriyal —parametrelere etkisinin  incelenmesi
planlanmistir. Bu ¢alismanin devami olacak ileri ¢alismalarda, kiiltiir ortaminin uygun
olup olmadiginin anlasilmasi i¢in mitokondri aktivitesine yonelik metabolik
parametrelerin solubl fazda dl¢ililmesi yoluyla kiiltiir ortamini kesintiye ugratmadan,
hatta uzun ve ¢ok titiz caligma gerektiren mikroskopik incelemelere olan gereksinimi
de azaltarak yeniden programlamanin ve Kkiiltiir siirecinin erken asamalarinda ideal
UPKH kolonilerinin gelistirilmesine katki saglanabilecegi 6ngoriilmiistiir. Boylelikle,
once hiicrelerdeki mitokondriyal ozelliklerin detayli incelemelerinin yapilmasi,
ilerleyen ¢alismalarda ise bunlarin solubl faza yansiyan parametrelerinin test

edilmesinin uygun olacagi diisiiniilmistiir.

Kok hiicre homeostazi ve farklilasmasinda mitokondrinin biyolojik
fonksiyonlarmin incelenmesi, hiicre kaderinin diizenlenmesindeki dinamikleri
anlamaya yonelik gerekli bilgileri saglayacaktir (121). Laboratuvar ¢aligmalarimizin
6ziinde, uPKH’lerin yeniden programlanmas1 agamasinda, farkli pasajlarda veya farkli
besleme araliklarinda tam programlanmig/kismi  programlanmig/farklilagsmaya
yonelmis hiicrelerdeki metabolik/mitokondriyal parametrelerdeki degisiklikler ile
ilgili 6n bilgi edinilerek uPKH iiretim ve kiiltiir siireglerinde verim diisiikliigiine yol
acacak olumsuz ortam kosullarinin anlasilmaya calisilmasi ve bu parametrelerin olasi
bir kalite/karakterizasyon siirecinin degerlendirmesinde fikir verici olabilirliginin
degerlendirilmesi amaci1 giidiilmiistiir. Bu baglamda, 3 farkli deney grubu
tasarlanmigtir: i)yeniden programlama siireci baslatilmis olan hiicreler ile kontrol
olarak MKH’ler ii) uPKH kaltur strecindeki erken ve ge¢ pasaj koloniler iii) gunlik
besleme periyodu ile koloni morfolojisi diizgiin olan uPKH’ler (=iyi koloniler/standart
ginlik besleme ile gelistirilen uPKH kolonileri) ile besleme periyodu degisikligi
yapilarak morfolojisi bozulmus/farklilasma o6zellikleri gosteren uPKH kdkenli
hlcreler (=kotl koloniler/standart disi-ii¢ glinde bir beslenen uPKH’ler). Bu gruplarda,
mitokondriyal kutle bilgisi veren MitoTracker O&lglimleri ve mitokondriyal
metabolizma hakkinda fikir edinmek iizere ROS diizeyi tayini yapilmis, hiicrelerin
kokliligi igin iyi bir belirte¢ oldugu bilinen ALDH (254) seviyelerine bakilmistir.
Ayrica, hiicrelerin pluripotentlik 6zellikleri, ylzey belirteci ve gen ifade analizleri ile

ortaya konulmustur. Hiicrelerin mitokondri agisindan ince yap1 6zellikleri ise elektron
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mikroskopi ile detayli degerlendirilmistir. Calismamizda bu 6zellikler yaninda
hiicrelerin  kokliligl ile iliskili olabilecek ¢ekirdek (nikleus)/sitoplazma orani,
cekirdekcik (nikleolus) varlig, golgi, lizozomlar, ER, sitoplazma ve plazma membran

oOzellikleri de degerlendirilmistir.

uPKH kalitesinin degerlendirilmesi, diger primer veya oliimsiizlestirilmig
insan hiicre hatlarmin ¢ogunda karsilasilmayan birgok sorunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Bunlarin basinda, ayni ebeveyn hiicre hattindan koken alan klonlar arasinda bile
gbzlemlenebilen heterojenlik gelmektedir (255). Tamamen otomatik ve robotik
stireglerin kurulumu ile yiiksek kaliteli ve kararli uPKH’lerin tiretildigi 6rnek bir
caligmada, 9. ve 20. pasajlarda test edilen hiicreler i¢in pasaj sayisinin etkisi, puan karti
(scorecard) testi ile degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, ortalama farklilasma
egiliminin iki farkli pasajdaki hiicre hatlarinin davraniginda énemli bir rol oynamadig,
asil varyasyon sebebinin manuel klon se¢imi oldugu kanisina varilmistir (256).

Calismamizda test edilen erken ve geg pasaj uPKH’ler ayni klondan gelistirilmislerdir.

Olgun hucrelerin, YP ile birlikte mitokondri metabolizmasmin baskilandigi,
glikolize yoneldigi bilinmektedir (121, 257). Buradan yola ¢ikilarak, laboratuvar
caligmalart kapsaminda, ilk olarak, programlanmanin erken asamalarinda
metabolik/mitokondriyal parametreler gozlenmeye c¢alisilmis, kaynak hicre olan
MKH o6zelliklerinin sirec¢ icerisinde nasil degistigine dair bilgi toplanmasi yoluyla
kiltir kosullarinda gelisen olumsuzluklarin erken tespit edilebilirligi yoniinden
incelenmesi amaglanmustir. YP surecinde hucrelerin morfolojik 6zellikleri yakindan
izlenmis, hiicrelerin heterojen olmasi ve elde edilen UPKH sayilarinin/kolonilerinin
kisitli olmasi nedeniyle hiicre kabindan sayilmadan toplanan/kaldirilan hiicrelere
yonelik akim sitometrik ve molekiler incelemeler tim deney gruplarinda
yapilamamistir. MKH’lerde YP siirecinin baglamasini takiben, erken donemlerden (7.
giin ve sonrasi) itibaren dnemli metabolik degisiklikler oldugu gozlenmistir. MT ile
boyanan hiicrelerin floresans yogunluguna gore degerlendirilmesi sonucu, hem
YP’lerde hem de MKH’lerde MT parlak ve dim olmak tizere 2 farkli popiilasyon
oldugu goriilmiistir. MKH’ler, belirli bir molekiil ifadesine gore zenginlestirilmeden
standart kosullarda kiiltiir edildiginde, beklenildigi gibi, homojen olmayip heterojen

populasyonlara sahiptirler. Farkli kokliiliik dereceleri gosteren ve belki de kismen
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farklilasmaya yonelmis hiicreler bulundugu i¢in mitokondri yogunluklarmin farkli
oldugu disiiniilmistiir. Yeniden programlanmakta olan hiicrelerde de farkli
mitokondri yogunlugu igeren hiicre gruplarinin olmasi, YP’nin bu erken asamasinda,
henliz uPKH gelismemis oldugunu, hiicrelerde bu sirecte beklenen MET-EMT
(mezenkimalden epitele gecis-epitelden mezenkimale gecis)’nin farkli asamalarinin
MT analizlerine yansimasi olabilecegini diisiindiirmiistiir. MT boyanma derecesini
yansitan ortalama MFI degerleri ve hiicrelerin MT ifade derecesine gore analizleri
sonucunda, MT ifadesinin MKH’ler ve YP’nin 7. giiniinde benzer oldugu goriilmiistiir.
Hicrelerin ROS seviyelerine (% degerler) bakildiginda ise hem MKH’lerin, hem de
YP’nin 7. ginindeki hicrelerin tamamina yakiminda (>%95) ROS aktivitesi
bulundugunun gorilmesi, metabolik aktivitesi olan her hiicrede reaktif oksijen
radikallerinin varligmi ve hiicrenin farklilagma durumuna gore hiicre ROS
seviyelerinde artis oldugunu hatirlatmistir. Kokliiligli daha yiliksek olan hiicrelerin
mitokondri aktivitesinin daha diisiik, ROS iiretiminin daha az olmasi ve mitokondriyal

metabolizmanin yerini glikolitik metabolizmanin almas1 beklenmektedir.

Hiicrelerde ROS iiretimine neden olan etkenler; ekzojen (UV 15181, iyonlastiric
radyasyon, farmasotikler, vb.) ve endojen kaynaklar (Mitokondrilerdeki elektron
tasima  zinciri, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat-NADPH oksidazlar,
peroksizomlar, endoplazmik retikulum, vb.) olmak tizere 2 grupta toplanabilmektedir.
Hiicrelerde ROS’un zararli etki gostermemesi i¢in dengede tutulmasini ince ayarlayan
antioksidatif mekanizmalar (6rn. Glutatyon (GSH), superoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX) vb.) islemektedir. Bu nedenle, seviyelere
bagli olarak ROS, farkli transkripsiyon faktorlerini, enzimleri ve/veya baska
proteinleri etkilemekte, sinyal yolaklarini tetiklemektedir. Yiiksek seviyelerde ROS,
makromolekiillerin geri doniisiimsiiz olarak hasar gérmesine neden olmaktadir. Yine
seviyelere bagli olarak ROS’un, proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel

fonksiyonlar tizerinde de etkili oldugu bilinmektedir (258).

Erken donem yeniden programlama sirecinde edinilen en belirgin bulgu,
hiicre bagina ROS seviyelerinin yansimasi olan ROS parlakliginda (floresans
yogunlugu=MFI degerleri) saptanan azalmadir. Bununla uyumlu olarak, olumsuz

kosullara maruz birakilan kiiltiirlerde hiicrelerin ROS ifadelerinde artma gozlenmesi
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de hiicrelerin farklilasmaya yonelmis oldugunu diisiindiirmiistiir. YP’nin 7. glinlindeki
hiicrelerin MT yogunlugunda azalma olmamis olsa da, mitokondri aktivitesinin
gostergelerinden biri olarak degerlendirilebilecek olan ROS parlakliginin azalmis
olmasi, hiicrelerin mitokondriyal metabolizmasinin yavasladigini akla getirmistir. YP
stirecinde heniiz mitokondri yogunlugu azalmadan bile hiicrelerde olan metabolik
degisimlerin etkisiyle ROS {iretiminin azaltilarak farklilagsma siirecinin baskilandigi
seklinde degerlendirilmistir. Hiicrelerin ROS ifade dereceleri (% degerleri), hem MKH
hem de YP hiicrelerde olduk¢a yiiksek olarak saptanmustir. Yine de, bu ROS pozitif
popiilasyon icerisinde farkli yogunlukta boyanma gosteren hiicre popiilasyonlari
incelenmistir. Edinilen bulgular, hiicrelerin yaklasik yarisinin YP siirecine yonelmis
olabilecegini akla getirmistir. Nitekim YP’nin 7. giiniinde degerlendirilen ALDH
olcumlerinde ise MKH’lere oranla uPKH’lerde ALDH pozitif hiicre oraninin daha
yiiksek oldugu goriilmiis ve bu durum, YP baslatilmas: ile birlikte hiicrelerin bir

kisminin kokliliige dogru gecisini destekledigini diisiindiirmistiir.

Uyarim/YP surecinin ilerleyen giinlerinde de ayni belirtegler (ROS, MT ve
ALDH) i¢in akim sitometrik degerlendirmeler yapilmistir. Olgiimlerde genellikle,
hiicre popiilasyonu olduk¢a daginik bir goriiniim sergilemis, ayrica tiim analizler i¢in
yeterli sayida hiicre eldesinde problem yaganmistir. uPKH kiiltiirlerinde, YP siireci
baslatilmasini takiben baslangi¢ hiicrelerin ¢ok diisiik bir oraninin (<%0.1-2) uPKH
kolonisi gelistirebildigi, verimin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, YP
siirecinin erken asamasinda, degisik zaman araliklarinda yapilan incelemelerde,
farklilasma ve kokliiliigiin farkli asamasinda hiicreler olmas1 (MKH’ler, MKH’lerden
MET-EMT siirecinde gelismeye baslayan epiteloid morfolojide hiicreler, uPKH’ya
ilerleyen hiicreler, farklilasan hiicreler) nedeniyle akim sitometri analizlerinde olduk¢a
daginik goriiniimler elde edilmis, kap1 alinmasinda zorluk yasanmis, ayrica segilen

tiim zaman noktalarinda biitiin analizler ayni 6rneklerde yapilamamustir.

Calismamizin YP’nin erken asamalarinda elde edilen bulgular, YP surecinin
baslamasini takiben, MKH’lerin tipik belirteci olan CD29 ifadesini kaybettiklerini,
pluripotentlik belirteclerinin protein diizeyinde (akim sitometri), Gok kuiguk bir hicre
populasyonu hari¢ pozitiflesmedigini, buna karsin molekiiler diizeyde bakildiginda

onemli bir kisitm genlerin diisiik diizeyde de olsa ifade edilmeye basladigini (Oct4,
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Sox2, Rex1, Klif4, TERT, DNMT3a, CDHI), tiim bu asamalar esnasinda hiicrelerde
metabolik degisimler oldugunu gostermistir. YP asamasinda yasanan teknik zorluklar
(yeniden  programlanan  hiicre = miktarlarinda  yetersizlik, farklilasma
basamaklarinda/heterojen hiicreler olmasi) nedeniyle akim sitometri ile metabolik

degisimlerin agsama asama degerlendirilmesi kolay olmamistir.

Yapilan c¢alismalarda, UuPKH (retim ve farklilastirma asamalarinda
mitokondrilerin gelisimsel plastisiteye sahip oldugu gosterilmistir (259). Ayrica,
farklilagsmis hiicrelerin de metabolik profilinde ¢esitlilikler oldugu ve bu durumun
yeniden programlanma etkinligini degistirecegi belirtilmektedir (257). Bu bulgular
1s1g¢inda, yeniden programlanan aymi hiicreler iizerinde farkli kosullarda yapilacak
metabolik profillemenin 6nemi ortaya c¢ikmaktadir. uPKH eldesindeki verim
disiikligi, ar-ge ve klinik uygulamalarin gelisimine en biiyiik engeldir. Bu nedenle,
kiltir kosullar1 degistirildiginde olusacak metabolik degisikliklerin bilinmesinin
optimal kosullarin belirlenmesine katki saglayacagi diisiinlilerek bu calismada,
beslenme periyodunun (E8 besiyeri ile standart glinlik ve standart dis1 ii¢ giinde bir
besleme) ve besiyeri formunun degistirilmesi (flex besiyerleri ile standart ti¢ giinde bir
besleme) gibi olumsuz ya da farkli kosullara maruz birakilan ortamlarda hicrelerin
mitokondriyal morfoloji ve parametre degisimleri ile kokluluk seviyeleri
incelenmistir. Beslenme araliginin acgilmasi ile olusturulan olumsuz kosullarda ROS
ifade seviyelerinin (floresans) arttig1 gozlenmis, ayrica alternatif flex besiyeri ile
besleme sonrasinda da benzer sonuglar alinmistir. Hiicrelerin E8 flex ortaminda ROS
ifadesinin artmis olmasi hiicrelerin kismen farklilagsmaya yonelmis olabilecegini

diistindiirmistiir.

Calismamizda, erken ve ge¢ pasajlar da karsilastirilmistir. uPKH’lerin pasaj
ilerledikce pluripotentlik 6zelliklerinin daha iyi ortaya ¢iktigi/embriyonik kok hiicreler
ile daha ¢ok benzerlik gosterdigi bilinmektedir (10, 260). Bu durum ile uyumlu olarak,
calismamizda ROS ifade diizeyinin ge¢ pasajlarda daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Tim bu bulgular pluripotentlige yonelme veya pluripotentlik asamasinda hiicrelerin
ROS ifade seviyelerinin azaldigini, bunun da azalmig mitokondri aktivitesi ile uyumlu
oldugunu gostermistir. Farkli kosullarda tekrarlanan bu deneyler, ROS analizlerinin

hlcrelerin metabolik durumunu géstermede oldukca erken ve guvenilir bir gosterge
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oldugunu diisiindiirmiistir. Yapilan ¢alismalar, UPKH bankalamada etkin olabilecek
kalite konular1 ile yorum yapmaya yonelik 6n-deney niteligindedir, paralel gruplarla

ve farkli parametrelerin incelenmesiyle tekrar caligmalarina ihtiyag vardir.

YP surecinde, hiicrelerin ¢ogunlugu kismi programlanmis olup sadece kiigiik
bir oran1 tam programlananlart olusturmaktadir.  Baskin populasyon, Kismi
programlanmis, ara formdaki (intermediate) uPKH’lerdir (partial iPSCs-PariPSCs).
Bununla ilgili olarak, yeniden programlamada bir kontrol noktasi (checkpoint)
kisitlamasindan bahsedilmektedir (261). 2012 yilinda yapilan bir ¢aligmada, tam
programlanmamig hiicrelerde de, baslangic hiicre belirteglerinin kaybolmasi,
pluripotentlik ifadelerinin arttigi, histon modifikasyon durumlarinda degisiklikler,
EKH benzeri morfoloji kazanimi ve hatta teratom olusturabilme o6zelliginin
gorulebildigi (262); ancak 2017 yilindaki ¢alismada, kismi programlanmis olarak
ifade edilen hiicrelerin morfolojik olarak EKH benzerligi gostermis olsa da (PariPSCs)
teratom olusturmadigi, TRA1-60 ifadesinin olmadigi, ayrica ekzojen Yamanaka

faktorlerinin ifadesinin kaybolmadig: bildirilmistir (11).

Calismamizda, belirli pasajlarda se¢ilen ve rutin besleme periyodu degistirilen
uPKH’lerde beklenen bulgular; iyi koloni olarak ifade edilen (iyi programlanmis
olarak varsayilan) hucrelerin (ileri pasajlar/ginlik beslenen kulttrler/morfolojik
olarak ideal koloni olarak gdzlenenler) mitokondri aktivitelerinin, baslangi¢ hiicreler
olan MKH’lere ve kismi programlanmis/farklilagsmaya yonelmis hiicrelere gére daha
diisiik bulunmasi ve mitokondriyal parametrelerin immatiir hiicrelerle uyumlu
olmasidir. Bu bulgular, kok hiicrelerin karakteristigi olarak kabul gérmeye baslamis
olan mitokondriyal aktiviteye gore glikolizin daha baskin olmasi durumuna isaret
etmektedir. Hucrelerin 6zellikle hipoksik kosullarda, TCA ve oksidatif fosforilasyon
yerine glikolize yoneldigi bilinmektedir. Ancak kok hiicrelerde, normoksik kosullarda
da glikolizin daha baskin oldugu ileri siiriilmektedir (kanser hiicrelerinde goriilen
Warburg etkisi gibi (263)). Calismamiz normoksik kosullarda yapilmisgtir. Literattirde
var olan hiicre metabolizma karsilastirmalari ile ilgili ¢alismalarda, ¢ogunlukla EKH
veya UPKH ile somatik hucreler (genellikle fibroblastlar) karsilasilmistir. Bizim
baslangi¢c hiicremiz ise erigkin somatik hiicre degil, somatik bir kok hiicre olan

MKH’dir. Bu durumda MKH ile uPKH karsilastirilmasinda, fibroblast kiyasinda



167

oldugu kadar carpici bir farklilik beklenmemektedir. Multipotent kok hiicre grubunda
yer alan MKH’lerin de enerji metabolizmasi olarak glikolizi tercih ettigi bilinmektedir
(264, 265). Bununla birlikte calismamizda, en belirgin ROS ifadelerinde olmak tizere
metabolik  degisimler saptanmis, MKH’lerle karsilastirildiginda  yeniden
programlanmakta olan ve ¢esitli pasajlardaki uUPKH’lerde mitokondri aktivitesini
yansitan ROS parlakliginin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Eritrositler hari¢ tim
canli hiicreler mitokondri bulundurur ve ROS aktivitesine sahiptir. Bu nedenle
deneylerde hicrelerin >%90-99’unda akim sitometri ile MT ve ROS pozitifligi
saptanmigtir. Hiicreler arasinda mitokondri kiitlesinin ve ROS aktivite farkliliginin
gosterilmesi i¢in MT ve ROS floresans degerleri incelenmis, hiicrelerin bu iki
parametre yonunden parlak, dim veya dim/negatif boyanma &zellikleri
degerlendirilmistir. Bu analizlerde tipik olarak hiicrelerin kokliliigii arttikga ve uPKH
Ozellikleri ortaya ¢iktikca ROS parlakliginda azalma, bazi incelemelerde MT
parlakliginda da azalma gozlenmis ve mitokondriyal metabolizmanin baskilanmasi
olarak yorumlanmistir. Bu durum, hem YP asamasinda MKH’lerle kiyaslandiginda,
hem de 1yi, kotii kolonilerin degerlendirilmesinde gbzlenmistir. Ayrica, erken ve geg
pasajlarin karsilastirllmasinda da gec pasajlarda, uPKH ozelliklerinin daha tipik
olmasiyla birlikte MT ve ROS parlakligindaki azalma dikkat ¢ekmistir. Buna kargin
yine de, aym oOrnekten elde edilen klonlarda bile hem yiizey belirteglerinin

diizeylerinde hem de mitokondriyal parametrelerde farkliliklar gézlenmistir.

Mitokondriyal fonksiyonlarin degerlendirilmesinde otofaji de oOnemli yer
tutmaktadir.  Selektif  otofaji/mitofaji, defektif —mitokondrilerin  lizozomal
eliminasyonunda rol oynamaktadir (266). Mitokondriyal agda yiiksek bir plastisite
vardir ve bu durum flizyon ve fizyon arasindaki denge ile iliskilidir. Bu dengenin
diizenlenmesi ile pluripotent hiicrelerin yasami, idamesi saglanabilir. Somatik
hiicrelerin yeniden programlanmasi esnasinda genetik ve epigenetik olarak da yogun
yeniden modelleme olmakta, bu da mitokondri &zelliklerini etkilemektedir.
MitoTracker Green ile yapilan Oncli calismalar, aktif mitokondrilerin uPKH
kolonilerinin kenar kisimlarinda daha yogun oldugunu gostermistir. Bu alanlar,
farklilagsma alanlar1 olarak degerlendirilmektedir. Bu durum, kolonilerin merkezindeki
immatdr hicrelerin daha diisiikk mitokondriyal kitleye sahip oldugunu diisiindiirmiistiir.

Yeniden programlanma ile gézlenen bu azalmanin da mitofaji benzeri olaylarla ilgili



168

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (267). Otofajiyi tetikleyen rapamisin ile YP etkinliginin
arttiginin gosterilmesi de bu hipotez ile uyumlu bulunmustur (268). Calismamizda
yapilan EM incelemelerinde YP asamasinda olan hiicrelerde ve ileri pasajlarda otofaji
gosterilmis olmasi bu bulgulari desteklemektedir. Ayrica, flizyon/fisyon dengesinin de
mitokondriyal dinamik {izerine etkisinin aydinlatilmas1 gerekmektedir. Bildirilen
mitokondriyal degisimler pluripotentlik durumunda gegici bir donemde mevcuttur,

somatik hiicreye dogru farklilasma ile de§isim gézlenmektedir.

Mitokondrilerin  hiicre i¢in enerji {iretimi yaninda redoks dengesinin
korunmasinda da rolii vardir (266). Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyonun son
uriinu olarak Uretilen ROS, toksik olup DNA, proteinler ve lipidlerde oksidatif hasara
yol agmaktadir. Bu durumu etkisizlestirmek igin antioksidan enzimler devreye
girmektedir. Denge bozulursa oksidatif stres meydana gelmekte, yaslanma
siirecindekine benzer hiicre hasari ortaya c¢ikmaktadir. PKH’ler redoks denge
bozukluguna kars1 oldukga hassastir ve oksidatif olarak modifiye protein, lipid, DNA
seviyeleri disiiktiir. Uzun yasam ve proliferasyon kapasitesini korumak igin
PKH’lerin stresten korunma mekanizmalar1 gelismistir ve redoks durumu kuvvetle
kisitlanmistir  (269). Boylelikle genomik kararlilik saglanmaktadir. ROS’u
dengelemek icin antioksidan enzimler ylksektir ve oksidasyon minimal tutulmaktadir.
PKH metabolomunda doymamis metabolitler yiiksek orandadir, oksijenasyon ve
hidrojenasyon reaksiyonlarina fazla duyarhidir. Boylelikle, artmis metabolik
oksidasyona hizla cevap verilir, farklilasma programlari baslatilir (kimyasal plastisite)
(270).  Mitokondriyal solunumun azaltilmasi ile istenmeyen ROS olusumu
azaltilmaktadir. Ayrica pentoz fosfat yolagi (pentose phosphate pathway, PPP)
oksidatif yoluyla antioksidan enzimlerin aktivitesi igin gerekli olan rediiktan faktor,
NADPH saglanmis olur. PKH’de glikoliz ile bir taraftan biyokiitle (niikleotit,
aminoasit, lipit) Onciileri saglanmakta, ayrica hiicreler oksidatif stresten korunmus

olmaktadir.

Morfolojik incelemelerimizde, YP faktorlerinin, MET’in (271) de tetikleyicisi
konumunda olduguna dair bulgular (epiteloid gorinim) edinilmistir. Elektron
mikroskopi calismalarimizda ise bir 6rnekten alinan ¢ok sayida kesit incelenmeye

calisilmis ve hiicrelerin filopod yapisindan itibaren 6zellikle mitokondrinin ince yap1
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ozellikleri lizerinde durulmustur. Hiicre ¢capinin genel olarak 11-17 mikron araliginda
degistigi MKH’lerde mitokondri boyutu 0,2-0,8 araliginda 6lgiilmiistiir. 4-22 mikron
olabildigi gozlenen uPKH’lerde mitokondri ¢apinin ise 0,1-0,7 arasinda degistigi
gozlenmistir. MKH’lerde ve uPKH’lerde en ¢ok yuvarlak olmak tizere oval ve uzamis
mitokondri yapisi gézlenmistir. YP’nin 18. ve 22. giininde, MKH’lerde gézlenmeyen
dalli mitokondri yapisina rastlanmistir. Stres durumu ile iliskilendirilen sapkali
mitokondri (1 adet) yapisi ise, aslinda hiicreler icin bir ¢esit stres durumu olan YP
sirecinin 18. gunundeki hicrelerde goriilmistir. MKH’lerde mitokondri yerlesimi
daginik veya perisitoplazmik; erken pasaj (p6 ve p8) uPKH’lerde periniikleer
yerlesimli; yeniden programlanan ve ileri pasaj (p22 ve p27) hiicrelerde ise daginik
olarak gozlenmistir. Krista yapisina gore tiibliler mitokondri yalnizca p27 kolonilerde
gbzlenmis, p6 ve p8 uPKH’lerde krista yapist boyuna, MKH’ler ve uyarimin 22.
gundndeki hicrelerde ise enine dizilim gdstermistir. 22. giinde ayrica trabekiiler krista
yapisi da dikkat ¢ekmistir. Ornek kesitlerine diger organellerle iliski acisindan
bakildiginda, mitokondrilerin, MKH’lerde GER sisternalar1 arasinda, YP’nin 18.
giintindeki hiicrelerde, vakuoller arasinda (daginik) ve p6 uPKH’lerde otofajik vakuol
etrafinda tespit edilmesi, fikir verici olmustur. Filopod denilen hiicre ¢ikintilar1 daha
ziyade MKH’lerde ve YP siirecindeki hiicrelerde goriilmiistiir. Incelenen kesit
alanlarinda mitokondri adet miktar1 acisindan bakildiginda MKH’lerde ortalama 22,
yeniden programlanan hiicrelerde ortalama 21, erken ve ge¢ pasaj ayirt etmeksizin
uPKH’lerde 19 olarak sayilabilmistir.

Literatiirde, genel olarak pluripotent hiicrelerde mitokondrilerin kiresel, oval
ve olgun hiicrelerdekine gore daha kiicliik oldugu, genellikle cekirdek etrafinda
(periniikleer) yerlesim gosterdigi, kristalarin iyi gelismemis oldugu ve elektron
yogunlugunun az oldugu bildirilmistir (260). uPKH’lerin mitokondriyal morfoloji
yoniinden EKH’ler ile kiyaslanmasinda, immatiir hiicrelerde beklenen periniikleer
yerlesim, kiiresel/oval mitokondri, kristalarin azlig1 gibi tipik bulgular EKH’lerde
oldugu kadar uPKH’lerde belirgin bulunmamis, uPKH’lerin bir bakima EKH ile olgun
fibroblastlar arasinda karma (uzamis ve globiiler mitokondri yapisi) mitokondriyal
fenotipik Ozelliklere sahip oldugu ileri stirtilmiistiir (257). uPKH’lerin 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in histomorfometrik analizlerin gerektigi lizerinde durulmaktadir.

Ayrica farkli uPKH hatlar1 arasinda yontemlere gore degisen metabolik profiller elde
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edilmistir. Biz de c¢alismamizda, MKH ile erken ve gec¢ pasaj uPKH’lerin
mitokondrilerinin  EM incelenmesinde; yerlesim yerleri, morfolojik 6zellikleri,
boyanma ve krista yapilarina gore immatiir 6zellikte olanlar1 degerlendirirken ayrica
farkli besleme periyodlarina maruz birakildiginda farklilasma veya otofaji gibi
istenmeyen durumlara yonelme ile iligkilendirilmek iizere ayni sekilde parametre

degerlendirmeleri yapmaya calistik.

Calismamizda ayrica, hiicrelerin mitokondriyal aktivite ve kokliiliik 6zelliginin
gosterilmesi icin ALDH ifadeleri akim sitometrik olarak incelenmistir. ALDH
enzimleri endojen ve ekzojen aldehitleri detoksifiye etmektedir. ALDH’in ¢esitli
izoenzimleri vardir. ALDHIA1 embriyonal dokuda ve eriskin kok hiicrelerde ifade
edilmektedir (217). Akim sitometride ALDH ifadesinin yiiksekligi, kok ve onci
hiicrelerin segilmesinde kullanilmaktadir. Kokliiligii yiiksek olanlarda, ALDH parlak
ifade eden hcrelerin zengin oldugu gosterilmistir. Esasen, farkli izoenzimlere sahip
olan ALDH degerlendirilmesinde en uygunu, ALDH aktivitesinin tayinidir. Bu
yontemle, ALDHI1A1 disinda diger izoenzimler hakkinda da fikir edinilir; hiicre
cogalmasr/’kendini yenileme, farklilagma, oksidatif stres cevabi gibi biyolojik
fonksiyonlarla yakindan ilgilidir. Birgok primitif kok hiicre popilasyonunda
ALDHI1A1’den daha ¢cok ALDHI1A3 ifadesinin belirgin oldugu ileri siiriilmektedir.
Calismamizda YP sirecinde, erken ve ge¢ pasaj uPKH’lerde, besleme periyodu ve
besiyeri formu degisikligi yapilan uPKH’lerde akim sitometrik olarak ALDH
diizeylerine bakilmistir. Deneylerin bir kisminda, MT ve ROS parlakliginin daha
diisiik oldugu daha immatiir hiicre tiplerini igeren kiiltiirlerde, ALDH dizeylerindeki
yukseklik veya ALDH parlak ifade eden hiicre popiilasyonlarindaki artig, dikkat
¢ekmistir. Besleme periyodu degistirilerek her giin beslenen iyi koloniler ile ti¢ giinde
bir beslenen kot koloniler arasindaki ALDH diizeyi karsilastirmasinda hem oransal
hem de gorsel akim sitometri dagilimlar: bilgi verici olmus ve beklenildigi gibi Kotu
olarak ifade ettigimiz kolonilerde kokliilik seviyesinin azalma egiliminde oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan, E8 flex ile beslenen hicreler igin yapilan ¢alismalarda
istatistiksel analiz sonuglarinin anlamli ¢ikmamasi ilk olarak deney sayisi
yetersizligini diislindiirmiis, ayrica test edilecek hiicrelerin sayilmadan (toplandig
hiicre kabi ile eslestirilen oransal hesaba gore) islemlere tabi tutulmasinin da etken

olmus olabilecegi disiincesiyle hucre sayilar1 agisindan yeniden optimizasyon
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yapitlmasinin fayda saglayacagr kanisina varilmistir. Erken ve gec¢ pasajlarin
karsilastrilmasinda ise pluripotentligin belirginlestigi ge¢ pasaj hiicrelerinde
mitokondri yogunlugu ve ROS diizeylerinde azalma gozlenmekle birlikte ALDH
diizeylerinde veya parlakliinda kokliligi disiindiirecek sekilde bir artma
gozlenmemistir. Dikkati ¢ceken bir bulgu, erken ve ge¢ pasajlarin kontrol hiicrelerinde
de gozlenen floresans parlakligindaki farkliliklardir. Bu durum teknik bir duruma
isaret edebilecegi gibi ALDHI seviyesinin 0lgiildiigli deneylerimizin ALDH

aktivitesini yansitmadig1 seklinde yorumlanabilir.

Calismamiz kapsaminda, uPKH karakterizasyonuna yonelik gergeklestirilmis
olan RT-PCR analizlerinde, negatif kontrol olarak multipotent kék hicre olan
MKH’ler baz alinmis ve test edilen (pluripotent olan veya pluripotentlik yoniinde
programlanmaya baslayan) hicrelerin pluripotentlik belirteclerinde kabul edilebilir
seviyede artis oldugu gorilmistir. Grafiklerde, Ozellikle DNMT3a ve TERT
ifadelerindeki belirgin yikseklik (kat farki= 8-12) dikkat cekmektedir. Chan ve ark.
(126) tarafindan yapilan calismada, i-uPKH karakterizasyonu igin, hicrelerin
tamamen yeniden programlanmasmin bir gostergesi olarak, DNMT3b'nin ifade
seviyesine bakilmasi Onerilmistir. DNA metiltransferaz genlerinden DNMT3a,
somatik hicrelerin yeniden programlama stirecinde pluripotentlik genlerinin yeniden
metilasyonunda DNTM3b ile birlikte rol almaktadir (272). Tamamen yeniden
programlanmis durumu ayirt etmek igin, DNMT3b'nin yan1 sira TRA-1-60 ve Rex1'in
ifadesinin kullanilabilecegi belirtilmistir. Analizlerimizde, Rex1 ifade dizeyleri de
belirgin yiikseklikte bulunmustur. Telomeraz enziminin aktifligi ve telomer
uzunlugunu ifade eden TERT geni, hucrelerin sonsuz béliinme yetenegi kazanmasinda
ve kendini yenileme siirecinde uPKH’ler i¢in kritik bir belirte¢ olarak
degerlendirilmektedir (273). Farkli telomer uzunluklari dolayisyla uPKH’ler
heterojenlik gosterebilmektedir (274).

Pluripotentlik faktorleri (Oct3/4, Sox2, KIf4, cMyc) ile indUklenen hicrelerde
YP siirecinin baglangicinda ilk olarak somatik hiicre belirteclerinde azalma, ardindan
sirayla, hiicre ¢ogalmasinda (proliferasyon) artma, oksidatif fosforilasyondan
glikolitik metabolizmaya degisim ve MET gecisi olmaktadir (275). Takiben

pluripotentlik belirteclerinde artma olmaktadir. Calismamizin YP’nin erken
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asamalarinin test edildigi kisminda somatik belirtecler kaybolmasina ragmen Oct4
ifadesi ¢ok diisiik seviyelerde bulunmustur (<2 kat). Bu bulgu, hicrelerin
pluripotentlige gegisinin (yeniden programlanmasinin) ¢ok diisiik oranda hicrede
gergeklesebilecegini, verimin cok diisiik oldugunu desteklemektedir. Genel olarak
caligmalarda uPKH karakterizasyonu, tam programlanmis hiicrelerin ¢ogaltilmasi
sonras1 >5. pasajda yapilmaktadir. Calismamizda da YP asamasi tamamlandiginda ve
>5 olan farkli pasajlarda yapilan analizlerde Oct4 ifadesinin yiiksek oldugu

gOriilmiistiir.

Deneyler devam ederken uPKH’lerin yiizey belirteglerine  gore
karakterizasyonlarinin yapildigi sureglerde de akim sitometriden faydalanilmis,
beklenildigi gibi MKH’ler icin ayirt edici bir belirte¢ olan ve uPKH’ler i¢in negatif
kontrol olarak degerlendirilen CD29 diizeyleri, %2 ’nin altinda bulunmustur. uPKH’ler
icin ayirt edici olan ve ifade diizeylerinin yliksek olmasi beklenen SSEA-4 ve Oct4
seviyelerinin kabul edilebilir aralikta oldugu sonucuna varilmistir. Tiim uPKH’lerde
SSEA-4 erken belirteci i¢in degerler %95’in altina diismezken, olumsuz kosul
siireclerinde olan p8 uPKH’lerde Oct4 diizeyinin diisiik olmasi1 (%70,9) dikkat
cekmekte ve iyi karakterize uPKH olarak ifade edilebilmesi icin yizey belirteci
seviyesinin %85’in altina diismemesi tercih edilmektedir. Literatir bilgisinden (276)
yorumlandig tizere 6zellikle viral yontem ile programlanmis olan uPKH’lerin viral
genlerin kaybolmasinin  gercgeklestigi ileri pasajlarda daha karakterize (tam
programlanmis) olmalar1 beklenmektedir. Subjektif olabilen erken ve ge¢ pasaj
tanimlamalar1 (hangi pasaja kadar erken?/hangi pasaj sonrast ge¢?) ayrica
diistiniilmelidir. Bir baska agidan bakildiginda, i-uPKH’lerin, akim sitometrik
Olctimlerde heterojen yan dagilim (Side Scatter, SSC) sergiledigi gorilmiistiir.
uPKH’ler, oldukca yuksek SSC seviyeleri arasinda dalgalanmaktadir. Literatiirde,
yuksek SSC gosterenlerin, diisiik SSC gosterenlere gore genellikle pluripotentlik
belirteglerinin daha hakim oldugu belirtilmektedir (277).

1998’de Thamson ve ark. (278) tarafindan pluripotent kok hiicreler (EKH) ilk
kez tanimlandiginda, hiicre kiiltlir sisteminin bilesenleri; DMEM, serum, bFGF,
Glutamin, BME, fare MEF olarak tanimlanmistir. Gliniimiize gelindiginde, halen net

standart yoktur cilinkii kiiltiir sistemleri laboratuvar ve proje bagimli olarak
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degismektedir. Kiiltiir sistemine karar verirken, elde edilen hiicrelerle ne yapilacaginin
yanisira, maliyet etkinligi, kullanim kolayligi, Olgeklenebilirlik, GMP uyumu,
kararliligin arttirilmasi, belirlenmis/tanimlanmis olma durumu (“besiyerinin iginde
neler var ve ¢alismamizi nasil etkileyecek?” sorular1 agisindan) diigiiniilmesi gereken
diger parametrelerdir. Ornegin, besiyeri konusundaki giincel ilgi odaklarm
diisiindiigiimiizde, giinliik yerine esnek besleme periyoduna izin veren besiyeri (flex)
tercih edilmeye baslandig1 goriilmektedir. Bu besiyeri rahat program yapma ve diisiik
maliyet gibi avantajlar sunarken bu siirecteki ¢evresel degisiklikler ve etkiler endise
vermektedir. CUnkl bu besiyerlerinde kararli ya da yavas yavas salinan FGF
kullanilmakta ve bdylece belirli glnleri kapsayan bir program yapilarak haftada
beslenme sayisi azaltilmaktadir. Besiyeri her giin degistirilmediginde atiklar birikerek
kiiltiirin asidifiye olmasina neden olmaktadir. 2016 yilinda Jacobs ve arkadaslar1 (279)
tarafindan yapilan yayinda, hiicrelerin saldigi laktik asitin olusturdugu asiditenin
dogrudan genomik kararsizligin nedeni oldugu vurgulanmistir. Laboratuvarimizda
flex besiyeri ile yaptigimiz 6n calismalarda, diizgiin koloni morfolojileri ve hizli
tiretim avantajlart hissedilmis ancak metabolik parametreler standart kulttr
kosullarinda elde edilen bulgulardan farklilik gostermistir. Ayrica yilizey belirteci
degerlendirmelerinde, 1ileri pasaj uPKH’lerdeki Oct4 disiikliigii, hiicrelerin
farklilasmaya yoneldigini diisiindiiriirke, deneylerimizde test edilen uPKH’lerin
p20’lere kadar E8 besiyeri ile beslenmis olmasi durumunun da g6z ©ongnde

bulundurulmasi gerektigini hatirlatmigtir.

Elde edilen metabolik/mitokondriyal bulgular dogrultusunda yapilacak ileri
aragtirmalarda, glikoz metabolizmas: ile iliskili gen ifadelerine bakilmasi, glikolizin
ilk asamasinda hiz kisitlayici enzim olan hekzokinaz ifadesi ve glikoliz-TCA
arasindaki iliski hakkinda fikir vermek iizere piriivat dehidrojenaz enzim kompleksinin
incelenmesi, ayrica oksijen tliketim hizi, intraseliiler ATP, laktat {iretimi ve
duzenleyici enzim duzeylerinin belirlenmesi ile programlanmanin farkli asamalarinin

metabolizmalarina yonelik detayli calismalar planlanabilecektir (257).

Degerlendirilen tim ¢alismalarimiz igin belirtmek gerekir ki, s6z konusu in
vitro metabolik parametreler oldugunda, hiicrelerin dogal/in vivo metabolizmasini

etkileyebilecek tiim faktorlerin dikkatle degerlendirilmesi gerekmektedir. Metabolik
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parametreler dinamiktir. Ornegin, uPKH’ler dzelinde, bizim calismamiza yonelik
diisiiniildigiinde, dondurulmus hiicreleri ¢ézme asamasinda kullanilan ROCK
inhibitordndn, kok hiicre fenotipinin korunmasini saglarken metabolizma tizerindeki

etkilerinin heniiz tam olarak bilinmiyor ve arastiriliyor oldugu unutulmamalidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmacilar arasinda alis verisi yapilan hiicre hatlari, laboratuvarlar arasi
isbirligini saglayan, bir cesit geleneksel-bilimsel para birimi olarak kabul edilebilir.
Bankacilikta hiicre islemlerindeki teknik zorluk ve yiiksek maliyet (6rnegin,
bankacilik i¢in tiim personel, tesisler, Uriin ile kalite ve karakterizasyon testleri ve
genel masraflar hesaba katildiginda, aragtirma amacli bankalamaya yonelik bir hiicre
hatt1 i¢in gerekli biitce 60 bin pound ve klinik amagli banka i¢in bir hiicre hattinin
maliyeti 1 milyon pounda tekabiil etmektedir) diisiiniildiiglinde, siirdiiriilebililik i¢in
devamli kurumsal bir siibvansiyon gereksinimi ortadadir (189). Maddi anlamda kendi
kendini destekleyen uPKH bankaciligin1 gerceklestirmek igin hiicre kiiltiiriinde
verimlilik artisina yonelik ileri teknolojiler basta olmak iizere 6nemli gelismeler
gerekmektedir. Sonucta, arastirma ve ilag gelistirme i¢in ciddi bir girdi saglayacak
olan uPKH kaynaklarinin en iyi sekilde kullanilmasi ve kok hiicre bankaciligi alaninda
simdiye kadar gelistirilen deneyim ve uzmanliga dayanarak uPKH alaninda da ortak

standartlarin olusturulmasi yoniinde ¢agrilar acilmaya devam etmektedir.

Isletmeci/endiistriyel bakis agis1 katilmis, kok hiicre bilgi ve arastirma

tecriibesiyle hazirlanmis, alaninda ilk olan bu tez ¢aligmasiyla;

e Diinyada hem bilimsel hem endustriyel alanda 6nemi artan ve ulkemizde
olusturulmasi gereksinim olarak goriilen uPKH bankasina yonelik 6nemli bir

bilgi birikimi edinilmistir.

e Ulkemizde heniiz bulunmayan bir UPKH bankasi igin belirlenmeye calisilan
gereksinimler dogrultusunda literatiir, standart, rehber ve 6rnek incelemeleri
sonucunda Ornek bir sistem modeli igin bilimsel ve yazinsal arastirmaya dayali

bilesenler Onerilmistir.

e Tibbin en giincel ve en iddiali alanlarindan olan ve gelismis {ilkelerde yeni
baslatilmakta olan uPKH bankacilig1 alaninda, tilkemizin es zamanli olarak var
olmasi i¢in, bu alana yonelik gereksinimlerin tilkemizdeki yasal diizenlemeler
ve yonetmeliklerle uyumlulugu da degerlendirilmis ve gereken degisikliklerin

yapilmasi konusunda ilgili kamu birimleri ile iletisim kurulmustur.
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e Deneysel bulgular;

YP surecinde standart kosullarda ve ii¢ giinde bir besleme yapilarak
olusturulan olumsuz kosullarda, metabolik aktivite hakkinda 6nemli
fikir veren mitokondriyal parametrelerin yararli oldugunu, bunlar
arasinda Ozellikle ROS ifade diizeylerinin hiicrelerin pluripotentlige
gidis veya pluripotentlik durumu ile azaldigini, bu durumun azalmis

mitokondri aktivitesini yansitabilecegini gostermistir.

Erken ve geg¢ pasajlarin karsilastirilmasinda, pluripotent ozelliklerin
belirginlestigi ge¢ pasajlarda, ROS ifade diizeylerinin daha belirgin
olmak tizere mitokondri yogunlugunun azaldigini, ALDH diizeylerinde

ise farkli 6rneklerde degisken sonuglar elde edildigini gostermistir.

Ayrica, diinyada birgok arastirmaci tarafindan kullanildigi bilinse de
ulusal uPKH bankasinda kullanim i¢in tercih edilmeden Once Flex
besiyeri ile beslenen hiicrelerle yapilan degerlendirmelere yonelik test
tekrarlarinin arttirllmasinin fayda saglayacagi sonucuna ulasiimigtir
(tez c¢alismalar1 kapsaminda degerlendirilen ¢alismalar, yalnizca

numune olarak sunulan smirli miktardaki besiyeri ile yapilabilmistir).

Sonuglar, metabolik/mitokondriyal parametrelerin bankalama surecinde

uPKH'ler ile ilgili kalite konularinda erken ve kolay tespite yonelik uygun bir yaklagim
olabilecegi on goriimiizii destekleyici agidan olumlu bulunmustur. Hicre ROS
ifadelerindeki degisiklikleri yansitmak iizere hiicre kiiltiir supernatantlarinda, ileride
kurulabilecek otomatize sistemde kullanim i¢in de pratik olabilecek ROS 6lgimleri ile
UPKH kdlturlerinin sik ve yakin takibi yapilarak kalitesi hakkinda fikir edinilebilecegi

distintiilmiistiir.

Oneriler / Devam Eden ve Gelecek Calismalar

Edinilen kazanimlarla devam edilecek/planlanan ileri ¢alismalar:

» Ankara Kalkinma Ajansi tarafindan kabul edilmis/desteklenecek mproje

kapsaminda, Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre Bankasi (UPKOK)
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olusturulmasina yonelik fizibilite ¢calismasi yapilacaktir (Onaylanmis 1 yillik

proje - sozlesme asamasinda).

> Ufuk2020 - Cok Uluslu Arastirma ve Inovasyon Is Birligi kapsaminda -
Norodejeneratif ~ Hastalik  Arastirmalari Ortak  Programi  (JPND)
“Norodejeneratif Hastaliklar i¢in Kisisellestirilmis Tip Arastirmalart” baglikli
JPCOFUND-2 ERA-NET Cofund 2019 Projesi i¢in Widening Programi-
“NMS on a Chip” projesinde konsorsiyum ortagi olunan projede, arastirma
amacli uPKH Banka kalitesinde hiicre {iretimi yapilacaktir. Proje ile edinilmesi
beklenen tecriibenin uPKH bankaciliginin uluslararasi agilimi yoniinden 6nemi

blyaktdr.

» COST Proje Basvurular1 (Ekim 2020°de revize bagvurular yapilacaktir).
— Amerika, Asya ve Avrupa’dan katilan 50 iiyeden olusan COREdinate
ekibi ile - Proje Basligi: “CorEuStem: The European Network for Stem
Cell Core Facilities”.
— BBMRI-ERIC kalite sorumlusunun yiiriitiicii oldugu ekip ile - Proje
Basligi: “GSPbmr: Good Standardization Practise for Biomedical

Research”.

» Ayrica, uPKH kolonilerinin giinliikk misroskobik incelemelerinden arsivlenen
fotograflarin derlenerek uPKH Atlasi niteliginde sunulmasi planlanmaktadir.

Benzeri bir ¢alisma, Dr. Lyn Healy ve ekibi tarafindan hazirlanmistir (280).

COVID-19 pandemisi ile savasilan ve ilag/as1 arastirmalarinin kritik 6neme
sahip oldugu, i¢inde bulundugumuz bu zorlu glnlerde, 6zellikle ila¢ aragtirma
bulgularinin test edilmesine yonelik model olarak sunulacak kaliteli uPKH hatlarinin
stirece katki saglayabilecegi gdz ©Oniunde bulundurulmalidir. Yasadigimiz siireg,
uPKH’lerin kesif hikayesini Dr. Yamanaka’dan dinledigimde kurdugum ciimlemi

yeniden hatirlatti; “Zaruretler kesif dogurur!”
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