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TESEKKUR

Yuksek lisans egitimim suresince biiyiik destegini hep hissettigim, bana yol
goOsteren, deneylerimde ve tez yazim siirecimde her zaman yanimda olan, bilimsel
acidan biyiik desteginin yaninda manevi olarak da destegini hig¢ esirgemeyen degerli
hocam Prof. Dr. Duygu UCKAN CETINKAYAya, tesekkiir ediyorum.

Tez ¢alismalarimda bilismel yonlendirmeleriyle hep yol gdsteren ve her zaman
pozitifligi ile herseyin kolaylasamsin1 saglayan Dr. Ogretim gorevlisi Cansu
OZDEMIR SAKAya tesekkiir ediyorum.

Hiicre kiiluitiirtindeki bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak bu alam
ogrenmeme yardimci olan Dr. Ogretim gérevlisi Burcu OZCIMEN’e tesekkiir
ediyorum.

Merkezdeki ¢alismalarimda yardimlarini esirgemeyen tiim hocalarim basta
olmak tizere bitlin arkadaslarima ve 6zellikle yardimini vedestigini hi¢ esirgemeyen
Uzman Biyolog Gizem YILMAZ ve Uzman Biyolog Mehmet Emin SEKER’e
tesekkiir ediyorum.

Yiiksek lisans egitimim boyunca biitiin zorluklar1 ve giizellikleri beraber
gogiisledigimiz sevgili arkadasim Uzman Biyolog Rumeysa TASPINAR’a tesekkiir
ediyorum.

Hayatim boyunca beni her konuda destekleyen, sevgilerini ve ilgilerini her
zaman hissettigim, kendi ayaklarim iizerinde durmami saglayan ve buglin sahip
oldugum herseyi bor¢lu oldugum cok sevgilim annem Elif TEMEL’e ve babam
Mehmet TEMEL’e tesekkiir ediyorum. Tez c¢aligmalarim sirasinda gece giindiiz
benimle merkeze gelen, uzun siren laboratuvar deneylerimde sabirla beni bekleyen
canim kardesim Merve TEMEL’e tesekkiir ediyorum.

Her konuda bana destegini histtegim varligi ile hayatimi daha mutlu ve kolay

kilan sevgili esim Mahmut OZKILICa hersey i¢in tesekkiir ederim.
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OZET

TEMEL OZKILIC M. Saghikh insan Uyarilmis Pluripotent Kok Hucrelerinden
Kortikal N6éron Elde Edilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Kok Hiicre Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Uyarilmis pluripotent kok
hiicreler kisiye 6zel tedavi olanagi saglamasi, hastalik modelleme ve ilag denemeleri
acisindan benzersiz bir kaynaktir. Hastandan alinan kan veya fibroblast hlicrelerinden
cesitli transkripsiyon faktorleriyle veya kiiciik molekiillerle hedef doku ve organ
olusumu saglanabilir. Bobrek, kalp, karaciger, beyin vb. doku ve organlara
farklilagtirma imkani bulunmaktadir. Bunlarin arasinda en ilgi ¢ekici olan1 siiphesiz
beyindir. Diger doku ve/veya organlarin aksine biyopsi imkaninin olmamasi nedeniyle
calisilmast zor bir bolgedir. Hastadan alinan kan ve/veya fibroblast Ornegine
Yamanaka faktorlerinin transferi ile pluripotentlik 6zellik kazandirilmasinin ardindan
uygun farklilasma protokolleri ile sinir hiicrelerine veya organoide farklilagma
saglanabilir. Bu tez calismasinin amaci saglikli insan uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerinden (uPKH) alt1 adet kiigiik molekiil kullanarak 12-15 glin icerisinde kortikal
noron eldesini saglamaktir. Bu kapsamda karakterizasyonu tamamlanmis olan saglikli
insan uPKH’leri kiiltiirde ¢ogaltilmistir. Pluipotentsi belirteglerini korudugu kontrol
etmek amaciyla qPCR ve immun floresan boyamalar ile teyit edilmistir. Noronal
yonde farklilagsma deneyleri igin hiicrelere alt1 kiiglik molekiilden olusan kokteyller her
giin farkli dozlarda uygulanmigtir. Hiicrelerin morfolojik durumu her giin 151k
mikroskobu altinda izlenmistir. Protokoliin sonunda hiicrelerden RNA toplanmis ve
immun floresan boyamalar yapilmistir. Yapilan qPCR deneylerinin sonucunda pozitif
kontrole gore elde edilen hiicrelerde kortikal néron belirteclerinden DCX ,FOXGL1 ve
REELIN ifadelerinde anlamli bir artis gézlenmistir. immun floresans boyamalarda

noron belirtecleri olan MAP2 ve TUJ1 pozitif hiicreler gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre, Kiiglk Molekil, Kortikal
Néron, REELIN, DCX, FOXGI

Bu calisma TUBITAK 120N123 ve TUBITAK-1071 1003213S181 no’lu proje

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

TEMEL OZKILIC M. Generation of Cortical Neurons from Healthy Human
Induced Pluripotent Stem Cells, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2022. Induced pluripotent
stem cells (iPSC) are a unique resource for personalized treatment, disease modeling
and drug trials. Target tissue and organ formation can be achieved with various
transcription factors or small molecules from blood and fibroblast cells taken from the
patient. Tissues and organs such as kidney, heart, liver, brain, etc. can be differentiated.
The most interesting of these is undoubtedly the brain. Unlike other tissues and/or
organs, it is a difficult area to study due to the lack of biopsy opportunity. After
pluripotency is achieved by transferring Yamanaka factors to the blood and/or
fibroblast sample taken from the patient, differentiation into nerve cells or organoids
can be achieved with appropriate differentiation protocols. The aim of this thesis is to
obtain cortical neuron from healthy human pluripotent stem cells (iPSCs) within 12-
15 days using six small molecules. In this context, characterized healthy human uPPCs
were propagated in culture. Pluipotentiation was confirmed by gPCR and
immunofluorescence staining to check the preservation of markers. For neuronal
differentiation experiments, the cells were treated with cocktails of six small molecules
at different doses every day. The morphologic status of the cells was monitored daily
by light microscopy. At the end of the protocol, RNA was collected from the cells and
immunofluorescent staining was performed. As a result of qPCR experiments, a
significant increase in the expression of cortical neuron precursors DCX, FOXGL1 and
REELIN was observed in the cells obtained compared to the positive control. MAP2

and TUJ1 positive cells were observed in immunofluorescence staining.

Keywords: Induced Pluripotent Stem Cell, Small Molecule, Cortical Neuron,
REELIN, DCX, FOXG1

This thesis was supported by a grant from TUBITAK project no 120N123 and
TUBITAK-1071 1003213S181.
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Saglikli beyindeki serebral korteks ve Alzheimer hastasindaki biiziilmiis
serebral korteks goriintiisii ile APP plaklar1 ve Tau fibrilleri goriintiisii
gorulmektedir.

Beyin bolgelerinin gosterildigi sema.
Korteksin tabaklarinin sistematik olusumu.
Serebral korteksin alti katmanina ait gOrintisu

Noral kok hiicrelerin bulundugu subventirikiiler bolgelerin lateral
ventirikiiller bolge Gzerinde lokalizasyonu gosterilmektedir.

Ngn2 plazmid haritasi.

Ngn2 plazmid kesimi jel goruntdsu

Kortikal ndron indiiksiyonun &zeti semasi, (24)’den uyarlanarak
¢izilmistir.

Pasaj 19'deki saglikli dondr seV uPKH kolonilerinin immunfloresan

boyama ile degerlendirilmesi.
Kilture edilen uPKH (SEV-IPS) hiicrelerinin pozitif kontrole (PK-IPS)

kiyasla pluripotensi ifadelerini korudugu qPCR verileri ile gosterilmistir.

Kortikal noron farklilagtirmasi inverted mikroskoptaki x4, x10 ve x20
blyutmelerdeki morfolojileri gosterilmektedir. (Scale bar 500 pm)

Kortikal noron farklilagtirmasi 9.giin inverted mikroskoptaki x10 ve x20
blyutmelerdeki morfolojileri gosterilmektedir. (Scale bar 500 pum)

Kortikal ndron farklilagmasi 10.glinlinde kortikal néronlarin net olarak
20x buyitmedeki gorintisu. (Scale bar 500 pum)

Kortikal néron grubunun uPKH kontrol grubuna gére REELIN,
FOXGI1 ve DCX genlerinde anlamli ifade artig1 gortilmiistiir. KN-1,
kortial néron 15.giin toplanan néronlar1 , KN-2 ise 10. guin toplanan
noronlari ifade etmektedir.

Farklilagma protokolii sonunda kortikal néronlarin immiinflorans
boyama ile degerlendirilmesi. (Scale bar 100 um)
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1. GIRIS

Giiniimiizde giderek artan yas ortalamasiyla birlikte yaslanma iligkili
norodejeneratif hastaliklar 6nemli bir toplumsal saglik sorunu olusturmakta, diger
taraftan, ilkemizde akraba evlilikleri nedeniyle arttan bir siklikta goriilen kalitsal/nadir
hastaliklarin 6nemli bir kisminda da ilerleyici nérolojik bulgular bulunmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklarda tedavi imkanlar1 ¢ok kisithidir, etkin tedavi yontemlerine
ulasilmasi i¢in hastalik modelleme calismalar1 ve ileri arastirmalar gerekmektedir.
Yapay zeka, makine, derin 6grenme konularnin popiilerligi de g6z Oniinde
bulunduruldugunda nérobilim alani giinlimiiziin en ilgi ¢eken konularinin basinda
gelmekte, iilkemiz ve diinyada proje cagrilarinda Oncelikli konular arasinda yer
almaktadir.

Norobilim alaninda yapilacak caligmalarin hiz kazanmasi i¢in saghkh ve
norodejeneratif hastaligi olan hastalardan elde edilmis ndronal hiicrelere ulagimin
kritik dnemi vardir. In-vitro hastalik modelleme ¢alismalarinda cesitli hiicre tipleri,
uygun matriks, metabolik ortami igeren ii¢ boyutlu yapilar, organoidler ile in-vivo
ortama yakin modeller olusturulmaya c¢alisilmakta, yeni teknolojilerle sistem
gelistirilmektedir. Boylesine sofistike modellerin olusturulmasinda ilk basamak yeterli
sayida ve yapilacak caligmalara uygun Ozelliklerde karakterizasyon caligsmalari
tamamlanmis insan hiicrelerine ulasimin saglanmasidir.

Santral sinir sistemine (SSS) ait dokulara/hiicrelere ulasim zorlugu nedeniyle
norodejeneratif hastaliklara ait caligmalar genellikle hayvan modelleri veya
immortalize hiicre hatlar1 ile yiiriitiilmiis, yakin zamanda uyarilmis pluripotent kok
hiicre (uPKH) teknolojilerinin bulunmasi1 ve gelistirilmesiyle birlikte Alzheimer,
Parkinson ve ¢ok farkli yelpazede kalitsal norodejeneratif hastaliklara sahip
hastalardan gelistirilen uPKH’ler hastalik patofizyolojisi arastirmalari, ilag ve toksisite
aragtirmalarinda kullanilmaya baglanmigtir. Halen, diinyada uPKH bankalarinda
saklanmakta olan uPKH hatlarinin ¢ok biiyiik bir ¢ogunlugu noérolojik hastaliklar1 olan
hastalardan gelistirilmis olanlardir.

uPKH’ler olgun/somatik hiicrelerin in-vitro ortamda yeniden programlanmasi
sonucu embryonik kok hiicre (EKH) benzeri pluripotent 6zelliklere sahip huicrelerdir.
Oct4, KIf4, Sox2 ve c-Myc gibi pluripotentlik iliskili transkripsiyon faktorlerinin

transferi ve/veya kiiglik molekiillerin kullanimu ile pluripotent 6zellik kazanan hiicreler



kendilerini yenileyebilir, sonsuz/¢ok uzun siire gogalabilir ve {i¢ germ yapragina yani
ektoderm, mezoderm ve endoderm kokenli doku hiicrelerine farklilagabilirler. Bu
Ozellikleri nedeniyle c¢alisilmast istenilen organ/doku hiicrelerine farklilagma
indiklenerek hastaya ait genetik 6zellikleri tasiyan hiicreler, arastirmalar, hatta klinik
kullanim i¢in yetecek sayilarda elde edilebilir, hastalik modelleme, Ar-Ge
calismalarinda kullanilabilir. uPKH’lerin néronal dncii/projenitor/kok hiicrelere veya
daha 6zellesmis Oncii hiicrelere farklilastirilmasi ile néron veya glial hiicre tipleri elde
edilebilir. Hastadan alinan periferik kan veya cilt biyopsi orneginden (veya baska
dokudan) kisiye 6zel noral doku hiicrelerinin elde edilebilir olmas1 akademi, ilag
endiistrisi, biyoteknoloji sirketleri i¢in biiylik firsatlar sunmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, SSS hastaliklarinin in-vitro modellenmesine temel teskil
etmek iizere uPKH’lerden kortikal noéron yoniinde farklilastirma platformu
olusturulmast amaglanmistir. Korteks olusumu gelisim siirecinin erken evrelerinde
baslar. Serebral korteks (gri cevher) beynin dis tabakasini teskil eder ve noral tiipiin en
on kismi olan “forebrain” bolgesinden gelisen noronlardan olusur ; konusma, bilgi
isleme, diistinme gibi kognitif fonksiyonlar, kompleks beyin fonksiyonlarinda
gorevlidir. Serebral korteks, ylizeyel ve derin yerlesimli baslica alti tabakadan
olusmaktadir. Norolojik hastaliklarin 6nemli bir kisminda 6r. Alzheimer hastaliginda
kortikal ve subkortikal alanlarda ciddi norodejenerasyon vardir, yillar igerisinde
progresif néron kaybi olur. Ayrica tiimor, travma, enfeksiyon, otoimmiin hastaliklar,
serebrovaskiiler olaylarda da serebral korteks disfonksiyonu olmaktadir. Bu
calismada, norodejeneratif hastaliklar veya diger SSS bozukluklarinda kortikal
tutulumun kritik rolii nedeniyle uPKH’lerinden kortikal noron hiicreleri gelistirilmesi
amaglanmistir.

Bu tip hastalik modellerinin olusturulmasinda ilk adim karakterizasyonu ve
kalite testleri tamamlanmig uPKH’lerle farklilagsma deneylerine baglamaktir. Bu tez
kapsaminda kortikal noronlara farklilastirmak tizere kullanilan saglikli insan
uPKH’leri, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin 213S181 nolu 1003
“UPKH Banka Prototipi Olusturma” projesi kapsaminda gelistirilmis olan, kalite ve
karakterizasyon testleriyle pluripotent 6zellikleri ve her {i¢ germ yapragina ait dokulara
farklilasma ozelligini tasiyan Pasaj 19’a getirilmis hiicreler kullanilmistir. Bu

uPKH’ler, gelisimsel siiregte norogenezde rolii olan yolaklar {izerine etkili kiiciik



molekiiller ile uyarilarak  morfolojik, fenotipik ve molekiiler 06zellikleriyle
tanimlanmis kortikal néron gelistirilmistir. Bu protokolde, hiicrelerin pluripotensi
ozelliklerini kaybetmesi saglanir, TGF-beta ve SMAD yolaklarinin inhibisyonu ile
trofoektoderm, mezoderm, ndronal olmayan ektoderme gecisi engellenir, ardindan
SSS yoniinde kimlik kazanmasiyla 6nce, 6n beyin 6zelliklerine gecis hizlanir, ardindan
postmitotik kortikal 6zellik kazanir.

Insan uPKH’lerinden kortikal noron gelistirdigi bu tez ¢aligmas1 SSS’i tutan
norolojik hastalik modelleme c¢alismalarina katki saglayacak on ¢alisma olarak
sunulmaktadir. Ilerleyen calismalarla, se¢ilmis hastalikta etkilenen korteks tabakasina
gore kortikal no6ron ozellestirilerek ileri farklilastirilmasiyla hastaliga 6zel

arastirmalarin yapilmasi miimkiin olabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hicreler

Viicudumuz temel olarak 3 tip hiicreden olusur. Bunlar; somatik hiicreler, germ
hiicreleri ve kok hiicrelerdir. insan viicudunda yumurta ve sperm germ hiicresi adin1
alir. Somatik hiicreler, belli bir doku veya organ yoniinde farklilasmig hiicrelerdir. Kok
hiicreler ise kendini yenileyebilen, farklilasma potansiyeli bulunanve ylksek
telomeraz aktivitesine sahip olmalar1 nedeniyle sinirsiz/uzun siire bdliinebilen hicre
gruplaridir (1) . Kok hiicrelerde telomeraz enzim aktivesinin yiliksek olmasi sebebiyle
sinirsiz olarak boliinebilirler. Kok hiicreler farklilagma potansiyellerine gore 4 gruba
ayrilir (2). Bunlar; totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent hiicrelerdir.
Totipotent hticreler, bir canliy1, plasenta ve ekstraembriyonik dokular dahil, tamamen
olusturabilecek ve butlin hiicre tiplerine 6zellesebilme yetenegi olan hiicrelerdir (3).
Morula totipotent hicreye Ornek olarak gosterilebilir. Pluripotent kok htcreler
(PKH'lar), G¢ germ yapragindan, endoderm-ektoderm- mezodermal doku hiicrelerine
doniisebilen ve sinirsiz/cok yiiksek bolinme 6zelligi bulunan hicrelerdir.EKH
pluripotent 6zelliktedir. Multipotent kok hiicreler ‘doku kok hiicreleri’ veya eriskin
kok hiicreler olarak isimlendirilir. Tiim kan hiicrelerine doniisebilen hematopoetik kok
hiicreler (HKH) veya kikirdak, kemik ve yag dokusunda doniisebilen mezenkimal kok
hiicreler (MKH) multipotent kék hicrelerdir (4). Unipotent hiicreler tek bir hiicre
tipine farklilasma yetenegi olan hiicre grubudir. Bu 4 gruba ek olarak 2006 ylinda
somatik htcrelerin laboratuvar kosullarinda yeniden programlanmasiyla pluipotent

Ozellikte yeni bir hiicre grubu tanimlanmustir (5). Bu gruba uPKH adi verilmistir.
2.2. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre

Uyarilmig pluripotent kok hiicreler, Yamanaka tarafindan tanimlanmig olan
Oct4, KIf4, Sox2 ve c-Myc olmak (zere dort adet genin birlikte ifadesiyle somatik
hicrelerden elde edilen yapay kok hucrelerdir. Dogal olarak insan viicudunda
bulunmay1p laboratuvar ortaminda Uretilir (6). EKH'ler gibi, in vitro ortamda uygun
kosullar saglandiginda sonsuz olarak ¢ogalabilir ve kendilerini yenileyebilirler. Bunun
yani sira ¢ germ yapragma yani ektoderm, mezoderm ve endoderm kokenli doku

hicrelerine farklilasabilirler (5). Bu 0zellikleriyle EKH’ler kok hiicre tipleri igerisinde



rejenartif tip arastirma ve uygulamalari agisindan essiz kaynak hiicreler olarak
gorulmekteydi. Ancak embrioyodan elde edilmeleri nedeniyle etik sorun olusturmalar1
ve teratom olusturma riski gibi dezavantajlara sahip olmalar1 nedeniyle arastirma da
dahil olmak Uzere diinyada ve lkemizde EKH ¢alismalar1 kisitlanmistir. Bu hiicre
grubuna yeni bir alternatif olarak Japon arastirmaci Yamanka’ya 2012 Nobel Tip
odiiliinii kazandiran uPKH kesfi ile embriyonik kok hiicre arastirmalari biiyiik bir ivme
kazanmis ve uPKH’ler, EKH arastirmalarinin yerini almaya baslamistir. Farklilagmig
viicut hiicrelerine laboratuvar ortaminda molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak
embriyonik bir dizi genin (Oct4, KIf4, Sox2 ve c-Myc) EKH benzeri olan ve
pluripotent 6zellik gosteren hiicreler elde edilmistir (7). Bu transkripsiyon faktorlerinin
hiicreye aktariminda viral vektor veya non-viral vektorler kullanilir. Viral vektorlerin
(6rn.lentiviriis, retroviriis) kullanilmasiyla  gerceklestirelen transfer islemi
transdiiksiyon adini alir. Bu yontem ile transfer edilmek istenen genler genoma entegre
olmaktadir. Retrovirus kullanimi her ne kadar genetik manipiilasyonu verimli kilsa
dahi “insersiyonel mutagenez” riski tagidigindan dolay: tercih edilmemektedir. Bu
nedenle genoma entegre olmayan viral (6rn.sendai viris) veya non-viral ( epizomal
vb.)yontemler ile yapilan gen aktarim tercih edilmektedir ve bu yontem de
transfeksiyon adimi almaktadir (8). Non-viral gen aktarimi ayrica mRNA ve

mikroRNA transferi yoluyla da yapilabilmektedir (9).
UPKH Gelistirme Sireci

Olgun bir hiicre genlerinin transkripsiyon faktorleri yardimiyla gelisim
siirecinin en erken agamasina kokliligiin yiiksek oldugu duruma geri dondarulmesiyle
bilim diinyasina yeni bir soluk gelmistir. Bu teknoloji ilk olarak 2006 yilinda
farelerden elde edilen hiicreler baslanmis 2007°de insan ornekleri ile uPKH
gelistirilmistir (6). UPKH gelistirme siireci, bircok basamagin oldugu ve her basamakta
bulunan ¢oklu degiskenlerden nedeniyle segilimin ¢ok oldugu, yiiksek is giicii
gerektiren stirectir.

UPKH gelistirmek amaciyla yeniden programlanacak olan kaynak hiicrenin
elde edilecegi verici donorin ozellikleri, cinsiyeti, saglik durumu, hastaligin tanisi,
hastalik 6zellikleri gibi fenotipi belirleyen genomik ve biyolojik hususlarin uPKH

gelistirme siirecinde ortaya ¢ikan ilk degiskenlerdir. Siirecin en basindan itibaren etik



ve yasal kurallar oldukca énemlidir. Bu surecte verici insan olacak ise onam formu
istemi gerekmektedir (10).

UPKH gelistirmek igin herhangi bir somatik doku veya hicre grubu
kullanilabilir ancak fibroblasttan uPKH gelistirmek daha verimli ve kolaydir. Elde
edilmesi ve uPKH gelistirme kolayligindan 6tiirli gegmisten gilinlimiize kadar gelen
calismalarda en ¢ok tercih edilen kaynak genellikle cilt biyopsisi ile elde edilen ve
kiiltirde cogaltildiktan sonra kullanilan fibroblastlar olmustur (5).

Fibroblastlarin yeniden programlanmas1 amaciyla uyarilmasi sonrasi hiicreler
kendi kimligini kaybederek pluripotensiye dogru ilerledikg¢e kiiltiirde fibroblastoid
gOriinlimde hiicrelerin yerini yuvarlaklasan hiicrelerden olusan koloniler almaya
baglar. UPKH kolonilerini saglikli bir sekilde gelistirebilmek i¢in stroma sarttir. Stroma
ile hiicrelerin hem birbirlerine hemde matrikse tutunmalar1 saglanir. Ik baslarda
farklilasmamig insan uPKH'leri, kiiltiirde ¢ogaltilmak igin besleyici tabaka (feeder
layer) olarak adlandirilan insan veya fare kaynakli - etkisizlestirilmis fibroblastlar
(mouse embryonic fibroblast, MEF) iizerinde birlikte kiiltiir alinmistir. Zaman iginde
bu destek hiicrelerin kiiltiirde kisitli bir dmire sahip olmalari, ilerleyen pasajlardaki
verimi etkilemelerinden dolay: bu tabaka kullaniminin yararli olmadigi gérilmistr.
Ayrica hayvan kaynakli hiicrelerin kullanimimnin dezavantajlari ve besleyici tabaka
kullanim1 mikrobiyolojik kalite kontrol degerlendirmesi gerekliligini de beraberinde
getirmesi nedeniyle pratik goriilmeyen bu hiicreler saf dis1 birakilmistir. Bu tabaka
yerine kiiltiir plaka yiizeyleri, hayvan kaynakli matrijel ile rekombinant laminin (11)
veya vitronektin (12) gibi hayvan kaynakl {iriin icermeyen hiicre yapisma (adezyon)
proteinleri/hiicre dis1 matrikslerle kaplanmaya baslamistir (13).

Olgun hiicrelere, Yamanaka ve ark’nin arastirmalarinda gosterildigi gibi ,
EKH’lerde ifade edilen pluripotentlik genlerinin (Oct4, Sox2, KlIf4, cMyc vb )
transkripsiyon faktorleri ile aktarimi ile hiicrelerin pluripotensiye dogru yeniden
programlanmast miimkiin olmaktadir. Bu faktorlerden Oct4 ve Sox2'nin yeniden
programlama igin gerekli oldugu, cMyc ve Kif4’iin de uPKH kolonisi olusumunda
verimlilik arttirict etki yarattigi gosterilmistir (13). Kiigiik molekiiller kullanilarak bu
faktorlerin sayisinin azaltilmasi miimkiindiir. uPKH eldesinde verim diisiik olup
kultire ekilen hucrelerin % 000.1- %1-2  sinin yeniden programlanabildigi

bilinmektedir. Bu amacla, hem verimin artirilmas1 hem de kullanilan transkripsiyon



faktorii sayisinin azaltilmasina yonelik kiiciik molekiiller veya kombinasyonlari
kullanilmaktadir . Kii¢iik molekiiller arasinda epigenetik degisim ile DNA metil
transferaz veya histon deasetilaz inhibitorleri, 5-Azasitidin, valproik asit, sodyum
butirat, SAHA, veya farkli sinyal yolaklarinin (TGF beta, Notch, cAMP vb) inhibitor
veya aktivatorleri kullanilmaktadir (14).Ayrica, genetik modifikasyon yapmadan
pluripotent yonde yeniden programlamanin ger¢eklesmesi ig¢in sadece kiiglk
molekiillerin kullanimina yonelik calismalar da bulunmakta, ancak standart

yontemlerin yerini alacak diizeyde degildir (15).
uPKH Kullanim Alanlar1 ve Onemi

2006 yilinda fare fibroblast hiicrelerinde bu dort transkripsiyon faktoriiniin
aktarilmasiyla EKH benzeri hiicreler elde edilmis ve tip tarihinde ¢igir acan bu yeni
teknigin duyrulmasindan yalnizca bir yil sonra, es zamanli olarak iki laboratuvarda
insan fibroblast hiicrelerinden de uPKH elde edildigi duyurulmustur. Bu sayede
hastalik modelleme, ilag denemeleri ve rejeneratif tip alanina yonelik arastirmalarda
biiyiik bir hiz kazanilmasinin yani sira son yillarda molekuler genetik bilimindeki bu
ve bunun gibi bir¢ok yeni yontemin kesfi ile “kisisellestirilmis tip” kavraminin daha
yaygin hale gelmesi i¢in giiglii bir zemin olusmustur (16). Uyarilmis pluripotent kok
hicreler temel bilim ve Ar-Ge i¢in 6nemli bir yer edinmekle kalmayip devlet ve basta
ilac endiistrisi, biyoteknoloji sirketleri olmak {izere 6zel sektdr iginde biiylik yatirimlar
alan yapilan bir alan haline gelmistir (17).Teknik olarak zorluklar bulunsa dahi bu
yontemle birlikte insanogluna ait hastaliklarla ilgili bilgilerimizin zenginlesmesi
acisindan biiyiik bir adim olmustur.

Hasta ile genetik agidan tamamen ayni 6zellikleri tasiyan sonsuz/veya ¢ok
yiiksek sayida hiicre iiretilmesine olanak saglayan bu teknoloji rejenaratif tip diinyasi
icin onemli firsatlar sunmaktadir. Bu yontemle, hastalik modellemesi ile hastaliginin
olusmasindaki molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi yeni tedavilerin gelistirilmesi
veya hali hazirda uygulanmaya devam eden tedavilere gerektiginde farkli yaklasimlar
saglanmas1 miimkiin olmustur. Hastadan gelistirilen uPKH’lerin ulasilmast gii¢
hastalikli doku hiicrelerine (6r. beyin, kalp, karaciger vb) in-vitro ortamda
farklilagtirildiktan sonra ilag, kiigiik molekiillerin yiiksek kapasiteli (high throughput)

sistemlerde denenmesi sonucu ilaglarin yeni endikasyonlarla kullanimi (drug



repurposing) giindeme gelmis ve klinik arastirmalar baslatilmistir (16). uPKH
teknolojisi 6zellikle norolojik hastaliklarda beyin gibi biyopsi imkaninin olmadigi
ancak ¢ok 0Ozel kosullar altinda yapildigi dokularda hastaya ait hiicrelere ulasma
imkan1 saglamistir. Bu yontem ile hastalarin kendine ait hiicrelerinde yapilan
aragtirmalar sonucu hastaligin seyrini takip etmek ve uygun tedaviyi saglama imkan1
bulunmaktadir. UPKH teknolojisinin sinir sistemi hastaliklarin1 anlama ve ¢6zim
bulma konusundaki yeri ve 6nemi yadsinamazdir.

UPKH teknolojisi ilerledik¢e, hastalik modelleme ve ilag testi i¢in iki boyutlu
(2B) ve ¢ boyutlu (3B) kiiltiir sistemlerinde hasta kaynakli uPKH’lardan
farklilagtirtlmis  ¢esitli hiicre tipleri olusturulmustur (18). Genom diizenleme
teknolojisinin  uPKH’lara uygulanmasi, belirli bir genin veya tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) izojenik arka planlarda in vitro hastaliga katkisini aragtirmak
icin paha bicilmez firsat sunmaktadir (18). uPKH teknolojisi ile 2B ve 3B kultlr
sistemlerinde uPKH’lardan farklilastirilmig SSS hiicreleri olusturmak igin gok sayida
protokol on yildan fazla bir siiredir gelistirilmeye devam etmektedir (19). Gunumuzde
diinya popiilasyonun 6nemli bir kismini etkileyen ve kortikal noronlardaki hasar
kaynakli kognitif bozukluklara yolan agan Alzheimer hastaliginda (AH) SSS’de hicre
kaybinin gézlemlenmesi nedeniyle 2B kiiltiir sisteminde ¢esitli yontemler kullanarak
glutamaterjik néronlar retmek icin bugune kadar birgok calisma yapilmistir
(19).Biiyiime faktorlerine maruz kalmanin embriyonik gelisim kosullarini uyardig: ve
uyarict sinapslara sahip islevsel kortikal néronlarlarin olusturuldugu farklilasma
protokollerini  giiniimiizde kullanilmaktadir (20, 21). Neurogenin2 (NGN2 veya
Ngn2) veya NEURODI gibi tek bir transkripsiyon faktoriiniin asir1 ifadesiyle yoluyla
da uPKH’lardan néronlar olusturmak miimkiindiir ve iki hafta i¢inde fonksiyonel
noronlar elde edilmektedir (22). Daha sonra bu teknik, kiltirt daha kolay ve yiksek
verimli ila¢ taramalar1 i¢in daha uygun olan uPKH’lardan ndral progenitor hucreler
(NPH'ler) tiretmek i¢in uygulanmistir (23). Ayrica, ERK, FGF, Notch ve Wnt sinyal
yollarin1 hedef alan kii¢clik molekiillii inhibitorlerin kombinasyonlu olarak kullanimi
sonucu 12 gln icinde basarili bir sekilde fonksiyonel olarak Kkortikal néronlardan
olusan bir popiilasyon tiretimi de mimkintdur (24). uPKH teknolojisiyle modellenen
AH’nin 2B ve 3B modellemesi yapilmistir. Bu hastalik genetik olarak farkli iki

formdan olusur; AH vakalarinin <%1'ini olusturan erken baslangigh veya ailesel AH



(aAH), p-amiloid 6ncu protein (APP), presenilinl (PS1) ve presenilin2 (PS2) olmak
iizere ili¢ gendeki nadir ve tam niifuz eden mutasyonlardan kaynaklanirken, hastaligin
en yaygin sekli olan ge¢ baslangi¢hi veya sporadik AH (sAH)’dir (25). Muhtemelen
her iki formda da genetik risk faktorlerinin ve yaslanma dahil diger ¢evresel faktorlerin
kimaulatif etkileriyle hastalik meydana gelmektedir. (26). Bununla birlikte, AH'nin her
iki formunda, B-amiloid peptitten (AP) olusan amiloid plaklar ve hiperfosforile
mikrotubul iliskili protein Tau'dan olusan norofibriler yumaklarla ile karakterize
benzer Kklinik patoloji saptanmaktadir (27). Bu durum néron ve dolayisyla sinaps
kaybina sebebiyet vermektedir.

2B kiltirlerinden farkli olarak 3B modeller in-vivo ortamin daha iyi
modellenmesini saglar. Organoid teknolojisi de alanda biiyiik bir atilim olmustur.
Biyopsi materyali veya uPKH’lerin ilgili dokuya farklilastirma yonlendirilmis oncii
hlcrelerinin in-vitro ortamda biiyiime faktorleri ile uyarilmasi sonucu, organin in-vivo
yapisini taklit eden 3B olusumlar meydana gelmekte, organoid teknolojisi ile modeller
hiicresel ¢esitlilik ve koken aldigi organmi temsil eden yapisal olusumlarin kiiltiir
ortaminda kendi kendini organize etmesi miimkiin olmaktadir (28, 29). Bu teknoloji
ile beyin organoidlerinin olusturulmus olmasi nérobilim alani i¢in énemli firsatlar
sunmaktadir. Organoidlerin gen ifade analizi, in vivo fetal beyin muadillerinde
gOzlemlenen benzer gen ifade paternlerini ve gelisimsel hiicre kaderini gostermektedir
(30, 31). Geleneksel olarak 3B hicre kiltiri modelleri organ benzeri bir
konfiglrasyonda dlzenlemek icin g¢esitli biyomihendislik tekniklere ihtiyac
duymaktadir (18). Mikrofilamentlerle 3B farklilasmay: fiziksel olarak yonlendirmek
icin biyomuhendislik tekniklerinin kullanilarak én beyin benzeri hiicrelerin olusmasini
ve buradaki htcrelerin radyal glial go¢ kapasitesin kazanmasimi saglar (32). Kendi
kendine organize olan organ benzeri olusumlar/organoidlerin miithendislik yontemleri
ile desteklenmesiyle bu olusumlarin belirli boyutlara ulasabilmeleri ve
vaskiilarizasyonlarinin saglanmas1 da giinlimiiziin iddali konular1 arasinda yer
almaktadir. Hastalik fenotiplerini goézlemlemek i¢in uzun kiiltiirler veya
farklilasmadaki degiskenlikler gibi teknik zorluklar mevcut olsa da, beyin organoidleri
insan kortikogenezini temsil ediyor gibi gorinmektedir ve noronal hastaliklar

incelemek i¢in énemli bir platformdur (18).
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uPKH alanmin sagladig: kritik bir avantaj da son on yilda gelistirilen genom
dizenleme teknolojilerinin kullanimi ile g¢esitli  dokulara ait hicre tipleri ve
organizmalarda hedef genleri manipule edilmesine konusunda énemli firsatlarin ortaya
¢ikmasidir. Cinko parmak niikleazlar ve “Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor
Niikleazlara (TALEN'ler)” ek olarak, “Diizenli Aralikli Palindromik Tekrar Kiimeleri”
(CRISPR/Cas9) sistemi, ile homolojiye yonelik onarim yoluyla bir hedef niikleotid
degisimi veya gen nakavtiyla sonuglanan hassas genom diizenlemelerini mimkin
kilmaktadir (33-35).Genom diizenleme teknolojileri, hastaya ait bir uPKH modeline
uygulanarak belirli varyantlarin veya mutasyonlarin hastalik siireclerini hakkindaki
bilgilerimizi hizla arttirmaktadir. Varyantlarin spesifik etkilerini ayni genetik arka
plan1 paylasan hiicrelerden izole ederek genetik varyant spesifik sonuglarin elde
edilmesine olanak tanir. Belirli bir genin asir1 ifadesine bagli olan ¢ogu modelin
aksine, bu teknolojilerin kullanilmasiyla birlikte endojen diizenleyiciler tarafindan
kendi dogal siireci iginde isleyen hastaliklarin incelenmesi mimkdn olur (18).

uPKH {iretiminin diinya ¢apinda hiz kazanmas basta tedavi olanaklar1 kisith
olan nadir/kalitsal hastaliklar olmak iizere hastaliklarin arastirilmasi ve yeni tedavi
stratejilerinin bulunmasina yonelik girisimlerin hizlandirilmasi i¢in yeni fikirlerin
olusmasini saglamistir. Bunlardan biri de genis hastalik gruplarini iceren uPKH
bankalarinin olusturulmasi, boylelikle zengin hiicre kaynagina erisim imkan
saglanarak tedavi olanaklari kisithh hastaliklarin aragtirllmasina onemli katki
saglanacak olmasidir. Yaglanma siireci ile birlikte goriilen ndrolojik hastaliklar yani
sira akraba evliliklerinin sebep oldugu ve ¢cogunlukla ¢ocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan
sistemik ve norodejeneratif bulgularla seyreden hastaliklar da bulunmaktadir.
Ulkemizde akraba evliliginin arttan siklig1 nedeniyle nadir hastaliklar da daha fazla
gorilmektedir. uPKH’lerle hastalilk modellenmesinde, uPKH’ler ve onlardan
farklilagtirilacak doku-spesifik hiicrelerin hastaya ait genetik 6zellikleri tagimasi tek
gen hastaliklar1 basta olmak lizere kalitsal hastalik arastirmalarina énemli avantaj
saglamaktadir. Kalitsal/nadir hastaliklarin 6nemli bir kisminda ilerleyici norolojik
bozukluklar olmakta olup tedavi olanaklar1 ¢ok sinirlidir. uPKH bankacilig1 6zellikle
bu tip hastaliklarin arastirilmasi ve yeni ilag, tedavi stratejileri gelistirilmesi igin

onemli bir girisimdir.
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Nadir hataliklar, popiilasyon igindeki diisiik prevelans gosteren hastaliklar
olarak tanimlanmaktadir (36). Buna karsin liteatiirde her iilkenin kendi istatisliklerine
gore yaptig1 farkli nadir hastalik tanimi bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda Turkiye
her 16 kisiden 1’1 nadir hastalik tagidig1 saptanmistir. Literatiirde ifade edilen yaklagik
olarak 8000 nadir hastalik rapor edilmistir. Bunlardan % 80'i genetik gegis sonucu
olugmaktadir. Hastalarin yarisini ¢ocuklar olusturmaktadir. Nadir hastaliga sahip olan
cocuklarin %30’unun 5 yasina gelmeden hayatin1 kaybetmektedir.Bu durumun ana
sebebi; nadir hastaliklarin %95’inin tedavisinin bulunmamasidir (37).

Ozetle, uPKH teknolojileri ile hastaya ait pluripotent Gzellikte hiicrelerin,
sonsuz/cok yiiksek sayida eldesi imkani, bu hiicrelerin in-vitro ortamda hasarli doku
hiicrelerine farklilastirilmasi, 2B, 3B modellerde hastalik modellenmesi, ilag, kii¢iik
molekiiller veya genetik degisim olusturulmak yoluyla terapétik stratejilerin arastirma
imkan1 saglanmasi basta norolojik hastaliklar olmak iizere tedavi olanaklar1 kisith

bircok hastalik i¢in 6nemli bir atilim olmustur.
2.3. Norolojik Hastalhklar

Insanoglunun beyinin nasil gahistigiyla ilgili olan meraki Neolitik déneme
kadar dayanmaktadir (38). O donemlerde kalbin bilincin merkezi oldugu
diistinliyordu.Bu goriis Hipokrat’in donemine kadar gegerliligini korudu. Roma’daki
gladyatorlere hekimlik yapan Galen’in beyine alinan hasarlardan sonra zihinsel
fonksiyonlarin zarar gordiigiinii kesfinden sonra bu diisiince giderek zayifladi. 1891
yilinda Wilhelm von Waldeyer tarafindan ndron (sinir hicresi) terimini ilk kez
kulland1. Alman fizik¢i Hemholtz ise sinir hiicrelerinin haberlesmek {izere elektrik
sinyaller gonderdigini ortaya koydu. Mikroskobun icadindan sonra ve Camillo
Golgi’nin boyama protokollinii iyilestirmesiyle noronlar ilk defa goruntulendi.
Gec¢misten giiniimiize olan siiregte ndron ve insan beynine olan ilgi artarak devam etti.
Oyle ki suan nérobilimin alanmin énem kazanmasiyla birlikte yapay zeka, makine
ogrenmesi ve derin 6grenme konular1 oldukga popiiler hale geldi. Akademik alandaki
proje cagrilarinin biiyiik bir kismi nérobilim iizerine agilmaya baslandi.

Noronlar, genel olarak akson, dendrit ve sinapslardan olusan hiicreler arasi
iletisimde oldukca 0zellesmis yapilardir. Aksonlar, sinir sisteminde igerisinde onemli

mesafeler kat etmek siretiyle elektriksel uyariy1 hedef bolgeyeye aktarir. Aksonda
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cogunlukla bulunan yapilar somadan koken alir ve aksoplazmik tagima yoluyla aksona
yerlesir. Burada proteinlerin ve mitokondrilerin kalitesi saglikli néronal fonksiyona
sahip olan noronlari olusturmak agisindan kritik Gneme sahiptir. Sinapslar ise yuksek
enerji tiketimi ve protein doniisiimiiniin oldugu bélgeyi temsil eder; bol miktarda
mitokondri ve poliribozom igerir, bu da onlar1 otofajinin sonuglarina daha duyarli hale
getirir. Noronlarin postmitotik olmalar1 ve genel olarak ¢ogalmamalar1 onlari, gogalan
hiicrelerde hiicre boliinmesi yoluyla seyreltilebilen toksik proteinlerin ve hasarli
organellerin noéronlarin i¢inde birikmesine yatkin hale getirmektedir (39). Noronlarda
sik1 bir sekilde dlzenlenen ndronal otofajinin noronal olmayan hiicrelerden farkli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu goriise uygun olarak, GFP-LC3 transgenik fare
modelini kullanan bir ¢alisma, otofajinin néronlarda siki bir sekilde diizenlendigini
gostermistir (40) Diger calismalar, noronal ve néronal olmayan hiicreler arasindaki
bazal otofajide Onemli farkliliklar1 ortaya c¢ikarmistir (41). Son zamanlardaki
caligmalarda beynin spesifik noronlarindaki hasarli proteinlerin ve organellerin
elimine edilmesinde bazal otofajinin kritik bir rol Gistlendigi belirtilmistir (42). Hiicre
i¢i protein kiimeleri ve islevsiz organeller varligi, amyotrofik lateral skleroz (ALS),
Parkinson hastaligi (PD), Huntington hastaligi (HD) ve AH gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin ortak Ozellikleridir. Bu hastaliklarin ilerleyisi sirasinda, toksik protein
agregatlar1 ve hasarli organeller, belirli ndron tipleri icerisinde birikir ve néronlarda
islev bozukluguna ve ndéron dliimiine yol agar.

SSS olusturan hiicrelerin ¢cogunlugu iki genis siniflandirma iginde yer alir:
ndronlar ve glia. Glia hiicreleri ayrica mikroglia ve makroglia gibi alt tiplere ayrilabilir;
ikinci grup astrositler, oligodendrositler ve ependimal hiicrelerden olusur (43). Bu glial
alt popiilasyonlar arasinda mikroglia ve astrositler beyindeki dogal bagisiklik yanitinin
onemli diizenleyicileri olarak gérev yapmaktadir (44). Mikroglia miyelinizasyonun
diizenlenmesinde, vaskiiler biitiinliigiin, ndrogenezin ve astrogliogenezin kontroliinde
ve surdirilmesinde énemli roller oynar (45). Mikroglia gibi astrositler de tehlike
sinyallerini tespit etme, kemokin ve sitokin salinimi yoluyla yanit verme ve bir immiin
yanit olusturma yetenegine sahiptir (46) .Astrositler ayrica sinaptogenezi diizenleyen,
noronlara metabolik destek saglayan ve gelisimde ve SSS kan-beyin bariyerinin

biitiinliigiinii destekleyen temel islevleri yerine getirir (47). Oligodendrositler omurgali
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hayvanlarda bilissel ve motor yetenekleri miimkiin kilan néronal aksonlar1 ¢evreleyen
miyelin kiliflar1 iiretir, korur ve onarir (48).

Amyotrofik lateral skleroz ,1869'da Jean-Martin Charcot tarafindan saf motor
noron hastalig1 olarak tanimlanmustir, ancak gunimizde, genetik ve ndéropatolojik
diizeyde hastalik heterojenligi olan multisistem norodejeneratif bir bozukluk olarak
kabul ediliyor (49). ALS tipik olarak, hastaligin ilerlemesi ile yayilma egiliminde olan
erigkin baslangigli fokal kas zayiflig1 ve kaybindan olusur. Zayiflik en ¢ok olarak
ekstremite kaslarinda, proksimal kaslardan daha siklikla distal kaslarda baslar.
Vakalarin yaklagik %25-30'unda, dizartri, disfaji, disfoni veya daha nadiren cene
kaslarinda zayiflik rastlanir. ALS'nin baslangi¢ yasi, baslangic bolgesi ve hastaligin
ilerleme hizinda yiiksek derecede degiskenlik vardir. Hastalik, cogu hastada ¢ok hizli
bir sekilde ilerler. Yaklasik olarak 3 yilin sonunda solunum yetmezligine bagl 6liim
meydana gelir. Hastalarin yaklasik %50'si motor problemlerine ek olarak bir dereceye
kadar ekstra motor belirtilerden muzdariptir. Vakalarm %10-15'inde ek bir
frontotemporal demans (FTD) tanis1 konulur (50).Hastalarin %35-40'mmda hafif
davranigsal ve/veya bilissel degisiklikler olmaktadir. FTD, frontal ve anterior temporal
loblarin dejenerasyonu ile karakterizedir ve klinik olarak davranis degisiklikleri,
yiiriitiicli islevlerde bozulma ve/veya dil bozuklugu ile kendini gosterir (51) .ALS ve
FTD, her iki nérodejeneratif bozuklugun altinda yatan molekiiler mekanizmalardaki
ortisme nedeniyle artik bir spektrumun iki ucu olarak kabul edilmektedir (52).
Amyotrofik lateral sklerozun insidansi yilda 100.000 kiside 1.75-3 ve Avrupa'da
100.000 kiside 10-12 prevalansa sahiptir, ancak dnemli cografi farkliliklar mevcuttur
(53) .ALS gelisme riskinin en yiiksek oldugu yas grubunda (45-75 yas) insidans, yilda
100.000 kiside 4-8'dir. Ortalama semptomlarin baglama yas1 degisken olmakla birlikte
sporodik ALS ( SALS) icin 58-63 ve ailesel ALS (aALS) icin 40-60 yastir (53).

Spinal miuskdiler atrofi (SMA), SMN1 genindeki bi-allelik patojenik
varyantlarin neden oldugu néromiiskiiler otozomal resesif bir hastaliktir. Omuriligin
on boynuzundaki alfa motor noronlarin dejenerasyonu ve kaybi ile hastalik
karakterizedir. SMA'da, 5913.2 lokusunda sagkalim motor néron genindeki (SMN1)
bir mutasyon, alfa motor ndronlarin dejenerasyonuna yol acarak ilerleyici kas
zayifligina neden olur (54).SMA hastalarinin %95'inde SMN1 homozigot delesyonu

vardir. Kalan hastalarda nokta mutasyonlar bulunur veya SMA'ya diger genlerdeki
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mutasyonlar saptanmaktadir (55). SMN1 geninin homolog bir kopyasi, SMN2 geni,
SMN proteininin yaklasik %10-20'sini Uretir ve ayni1 kromozom (zerinde bulunur
(56). Semptomlarin baglama yasina ve elde edilen maksimum motor fonksiyona bagl
olarak bes alt tip tanimlanmustir (56). In utero baslangigh ve alt1 ayliktan dnce dliimle
sonuclanan en siddetli form olan tip 0'dan adolesan veya eriskin baslangicli ve normal
yasam beklentisi olan tip IV'e kadar ¢esitli alt tipleri vardir. Tip I SMA (Werdnig-
Hoffmann hastaligl) yasamin ilk aylarinda baglar. Hastalar hi¢gbir zaman desteksiz
oturamazlar ve solunum destegi olmadan hayatta kalamaz. Yasam siireleri 2 yildir
(57). 6-18 ay arasinda teshis konulan Tip II hastalar, bagimsiz oturma yetenegine
ulagir. Tip III (Kugelberg-Welander hastalig1) daha az siddetlidir ve 18 ayliktan sonra
baglar. Hastalar bagimsiz yliriime yetenegini kazanir ve genellikle yetiskinlige kadar
hayatta kalir (58).

Alzheimer hastalig1, yaslanan popiilasyonda demansin 6nde gelen nedenidir ve
ilerleyici bir norodejeneratif bozukluktur. Demans, hafiza kayb:1 ve diisiinme, dil ve
problem ¢6zme becerileri ile ilgili zorluklar ile karakterizedir. 2013 yilinda AH
epidemiyolojisine iliskin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) giincellemesine gore, 2010
yilinda 35,6 milyon olan demanstan muzdarip insan sayisi 2050 yilina kadar diinya
capinda ii¢ katina g¢ikacaktir (59). Demans insidansi yasla birlikte artar, 65 yasin
Uzerinde goriilme siklig1 yaklagik %5-8 iken yas 85'in tizerine ¢iktik¢a bu say1 %25-
50'ye ¢ikmaktadir. Erkeklerde AH prevalansi kadinlara gore %19-29 oraninda daha
diistiktiir. Alzheimer hastalarinda bilissel degisiklikler, hafiza kaybi1 ve davranis
degisiklikleri gibi semptomlar yasarlar (60). Alzheimerdaki demans, baslangicta
sinaptik hasar ve ardindan néron kaybi ile karakterize edilen nérodejenerasyon ile
iliskilidir (61). Buna astrogliosis , mikroglial hiicre proliferasyonu ve distrofik noritler
ve hiperfosforile Tau’dan olusan norofibriler yumaklarin varligi eslik eder (62).
Mikroskobik olarak gozlenen amiloid beta peptidi (AP42-APP) olusturan nevrotik
plaklar ve hiper fosforillenmis Tau'dan olusan norofibriler yumaklar (NFT'ler) AH'nin
gostergeleridir (63) .
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Sekil 2.1. Saglikl1 beyindeki serebral korteks ve Alzheimer hastasindaki biliziilmiis
serebral korteks goriintiisii ile APP plaklari ve Tau fibrilleri gorintusu
goralmektedir.

(Marambaud P.ve ark. (64) uyaralanak diizenlenmistir)

Bu proteinler, sinir hiicreleri arasindaki baglant1 kaybinin ve nihayetinde sinir
hicrelerinin 6lGmu ve beyin dokusunun kaybina sebebiyet verir (59). Daha yakin
tarihli ¢alismalar, AH'daki ndrodejeneratif slirecin bir nedenin de yetiskinlerde
hipokamplste gerceklesen norojenez surecinin etkilendigini gostermistir (63, 65). Bu
tespit AH'nin transgenik hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar ile de desteklenmistir
(66).Ayn1 zamanda bu durum AH'li hastalarda c¢esitli ndropatolojik 6zelliklerinden
biligsel bozulma, neokorteks ve limbik sistemdeki sinaptik kayipla APP 0Oncl
proteininin APP (26-28) proteolizinden agiga ¢ikan amiloid-p (AP) proteininin
birikimi ile ilgili oldugu fikrini desteklemektedir (67). AB'nin anormal birikimi, A
olugmasi, toplanmasi ve pargalanmasindaki seviye farki arasindaki dengesizligin bir
sonucudur. AH'nin ailesel formlarinda, mutasyonlar sonucu yiiksek diizeyde bir AP
Uretimi veya agregasyonu ile olurken, sporadik AD'de klirens mekanizmalarinin
basarisizligr merkezi bir rol oynar (68). AB'min progresif birikimi, plagmin ana

bilesenleri olan Ap oligomerlerinin ve fibrillerin olusumuna baghidir (64). Bir diger
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hipotezde AH'nin sinaptotoksik etkileri fibrillerden ziyade Ap oligomerlerinin
sorumlu oldugu fikrini desteklemektedir (69).

Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligindan sonra 65 yas iistii niifusun
%?2'sinden fazlasmi etkileyen, en yaygin ve rastlantisal ikinci norodejeneratif
hastaliktir (70). Motor ve motor olmayan semptomlarla kendini gésterir. ilk olarak
1817'de James Parkinson tarafindan spesifik bir sendrom olarak tanimlanan hastaligin
diinya ¢apinda 4 milyon insani etkiledigi tahmin edilmektedir (71). Sanayilesmis
iilkelerde prevalansin %0,3 oldugu tahmin edilmektedir. 40 yas alt1 hastalarda nadiren
gorulmekle birlikte insidansi yasla birlikte artar (72). 80 yasin {izerindeki nifusun
belki de %3'iniin etkilendigi tahmin edilmektedir (72). Birden fazla ¢alisma,
Parkinson hastaliginin erkeklerde kadinlardan ortalama 2 yil daha erken ortaya
ciktigin1 ve kadinlara kiyasla iki kat daha fazla erkekte bu hastaligin gelisebilecegini
gostermektedir (71) . Kursal alanlarda yasamak ve pestisitlere maruz kalmak risk
faktorleri arasindadir. Parkinson hastaligmin karakteristik ozellikleri, substantia
nigra'nin belirli alanlarinda néron kayb1 ve yaygin hiicre i¢i proteini olan (a-sintklein)
birikimidir (73). Substantia nigra'da pigmente dopaminerjik néronlarin kaybi ve
noronlarda a-sinuklein birikimi tek baslarina Parkinson hastaligi i¢in spesifik olmasa
da, bu iki ana néropatoloji birlikte gézlemlediginde Parkinson hastaliginin kesin tanisi
icin yeterli olmaktadir (74). Parkinson hastaligi, motor ve motor olmayan
semptomlarla kendini gosterir (75). Fakat klasik bulgular1 motor semptomlardir.
Bunlar istirahat sirasinda kendini gosteren titreme, bradikinezi, postural instabilite ve
rijiditeyi icerir (76). Parkinson hastaligi siklikla tek tarafli titreme ile kendini gosterir.
Titreme tipik olarak baslangigta bir ckstremitede, bazen sadece bir parmak veya
bagparmakta, gorulir (77). Titreme hali en ¢ok uzuv dinlenme pozisyonundayken
belirgindir. Hareketle bastirilabilir. Daha az yaygin olmakla birlikte, bas, ¢cene ve dil
tutulabilir (78). Baz1 hastalar i¢in klasik parkinson titremesi, hastaligin tek belirtisidir.
Bazi hastalarda diger semptomlarin gelismesi birkag¢ yili alabilmektedir. Bradikinezi,
yavas hareket ve viicudun komut iizerine hizla hareket etme yeteneginin bozulmasiyla
tanimlanir (79). Hastalarda g6z kirpma siklig1 azalir. Bu nedenle g6zler daha fazla agik
kaldig1 i¢in bos bakiyormus izlenimi verir. YUz kaslarnin hareketi azalir ve yuz daha
az ifadeli hali gelir. Hastalik ilerledik¢e, agiz genellikle hafifce agik kalir (80).

Konusma,monoton hale gelir (80). Spontan yutma azalir ve yutma mekanigi
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etkilenerek siyalore ile sonuglanir (81). Parkinson hastaliginda siyalore, tiikiiriik
iretiminin artmasindan degil, tiikiirigii etkili bir sekilde kullanamamasindan
kaynaklanir. El hareketleri daha kisitli hale gelir. Hareket etmek zorlasir ve sik sik
“donma” olur (82). Bu, motor fonksiyonunun aralikli olarak durmasi anlamina gelir.
Yemek yapmak, dis firgalamak gibi glindelik hareketleri yapmak daha zor hale gelir
(83). Parkinson hastaliginin motor olmayan semptomlar1 zamanla daha iyi anlasilir
hale gelmistir ve motor semptomlar kadar yipratict etkileri vardir (83). Bunlar; bilissel
gerileme, depresyon, anksiyete, dysautonomia ve uyku bozukluklaridir. Anosmi, koku
alma duyusunun kaybi, Parkinson hastalarinin %90"'inda goriiliir ve semptomlardan
yillar sonra ortaya ¢ikabilir (84). Disotonomi beyin omurilik, kas, mesane, barsak, ter
bezi gibi birgok yapiy1 etkileyen bir néropati tiiriine verilen isimdir ve hemen hemen
tiim Parkinson hastalarinda mevcuttur (85). Diger gastro intestinal sikayetler sigkinlik,

mide bulantis1 ve karin rahatsizligini1 da bunlara ek olarak gozlemlenir (86).
2.4. Norolojik Hastaliklarin Modellenmesi

Norolojik hastaliklarin in-vitro modellenmesi amaciyla uPKH teknolojileri ile
basta ndronlar olmak iizere noronal mikrogevrede bulunan glial (mikroglia, astrosit,
oligodendrosit), ependimal hiicreler, vaskiler ve destek hicrelerine (perisitlerin )
farklilastirilarak in-vivo ortama benzer mikrogevre olusturulmaya calisilmakta, 2D,
tercihan da 3D ortamda, ekstraselliler matrikse uygun yuzey kaplama, modifikasyon
(mahendislik, genetik modifiye vs) yontemleri veya organoid sistemleri
kullanilmaktadir. uPKH teknolojisi ile hastalik modellenmesi, basta Parkinson
hastaligi olmak iizere EKH temelli arastirmalarin, ve hayvan deneylerinin yerini

almaya baslamstir.
iki Boyutlu (2B) Kiiltiir Sistemlerinin Avantajlar1 ve Kisitlar

Tek tabakalar halinde kiiltiire edilen NKH'ler c¢ogunlukla homojen bir
poptilasyon olusturdugundan, 2B kiiltiir sistemi norolojik hastaliklarin tedavisinde
etkili olan yeni ilaglarin tanimlanmasi i¢in yararl olabilir (87) . Ayrica, hasta kaynakl
uPKH’lerin spesifik noronal hiicre tiplerine farklilastirilmasi, ndrodejeneratif
hastaliklar1 iyilestirmek igin tasarlanan hiicre replasman tedavilerinde ana yontem

olabilir. Ornegin, insan pluripotent kék hiicre tiirevli néral hiicreler, nérolojik
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hastaliklarin  hayvan modellerine nakledildiginde norolojik  bozukluklarin
semptomlarini hafifletebildigi gosterilmistir (88, 89). Parkinson hastaligi (PH), orta
beyindeki dopaminerjik (DA) néronlarin 6liimiinii takiben motor islev bozuklugu ile
karakterize norodejeneratif bir hastaliktir (90).Temel arastirmalar1 kolaylastirmak ve
PH ic¢in yeni tedavilerin gelistirilmesi amaciyla UPKH'eri DA noronlarina
farklilastirmak i¢in ¢ok sayida c¢alisma yiiriitiilmiistiir. MS5 stromal hiicreleriyle
birlikte kulturun, uPKH’lerin noroepitelyal hiicrelere farklilagsmasinin verimliligini
artirdig1 bulunmustur (88). Ayrica, bu yazarlar fibroblast blytme faktori 8 (FGF8) ve
SHH kullaniminin ventralizasyondan sonra yuksek oranda DA noéronu Uretimiyle
sonuglandigmi bulunmustur (88). Roy ve arkadaslar1 oliimsiizlestirilmis insan fetal
astrositlerini DA ndronlarina farklilagsmalarini iyilestirmek i¢in IEKH'lerle birlikte
kiiltirlemislerdir. Ciinkii astrositler noronal gelisimde 6nemli bir destekleyici rol
oynamaktadir (89). Bu DA noronlarinin bir sigan PH modeline naklinden sonra motor
fonksiyonda iyilesme gozlemlemislerdir. Bununla birlikte, DA  noéron
transplantasyonunda farklilasmamis noral Onciillerin ¢ogalmasi nedeniyle timor
olusumuna yol acabildigi gozlemlenmistir. Bu ¢alismalar, belirli bir hiicre tipine 2B
farklilagtirma  stratejisinin =~ norolojik  hastaliklarin  tedavisinde  gilivenle
kullanilabilecegini gostermektedir. Buna ek olarak, bir¢ok arastirmaci, birlikte kiiltiir
sistemleri, belirli gelisim asamalarinda farklilastirma ve biyo-uyumlu malzemeler
kullanma gibi ¢esitli yontemler kullanarak in vivo muadillerini taklit edebilen daha iyi
DA noronlar iiretmek i¢in ¢aligmalara devam etmektedir.

2B noral farklilagtirma yontemleri, kullanimi kolay oldugu ve gesitli ndronal
kok hiicre (NKH) tiirlerini ve protokollerini kullanabildigi i¢in arastirma ve klinik
oncesi denemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. 2B farklilagtirma yontemleri tek
hiicre tipi farklilastirmada etkili olabilmektedir (91). Ancak, insan beyin ¢ok farkli
hiicre tipinden olusmaktadir. Azevedo ve arkadaglar1 (2009) insan beyninin ~86 milyar
noron ve glial hiicreler, bagisiklik hiicreleri ve endotel hiicreleri dahil olmak tizere 85
milyar néronal olmayan hiicre i¢erdigini 6ne stirmiistiir. Tiim beyin hiicreleri organik
olarak birbirine baglidir ve birbiriyle etkilesim halindedir. Dahasi, organlarin yalnizca
hiicrelerden olugmadigr da goéz Oniinde bulundurulmalidir. Dokularda hiicreler
arasinda bulunan hiicre dis1 matris (ekstraseliler matriks/ESM), hiicre yapismasi,

hlicre-hiicre iletisimi, hiicre-ESM etkilesimi, hiicresel farklilagsma, ¢ogalma ve gogte
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onemli roller oynar (92). ESM materyallerinin her biri farkli 6zellikler tasidigindan,
hiicrelerin uygun ESM materyalleri iizerinde Kkiiltiire edilmesiyle, ortaya ¢ikan
dokunun sertligi ve esnekligi buna gore ayarlanabilir. SSS, beynin biiyiik bir kismi
(%20-30) ESM'den olusur (93) ve bu bilesimin diger organlardan farkli oldugu
bilinmektedir. Laminin, fibronektin ve kolajen gibi fibrdz proteinler beyinde nispeten
az bulunurken, proteoglikanlar ve glikoproteinler bol miktarda bulunur. Dolayisiyla,
bu benzersiz ESM bilesimi beyin dokusunun sergiledigi yumusak ozellikleri
yansitabilir (94). ESM ayrica norit uzamasi ve noronal gog tizerindeki etkisiyle de
bilinmektedir (95). Bu haptoaksis 6zelligine ek olarak, norit biiyliimesi ve akson
rehberligi es zamanh olarak sinir bliyiime faktorii (NGF) konsantrasyon gradyanlari
gibi kemotaktik faktorleri gerektirir (96). 2B sistemlerde kilttirlenen NKH'ler néronal
hiicre tiplerine farklilagsma yetenegini asamali olarak kaybeder. Sonu¢ olarak, 2B
kiiltiir sistemleri hiicre tiplerinin gesitlilik gosterdigi, hiicrelerin ESM tarafindan
desteklendigi ve sinir sistemi gelisiminde kimyasal ipuglarinin zamansal ve uzamsal
konsantrasyon gradyanlarmin etkili oldugu 3B beyin ortammi taklit edemez.
Dolayisiyla, noral gelisim ve fizyolojiyi in vivo beyin sistemini daha yakindan
yansitacak sekilde incelemek i¢in 2B farklilastirma sistemleri disinda daha gelismis
kiiltiir kosullarina ihtiyag vardir. Boylece, 3B kultlr yontemlerine olan ihtiyag giderek

ortaya ¢ikmustir.
Uc Boyutlu (3B) Kiiltiir Sistemleri ve Beyin Organoidleri

Santral sinir sistemi hastaliklarinin in-vitro 3B modellenmesi amaciyla
muhendislik modelleri gelistirilmistir. NKH'leri in vitro olarak kulturlemek igin
kullanilan ilk yontem bir 3B kiltur sisteminin olusturulmasidir. Fare beyninden izole
edilen proliferatif noral hiicreler baglangicta ndrosfer olusturma yontemi kullanilarak
kilture edildi (97). Hicreleri 3B sistemde kultiirlemek icin, buytyen hiicrelere ESM
malzemesi veya yapay iskele saglanmistir (94).Levenberg ve arkadaslari (2003),
biyolojik olarak parcalanabilen polimer iskeleler [1:1 poli L-laktik asit (PLLA) ve poli
laktik Kko-glikolik asit (PLGA) karisimi] ile 3B kiiltiir sistemlerinde yetistirilen
IEKH'"leri kullanarak doku benzeri yapilar tasarlamay1 amaglamis ve iskelenin hiicresel

farklilasmay1 ve organizasyonu etkileyebilecegini gozlemlemistir (98).



20

Organoid kelimesi "organ" ve "-oid" kok kelimelerinin bir bilesimidir ve
gergek organ dokularina benzeyen mini organ benzeri 3B hiicresel agregalar ifade
eder. Organoid teknolojisi ile 3B ortami en iyi taklit eden bir sistem olusturulmasi ve
mihendislik yaklasimlariyla da desteklenmesi miimnkiindiir. Kiiltiirlenmis
organoidler sadece dokuya 6zgii hiicre tiplerini degil, ayn1 zamanda kendini yenileme
Ozellikleri tasiyan kok hiicreleri de igerir. Bu nedenle, organoidler uzun bir sire
boyunca kendi kendilerine biiyiiyebilir ve bu da onlar1 sferoidlerden en ¢ok ayiran
ozelliktir. Daha da Onemlisi, organoidler ¢esitli hiicre tipleri igerir, bunun yerine
istenen organin benzersiz i¢sel organizasyonunu korur ve in vivo organlart taklit
edebilir. Boylece, belirli bir organin bazi islevlerini ve gelisimsel ayrintilarini yeniden
canlandirabilirler. in vitro ortamda kendi kendine organize olan organoidlerin kiiltiire
edilmesiyle, bir organdaki gesitli hiicre tipleri arasindaki hiicre-hiicre etkilesimleri
gozlemlenebilir. Klinik aragtirma ve uygulama potansiyeli agisindan, organoidler 2B
kiiltiir sistemlerine gore bir avantaja sahiptir ¢linkii uzun vadeli ilag yanit1 ¢esitli hiicre
tiplerinde eszamanli olarak degerlendirilebilir ve bu da ilag kesfi slirecini
hizlandirabilir. Beyin s6z konusu oldugunda, insan viicudundan doku elde etmenin
zorluklar1 nedeniyle, beyin organoid c¢alismalar1 organotipik yontemler uygulamak
yerine ¢ogunlukla farklilagtirllmig  pluripotent kok  hiicreler  kullanilarak
yiirtitiilmiistiir. Beyin organoidi elde etmeye yonelik ilk girisim 2013 yilinda Knoblich
grubu tarafindan gerceklestirilmistir (28). Matrigel matriksi ve donen bir biyoreaktor
kullanarak insan PKH'lerinden tiiretilmis bir serebral organoid kiiltlir sistemi
gelistirmistir. Kisaca, noral soydan gelen embriyoid cisimleri (EC'ler) yapay bir ESM
olan matrigel igerisine yerlestirip biyoreaktorlerde dondirerek kilture edildiginde
EC'lerin uzun sireli kiltirlenmesi ve mini beyin yapisinin olugsmasini saglanmustir.
Gunumuzde bu yéntem, insan beyni organoidleri iiretmek i¢in yaygin olarak kullanilan
standart protokollerden biri haline gelmistir. Bu protokol, herhangi bir uyarici sinyal
vermeden hiicrelerin farklilasma potansiyeline ve kendi kendini organize eden
programina dayanir (28, 99).Bu protokol, beyin organoidinin hiicre kaderini 6nceden
belirlenmis bir 6n beyin kimligine yonlendirir. Bununla birlikte, organoid retina, DA
ndronlar1 ve hatta ektodermal olmayan hiicreler gibi cesitli diger beyin bolgelerini
icerir. Bu karmasik yapilar stokastiklik ve kendi kendine organizasyon, hicreler

arasindaki etkilesimlere rehberlik eder ve beyin organoidlerinin olgunlagmasini daha



21

da tesvik eder (30).Bununla birlikte, bu yontem organoidde istenmeyen bdlgeler
olugsmasina neden olmaktaydi.

Son zamanlarda, beyin organoidini olusturan hiicrelerin homojenligini
artirmak i¢in yonlendirilmis farklilasma protokolleri de ortaya ¢ikmistir. Pluripotent
kok hiicrelerden ndronlarin verimli bir gekilde tiiretilmesi i¢in kullanilan "ikili-SMAD
inhibisyonu" yontemi, beyin organoidi tiretimi i¢in uygulanmustir (100). Bu ydntem,
pluripotent kok hiicreleri noral soylara yonlendirmis ve embriyoid govdeleri dnceden
sekillendirirken diger soylara farklilasmay1 engellemistir. Bu sayede doku
heterojenligi azaltilmis ve noral soyun farklilasma etkinligi artirilmistir (29, 101)
Embriyonik cismin noéral kimligi "ikili-SMAD inhibisyonu" yontemi kullanilarak
olusturulduktan sonra, 6n beyin organoidleri minyatiirize edilmis biyoreaktorlerinde
iiretildi. Bu protokolde, iiretilen 6n beyin organoidlerinin sekli ve boyutu, igsel
yontemle elde edilenlere gore daha tutarliydi. Ayrica ekip, 6n beyin organoidlerinde
radial glial hicrelerin (RGH)'lerin ve gelismekte olan primat serebral korteksinin
spesifik bir yapisi olan iyi gelismis subventrikiler plaka (SVP) benzeri bir tabakanin
varligin1 gozlemledi. Arastirmacilar , bu organoidlerde alti korteks katmaninin ve
sonraki ndronal alt tiplerin varligini tespit etmisler ve gesitli gelisim asamalarindaki
organoidleri karsilastirarak bliyliyen ve olgunlasan korteksi gozlemlemislerdir
(101).Bagka bir grup da uPKH'leri, pluripotent hucrelerden noroepitelyal kok
hiicrelere indiikleyerek orta beyne 6zgii organoidler iiretmeye ¢alismistir (102).Orta
beyine olduk¢a spesifik olan ve oligodendrositler tarafindan yiiksek derecede norit
miyelinasyonuna sahip DA noronlart iceren beyin organoidleri iiretmistir. Beyin
organoidi iiretimine yOnlendirilen baslangic hiicre popililasyonunun cesitliligi ve
gelisim potansiyeli, ortaya ¢ikan organoidlerin modellerini belirleyebilir. Hem dolayli
hem de dogrudan organoid olusturma ydntemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari
oldugundan, her birinin kullanim1 deneyin amacina gore belirlenmelidir.

Boylelikle, SSS hastaliklarinin 2D veya 3D modellemesinde, 6ncelikle beyin
anatomisi, histolojisi, fizyolojisinin ve arastirilacak hastaliga ait patofizyolojik
mekanizmalarin 1yi bilinerek kullanilacak modelin se¢ilmesi ve deneyin tasarlanmasi
ve ileri teknolojik yontemlerin kullanilmasiyla klinige yonelik gelisim saglanmasi
miimkiin olacaktir. Uyarilmig pluripotent kok hucrelerden kortikal néron

farklilagtirtlmas1 yontemlerinin optimizasyonu da bu alanda yapilacak c¢aligmalarin
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baslangi¢ noktasini olusturmakta, bunu i¢in de kortikal néron olusumu ve biyolojisinin

iyi bilinmesi gerekmektedir.

Kortikal N6ron Gelisimi ve Biyolojisi

Merkezi Sulkus

Birincil Motor Korteks / Birincil somatosensory korteks

P /\‘ ’ ;’: \} Parietal Lob
¥ AESN
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/ ' Vo}—— Oksipital Lob
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Temporal Lob
— Omurilik

Sekil 2.2. Beyin bolgelerinin gosterildigi sema.

(Savage ve ark. (103)’den alinarak diizenlenmistir.)

Santral sinir sitemi, beyin ve omurilikten ve bunlarla baglantili olan sinirlerden
olusur. Cevresel sinir sisteminden duyusal impulslar1 alir, impulslara karsi olusan
yanit1 kontrol eder. Viicutta kan basincini diizenler, viicut 1sisim1 ayarlar, aghigi,
uykuyu, uykusuzluk halini kontrol eder, hormonlar1 diizenler, istemli ¢alisan organlari
kontrol altinda tutar. Gelen uyarilara kars1 cevaplar olusturarak, viicudun saglikli ve
denge icinde kalmasini saglamak tizere ¢alisir. Viicudun iginden ve disindan gelen
uyarilarin birlestirilmesi, viicudun koordinasyonunun saglanmasi, organlarin ve
organlar arasi diizenlemelerin yapilmasi sinir sisteminin gorevleri arasindadir. Santral
sinir sistemi bu gorevleri yerine getirirken, ¢evresel sinir sisteminin yardimi alinir.
Buradaki hasarda ya da bir hastaligin bu alani etkilemesi sonucunda ciddi saglik
sorunlar1 yasanabilir. Beyinde anormal elektriksel aktivite sonucunda epilepsi yani
sara hastaligi, otoimmiin hastaliklardan multipl skleroz MS, dopamin eksikligi
nedeniyle PH olusabilir. Santral sinir sistemindeki en biyik ndral entegrasyon bolgesi
serebral korteksdir. Dikkat, algilama, farkindalik, diislince, hafiza, dil ve bilingte
anahtar rol oynar. Serebral korteks, insanlarda ve diger memelilerde beynin
serebrumunun noral dokusunun dis tabakasidir. Laminer organizasyondaki

farkliliklara dayanarak, serebral korteks iki tipte siniflandirilir; alti hiicre katmanina
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sahip genis neokorteks alan1 ve ii¢ veya dort katmana sahip ¢ok daha kiigiik alokorteks
alan1. Serebral korteks noral tiiptin en 6n kismi olan 6n beyin bélgesinden gelisir. Noral
plaka, noral tiipii olusturmak i¢in katlanir ve kapanir. Noral tiipiin i¢indeki bosluktan
ventrikiiler sistem ve duvarlarinin ndéroepitelyal hiicrelerinden sinir sisteminin
ndronlari ve glialar1 gelisir. Noral plakanin en 6n (6n veya kraniyal) kismi, noriilasyon
baslamadan 6nce belirgin olan prosensefalon, serebral hemisferlere ve daha sonra
kortekse koken verir. Serebral korteks 52 bolgeye ayrilmaktadir. Kortikal ndronlar bu
bolgede bulunur. Dendritlerinin ve aksonlarinin dagilimima gore 40'tan fazla farkli

kortikal noron tiiri tanimlanmistir (104).

Bazal Projenitorler (BP)
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Sekil 2.3. Korteksin tabaklarinin sistematik olusumu.

(Tanzila ve ark. (105)’den alinarak yeniden diizenlenmistir.)

Kortikal néronlar, ventrikiillerin yaninda ventrikiiler bélgede olusur. Bu bolge,
glial hicreler ve ndronlar uretmek icin boltnen radyal glial hiicrelere progenitor
hiicrelere gegis yapan NKH’leri barindirir. Kortikal néronlarin hizla gogalmasi, radyal
glial hiicrelerin kendi kendini yenileme hizinin yanmi sira FGF ( fibroblast buytime

faktorl ) ve Notch yolagi tarafindan diizenlenir. Serebral korteks, néral tlpln
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telensefalik palyum ad1 verilen rostral dorsal (arka) kismindan gelisir (106). Palyumun
duvari baslangigta néroepitelyal germinal hiicrelerden olusur ve siirekli bélunmleriyle
serebral vezikiilleri olusturmak {izere palyum duvarlarmin disa dogru genislemesine
sebep olur (107). Ventrikiler bolge (VB) olarak adlandirilan noral tiipiin ventrikiiler
duvarma yakin noroepitelyal hiicreler, néronlara ve korteksin bazi glial hiicrelerine
farklilasir (108). Erken mitotik néronlar, VB'den serebral vezikiillerin yiizeyine dogru
goc ederek primordial pleksiform tabakay1 veya on plakayi olusturur (109). Daha sonra
gelisen noronlar, 6n plaka icinde kortikal plaka (KP) olarak adlandirilan bir katmani
olusturmak tizere go¢ eder ve boylece yizeysel bir marjinal bolge (MB; katman 1) ve
derin alt plaka (DAP) olarak ikiye ayrilir (108). KP'nin noronlari I1-VI katmanlarina
icten disa dogru bir sirayla toplanir, yani en derin hiicresel katmanlar en ice, ylzeye
en yakin olanlar en dista toplanir. Hem MP hem de DAP, serebral korteksin en erken
olusan ndronlarmi igerir (108, 109). Subventrikuler plaka (SVP) , VP'den, sonunda
korteksin (gelecekteki beyaz madde) afferent ve efferent aksonalar1 igcerecek bir
katman olan ara plaka (AP) ile ayrilir (108). KP ortaya ¢ikarken, VB ve AP arasinda
subventrikiler bolge (SVB) olarak adlandirilan baska bir ¢ogalan hiicre tabakasi
belirir. Bu germinal bolge, VB'de bollnen ve esas olarak glia olusturan hiicreleri igerir
(110). SVP, gebeligin sonlarinda ve dogum sonrast yasamin erken dOnemlerinde
kaybolurken VB biiyiik 6lgiide genisler. Kortikal gelisiminde, radyal glial hicrelerin
geng noronlarin VB'deki konumlarindan KP'daki konumlarma gogiinii desteklemek ve
yonlendirmek icin bir iskele gorevi gordiigi disiiniilmekteydi (111). Fakat yapilan son
caligmalarda, radial gliyalarin go¢u yoOnlendirmek yerine kortikal néron ve glia

boliinmesini destekledigini gosteren yeni kanitlar oldugu ortaya ¢ikmustir (112).
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Sekil 2.4. Serebral korteksin alt1 katmanina ait goriintiisii

(Tanzila ve ark. (105)’den alinarak yeniden diizenlenmistir.)

Serebral korteks, her biri kendine 6zgu baglantilar1 olan farkli katmanlar
halinde organize olmus nodronlarla oldukca diizenli bir beyin yapisidir. Kortikal
noronlar genel olarak iki smifa ayrilir: interndéronlar ve projeksiyon noronlari.
Interndronlar, birgok farkl kortikal katmanda bulunan ve biyik 6lclide gamma amino
batirik asit (GABA’y1) bir norotransmitter olarak kullanan gesitli bir hiicre alt
grubudur. Kemirgenlerde, kortikal interndronlarin biiyiilk ¢ogunlugu ventral
telensefalonda bulunan progenitérlerden koken alir ve olusan serebral korteksi
doldurmak igin go¢ etmektedir (113). Buna karsin, insanlarda kortikal interndronlar da
kortikal germinal bdlgede bulunan progenitorlerden koken alir (114).Kortikal
interndronlarin aksine, kortikal projeksiyon noronlar1 ndrotransmitter olarak glutamat
kullanmakta ve yalnizca dorsal telensefalonda bulunan progenitorlerden koken alirlar.
(115).Bu noronlar germinal bolgelerden kortikal plakaya radyal bir bicimde go¢ eder.
Bu noronlarin nihayetinde bulunacaklar1 katman, postmitotik hale geldikleri zamana
baghdir.

Ornegin: erken gelisen néronlar derin katmanlarda (yani V ve VI) bulunurken,
daha sonra olusan ndronlar I1- IV katmanlarda bulunurlar (116). Bu katmanlarin her

birinde, projeksiyon noronlari farkli kortikal alanlarla, subkortikal bélgeler (omurilik
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dahil) veya korpus kallozum araciligiyla korteksin kars1 yari kiiresi ile aksonal baglanti
ile iletisim halindedir (108). Gelismekte olan serebral kortekste olusan ilk néronlar 6n
tabakay1 olusturur ve bu tabaka boliinerek marjinal bolge (tabaka I) ve alt tabakay1
meydana getirir (116). Bu asamadan itibaren tiim kortikal gelisim igten disa dogrudur,
yani Once derin tabakalar, ardindan da iist tabakalar olusur. Katman I'deki hiicreler
Cajal-Retzius (CR) hiicreleri olarak adlandirilan internéronlardir (117) . Ayrica
interndronlardaki Reelin ifadesiyle daha sonra olusacak olan kortikal katmanlarin

icten disa gelisimi i¢in 6nemli oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (117).

Subventricular
stem cell zone
(SVZ)

Subventricular
stem cell zone
[5\774)

Sekil 2.5. Noral kok hiicrelerin bulundugu subventirikiler bolgelerin lateral
ventirikiller bélge Uzerinde lokalizasyonu gosterilmektedir.

(Wernicke AG. ve ark. (118)’den alinmustir.)

Serebral korteks, beynimizdeki en kompleks yapilardandir ve kortikal néron
sayist ve cesitliligin merkezi oldugu disiiniilmektedir. Kortikal ndronlarin ¢ogu
(>%85) uyarici piramidal noronlardir, %15'i ise inhibitor internéronlardir. Piramidal
noronlar ve internéronlar, baglanabilirlik modelleri, morfolojisi ve spesifik gen
ifadesiyleu ile karakterize edilen ¢ok sayida noéronal alt tipe ayrilir. Kortikal
primordium telensefalonda meydana gelir. Telensefalik/6n beyin ilk olarak biyuk
olglide herhangi bir digsal morfojen olmadan gelisir. Hatta Wnt'ler veya BMP'ler gibi
morfojen sinyallerin aktif inhibisyonuyla da gti¢lenir (119). Telensefalon daha sonra
dorso-ventral eksen boyunca degisime ugrar. Sirastyla kortikal piramidal noronlar ve

cogu interndron iretecek olan dorsal telensefalon ve ventralde lokalize olmus
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ganglionik yapilarda dahil olmak iizere ¢esitli nérojenik nislere dagilim gosteren
noronlarin olusumunu saglar (120).

Kortikogenez veya kortikal ndrogenez, her biri spesifik gen ifadesi ile
karakterize edilen alt1 farkli néronal katmanin olusumuna yol acar (121).Bir kortikal
néronun katman kimligi, olusumunun zamanlamas ile siki bir sekilde baglantilidir: bu
zamansal gelisim katmana 0zgi kortikal noéron tirlerinin sirali bir sekilde olusmasina
ve noronal alt tiplerin gelismesini katki saglar (122).Ayni1 kosullar altindan insan ve
fare kaynakli uPKH’lardan sirali piramidal néron olusumu sirasinda kortikogenezi
farkliliklar oldugu gériilmiistiir. Insan kortikogenezi fareye gére daha uzun siirede
tamamlanmaktadir. Insanlarda kortikal progenitdrlerinden postmitotik néron olusumu
yaklagik 10-15 haftada olugsmasina karsin farelerde bu siire 2-3 hafta arasinda

tamamlanir.
2.5. Noronal Farkhlastirma Yontemleri

Norogenez ve gliogenez gibi siiregler, yetiskin beyninin ¢evresinde meydana
gelen degisikliklere uyum saglamasina olanak tanimlanir. Gliogenez, NKH'lerin
miyelin kilif olusumuna katilan oligodendrositlere veya sinaptik islevde yer alan
astrositlere farklilagsmasiyla baglar. Norogenez, NKH'nin beynin belirli bélgelerindeki
noronlara farklilagsmasiyla sonuclanir ve boylece bu dokunun gelisimine ve islevine
katkida bulunur (123). Norogenez ve gliogenezde bozulma, nérodejeneratif
hastaliklar, noropsikiyatrik hastaliklar ve demiyelinizan hastaliklar gibi patolojik
durumlarda ortaya ¢ikar (124, 125).Bu siire¢ler beyin gelisimi ve islevi igin kritik
Oneme sahiptir, norodejeneratif hastaliklara yaklasim ve beyin sagliginin korunmasi
acisindan bu mekanizmalarin aydinlatilmasi1 gereklidir. Beyin mimarisi ve noral
fonksiyon embriyonik gelisim sirasinda belirlenir. NKH'den turetilen hiicreler uzamsal
olarak sinirlidir ve baslangicta ndronlarin ardindan glial hiicrelerin {iretildigi
gelisimsel agamaya baglidir (126, 127). Embriyonik asamadan sonra beyin gelisimi,
hiicre dis1 faktorler ve NKH'lerdeki degisiklikleri diizenleyen epigenetik
mekanizmalardan etkilenir. Postnatal déneminde, kok hucreler néronal prokursor
hiicreler (NPH'ler) olarak adlandirilan ve ndronlara farklilasan gegici hiicrelerin
tiretilmesinden sorumludur. Yeni {iretilen bu hiicrelerin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve

onceden var olan noral devrelere entegrasyonu yeterli beyin fonksiyonunu saglar
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(128).NPH'ler noronlara farklilasmanin yani sira oligoden drositler veya astrositler
gibi glial hiicreler de iiretebilir. Bu islemi gerceklestirmek igin fibroblast biiylime
faktoru (FGF), kemik morfogenetik proteini (BMP) ve sitokinler gibi kimyasal
sinyaller hiicre kaderini modiile edebilir (129, 130). NKH farklilasmasi i¢in tetikleyici
faktorler arasinda Wint (Wnt, néronlar) (131), I6semi inhibitor faktor (LIF, astrositler)
(132) ve Sonic Hedgehog faktor (Shh, oligodendrositler) (133) yer alir. Son
caligmalar, yeni néron ve glia hiicre olusumunda gelisim siirecinin her asamasinda
NKH yanitlarin1 belirleyen epigenetik mekanizmalar isaret etmektedir. Epigenetik,
kromatin ve DNA {izerinde genetik islevi degistirebilen ancak DNA dizisinde
degisikliklere yol agmayan kalitsal etkilere karsilik gelir. Son yillarda, DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan RNA'lar gibi epigenetik faktorler
incelenmistir (134).

Gen ifadesi, asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi histon
proteinlerindeki modifikasyonlardan kaynaklanan kromatin yapisinin yeniden
sekillendirilmesiyle degisime ugratabilir. Her biri 147 ¢ift DNA bazindan ve her bir
histon varyantinin iki kopyasindan olusan ¢oklu niikleozomlar kromatini olusturur:
histon 2A, histon 2B, histon 3 (H3) ve histon (135).Genlerin aktivasyonu ve
baskilanmasi, transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerine erisimindeki
degisiklikleri tesvik eden histon modifikasyonlarindan kaynaklanir. Ornegin, histon
kuyrugundaki pozisyona ve lizin kalintilarinin metilasyon durumuna bagli olarak, kok
hiicrelerin néronlara veya glial hiicrelere farklilasma siireci sirasinda norojenik veya
gliojenik promotorlerde oldugu gibi, ndrojenik veya gliojenik genlerin ifadesinin
aktivasyonu veya baskilanmasi meydana gelebilir(135).

DNA metilasyonu, ¢esitli dokularda kok hiicrelerin genetik baskilanmasi ve
farklilagsmasi ile iligkili olan bir diger 6nemli epigenetik faktordiir.Genellikle memeli
genomlarindaki CpG diniikleotidlerinin sitozin kalintilarinda meydana gelir.
Astrositler, promotorleri metillenmis olan GFAP (glial fibriler asidik protein) ve
S100p genlerini ifade eder ve interlokin 6 ailesinin sitokinleri, siliyer norotrofik faktor
ve LIF gibi faktorlerin ifadesini uyararak NKH'nin astrosit farklilasmasina
potansiyelini smirlar . Bu temsili genlerin promotorlerinde, gliogenez sirasinda JAK-
STAT yolunun aktive edilmesiyle bu faktorlerin ifadesiyleunu indikleyen STAT

baglanma bolgeleri vardir. Norogenez sirasinda, astrosite 6zgii aktivitenin inhibisyonu
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gerceklesir ¢linkii STAT3 baglanma bolgeleri NKH'lerde metillenir ve promot6r
bolgenin baglanmasini engeller (136).Astrosite 6zgu promotdrlerin demetilasyonu,
NKH'lerde glikojenin ndrojenik yeterliligini degistirebilecegi ileri stiriilmektedir.
Ornegin, DNA metiltransferazdan sorumlu DNA delesyonu, NKH'lerin norojenik

fazinda astrositlerin erken farklilagmasini tesvik eder (137).
Pluripotent kok hiicrelerden (EKH,uPKH) Noronal Yonde Farklilasma

Beynin olusumunu ve olgunlagsmasini kontrol eden yollaklar da dahil olmak
tizere beyin gelisiminin anlasilmasi her zaman ilgi ¢ekici bir konu olmustur. Martin
Evans'in ilk kez murin blastosistlerinin i¢ hiicre kiitlesinden hiicreleri izole ettigi ve ilk
EKH hattin1 kurdugu 1981 yilindan bu yana (138), sinirbilim arastirmalari, néronal
yonde farklilasmay1 uyaran ¢aligmalar yapilmis, bu amagla, farkli ¢esitli kok hiicre
tipleri kullamlmustir. {1k tanimlanan pluripotent kok hiicreler, teratokarsinomlardan
(germ hcrelerinin timorleri) tlretilen fare embriyonal karsinom (EK) htcreleridir.
Ancak, insan muadili hiicre hatlar1 bu kadar c¢esitli hiicre tipleri tiretecek kadar kolay
farklilagtirllamamaktadir (139).Pluripotent kok hicrelerin fare blastokistlerinden
EKH'ler daha sonra insanlardan (iEKH'ler) izole edilmesi, noéronal farklilagsma
alaninda 6nemli gelisme saglamistir.(140). Ancak bu modelle EKH eldesinde dini ve
etik nedenlerden dolay1 kisitlamalar olmustur. 2006 yilinda Yamanaka ve c¢alisma
arkadaslarinin ¢aligmalariyla olgun hiicrelerin yeniden programlanarak uPKH eldesi
ve EKH yerine kullanilmas1 miimkiin olmustur (5). Kok hiicre alaninda bu atilim, insan
embriyolarina ihtiya¢ duymadan noérolojik hastaliklarin in vitro olarak incelenmesini
miimkiin kilmistir (141).Bu teknik, AD, otizm spektrum bozuklugu, Parkinson
hastaligi, ALS, sizofreni ve bipolar bozukluk gibi yetiskin yasamda baslayan
hastaliklarin arastirillmasina olanak saglamistir (142-144). NOroepitelyal hucreler
(NEH'"er) genellikle tek tabakali doku kiiltiiriinde farklilasmay1 indiiklemek i¢in all-
trans retinoik asit kullanilarak elde edilir (145).NEH'ler noral tiip olusumu sirasinda
ortaya c¢ikar ve asimetrik boliinmeleri daha sonra noroblastlara ve glial hiicrelere
farklilagan noronal prokirsor hicreleri (NPH) verir (145). Bunlar dollenmeden sonra
5ila 25 hafta arasinda olusur. NPH'ler kendi kendini yeniler. uPKH’lerin néronal doku
hicreleri Gretme kabiliyeti nedeniyle insan ve fare uPKH’lerinden (20, 146) bunlari

Uretmek igin tanimlanmis birgok protokol vardir (147). NEH'leri indikledikten sonraki
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adim, noral tiipe benzeyen ve NPH’lerle dolu yapilar elde etmektir; bu tiir yapilara
rozet denir (148) ve hiicrelerin yogunluguna ve nisine (mikro ¢evre) 6zelliklerine
baglidir. Bununla birlikte, homojen spesifik noron alt tipleri elde etmek igin, kulttr
ortamindaki farkliliklar ve hiicre kullanimindaki degisiklikler kontrol edilmelidir,

ciinkii bu tiir kosullar farklilasma verimliliginde degisikliklere yol agabilmektedir.
uPKH’lerinden in-vitro Kortikal N6ron Yoniinde Farkhlastirilmasi

uPKH’lerin ndronal yonde farklilagtirmaya yoOnlendirilmesinde baglica 2
yontem kullanilmaktadir. Bunlardan birisi kii¢iik molekiiller, biiylime faktorler ile,
digeri de transkripsiyon faktorleri (TF) ifadesinin uyarilmasiyla farklilasma
saglanmasidir. Farklilastirilmas1 amaglanan ndronal hiicre tipine (6r.kortikal noron,
motor ndron, veya destek hiicresi olan astrosit gibi) gore segilecek TF’leri ve kiigiik
molekiiller degisim gostermekte, ayrica NGN2  gibi ortak molekiiller de

bulunmaktadir.

Transkripsiyon Faktorleri Ile Kortikal Néron Yoniinde

Farkhlagtirmanin Uyarilmasi

Noron retmek igin kullanilan TF'ler, noral dokularda yiksek oranda ifade
edilen, beyin gelisiminde Kkilit rolleri olan veya farkli baslangi¢ popiilasyonlarindan
noral kaderin uyarilmasinda yer alan genlerden olusan bir havuzdan segilmistir
(Vierbuchen ve ark., 2010). ilk kez 2011 yilinda Wernig ve Siidhof laboratuvarlarinda
yapilan deneyler iPKH'lerden ndéronal farklilasmayr hizlandirmanin  miimkiin
oldugunu gostermistir. Brn2, Ascll ve MytllI'nin iEKH’lerinden hicrelerinde
lentiviral aracili asir1 ifadesiyle diisiik verimlilikte olmasina ragmen sadece 6 giin
icinde de indiiklenmis néronlar (iN'ler) tiretilmistir. Bu iN'ler tipik néronal morfoloji
sergilemis, Tujl ve MAP2'yi ifade etmis ve spontane aksiyon potansiyelleri tretme
kapasitesine sahip olmustur (Pang ve ark., 2011). Daha sonraki ve daha ayrintili bir
calismada, ayni grup, tek bir TF olan Ngn2'nin lentiviral agir1 ifadesiyle daha yuksek
verim ve neredeyse %100 saflikla 6zellikle kortikal néronlar tiretmistir (Zhang ve ark.,
2013). iN'lerde sadece 1 hafta sonra Tujl ve MAP2 ifadesi saptanmis ve 2 haftalik
uyarimdan sonra fonksiyonel sinapslar olsturulmustur. Fare beynine nakledildikten

sonra da ozelliklerini ve islevselliklerini koruyabilmislerdir. NeuroD1 (Zhang ve ark.,
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2013) ve Ascll (Chanda ve ark., 2014) de iEKH'den NGN2'ye fenotipik olarak benzer
glutamaterjik iN'ler, tipik belirteclerin ve islevsel Ozelliklerin ifadesiyle
indiikleyebilmistir. Benzer bir yaklasim kullanilarak, iPKH'lerde Ngn2 ve Ngnl
lentiviral indlksiyon kombinasyonu, sadece 4 giin sonra bipolar morfolojiye ve MAP2
ve SYNL1 ifadesiyleuna sahip %90 iN gelistirilmesini saglamistir. Dahasi, néronlar
sadece 14 giinliik farklilasmadan sonra islevsellik kazanmistir. (Busskamp ve ark.,
2014). Farkli gruplar daha sonra uyarict iN'lerin sinaptik olgunlagmasini artirmak
(Nehme ve ark., 2018) ve Ngn2'yi Fezf2 veya Satb2 ile birlestiren belirli piramidal
kortikal iN turleri tretmek icin kiglk modifikasyonlar gelistirmistir, ancak tiim
kombinasyonlarin hem iist hem de derin katman kortikal belirtegleri ifade eden benzer
ndron popiilasyonlar1 trettigi gosterilmistir (Miskinyte ve ark., 2018). Kortikal
noronlar uyarict glutamaterjik néronlar varligi yani sira bir diger dnemli noron alt tipi
de inhibitér GABAerjik interndronlardir. uPKH'lerden GABAerjik iN'ler iiretmeye
yonelik ilk girisimler, Foxgl, Sox2, Ascll, DIx5 ve Lhx6 olarak isimlendirilen 5 adet
TF’nin (Colasante et al., 2015) birlikte ifadesiyle ile saglamistir. Protokolun
uygulanmasiyla 3 hafta sonunda GABAerjik genlerin ve sinaptik belirteclerin yukari
reglilasyonu ve elektrofizyolojik aktivite ile yaklasik %30 GABAerjik iN elde
etmislerdir. Daha sonra saf bir GABAerjik iN popiilasyonu olusturmak igin bir
protokol gelistirilmistir. Ascll ve DIx2'nin ifadesiyle, uPKH'lerden saf GABAerjik iN
poptilasyonlarii indiiklemek ic¢in yeterli bulunmustur (Yang ve ark., 2017). Bu
inhibitor iN'ler MAP2+ ve tipik GABAerjik belirteglerin yani sira sadece 4 hafta sonra
sinaptik olgunlagma ve islevsellik gosterdi, ancak aktivite indiiksiyondan 7 hafta sonra
artis géstermistir. Sonrasinda bu hiicreler fare beynine nakledilebilmis ve uzun vadede
stabil kalmislardir.

Parkinson hastalig1 i¢in yiiksek klinik 6neme sahip bir néronal alt tip, orta
beyin dopaminerjik néronlardir (DN). DN kaderini yonlendirecek genlerin secimi,
birka¢ TF'nin fare fibroblastlarin1 dogrudan DN néronlarina doniistiirme potansiyelleri
acisindan test edildigi ¢caligmalarin yapilmistir (Caiazzo ve ark., 2011; Pfisterer ve ark.,
2011). DN noronlarinin belirteglerini ifade eden, islevsel 6zelliklere sahip ve dopamin
salinimi gosteren hiicrelerin yaklagik %60'min verimliligi ile Ascll, Nurrl ve
Lmxla'nin retroviral asir1 ifadesiyleu ile sadece 21 gunde DN-iN'lerin indlksiyonu

saglanmistir (Theka ve ark., 2013). Ayrica, ortamda morfojenlerle birlikte Atohl'in
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lentiviral asir1 ifadesiyleu (Sagal ve ark., 2014), temel DN genlerini yukar1 dogru
diizenleyen ve islevsel ozellikler gosteren DN-iN'lerin %80'inden fazlasinin ortaya
¢ikmasia neden olmustur.Farkli bir ¢calismada, Atohl ve Ngn2'yi kodlayan sentetik
ve modifiye mRNA'larin tekrarlanan transfeksiyonu kullanilarak, insan iPSC'leri
sadece 5 ginde %90'dan fazla saflikla orta beyin DN noronal kaderine
yonlendirilmistir (Xue ve ark., 2019). Bu ndronlar, 45 gun boyunca in vitro
olgunlasmadan sonra farkli olgun DN ve sinaptik belirtecgleri ifade etti ve birincil orta
beyin DN noéronlarinin elektrofizyolojik 6zelliklerini tekrarladi.

Son olarak, PiggyBac ve viral vektorler tarafindan saglanan yedi faktoriin
kombinasyonuna dayanan ve SSS o0zelliklerine sahip DN néronlarint indiikledigi
gosterilen bir bagka protokol daha yaymlanmistir. (Ng ve ark., 2021b). Orta beyin ve
kortikal ndronlarin yani sira, ilgili bir diger alt tip de motor néronlardir (MN'ler). Bu
durumda, ilk gen se¢imi gelisimsel calismalardan (Lee ve Pfaff, 2001) ve gelisimsel
ipuglarmi kullanan bir protokolle farklilasmaya ugrayan iPKH'nin gen ifadesiyle
uPKH'den tiretilen NPH'leri MN'lere doniistiirmek igin kullanilmistir (Hester ve ark.,
2011). uPKH'de polikistronik bir Sendai Viriis yapist kullanilarak Lhx3, Ngn2 ve
Isl1'in ektopik ifadesiyle 14 gin sonra MN belirteclerinin ifadesi ile %90'dan fazla
IMN Uretildigini gostermis, ancak vektorlerin bir miktar sitotoksisiteye sahip oldugu
gozlemlenmistir. (Goto ve ark., 2017). Ngn2, Isll ve Phox2a'y1 entegre etmek igin
PiggyBac vektorlerine dayanan bagka bir yaklagimim, ortak MN belirte¢lerinin
ifadesiyleu ile indiksiyondan 12 giin sonra elektrofizyolojik olarak aktif kraniyal
MN'ler irettigi gosterilmistir (De Santis ve ark., 2018). Aciklanan protokollerin
cogunda yer alan Ngn genlerinin yan sira Ascll ve Neurodl'in, 6zellikle kortikal 6n
beyinde norogenezde yer aldiklart uzun zamandir bilinmekte noéronal farklilasmanin
onemli itici glcleri olarak kabul edilmistir. (Nieto ve ark., 2001). Ngn genleri,
UPKH'lerde noronal kaderi yonlendirmede diger TF'lerden iistiin gdriinmektedir.
Bununla birlikte, farkli kortikal alt tiplere ve farkli Oncii néronlar1 i¢in TF'lerin farkl
alt poptilasyonlar i¢in daha uygun olup olmadigina 151k tutmak i¢in daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerekmektedir.

GABAerjik noronlar s6z konusu oldugunda, ¢ogu protokol bilinen ana ndron
oncilu TF'lerden biri olan Ascll'i ve GABAerjik kaderi spesifik olarak yonlendirmek

icin diizenleyici genlerden (DIx ve Lhx genleri) en az birini, hatta daha fazlasini icerir
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(Achim et al., 2014). Bu durum, orta beyin (Gale ve Li, 2008) veya omurilige (Stifani,
2014) yonelik spesifikasyonda énemli oldugu bilinen alt tipe 6zgii TF'lerle birlikte,
sirastyla TF kokteyline dahil edilen ana norogenez stiriiciileri olarak Ascll veya Ngn2

ile DN ve MN kaderi icin de gecerli gérinmektedir.

Kicuk Molekullerle Kortikal N6ron Yoninde Farkhlastirmanin

Uyarilmasi

Pluripotent kok hiicrelerden noral soy farklilasmasinda genellikle noral hiicre
kaltdrlerini serumsuz ortamlar tercih edilir. Serum kullaniminin bir ¢alisma insan
noronlarmin aktivitesini azalttigini gosterilmistir (Bardy ve ark., 2015; Odawara ve
ark., 2016). Ayrica, serumlarda batch-batch farkliliklar nedeniyle tekrarlanabilirlik
konusunda problem olabilmektedir. Gegmisten guniimuze kadar gelen ¢alismalarda ,
pluripotent kok hicrelerin néral hiicrelere farklilasmasi tizerine fare ve insan (izerine
cok sayida ¢aligma yapilmistir. SSS’ini olusturan ana sinir hiicresi tiirleri néronlar olup
astrositler ve oligodendrositler de noral hiicrelerdir. Bu hcre tiplerinin her birine
farklilagma protokolleri rapor edilmistir (Cazillis ve ark., 2006). Retinoik asit (RA) ve
Sonic Hedgehog (SHH) sinyali baslangigta fare EKH’lerinin motor ndronlara
farklilasmasini saglamak igin kullanilan ana faktorlerdir (Wichterle ve ark., 2002).
RA'nin SSS gelisiminde 6nemli bir faktoér oldugu uzun zamandir bilinmektedir ve
pluripotent kok hiicrelerin in vitro ndral farklilagmasini indiiklemek i¢in kullanilmistir
(Maden, 2007). Wnt protein ailesinin tyeleri, SSS'deki NPH'lerin ¢ogalmasini ve
farklilasmasini aktive eden sinyal yollarinda bir ligand gérevi goriir (Kuwabara ve
ark., 2009; Inestrosa ve Arenas, 2010). insan EKH'lerinin noral farklilasmasinda,
fibroblast blyltme faktéri (FGF) hem néral indikleyici bir faktér hem de kemik
morfojenik proteinin (BMP) antagonisti olarak islev goriir (Dhara ve Stice, 2008).
Halen yaygin olarak kullanilan "ikili SMAD inhibisyonu" yontemi, iEKH'lerin erken
norektodermin noral rozet yapisina hizli bir sekilde farklilagmasi igin  SB431542
(TGFP inhibitorii) ile birlikte Noggin (BMP-antagonisti) kullanmistir (Chambers ve
ark., 2009). Noggin ¢esitli tiirlerde noral indiiksiyonda kullanilmistir (Lee ve ark.,
2007), SB431542 ise embriyoid cisim (EC) olusumu sirasinda noral farklilasmay1
arttirmak i¢in kullanilmistir (Smith ve ark., 2008). Bu 2°1i SMAD inhibitor faktorinin

kombinasyonu, EC olusumu veya stromal besleyici ile birlikte kiiltiirleme gibi bir ara
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islem ihtiyacini ortadan kaldirir ve ndral indiiksiyon protokoliinii basitlestirir. Yan ve
arkadaglar1 (2013) iEKH'leri projenitor NKH'ler (PNKH) olarak adlandirilan daha
erken bir NKH hiicre tipine doniistiirmeyi basarmistir. Bu pNKH'ler, fetal kortekste
noral rozet ve NKH'ler tarafindan sergilenenlere benzer ifade genlerin yani sira,
GABAEerjik, dopaminerjik ve motor noronlar gibi 6zel noronal alt tiplere ek olarak
noronlara, astrositlere ve oligodendrositlere farklilasma potansiyeli gostermistir.
Ayrica, yakin zamanda, EB olusumu gerektirmeyen basit bir yontem kullanarak
PD0325901 (MEK inhibitorii) ve 16semi inhibitér faktor (LIF) varliginda insan
iIPKH'lerinden pNKH'ler tiiretmeyi basarilmistir. (Shin ve ark., 2019).

Bu tez calismasi, saglikli insan uPKH’lerinden in-vitro ortamda Kortikal
noronal yonde farklilastirma yoOntemlerinin olusturulmasini amaglamaktadir.
Calismada kullanilan saglikli insan uPKH’leri Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkez’inde daha 6nce yiiriitiilen uPKH Banka Prototipi TUBITAK 1003 projesinde
(213S181) gelistirilen hiicrelerdir. Kortikal ndronal yonde farklilagtirmanin uyarilmasi
amaciyla TF ve/veya kiiglik molekiil temelli protokollerin denenmesi amaglanmis, 6n
denemeler sonucunda kiiglik molekiil temelli protokole karar verilmistir. Bu amagla
tez calismasinda 6 adet kiiciik molekiil kullanilarak kortikal ndron yoniinde farklilasma
icin 12 giinliik bir protokol kullanilmistir (24). Burada ikili SMAD inhibisyonunu
saglamak amaciyla SB431542 ve LDN193189 kullanilmistir. SB431542; ALK4,
ALKS, ALK7 reseptorlerinin fosforilasyonunu bloke ederek Lefty/Activin/TGFp
yolaklarin1 inhibe eder. SB431542 ve LDNI193189 molekiillerinin birlikte
kullanilmasiyla SMAD inhibisyonu gergeklesir ve hiicrelerin trofoektoderm,
mezoderm ve non-néronal ektoderm yonde farklilasmasi engellenmis olur. Tankiraz
inhibitorii XAV939 maruz kalma on beyin farklilasmasini hizlandirir ve SMSS
kaderine gecisi saglar. SU5402/PD0325901 pluripotensiden néroektodermal kaderlere
dogru c¢ikist hizlandirir. Bu 06n ndroektodermal oncli durumda DAPT ve
SU5402/PD0325901 kullanilarak post-mitotik kortikal kaderlere gegisi saglar.
Olgunlagsmamis kortikal noéronlar, farklilasmanin 16. giiniine kadar in vitro olarak

islevsel olgunluk kazanabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda kortikal néron farklilastirmasi amaciya plazmid ve/veya
kiiclik molekdiliin birlikte kullanildig1 bir protokol ile yola ¢ikildi. Deneyler 2 paralel
3 tekrar olacak sekilde yiiriitiildi.

3.1. Materyaller

Hucre kalttriinde uygulanan besiyerleri ve soliisyonlar1 asagida agiklanmustir.
uPKH’lar1 kilture etmek icin Matrigel, hEKH-qualified (Corning, cat. no. 354277)
kapli 12 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler E§ medium (Gibco, cat. no. A1517001)
kullanilarak biyitilmistiir. Kilture bakteri kontaminasyonunu engellemek igin %1
Penisilin-Streptomisin  (Pen-Strep) (10.000 U/ml Penisilin ve 10.000 pg/ml
Streptomisin) (Gibco, ABD) kullanildi. Hiicreleri pasajlarken kaldirma islemi igin
ReLeSR (Stemcell Technologies 05872) kullanildi. Fazla olan hiicre daha sonraki
asamalarda kullanmak i¢in donduruldu. Dondurma besiyerinde dimetil sulfoksit
(DMSO) (Sigma- Aldrich, ABD) kullanildi. Dondurulan hiicreler kisa siirekli saklama
icin -80°C dolabina (RS Biotech, US) uzun sireli depolama icin - 196°C azot tankinda
(Chart Industries, ABD) muhafaza edildi. Farklilasma protokoliiniin baslangicinda
hiicreler Essential 6™ Medium (Thermo Fisher Scientific Cat. No A1516401)
kullanilarak biiyitiildi. Daha sonra Neurobasal medium (Gibco, 21103049) gegis
yapildi. Kiiltiirde farklilasmay1 saglamak amaciyla DAPT 95% (Cayman Cat.
N0.13197-5mg), LDN-193189 (hydrochloride) 98% (Cayman Cat. N0.19396-1mg),
SB-431542 (hydrate) 98% (Cayman Cat. N0.13031-1mg), XAV939 98% (Cayman
Cat. N0.13596-1mg), PD 0325901 98%( Cayman Cat. N0.13034-1mg) ve SU 5402
95% (Cayman Cat. N0.13182-1mg) olmak tizere 6 adet kii¢iik molekiil kullanildi. Bu
molekiillere ek olarak kiiltiirin 9. Giiniinden baslayarak BDNF (20 ng/ml; R&D),
dibutyryl cAMP (0.5 mM; Sigma-Aldrich) ve askorbik asit (0.2 mM; Sigma-Aldrich)
(BCA) kulttre eklendi. Besiyeri degisikliginden once 6li hiicrelerden kurtulmak
amaciyla DMEM/F12 (Gibco, Cat. no. 11320033) ile yikama islemi yapildi. Bitiin
hiicre kulttra deneyleri biyogivenlik diizeyi-II olan laminar akisli kabinde (Metisafe®
Class Il Tip B2 Biyolojik Guvenlik Kabin) yapilmustir. Hiicreler 37°C sicaklikta, %5
CO2 kosulunu saglayan inkubatorede (Nuve EB 160) biiyiitiilmiistiir. HUcreler besiyeri
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degisikligi oncesinde OLYMPUS CKX41 inverted 1sik mikroskobu kullanilarak
goriintlilenmistir.

Elde edilen hiicrelerin karakterizasyon islemleri igin immunofloresans boyama
yapildi. Bunun igin MAP-2 ( Millipore Cat. No. AB5622), TUJ1 antikorlar1 kullanildi.

Tablo 3.1. Immun florosan boyamlarda kullanilan antikor bilgileri

MAP-2 AB5622 Millipore
TUJl 801209 BioLegend
Goat anti-Rabbit 1gG, Alexa A32731 Thermo Fisher
Fluor™ Plus 488

Goat anti-Mouse 1gG, Alexa A10004 Thermo Fisher
Fluor™ Plus 568

Kortikal noron spesifik gen ifadelerinin incelenmesi amaci ile gRT-PCR
yontemi ile gergeklestirildi. Hiicreyi pargalayip lizat olusturmak amaciyla {izerine
QIAzol (Qiagen Cat. No. / ID: 79306) eklendi. Devaminda izolasyon i¢in RNeasy
MinElute Cleanup Kit (50) (Qiagen Cat. No. / ID: 74204 ) kullanildi. cDNA sentezi
icin SensiFAST cDNA Synthesis Kit (50) (Meridian Bioscience Cat. No. BIO65053)
kullanilarak ¢cDNA’lar olusturuldu. Bioline SYBR Green Master Mix kit ile PCR

reaksiyonlar1 hazirlandu.

Tablo 3.2. Molekiiler analizlerde degerlendirilen genlere ait primer dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer

REELIN | 5-GTCTACCTTCCACTCTCCACCA-3’ 5-GTCCAGCATCACAAATCCCTCG-3’

FOXG1 | 5-CGTTCAGCTACAACGCGCTCAT-3’ | 5-CAGATTGTGGCGGATGGAGTTC-3’

DCX 5-TATGCGCCGAAGCAAGTCTCCA-3> | 5-CATCCAAGGACAGAGGCAGGTA-3’

3.2. YOntem
3.2.1. Uyarilms Pluripotent Kok Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alismada Sendai viral vektorler kullanilarak mezenkimal kok hiicrelerden
(MKH) gelistirilen uPKH’ler kullanilmistir. Somatik hiicrelerden uPKH elde edilmesi

icin kullanilan yeniden programlama teknolojileri ¢ok hizli bir sekilde gelismektedir.
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Bu hiicrelerin klinige gegisinin hizlandirilmasi amaci ile farkli genetik modifikasyon
metotlari ile kimyasal indiiksiyon denenmektedir. Bu nedenle de K6k Hiicre Arastirma
ve Uygulama Merkezi’'nin 213S181 nolu 1003 “uPKH Banka Prototipi Olusturma”
projesi kapsanimda lentiviral vektorler yerine verimliligi daha yiiksek ve hiicre
genomunu degistirme riski olmadig1 i¢in (genoma entegre olmayan) daha giivenilir
oldugu kanitlanmis olan Sendai viral vektorler uPKH eldesi i¢in kullanilmistir.
Stromal kokeni gosteren CD105, CD44, CD29 ve CD73 antikorlari igin pozitif
boyama hematopoietik hiicrelere 6zgii CD45, CD34 ve CD14 icin negatif boyanma
hiicrelerin MKH oldugunu desteklemistir. Karakterizasyonu tamamlanmig
(fibroblastoid goriiniim, akim sitometri ile stromal fenotip ve osteojenik, adipojenik
farklilagma kapasitesi) saglikli vericinin MKH’lerinden uPKH gelistirilmesinde
“CytoTune-IPS 2.0 Sendai Reprogramming kiti” (Life Technologies) kullanilmistir.
Kit igerisinde somatik yeniden programlama igin gerekli temel transkripsiyon faktor
genleri olan Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc genlerini tastyan biri polisistronik ve ikisi
monosistronik olan 3 SeV vektor bulunmaktadir. Tek zincirli bir RNA viriisii olan ve
insanlar i¢in patojenik olmayan SeV vektorler ile diigiik titrelerde hizli ve ylksek
etkinlikte transduksiyon yapilabilmektedir. Vektorler sitozolde replike oldugu icin
vektor ve transgenler hizla hiicreden atilmaktadir. Dolayist ile transdiiksiyon
etkinligini artirmak i¢in kimyasallarin kullanimina ya da integration-free uPKH eldesi
icin vektor ve transgenlerin hiicre genomundan temizlendigi gen edisyon tekniklerinin
kullanimina gerek  olmamaktadir. Ayrica proje kapsaminda gelistirilecek ve
bankalanacak olan uPKH’lerin ileride klinige gecisi planlanan arastirmalarda
kullanilabilecegi ©ngorilerek feeder-free kiiltir — ortami kullanilmadan tiretim
yapimustir.

Hucrelerin pluripotent kdk hiicre 6zelliklere sahip oldugunun gosterilmesine
yonelik imminfloresan boyama ve RT-PCR analizleri kullanilarak yapilmistir. Ayrica
hiicre genomuna entegre olmayan SeV vektorler kullanildig1 igin lentiviral vektorlerin
hiicre genomundan delesyonunu test etmek i¢cin genomik DNA izolasyonu, PCR ve
Southern blot analizleri yapilmasi geregi ortadan kalkmistir. Onun yerine SeV viral
vektor RNA’smin ve transgenlerin hicrelerden delesyonunu ve vektor igermeyen
UPKH kolonilerini tespit etmek icin belirli araliklar ile RT-PCR yapilmistir.

Deneylerde pozitif kontrol olarak, daha oOnce karakterizasyonu yapilmis ve
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pluuripotent 6zellikleri tespit edilmis kontrol uPKH’leri ile negatif kontrol olarak
kontrol uPKH’lerin baglangig hiicreleri olan kontrol fibroblastlar1 deneye eklenmistir.
MRNA diizeyinde pluuripotensi-alakali OCT3/4, SOX2 ve NANOG genlerinin
ifadeleri arttigi mezenkimal genlerinin kayboldugu goézlemlenmistir. uPKH’lerinin
pluripotensi ile alakali isaretleri RNA diizeyinde ifade ettigi RT-PCR deneyleriyle
gosterilmesinin ardindan, bu isaretlerin protein ifadesine yansimasi immiinfloresan
boyamadeneyleri ile teyit edilmistir. uPKH’lerinin OCT4 ve SOX2 g¢ekirdek
belirtecleri ile SSEA4 ve Tra-1-60 yiizey belirtclerini protein diizeyinde de ifadeettigi
gosterilmistir.

Karakterizyonun ardindan seV-Don0r 1- uPKH hiicre hattindan farkli kolonlar
acilarak deney baslatildi. Kiiltiir siirecinse en iyi gelisen ve saglikli oldugu gozlenenen
Klon 1# Pasaj 19 secilerek deneylerin bu klon ile ilerlemesine karar verildi.

uPKH’ler matrijel (Corning) kapli 6 kuyucuklu doku plakalarda kalttri
yapilmistir. E8 besiyeri ile (STEMCELLTM Technologies, 05872) 2 ml / kuyucuk
eklenerek hergiin diizenli olarak besiyeri degisikligi yapildi. Yaklasik olarak 5 glinde
pasajlama islemi yapilarak hiicreler kaldirildi. Pasajlama isleminden 6nce matrijel,
DMEM-F12 (STEMCELLTM Technologies) ile 1:100 oraninda seyreltme isleminden
sonra 6 kuyucuklu plakalar kaplanmistir ve +37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra
kullanilmistir. Pasajlama islemi, besiyeri ¢ekilip hiicreler DPBS (1X) ile yikandiktan
sonra 1mL/ kuyucuk olacak sekilde ImL reLeSR eklenerek oda sicakliginda 1 dakika
inkube edilmistir. ReLeSR cekilip hiicreler +37°C’de 7 dakika inkiibasyonun ardinda
mikroskop altinda incelenip hiicrelerin kalktig1 gozlemlenince 1mL/kuyucukES
eklenerek hiicreler toplanmistir. Hiicreleri toplarken pipetleme islemi yapilarak
hicreler tek hiicre halinde elde edilmistir. ReLeSR, uPHK’leri koloni seklinde
kaldirmay1 sagliyor ve kaldirma isleminde farklilasmaya baslayan hiicreleri almiyor.
Tek hiicre elde etmek icin pipetleme yeterli oluyor. ReLeSR kullanarak hem tek hicre
elde etmemiz olanak veriyor hemde farklilagsmis hiicreleri pasaj sonrasi tagimamizi
engellemis oluyor. Hiicre E8 ile toplandiktan sonra 6 kuyucuklu plaklara homojen
olacak sekilde ekim islemi yapilmistir. Her biri kuyudan 2 mL besiyeri olacak sekilde
hacim tamamlanmistir. Besiyeri i¢ine 2,5 uM ROCK inhibitorii (StemCell

Technologies, 72304) eklenerek hiicrelerin pasaj isleminden kaynaklanan stres sonucu
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hiicre oliimii azaltilmaya calisilmigtir. Ekim yapilan plaka %5 humidifiye, 37°C
sicaklikta, %5 CO2 kosulunu saglayan inkubatore kaldirilmistir.

Dondurma Islemi

Deneyler boyunca uPKH’ler %90 FBS ve %10 DMSO orani ile hazirlanan
dondurma besiyeri kulllanilarak dondurulmustur. Hiicreler ReLeSR ile kaldirilak
dondurma besiyeri i¢ine alinmistir.Dondurulan hiicreler -196°C’deki sivi nitrojen
tankinda saklanmistir. Her pasajda belli miktarda hucre dondurularak yedekleme

yapilmastir.
Cozme Islemi

Dondurulan uPKH kolonilerini ¢6zme isleminde hucreleri ekmek icin 6
kuyucuklu plaka matrigel (Corning) ile kaplanir. Uzerine 1 mL ES8 eklenerek hiicre
ekimi i¢in hazir hale getirilir.C6zme islemi i¢in -196°C’deki sivi nitrojen tankindan
cikarilan  hiicreler buz tizerine alinir. Laboratuvara goturilup +37°C’deki su
banyosunda viyalin i¢in kiictk bir buz kalana kadar ¢ozdurultr. Hiicreler 15 mL falkon
icinde E8 ve 2,5 uM Rock inhibitdrii eklenen ortama eklenir. Kuyucuklarda esit hiicre

olacak sekilde ekim yapailir.
3.2.2. uPKH’lerden Noronal Farkhlastirma

uPKH’lerden kortikal néron farklilagsmasi igin daha yiiksek verimli oldugu ve
daha ucuz bir yontem o olan Ngn2(neurogenin-2) kasedi protokolini kullanilarak

tranfeksiyon yapildi. Kullanilan plazmid Sekil 3.1°de verilmisir.
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Sekil 3.1. Ngn2 plazmid haritas:.

Transfeksiyon sonucu, hicrelerin vektorl aldigmi gosteren Blue Floresan
Protein (BFP) goriilemedi. Buna ragmen puromisin segilimi ile plazmidi almig olan
hiicreleri segebilmek adina deneye devam edildi. Yapilan WST ile puromisinin en
uygun dozu hucreler icin belirlendikten sonra hiicreler puromisin ile 24 saat boyunca
muamele edildi. inkubasyon sonucunda hiicrelerde ciddi anlamda 6liim gdézlemlendi.
Bu noktada plazmidin dogrulugundan emin olmak amaciyla sekil 3.2’de jel goriintiisii
ve restriksiiyon enzim bilgileri verilen sekilde kesimler yapildi. Boylelikle plazmidin
Ngn2 gen bdlgesini tasidigini dogrulanmis oldu. Ancak deneyler tranfeskiyon
protokolii degistirilerek ve goriintiilemede farkli floresan mikroskoplar kullanilarak
birka¢c defa tekrar edilmesine ragmen stabil bir klon elde edilemedi. Plazmidin
caligmamasi ve optimaziasyonu uzun siirecegi diisiinilerek kictik molekil yontemine

gegilerek farklilagtirma deneylerine devam edildi.
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Sekil 3.2. Ngn2 plazmid kesimi jel gortntisu

3.2.3. Kiic¢iik Molekiil Yontemi ile uPKH’lerden Noronal Farkhlastirma
Kuguk Molekullerin Se¢imi ve Hazirlanmasi

Tablo 3.3.’de detayl bilgisi verilen kiiclik molekiler verilen konsantrasyonlara
uygun olacak sekilde DMSO ile ¢oziildii. Coziilme isleminden 6nce toz halinde gelen
molekiillerden kayip yasamamak adina malzemeler 300 x g’de 2 dk santrifuj edilerek
tiim tozun siselerin dibinde toplanmasi saglandi. Ardinda DMSO ile siirekli pipetaj ve
yapilarak ve vortekslenerek tamaminin ¢oziilmesi saglandi. Hazirlanan stok
soliisyonlarn hepsi don-¢6z isleminden kaynaklanabilecek aktivite kaybina Yol
acmamak admna 10ul olacak sekilde aliquatlandi. Hazirlanan aliquatlar 151k
gormeyecek kutulara konulup -80°C dolaplarda saklandi. Kigik molekillerin
hazirlanmasi sirasinda ve kiiltiire eklenmesi siiresince 151k hassasiyetlerinden kaynakli

olarak karanlik ortamda ¢alisildi.
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Tablo 3.3. Kortikal Noron Farklilasmasinda kullanilan kiigiik molekiillerin katalog
bilgileri ve sulandirma oranlar1

}\:icr’:lil:rlil Sz M:llc“;r(ltllllcer ertllule Arlik K?\tlitial.o : Kons:r:?r:syonu Hsz:(?rl:\i
LDN-193189 L 479,4 DMSO2mg/mL  1mg @ 19396 1mM 2085ul
SB-431542

(hydrate) SB 3844 DMSO 20 mg/mL 1mg 13031 10 mM 260ul
XAV939 X 312,3 DMSO2mg/mL  1mg @ 13596 10 mM 320 ul
PD 0325901 P 482,2 DMSO 25 mg/mL  1mg @ 13034 10 mM 207,3ul
SU 5402 SuU 296,3 DMSO 25 mg/mL  1mg 13182 10 mM 337ul
DAPT D 432,5 DMSO 30 mg/mL  5mg = 13197 10 mM 1156ul

3.2.4. Kortikal Noron Farklilasma Protokoli

Hucreler pasajlanacak yogunluga ulastiklarinda ReLeSR™ ile kaldirildi.
Hicrelerin tzerinden besiyeri ¢ekildi. 1x PBS iki defa yikandi. 1 mL ReLeSR ile oda
sicakliginda inkube edildi.Siire bitiminde ReLeSR hiicrelerin Uzerinden cgekilerek
37°C sicaklikta, %5 CO?2 ihtiva eden 2 dakika inkubasyona birakildi.Hiicreler pipetaj
yapilarak toplandi. Saymim amaciyla Hemositometre lami kullanildi. Matrigel
kaplanmis olan 12 kuyucuklu plakaya 200,000 hiicre/cm? olacak sekilde ekim islemi
gerceklestirildi E8 besiyerine icine hiicrelerin sag kalimini arttirmak amaciyla 10uM
Y-27632 eklendi. Bir sonraki giin farklilasma protokolline gecildi.Kuclk molekiler
1s18a duyarli oldugu i¢in farklilagsma sirasinda kiiltiirdeki biitiin islemler karanlik
ortamda gergeklestirildi. Farklilasma verimini artirmak igin besiyeri olarak Essential
6 (E6) kullanildi. Farklilasmanin ilk 3 giiniinden E6 besiyerinin igine LDN193189
(100 nM), SB431542 (10 uM) XAV939 (2 uM) eklendi. Farklilagsmanin 3. giiniinde
LDN193189 (50 nM), SB431542 (5 uM), XAV939 (1 uM), PD0325901 (0.4 uM),
SU5402 (2 uM) ve DAPT (5 uM) E6 besiyerinin igine eklenerek kultir devam
ettirildi. Farklilasmanin 5. Gilinlinden itibaren N2/B27(N2/B27; Life Technologies)
kiiltiir hacminin 1/3’l oraninda iki giinde bir arttirilarak E6 besiyeri ile karistirildi.
Farkligmanin 7. Giiniinde LSB+X kiiltiire eklenmedi ve P/S/D ( PD0325901 (1 uM),
SU5402 (5 uM) ve DAPT (10 uM) ) eklenerek kiltir devam ettirildi. Farklilasmanin
9. Glnlnde tamamen N2/B27 besiyerine gecildi ve ortama BDNF (20 ng/ml; R&D),
dibutyryl cAMP (0.5 mM; Sigma-Aldrich) ve askorbik asit (0.2 mM; Sigma-Aldrich)
(BCA) eklendi. Hiucrelerin hergun fotograflari Olympus CKX41 inverted 1sik
mikroskobunda gekildi.
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LDN-193189 Trophectadan DAPT
SB431542 Mesendoderm  gy;5402/PD0325901
SB431542 Non-neural
\ Ectoderm
(T6Fb N XAV399 FoF
SUS402/ - DAPT
PD0325901 SU5402/PD0325901
_ _
Days 2-4 Days 4-8
Pluripotent Stem Cells Anterior CNS Cortical Neurons
(OCT4, NANOG) (OAX, SOX1, +/- (TBR1, Reelin, DCX
FOXG1) FOXG1)

Sekil 3.3. Kortikal noron indiiksiyonun 6zeti semasi, (24)’den uyarlanarak
¢izilmistir.

Farklilasama protokoliinde asagida tablo 3.4’ te verilen molekiiler belirtilen
konsantrasyonda ve siirelerde kiiltiire eklenmistir. Kiiltiiriin ilk 3 giintinde ikili SMAD
inhibisyonu igin SB431542 ve LDN193189 birlikte kullanilmistir. Bu ikili molekiil,
TGFB ve SMAD yolaklarmin inhibisyonunu saglar. Boylece hiicrelerin
trofoektoderm, mezoderm ve non-néronal ektoderm kaderine gegisi engellenmis olur.
Kltur 3 gin boyunca SB431542 ve LDN193189 ile devam ettirilir. Kiigik molekdller
her giin E6 besiyeri i¢cinde taze olarak hazirlanir. Kii¢iilk molekiiler 1s18a duyarh
oldugundan karanlik ortamda kiiltir islemleri gerceklestirilir. XAV939/DAPT
SU5402/PD0325901 3-6 ginlerde kullanilarak SSS yo6niinde kimlik kazanilmasi
saglar. Ayrica XAV939 6n beyin kaderine gegisi hizlandirir. Kiiltiir 5. Gilinden itibaren
Neurobasal medium kiiltiir hacminin 1/3 oraninda artirilarak kullanilmaya baslanir. 7-
12. glnlerde DAPT / SU5402/ PD0325901 kullanimi ile post-mitotik kortikal
kaderlere gegis saglanir. 12 gun sonunda Reelin, DCX ve FOXG1 pozoitif kortikal

ndronlar elde edilir.



Tablo 3.4. Kiigiik molekiiller farklilagmada kullanilan miktar1

Kicuk Molekil Stok (mM) Eklenen Miktar (ul)
LDN 0,5 1
SB 25 2
XAV 10 1
aeGIn
Kigik Molekl Stok (mM) Eklenen Miktar (ul)
LDN 0,5 0,5
SB 25 1
XAV 10 0,5
PD 4 0.5
DAPT 25 1
SuU 10 1
726
Kigtk Molekdl Stok (mM) Eklenen Miktar (ul)
PD 4 1,25
DAPT 25 2
SuU 10 2,5

3.2.5. immiinoflorans Boyama

Fiksasyon iglemi i¢in %4 paraformaldehit (PFA) kullanildi. Hiicrelere
uygulanmadan 6nce soliisyon sogutuldu. Hiicrelerden besiyeri cekilerek 1x PBS ile
yikama iglemi yapildi. Besiyeri tamamen uzaklastirildigindan emin olundugunda %4
PFA eklenerek +4°C’de 20 dakika inkube edildi. Inkubasyon bitiminde PFA
uzaklastirildi. 1x PBS eklenerek +4°C dolaba kaldirildi. Hiicrelere yikama soliisyonu
olarak %0.01 Tween-PBS hazirlandi. 10 dakika boyunca oda sicakliginda ve shaker
tizerinde yikama iglemi yapildi. Bloklama islemi i¢in %5 FBS igeren soliisyon ile bir
saat oda sicakliginda inkUbasyona birakildi. TUJ1 (1/1000 oraninda) ve MAP2
(1/1000 oraninda) antikorlari bloklama soliisyonu igerisinde ¢Oziilerek hicrelerin
tizerine eklendi ve soguk odada 16 saat boyunca calkaliyici Uzerinde inkubasyona
birakildi. Siire sonunda antikorlar geri toplandi. Yikama soliisyonu ile 3 kere 10
dakikalik yikama yapildi. Ikincil antikorlar 1/1000 oraninda yikama soliisyonu
icerisinde seyreltirek hicrelerin (zerine eklendi. 60-90 dakika oda sicakliginda

calkalayici (izerinde inkibe edildi. Yikama soliisyonu ile 3 kere 10 dakikalik yikamalar



45

tekrar edildi. Cekirdek boyamasi i¢cin DAPI (1/1000 oraninda) bloklama soliisyonu
icinde ¢Oziildii. Hiicrelerin tlizerine eklenerek oda sicakliginda 5 dakika boyunca
inkube edildi. Yikama soliisyonu ile 2 defa yikandi. Hiicrelerin {izerine kurumamasi

PBS eklendi ve Olympus IX73 inverted florasans mikroskopta goruntdlendi.
3.2.6. Gen Ekspresyonu Tayini
RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda RNeasy MinElute Cleanup Kit (50) (Qiagen Cat. No./ ID:
74204 ) kullanildi. Onceden Qiazol icinde -80 °C de sakladigimiz 6rnekler ¢oziilmeleri
icin oda sicakliginda 5 dk bekletildi.1 ml Qiazol eklenmis &rnek Uzerine 200 ul
kloroform eklendi. Tipler kisaca vortekslendi ve oda sicakliginda 2-3 dakika
bekletildi.12,000 x g 15 dakika 4 °C de santriflijlendi. Santrifiij sonrasi faz ayrimi
gbzlemlendi. 3 faz: en altta pembe organik faz, beyaz ceperde kalan ara faz ve en Ustte
RNA’y1 igeren renksiz seffaf faz goriludu. Seffaf iist faz ependorflara toplandi,
uzerine kendi hacmi kadar %70 etanol eklenip vortekslendi. 2 ml tlplerinin Gzerine
kolonlar yerlestirildi. Ornegin tamani Rneasy MinElute spin kolonuna ortasina
degmeden dikkatlice kolona yuklendi. 8000 x g’de 15 saniye santrifiijlendi. Santrifj
sonrast tiiplin altinda toplanan sivi atildi. Kolonlar tlpun ¢eperlerine degdirmeden
tekrar yerlestirildi. Ustlerine 500 ul RPE buffer eklendi. 8,000 x g 15 saniye santrif(j
edildi. Santrifiij sonrasi tiiplin altinda toplanan sivi atildi.Kolonlar tupiin geperlerine
egdirmeden tekrar yerlestirildi. Kolonlara 500 ul %80 etanol eklendi. 8,000 x g’de 2
dakika santrifuj edildi. Santriflij sonrasi etanol kontaminasyonunu onlemek igin
kolonlar yeni 2 ml toplama tiiplerine alindi. Tiipler, kolonlarin kapaklar1 agik, kapaklar1
saat yOniiniin tersine dogru bakacak sekilde birer bosluklu olarak santrifiije
yerlestirildi. Tam hizda 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tiipler atildi. 1.5 ml
tipler isimlendirilip bantlandi. Kolonlar {izerlerine yerlestirildi ve iglerine 15 ul
RNAse free su eklendi. Tam hizda 1 dakika santrifijlendi. RNA’larin
konsantrasyonlar1 280/260 ve 260/230 oranlar1 NanoDrop cihazinda 6l¢uldu.
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cDNA Sentezi

Sentez i¢in SensiFAST cDNA Synthesis Kit(50) (Meridian Bioscience Cat.
No. BIO65053) kiti kullanildi. cDNA sentezi i¢in kullanilacak RNA miktar1 300 ng
tizerinden hesap yapilarak sentezlendi. Reaksiyon BIO-RAD T100 Thermal Cycler
cihazinda gergeklestirildi. Reaksiyon 25 °C’de 10 dakika 42 °C’15 dakika 85 °C’de 5
dakika seklinde bir dongiide gerceklestirildi. Reaksiyon bitiminde cDNA tzerine 60
ul dH20 eklendi.

Tablo 3.5. cDNA sentezi i¢in kullanilacak bilesenlerin gosterimi.

Kortikal Noron 1 (KN1) | Kortikal N6ron 2 (KN2)

Bilesenler

RNA 13 ul 5 ul
5X Buffer 4l 4l
Reverse Transkriptaz 1ul 1ul
dH-0 2 ul 10 i
Total Hacim 20 ul 20 I

3.2.7.q-PCR

cDNA sentezi isleminden sonra ornekler pluuripotensi ile ilgkili genlerin
ifadelerini tayin etmek amaci ile RT-PCR gerceklestirilmistir. Bu asamada total
RNA’dan doniistiiriilen cDNA islem i¢in kalip DNA olarak kullanilmistir. RT PCR
icin hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo’de malzeme igerigi ve miktarlar1 olacak
sekilde belirtilmistir. RT-PCR 1iin kullanilan primerlerin dizileri Tablo ’de
verilmektedir. Primerlerin ¢ogaltacagi DNA uzunlugu ve primerlerin guanin-sitozin
miktarlarina gére PCR reaksiyonu siire ve sicakliklar1 belirlenmistir. PCR reaksiyonu

icin kullanilan sicaklik ve siire agiklamalar1 Tablo 3.8’de belirtilmektedir.
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Tablo 3.6. RT-PCR reaksiyon karigimi

2X SYBR Green 2X S5ul
Forward Primer 10 uM 1ul
Reverse Primer 10 uM 1l
cDNA 300 ng RNA’dan donisiitiirildii 15ul
dH20 1.5l

Tablo 3.7. Pluripotensi gen ifade analizi i¢in kullanilan primer dizileri

GAPDH-FP 5-CATCACTGCCACCCAGAAGAC-3’

GAPDH-RP S5-TGACCTTGCCCACAGCCTTG-3

OCT3/4-FP S-ACTTCACCTTCCCTCCAACC-3’

OCT3/4-RP S-AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG-3’

SOX2-FP S-TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG-3’

SOX2-RP 5-GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG-3’

NANOG-FP 5-ACACCATTGCTATTCTTCGG-3’

NANOG-RP 5-CTCTCCAACATCCTGAACCTC-3’

Tablo 3.8. RT-PCR siire sicaklik kosullari

SYBR Green Aktivasyonu 1 95°C 5 dakika
Baslangic 95°C 5 saniye
Baglanma 58°C 20 saniye
¥ 40

zama 72°C 20 saniye

3.2.8. istatistik Analizi

Istatistiksel analizler icin 2-yénlii ANOVA ve ¢oklu karsilastirma testi igin
Sidak's post-hoc testleri uygulanmistir, grup-igi istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

icin *P<0,05 degeri kabul edilmistir. Tiim veriler, ortalama+ortalamanin standart hatasi



48

(mean+SEM) ile gdsterilmektedir. Istatistiksel analiz icin GraphPad Prism 9.0.1
(GraphPad Software, Inc.,San Diego, USA) programi kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar
olacak sekilde yapilmustir.
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4. BULGULAR
4.1. uPKH’lerin Karakterizasyonu ve Klon Se¢imi
4.1.1. uPKH’lerde Immiin Floresan Boyama

Bu tez calismasinda Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin 213S181
nolu 1003 “uPKH Banka Prototipi Olusturma” projesi kapsaminda MKH’lerden
gelistirilen  SeV vektdrler kullanilarak gelistirilen uPKH’ler kullanilmustir. 1k
asamada MKH’lerin karakterizasyonu i¢in stromal kokeni gosteren CD29, CD44,
CD73 ve CD105 antikorlar1 i¢in pozitif boyama hematopoietik hiicrelere 6zgi CD45,
CD34 ve CDI14 icin negatif oldugu gorilmistiir. Yeniden programa sonrasinda
hiicrelerin pluripotentsi genlerinin ifade oldugunu protein diizeyinde gostermek
amaciyla immiinfloresan boyama, mRNA diizeyinde ifadesini gérmek amaciyla RT-
PCR yapilmistir. uPKH hiicreleri pluripotensi isaret¢ilerinden ¢ekirdekte lokalize olan
transkripsiyon faktorleri OCT3/4 ve SOX2 proteinlerinin ifadesi bulunurken, TRA-1-
60 ve SSEA4 proteinlerinin bekledigi sekilde hiicre ylizeyinde ifade oldugu
goriilmistiir. Kontrol uPKH’lerinde ayni ifadeler gozlemlenmistir. Pluripotensi
belirteclerini ifade etmemesi beklenen negatif kontrol fibroblast hiicresinde bu
proteinlere ait bir 1s1ma gézlemlenmemistir. Bu hiicreler uzun siire kiiltiirde ¢alisildig1
ve pasaj atlattirildigindan pluripotentligi koruduklarindan emin olmak amaciyla ayni

boyamalar tekrar edilmistir.
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DAPI SOX2 CAKISTIRMA

DAPI SSEA4 CAKISTIRMA

DAPI OCT3/4 CAKISTIRMA

Sekil 4.1. Pasaj 19'deki saglikli dondr seV uPKH kolonilerinin immunfloresan
boyama ile degerlendirilmesi.

4.1.2. uPKH’lerde Pluripotans fliskili Gen ifadesi

Gergek zamanli PCR ile mRNA seviyesinde pluripotensi ile iliskili genlerden
OCT4, SOX2 ve REX1 ifadelerinde artis goriilmiistiir. Ifade artis1 pozitif kontrol (PK)
hiicresine gore normalize edilmistir. Housekeeping olarak GAPDH geni kullanilmstir.
Karakterizayonu tamamlanan sEV- Donorl hiicrelerinin farkli klonlariyla kaltur
baglatilmigtir. Kultlirde devaminda en iyi biiyliyen hattin sEV-Donorl Klon 1# Pasaj

19 olduguna karar verilerek farklilastirma deneylerine bu hat ile devam edilmistir.
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Kat Degigimi

Sekil 4.2. Kiltiire edilen uPKH (SEV-IPS) hicrelerinin pozitif kontrole (PK-IPS)
kiyasla pluripotensi ifadelerini korudugu qPCR verileri ile gosterilmistir.

4.2. Noronal Farkhlasma Isik Mikroskop Goruntuleri

Kiiltiire edilen uPKH’ler kortikal néron indiiksiyonu baslatildiktan sonra yakin
takibe alindi. Her giin kiiciik molekdillerin farkli kombinasyonlarini igeren besiyeri
degisikligi yapildi. Besiyeri igerisinde kiiglik molekiiller Tablo 3.2°de verildigi sekilde
eklendi. 3-4 defa yavasca alt-list edilerek karigsmasi saglandi. Besiyeri ile kiglk
molekiillerin homojen bir karigim olusturabilmesi i¢in 10 dakika beklendikten sonra
soliisyon hiicrelerin iizerine esit olacak bir sekilde paylastirildi. Klgik molekiller
1s18a duyarlt olduklar1 i¢in kiiltiir devamli olarak karanlik kosullar altinda saglandi.
Ortama taze eklenen kigik molekuler oldugunda 24 saat inkiibasyonun sonunda
mikroskop fotograflar1 ¢ekildi. Bdylece taze eklenen kiicliik molekiillerin 151k
mikroskobu ile maruziyeti besiyeri degisikliginden hemen dnceye birakilmis oldu. Bu
sayede kiiciik molekiillerin 1siktan etkilenme siiresi en aza indirildi. Besiyeri
degisikliginden once hiicrelerin 4x-10x-20x blyltmelerde Olympus CKX41 inverted
151k mikroskobu kullanilarak fotograflar1 ¢ekildi.
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7.GUn

8.Gln

Sekil 4.3. Kortikal noron farklilagtirmasi inverted mikroskoptaki x4, x10 ve x20

blyutmelerdeki morfolojileri gosterilmektedir. (Scale bar 500 pm)
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9.Gin

10.Gun

Sekil 4.4. Kortikal n6ron farklilastirmasi 9.giin inverted mikroskoptaki x10 ve x20
blyttmelerdeki morfolojileri gosterilmektedir. (Scale bar 500 pum)
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Sekil 4.5. Kortikal néron farklilagmasi 10.giiniinde kortikal noronlarin net olarak 20x
biyitmedeki goriintisu. (Scale bar 500 pum)
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4.3. Farklilastirma Protokolii Sonrasi Kortikal N6ron Gen ifadelerinin

qPCR ile Degerlendirilmesi

Farklilagtirma protokolii ilk setinde 3 biyolojik tekrarli 15. giiniinde (KN-1), 2.

seti de 3 biyolojik tekrarli 10.glnlnde (KN-2) sonlandirilmistir.

Kortikal néron

beliteclerinden REELIN, FOXG1 ve DCX ifadelerinden uPKH kontroliine gére

anlaml bir ifade artig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.6. Kortikal néron grubunun uPKH kontrol grubuna gére REELIN, FOXG1
ve DCX genlerinde anlamli ifade artis1 gorllmistiir. KN-1, kortial ndron
15.gilin toplanan noéronlar1 , KN-2 ise 10. giin toplanan noronlari ifade

etmektedir.
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4.4. Farklilastirma Protokolii Sonrasi Kortikal Noron immun Floresans

Boyama ile Belirteclerin Dogrulanmasi

Farklilagtirma protokoliinden sonra elde edilen hucrelerde kortikal noron
genlerin protein diizeyinde ifade oldugunu gostermek icin MAP2 (Mikrotiibiil iligkili
protein 2) ve TUJ1 (n6éron spesifik class 111 beta-tubilin) ile boyamalar yapilmistir.

Mikroskop fotograflar1 Image J kullanilarak ¢akistirilmastir.

DAPI MAP2 TUJ1 CAKISTIRMA

Sekil 4.7. Farklilagsma protokolii sonunda kortikal néronlarin immiinflorans boyama
ile degerlendirilmesi. (Scale bar 100 pm)
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DAPI MAP2 TUJl CAKISTIRMA

.

Sekil 4.7. (Devam) Farklilasma protokolii sonunda kortikal ndronlarin immiinflorans
boyama ile degerlendirilmesi. (Scale bar 100 um)
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinin ilk asamasinda plazmid aracili tranfeksiyon yontemi ile
farklilasma saglanmasi i¢in deneylere baslanmistir. Bu amagla, noronal geligim
surecinde kortikal néronal yonlenmede roll olan transkripsiyon faktori Ngn2 ile
transfeksiyon denenmis ancak kalici transfeksiyon saglanamamigstir. Plazmid ile
tranfeksiyonun saglanamamasi ve pozitif se¢ilim sonucunda canli hiicre goriilmemesi
sebebiyle plazmidin uygun olmadigina karar verilmistir. Diger taraftan viriis
kullanominin biyogiivenlik seviyesi yiiksek laboratuvar kosullar1 gerektirmesi ve
uPKH’lara transdiiksiiyonun zorlugu da diislintilerek literatiirde standart yontem
olarak kullanilan kii¢iik molekiil temelli protokol ile devam edilmesine karar
verilmistir. Calismamizda kullandigimiz protokol ile 12-15 giinde kortikal ndron elde
edilmistir. Bu protokol ile elde ettigimiz kortikal ndronlar ilk katmanlara ait olan olan
noronlardir Derin katmanlara ait kortikal ndronlarin iiretilmesi igin ¢alisilacak
hastaliga spesifik katmanlara ait hiicrelerin gelistirilmesi ve protokoliin uzatilmasi
gerekmektedir.

uPKH’lerden kiiciik molekiil aracili kortikal néronal yonde farklilagtirma
yontemleri olusturulmus ve temel belirteglerle (morfolojik, fenotipik ve molekdler)
farklilagsmanin oldugu gosterilmistir, oncli sonuglar elde edilmistir. Bu yoOntemin
hastalik modellerinde kullanimindan 6nce ayni yontemle farklilastirilan hiicrelerin
fonksiyonel olarak da ndronal karakterlerinin gosterilmesi gerekmektedir. Burada
uygulanacak testler arasinda elde edilen kortikal noronlarin fare korteksine
transplantasyonu ile canlilig1 siirdiirmesi, go¢ kabiliyeti kazanmasi ve olgun néron
haline gelmesi acisindan fonskiyonelligi denetlenebilir. Bunun birlikte patch clamp
teknigi ile hiicre zarindan gegen iyon akimlari dlgiilerek elektrofizyolojik bir veri de
elde edilebilir. Ayrica elde edilen hiicrelerin omiks incelemeleri ile 6zelliklerinin
ortaya ¢ikarilmasi da deneysel planlamalar igin yol gdsterici olacaktir.

NoOrobilim alani, yaslanan niifusa paralel olarak artan norodejencratif
hastaliklar prevelansi ve yapay zeka, makine, derin 6grenme konularinin popiilerligi
ile birlikte giiniimiiziin 6nde gelen bilim alanlarinin basinda gelmekte, lilkemiz ve
diinyada proje c¢agrilarinda oOncelikli konular arasinda yer almaktadir. Diinya
niifusunun dogal siire¢ icinde siirekli olarak yaslanmasi beyinsel fonksiyonlarin

gerilemesi ve kognitif fonksiyonlarda bozulmaya eslik eder, hafiza kaybi, 6grenme
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giicliig ve dil fonksiyonlarinin kaybiyla demans gelisir (136). Norobilim, beyinin
davranis ve bilissel fonksiyonlar iizerindeki etkisini, sinir sisteminin saglikli isleyiginin
yani sira norogelisimsel bozukluklarin yol actig1 sinir sistemindeki degisimleri de
inceler. Norodejenerasyon tablosu olusturan hastaliklarin biiyiik bir kisminda ilagla
tedavi olanaklar1 ¢ok kisithdir. Ulkemizde akraba evlilikleri nedeniyle arttan siklikta
goriilen kalitsal/nadir hastaliklarin 6nemli bir kisminda ilerleyici norolojik bulgular
bulunmakta ve etkin tedavi yoOntemlerine ulasilmasi i¢in hastallk modelleme
calismalar1 ve ileri arastirmalar gerekmektedir.

Santral sinir sistemini etkileyen ¢cogu hastalikta etkilenen dokulardan biyopsi
alma imkaninin olmamasi1 hastaligin tanisi veya tedavisine yonelik aragtirmalar
olumsuz yonde etkilemektedir. Uyarilmis pluripotent kok hiicre teknolojilerindeki
gelismelerle hastadan alinan fibroblast veya kan orneginden gelistirilen pluripotent
ozellikteki kok hiicrelerin ilgili doku hiicresine farklilagtirilmasiyla hastaya/hastaliga
0zel ¢alismalarin yapilmasi, yiiksek kapasiteli (high throughput) ilac/kiiciik molekiil
taramalar1 ile ylizlerce ilacin paralel olarak numuneler {izerinde tarandig1 bir sistem
olusturulmast miimkiin olmustur (138). Arastirmacilar, ila¢ sanayi ve biyoteknoloji
sirketleri tarafindan kullanilan bu tarama yontemi ile tedavi imkanlar1 kisith birgok
hastaligin tedavisi icin Onemli veriler elde edilmis, terapdtik yaklasimlarin
kisisellestirilmesi miimkiin olmustur. Bu tez ¢alismasinda da SSS hastaliklarinin in-
vitro modellenmesine temel teskil etmek tizere uPKH’lerden kortikal néron yoniinde
farklilastirma platformu olusturulmasi amaglanmustir.  Ilerleyen ¢alismalarla,
caligilmasi istenen hastalikta etkilenen korteks bolgesine gore kortikal noronlara
Ozellestirilerek ileri farklilastirilmasiyla hastaliga 06zel arastirmalarin yapilmasi
mumkdndr.

uPKH’lerin hastalik modellenmesinde kullanimai ile “organ on a chip”,

“disease in a dish” gibi basliklar altinda mikrofluidik yontemlerin kullanimai ile
fonksiyonel {initeler olusturularak patofizyolojik incelemeler, ila¢ taramalari
yapilabilmekte, bilinen ilaglarin yeni endikasyonlarla kullanimi (drug repurposing)
yeni klinik arastirmalar ilag iiretim asamalar1 gibi uzun siireler gerektirmeden
baslatilabilmektedir. Bu tip ¢alismalarin en fazla ilgi ¢ektigi alan da norolojik
hastaliklardir (149).Noral kok hiicrelerden gelisim siirecinde oldugu gibi ndron,

astrosit, oligodendrosit, mikroglia gibi glial hiicre tipleri de farklilastirilarak
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olusturulan sistem ile hasta ornekleri saglikli kontrol veya izojenik kontrollerle
karsilagtirilmasi, biyolojik, fonksiyonel farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasi, norotoksik
veya noroprotektif faktdrlerin bu sistemde denenerek hastalik seyrini etkileyecek
olumlu, olumsuz faktorlerin ortaya ¢ikarilmasi miimkiindiir.

Bu tip sofistike hastalik modellerinin olusturulmasinda ilk adim
karakterizasyonu ve kalite testleri tamamlanmis uPKH’lerle farklilasma deneylerine
baslamaktir. Bu tez kapsaminda kortikal ndronlara farklilagtirmak {izere kullanilan
saglikli insan uPKH’leri de Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin 213S181
nolu 1003 “uPKH Banka Prototipi Olusturma” projesi kapsaminda gelistirilmis olan,
kalite ve karakterizasyon testleriyle pluripotent 6zellikleri ve her {i¢ germ yapragina
ait dokulara farklilagma 6zelligini tagiyan Pasaj 19’a getirilmis hiicrelerdir. uPKH
gelistirmek icin kullanilan bagslangig/kaynak hiicreler, saglikli kemik iligi nakli
vericilerinin kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri olup kiiltiirde ¢ogaltilip fenotipik
ve farklilagsma 6zellikleriyle MKH karakterizasyonlari tamam olan hiicrelerdir.

uPKH teknolojilerinin gelistirilmesinden 6nceki donemlerde ndrolojik hastalik
aragtirmalar1 i¢in hayvan modelleri, primer ndral hiicreler, veya immortalize edilmis
hiicre dizileri kullanilmis ve o6nemli bilgiler edinilmistir. Ancak bu ydntemlerin
kisitlar1 vardir. Hayvan kaynakli hiicreler insanlarda ilag¢ arastirmalari basta olmak
iizere bircok sisteme ait incelemeler i¢in uygun degildir. Primer hiicrelerin
geligtirilmesi i¢in ise taze doku Ornegi gerekmekte, bu da beyin gibi ulagimi giig
dokular icin 6nemli bir kisitliliktir. Ayrica postmitotik olan bu primer néronlar veya
destek hiicrelerin kiiltiirde deneylere yetecek sayilara kadar ¢ogaltilmasi zordur.
Immortalize hatlarda ise hiicrelerin onkojenik dzellikleri nedeniyle in-vivo hastalik
modelinden oldukc¢a uzaktir. uPKH ¢aligmalarinda bu sorunlarin iistesinden gelinmis,
ayrica, hastaya ait genetik Ozelliklerinde bulunmasi nedeniyle 6zellikle ilag
aragtirmalar1 olmak iizere kisisellestirilmis incelemeler miimkiin olmaktadir. Dahasi,
genom duzenleme teknolojileri (TALEN, CRISPR/Cas9 vb) ile saglikli kisilerden
gelistirilen uPKH’ler tizerinde hastalik iliskili gen modifikasyonu yapilarak kalitsal
hastalik modeli olusturulabilirken diger taraftan monojenik hastaligi olan hasta
orneklerinde genetik diizenleme ile mutasyon tasimayan izojenik kontroller

olusturulmasi da miimkiindiir.
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Alzheimer, Parkinson hastaligi vb. SSS’ni etkileyen noérodejeneratif
hastaliklarin modellenmesi i¢in uPKH’lerin kortikal noral yonde farklilastirilmasi,
noral kok/6ncu hucrelerin ve/veya ndron, astrosit veya diger glial hiicrelere
farklilastirma protokollerinin olusturulmasi gereklidir.  Bu tez c¢aligmasinda
uPKH’lerin kiigiik molekiill kombinasyonlar1 kullanilarak  kortikal nodronlara
farklilagtirilmas1 ~ gerceklestirilmistir. Bu yOntemin, seg¢ilen hastaliklara ait
uPKH’lerine uygulanarak gerceklestirilmesi ve hastaliga gore 6zellesmis kortikal
noronal yonde uzun siireli spesifik farklilastirma protokollerinin gelistirilmesi i¢in ilk
basamagi olusturmaktadir.

Beyinde noral kok hiicreler, gelisim siiresince ve yasam boyu néron ve glial
hiicrelerin temini, hasar onarimi1 ve saglikli beyin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. Gelisim
siireci norogenez i¢in 6nemli bir modeldir. In-vitro farklilastirma ¢alismalar1 igin
gelisim siirecindeki kosullar, mikrogevreye benzer ortamin olusturulmasi amaciyla
gelisim biyolojisinde yolaklar iizerine etkisi olabilecek kii¢iik molekiiler secilmistir.
Embriyogenez sirasinda, noroektodermin morfogenezi iki eksen boyunca
morfojenlerin  kombinasyonu ile belirlenir: WNT, FGF'ler ve retinoik asit (RA)
tarafindan rostro-dorsal eksen; WNT'ler, BMP'ler ve SHH tarafindan dorso-ventral
eksen (150).Gelisim biyolojisinde arastirmacilar uPKH’lerden alt tip ve bolgeye 6zgii
ndronlar tiretmek i¢in morfojenler ve bilylime faktorleri kullanmiglardir. Glutamaterjik
ndronlar, farklilasma ortamindaki endojen WNT'ler tarafindan ventral kaderin
baskilanmasi ve dorsal kaderin indiiklenmesi nedeniyle noroepitelyal farklilasma
ortaminda eksojen morfojenlerin yoklugunda iiretilebilir (Li, et al., 2009). Ventral 6n
beyindeki baslica noronal alt tiplerden biri olan GABAerjik noronlar, SHH
aktivasyonu ve WNTSs inhibisyonu yoluyla uPKH’lerden indiiklenebilir (151). SHH
veya Smoothened agonisti Purmorphamine'in sinir blyime faktori (NGF) ile birlikte
uygulanmasi bazal 6n beyin kolinerjik néronlar1 (BFCN'ler) iiretirken (152) RA ile
kaudalizasyon SHH ile ventralizasyon motor néron (MN) indiksiyonu i¢in genel bir
basamagi olusturur (153). Li ve arkadaslarinin ¢alismalart EKH'lerden noral kok hiicre
gelistirmek i¢in glikojen sentezaz kinaz (GSK3), doniistiiriicii biiyiime faktorii f
(TGFB) ve NOTCH yolaklarmin sinerjik inhibisyonunu saglayan kii¢iik molekiil
kombinasyonlar1 ile etkin farklilasma saglandigini bildirmislerdir. Bu amagla
CHIR99021 ve SB431542 kiigiikk molekiilleri kullanilmigtir. Dorsomorphin ve
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Compound E'nin eklenmesiyle etkinligin artirildigi, (151) LIF ile de NKH'lerin
farklilasma potansiyelinin  korunmasmin mimkiin oldugu bildirilmistir. Bizim
calismamizda kullanilan kii¢iik molekiil kokteylinde yer alan molekiiller arasinda
LDN193189, SB431542, XAV939, PD0325901, SU5402 ve DAPT bulunmaktadir.
Hiucreler 12 glin boyunca bu molekullerin farkli kombinasyonlarina maruz birakilip
her giin besiyeri degisikligi kiiltire edilmis ve 151k mikroskobunda morfolojik
Ozellikleri takip edilmistir. Farklilasmanin 5.giintinde hiicrelerin uPKH morfolojisini,
koloni yapisini kaybederek hiicreler kiibik morfoloji kazanmaya baslamis ve tek tek
koloni formundan ayrilmaya basladiginda farklilagsmanin basladigini diisiindtirmiistar.
Protokol 12. giine kadar devam ettirilip karakterizasyon testleri yapilmistir. Hiicrelerin
OCT-4, SOX-2 ve NANOG gibi pluripotentsi ile iligkili gen ifadelerinde azalma ile
birlikte REELIN, FOXG1, ve DCX ifadelerindeki artis hiicrelerin kortikal noronlara
farklilagtigini gosterilmistir.

REELIN’in saglikli beyin fonksiyonlarmm olusabilmesi igin kortikogenez
sirasinda laminer olusum ve ndronal gog i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Gelisimsel
stireclerdeki defektlerin bazi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde etkili oldugu
diisiilmektedir. Cajal-Retzius hiicreleri ve GABAerjik internéronlarin bir alt
poptilasyonu tarafindan salgilanan bir glikoprotein olan Reelin'in hem embriyonik hem
de postnatal donemlerde kritik bir rol oynadig1 gosterilmistir. Ayni sekilde DCX’in
kortikogenez sirasinda ndronal prekiirsorlerde ifade oldugu gosterilmistir. FOXG1
ifadesinin embriyonik donemde beyin gelisimde o©Onemli rol oynadigir ifade
edilmektedir. Literatiirdeki bu bilgilerle paralel bir sekilde farklilagma protokoliinde
elde ettigimiz kortikal ndéronlarin -PCR analizinde ilgili 3 gen ifadesinde anlamli
farklilik gézlenmistir. Bu gen ifadelerinin yani sira immiinfloresan boyamalarda TUJ1
ve MAP2 pozitifligi de gosterilmistir. Embriyonik dénemde serebral korteks gelisimi
sirasinda kortikal plakanin proliferatif bolgelerindeki kortikal noronlarda TUJ1 ifadesi
oldugu goriilmiistiir. Norogenez asamasinda ndéron gocii sebebiyle kortikal ve
ventrikiiler bolgelerde TUJ1 pozitif noronlara rastlandigi bildirilmistir. MAP2 ise
mikrotiibiil gelisiminde ve noronal stabilizasyonunda gorev alan bir proteindir. Bu
caligmada karakterizasyon deneylerinde literatiirde bildirilen belirteclerin saptanmasi

farklilagsma protokolunun ilerleyen calismalarda kullanilabilecegini diistindiirm{istiir.
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uPKH’lerle hastalik modellemede karsilasilan belli bash zorluklar mevcuttur.
Bunlardan biri farkli uPKH hatlar1 veya klonlar arasindaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. Diger bir sorun da yeniden programlama ve uzun kiiltiir siirecinde
olusabilecek sitogenetik bozukluk, copy number variation veya single nucleotide
variation gibi varyasyanlarin veya epigenetik varyasyonlarin ortaya c¢ikmasidir.
Bunlarin 6nlenmesi i¢in entegrasyon gostermeyen yontemlerle uPKH gelistirilmesi bir
avantaj olusturmaktadir. Bizim ¢aligmamizda kullanilan uPKH’ler de entegrasyon
gostermeyen Sendai viriis kullanilarak programlanan hiicrelerdir. Diger taraftan
giinimiizde hastalik modelleme c¢aligmalarinda izojenik kontroller siklikla
kullanilmaya baglanmistir. Genom diizenleme teknolojileri ile saglikli bir uPKH
hattinda hastalik spesifik mutasyon olusturulmasi veya mutasyon olan bir hasta érnegi
ile calisiliyorsa yine ayni teknoljilerle mutasyonun diizeltilerek kontrol olarak
kullanilmas1 6nerilmektedir.

Diger taraftan, uPKH’den noronal farklilastirma indiiklenmesiyle elde edilen
NKH’lerin fetal karakter tagidiklar1 bildirilmektedir. Bu durum, bilhassa yaslanma
iligkili norodejeneratif hastalik modellemelerinde 6nemlidir. Bu nedenle yaslanma
uyaran bazi bilesiklerin kullanimi giindeme gelmis, bu amagla Progerin, MG132,
concanamycin A gibi bilesikler kullanilarak uPKHdan farklilagtirilan néral hiicrelerin
yaslanma iliskili karakter kazanmasi saglanmaya ¢alisilmistir. (Cooper, et al., 2012,
Miller, et al., 2013, Nguyen, et al., 2011).

Ozetle, bu tez ¢alismasinda, gelisimsel siirecte ndrogenezde rolii olan yolaklar
tizerine etkili kiiciik molkiller kullanilarak saglikli insan uPKH’lerinden in-vitro
ortamda kortikal néron gelistirilmistir. Santral sinir sistemini tutan norolojik hastalik

modelleme ¢aligmalarina katki saglayacak on ¢aligma olarak sunulmaktadir.
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6. SONUCLAR

Saglikli insan uPKH’leri kiiltiirde etkin bir sekilde ¢ogaltilmistir.

Kiiltiire edilen uPKH’lerinde mikrobiyal kontaminasyon onlemek amaciyla
hiicreler ilk agildiginda mikoplazma testi yapilmistir.

Hiicreler pasaj ilerletilerek biiyiitiilmiis ve yedeklenerek dondurulmustur.

Saglikli insan uPKH’ler ile yapilan kiiltiirde hiicrelerin koloni formasyonunu
korudugu gozlemlenmistir.

Saglikli insan uPKH’lerin pluripotensi iligkili gen ifade analizinde NANOG,
SOX2, ve OCT3/4 ifadesi gézlemlenmistir.

Noronal farklilasma protokolu igin kiicik molekuller DMSO ile ¢ozilerek
hazirlanmustir.

Saglikli insan uPKH’larindan kii¢iik molekiil aracili farklilagsma icin 12 gunlik bir
protokol uygulanmastir.

Kortikal noron yoniinde morfolojik farklilasmanin 5. Giinden itibaren olusmaya
basladig1 goriilmiistiir. Hiicreler koloni formasyonunu kaybederek kiibik,
keratinosit benzeri morfoloji sergilenmislerdir.

Farklilasma protokolii 2 set 6 tekrar sekilde ilerlemistir. ilk set 15.giinde ikinci
set 10. gunde hiicrelerin apoptozu artmasi nedeniyle sonlandirilmustir.
Farklilasma sirasinda hiicre 6liimiiniin ¢ok fazla olmasi nedeniyle baslangicta
saglikli ve cok sayida hiicre ile baglamanin 6nemli bir basamak oldugu
saptanmigtir.

Hiicreler farklilagma protokoliinde baslatildiktan itibaren 12 giin boyunca aym
matrigel lizerinde kiiltiire edildiginden silirenin uzatilmasi halinde hiicrelerin
kalktig1 gézlemlenmistir.

uPKH gen ifadelerinin farklilasma sonrasinda azaldigi q-PCR ile gosterilmistir.
Kortikal noron gen ifadeleri q-PCR methodu ile dogrulanmistir. NOronal
belirteclerden DCX, 6n beyin belirteclerinden FOXG1 ve erken kortikal néron
belirteglerinden REELIN ‘in ifadelerinde kontrol grubuna gére énemli bir artig
oldugu gézlemlenmistir.

Immun floresan boyamalarda MAP2 ve TUJ1 pozitif hiicreler gériilmiistiir.
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