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OZET

BEYIN TUMORLERINDE UYARILMIS PLURIPOTENT KOK
HUCRE (UPKH)’LERDEN ELDE EDIiLMiS NORAL KOK HUCRE
(NKH) KULLANARAK TERAPi YAKLASIMLARI

LANGARIZADEH, Nastaran

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Sinan Akgol
I1. Tez Danisman: Dog. Dr. Tiigba bagct ONDER
Nisan 2019, 157 sayfa

Noral kok hiicreler (NKH’lar), temel tip arastirmalar i¢in essiz ve son derece
gucli araclar olmakla birlikte, norodejeneratif hastaliklarin ve rejeneratif tip
aragtirma alaninda kullanilmaktadir. Bu tez ¢alisma kapsaminda, Meningioma
(MNG) ve Glioblastoma multiform (GBM) tedavisinde NKH sistemlerinin
gelistirilmesi yapilmigtir. Bu amaca ulagmak i¢in yeniden programlama yontemiyle
OSKM  (pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-hUL) transkripsiyon
faktorlerinin saglikli, MNG ve GBM hastalarindan toplanan fibroblast hiicrelerine
epizomal transfeksiyon yontemiyle aktarilmasi ve Uyarilmis pluripotent kdok
hicreleri (UPKH)'lerin olusturulmasi yapildi. Elde edilen uPKH’lerin morfolojik
incelemesi, Karyotipleme, gen ekspresyon analizi, immunofloresan boyama ve
teratoma olusturma gibi farkli karekterizasyon testleri yapildi. Bu testler yeniden
programlanan hicrelerin gercek uPKH olduklarini, pluripotens belirte¢ genlerinin
ifadelerinin artmasi ve in vivo kosullarda ektoderm, mezoderm, endoderm
olusturma yetenegine sahip olduklari teyit edildi. Hedefe yonelik uPKH’ler iki
farkli farklilastirma yontemi kullanarak UpNKH elde edildi. Norosfer olusturan
upNKH’ler in vitro ortamlarda néron ve astrosit olusturma kapasiteye sahip
hiicreler tanmimlanirlar. UpNKH’lerin gen ekspresyon diizeyde Nestin, PAX®,
GLAST, Blp, Sox1 gen ifade oruntilerinin standart upNKH’lara benzerlik
gOstermesi, ayn1 zamanda protein ekspresyonu i¢in IF deneyleri ile Nestin protein
miktarinin ekspressyonu ve farklilasma kosullarinda néron ve astrosit farklilagmasi
tespit edildi. Bu calismalarin sonucunda, her hastalarina 06zgii, terapotik
upNKH’lerin olusturulmasi yapildi. Bu yeni sistem gelistirilecek MNG ve GBM
hastasindan izole edilerek olusturuldu. Elde edilen upNKH ydnteminin prensipte
nasil ¢alistiginin incelenmesi ileride tasarlanacak klinik deneylere 151k tutacaktir.

Anahtar sozcukler: Uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH), Meningioma
(MNG), Glioblastoma multiform (GBM), Noral kok hiicre (NKH)






ABSTRACT

THERAPEUTIC APPROACHES USING INDUCED PLURIPOTENT
STEM CELL (IPS)-DERIVED NEURAL STEM CELLS (NSCS) IN
BRAIN TUMORS

LANGARIZADEH, Nastaran

PhD in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Sinan AKGOL
Co-Supervisor: Assoc. Dr. Tiigba Bagct ONDER
April 2019, 157 pages

Neural stem cells (NSCs) suggestion for a unique and extremely powerful
tool for basic research by personalizing regenerative treatment and generate novel
human disease models to neurodegenerative diseases for research and therapeutic
testing. During the course of this thesis, NSCs systems were developed in the
treatment of Meningioma (MNG) and Glioblastoma multiforme (GBM). We
generated and characterized integration-free induced pluripotent stem cells (iPSCs)
lines derived from healthy, MNG and GBM-patient fibroblasts using
reprogramming technology by applying the episomal vectors (PCXLE-SK,
pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-hUL). iPSCs were characterized by morphological,
karyotyping, gene expression analysis, IF staining and teratoma formation assay,
all of which demonstrate that reprogrammed cells are true iPSCs and pluripotent
genes were expressed. All three germ layers including endoderm, mesoderm and
ectoderm are observed in Teratoma. Then, using directed differentiation techniques,
to differentiate iPSCs into iP-NSCs, embryoid body formation and monolayer
culture protocol was used. Characterized their in vitro properties. | show that MNG-
iP-NSCs are able to form the neurospheres and can be propagated over many
passages and have the potential to differentiate into two neural lineages (neurons
and astrocytes). Also, analysis of gene expression data showed that MNG-iP-NSCs
were characterized by gene expression, all of which express Nestin, PAXS6,
GLAST, Blp, Sox1 genes. IF staining assay results demonstrate the presence of the
proteins such as Nestin which is similar to the levels with standard NSCs. Our
studies provided insight into the generation of MNG and GBM-patient specific iP-
NSCs. Demonstrating the proof-of-principle of this technology in animal models of
MNG and GBM might help in the future design of clinical studies utilizing ip- NSCs
as “armed” vehicles for MNG and GBM patients.

Keywords: Induced pluripotent stem cells (iPSCs), Meningioma (MNG),
Glioblastoma multiforme (GBM), Neural stem cells (NSC)






ONSOZ

Son zamanlarda gerek hticre biyolojisindeki gerekse teknolojideki ilerlemeler
kok hticre’yi, tip, biyoloji, eczacilik, veterinerlik gibialanlarda en ¢ok ilgi duyulan
konulardan biri haline getirdi. Birgok bilim insan1 kok hiicrenin gelecek icin biiyiik
bir umut vaat ettigini diisiinmekte. Giinlimiizde noronal hiicre kaybinin yasandigi
norodejeneratif hastaliklarda, kaybedilen hiicrenin yerine konulmasin1 hedefleyen
hiicresel tedavilerde baslica hiicre kaynagi olarak goriilmektedir. Nérodejeneratif
hastaliklarda giiniimiizde tedavi yaklasimlari ne yazik ki ¢ok kisitli olup, hastaya
uygulanan cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapiye ragmen sag kalim siiresi
cok kisa bir zamanla smrlidir. Dolayisiyla, gilinlimiizde ndrodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde yararli olan, klinige uyarlanabilecek NKH kaynaklarina
ihtiya¢ duyulmaktadir ve hedefe yonelik farklilagtirma yontemleriyle bu miimkiin
olabilecektir. Tabiki bir bilim insani olarak, bu olas1 negatif sonuglarin pozitif
sonuclara dontistiiriilmesine odaklanmali ve her zaman mitkemmele bir adim daha
yaklasacak sekilde norodejeneratif hastaliklarin tedavisinin  gelistirilmesini
amaclamaktayim.

Bu tezimde bana danigmanlik yapan ve yonlendiren Saym Prof. Dr. Sinan
AKGOL ve Dog. Dr. Tiigba BAGCI ONDER hocalarima tesekkiir ederim. Ayrica,
hayatim boyunca beni her zaman destekleyen aileme ve arkadaslarima tesekkiir
ederim.
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1. GIRiS

Meningioma (MNG) beynin etrafini saran, dura ismi verilen en distaki zardan
kaynaklanan ve en cok rastlanan merkezi sinir sistemitimor tipidir. Genellikle
beyin timor arasinda %15-20 kadarmi kapsadiklart bilinir. Atipik ve malign
meningioma tiimorler beynin i¢inde farkli noktalarda ve ¢ok onemli yapilara
(Sinirler, damarlar, gibi) sigrama yapabilir. Bu durumda tedavisinde kullanilan
metodlar etkisiz kalabilir veya tiimoriin ¢ikartilmasina ragmen tekrar biiyiiyerek
hastaya sikinti meydana getirebilir. Diger beyin tiimor tipi olan Glioblastoma
Multiforme (GBM) hizli ve agresif seyir gosteren ve erigkinlerde tiim beyin
timorleri arasinda en sik saptanan yiiksek gradli glial tiimordir. GUnumizde,
Tirkiye de dahil bir¢ok iilkede tedavisi olarak kullanilan yontemler, cerrahi olarak
tiimoriin ¢ikarilmasi, radyoterapi ve Temozolomid (TMZ) adh ilagla yapilan
kemoterapiden olugsmaktadir. Ne yazik ki, tiim bu tedavi segenekleri uygulansa bile
hastalarda prognoz kétiidiir. Dolayisiyla, yenilikg¢i tedavi sekillerine biiyiik bir
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut tedavilerin basarisiz olmasi ve hastalarda yil igerisinde tiimoriin niiks
etmesinin temel sebeplerinden birisi timor hicrelerinin beyin dokusuna yiiksek
invazyon yetenegidir. Teshis aninda beynin bir¢ok bolgesinde tiimor hiicrelerinin
ulastig1 kabul edilmektedir. Basarisizligin bir diger nedeni de; tiimorlere spesifik,
yan etkisi olmayan ilag tasiyict sistemlerin mevcut olmamasidir. In vitro
caligmalarda gelecek vadeden ilaclar, hayvan modellerinde veya klinik deneylerde
ne yazik ki basarisiz kalmaktadir. Beynin korunakli bir yapis1 olmasi ve kan-beyin-
bariyerinin fonksiyonundan dolayi, sistemik olarak verilen ilaclar beyine

tasiamayip etkisiz kalabilmektedir.

Bu konuda son 10 yilda, bulundugu bir¢ok arastirmacinin ¢aligmalar1 son
derece yeni bir teknolojiye imza atmistir: Hayvan modellerinde gelistirilmis bu
teknoloji, 6zetle, Noral Kok Hicre (NKH)’lerin beyin icine enjekte edilmesini
takiben tiimor hiicrelerini hedef alarak tiimére dogru yonelmesi oOzelligine
dayanmaktadir. Oyle ki, NKH’ler, tiimdr dokusunu bulup taniyabilmekte ve timér
hiicreleriyle birebir lokalize olabilmektedir. Migrasyon yetenegi kuvvetli olan bu
NKH’ler, eger terapotik gen ifade ederlerse, go¢ ettikleri tiimorleri de yok
edebilmektedir. Fakat, bu teknolojide kullanilan NKH hiicreleri ¢ok c¢esitli
kaynaklardan alinmis olup, klinik uygulamalardan ¢ok uzaktadir. Normalde
yetiskin beyninin 6zellesmis bolgelerinde bulunabilen NKH’leri izole etmek

miimkiin degildir. Gliniimiizde kullanilan NKH dizileri genellikle immortalize



edilmis ve/veya embriyonik kokenli {iretilmis hiicrelerdir. Dolayisiyla, klinige
uyarlanabilecek NKH kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir, ve hedefe yonelik

farklilastirma yontemleriyle bu miimkiin olmustur.

NKH’lerin klinige uyarlanmasi igin, her hastaya 6zel hiicre elde edilmesi en
etkili sistem olarak tanimlanmaktadir. Yamanaka tarafindan gelistirilen yeniden
programlama yontemi sayesinde her hastanin genetik yapisini tasiyan pluripotent
kok hucreler elde edilmesi ve tedaviye amagli farklilastirilmis hiicrelerin
kullanilmast mumkun olmustur. Bunun i¢in 4 transkripsiyon faktoriiniin (OKSM)
hastalardan alinan somatik hiicrelere aktarilmasi sonucunda o6nce UPKH
olusturulur, ardindan bunlarin farklilastirilmasi sonucu kisiye 6zgii NKH’ler elde
edilir. Bu sekilde elde edilmis hiicrelerin MNG ve GBM gibi bir tiimor tipi terapisi

gelismesinde kullanilacak olmasi bakimindan son derece 6zgiindiir.

Bu tez calismasinda, beyin tiimorlerinde Uyarilmis Pluripotent kok hiicre
(UPKH)’lerden elde edilmis Noral kok hiicre (NKH) kullanarak terapi yaklagsimlari
hedeflendi. Bunun icin MNG ve GBM’in tedavisinde her hastaya 6zel NKH
olusturma ve bu sistemlerinin gelistirilmesi incelendi. Bu amag¢ dogrultusunda ilk
olarak, MNG ve GBM hastalarindan ve saglikli bireylerden alinan fibroblast
hlcrelerinin yeniden programlama yontemiyle uPKH’lere doniistiiriilmesi ve bu
uPKH’lerin in vitro kosullarda ve fare modellerinde karakterizasyonu hedeflendi.

Hedefe yonelik farklilastirma kullanarak uPKH’lardan upNKH elde edilmesi
yapildi UPKH’lerin NKH’ye farklilagtirilmasi i¢in embriyoid cisimcige ve
monolayer Kultir sistemlerden faydalandi. Buna gore, segilen UPKH’ler secici
besiyerlerinde iki agamali bir protokole uygulandi. 2-3 haftalik se¢ici indiiklemenin
sonucunda olusan NKH’ler, morfolojik olarak (nérosfer olusturma kapasiteleri),
histolojik  olarak  (Nestin immunofloresansi), ve molekiiler diizeyde
karakterizasyonu yapildi. Buna goére UPKH’lerden elde edilen NKH’lerin
(UpNKH) gen ifade orintulerinin standart NKH’lerle benzerlik gdstermesi, ve
pluripotens genlerinin susmus olmasi saptandi. caligmalarin sonucunda, her
hastalarina 6zgii, terapotik upNKH’lerin olusturulmasi yapildi. Bu yeni sistem
gelistirilecek MNG ve GBM hastasindan izole edilerek olusturuldu ve elde edilen
UpNKH yo6nteminin prensipte nasil ¢alistiginin incelendi ve ileride tasarlanacak
Klinik deneylere 151k tutacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meningioma (MNG)

Merkezi sinir sistemi tiimorleri arasinda en sik goriilen beyin timor tipidir
(Seki 2.1). Primer beyin timorler arasinda %34 oraninda gorinmektedir (Louis,
Ohgaki et al. 2007). MNG’lerin patalojik tiplerine gore, beyinde yerlesim bolge ve
boyutuna bagl olarak hastanin hayatinda 6nemli risk tasiybilir. (Longstreth, Dennis
et al. 1993, Claus, Bondy et al. 2005). Bu timdrler beyin ve omuriligini saran
meninkslerden ortaya ¢ikar. MNG hastalig1 orta-ileri yaslarda, kadinlarda daha sik
goriilen, biiyiik gogunlugu iyi huylu karekterli ekstraaksiyel yerlesimli tiimorlerdir.
Bazi tiirlerinde de i¢i siv1 kistler, kireglenmeler seklinde ortaya ¢ikabilir (Wakai,
Arai et al. 1984, Marta, Correa et al. 2011). Yas ilerledikge MNG tiimor riski artar.
Kot huylu karekterli (malignant) MNG’lar, daha hizli biiytirlerler. Bu hastaligin
ortaya ¢ikma olasiligi %1-3’tlr. Kotl huylu MNG’lar diger organlara yayilarak
metastaz yapar ve agresif davranislar ile ortaya ¢ikarlar. Tedavileri konusunda
heniiz tam bir yontem tedavisi bulunmamistir (Nakasu, Fukami et al. 2009).

MNG tedavisi olarak kullanilan yontemler radyoterapi, kemoterapi ve temel
tedavisi olarak cerrahi yaklasimlari dir. Ama her zaman tOmOrin tamamen
¢ikartilmas1 miimkiin olmadig1 ve bu da timor yeniden ortaya ¢ikmasi, timor
cevrelemisse ¢ikartilmasi onemli damarlari ve sinirlerde hasar olusturulmasi nedeni
ile hastalarin yasamin riskler ortaya gikrabiliyor (Kaba, DeMonte et al. 1997,
Ichinose, Goto et al. 2010, Landeiro, Gongalves et al. 2010).

Farkli tedavi yontemleri kullanilmasina ragmen hala bu hastalig1 tamamen
ortadan kaldirabilecek bir tedavi mevcut degildir. Ayrivca beynin korunakli bir
yapiya sahip oldugu icin verilen ilaglar hasarli bolgeye ulagsmadigr i¢in etkisiz
kalabilmektedir (Gezen, Kahraman et al. 2000, Commins, Atkinson et al. 2007).
Kok hiicreleri kendini yenilenme 6zelligi sayesinde vucutta olan normal hiicrelere
zarar vermeden sadece beyin timorlerini ve kanserli hiicreleri ortadan kaldiriyor.
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Sekil 2.1. Meningioma beynin etrafini saran ve dura ismi verilen en distaki zardan kaynaklanan
timor tipidir. Clinical study. Vol 29, No. 14, 2008, Medical Friend Co. Ltd. Illustrator
Kitahar.

http://neurosurgery.med.u-tokai.ac.jp/en/patients/meningioma/index.html

2.2. Glioblastoma Multiform (GBM)

Hizli ve agresif seyir gosteren ve erigkinlerde tiim beyin tiimoérleri arasinda
en sik saptanan yiiksek gradli glial tiimordiir (Louis 2006, Huse and Holland 2010).
Genetik yapisi itibariyle ¢cok karmasik bir alt yapiya sahip olan GBM’ler, sayisiz
mutasyonlarin sonucu (p53, EGFR, PTEN, p21, vb) ya primer olarak ya da diisiik
dereceli astrositomlarin ilerlemesi sonucunda ortaya ¢ikarlar. Literatiirde
GBM’lerin genetik yapisini ve biyolojisini 0zetleyen pek ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir (Furnari, Fenton et al. 2007). Beyin cerrahisinde, gorlntileme
tekniklerinde ve GBM alaninda molekiiler diizeyde arastirmalardaki ilerlemelere
ragmen, son 25 yilda ortalama hasta yasam siiresinde ne yazik ki herhangi bir
degisiklik kaydedilememistir. Gnimizde, Tirkiye de dahil bircok ilkede GBM
tedavisi olarak kullanilan yoOntemler, cerrahi olarak timdriin ¢ikarilmasi,
radyoterapi ve Temozolomid (TMZ) adli ilagla yapilan kemoterapiden
olusmaktadir. Ne yazik ki, tiim bu tedavi segenekleri uygulansa bile hastalarda
prognoz kotidiir ve GBM’de ortalama yasam siiresi ortalama 14 ay1
gecmemektedir. Dolayisiyla, yenilik¢i tedavi sekillerine biiyiik bir ihtiyag
duyulmaktadir (Berens and Giese 1999, Claes, Idema et al. 2007, Witte, Jeibmann
et al. 2009).


http://neurosurgery.med.u-tokai.ac.jp/en/patients/meningioma/index.html

Bu hastaliklar’da mevcut tedavilerin basarisiz olmasi ve hastalarin hemen

timinde 2 yil igerisinde tiimoriin niiks etmesinin ve basarisizligin nedenlerinden:

1. Timor hiicrelerinin beyin dokusuna yiiksek invazyon yetenegidir. Teshis
aninda beynin bir¢ok bodlgesinde GBM hiicrelerinin ulastigi  kabul
edilmektedir.

2. Tumorlere spesifik, yan etkisi olmayan ilag tasiyici sistemlerin mevcut
olmamasidir. In vitro ¢aligsmalarda gelecek vadeden ilaglar, GBM hayvan
modellerinde veya klinik deneylerde ne yazik ki basarisiz kalmaktadir
(Frankel and German 1958, Goodman, Heick et al. 2017)

3. Beynin korunakli bir yapisi olmasi ve kan-beyin-bariyerinin
fonksiyonundan dolayi, sistemik olarak verilen ilaglar beyine tasinamayip
etkisiz kalabilmektedir (Longstreth, Dennis et al. 1993, Jain, Di Tomaso et
al. 2007).

Bu 6zelliklerin ayr1 ayri incelenmesi MNG ve GBM hastaliklarinda timori
hedefleyen ilag tasiyici sistemlerinin gelistirilmesi kuskusuz tedavisinde basariya

ulasmada 6nemli bir ihtiyactir (Seki 2.2).

Sekil 2.2. GBM hastsindan kontrastli T1 agirlikli MR tetkiki gortinttsa.

Medscapehttps://www.physiopedia.com/Glioblastoma Multiforme#cite note-overview-2



http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview
http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview

2.3. Kok Huicre Cahsmalari Tarihgesi

Kok hiicre ¢alismalarinin tarihgesini  degerlendirdigimizde, ilk hayvan
uretilmesi 1959°da in vitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile yapildi1 (Chang 1959,
Bavister 2002). J.Altman ve G.Das 1960°de beyinde kok hiicre aktivitelerini ve
erginlerde néron olusumu devam ettigini gostermislerdir. (Bongso and Richards
2004, Takagi 2016). 1968 yilinda Ernst Haeckel Alman biyolog tarafindan in vitro
ortaminda ilk insan ovumunu fertilize ettiler (Edwards, Bavister et al. 1969)
(Ramalho-Santos and Willenbring 2007).

1978’de hematopoietik kok hiicrelerin insan kord kaninda oldugu anlasildi
(Bongso and Richards 2004). Noéral kok hicrelerin in vitro kultlri 1992’de
yapilmistir (Reynolds and Weiss 1992). Evans ve Kaufman 1981’de fare
embriyonik kok hiicrelerini ve 1998 J.Thomson ve ark., insan embriyonik kok hticre
kaltarind yapmislar ve boylece kok hiicre ¢alismalart hiz kazanmistir (Thomson,
Itskovitz-Eldor et al. 1998) (Evans and Kaufman 1981). 2000 yillarinda insan
embriyonik kok hticresinin pluripotent 6zellikleri rapor edilmistir.

2006 yilinda Shinya Yamanaka ve Kazutoshi Takahashisomatik Japon bilim
adamlar1 tarafindan fare embriyonel kok hiicre ve somatik hiicrelerde pluripotensi
ve kendini yenileme ozelligini belli genlerin aktarilmasi ile elde ettiler ve bu
hlcrelere uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH) adi verilmistir (Takahashi,
Tanabe et al. 2007) (Takahashi and Yamanaka 2006). Shinya Yamanaka, James
Thomson, ve George Q. Daley 2007 yillainda kendi ¢alismalarinin sonucu
uPKH’lerin insan somatik hiicrelerindende (fibroblst) elde etmislerdir (Takahashi,
Tanabe et al. 2007).

Profesor Henrik Semb baskanligindaki Danimarka Kok Hiicre Merkezi
(DanStem), 2011 sonlarinda Kopenhag Universitesi Saglik ve Tip Bilimleri
Fakiltesinde  kuruldu.  Bu  merkezde  biyoreaktorle  kok  hicre

3

{iretimi yapilmaktadir. 2012 Nobel Tip Odiilii’nii alan “yeniden programlama”
yontemi ile embriyonik kok hiicrelere benzeyen hiicreler yetigkin somatik
hiicrelerden ‘indiiklenebilir' ve bdylelikle uPKH Gretilir (Abbott 2012). Insan
hastaliklarinin modellerinin olusturmak, gelistirmek, ilaglarin etkilerini arttirmak
ve hastaya 0zgii hiicreler iiretmek, transplantasyon oranini arttirmak amaciyla
pluripotent kok hiicre arastirmasi 2014 yilinda ilk Avrupa iPSC Bankas1 (EBiSC)

kuruldu (De Sousa, Steeg et al. 2017) (Seki 2.3).


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjY6o3TiJ3WAhXFJMAKHYV1AfUQFgg4MAI&url=http%3A%2F%2Famericanpregnancy.org%2Finfertility%2Fin-vitro-fertilization%2F&usg=AFQjCNHa04E05J7jMJdJIks5FvW5hmWR_w

2015...Great promise for the use of stem cells
in drug discovery and regenerative medicine

2014 EBiSC — The first European Bank for iPSC

2012 Nobel Prize in Physiclogy or Medicine is awarded jointly to
Sir John B. Gurdon and Shinya Yamanaka "for the discovery that
mature cells can be reprogrammed to become pluripotent”

2012 Danish Stem Cell Society (DASCS)

2011 The Danish Stem Cell Center (DanStem)

2007 iPS cells derived from mature human fibroblasts

2006 Induced pluripotent stem cells (iPS cells) derived
from mouse somatic cells (Takahashi and Yamanaka)

1998 First human ES Cells derived from the ICM (Thomson)
1988 First umbilical cord blood transplantation (Gluckmann)

- 1981 First ES Cells derived from mouse embryos (Evans & Kaufman).
Evans is awarded the Nobel Prize for Physiology or Medicine in 2007

1960’s HSC from bone marrow used for treatment of leukemia.
1951 First line of human cells (HeLa cells) to survive in vitro established by George Gey

1908 The term "stem cell” proposed by the Russian histologist Alexander Maksimov (blood cells)

Sekil 2.3. Kok hiicre tizerinde yapilan 100 yillik aragtirma i¢in zaman gizelgesi.

http://www.biokemi.org/biozoom/issues/537/articles/2469

2.4. Kok Hicre

Kok hicreler heniiz farklilasmamis hiicreler olup, sinirsiz kendilerini
yenileyebilir 6zelligine sahip (self-renewal) (Weissman 2000) ve vicutta veya
laboratuvar ortaminda belli sartlar saglandiginda farkli hiicre tiplerine (6zellesmis
hlcre tiplerine), karaciger, kas, kan veya beyin hicreleri gibi birgok 6zellesmis
hlcrelere olgunlasabilmeleri ya da farklilasabilen (plastisite) (Gurdon, Elsdale et
al. 1958, Ilic and Polak 2011) primitif nitelikte olan hucrelerdir (Sheridan 2003).
Bir hiicreyi, kok hiicre olarak tanimlamak i¢in bazi gerekli 6zellikleri vardir. Kok
hiicreler farkli hiicre tiplerine farklilagmadan uzun zaman boyunca kendilerini
yenileyebilme ve ¢cogalabilme 6zelligine sahiptirler. Hiicrelerin bdliinme ve yasam
srelerini belirleyen faktorlerden birisi dogrusal koromozomlarin ucunda var olan


http://www.biokemi.org/biozoom/issues/537/articles/2469

telomer (Hiyama and Hiyama 2007) ad1 verilen ve binlerce tekrarlanan kisa DNA
zincirini (TTAGGG) igernektedir (Bongso and Richards 2004). Kok hcreler, in
vivo kosullarda dokuda bir hasar1 bile olmadigi durumunda farklasmamis hiicre
tiplerine farklasma potansiyeli vardir. Bagka hiicre tiplerine farklilagip bu tiiriin
devamu niteliginde tiirler tiretebilirler (Mannello and Tonti 2007). Vicudun bir
hasar ve zedelenme sonucunda, dokuyu tamir edebilme ve onu tekrar islevsel hale
getirebilme potansiyeli vardir (Reya, Duncan et al. 2003) (Campbell, McWhir et al.
1996)

2.4.1. KoKk hiicrelerin gelisim basamaklari

Kok hiicreler farklilasabilme yeteneklerine gore birbirlerinden farklidirlar.
Insan ve memeli hayvanlardaki kok hiicreleri birden fazla hiicre tipine farklilasma
yetenekleri vardir. Embriyodan, fetal dokulardan, kordon kani, gz, kalp, bobrek,
kemik iligi, beyin, deri gibi kaynaklardan c¢esitli kok hiicreler izole edilmistir.
Farklilasma 6zelliklerine gore dort tip kok hiicreden vardir: Totipotent kdk hiicre,
pluripotent kok hiicre, multipotent kdk hiicre ve unipotent Kok Hicre (Toma,
Akhavan et al. 2001).

2.4.1.1. Totipotent kok hucre

Sinirsiz  farklilasma ve farkli yonlere gidebilme kapasitesi olan kok
hlcrelerdir. Fertilizasyon ile spermiyum ve ovumun birlesmesi ile tam ve islev
goren bir bireyi olusturabilecek tiim hiicre tiplerine plasenta, embriyo, embriyo-
sonrasi, embriyo disi, amniyon kesesi ve viicut sistemlerini olusturan bitiin hiicre,
organ ve dokulara farklilasma yetenegine vardir (Weissman 2000). Bu olay
embriyonun 5.gininede olan tim blastomerler icin gegerlidir. Ileri gelisim
stiresinde bu hiicreler pluripotent hiicrelere farklasirlar (Brink, Sudheer et al. 2008)



2.4.1.2. Pluripotent kok hticre

Pre-implantasyon evresinde yani ddéllenmenin 5.glinden sonra totipotent
hiicreler farklilasmaya baslar ve blastosist meydana gelir. Pluripotent hiicreler
totipotent hiire 6zellikleri olmadig1 i¢in plasenta olusamaz yani bir organizmay1
olusturamazlar. Blastosistte iki tip hiicre vardir; dis tabaka yani ektoderm
(throphoblast) ve i¢ tabaka yani endoderm (Nodus Embriyonalis) (Verfaillie 2009).
Blastosistin i¢ hiicre kitlesinde olusan pluripotent kok hiicrelerine embriyonik kok
hiicreleri de denir. Bu hiicreler uygun ortam sartlarinda yaklasik 200 hiicre tiriine
doniisebilme potansiyelleri vardir yani organizmada tiim somatik hiicrelere (Ureme
hlcreleri disindaki viicut hiicreleri) ve bircok dokulara dénusebilirler (Wagers and
Weissman 2004). Pluripotent hiicreler ii¢ embriyonik tabakasindan koken alan
hiicrelere yani (endoderm, mezoderm, ektoderm) farklilasabilme 6zellikleri vardir
(Verfaillie 2009, Kim, Doi et al. 2010).

Embriyonik kok hucreler yiksek seviyede telomeraz aktiviteleri oldugu igin
smirsiz proliferasyon (¢ogalma) kapasiteler, vardir (Thomson, Itskovitz-Eldor et al.
1998). Pluripotent olmayan bazi hicreleri, 6zel laboratuar sartlarinda yeniden
programlanmasi ile bu 6zelligin kazandirilmasi ve indiiklenmis pluripotent kok
hicre denilen hicrelerin elde edilmesidir (Yu, Hu et al. 2009). Bu htcrelerin
Ozellikleri emberyonik kok hiicrelere yakin oldugu i¢in rejeneratif tipta tiim hiicre
hatlarina  farklasma  yetenekleri  sayesinde  hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilmektedir (Huangfu, Maehr et al. 2008).

2.4.1.3. Multipotent kok hucreler

Multipotent kék hiicreler, pluripotent kok hiicrelere gore daha az sayida hiicre
tiplerine ve sadece tek hicre tipine (kan, kas dokularina, deri hiicreleri, vb)
doniisebilme 6zellikleri vardir. Multipotent kok hiicreleri kordon kani, kemik iligi,
fetal dokusu gibi vicudun farkli dokularinda bulunmaktadir (Weissman 2000).
Pluripotent kok hiicreleri gelisimin daha erken doénemlerinde bulunur ama
multipotent kdk hucreleri gelisimin daha ileri donemlerinde yani ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde de bulunabilmektedir (Zahedi-Anaraki and Larijani 2011).
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2.4.1.4. Unipotent kok hicreler

Unipotent yada projenitor kok hiicreler sadece tek bir yone ve tek hiicre tipine
farklasma yetenege sahip hiicrelerdir. Ayrica bu hiicrelerde kendini yenilenme
kapasitesi smnirlidir. Mesela beyinden izole edilen kok hiicreler sadce sinie
hlcrelerine yada kas dokusundaki uydu hiicrelerine doniisebilirler (Slack 2000).

2.4.2. Elde edildikleri kaynaga gore kok hiicreler
2.4.2.1. Embriyonik kok hucreler

Insan embriyonik kok hiicre ¢alismalarinda in vitro olarak fertilize edilmis
yani ¢ocuksuz ailelerde anneden alinan 7-8 umurta babanin spermiyle labratuar
ortaminda fertilize ve 3-5 giin gelistirerek elde edilen yumurta 3-4U anne rahmine
yerlestirerek, eger islem basarili olursa ve gebelige yol agarsa daha Oncesi
yumurtalara grek kalmayacaktir bu tir emberyolar aile izin ve yasal kurallara
uymasiyla dondurulup ve kok hiicre arastirmalarinda kullanirlar (Smith 2001,
Biswas and Hutchins 2007). Bu tiir emberyolar proliferasyon, kendini yenilenme
Ozelliklerine sahip olarak tiim hiicre hatlarina farklasma yetenkeleri vardir. Bu
hiicrelerin dis kisminda bulunan totipotent hiicreleri olup ve plasenta yapisini
olusturur ve i¢ kisminda bulunan pluripotent hiicreleri fetal yapini ve vucutta {i¢
tabakadan koken alan ektoderm, mezoderm, endoderm hiicrelere farklagsma
yetenekleri vardir bu yiizden rejeneretif tipta, gen terapi, hiicre ve doku tiretiminde
ila¢ endistrisinde, alzimer, parkinson gibi hastaliklarin tedavisinde odak noktasidir
(Murry and Keller 2008) (Seki 2.4). Embriyonik kok hiicre somatik kdk hiicre
cekirdek transfer ile yetiskin hiicrelerden elde edilmesi dir yani somatik hiicrenin
cekirdegi ¢ikarilmig yumurta hiicresine yerleserek labratiar ortaminda blastosit
asamasina kadar getirilir ve bu blastosistin i¢ hiicre kitlesinden kisiye o6zel
embriyonik kok hucre dizileri elde edilmektedir (Amit, Carpenter et al. 2000, Smith
2001).
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Sekil 2.4. Embriyonik kok hiicre (EKH) elde edilmesi (Inan and Ozbilgin 2009).

2.4.2.2. Yetiskin kok hiicreler

Erigkin kok hiicreler (Somatik kok hiicreler) gelismekte olan organizmada,
farklilasmis dokularda bulunan farklasmamus hiicrelerdir. Eriskin kok hucreler
kendini  yenilenme potansiyeline sahiplerdir. Farkli hiicre hatlarina
farklagabiliyorlar. Dokularda bulunan yetiskin kok hiicreleri hasarli dokularin
tamirinde son derece 6nemlidir. Hastalikarda hasar goren hiicre yerine gecerek
hasar goren dokunun hticre yenilmesini sagliyorlar (Kérbling and Estrov 2003). Bu
hicreler pluripotent hiicreler olarak tim vucutta bulunan hicrelere ve 6zel
mikrogevreye gore farkli hiicre tiplerine farklasa biliyorlar. Erigkin kok hiicreler
mikrogevrelerindeki degisiklikleri takiben prolifere olabilirler veya daha olgun ve
dokuya 6zel hiicre tiplerine farklolasabilirler (Spradling, Drummond-Barbosa et al.
2001). Bu hiicreler kemik iliginde, plasenta, gobek kordon kani, kas, s,
karaciger, kan, kalp, deri, g6z, beyin gibi bircok dokudan elde edilmektedir (Blau,
Brazelton et al. 2001).
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2.4.2.3. Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (UPKH)

Pluripotent kdk hiicreler tibbi arastirmalarinda ve insan saghgi iizerinde
potansiyelini gostermektedir. Ayn1 zamanda hiicresel bazli tedaviler i¢in de biiyiik
umutlar vermektedir. Embriyonik kok hiicreler (EKH) ve uyarilmis pluripotent kok
hicreler (UPKH), pluripotent kok hiicre gesitleri olarak ve en yaygin ¢aligsmalar
EKH’ler (zeinde olup, in vitro fertilizasyon sonucunda olusan blastosistlerden
uretilebilirler, ya da partenogenez (parthenogenesis) ve somatik hicrelerde
klonlama gibi farkli yontemler ile elde edilebilirler (Smith 2001). Bu yéntemler
insan uygulamalar1 i¢in biyoetik cekinceler ve yogun tartismalarin konusu olmus
ve engellerle karsilasmistir (Daley, Ahrlund-Richter et al. 2007). Uyarilmis
pluripotent kok hicre’ler 6zellikleri EKH’lere benzemektedir. Bu hiicreler yeniden
programlama yontemi ve bazi transkripsiyon faktorleri ile somatik hiicrelerden elde
edilmektedir (Liang and Zhang 2013). Gurdon ve Shinya Yamanaka; eriskinlerde
bulunan somatik hiicrelerin yeniden proglandirmasiyle, pluripotent hicreler elde
ettiler. 2006°da gelistirilen ve 2012 Nobel Tip Odiili'nii alan “yeniden
programlama” yontemi ile embriyonik kok hiicrelere benzeyen hiicreler yetiskin
somatik hiicrelerden 'indiiklenebilir' ve bdylelikle uyarilmis pluripotent Kok
hlcreler Uretilir. (Takahashi and Yamanaka 2006).

Somatik hicrelerin UPKH’ye yeniden programlanmasi ilk olarak fare
modelinde 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka tarafindan gelistirilmistir
(Takahashi and Yamanaka 2006). Arastimacilar retroviral transfeksiyon yontemile
embriyonik kok htcrelerin gen ifade 6runtisini dizenleyen Oct4, Sox2, KlIf4 ve
c-Myc (OSKM) adli dort yazilim faktorii fibroblast hiicrelerinde yiiksek miktarda
ifade edilmistir (Sekil 2.5). Bu dort faktorin ifadesi ile insan somatik hicreleri de
yeniden programlama yontemi ile uPKH’lere doniistiiriilmesi miimkiin olmustur
(Takahashi, Tanabe et al. 2007, Yu, Vodyanik et al. 2007, Park, Zhao et al. 2008).
UPKH’ler gen ifadesi, morfoloji ve islevsel agidan embriyonik kok hiicrelerine ¢cok
benzemektedirler (Robinton and Daley 2012). Bu hirelerin pluripotent 6zellik
sayesinde organizmada bulunan ¢ germ tabakasindan kdken alan tim hicrelere
farklagsma 6zellikleri vardir (Kim, Kim et al. 2009, Wilson and Wu 2015).

UPKH’ler gen ifadesi, morfoloji ve islevsel agidan embriyonik kok
hlcrelerine ¢cok benzemektedir. Ancak embriyonik kok hicrelerinin aksine bu
hlcrelerin Gretilmelerinde embriyonun yok edilmesinden kaynaklanan etik sorunlar
yoktur. Buna ilaveten yeniden programlama sayesinde yetiskin bireylerin
hlcrelerinden de pluripotent kék hucreler Uretilebilirler; bu dzellikleri sayesinde de
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bircok genetik hastaliga 6zgiin kok hiicre iiretilmesi ve hastaliklarin laboratuvar
ortaminda modellenmesi miimkiin olmustur (Onder and Daley 2012, Robinton and
Daley 2012).

Virisler Viral olmayan Kig¢uk molekiiller Proteinler miRNA
Sistemler
AL — -~ ~
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Sekil 2.5. Yeniden programlama yéntemi: Somatik hiicrelerinden OSKM faktorler ifadesi ve
yeniden programlama yontemi ile uPKH hiicreleri elde edilmistir.Bu hiicreler ilag
modelleme ve hiicresel tedavide kullanilmaktadir.

http://www.biyologlar.com/kok-hucrelere-bakistanimlar-kavramlar-ve-iniflandirmalar

UPKH’lerin olusturulmasinda farkli kaynaklar hucre elde edilmektedir.
Biigiine kadar insan iizerinde yapilan arastirmalarinda: fibroblast hiicreleri, noral
kok hiicre, yag doku hiicresi, kordon kan hiicreleri, mezenkimal kok hiicreler,
periferik kan hicreleri, epitel hicreleri, kan hicreleri gibi bir gok kaynaktan uPKH
elde edilmistir (Gonzalez, Boué et al. 2011, Liang and Zhang 2013). insan somatik
hiicrelerin yeniden programlamasinda dort yazilim (Oct3/4, Sox2, K1f4 ve c-Myc)
faktorin ifadesi ile uPKH’ler elde edilir. OSKM transkripsiyon faktorleri hiicrenin

pluripotent 6zelligini saglayan faktorlerdir.


http://www.biyologlar.com/kok-hucrelere-bakistanimlar-kavramlar-ve-iniflandirmalar
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2.4.2.3.1. Sox2

Sox2 geni SYR (Kromozomu Uzerindeki cinsiyeti belirleyen bélge) (Yuan,
Kadara et al. 2010) ile bagli olan pluripotentligi saglayan en 6nemli transkripsiyon
faktorlerden biri olarak tanimlanmaktadir. Hiicrelerde kendini yenilenme (self-
renewal), pluripotent (Kashyap, Rezende et al. 2009) ve EKH 6zelligini (Erken
doneminde olan embriyolar, germ hicrelerinde ve epiblast hiicrelerinin ifadesi)
(Yako, Kato et al. 2013) icin gereklidir. Sox2 gelismekte olan merkezi sinir
sisteminde (CNS) ifade edilmektedir. Bu gen noroektodermal gelisimini
destekleyerek ve aksine mezendodermal gelisimi ve noral hiicrelerine
farklilasmasini inhibe eder. Sx2 ve Oct4 (heterodimer) roleri birbirine bagli olarak

hiicrenin pluripotent 6zelliginin saglamasinda 6nemli goérevleri vardir (Rizzino
2009).

2.4.2.3.2. Oct3/4

Oct4 (octamer binding transcription factor-4) ) embriyonun i¢ hicre
kitlesinde ve trofoektoderm’de ekspress oaln transkripsiyon faktoridur. Totipotent
ve ya pluripotent hicrelerde, kendini yenilenme 6zelligi ve embriyoda bulunan
embriyo blastlarin (inner cell mass) gelismesi (Chambers, 2004) icin gerekli
transkripsiyon faktorlerden birisidir. Oct-3, Oct-4 ya da Pou5fl olarak da
tanimlanmaktadir. ¢ift zincirli DNA bolgelerinde var olan ATGCAAAT
oktamerine etkili bicimde POU domaini ile taniyarak baglanmaktadir. Bu faktorin
ekspresyon dizeyine gore hiicrede etkisi degismektedir: Oct3/4 genin diistik
ekspresyonunu sonucunda hiicreler farkli hiicre tiplerine farklilagmamasi, bu genin
ekspresyonunda artis oldugunda hiicrelerin endoderm ve mezoderm yoniinde
farklilagsmasi (Saigal and Bhargava 2011) ve oct3/4 genin ifadesi inhibe edildigi
taktirde hcreler pluripotent 6zelliklerini kaybedip ve farkli hicre tiplerine
farklilagsmasi saglanmaktadir (Tai, Chang et al. 2005, Amabile and Meissner 2009).

2.4.2.3.3. c-Myc

Emberyonik kok hiicrelerin pluripotent veya kendini yenilenme 6zelligini
saglayan gerekli faktordur (Yu, Vodyanik et al. 2007). Ortamda bulunan gerekli
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faktorlerin (uygun biylme faktorleri) ekspresyonuna bagli olarak hiicrelerin
cogalmasinda (proliferasyon) ve aksine gerekli biiyiime faktorler yoklugunda hiicre
6lumune (apoptoz) (Richter, Weiss et al. 2001) neden olur. Tumérlerde ylksek
aktivasyona gosteren onkogen olarak tanimlanir. Ayrica kok hiicre biyolojisinde,
kanser hiicreler biyolojisinde 6nemli r61 almaktadir (Kim, Kim et al. 2009).

2.4.2.3.4. KIf4

KIf4 farkli dokularda (6rnegi bagirsakta bulunan Epitel, bobrek ve fibroblast
hiicreleri) bulunan transkripsiyon faktor olarak tanimlanmaktadir. KIf4 pluripotensi
geni olarak EKH’lerin kendini yenilenme ve hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe eden ve
farklasmasinda gerekli faktordiir. KIf4 ifadesi dogum sonrasi ve akciger
gelismesinde ve fibroblast hiicreler oonemlidir. Bu gen NKH’lerde ekspress edilir.
Yeni dogan ve eriskenlerde yenilenme (rejenasyonu), noéronlarin radyal
migrasyonunda roli vardir. KIf4’Un ylksek ekspresyonunda hicre farklagsmasi ve
bélinmesini inhibe eder (Takahashi, Tanabe et al. 2007, Ohnuki, Takahashi et al.
2009).

2.4.2.3.5. Nanog ve Lin-28

Nanog homeobox transkripsiyon faktori olarak, ilk fare embriyo gelisiminde
blastositin (morulan) i¢ hicre kitlesinden elde edilmistir. Nanog embryonik kok
hlcrelerin yenilenmesi (self-renewal), pluripotent 6zelliginin devam etmesinde,
embryonik kok hiicre ve germ hicre tumorlerinde eksprese olan, endoderme
farklilasmasinin engellemesinde (Chambers, Colby et al. 2003) ve uPKH’lerin
yeniden programlamasini saglayan 6nemli faktorlerden biridir (Marti, Mulero et al.
2013). Nanog pluripotenside rélii olan diger genlerin (Oct-4 ve Sox-2) kontroliini
yapmaktadir. Nanog eksikliginde EKH’lerin kendini yenilenme o6zelligini
kaybederek, embriyonik hiicre soylarina (embryonic cell lineages) farklasirlar. Lin-
28 emberyonun erken evresinde ekspress edilen (EKH markeri) transkripsiyon
faktoridir (Shamblott, Axelman et al. 1998, Chambers, Colby et al. 2003).
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2.4.2.4. Elektroporasyon

Uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH) elde edilmesinde, “Yamanaka
Yontemi”, yani yeniden programlama isleminin uygulanmasi igin, OSKM genlerin
iki farkli gen aktarim metod ile (genoma entegre olan ve genoma entegre olmayan
(Integration-free) (Zhou and Zeng 2013) hiicreye aktrilmasi yapilmaktadir (OKita,
Matsumura et al. 2011). Genoma integre olan yontemler ile olusan uPKH’lerin
transgenik olmasi ve tiimor olusma riskinin (Okita, Ichisaka et al. 2007) yuksek
oranda oldugu nedeniyle pek ¢ok tercih edilmemektedir. Genoma entegre olmayan,
ve viral vektori kullanmadan uPKH’lerin elde edilmesinde tanimlayan
yontemlerden “Elektroporasyon “dur (Yu, Hu et al. 2009, Okita, Matsumura et al.
2011) (Sekil 2.6). Bu yontem ile elde edilen uPKH’lerin verimli olmasi hem de
olusan UPKH hatlarmin biiyiik ¢ogunlugunun transgenik olmamasi ve
transplantasyon tedavilerinde ve rejeneratif tipta kullanabilmesidir (Zhou and Zeng
2013).

Transfection

, N }\ Electroporation

Feeder-free expansion

Early iPSC

Integration / episomal
free iPSC

Sekil 2.6. Genoma entegre omayan metodi ile insan uPKH olusturulma modellenmesi.

http://culturedmeatfoundation.org/en/ips-cells/
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Elektroporasyon yonteminde hiicrelere belirli voltaj araliklarinda elektrik
pulslar1 uygulanir. Hiicre zarina ve yeniden programlamaya uygun olan DNA’larin
gecebilecegi boyutlarda gecici por’lar olusturulur ve DNA’larin hiicre igine integre
etmesi saglanir (Nakagawa, Taniguchi et al. 2014). Bu yontem’de her hiicre tiirtine
gore Dbelirli kosullar uygulanir ve gerkli optimizasyonlar gerekiyor.
Elektroporasyonu onemli olan bazi1 faktorler elektroporasyon tamponu, DNA
muiktar, elektrik akim giicii (plus), elektrik akim siiresi, DNA miktar1 gibi
tanimlanmaktadir (Yu, Hu et al. 2009).

2.4.3. Noral kok hucre

On yil oncesine kadar sinir sisteminde kendini yenilenme 6zelligine sahip
olan hiicrelerinin varligina dair bir fikir yoktur. 1928 yilinda arastirmacilar
tarafindadn CNS hiicrelerinde rejenerasyon 6zelligin olmadigi agiklandi1 (Hess and
Borlongan 2008). Ama 1990’yillarinda yapilan arastimalar sonucunda NKH’lerin
insan beyninde var oldugu rapor edildi (Chu-LaGraff and Doe 1993, Breunig,
Haydar et al. 2011). Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda yetiskin insan
hipokampusunda da yeni néronlarin varligi rapor edildi. Yapilan arastirmalara gore
embriyo rat beyinde kortek, hipokampus, serebellumun, omurilik bélgesinden ve
eriskinlerde hipokampiis, omurilikte ve subventrikller bolgede izole edilmistir.
NKH’ler embriyo halindeki ve santral sinir sisteminin gelisim sirasinda gorev
almakta olup, eriskin insan beyninde sinirli sayida ve subventrikiiler bolge (SVZ)
(olfaktori blub bdlge) (Lledo, Saghatelyan et al. 2004) ve Subgranular bélge
(Hipokampiisiin girus bolgesinin bir kismi) gibi rejeneratif kapasiteye sahip belirli
bolgelerde bulunmaktadir (Sekil 2.7) (Conti and Cattaneo 2010).
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Sekil 2.7. Eriskin insan ve Rat beyindeki norogenez sadece subventrikiiler ve hipokampiis
bolgelerde bulunmaktadir (Crews and Nixon 2003).

Noronal kok hucrelerinde bulunmasi gereken bazi 6zellikler: NKH’ler
NKH’ler santral sinir sisteminde bulunur. Uzun sireli kendine yenilenme
(benzerini yaparak ¢ogalabilme) (Shi, Sun et al. 2008) multipotent (Temple 2001)
hicre tipidir. NKH’ler sinir sisteminin en ilker (primordial) ve az sayida bulunan
farklasmamus hiicreleridir. (Parker, Anderson et al. 2005) (Gage 2000). Yiksek ve
kuvetli migrasyon sayesinde kaybolan ve hasar géren hcrelerin yerine konarak
ayni Ozellikte ve potansiyelde olan yeni hicreler uUretebiliyorlar (Johansson,
Momma et al. 1999, Ladran, Tran et al. 2013). Ayrica NKH’ler prolifersayon
yaparak CNS’den olusan alt tip hiicrelerine yani noron, astrosit ve
oligodendrositlere farklasabilme potansiyeline sahipler (Sekil 2.8) (Parati, Pozzi et
al. 2004). Bu hucreler seri olarak transplante edilebilir olmalidir(Rossi and Cattaneo
2002).

Bu hiicreler CNS’den olusan hicrelere yani no6ron, astrosit ve
oligodendrositlere doniisebilme o6zellikleri vardir (Kuhn and Svendsen 1999,
Temple 2001, Iwanami, Kaneko et al. 2005). Bu hiicrelerin kesfi sinir sistemi ile
ilgili hastaliklarin tedavisinde 6nemli etkisi olmustur. Noral progenitor hucreleri
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hayvan beynine transplante ederek fonksiyonel hiicrelere farklilagsmasi
gosterilmistir. 2001 yillarinda Johns Hopkins Universitesi’nde bu yontem ile
yapilan arastirmalar sonugunda sinir sistemi hasar goren ve felgi farelerin ¢cogu
tyilestirilebilmislerdir. Bu hiicreler, norodejeneratif hastaliklarinda, Alzheimer ve
Parkinson, Periferik Sinir Yaralanmasi, Amyotrofik lateral skleroz (ALS),
Omurilik yaralanmasi (Spinal Cord), Multiple skleroz, Travmatik beyin hasari,
retinal hastaliklari, serebral fel¢ler ¢ok c¢esitli norolojik hastalik ve yaralanmalari
tedavi etme potansiyeline sahiptir.

Laboratuvar ortaminda kok hiicrelerden, sinir sistem hiicreleri elde
edilebilmektedir (Oppenheimer, Gelb et al. 1992). No6rol kok hicreler (NKH)
memeli canlilarda (Weiss, Reynolds et al. 1996) merkezi sinir sistemlerinde (CNS)
var olan ndron ve noroglial hiicreleri, farksiz ve ayni progenitor néronal kok
hiicrelerinden kdken almaktadir. Hiicresel tedavi icin NKH progenitor hiicreleri: kil
kil folikiilii, amniyotik plasenta sivisi, Insan fetiisii, deri hiicreleri, yag dokusu,
olfactory ensheathing hiicreleri, makrofag, schwann hiicreleri, kemik iligi ve
kordon kan alternatif kaynaklaridan elde edilebilmektedir. NKH’lerin kaynagi
olarak Kemik iligi hiicreleri, multipotent ve mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak
farkli hiicre tiplerine farklilasma yetenekleri var. Yapilan aastirmalarda, kemik
iliginden elde edilen kdk myelin olusturan hiicrelere farklasabilmektedirler ve
hayvan modellerinde in vitro olarak noron, oligodendrosit ve astrositleri
olusturabildikleri rapor edilmistir. NKH’lerin diger alternatif kaynagi, gobek
kordon kani. Bu hiicreler pluripotent, kolay ¢ogalan kok hiicre / progenitor hiicreleri
olarak, farklilasma potansiyelleri diger hiicre tiplerine gore daha yuksektir.
Hematopoetik hicrelerden edilen kék hicreler, hematopoetik hiicre, epitelial,
endotelial kikirdak, kas, deri ve noral dokulara gibi hiicrelere farklasarak spinal

kord hasarlarinda kullanilan en zengin kaynak olarak tanimlanmaktadir.
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Sekil 2.8. Noral kok hiicrelerin g hticre tipi olan Noron, Astrosit ve Oligodendrisitlere farklilagsma

yolagi.

https://www.rndsystems.com/pathways/neural-stem-cell-differentiation-pathways-

lineage-specific-markers

2.4.3.1. NOral kok hiicre’lerde kendini yenilenme ve farklhilagsmayi

duzenleyen faktorler

Noral Kok hiicreler merkezi sinir sisteminde bulunan ve uzun siireli kendine
yenilenme ve CNS’de bulunan her U¢ hicre turine (No6ron, Astrosit ve
Oligodendrosit) de farklilasma potansiyeline sahip hucrelerdir. NKH’ler kendini
yenilenme 6zelligini embriyo halinde ve CNS gelisim sirasinda asimetrik boltinerek


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/akt%20yola%C4%9F%C4%B1%20inhibit%C3%B6rleri
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/akt%20yola%C4%9F%C4%B1%20inhibit%C3%B6rleri
https://www.rndsystems.com/pathways/neural-stem-cell-differentiation-pathways-lineage-specific-markers
https://www.rndsystems.com/pathways/neural-stem-cell-differentiation-pathways-lineage-specific-markers
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bir yandan progenitor hiicreye farklasacak hiicreyi olusturur ve 6te yandan kendini
yenilenme 6zelligi sahip hiicreler lireterek kendi yedegini aliyor. Aragtirmalara gore
eriskin beyninde simetrik hiicre boliinmesi gergeklesiyor. NKH’ler néral énci
hiicrelere farklilagarak beyinde olusan doku ve hiicre restorasyonunu kontrol ederek
Ote yandan simetrik bolinme sayesinde yeni NKH’lar olusturarak, NKH’lerin
sayisin1 kontrol altina alirlar. Norak kok hicrelerde kendini yenilenme veya
farklilasma sirasinda bazi igsel ve dissal faktorler dnemlidir; (transkripsiyon
faktorler, non-koding RNA, hiicredis1 matriks proteinler, sitokinler, buyime

faktorleri) tarafindan diizenleniyor.

2.4.3.2. Noral kok hiicre marker ve transkripsiyon faktorleri

NKH’lerde bazi transkripsiyon faktorler, kendini yenileme veya dizi (lineage)
degistirmesi veya farklilasmasini kontrol ve regiile eder (Bertrand, Castro et al.
2002, Ming and Song 2011). Repressor element-1 silencing transkripsiyon faktor(
(REST), ATF5, Sox genleri, Pax genleri, orphan nikleer reseptor Tailess (TLX) ve
prondral transkripsiyon faktorleri gibi, noral kék hicrelerin kendini yenilenme
ozelligini ve farklilasmamasini saglayan faktorler olark tanimlanmaktadir (Graham,
Khudyakov et al. 2003). Ote yandan norogeninl (Ngnl), memeli achaete-scute
homologul (Mashl) ve Pax gen NKH’larin hangi yonde farklilagsmalarini
belirleyen transfeksiyon faktorler olarak tanimlanmaktadir (Kageyama, Ohtsuka et
al. 2005). Noral kok hiicrelerin gelisim sirasinda (embriyonik ve yetiskin beyinde)
tanimlanabilmeleri i¢in ifade edilen belirte¢lerin roli 6nemlidir. Noral kok
hicrelerde en yaygin belirtecleri olan CD133, Nestin, ara filaman molekul,
Musashi, RNA baglanma proteini (RNA binding protein), Pax6 ve Sox2 (2.4.2.3.1
bolimiinde) eksprese olduklar1 gosterilmistir.

2.4.3.2.1. Nestin

Nestin (neuroectodermal stem cell marker) ilk olarak 1985 yilinda
aragtirmacilar (Hockfield and McKay 1985, Lendahl, Zimmerman et al. 1990)
tarafindan fare beyninde ndral tiipte olan noro epitelial hiicrelerde ifadesi rapor
edilmis ve progenitor kok hiicre belirteci olarak tanimlanmistir. Nestin tip 1V ara
(intermediate) flaman proteinidir (Frederiksen, Jat et al. 1988). Noral progenitor
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kok hiucre markeri olarak ¢ogunlukla noron hiicrelerinde eksprese edilir. Hucresel
yapi1 regiilasyonunda rélii vardir. Nestin ifadesi hem merkezi sinir sistem (CNS)
gelisiminde hem de periferik sinir sisteminde (PNS) rapor edilmistir (Lendahl,
Zimmerman et al. 1990, Kumar, Bari et al. 2013). Nestin hiicre migrasyonunda ve
ndron-glial-NKH farklilasmasinda énemli roll vardir.

Nestin ekspresyonu en ¢cok embriyo ve fetal dokularda gelisme dénemlerinde
birgok hiicre tarafindan (proliferasyona yapan progenitor ve kok hiicrelerde) ifade
olup ve yetiskinlerde subgraniler bolge de bazi hiicrelerde; kordon kani, karaciger
kok hiicreleri néronal progenitor ve radial glial, kas, kil folikiil, damar endotelinde
ve farklilasmamis hiicrelerde saptanmistir (Wiese, Rolletschek et al. 2004).
Farklilagsma ile beraber nestin ekspresyonu azalir (down regulasyon) ve yerini

spesifik intermediate filaman proteinler alir.

Ayrica Nestin bazi patolojik ve doku ve hiicresel hasarlarinda, nérodejeneratif
hastaliklarda, beyin tiimorlerinde, cilti pankras, meme, prostat gibi timorlerde de
ifadesi rapor edilmistir. Nestin noral kok hiicrelerin 6nemli bir markeri olmasina
ragmen, yanisira gliom, melanom, prostat kanseri, gastrointestinal stromal
timorler, angiosarcoma, tiroid tumort, meme kanseri ve agresif ve metastaza
ugrayan tlimorler gibi pozetifligi rapor edilmistir (Yang, Wu et al. 2007).

2.4.3.2.2. PAX6

PAX6 (Paired box protein Pax-6) veya Aniridia tip Il protein (AN2),
homeodomain (HD) iceren transkripsiyon faktorl olarak tanimlanmaktadir. PAX
genlerinin kodladiklar1 transkripsiyon faktorleri fetal gelisim sirasinda eksprese
edilir. PAX6 organ olusturulmasinda, embriyonik gelisme sirasinda, dogum sonrasi
organ gorev ve islev korunmasinda 6nemli r6li vardir. Memelilerde PAX6 ifadesi
pankras, bagirsak, hipofiz de gézlenmistir. Pax6 beyinde, ventral bolgede (Spinal
Cord) ifade edilir ve ventral néronlarin olusumunda gereklidir. Pax6, NKH markeri
olarak ve hayvan modellerinde noral progenitér hiicre hangi yonde farklanmasini
belirleyen transfeksiyon faktori olarak tanimlanmaktadir (Gehring and lkeo 1999).
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2.4.3.2.3. CD133

CD133 antijeni, insanlarda PROMI1 gen tarafindan kodlanan glikoprotein
olarak tanimlanmaktadir. Ik kez 1997’de l6semili hastalardan izolasyonu
yapilmigtir. Aragtirmacilar tarafindan solid tiimorler iizerinde ¢alisarak, beyin
timorlerinde hiicre yiizey antijeni CD133’i tanimlanmasi rapor edilmistir (Singh,
Hawkins et al. 2004). CDI133 bes transmembrandan olusan hiicre yiizey
glikoproteindir. Olgunlasmamis hematopoetik ve progenitdr hiicrelerde eksprese
edilir (Uchida, Buck et al. 2000). CD133 hematopoetik kdk hicre belirteci olarak
diistiniilse de en yayigin olarak normal beyin veya timor dokuda, néral 6nc
hiicrelerin tanimlanmasi ve izolasyonunda isaret¢i olarak kullanilir (Sun, Kong et
al. 2009). Yuan ve arkadaslar1 hastalardan CD133+ hiicreleri izole ederek ve serial
transplantasyon sonrasinda bu hiicreler klonal ndrosfer (Clonal neurospheres) ve
yeni timor taneleri meydana getirmisler Giiniimiizde artik CD133 ekspresyonunun
beyin tiimérlerinde 6nemli bir prognostik faktdr oldugu pek c¢ok calisma ile
ispatlanmustir (Yuan, Curtin et al. 2004, Li, Du et al. 2005).

2.4.3.2.4. RNA-baglayici protein Musashi-1

Musashi-1 (MSI1) sinir sisteminde ifade olan ve RNA-baglayic1 protein
olarak tamimlanmaktadir. Kok hiicrelerde kendini yenilenme ve farklilagmayi
kontrol eden proteindir. Noral kok hicrelerde, néral 6ncu hicrelere (neural
precursor cells) gore daha yiiksek miktarda ifade edilmektedir (Okano, Imai et al.
2002). Musashi-1 noral progenitor hiicrelerde yiiksek miktarda ifade olan ve normal
beyin gelisiminde gereklidir (Chavali, Stojic et al. 2017).
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2.4.3.3. Norak kok hiicrelerin gelisim ve ¢cogalmasin etkileyen faktorler

Epidermal buyime faktoéri (EGF) ve ana fibroblast biylime faktori (bFGF)
transmembran bir protein olarak reseptor tirozin kinazlarin (RTK) aile tyeleridir.
Transmembran reseptor tirozin kinazlara baglanarak sitoplazmada etki gosterirler.
Bu biylme faktorleri hicrede (Noral kok hucrelerde) kendini yenilenme,
proliferasyon, farklilasma, migrasyon, embriyo gelisiminde ve matriks sentezleme
gibi bir¢ok hiicresel aktivitede 6nemli rolleri vardir (Conti, Pollard et al. 2005).

Epidermal Buytume Faktori (EGF) embriyonun gelisim sirasinda uyarici

sinyal gorevini gergeklestirir ve noral kdk hicrelerin proliferasyon ve hasarli
bélgeye migrasyonunda onemli faktorlerden birisi olarak tanimlanmaktadir.
Faktoriin ortamdan uzaklastirdiginda, proliferasyonun yavasladigina ve hiicre
6lumune yol acar (Pollard, Conti et al. 2006). Kiiltiir ortamlarinda supplementary
olarak kullanilan EGF ve FGF-2 kombinasyonu, NKH’larin norosfer olarak
biiyiimesi saglanir (Gritti, Frélichsthal-Schoeller et al. 1999, Reynolds and Rietze
2005).

Fibroblast Buyiume Faktéri (FGF) embriyo gelisim sirasinda uyarici sinyal

olarak hiicrelerde proliferasyonu sitimiile eder ve kok hiicrelerde farklilagsmay1
inhibe eden faktorlerden birisidir. Noral kok hiicrelerin farklilasmadan biiyiimesini
saglayan Onemli faktorlerden birisidir. Ayrica NKH biyime ortamlarinda
supplementary olarak sadece FGF oldugunda, proliferasyonun azaldigi ve glial
progenitor’e farklilasmasi goziikmektedir (Conti, Pollard et al. 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda uygulandigi yontemler amaglara gore asagida
belirtilmistir: Calisma {i¢c ana amagtan olusmaktadir: Ilk olarak, saglikli bireylerden
(BJ fibroblast hicresi), MNG ve GBM hastalarindan fibroblast hiicreleri elde
edilmesi ve karakterizasyonu, ikinci asama, hedefe yonelik farklilastirma
kullanarak fibroblast hiicrelerini Yamanaka yontemiyle uyarilmis pluripotent kok
hlcrelere (UPKH) doniistiiriilmesi ve olusturulan uPKH dizileri daha sonra in vitro
ve in vivo olarak karakterizasyonu ve son asamada hedefe yonelik farklilastirma
kullanarak uPKH’lerden NKH elde edilmesi ve bu hucrelerin (upNKH’lerin) in

vitro kosullarda karakterizasyonu amaglanmaktaydi.

3.1. Fibroblast Hiicre izolasyon, Kiiltiir Ve Karakterizasyonu

3.1.1. MNG, GBM hastalarindan ve saghkl bireylerden fibroblast hiicre
olusturulmasi

Saglikli bireylerden (BJ fibroblast hiicresi), MNG ve GBM hastalarindan
fibroblast kiiltiirii elde edilmesi konusunda etik kurul onay1 alindi. Buna gore, yeni
olusan tiimor tanist ile ameliyat edilecek olan hastalardan cerrahi miidahale
sirasinda 2mm 2’lik bir cilt biyopsisi alindi ve hemen ardindan fibroblast D10
iceren hiicre kultlrine, (Tablo 3.1) konuldu ve laboratuvara ulagim sirasinda buz
tizerinde sakland.

Daha sonra biyopsiler 10 ml'lik DPBS (kalsiyum ve magnezyum igermeyen)
ile iki kez yikandi. Biyopsiler steril forseps kullanarak 10cm Petriye aktarildi ve
steril jilet kullanarak 0,5-1 mm pargalar haline ayrildi. Biyopsiler D10 besiyerinde
yani 10% Fetal Bovine Serum (FBS) ,1% penisillin/streptomisin (PS) iceren
Dulbecco's Modified Eagle's Medium’da (DMEM), 37°C'de %5 CO2'lik bir
inkiibatorde li¢ giin boyunca biiylimeye birakildi. Bu siiregten sonra hiicrelerin
biylmesini kontrol ederek besiyeri, 10 ml yeni D10 besiyeriyle degistirildi.
Hiicreler biliyiime icin her giin kontrol edildi. Besiyeri degistirildi ve fibroblast
biylmesi gdzlemlendi. Cilt biyopsiden fibroblast kiiltiir olusmasi1 3-4 hafta surdi
(Sekil 3.1).
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Tablo 3-1. D10 besiyerinin igerigi.

Bilesenin OJ an 5%2:2:(5:” ML
(%) | miktar (miy | Kat-No.
. Gibco
DMEM (1x, Basic), (Ca,Mg free) (+Pyruvate) .
“Dulbecco's Modified Eagle Medium” 89 110 Invitrogen,
41966029
Sigma
FBS (Fetal sigir serumu) 10 11 Aldrich,
15070063
Gibco
Penisilin-Streptomisin (5,000/ml) 1 11 Invitrogen,
10378-016
Menengioma

Skull

Fibroblast Izolasyonu

1

Fibroblast Elde Edilmesi

Sekil 3.1. MNG hastalarindan ve saglikli bireylerden fibroblast hiicre olusturulmasi.
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Hiicreler, Konfluen hale geldiginde (hiicre kiltlr petrinin yuzeyini 90%
kaplamis oldugunda) tlizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi, hiicreler
DPBS ile bir kez yikandi. Hiicrelerin kiiltiir kaplarindan ayrilmalari i¢in, 0,05%
tripsin ile muamele edildi ve 3-5 dakika 37 °C’de inklbe edildi. Tripsinin
aktivasyonunu durdurmak icin FBS iceren besiyeri eklendi ve daha sonar hucreler
15ml’lik tiipler igerisine toplandi ve 1.500 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Hicreler
cokeltisinin Gzerindeki besiyerinden uzaklastirildi ve 15 ml (1:3) D10 besiyeri ile
tekrar hicre slispansiyon haline getirilip, 10cm hiicre tabaklarina konuldu. Olusan
fibroblast dizileri ¢ogaltiktan sonra bir sonraki asamaya kadar hazirladigimiz D10
dondurma besiyeri, 0,22 um DMSO-glvenli filtreden gecirdikten sonra (Tablo 3.2)
stvi nitrojen tankinda saklandi. Hiicreler PBS ile yikandi. % 0,05 tripsin
kullanilarak 3-5 dakika 37°C inkUbe edildikten sonra kaldirilip 1.500 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Hiicreler ¢cokeltisinin lizerindeki besiyerinden uzaklastirildi
ve 2 ml D10 dondurma besiyeri ile stispansiyon haline getirilip, hiicre dondurma
tdpleri (cryovial) igerisinde 1ml sekilde aktarilarak, hlcreler —80°C’de bir gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin sivi azot tankinda saklandi. Hicreler
asagidaki adimlarla ihtiya¢ duyuldugunda ¢6ziildii. Hiicreler sivi azot tankindan
cikarilir ¢ikarilmaz 37 ° C'lik su banyosunda hafifce calkalayarak ¢oziildii. 1 ml
D10 besiyeri cryovial icine eklendi. Hiicreler tamamen eritildi, 15 mL’lik santrifuj
tiptine aktarildi ve Uzerine 5 ml D10 besiyeri eklendi. 1500 rpm'de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra, siipernatan uzaklastirildi. Hiicre pelleti {izerine 5Sml yeni
D10 besiyeri eklenir ve hiicreler iyice siispande edilir ve 10cm hiicre tabaklarina

konuldu. Ertesi giin mikroskop altinda hiicre canliligi incelenir ve besiyeri

degistirildi.
Tablo 3-2. D10 dondurma besiyerinin igerigi.
10 ml i¢in gereken miktar
Bilesenin Oran (%)

(ml)

D10 besiyeri 40 4

FBS 50 5

DMSO 10 1
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3.2. Destek Hiicre Amach MEF Hiicre izolasyonu

Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreleri (UPKH) ve Insan embriyonik kok
hicreleri (hESC) destek sistemlerin (feeder layer) yoklugunda farkli hiicre tiplerine
farklilagsmasi saglanir UPKH’larin biyumesini destekleyen ve farklagmalarini
engelleyen hiicreler yani mitotik olarak inaktive edilmis fare embriyonik fibroblast
hicreleri (MEF) kullanildi. MEF hiicreleri yeniden programlamanin ikinci

haftasindan itibaren kullanildi.

3.2.1. 0,1% Gelatin ile plate’leri gelatinleme

UPKH’larin kiiltiirii i¢in kiltdrdn 6nce, hicre kaltlr petrileri %0,1°lik jelatin
ile kaplanmalidir. Bu petriler daha sonra mito-MEF hiicrelerin ekimi i¢in kullanilir.

0,1% Jelatin Soliisyon Hazirlanma asamalar1 asagida belirtildigi gibidir;

1. 0,5 gram Gelatin tozu (Gelatin from porcine skin, Type A, Sigma) 500 ml
distile suda (dH20) ¢oziildi ve steril edilmesi otoklavlama ile yapildi.

2. %0,1’lik jelatin sollsyonu, belirtilen kiltir ortami miktarlarina ve deneye
gore hiicre kiiltiir kaplarina yerlestirildi yani 6-kuyucuklu petri kaplarin her
bir kuyucuguna 1,5 ml gelatin konuldu. Konulan gelatilin biitiin kuyucugu
kaplamasi i¢in plate sallandi.

3. Hicre kaltar petrilerine konulan %0,1’lik jelatin solisyonu en az 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi ve daha sonras1 mito-MEF hiicre ekimi yapildi.

4. Bu siire sonras1 kullanmayan petrileriler parafilm ile kapatildi ve +4°C’de
sakland1. Hazirladigimiz jelatin’ler 4 hafta icerisinde kullanmaliyiz ve bu
siire sonrasi atilmalidir. Kullanilacak olan kuyucuklarin gelatin aspire
edilerek alindi ve ¢ok kurumadan Uzerine istenilen miktarda besiyeri
eklendi.
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3.2.2. MEF izolasyonu
Fare embriyonik fibroblast izolasyon agamalar1 asagida belirtildigi gibidir;

1. Fibroblast izolasyonuna baglamadan dnce, 10 cm? petri kaplar1 % 0,1 jelatin
(Sigma, G1890) ile kapland1 ve 10-20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

2. % 70 etanol ile seyreltildi ve DPBS (Ca? * ve Mg? * icermeyen) iceren bir
falcon tiipiine yerlestirildi.

3. Fare fetuslar1 13 gunlik (13 d.p.c) gebe fareler dissekiye edilir. Dissekiye
edilen fareye ait tum fetuslar %70’lik etanol ile muamele edildi. 50 mI’lik
DPBS (Gibco 14190-169) iceriren tlpler icerisine konuldu ve steril kabin
igerisine alind1 ve aseptik kosullar altinda gergeklestirildi.

4. Embriyolar, PBS iceren hicre Kkiltir Petri kaplarina yerlestirildi.
Embriyolarin plasentasindan ve cevresindeki membranlar uzaklastirildi.
(Sekil 3.2)

5. I¢ organlarin oldugu kisim yani kirmizi organlar ve bas kismi forseps
yardimu ile diger viicut kisimlarindan uzaklastirildi ve yeni DPBS igeren
hiicre kiiltiir petrilerine aktarildi ve yikandi.

6. Kalan diger kisimlar steril jilet kullanarak kiglk parcalar (0,5-1 mm) haline
ayrildi. Dokular iizerine, 1 embriyo i¢in yaklasik 1 ml Tripsin / EDTA (%
0,05) (Gibco 25300-096) ilave edildi.

7. Doku / tripsin karigimi Falcon tiipler igine toplandi ve 15 dakika 37 °C’de
inkibe edildi. Her 5 dakika sonras1 hafifge pipetaj yaparak karistirildi.

8. Inkiibasyon sonras1 soliisyonu 50 ml’lik tiiplerr alarak (izerine, tripsini
inaktivasyonu i¢in esit hacimde MEF besiyeri (Tablo 3.3) eklendi ve
hlcreler daha sonra 1500 rpm'de 5 dakika inkibe edildi.

9. Yaklasik olarak, her 2 embriyo, MEF besiyeri igeren 10 cm? hiicre kiltir
Petrilerde Kkilttr edildi. Slpernatan uzaklastirildi ve ¢okelti halindeki
hlcrelere MEF kultlr besiyeri igerisinde karistirildi.

10. Daha evel hiicre kiiltiit kaplarina eklenen jelatinin uzaklastirildi. MEF ve
besiyeri karisimi gelatin iizerine ekildi ve tabak tabanina tutunmalar1 i¢in ve
konfluent olana kadar 37°C’de ve %5 CO, igeren inkiibatorde 24 saat
inkiibasyona birakildi. Her iki giinde bir kiiltiir ortam1 degistirildi.
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Tablo 3-3. MEF Besiyeri icerigi.

DMEM (Gibco 41966-052)

10% (v/v) FCS

1/100 (v/v) L-glutamine (11140-050)

1/100 (v/v) pen/strep (Gibco 15140-122)

Reichert's
et brani

Wiseral yolk sak -
Kan darmarlary

Arnniyon

Wizeral yvolk
zak'in
Kenarlgps

Plasenta we embryo
arazmdaki kan damarlary

=

Wizeral yvolk =ak

Kan da marlarl/

“Wizeral volk sak Cok ince olan

armnivon dizeksivon
Enda de;rga‘;-;zlr:riz ol erm zwa=inda kiala bilir

Sekil 3.2. MEF izolasyonu amagli fare fetuslar1 diseksiyonu.
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3.2.3. MEF hucre inaktivasyonu

MEF hiicrelerini inaktive etmek i¢in, 1: 4 ve 1:5 oraninda tripsin / EDTA
kullanilarak iki kez pasajlandi. Hiicreler yaklasik % 80 konfluansa ulastiginda,
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler
uzerine 10 ug / ml mitomisin-C iceren 20 ml MEF besiyeri eklenir ve %5 CO2’li
ortamda 37°C’de en az 2-3 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi, besiyeri
uzaklastirildi ve hicreler en az U¢ kere 3-4ml DPBS ile yikandi ve tripsinlendi.
Hiicre sayim1 yapildi ve istenilen oran ve sayida MEF dondurucu besiyerinde (%
40 D10,% 50 FBS ve % 10 DMSO (Sigma, D2650) donduruldu. Bu islemden sonra
MEF'ler mito-MEF olarak adlandirildi.

3.2.4. MEF hucre ¢6zme islemi

Mito-MEF hiicrelerini ¢6zme teknigi normal fibroblast hiicre ¢6zme teknigi
gibi uygulandi. Yalniz MEF hiicreleri 6nceden hazirladigimiz 0,1% gelatin ile
kaplanip hiicre kiiltiir petrilere (UPKH hicreler icin 200.000 hiicre/ 6-kuyucuk)

alindi.
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3.3.iPSC Olusturmak Icin OKSM Plazmidin (pCXLE-hUL, pCXLE-
SK, pCXLE-Oct3/4-shp53) 1insan Fibroblast Hiicrelerine
Transfeksiyonu

Bu c¢alismada, insan fibroblast dizilerinden “Yamanaka Yontemi”, yani
“Yeniden programlama” ile Uyarilmis Pluripotent K6k Hiicre (UPKH) olusturuldu.
Yeniden programlama yéntemi olarak epizomal plazmid transfeksiyonu uygulandi.
Bunun nedeni bu yontemin verimli olmas1 hem de bu yontem kullanildiginda olusan
UPKH hatlariin biiylik ¢ogunlugunun transgenik olmamasi ve transplantasyon
tedavilerinde ve rejeneratif tipta kullanabilmesidir. Yeniden programlamada gerekli
olan plazmitler yani pCXLE-SK Sox-2 ve Klf4’u, pCXLE-Oct3/4-shp53 Oct4 ve
Oct3 ve verimliligi artmakta olan shP53’yi, pCXLE-hUL ise Myc ve Lin28’i
kodlamaktadir. Ayrica verimliligi artirmak icin pPCXWB-EBNA1plazmii kullandik.
Kontrol olarak pCXLE-EGFP kullanildi. Plazmitlerin listesi asagida verilmektedir
(Tablo 3.4). Bu plazmitlerin vektor haritalar1 pCXLE-Oct3/4-shp53 (Sekil 3.3),
pCXLE-SK (Sekil 3.4), pCXLE-hUL (Sekil 3.5), pCXWB-EBNA (Sekil 3.6) ve
PCXLE-EGFP (Sekil 3.7) verilmektedir. Ayrica bu vektorler, Dog¢. Dr. Tamer
Onder (Kog Universitesi, Tip Fakiiltesi)’den temin edildi ve plazmitler StbI3™
Escherichia coli bakterilerine transformasyon yontem ile aktarildi. Daha sonra bu
plazmitler insan fibroblastlarina yani Meningiom hastadan aldigimiz MNG
fibroblastlarina ve pozetif kontrol olarak BJ hiicrelerine elektoporasyon yontemiyle
(Neon Transfection System kullanarak) transfekte edildi.

Tablo 3-4. Yeniden programlamada kullanilan Epizomal vektorler ve addgene plazmid

numaralari.

Plazmid Ad Addgene Plazmid Numara
pCXWB-EBNA1 37624
pCXLE-hOct3/4-shp53 27077
PCXLE-hSK 27078
pCXLE-hUL 27080
pCXLE-EGFP 27082
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Sekil 3.3. Kullanilan pCXLE-hOCT 3/4-shp53-F plazmidin haritas.

Sspl (12,578)
SnaBl (359)

112,324 .. 12,343) Amp-R
(12254) Seal _ |

BsiWl (1190)
Mrel (1316}

(1602 .. 1624)

P
Ch —n, PCAGGS-5
“ -T / pCAG-F (1686 .. 1705)
Rsril (1856)
-Tth1lll (1860)

PFIFI

— LM
— " ampR promoter
Bsml (1883)

11,041) pBR3220ri-F

(11,022
(10,771 .. 10,788) L4440
(10,765) BspQl - Sapl \\\
Pvull (2273}
~— FspAl (2305}

(10.699) Bami
(10,697) Bmt

(10,693) Nhel
Bell + (2560)

(10.236) Hpal __

(10,096) EcoRV

PCXLE-hSK

(9694) BsaBl —
12,693 bp
(9416) Miul ——
~ Pmil (3598)
T sphl (3905)
(8549) Nsil
sbfl (4238)
(8366) SexAl *” WPRE-R (4324 .. 4344)
(7841) BbvCl \ \ " Bglll (4946)
Bglob-pAR (4949 .. 4968)
rbglobpA-R (5066 .. S08T)
M13 Reverse (5430 .. 5446)
(5443 .. 5465)

M13/pUC Reverse

Avrll (8165}

Sekil 3.4. Kullanilan pCXLE-hSK plazmidin haritasi.
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Sekil 3.5. Kullanilan pCXLE-hUL plazmidin haritasi.
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Sekil 3.6. Kullanilan pPCXWB-EBNAL plazmidin haritasi.
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Sekil 3.7. Kullanilan pCXLE-EGFP plazmidin haritast.
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3.3.1. Plazmid transformasyon

Bu deneylerde kullanilan tim DNA vektorleri (pCXLE-hUL, pCXLE-SK,
pPCXLE-Oct3/4-shp53) midi-prep ya da maxi-prep kitleri kullanilarak gogaltimi
yapildi

3.3.1.1. Kompetan bakterilerin transformasyonu

Plazmit miktarini artirmak i¢in bakteri transformasyonu yapildi: Bunun igin
transformasyon birinci gununde, transformasyona uygun olan laboratuvar tati
StbI3™ Escherichia coli bakterileri kullanildi. Transformasyon sicak soku
yontemiyle yapildi (Mamiatis, Fritsch et al. 1985, Sambrook and Russell 2001).
Epizomal plazmitlerin ¢ogaltilmasi i¢in, StbI3™ Escherichia coli bakteri stok
tapleri, -80°C’den alind1 ve buz iistiinde bekletilirdi. Daha sonra buz iistiinde erimis
olan 25 ul komptan bakteriler iizerine 1 pl ¢ogaltmak istedigimiz plasmid DNA’dan
(pPCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-hUL, pCXWB-EBNA) eklendi ve
yavasca tiipe vurarak karistirildi ve ardindan 20 dakika buz Gstinde bekletildi.
DNA’larin bakteri hiicrelerine gegilmesi i¢in, buz iizerinden alinan karisim 45
saniye boyunca 45°C'de ayarlanmis su banyosunda inkiibe edilir. Su banyosundan
alinan bakteriler 2 dakika buz iizerine alindi. Bu agsamada bakteriler tizerine 250 pl
hazirladigimiz Lysogeny broth (LB) besiyerinde eklendi ve hiicreler 1 saat boyunca
37°C, 225 rpm calkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra bu karisimdan 150 pl alidi
ve bakterilerin, plazmidin direnglik geninin var oldugu ampisilin antibiotigi iceren
Lysogeny broth agar (Difco, 24420) besiyeri iceren kiiltiir petri kaplarina ekildi ve
ve butln petri’ye yayilacak sekilde spread edildi. Kullandigimiz epizomal
vektorleri ampisilin direng genlerine sahip olduklar i¢in 100 pg/ml ampisilin igeren
LB agar besiyerinde kiiltiire alindi. Spread isleminden sonra kurumasi i¢in oda
sicaklignda biraz bekletildi, daha sonra 37°C inciibatore ters bir sekilde gece
boyunca (overnight) 12-16 saat birakildi.

Plazmitlerin ¢ogaltilmasi i¢in kullandigimiz LB besiyerinin miktarlar1 Tablo
3.5’de verilmektedir. Kullandigimiz miktarlar tartilip ve distile suda siispansiyon
haline getirdikten sonra sterilizasyonu otoklavlama ile yapildi. Otoklav sonrasi,
55°C’de ayarlanmig su banosunda sogumasi saglandi. Laminar hava akimli kabinler
icerisinde 1:1000 (e.g. 1000 ml agar:1000 ul antibiotik) sekilde ampisilin
antibiyotik eklendi daha sonra steril 10 cm’lik Petri kaplar icerisine 15 ml gelecek
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sekilde dagitimi saglandi ve kurumaya birakildi ve ardinda 4°C buzdolabinda
saklandi. Transformasyon ikinci gilinii olarak, transforme edilmis bakteriler,
epizomal plazmitler’de ampisilin antibiyotige direncilik genin tasidiklar1 nedeniyle
besiyerinde koloniler olusturuldu. Transformasyon sonucundan elde edilen tek
koloni secildi ve epizomal DNA plasmidin kalite kontrolinu test etmek icin
miniprep yontemi kullanarak DNA plasmid izolasyonu (DNA extraction) yapildi.

Tablo 3-5. Siv1 ve Agar Lysogeny Broth (LB) besiyerlerinin hazirlanma kosullari.

Marka ili - i
Besiyeri Miktarlar Sterilizasyon islemi
Kat.no ve suresi
Lysogeny Broth agar 40 g/L Dif 1,2 atmosferik hava
ifco,
Sl basing altinda, 121
Lysogeny Broth Sivi 25 g/L °C'de, 15 dakika

3.3.1.2. Miniprep ile plazmid DNA'nin izolasyonu

Bakterilerin ¢ogaltimi igin, pipet ucu yardimiyla koloniler arasindan tek
koloni seg¢ilip ve pipet ucu Sml ampicillinli LB i¢ine konularak pipetaj yapildi.
Pipetaj sonrasi tiip 37°C’de gece boyunca (12-16 saat) 225 rpm calkalayici
inkiibatorde birakildi. Plazmid DNA (pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53, pCXLE-
hUL, pCXWB-EBNA) izolasyonu icin QIAprep Spin Miniprep Kit kullanildi ve
asagida anlatilan protokol kullanilarak plasmid izolasyonu yapilmistir: Bir gun
Oncesi shaker’de inkubasyona birakilan her bir suspansiyondan 3ml alinarak 1,5ml
eppendorf tipune konuldu. Koloni siispansiyodan 1,5 ml alind1 ve mikrosantrifj
11,000 x g hizinda 30 sn’de ayarland1 ve santriflj edildi. Daha sonra stipernatant
dokaldd, tekrar 1,5ml koloni slspansiyonu alinarak islem tekrarlandi. Hcre
cokeltisi 250 pL A1 tamponunda pipetaj yaparak siispanse haline getirildi. Karigim
tizerine 250 puLL A2 liziz tampon eklendi ve yavasga 4-5 defa karigtirarak (vorteks
ve pipetaj yapmadan) siispanse haline getirildi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Ardindan 300 pL. A3 tamponundan karisim iizerine yavasga karigtirarak
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eklendi ve 11,000 x g hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Kit icerisinde bulunan
NucleoSpin plasmid klonlar 2ml’lik tiipler lizerine alind1 ve siipernatant tek seferde
klonlara transfer edildi ve 11,000 x g hizinda 1 dakika santrifiij ederek karigimin
klon icerisinden gecilmesi saglandi. Epizomal DNA’lar kolonda bulunan
membrana baglandiktan sonra Kit icerisinde bulunan ve &nceden 50°C’de
1sittigimiz AW tampon (500 pL) ile 11,000 x g hizinda 1 dakika santrifiij ederek
yikandi. Kolonlar tekrar yikama tamponu (600 pL. A4 tampunu ve etanol karisimi)
ile 11,000 x g hizinda 1 dakika santrifiij ederek yikandi. Kolonda bulunan filtre’nin
kurumasi i¢in 11,000 x g hizinda 2 dakika santrifiij edildi. Bu asamada toplama
tiipti atild1 ve kolon 1,5ml’lik mikrosantrifijj tiip {izerine alindi. Epizomal DNA’lar
membrandan ayirmalari i¢in ellisyon islemlei yapildi. Bunun i¢in 50 pL eliisyon
tamponundan (AE tampon) membrane tizerine eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi ve ardindan tekrar 11,000 x g hizinda 1 dakika boyunca santrifiij edildi
ve bdylece DNA’nin filterden gegilmesi saglandi. Izolasyonu yapildigi DNA’lar
mikrotiipler icerisinde toplandi. Elde ettigimiz DNA’larin konsantrasyonu, saflik
ve miktar belirlenmesi, nanodrop spektrofotometre cihazi ile 260/280 absorbans

degerlerinin 6lgmesi hesaplandi.

3.3.1.3. Epizomal DNA’larin agaroz jel elektroforezi ile belirlenmesi

Miniprep plazmit izolasyonundan sonra her plazmit igin uygun restriksiyon
enzimi kullanilarak (pCXLE-Oct3/4-shp53 (Tablo 3.6), pCXLE-SK (Tablo 3.7),
pCXLE-hUL (Tablo 3.8) ve pCXWB-EBNA (Tablo 3.9) kesim yapild.
plazmitlerinin dogrultusun kanitlamak i¢in epizomal plazmit DNA’lardan 1 pg ve
NEB (New England Biolab) firmanin kullanma talimatina gore, her plazmir DNA
i¢cin farkli restriksiyon enzimler ve tamponlar kullanarak, toplam 50 pl hacimde
reaksiyon karigim hazirlandi ve bir saat boyunca 37°C’de su banyosunda kesim
gergeklestirilmesi saglandi. Reaksiyon bilesenleri, kosullar1 asagidaki Tablo’larda
belirtildigi gibi yapilmistir. (Tablo 3.10).
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Tablo 3-6. pCXLE-Oct3/4-shp53 kesimi igin kullanilan restriksiyon enzimleri ve

reaksiyon kosullari.

. Enzim NEB Tampon o Enzim
Enzim Sicaklik | Aktivite | )
Kat. No | Tampon | Kat. No inaktivasyon
NEBuffer
EcoRlI R0101 B7202S 37°C %100 65°C
EcoRl
NEBuffer
BamH1 | R0136S B7202S 37°C %100 -
EcoRl

Tablo 3-7. pCXLE-SK kesimi i¢in kullanilan Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon

kosullart.
) Enzim NEB Tampon o Enzim
Enzim Sicaklik | Aktivite | )
Kat. No | Tampon | Kat. No inaktivasyon
NEBuffer
EcoRlI R0101 B7202S 37°C %100 65°C
EcoRl
NEBuffer
Xmnl | R0194S 4,1+ B7204S 37°C %100 65°C
BSA

Tablo 3-8. pCXLE-hUL kesimi igin kullanilan Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon

kosullari.
. Enzim NEB Tampon o Enzim
Enzim Sicaklik | Aktivite | )
Kat. No | Tampon | Kat. No inaktivasyon
NEBuffer
EcoRlI R0101 B7202S 37°C %100 65°C
EcoRl
NEBuffer
BamH1 | R0136S B7202S 37°C %100 -
EcoRl




Tablo 3-9. pCXWB-EBNA kesimi i¢in kullanilan Restriksiyon Enzim ve Reaksiyon
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kosullari.
] Enzim NEB Tampon o Enzim
Enzim Sicakhk | Aktivite | ]
Kat. No | Tampon Kat. No inaktivasyon
NEBuffer
EcoRI R0101 B7202S 37°C %100 65°C
EcoRl

Tablo 3-10. Restriksiyon enzim kesimlerin bilesenler ve reaksiyondaki hacimleri.

BILESEN 50 ul REAKSIYON
DNA 1ug
10X NEBuffer 5 pl(1X)
Enzim 1,0 pl
BSA Spl
Niikleaz icermeyen su S50 pl

Enzim kesim sonrasinda ftriinleri asagidaki adimlari ile 1,5% agaroz jel’de
yaratalda.

1. % 1’lik agaroz jel soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in 1 gram agaroz (35-1010,
EQLAB peqGOLD Universal Agarose) tartildiktan sonra 100 ml (1X) TAE
cozeltisi (Thermo Fisher Scientific, 50X TAE Electrophoresis Buffer #B49)
ile karistirild1 ve ardindan mikrodalga firin igeisinde erimeye birakildi.

2. Daha sonra oda sicakliginda 50-55 °C’ye kadar sogmaya birakildi ve
uzerine 4,5-5 ul Etidyum Bromir (EtBr) eklend: ve calkalayarak dagilmasi
saglandi.

3. Uygun jel taraklari elektroforez kutu igerisine takildi ve hazirladigimiz jel
hava kabarcig1 olmadigi sekilde elektroforez kutu igerisine dokiildii ve oda

sicakliginda katilasmaya birakildi.
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4. Jel donduktan sonra taraklar yavasga ¢ikarildi ve jel elektroforez tank (Mini-
Sub ® Cell GT System-Bio-Rad, 1704406), icerisine konuldu. Jelin Gzerini
kaplayacak sekilde 1X TAE tamponu ilave edildi.

5. Onceden hazirladigimiz DNA 6rneklerden 25 pl alind1 ve 5 ul yiikleme
soliisyonu ile (loadind dye) karistirild1 ve sira ile jele yiiklemesi yapildi.
Epizomal DNA’larinn agirliklarin1 belirlemek i¢in kuyucuklarin birisine
yaklasik 5 ul markir DNA (Quick-Load® Purple 2-Log DNA (0,1-10,0 kb)
#N3200S) yiklendi.

6. Elektroforez tank, baglantis1 gii¢ kaynagina (Bio-Rad- PowerPac™ Basic
Power Supply #1645050) saglandiktan sonra, 100 V/cm voltaj ayarlayarak
50 dakika olacak sekilde yiiriime islemi saglandi (Sekil 3-8).

7. Yiriime isleminden sonra, jel goriintiilleme sistem (Molecular Imager® Gel
System # 1708195- Bio-Rad) yardimi ile goriintiilenmesi saglandi ve
sisteme ait olan Software program ile fotograf ¢ekildi.

8. Sonuglar beklenildigi gibi ise daha fazla plazmit iiretimi i¢in daha yiiksek

hacimli siispansiyon kiiltiir hazirlanir ve maxiprep yapildi.

Sekil 3.8. Agaroz Jel Elektroforezi.

Ayrica ileride kullanilmasi igin bakteriler gliserol i¢inde -80°C de sakland:
%50 gliserol (500 ul) + %50 LB+amp (500 ul) karistirilarak temel gliserol besiyeri
hazirlandi. Hazirlanan Gliserol besiyerine bakteri siispansiyonu eklenerek (%50
Gliserol besiyeri + %50 bakteri suspansiyonu) gliserol stok hazirlandi ve karigim —
80°C’ye transfer edildi.
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3.3.1.4. Midiprep ile plazmid DNA'nin saflastirilmasi

Kesim sonuglart dogru plazmitlere (pCXLE-hUL, pCXLE-SK, pCXLE-
Oct3/4-shp53) sahip oldugumuzu gésteriyorsa 3 ml miniprep i¢in alinan LB’lerden
kalan 2ml bakteri siispansiyonunda kullanildi. Kalan 2ml siispansiyondan 100ul
alimarak 200 ml LB+Amp siispansiyona eklendi. Ayni sekilde 37°C, 225 rpm
shaker’da gece boyunca (12-16 saat) birakildi. Ertesi gln bakteri Gremesinden
dolay1 stispansiyon bulanik olmasi beklenir. Bakteri slispansiyonundan Maxiprep
yapilir. Inkiibasyon siireci ardindan Macherey-Nagel plasmid DNA purification
Midi Kit (NucleoBond® Xtra Midi / Maxi) kullanarak plazmid DNA izolasyonu
yapildi. Epizomal Plazmid DNA’larin (pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53,
pCXLE-hUL, pPCXWB-EBNA) ekstraksiyonu asagidaki asamalara gore yapildi.

LB besiyerinde kiiltiir ettigimiz bakteriler 3.800 rpm.’de 15 dakika santrifiij
edili. Supernatant uzaklastirld1 ve hiicre ¢okeltisi Uzerine 8 ml RES tamponunda
(Resuspension tampon) siispanse haline getirildi. Karisim tizerine 8 ml liziz
tamponu (LYZ tampon) eklendi, karistm mavi renge gorene kadar yavasga 4-5 defa
karistirildi (vorteks yapmadan) ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha
sonra 4°C’de beklettigimiz Notrlestirme tamponundan (NEU tampon) 4 ml eklendi
ve karisim renksiz hale gelene kadar 3-4 kez karistirildi. Bu asamada bakteriler
pargalandi ve DNA’lar ayrildi. Kit icerisinde bulunan klonlar 12 ml EQU
dengeleme tamponu ile yikandi ve karisim klon igerisinden geg¢ilmesi saglandi.
Epizomal DNA’lar kolonda bulunan membrana baglandiktan sonra, kolonlar tekrar
5 ml EQU tamponu ile yikandi ve klon atildi. Kolonda bulunan membranin {izerine
8 ml yikama tamponu ekleyerek yikamasi saglandi. Epizomal DNA’lar
membrandan ayirmalar i¢in eliisyon islemlei yapildi. Bunun i¢in 50 °C’de inkiibe
ettigimiz eliisyon tamponundan (ELU tampon) 5 ml membrane {izerine eklendi ve
soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplerde toplandi. DNA’y1 ¢Oktiirmek icin sollsyon
tizerine 3,5 ml isopropanol eklendi ve iyice vortex yapildiktan sonra oda
sicakliginda 2 dakika boyunca inkiibe edildi. Kit icerisinde bulunan mavi filterler
siringa’ya baglanarak, soliisyonun filterden gecirilmesi saglandi. Daha sonra filter
2 ml %70 etanol ile yikandi. Filtre’nin kurumasi saglandi ve filter 1 ml’lik
siringe’ye baglandi. Kit’te bulunan 500 pl Tris tamponundan siringe igerisine alind1
ve filterden gecilmesi saglandi. Izole etti§imiz DNA’lar mikrotiipler icerisinde
toplandi. Elde etti§imiz DNA’larin konsantrasyonu, saflik ve miktar belirlenmesi,
nanodrop spektrofotometre cihazi ile 260/280 absorbans degerlerinin Slgmesi
(Thermo Scientific™ NanoDrop 2000) hesaplandi.
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3.3.2. Elektroporasyon yontemi ile epizomal vektorler kullanarak
fibroblastlarin yeniden programlanmasi ve UPKH olusturulmasi

Bu asamada elde ettigimiz fibroblastlarin episomal DNA plasmid vektori ile
yeniden programlanmast ve UPKH hiicrelerinin olusturulmasi i¢in 6zel bir
transfeksiyon sistemi olan elektroporasyon yoéntemi kullandik. Farklilasmasini
tamamlayarak deri hiicre karakterini kazanmis kok hiicreler, pluripotent karakteri
belirleyen 4 episomal plazmit DNA sistemi yani pCXLE-SK Sox-2 ve Klf4’u,
PCXLE-Oct3/4-shp53 Oct4 ve verimliligi artmakta olan shP53’yi, pCXLE-hUL ise
Myc ve Lin28 ile transfekte edildi (Sekil 3-9). OSKM aktarimindan sonraki giin
yeniden programlama siirecinin ilk giinii olarak kabul edilir. Insan hiicrelerinin
yeniden programlanmasi 24 giin siirmektedir. Ayrica verimliligi artirmak igin
pCXWB-EBNAL plazmit kullanildi.

—— insan fibroblast hiicre kiltiirii

’— DNA transfeksiyon (pCXLE-hUL, pCXLE-SK, pCXLE-Oct3/4-shp53 _ Matrijel kiltiir

— MEF feeder killtiir plateleri tizerine plateleri hazirlanmas:

transfekte edilmis insan fibroblastlari pasaji
uPKH koloni

toplanmasi
r uPKH besiyerine gecis

uPKH Besiyeri

Fibroblast Besiyeri Yeniden programlama besiyeri (hES besiyeri) (hES ya mTeSR)

Sekil 3.9. Yeniden programlama deneylerinde hangi islemin ne zaman yapildigini belirten gema ve
medium sistemleri.

Elektroporasyon yontem uygulamasi i¢in Neon Transfection System Kkitini
kullanildi (Neon™ Transfection System 100 uL Kit, Invitrogen, # MPK10096).
Bunun icin Neon Transfeksiyon Sistem kitin icinde bulunan elektroporasyon kivet,
3 ml Neon E2 tamponu ile dolduruldu ve Neon transfeksiyon sistem cihazinin
(Sekil 3-10) belirli kismina yani transfeksiyonu yapacak bolime (Neon™
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Transfection System #MPK5000) yerlestirildi. Daha sonra 1,5 ml'lik mikro
santrifiij (Eppendorf) tlpler igine:

Birinci  6rnek: Yeniden programlamada gerekli olan plasmitlerden
(pCXLEhOCT3 /4-shp53-F, pCXLE-hUL, pCXLE-hSK) 1,2 pg/ul (Toplam 3.6
ug), ve Neon Transfection System kitin icinde bulunan 120 ul Neon restispansiyon
tampon R (R buffer) ile birlestirildi.

ikinci 6rnek: Positif kontrol icin sadece Yesil floresan protein (GFP) plasmidi
icerir. 2. Ornek icin 1,2 ug plasmid alind1 ve 120 ul resiispansiyon tampon R ile
birlestirildi.

Uclincii 6rnek: Negatif kontrol plasmid icermez. Bu tiipe sadece 120 ul
restispansiyon tampon R konuldu.

Sekil 3.10. Neon transfeksiyon sistem.
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MNG hastalardan ve saglikli bireylerden (BJ hicreleri) elde ettigimiz
fibroblast hiicreleri, hiicre kiiltiir petri kabinin yiizeyini % 80’ini kapladiginda ve
Konfluent hale geldikleribde, tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile (Thermo
Fisher, 10010-023) yikadiktan sonra, % 0,05’lik tripsin / EDTA eklenip 37°C’de 4
dk. Inkiibasyon edildi. Bu siire sonunda tripsini inaktive etmek icin D10 besiyeri
eklendi ve ylizeyden ayrilmis olan hiicreler 15 ml'lik tiipe topland1 ve hazirladigimiz
hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip Thoma lamina koyuldu ve hiicreler mikroskop
altinda sayildi. Her ornek icin (3 drnek) 4x10° hiicre ayr bir tiipe alindi ve 1.500
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirildi. Hicre pelleti, énceden
hazirladigimiz ve 120 ul R tampon / plazmid cozeltisi ile slispansiyon haline
getirildi. Pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglandi. Daha
sonra neon transfection kitine ait pipet ve 100 ul’lik pipet ucu kullanilarak 100ul
hiicre/plazmit karisimindan bir tiipten alind1 ve transfeksiyon yapilacak bolmeye
yerlestirildi. Daha sonra hiicrelerin elektroporasyon yontemi ile transfeksiyonu
saglandi. Hicrelerin transfeksiyonunu saglamak ve daha giiglii ve verimli sonuglar
elde etmek igin her hiicre tiiriine gore, farkli kosullar (Tablo 3.11) ve
elektroporasyon parametrelerini optimize (Voltaj, genislik, Pulse) gerekiyordu
bunun i¢in farlki kosollarda ve farkli parametrler deneyerek optimizasyonu yapildi.
Hicreler Epizomal plazmitlerin ile Neon Transfeksiyon sisitem kullanilarak
transfekte edildi. 5 farkli elektroporasyon parametresi optimizasyon igin
karsilastirildi (Tablo 3.12).

Transfeksiyondan sonrasi hiicrelerin canliliklar1 24 ve 48 saatler arasinda
kontrol edildi. Floresan 151k yogunlugu floresan mikroskop altinda incelendi.
Optimizasyon sonucglarina gore, Neon transfeksiyon sistem cihaz programi
istenilen voltaj degerinde, pulse sayisinda ve siiresinde ayarlandiktan sonra
transfeksiyon yapildi. Biz bu transfeksiyon ig¢in 1400V, 20ms, 2 pulse deger
kullanildi.

Tablo 3-11. Elektroporasyon yontemi ile epizomal vektorler kullanarak MNG fibroblast
hiicrelerin yeniden programlanmasinda optimizasyon protokolu.

Hucre Hucre Restspansiyon | Neon | Elektrolitik
o Format DNA ]
Tipi Sayisi Tampon pipet | E2 Tampon
1

BJ 6- 4x10° HO 100
. e |k . DNA/ Tampon R . 3ml
uyucu uyucu

MNG Y Y kuyucuk H
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Tablo 3-12. MNG ve BJ hicrelerinin epizomal vektorleri ile transfekte etmek igin
kullanilan elektriksel degiskenlerdeki ve canlilik degerleri.

Elektroporasyon | Puls Puls Puls %Canhlik | %Canhhk
parametreler | Voltaj | genisligi |  sayisi (MNG) (BJ)
1 1300 v 20ms 2 pulse % 10 % 10
2 1400 v 20ms 2 pulse % 55 % 45
3 1500 v 15ms 2 pulse % 20 % 20
4 1650 v 20ms 1 pulse % 35 % 10
5 1650 v 10 ms 3pulse % 50 % 10

Transfeksiyon sonrasi pipet ucundaki 100ul hiicreler, 6-kuyucuklu kalttr
kabin bir kuyucuguna, 2ml antibiyotik icermeyen D10 besiyeri eklendi. Ornek 2 ve
3 i¢inde biitiin adimlar tekrarlandi ve 2 ml D10 medium (antibiyotik icermeyen)
olan 1 kuyucuguna aktarildi. Hiicreler elektroporasyon sonrasi antibiyotige hassas
olduklar igin, elektroporasyonun ilk giiniide hiicreler antibiyotik icermeyen D10
besiyerinde kiiltiir edilid. Ekilen hiicreler, kabin tabanina tutunmalari i¢in, 37°C’de
ve %5 CO, iceren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin (yeniden
programlamanin 1.gilinlinde), antibiyotik icermeyen D10 medium besiyeri yavasca
uzaklastirildi ve % 1 Pen/Strep antibiyotikleri i¢eren, D10 ile degistirildi. Altinci
gunine kadar her 2 gunde bir besiyeri degistirildi. Yeniden programlamanin
verimini artirmak icin ilk 2 hafta boyunca 3 uM DotlL inhibitérii (EPZ004777,
iDotIL) eklendi. OSKM gen aktarimini takiben hiicreler 6 giin boyunca kendi
besiyerlerinde buyutildi. Ayrica 6.giinde (yeniden programlamanin 6.giiniinde)
mitomisin C'ye maruz birakilmis ve mitotik olarak inaktive edilmis MEF hiicreleri
hazirlandi. Daha 6nce hazirladigimiz ve dondurdugumuz MEF hiicreleri kullanildi.
MEF hiicrelerin ekiminde, hiicrelerin daha iyi tutulmalari igin, hiicreleri ekmeden
once 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina her kuyuya 1 ml, %0,1°lik jelatin (Sigma,
G1890) eklenip ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda, 6-
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda, 200.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis
olmasi gerekmektedir. Bunn i¢in s1v1 nitrojen tankinda toplam hiicre sayis1 1,2x106
olan hiicre dondurma tuplerinde muhafaza edilen MEF hicreleri su banyosunda


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwigvNXZxtDWAhVOPFAKHemBAVoQFggpMAA&url=https%3A%2F%2Ftr.wiktionary.org%2Fwiki%2Fb%25C3%25BCy%25C3%25BCt%25C3%25BCld%25C3%25BC&usg=AOvVaw2fkg56EBSTESrGEBAkt8uC
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eritildikten sonra, tzerlerine 1 ml D10 besiyeri eklendi ve daha 6nce 15 ml’lik
falcon tiiplere koyulmus Sml D10 besiyeri {lizerine eklendi. 1.500 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Hucre ¢okeltisinin tizerindeki besiyerinin uzaklastirildi ve 12 ml
D10 besiyeri ile stspanse edildi, kuyucuklara daha 6nce eklenen 1 ml jelatinin
uzaklastirildi ve her kuyucuga 2 ml hiicre sispansiyonu eklendi. Ekilen hicreler,
kabin tabanina tutunmalari i¢in, 37°C’de ve %5 CO, igeren inkiibatorde 24 saat

inkiibasyona birakildi.

Transfeksiyondan 7 giin sonra, transfekte ettigimiz hiicreler, 3 plasmid ile
birlikte transfekte edilen fibroblastlar tripsin ile kaldirildi ve 24 saat énceden
hazirladigimiz 6 kuyucuklu kiiltiir kabinada olan MEF hiicreleri lizerine iizerine esit
bir sekilde ekildi. Ertesi giin (8.guin) D10 mediumu alind1 ve yerine insan uPKH
besiyerinde (hES besiyeri) (DMEM/FI12 1:1 karisimi, Knock-out serum
replacement (KOSR), L-glutamin, zaruri olmayan amino asitler (non-essential)
(MEM-NEAA), bFGF, 0,1mMp-mercaptoethanol, penisilin/streptomisin) (Tablo
3.13) konuldu (12ml). Bu asamada (yedinci giinden sonra) hiicreler 3 hafta
boyunca hES medium biyutildd. Birinci hafta boyunca her 2 gunde bir hES
besiyeriyle degistirildi. ikinci hafta cogalan IPS hiicreleri gézlemlendi ve iigiinci
hafta hiicrelerin ¢ogalmasiyla birlikte hES medium hergiin degistirildi. Epizomal
plazmitler ile transfeksiyonu yapilan hiicreler, yaklasik 4 hafta sonra uUPKH’lerine
fenotip olarak benzeyen koloniler 151tk mikroskopu altinda gozlemlendi ve
pasajlandi. Olusan uPKH kolonileri steril ortamda diseksiyon mikroskobu altinda
secilerek cogaltilird1 ve pasajlanip sivi nitrojen tankinda MNG-uPKH adlandirarak
bir sonraki asamaya kadar dondurucuda saklandi.
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Tablo 3-13. hESC besiyerinin igerigi.

250 ml i¢in
Oran ]
Bilesenin gereken miktar MARKA
(%)
(ml)
Stemcell Technologies,
DMEM/F12 80% 200 ml
36254
KOSR 20% 50 ml Invitrogen, 10828-028
L-Glutamine 1% 2,5 ml Invitrogen,11140-050
MEM-NEAA 1% 2,5 ml Invitrogen, 050
2-ME (B-mercaptoethanol) 0,1 mM 250ul Sigma, M7522-100ML
bFGF 10 ng/mi 250ul Invitrogen, PHG0266
Penicillin/ Gibco Invitrogen,
) 1% 2,5ml
Streptomycin 10378-016

3.3.3. UPKH’lerin manuel ve enzimatik pasajlamasi

Gelisen UPKH kolonileri enzimatik veya manuel yéntemleri ile pasajlanma
islemine alindi. Pasajlama bir giin 6ncesinde hucre kiltur petrilerine %0,1’lik
jelatin solusyonu konuldu, 10-20 dakika oda sicakliginda birakildi ve daha sonrasi
mito-MEF hiicre (uPKH hticreler icin 200.000 hicre/ 6-kuyucuk) ekimi yapildi.

3.3.3.1. UPKH’lerin manuel pasajlamasi

UPKH koloni sayis1 az bulundugunda ve erken pasajlarda, manuel pasajlama
teknigi kullanildi. Pasajlama islem iki saat dncesinde, hiicre steres azalmasi igin,
1ml taze hES besiyeri eklendi. Pasajlanacak uPKH kolonileri igeren kiiltiir kab1 2
kere bazal besiyeri DMEM-F12 ile yikandi. Farklilasan koloni bdlgeleri
uzaklastirildiktan sonra, farklilasmayan UPKH koloni bdlgeleri (Sekil 3.11) ters
mikroskop altinda isaretlendi ve laminer akis kabin igerisinde stereo mikroskop
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yardimiyla farklilasma olmayan boélgelerin oldugu kisimlar 10 ul'lik bir pipet
kullanilarak kiigiik pargalara ayrild1 (Sekil 3.12) ve daha sonra parcalar 6nceden

hazirladigimiz mito-MEF hiicrelerinin oldugu yeni kiiltiir kaplarina, hES besiyeri
ekleyerek aktarildi ve 37°C’lik inkiibatore transfer edildi. Hiicrelerin besiyeri, her
gin 2 ml hES besiyeriyle degistirildi.

Sekil 3.11. Pasajlama 6ncesi besleyici MEF tabakasimin iistiinde morfolojik olarak uPKH kolonileri
A) Farklasmamig UPKH kolonisi, B) Kenarlar1 farklasmis UPKH kolonisi, C)

Farklilagmig uPKH kolonisi.

Sekil 3.12. uPKH’lerin manuel pasajlamasi agamalari.
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3.3.3.2. UPKH’lerin enzimatik pasajlamasi

UPKH koloni sayisi arttik¢a enzimatik pasajlama yontem tercih edildi. Bu
yontemde uPKH’lerin pasajlanmasi Kollajenaz IV (kolonileri kuguk parcalara
ayrilmasini saglar) veya Dispase (kolonilerin tek hiicre olarak ayrilmasini saglar)
enzimlerin kullanmasiyla yapildi. Enzimatik hicre pasajlama sirasinda, bir gin
oncesinden mito-MEF hiicreleri hazirlandi. Pasajlama islem iki saat 6ncesinde,
hiicre steres azalmasi i¢in, Iml taze hES besiyeri eklendi. Pasajlanacak UPKH
kolonileri igeren kiiltiir kabi 2 kere bazal besiyeri DMEM-F12 ile yikandi.
Farklilasmaya urayan UPKHkoloni bolgeleri ters mikroskop altinda isaretlendi ve
laminer akis kabin igerisinde stereo mikroskop yardimiyla farklilasma olan
bolgelerin oldugu kisimlar 10 ul'lik bir pipet kullanilarak atildi. Besiyeri aspire
edildi ve hiicreler bazal besiyeri DMEM-F12 ile yikand1. Yapisan uPKH kolonilerin
tabandan ayrilmasi igin 6nceden hazirlanmis ve 37°C’de 1sitilmis 1ml Kollajenaz
IV (1 mg/ml) kullanild1. 3-5 dakika 37°C inkibe edildikten sonra Kollajenaz 1V
aspire edildi ve ardindan UPKH’ler bazal besiyeri DMEM-F12 ile yikandi. Her
kuyucuga 2 ml DMEM-F12 eklendi. uPKH’ler hiicre kaziciyla (cell lifter) tabandan
ayrilmasi saglandi (Sekil 3.13). Hiicreler 15ml’lik tipler igerisine toplandi ve 1.000
rpm’de 2dk santriftj edildi. Stipernatan uzaklastirildi.Hucre pelleti Gizerine taz hES
besiyeri ile eklendi ve uPKH’lerin koloni halinde kalmalarini saglamamiz igin ¢ok
yavasca siispansiyon haline getirildi. Pasajlama islem sirasinda uPKH kolonilerin
tek hiicre haline gelmelerine kagirilmalidir. uPKH kolonileri 6nceden
hazirladigimiz mito-MEF hiicrelerinin oldugu yeni kiiltiir kaplarina, hES besiyeri
eklenerek 1:2 veya 1:5 olarak sekilde aktarildi ve 37°C’lik inkiibatére transfer
edildi. Hiicrelerin besiyeri, her giin 2 ml hES besiyeriyle degistirildi.

Sekil 3.13. UPKH’lerin enzimatik pasajlamasi.
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3.3.3.3. UPKH ’lerin ReLeSR™ ile pasajlanmasi

1. Pasjlama islem bir giin veya 1-2 saat 6ncesinden 6-kuyucuklu kiiltiir kaplari
DMEM-F12 iceren matrigel ile kaplandi. Hiicre kiltur petrilerine konulan
matrigel sollisyonu 10-20 dakika oda sicakliginda birakildi. Bu siire sonrasi
kullanmayan petrileriler parafilm ile kapatildi ve +4°C’de saklandi.
Hazirladigimiz matrigel’ler 4 hafta icerisinde kullanmaliyiz ve bu siire
sonrast atilmalidir.

2. Pasajlama iki saat Oncesinde, hiicre steres azalmasi igin, mTeSR1’de
blylten uPKH’lar Gizerine 1ml taze mTeSR1 besiyeri eklendi.

3. Pasajlanacak uPKH koloni iceren kiltiir kab1 2 kere D-PBS ile yikandi. D-
PBS aspire edildi ve 1ml/ 6-kuyucuk ReLeSR eklendi ve 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. ReLeSR aspire edilerek uzaklastirildi, ve 5-7 dakika 37 °C’de inkiibe edildi
ve UPKH koloni igeren kiiltiir kabina 1ml/6-kuyucuk mTeSR1 besiyeri
eklendi.

5. Yiizeyde olan koloniler (tabana yapisik olan koloniler farklasan ve yiizeyde
olan koloniler farklasma olmayan koloniler) 15ml’lik tlpler igerisine
toplandi ve 1.000 rpm’de 2dk santrifuj edildi. Daha sonar hiicreler
siipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti tizerine mTeSR1 besiyeri ile
eklendi ve yavasga siispansiyon haline getirildi.

6. Hucre kultlr petrilerine konulan matrigel sollsyonu aspire edildi ve Gizerine
mTeSR1 besiyerinden eklendi. Siispansiyon haline getirilen uPKH ’ler 1:2
veya 1:4 olarak sekilde aktarildi ve 37°C’lik inkiibatore transfer edildi.
Hicrelerin besiyeri, her giin 2 ml mTeSR1 besiyeriyle degistirildi.
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3.3.4. UPKH’lerin karakterizasyonu

Uretilen uPKH hiicrelerinin kalite kontrol ve pluripotent karakterizasyonu
analiz etmemiz gerekir. Bunun icin morfolojik inceleme, Karyotipleme, Gen
Ekspresyon Analizi, imminofloresans (IF), tratoma olusum gibi bazi testlerin

yapilams1 gerekir.

3.3.5. UPKH’lerin in vitro karakterizasyonu

Urettigimiz MNG-uPKH ve positif kontrol olarak Periferik Kan
Monontikleer Hicre (PBMC)-uPKH’ler karakterizasyonunda ilk édnce mikroskop
altinda morfolojik inceleme yapildi ve daha sonra molekiler (QRT-PCR) ve
histolojik (immunofloresans) olarak in vitro deneylerle yapildi.

3.3.5.1. UPKH’lerin morfolojik incelenmesi

Uretilen uPKH hiicre kolonileri, morfolojik olarak mikroskop altinda
incelendi.

3.3.5.2. Fibroblast ve uPKH hcrelerinin karyotip analizi

Karyotip analizi, kromozomlarin béliinme sirasinda biiytlikligiini,
morfolojisini, yapisini  ve kromozom sayr agisindan belirlenmesi ve
degerlendirilmesi yapilir (Schnedl 1971, Baghbaderani, Syama et al. 2016).
Karyotip analizinde kromozomlarin normal veya anormalliklar1 tespit edilir.
Karyotip analizi i¢in ilk basta analiz edilen hiicre hatlarini1 bazi islemlerden sonra
cogaltilir ve kromozomlarin gelisimlerinin belirli bir asamadan sonra durdurulmasi
ve mikroskopik olarak incelenmesi yapilir (Bickmore 2001, Yu, Vodyanik et al.
2007, Mayshar, Ben-David et al. 2010). uPKH'ler uzun siire kiltiir edilmeleri igin
kiltir kosullar1 veya yeniden programlama sirasinda kromozomlarinda bazi
anormallikler ortaya ¢ikabilir. Bu ¢alismada, karyotip analizi i¢in, 10 mI’lik falsk
kiltiir kaplart mTeSER besiyeri i¢ceren matrigel ile kaplandi. MNG-uPKH , PBMC-
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UPKH (posetif kontrol) ve MNG fibroblast hiicreleri kiiltiir ederek ¢ogaltirildi ve
kog tiniversitesi genetik merkezine yapisal ve sayisal agidan degerlendirilmesi i¢in
gonderildi. G-seridi islemi i¢in hiicre boliinmesi metafaz sathasinda bloke edildi ve
giemsa ile boyama islemi yapildi ve 1s1k mikroskop altinda kromatin yapisi ve

sayilar1 incelemesi yapildi analiz edildi.

3.3.5.3. UPKH’lerin gen ekspresyon analizi

Uretilen MNG-uPKH’lerin, pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH’ler ve
negatif kontrol olarak MNG fibroblast hicresi, pluripotent belirte¢ genlerinin
ifadelerini belirlemek igin gen ekspresyon analizi, ger¢ek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemiyle ile analizi edildi. uPKH’lerden
RNA elde edildi ve bu RNA’lar geri yazilima (reverse transcription) tabi tutularak
cDNA vyapildi. Total RNA, RNeasy Mini Kit (Qiagen) izolasyonu protokoli
kullanilarak yapildi.

RNA izolasyonu icin, MNG ve PBMC-uPKH’lerin ve MNG fibroblast
hlcresi besiyeri uzaklastirildi ve 350 ul RA1 tamponu ve 3.5 pl B- merkaptoetanol

karigimi ekleyerek hiicreler Niikleo Spin Filter tiipler i¢ine toplandi. Tiipler 11.000
rpm’de 1 dakika santifiij edildi. Daha sonra filtreden gecen siv1 iizerine 350 pl, %70
etanol eklendi ve pipetleme yapildi. Karisim RNeasy-Spin kolonlara aktarildi ve
ardindan 11.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Filtreden gecen siv1 atildi ve
kolonlara 350 ul RW1 tamponundan eklendi ve 11.000 rpm’de 30 saniye santrifiij
edildi. Ardindan 350 ul MDB eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika santriftj edildi.
RNase-Free Dnase karisimi, DNaz’lar1 uzaklastirmak icin kullanildi. Yani 10 pl
Dnase (reconstituted rDNase) soliisyonundan alinip 90 ul Reaksiyon tamponuyla
karigtirildi ve 95 pl kolonlara eklendi ve 15 dakikalik Oda sicakliginda inkiibe
edildi. Daha sonra birinci yikama i¢in 200 ul RW2 tamponundan kolonlara eklenip
11.000 rpm’de 30 saniye santrifiije alind1. Ikinci yikama i¢in Kolonlar {izerine 600
ul RA3 tampondan eklendi ve 11.000 rpm’de 30 saniye santrifllj edildi. Uglincii
yikama ig¢in 250 ul RW2 tamponundan kolonlara eklenip 11.000 rpm’de 2 dakika
santrifiije alindi. En son asamada kolonlarin filtreleri, steril 1,5 ml’lik tiiplere alind1
ve 40-60 pl DNaz/RNaz-icermeyen su eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifuj
ederek RNA’lar toplandi. RNA’larin konsantrasyonlart Nanodrop cihazi ile
Olculdd. Elde edilen RNA’lardan, cDNA sentezi yapildi. 1 ug érnek RNA’dan
cDNA sentezi gergeklestirildi (Tablo 3.14). Hazirladigimiz karisim 65°C’de 5
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dakika inklibasyona birakildi. Ardindan reaksiyon tiipler buz tizerine aktarildu.
Daha sonra 2 karisim asagida (Tablo 3.15) oranlar1 gibi hazirlandi.

Tablo 3-14. ¢cDNA sentez karisimi.

Bilesenin Gereken miktar
HeksanUkIeotid_ karisimi (Random 1l
Hexamer: Invitrogen 1646524 )
dNTP karigimi (2 mM) 2,5ul
RNA (1 pg) 12 ul’ye kadar
dH,0 Toplam reaksiyon 16,5 pl olacak sekilde,

gereken miktarda dH,O ile tamamlandi

Tablo 3-15. RT mix karigimu.

RT mix karisimi Miktar (ul)
DTT (Invitrogen 1631531) (0,1 M) 2ul
5X First strand tamponu (Invitrogen 1583847) Sul
Rnasin (RNAse inhibitor) (Promega N2111) 0,5 ul

Karisimdan 7,5 pl tiiplere eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkube edildi.
Daha sonra 1 ul MMLV RT (Invitrogen 28025-013) enziminden reaksiyon tlpune
eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Enzimin aktivitesini durdurmak igin 15
dakika 70°C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon tiip iizerine 75 pul DNaz/RNaz
icermeyen deyonize distile su (ddH20) 100 pl’ye tamamlayan sekilde eklendi ve
ornekler -20°C’de bir sonraki asamaya kadar saklandi. uPKH (MNG ve PBMC) ve
MNG fibroblast hicrelerden total RNA elde edildikten sonra bu hicrelerin
pluripotent oldugunu belirlemek icin Sox2, Oct4, KIf4 ve c-Myc genlerinin
anlattmin1 qRT-PCR (ROCHE Light Cycler® 480 cihazi) ile analizi ettik. Bu
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reaksiyonlarda uPKH belirteci olarak Sox2, Oct4, Klf4 ve c-Myc genlerine 6zgii
primerler ve kontrol olarak GAPDH primerleri (Tablo 3.16) kullanildi.
Orneklerdeki uPKH gen seviyeleri GAPDH'e oranla ve delta Ct yoluyla belirlendi.
Gen ekspresyon analizi icin érnekler qRT-PCR’a 6zel 96 kuyucuklu (Roche,
04729692001) kaplarinda hazirlandi (Tablo 3.17). Gen ekspresyon analizi i¢in RT-
PCR ayarlar1 Tablo (Tablo 3.18)’de anlatildig1 gibi gerceklestirildi.

Tablo 3-16. UPKH gen ekspresyon analizi igin (QRT-PCR) kullanilan primerler.

Primer Primer sekans
hSox2 F Primer CCCAGCAGACTTCACATGT
hSox2 R Primer CCTCCCATTTCCCTCGTTTT
hOct4 F Primer CCTCACTTCACTGCAACTGTA
hOct4 R Primer CAGGTTTTCTTTCCCTACGT
hKIf4 F Primer ATGAACTGACCAGGCAGTA
hKIf4 R Primer GTGGGTCATATCCACTGTCT
c-Myc F Primer TGCCTCAAATTGGACTTTGG
c-Myc R Primer GATAATTCTGTGTAACTGC
GAPDH F Primer GAAGGCTGG GGC TCATTT
GAPDH R Primer CAGGAGGCATTGCTGATGAT
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Tablo 3-17. RT-PCR reaksiyonu bilesenleri.

Bilesen Miktar (ul)
SYBR Green master mix (2X) 10 ul
F/R Primer karisimi (her primer 2,5 uM) 1l
cDNA 2 ul
dH-0 6 ul

Tablo 3-18. Gen ekspresyon analizi i¢in RT-PCR ayarlari.

Asama Sicakhik (°C) Sure Dongii sayisi
Baslangi¢
Dongu 1 "g 95 3dk.
denattirasyonu
Denatttasyon 95 10 sn.
Dongu 2 Baglanma 60 30 sn. 40
Uzama 72 30 sn.
Dongu 3 Son uzama 72 5 dk. 1

3.3.5.4. UPKH’larim immunofloresans boyamasi

Elde ettigimiz UPKH’lar1 analiz etmek amaciyla imminofloresans (IF)
boyama yapildi. Imminofloresans deneyleri icin Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve
SSEA4’ye 0zgii primer antikor kullanilarak, tabakta fikse edilmis uPKH
kolonilerinin {izerinde uygulandi. Immiinofloresans boyama igin iirettigimiz MNG-
UPKH ve pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH hiicresi kullanildi. Boyama islem
oncesinde 12-kuyucuklu kiiltiir kaplart 12 mm otoklavlanmis cover slip igeren
matrigel ile kaplandi1 ve hiicre ekimi yapildi. Yaklasik 3-4 giin sonrasi hiicre peti

kabin %50’sini kapladiginda, hiicreler boya islemine alindi.
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Immiinofloresans boyama asamalari asagida belirtildigi gibidir

. Hiicreler bir defa PBS ile yikandiktan sonra fiksasyon icin %0.4
paraformaldehid/PBS de 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
fiksasyon sonrasi 3 kez PBS ile yikanir.

. Hiicrelerin gegirgenligini saglamak igin %0,2 Triton X-100/PBS ekleyerek
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonras1 3 kez PBS ile
yikanir.

Spesifik olmayan birincil antikorlarin baglanmasi i¢in Blocking soliisyonu
(3% BSA ve 5% donkey serum/PBS) ekleyerek oda sicakliginda inkiibe
edildi. 2 saat sonras1 Blocking soliisyonu aspire edildi.

Primer antikorlar SSEA-4, TRA-1-60, Oct4 ve Nanog 1:100 oraninda
bloking soliisyonu ile dillie ettikten sonra, cover slipler / hiicre bir gece
boyunca karanlik odada, +4°C’de inkiibe edildi. (Table 3.19)

Eretesi giin primer sollisyonu aspire edildi ve baglanmayan primer antikoru
uzaklastirmak igin cover slip / hiicre 5 defa PBS ile yikandi.

Fluorofor ile konjuge olamayan primer antikorlar’la (Oct4 ve Nanog)
boyadigimiz hiicreler, fliiorofor ile konjuge edilmis sekonder antikor ile
1:300 oraninda bloking soliisyonu ile sulandirildi ve karanlik odada,
+4°C’de 3 saat inkibe edildi. Fliorofor ile konjuge edilen primer
antikorlar’la (SSEA ve TRA-1-60) boyadigimiz hiicreler, sekonder
antikor’la boyamamiza gereek kalmadi.

Sekonder antikor aspire edildi ve cover slip / hiicre 3 defa PBS ile yikandi.
Hicreler 1:10,000 oraninda Hoechst 33342 (PBS’in icinde) ile muamele
edildi ve 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Cover slip / hiicre ters sekilde lam {izerine alind1 ve cover slip etrafi hi¢ hava
almadigr sekilde iyice kapatildi.

10. Hiicreler Konfokal mikroskop kullanilarak incelendi.
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Tablo 3-19. Imminofloresans boyamast igin antikorlar.

Hedef Marka Primer antikor Sekonder antikor
Rabbit 1aG Alexa Fluor 488 Anti-
Abcam 1-a10()l g ,d bloki rabbit,
Oct4 Ablogsy | - -0 OramnA@ABIORINE 1340 granimda bloking
soliisyonunda .
sulandirildi soliisyonunda
sulandirildi
. Alexa Fluor 488 Anti-
Abcam Rabbit IgG, rabbit,

1:100 oraninda bloking
sulandirma tamponu
eklendi

Nanog Ab21624 1:300 oraninda bloking
sollisyonunda

sulandirildi

Mouse 1gG3k,

BD 1:100 oraninda bloking
SSEAd 560218 soliisyonunda )
sulandirildi

Mouse IgG3k,

BD 1:100 oraninda bloking
TRA-1-60 560173 soliisyonunda )
sulandirildi

3.3.6. UPKH’lerin in vivo karakterizasyonu
3.3.6.1. Tratoma olusumu

Elde edilen uPKH kolonilerinin pluripotensiyel 6zelligini gosteremek igin,
bagisiklig1 baskilanmis (SCID) farelere enjekte edilerek teratom olusturma
kapasiteleri teyid ve incelenir. Enjekte edilen uPKH’ler teratoma olusumuna yol
acar. Elde ettigigmiz MNG-UPKH kolonileri, pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH
kolonileri ve negatif kontrol olarak MNG fibroblast hcreleri in vivo
karakterizasyonu i¢in kullanildi (Zhang, de Almeida et al. 2012). Hiicre toplama
islem iki saat 6ncesinde, hiicre steres azalmasi icin, Iml taze mTeSER besiyeri
eklendi. Kiiltiir kabinin yiizeyini tamamen kaplayip yaygin ve Konfluent hale gelen
ve farklilasmamis UPKH kolonilerini, iceren kiiltiir kabi 2 kere bazal besiyeri
DMEM-F12 ile yikandi. 6-kuyucuklu kiiltiir kabin 6 kuyucugundan hiicre toplama

islemi yapildi. Yapisan UPKH Kkolonilerin tabandan ayrilmasi ig¢in 6nceden
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hazirlanmis ve 37°C’de 1sitilmis 1ml Kollajenaz IV (1 mg/ml) kullanildi. 3-5 dakika
37°C inkiibe edildikten sonra Kollajenaz IV aspire edildi ve ardindan uPKH’ler
bazal besiyeri DMEM-F12 ile yikandi. Her kuyucuga 2 ml DMEM-F12 eklendi.
UPKH’ler hiicre kaziciyla (corning) tabandan ayrilmasi saglandi. Daha sonar
hiicreler 15ml’lik tiipler igerisine toplandi ve 1.000 rpm’de 2dk santrifiij edildi.
Stipernatan uzaklastirildi. Huicre pelleti Gizerine 1:1 oraninda soguk matrigel iceren
D10 ile (120 pl matrigel, 120 ul D10) siispansiyon haline getirildi. Farklilasmamais
insan UPKH hiicreleri bagisik sistemi baskilanmis 4-6 haftalik SCID farelere intra-
muskiler enjeksiyonla verildi. Her bir enjeksiyon 100 ul hacminde matrigel-D10-
UPKH karisimi olacak sekilde ayarlandi. Enjeksiyonlar stril kabin i¢inde ve anestezi
saglanmadan, 21 gauge igne ile iist bacak kasinin (quadriceps) icine yapildi ve
farele M1 (MNG fibroblast, negative kontrol), M2 (MNG-uPKH) ve M3 (PBMC-
uUPKH, positif kontrol) olarak sekilde adlandirildi. Enjeksiyondan 4-10 hafta sonra
teratom olusumu basladi. Teratomalar bekledigimiz boyuta olastiginda SCID
fareler sakrifiye IACUC-approved method edildi. Teratom dokusu diseksiyon
aletleri kullanilarak ¢ikarildi, iki kere PBC ile yikadiktan sonra % 10 formaldehit
sollisyonu igerisinde 24 saat bekletildi. % 10 formaldehit solisyonunda bekletilen
tratomalar (M1, M2 ve M3) kog liniversitesi histopatoloji departmanina (Prof. Dr.
Arzu Ruacan) gonderildi. Histolojisi incelenmek Uzere parafin kesitler alinip
imminohistokimyasal boyama (hematoxylin ve eosin boyama) yapildi. Alinan
teratoma kesitler boyamasi ile UPKH olusumunu gergeklestiren ve teratom
karakterini gosteren ektodermal, endodermal ve mezodermal kaynakli hiicrelerin
g6zlemlendi.

3.4. Insan UPKH’lerinden NKH (upNKH) Elde Edilmesi

UPKH’lerden verimli NKH dretmek i¢in iki farkli yontem (Embriyoid
cisimcige (EB) ve Monolayer kiltir yontemleri) kullandik. Daha sonra olusan
NKH’lerin karakterizasyonu i¢in morfolojik, molekuler diizeyde, histolojik olarak
ve farklilasma c¢alismalar1 yapildi. Bu iki yontem arasindaki temel farkliliklart
Tablo 3.20 belirtilmistir.
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Tablo 3-20. Embriyoid cisimcik ve Monolayer kiiltiir yontemler arasindaki temel
farkliliklar.

Néral indiiksiyon Protokol

Embriyoid Monolayer
cisimcik kultar
Gun (NKH induksiyon 15-95 6-9

baslangici)

Gozlem kontrolu/

Néral indiiksi lam ipi
ndiiksiyon onaylama Fenotipik

Fenotipik

. karakterizas
LEtest karakterizasyonu yonu
Noral rozete secimi Evet Yok
Kullanilan besiyeri FGF-Free hES o nduksiyon
Besiyeri

3.4.1. UPKH’lerden EB yontemi ile upNKH izolasyonu

UPKH’larin NKH’ya farklilagtirilmas: daha onceden Embriyonik Kok
hiicrelerde uygulanmis sistemlerden faydalandik (Itskovitz-Eldor, Schuldiner et al.
2000, Schuldiner, Eiges et al. 2001, Kurosawa 2007). Buna gore, uygun kosullarda
bliylimekte olan, farklilasmamis ve pluripotent ozellikleri kanitlanmis UPKH
dizilerinden (MNG hastalarindan {iretilmis olan ve pozetif kontrol olarak pBMC
hicreleri) secilip ve embriyoid cisimcik (EB) elde edildi. Daha sonra EB’ler
secilerek ve segici besiyerlerinde NKH’lerine donistiriildii (Sekil 3.14).
Embriyoid cisimcik (EB) olusturma asamalar1 asagida belirtildigi gibidir;

Gin 0 : uPKH’lerden EB olusumuna baslangic

1. Ilk olarak, EB olusumu igin, mTeSR1’de biiyiimekte olan, pasajlanmaya
hazir ve farklilasmamigs MNG-uPKH’ler ve PBMC-uPKH kolonileri 3.3.3.3
bolimiinde analtildigr gibi, ReLeSR enzimi kullanarak falkon tlipe topladik
ve 1.000 rpm’de 2dk santrifuj edildi.

2. Daha sonra siipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti lizerine 2 ml olacak
sekilde FGF-free (w/0) hES besiyeri (DMEM/F12 1:1 karisimi, 20%
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Knock-out serum replacement (KOSR), 1% L-glutamin, 0,1 mM zaruri
olmayan amino asitler (non-essential) (MEM-NEAA), 0,ImM f-
mercaptoethanol, penisilin/streptomisin) eklendi ve yavasca ve UPKH
kolonileri, tek hicre hale gelmeden suspansiyon haline getirildi.

3. Siispansiyon haline getirdigimiz uUPKH’ler 6-kuyucuklu olan low-adherent
hicre kaltur petrilerin 1 kuyucuguna eklendi. Embriyoid cisimcik (EB)
olusma verimini artirmak i¢in 2uM DotlIL inhibitorii (EPZ004777, iDotIL)
eklendi ve 37°C’lik (calkalayici lizerinde olmayan) inkiibator igerisinde

transfer edildi ve EB olusumu saglandi.
GUn 1-6 :
4. Her giin mikroskopik inceleme yapildi ve hicrelerin besiyerleri 4 gun
boyunca 1 mI’lik mikropipet kullanarak, besiyerinin 1,5 ml’i uzaklastirildi

ve tekrar 1,5 ml taze FGF-free hES besiyeri eklendi.

Gun 7 : EB’lerin toplanmasi nkh indiiksiyon baslangici

5. Olusan EB’ler ikinci asamada Noral Indiikleme’ye tutuldu.

6. 1-2saat Oncesinden 6-kuyucuklu kiiltiir kaplart DMEM-F12 iceren matrigel
ile kaplandi. Hiicre kiiltiir petrilerine konulan matrigel soliisyonu 10-20
dakika oda sicakliginda birakild1 ve kiiltiir kab1 2 kere D-PBS ile yikandi ve
her kuyucuga 2 ml Noral Indiiksiyon farklilasma Besiyeri (serum free
besiyeri) (05835/05839, STEMdiff Neural Induction Medium) eklendi.

7. Olusan EB’ler steril ortamda ve diseksiyon mikroskop altinda 1ml’lik
mikropipet kullanarak secilerek ve her kuyucuga yaklasik 20-25 EB gelecek
sekilde EB’ler ekildi.

8. EB’ler tabagin tabanina yapistiktan sonra, 7 giin boyunca besiyeri her giin
yenilendi.

Gun 14: Noral Rozette secimi ve toplamasi

9. Morfolojik olarak mikroskopik incelemesinde, N6ro ektodermin baslangig
hicrelerini temsil eden Noral Rozette hiicre (Neural Rosette) olusumu
g6zlemlendi.

10. Pasjlama islem 1-2 saat 6ncesinden 6-kuyucuklu kiiltiir kaplart DMEM-F12
iceren matrigel ile kaplandi ve 10-20 dakika oda sicakliginda birakildi.
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11. Pasajlama iki saat dncesinde, hiicre steres azalmasi i¢in, her kuyucaga 1 ml
Noral Indiksiyon Besiyerin eklendi.

12. Pasajlanacak kiiltiir kab1 2 kere D-PBS ile yikandi ve aspire edildi ve 1ml/
6-kuyucuk Noral Rozette Secim Reaktif (05832,STEMdiff™ Neural
Rosette Selection Reagent) eklendi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

13. Noral rozette secim reaktif aspire edilerek uzaklastirildi ve Iml DMEM-F12
eklend.

14. Yiizeyde olan hiicreler 15ml’lik tiipler icerisine toplandi ve 350*g’de 5dk
santriftij edildi.

15. Daha sonar hiicreler silipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti {izerine
mTeSR1 besiyeri ile eklendi ve yavasga siispansiyon haline getirildi.

16. Huicre kaltir petrilerine konulan matrigel soliisyonu aspire edildi ve Gizerine
Noral Indiksiyon Besiyerin eklendi.

17. Siispansiyon haline getirilen Noral rozette’ler 1:1 olarak sekilde matrigel
tizerine aktarildi, verimini artirmak i¢in 2uM DotlL inhibitorii (EPZ004777,
iDotlL) eklendi ve 37°C’lik inkiibatore transfer edildi.

Gun 15-25: upNKH’lerin olusumu

18. 12-14 glin boyunca hiicrelerin besiyerleri 2 ml Néral Indiiksiyon besiyeri ile
hlcreler Konfluent hale gelene kadar degistirildi.

EB’lerin
uPKH’lerden  Toplanmasi
EB NKH Niral upNKH’lerin
olusumuna Indiiksiyon Rozette olusumu
baslangig Baslangig  Toplanmasi Pasaj 1 Sonraki Pasajlar
uPKH ekimi
Giinler 0 7 14 15-25
| |
Besiyeri 1
mTeSR1 L Noral ¢cogaltma Besiyeri
hES
Noral Rozette Se¢im Reaktif

Sekil 3.14. UPKH’lerden EB olusturma ydntemi ile, NKH (upNKH) olusturma deneylerinde
kullanan protokol semasi. UPKH’ler EB olusturduktan sonra {¢ asamali bir
farklilasma protokolii uygulandi. Once EB olusumu saglandi1 daha sonra Noral Rozet
olugturuldu ve enzimatik olarak izole edildi ve son asama olarak spesifik
besiyerlerinde NKH’ye doniistiiriildii.
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3.4.2. UPKH’lerden monolayer kultie yontemi ile (2D) upNKH
izolasyonu

UPKH’lerden, NKH lretmek icin ikinci yontem olarak, optimize ettigimiz
Monolayer (2D) kiiltiir yontemini kullandik. Bu yontem diger yonteme gore elde
ettigimiz Noral kok hiicreler diger yonteme gore daha verimliydi. MNG
hastalarindan iirettigimiz UPKH’ler ve posetif kontrol olarak kullandigimiz PBMC
hlcreleri pluripotent 6zellikleri test edildi. Daha sonra mTeSR1’de bliylimekte olan
UPKH kolonilerin farklilasmaya urayan bolgeleri ters mikroskop altinda isaretlendi
ve laminer akis kabin igerisinde stereo mikroskop yardimiyla ve 10 ul'lik bir pipet
kullanilarak atildi. Besiyeri aspire edildi ve hiicreler 3-4 ml bazal besiyeri PBS ile
yikandi. Yapisan UPKH kolonilerin tabandan ayrilmalar1 ve tek hiicre hale
gelmeleri i¢in 6nceden hazirladigimiz ve 37°C’de isitilmis 1ml Gentle Cell
Dissociation Reagent (# 07174) ile 8-10 dakika 37°C inkiibe edildi. Daha sonra
mikroskopik inceleme yapildi. Hicrelerin tabandan ayrilmalari igin pipet
yardimiyla 3-5 defa pipetaj yapildi ve daha once igerisine 6 ml DMEM-F12
koyulmus 15 ml’lik tiiplere 1¥10° hiicre gelecek selilde aktarildi ve 350%g’de 5dk
santrifij edildi.

Daha sonra siipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti iizerine 2 ml olacak
sekilde Noral Indiiksiyon farklilasma Besiyeri (05835/05839, STEMdiff Neural
Induction Medium) + 2uM DotlL inhibit6rii (EPZ004777, iDotlL) eklendi. 1-2 saat
oncesinden 6-kuyucuklu kultiir kaplart DMEM-F12 ig¢eren matrigel ile kaplandi.
Hiucre kaltar petrilerine konulan matrigel soliisyonu 10-20 dakika oda sicakliginda
birakildi. 6-kuyucuklu kiiltiir kabin bir kuyucuguna, 2 ml hiicre siispansiyonun’dan
(1108 hiicre / kuyucuk) ekleni ve 37°C’lik inkiibator icerisinde transfer edildi ve
NKH olusumu saglandi. Hiicreler tabana yapistiktan sonra yaklagik 15-18 gun
boyunca {izerindeki besiyeri yavasca uzaklastirildi ve yeni Noral Indiiksiyon
farklilagsma besiyeri ile degistirildi ve bu siirecte hiicrelerin biityiimesi kontrol edildi.

Hicreler petri kab1 yiizeyinin % 80-90’ini kapladiginda (pasajl), hucreler
Gentle Cell Dissociation Reagent kullanarak pasajlandi. 6-kuyucuklu kiiltiir kabin
her kuyucuguna, hiicre siispansiyonun’dan (2%10° hiicre / kuyucuk) ekleni ve
37°C’lik inkiibator icerisinde transfer edildi. Hiicreler petri kab1 yilizeyinin % 80-
90’ini kapladiginda kadar (pasaj 2) ve yaklasik 25-28 giiniine kadar yeni Noral
Indiiksiyon farklilasma besiyeri ekleyerek besiyeri degisirildi. (Sekil 3.15). Bu
slire¢ pasaj 3’e kadar devam edildi, daha sonra olusan NKH’ler, Noral Cogaltma

besiyerine aktarildi.
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Tek hiicre
olarak Tek Hiicre
uPKH ekimi ypPKH ekimi NKHpasajl Pasaj2 Pasaj 3 Sonraki Pasaj
Giinler 0 15-18 25-28 29-32
.................. | | Il J
I I I 1
Besiyeri
mTeSR1 Niral cogaltma Besiyeri

Gentle Cell Dissociation Reaktif

Sekil 3.15. UPKH’lerden Monolayer (2D) kiiltie yontemi ile NKH (upNKH) olusturma
deneylerinde kullanan protokol semas.
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3.4.3. MNG hastalarindan kaynaklanan uPKH’lerden iiretilmis olan
upNKH?’lerin izolasyonu ve ¢ogaltilmasi

Embriyoid cisimcik (EB) veya Monolayer (2D) yontemi ile elde ettigimiz
NKH’ler diseksiyon mikroskop altinda steril kabinlerde pipetleyerek izole edildi ve
daha sonra optimize ettigimiz asamalara gore noral ¢ogaltma (Neural expansion)
besiyerine  gecirildi. Bu asamada hiicreler NKH morfolojisine kavustu.
Morfolojileri mikroskop altinda incelendi. Once yapiskan olarak (birincil NKH),
daha sonra ise norosfer (ikincil NKH) olarak biyutildu. 1-2 saat dncesinden 6-
kuyucuklu kiiltiir kaplart DMEM-F12 iceren matrigel ile kaplandi. Pasajlama
islemleri i¢in O6nceden hazirladigimiz ve 37°C’de 1sitilmis 1ml ACCUTASE™
(#07920) ile 5-10 dakika 37°C inkiibe edildi. Hiicrelerin tabandan ayrilmalari igin
pipet yardimiyla pipetaj yapildi ve igerisine 6 ml DMEM-F12 koyulduktan sonra
NKH siispansiyon 15ml’lik falkonlara transfer edildi ve 350*g’de 5dk santrifiij
edildi. Siipernatan uzaklastirildi.

Hicre pelleti iizerine hazirladigimiz 4ml noral ¢ogaltma (Neural expansion)
besiyeri (Tablo 3.21) +4uM DotlL inhibitéri (EPZ004777, iDotlL) konuldu ve
37°C’lik inkiibator igerisinde transfer edildi. Ertesi giin mikroskop altinda hiicre
canliligi incelenir ve besiyeri hiicreler petri kabi yiizeyinin % 80-90’ini
kapladiginda kadar (yaklasik 10 giin) degistirildi. Izole ettigimiz ve ¢ogalttimiz
upNKH’lerin bir kismi ¢ogaltilip ve hazirladigimiz NPM dondurma besiyeri, 0,22
um DMSO-guvenli filtreden gegirdikten sonra (Table 3.22) siv1 nitrojen tankinda

sakland1 bir kismui ise in vitro deneylerle arastirildi.

Tablo 3-21. Noral ¢ogaltma besiyerinin igerigi.

90 mligin
Bilesenin Katalog No gereken
miktar (ml)
pp— :
STEMdlff Neural Progenitor 405834 98 ml
Medium
STEMdiff™ Neural Progenitor
# 2ml
Supplement A (50X) 05836 m
Supplement B (1000X) #05837 100 ul

Tablo 3-22. NPM dondurma besiyerinin igerigi.
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Oran 10 mlicin gereken

Bilesenin (%) miktar (mi)
Noral cogaltma besiyeri 40 4
HyClone™  AdvanceSTEM  Serum
50 5)
Replacement
DMSO 10 1

3.5. Elde Edilen upNKH Karakterizasyonu

Bu asamada UPKH’lerden elde ettigimiz NKH’lerin (upNKH) gen ifade
orntalerinin standart NKH’larla benzerlik gostermesi, ve pluripotens genlerinin
susmus olmasi1 beklenmekteydi. Secici indiiklemenin sonucunda olusan NKH’lerin
karakterizasyonu i¢in morfolojik olarak (norosfer olusturma kapasiteleri),
molekdiler dizeyde (RT-PCR), histolojik olarak (Nestin immunofloresan) ve
farklilagsma ¢aligmalari (nGron ve astrosit) yapildi.

3.5.1. upNKH’lerin morfolojik olarak norosfer olusturma Kkapasite
incelenmesi

NKH’ler in vitro kosullarda multipotent nérosfer olusturma kapasiteye sahip
hicreler olarak tanimlanir. Bu multipotent prolifratif ndrosferler, secici kosullarda
noron, astrosit ve oligodendrosit hiicrelere farklilasma &zellige sahipler. In vitro
kosullarda nérosfer olusturan hiicreler, noral kok hiicre (upNKH) olarak tanimlanir
(Reynolds and Rietze 2005). uPKH’lerden kontaminasyon olmadan saf olarak elde
edilen MNG-upNKH’lerin ve Negatif kontrol olarak Periferik kan mononukleer
hicreler (PBMC) morfolojik olarak incelenmesi igin ilk olarak mikroskop altinda
morfolojik inceleme yapildi. Daha sonra MNG-NKH’lerin nérosfer olusturma
kapasiteleri incelendi. Bunun i¢in noral ¢ogaltma (Neural expansion) besiyerinde
hiicreler kiiltir plagina siki bir sekilde yapisik, biylmekte olan NKH’ler, hiicre
kiiltiir petri kabmin yiizeyini % 80’ini kapladiginda ve Konfluent hale
geldiklerinde, iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile yikadiktan sonra,
lizerine taze noral ¢ogaltma besiyeri eklendi. Daha sonra hiicreler kaziciyla (cell
lifter) hiicre petri tabandan ayrilmasi saglandi ve 15 ml’lik falkon tiipleler toplandi.
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Cok yavag pipetaj yaparak siispansiyon haline getirildi. 350%g’de 5dk santrifiij
edildi. Slpernatan uzaklastirild: ve hiicre pelleti lizerine yaklasik 5 ml EGF/FGF-
upNKH (EF-upNKH) besiyeri (Table 3.23) eklendi ve stispansiyon haline getirildi.
Siispansiyon haline getirdigimiz hiicreler onceden hazirladigimiz 6-kuyucuklu
kiiltlir kabin 2 kuyucuguna ekildi ve nérosfer olusumu saglandi. Norosfer olusma
verimini artirmak i¢in 2uM DotlL inhibitorii (EPZ004777, iDotlL) eklendi ve 37 °
C'de % 5 CO'lik inkiibator icerisinde transfer edildi. Yaklasik 3 giin sonrasi
mikroskopik inceleme yapildi ve hiicrelerin besiyerleri 1 ml’lik mikropipet
kullanarak, ¢6k dikath bir sekilde besiyerinin 1 ml’i uzaklastirild1 ve tekrar 1 ml
taze EF-upNKH besiyeri eklendi. Pasajlama islemleri i¢in yaklasik 14-16 gln
sonrasi olusan norosfer’ler steril ortamda ve diseksiyon mikroskop altinda Iml’lik
mikropipet kullanarak secildi. Norosferlerin bir kism1 kismi 15 ml’lik falkon tiipe
toplandi. 350*g’de 5dk santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi ve EF-upNKH
besiyeri iceren 6-kuyucuklu kiltir kabin 2 kuyucuguna gelecek sekilde ekleyerek
cogalmasi saglandi (Sekil 3.16) Norosferlerin diger kismi santrifiij yaptiktan sonra
hazirladigimiz EF-upNKH dondurma besiyerinde (% 40 EF-upNKH, % 50
HyClone™ Advance STEM Serum Replacement ve % 10 DMSO), 0,22 um
DMSO-giivenli filtreden gegirdikten sonra sivi nitrojen tankinda saklandi1 (Azari,
Sharififar et al. 2011).

Tablo 3-23. EF-upNKH besiyerinin igerigi.

Bilesen 500 ml icin gereken Katalog No
miktar (ml)

Neurobasal Besiyeri 500 ml # 21103049
L-Glutamine 7,5 mi # 11140-050
B27 suplement 10 ml # 17504-044
N2 supplement 2,5 ml # 17502-048
Pen-Strep 2,5ml # 15140-122
Heparin 500 ul # 07980
FGF (20 ng/ml) 100 ul # PHG0266
EGF (20 ng/ml) 50 ul # PHG0313
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ikinci
upNKH’lerin
olusumu (Nérosfer)

" NKH Indiiksiyon upNKH’lerin _
Giinler 0 baslangic 25-29 olusumu 30-38
uPKH ekim

Noral gogaltma

Niral Indiiksiyon Besiyeri Besiyeri

EF Besiyeri

Sekil 3.16. Nérosfer olusturma protokol semasi.

3.5.2. UPNKH’lerin gen ekspresyon analizi

Bu asamada negatif kontrol olarak kullandigimiz MNG-fibroblast ve MNG-
UPKH’lar ve ayrica MNG-uPKH’lerden elde edilen MNG-NKH’lerin (upNKH)
gen ifade oruntdlerinin standart NKH’larla benzerlik géstermesi, ve pluripotens
genlerinin susmus olmasi beklenmekteydi. Segici indiiklemenin sonucunda olusan
upNKH’lerin gen ekspresyon analizi, ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) yontemiyle ile analizi edildi.

Buna gore, upNKH’lerden RNA elde edildi. Total RNA izolasyonu icin, ilk
once ¢ogaltma besiyerinde biiyiimekte olan ve hiicre kiiltiir kabin ylizeyini yaklagik
% 80’1ini kapladiginda besiyeri uzaklastirildi ve 350 pul RA1 tamponu ve 3.5 pl 8-
merkaptoetanol karisimi ekleyerek hiicreler Niikleo Spin Filter tiipler i¢ine toplandi
ve RNeasy Mini Kit (Qiagen) izolasyon protokolii kullanilarak gerceklestirildi.
Elde edilen RNA’lar geri yazilima (reverse transcription) tabi tutularak cDNA
sentezi yapildi 1 pg ornek RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi. RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi 3.3.5.3 boliimiinde anlatildigi gibi gergeklestirildi.
MNG-uPKH, MNG-fibroblast ve MNG-NKH’lerin total cDNA sentezi yapildiktan
sonra bu hicrelerin pluripotens ve NKH belirte¢ genlerinin ifadeleri gRT-PCR
yontemiyle belirlendi. Bu reaksiyonlarda uPKH belirteci olarak Sox2, Oct4
genlerinin 6zgl primerler ve NKH belirteci olarak Nestin, Pax6, Glast, Blp, Sox1
genlerine 6zgii primerler ve kontrol olarak GAPDH primerleri kullanildi (Tablo
3.24). Gen seviyeleri GAPDH'e oranla ve delta Ct yoluyla belirlendi. Gen
ekspresyon analizi icin RT-PCR ayarlart 3.3.5.3 boéliminde, Tablo 3.18’de
anlatildig1 gibi gerceklestirildi.



69

Tablo 3-24. NKH gen ekspresyon analizi igin kullanilan primerler.

Primer

Primer sekans

Nestin_F Primer

Nestin_R Primer

TGAAAAGTTCCAGCTGGCTGTGG
TGTTTGCAGCCGGGAGTTCT

PAX6_F Primer
PAX6 R Primer

ATCCGAGATTTCAGAGCCCCA
CGCCCGTTGACAAAGACACCA

GLAST_F (SLC1A3) Primer
GLAST_R (SLC1A3) Primer

TCGGAATGCTTTTGTGCTGCTC
TATCTAGCGCCGCCATTCCTGTG

Blp_F (DYNLRB1) Primer
Blp_R (DYNLRB1) Primer

CGGATCGGTCGGAAATGAGGT
GTGCTCCGTGCCTTCAGGAT

Sox1 _F Primer

CGCTGACACCAGACTTGGGTT

Sox1 R Primer AGCAACGCGGAGGAAAGTGA
hSox2 F Primer CCCAGCAGACTTCACATGT
hSox2 R Primer CCTCCCATTTCCCTCGTTTT

hOct4 F Primer

hOct4 R Primer

CCTCACTTCACTGCAACTGTA

CAGGTTTTCTTTCCCTACGT

GAPDH F Primer
GAPDH R Primer

GAA GGC TGG GGC TCATTT
CAGGAGGCATTGCTGATGAT
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3.5.3. UPKH’larin immunofloresans boyamasi

Farklilasmis hiicrelerin tanimlanmasi i¢in UpNKH’ler, histolojik olarak
immunofloresans boyama teknigi kullanilarak, Konfokal mikroskop ile
degerlendirildi. Immdinofloresans deney icin, Nestin’e (néron o6ncilu hicre
belirteci) 6zgli primer antikor kullanilarak arastirildi. Nestin intermediate flaman
proteini olarak, nérak kok / progenitor hiicre (NKH) markerleri arasinda, gelismis
hiicrede, hiicre gelisimindeki ve CNS gelisiminde en Onemli faktor olarak
bilinmemektedir. Imminofloresans boyama icin Nestin’e 6zgi primer antikor
kullanilarak, tabakta fikse edilmis upNKH’ler, Gizerinde uygulandi.

Immimnofloresans boyama islmine baslamadan 6nce (1-2 saat dncesinden),
12-kuyucuklu kiiltiir kaplari, 12 mm otoklavlanmis cover slip ve NPM besiyeri
igeren matrigel ile kapladiktan sonra UpNKH’lerin ekimi yapildi. Yaklasik 7-8 gln
sonrast hiicre peti kabin %60’sini kapladiginda, hiicre byama islemi uygulanda.
Hiicreler bir defa PBS ile yikandiktan sonra fiksasyon i¢in 9%0.4
paraformaldehid/PBS de 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra
paraformaldehid/PBS uzaklastirildi ve 3 kez soguk PBS ile yikanir. NKH hiicrelerin
gecirgenligini saglamak igin %0,2 Triton X-100/PBS ekleyerek 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar 3 kez PBS ile yikanir. Spesifik olmayan birincil
antikorlarin baglanmas1 icin Blocking soliisyonu (3% BSA ve 5% donkey
serum/PBS) ekleyerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Yarim saat
sonunda blocking soliisyonu uzaklastirildi ve tekrar 3 kez PBS ile yikanr.
upNKH’lere 6zgli Nestin primer antikor (Anti-Nestin antibody)1:100 oraninda
bloking solusyonu ile dillie edildi ve gece boyunca karanlik odada, +4°C’de
birakildi. Eretesi giin primer soliisyonu aspire edildi ve baglanmayan primer
antikoru uzaklastirmak i¢in 5 defa PBS ile yikand1. Fliorofor ile konjuge olamayan
primer antikor’la (Nestin) boyadigimiz hiicreler, fliiorofor ile konjuge edilmis
sekonder antikor ile 1:1000 oraninda bloking soliisyonu ile sulandirildi ve karanlik
odada, +4°C’de 3 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor aspire edildi ve cover slip /
hlcre 3 defa PBS ile (karanlik odada) yikandi. Hiicreler 1:10,000 oraninda Hoechst
33342 (PBS’in icinde) ile muamele edildi ve 10 dakika inkiibasyona birakildu.
Cover slip / hiicre ters sekilde lam {izerine alindi ve cover slip etrafi hi¢ hava
almadigi sekilde iyice kapatildi (Tablo 3.25). Nestin pozitifligi Konfokal mikroskop

kullanilarak degerlendirme yapildi.
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Tablo 3-25. Immiinofloresans boyamast igin antikorlar.

Hedef Marka, Primer antikor Sekonder antikor
kat. No.
Anti- Abcam Rabbit 1gG, Alexa Fluor 488 Anti-rabbit,
Nestin 4b923 9'1 1:100 oraninda bloking 1:300 oraninda bloking
antibody soliisyonunda sulandirild: | soliisyonunda sulandirild:

3.5.4. Olusturulan NKH’lerin NOron ve Astrosit farkhlastirilmasi

Olusan upNKH’lerin, biitiin belirte¢leri beklendigimiz sekilde  yani
morfolojik olarak (norosfer olusturma kapasiteleri), histolojik olarak (Nestin
imminofloresansi), ve molekiiler diizeyde arastirildiktan sonra, UPKH’lerden elde
edilen NKH’lerin (upNKH) gen ifade orintilerinin standart NKH’lerle benzerlik
gOstermesi ve pluripotens genlerinin susmus olmasi saptandi. Karakterizasyonu
deneyler sonucu NKH tanimlarina uyan upNKH’ler, kontaminasyonu olmadan saf
olarak elde edilen upNKH’ler daha sonra in vitro farklilasma deneyleriyle
incelendi. Buna gore, upNKH’lerin, sec¢ici kosullarda néron ve astrosit olusturma

kapasiteleri, farklilasma besiyerlerinde incelendi.

Noral ¢cogaltma (Neural expansion) besiyerinde olan NKH’lar, kiiltiir plagina
sik1 bir sekilde yapisik ve hiicre kiiltiir petri kabinin ylizeyini % 80’ini kapladiginda
ve Konfluent hale geldiklerinde, iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile
yikandi. Hucreler 1ml ACCUTASE™ (#07920) kullanarak 5-10 dakika 37°C
inkiibe edildi. Hiicrelerin tabandan ayrilmalari i¢in pipet yardimiyla pipetaj yapildi
ve Uzerine 5 ml NPM besiyeri konuldu. Hiicre sayimi yapildi ve 350%g’de 5dk
santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi. 1-2 saat éncesinden 6-kuyucuklu kaltir
kaplar1 F12 iceren Geltrex (1X) (Geltrex® LDEV-Free, Kat.No. A1413201) ile
kaplandi. Hiicre kiiltiir petrilerine konulan Geltrex soliisyonu 1 saat 37°C’lik
inkdbator icerisinde birakild. Geltrex ile kaplanan 6-kuyucuklu kiiltiir kabin
tizerinde olan soliisyon uzaklastirildi ve 2 kere PBS ile yikandiktan sonra, her bir
kuyucuguna, 2 ml hiicre siispansiyonun’dan (5%10* hiicre / kuyucuk) ekleni ve
37°C’lik inkiibator icerisinde transfer edildi. ikinci giin hiicreler tabana yapistiktan
sonra Uzerindeki besiyeri yavasga uzaklastirildi. Kuyucuklarin birine ndron
farklilagsma besiyeri (Tablo 3.26) ve digerine astrosit farklilasma besiyeri (AGM™
BulletKit™ Kat.No. CC-3186) (Tablo 3.27) eklendi ve néron ve astrosit olusumu
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saglandi. Astrosit ve Noron olusmasi sonrasi, hazirladigimiz astrosit (% 40 astrosit
farklilasma besiyeri, % 50 HyClone™ Advance STEM Serum Replacement ve %
10 DMSO), ve noron (% 40 noron farklilagsma besiyeri, % 50 HyClone™ Advance
STEM Serum Replacement ve % 10 DMSO), dondurma besiyerinde (% 40 EF, %
50 HyClone™ Advance STEM Serum Replacement ve % 10 DMSO), 0,22 um
DMSO-giivenli filtreden gegirdikten sonra sivi nitrojen tankinda saklandi.

Tablo 3-26. Astrosit farklilagsma besiyeri igerigi.

Bilesen 500 ml i¢in gereken
miktar (ml)
Astrocyte Basal Medium (ABM) 500
GA-1000 (gentamycin/amphotericin solution) 0,5
EGF (rh) 0,5
FBS 15
Insulin 1,25
L-Glutamine 0,5
Pen/Strep 2,5
Ascorbic acid 0,5

Tablo 3-27. Noron farklilagsma besiyeri igerigi.

500 ml i¢in gereken

Bilesen ] Katalog No
miktar (ml)

Neurobasal Besiyeri 500 # 21103049

L-Glutamine 7.5 # 11140-050

B27 suplement 10 # 17504-044
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4. BULGULAR

4.1. MNG, GBM Hastalarindan Ve Saghkh Bireylerden Fibroblast
Hucre Elde Edilmesi

Bu ¢alismada MNG ve GBM hastalara 6zgii uyarilmig pluripotent kok hiicre
(UPKH) elde edilmesi i¢in yeni olusan tiimor tanisi ile ameliyat olan MNG ve GBM
hastalarindan ve kontrol gurubu olarak saglikli bireylerden (BJ fibroblast hiicresi)
cerrahi miidahale sirasinda cilt biyopsisi alind1 ve 3-4 hafta sonrasi fibroblast hiicre
elde edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Saghikli bireylerden, MNG ve GBM hastalardan ameliyat sirasinda alinan cilt
biyopsisinden elde edilen fibroblast dizisi ve 151k mikroskop ile gorintileri. A) BJ
Fibroblast hiicresi, B) MNG Fibroblast hiicresi, C) GBM Fibroblast hiicresi.
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4.2. Fibroblastlardan Yeniden Programlama Yontemiyle uPKH Elde
Edilmesi

Bu ¢alismada, Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre elde edilmesinde, MNG ve
positif kontrol olarak saglikli bireylerden (BJ hicresi) elde ettigimiz insan
fibroblast dizileri yeniden programlama yontemi ile epizomal plazmid
transfeksiyonu uygulandi. Yeniden programlamada gerekli olan plazmidler,
PCXLE-SK Sox-2 ve Klf4’u, pCXLE-Oct3/4-shp53 Oct4 ve verimliligi artmakta
olan shP53’yi, pPCXLE-hUL ise Myc ve Lin28’i kullanildi. Bu plazmidler, insan
fibroblastlarina elektoporasyon yontemiyle (Neon Transfection System kullanarak)
transfekte edildi. Yeniden programlamanin 6.giiniinde transfekte ettigimiz hiicreler
mitotik olarak inaktive edilmis fare embriyonik fibroblast hiicreler {izerine alindu.
Hicreler 14 giin boyunca insan uPKH besiyerinde (hES) blylmeye birakildu.
Yaklasik 4-6 hafta sonrast MNG-uPKH (Sekil 4.2) ve BJ-uPKH (Sekil 4.3)
hicreleri elde edildi. Olusan uPKH kolonileri manuel olarak pasajlandi ve
cogaltilirdi. Ayrica elektroporasyon verimliligini gostermek icin GFP ile isaretli
epizomal vektori ile (PCXLE-eGFP) boyadigimiz MNG (62.3%) ve BJ (57.7%)
hiicrelerinin akan hiicre Olcer analiz sonuglar1 Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.2. MNG hastalardan elde ettigimiz fibroblast hiicrelerinin yeniden programlama yontemiyle
UPKH elde edilmesi. A) Hastasindan ameliyat sirasinda alinan cilt biyopsiden elde edilen
fibroblast hiicreleri (Hucreler temel fibroblast morfolojisine sahipler), Elektroporasyon
verimliligini géstermek i¢in GFP ile isaretli epizomal vektorii (PCXLE-eGFP) kullanildi
(6.giinde GFP pozetif hicreler), Yeniden programlamanin 10’uncu glnunde hiicreler
fibroblastik morfolojisinde degismeler gézlemlendi, B) 20.gin itibariyle besleyici MEF
tabakasinin istinde UPKH colonileri olusmaya baslamigtir, C) 1.Pasajlama, olusan
koloniler morfolojik olarak embryonik kok hucrelere benzemektedir, yaklagik
40.gininde MNG-uPKH koloni toplanmasi yapilmistir.



Sekil 4.3.
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'Day 32

Saglikli bireylerden elde ettigimiz fibroblast hiicrelerinin yeniden programlama
yontemiyle uPKH elde edilmesi. A) Day 0°da hiicreler temel fibroblast morfolojisine
sahipler, Elektroporasyon verimliligini gostermek i¢cin PCXLE-eGFP kullanild1 ve
6.glinde hicreler GFP pozetif olarak gdzlemlendi, B) Yeniden programlamanin
15’inci giiniinde hiicreler fibroblastik morfolojisinde degismeler basladi ve 20 sonrast
MEF tabakasinin iistiinde UPKH colonileri olusmaya baslamistir, C) Olusan BJ-
uPKH’lar morfolojik olarak embryonik kok hiicrelere benzemektedir.
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Sekil 4.4. MNG ve BJ hiicrelerinin akan hiicre dlger analiz sonuglar1.
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4.2.1. UPKH’lerin karakterizasyonu
4.2.1.1. UPKH’lerin In vitro karakterizasyonu
4.2.1.1.1. UPKH’lerin morfolojik incelenmesi

Uretilen MNG-uPKH ve BJ- uPKH kolonileri, morfolojik olarak mikroskop
altinda incelendi. Koloniler morfolojik olarak kiiltiir plagina siki bir sekilde yapisik,
keskin sinirli, ve dens yogun goriiniim goriintiisii vardir. Urettigimiz MNG-
UPKH’ler morfolojik ve goriintii acisindan, positif olarak kullandigimiz PBMC-
UPKH’lere benzerdi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Fibroblastlardan yeniden programlama yontemiyle uPKH elde edilmesi ve morfolojik
incelenmesi. A) PBMC-uPKH (Pozetif kontrol, B) Menenjioma hastalardan elde
ettigimiz MNG-UPKH, C) Saglikli bireylerden elde ettigimiz BJ-uUPKH.
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4.2.1.2. MNG-fibroblast, MNG-uPKH, PBMC-uPKH hucrelerinin
karyotip analizi

UPKH’lerinin kalite kontrol ve karakterizasyonu igin insan G-seridi karyotip
analizi yapildi. Karyotip analiz sonuglarina gére her ¢ hilcre’de yani, MNG-
fibroblast hicreleri (46,XX kromozom), pozetif kontrol olarak PBMC-uPKH’leri
(46,XX kromozom) ve yeniden programlama yontemi ile elde ettigimiz hastaya
06zel MNG-uPKH’lerde (46,XX kromozom) normal karyotipe sahip olduklari
belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. G-seridi karyotip analizi. (A) MNG-Fibroblast hiicresi, kromozomal sayisali normal
(46,XX kromozom), (B) PBMC-uPKH, kromozomal sayisali normal (46,XX
kromozom), (C) Yeniden programlama yontemi ile elde ettigimiz hastaya 6zel MNG-
UPKH’leri, kromozomal sayisali normal (46,XX kromozom).
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4.2.1.3. UPKH’lerin gen ekspresyon analizi

Elde edilen uPKH hicrelerinin karakterize etmek ve pluripotensiyel
Ozelligini gosteremek i¢in, gen ekspresyon analizi yapildi. Yeniden programlama
yontemi ile ve epizomal plazmid transfeksiyon yoluyla fibroblastlardan olusuran
MNG-uPKH’lerin pluripotens belirtegc genlerin (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc)
varliklarin1 ve farklilasmamis 6zellige sahip oldukalrini, gergek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyon (qQRT-PCR) yontemiyle analiz ettik. Bu deney’de pozetif
kontrol oalrak PBMC-uPKH’ler ve negatif kontrol olarak MNG fibroblast hiicresi
kullandik. Hiicrelerin RNA’s1 elde edildi ve total olarak 1 pg RNA kullandik bu
RNA’lar1 geri yazilima (reverse transcription) tabi tutularak cDNA elde ettik.
Genlerin ifade grafikleri incelendiginde; MNG-uPKH’lerde Oct4, Sox2, KlIf4, c-
Myc genlerin anlatim diizeylerinin artmas1 ve pozetif kontrol olarak kullandigimiz
PBMC-uPKH’lere benzer diizeyde oldugu saptandi. Ayrica negatif kontrol olarak
kullandigimiz MNG fibroblast hiicrelerinde pluripotent genlerin ifade olmamasi
belirlendi. gRT-PCR yontemi ile Oct4 (Sekil 4.7A), Sox2 (Sekil 4.7B), c-Myc
(Sekil 4.7C), KIf4 (Sekil 4.7D) ve uPKH’ler de tiim genlerin anlatim diizeylerinin
karsilastirmasi (Sekil 4.7E) verilmistir.
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Sekil 4.7. gRT-PCR yontemiyle uPKH’lerin Gen Ekspresyon Analizi: A) Oct-4 geninin ifade
diizeyi, B) Sox2 geninin ifade diizeyi, C) c-Myc geninin ifade diizeyi, D) KIf4 geninin
ifade diizeyi, E) uPKH’lerin pluripotens belirtec genlerin (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc)
varliklarini ve dort pluripotensi genlerin de anlatimi saptandi.



4.2.1.4. UPKH’larin immunofloresans boyamasi

MNG  fibroblast hicrelerden izole edilmis MNG-uPKH’lerin
karakterizasyonu ve pluripotensi ozelligini gostermek i¢in  imminofloresans
boyamasi1 yapildi. Imminofloresans deneyleri icin, uPKH’lere 6zgl primer
antikor’ler yani Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4 kullanildi. Cover slip tizerinde
fikse edilmis UPKH koloniler iizerinde boyama islemi uygulandi ve Konfokal
mikroskop ile pluripotensi proteinlerin ifadesi tetiklendi. Yapilan immunofloresans
boyama sonucuna gére MNG-uPKH (Sekil 4.8) ve pozetif kontrol oalrak
kullandigimiz  PBMC-uPKH’lerde (Sekil 4.9) pluripotensi ile ilgili tlim
protein’lerin (Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi saptandi.
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Sekil 4.8. MNG-uPKH’lein immiinofloresans boyamasi: Tim pluripotent ile ilgili proteinin
(Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEAA4) ifadesi belirlendi.
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Sekil 4.9. PBMC-uPKH’lein imminofloresans boyamasi: Tum pluripotent ile ilgili proteinin
(Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi belirlendi.
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4.2.2. UPKH’lerin in vivo karakterizasyonu
4.2.2.1. UPKH’lein tratoma olusumu

UPKH’lerin pluripotensiyel &zelliklerini gdstermek icin bu hicrelerin
teratom olusturma kapasiteleri yani 3 ¢esit embriyonik germ hiicre tabakasina da
olusturma yetenegine sahip olduklar1 (ektoderm, mezoderm, endoderm) teyid ve
incelendi. Bu hiicrelerin morfolojik ve yapisal analizi pluripotent ozelligini
gostermek agisindan 6nemlidir. Bunun i¢in elde ettigigmiz MNG-uPKH kolonileri,
pozetif kontrol oalrak PBMC-uPKH kolonileri ve negatif kontrol olarak MNG
fibroblast hiicreleri bagisikligi baskilanmis (SCID) farelere enjekte edildi ve MNG-
uPKH’ler ve PBMC-uPKH’lerinde 4-10 hafta sonra teratom olusumu basladi.

Teratom dokusu diseksiyon aletleri ile c¢ikarildi ve kog iiniversitesi
histopatoloji departmanina immunohistokimyasal boyama islemi yapildiktan sonra
patolojist Prof. Dr. Arzu Ruacan tarafindan incelendi. Alinan teratoma kesitler
boyamasi ile UPKH olusumunu gerceklestiren ve teratom karakterini gdsteren
ektodermal, endodermal ve mezodermal kaynakli hiicrelerin olusturma yetenegi
tespit edildi. uPKH’ler in vivo’da spontan olarak barsak epiteli, (endoderm);
kikirdak, kemik, diiz kas, iskelet kasi, kalp, kasi (mezoderm); néral epitel,
embriyonik ganglion, ¢ok katli yass1 epitele (ektoderm) (Miura, Okada et al. 2009)
(Tsuji, Miura et al. 2010) teratomalara farklilasabildikleri saptandi (Sekil 4.10).



87

MNG-uPKH PBMC-uPKH

ZILECAET]

wJspopuy WJI2POZaN

WwJapoayg

Sekil 4.10. UPKH’lerin SCID farelere enjekte edilerek tratoma olusmasi. MNG hastalardan
elde ettigimiz MNG-UPKH ve pozetif kontrol olarak kullandigimiz PBMC-uPKH
kolonilerin pluripotensiyel 6zelligi, SCID farelere enjekte edilerek teratoma
olusturma kapasiteleri teyid edildi.
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4.3. insan UPKH’lerden, upNKH Elde Edilmesi

Bu tez galismasinda, insan UPKH’lerinden iki farkli yontem kullanarak
(Embriyoid cisimcige ve Monolayer kiltir yontemleri) upNKH’leri elde edildi.

4.3.1. UPKH’lerden EB yontemi ile upNKH izolasyonu

MNG-upNKH elde edilmesinde kullandigimiz ilk kalttr sistemi, EB yontemi
olarak (Fraichard, Chassande et al. 1995, Kurosawa 2007, Lowry, Richter et al.
2008), farklilasmamis ve pluripotent Ozellikleri pozitif olan insan uPKH’leri bu
yontemin ilk asamasinda, low-adherent hicre kiltlr petri iceren FGF-free (w/0)
hES besiyerinde (DMEM/F12 1:1 karisimi, 20% (KOSR), 1% L-glutamin, 0,1mM
(MEM-NEAA), 0,ImM B-mercaptoethanol, penisilin/streptomisin), U¢ germ
tabakaya farklilasma yetenegi olan, embriyoid cisimcige doniistiiriildii. Ayrica elde
ettigimiz UPKH’lerin pluripotansiyel 6zelligi, embriyoid cisimcik olusumu ile
kanitlanmis oldu. Farklilasmanin dérdunci giiniinde itibaren mikroskopik inceleme
sonucunda, ilk EB’ler goziikmeye basladi. Bu yontemin ikinci asamasinda ve 7.gln
sonunda, EB’ler bekledigimiz boyutlara ulast1 ve secilerek (Sekil 4.11), matrigel ile
kaplanan, Noral Indiiksiyon farklilasma besiyeri iceren 6-kuyucuklu kiltir kaplara
ekildi,
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Sekil 4.11. MNG-uPKH ve PBMC-uPKH’lerden EB olusturulmasi. EB’ler morfolojik olarak insan
EKH’lara benzemektedir.

14.glinlinde mikroskopik inceleme sonucunda, uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerden, Noro ektodermin baslangi¢ hiicrelerini temsil eden Noral Rozette
hiicreleri (Neural Rosette) elde edildi. Bu yontemin ii¢lincli asamasinda, secilen
Noral Rozette’ler enzimatik olarak izole edildi ve Noral Indiiksiyon farklilasma
Besiyerinde kiiltiir edildi ve 25 giin sonunda upNKH’lerin elde edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. insan uPKH’lerden EB yontemi ile Néral projenitor (upNKH ) elde edilmesi. A) ikinci
hafta sonunda noral indiiksiyon farklilagma besiyerinde rozet ad1 verilen noral kiimeleri
elde edildi, B) Ug ile dort hafta arasinda Noral indiiksiyon farklilasma besiyerinde elde
edilen Noral projenitor hiicreleri (upNKH).
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4.3.2. UPKH’lerden monolayer (2D) kultie yontemi ile upNKH
izolasyonu

Bu asamada Monolayer (2D) kiiltiie yontemi ile, elde ettigimiz ve pluripotent
ozellikleri kanitlanmig UPKH’lerden, Noral kok hiicre elde ettik. Monolayer kultie
yontemi ile elde edilen NKH’ler, EB yontem’ine gdére daha uzun bir stirecte kulttr
edildi. Hiicre farklilasmasi i¢in, matrigel ile kaplanan ve Noral Indiiksiyon
farklilagsma besiyeri igeren hiicre kiiltiir kaplar tizerinde kiiltiir ettigimiz uPKH’ler,
yani noral indiiksiyon ortami uygulandiktan sonra (7-8.glin’e kadar), mikroskop
inceleme sonucunda hiicre canlilik oran1 %30 olarak sekilde hesaplandi.
Farklilasmanin 15-18. Guninden itibaren hiicrelerde heterojenligin artmasi ve
cogalmas1 gozlemlendi. Ikinci kiltirlemede (pasaj 2) hiicreler yeni hazirladigimiz
matrigel-kaplamli petrilere aktardigimizda, hiicreler morfolojilerini degismesi,
hiicre ¢ogalma hizinin artmasi ve noral kok hicre benzeri bir gorinim
sergilemislerdi (Sekil 4.13). Hucreler segici ortam kosullar altinda ve yaklasik %
80 konfluansa ulastiginda (pasaj 3’e kadar) olusan NKH’ler, Noral Cogaltma
besiyerine aktarildi ve cogalmasi saglandi.

Sekil 4.13. insan uPKH’lerden Noral indiiksiyon farklilasma besiyerinde Monolayer (2D) kultir
yontemi ile upNKH’lere farklilastirilmasi.
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4.4. UPNKH’lerin Karakterizasyonu

MNG-NKH’lerin (upNKH) in vitro 6zelliklerinin karakterizasyonu igin:
morfolojik olarak noérosfer olusturma kapasiteleri, gen ekspresyon dizede (QRT-
PCR) secilen genlerin (Nestin, PAX6, GLAST, Blp, Sox1) gen ifade éruntulerinin
standart upNKH’larla benzerlik gostermesi, ayn1 zamanda protein ekspresyonu igin
immunofloresans (IF) deneyleri ile Nestin protein miktarinin ekspressyonu ve

farklilasma kosullarinda noron ve astrosit farrklilasmasi incelendi.

4.4.1. upNKH’lerin morfolojik olarak norosfer olusturma kapasite
incelenmesi

Noral kok hiicreler segici kiiltiirleme kosullarinda ¢ogalarak, multipotent
kiresel klonlar yani norosfer adi verilen hiicre topluluklarini olustururlar.
Norosferler olusturan NKH’ler in vitro ortamlarda néron, astrosit ve oligodendrosit
olusturma kapasiteye sahip hiicreler tamimlanirlar. Bu hiicreler nérodejeneretif
hastaliklarinda, beyin hasar ve NKH-bazli kanser tedavileri konusunda kaynak

olarak bir umut 15181 olmustur.

MNG-NKH’lerin noérosfer olusturma kapasiteleri incelenmesi igin noral
cogaltma besiyerinde biiyiimekte olan ve hiicre kiiltiir kabin ylizeyini yaklasik %
80’ini kapladiginda manuel yontemler hiicreler topland1 ve spesifik FGF (20 ng/ml)
| EGF (20 ng/ml) iceren serumsuz EF-upNKH besiyerinde kultiire edilerek nérosfer
olusumu gergeklestirildi. EF-upNKH besiyeri uygulandiktan sonra hcrelerin
cogunlugu hipertrofik hale gelerek kiiltiir plagina baglandilar ve kiiguk kiiresel
klonlar (norosfer) olusturdular. 4-5 giin sonra, c¢ogalan hiicreler, substrattan
ayrilarak kiiciik kiimeler haline gelerek, EF-upNKH besiyeri cogalmalari
gbzlemlendi. Canli norosferler parlak ve boyutlari arttikga daha kiiresel hale
geldiler. Yaklasik 14-16 giin sonrasi norosferler istedigimiz boyutlara geldiginde
(150 and 200 um), norosferlerin bir kismi1 pasjlanarak ¢ogalmasi saglandi ve diger

kismi donduruldu ve siv1 nitrojen tankinda sakland1 (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. UNKH’lerin morfolojik olarak nérosfer olusturma kapasite incelenmesi. A)
Matrigel tabanli ve néral ¢ogalma besiyerinde olan upNKH’ler (Day 0), B) ikinci
hafta sonunda EF-upNKH besiyerinde norosfer olugturabilen insan upNKH’leri (Day
14).
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4.4.2. UPNKH’lerin gen ekspresyon analizi

Bu tez calismasinda Segici indiiklemenin sonucunda olusan MNG-
upNKH’lerin gen ifade orintileri mMRNA dizeyinde, qRT-PCR ile analiz edildi.
gRT-PCR i¢in RNA’lardan 1 pg kullanarak ¢cDNA sentezlendi ve hiicrelerin
pluripotensiyel ve NKH belirteg genlerinin ifadeleri belirlendi. Ayrica negatif
kontrol olarak MNG-fibroblast hiicreleri ve MNG-uPKH’leri kullanildi. qRT-PCR
sonuglari, NKH’lere 6zel genlerin ve pluripotens genlerinin anlatim diizeyleri
incelendi.

Genlerin ifade grafikleri incelendiginde; Orneklerdeki gen seviyeleri
GAPDH'e oranla ve delta Ct yoluyla incelendi; MNG-upNKH 6rneklerinde néral
progenitor genlerinin (Nestin, PAX6, GLAST, Blp, Sox1) ifadelerinin artmis
olmast ama pluripotens genlerinin (Sox2 ve Oct4) anlatiminin negatif kontrol
olarak kullandigimiz MNG-uPKH’lere gore susmus olmasi ve azaldig goriildii.
Boylece secilen genlerin gen ifade éruntulerinin standart upNKH’larla benzerlik
gostermesinin  dogrulandigin1  gosterdik. Ayrica negatif kontrol olarak
kullandigimiz MNG fibroblast ve uPKH’lerde ndral progenitor genlerinin, MNG-
upNKH’lere gore daha az ifade olmasi belirlendi. qRT-PCR yontemi ile NKH
genlerinin yani: Nestin (Sekil 4.15A), PAX6 (Sekil 4.15B), GLAST (Sekil 4.15C),
Blp (Sekil 4.15D), Sox1(Sekil 4.15E), ve pluripotens genlerinin yani: Oct4 (Sekil
4.15F), Sox2(Sekil 4.15G), ve upNKH’ler de tlim genlerin karsilastirmasinin
anlatim diizeyleri (Sekil 4.15H), verilmistir. Bu sonuclara gére Sox1 ekspresyonu,
hiicrelerin ndéroepitelyal asamasinda oldukalarin1 ve radyal glial hiicrelere
farklilasmasinin 6nlemesini saglar. Noroepitelyal hiicrelerinde Pax6 ekspresyonu,
radyal glial hiicrelere farkilasma oranini yiikseltir. Nestin ekspresyonu’da ndron
hiicrelerine farklilasmasini saglar. In vitro kosullarda, NKH genlerinin ekspresyonu
sonucunda, uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin, noral kok hiicrelere farklilagsmasi

kanitlanmis olduk.
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Sekil 4.15. gRT-PCR yontemiyle uPNKH’lerin Gen Ekspresyon Analizi: A. Sox2 geninin ifade
diizeyi, B. Oct4 geninin ifade diizeyi, C. Nestin geninin ifade diizeyi, D. Pax6 geninin
ifade diizeyi. E. Glast geninin ifade dizeyi, F. Blp geninin ifade dizeyi, G. Sox1l
geninin ifade dizeyi, H. uPNKH’lerde néral progenitor genlerinin (Nestin, PAXS,
GLAST, Blp, Soxl) ifadelerinin artmis olmast ama pluripotens genlerinin (Sox2 ve
Oct4) anlatim diizeyinin azaldig1 saptandi.
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4.4.3. upNKH’larin immiinofloresans boyamasi

UPKH’lerden elde ettigimiz noral kok hicrelerin karakterizasyonu ve spesifik
antikorun (nestin) tespiti amaciyla IF boyama ile anazliz edildi. IF boyamasi i¢in
upNKH’lere 6zgu belirteci primer antikor kullanarak, matrigel Uzerinde fikse
edilmis upNKH’lerde uygulandi ve antikor diliisyon optimizasyonu yapildi. Noral
kok hicrelere 6zgu molekillerden en dnemli faktori olarak Nestin secildi. Bu
molekiil ile yapilan immiinofloresan boyama ile ortaya ¢ikan soniiglara gore
upNKH’ler oldugunu gosteren sonuclar gézlemlendi. uPKH’lerden elde ettigimiz
UpNKH’lerde Nestin ifadesi saptandi. Nestin pozitifligi Konfokal mikroskop
kullanilarak degerlendirildi (Sekil 4.16). Sonuclar MNG-upNKH’lerin, normalde
beyinde dokusunda bulunan NKH-profilini dogruladigimi gosteriyordu. AKksine
Negatif kontrol olarak kullandigimiz ve farklilasmamis MNG-uPKH’lerde, Noral
kok hiicrelere 6zgl Nestin proteinin ifade olmadigi sonuglarin dogrultusunu

kanitlanmis oldu.

Hoechst Nastin Merge

Sekil 4.16. MNG-upNKH’lerin Nestin ile immunofloresans isaretleme goriintiileri: NKH’lere
0zgl Nestin protein ekspresyonu (kirmizi), Cekirdek boyamast igin Hoechst 33342
(mavi) kullanild1 kullanilda.
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4.4.4. upNKH’lerin  secici  kosullarda  Astrosit ve NoOron’a
Farkhlastirilmasi

MNG-upNKH’lerin  karektrizasyonu noérosfer olusturma Kkapasiteleri,
histolojik olarak Nestin immunofloresansi ve molekiler dizeyde gen ifade
orlntalerinin standart NKH’lerle benzerlik gostermesi, ve pluripotens genlerinin
susmus olmasi arastirildiktan sonra, bUtun belirtecler beklendigimiz sekilde
gosteren upNKH’lerin in vitro farklilasma deneyleriyle incelendi. Bunu ig¢in
upNKH’lerin, segici kosullarda Noron, Astrosit hiicre olusturma kapasite
incelenmesi i¢in noral ¢ogaltma besiyerinde biiyiimekte olan upNKH’ler enzimatik
pasajlanma yontemler ile toplandi ve NOron ve Astrosit farklilasma besiyerlerine
alarak farklilasmalar1 saglandi. Yaklasik 2-3 hafta sonrast mikroskopik ve
morfolojik inceleme sonucunda, NO6ron ve Astrosit (Seki 4.17), olusmasi
gergeklestirildi. Noron ve Astrosit’lerin bir kismi pasjlanarak ¢cogalmasi saglandi
ve diger kismi donduruldu. Farklilasma calismalar sonuglarina gore MNG-
upNKH’lerin kendini yenileyebilme, multipotent, norosfer olusturma, Noron ve

Astrositn farklilagsma kapasitesine sahip hiicreler olduklar1 bildirilmistir.
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Sekil 4.17. MNG-upNKH’lerin Astrosit ve Noron’a Farkhlastirilmasi. A) Noral Progenitor, B)
Astrosit, C) Noéron.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda, episomal DNA plasmid vektorii (genoma insersiyon
yapma riski olmayan) ile yeniden programlanmasi teknigi kullanarak, énce MNG
ve GBM hastalarindan insan fibroblast hiicreleri elde edilmesi, daha sonra hedefe
yonelik farklilastirma kullanarak Yamanaka yontemiyle ve uyarilmis pluripotent
kok hicrelere (UPKH) doniistiiriilmesi ve olusturulan uPKH dizilerinden kisiye
0zgu NKH dizileri elde edilmesi gerceklestirildi. Elde edilen MNG-uPKH ve
GBM-UPKH karakterizasyonu yapildi, sonuglara goére Fibroblast orneklerinde
pluripotent genlerin ifadesinin olmamasi, UPKH’ye doniistim sonucu bu genlerin
ifadelerinin artmasi ve yapilan immiinofloresans boyama sonucuna gore
pluripotensi ile ilgili tim protein’lerin (Oct4, Nanog, Tra-1-60, ve SSEA4) ifadesi
saptandi. UPKH’lerin teratom olusturma kapasiteleri yani 3 ¢esit embriyonik germ
hiicre tabakasina olusturma yetenegine sahip olduklarimi (ektoderm, mezoderm,
endoderm) kanitladik. Olusturulan uPKH’larin NKH’ya farklilagtirilma
sonuglaria gore ndral progenitor genlerinin (Nestin, PAX6, GLAST, Blp, Sox1)
ifadelerinin artmas1 ve pluripotens genlerinin (Sox2 ve Oct4) susmus olmasini yani
standart upNKH’larla benzerlik gostermesini ve immiinofloresans sonuglarina gore
0zgu Nestin proteinin ifadesi ve normalde beyinde dokusunda bulunan NKH-
profilini dogruladigini gosterdik.

NKH’lerin klinige uyarlanmasi igin, kisiye 6zel kaynaklardan elde edilmesi
en etkili yontem dir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde basta olmak iizere,
diinyanin bir¢ok yerinde yapilan ¢alismalar, kok hiicrelerin beyin tiimorlerinde
terapi tasiyicist olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ozellikle noral ve
mezenkimal orijinli kok htcre dizileri bu konuda sik kullanilmistir. Beyin
tiimorlerinde en sik kullanilan, bulunduklar1 beyin mikrogevresine uyumlulugu
acisindan NKH’lerdir (Tablo 5.1).
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Tablo 5-1. Noral kok hucrelerinin beyin tumdrlerde yonelimini konu alan ¢alismalar ve
terapotik gen aktarimi sonucu anti-tiimor etkisi oldugu bilinen NKH dizileri (Bagci-

Onder 2013).
Name of N 5C line Source Description
c17.2 miouse derived from neonatal cerebellum, immortalized with v-myc
HB1.F3 human derived from fetal telencephalon, immortalized with v-rmyc
mh 5C miouse derived from embryonic mouse cortical tissue
hN 5C human  |derived from embryonic diencephalon and telencephalon, immeortalized with v-myc
hN SCs/ ReNCell human derived from fetal ventral mesencephalon, immortalized with v-myc
NTZRA2 human derived from N2 cells, selected under NSC culture conditions
BM-NSC Mouse derived from bone marrow, selected under NSC culture conditions
primary mouse N3C moLse derived from newborn forebrain
primary mouse NSC mouse derived from fetal frontoparietal region
primary mouse/ rat N3C | mouse/rat derived from newborn cortex

Noral kok hiicreler eriskin beyninde sinirh sayida ve sadece subventrikiiler
zone gibi rejeneratif kapasiteye sahip belirli bolgelerde bulunmaktadir. Giinliimiizde
NKH’ler, 6zellikle ndronal hiicre kaybinin yasandigi norodejeneratif hastaliklarda,
kaybedilen hiicrenin yerine konulmasini hedefleyen hiicresel tedavilerde baslica
hiicre kaynagi olarak goriilmektedir. Bunun disinda NKH’lerin daha az bilinen,
fakat 6nemli bir 6zelligi daha vardir: Bu da NKH’lerin tlimorlere tropizm gosterme
yetenegidir. Bu konuda en iyi bilinen timoér ¢esidi, kaynagini beyin dokusundan
alan ve ¢ok agresif olan, ve erigkinlerde en sik goriilen yiiksek gradli beyin
tiimorleri hastaliklaridir. Bu hastalillarin giiniimiizde tedavi yaklasimlar1 ne yazik
ki ¢ok kisith olup, hastaya uygulanan cerrahi mudahale, kemoterapi ve
radyoterapiye ragmen sag kalim siiresi kisa bir zamanla sinirhdir. Basarisizligin
baslica sebebi; tiimor hiicresinin yiiksek proliferasyon, invazyon ve anjiogenetik
kapasitesinin olmasinin yani sira, kullanilan kemoterapétik ajanlarin kan-beyin-
bariyeri nedeniyle tiimore ulasamamasidir (Szerlip, Pedraza et al. 2012).

Bu konuda son 10 yilda, aralarinda bulundugu birgok arastirmacinin
caligmalar1 son derece yeni bir teknolojiye imza atmistir: Hayvan modellerinde
gelistirilmis bu teknoloji, NKH’lerin beyin i¢ine enjekte edilmesini takiben timor
hiicrelerini hedef alarak tiimére dogru yénelmesi 6zelligine dayanmaktadir. Oyle
ki, NKH’ler, tiimor dokusunu bulup taniyabilmekte ve tiimdr hiicreleriyle birebir
lokalize olabilmektedir. Migrasyon yetenegi kuvvetli bu NKH’ler, eger terapotik
gen ifade ederlerse, goc¢ ettikleri timorleri de yok edebilmektedir (Kim 2004,
Miller, Snyder et al. 2006, Yip and Shah 2008).
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Beyin tiimorleri biitiin diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de 6nemli bir saglik
problemi olarak karsimiza c¢ikmaktadir ve bu konuda calismalar iilkemiz ve
diinyada oncelikli ¢alisma alanlar1 arasindadir. NKH’ler ister MNG ve GBM’de
terapi tasiyicist olarak, isterse norodejeneratif hastaliklarda hiicre yenilenmesi
amaciyla kullanilsinlar, bol miktarda elde edilmek zorundadirlar. Fakat, yetiskin
santral sinir sisteminde NKH’lerin ¢ok az sayida ve kolay ulasilamaz bolgelerde
oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, giiniimiize kadar yapilmis tiim g¢aligsmalarda
kullanilan NKH’ler, genellikle fetal beyin dokusundan iiretilmis ya da embriyonik
kok hiicrelerin farklilagtirilmasiyla olusturulmus ve immortal hale getirilmis hiicre
dizileridir (Kim 2011). Bu tir hicrelerin ileride klinik uygulamalarda kullanilmas1
hem bagisiklik uyumsuzlugu hem de tiimor olusturma potansiyeli nedeniyle biiyiik
dezavantaja sahip gortinmektedir. Pluripotent kok hiicreler temel tip arastirmalari
icin ¢ok degerli araglar olup, ayn1 zamanda hiicre bazli tedaviler igin de blyik
umutlar vaad etmektedirler. En yaygin olarak {izerinde ¢alisilan pluripotent kok
hiicre embriyonik kok hicreler olup, in vitro fertilizasyon sonucunda olusan
blastosistlerden uretilebilirler, ya da partenogenez ve somatik hiicre cekirdek
transferi gibi alternatif yontemlerle de elde edilebilirler. Bu ydntemler insan

uygulamalari icin etik ve pratik agcidan uygun degildir.

Somatik hicrelerin UPKH’ye yeniden programlanmasi ilk olarak fare
modelinde 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka tarafindan gelistirilmistir
(Takahashi and Yamanaka 2006). Yakin zamanda, Takahashi ve Yamanaka (2007)
tarafindan gelistirilen “yeniden programlama” ydntemi sayesinde artik hastalarin
kendi genetik yapilarini tagiyan pluripotent kok hiicreler iiretmek ve tedaviye
yonelik farklilastirilmis hiicreler gelistirmek miimkiin olmaktadir (Takahashi,
Tanabe et al. 2007). Yeniden programlama sayesinde yetiskin bireylerin
hlcrelerinden de pluripotent kék hucreler Uretilebilirler; bu dzellikleri sayesinde de
bircok genetik hastaliga 6zgiin kok hiicre {iretilmesi ve bu hastaliklarin laboratuvar
ortaminda modellenmesi miimkiin olmustur (Park, Zhao et al. 2008). Buna gore,
viral vektorlerin kullanimina dayali 4 transkripsiyon faktoriiniin [Oct4, Sox2, K4,
c-Myc (OSKM)] somatik hiicrelere aktarilmasi sonucu, UPKH elde
edilebilmektedir (Takahashi and Yamanaka 2006, Robinton and Daley 2012). Ama
bu yontemde kullanilan viral vektorleri kanserlesme gibi istenmeyen durumlara yol
acabilmektedir. Ote yandan viral vektorleri ile elde edilen uPKH’ler verimi oldukca
distiktiir.
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2013 yilinda Onder ve ark. Néral Kok Hiicrelerinin GBM timorlerine
yonelimini ve terapotik ajanlar salgiladiklarinda tiimérleri  kiigiiltebildigini
gosterdiler. Ayrica yeniden programlama teknigi fare hiicrelei kullanarak
uPKH’lerinden NKH (m-upNKH) elde etmisler (Bagci-Onder 2013). NKH’ler
tarafindan taginarak tiimor modellerinde etkisi gosterilmis olan terapotik ajanlar ise
su sekilde listelenebilir: Prodrug donistiiriici enzimler (6rnegin, Cytosine
Deaminase, Thymidine Kinase) (Aboody, Brown et al. 2000, Aboody, Najbauer et
al. 2008), immunomodulatuvar sitokinler (Benedetti, Pirola et al. 2000), pro-
apoptotik (tumorisidal) ajanlar (6rnegin TRAIL) (Yip and Shah 2008, Bagci-Onder,
Wakimoto et al. 2010), anti-anjiyogenik ajanlar (van Eekelen, Sasportas et al. 2010)
ve viral pargaciklar (Thaci, Ahmed et al. 2012) (Tablo 5.2).
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Tablo 5.2. uPKH ve Noral kok hiicrelerinin ile ilgili alan ¢aligmalar.

Kaynak

Makale

(Takahashi and
Yamanaka 2006)

Fare fibroblastlardan yeniden programlama yontemi ile (Oct4,
Sox2, KIf4, c-MYC) uPKH elde edilmesini gostermislerdir.

(Takahashi, Tanabe et

Insan fibroblastlardan yeniden programlama yontemi ile

Ostermeier et al. 2010,
Chambers and Studer
2011)

al. 2007) (Oct4, Sox2, KlIf4, c-MYC) uPKH hiicre elde edilmesini
gostermiglerdir.
(Vierbuchen, Fibroblastlarin yeniden programlama yéntemi ile néronal

hiicrelere farklilagmasini gostermislerdir.

(Yu, Vodyanik et al.
2007)

Insan fibroblastlardan yeniden programlama y6ntemi ile
(Oct4, Sox2, NANOG, LIN28) uPKH hiicre elde edilmesini

gostermiglerdir.

(Huangfu, Osafune et
al. 2008)

Insan fibroblastlardan yeniden programlamasiyla ve sadece
Oct4 ve Sox2 transkripsiyon faktdrleri kullanarak uPKH hiicre
elde edilmesini gostermiglerdir. Ayrica yeniden programlama

veriminin arttirmak icin valproic acid (VPA) kullanmigslar.

(Lu, Liuet al. 2013)

Insan fibroblastlarin direkt olarak yeniden programlanmasi ve
Yamanaka faktorleri ve bazi kiigiik molekiillerin ( LIF, TGF-
B inhibitdr SB431542, ve GSK-3 inhibitor) kullanmasiyla
ndral projenitor hiicreleri elde edilmesini rapor etmisler.

(Ring, Tong et al.
2012)

Insan ve fare fibroblastlardan yeniden programlamasiyla ve

sadece Sox2 transkripsiyon faktorlert kullanarak NKH elde

etmisler. Ayrica NKH’lerin multipotent 6zelliklerini néron,
astrosit ve oligodendrosit farklilagmasiyla teyit etmisler.

(Han, Tapia et al.
2012)

fibroblastlardan yeniden programlamasiyla ve Brn4/Pou3f4,
Sox2, KlIf4, c-Myc, plus E47/Tcf3 transkripsiyon faktorleri
kullanarak NKH elde etmisler. Ve bu hiicrelerin
karakterizasyonunu in vitro ve in vivo kosullarda gostermisler.

Bu sekilde elde edilmis hiicrelerin GBM gibi bir tiimor tipinde terapi tasiyict
olarak kullanilmas:t ise simdiye kadar denenmemistir. Dolayisiyla bu tez
calismasinda, hem insan hiicrelerinde bu teknigin denenecek olmasi, hem de

tiimdrlere terapi tastyici olarak upNKH’lerin kullanilacak olmasi bakimindan son

derece G6zgunddr.



https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/transforming-growth-factor-beta
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/transforming-growth-factor-beta

106

KAYNAKLAR DIZIiNI

Abbott, A., 2012, Cell rewind wins medicine Nobel: researchers awarded
prestigious prize for their work on reprogramming mature cells to a
pluripotent state, Nature, 490(7419):151-153 pp.

Aboody, K.S., Najbauer, J. and Danks, M.K., 2008, Stem and progenitor cell-
mediated tumor selective gene therapy. Gene therapy, 15(10):739p.

Aboody, K.S., Brown, A., Rainov, N.G., Bower, K.A,, Liu, S., Yang, W., Small,
J.E., Herrlinger, U., Ourednik, V., Black, P.M. and Breakefield, X.O.,
2000. Neural stem cells display extensive tropism for pathology in adult
brain: evidence from intracranial gliomas. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 97(23):12846-12851 pp.

Amabile, G. and Meissner, A., 2009. Induced pluripotent stem cells: current
progress and potential for regenerative medicine. Trends in molecular
medicine, 15(2):59-68pp.

Amit, M., Carpenter, M.K., Inokuma, M.S., Chiu, C.P., Harris, C.P., Waknitz,
M.A., Itskovitz-Eldor, J. and Thomson, J.A., 2000. Clonally derived
human embryonic stem cell lines maintain pluripotency and proliferative
potential for prolonged periods of culture. Developmental biology, 227(2):
271-278 pp.

Azari, H., Sharififar, S., Rahman, M., Ansari, S. and Reynolds, B.A., 2011.
Establishing embryonic mouse neural stem cell culture using the neurosphere

assay. J Vis Exp, 47p.

Bagci-Onder, T., 2013. Neural Stem Cells as Therapeutic Delivery Vehicles for
Malignant Brain Tumors. In Stem Cells: Current Challenges and New
Directions Humana Press, New York, NY, 2013. 253-278 pp.

Bagci-Onder, T., Wakimoto, H., Anderegg, M., Cameron, C. and Shah, K.,
2011. A Dual PIBK/mTOR Inhibitor, P1-103, Cooperates with Stem Cell-
Delivered TRAIL in Experimental Glioma Models. Cancer research,
71(1):154-163 pp.



107

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Baghbaderani, B.A., Syama, A., Sivapatham, R., Pei, Y., Mukherjee, O.,
Fellner, T., Zeng, X. and Rao, M.S., 2016. Detailed characterization of
human induced pluripotent stem cells manufactured for therapeutic

applications. Stem Cell Reviews and Reports, 12(4):394-420 pp.

Bavister, B.D., 2002. Early history of in vitro fertilization. Reproduction,
124(2):181-196 pp.

Benedetti, S., Pirola, B., Pollo, B., Magrassi, L., Bruzzone, M.G., Rigamonti,
D., Galli, R., Selleri, S., Di Meco, F., De Fraja, C. and Vescovi, A., 2000.
Gene therapy of experimental brain tumors using neural progenitor cells.
Nature medicine, 6(4):447p.

Berens, M.E. and Giese, A., 1999. ... those left behind. Biology and oncology of
invasive glioma cells. Neoplasia, 1(3):208-219 pp.

Bertrand, N., Castro, D.S. and Guillemot, F., 2002. Proneural genes and the

specification of neural cell types. Nature Reviews Neuroscience, 3(7): 517p.

Bickmore, W.A., 2001. Karyotype analysis and chromosome banding.
Encyclopedia of life sciences, 1-6 pp.

Biswas, A. and Hutchins, R., 2007. Embryonic stem cells. Stem cells and
development,16(2): 213-222 pp.

Blau, H.M., Brazelton, T.R. and Weimann, J.M., 2001. The evolving concept of
a stem cell: entity or function?. Cell, 105(7): 829-841 pp.

Bongso, A. and Richards, M., 2004. History and perspective of stem cell research.
Best practice & research Clinical obstetrics & gynaecology, 18(6): 827-842
Pp.

Breunig, J.J., Haydar, T.F. and Rakic, P., 2011. Neural stem cells: historical
perspective and future prospects. Neuron, 70(4): 614-625 pp.



108

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Brink, T.C., Sudheer, S., Janke, D., Jagodzinska, J., Jung, M. and Adjaye, J.,
2008. The origins of human embryonic stem cells: a biological conundrum.
Cells Tissues Organs, 188(1-2): 9-22 pp.

Campbell, K.H., McWhir, J., Ritchie, W.A. and Wilmut, 1., 1996. Sheep cloned
by nuclear transfer from a cultured cell line. Nature, 380(6569): 64p.

Chambers, 1., 2004. The molecular basis of pluripotency in mouse embryonic stem
cells. Cloning and stem cells, 6(4): 386-391 pp.

Chambers, 1., Colby, D., Robertson, M., Nichols, J., Lee, S., Tweedie, S. and
Smith, A., 2003. Functional expression cloning of Nanog, a pluripotency

sustaining factor in embryonic stem cells. Cell, 113(5): 643-655 pp.

Chambers, S.M. and Studer, L., 2011. Cell fate plug and play: direct
reprogramming and induced pluripotency. Cell, 145(6): 827-830 pp.

Chang, M.C., 1959. Fertilization of rabbit ova in vitro. Nature, 184(4684): 466p.

Chavali, P.L., Stojic, L., Meredith, L.W., Joseph, N., Nahorski, M.S., Sanford,
T.J., Sweeney, T.R., Krishna, B.A., Hosmillo, M., Firth, A.E. and Bayliss,
R., 2017. Neurodevelopmental protein Musashi 1 interacts with the Zika

genome and promotes viral replication. Science, p.eaam9243

Chu-LaGraff, Q. and Doe, C.Q., 1993. Neuroblast specification and formation
regulated by wingless in the Drosophila CNS. Science, 261(5128): 1594-1597

Pp.

Claes, A., Idema, A.J. and Wesseling, P., 2007. Diffuse glioma growth: a guerilla
war. Acta neuropathologica, 114(5): 443-458 pp.

Claus, E.B., Bondy, M.L., Schildkraut, J.M., Wiemels, J.L., Wrensch, M. and
Black, P.M., 2005. Epidemiology of intracranial meningioma. Neurosurgery,
57(6): 1088-1095 pp.



109

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Commins, D.L., Atkinson, R.D. and Burnett, M.E., 2007. Review of
meningioma histopathology.

Conti, L. and Cattaneo, E., 2010. Neural stem cell systems: physiological players

or in vitro entities?. Nature Reviews Neuroscience, 11(3): 176p.

Conti, L., Pollard, S.M., Gorba, T., Reitano, E., Toselli, M., Biella, G., Sun, Y.,
Sanzone, S., Ying, Q.L., Cattaneo, E. and Smith, A., 2005. Niche-
independent symmetrical self-renewal of a mammalian tissue stem cell. PLoS
biology, 3(9): e283p.

Crews, F.T. and Nixon, K., 2003. Alcohol, neural stem cells, and adult

neurogenesis. Alcohol Research and Health, 27(2): 197-203 pp.

Daley, G.Q., Richter, L.A., Auerbach, J.M., Benvenisty, N., Charo, R.A., Chen,
G., Deng, H.K., Goldstein, L.S., Hudson, K.L., Hyun, I. and Junn, S.C.,
2007. The ISSCR guidelines for human embryonic stem cell research.
Science, 315(5812): 603-604 pp.

De Sousa, P.A., Steeg, R., Wachter, E., Bruce, K., King, J., Hoeve, M., Khadun,
S., McConnachie, G., Holder, J., Kurtz, A. and Seltmann, S., 2017. Rapid
establishment of the European Bank for Induced Pluripotent Stem Cells
(EBISC)-the hot start experience. Stem cell research, 20: 105-114 pp.

Edwards, R.G., Bavister, B.D. and Steptoe, P.C., 1969. Early stages of
fertilization in vitro of human oocytes matured in vitro. Nature, 221: 632-635

Pp.

Evans, M.J. and Kaufman, M.H., 1981. Establishment in culture of pluripotential
cells from mouse embryos. nature, 292(5819): 154-156 pp.

Fraichard, A., Chassande, O., Bilbaut, G., Dehay, C., Savatier, P. and
Samarut, J., 1995. In vitro differentiation of embryonic stem cells into glial

cells and functional neurons. Journal of cell science, 108(10): 3181-3188 pp.



110

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Frankel, S.A. and German, W.J., 1958. Glioblastoma multiforme: review of 219
cases with regard to natural history, pathology, diagnostic methods, and
treatment. Journal of neurosurgery, 15(5): 489-503 pp.

Frederiksen, K., Jat, P.S., Valtz, N., Levy, D. and McKay, R., 1988.
Immortalization of precursor cells from the mammalian CNS. Neuron, 1(6):
439-448 pp.

Furnari, F.B., Fenton, T., Bachoo, R.M., Mukasa, A., Stommel, J.M., Stegh,
A.,Hahn, W.C., Ligon, K.L., Louis, D.N., Brennan, C. and Chin, L., 2007.
Malignant astrocytic glioma: genetics, biology, and paths to treatment. Genes
& development, 21(21): 2683-2710 pp.

Gage, F.H., 2000. Mammalian neural stem cells. Science, 287(5457): 1433-1438
pp.

Gehring, W.J. and lkeo, K., 1999. Pax 6: mastering eye morphogenesis and eye
evolution. Trends in genetics, 15(9): 371-377 pp.

Gezen, F., Kahraman, S., Canakci, Z. and Beduk, A., 2000. Review of 36 cases
of spinal cord meningioma. Spine, 25(6): 727-731 pp.

Gonzélez, F., Boug, S. and Belmonte, J.C.I., 2011. Methods for making induced
pluripotent stem cells: reprogramming a la carte. Nature Reviews Genetics,
12(4): 231p.

Goodman, C.C., Heick, J. and Lazaro, R.T., 2017. Differential Diagnosis for

Physical Therapists-E-Book. Elsevier Health Sciences.

Graham, V., Khudyakov, J., Ellis, P. and Pevny, L., 2003. SOX2 functions to
maintain neural progenitor identity. Neuron, 39(5): 749-765 pp.

Gritti, A., Frolichsthal-Schoeller, P., Galli, R., Parati, E.A., Cova, L., Pagano,
S.F., Bjornson, C.R. and Vescovi, A.L., 1999. Epidermal and fibroblast
growth factors behave as mitogenic regulators for a single multipotent stem
cell-like population from the subventricular region of the adult mouse
forebrain. Journal of Neuroscience, 19(9): 3287-3297 pp.



111

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Gurdon, J.B., Elsdale, T.R. and Fischberg, M., 1958. Sexually mature
individuals of Xenopus laevis from the transplantation of single somatic
nuclei. Nature, 182(4627): 64.

Han, D.W., Tapia, N., Hermann, A., Hemmer, K., Héing, S., Arauzo-Bravo,
M.J., Zaehres, H., Wu, G., Frank, S., Moritz, S. and Greber, B., 2012.
Direct reprogramming of fibroblasts into neural stem cells by defined factors.
Cell stem cell, 10(4): 465-472 pp.

Hess, D.C. and Borlongan, C.V., 2008. Stem cells and neurological diseases. Cell
proliferation, 41(s1): 94-114 pp.

Hiyama, E. and Hiyama, K., 2007. Telomere and telomerase in stem cells. British
journal of cancer, 96(7): 1020p.

Hockfield, S.R.D.M. and McKay, R.D., 1985. Identification of major cell classes
in the developing mammalian nervous system. Journal of Neuroscience,
5(12): 3310-3328 pp.

Huangfu, D., Maehr, R., Guo, W., Eijkelenboom, A., Snitow, M., Chen, A.E.
and Melton, D.A., 2008. Induction of pluripotent stem cells by defined
factors is greatly improved by small-molecule compounds. Nature
biotechnology, 26(7): 795p.

Huangfu, D., Osafune, K., Maehr, R., Guo, W., Eijkelenboom, A., Chen, S,
Muhlestein, W. and Melton, D.A., 2008. Induction of pluripotent stem cells
from primary human fibroblasts with only Oct4 and Sox2. Nature
biotechnology, 26(11): 1269-1275 pp.

Huse, J.T. and Holland, E.C., 2010. Targeting brain cancer: advances in the
molecular pathology of malignant glioma and medulloblastoma. Nature

reviews cancer, 10(5): 319p.

Ichinose, T., Goto, T., Ishibashi, K., Takami, T. and Ohata, K., 2010. The role
of radical microsurgical resection in multimodal treatment for skull base

meningioma. Journal of neurosurgery, 113(5): 1072-1078 pp.



112

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Ilic, D. and Polak, J.M., 2011. Stem cells in regenerative medicine: introduction.
British medical bulletin, 98(1):117-126pp.

Inan, S. and Ozbilgin, K., 2009. K6k hiicre biyolojisi. Saglikta Birikim Dergisi,
1(5): 11-23 pp.

Itskovitz-Eldor, J., Schuldiner, M., Karsenti, D., Eden, A., Yanuka, O., Amit,
M., Soreq, H. and Benvenisty, N., 2000. Differentiation of human
embryonic stem cells into embryoid bodies compromising the three

embryonic germ layers. Molecular medicine, 6(2):88p.

Iwanami, A., Kaneko, S., Nakamura, M., Kanemura, Y., Mori, H., Kobayashi,
S., Yamasaki, M., Momoshima, S., Ishii, H., Ando, K. and Tanioka, Y.,
2005. Transplantation of human neural stem cells for spinal cord injury in

primates. Journal of neuroscience research, 80(2):182-190 pp.

Jain, R.K., Di Tomaso, E., Duda, D.G., Loeffler, J.S., Sorensen, A.G. and
Batchelor, T.T., 2007. Angiogenesis in brain tumours. Nature Reviews

Neuroscience, 8(8):610p.

Johansson, C.B., Momma, S., Clarke, D.L., Risling, M., Lendahl, U. and
Frisén, J., 1999. Identification of a neural stem cell in the adult mammalian

central nervous system. Cell, 96(1):25-34 pp.

Kaba, S.E., DeMonte, F., Bruner, J.M., Kyritsis, A.P., Jaeckle, K.A., Victor, L.
and Yung, W.A., 1997. The treatment of recurrent unresectable and
malignant meningiomas with interferon alpha-2B. Neurosurgery, 40(2):271-
275 pp.

Kageyama, R., Ohtsuka, T., Hatakeyama, J. and Ohsawa, R., 2005. Roles of
bHLH genes in neural stem cell differentiation. Experimental cell research,
306(2):343-348 pp.



113

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Kashyap, V., Rezende, N.C., Scotland, K.B., Shaffer, S.M., Persson, J.L.,
Gudas, L.J. and Mongan, N.P., 2009. Regulation of stem cell pluripotency
and differentiation involves a mutual regulatory circuit of the NANOG,
OCT4, and SOX2 npluripotency transcription factors with polycomb
repressive complexes and stem cell microRNAs. Stem cells and development,
18(7):1093-1108 pp.

Kim, D., Kim, C.H., Moon, J.1., Chung, Y.G., Chang, M.Y., Han, B.S., Ko, S.,
Yang, E., Cha, K.Y, Lanza, R. and Kim, K.S., 2009. Generation of human
induced pluripotent stem cells by direct delivery of reprogramming proteins.
Cell stem cell, 4(6):472-476 pp.

Kim, K., Doi, A., Wen, B., Ng, K., Zhao, R., Cahan, P., Kim, J., Aryee, M.J.,
Ji, H., Ehrlich, L.I.LR. and Yabuuchi, A., 2010. Epigenetic memory in
induced pluripotent stem cells. Nature, 467(7313):285p.

Kim, S.U., 2004. Human neural stem cells genetically modified for brain repair in

neurological disorders. Neuropathology, 24(3):159-171 pp.

Kim, S.U., 2011. Neural stem cell-based gene therapy for brain tumors. Stem Cell
Reviews and Reports, 7(1):130-140 pp.

Korbling, M. and Estrov, Z., 2003. Adult stem cells for tissue repair—a new

therapeutic concept?. New England Journal of Medicine, 349(6):570-582 pp.

Kuhn, H.G. and Svendsen, C.N., 1999. Origins, functions, and potential of adult
neural stem cells. Bioessays, 21(8):625-630 pp.

Kumar, N., Bari, N., Singh, R., Kumar, K., Singh, R.K. and Ranjan, R., 2013.
Isolation and characterization of neural stem cells from caprine. Indian
Journal of Animal Sciences, 83(2): 146-149 pp.

Kurosawa, H., 2007. Methods for inducing embryoid body formation: in vitro
differentiation system of embryonic stem cells. Journal of bioscience and
bioengineering, 103(5): 389-398 pp.



114

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Ladran, 1., Tran, N., Topol, A. and Brennand, K.J., 2013. Neural stem and
progenitor cells in health and disease. Wiley Interdisciplinary Reviews:
Systems Biology and Medicine, 5(6): 701-715 pp.

Landeiro, J.A., Goncalves, M.B., Guimaraes, R.D., Klescoski, J., Correa,
J.L.A, Lapenta, M.AA. and Maia, O., 2010. Tuberculum sellae
meningiomas: surgical considerations. Arquivos de neuro-psiquiatria, 68(3):
424-429 pp.

Lendahl, U., Zimmerman, L.B. and McKay, R.D., 1990. CNS stem cells express
a new class of intermediate filament protein. Cell, 60(4): 585-595 pp.

Li, X.J., Du, ZW., Zarnowska, E.D., Pankratz, M., Hansen, L.O., Pearce, R.A.
and Zhang, S.C., 2005. Specification of motoneurons from human

embryonic stem cells. Nature biotechnology, 23(2): 215p.

Liang, G. and Zhang, Y., 2013. Embryonic stem cell and induced pluripotent stem

cell: an epigenetic perspective. Cell research, 23(1): 49p.

Lledo, P.M., Saghatelyan, A. and Lemasson, M., 2004. Inhibitory interneurons
in the olfactory bulb: from development to function. The Neuroscientist,
10(4): 292-303 pp.

Longstreth Jr, W.T., Dennis, L.K., McGuire, V.M., Drangsholt, M.T. and
Koepsell, T.D., 1993. Epidemiology of intracranial meningioma. Cancer,
72(3): 639-648 pp.

Louis, D.N., 2006. Molecular pathology of malignant gliomas. Annu. Rev. Pathol.
Mech. Dis.,1: 97-117 pp.

Louis, D.N., Ohgaki, H., Wiestler, O.D., Cavenee, W.K., Burger, P.C., Jouvet,
A., Scheithauer, B.W. and Kleihues, P., 2007. The 2007 WHO
classification of tumours of the central nervous system. Acta
neuropathologica, 114(2):97-109 pp.



115

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Lowry, W.E., Richter, L., Yachechko, R., Pyle, A.D., Tchieu, J., Sridharan, R.,
Clark, A.T. and Plath, K., 2008. Generation of human induced pluripotent
stem cells from dermal fibroblasts. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 105(8): 2883-2888 pp.

Lu, J.,, Liu, H., Huang, C.T.L., Chen, H., Du, Z., Liu, Y., Sherafat, M.A. and
Zhang, S.C., 2013. Generation of integration-free and region-specific neural
progenitors from primate fibroblasts. Cell reports, 3(5): 1580-1591 pp.

Mamiatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J. and Engel, J., 1985. Molecular
cloning—A laboratory manual. New York: Cold Spring Harbor Laboratory.
1982, 545 S., 42%. Acta Biotechnologica, 5(1):104-104 pp.

Mannello, F. and Tonti, G.A., 2007. Concise review: no breakthroughs for human
mesenchymal and embryonic stem cell culture: conditioned medium, feeder
layer, or feeder-free; medium with fetal calf serum, human serum, or enriched
plasma; serum-free, serum replacement nonconditioned medium, or ad hoc
formula? All that glitters is not gold!. Stem cells, 25(7): 1603-1609 pp.

Marta, G.N., Correa, S.F.M. and Teixeira, M.J., 2011. Meningioma: review of
the literature with emphasis on the approach to radiotherapy. Expert review
of anticancer therapy, 11(11): 1749-1758 pp.

Marti, M., Mulero, L., Pardo, C., Morera, C., Carrid, M., Laricchia-Robbio,
L., Esteban, C.R. and Belmonte, J.C.l., 2013. Characterization of
pluripotent stem cells. Nature protocols, 8(2): 223p.

Mayshar, Y., Ben-David, U., Lavon, N., Biancotti, J.C., Yakir, B., Clark, A.T.,
Plath, K., Lowry, W.E. and Benvenisty, N., 2010. Identification and
classification of chromosomal aberrations in human induced pluripotent stem
cells. Cell stem cell, 7(4): 521-531 pp.

Ming, G.L. and Song, H., 2011. Adult neurogenesis in the mammalian brain:

significant answers and significant questions. Neuron, 70(4): 687-702 pp.



116

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Miura, K., Okada, Y., Aoi, T., Okada, A., Takahashi, K., Okita, K., Nakagawa,
M., Koyanagi, M., Tanabe, K., Ohnuki, M. and Ogawa, D., 2009.
Variation in the safety of induced pluripotent stem cell lines. Nature
biotechnology, 27(8): 743p.

Murry, C.E. and Keller, G., 2008. Differentiation of embryonic stem cells to
clinically relevant populations: lessons from embryonic development. Cell,
132(4): 661-680 pp.

Muller, F.J., Snyder, E.Y. and Loring, J.F., 2006. Gene therapy: can neural stem

cells deliver?. Nature Reviews Neuroscience, 7(1):75p.

Nakagawa, M., Taniguchi, Y., Senda, S., Takizawa, N., Ichisaka, T., Asano, K.,
Morizane, A., Doi, D., Takahashi, J., Nishizawa, M. and Yoshida, Y.,
2014. A novel efficient feeder-free culture system for the derivation of human

induced pluripotent stem cells. Scientific reports, 4:3594p.

Nakasu, S., Fukami, T., Jito, J. and Nozaki, K., 2009. Recurrence and regrowth
of benign meningiomas. Brain tumor pathology, 26(2):69p.

Ohnuki, M., Takahashi, K. and Yamanaka, S., 2009. Generation and
characterization of human induced pluripotent stem cells. Current protocols

in stem cell biology, 9(1):4A-2 pp.

Okano, H., Imai, T. and Okabe, M., 2002. Musashi: a translational regulator of
cell fate. Journal of cell science, 115(7):1355-1359 pp.

Okita, K., Ichisaka, T. and Yamanaka, S., 2007. Generation of germline-
competent induced pluripotent stem cells. nature, 448(7151):313p.

Okita, K., Matsumura, Y., Sato, Y., Okada, A., Morizane, A., Okamoto, S.,
Hong, H., Nakagawa, M., Tanabe, K., Tezuka, K.I. and Shibata, T., 2011.
A more efficient method to generate integration-free human iPS cells. Nature
methods, 8(5):409p.



117

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Onder, T.T. and Daley, G.Q., 2012. New lessons learned from disease modeling
with induced pluripotent stem cells. Current opinion in genetics &
development, 22(5):500-508 pp.

Oppenheimer, S.M., Gelb, A., Girvin, J.P. and Hachinski, V.C., 1992.
Cardiovascular effects of human insular cortex stimulation. Neurology,
42(9):1727-1727 pp.

Parati, E.A., Pozzi, S., Ottolina, A., Onofrj, M., Bez, A. and Pagano, S.F., 2004.
Neural stem cells: an overview. Journal of endocrinological investigation,
27(6 Suppl):64-67 pp.

Park, I.H., Zhao, R., West, J.A., Yabuuchi, A., Huo, H., Ince, T.A., Lerou, P.H.,
Lensch, M.W. and Daley, G.Q., 2008. Reprogramming of human somatic
cells to pluripotency with defined factors. Nature, 451(7175):141p.

Parker, M.A., Anderson, J.K., Corliss, D.A., Abraria, V.E., Sidman, R.L.,
Park, K.I., Teng, Y.D., Cotanche, D.A. and Snyder, E.Y., 2005.
Expression profile of an operationally-defined neural stem cell clone.
Experimental neurology, 194(2):320-332 pp.

Pollard, S.M., Conti, L., Sun, Y., Goffredo, D. and Smith, A., 2006. Adherent
neural stem (NS) cells from fetal and adult forebrain. Cerebral cortex,
16(suppl_1):1112-i1120 pp.

Ramalho-Santos, M. and Willenbring, H., 2007. On the origin of the term “stem

cell”. Cell stem cell, 1(1):35-38 pp.

Reya, T., Duncan, A.W., Ailles, L., Domen, J., Scherer, D.C., Willert, K., Hintz,
L., Nusse, R. and Weissman, I.L., 2003. A role for Wnt signalling in self-
renewal of haematopoietic stem cells. Nature, 423(6938):409p.

Reynolds, B.A. and Rietze, R.L., 2005. Neural stem cells and neurospheres—re-

evaluating the relationship. Nature methods, 2(5), p.333.



118

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Reynolds, B.A. and Weiss, S., 1992. Generation of neurons and astrocytes from
isolated cells of the adult mammalian central nervous system. science,
255(5052):1707-1710 pp.

Richter, M., Weiss, M., Weinberger, I., Furstenberger, G. and Marian, B.,
2001. Growth inhibition and induction of apoptosis in colorectal tumor cells

by cyclooxygenase inhibitors. Carcinogenesis, 22(1):17-25 pp.

Ring, K.L., Tong, L.M., Balestra, M.E., Javier, R., Andrews-Zwilling, Y., Li,
G., Walker, D., Zhang, W.R., Kreitzer, A.C. and Huang, Y., 2012. Direct
reprogramming of mouse and human fibroblasts into multipotent neural stem

cells with a single factor. Cell stem cell, 11(1):100-109 pp.

Rizzino, A., 2009. Sox2 and Oct-3/4: a versatile pair of master regulators that
orchestrate the self-renewal and pluripotency of embryonic stem cells. Wiley

Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Medicine, 1(2):228-236 pp.

Robinton, D.A. and Daley, G.Q., 2012. The promise of induced pluripotent stem
cells in research and therapy. Nature, 481(7381):295p.

Rossi, F. and Cattaneo, E., 2002. Neural stem cell therapy for neurological

diseases: dreams and reality. Nature Reviews Neuroscience, 3(5):401p.
Saigal, S. and Bhargava, A., 2011. Stem cell--is there any role in tumorigenic
activity. Turk Patoloji Derg, 27(2):93-97 pp.

Sambrook, J., Russell, D.W. and Russell, D.W., 2001. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (3-volume set) (Vol. 999). New York: Cold spring harbor

laboratory press.

Schnedl, W., 1971. Analysis of the human karyotype using a reassociation
technique. Chromosoma, 34(4):448-454 PP.



119

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Schuldiner, M., Eiges, R., Eden, A., Yanuka, O., Itskovitz-Eldor, J., Goldstein,
R.S. and Benvenisty, N., 2001. Induced neuronal differentiation of human
embryonic stem cells. Brain research, 913(2):201-205 pp.

Shamblott, M.J., Axelman, J., Wang, S., Bugg, E.M., Littlefield, J.W.,
Donovan, P.J., Blumenthal, P.D., Huggins, G.R. and Gearhart, J.D.,
1998. Derivation of pluripotent stem cells from cultured human primordial
germ cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, 95(23):13726-
13731 pp.

Sheridan, S., 2003. Stem Ccell Differentiation, Google Patents.

Shi, Y., Sun, G., Zhao, C. and Stewart, R., 2008. Neural stem cell self-renewal.
Critical reviews in oncology/hematology, 65(1):43-53 pp.

Singh, S.K., Hawkins, C., Clarke, 1.D., Squire, J.A., Bayani, J., Hide, T.,
Henkelman, R.M., Cusimano, M.D. and Dirks, P.B., 2004. Identification
of human brain tumour initiating cells. nature, 432(7015):396p.

Slack, J. M., 2000. Stem cells in epithelial tissues. Science, 287(5457): 1431-
1433pp.

Smith, A., 2001. Embryonic stem cells. COLD SPRING HARBOR
MONOGRAPH SERIES, 40:205-230 pp.

Spradling, A., Drummond-Barbosa, D. and Kai, T., 2001. Stem cells find their
niche. Nature, 414(6859):98p.

Sun, Y., Kong, W., Falk, A., Hu, J., Zhou, L., Pollard, S. and Smith, A., 2009.
CD133 (Prominin) negative human neural stem cells are clonogenic and
tripotent. PloS one, 4(5):e5498p.



120

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Szerlip, N.J., Pedraza, A., Chakravarty, D., Azim, M., McGuire, J., Fang, Y.,
Ozawa, T., Holland, E.C., Huse, J.T., Jhanwar, S. and Leversha, M.A,,
2012. Intratumoral heterogeneity of receptor tyrosine kinases EGFR and
PDGFRA amplification in glioblastoma defines subpopulations with distinct
growth factor response. Proceedings of the National Academy of Sciences,
109(8):3041-3046 pp.

Tai, M.H., Chang, C.C., Olson, L.K. and Trosko, J.E., 2005. Oct4 expression in
adult human stem cells: evidence in support of the stem cell theory of

carcinogenesis. Carcinogenesis, 26(2):495-502 pp.

Takagi, Y., 2016. History of neural stem cell research and its clinical application.
Neurologia medico-chirurgica, 56(3):110-124 pp.

Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K.
and Yamanaka, S., 2007. Induction of pluripotent stem cells from adult
human fibroblasts by defined factors. cell, 131(5):861-872 pp.

Takahashi, K. and Yamanaka, S., 2006. Induction of pluripotent stem cells from
mouse embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. cell,
126(4):663-676 pp.

Temple, S., 2001. The development of neural stem cells. Nature, 414(6859): 112p.

Thaci, B., Ahmed, A.U., Ulasov, I.V., Tobias, A.L., Han, Y., Aboody, K.S. and
Lesniak, M.S., 2012. Pharmacokinetic study of neural stem cell-based cell
carrier for oncolytic virotherapy: targeted delivery of the therapeutic payload

in an orthotopic brain tumor model. Cancer gene therapy, 19(6):431p.

Thomson, J.A., Itskovitz-Eldor, J., Shapiro, S.S., Waknitz, M.A., Swiergiel,
J.J., Marshall, V.S. and Jones, J.M., 1998. Embryonic stem cell lines
derived from human blastocysts. science, 282(5391):1145-1147 pp.



121

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Toma, J.G., Akhavan, M., Fernandes, K.J., Barnabé-Heider, F., Sadikot, A.,
Kaplan, D.R. and Miller, F.D., 2001. Isolation of multipotent adult stem
cells from the dermis of mammalian skin. Nature cell biology, 3(9):778p.

Tsuji, O., Miura, K., Okada, Y., Fujiyoshi, K., Mukaino, M., Nagoshi, N.,
Kitamura, K., Kumagai, G., Nishino, M., Tomisato, S. and Higashi, H.,
2010. Therapeutic potential of appropriately evaluated safe-induced
pluripotent stem cells for spinal cord injury. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 107(28):12704-12709 pp.

Uchida, N., Buck, D.W., He, D., Reitsma, M.J., Masek, M., Phan, T.V,,
Tsukamoto, A.S., Gage, F.H. and Weissman, I.L., 2000. Direct isolation of
human central nervous system stem cells. Proceedings of the national
academy of sciences, 97(26):14720-14725 pp.

Van Eekelen, M., Sasportas, L.S., Kasmieh, R., Yip, S., Figueiredo, J.L., Louis,
D.N., Weissleder, R. and Shah, K., 2010. Human stem cells expressing
novel TSP-1 variant have anti-angiogenic effect on brain tumors. Oncogene,
29(22):3185p.

Verfaillie, C., 2009. Pluripotent stem cells. Transfusion clinique et biologique,
16(2):65-69 pp.
Vierbuchen, T., Ostermeier, A., Pang, Z.P., Kokubu, Y., Sudhof, T.C. and

Wernig, M., 2010. Direct conversion of fibroblasts to functional neurons by
defined factors. Nature, 463(7284):1035p.

Wagers, A.J. and Weissman, I.L., 2004. Plasticity of adult stem cells. Cell,
116(5):639-648 pp.

Wakai, S., Arai, T. and Nagai, M., 1984. Congenital brain tumors. Surgical
neurology, 21(6):597-609 pp.

Weiss, S., Reynolds, B.A., Vescovi, A.L., Morshead, C., Craig, C.G. and Van
Der Kooy, D., 1996. Is there a neural stem cell in the mammalian forebrain?.
Trends in neurosciences, 19(9):387-393 pp.



122

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Weissman, I.L., 2000. Stem cells: units of development, units of regeneration, and
units in evolution. cell, 100(1):157-168 pp.

Wiese, C., Rolletschek, A., Kania, G., Blyszczuk, P., Tarasov, K.V., Tarasova,
Y., Wersto, R.P., Boheler, K.R. and Wobus, A.M., 2004. Nestin
expression—a property of multi-lineage progenitor cells?. Cellular and
Molecular Life Sciences CMLS, 61(19-20):2510-2522 pp.

Wilson, K.D. and Wu, J.C., 2015. Induced pluripotent stem cells. Jama,
313(16):1613-1614 pp.

Witte, H.T., Jeibmann, A., Klambt, C. and Paulus, W., 2009. Modeling glioma
growth and invasion in Drosophila melanogaster. Neoplasia, 11(9):882-888

Pp.
Yako, H., Kato, T., Yoshida, S., Higuchi, M., Chen, M., Kanno, N., Ueharu, H.

and Kato, Y., 2013. Three-dimensional studies of Propl-expressing cells in
the rat pituitary just before birth. Cell and tissue research, 354(3):837-847 pp.

Yang, X.H., Wu, Q.L., Yu, X.B., Xu, C.X., Ma, B.F., Zhang, X.M., Li, S.N.,
Lahn, B.T. and Xiang, A., 2008. Nestin expression in different tumours and
its relevance to malignant grade. Journal of clinical pathology, 61(4):467-473
pp.

Yip, S. and Shah, K., 2008. Stem-cell based therapies for brain tumors. Current
opinion in molecular therapeutics, 10(4):334-342pp.

Yu, J., Hu, K., Smuga-Otto, K., Tian, S., Stewart, R., Slukvin, I.I. and
Thomson, J.A., 2009. Human induced pluripotent stem cells free of vector

and transgene sequences. Science, 324(5928):797-801 pp.

Yu, J., Vodyanik, M.A., Smuga-Otto, K., Antosiewicz-Bourget, J., Frane, J.L.,
Tian, S., Nie, J., Jonsdottir, G.A., Ruotti, V., Stewart, R. and Slukvin, I.1.,
2007. Induced pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells.
science, 318(5858):1917-1920 pp.



123

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Yuan, P., Kadara, H., Behrens, C., Tang, X., Woods, D., Solis, L.M., Huang,
J., Spinola, M., Dong, W., Yin, G. and Fujimoto, J., 2010. Sex determining
region Y-Box 2 (SOX2) is a potential cell-lineage gene highly expressed in
the pathogenesis of squamous cell carcinomas of the lung. PloS one,
5(2):€9112p.

Yuan, X., Curtin, J., Xiong, Y., Liu, G., Waschsmann-Hogiu, S., Farkas, D.L.,

Black, K.L. and John, S.Y., 2004. Isolation of cancer stem cells from adult

glioblastoma multiforme. Oncogene, 23(58):9392p.

Zahedi-Anaraki, F. and Larijani, B., 2011. Stem cells: ethical and religious

issues. In Bioethics in the 21st Century. IntechOpen.

Zhang, W.Y ., de Almeida, P.E. and Wu, J.C., 2012. Teratoma formation: A tool

for monitoring pluripotency in stem cell research.

Zhou, Y.Y. and Zeng, F., 2013. Integration-free methods for generating induced
pluripotent stem cells. Genomics, proteomics & bioinformatics, 11(5):284-
287 pp.



124

TESEKKUR

Tezin hazirlanmasinda katkis1 olan kisilerin tamamini burada anmak ¢ok zor.
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