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ONAY SAYFASI



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kaglt) ve elektronik formatta arsivleme ve asaglda verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin almarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas,
Diizenlenmesi ve Erigime A¢ilmasina lliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime ag¢ilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir.

‘ Enstiti / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

09/02/2023
Sena SEVINDI

11“Lisans[]stu Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistti tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii lizerine enstitii veya
fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamisg ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez damigmaninin énerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goériisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti
ayl asmamak lizere tezin erisime agiimasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisanststii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolli ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulugun 6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisii iizerine lniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksek6gretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakdilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirlmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisii lizerine enstitii veya fakiilte
ybnetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. F. Duygu CETINKAYA
danigmanliginda tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

(Imza)

Sena SEVINDI
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TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim boyunca kattig1 degerli bilgileriyle bana yola gosteren,
ailemden uzakta oldugum bu siirede her daim sevgisi ve destegiyle cesaretlendiren
degerli damisman hocam Prof. Dr. Duygu CETINKAYA’ ya, egitimim ve tez
deneylerimin ilerleyisinde deneyimi ve bilgisiyle degerli katkilarin1 sunan sevgili

hocam Dog. Dr. Fatma Visal OKUR’a,

Yiiksek lisans ders donemi boyunca sundugu katkilarindan ve kattiklar1 ufuk
acan bilgilerden dolay1 basta Prof. Dr. Aysen GUNEL OZCAN olmak iizere tiim
boliim hocalarima, boliimdeki her tiirli iste yardimimiza kosan boliim ¢alisanlarimiza

ve bolim arkadaslarima,

Calismalarimiz boyunca, yeri geldiginde kendimi bir abla-kardes, yeri geldiginde
Ise usta-girak iligkisi iginde buldugum, sevgili 6gretim gorevlisi hocalarim olan canim
ablam Dr. Cansu OZDEMIR SAKA, Dr. Burcu OZCIMEN’e ve Dr. Ozge Burcu
SAHAN’a, bu zorlu yolu benim i¢in keyifli hale getiren her sorunumda yanimda duran
ve dinleyip ¢6ziim arayan, rol modelim olarak gordiigiim canim laboratuvar arkadagim
Bihter MURATOGLU’ na ve birlikte ¢alisigimiz laboratuvar1 neseleri ve giizel
kalpleriyle eglenceli hale getiren arkadaglarirm Sema DURUOGLU ve Beyza
TURGUT’a,

Lisans 6gretim hayatimin basindan beri yillardir her zorlugu birlikte astigimiz
kardesim, meslektasim, sirdasim olan canim arkadaslarrm Ozlem BOZDEMIR ve

Emine Beyza DOGAN’a yardimlari, dostluklari ve sabirlari igin,

Her zaman arkamda olan, her kosulda desteklerini, sevgilerini hissettigim

canim ailem, annem Serpil SEVINDI ve babam Nazmi SEVINDI ye,

Son olarak Ankara’y1 benim yuvam haline getirip sevdiren, bu kisa zamanda
birlikte ¢cikti§imiz tez yazma seriiveni dahil her zaman, her kosulda yanimda olan, bir

Omiir boyunca yan yana olmay1 umdugum, ruh esim Mustafa KELES’e,
Cok tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasi, Hacettepe Universitesi BAP, TYL-2022-19977 No.lu proje

kapsaminda desteklenmigtir.
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OZET

Sevindi S., Insan Somatik Hiicrelerinin Uyarilmis Pliiripotent Kok Hiicrelere
Yeniden Programlanmasi Siirecinde Arilhidrokarbon Reseptorii
Sinyalizasyonundaki Degisimlerin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023.
Somatik hiicrelerin in-vitro ortamda yeniden programlanarak uyarilmig pluripotent
kok hiicrelerin (uPKH) gelistirilmesi, hastalik modelleme, ilag arastirmalari igin
onemli firsatlar sunmaktadir. Somatik hiicrenin pliiripotentlife dogru de-
diferansiyasyonla yeniden programlanma (Reprogramming, YP) siirecinde etkili
mekanizmalarin aydinlatilmasi ve optimal kosullarin olusturulmasina yonelik bilgi ve
deneyim kazanilmasi gerekmektedir. Bu tez caligmasi, uPKH’lerin YP asamasi ve
kiiltirde ¢ogaltma siirecinde, bir zenobiyotik reseptorii olan ve hiicre kaderinin
yonlendirilmesinde  kilit rol oynayan Arilhidrokarbon Reseptor (AhR)
sinyalizasyonunun  degisimleri  arastirmak  lizere  planlanmigtir. ~ AhR
sinyalizasyonunun yeniden programlanma siirecindeki degisimlerinin incelenmesi
amaciyla yapilan deneylerde baslangi¢c hiicresi olarak mezenkimal kok hiicreler
kullanilmig, OSKM faktorlerinin aktarimi epizomal plazmitlerin elektroporasyonuyla
gerceklestirilmistir. Yeniden programlanmanin ilk yedi giinliik siireci ve ardindan
belirlenen zaman araliklarinda ve ileri pasaj uPKH’lerde, hiicrelerin morfolojik
degisimleri ve AhR sinyalizasyonu iligkili gen/protein ifadeleri, somatik hiicre/MKH
kimliginin kaybi, mezenkimal-epitelyal gegis (MET) ve pliiripotensi-iligkili gen
ifadeleri arastirilmig, ayrica AhR agonist (FICZ) ve antagonist (StemRegenin-1)
kullanim1 ile 6n deneyler yapilmistir. MKH’lerin YP siirecinde AhR ve iligkili
molekiillerin uyarildig1 goézlemlenmistir. ileri pasaj uPKH’lerde ise AhR gen
ifadesinin baskilandigi, AHRR ve pluripotensi ile artan IDO-1 (Indoleamin-pirol 2,3-
dioksijenaz)’in ifadesinin arttig1 gosterilmistir. Bu bulgularin, hiicre biyolojisi ve
kokliiliik durumunun belirlenmesinde AhR sinyalizasyonunun regiilatér roliinii
diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Uyarilmis pliiripotent kok hiicre, yeniden programlama,
zenobiyotik, pliripotensi, Aril hidrokarbon Reseptorii (AhR).

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi BAP, TYL-2022-19977 No.lu proje kapsaminda

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Sevindi S., Investigation of Changes in Arylhydrocarbon Receptor Signaling in
the Reprogramming of Human Somatic Cells into Induced Pluripotent Stem
Cells, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Department of
Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2023. Generation of induced pluripotent
stem cells (iPSC) by reprogramming somatic cells in-vitro, offers significant
opportunities for disease modeling and drug research. In the reprogramming process
of the somatic cell with de-differentiation towards pluripotency, it is necessary to gain
knowledge and experience to elucidate the effective mechanisms and to create optimal
conditions. This thesis study was planned to investigate the changes in
Arylhydrocarbon Receptor (AhR) signaling, which is a xenobiotic receptor and plays
a key role in the regulation of cell fate, during reprogramming and culturing of iPSCs.
Mesenchymal stem cells (MSCs) were used as source cells to investigate the changes
in AhR signaling during reprogramming through the transfer of OSKM factors by
electroporation of episomal plasmids. The morphological changes of the cells and AhR
signaling-related gene/protein expressions, loss of somatic cell/MSC identity,
mesenchymal-epithelial transition (MET) -related and pluripotency-related gene
expressions were investigated during the first seven-day period of reprogramming and
then at specified time intervals, and in mature iPSCs. Preliminary experiments were
carried out with the use of AhR agonist (FICZ) and antagonist (StemRegenin-1).
Upregulation of AhR and related molecules were noted during reprogramming process
of MSCs towards pluripotency. On the other hand AhR gene expression was
suppressed in characterized iPSCs when compared to the cells at reprogramming stage.
This was associated with upregulated expression of AHRR and IDO-1 shown to
increase with pluripotency. These preliminary findings suggested a possible regulatory

role of AhR signaling in determining stemness and cell fate.

Keywords: Induced pluripotent stem cells, Reprogramming, xenobiotic, pluripotency,
Aryl hydrocarbon Receptor (AhR).

This study was supported by Hacettepe University BAP, project numbered TYL-2022-
19977.
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SEKIiLLER

AhR Sinyalizasyonu Aktivasyonu
Doz denemesi Deney Plani

Kontrol MKH'lerin ve Lipofeksiyon yontemi ile yeniden programlama
yapilan hiicrelerin kiiltirde 1. ve 7. gilinlerdeki Isik mikroskobu
goriintiileri, 4X objektif.

Elektroporasyon Yontemi ile yapilan transfeksiyon sonrasindaki hafta
boyunca hiicrelerin morfolojik degisimleri. 4X ve 10X objektif.

GFP transfeksiyonundan 24 saat sonra floresan mikroskobu goriintiisii.

Transfeksiyon yapilmamig MKH'lerin kiiltiirde 7. Giiniinde DAPI,
SOX-2 ve TRA-1-60 IF boyamasi, floresan mikroskobu goriintiisii,
10X.

Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin
7. Giiniinde DAPI, SOX-2 ve TRA-1-60 IF boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisii, 4X objektif.

Elektroporasyon y6ntemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin
7. Giiniinde DAPI, SOX-2 ve TRA-1-60 IF boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisii, 10X objektif.

MKH’lerin kiiltiirde 7. Giiniinde DAPI, SOX2 boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisti, 10X objektif.

Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin
7. Giiniinde DAPI, SOX-2 ve CD-90 IF boyamast, floresan mikroskobu
goriintiisii, 4X objektif.

Elektroporasyon y6ntemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin
7. Glinitinde DAPI, SOX-2 ve CD-90 IF boyamasi, floresan mikroskobu
goriintiisii, 20X objektif.

Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin
7. Giiniinde DAPI, SOX-2 ve CD-90 IF boyamast, floresan mikroskobu
goriintiisii, 20X objektif.

Lipofeksiyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7.
Giiniinde DAPI, SOX2 ve CD-90 IF boyamasi, floresan mikroskobu
goriintiisii, 20X objektif.

Yeniden Programlamanin 9. giinli hiicrelerin 151k mikroskobunda
goruntust.

Yeniden Programlamanin 24. giini hiicrelerin 151k mikroskobunda
goruntust.
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4.14.

4.15.
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4.22.

4.23.

4.24.

4.25.
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4.27.

4.28.
4.29.

4.30.
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AhR Tliskili genlerin yeniden programlama igin yapilan transfeksiyon
sonrasindaki 9. ve 24. giinlerdeki degisimleri i¢in yapilan RT-gPCR
analizleri.

Pluripotensi iliskili genlerin yeniden programlama igin yapilan
transfeksiyon sonrasindaki 9. ve 24. giinlerdeki degisimleri i¢in yapilan
RT-qPCR analizleri gosterilmistir.

EMT iligkili genlerin yeniden programlama igin yapilan transfeksiyon
sonrasindaki 9. ve 24. Giinlerdeki degisimlerini gozlemlemek ig¢in
yapilan RT-qPCR analizleri gosterilmistir.

Pluripotensi Iliskili gen ifadelerinin yeniden programlama siirecinde ve
uPKH’lerdeki degisimleri.

GDF-3 gen ifadesinin yeniden programlama siirecinde ve uPKH’lerdeki
degisimleri.

Pluripotensi gen ifadelerinin MKH’den uPKH’ye yeniden programlama
stireci boyunca degisimi

MET-EMT iligkili gen ifadelerinin yeniden programlama siirecinde ve
uPKH’lerdeki degisimleri.

AhR iliskili gen ifadelerinin yeniden programlama siirecinde ve
uPKH’lerdeki degisimleri.

AhR Sinyalizasyonundaki genlerin ifadelerinin MKH’den uPKH’ye
yeniden programlama siireci boyunca degisimi

PODXL ve CYP1A1’nin gen ifadelerinin MKH’den uPKH’ye yeniden
programlama siireci boyunca degisimi

CYP1Al, IDO-1 ve PODXL gen ifadelerinin MKH’den uPKH’ye
yeniden programlama siireci boyunca degisimi

Agonist (FCIZ) ve Antagonist (SR-1) uygulamasi i¢in LDH Assay
sitotoksisite testi sonucu

AhR Agonisti FICZ’in 24 saatlik doz uygulamasi sonucu qRT-PCR'da
gen ifadelerinin degisimi

AhR Antagonisti SR-1’in 24 saatlik doz uygulamasi sonucu qRT-
PCR'da gen ifadelerinin degisimi

Yeniden programlamanin 14. Giinii, SSEA4 IF Boyamasi.

MKH’lerin kiiltiirde 7. Giinlerinde DAPI boyamasi ve 151k mikroskobu
goruntusu.

1,5 uM SR-1 ugulanan yeniden programlama hiicrelerin goriintiisii.

Yeniden programlama sirasinda 7 giin boyunca 100 nM FICZ
uygulanan hiicrelerin SSEA-4, SOX-2 ve DAPI IF boyamalari ve 151k
mikroskobu goriintiisti.

Yeniden programlamanin 7. giiniinde hiicrelerin SSEA-4, SOX-2,
DAPI IF boyamas: goriintiileri.
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4.33.
4.34.

4.35.

4.36.

Kontrol MKH’lerin kiiltiirde 14. Giinlerinin 151k mikroskobu goriintiisti.

Yeniden programlama baslatilip 14 giin boyunca 100 nM FICZ verilen
hiicrelerin SSEA-4, SOX-2 ve DAPI IF boyamalarmin florasan
mikroskobu goriintiisi.

Yeniden programlamanin 14. Gilinlinde SOX-2, SSEA-4 ve DAPI
boyamalari, floresan mikroskobu ve 151k mikroskobu goriintiisii.

Yeniden programlamada 1,5 pM SR-1 verilen hiicrelerin 14. giinde 151k
mikroskobu goriintiisii.
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1. GIRIS

Pliiripotent kok hiicreler (PKH), kendini yenileyebilme 6zelligine sahip olup
endoderm, mezoderm ve ektoderm olmak iizere her li¢ germ yapragina farklilasarak
viicuttaki tiim hiicre tiplerini olusturabilen hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler
(EKH) pliiripotent o6zelliktedir. Dogum sonrasi dénemde ise dokularin hiicre
ihtiyacinin (homeostaz/viicut dengesi) karsilanmasi,siirdiiriilmesi ve hasar onarimu,
multipotent 6zellikte eriskin/somatik kok hiicrelerle saglanir. Pliiripotent hiicrelere
gore multipotent hiicrelerin kokliiliik 6zellikleri sinirlidir (1). Son yillarda gelisen
teknolojilerle somatik hiicrelerin in-vitro ortamda EKH’lere ait transkripsiyon
faktorleri (TF) ile yeniden programlanarak pliiripotent kok hiicrelerin eldesi miimkiin
olmustur. Bu sekilde elde edilen uyarilmis pliiripotent kok hiicrelerin (uPKH) (induced
pluripotent stem cells, IPSCs) ¢ok fazla/sinirsiz ¢ogaltilabilmesi ve her iic germ
yapragindan hiicre tiplerine farklilagtirilmasit miimkiindiir. Bu 6zellikleriyle uPKH
teknolojileri in-vitro ortamda hastaliklarin modellenmesi, hastaliga 6zel, kisiye 6zel
ila¢ incelemeleri, tedavi stratejilerinin arastirilmasi ve uygulanmast i¢in ¢1g1ir agan ve
2012 yilinda Japon arastirmact Shinya Yamanaka’ya Nobel 6diilii kazandiran bir
gelisme olmustur (2). Boylelikle hastalik modellemesi, ilag taramasi, toksikoloji
testleri ve rejeneratif tip i¢in onemli bir kaynak haline gelen bu hiicrelerin, hem
arastirma hem de klinik kullanim amacli bankalanmasi giindeme gelmis ve basta

Japonya olmak tizere gelismis iilkelerde uPKH bankalar1 olusturulmaya baslanmistir
(3).

Fibroblast hiicrelerin pliiripotentlige yeniden programlanmasi i¢in Takahashi
ve Yamanaka embriyonik donemde etkin olan ¢esitli TF’lerin kombinasyonlarinin
denenmesi sonucu dort TF’nin (OCT4, SOX2, KLF4 ve c-MYC/ OSKM faktorleri)
fare fibroblast hiicrelerine pliiripotent 6zellik kazandirdigini gostermisler, ardindan
insan fibroblastlarinin da ayn1 yontemle yeniden programlanarak pliiripotent hiicrelere
ait kokliiliik belirteclerine sahip olduklarini ve her {i¢ germ yapragindan farkli hiicre
tiplerine farklilasarak immiin yetmezlikli farelerde teratoma olusturabilme potansiyeli
tasidiklarini gostermislerdir (2, 4). YP asamasinda genoma entegre olan virisler (or:
retrovirus, lentivirus), insersiyonel mutagenez riski olusturdugu igin, bu riskin

Onlenmesi amaciyla yeni jenerasyon viriisler veya entegre olmayan yontemler de



(Sendai virus veya epizomal, mRNA, miRNA, protein vb yontemler) kullanilmaktadir
(5-8).

Cok maliyetli, yliksek is giicii gerektiren uPKH iiretiminin en kritik ve iddiali
asamas1 somatik/olgun bir hiicrenin pliripotentlige dogru yeniden programlanma
stirecidir. Pliiripotent 6zellik kazanmaya baglayan hiicreler kiiltiirde EKH benzeri
koloniler olusturmaya baslar. Bu koloniler secilerek tekrarlayan pasajlar sonucu
cogaltilir ve sonsuz/¢ok uzun siire ¢ogaltilabilen ve ¢ok yiiksek farklilasma potansiyeli
tagtyan uPKH’ler haline gelir. Uyarilmis pliiripotent kok hiicre alaninin ¢ok hizl
gelismesine ragmen YP siirecinde verim halen ¢ok diisiiktiir (%0.001-%2) (9, 10). Bu
nedenle hem arastirmalar hem de klinik uygulamalar i¢in ileri diizeyde karakterize ve
uygun kalitede hiicre eldesi ¢ok uzun siirmekte ve maliyet ¢cok yiiksek olmaktadir. YP
stirecinde etkinligin artirilmasi ve siirecin kisaltilmasi yoniinde ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Hiicrelerin yeniden programlanmasinda verimin artirilmasi amactyla TF
transferinin yaninda epigenetik mekanizmalar {izerine etkili kiiclik molekiiller
(valproik asit, histon demetilasyon/histon asetilasyon/histon metil transferaz
inhibitorleri, forskolin, GSK-3, TGF beta inhibisyonu vb) de kullanilmakta, genetik
modifikasyona gerek kalmadan sadece kiiciik molekiil kombinasyonlar1 ile uPKH

eldesi tizerinde galigmalar giderek artmaktadir (11, 12).

UPKH gelistirmek i¢in baslangi¢ hiicresi/kaynak hiicre olarak en sik kullanilan
hiicreler fibroblastlardir. Hastalardan alinan cilt biyopsisi sonrasi in-vitro kiiltiirde
cogaltilan fibroblastlar ve yeniden programlanmayla pluripotensi 6zellikleri
kazanabilmektedirler. Fibroblast hiicreleri disinda ¢ok farkli olgun hiicre tipleri
(periferik kan mononiikleer hiicreleri vb) veya somatik kok hiicreler de (or.
mezenkimal  stromal/kok  hiicreler-MKH) uPKH  gelistirmek  amaciyla
kullanilabilmektedir (13). Basglangi¢ hiicresinin 6zelliklerinden bagimsiz olarak
kiiltiirde gelistirilen uPKH’ler benzer 6zellik gosterseler de epigenetik incelemelerle
kaynak hiicrelere ait 6zellikleri tasimaya devam ettikleri tespit edilmistir (14). YP
stirecinde, baslangi¢ hiicresinin kimlik kaybiyla hiicreler EKH 6zellikleri kazanmaya
baslar. Igsi yapidaki hiicrelerin morfolojisi EKH benzeri bir yaprya (kiigiik, epiteloid)
doniisiir ve bu sirada hiicrede molekiiler, epigenetik ve biyokimyasal degisimler
gerceklesir (15, 16). Hiicrelerde kimlik degisiminin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi;

TF’leri, kiiciik molekiiller, metabolik, fiziksel ve biyokimyasal degisimlerle yeni bir



mikrocevre olusturulmasina baghdir. Hiicrelerde epigenetik degisimler ile
mezenkimal-epitelial doniistim (MET) ortaya ¢ikmaktadir (17). Yeniden programlama
sirecinin ilk yedi giinlinde fibroblastoid/mezenkimal 6zellikteki baslangic hiicreleri
epitelyal Ozellik kazanmaktadir. Yedinci glinden itibaren kokliiliigii destekleyecek
ortamlarin kullanilmastyla, hiicreler c¢ogaltilmakta, pliiripotent hiicre kolonileri
gelistirilmektedir. YP sonucu elde edilen uPKH kolonileri toplanip ¢ogaltilarak ileri
pasajlara getirtilmekte ve karakterizasyon/kalite testleri uygulanmaktadir (18, 19).
Kismi yeniden programlanmis olan hiicreler farklilasmaya yonelmektedir ve bu durum
is glicli ve maliyet kaybina yol agmaktadir. Bu nedenle yeniden programlanmanin
baslatildigi ilk giinler i¢in optimal kosullarin olusturulmasina yonelik bilgi ve deneyim
kazanilmasi gerekmektedir (20). Bunun i¢in de somatik hiicrenin pliiripotentlige dogru

de-diferansiasyonla YP siirecinde etkili mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekir (16).

Bu tez galigsmasi, uPKH’lerin yeniden programlanma (YP) asamasi ve kiiltiirde
cogaltma siirecinde, bir zenobiyotik reseptorii olan, ekzojen ve lokal uyaranlar ile
hiicre kaderinin yonlendirilmesinde kilit rol oynayan arilhidrokarbon reseptdr (AhR)
sinyalizasyonunun roliinii aragtirmak tizere planlanmistir. Arilhidrokarbon reseptorti,
cevresel faktorlere cevabin regiilasyonunda ve zenobiyotik metabolizmasinda kritik
rolii olan sitozolik bir transkripsiyon faktoriidiir. Zenobiyotik metabolizmasi viicudun
bir¢cok sisteminde homeostazin saglanmasi asamasinda diizenleyicidir (21, 22).
Arilhidrokarbon reseptorii iligkili sinyalizasyonun hiicre kaderinin belirlenmesi,
pliiripotentlik ve hiicre farklilasmasindaki rolii yakin zamanda tizerinde durulmaya
baslanan bir konu olmakla birlikte heniiz literatiir ¢ok kisitlidir. insan hiicrelerinin YP
asamasinda AhR sinyalizasyonunun rolii bilinmemektedir. TF’lerin aktarimi ve/veya
kiigiik molekiillerin uygulanmasi sonrasi hiicre kaderinin biiyiik degisimlere ugradigi
YP siirecinde AhR sinyalizasyonunda 6nemli degisimler oldugu ve AhR {izerine etkili
molekiillerin (agonist, antagonist ligandlar) uPKH iiretiminde yeniden programlanma
ve/veya kiiltiirde ¢ogaltma agamalarinda verimi artirmak amaciyla kullanilabilecegi
hipotezinden yola ¢ikilarak bu tez, bir 6n calisma olarak planlanmistir. Bu tez
calismasinda, AhR’nin yeniden programlanma siirecindeki degisimlerinin incelenmesi
amaciyla baslangi¢ hiicresi olarak fibroblast/MKH’ler ve genlerin aktarimini saglayan
epizomal transfeksiyon yontemi kullanilmig, ilk yedi giinlik siire¢ ve ardindan

belirlenen zaman araliklarinda hiicrelerin morfolojik degisimleri ve AhR



sinyalizasyonu-iligkili gen/protein ifadeleri, somatik hiicre (fibroblast) kimliginin
kaybi, MET iligkili ve pluripotensi-iliskili gen ifadeleri arastirilmis, ayrica AhR

agonist (FICZ) ve antagonist (Stem-Regenin 1) kullanimi ile 6n deneyler yapilmustir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler ve Kok Hiicre Tipleri

Kok hiicre, kendini yenileyebilme kapasitesi yiiksek olan ve farkli hiicre

tiplerine donilisme kapasitesine sahip hiicrelere verilen genel isimdir.

Kok hiicreler, gelisim siirecinde doku ve organlarin olusumunda rol alir.
Postnatal bir organizmada ise viicudun denge halinin siirdiiriilmesinde kritik 6neme
sahiptirler. Bu hiicreler belirli bir ritim igerisinde eksilen/yaslanan hiicrelerin yerine
konmasin1 saglamakla birlikte hasar durumunda ise siirekli ¢ogalarak ve farklilagsarak
doku tamirinde rol alirlar. Kokliliik  6zelliklerine (potentliklerine) gore
smiflandirildiginda kok hiicreler, totipotent, pliiripotent, multipotent, bipotent ve
unipotent olarak adlandirilir. Totipotent hiicreler ekstra embriyonik dokular dahil bir
memeli organizmasini olusturmak i¢in gerekli tiim hiicreleri olusturabilme
potansiyeline sahip kok hiicrelerdir (16). Embriyonun erken déneminde blastokist
evresinde i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler (EKH) ise
pliiripotent 6zelliktedir ve trofektoderm haricinde her {i¢ germ yapragina ait hiicre
tiplerine farklilasarak endoderm, mezoderm, ektoderm kdkenli tiim doku ve organlari
olustururlar (16). Dogumdan sonra viicutta olan kok hiicreler, doku kok hiicreleri
(somatik/ veya erigskin kok hiicre) olarak adlandirilir ve sadece belirli bir soydaki
hiicrelere farklilagsabilen multipotent veya oligopotent hiicrelerdir. Multipotent kdk
hiicrelerin farklilasma potansiyeli birka¢ hiicre tipiyle sinirlidir. Multipotent kdk
hiicreler yetiskin bir memelinin viicudunda bulunan kok hiicre tipleridir. Bu grupta yer
alan hematopoetik kok hiicreler (HKH) tiim kan hiicrelerini, mezenkimal kok hiicreler
(MKH) konnektif doku kokenli hiicre tiplerini, noral, kardiyak, pankreatik vb. kok
hiicreler ise o organlara ait tim hiicre tiplerini olusturabilirler (23). Oligopotent
(bipotent, unipotent) kok hiicreler ise, yalnizca aymi bir veya iki hiicre tipine

doniisebilme kapasitesine sahiptir (24).



Multipotent kok hiicreler viicutta homeostazin siirdiiriilmesi i¢in kaynak/ilgili
dokuya ait hiicre tiplerini olusturabilir, stres/hasar durumunda doku/organ onariminda
gorev alirlar. Ancak multipotent kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasma
potansiyeli ve rejenerasyon kapasitesi smurlidir, ayrica laboratuvarda uzun siire
cogaltilamadiklart i¢in de fonksiyonel c¢aligmalar, hastalik patofizyolojisi
arastirmalart, ilag incelemeleri i¢in cok uygun hiicre tipi degildirler. Yiiksek potentlige
sahip pliiripotent kok hiicreler bu agidan énemli avantajlara sahip olsa da embriyonik
dénemden sonra bulunmazlar. Bunun yani sira insan EKH’lerinin arastirmalarda veya
tedavi amacl kullaniminda etik problemler vardir. Son yillarda kok hiicre alaninda
¢1g1r agan gelisme, viicuttan alinan herhangi bir hiicreye in-vitro ortamda EKH benzeri
Ozellik kazandirilmasi yoluyla uyarilmis pliiripotent kok hiicrelerin (UPKH) elde
edilmesi olmustur. Laboratuvar ortaminda sonsuz/¢cok uzun siireler ¢cogaltilabilen ve
viicudun tiim hiicre tiplerine farklilagtirilabilen bu hiicrelerle hastalik modelleme,
hastaliga ozel, kisiye Ozel ilag aragtirmalari miimkiin olmus, gen tedavisi, doku
miihendisligi, organoid teknolojileri gibi giincel alanlarda 6nemli gelismeler olmustur.
UPKH teknolojileri ile viicudun herhangi bir hiicresinden laboratuvar ortaminda ileri
molekiiler yontemlerle OSKM faktorlerinin transferi ve/veya kiiglik molekiillerin
verilmesi yoluyla EKH benzeri pliiripotent 6zelliklere sahip kok hiicre elde edilir (de-
diferansiasyon). Yeniden programlanarak pliiripotent hale gelen hiicreler ¢ok fazla
boliinebildigi i¢in aragtirmalar, hatta tedaviye dontik uygulamalar i¢in yiliksek sayilara
ulagilabilmekte, istenilen hiicre tipine doniistiiriilebilmekte ve klinige doniik tiim AR-
GE calismalari i¢in tercih edilmektedir. Bu ozellikleriyle kigisellestirilmis tedavi
yaklasimlari, patogenez arastirmalari i¢in ideal hiicre tipidir ve uPKH teknolojileri

akademi, devlet ve sanayi tarafindan 6nemli bir yatirim alani haline gelmistir (25).

2.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler sonsuz ¢ogalabilme ve viicudun tiim hiicre tiplerine
farklilagabilme o©zellikleriyle hastaliklarin/organ hasarlarinin tedavisi agisindan
onemli bir potansiyele sahiptir. Fakat bu hiicrelerin kullanimindaki etik kisitliliklar ve
teratom olusturma potansiyeli nedeniyle insan EKH arastirma ve klinik uygulamalari

sinirhdir.



Embriyonik kok hiicre calismalar1 ilk olarak 1960’larda fare ve tavsan
embriyolarinda baslamis, ilerleyen yillarda, i¢c hiicre tabakasinin ayristirilip
kullanilmasiyla EKH’ler elde edilmistir. Bu hiicrelerin blastokist i¢cine enjeksiyonu ile
olusan “embroid cisimcikler’den her 3 germ yapragina ait hiicrelere farklilasmanin
gosterilmesiyle pliiripotent karakterde olduklar1 gézlemlenmistir. Insan EKH’leri ise
ilk kez 1998 yilinda Thomson tarafindan izole edilmis ve hiicre kiiltiiriinde ¢ok uzun
stire gogaltilmistir. Bu hiicreler, in-vitro fertilizasyon atik embriyolarinin blastokist

asamasi i¢ hiicre tabakasindan elde edilmektedir (26-28).

Embriyonik kok hiicreler tim organ ve dokularin yapimini saglarlar. Bu
hiicrelerden gelisen tiim dokular yasam boyu EKH’nin genetik yapisimi tasir. Bu
onemli 6zellik, EKH’lere genetik modifikasyon ¢alismalariyla J. Evans, R. Capecchi
ve O. Smithies’ e 2007 Nobel ddiiliinii kazandirmistir (29). Memeli hiicre kromozomu
ile aktarilan DNA arasinda homolog rekombinasyon sonucu memeli hiicresinin
genetik degisime ugrayacagi gosterilmis, DNA rekombinasyonu ve gen hedefleme
teknolojileri gilinlimiizde biyoloji ve tibbin her alaninda uygulanabilen ve yeni
tedavilerin gelismesine yol agan buluslar olmustur. Farelerde tek gen susturma
(knockout) yoluyla hastaliklarin patofizyolojisi, gen/protein fonksiyonlarinin
anlagilmast miimkiin olmus ve kok hiicre alaninin gelismesine bu konudaki
caligmalarin biiyiik katkist olmustur. Farkl: hiicre tiplerine gen transferi miimkiin olsa
da EKH’lerin kullanilmasiyla yapilan genetik modifikasyonun kalic1 olmasi ve kalitim
yoluyla yeni nesillere aktarilabilir olmast J. Evans tarafindan yapilan fare EKH
caligmalarina dayanmaktadir. EKH alaninda diger bir Nobel 6diilii de 2010 yilinda
insan EKH’leri ve in-vitro fertilizasyon ¢alismalari nedeniyle R. Edwards’a verilmistir

(30).

Embriyonik kok hiicreler ile yapilan bazi klinik uygulamalarda, bu hiicrelerin
hizla ¢ogaldigi, hedef dokulara migrasyon yaptigi, farklilasarak hedef dokularda
kolonize oldugu ve hasar onarimina katki saglayabilecegi, dejeneratif hastaliklar,
makula dejenerasyonu, spinal kord hasari, kalp yetmezligi ve diyabette tedavi amagh
kullanilabilecegi konusunda bildirimler olsa da giinlimiizde yasal regiilasyonlar, etik

kisitliliklar ve giivenlik sorunlari nedeniyle klinikte kullanimi kisithdir (31, 32).



2.1.2. Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicre (MKH), mezenkimal stromal hiicre veya multipotent
stromal hiicre olarak da isimlendirilebilir (33). MKH arastirmalari ve klinik ¢alismalari
20 yil1 askin siiredir devam etmektedir. MKHIerin klinik, temel bilim ve miithendislik
alanlarinda bu derece ilgi gormesinin nedeni konnektif doku kokenli olmalar
sebebiyle her tirlii doku hasarinin onarmmindaki Kkatkilari, anti-inflamatuvar,
immiinomodiilator, anjiyojenik ve anti-apoptotik 6zellikleri ile inflamatuar durumlar
(or. graft versus host hastaligi), rejeneratif tip uygulamalar1 ve doku miihendisligi
yaklagimlarinda tercih edilen hiicre tipi olmasidir (34-36). Kok hiicre/hiicresel
tedaviler alaninda MKH’ler klinik uygulama potansiyeli agisindan ilgi ¢eken ve
kullanim1 giderek artan hiicrelerdir. MKH’ler rejeneratif tip amagh uygulamalar i¢in

en uygun hiicre tipidir (37).

Kemik iliginde, iskelet doku hiicrelerine farklilasma 6zelligi tasiyan stromal
hiicrelerin varligi eski yillara dayanmakta, kemik iliginin heterotopik anatomik
bolgelere verilmesi sonrasit ektopik kemik ve ilik dokularmin gelistigi deneylerle
desteklenmektedir. Kemik iliginde fibroblastoid ve aderan 0Ozellikteki non-
hematopoetik hiicrelerin, kan elemanlarinin gelisimine ve fonksiyonlarma destek
oldugu, ayrica kemik, dokusuna farklilagsabilme potansiyeli tasidigi gosterilmis,
Friedenstein ve Owen tarafindan bu hiicreler “osteojenik kok hiicre” veya “kemik iligi
stromal kok hiicresi” olarak adlandirilmiglardir (33). Daha sonra, bu hiicrelerin kemik
dokusu yaninda yag dokusu ve kikirdak dokusuna da farklilagabildigi gosterilmis,
ardindan Caplan tarafindan “mezenkimal kok hiicre” olarak adlandirilmiglardir (38).
Bircok arastirmaci ise MKH’lerin klonojenisite potansiyelinin yiiksek olmamasi ve
heterojen olmalar1 nedeniyle bu hiicrelerin aslinda “kok hiicre” olmadigini, stromal
hiicre olarak adlandirilmalart gerektigini ileri siirmiis ve 2006 yilinda International
Society of Cellular Therapy (ISCT) tarafindan “mezenkimal stromal hiicre “olarak
adlandiriimiglar (39). Karakterizasyon i¢in de adeziv 6zellikleri, stromal belirteclere
sahip olmalar1 ve en azindan osteojenik ve adipojenik farklilagsma potansiyeline sahip
olduklarinin gdsterilmesi geregi oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu 6zellikler halen MKH
tanimlanmasinda kullanilan yaygin yontemlerdir. Ancak ¢cogu arastirmaci tarafindan
“mezenkimal stromal hiicre” yerine “mezenkimal kok hiicre” isimlendirilmesi

kullanilmaktadir. MKHlIer, bag dokusu kokenli olmalar1 ve adeziv Ozellikleri



nedeniyle kritik bir mikrogevre elemanidir. Son 20 yilda artarak ilgi uyandiran bu
hiicreler, mikrogevre ve kok hiicre nislerinin anlasilmasina ¢ok katki saglamistir.
Hiicre-hiicre-matriks iliskileri, sekretuvar ve sentez 6zellikleri nedeniyle matriks
yapimina katkilari, soluble faktorlerle kok/projenitor hiicreler ve diger hiicrelerin
biyolojik 6zelliklerine etkileri, eksozom salinimi yoluyla da hedef hiicrelere genetik
materyal/organel transferi ve hasarli dokulara migrasyon 6zellikleri MKH’lerin en

onemli Ozellikleri arasindadir (34).

Hiicrelerin elde edildigi doku kaynagina gére MKH’lerin fonksiyonlarinda
baz1 degisiklikler gozlenebilir. MKH iiretimi i¢in en sik kullanilan doku kaynaklari
kemik iligi, yag dokusu, gobek kordonu dokulari, plasenta, amnion membrani ve
dental dokulardir (40). Bu dokulardan elde edilip in-vitro ortamda c¢ogaltilan
MKH’lerin genel Ozellikleri (plastie adezyon, stromal fenotipik belirtegler ve
osteojenik, adipojenik, kondrojenik farklilagma potansiyeli) ortak olsa da dokunun
fonksiyonuna gore epigenetik olarak muhafaza ettikleri baz1 6zellikler yoniinden
farklihk vardir. Immiinsupresif, antiinflamatuvar, trofik, anjiojenik, antiapoptotik
ozellikleri kaynak dokuya ve/veya uygulama oOncesi maruz kaldiklar1 ortama gore
degiskenlik gosterir (6r. kordon, plasenta kokenli MKH’lerin immiinsupresif
ozelliklerinin daha ytiksek olmas1). Fonksiyonel esneklige sahip olan MKH’ler hasarli
dokunun ihtiyacina gore sekretuar Ozelliklerini degistirerek onarim siirecine katki
saglamaktadir. Bu nedenle, hastaya uygulama yapilmadan once laboratuvar ortaminda
inflamatuar uyarima maruz birakilarak anti-inflamatuar 6zelliklerinin artirilmasina

yonelik yaklagimlar vardir (6r. IFN gamma priming) (41, 42).

MKH’lerin onarim siirecinde 6nemli bir 6zelligi de hasarli dokulara migrasyon
gostermeleridir. Immiinmodulatuar 6zelliklerinin artirilmasinda lenfoid dokulara
yonelerek (homing) immiin hiicrelerle yakin iletisim halinde olmalarinin 6nemi vardir.
Bununla birlikte soluble faktorler salgilayarak ve ekstraseliiler vezikiiller (ECV) ile
uzak dokularda da etki gosterebilirler (parakrin etki) (43). MKH’lerin bu ¢ok yonlii ve
degisken ozelliklerinin bilinmesiyle klinikte uygun zaman(lar)da, uygulama oOncesi
secilmis kosullara maruz birakilarak veya hasarli dokulara veya lenfoid dokulara
dogru migrasyon Ozelliklerinin artirilarak bu uygulamalarin etkinliginin artirilmasi
saglanabilir. MKH’lerin immiinsupresif oOzelliklerinin artirilmasi amaciyla MKH

vericilerinin HLA-gen polimorfizmlerinin 6nemine de deginilmektedir (44)



MKH’ler, konnektif doku hiicrelerine farklilasabilme potansiyeli tasimalari
nedeniyle hasarlt doku onarimina direkt katki saglayabilirler; ancak bu mekanizmanin
in-vivo etkinligi heniiz kanitlanmis degildir. MKH’lerin daha ¢ok indirekt
mekanizmalarla etki gosterdigi, endojen tamir mekanizmalarini harekete gegirerek
tamir ve rejenerasyona katki sagladiklar1 kabul edilmektedir. Bu mekanizmada en
onemli etki salgiladiklar1 biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler, ekstraseliiler
vezikiiller/eksozomlar ve hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks (ESM) iliskileri
ile saglanmaktadir (43). Salinan faktorler ve olusan metabolik mediyatérler MKH
aracilt immiin modiilasyonda temel rol oynar. Adaptif ve “innate” immiin sistem
tizerine kuvvetli immiinsupresif etki gosterirler. Kontakt iligkili ve sekretuar
mekanizmalarla T ve B lenfosit proliferasyonunu baskilar ve anti-inflamatuar etki

gosterirler.

Triptofan metabolizmasi1 metaboliti olan indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO),
prostaglandinler (PGE2), IL10, IL7, HLA-G, hepatosit biiyiime faktorii, FasL
sekresyonu ve kemokin ifade degisimleri MKH’lerin immiinmodiilatér 6zelliklerini
destekler. Bu hiicreler MHC smif II ve ko-stimiilatér molekiilleri (CD80, CD86) ifade
etmemeleri nedeniyle immiin sistem atagindan korunurlar. MKH’ler ayrica dendritik
hiicrelerin aktivasyonunu onler ve regiilator T hiicreleri uyararak da immiin supresif

etki gosterir (45).

MKH’lerin tiim bu avantajlar1 bu hiicreleri doku miihendisligi, rejeneratif tip
kapsamindaki aragtirma ve uygulamalarda vazgecilmez hiicre tipi olarak ortaya
cikartmaktadir. Doku miihendisligi yaklagimlari ile 3-boyutlu ortamda sentetik veya
dogal, ya da de-seliilarize matriksler ve farkli hiicre tipleri kullanilarak viicuttaki kok
hiicre mikrogevresi taklit edilmeye ¢alisilmaktadir (46). Bu 6zellikleriyle MKH’ler
klinige doniik uygulamalarda tercih edilen hiicreler olup yiiksek sayilara
ulasabilmeleri i¢in biyoreaktor igerisinde akiskan ortamda gelistirmek icin de uygun
hiicrelerdir. Ek olarak da, laboratuvar ortaminda farkli tipte hiicre/kok hiicrelerin
cogaltilmas1 ve fonksiyonel olmalarinin saglanmasi i¢in besleyici hiicre tabakasi
(feeder layer) olarak da kullanilabilmektedir. Tiim bu 6zellikleri nedeniyle MKH’ler
rejeneratif tip, doku miihendisligi alanlarinin gelisimine biiyiik katki saglamistir.

Genetik modifikasyon, nano-teknolojik yontemler, ¢oziinebilir faktorler, kiigiik
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molekiiller ile birlikte kullanilmalarimin hiicrelerin etkinligini arttiracagi ve

hedeflenmis tedavilerin gelismesine katki saglayacagi ongoriilmektedir (47).

Mezenkimal kok hiicre alanindaki gelisim ¢ok hizli olmus olmasina ragmen bu
hiicrelerin etkinlikleri konusu netlik kazanmamistir. Hayvan deneyleri ve 20 yili agkin
insan uygulamalarinda edinilen deneyim bu hiicrelerin verilisinin genellikle glivenli
oldugunu disiindiirmektedir. MKH’ler, in-vivo uygulamalarda sitogenetik veya
onkojenik transformasyon riskinin yiiksek olmamasi (verilis sonras1 dokularda kisa
Oomiirlii olmalar1 da etken olabilir), sistemik uygulamada emboli, ciddi reaksiyon
yapmamasi ve ektopik doku gelisimine yol agmamalar1 (veya c¢ok diisiik risk)
nedeniyle genellikle giivenli olarak kabul edilmektedir. Fakat in-vivo uygulamalar
acisindan hem avantajlari hem de dezavantajlar1 bulunmaktadir. Avantajlar1 arasinda;
hasar onarmmina katkilari, mikrogevre ihtiyacina gore Ozellik gelistirmeleri
(fonksiyonel plastisite) ve genellikle dayanikli hiicreler olmalar1 sayilmaktadir.
Dezavantajlar1 ise, dokudan elde edildiginde sayica c¢cok az olup laboratuvarda
cogaltilmak icin haftalar gerektirmesi, sistemik veya lokal uygulamalarda dokularda
uzun siire tespit edilememesi, bu hiicrelerin tek uygulandiginda etkinligin olduk¢a
simirli olmasi ve bu nedenle etkinliginin artirilmasi i¢in kombine yaklagimlar
gerektirmesidir (48). MKH’lerle ilgili bir diger konu ise bu hiicrelerin trofik etkileri,
migrasyon ve anjiyojenik Ozellikleri sebebiyle timor gelisimini destekleme
potansiyeline sahip olmalaridir. Bu durum bir taraftan risk olustururken diger taraftan
da timor alanina anti-neoplastik ilaglarin taginmasi gibi tekniklerin gelisiminde etkili

olabilecek bir 6zellik olarak ileri siiriilmektedir (49).

Dokulardan izolasyon ve kiiltiirde ¢ogaltilmalar1 konusunda oldukga basarili
olunan MKH’lerin arastirma ve uygulamalarinda etkinligin artirilmast icin hiicre
kiiltiirlinde heterojenligin azaltilmasi, viicuda verilen hiicrelerin kaliciliginin
artirilmast gerekmektedir. in-vitro metabolik ortama kolayca adaptasyon saglayan
MKH’ler, in-vivo kosullara hizli uyum saglayamamakta ve sistemik verilen hiicreler
birka¢ giinden sonra saptanamamakta, hiicrelerin hedef dokuda tutunmasinda zorluk
yagsanmaktadir. MKH uygulamalarinda basarinin artirilmasi i¢cin MKH elde edilen
dokunun tipi (6r. Kemik iligi, yag dokusu, gobek kordonu gibi), MKH kiiltiir ortam1
ve yontemin Ozellikleri, verilecek hiicre dozu, uygulama zamanlarinin se¢imi de

onemlidir. Bunlara ek olarak en 6nemli konulardan birisi, MKH uygulanacak hastada
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hastaligin donemi (akut, kronik, subakut) ve mikrogevrenin durumuna (0r.

Inflamasyon derecesi) bagli planlama yapilmasidir (50).

2.1.3. Uyarilms Pliiripotent Kok Hiicreler (uPKH)

Uyarilmis pliiripotent kok hiicreler ilk olarak 2006 yilinda, Japon arastirmacilar
S. Yamanaka ve K. Takahashi tarafindan fare fibroblastlarina retroviral yontemle
OCT3/4, SOX2, KLF4 ve c-MYC faktorlerinin transferiyle elde edilmistir (20). Bu
hiicreler 3 germ yapragina farklilasabilmekte ve baslangi¢ hiicrelerinin karakterini
tamamen kaybetmistir (51, 52). Bu hiicreler tedaviye doniik uygulamalar i¢in fazla
miktarda ¢ogaltilabilmektedir. UPKH’ler farkli hiicre tiplerine doniistiiriilebilmektedir
ve yeni arastirma ¢alismalarinda tercih edilmektedir. Istenilern hiicre tipine
farklilastirilabildiklerinden hastaliga 6zel tedaviye yonelik calismalar yapilmaktadir.
Tiim bu 6zellikler, basta kalitsal hastaliklar olmak iizere ¢esitli hastaliklarda kok hiicre

bankalarinin 6nemini gostermistir (53-55)

Gelisim biyolojisinde, hiicre kaderinin degistirilebilirligi 1950’11 y1llardan beri
arastirma konusu olmaktadir. 1958 yilinda Gurdon ve ¢alisma arkadaglari ¢ekirdegi
cikartilmig bir xenopus yumurta hiicresine bagka bir oositten ¢ikarilmis c¢ekirdegi
aktararak saglikli bir organizmanin olusabildigini gézlemlemislerdir (4). Bu yaym
somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi arastirmalarinin  Onciisii  kabul
edilmektedir. Ik kez gergeklestirilen gen aktarimi deneyidir. Bu deneylerin 15131nda,
1987 yilinda Davis ve ¢alisma arkadaslari, sonrasinda da 2006 yilinda Takashi ve
Yamanaka c¢alisma grubu ektopik transkripsiyon faktorii ifadelenmesi galigmalariyla
hiicrelerin ~ bulunduklart ~ hiicre tipinden farkli  hiicrelere  farklilagsabilme
potansiyellerinin ortaya ¢ikarilabilecegini gostermislerdir (5). Calismalari dolayisiyla
Shinya Yamanaka ve John Gurdon’a 2012 yilinda Nobel Odiilii layik goriilmiistiir (5).
Takashi ve Yamanaka ¢aligmalarina 6nce fare deneyleri ile baslamislardir. Farelerden
elde edilen fibroblastlara pliiripotentligi destekledigi tespit edilen 24 tane
transkripsiyon faktorii ¢esitli kombinasyonlar denenerek uygulanmistir. Bu
transkripsiyon faktorleri EKH’lerde yiiksek diizeyde ifade edilmektedir ve bazilari
hiicre kimliginin korunmasina katki saglamaktadir. Nitekim, yiiksek diizeyde
farklilagsma kapasitesine sahip bu hiicrelerde hiicre kimliginin korunmasi ve stabilite

saglanabilmesi c¢ok ©nemlidir. Ilk deneylerde, fare fibroblast hiicrelerine
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kombinasyonlar halinde retroviral vektorlerle bu transkripsiyon faktorleri verilmis ve
ko-eksprese edilmeleri saglanmistir. Sonrasinda transkripsiyon faktorlerini igeren
vektor kokteylinden teker teker faktorler eksiltilmistir. Sonucunda 4 transkripsiyon
faktoriiniin: OCT-3/4, SOX-2, KLF-4, c-MYC (OSKM faktorleri) fare fibroblast
hiicrelerinin pliiripotent kok hiicre durumuna yeniden programlanmaya yeterli oldugu
bulunmustur (20). Ayn1 ¢caligma 2007 yilinda ¢ikan yayinlarinda gosterildigi tizere
insan fibroblastlar1 tizerinde denenmistir ve insan fibroblast hiicrelerinin de uPKH’ye
yeniden programlanabilecegi gOsterilmistir (2).  Fibroblastlar disinda viicudun
herhangi bir hiicresi (6r. kan hiicreleri, epitel doku veya diger kok hiicreler, HKH,
MKH vb.) laboratuvar ortamimnda uPKH gelistirmek i¢in kaynak hiicre olarak
kullanilabilir. Idrardan, Gutrie kagidina damlatilan kandan, hatta anne siitiinden de

uPKH eldesi miimkiindiir (56).

Transkripsiyon faktorleri aktarimi yoluyla yeniden programlamada etkinligin
artirilmasi veya direkt pliiripotentlik uyarilmasinda kiigiik molekiiller de oldukga etkili
olabilmektedir. Genetik modifikasyon yapmadan pliiripotent yonde yeniden
programlamanin gergeklesmesi i¢in sadece kiiciik molekiillerin kullanimia yo6nelik
caligmalar da bulunmaktadir, ancak bu uygulamalar standart yontemlerin yerini alacak
diizeyde etkili uygulamalar degildir. Kiiciik molekiiller arasinda epigenetik
modifikasyonla DNA metil transferaz veya histon deasetilaz inhibitorleri, 5-azasitidin,
valproik asit, sodyum butirat veya farkli sinyal yolaklarinin (TGF beta, Notch, cAMP
vb.) inhibitdr veya aktivatorleri kullanilmaktadir (57) .

Hastaya ait herhangi bir hiicreden laboratuvar ortaminda uPKH elde edilmesi
bu hiicrelerin arastirma veya klinik kullanim amagl bankalanmasinin 6nemini ortaya
koymakla birlikte Japonya basta olmak lizere Avrupa, ABD, Giiney Kore gibi gelismis
ilkelerde uPKH bankaciligina biiyiik yatirimlar yapilmasina da yol agmistir. Bu
bankalar, sadece belirli hastalik grubuna (6r. nadir hastaliklar, ndrodejeneratif
hastaliklar gibi) 6zel veya genel olabilmekte ayrica arastirma amagh veya klinik
kullamim amacgli banka olmalarina gore farkli isleyis gosterebilmektedirler. Ilag
arastirmalart i¢in kritik olan bu teknoloji, hiicrelerin kimliklendirilmesi (kdken aldig:
organizma, doku, hiicre 6zellikleri) ve detayli karakterizasyonunu igermesiyle yakin
zamana kadar var olan hiicre bankalarinin aksine hiicre bilgileri acisindan oldukca

giivenilir kaynak olusturmaktadir (3).
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In-vitro ortamda ileri teknolojiler kullanilarak elde edilen uPKH’lerin,
aragtirmalarda kullanimi1 ve arastirma veya klinik uygulama amacli bankalanmasi igin
bu hiicrelerin karakterizasyonu ve kalite testlerinin uygulanmasi gereklidir. UPKH
karakterizasyonu, temel olarak yeniden programlanan hiicrelerin pliiripotent 6zellik ve
her li¢ germ yapragindan hiicrelere farklilagabilme 6zelligi kazandiklarinin
gosterilmesini igerir. YP agamasinda, hiicreler kaynak hiicreye ait tipik morfolojisini
kaybetmekte, yuvarlak kiigiik hiicreler halini almakta ve kiiltiirde tipik koloniler
olusturmaya baslamaktadirlar. Bu koloniler igerisinden, kendiliginden farklanma
belirtisi gostermeyen koloniler secilerek ilerleyen pasajlarda ¢ogaltilmakta ve ¢ok
yiiksek sayillarda uPKH elde edilebilmektedir. Hiicrelerin pliiripotent 6zellik
kazandiginin gosterilmesi i¢in akim sitometri, immiinfloresan veya molekiiler
yontemlerle hiicrede pliiripotentlik belirtegleri olan OCT4, SOX2, NANOG gibi
TF’lerin gen ifadelerinin agilmas: veya SSEA4, TRA1-60, TRA1-81 gibi yiizey
belirte¢lerinin ifade olmaya basladiklarinin gésterilmesi, bunun yaninda somatik hiicre
belirteglerinin ise kayboldugunun gosterilmesi gereklidir. Baslangig hiicresi olarak kan
hiicresi kullanilmigsa CD45 veya diger belirtecleri, fibroblast kullanildi ise stromal
belirtecleri kaybetmelidir. Ayrica, bu hiicrelerin 3 germ yapragina ait hiicrelere
farklilasabilme potansiyelinin gosterilmesi i¢in immiin yetmezlikli bir fareye
nakledilmesi ile teratom olusturdugunun gozlenmesi, ya da in-vitro, uygun ortam
saglandiginda, endoderm, ektoderm, mezoderme ait hiicre tiplerine farklilasabildiginin
hiicresel veya molekiiler yontemlerle gdsterilmesi de hiicrelerin pliiripotent 6zelligini

kanitlamak i¢in kullanilan yontemlerdir (58).

Kiiltiir ortaminda uzun siire ¢ogaltilma, islenme gerektiren bu hiicrelerde
sitogenetik bir bozukluk gelisme ihtimali ytliksektir. Bunun icin hiicrelerde karyotip
analizi yaninda, aragtirmanin oOzelligine gore veya klinik kullanima yo6nelik
hazirlaniyorsa klinik protokoliin 6zelliklerine gore standart analizler veya kapsamli
omiks ¢aligmalar1 yapilarak kalite incelemeleri yapilmaktadir. Bu asamada, genoma
entegrasyonun arastirtlmasit amaciyla hedeflenmis paneller veya genis genomik
incelemelerle mutasyonlarin  arastirilmasi, transkriptom ¢alismalari ile gen
ekspresyonlarinin gosterilmesi veya epigenom, metabolom, proteom caligmalari

yapilabilmektedir (58).
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In-vitro ortamda uzun islemlere maruz kalmis olan bu hiicrelerin klinik
kullanimina uygun olacak sekilde GMP kosullar1 (iyi iretim kosullar1) altinda
bankalama yapilmasina yo6nelik ileri karakterizasyon ve kalite yonetim standartlarinin
olusturulmasi ve hastalarda gilivenli kullanimina yonelik ¢alismalar yiirtitiilmektedir
(59). Klinik kullanima yénelik uPKH bankaciligi Japonya’da oldukga ileri asamaya
ulagsmistir. Japon toplumunda ortak HLA haplotiplerinin sikliginin yiiksek olmasi
nedeniyle uPKH haplobankalar1 kurulmus, en sik rastlanan 4 haplotip ile Japon
toplumunun yaklasik %40’ 11 kapsayacak sekilde klinik kullanima yonelik uPKH elde

edilmesi i¢in alt yap1 olusturulmustur (60).

Bunun yaninda, toplumun tamamina gerektiginde hiicre kaynagi saglamak
tizere gen diizenleme stratejileri (CRISPR-Cas9) ile HLA modifikasyon teknolojileri
gelistirilmektedir. In-vitro ortamda uzun islemlere maruz kalmis olan bu hiicrelerin
hastalarda giivenli kullanimina ydnelik calismalar biiyiikk bir hizla ve basariyla
yiriitiilmektedir. Klinige doniik diger bir uygulama ise uPKH’lerden farklilastirilan
hiicre tipleri iizerinde “high throughput” yontemlerle ¢ok sayida (binlerce) ilag ve
kiigiik molekiil taramalar1 yapilarak arastirilan hastaliga etkili olabilecek bir ilacin
veya kiiciik molekiiliin bulunarak klinige taginmasidir. Boylelikle, bagka bir hastalik
icin kullanilmakta olan bir ilacin arastirilan hastalik i¢in de kullanimi giindeme
gelmekte; bu durum, ilaglarin yeni endikasyonlarla kullanimi olarak ifade edilmektedir
(61). Bu tip kapsamli taramalar giiniimiizde biiyilik bir hizla ilerlemekte ve ilaglarin
farkli endikasyonla kullanimini iceren klinik caligmalar baslatilmis bulunmaktadir.
Uyarilmis pliiripotent kok hiicre alaninin diger bir uygulama alani ise gen tedavisidir.
Bu teknoloji, basta genetik hastaliklar olmak tizere etkin gen tedavisi (6r. CRISPR-
Cas9) yontemlerinin gelistirilmesi, ayrica, organ hasarlarinin giderilmesi i¢in organoid
tibb1, laboratuvar ortaminda organlarin iiretimi konularinda da biiyiik umut vaat

etmektedir (62).

2.2. Somatik Hiicrelerin uPKH’ye Yeniden Programlanmasi

Somatik hiicrelere OCT-3-4, SOX-2, c¢c-MYC, KLF-4 transkripsiyon
faktorlerinin ektopik olarak verilmesi sonucu somatik hiicreler pliiripotent 6zellige
sahip 3 germ yapragina farklilasabilen EKH 6zelliklerini tagtyan uPKH hiicrelerine

doniisiir. Yeniden programlama, bahsedilen bu transkripsiyon faktorlerinin disaridan
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verilerek ektopik ifadesiyle baslasa da somatik hiicrelerin uPKH’ye yeniden
programlanmasi sirasinda somatik hiicrelerin transkriptomu ve kromatinlerin durumu
degisir. Hiicrelerin yeniden programlanma verimi halen diistiktiir (%0.01-%2) ve ilk
koloni sekli alinana kadar siire¢ yaklasik 21 giin almaktadir (10). Hiicrelere
transkripsiyon faktorleri cesitli yollarla verilebilmektedir ve bu yontemler farkl
verimliliklere sahiptir. Bu kisma ge¢gmeden once yeniden programlanma sirasinda

hiicrede meydana gelen degisimlerin anlagilmasi 6nemlidir.

Transkripsiyonun baglatilmas1 genellikle transkripsiyon faktorlerinin uzak
transkripsiyonel arttiricilara  (distal enhancer) ve promotor elementlerine
baglanmasiyla gerceklesir. Bu baglantilar sonucunda ko-aktivatorler ortama cagirilir
ve genel transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyon bolgesiyle birlesmesi saglanarak
RNA polimeraz II ortama ¢agirilir, bu sayede baslangi¢c kompleksi olusmus olur (63).
Transkripsiyon faktorleri, yalnizca transkripsiyon baslangic kompleksinin
olusumunda etkili degildir; kompleks olustuktan sonra da transkripsiyonu arttiric
etkiye sahip olabilmektedir ki OSKM faktorlerinden c-Myc bu duruma yardimci
olmaktadir (63). C-MYC, hiicre biiylimesi ve farklilagmada rol alan transkripsiyon
faktoridir. Ancak c-MYC diger OSKM faktorlerinin aksine pliiripotentligi
etkilememektedir ve c-MYC kullanilmadan da yeniden programlamanin yapilabildigi
gosterilmistir (64, 65). Fakat c-MYC faktoriiniin yeniden programlama verimliligini
arttirdig1 tespit edilmistir (64). C-MYC transkripsiyondan ¢ikan iiriinlerin non-lineer
bir ¢ogalticis1 olarak davranmakta ve E-box DNA motifini bulunduran tim aktif
genlere etki etmektedir. RNA polimeraz II'nin duraklatma ve serbest birakma
asamalarin1 kontrol ederek transkripsiyonu desteklemekle birlikte transkripsiyonel

elongasyon hizini/sikligini da arttirmaktadir (65).

Transkripsiyon asamasimnin en Onemli kismi DNA’nin niikleozomlara
paketlenmesidir. Niikleozomlarin paketlenme durumlari transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasindan, baslangi¢c kompleksinin olugsmasina ve transkripsiyonel elongasyona
kadar her asamayi etkilemektedir (66). Transkripsiyon faktorlerinin taninma
elemanlarina baglanmasi, kromatinin o anki yapisina; yani DNA metilasyonlarina,
histon modifikasyonlarina, histon varyantlarina ve ATP-bagimli kromatin yeniden
modellenmesine baghdir (5). Farklilasmis hiicrelerde pluripotensi  bolgeleri

transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini 6nlemek amaciyla kapatilmistir. Kullanilan
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OSKM faktorleri bu kapali kisimlarda transkripsiyon faktorlerinin baglanma
yatkinligin1 arttirmaya yonelik degisiklikler yaparak hiicre kaderinin degisiminin
baslamasini saglar. Yeniden programlanmanin bu epigenetik kismi ¢ogunlukla farede
calisilsa da X kromozomu inaktivasyonu farkliliklar1 sebebiyle fare ve insanda major

farkliliklar bulunmaktadir (5).

Hiicrelerin ~ genom  dizilerinde  degisim  olmaksizin  ¢evredeki
molekiillerin/uyaranlarin yonlendirmesiyle kromozom iizerindeki genlerin agilip-
kapanmasina ya da ara duruma gelmesine epigenetik degisim adi verilir. Yeniden
programlama sirasinda hiicrenin kaderinin degismesinin kdkeninde c¢evresel

faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikan epigenetik degisimler yatmaktadir (67).

Yeniden programlama sirasinda, kromatin katlanma bigimlerinde degisiklikler
olmaktadir. Somatik hiicrelere spesifik olan genler susturulup, pluripotensi agi
aktiflestirilmektedir. Somatik hiicrelerdeki kromatin yapisim1 baskilayict DNA
metilasyonlari, Histon 3 Lisin 9 (H3K9) metilasyonlari, farkli histon varyantlarinin
dahil olmast ve histon deasetilizasyonu pluripotensi genlerinin aktivasyonunu
baskilamaktadir (68, 69). DOT-1L ile katalize Histon 3 Lizin 79 (H3K79) metilasyonu,
aktif enhancer’larin Sumolasyonu gibi aktif transkripsiyon ile iligkili kromatin
isaretleri somatik gen ifadesi programlarina etki eder (69). DOT1L ortologu ilk olarak
Dotl ismiyle mayada kesfedilmistir, genlerin baskilanmasini antagonize etmektedir
(70). DOT1L, H3K79 histon metiltrasferazidir ve yeniden programlamanin ilk yedi
giinlinde inhibisyonunun saglanmasiyla LIN28 veya NANOG ifadelenmesini arttirarak
yeniden programlamanin veriminin arttirildigi gosterilmistir. Bunun i¢in kisa RNA
sekanslar ile hiicrelere verilerek veya direkt olarak hiicrelere besiyerinde 7 giin
boyunca DOTILL inhibitorii verilen hiicrelerin yeniden programlama verimleri test
edilmistir ve inhibitér kullanmanin daha verimli sonug verdigi anlagilmistir (68, 69).
YY1, Suv39H1 gibi farkli kiiciik molekiillerin de inhibisyonunun yeniden
programlamanin verimini arttirdigr gorilmiistiir ancak DOTILL inhibitori, 2 farkli
pluripotensi yolagindan (LIN28, NANOG) etkileyebilmesi yoniiyle daha basaril
olmustur (69). Yeniden programlamada verimin artirilmasi igin DNA metil transferaz
veya histon deasetilaz inhibitorleri, 5-Azasitidin, valproik asit, sodyum butrat, SAHA
veya farkli sinyal yolaklarinin (TGF beta, Notch, cAMP vb.) inhibitdér veya
aktivatorleri gibi kiiclik molekiiller de kullanilmaktadir. Genetik modifikasyon
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yapmadan pliiripotent yonde yeniden programlamanin gergeklesmesi i¢in sadece
kiigiik molekiillerin kullanimina yonelik ¢aligmalar bulunmasina karsin, bu yontemler

heniiz standart yontemlerin yerini alacak diizeyde gelismemistir (71).

Yeniden programlama baslayan hiicrelerde ilk basta (1-2 giin) THY1 (CD-90)
fibroblast iligkili belirte¢ azalisa gecer, ardindan bu gecis asamasindaki hiicrelerde
farelerde SSEA-1, insanlarda SSEA3/4 embriyonik belirtegleri pozitiflesir (3-5 giin)
ve yeniden programlamanin ilk haftasinin ardindan OCT4 pozitiflesir (72, 73).
Hiicrelerde kimlik degisiminin baglatilmas1 ve siirdiiriilmesi; transkripsiyon faktorleri,
kiicik molekiiller, metabolik, fiziksel ve biyokimyasal degisimlerle yeni bir
mikrocevre olusturulmasina baghdir. Hiicrelerde epigenetik degisimler ile
mezenkimal-epitelial dontisim (MET) ortaya ¢ikmaktadir. OCCLUDIN, MET
belirteci olan ve MET sirasinda ifadesi artig gosteren bir gen iken, a-SMA ve ZEB-2,
EMT (epitelyal-mezenkimal doniisiim) belirtecleridir dolayisiyla bu genlerin ifadesi
MET sirasinda diisiis gosterir. Yeniden programlama siirecinin ilk yedi giliniinde
mezenkimal 6zellikteki baslangic hiicreleri epitelyal 6zellik kazanmaktadir. Yedinci
giinden itibaren kokliligi destekleyecek ortamlarin kullanilmasiyla, hiicreler
cogaltilmakta, pliiripotent hiicre kolonileri gelistirilmektedir. Yeniden programlama
sonucu elde edilen uPKH kolonileri toplanip ¢ogaltilarak ileri pasajlara getirtilmekte

ve karakterizasyon/kalite testleri uygulanmaktadir (74).

Yeniden programlama i¢in farkli verimlilik ve calisma sekillerine sahip aktarim
yontemleri kullanilabilmektedir. Bunlar genoma entegre olan ve olmayan yontemler
olmak ftizere ikiye ayrilir ve Tablo 2.1’ de verimlilikleri ile gdsterilmektedir. Hangi
yontem kullanilirsa kullanilsin ortaya ¢ikan eksojen faktorlerin belirli bir siireyi
hiicrede gecirdikten sonra atilmasi1 gerekmektedir. Bu yoniiyle SendaiViriis oldukca
basarili ve etkili bir yontem olarak goziikmektedir. Fakat virlis kokenli oldugundan
etik olarak bankalama islemlerinde kullanimi uygun goriilmemektedir. Kok hiicre
bankaciligi i¢in sonraki asamalarda hastalarda hiicrelerin kullanimi s6z konusu

olabileceginden Epizomal vektorlerin kullanimi daha uygun goriilmektedir.

Tablo 2.1. Yeniden programlama i¢in kullanilan aktarim metotlar1 ve dzellikleri

Aktarim Metodu | Aktarim | Genoma | Verimlilik | Eksojen Referans

Tipi Entegre Faktorlerin Numarasi
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Olma ortadan

Durumu kaldirilabilirligi
Retro/Lentiviis Viriis Evet +++ Zor (20, 64)
Sendai Viriis Viriis Hayir +++ Kolay (75)
Adenovirlis Viriis Hayir + Orta (76)
Plazmit DNA Hay1r + Orta (77)
Epizomal Plazmit | DNA Hayir ++ Orta (78)
PiggyBac DNA Evet ++ Orta (79)
Transpozon
Minicircle DNA DNA Hayir + Orta (80)
Sentetik RNA RNA Hayir +++ Kolay (81)
Rekombinant Protein | Hayir + Kolay (82)
Protein

2.3. Mezenkimal Epitelyal Ge¢is (MET)

Mezenkimal Epitelyal gecis (MET) ve onun tersi olan Epitelyal Mezenkimal
Gecis (EMT) evrimsel olarak korunmus olan gelisimsel biyolojinin yap taslarindan

olan mekanizmalardir (83).

EMT uyarilarak timdrojenik hale getirilen hiicre hatlar1 hem epitel (E-kaderin)
hem de mezenkimal (vimentin) belirteclere sahiptir. Bu hiicre hatlar1 hibrid EMT/MET
ozellikleri tasirlar ve her iki durum arasinda gegisler olmaktadir. Hem embriyogenez

hem de karsinogenez siireglerinde EMT ve plastisite gereklidir.

Son yillarda giderek artan tek hiicre RNA sekanslama ¢alismalari ile hiicresel
diizeyde degisimlerin gosterilmesi miimkiin olmus ve hiicrelerin farklilasma igleminin
klasik hiyerarsik sistemde belirtildigi gibi tek yonlii olmadigi, dinamik, ihtiyaca gore
sekillenen, ¢cok yonlii ve gelisimin farkli evreleri arasinda gegisleri igeren bir siireg
oldugu gosterilmistir (84). Bu da ¢evresel uyaranlarin hiicrelerin  dinamik

davraniglarint belirlemede kritik Onemini gostermistir. Cevresel faktorler kok
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hiicrelerin farkli kokliiliik basamaklari, farkli alt tiplerinin belirlenmesinde kritik rol
oynamakta ve kok hiicrelerin belirli bir soy diginda da farkli soylardan hiicrelere

dontisebilmesini saglayarak plastisite kavramini ortaya ¢ikarmaktadir.

2.4. Cevresel Faktorlerin Kok Hiicre Kaderine ve Kokliiliige Etkisi

Kok hiicrelerin en belirgin 6zellikleri, kendilerini yenileyebilmeleri,
sonsuz/veya uzun siire c¢ogalabilmeleri ve birgok farkli olgun hiicre tipine
farklilasabilmeleridir. Bu 6zelliklerini koruyabilmek ve fazla hiicre ihtiyac1 olmadigi
zaman siirekli gogalarak tiikenmelerini 6nlemek igin kok hiicrelerin dokularda belirli
bolgelerde yerlesmesi, metabolik aktivitelerini azaltarak toksik etkilerden korunmasi
gerekir. Kok hiicrelerin bu 6zellikli mikrogevresine nis (niche) denir (85, 86). Kok
hiicrelerin kaderinin belirlenmesinde mikrogevre kritik role sahip olup hiicrenin

cogalmasi, farklilagmasi veya sessiz kalmasi gibi fonksiyonlari belirlenir.

Kok hiicrelerin mikrogevresi kompleks regiilator mekanizmalar tarafindan
yonetilmekte, hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel degisimleri yonlendirilmektedir. Kok
hiicreler cogu zaman nis igerisinde, diger zamanlarda ise farkli dokular, farkli
mikrogevreler arasinda hareket halindedirler. Fizyolojik durumda homeostaz halinde
veya stres sinyalleri varliginda (kortizol salinimi, toksik uyaranlar, kemo/radyoterapi,
hipoksi, enfeksiyona eslik eden tehlike sinyalleri veya sistemik stresorler, metabolitler
vb.) mikrocevre oOzelliklerine gore kok hiicre farklilagarak fonksiyonel hiicreler
meydana getirir veya bazal durumda kokliiliik 6zelliklerini koruyacaklari “niche” (nis)
icerisinde kalir. Kendi nisinden ¢ikarilan bir kok hiicre yeni bir mikrocevrede yeni

kimlik kazanarak o gevreye uygun hiicrelere farklilasabilmektedir (87).

Kok  hiicrelerin  idamesi, diferansiyasyon ve de-diferansiyasyonu,
transdiferansiyasyonu koordine gen ekspresyonlarini gerektirir. Bu durum da histon
modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve kodlanmayan RNA’lar1 igeren epigenetik
degisimler ile saglanmaktadir. Kok hiicrelerin pliiripotentlik ve farklilasmalarini
diizenleyen epigenetik islemler, bircok mekanizmanin koordinasyonunu gerektiren ve
giiclii regiilasyonu olan durumlardir. EKH’lerde kromatin tamamen agik olup naif kok
hiicrelerde global DNA metilasyonu azalmis iken hiicre farklilagmaya gittikge bu
epigenetik paternler degisir ve pliiripotentlik ve germ hatti-spesifik genlerde DNA

metilasyonu artar, ayrica transkripsiyonel olarak inaktif heterokromatin birikir. Bu
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stirecte kodlanmayan RNA’lar da koordine bir mekanizma ile siirece katilir. UPKH
tiretiminde de-diferansiyasyon esnasinda pliiripotentligin uyarilmasiyla EKH’lerde
oldugu gibi DNA demetilasyonu ve a¢ik kromatin 6zelligi kazanilmaktadir (88). Yine
de uPKH’ler, EKH’lerle ayn1 epigenetik 6zelliklere sahip olmayip koken aldiklari
kaynak dokuya ait epigenetik hafiza tasgimaktadirlar. Bu o6zellik, tiim yeniden

programlanma siirecinde korunmaktadir(57).

Kok hiicreler nis ile, ayrica yerlestikleri dokular, sistemik ¢evre, dis faktorlerle
yakin iletisim halindedir ve ¢ok sayida uyarana cevap vererek organizmanin biyolojik
cevabinin diizenlenmesinde rol alirlar. Kok hiicre niglerinin peri-vaskiiler yerlesimli
olmasi sistemik sinyallerin kolaylikla alinmasini saglar. Nis ile kok hiicreler arasindaki
iletisim iki yonliidiir. Yaslanma siireciyle birlikte kok hiicrelerde nis yapis1 ve
fonksiyonlarinda da degisimler olmaktadir. Kok hiicrelerde yaslanma ile goriilen
degisimler, proliferatif kapasitede azalma/tiikenme, telomer kisalmasi, DNA hasari
birikimi ve epigenetik degisimlerdir. Nis yaslanmasi sonucu da destek hiicre
sayilarinda azalma, kok hiicre ile baglantilarin azalmasi gozlenir. Parabiyoz
deneylerinde yaslanmig hiicrelerin gen¢ mikrogevreye maruz kaldiginda
fonksiyonlarini kazandiginin gosterilmis olmasi hiicre kaderinin nis ile yakin iliskisini

ortaya ¢ikartmustir (89).

Kok hiicreler dis cevre uyarilarini hissetmek ve cevap vermek icin yiiksek
kapasiteye sahiptir. Lokal, sistemik ve gevresel faktorler kok hiicre davraniglarinin
belirlenmesinde ve regiilasyonunda 6nemlidir. Dis ¢evrenin i¢ gevreye, kok hiicre
mikrocevresine ve kaderine etkisi yakin zamanlarda anlagilmaya baslanmis, 6zellikle
kanser ve gelisim biyolojisi konusunda ©Onemli ilerleme kaydedilmistir (90).
Kanserlerin yaklasik %70-90’1 cevresel risk faktorleri ile baglanti gostermektedir
(91). Benzer sekilde g¢evresel risk faktorlerinin kronik hastaliklarla da iliskisi
bulunmaktadir (92).

Cevresel faktorlerin gelisim siirecindeki etkilerinin anlasilmasi in-vitro uPKH
gelistirme ve farkli dokulara farklilagtirma ydntemlerinin optimizasyonu, hastalik
modelleme platformlarinin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Cevresel maruziyetlerin kdk
hiicrelere olumsuz etkilerinde zamanlama g¢ok Onemlidir. Gelisimin erken stres

etkenlerine kars1 duyarliligin yiiksek oldugu kritik zaman dilimleridir (93). Fetus ve
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bebeklerde DNA tamiri, immiin fonksiyonlar, detoksifiye eden enzimler, karaciger
metabolizmasi, kan beyin bariyeri gibi koruyucu islevlerin olusmamis veya yetersiz
gelismis olmasi, ayrica metabolizmanin hizli, gelisen organlarin proliferasyonun
fazla olmasi nedeniyle anne karnindaki erken donemde dis/cevresel uyaranlara karsi
asir1 duyarlilik vardir (94). Bu degisimler, boliinme sonucu olusan yavru hiicrelerde,

hatta jenerasyonlar boyunca goriilebilir (95).

Organizmada homeostazin ve yagamin devaminin saglanmasinda, hiicrelerin
cevresel uyarillar1 algilamast ve wuygun cevaplart olusturarak adaptasyon
gelistirmesinin kritik 6nemi vardir. Cevresel toksik ajanlarin, zenobiyotiklerin
algilanmasi ve metabolik detoksifikasyonunda 6nemli role sahip yolaklardan birisi
“Aryl hydrocarbon Receptor” (AhR) sinyalizasyonudur. Bu yolak, c¢evresel
kirleticilerin (polisiklik aromatik hidrokarbon, halojenli aromatik hidrokarbon ve
coplanar poliklorlu bifeniller) toksisitelerinin arastirllmast amaciyla baslangicta
toksikoloji alaninda ilgi uyandirmis, endojen ligandlarla da uyarildiginin ve viicut
fonksiyonlariin siirdiiriilmesinde ¢ok kapsamli, cok yonlii ve kilit regiilator role sahip
oldugunun anlasilmasiyla kok hiicre biyolojisi ve rejenerasyon alaninda énemli bir

baslik halini almaya baglamistir.

2.5. Arilhidrokarbon Reseptorii (AhR) Sinyalizasyonu

Arilhidrokarbon reseptorii (AhR) cevresel faktorlere cevabin regiilasyonunda
ve zenobiyotik metabolizmasinda kritik rolii olan sitozolik bir transkripsiyon
faktoriidiir. Zenobiyotikler (dioksinler ve dioksin-benzeri bilesikler) endiistriyel yan
tirtinler olarak ortaya ¢ikan ve biyolojik sistemler i¢in son derece zararli olan toksik
maddelerdir (96). Zenobiyotiklere karsi verilen ilk yanit 1976 yilinda, AhR ligandi
olan 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) toksisitesinde tanimlanmistir ve
zenobiyotiklere verilen yanmitin giiniimiizde viicudun bircok doku/sisteminde

homeostazin saglanmasinda diizenleyici role sahip oldugu bilinmektedir (97).

AhR, Basic-helix-loop-helix (bHLH)/PAS (Period [Per]-Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator [Arnt]-single minded [Sim]) heterodimer transkripsiyon
regiilatorii, biyosensor ailesindendir (98). ilk olarak 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-

dioxin (TCDD) ve yapisal olarak benzer olan halojenli aromatik bilesiklerin
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(halogenated dibenzo-p-dioxins, dibenzofurans and polychlorinated biphenyls) toksik
etkilerinden sorumlu intraseliiler protein olarak tanimlanmis, poliniikleer aromatik
hidrokarbonlara da baglandigi ve bu bilesiklerin Sitokrom P450-1A1 (CYP1Al)
uyarilmasi sonucu ortak etkileri olmakla beraber farkli toksisitelere sebep olduklari;
etkilerinin canli tiirleri, tipleri, cinsiyet ve yas gibi faktorlerle degisim gosterdigi ortaya
cikmistir (99).
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Sekil 2.1. AhR Sinyalizasyonu Aktivasyonu (BioRender ile olusturulmustur.)

AhR hem endojen hem ekzojen kokenli birgok ligand ile aktive edilebilen
transkripsiyon faktortidiir. AhR sinyali zenobiyotik sensorii gibi davranarak sitokrom
p450 ailesine (Cyp) etki ederek ilag metabolize eden enzimlerin aktivitesini diizenler.
Yapisal olarak farkli ¢evresel bilesikler, kimyasallar, toksik maddeler, kirleticiler,
diyet, mikrobiyom ve metabolitler AhR’yi uyarir. AhR’nin ¢ok sayida endojen ligand1
da vardir (100). Bazal durumda AhR sitoplazmada birka¢ molekiil ile kompleks
halinde bulunur. Molekiiler saperon, heat shock protein 90 (HSP90), p23 ve XAP
protein kompleksine bagli olan AhR bu durumda inaktiftir. Ligand uyarimi ile AhR

aktive olur ve konformasyonel degisim ile niikleer translokasyon meydana gelir.
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HSP90’dan ayrilmasiyla AhR, AhR niikleer translokatore (ARNT) baglanir.
AhR/ARNT kompleksi, DNA promotor bolgesindeki AhR-duyarlt DNA elementine
veya zenobiyotik-duyarli elemente (XREs) baglanarak hedef genlerin ifadesini
diizenler (6rn; CYP 1A1, CYP1A2 ve CYP1B1). AhR aktivasyonunun kanonikal bu
yolak; immiinsupresyon, karaciger hasari, kanser, teratogenez gibi bir¢ok toksik

cevaptan sorumludur (100).

TCDD yiiksek afiniteli AhR ligandidir. Bu klasik ligand disinda, AhR’ye hafif
veya orta afinite ile baglanan ve AhR bagimli genleri/yolaklar1 uyaran veya inhibe
eden ¢ok sayida bilesik tanimlanmis ve ligand-, doku-, ve gen- spesifik etkileri oldugu
bildirilmistir (99). Selektif AhR modiilatorleri olarak adlandirilan bu ligandlar
arasinda endojen AhR ligandlar1, 6rnegin 6-formylindolo [3,2- b] carbazole (FICZ) ve
triptofan metabolitleri (indole-3-acetate, indole-3- asetaldehit), triptamin, serotonin ve
kiniirenik asit yer almaktadir. Ayrica mikrobiyota iligkili bilesikler, fitokimyasallar,
flavanoidler, kurkumin, diger dogal bilesikler ve farmasdétiklerin de (6r. Omeprazol)

AhR uyarani oldugu gosterilmistir (101).

AhR’lerin 6nemi, ekzojen ligandlar yaninda endojen ligandlarla da aktive
olmasi ve viicutta bircok sistemde fizyolojik fonksiyonlarin dengelenmesini
saglanmasindan  kaynaklanmaktadir. Cesitli metabolik ve detoksifikasyon
yolaklarinda rol almanin yaninda sirkadiyen saat genleri iizerinde etkisiyle bir¢ok
norotransmitter ve metabolitler iizerinden hematopoez, immiin sistem, endokrin
sistem, ndrogenez, organ gelisimi, hipoksi ve stres yanit1 ve de migrasyon gibi bircok

biyolojik siiregte yer almaktadir (102).

Arilhidrokarbon  reseptorii  iliskili  sinyalizasyonun hiicre kaderinin
belirlenmesi, pliiripotentlik ve hiicre farklilasmasindaki rolii yakin zamanda tizerinde
durulmaya baglanan bir konudur (103). Son yillarda yapilan in-vivo deneysel
calismalar AhR sinyalizasyonunun embriyonik gelisim siirecinde kritik roliine isaret
etmektedir. Cevresel uyaranlara, dioksinlere in utero maruziyet sonucu eksik
fenotiplerin ortaya c¢iktig1, yarik damak dudak, kalp yetmezligi, hidronefroz,
kraniofasiyal gibi anomalilerin gelistigi bildirilmistir (104). Ahr-null fareler veya
endojen ligandlarla yapilan calismalarda ise AhR sinyalizasyonunun embriyonik

gelisim ve hiicresel homeostazda rolleri gdsterilmis, in utero ve neonatal 6liim, ayrica
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tireme, hepatik, kardiyovaskiiler, immiin sistemler basta olmak {iizere birgok sistem

fonksiyonlarmnin etkilendigi bildirilmistir (99).

Erken embriyonik gelisim siireci ve pliiripotentlik, kokliiliigiin regiilasyonunda
AhR o6nemli role sahiptir. Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismada ise farede
preimplantasyon gelisim asamasinda AhR sinyalizasyonunun farklilasma ve
embriyonik gelisimi destekledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada AhR™~ embriyolarda
pliiripotent fenotipin korunarak trofoektoderm farklilagsma belirteglerinin ge¢ ortaya
ciktigt ve OCT4 ve NANOG intraseliiler lokalizasyonlarinda degisiklik oldugu
gosterilmistir (105). Farelerde yapilan ¢alismalar, pluripotensi kaybinin 6nlenmesi igin
de AhR sinyalizasyonu gerektigini, AhR ifadesinin, fizyolojik durumda, OCT4,
NANOG ve SOX2 gibi pluripotensi faktorlerince baskilandigini, EKH
farklilagsmasinda ise hizla arttigin1 géstermis, bu durumun da AhR ‘nin regiilator roliine
isaret ettigi bildirilmistir (103). Zamansiz olarak AhR baskilanmasinin ortadan
kalkmasinin ise OCT4 ve SOX2 genlerinin baskilanmasi ve pliiripotentlik kayb1 ile
sonuglanacagi bildirilmistir (103). Tiim bu bulgular AHR nin pluripotensi faktorleri

arasindaki iliskiye ve regiilator roliine isaret etmektedir.

Fare EKH’lerinde pliiripotentligin korunmasi1 i¢in AHR baskilanmasi
gerekirken insan pliripotent kok hiicreleri ile yapilan bir caligmada, triptofan
metabolizmast metaboliti olan kiniireninin pliiripotent hiicrelerden salindig,
pliiripotentligi korudugu ve kiniirenin yolaginin inhibisyonunun hiicreyi farklilasmaya
yonlendirdigi gosterilmistir (106). Yamamato ve arkanin bu ¢aligmasinda
kintirenin/AHR ~ kompleksi parakrin sinyalinin insan EKH’lerinin kokliiliik
durumunda kalmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (107). Kiniirenin, triptofan
katabolizmasinda indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO1) etkisi sonucu ¢ikan endojen
AhR ligand1 bir metabolittir. Kiniirenin/AhR kompleksi kendini yenileme genlerinin
promotorlarina IDO-1 ile selektif olarak baglanmakta ve pliiripotentligi
desteklemektedir. Buna karsin, kiniirenin aminotransferaz-2 etkisiyle kiniirenin
katabolizmasinda ortaya ¢ikan diger triptofan metaboliti olan 2-aminoadipik asit (2-
AAA) ise bir ektodermal farklilasma belirtecidir. Ektoderm ydnelimi ile pliiripotent
hiicrelerin kiniirenin aliminda azalma ve ortama 2-AAA salinimi ortaya ¢ikmaktadir.
Baska bir ¢alismada ise AhR uyarimi ile IDOT1 ifadesi artisinin mitokondri aktivitesini

baskilama, glikoliz uyarimi ve NAD*/NADH oraninda artis yoluyla metabolik
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diizeyde pliiripotentligin korunmasinda katkist oldugun gosterilmistir (108). Tiim bu
bulgular, AhR’nin, hiicrede pliiripotentligin korunmasi veya farklilagsmasi arasinda

hassas bir dengeyi sagladigini desteklemektedir.

Fare hiicreleri ile yapilan diger calismalar da AhR uyariminin pliiripotensi-
alakali ifadeleri diizenledigini gostermistir. Alerji ilact olan Tranilast’in bir AhR
ligand1 oldugu ve bu ilag ile AhR uyarildiginda miR-302 (mikroRNA-302) ifadesi
gercekleserek pliiripotentligin desteklendigi gosterilmistir (109). Bu ¢alisma fare
EKH’lerinin pluripotensi 6zelliginin korunmasinda rolii oldugu gibi yeniden

programlama siirecinde de AhR sinyalizasyonunun etkilerini ortaya koymustur.

Pliiripotentlik ve farklilagsma ozelliklerinin incelendigi ¢alismalarda calisilan
modele gore cok degisken sonuclar bildirilmektedir. AhR iliskili cevap gevresel
iletisim ve degisimlerden, sinyal yolaklari, gen aglari, hiicre tipine spesifik genomik
yapilardan c¢ok etkilenmektedir. Endojen aktive olan AhR sinyalizasyonunun EKH
pliiripotentliginin idamesinde, hasar onarimi ve kanser kok hiicre kokliiliigiiniin
regiilasyonunda rolii oldugu gdsterilmis, diger taraftan da hiicre tipine bagl olarak
OCT-4 and NANOG ifadelerinin baskilanip farklilagmanin uyarildigi gosterilmistir
(99).

Tiim bu calismalar, AhR’nin kok hiicre biyolojisi ve hiicre fonksiyonlarinin
regiilasyonundaki kritik roliinii gostermis, oOzellikle yakin zamanda yapilan
caligmalarla AhR uyarimi veya baskilanmasmin hiicrenin kokliiliik/pliiripotentlik
durumu veya farklilagmaya yonlendirilmesinde kritik rol oynadig: ortaya konmustur.
Bu c¢alismalarin neredeyse tamami fare EKH’lerini icermekte olup insan pliiripotent
kok hiicreleri ile ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir. AhR uyariminin somatik hiicrelerin

uPKH’ye yeniden programlanmasi {izerine etkileri ise bilinmemektedir.

UPKH gelistirme siirecinin en zorlu asamasi hiicrelerin yeniden
programlanmayla pliiripotentlik kazanmasi siirecidir. UPKH iiretiminde, kismi
yeniden programlanmis olan hiicreler farklilagsmaya yonelmektedir ve bu durum fazla
1§ giicli ve biit¢e gerektirmektedir. Bu nedenle yeniden programlanmanin baslatildigi
ilk giinler i¢cin optimal kosullarin olusturulmasina yonelik bilgi ve deneyim
kazanilmasi gerekmektedir (20). Bu tez ¢alismast, hiicrelerin yeniden programlanmasi

amaciyla kullanilan gesitli yontemlerin (viral, non-viral, entegrasyon olusturan veya
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olusturmayan, transfeksiyon veya kii¢ilk molekiil uyarimlar1 vb.) hiicrelerde AhR
yolaginda degisimlere neden olarak hiicre biyolojisini etkileyecegi hipotezinden yola
cikilarak planlanmistir. AhR’nin yeniden programlanma siirecindeki degisimlerinin
incelenmesi amaglanmaktadir. Boylelikle, ilerleyen calismalarda agonist ve/veya
antagonist ligand uyarimlari ile yeniden programlanma veriminin artirilmasina yonelik

stratejilerin olusturulmasi i¢in 6n veriler elde edilmis olacaktir.

Bu amagla, yeniden programlanma siirecinde mezenkimal stromal/kok
hiicreler/fibroblastlara uPKH olusumu icin gerekli genlerin aktarimini saglayan
epizomal transfeksiyon yontemi kullanilarak ilk yedi giinliik siirecte ve ardindan
haftalik araliklarla (belirlenen zaman araliklarinda) hiicrelerin morfolojik degisimleri
ve AhR sinyalizasyonu-iligkili gen ifadeleri incelenmis, es zamanli olarak somatik
hiicre (fibroblast) kimliginin kaybi, EMT/MET iliskili ve pliiripotensi-iligkili gen
ifadeleri ile pliripotentligin erken belirtegleri gen ifade veya protein diizeyinde
(immiin boyama) incelenmistir. Ayrica ileri pasaj insan uPKH’lerinde AhR iligkili
molekiilerdeki degisimler gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, devam caligsmasi
olarak planlanan uPKH {iretiminde yeniden programlama asamasinin
optimizasyonuna yonelik AhR agonist (FICZ) ve/veya antagonist (Stem-Regenin 1)
ve/veya diger kiiciik molekiillerin (miR302 vs.) kullanilarak yeniden programlama
baglatilmas1 ve ileri pasaj uPKH’ler fiizerinde bu agonist ve antagonistlerin
pluripotensi, MET ve AhR sinyalizasyonu iizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaclanmistir. Bu sayede kok hiicrenin g¢evresel faktorlere verdigi cevabin, yeniden
programlamada sebep oldugu degisimler saptanarak, daha stabil ve verimli uPKH

eldesi i¢in yapilan ¢alismalara katki saglamak amaglanmustir.
Hipotez:

- Somatik hiicrelerin uPKH’ye yeniden programlanma siirecinde AhR
sinyalizasyonunda degisimler olmakta, AhR sinyalizasyonunda gorevli elemanlarin
gen ifadeleri, yeniden programlanmanin uyarimi sonrasi zamana bagli degisim
gostermektedir.

- Bu siirecte AhR degisimleri, hiicrelerin fibroblastoid yapilarin1 kaybetmeye
baslayarak epiteloid morfoloji ve MET belirtegleri kazanmalari, ardindan

pliiripotentlik belirteclerini ifade etmeye baslamalart ile birliktelik gostermektedir.
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- Agonist, antagonist ligandlarla AhR modifikasyonu yoluyla yeniden
programlanma verimi artirilabilir.

- UPKH kiiltiir siirecinde hiicrelerin farklilasmaya yonelmesi halinde AhR ifade
profilinde degisimler olmaktadir.

- Agonist, antagonist ligandlarla AhR modifikasyonu yoluyla uPKH gelistirme

surecinde verim artirilabilir.

3. GEREC VE YONTEMLER

Insan Somatik K&k Hiicrelerinin Uyarilmis Pliiripotent Kok Hiicreye Yeniden
Programlanmasi1  Siirecinde  Arilhidrokarbon Reseptorii  Sinyalizasyonundaki
Degisimlerin Incelenmesi isimli bu lisansiistii tez ¢alismast i¢in yapilan tiim ¢alismalar
Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi (PEDI-STEM)

laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

Bu calismada kullanilan saglikli insan uPKH’leri K6k Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde daha &nce yiiriitiilen uPKH Banka Prototipi TUBITAK 1003
projesinde (213S181) gelistirilen hiicrelerdir. TUBITAK 1003 projesi (213S181)
kapsaminda arastirma amagli uPKH bankalanmasina yonelik hiicre iiretim ve
karakterizasyon ile kalite testleri olusturulmustur. uPKH gelistirmek i¢in
baslangi¢/kaynak hiicre olarak kullanilan MKH’ler de Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde biyobanka onami ile alinmis ve saklanmakta olan saglikli

kemik iligi nakli vericilerinin kemik iligi 6rneklerinden gelistirilmis hiicrelerdir.

3.1. Mezenkimal Kok Hiicre Kiltiirii

Azot tankindan pasaj sayisi tercihen 1 olan saglikli donor MKH’leri segilmis
ve kiiltiire alinip ¢ogaltilip pasaj atlatilarak (Pasaj numarasi 3-4 oldugunda) kaynak
hiicre olarak kullanilmistir. Azot tankindan alinan hiicreler, 37°C su banyosunda
¢cozdiiriilmiistiir. 15 ml’lik konik tabanli tiipiin igerisine 5 ml kadar besiyeri icine
hiicreler alinarak, oda sicakliginda, 1500 rpm’de 5 dk boyunca hiicreler santrifiij
edilmistir. Takiben, slipernatant tiipten uzaklastirilmig ve pelletin tizerine 5 ml besiyeri
eklenerek hiicreler ¢6ziilmiistiir. Ardindan tripan mavisi ile hiicreler 1:3 oraninda diliie
edilerek Neubaer ¢emberinde sayilmis, uygun sayidaki hiicreler 5 ml taze besiyeri

eklenmis kiiltiir kabma aktarilmistir. Hiicreler 75 cm?‘lik filtreli kapakli kiiltiir
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kaplarinda (T-75 kab1) diisiik glukozlu DMEM bazal besiyeri (3X oran) ve MCDB
201 (Sigma-Aldrich, Katalog No:.M6770) besiyeri (2X oran), %10 Fetal Sigir Serumu
(FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, %1 Glutamin kullanilarak hazirlanan besi
ortaminda (DMF10), %5 CO., 37 °C nemli inkiibatorler kullanilarak biiyiitiilmiistiir.

Hiicreler her ii¢ giinde bir taze besiyeri degisimi yapilarak cogaltilmistir.

Hiicre ekiminin ger¢eklesmesinden {i¢ giin sonra hiicrelerin {izerinden 1 ml besi
yeri c¢ekilerek mikoplazma testi uygulanmistir. Mikoplazma testi negatif ¢ikan
orneklerle calisilmaya devam edilirken pozitif ¢ikan 6rnekler deney dis1 birakilmstir.
Kaptaki hiicre yogunlugu %80-90 oldugunda %0.05’lik tripsin kullanilarak hiicreler
kaldirilip, sonraki deneylerde kullanmak {izere iki ayr1 kaba pasaj atlatilarak

biiytitiilm{istir.

Tripsin, hiicrelerin hiicre kabina tutunmak i¢in kurdugu baglantilardaki lizin ve
arjinin amino asitlerini pargalayarak hiicreleri plakanin tabanindan kaldiran bir
enzimdir ve 37 derecede aktive olur. Bir T-75’teki hiicreler %80-90’lik yogunluga
ulastiginda 3 ml tripsin eklenip, 5 dk boyunca hiicreler inkiibatérde bekletilmistir.
Ardindan mikroskop altinda hiicrelerin tabandan ayrilip ayrilmadigi gézlemlenmistir.
Hiicreler daha fazla bekletilmeden iizerlerine eklenen tripsin miktariin en az iki kati
olacak sekilde besiyeri eklenmistir. Besiyerinin i¢indeki FBS tripsinin inaktive
olmasmi saglamaktadir. Ardindan hiicreler oda sicakliginda, 1500 rpm’de 5 dk
boyunca santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilip, pellet el ile hafif¢e vurularak
kirilmistir. Ardindan hiicre ¢6zme kisminda anlatildig: {izere hiicreler sayilmistir.
Istenilen miktarda hiicre pasaj sayisi bir arttirilarak not edilerek yeni plakada taze
besiyeri ile inkiibatorde biiylitiilmiistiir. Kalan hiicreler %90 FBS, %10 DMSO igeren
dondurma besiyerinde agz1 vidali ve lastikli hiicre kaplarina konulmus, 6nceden oda
sicakligina getirilmis dakikada sicakligt 1 dakika diigliren kutulara kaldirilmus,
ardindan kutular da -80°C buzdolabina kaldirilmistir. Bir gece -80°C buzdolabinda

bekletilen kutulardaki hiicreler ertesi gilinii alinarak azot tankina yerlestirilmistir.

3.1.1. Mikoplazma Testi

Mikoplazma testi i¢in, MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit (Lonza™,
Katalog No: LT07-318) kullanilmistir. Hiicre kaplarindan alinan siipernatantlar, 2000

rpm’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmis, lizerlerinden kitin protokoliine
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uygun olarak 100 pL siipernatant bir oval tabanli tiipe aktarilmistir. 100 pL
siipernatantin iizerine 100 pL reagent eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletilmis
ardindan luminometre cihazinda 1. okuma yapilmistir. Ardindan, tiipiin i¢ine 100 puL
substrat eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra cihazda 2. okuma
yapilmistir. Cihaz bu yapilan iki okumay1 oranlayarak bir deger sunmaktadir. Sunulan
deger 1’den kiiciikse drnekler mikoplazma negatiftir. Deger 1 ile 1,5 araliginda ise
sonug sinirda kabul edilir ve 6rnek 1 giin daha inkiibatorde bekletilip ardindan test

tekrarlanir. Deger 1,5 tan biiylikse pozitif kabul edilir ve 6rnek atilir.

3.2. MKH’lerin Yeniden Programlanmasi

Kog Universitesi Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Tamer Onder tarafindan
laboratuvarimiza hediye edilen, Tablo 1’de isimleri ve EK-3’te haritalar1 bulunan

epizomal plazmitler yeniden programlama deneylerinde kullanilmistir.

3.2.1. MKH’lere Epizomal plazmitlerin Elektroporasyonu

Elektroporasyon i¢in Lonza P1 soliisyonu kit protokoliine uygun sekilde
kullanilmistir (Lonza- P1 Primary Cell 4D-Nucleofector™ X Kit L, Katalog No:
V4XP-1024).

Tablo 3.1. Yeniden programlama igin gereken plazmitler

_ Temin Cat.
Plazmitler Kullanim Nedeni
Firmasi No.

pCXLE-hOCT3/4-shp53-F | Addgene 27077 | Yeniden programlama

pCXLE-hSK Addgene 27078 | Yeniden programlama
pCXLE-hUL Addgene 27080 | Yeniden programlama

Yeniden programlama/
pCXWB-EBNA1 Addgene 37624

Elektroporasyon kontrolii

pCXLE-EGFP Addgene 27082 | Elektroporasyon kontrolii
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Elektroporasyon sonrasi hiicreleri daha az stresle biiylitmek i¢in 10 ml
antibiyotik icermeyen besiyeri (DMF10) hazirlanmistir. Hazirlanan antibiyotiksiz
DMF10 ve PBS 37°C’deki su banyosunda 1sitilmistir. P1 soliisyonu BSL-2 seviyesi
giivenlik kabinin (laminar akim kabineti) igerisine oda sicaklifinda isinmasi igin
alimmistir.  Yapilacak transfeksiyon sayisi kadar 1,5 ml’lik tiip ¢ikartilip
etiketlenmistir. Bu tiiplerin her birine 100 pL P1 soliisyonu eklenip her bir plazmitten
2 ug alabilmek icin plazmit konsantrasyonlar1 goz oOniine alinarak hesaplama
yapilmustir. Yeniden programlama i¢in ihtiya¢ duyulan OCT 3-4/shP-53, SOX-2/KLF-
4, UL ve EBNA plazmitlerinden 2 ug olacak miktarlar etiketlenen tiiplere eklenmistir.
Eklenen toplam plazmit hacminin 100 pL olan P1 soliisyonunun %10’unda fazla
olmamasina (maksimum 10 pL plazmit olacak sekilde) dikkat edilmistir. Bunun sebebi
plazmit toksisitesini 6nlemek ve hiicre basina denk gelecek olan elektrolit miktarin
diisirmemektir. MKH’ler tripsin ile kaldirilip, Tripan mavisi kullanilarak hiicreler
sayllmig ve transfeksiyon basma 200.000 hiicre ayrilarak 15 ml’lik tiiplere
konulmustur. Negatif kontrol olarak kullanilacak olan hiicreler ayri bir tiipe alinmistir.
Artan hiicrelerin bir kism1 75 c¢cm2’lik filtreli kapakli hiicre kabina alinarak pasaj
atlatilmistir. Diger bir kismi ise (%90 FBS, %10 DMSO iceren dondurma soliisyonu
ile) dondurulmustur. Elektropore edilecek olan hiicreler, 10 dk boyunca 200 x g, oda
sicakliginda santrifiij edilmis, ardindan elde edilen hiicre pelletinin {izerindeki PBS’ten
tamamen kurtulunmustur. Pelletin {izerinde besiyeri kalmamasi, elektroporasyonun
verimi i¢in olduk¢a dnemlidir, kalmas1 durumunda hiicrelerin bir kismi1 kaybedilebilir.
Hiicrelerin santrifiij edildigi sirada, inkiibatorde 1 saat bekletilmis olan Matrigel-kaph
12-kuyucuklu tabaklarin i¢indeki fazla Matrigel uzaklastirilarak, kuyucuklara 400 uL
antibiyotiksiz DMF10 eklenmistir. Isleme baslamadan once, elektroporasyon cihazi
(LONZA 4D-Nucleofector™Technology) agilip, ‘FF-104 high efficiency human
MSC program’ secenegi seg¢ilmistir. Ardindan hiicre pelleti, P1 soliisyonuyla
birlestirilen plazmit karisimiyla ¢6ziiliip, karisim kitin igerisinden ¢ikan cihazla
uyumlu olan kiivetlerin igerisine yavasc¢a birakilmis ve baloncuk olusturmamaya
dikkat edilmistir. Hiicreler P1 soliisyonuyla karigtiktan sonra en fazla 15 dakika bu
karisimin icinde bekleyebilir dolayisiyla hizli davranmak gerekmektedir. Kiivetlerin
kapaklar1 kapatilip, cihaza yerlestirilmis ve elektroporasyon baslatilmistir (1-2

saniyelik kisa bir islem). Islem sonrasi elektroporasyonun gergeklestirilebildigi
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kiivetler cihazda ‘+’ isaretiyle gosterilmektedir. Elektroporasyon sonrasinda kiivetler
oda sicakliginda 5-6 dakika bekletilmistir. Ardindan antibiyotiksiz DMF10’dan 500
uL kiivetlerin i¢ine eklenmis ve kitin igerisinden ¢ikan ince uglu pastdr pipetiyle
hiicreler yavagca al-ver yapmadan siispanse edilmistir. Alinan hiicreler, kuyucuklara
yiiksekten olamamak kaydiyla, yavas yavas damla damla dagitilmistir. Hiicrelere
elektroporasyon sonrasinda ilk giin MKH besiyeri olan DMF10 eklenmistir. Ertesi giin
TeSR E7 besiyerine (Stem Cell Technologies, TeSR E-7 Medium, Katalog N0:05914)
gecis yapilmis ve programlama verimini artirmak i¢in besiyerine 3.3 uM final
konsantrasyonunda Dot1L inhibitorii (EPZ004777, Selleckchem, Katalog No: S7353)
eklenmistir. Yeniden programlama siiresince inverted 1s1tk mikroskobunda her giin
hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilip kaydedilmis ve morfolojik degisimlerin gézlemlenmesi
amaglanmistir. Bir diger deney setinde ise 0. giinde “green floresan protein” GFP
transfekte edilmis hiicreler ile 14. ve 21. giinde yeniden programlama asamasindaki

hiicreler toplanmis ve bu hiicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Elektroporasyon sonrasinda hiicrelerin yeniden programlanip uPKH
olusturabildiklerini gostermek ic¢in yukarida belirtilen elektroporasyon prosediirii
uygulanarak 3 transfeksiyon yapilmigtir. Hiicreler iki adet 12 kuyucuklu plakanin 3’er
kuyusunda hiicre olacak sekilde kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin her giin fotograflari
cekilerek morfolojik degisimleri gosterilmistir. 12-kuyucuklu plakalardan ilki,
yeniden programlamanin 14. giiniinde TRIzol (ABP Biosciences, katalog no: FP312)
ile toplanmis daha sonra PCR analizlerinde kullanilmak {tizere -80°C dolaba
kaldirilmigtir. Kalan 12-kuyucuklu plakadaki hiicreler, yeniden programlamanin 15.
giiniinde TeSR-E8 besiyeri ile beslenmeye baglanmistir. 21. giiniin sonunda iki
kuyucuktaki hiicreler tripsinizasyon islemiyle kaldirilmis, sonrasinda yine (RT-qPCR)
analizlerinde kullanilmak iizere TRIZol igerisine alinmistir. Kalan bir kuyucuktaki

hiicreler, ileri pasajlara gotiirmek iizere kiiltiirlerine devam edilmistir.

3.3. Matrijel uygulamasi:

Yeniden programlanma sonrasi hiicreler Matrigel (Matrigel® hESC-Qualified
Matrix, LDEV-free, 5 mL, Corning, Katalog No: 354277) kapli plakalarda
biiylitiilmektedir. AhR iizerine yapilacak calismalar ¢evresel faktorlerin degisimini

yakindan ilgilendirdiginden, sonuglarda yanilmaya sebep olmamasi amaciyla yeniden
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programlama asamasin erken evresinde olan hiicrelerin de Matrigel kapl kaplarda

biiylitiilmesi uygun goriilmiistiir.

Matrigel uygulamasi i¢in, soguk DMEM-F12 besiyeri, bir kap buz ve
sogutulmus serolojik pipet ucu c¢eker ocagin i¢ine alinmistir. -20°C’den Matrigel
¢ikartilmig ve buzun icerisinde 10 dk bekletilmistir. Ardindan hizl1 bir sekilde Matrigel
uygun miktardaki soguk DMEM-F12 besi yeri ile karistirtlmistir. Bu islemin ardindan
6-kuyucuklu plakalarin her birine 1 ml, 12-kuyucuklu plakalarin her birine 500 pL
olacak sekilde Matrigel dagitilmistir. Bu islem sonrasi kapaklari kapatilip etrafi
parafilm ile kaplanan, hemen kullanilmayacak olan plakalar +4 °C’de 2 hafta
saklanabilecek hale gelmektedir. Hemen kullanilacak olan tabaklar ise en az 45 dakika,
en ¢ok 1 gece olacak sekilde 37°C’lik nemli inkiibatérde bekletilerek Matrigel’in
aktiflesip jel formunu alarak kuyucuklarin tabanmin kaplanmasi saglanmaktadir.
Deney planina gore inkiibatdrde 1 saat bekletilmis olan 12 kuyucuklu plakalardaki
kuyucuklarin iizerinden fazla olan Matrigel sivisi ¢ekilip atilir, yiizeyi kaplayan
Matrigel’in kurumamasi amaciyla kuyularin {izerlerine 500 pL DMF10 besiyeri

eklenerek plakalar inkiibatore geri kaldirilir.

3.4. UPKH Kiiltiirii

Bu tez calismasi, epizomal transfeksiyon yontemiyle yeniden programlama
siirecinde AhR degisimlerinin incelenmesini kapsamaktadir. On ¢alisma olarak, Kok
Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi biinyesinde 213S181 uPKH Banka prototipi
TUBITAK 1003 projesi kapsaminda, saglikli dondre ait MKH’lerin Sendai Viriis
(SeV) kullanilarak yeniden programlanmasi isleminin 5. giinlinde dondurulmus
hiicreler secilmis olup, hiicreler azot tankindan alinarak 12 kuyucuklu plakalara
acilmistir. Tez kapsaminda yeniden programlamanin ilk giinleri sirasinda AhR
sinyalizasyonundaki degisimler incelenmek istendiginden bu hiicreler yeniden
programlamanin 9. ve 24. giinlerinde TRIzol’e alinmis ardindan RNA izolasyonu
yapilmistir. Diger deney setlerinde ise ayni sekilde yeniden programlama islemi
gerceklestirilmis ve 7. giinde hiicrelerden RNA izole edilmistir. Hiicreleri TRIzole
alma islemi, TRIzoliin toksik ajanlarinin solunmamasi icin ¢eker ocak kullanilarak
gerceklestirilmistir. TRIzol hiicrelerin ¢eperlerini pargalamakta ve hiicre i¢indeki

RNA’lar1 koruma altina almaktadir.
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Yeniden programlamanin 8. giiniinden itibaren TeSR-E8 besiyeri (TeSR-E8
Medium, Stem Cell Technologies, Katalog No:05990) kullanilmistir. Ayrica azot
tankindan a¢ilan uPKH’lerin de biiyiitiilmesi i¢in TeSR-E8 besiyeri kullanilmistir.
UPKH’ler azot tankindan agildiklarinda yasama oranini arttirmak amaciyla 10 uM
Rho/ROCK yolagi inhibitérii (Y compound, Y-27632 dihydrochloride, Tocris,
Katalog No: 1254) eklenir. TeSR-E7 besiyerinin hiicrelerin  yeniden
programlanmasina yardim ederken, yeniden programlanamayan hiicrelerin
proliferasyonunu kisitlamasi sebebiyle sonraki deney setinde hiicreler kit
protokoliinde yazdig1 lizere 14 giin boyunca E7 besiyerinde biiyiitiilmiis, ardindan 15.
Gilin E8 besiyerine gecis yapilmigtir. TeSR-E8 besiyeri yeniden programlanmis
hiicrelerin proliferasyonunu arttirip, farklilagsmaya gitme kapasitelerini kisitlamaya

yardimci1 olmaktadir.

3.4.1. UPKH’lerin ReLeSR™ ile pasajlanmasi:

Hiicrelerin {izerinden besiyeri ¢ekilip, DMEM-F12 ile hiicreler yikanmistir. 6
kuyucuklu plakalara 1 ml, 12 kuyucuklu plakalara 500 pL olacak sekilde kuyulara
ReLeSR™ (Stemcell Technologies, Katalog No: 05872_C) eklenip, oda sicakliginda
1 dakika bekletilmistir. Ardindan kuyulardan ReLeSR™ c¢ekilmistir ve inkiibatore
kaldirilmistir. Hiicreler inkiibatorde 4 dakika bekletilmistir. Kuyularin {izerine 750 pL
TeSR-ES8 eklenmistir. Hiicreler mikropipet araciligiyla yavasca al-ver yapilip, 6nceden
hazirlanip inkiibatore kaldirilmis olan plakalarin kuyucuklarina hiicreler dagitilmistir.
Ardindan hiicrelere ¢alisma konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde Y compound
eklenmistir. Pasajlanan hiicrelere ertesi giinii bakildiginda eger plakaya yeteri kadar
tutunan koloni goriinmilyorsa, TeSR-E8 besiyeri eklemesi yapilmistir, eger yapisan
koloni miktar1 yeterli ise, lizerlerindeki besiyeri ¢ekilip taze besiyeri degisimi

saglanmustir.

3.4.2. ileri pasaj uPKH’lerin kiiltiirde cogaltilmasi:

Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi stoklarinda saklanmakta olan
Sendai virus araciligi ile yeniden programlanmis ve ge¢ pasajlara getirilmis MKH
kokenli uPKH’ler, AhR degisimlerinin uPKH’lerde incelenmesi amaciyla nitrojen
tankindan c¢ikarilip ¢ozdiiriildiikten sonra deneylerde kullanilmistir. uPKH’lerin

Matrigel-kapli 6 kuyucuklu doku plakalarda kiiltiirii yapilmistir. TeSR-E8 besiyeri ile
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2 ml / kuyucuk eklenerek giinliik besiyeri degisikligi yapilmistir. Yaklasik olarak 5
giinde pasajlama islemi yapilarak hiicreler kaldirilmistir. Pasajlama igleminden 6nce
Matrigel, uygun miktarda DMEM-F12 ile seyreltme isleminden sonra 6 kuyucuklu
plakalar kaplanmistir ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra kullanilmustir.
Pasajlama islemi, besiyeri ¢ekilip hiicreler DMEM-F12 ile yikandiktan sonra
Iml/kuyucuk olacak sekilde ReLeSR™ eklenerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edilmistir. ReLeSR™ c¢ekilip hiicreler 37°C’de 7 dakika inkiibasyonun ardindan
mikroskop altinda incelenip hiicrelerin kalktig1 gézlemlenince kuyucuk basina 1 ml
TeSR-E8 besiyeri eklenerek hiicreler toplanmistir. Hiicreleri toplarken pipetleme
islemi fazla yapilmayarak hiicrelerin olusturduklar1 koloni yapisinin fazla
dagilmamasi saglanmistir. ReLeSR, uPHK leri koloni seklinde kaldirmay1 saglar ve
kaldirma isleminde farklilasmaya baslayan hiicrelerin kiiltiir kabinda kalarak
pasajlanmasini engeller. Pasajlama sirasinda koloni yerine tek hiicre elde etmek igin
ise birkag kez pipetleme yapmak yeterli olmaktadir. Hiicreler, TeSR-E8 ile
toplandiktan sonra 6 kuyucuklu plaklara homojen olacak sekilde ekim islemi
yapilmistir. Her bir kuyuda toplam 2 mL besiyeri olacak sekilde hacim
tamamlanmistir. Besiyeri icine 2,5 uM ROCK inhibitorii (y compound) eklenerek
hiicrelerin pasaj isleminden kaynaklanan stres sonucu hiicre 6limii azaltilmaya
calistlmistir. Ekim yapilan kiiltiir kabi1 %5 humidifiye, 37°C sicaklikta, %5 CO:2

kosulunu saglayan inkiibatore kaldirilmstir.

3.5. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin kullanilacak olan mikropipetler, otoklavli steril
mikropipet tipleri, -80°C’den ¢ikartilmis trizol iginde saklanmis olan Ornekler,
kloroform, %75°1lik etanol ve niikleaz icermeyen su temizlenerek kimyasal igin
kullanilan ¢eker ocagin icine alinmustir. Orneklerin oda sicakhiginda ¢dziinmesi
beklenmistir. Ardindan, 6rneklerin {izerine, 1 ml Trizol igindeki 6rnege 200 uL, 500
uL Trizol i¢indeki 6rnege 100 pL olacak sekilde kloroform eklenmistir. Kloroform
eklenen Ornekler alt-iist yapilarak ve vorteks karistirict kullanilarak nazikge karistirilip
ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletilmistir. Bu siirenin ardindan, 6rnekler 4°C 13000
rpm de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipiin i¢indeki karisimin 3

faza aynldigi gozlemlenmistir. En dstte kalan renksiz, seffaf, sivi faz RNA
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icermektedir. Orta faza ve alt faza degmeden 6rneklerin hepsinden iistteki bu seffaf
faz cekilerek ayr1 birer 1,5 ml’lik tiipe konulmustur. Bu tiiplerin de iizerlerine soguk
%100 etanol eklenmistir. Etanol miktari, elde edilen seffaf fazin 3 kat1 seklinde eklenip
ornekler vorteks karistiricida karigtirilmistir. Ardindan 6rnekler gece boyunca -20°C
dolabinda saklanmistir. Ertesi giin, drnekler -20°C’den alinarak 4°C, 12000 x g” de 10
dakika santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilmigtir. Ardindan soguk %75’lik
etanolden 1 ml tiiplere eklenmis ve tiipler vorteks karistiricida iyice karistirilmistir.
Ornekler +4 °C, 7500 x g’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu kez siipernatant iyice
uzaklastirilmig ve 1siticida tiipler tutularak etanoliin tiipiin i¢inden tamamen ugtuguna
emin olunmustur. Sonrasinda, pellet miktarma gore ~10-50 pL 1sitilmis niikleaz

icermeyen su ile ¢ozlilmiistiir. Elde edilen RNAlar -80°C’de saklanmaistir.

3.6. CDNA Sentezi

CDNA sentezi i¢in, -80°C’den alinan orneklerin oda sicakliginda ¢oziilmesi
beklenmistir. Ardindan Bioline’in kit (SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit, Bioline,
Katalog no: BIO-65053) protokolii uygulanmigtir. Bu protokol geregince 500 ng
RNA’dan hesap yapilarak reaksiyona eklenecek olan RNA miktarlar1 hesaplanmistir.
Reaksiyon basma 1 pL ters transkriptaz enziminden, 4 pl. ANTP’leri ve gerekli
iyonlar1 igeren 5X tampon ¢6zeltiden, RNA’lardan hesaplanan miktarlarda ve total
hacimi 20 pL’ye tamamlayacak sekilde niikleaz icermeyen su eklenmistir. Kok Hiicre
Merkezi genel laboratuvarinda bulunan T100 Thermal Cycler (BIO RAD)
kullanilmistir. Cihaz, 3 dk 95°C denatiirasyon, 10 dk 25°C primer baglanmasi, 15 dk
42 °C ters transkripsiyon ve 5 dk 85°C inaktivasyon olacak sekilde ayarlanmistir. Elde
edilen cDNA’lar -20°C’de saklanmistir.

3.7. Ger¢cek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)
3.7.1. Primer Dizilerinin Tasarim ve Calisma Kosullar

NCBI Primer Blast Araci kullanilarak mRNA dizilerinden birbirine yakin
baglanma sicakliklarinda Tablo 3.2°de gosterilen primerler tasarlanmistir. Primerlerin
tasarim1 icin Oncelikle NCBI'in niikleotit kismi segilerek transkripti olan genler
organizma insan secilerek aratilmigtir. Referans sekanslardan en uzun mRNA

varyantinin secilmesine 6zen gosterilmistir. Se¢ilen mRNA sekansi ile Primer Blast
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araci iizerinden tasarlanan primerlerin parametreleri sirastyla, PCR iiriin boyutu; 70 ile
200 arasinda, erime sicakligi; optimum olarak 60°C, primerler uzunluklari; 18-22 baz
araliginda, guanin-sitozin icerigi (%GC) ise 45-60 araliginda secilmistir. Ayrica, RT-
gPCR sirasinda istenmeyen gDNA amplifikasyonunu 6nlemek amaciyla intron
icermeyecek bir sekilde iki farkli ekzonun birlesimini kapsayacak bir primer
tasarimina 6zellikle dikkat edilmistir. Primer dizayn et butonuna basilip, analiz sonucu
elde edilen primerlerden se¢im yapilmistir. Primer dizilerinin tiimii bu tez ile aym
isimli TYL-2022-19977 kodlu Hacettepe Universitesi BAP Tez Projesi kapsaminda
sentezlenmistir. Primerlerin tiimii liyofilize halde ulastirilmistir. Uzerlerinde yazan
talimatlara gore niikleaz icermeyen su kullanilarak primerler aktiflestirilmistir.
Sonrasinda primer ana stoklari -20°C dolabinda saklanmistir. Kantitatif RT-PCR
yapilmadan 6nce primerler ¢ikartilarak yeni bir tiipte kullanilacak miktara gore 1:10

diliisyon yapilarak kullanilmistir.

Tablo 3.2. RT-qPCR Deneylerinde kullanilan Primer Ciftleri ve Dizileri

Gen F (5'>3) R (5>3")

ZEB2 CAACCATGAGTCCTCCCCAC GTCTTCCTTCATTTCTTCTGGACC
OCLN CTAGGACGCAGCAGATTGGT GCCTGGATGACATGGCTGAT
GDF3 TTCTCCCAGACCAAGGTTTCTT GGCCAATGTCAACTGTTCCC

IDO1 CTCTGCCAAATCCACAGGAAAA CGCTGTGACTTGTGGTCTGT

SOX2 GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAA | TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG
PODXL gégiGGGAGCTTAGTGTGAA GTCCCATATCCGAATGATTAAGAC
OCT4 AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG ACTTCACCTTCCCTCCAACC

AHR GTCCCATATCCGAATGATTAAGA | GTAAATGCTCTGTTCCTTCCTC
AHRR 'CI':TGGAGACAGGAGATGATGC CTTGAAACTGCATCGTCAGG

ARNT TACTGCCAACCCCGAAATGA GGTCCAGAGTTTCCAGAGGC
CYP1Al1 AAGAGGAGCTAGACACAGTG TTTACAAAGACACAACGCCC

3.7.2. RT-qPCR Protokolii

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak SYBR Green Mix (Promega GoTaq®,
Katalog no: A600) kullanilarak ger¢ek zamanl kantatif Polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) kontrol geni
olarak kullanilmistir. Gen ifadelerinin analizleri i¢in Kok Hiicre Merkezi’nin Genel

Laboratuvarinda bulunan Roche LightCycler 480 cihazi kullanilmistir. Kantitatif PCR
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kosullar1 denatiirasyon: 95°C’de 10s, baglanma: 60°C’de 20s, elongasyon: 72°C’de
30s seklinde ayarlanmigtir. Cihazda bu kosullar 40 dongii olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Goreceli gen ifadelerinin hesaplanabilmesi i¢in Livak Metodu

(delta delta Ct metodu, 222 uygulanmistir.

3.8. immiinfloresan (IF) Boyama:

IF Boyamasi, yeniden programlama durumundaki hiicrelerin MKH ve
uPKH’lere gore degisikliklerini protein dilizeyinde gosterebilmek amaciyla
kullanilmistir. IF boyamanm ilk asamasi fiksasyondur. Distile suda %4’lik
paraformaldehit (PFA) hazirlanir. Paraformaldehitin iyice ¢Oziindiigiinden emin
olmak gerekmektedir. Hiicrelerin iizerinden eski besiyerleri c¢ekilip atilmustir.
Sonrasinda hiicreler iyice 37 °C’de 1sitilmig dPBS ile yikanmigtir. PBS hiicrelerin
tizerinden uzaklastirilmistir. Sonrasinda 12 kuyucuklu plakanin 1 kuyusuna 1 ml
olacak sekilde %4’liikk PFA eklenmistir. Ardindan 12 kuyucuklu plaka 4°C dolaba
kaldirilarak 20 dakika bekletilmistir. 20 dakikanin ardindan hiicrelerin tizerindeki PFA
¢ozeltisi uzaklagtirilmistir. Her bir kuyucuk 1’er ml dPBS ile 2’ser defa yikanmustir.
En sonunda her bir kuyuya 1’er ml dPBS eklenmistir. Sonrasinda IF boyama yapilacak
giine kadar saklanmak {izere plakanin etrafi parafilm ile iyice kapatilmis ve 4°C
dolabina kaldirilmistir. Bu asamadaki hiicreler 1 ay boyunca belirtilen kosullarda

saklanabilmektedir.

Fiksasyon asamasindan sonra permeabilizasyon agsamasi gelmektedir. Hiicre
zar1 segici gegirgen yapilya sahip oldugundan herhangi bir islem yapilmadan
kullanacagimiz antikorlari, boyalari igeriye almayacagindan permeabilizasyon islemi
yapilmaktadir. Bu islem, hiicre zarindaki porlar1 yolladigimiz molekiillerin girebilmesi
icin agmaktadir. Oncelikle, fiksasyon asamasmin sonunda kuyularin igine eklenen
dPBS uzaklastirilir. Permeabilizasyon soliisyonu % 0,01 Triton-X100, dPBS i¢inde
(10 ml dPBS ve 10 pL Triton-X100 karistirilarak) hazirlanmistir. Her bir kuyucuga
300 pL permeabilizasyon soliisyonu eklenmistir. Ardindan, hiicreler 15 dakika
boyunca oda sicakliginda kabinin i¢inde bekletilmistir. Permeabilizasyon soliisyonu

uzaklastirilmastir.
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IF boyamanm iigiincii asamasi bloklamadir. Bloklama permeabilizasyon
soliisyonunun iginde %5 oraninda FBS karistirilarak hazirlanir. 500 uL FBS ve 10 ml
%0,01 Triton-X100 igeren dPBS karistirilmistir. Her bir kuyuya 300 uL bloklama
soliisyonu eklenmistir. Plaka 1 saat boyunca oda sicakliginda orta hizda sallanan

calkalayicinin {lizerinde inkiibe edilmistir.

Sonraki agsama primer antikor ile inkiibasyondur. Segilen antikorlar (TRA-1-
60, SOX2, CD90, SSEA4)’dan 1 er puL alinarak ayri tiiplerde 200 pL bloklama
soliisyonu i¢inde ¢oziiliir. Sonrasinda hazirlanan antikorlar kuyulara {istleri kaplanacak
sekilde az miktarda eklenir. 4°C odasinda gece boyunca yavas hizda g¢alkalayicinin
istiinde sallanmaya birakilmistir. Ertesi giin primer antikor kuyulardan uzaklastirilir.
Kuyular %0,01 Triton-X’lik PBS soliisyonu ile orta-yiiksek hizda galkalayicida

sallanarak yikanmustir. Islem 3 kez tekrarlanmistir.

Yikamalarin ardindan sekonder antikor diliisyonlar1 hazirlanmistir. 400 pL
bloklama soliisyonu igerisinde 1,6 puL sekonder antikor seyreltilerek hazirlanmistir.
Yikama soliisyonlar1 uzaklastirilmis ve kuyulara sekonder antikor eklenmistir. Oda
sicakliginda, tstii aliiminyum folyo kaplanarak (karanlikta) 2 saat boyunca diisiik
hizda ¢alkalayicida sallanarak inkiibe edilmistir. Ardindan 5 kez kuyular %0,01
Triton-X100’lik PBS soliisyonu ile orta-yiiksek hizda calkalayicida sallanarak

yikanmustir.

Kuyucuklarin tizerine 1’er damla DAPI eklenip oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler 1 kez kuyular %0,01 Triton-X100’liik PBS
soliisyonu ile orta-yliksek hizda calkalayicida sallanarak yikanmistir. Sonrasinda

floresan mikroskobunda (Olympus, 1X-73 Ters Isik Mikroskobu) goriintii alinmustir.

3.9. LDH Assay, uPKH’lerde Doz Secimi ve Kiiltiirde AhR Agonist-
Antagonist Uygulamalar

Ileri pasaj (P27) uPKH’lerde AhR agonist/antagonist doz belirleme &n
denemeleri yapilmistir. Bu amagla sitotoksisite testi olarak laktat dehidrojenaz tahlili
deneyi (LDH Assay) kullanilmigtir. Bu Kit (Biolegend LDH-Cytox™Assay Kit,
KatalogNo. 426401) hiicre siipernatantindan uygulanabilme 6zelligine sahiptir. Zor
kosullar altinda biiyiitiilen uPKH’lerin verimli kullanilmasi bu testin segilmesinde

Oonemli bir unsur olmustur. Farkli sitotoksisite testlerinde (MTT gibi) hiicrelerin
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tamaminin kullanilmasi gerekmektedir. Bu test ile yalnizca besiyeri toplanarak assay

gerceklestirilmistir.

LDH-Cytox kiti hasar gérmiis hiicrelerden salinmis olan LDH’nin miktarini
Olgerek sitotoksisitenin belirlenmesini saglar. LDH tiim hiicre tiplerinde bulunan
sitoplazmik bir enzimdir ve hiicreler strese maruz kaldiklarinda hasar goriilmiis olan
hiicre membranindan hemen kiiltiir siipernatantina salinir. Caligma prensibi, Laktatin
piriivata dehidrojenizasyonu sirasinda LDH’in NAD"‘y1 NADH’a indirgenmesine
dayanmaktadir. Ortaya ¢ikan NADH, hiicre membranindan gegemeyen, suda
coziilebilen tetrazolium tuzunu (WST)’yi 1-Methoxy PMS (electron mediator)
varliginda indirgeyerek ortaya turuncu formazan boyasi ¢ikarir. Formazan boyasinin
yogunlugu ile besiyerine salinan LDH miktar1 dogru orantilidir dolayisiyla, turuncu

formazan boyasinin yogunlugu 6l¢iilerek sitotoksisite hesaplanir.

Hiicreler 12 kuyucuklu plakaya asagida verilen deney planinda goriildiigii tizere
2 plakaya tekrar1 olacak sekilde ekilmistir. Deneyler kit protokoliine uygun olarak
yapilmistir. Pozitif kontrol kuyusuna 20 pL lizis soliisyonu eklenmistir ve 30 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan, her 6rnekten hiicre slipernatanti toplanip ayr1 1,5
ml’lik tiiplere alinmistir. Ardindan tiipler 250 % g’ de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Protokole gore 96-kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna 1 6rnek gelecek sekilde 100
puL hiicre siipernatantlarindan eklenmistir. Her bir kuyucuga 100 pL ‘calisma
sollisyonu’ eklenmistir. Plaka 1siktan korumak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilarak
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan her bir kuyucuga tepkimeyi
durdurmak i¢in 50 pL ‘durdurma soliisyonu’ eklenmistir. Sonrasinda 490 nm’de
absorbans Ol¢iimii yapilmistir. Absorbans degerlerinden pozitif kontroliin absorbans
degeri cikartilip 100’e gore normalize edilerek yiizde uygulanan dozun % sitotoksisite
ve bu degerler 100°den ¢ikartilarak % viabilite degerleri hesaplanmistir. Bu degerler
ve dozlar tablo haline getirilmistir. Ardindan, parabolik grafik ¢izilip gorsellestirilerek
toksik doz tespit edilmeye ¢alisilmistir.

AhR agonisti olarak FICZ, antagonist olarak StemRegenin-1 kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Doz denemesi Deney Plani (BioRender ile tasarlanmuistir.)

Bulgular kisminda yer alan Sekil 4.26 ve Sekil 4.27‘de goriilen qPCR
sonuclarina gore toksik olmayan, her giin uygulanacagi g6z Oniine alinarak, fazla
strese sebep olmayacak ve agonist/antagonistlerin islevlerini kaybetmedikleri birer
doz secilmistir. Sonraki deneylerde kullanilmak iizere, 100 nM FICZ, 1,5 uM SR-1

uygun goriilmiistiir.

Hiicre kiiltiiriinde cogaltilan MKH’lerin heterojen 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle doz denemesine baglamadan dnce hiicrelerin senkronizasyonu i¢in hiicrelere
1 saat boyunca deksametazon uygulamasi yapilmistir. 100 nM, 3 ml deksametazon
hazirlamak i¢in ana stoktan (10,000 nM) 30 pL deksametazon ve E8 Besiyerinden
2970 pL eklenmistir. Deksametazon eklendikten sonra 1 saat boyunca hiicreler

inkiibatorde bekletilmistir.
Asagida verilen hesaplamalar yapilarak ara stoklar ve diliisyonlar hazirlanmistir:

FICZ den 2000 uL 10 uM Ara Stok hazirlamak i¢in 1,14 pL Ana Stok (17,6 mM) ile
1999 uL E8 Besiyeri karistirilmistir.

Tiim plakalara toplam (her kuyucuga 1 ml) giinliik hazirlanan soliisyonlar:

Tablo 3.3. FICZ dozlari i¢in yapilan hesaplamalar

2 mL i¢in Hazirlanan Doz | Kullanilacak FICZ Ara | Kullanilacak E8 Besiyeri
(nM) Stok Miktart (uL) Miktari(nL)

50 nM 10 uL 1990 pL

100 nM 20 uL 1980 L

150 nM 30 uL 1970 uL
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200 nM 40 L 1960 uL
250 nM 50 uL 1950 uL
300 nM 60 uL 1940 uL

SR-1’den 500 uL 100 uM Ara Stok hazirlamak i¢in 5 puLL Ana Stok (10 mM) ile 495
uL E8 besiyeri karistirilmistir.

Tim plakalara toplam (her kuyucuga 1 ml) giinliik hazirlanan soliisyonlar:

Tablo 3.4. SR-1 Dozlar1 igin yapilan hesaplamalar

3 mL i¢in Hazirlanan Doz | Kullanilacak SR-1 Ara | Kullanilacak E8 Besiyeri
(LM) Stok Miktar1 (uL) Miktar1 (uL)

0,5 uM 15 ul 2985 uL

1 uM 30 uL 2970 pnL

1,5 uM 45 uL 2955 uL

2 uM 60 uL 2940 L

Bir bagka yeniden programlama deney diizeneginde hiicrelere 7 giin boyunca
belirlenen dozlar (100 nM FICZ/1.5 uM SR-1) E7 besiyerinde diliisyonlar1
hazirlanarak verilmistir. Her giin taze dozlar hazirlanmistir. Asagidaki hesaplamalar

yapilmustir:

FICZ’den 2 ml 10 uM ara stok hazirlamak i¢in 1.14 pLL FICZ Ana Stok (17.6
mM) ve 1999 uL E7 besiyeri karistirtlmistir. 3 ml 100 nM’lik FICZ dozu hazirlamak
icin 30 uLL Ara Stok ile 2970 puL E7 besiyeri karistirtlmigtir.

SR-1"den 100 uL 100 uM Ara Stok hazirlamak i¢in 1 uL SR-1 Ana Stok (10
mM) ile 99 pL E7 besiyeri karistirtlmistir. 3 ml 1,5 uM’lik SR-1 hazirlamak i¢in 45
uL Ara Stok ile 2955 uL E7 besiyeri karistirilmistir.

Saglikli Donér 2. Pasaj KI-MKH hiicreleri 75 cm? filtreli kapakl1 hiicre kabinda
Yiizde 80 yogunluga gelene kadar biiyiitiilmiistiir. Sonrasinda hiicrelerin biyolojik

saatlerini esitlemek icin hiicrelere 1 saat boyunca Deksametazon uygulamasi
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yapilmistir. 10 ml besiyerine 10 pL. deksametazon (Ana Stok: 10,000 nM) eklenmistir.
Deksametazon eklendikten sonra 1 saat boyunca hiicreler inkiibatorde bekletilmistir.
Sonrasindan {istlerinden besiyeri ¢ekilmis ve 10 ml dPBS ile hiicreler yikanmistir.
Ardindan belirlenen dozlardaki SR-1 ve FICZ iceren besiyerleri eklenmistir.
Hiicrelerin her giin fotograflar1 ¢ekilmistir. 7. glinde hiicrelerin bir kismi1 %4’lik
PFA’ya almarak daha sonra IF boyamasi yapmak iizere fikse edilmistir. Kiiltiirde
devam ettirilen diger plakadaki hiicreler ise 14. Giinde IF yapilmak iizere fikse

edilmistir.

3.10. istatistiksel Analizler

Delta (A), degisimi sembolize etmektedir. Bu metod, baktigimiz genlerdeki
referans gene gore goreceli gen ifadelerindeki degisimin gozlemlenmesini
saglamaktadir. Ct degeri (cycle threshold), QPCR cihazinin bize sagladigi, PCR {iriin
miktarmin fark edilebilir miktara gelip floresan 1sima verdigi ilk dongiiniin
numarasidir. Bu deger ne kadar diisiikse o kadar fazla ifadelendigi ilk bakista tahmin
edilebilir. Ancak bunu belirleyebilmek i¢in kontrol grubunun ve kontrol genin
degerlerine ihtiyag vardir ki bu sayede kosullar esitlenerek yalnizca istenilen genin
ifade degisimi gozlemlenmesi saglanir. ACtistedigimiz genin C; degerinden kontrol

geninin (GAPDH) C; degerinin ¢ikartilmasiyla elde edilir.

ACt = Ct (istenen gen) — Ct (kontrol geni)

Bu sayede degerler kontrol genine gdre normalize edilmis olur. Sonrasinda,
AAC: degeri hesaplanir. Bu deger, uygulama yapilan, arastirilan grubun (yeniden
programlama uygulanmis hiicreler) AC; degerinden, kontrol grubunun (6rn: MKH)

ACtdegerinin ¢ikartilmasiyla elde edilir.

AAC: = ACt (islem uygulanmig grup) — ACt (kontrol grubu)

Son olarak arastirilan gende, islem uygulanan gruplarin kontrol grubuna gore
ifadelerindeki kat degisimini gosterebilmek icin logaritmik degere ¢evirme yontemine

bagvurulur.

Gen ifadesindeki kat degigimi= 2/~®*CY
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Bu hesaplamalarin ardindan degerler GraphPad Prism’e aktarilir. Istatiksel

analizler yapilir. Bu tez calismasinda tek yonlii ve iki yonliit ANOVA yapilmistir.

4. BULGULAR

4.1. Yeniden Programlama i¢in Kullanilacak Transfeksiyon Yonteminin

Secimi

Bu calismada kullanilan epizomal plazmitlerle efektif bir sekilde gen aktarimi
yapilabilmesi i¢in iki yontem denenmistir. Bunlar; elektroporasyon ve lipofeksiyon
kullanimidir. Elektroporasyon yonteminde hiicre kayb1 fazla olmaktadir ve yeterince
hiicre olmamas1 durumunda yeniden programlamanin erken déneminde (6rnegin 7.
Giin) RNA toplamada problem yasanabileceginden lipofeksiyon yontemiyle
transfeksiyon denenmistir. Lipofeksiyon yonteminde elektroporasyon yontemine gore

hiicre kayb1 daha azdir.

Hiicrelerin her giin 151k mikroskobunda fotograflar1 ¢ekilerek morfolojileri
izlenmistir. Ardindan yontemlerin yeniden programlama verimi iizerindeki etkisini
gormek amaciyla SOX-2, TRA1-60 ve DAPI ile IF boyamalar1 yapilmistir. Goriintii
alindiktan sonra MKH belirteci olan CD90 boyamasi1 yapilmis ve tekrar goriintii

alinmustir.

Elektroporasyon ve lipofeksiyon ile yapilan transfeksiyonlar sonucu elde

edilen veriler asagida sunulmustur.

Hiicrelerin giinliik morfolojik degisimleri:
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Sekil 4.1. Kontrol MKH'lerin ve Lipofeksiyon yontemi ile yeniden programlama yapilan hiicrelerin
kiiltiirde 1. ve 7. giinlerdeki Isik mikroskobu goriintiileri, 4X objektif.
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Elektroporasyon ile Transfeksiyon:

1. t‘.‘ln 2. gun

o

Sekil 4.2. Elektroporasyon Ydntemi ile yapilan transfeksiyon sonrasindaki hafta boyunca hiicrelerin
morfolojik degisimleri. 4X ve 10X objektif.
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Sekil 4.3. GFP transfeksiyonundan 24 saat sonra floresan mikroskobu goriintiisii (hiicre ylizeyi,yesil).
4X objektif.

Elektroporasyon yontemiyle GFP plazmidi transfekte edilen hiicrelerde GFP
pozitifligi gozlenmistir. Bu durum hiicrelere {izerinde kullanilan elektroporasyon

sollisyonunun ve yontemin gen aktariminda basarili oldugunu gostermektedir.

Yeniden programlama verimini gozlemlemek adina yapilan immiinfloresan

boyama sonuglari asagida sunulmustur.

SOX-2, TRA-1-60 ve DAPI IF Goriintiilemesi yapilmistir. SOX-2 yeniden
programlama baglatirken hiicrelere plazmit ile gonderilen transkripsiyon
faktorlerinden biridir, dolayisiyla ¢ekirdekte gozlenen kirmizi renk SOX-2

pozitifligini temsil etmektedir.

TRA-1-60, hiicreye yeniden programlama icin verilmeyen bir faktordiir ve
hiicrenin disaridan verilen OSKM faktorlerini internalize ederek ifade etmeye
basladigin1 ve plazmitlerle gonderilen faktorlerin etkiledigi genler haricinde farkl
genlerin de hiicre sinyalizasyonunda agildigim1  gostermektedir. TRA-1-60,
pluripotensi yiizey belirtecidir, dolayisiyla, yiizeyde goriilmesi beklenen yesil renk
TRA-1-60 pozitifligini temsil etmektedir.

DAPI, cift zincir DNA yapisina baglanmaktadir, dolayisiyla cekirdekte

bulunan mavi renk DAPI boyamasini temsil etmektedir.
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Sekil 4.4. Transfeksiyon yapilmamis MKH'lerin kiiltiirde 7. Giiniinde DAPI (gekirdek, mavi), SOX-
2 (gekirdek, kirmiz1) ve TRA-1-60 (hiicre yiizeyi, yesil) IF boyamasi, floresan mikroskobu gériintiisii,
10X.

Sekil 4.4’ de goriildiigii ve beklendigi tizere kontrol grubu olan MKH’ lerde
SOX-2 ve TRA-1-60 ifadesi gdzlemlenmemistir.

Sekil 4.5. Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7. Giiniinde DAPI
(cekirdek, mavi), SOX-2 (gekirdek, kirmiz1) ve TRA-1-60 (hiicre yiizeyi, yesil) IF boyamas, floresan
mikroskobu goriintiisii, 4X.
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Sekil 4.5°te bulunan IF goriintiilerine bakildiginda, transfekte edilen hiicrelerin
bir kismimin yeniden programlanma siirecinde oldugu ve her hiicrenin farkli ifade
profili gosterdigi anlagilmaktadir. SOX-2 pozitifligi kendini ¢ekirdekte kirmizi renk
ile gostermektedir ve hiicrenin basarili bir sekilde elektroporasyon ile SOX-2
plazmidini iceriye aldigim1 gostermektedir. DAPI kuyudaki c¢ift zincirli DNA
yapisindaki AT-zengin bolgelere baglanarak hiicre cekirdeginin ve bu sayede
hiicrelerin kuyudaki yerlerinin isaretlenmesinde kullanilir. TRA-1-60 ise OCT-4 ve
SOX2 ‘nun birlikte ifade edilmesinin baslamasiyla birlikte hiicrede ifade olmaya
baslayan bir pluripotensi belirtecidir. Sekle bakildiginda hiicrelerin ¢cok az bir kisminin

yeniden programlamanin 7. giinde TRA-1-60’1 ifade etmeye basladigi goriilmektedir.

Sekil 4.6. Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7. Giiniinde DAPI
(¢ekirdek, mavi), SOX-2(¢ekirdek, kirmizi) ve TRA-1-60 (hiicre yiizeyi, yesil) IF boyamasi, floresan
mikroskobu gérintiisti, 10X objektif.

Sekil 4.6°da elektroporasyon yapilmis hiicrelerin her birinin ifade profillerinin
farkli oldugu daha net goriilmektedir. Rengi sariya yakin olan hiicreler yiiksek diizeyde

SOX-2 ve TRA-1-60 ifadesi barindirmaktadir. Rengi pembe olan hiicrelerse yiiksek
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diizey SOX-2 ve diisiik diizey TRA-1-60 ifade etmektedir. Cekirdeginde yalnizca mavi

renk goriilen hiicrelerde transfeksiyon gerceklesmemistir.

Hiicrelerin mezenkimal karakteristiklerini ne kadar barindirdiklarini gostermek

amactyla ayn1 hiicrelerin {izerine CD-90 IF boyamas1 yapilmustir.

CD-90 (PE) SOX-2 (PE) ve DAPI IF gériintiilemesi yapilmustir. Hiicrelerin
mezenkimal karakterlerini gézlemlemek amaciyla daha 6nce SOX-2, TRA-1-60
boyanan kuyulara CD-90 ile IF boyama yapilmustir. Elimizdeki CD-90 primer
antikoruna uyumlu sekonder antikor da SOX-2 uyumlu sekonder antikoru gibi PE
etiketli oldugu i¢in kirmizi renk vermektedir. Ancak CD-90 bir yiizey belirteci
oldugundan floresan goriintiilemede c¢ekirdekte kirmizi renk vermezken, SOX-2

transfeksiyon faktorii oldugu i¢in ¢ekirdekte yer alir ve ¢ekirdekte kirmizi renk verir.

Sekil 4.7. MKH’lerin kiiltiirde 7. Giiniinde DAPI (¢ekirdek, mavi), SOX2 (¢ekirdek, kirmizi)
boyamasi, floresan mikroskobu goriintiisii, 10X.

Sekil 4.7°de goriildiigii lizere MKH’lerde CD-90 ylizey belirteci (kirmizi)

beklendigi gibi pozitif olarak gézlemlenirken SOX-2 ifadesine rastlanmamustir.
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Sekil 4.8. Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7. Giiniinde DAPI
(gekirdek, mavi), SOX-2(¢ekirdek, kirmizi) ve CD-90 (hiicre yiizeyi, kirmizi) IF boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisii, 4X.

Sekil 4.8’de CD90 boyamasi sonrasinda hiicreler goriilmektedir. CD-90 bir
MKH vyiizey belirteci oldugundan mezenkimal karakterdeki hiicrelerin zarinda
bulunmaktadir ve ¢ekirdekte ifadesi goriilmemektedir. SOX-2 ise bir transkripsiyon
faktorii oldugundan g¢ekirdegin i¢inde kirmizi renk vermektedir. Cekirdekteki kirmizi
SOX-2 ifadesi mavi renkteki DAPI ile birlestiginde SOX-2 pozitifligi olan hiicrelerin
cekirdegi mor renkte, SOX-2 negatif olan hiicrelerin ¢ekirdegi ise mavi renkte
gozikkmektedir. SOX-2 pozitifligi olan hiicrelerde CD-90 ifadesi de goriilmiistiir.

Ancak CD-90 ile boyanmis hiicre zarindaki alanlarinin boyutlari, transfekte olmamis
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MKHIere gére SOX-2 pozitif hiicrelerde daha kiigiiktiir. Bu da CD-90 ifadesinin SOX-

2 pozitif hiicrelerde azalmaya basladig1 konusunda fikir vermektedir.

Sekil 4.9. Elektroporasyon yontemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7. Giiniinde DAPI
(cekirdek, mavi), SOX-2(¢ekirdek, kirmizi) ve CD-90 (hiicre yiizeyi, kirmizi) IF boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisii, 20X.

Sekil 4.9°deki IF goriintiilerinde hiicrelerin ¢ekirdegindeki SOX-2 pozitifligi
daha net anlagilmaktadir. Hiicrelerin sag iist tarafinda kalan hiicre, transfekte olmamis
(SOX-2 negatif, ¢cekirdekte kirmizi renk yok yalnizca mavi renkte DAPI mevcut) CD-

90 ifade eden bir mezenkimal hiicredir.
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Sekil 4.10. Elektroporasyon yéntemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7. Giiniinde DAPI
(gekirdek, mavi), SOX-2(¢ekirdek, kirmizi) ve CD-90 (hiicre yiizeyi, kirmizi) IF boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisii, 20X.

Sekil 4.10°da goriinen gorsellerde, hiicrelere CD-90 antikoru ile uygulanmis
olmasina karsin hiicrelerde ifadesinin olmadig1 goriilmektedir. Buna karsin hiicrelerin
SOX-2 ifadesinin bulundugu ve mezenkimal 6zelliklerini kaybetmeye basladiklar

sOylenebilir.
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Sekil 4.11. Lipofeksiyon yéntemiyle baslatilan yeniden programlama deneyinin 7. Giiniinde DAPI
(cekirdek, mavi), SOX-2(¢ekirdek, kirmizi) ve CD-90 (hiicre yiizeyi, kirmizi) IF boyamasi, floresan
mikroskobu goriintiisii, 20X.

Sekil 4.11°de gosterilen lipofeksiyon ile yapilan transfeksiyonun
elektroporasyon yontemine gore daha az verimli oldugu sonucuna varilmistir. Cok
sayida olii hiicre, par¢alanmis ¢ekirdek, tek bir yere birikmis hiicreler gézlenmistir.
SOX-2 boyamasi1 yapilmasina karsin pozitiflik goézlemlenmemistir. TRA-1-60

boyamas1 da yapilmistir ancak ifadesi goriilmediginden goriintiisii eklenmemistir.

Bu bulgular sonucunda elektroporasyon yonteminin kullanilan plazmitlerle
lipofeksiyondan daha etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Lipofeksiyon ile
transfeksiyon yontemi, hiicre kayb1 az olmasina karsin transfeksiyon verimi ¢ok diisiik

ve kullanilacak soliisyon daha maliyetli oldugundan ve elde edilecek olan RNA’nin
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yetersiz ve kalitesiz olma risklerinden dolay1 elimine edilmistir. Elektroporasyon
yonteminde ise hiicre kaybinin fazla olmasina karsin transfeksiyon verimi lipofeksiyon
yontemine gore daha iyi oldugundan elde edilecek RNA’nin az da olsa daha kaliteli

olacag diistiniilmiistiir.

4.2. Yeniden programlamanin Erken Asamasinda AhR Sinyal Yolag,
EMT/MET ve Pluripotensi Iliskili Gen ifadelerinin Analiz Sonuglar:

Literatiirde YP sirasinda AhR degisimleri konusunda bir bilgiye rastlanmamis
olmasi nedeniyle elektroporasyon ile plazmid aktarimi deneylerine baglamadan 6nce
RT-gPCR teknigi ile ifadeleri belirlenecek olan genlerin optimizasyonu amaciyla 6n
caligma olarak, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi biinyesinde 213S181
uPKH Banka prototipi TUBITAK 1003 projesi kapsaminda, saglikli dondre ait
MKH’lerin Sendai Viriis (SeV) kullanilarak YP isleminin 5. giiniinde dondurulmus
hiicreler ¢ozdiiriilmiis ve kiiltiire alinmistir. Hiicreler Matrigel iizerine TeSR-E7
besiyeriyle birlikte kiiltiire alinmistir. Yeniden programlamanin 9. ve 24. giinlerinde

hiicreler Trizol’e alinmig ve RT-gPCR analizleri yapilmistir.

Sekil 4.12. Yeniden Programlamanin 9. giinii hiicrelerin 151k mikroskobunda goriintiisii, 4X.
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Sekil 4.13. Yeniden Programlamanin 24. giinii hiicrelerin 151k mikroskobunda gériintiisii, 4X.

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te gosterilen mikroskop goriintiileri incelendiginde, 9.
giinde hiicrelerin yeniden programlama asamasindaki durumlari oldukg¢a iyi
gozikmektedir. Ancak 24. giine bakildiginda muhtemelen besiyeri/is1 vs. ¢cevresel bir
faktor sebebiyle hiicrelerin fibroblastik yapida bir hiicre tipine farklilagsmaya gitmeye

basladiklar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.14. AhR iliskili genlerin yeniden programlama igin yapilan transfeksiyon sonrasindaki 9. ve
24. giinlerdeki degisimleri icin yapilan RT-QPCR analizleri. Istatiksel analiz i¢in Tek yonlii ANOVA
kullanilmugtir. P <0.0001 (¥**%*), P =0.0001 to 0.001(***), P = 0.001 to 0.01(**), P = 0.01 to 0.05(*),
P>0.05 (ns)

Yeniden programlamanin 9. giiniindeki hiicreler kontrol MKH’ler ile
karsilastirildiginda, AhRR mRNA ifadesinin de AhR’ye ve CYP1A1’e benzer bir
trend gostermektedir. Bu genin, yeniden programlamanin 9. giiniinde ifadesi artarken

24. glinde azalmigstir.

Yeniden programlamanin 9. giliniindeki hiicreler kontrol MKH’ler ile
karsilastirildiginda, AhR mRNA ifadesi, AhRR ve CYP1A1’e benzer sekilde bir
egilim gostermistir. Yeniden Programlamanin 9. giiniinde AhR mRNA ifadesi artmus,

24. giiniinde diislis gostermistir.

Yeniden programlamanin 9. giliniindeki hiicreler kontrol MKH’ler ile

karsilastirildiginda, CYP1A1 mRNA ifadesinde kontrol MKH’lere gore istatiksel
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olarak anlamli bir artig gézlenmistir. Ancak 24. giine gelindiginde CYP1A1 ifadesinde
9. giin hiicrelerine gore bir diislis gozlenmistir. Yine 24. giinde CYP1A1 ifadesinde
kontrol MKH’lere gore az da olsa bir artis gozlenmistir. Ancak istatiksel olarak

gosterilememistir.

Kontrol grubuna gore yeniden programlamanin 9. giiniinde ARNT mRNA
ifadesinde istatiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. 24. giin, 9. giine gore belirgin
bir degisim olmamakla birlikte 24. giin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

bir sekilde artmis oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.15. Pluripotensi Iliskili genlerin yeniden programlama igin yapilan transfeksiyon sonrasindaki
9. ve 24. giinlerdeki degisimleri i¢in yapilan RT-qPCR analizleri gosterilmistir.Istatiksel analiz igin Tek
yonli ANOVA kullanilmistir. P < 0.0001 (****), P = 0.0001 to 0.001(***),P = 0.001 to 0.01(**), P =
0.01 to 0.05(*), P > 0.05 (ns)

Yeniden programlama i¢in kullanilan plazmitler OCT3/4 ve SOX2 genlerini
icermesi sebebi ile, transfeksiyon sonrasi 9. giinde yeniden programlama asamasinda
olan hiicrelerde kontrol MKH’lerine gore bu genlerin mRNA diizeyindeki ifadelerinin
beklenildigi sekilde oldukg¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. 24. giinde hiicrelerin
morfolojilerinden yola ¢ikarak fibroblast tipi hiicrelere geri farklilagtiklar: diistintilerek
beklendigi lizere mRNA diizeyi diisiis gostermistir. Yine de kontrol hiicresine gore
yeniden programlamanin 24. giiniindeki OCT-3/4 ve SOX-2 mRNA diizeyinin anlaml

derecede yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.16. EMT iliskili genlerin yeniden programlama igin yapilan transfeksiyon sonrasindaki 9. ve
24. Giinlerdeki degisimlerini gozlemlemek i¢in yapilan RT-gPCR analizleri gosterilmistir. Degerler
GAPDH gen ifadesine ve Kontrol MKH’lere gore normalize edilmistir. Istatiksel analiz i¢in Tek yonlii
ANOVA kullanilmistir. P <0.0001 (¥***), P = 0.0001 to 0.001(***),P = 0.001 to 0.01(**), P =0.01 to
0.05(*), P >0.05 (ns)

MKH kontroline goére YP’nin 9. giinlinde hiicrelerin programlanmaya
baslamas1 ile mezenkimal hiicre belirteci olan alpha-SMA’nin mRNA ifadesinin
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1r gozlenmistir. Yeniden programlamanin
24. giinlinde ise mRNA ifadesinin MKH’ nin ifade diizeyine yakin olacak sekilde
yeniden artmis oldugu belirlenmistir. Bu durum 24. giinde hiicrelerin yeniden

programlanamadiklarini desteklemektedir.

Vimentin mezenkimal tipteki hiicrelerin karakteristik belirteglerinden biridir.
Kontrol grubuna gore yeniden programlamanin 9. giinlinde anlamli bir degisiklik
olmamig 24. ginde de vimentin ifadesinin yiiksek olmasi bu hiicrelerin

programlanmamuis, farklilagmis hiicreler oldugunu desteklemektedir.

Pluripotensi belirteci olan PODXL mRNA ifadesinde yeniden programlamanin
baslamasiyla birlikte 9. giinde Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir. 24. giinde ise 9. gline gore artis beklenirken aksine diisiis gergeklestigi

gbzlenmistir.
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4.3. Elektroporasyonla Plazmit Aktarimi ve Yeniden Programlanma
Siirecinin Incelenmesi

Yapilan 6n deneyler sonucunda AhR iliskili genlerin yani sira hiicrelerin
yeniden programlanma asamalarint gosterebilmek icin pluripotensi iliski genlerin ve
mezenkimal karakterlerinin/ somatik kimliklerinin kaybina giderken MET/EMT

iliskili genlerin RT-qPCR analizleri ile incelenmesine karar verilmistir.

Yeniden Programlamanin 7., 14, ve 21. giinii toplanmis hiicrelerin ve pasaj 27
uPKH’lerin, GFP ile transfekte edilip 0. saatte toplanan MKH’lere gore normalize

edilmis qPCR sonuglar1 agagida verilmistir.
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4.3.1. MKH’lerin uPKH’ye Yeniden Programlanmasi Siirecinde
Pluripotensi Iliskili Genlerin ifade Analiz Sonuclar
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Sekil 4.17. Pluripotensi Iliskili gen ifadelerinin yeniden programlama siirecinde ve uPKH’lerdeki
degisimleri.qRT-PCR sonuglart GAPDH gen ifadesine ve GFP ile transfekte edilmis MKH’lere gore
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normalize edilmistir. Istatiksel analiz i¢in Cift yonlii ANOVA kullanilmistir. P <0.0001 (**%%), P =
0.0001 to 0.001(***).P = 0.001 to 0.01(**), P = 0.01 to 0.05(*), P > 0.05 (ns)

Global SOX2 ifadesinde kontrol grubuna goére YP gruplarinda ve uPKH
grubunda istatiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. Yeniden programlamanin 7.
glinline gore 14. ve 21. giinlinde ve uPKH’de SOX2 ifadesi azalmistir. UPKH’de
YP’nin 14. ve 21. giinlerine gore global SOX2 ifadesinde anlamli artis gézlenmistir.

Endojen SOX2 ifadesinde kontrole gore 7. giinde istatiksel olarak anlamli bir
art1s oldugu gozlenmistir. Yeniden programlama gruplarinda kendi i¢inde anlamli bir
fark gozlenmezken, P27 uPKH grubunda da kontrol MKH’ye ve YP’nin erken

asamalarina gore endo-SOX-2 ifadesinde oldukca fazla artig goriilmiistiir.

Yeniden programlamanin 7. giiniinde global OCT-3/4 mRNA ifadesinin
kontrole gore yiiksek diizeyde artis gosterdigi gozlenmistir. Kontrol grubuna gore YP
14. ve 21. giiniinde ve uPKH’de mRNA diizeylerinde artis oldugu goézlenmistir.
Yeniden programlamanin 7. giiniinden 14. giiniine global OCT-3/4 mRNA ifadesinde
diisiis gozlenmistir. Yine YP 14. ve 21. giinii gruplarinda P27 uPKH grubuna gore
mRNA diizeyinde diislis gozlenmistir.

Endojen OCT-3/4 ifadesinde kontrole gore yeniden programlamada ve
uPKH’de artis oldugu gozlenmistir. YP esnasinda kendi icinde bir degisim
gozlemlenmemistir. UPKH’de Yeniden programlamanin 7., 14. ve 21. giinlerine gore

istatiksel olarak anlamli artis gozlenmistir.

Pluripotensiyle birlikte arttigi bilinen PODXL’nin mRNA ifadesi kontrol
grubuna gore 7. giinde artis gostermistir. Yeniden programlamanin 14. giiniinde
kontrol grubuna gore artig gézlenmistir ancak 7. giine gore PODXL ifadesinin diistiigii
gozlenmistir. Yeniden programlamanin 21. giiniinde, yedinci giine gore degisim
gdzlenmemistir. Yine kontrol grubuna gore uPKH’de artis gozlenmistir. Yeniden
programlamanin 21. giiniine gére uPKH’deki PODXL ifadesi istatiksel olarak anlaml
artis gostermistir. Podocalyxin (PODXL) yiiksek oranda glikozilasyona ugrayan bir
tip 1 transmembran proteinidir. Bu glikan epitoplarindan birisi TRA-1-60 ve TRA-1-
81°dir. Bu epitoplar yalnizca embriyonik kok hiicrelerde bulunan bir yapiya sahiptir.

Bu sayede pliiripotentlik belirtecidir(110).
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Sekil 4.18. GDF-3  gen ifadesinin yeniden programlama siirecinde ve  uPKH’lerdeki
degisimleri.qRT-PCR sonuglart GAPDH gen ifadesine ve GFP ile transfekte edilmis MKH’lere gore
normalize edilmistir. Istatiksel analiz igin Tek yonli ANOVA kullanilmigtir. P <0.0001 (****), P =
0.0001 to 0.001(***), P=10.001 to 0.01(**), P =0.01 to 0.05(*), P> 0.05 (ns)

GDF-3’iin yeniden programlamanin erken doneminde artan bir belirte¢ oldugu
bilinmektedir (111). Yeniden programlamanin 14. giiniinde bu genin mRNA
ifadesinde anlamli artis goriilmektedir. Yeniden programlamanin 21. giinlinde ve p27
uPKH grubunda 14. giine gore anlamli bir fark bulunmamistir. Yeniden
programlamanin 21. giliniinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir. Kontrol grubuna gore ise artis goziikse de bu fark istatistiksel olarak

gosterilememistir.
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Sekil 4.19. Pluripotensi gen ifadelerinin MKH’den uPKH’ye yeniden programlama siireci boyunca
degisimi

Hiicrelerdeki mRNA ifade degisimlerini gosteren Sekil 4.19°da sunulan
grafikte, disaridan aktarilan OSKM genlerinin yeniden programlama asamasinin farkli
giinlerindeki hiicrelerde ve uPKH’lerde degisimleri kontrol MKH’lere normalize
edilerek karsilastirilmaktadir. Yeniden programlamanin 7. giiniinde global OCT-3/4
ve SOX-2 mRNA ifadesinin disaridan plazmitlerle hiicrelere verilmis olmasindan
dolay1 100.000 kata kadar arttig1 goriilmektedir. Yeniden programlamanin 14. ve 21.
giinlerinde bu genlerdeki mRNA ifadesinin plazmit sayisindaki azalis ile transgen
ifadesindeki azalistan dolay1 diistiigii goriilmektedir. Ileri pasaj uPKH’ye bakildiginda
endojen OCT-3/4 ve endojen SOX-2 mRNA ifadeleri yine diger genlere gore ¢ok
yiiksektir ve yine bu genler yeniden programlamanin 7. ve 14. giinlerinde az ifade
edilmektedir. Yeniden programlamanin erken donemlerinden itibaren ifadesinin
bagladigi bilinen PODXL mRNA ifadesi MKH kontroline gore yeniden
programlamada artig gosterirken, uPKH’de bu artisin pliiripotentlige bagh olarak ¢ok

daha fazla oldugu gozlenmistir.
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4.3.2. MKH’lerin uPKH’ye Yeniden Programlanmasi1 Siirecinde
MET/EMT lliskili Genlerin ifade Analizleri
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Sekil 4.20. MET-EMT iliskili gen ifadelerinin yeniden programlama siirecinde ve uPKH’lerdeki
degisimleri.qRT-PCR sonuglart GAPDH gen ifadesine ve GFP ile transfekte edilmis MKH’lere gore
normalize edilmistir. Istatiksel analiz i¢in Tek yonli ANOVA kullanilmigtir. P <0.0001 (****), P =
0.0001 to 0.001(***), P =10.001 to 0.01(**), P = 0.01 to 0.05(*), P > 0.05 (ns)

ZEB-2 EMT belirtecidir. Sekil 4.20° de sunulan grafige bakilarak, yeniden
programlamada ZEB-2 mRNA ifadesinde anlamli fark goriilmemistir. uPKH’de
anlaml bir diisiis gozlenmistir. Occludin MET belirtecidir. uPKH grubunda MKH
kontrole ve yeniden programlamaya goére Occludin mRNA ifadesinde istatiksel olarak
anlaml artis oldugu gozlenmistir. Kontrole gore yeniden programlama asamasindaki

hiicrelerde Occludin mRNA ifadesinde artis gézlenmistir.
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4.3.3. MKH’lerin uPKH’ye Yeniden Programlanmasi Siirecinde AhR
Sinyalizasyonu Iliskili Genlerin Ifade Analizleri
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Sekil 4.21. AhR iliskili gen ifadelerinin yeniden programlama siirecinde ve uPKH’lerdeki
degisimleri. qRT-PCR sonuglart GAPDH gen ifadesine ve GFP ile transfekte edilmis
MKH’lere gore normalize edilmistir. Istatiksel analiz i¢in Cift yonli ANOVA kullanilmustir.
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P <0.0001 (****), P = 0.0001 to 0.001(***), P = 0.001 to 0.01(**), P = 0.01 to 0.05(*), P >
0.05 (ns)

AhR ifadesinde kontrol grubuna gore 7. giin YP grubunda yaklasik 55 kat artis
gozlenmistir. 14 ve 21. giinlerde istatiksel olarak anlamli bir diislis gozlenmistir.
uPKH’de 7. giine gore diislis gozlenmistir. UPKH’de, 14. ve 21. giinlerde 7. giine gore

diisiis gostermis, kendi aralarinda bir degisim gozlenmemistir.

Kontrole gore, 7. giin yeniden programlama grubunda AhRR ifadesinde
istatiksel olarak anlamli artis goézlenmistir. Pasaj 27°de olan uPKH’lerde yeniden
programlama asamasinda olan hiicrelere gore AhRR’de istatiksel olarak anlamli artig
gbzlenmistir. Yeniden programlamanin 7., 14. ve 21. giinlerinde bulunan hiicrelerde

gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir artis g6zlenmemistir.

CYPI1ALI ifadesinde kontrol grubu ile yeniden programlamanin 7. glinii grubu
arasinda bir degisiklik gdozlenmemistir. Yeniden programlamanin 7. giinii ile 14. glinii
arasinda CYP1Al ifadesinde yaklasik 100 katlik anlamli bir artis gdézlenmistir.
Yeniden programlamanin 21. giiniinde CYP1A1 ifadesi anlamli bir diisiis gostermistir

ve P27 uPKH ile arasinda bir degisim gozlenmemistir.

ARNT’de yeniden programlamanin 7. giiniinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Yeniden programlamanin 7., 14. ve
21. giinleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ancak P27
UPKH grubunda yeniden programlamaya gore istatiksel olarak anlamli bir artig

goriilmemistir.

IDO-1 ifadesinde kontrole gore yeniden programlamanin 7. giiniinde istatiksel
olarak anlamli bir artig gézlenmistir. IDO-1 ifadesinde yeniden programlamanin 21.
giinlinde 7. giine gore anlaml1 bir diisiis gozlenmistir. Kontrole gére uPKH’de mRNA

ifadesinde anlamli bir artis gdzlenmistir.
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Sekil 4.22. AhR Sinyalizasyonundaki genlerin ifadelerinin MKH’den uPKH’ye yeniden
programlama siireci boyunca degisimi

Yeniden programlamanin 7. giiniinde IDO-1"de en yliksek artig goriilmektedir.
Yine 7. giinde AhR, CYP1A1, ARNT ve AhRR’de artis oldugu goriilmektedir. 14.
giinde CYP1A1 ve AhRR artis gosterirken, IDO-1, AhR ve ARNT diisiis gdstermistir.
21. glinde, IDO-1, CYP1A1, AhR ve AhRR’de diisiis gozlemlenirken, ARNT’de hafif
bir artis gozlenmistir. UPKH’ye gelindiiginde, AhR ve ARNT mRNA diizeyleri
belirgin bir degisim gostermezken, IDO-1, CYP1A1 ve AhRR’de belirgin bir atig

gdzlenmistir.
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AHR Sinyalizasyonu ve Pluripotensi
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Sekil 4.23. PODXL ve CYP1A1’nin gen ifadelerinin MKH’den uPKH’ye yeniden programlama siireci
boyunca degisimi

Yeniden programlama siirecinde hiicrelerin pliiripotentliklerinin arttig1
bilinmektedir. Pliiripotentligi temsilen PODXL secilmis, AhR sinyalizasyonunu
temsilen de CYPIA1 secilmistir. AhR sinyalizasyonunun yeniden programlamanin

ileri donemlerine gittikce artis gosterdigi bu grafige bakilarak sdylenebilir.

Pluripotensi, AHR ve IDO-1
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Sekil 4.24. CYP1A1, IDO-1 ve PODXL gen ifadelerinin MKH’den uPKH’ye yeniden programlama
slireci boyunca degisimi
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Kiniirenin sinyalizasyonunda gorevli olan IDO-1’in proinflamatuvar
durumlarda AhR ile aktive oldugu bilinmektedir. Grafikte IDO-1 ve CYP1A1 nin artig
ve azaliglarinin yaklasik benzer paternler izledigi goriilmektedir. Ayni zamanda IDO-
1’in pluripotensiyi EKH’lerde korudugu bilinmektedir. Pliiripotentligin artisiyla IDO-
1 artisinin dogru orantili oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla, AhR sinyalizasyonunun

dolayli olarak pliiripotentlik {izerinde etkili oldugu sdylenebilir (112, 113).

4.4. Yeniden Programlama Siirecinde ve UPKH’lerde AhR Agonist ve
Antagonistleri Kullanimi

4.4.1. UPKH’lerde Kullanilmak iizere AhR Agonist ve Antagonist Doz
Secimi

27. Pasaj, MKH kokenli 2 vial uPKH 6 kuyucuklu plakanin 3 kuyusuna
acilmistir. LDH Assay icin teknik tekrar olmasi i¢in 2 adet 12 kuyucuklu plakaya
hiicreler dagitilmistir. Kontrol kuyucuklardan biri LDH Assay’in pozitif kontrolii
olmak tizere lizis edilmistir. Haricindeki kuyulara asagida verilen sekilde 6 doz FICZ
(50 nM, 100 nM, 150 nM, 200 nM, 250 nM, 300 nM) ve 4 doz SR-1 (0,5 uM, 1 uM,
15 uM, 2 puM) hiicrelere 1 gece boyu verilmistir. Hiicrelerin siipernatantlar
toplanmistir. Ardindan hiicreler yikanip iizerilerine 1’er ml PBS eklenerek yikanmustir.
Sonrasinda lizerilerine herhangi bir uygulama olmayan E8 besiyeri eklenmistir.
Onceden verilen dozlarin 48 saat sonra nasil etkileyecegini 6grenmek amaciyla
hiicreler bir gece daha inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan siipernatantlari

toplanmustir. 24. Saat ve 48. Saatler i¢in LDH assay uygulamasi yapilmstir.

FICZ Cytotoxicity SR1 Cytotoxicity
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Sekil 4.25. Agonist (FCIZ) ve Antagonist (SR-1) uygulamasi icin LDH Assay sitotoksisite testi
sonucu
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LDH Assay sonucunda dozlarin sitotoksisite yiizdelerini gosteren grafikler

Sekil 4.25°te gosterilmistir.

UPKH’lerde agonist/antagonist doz denemeleri sonucu elde edilen QPCR

Sonuglar1 24 saat uygulama sonucu Sekil 4.26’da ve Sekil4.27°de verilmistir.

Goreceli Kat Degisimi

Goreceli Kat Degisimi

4

AHR

Q
S o (& & &

SRR

§ <\®$‘§

CYP1A1

% %k %k %k
 —
* % % %k

* %k % %k %k %k

——

Q
O O OO
EEESEEE AR

ﬂﬁmﬁ.ﬁﬁ

& &
SN S

= CYP1Al

Goreceli Kat Degisimi

Goreceli Kat Degisimi

AHRR
*
1
* Kk
[ 11
2.5+ *k Kk
—
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0-
Q
A (& (& o o o
St
OISO QQQ Qé SO
SIS R
OCT-3/4
% %k %k %k %k %k %k
1T
kkkk o kkkk

= AHRR

=m OCT-3/4

Sekil 4.26. AhR Agonisti FICZ’in 24 saatlik doz uygulamasi sonucu qRT-PCR'da gen ifadelerinin

degisimi
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Sekil 4.27. AhR Antagonisti SR-1’in 24 saatlik doz uygulamasi sonucu qRT-PCR'da gen ifadelerinin

degisimi
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4.4.2. Agonist/Antagonist Uygulamas1 ile MKH’lerin  Yeniden
Programlanmasi

Saglikli donor-P2 hiicreler kullanilarak yeniden programlama yapilmistir.
Hiicrelerin bir kismina E7 besiyeriyle birlikte her giin daha dnce belirlenen dozlarda
10 giin boyunca AhR agonisti FICZ (100 nM) ve AhR antagonisti SR-1 (1,5 uM)
verilmistir. Bu sayede AhR uyarimi veya baskilanmasinin yeniden programlama
verimini nasil etkiledigi anlasilmak istenmistir. 7. Giinde ve 14. Giinde hiicreler fikse
edilmistir. Hiicre sayisinin az olmasi sebebiyle immiinfloresan boyama tercih
edilmistir. Transfeksiyonun gerceklestigini gostermek i¢cin SOX-2 (kirmizi) boyamasi
ve TRA1-60’1n pluripotensinin daha ge¢ asamalarinda ifade olmaya baglayan bir
belirte¢ olmas1 sebebiyle onun yerine SSEA-4 ylizey belirteci (yesil) boyanmustir.
Cekirdekleri gdstermek icin DAPI (mavi) kullanilmistir. Immiinfloresan gériintiileri

asagida gosterilmistir.

Yeniden Programlamanin 14. Giiniinde SSEA-4 IF boyama denemesi
yapilmistir. Kullanilan antikorun ¢alistigini test etmek amaciyla 6nce yalnizca SSEA-
4 boyamas1 yapilmistir. MKH’lerde ifade goriilmemistir ve doz uygulanmayan
yeniden programlamanin 14. Giinlinde fikse edilen hiicrelerin SSEA-4 boyamalari

Sekil 4.28’de verilmistir.
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Sekil 4.28. Yeniden programlamanin 14. Giinii, SSEA4 IF Boyamasi, 10X,40X

Sekil 4.28’e bakildiginda yeniden programlama baslatilmig ve herhangi bir doz
verilmemis olan hiicreleri gosteren bu goriintiide hiicrelerin geneline bakildiginda
hiicrelerin yaklasik %10’unun SSEA-4 pozitif oldugu goriilmektedir. Transfeksiyon
verimliligi oldukea diisiiktiir. Elde edilen bu SSEA-4 pozitif hiicrelerin kag tanesinin
uPKH’ye doniisebilecegi bilinmemektedir. SSEA4 pozitif olan hiicrelerin ¢ogunlukla

bir araya toplandig1 koloni olusturmaya bagsladiklar1 goriilmektedir.

AhR Agonisti/Antagonisti Uygulamasinda Yeniden Programlamanin 7.

Giiniinde IF Boyamalar1 yapilmistir. MKH’lere, 7.giin ve 14. giinlerinde 1.5 uM SR-
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1 (AhR Antagonisti) / 100 nM FICZ (AhR agonisti) verilen Yeniden programlama
asamasindaki hiicrelere SOX2 (¢cekirdekte, kirmizi, DAPI (¢ekirdekte mavi), SSEA4

(hiicre yiizeyinde, yesil) IF boyamas1 yapilmistir.

Sekil 4.29. MKH’lerin kiiltiirde 7. Giinlerinde DAPI boyamas1 ve 151k mikroskobu goriintiisii, 40X.

Hiicrelerde SSEA-4 ve SOX-2 ifadesi gozlemlenemediginden goriintii
alimmamistir. DAPI boyamasi ve 151tk mikroskobu goriintiileri Sekil 4.29°da yer

9

almaktadir.

Sekil 4.30. 1,5 uM SR-1 ugulanan yeniden programlama hiicrelerin gériintiisii, 10X objektif.

Kullanilan SR-1 dozunun (1,5 uM SR-1) hiicrelere toksik geldigi ve 6liime

sebep oldugu gdzlenmistir. Dolayisiyla IF Boyama gergeklestirilememistir.
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Sekil 4.31. Yeniden programlama sirasinda 7 giin boyunca 100 nM FICZ uygulanan hiicrelerin SSEA -
4, SOX-2 ve DAPI IF boyamalari ve 151k mikroskobu gériintiisii, 10X.

7. giin FICZ verilen grupta yeniden programlamanin bagladigr goézlenmistir.
Birlestirilmis gorlintiide ¢ekirdekleri pembe goriinen hiicreler SOX-2 pozitiftir. Hiicre

zarinda bulunan bir ylizey belirteci olan SSEA-4 yesil renkte gériinmektedir.
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Sekil 4.32. Yeniden programlamanim 7. giiniinde hiicrelerin SSEA-4, SOX-2, DAPI iF boyamasi
goriintiileri, 10X

Yeniden programlamanin 7. Giinlinde herhangi bir doz uygulanmayan grupta
SOX-2 ifadesi goriilse de SSEA4 ifadesi heniiz gdzlemlenmemistir. Bu durumda ileri
caligmalarda ilk 7 giinde distik doz AhR agonisti uygulandiginda yeniden

programlama siirecinin hizlandirilabilecegi sdylenebilir.

AhR agonisti/antagonisti uygulamasinda yeniden programlamanin 14.

giiniinde IF boyamalar1 yapilmistir.
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Sekil 4.33. Kontrol MKH’lerin kiiltiirde 14. Giinlerinin 151k mikroskobu gériintiisii, 10X

Sekil 4.33’te gériinen hiicrelerin IF boyamalar1 yapilmistir. Ancak SSEA-4 ve

SOX2 ifadesi gozlemlenmemistir, goriintli alinamamastir.

Sekil 4.34. Yeniden programlama baslatilip 14 giin boyunca 100 nM FICZ verilen hiicrelerin SSEA-
4, SOX-2 ve DAPI IF boyamalar1. Floresan mikroskobu, 10X.

Yeniden programlamanin 14. Giinlinde boyama yapilan ve 10 giin boyunca
FICZ (100 nM) verilen hiicrelerin goriintiilleri Sekil 4.34’te goriilmektedir. Doz

uygulamas: yapilmayan yeniden programlama kuyusuyla karsilastirildiginda
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hiicrelerin daha az kolonilestigi ve daha az SSEA-4 ifade ettigi goriilmektedir. Ayni

zamanda FICZ verilen kuyuda daha fazla 6lim vardir.

Sekil 4.35. Yeniden programlamanin 14. Giiniinde SOX-2, SSEA-4 ve DAPI boyamalari, floresan
mikroskobu goriintiisii ve 151k mikroskobu goriintiisii, 20X.

Yeniden Programlamanin 14. Giiniinde SOX-2 ve SSEA-4’ iin ifadesinin

artt1g1 ve hiicrelerin daha fazla kolonilestigi gézlenmistir.

Sekil 4.36. Yeniden programlamada 1,5 uM SR-1 verilen hiicrelerin 14. giinde 151k mikroskobu
goriintiisii, 10X.

1,5 uM SR-1 hiicrelere toksik gelerek oliime yol agmistir. Spesifik bir SSEA-
4 ve SOX2 boyamasi gerceklestirilememistir.
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5. TARTISMA

UPKH gelistirme teknolojileri yardimiyla somatik hiicrelerin in-vitro ortamda
yeniden programlanarak pliiripotent 6zellik kazanmasi ve viicudun herhangi bir
hiicresinden ¢ok yliksek sayilarda uPKH ve olgun hiicre tiplerinin eldesi miimkiin
olmus, boylelikle, hastalik modelleme, kisiye 6zel ila¢ denemeleri ve yeni terapotik

stratejilerin gelistirilmesi konularinda ¢i1g1r agan gelismeler olmustur.

UPKH gelistirme siirecinin en zorlu kism1 somatik hiicrelerin pliiripotentlige
dogru programlama siirecidir. Gelistirilen yeni yoOntemlere ragmen yeniden
programlanma verimi ¢ok digiiktliir, ¢ok yiiksek biitce ve yiiksek is gicii
gerektirmektedir. Yeniden programlama i¢in kullanilan farkli yontemlere gore
degismekle beraber yeniden programlama verimi %0,001 ile %2-3 arasinda degisiklik
gostermektedir (114). Baslangi¢ hiicre sayisina gore pliiripotent kok hiicre
kolonilerinin ortaya ¢ikmaya basladigi yaklagik 8-21 giinliik siiregte elde edilen
koloniler sayilarak yeniden programlama verimi degerlendirilmektedir. UPKH
liretiminin 6nemli bir asamasi da arastirmalarda veya klinige yonelik ¢alismalarda
kullanabilmek i¢in yeterli sayilarda hiicre elde edebilmektir. Bunun i¢in, uPKH’lerin
ileri pasajlara kadar ¢ogaltilmaktadir. UPKH’lerin ileri pasaja getirilmesinin bir diger
sebebi ise saf uPKH kolonileri elde edebilmektir, bu amagla uPKH’ler 20 pasaj iizerine
cikartilmaya calisilir. Bu pasajlamalarda, kiiltiir kosullarinda kolaylikla farklilasmaya
giden hiicrelerin elimine edilerek iyi programlanmis hiicre elde etmek i¢in YP
stirecinde koloni se¢imi yapilarak ileri pasajlara (genellikle >20 pasaj) kadar
cogaltilmas1 gerekmektedir, bu da 3-6 aylik gibi uzun bir siirede olugmaktadir.
Embriyonik transkripsiyon faktorlerinin aktarimiyla YP yontemleri arasinda genoma
entegrasyon yapan veya yapmayan yontemler, epizomal transfeksiyon, RNA, protein,
miRNA ile aktarim yer almakta, bunlar arasinda Sendai viral vektor aracili yontem
entegrasyon yapmamasi ve etkinligi ile giinlimiizde en ¢ok tercih edilen yontem olarak
one ¢ikmakta, uPKH bankaciliginda da kullanilmakta, ancak ¢ok pahali olmasi 6nemli
bir dezavantaj olusturmaktadir. Epizomal transfeksiyon yoluyla gen aktarimi diger
bahsedilen yontemlere gorece daha az maliyetli, genoma entegrasyon yapmayan,
hiicre bankacilig1 i¢in uygunlugu agisindan avantaj olusturmaktadir ancak YP verimi

en disik (%0,001) yontemlerden birisidir. UPKH gelistirilmesi konusunda YP
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veriminin artirilmasi, siirenin kisaltilmasi, is giicli ve maliyetin azaltilmasi, bu iddiali
teknolojinin gilinlimiizde en c¢ok iizerinde durulan ve zorlu basamagini teskil

etmektedir.

Bu tez ¢aligmasinin uzun donemli hedefi, epizomal yontemle YP siireci ve
uPKH kiiltiir agamasinda verimin artirilmasi amaciyla YP siirecinde dogru zamanlar
secilerek, AhR agonist ve/veya antagonistleri uygulamasi ile AhR sinyalizasyon

degisimleri olusturulmasidir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, zenobiyotik reseptorii olan, ayn1 zamanda da
viicudun cesitli sistemlerinde homeostaz saglanmasinda kritik rolii olan AhR’nin kdk
hiicre biyolojisi ve hiicre fonksiyonlarinin regiilasyonundaki kritik roliine isaret
etmektedir. AhR iliskili sinyalizasyonun hiicre kaderinin belirlenmesi, pliiripotentlik
ve hiicre farklilasmasindaki rolii yakin zamanda tizerinde durulmaya baglanan bir konu

olup ¢alismalarin ¢ogu fare embriyonik gelisim donemini kapsamaktadir (103).

Insan pliiripotent kok hiicreleri ile AhR iliskisini arastiran ¢ok az sayida
calisgma bulunmaktadir (115, 116). AhR uyariminin uPKH’lerin yeniden
programlanmasi lizerine etkileri ise bilinmemektedir. Bu tez kapsaminda, uPKH’lerin
epizomal transfeksiyon ile YP siireci ve ilerleyen kiltir asamalarinda AhR
sinyalizasyonu iligkili molekiillerdeki degisimlerinin incelenmesi amaglanmistir.
Somatik hiicrelere YP baslatilmasini takiben de-diferansiyasyona yonelen hiicrelerde
kimlik degisimi baglar, 6nce (1-2 giin) hiicrelerin somatik kimligi ile ilgili belirtegler
azalmaya, pluripotensiye gidis ile ilgili belirtegler belirmeye baslar (3-5 giin), MET ile
fibroblastoid yapida olan hiicreler epiteloid goriinlim kazanmaya baslar. Bu morfolojik
degisim YP siirecinin ilk yedi giiniinde baslamaktadir. Bu ¢alismada, epizomal TF
yontemi ile YP baslatilmastyla birlikte hiicrelerdeki morfolojik degisim izlenmis,
yedinci giinde yapilan gRT-PCR ve IF boyama yontemleriyle hiicre kimligi,
pluripotensi ve MET belirtegleri ile AhR sinyalizasyonu iliskili molekiillerin ifadeleri

arastirilmastir.

UPKH iiretimi ve AhR iliskisi ile ilgili literatiir bilgisinin kisitlilig1, var olan
omiks verileri lizerinden biyoinformatik analiz yapmak tizere islenmis verileri (vakit
darlig1 nedeniyle) iceren veri setlerine ulasilamamasi nedeniyle tez ¢alismasinin ilk

asamasinda Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi (PEDI-STEM) arsivinde
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saklanmakta olan hiicreler kullanilarak 6n deneyler yapilmistir. Bu amagla, ileri pasaj
uPKH gelistirilmis olan bir hiicre hattina ait YP siirecinin erken asamasinda (5.giin)
dondurularak saklanmis hiicreler ¢ozdiirtildiikten sonra kiiltiire alinmis, 9. Giinde qRT-
PCR analizleri yapilarak ifade profilleri, kaynak hiicreler olan MKH’ler ile
karsilastirilmistir. Es zamanli olarak kiiltiire devam edilen hiicrelerin 9. giinde Sekil
4.12°de goriildiigii lizere epiteloid goriiniimde ve birlesme egiliminde olduklar1 ve
koloni olusturduklar1 gézlenmis, kiiltiir siirecinin devaminda ise Sekil 4.13’te
goriildiigli iizere hiicrelerin farklilagsmaya yoneldigi (muhtemelen kiiltiir ortami ile
ilgili bir problem nedeniyle) ve fibroblastoid goriiniim kazandigi anlasilmistir.

Kiiltiirdeki 24. giinde RT-qPCR analizleri tekrarlanmistir.

Yeniden programlanmanin 9. Giiniinde kontrol MKH’lere gére OCT-4, SOX-
2 ve PODXL pluripotensi belirteclerinin gen ifadelerinde belirgin artig, 24. Giinde ise
azalma gozlemlenmistir. 9. Giindeki belirgin artis morfolojilerini dogrular bi¢cimde
hiicrelerin pliiripotentlige gittiklerini gostermektedir. EMT belirteglerinden a-SMA ve
VIMENTIN’ de ise aksine 9. Giine gore 24. Giinde belirgin artis olmasiyla
pluripotensiye programlanmakta olan hiicrelerin eski kimligine dondiigii molekiiler

belirteclerle de gosterilmistir.

Pluripotensiye gidis ile 9.glinde ARNT, AhR, CYPIA1 ve AhRR gen ifade
diizeylerinde baslangic hiicreleri olan MKH’lere gore istatistiksel anlamli bir
yiikselme gozlenmis, hiicrelerin farklilasmaya basladig1 24.gilinde ise 9. giine gore
istatistiksel anlamlilik gostermese de azalma egiliminde olduklar1 gosterilmistir. Bu
bulgular, hiicrelerde kimlik degisimi ve de-diferansiasyon siirecinde AhR niikleer
translokasyonunun gerceklesip AhR ifadesinin ve CYP1A1 uyariminin olustugunu, es
zamanl olarak da regiilator mekanizma olarak baskilayic1 (AhRR) molekiiliin ifade
edildigini gostermistir.

Bilindigi kadariyla literatiirde uPKH’ye YP siirecindeki AhR degisimleri
bildirilmemistir. Epizomal plazmitlerin elektroporasyon ile transfeksiyonu hiicreler
icin yliksek diizeyde strese sebep olmakta ve ¢ok sayida hiicre kaybina yol agmakta,
baslangi¢ hiicreleri arasindan igine plazmitleri alan hiicrelerin sayica c¢ok azi
pluripotensiye yonelmektedir. YP nin erken dénemi olan 7. Giinde ¢ok heterojen bir

hiicre toplulugu oldugu goriilmiistiir. Bir kisim hiicreler kaynak hiicre kimligini,
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fibroblastoid 6zelligini korurken bir kism1 epiteloid morfoloji kazanmakta, bir kismi
Ise ara basamaklarda olmaktadir. Bu heterojenlige ragmen, pluripotensi, MET, AhR
iliskili secilen belirteclerin sonuglarinin uyumlu olmasi sonraki deneyler i¢in bu
belirte¢lerin uygun oldugunu diisiindiirmiis, devam eden YP deneylerinde bu genlerin
bazilar1 kullanilmigtir. Ayn1 zamanda bu 6n c¢alismada da AhR iligkili genlerin
pluripotensi iliskili genlerle dogru orantili artis gosterdigi fark edilmistir. Ancak baz
alman kontrol hiicresi elektroporasyona ugramadigindan, AhR’deki artisin
elektroporasyon stresi veya yabanct DNA stresi sebebiyle olusmus da olabilecegi
diisiiniildiiglinden yeniden programlama deneylerinde kontrol olarak GFP plazmidi ile

elektroporasyon yapilmig olan MKH’ler kullanilmasina karar verilmistir.

Yeni baglatilan YP deneylerinde, 7. Giin yaninda 14 ve 21.gilinlerde analizler
yapilmis, ayrica PEDI-STEM arsivinde bulunan ileri pasaj uPKH’ler de pluripotensi
belirtegleri i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bu deneylerde MKH’lere
epizomal vektorler elektroporasyon yontemiyle aktarilmis, 7. Giinde global SOX2,
endo-SOX2, global OCT3/4, endo-OCT3/4 ve PODXL gen ifadelerinde istatistiksel
anlamli degisimler ile IF ile TRA1-60, SSEA4, SOX2 pozitifliginin gériilmiis olmasi
hiicrelerin pliiripotentlige yoneldigini gostermistir (117). Epizomal vektorlerin
elektroporasyonu sebebiyle 6zellikle 7. giinlerde aktarima bagli olarak ¢ok yiiksek gen
ifadelerine sahip olan global OCT3/4 ve SOX2 genlerinin uPKH’lerde ifadelerinde
azalma gozlemlenmistir. UPKH’lerde pliiripotentligin tam anlamiyla kazanildig:
bilindiginden Endo-OCT 3/4 ve Endo-SOX2 ve PODXL gen ifadelerinde hiicreler
uPKH’ye dogru giderken artis olmas1 da gen ifade analizlerinin tutarli oldugunu
diistindiirmistiir. YP siirecinde MET ile iliskili OCCLUDIN, EMT iliskili ZEB-2
ifadelerinde istatistiksel anlamli degisiklik saptanmamakla birlikte uPKH’lerde
OCCLUDIN ifadesinde artis, ZEB2 ifadesinde azalma tespit edilmis, bu bulgular,
beklendigi tizere uPKH’lerde EMT baskilanip MET siirecinin aktif oldugunu
desteklemistir. YP siireci ve ileri pasaj uPKH’lerde AhR sinyalizasyonlarinda da
onemli degisimler saptanmistir. Baslangi¢ hiicreler olan MKH’lerle kiyaslandiginda
ARNT, AHR, AHRR, CYP1A1 ve IDO1 gen ifadelerinde agirlikli olarak 7.giinde olmak
tizere 14 ve 21. Giinlerde de cogu istatistiksel anlamli olmak iizere artiglar
saptanmustir. Ileri pasaj uPKH’lerde ise en belirgin degisim 1DO1 ifadesinde artis ile
olmus, ayrica AHR baskilayict AHRR’de istatistiksel anlamli yiikseklik tespit
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edilmistir. Buna karsin YP siireci 7. giin ile kiyaslandiginda ileri pasaj uPKH’lerde

AHR ifadesinin istatistiksel anlamli diigiikliik gostermistir.

IDO1, triptofan katabolizmasinda rol alan bir molekiil olup endojen AHR
ligandi olan kiniirenini agiga ¢ikarmaktadir. Yakin zamanda insan EKH’leri ile yapilan
bir calismada kynurenine/AHR kompleksi parakrin sinyalinin insan EKH’lerinin
koklilik durumunda kalmasi igin  gerekli oldugu gosterilmistir  (106).
Kynurenine/AhR kompleksinin kendini yenileme genlerinin promoterlarina IDO1 ile
selektif olarak baglanmakta oldugu ve pliiripotentligi destekledigi bildirilmistir. Bu tez
caligmasinda da ileri pasaj uPKH’lerde yiiksek IDO1 ifadelenmesinin olmasi bu
bulgularla uyumludur. Diger taraftan YP 7. Giinii ile kiyaslandiginda uPKH’lerde AhR
ifadesinin istatistiksel anlamli olarak diisiik, AhRR ifadesinin ise yiiksek bulunmasi
pliiripotent olan ve IDO1 ifade eden hiicrelerin AhR represor ifadesini artirarak

AHR’yi baskiladigini diigiindiirmektedir.

Tez ¢alismasinda elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde, YP
stirecinde somatik hiicreye epizomal TF ile gen aktariminin, bir zenobiyotik reseptorii
olan, ayn1 zamanda bir¢ok ekzojen ve endojen ligandlarla uyarilan AHR ve iliskili
molekiillerin (ARNT, AHRR, CYP1Al, IDO1) ifadelerini uyardig1 gdzlenmistir. Buna
karsin, pliiripotentlik siirecinin tamamlanmig oldugu ve yiiksek IDO1 ifade eden
uPKH’lerde ise AHR represoriiniin artarak AHR gen ifadesini baskiladiginin
gosterilmis olmasi hiicre biyolojisi ve kokliiliik durumunun belirlenmesinde AhR
sinyalizasyonunun regiilatdr roliinii desteklemektedir. AhR sinyalizasyonunun ana
amacinin ¢ogunlukla ¢evresel faktorler araciligiyla degisen hiicre i¢i metabolizmanin
diizenlenmesi/dengelenmesi oldugundan, AHR ve AHRR birbirlerinin regiile etmekte
olan iki molekiildiir (118). AHRR gen ifadesi, AhR sinyalizasyonun artigiyla birlikte
artar ve fazla uyarimi engeller. Dolayisiyla hiicreleri topladigimiz sirada AhR
sinyalizasyonu iligkili genlerin artmis olmast AHRR ifadesi artisint ve AHR’nin
baskilanmasini desteklemektedir. Bu bulgular, tez ¢alismasinin ¢ikis noktasi olarak,
agonist ve/veya antagonist ligandlarla uPKH YP siirecinde verimin artirilabilecegi
hipotezi ile uyumludur. Ilerleyen detayli calismalarda farkli uyaranlarla AhR
sinyalizasyonunda  degisimler  yapilarak YP  deneylerinin  tekrarlanmasi

planlanmaktadir.
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Daha once laboratuvarimizda uPKH’lere AHR agonist/antagonistlerinin
uygulanmasiyla ilgili bir ¢aligma yapilmamistir. Dolayisiyla ana amacimiz olan
pluripotensiye yoneltmek/korumanin aksi yonde bir etkisi olmadigindan emin olmak
i¢in bir doz denemesi planlanmistir. On ¢alisma olarak, uPKH’lerde AHR agonist
ligand1 olan FICZ ve antagonist ligand1 SR-1 kullanilarak doz denemeleri yapilmas,
CYP1Al gen ifadesinin en yiiksek oldugu 200 nM FICZ dozunda ayni zamanda
pliripotentlik belirteci olan OCT3/4 ifadesinin en yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Antagonist ligand olan SR-1’in ise uPKH’lerde farkli dozlarda AhR iliskili
molekiillerin ifadesinde ¢cok degisken etkileri oldugu, 0,5 uM dozda OCT3/4 ifadesini
artirdig1 goriilmiistiir. Bu bilgiler ile varilan sonug, FICZ ve SR-1’in doza bagimli bir
sekilde AhR sinyalizasyonuna ve pliiripotensiye etki ettigidir. Bu agonist ve
antagonist ligandlarin YP stirecindeki dozlar1 ise baslangi¢ hiicresi olan MKH’ler esas
aliarak belirlenmistir. YP siirecinde hiicrelerin baslangi¢ hiicresi MKH oldugundan
ve yeniden programlama siirecinde hiicrelerin mezenkimal morfolojilerinin
kaybolmasinin birka¢ hafta aldig1 diisiiniilerek ekibimizden, Kok Hiicre Bilimleri
Anabilim dalt Doktora Aday1 Bihter Muratoglu’nun tez ¢alismasinda MKH’lere FICZ
ve SR-1 uygulamasi i¢in yapilan doz belirleme ¢aligsmalarina gore secilmis olan dozlar
kullanilmistir. FICZ 100 nM, SR ise 1,5 uM olarak kullanilmistir. 7 giin boyunca 100
nM FICZ uygulanan hiicrelerin kontrol gruba kiyasla 7. Giinde bir araya toplanmaya
basladigi, IF ile SOX2 ve SSEA4 ifade etmeye basladiklar1 goriilmiistiir. Buna karsin
1,5 uM SR -1 dozunun toksik oldugu ve hiicrelerin 6ldiigli gézlenmistir. Benzer
sekilde IF boyamalarma bakildiginda Yeniden programlamanin 14. Giiniinde boyama
yapilan grupta, muhtemelen verilen FICZ dozunun (100 nM) 10 giin boyunca her giin
verilmesinin fazla gelmesinden dolay1 hiicrelerin yeniden programlanma verimleri
azalmistir. Ancak 7. Giin FICZ verilen YP grubuyla doz verilmeyen YP grubu
karsilastirildiginda daha fazla hiicrenin SSEA-4 ifade ettigi gozlenmistir. Dolayisiyla
gelecekteki denemelerde YP baslatilmasiyla beraber 2 ile 7 giin arasinda bir siirede ya
da daha diisiik bir dozda FICZ verilmesi planlanmistir. Bu sekilde epizomal
plazmitlerle elektroporasyon yontemiyle yeniden programlanma siirecinin
kisaltilabilecegi/veriminin artabilecegi diisiiniilmiistiir. Ilerleyen siirecte kapsamli doz
cevap calismalar1 yapilarak YP siirecini etkileyen uygun dozlarin ve zamanlamanin

belirlenmesi planlanmaktadir.
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Bir diger AhR agonisti olan Tranilast’in, AhR’yi aktive ederek miR-302
mRNA ifadesini arttirdigi ve miR-302’nin pluripotensinin idamesinde gorev aldigi
bulunmustur (106). ilerleyen c¢alismalarda, pluripotensi ile artis gdsteren ve AhR ile
iliskisi bilinen triptofan yolaginda yer alan IDO-1 ile miR-302’nin birbirini

regiilasyonun aragtirilmasi i¢in Tranilast’in da kullanimi planlanmaktadir.

6. SONUC VE ONERILER

MKH’lerin uPKH’lere dogru yeniden programlanmasi amaciyla epizomal
plazmitlerle OCT-4, SOX-2, KLF4 ve c-Myc aktarimi igin transfeksiyon yontemi

olarak elektroporasyon ve lipofeksiyon yontemleri karsilastirilmistir.

Elektroporasyon yontemi ile transfeksiyonda, lipofeksiyon yontemine gore
hiicre kayb1 fazla olmus, ancak GFP transfeksiyonundan 24 saat sonra GFP pozitif
hiicrelerin gézlenmesi, yedinci giinde ise SOX-2 ve TRA-1-60 pluripotensi
belirteclerinin ¢cok az sayr da olsa MKH’den yeniden programlanmaya baslayan
hiicrelerde pozitiflestiginin IF sonuglarinda goriilmesiyle elektroporasyon ile gen

aktariminin yapildig1 anlasilmistir.

Lipotektamin yonteminde ise hiicre canliligi korunmus, MKH’ler yogun olarak
MKH belirteci CD90 ile boyanmis, ancak transfeksiyon oldugunu gosterecek SOX-2
ve TRA-1-60 pozitifligi gdzlenmemistir.

Bu 6n ¢alismalar sonucunda epizomal vektorlerin transfeksiyonunun yapilmasi

icin deneylere elektroporasyon yontemi ile devam edilmistir.

Yeniden programlamanin 7. Ve 14., 21. Giinlerinde analizler yapilmis, ayrica

ileri pasaj uPKH’ler de pluripotensi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

MKH’lere epizomal transfeksiyon sonrasi yedinci giinde global ve endo-SOX2,
OCT3/4, ve PODXL gen ifadelerinde istatistiksel anlamli degisimler goriilmiis, ayrica
IF ile TRA-1-60, SSEA-4, SOX-2 pozitifliginin goriilmiis olmasi hiicrelerin

pliiripotentlige yoneldigini gostermistir.

YP siirecinde MET ile iliskili OCCLUDIN, EMT iliskili ZEB-2 gen

ifadelerinde istatistiksel anlamli degisiklik saptanmamakla birlikte pasaj 27
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uPKH’lerde OCCLUDIN gen ifadesinde artis, ZEB-2 gen ifadesinde azalma tespit
edilmis, bu bulgular, uPKH’lerde EMT baskilanip MET siirecinin aktif oldugunu

desteklemistir.

AhR sinyalizasyonu ile iligkili molekiil ifadeleri incelendiginde YP siireci ve
ileri pasaj uPKH’lerde onemli degisimler saptanmistir. Baslangi¢ hiicreleri olan
MKH’lerle kiyaslandiginda ARNT, AhR, AhRR, CYP1Al ve IDO1 gen ifadelerinde,
Ozellikle7.giinde daha belirgin olmak iizere 14 ve 21.giinlerde artiglar saptanmustir.
Ileri pasaj uPKH’lerde ise IDO-1 ifadesinde ve AhR represdrii AhRR’de istatistiksel
anlamli yiikseklikler tespit edilmistir. Ayrica, YP siireci yedinci giin ile
kiyaslandiginda ileri pasaj uPKH’lerde AhR ifadesinin istatistiksel anlamli diisiikliik

gosterdigi saptanmistir.

PEDI-STEM biyobankasinda bulunan ileri pasaj uPKH hattina ait YP siirecinin
erken asamasinda (5.giin) dondurularak saklanmis hiicrelein ¢ozdiiriiliip kiiltiirti
sonucunda YP ‘nin 9. Ve 24. Giinlerinde yapilan analizler sonucunda 9. Giinde kontrol
MKH’lere gore OCT-4, SOX-2 ve PODXL (TRA-1-60) pluripotensi belirteglerinde
belirgin artis ile ARNT, AhR, CYP1A1 ve AhRR gen diizeylerinde istatistiksel anlaml
bir yiikselme gozlenmistir. Bu bulgular, hiicrelerde kimlik degisimi ve de-
diferansiyasyon siirecinde AhR niikleer translokasyonunun ger¢eklesip AhR ifadesinin
ve CYP1A1 uyariminin olustugunu, es zamanli olarak da regiilator mekanizma olarak

represor molekiiliin ifade edilmis oldugunu diisiindiirmiistiir.

Yeniden programlamada 9. giinde pluripotensiye gitmekte olan hiicrelerin
ilerleyen kiiltiirii sirasinda farklilasmaya yonelmesi sonrasi kiiltiir sonlandirilmis (24.
Gilin) ve yapilan analizlerde 9. giin ile kiyaslandiginda 24. giinde pluripotensi
belirteclerinde azalma, somatik kimlik belirteclerinden a-SMA ve VIMENTIN 'de ise
aksine artis gozlenmistir. Es zamanli olarak incelenen AhR iliskili molekiillerin

ifadelerinin ise azalma egiliminde olduklar1 gézlenmistir.

Ilerleyen calismalarda AhR agonist ve antagonist denemeleri ile AhR
sinyalizasyon degisimleri olusturularak uPKH’ye yeniden programlama siireci ve
kiiltiirde cogaltma siirecinde verimin artirilmasina yonelik caligmalarin yapilmasi

planlanmustir.
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Bu amaca yonelik ileri pasaj uPKH’lerde AhR agonist ligand1 olan FICZ ve
antagonist ligand1 SR kullanilarak yapilan doz denemelerinde CyplAl ifadesinin en
yiiksek oldugu, ayrica, pliiripotentlik belirteci olan OCT-3/4 ifadesinin en yiiksek
oldugu 200 nM FICZ dozunun uygun oldugu diistiniilm{istiir.

Antagonist ligand olan SR’nin ise uPKH’lerde farkli dozlarda AhR iliskili
molekiillerin ifadesinde ¢ok degisken etkileri oldugu ve 0,5 uM dozda OCT-3/4

ifadesini artirdig1 goriilmistiir.

Bu c¢alismada AhR sinyalizasyonunun uPKH kiiltiirii ve YP siirecindaki
biyolojik siireglerle yakin iligkili oldugu gdosterilmis, ilerleyen detayli ¢aligmalarda
farkli ligand uyararimlar ile AhR degisimleri olusturulmasmin YP ve uPKH Kkiiltiir

ekspansiyon veriminin artirilmasi i¢in kullanilabilecegini diisiindiirmiistir.

Bu tez ¢alismasinin devami olarak AhR agonist ve antagonistlerinin farkli doz
ve zamanlama ile kullaniminin pliripotentlik, MET-EMT iizerine etkilerinin ve YP
sonrast koloni gelisimindeki verimin arastirilmasi, kiiltiir stirecinde koloni/hiicre
sayilarinin incelenmesi, molekiiler, metabolik degisimlerin omiks analizleriyle tespit

edilmesi planlanmustir.

Epizomal plazmitlerle transfeksiyon veriminin diisiik olmas1 nedeniyle gen ve
protein ifade analizlerinde yeterli sayiya ulagilmasinda teknik zorluk yasanmis olmasi
nedeniyle ilerleyen c¢alismalarin Sendai virlis yontemi kullanilarak yapilmasi

planlanmistir.
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EK-3: Kullanilan Plazmitlerin Haritalari
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