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OZET

Amag: Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPKHler), rejeneratif tip ve in vitro hastalik
modellemeleri gibi bircok alanda Onemli potansiyele sahiptir. uPKH olusturma
metodojilerinin verimliliklerinin ve giivenliliklerinin gelistirilmesi amaciyla yeniden
programlama faktorlerinin yiiksek ekspresyonu, verim arttirict kiiciik molekiillerin
kullanilmasi,  farkli  vektér  sistemlerinin  kullanim1  gibi  yaklagimlardan
yararlanilmaktadir. uPKH eldesinde kullanilan entegre olmayan vektdrlerden kodon-
optimize mini intronik (CoMiP) plazmidler, etkin, uygun maliyetli ve giivenli vektorler
olarak kullanim alan1 bulmaktadir. Calismamizda, CoMiP plazmidleri ve sodyum butirat
molekiiliinii birarada kullanarak HEK293T insan embriyonik bdbrek hiicrelerinden
uPKH eldesini ve karakterizasyonunu amagladik.

Yontem: Calismamizda, HEK293T hiicrelerinin yeniden programlanmasi amaciyla
OSKM faktorlerini (Oct-4, Sox2, KIf4 ve c-Myc) ve p53°e karsi kisa hairpin RNA’y1
birarada kodlayan “MIP 247 CoMiP 4inl with shRNA p53” plazmidleri ile, Lin28 ve
Nanog molekiillerini birarada kodlayan “MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES
eGFP” plazmidleri kullanildi. Elektroporasyon ve lipofektamin aracili ko-
transfeksiyonlarin etkinlikleri, vektorlerin tasidigi floresan belirteclerin 1gimalariyla
takip edildi. uPKH kolonilerinin karakterizasyonlari, morfolojik kriterler, pluripotensi
belirteglerine yonelik immunositokimyasal/immunofloresan analizler, ve embryoid
cisimcik (EC) olusturma etkinliginin test edilmesiyle gerceklestirildi.

Bulgular: CoMiP mini intronik plazmid ve sodyum butiratin birarada kullanildig: etkin
bir yaklagimla HEK293T hiicrelerinden uPKH eldesi gercgeklestirildi. Elde edilen
koloniler, pluripotensi belirtecleri olan alkalin fosfataz, Tra-1-81, Tra-1-60, Oct4, Klf4,
c-Myc ve Nanog agisindan pozitifti ve ECler olusturabildi.

Sonug¢: Calismamizda kullanilan geriye programlama yaklagimi, etkin, uygun maliyetli
ve giivenli bir strateji olarak farkli hiicrelerin geriye programlamasinda kullanilabilir.
uPKHlerin, farklilagtirildiktan sonra cesitli hastaliklarda in vitro model olusturma ve
terapotik amacli olarak kullanilma potansiyelleri nemlidir.

Anahtar Kelimeler: uyarilmis pluripotent kok hiicreler, CoMiP plazmidler,

elektroporasyon, lipofeksiyon, sodyum butirat



ABSTRACT

Objective: Induced pluripotent stem cells (iPSCs) have a great potential to be used in
many fields such as regenerative medicine and in vitro disease modeling. Strategies such
as overexpression of the reprogramming factors, use of small molecules to increase
efficiency, and use of various different vector systems are utilized for improvement of
the efficiency and safety of iPSC generation methodologies. Codon-optimized mini
intronic plasmids (CoMiPs) serve as effective, cost-efficient, and safe non-integrating
vectors. We aimed to generate and characterize iPSCs from HEK293T human
embryonic kidney cells via a combined strategy involving CoMiP plasmids and sodium
butyrate.

Methods: “MIP 247 CoMiP 4inl with shRNA p53” plasmids that code for the OSKM
factors (Oct-4, Sox2, Klf4 and c-Myc) and short hairpin RNA against p53, and “MIP
339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP” plasmids that code for Lin28 and Nanog
were used for reprogramming of HEK293T cells. Efficiencies of the electroporation-
and lipofectamine-mediated co-transfections were evaluated via fluorescent markers
encoded by the plasmid vectors. Morphological criteria,
immunocytochemical/immunofluorescence analyses for pluripotency markers, and
potential for formation of embryoid bodies were utilized for characterization of the iPSC
colonies.

Results: iPSCs were generated from HEK293T cells via an efficient approach
comprising CoMiP mini intronic plasmids and sodium butyrate. The obtained colonies
stained positive for the pluripotency markers alkaline phosphatase, Tra-1-81, Tra-1-60,
Oct4, Klf4, c-Myc and Nanog, and successfully formed embryoid bodies (EBs); thus
were characterized as iPSC clusters.

Conclusion: The reprogramming approach used in our study may be utilized for
reprogramming of various different cells as an efficient, cost-effective, and safe
methodology. The iPSCs obtained has the potential to be used in disease modeling and
for various therapeutic purposes, following differentiation.

Keywords: induced pluripotent stem cells, CoMiP plasmids, electroporation,

lipofection, sodium butyrate
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1. GIRIS

Farklilasmis bir hiicrenin somatik hiicre c¢ekirdek transferi (SCNT) araciligiyla ve
embriyonik kok hiicrelerle (EKHler) flizyon yoluyla embriyo olmaksizin pluripotent
evreye yeniden programlanabileceginin gosterilmesi, kok hiicre biyolojisinde yeni bir
donemin baglangici oldu ve rejeneratif tipta onemli potansiyeli olan bir yaklagim olarak
kabul gordii. Bu calismalarda elde edilen verilerden de yararlanilarak farklilagmis
hiicrelerin, Oct4/Sox2/Klf4/c-Myc veya Oct4/Sox2/Nanog/Lin28 gibi anahtar
transkripsiyonel regiilatdr kombinasyonlarinin retroviral aracili genomik integrasyonu ve
yiiksek ekspresyonu ile EKH-benzeri bir evreye yeniden programlanabileceklerinin
gosterilmesi, bu alanda ¢i181r agici nitelikte cok dnemli bir gelismeydi. Bu sayede, yine
etik acidan tartigmali embriyo kullanimi olmaksizin gelisimlerini noktaladiklar
diistintilen hiicrelerin dediferansiasyonu ile pluripotent kok hiicre eldesi i¢in yeni ve
giiclii metodolojiler gelistirilmis oldu. Bu metodolojiler, insanin normal gelisimi ve
farkli hastaliklarin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda 6nemli bilgiler saglama, farkli
hiicreleri viicuttaki hasarli dokularin tamiri i¢in geriye programlayabilme, esansiyel
hiicre kaynaklar1 ve hastalik modelleri olusturabilme ve ila¢ tarama g¢aligmalart i¢in
gerekli model hiicre kaynaklarinin elde edilebilmesi gibi bir¢ok farkli alanda 6nemli

potansiyele sahiptir.

uPKH olusturma siirecleri, aslinda etkinligi oldukga diisikk ve uzun siireli kiiltiir
gerektiren metodolojilerdir. Ilgili siireclerde viral ve viral olmayan farkli vektdrler
kullanilabilmektedir. Viral yontemlerin (Retroviral, Lentiviral, Adenoviral, Sendai Viriis
aracili, vb.) kodladiklar1 genleri hiicrelerde gerekli siire boyunca yiiksek oranda ifade
edebilmeleri dolayistyla uPKH eldesinde genellikle daha yiiksek verimlilik sagladigi
bildirilmektedir. Ote yandan, viral olmayan yontemler (plazmidler, transpozonlar, RNA
aracilt yontemler, vb.) genellikle daha giivenli olarak nitelendirilmektedir. Bu alanda
kullanilan plazmidlerin ¢ogunun aksine tek bir plazmidde yeniden programlama
faktorlerinin tiimiinii kodlayan, Epstein-Barr virlis (EBV) EBNA1 ve OriP elementlerini
gerektirmeyen, kii¢iikk boyutundan dolay1 daha yiiksek transfeksiyon etkinligi saglayan
ve tasidig1 floresan belirteg gen dizileriyle transfeksiyon takibini kolaylastiran CoMiP



kodon optimize mini intronik plazmidler, uPKH eldesinde kullanilabilen etkin

vektorlerdir.

Calismamizda, insan embriyonik bobrek hiicre hatlarindan (HEK293T), yeniden
programlama faktorleri (Oct-4, Sox2, Klf-4, c-myc) ile p53°e kars1 hairpin RNA dizisini
birarada kodlayan (4-in-1 CoMiP) ve destekleyici olarak Lin28 ile Nanog proteinlerini
birarada kodlayan kodon optimize mini intronik plazmidlerin (CoMiP LNG) kullanimin1
kapsayan, entegrasyon igermeyen bir geriye programlama protokolii olusturarak
uPKHlIerin eldesi ve karakterizasyonunun yani sira siirecin etkinlik ve verimliliginin de

test edilmesini amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Pluripotent Kok Hiicreler

Organ ve dokularin gelisimi ve rejenerasyonundan sorumlu olan, kendi kendini
yenileyebilen ve bir¢ok farkli hiicre tipine farklilasma potansiyeli olan kok hiicreler,
farklilagsma kapasitelerine gore unipotent, multipotent, pluripotent, ve totipotent olarak
siiflandirilir (Sekil 2.1). Pluripotent kok hiicreler, her iic germ tabakasina ait hiicrelere
farklilagabilmeleri ve plasenta hari¢ tiim dokular1 olusturabilmelerinden dolayz,
rejeneratif tip uygulamalart i¢in umut verici hiicreler olarak tanimlanir. Pluripotent
hiicreler, ana kaynag1 embriyonik gelisimin blastosist evresindeki i¢ hiicre kiitlesi (Inner
Cell Mass; ICM; IHK) olan embriyonik kok hiicreler (EKHler) ve farklilasmis
hiicrelerin geriye programlanmasi ile elde edilebilen uyarilmis pluripotent kok hiicreler
(uPKHler) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. 1998 yilinda James Thomson ve arkadaslari
tarafindan olusturulmalarinin ardindan insan EKHleri, siirekli biiylime yetenekleri ve ii¢
germ tabakasinin tiimiine ait hiicrelere farklilagma potansiyelleri dolayisiyla heyecan
yaratmistir. uPKHler ise, EKHlere benzer morfoloji gosteren, ana EKH belirteglerini
ifade eden, ve bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde teratom olusturabilen EKH

benzeri hiicrelerdir.
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Sekil 2.1: Kok hiicrelerin farklilasma potansiyellerine gore siniflandiriimasi (Menon ve ark.’dan
yeniden diizenlenmistir (Menon, Shailendra et al. 2016)).



2.1.1 Embriyonik Kok Hiicreler ve Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler: Kisa
Tarihge

Kok hiicre calismalarinin temeli, 1960’larda fareler lizerinde yaptiklari ¢alismalarla
Hematopoetik Kok Hiicreler’i (HKHler) tanimlayarak kok hiicrelerin anahtar
ozelliklerini ilk kez ortaya koyan James A. Till ve Ernest A. McCulloch’un
caligmalarina dayanir (Becker, Mc et al. 1963, Siminovitch, McCulloch et al. 1963). Sir
John B. Gurdon’in 1962 tarihli somatik hiicre ¢ekirdek transferi ¢calismalari ise (Somatic
Cell Nuclear Transfer; SCNT), farklilasmis hiicrelerin farklilagsmamis evrelere yeniden
programlanabileceginin gdsterilmesi agisindan ¢ok &nemliydi (Gurdon 1962). Ureme
amagl (reprodiiktif) klonlama olarak tanimlanan bu yaklasim, 1996 yilinda Keith
Campbell, Ian Wilmut ve Iskogya Edinburgh Universitesi Roslin Enstitiisii'ndeki bilim
insanlar1 tarafindan ilk kez bir memeli canlida ger¢eklestirildi ve koyun Dolly klonlandi.
EKHler, ilk defa 1981°de fare blastosistlerinden, 1998'de ise James Thomson ve ark.
tarafindan bir in vitro fertilizasyon (IVF) kliniginde fertilizasyonda kullanilmayan
embriyolardan elde edildi (Evans and Kaufman 1981, Thomson, Itskovitz-Eldor et al.
1998). Blastosist asamasindaki embriyolarm i¢ hiicre kitlesinden (IHK) elde edilen
EKHler, pluripotensi ozelliklerini korurken ayni zamanda sinirsiz  yenilenme
kapasitesine sahiptir (Evans and Kaufman 1981, Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998,
Reubinoff, Pera et al. 2000, Pera and Trounson 2004).

EKHlerle ilgili  g¢aligmalar  siirerken, farklilasmis  bir  hiicrenin  geriye
programlanabilecegi, 2006 yilinda Shinya Yamanaka ve ark.’nin fare fibroblastlar1 ve
sonrasinda insan fibroblastlar1 iizerinde gergeklestirdikleri caligmalariyla gdosterildi
(Takahashi and Yamanaka 2006, Takahashi, Tanabe et al. 2007). Yamanaka ve Sir John
Gurdon’in 2012 yili Fizyoloji veya Tip alaninda Nobel 6diiliine de layik goriilen ¢igir
acict c¢alismalari, farklilagsmis hiicrelerdeki pluripotensi potansiyelini direk olarak
tanimlamasi acisindan ¢ok onemliydi. Yamanaka ve ark., farklilagmig somatik hiicreleri
pluripotent kok hiicrelere geriye programlamada etkili olabilecegini diisiindiikleri 24
farkli faktorii retroviral vektorler aracilifiyla fibroblastlara farkli kombinasyon ve
sayilarda aktardiklar1 ¢aligmalarinda, pluripotensi i¢in gerekli 4 anahtar molekiilii Oct4,
Sox2, KlIf4 ve c-Myc olarak belirlediler (Takahashi and Yamanaka 2006). OSKM

faktorleri olarak tanimlanan bu transkripsiyon faktorlerinden Oct4'iin ifadesi pluripotent
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kok hiicreler i¢in spesifiktir ve kok hiicre 6zelliginin korunmasi igin esansiyeldir
(Nishimoto, Miyagi et al. 2005). Diger Oct ailesi tiyelerinin (6rnegin Octl veya Oct6),
uPKH olusturulmasinda Oct4’lin yerini alamadig1 gozlenmistir (Nakagawa, Koyanagi et
al. 2008). Buna karsilik, Sox1’in Sox2 yerine; KIf2 veya KIf5’in K1f4 yerine; ve N-Myc
veya L-Myc’in c-Myc yerine kullanildig: ¢alismalarda uPKH eldesi miimkiin olmustur,
ancak daha az sayida uPKH kolonisi elde edilebilmistir (Nakagawa, Koyanagi et al.
2008). Hastalarin kendi farklilagmis hiicrelerinin geriye programlanmasi yoluyla elde
edilebilen uPKHler, EKHlerin kullanildig1 yaklasimlardaki olumsuzluklar nedeniyle
(immun baskilama gerekliligi, baslangi¢ materyalinin eldesindeki zorluklar, etik
kisitlamalar, vb.) rejeneratif tip, transplantasyon tibbi, hastalik modelleme ve ilag
taramalar1 gibi alanlarda EKHlere kiyasla daha umut verici hiicreler olarak

tanimlanmaktadir.

2.1.2 Pluripotensiyi Saglayan Faktorler

Rejeneratif tipla iligkili yaklasimlarda yiiksek potansiyelli hiicreler olarak tanimlanan
pluripotent hiicrelerdeki pluripotensi, kendini yenileme ve farklilasma gibi siire¢lerden
sorumlu transkripsiyonel diizenleyici mekanizmalarin anlasilmasi, insan gelisimini
anlamak ve bu hiicrelerin terapdtik potansiyelinden yararlanabilmek igin biiylik 6neme
sahiptir. Kiiltiirde smirsiz boliinme ve kendini yenileme potansiyeline sahip olan
pluripotent kok hiicreler, pluripotensi 6zelliklerinin bir gdstergesi olarak ti¢ farkli germ
tabakasina ait hiicrelere farklilagma yeteneklerini korurlar; in vitro embriyoid cisimcik
(EC) olusturabilirler ve immun yetmezlikli farelere enjekte edildiklerinde teratom
olustururlar (Itskovitz-Eldor, Schuldiner et al. 2000). Fare blastosistlerine enjekte
edildiklerinde orijinal embryo ile kimera olusturmalari, bu hiicrelerin pluripotensi
potansiyellerinin bir baska gostergesidir (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998). Somatik
hiicrelerin EKHler ile flizyon yoluyla basarili bir sekilde pluripotent evreye geri
programlanabilmesi de, EKHlerin somatik hiicrelerin epigenetik profilini EKH benzeri
epigenetik profile doniistiirebilme potansiyeline isaret eder (Tada, Takahama et al.
2001). Farklilagmig hiicreler, OSKM faktorlerinin yani sira farkli transkripsiyonel
regiilator kombinasyonlarinin kullanilmasi yoluyla (6rnegin Oct4, Sox2, Nanog, ve Lin
28; OSNL faktorleri) veya daha az sayida kritik faktor kullanilarak da (6rnegin Oct4,
Sox2, Klf-4; OSK faktorleri) uPKHIlere doniistiiriilebilir (Masui, Nakatake et al. 2007,
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Rizzi, Di Pasquale et al. 2012). Ancak farklilasmis hiicrelerin OSKM faktorleri
aracilifiyla geriye programlanmasi, uPKH eldesindeki nispeten yiiksek etkinligi

dolayistyla bugiin hala ¢ok tercih edilen bir yontemdir.

Pluripotent kok hiicrelerin, sinirsiz iireyebilme ve hizli cogalabilme yetenekleri
acisindan timor hiicrelerine benzerlik gosterdikleri ve immun yetmezlikli farelere
aktarildiklarinda teratom olusturabildikleri bilinmektedir (Yamanaka 2008). Bu veriler
g0z Oniine alindiginda transforme hiicre gibi davranan bu hiicreler, blastosistlere enjekte
edildiklerinde ise normal kimerik fare olusturabilmektedir. Bu 6zellikler, pluripotent
hiicrelerin olusumunda tiimor-iligkili genler de dahil olmak iizere farkli fonksiyonlari

olan transkripsiyon faktorlerinin devrede olmasi gerektigini gostermektedir:

2.1.2.1 Oct4 (Octamer-binding transcription factor 3/4): Farkhlasmamis
Hiicrelerde Onemli bir Belirtec

Oct4 (Oct4; POUSF1; POU domain, class 5, transcription factor 1), gastrulasyon dncesi
embriyonun totipotent ve pluripotent kok hiicrelerinde spesifik olarak ifade edilen ve
endoderm ve mezoderme farklilagsma siirecinde ifadesi azalan yeni bir Oct ailesi iiyesi
olarak 1990 yilinda tanimlandi (Okamoto, Okazawa et al. 1990, Rosner, Vigano et al.
1990, Schéler, Ruppert et al. 1990). Pit-1, Oct-1, Oct-2 ve C. elegans unc-86’nin da dahil
oldugu Oct ailesi tiyesi transkripsiyon faktorleri, yaklagik 150 amino asitlik korunmus
POU (Pit-Onc-Unc) bolgesini bulundurur. Oct4, DNA iizerinde oktamer ATGCAAAT
motiflerine baglanarak gen ekspresyonunun regiilasyonunu saglar (Zeineddine,
Papadimou et al. 2006). Oct4’iin ifadesi, primordial germ hiicrelerinde ve olgunlagma

siirecindeki/ovulasyondaki oositlerde de gozlenmistir.

Oct4’lin yoklugunun, implantasyon siirecinde yumurta silindirinin olusumu oncesi
embriyo letalitesi ile sonuglandigi bildirilmistir (Nichols, Zevnik et al. 1998). Bu
embriyolar blastosist agamasina ulasabilse de, homozigot Oct4-mutant blastosistlerde
[HK’nin gelismedigi, dolayisiyla embriyonik kok hiicrelerin Oct4 ifade etmeyen
blastosistlerden elde edilemeyecegi gozlenmistir. Oct4'iin baskilanmasinin, fare ve insan
EKHlerinde pluripotensinin kayb1 ve trofektoderme dediferansiasyon ile sonuglandigi
gosterilmistir (Niwa, Miyazaki et al. 2000, Zaehres, Lensch et al. 2005). Bu veriler,
pluripotensinin korunmasinda Oct4'iin 6nemine isaret etmektedir. Diger yandan, Oct4
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ifadesinde iki kattan az bir artisin ilkel endoderm ve mezoderme kendiliginden
farklilasma ile sonuglandigi goriilmistir (Niwa, Miyazaki et al. 2000). Erken
embriyonik donemde Oct4 ifadesinde artigin, fare EKHlerinde nérogenezi indiikleyen
kiiltiir sartlarinda noral farklilagmay1 ve yine fare embriyolarinda mezodermal ve
kardiyak farklilagsmay1 indiikleyebildigi gosterilmistir (Shimozaki, Nakashima et al.
2003, Zeineddine, Papadimou et al. 2006). Bu nedenle, Oct4’iin kok hiicre ve blastosist
farklilagsmasinin erken evrelerinde bir doku-spesifik transkripsiyon faktorleri agi icinde
doz-bagimli olarak transkripsiyonu organize edici bir molekiil olarak gorev aldigi kabul

edilir.

2.1.2.2 Sox2 (SRY-related HMG box-2): Pluripotensinin Stabilizasyonunda
Esansiyel Molekiil

Sox2, farkli embriyonik dokularda ve erigskin dokularda da ifade edilen, yiiksek oranda
korunmus 80 amino asitlik bir yiiksek mobilite grubu (high mobility group; HMG)
aracilifiyla DNA’ya baglanan Sox (SRY-related HMG box) ailesi {iyesi bir
transkripsiyon faktoriidiir (Yuan, Corbi et al. 1995). Sox2’nin fare embryonik
gelisiminin erken donemlerinde pluripotent soya &zgii olarak ve Oct4 gibi IHK, epiblast,
ve germ hiicrelerinde ifade edildigi gosterilmistir. Ancak Sox2, Oct4’ten farkli olarak
ekstraembriyonik ektodermin multipotent hiicrelerinde de ifade edilir. Sox2’nin
ifadesinde azalma, bu bulgulara uygun olarak hiicreleri farklilagsmaya yonlendirir. Sox2
ifade etmeyen embriyolarda yumurta silindir yapisinin olusmadigi, ve epiblastta tipik
olarak gbzlenen epitel hiicrelerinin bu embriyolarda bulunmadig1 goézlenmistir (Avilion,
Nicolis et al. 2003). Sox2’nin de dahil oldugu bir kistm Sox proteinlerinin, hedef
genlerini spesifik ortak faktorlerle esleserek diizenledigi bilinmektedir (Kamachi,
Uchikawa et al. 2000, Wilson and Koopman 2002). Sox2’nin, Oct4 ile heterodimer
olusturarak Fgf4, UTF1 ve Fbx15'in fonksiyonlarini diizenleyebildigi gosterilmistir
(Yuan, Corbi et al. 1995, Tokuzawa, Kaiho et al. 2003, Nishimoto, Miyagi et al. 2005).

EKHlerde Sox2’nin esansiyel fonksiyonunun, Oct4 ifadesini gerekli seviyede tutarak
EKHlerin pluripotent evrede stabilizasyonunu saglamak oldugu bildirilmistir (Masui,
Nakatake et al. 2007). Buna ek olarak, Oct4/Sox2 etkilesiminin Nanog

transkripsiyonunu diizenlendigi bildirilmis, ayrica EKHlerde Oct4 ve Sox2’nin



kendilerinin de Oct4/Sox2 kompleksi araciligiyla karsilikli transkripsiyonel regiilasyona
ugradig1 gosterilmistir (Tomioka, Nishimoto et al. 2002, Chew, Loh et al. 2005, Kuroda,
Tada et al. 2005, Okumura-Nakanishi, Saito et al. 2005, Rodda, Chew et al. 2005).
Genom c¢apinda kromatin immiinopresipitasyon analizleriyle, Oct4, Sox2 ve Nanog'un
hem fare hem de insan EKHlerinde ortak hedef genlerinin 6énemli bir boliimiine birlikte
baglandig1 gosterildi (Boyer, Lee et al. 2005, Loh, Wu et al. 2006). Bu ¢aligsmalar, bu {i¢
molekiillin, otoregiilatdr ve geribildirim mekanizmalarindan olugan bir regiilator dongii
olusturduguna isaret etmektedir, ki uPKH olusumunda bu dongiiniin aktif hale gegtigi

bilinmektedir.

2.1.2.3 KIf-4 (Kruppel-like factor 4): Kendini Yenileme Ozelliginin Korunmasinda
Etkili Molekiil

Klf4, proliferasyon ve gelisim gibi 6nemli biyolojik mekanizmalarin regiilasyonunda
gorevli Kruppel-like factor (KLF) ailesi {iiyesi bir ¢inko parmak (zinc finger)
transkripsiyon faktoriidiir; farkli hiicre tiplerinde proliferasyonu ve farklilasmay1
indiikleyen bir transkripsiyonel aktivatér ve ayn1 zamanda represor olarak fonksiyon
gorebilir (Evans, Zhang et al. 2007). Leukemia inhibitory factor (LIF)/STAT3 yolu
tarafindan direk olarak regiile edilir (Ahrlund-Richter, De Luca et al. 2009). Klf4’{in
pluripotensi indiiksiyonu sirasinda basta farklilasma belirteglerini baskilayip daha
sonraki evrelerde pluripotensi genlerinin ifadesini kolaylagtirarak ikili rol istlendigi
tanimlanmistir  (Ghaleb and Yang 2017). Klf4’iin baskilanmasinin EKHlIeri
ekstraembriyonik endoderm olusumuna yonlendirdigi ve EKHlerin tam farklilagsmamis

evrede kalmasi i¢in KIf4’{in gerekli oldugu gozlenmistir (Bourillot, Aksoy et al. 2009).

KIf proteinlerinin ve Oct4/Sox2/Nanog aginin birbiriyle siki iliskili oldugu, KIf2, Klf4
ve KIf5’in Nanog, Sox2, ve Oct4’iin ifadesini aktive ettigi gosterilmistir (Jiang, Chan et
al. 2008). Kl1f4 ve KIf5, Nanog tarafindan da aktive edilir (Bourillot, Aksoy et al. 2009).
Bu veriler, KIf2, Klf4, KIf5, Oct4, Sox2 ve Nanog’un EKHlerin kendini yenileme
ozellikleri icin esansiyel olan bir molekiiler ag olusturduguna isaret etmektedir

(Ahrlund-Richter, De Luca et al. 2009).



2.1.2.4 ¢-Myc (cellular Myc): Hiicrelerde Hizh Béliinme Ozelligi Saglayan Molekiil

Myc ailesi iiyeleri, c-Myc, N-Myc ve L-Myc molekiillerinden olusan bazik sarmal-
halka-sarmal 16sin fermuar (helix-loop-helix leucine zipper) transkripsiyon faktorleridir
(Chappell and Dalton 2013). c-Myc’in pluripotensideki rolii, giiclii bir gen aktive edici
molekiil olmasiyla iligkilendirilmis, bu aktivator 6zelliginin gergeklesmesinde, diger bir
sarmal-halka-sarmal fermuar (helix-loop-helix zipper) protein olan Max ile
heterodimerize olarak bir dizi-spesifik DNA baglanma kompleksi olusturmasinin énemi
vurgulanmistir (Blackwood and Eisenman 1991), c-Myc’in, pluripotent kok hiicreler de
dahil olmak iizere bir¢ok farkli hiicre tipinde aktif olarak transkribe olan biitiin genleri
reglile ettigi bilinmektedir. c-Myc veya N-Myc’in baskilanmasi, pluripotent kok
hiicrelerin  destabilizasyonu ile sonuglanir, ve ilkel endoderm ve mezoderme
farklilagmaya neden olur (Smith, Singh et al. 2010). c-Myc’in ayrica pluripotent kdk
hiicrelerde farklilasmay1 inhibe eden 6rnegin mir-17-92 kiimesi gibi bir dizi miRNAy1
da indiikledigi gosterilmistir. Bu miRNAlar, siklin-Cdk komplekslerini arttirarak ve RB
ailesi lyeleri gibi tiimor supresor genlerin aktivitesini sinirlayarak pluripotent kok

hiicrelerin hizli boliinme 6zelliklerini korumalarini saglar (Smith, Singh et al. 2010).

2.1.2.5 Nanog ve Lin28A: uPKH olusumunda destekleyici molekiiller

Nanog, Oct4 ve Sox2’nin yaninda, pluripotensi aginin bir pargasi olarak tanimlanir
(Schwarz, Bar-Nur et al. 2014). Insan EKHlerinde yiiksek Nanog seviyelerinin, bu
hiicrelerin besleyici hiicreler olmadan kiiltiire edilebilmelerine olanak tanidigi, Nanog’un
baskilanmasinin ise fare ve insan EKHlerinin ekstra-embriyonik soylara
farklilagmalarina neden oldugu gosterilmistir (Maherali, Sridharan et al. 2007). Lin28A
ise, orijinal yeniden programlama faktorleri i¢inde transkripsiyon faktorii olmayan tek
molekiildiir. Lin28A ve paralogu Lin28B, embriyogenez sirasinda yiiksek oranda
sentezlenen ancak ¢ogu yetiskin dokuda baskilanmig RNA baglayict proteinlerdir. Her
iki protein de let-7 timdr supresor mikroRNA ailesi {iyelerine baglanarak
biyogenezlerini inhibe etme yoluyla hiicre proliferasyonunu etkileyebilir (Viswanathan
and Daley 2010). Yeniden programlama faktorleri arasinda Lin28 A’nin kullaniminin,
uPKH olusum etkinligini proliferasyon-bagimli olarak arttirdigi bilinmektedir (Hanna,

Saha et al. 2009, Hu, He et al. 2016). Nanog ve Lin28A’nin OSKM faktorleri ile



sinerjistik hareket ederek yeniden programlama etkinligini yaklasik 76 kata kadar

arttirdig, ve siireci en az 1 hafta kadar kisalttig1 bildirilmistir (Wang and Loh 2019).

2.2 uPKH Eldesinde Kullamilan Farkh Yontemler

Somatik hiicreler, viral veya viral olmayan ydntemlerle ekzojen gen ifadesinin
saglandig1 bircok farkli direk yeniden programlama yontemiyle uPKH'lere
doniistiiriilebilir (Patel and Yang 2010) (Sekil 2.2). Her iki yaklasimda da transgenin
konak¢1 genomuna entegrasyonunu igeren veya icermeyen teknikler kullanilmaktadir ve
beklenildigi gibi her bir metodolojinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir
(Tablo 2.1). En yiiksek yeniden programlama verimliligi siklikla viral vektorlerle
saglanirken, genellikle daha diisiik yeniden programlama etkinligi ile iliskilendirilen
kiigiik molekiillerin, mikroRNA’larin ve diger viral olmayan vektorlerin kullanimi, viral
vektorlere oranla daha giivenli olabilmektedir. Ozellikle, konakg1 hiicrenin genomuna
entegre olmayan bazi epizomal vektorler, yiiksek uPKH eldesi oranlarinin yanisira
giivenli olarak da tanimlanmaktadir. Klinik uygulamalara yonelik olarak gelistirilen viral
ve viral olmayan yontemlerde etkinligin yanisira giivenlik de esansiyel oldugundan, elde
edilen uPKH hiicrelerinin olagandist fenotipik ekspresyonunun engellenmesi
hedeflenmektedir (Hacein-Bey-Abina, Von Kalle et al. 2003, Soldner, Hockemeyer et al.
2009).

Dogrudan Yeniden Programlama
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Sekil 2.2: Yeniden programlamada kullanilan farkli vektorler (Menon ve ark.’dan yeniden diizenlenmistir

(Menon, Shailendra et al. 2016)).
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uPKHlerin eldesinde siklikla tercih edilen viral vektorler, genomlarini konakg¢1 hiicre
genomuna entegre eden retroviriisler ile lentiviriislerin yanisira, konak¢i genomuna
entegre olmayan Sendai virilisler, adenoviriisler ve adeno-associated (adeno-iligkili)
viriislerdir. Fibroblastlarin pluripotensiye yeniden programlandigi ilk ¢alismada
retroviriisler kullanilmistir (Takahashi and Yamanaka 2006). Bu vektorler, yaklasik 8 kb
klonlama kapasitesine sahiptir, boliinen hiicreleri enfekte edebilir ve genellikle EKH’ler
gibi farklilasmamis hiicrelerde susturulur (Jihner, Stuhlmann et al. 1982, Stewart,
Stuhlmann et al. 1982). uPKH eldesi amaciyla ekzojen gen aktarimi sonrasinda, ifade
edilen ekzojen genlerin bir siire sonra baskilanmasi ve endojen pluripotensi gen aginin
ifadesinin artist beklenir. uPKHlerin tamamen yeniden programlanabilmesi i¢in,
aktarilan transgenlerin ekspresyonunun bir siire sonra baskilanmasi ve endojen
mekanizmalarin harekete gegmesinin gerekliligi ifade edilir (Hotta and Ellis 2008). Oyle
ki, ilgili endojen genlerin aktive edilmedigi anlamima gelen metiltransferazlarin
aktivasyonu nedeniyle yeniden programlama eksik kalabilir (Takahashi and Yamanaka
2006). Ancak baskilanan viral transgenlerin de sonraki siireclerde yeniden aktive olarak
tiimor olusumuna yol agma riski de goz 6niinde bulundurulmasi gereken faktorlerdendir.
Dolayistyla, uPKH eldesinde ilk olarak kullanilan retroviral yeniden programlama
yontemi, nispeten yiiksek verimli sayilabilmesine ragmen, ilgili siiregteki timor olusumu
riski, farkli vektor seceneklerinin arastirilmasinda etkili olan faktorlerdendir. Viral
vektor kullanimlarinda giivenliligin arttirilmasi i¢in farkli yaklagimlar denenmis, 6rnegin
stire¢ sonrasinda entegre transgenlerin Cre rekombinasyon sistemi ile ¢ikarilabilmesine
olanak taniyan veya indiiklenebilir lentiviriis kullanimi gibi farkli ¢6ziim yollar
gelistirilmistir (Okita, Ichisaka et al. 2007, Soldner, Hockemeyer et al. 2009, Woltjen,
Michael et al. 2009).

uPKH iiretim siirecinde genom biitiinliigline iliskin endiselerle, bu alandaki
aragtirmacilarin bir kismi polisistronik mini daire vektorler, entegre olmayan DNA
viriisleri, plazmidler veya protein temelli vb. yontemlere yonlenmistir (Okita, Nakagawa
et al. 2008, Stadtfeld, Nagaya et al. 2008, Kim, Kim et al. 2009, Jia, Wilson et al. 2010,
Montserrat, Garreta et al. 2011). Bu yontemlerin nispeten diigiik verimliligine ragmen,
az sayida ancak yliksek kaliteli uPKH kolonisi elde edildiginde de bu kolonilerin

secilmesi ve genisletilmesi miimkiindiir.
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Tablo 2.1. Yeniden programlamada kullanilan bazi gen aktarim ydntemlerinin avantaj ve
dezavantajlarina drnekler.

\Viral yontemler

Yeniden programlama

yontemi Avantajlan Dezavantajlan

Retroviriisler ve Etkinlikleri yiiksek ve uygulamalar] Genoma entegre kisimlari c¢ikarilabiliy

Lentiviriisler kolaydir; birgok hiicre olsa da bu yaklasim tamamen etkin bir
tipinde etkinlikleri dogrulanmstir. strateji olmayabilir.

Adenoviral vektorler Genoma entegre olmazlar. uPKH olusturma etkinlikleri diisiiktiir.
Genoma entegre olmazlar,

etkinlikleri yiiksektir ve bir¢ok hiicre
tipinde dogrulanmistir; ticari
olarak erisilebilirler.

Sendai Viriisler Kullanim maliyetleri yiiksektir.

Viral olmayan yontemler

i oms colggpolmazigs Kullanim maliyetleri yiiksek olabilir;

mRNAlar Z;li(;ﬁgtl;lﬁﬁerlyldlr’ SRV olarag tekrarlayan indiiksiyon gerektirirler.
Etkinlikleri diigiiktiir, liretimleri yavas
Proteinler Genoma entegre olmazlar ve verimsizdir. Tekrarlayan indiiksiyon
’ gerektirirler ve kullanim maliyetleri
yiiksektir.
sgiggr\IA el Genoma nadiren entegre olurlar. Etkinlikleri diisiik olabilir.

Genoma entegre olmazlar;
Epizomal vektorler etkinlikleri iyidir ve birgok
hiicrede dogrulanmistir.

Hiicre tipi, vb. faktorlere bagl olarak
etkinlikleri diigebilir.

Yeteri 1
Genoma entegre olmazlar; elerince gatsma

PiggyBac s D bulunmamaktadir; daha fazla
cshiliEn optimizasyon gerekmektedir.
Mini daire vektorler Genoma entegre olmazlar. Etkinlikleri disiiktr.

2.2.1 Yeniden Programlamada Plazmid Vektorler

“Plazmid” terimi, ilk olarak 1952’de Joshua Lederberg tarafindan tanimlandiktan bu
yana rekombinant plazmidler biyolojik caligmalarda ve farkli terapdtik yaklagimlarin
gelistirilmesinde siklikla kullanilan vektorlerdir (Lederberg 1952). En yaygin kullanilan
epizomal vektorlerden olan plazmid vektorler, ilk olarak Okita ve ark. tarafindan
pluripotent hiicre eldesinde kullanilmistir (Okita, Nakagawa et al. 2008). Ilgili
caligmada, ekspresyon plazmidlerinin fare embriyonik fibroblastlarina tekrarlanan

transfeksiyonu ile uPKHler iiretilebilmis, ve plazmid entegrasyonuna dair bir kanit
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gbzlenmemistir. Sonrasinda Gonzalez ve ark., pPCAG-OSKM adl1 Oct4, Sox2, Klf4 ve c-
Myc iceren tek bir transkripsiyon kaseti tasarlamis ve niikleofeksiyon sonrasi uPKHler
iretebilmistir. Bu calisma, tek bir polisistronik kaset kullanilarak saglanan gegici
ekspresyon ile uPKH olusturulabilecegini gdstermistir (Gonzalez, Barragan Monasterio
et al. 2009). Epizomal vektorlerle uPKHler ilk olarak Yu ve ark. tarafindan
fibroblastlardan, sonrasinda farkli arastirmacilar tarafindan kordon kanindan ve periferal
mononiiklear kan hiicrelerinden iiretilmistir (Yu, Hu et al. 2009) (Hu, Yu et al. 2011,
Mack, Kroboth et al. 2011, Hu and Slukvin 2013). Dort yeniden programlama
faktoriiniin (Oct4, Nanog, Sox2 ve Lin28) seri transfeksiyonuyla Si-Tayeb ve ark. da
insan siinnet derisi fibroblastlarindan uPKHler elde edebilmistir (Si-Tayeb, Noto et al.

2010).

Insan uPKHlerinin epizomal iiretimine oOnciiliik eden ve epizomal vektdrlerin
fibroblastlara tek bir transfeksiyonunu iceren ilk calismada, Epstein Barr virlisiinden
tiiretilen epizomal vektor oriP/EBNA1 (Epstein-Barr niiklear antijen-1) kullanilmistir
(Yu, Hu et al. 2009). Bu vektorler genis bir konak hiicre araligina sahiptir; viral ambalaj
gerektirmez, ve tek bir uygulama ile uPKH {iretimi gergeklestirilebilir. Ayrica hiicre
dongiisii basina bir kez replike olmalar1 ve diisiik kopya sayilari sayesinde DNA’da
yeniden diizenlenme ve genom entegrasyonu riski minimuma indirgenir (Yates and
Guan 1991). uPKHlerde EBNA-1 ekspresyonunu yonlendiren viral promotorun
sonradan susturulmasi ve epizomal dogal kararsizlik nedeniyle bu vektor herhangi bir ek
manipiilasyon gerektirmeden basit hiicre kiiltiiriiyle hedef hiicrelerden elimine edilebilir.
Ancak bu yontemin genel bir dezavantaji, diisiik yeniden programlama verimliligi
yaninda, EBNA1 ve OriP dizilerinin insan patojenik Epstein-Barr viriislerinden

(EBVler) kdken almasinin klinik uygulamalarda getirmesi muhtemel sorunlardir.

2.2.1.1 Mini Daire Vektorler ve CoMiP Mini Plazmidler

Standart plazmidlerin terapdtik yaklasimlarda vektor olarak kullanim potansiyelinin, in
vivo gen transferinde yetersiz kalmalar1 ve transgenin ifadesini istenen seviyede siirekli
olarak saglayamamalar1 dolayisiyla siirli oldugu gozlenmistir (Lu, Zhang et al. 2013).
Standart plazmid yapisindan farkli olarak gelistirilen mini daire vektorler, replikasyon

orijini ve antibiyotik direnglilik geni gibi bakteriyel plazmid omurga elemanlarindan
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arindirilmig sliper sarmal DNA molekiilleridir. Bu nedenle, standart plazmidlerden ¢ok
daha kiigiiktiirler; bu da transfeksiyon etkinliklerini ve hedef hiicrelerin hayatta kalma
oranini arttirir (Jia, Wilson et al. 2010). Plazmid DNA’da bakteriyel omurga dizilerinin
bulunmasinin, drnegin karacigerde eksojen transgen ekspresyonunu transfeksiyondan
sonraki birkag hafta i¢inde 10 ila 1000 kat azalttig1 bildirilmistir (Lu, Zhang et al. 2013).
Diger entegre olmayan yeniden programlama yontemleriyle karsilastirildiginda mini
daire vektorler, eksojen susturma mekanizmalarin daha diisiik aktivasyonu nedeniyle
daha yiiksek transfeksiyon verimi ve daha uzun siireli ektopik ekspresyon saglar (Chen,
He et al. 2003, Chen, He et al. 2005). Ancak mini daire vektorlerin iiretim metodunun
konvensiyonel plazmidlerin {iretim metodundan c¢ok daha komplike oldugu

bilinmektedir.

Lu ve ark., plazmid transfeksiyonlar1 sonrasi transgen susturulmasinda, transgen
ekspresyon kasetine komsu olan DNA’nin dizisinden ziyade uzunlugunun en 6nemli
etken oldugunu belirlemis, ve plazmid replikasyonu (pUC replikasyon orijini) ve
seleksiyonu (RNA-OUT sistemi) i¢in gerekli elementlerin Okaryotik ekspresyon
kasetinde 5’ kodlamayan dizide bir intronun igine yerlestirildigi mini intronik
plazmidleri (MIP) tiretmislerdir (Lu, Zhang et al. 2013). MIPlerin, transgen susturulmasi
sorununun istesinden geldigi ve ayni ekspresyon kasetini igeren bir mini daire vektoriine
kiyasla in vitro ve in vivo sartlarda en az 2-10 kat daha yliksek transgen ekspresyonu
sagladig1 gozlenmistir (Lu, Zhang et al. 2013). MIP vektorlerin bu o6zelliklerinden
yararlanarak Diecke ve ark., pluripotensi indiiklenmesine yonelik spesifik olarak
tasarladiklar1 plazmid vektorlerde (4-in-1 CoMiP), MIP vektér omurgasini ve kodon
optimizasyonu  gerceklestirilmis  yeniden  programlama  faktorlerini  birarada
kullanmiglardir (Diecke, Lu et al. 2015). Farklilagmis bir hiicrenin pluripotent bir
hiicreye geriye programlanabilmesi i¢in, yeniden programlama faktorlerinin hiicrede
dogru stokiyometri ile yiiksek seviyelerde ifade edilmesi gerekir (Tiemann, Sgodda et al.
2011). Bu asamada, kodonlarin optimum kullanimi biiyiilk 6nem tasir, ¢linkii farkl
organizmalar ve genler arasinda belirli kodonlarin kullanim oranlar1 degisiklik gosterir
ve protein ekspresyon seviyelerini etkileyebilir (Aggen, Chervin et al. 2012). MIP

vektorlerde gercgeklestirilen kodon optimizasyonu ile, transgeni kodlayan amino asit

14



dizisinde nadir kodonlarin daha sik kullanilan kodonlarla degistirilmesi yoluyla protein

ekspresyon seviyeleri arttirilir.

Diecke ve ark., gelistirdikleri yeniden programlama faktorlerini kodlayan CoMiP
vektorlerin pluripotensi gelistirme etkinliklerini, EBNA / OriP bazli epizomal plazmidler
ve Yamanaka faktorlerini kodlayan optimize edilmis mini daire plazmidlerin etkinlikleri
ile karsilagtirmig, ve CoMiPlerin en yiiksek tranfeksiyon etkinligini gosterdigini ve bu
vektorlerle tek bir transfeksiyonun hedef hiicrelerde pluripotensi saglamada yeterli
oldugunu goézlemislerdir. Gelistirilen CoMiP vektorlerin ayrica kirmizi floresan 1sima
yapan tdTomato belirte¢ genini kodlamasi, transfeksiyon etkinligini ve takibini
kolaylagtiran 6nemli bir faktordiir. Bu vektorlerde kodlanan yeniden programlama
faktorleri, tek bir promotorla kontrol edilir ve kendi kendine parcalanan “2A” peptit
dizileri ile birbirinden ayrilir. SV40LT diziye dahil edilmemistir ve pluripotensiye geri
programlama etkinliginin artirilmasi amaciyla p53°tin baskilanmasi i¢in kisa hairpin
RNA (shRNA) kodlar (Okita, Matsumura et al. 2011, Warlich, Kuehle et al. 2011,
Okita, Yamakawa et al. 2013, Diecke, Lu et al. 2015). Biz de ¢alismamizda, HEK293T
embriyonik bobrek hiicrelerinin pluripotensiye geri programlanmasi amaciyla CoMiP

vektorlerden yararlandik.

2.3 Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Eldesinde Kullamilan Kiiltiir Ortamlari
ve Besleyici Katmanlar

2006 yilinda tanimlanmis olan uPKHlerin eldesi, kiiltiirasyonu ve farklilasmasina
yonelik laboratuvar prosediirlerinin optimizasyonunda, EKH kiiltiirleri ve diger
uygulamalar ile ilgili bilinenlerin 6nemli katkis1 olmustur (Doetschman, Eistetter et al.
1985). EKHlerin ilk kiiltlirlerinde zoonoz hastalik riski barindiran ve mikoplazma
kontaminasyonu kaynagi da olabildigi bilinen FBS gibi ksenojenik ajanlarin kullanimi1
yaygindi (Rottem and Barile 1993, Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998, Reubinoff,
Pera et al. 2000). Bu kosullar, hiicre nakli sonras1 bagisiklik reddiyle iligkilendirilip
patojen aktarimi riski de tasidigindan, besleyici hiicre icermeyen kiiltiir sartlarinin

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmustir.

Sonraki c¢aligmalarda, gilivenliligin arttirilmasi amaciyla insan kaynakli iiriinlerin
kullanim1 tercih edilirken, bazi caligmalarda serumun tamamen cikarildigi (serum
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knock-out; serum nakavt) kiiltiirler kullanilmaya baglandi (Amit, Carpenter et al. 2000,
Richards, Fong et al. 2002, Shimizukawa, Sakata et al. 2005, Ellerstrom, Strehl et al.
2006). Serum nakavt kiiltiirlerde aktif replasman bilesik olarak lipid¢e zengin albliminin
kullanildig1 bildirilmistir (Garcia-Gonzalo and Izpisua Belmonte 2008). Ancak nakavt
serum replasmani kullanilan kiiltiirlerde dahi hayvansal {irlinlerin  bulunabildigi

bilinmektedir.

Serum nakavt replasman besiyerleri, uPKHlerin besleyici hiicre bagimli kiiltiirlerinde
kullanilmaktadir. Besleyici hiicreler, uPKHIlerin tutunup biiyiiyebilecekleri fibril yapilar
olusturmalar1 yaninda, ekstraselliiler ortama salgiladiklar1 ¢dziinebilir faktorlerle de
pluripotent 6zelligin devamini saglayan sinyal mekanizmalarini tetikler. uPKHler, fare
embriyonik fibroblastlar1 gibi (mouse embriyonik fibroblasts; MEFs) mitotik olarak
inaktive edilmis hiicrelerin besleyici hiicre olarak kullanildig1 kiiltiirlerde kiiltiire
edilebilecekleri gibi, besleyici hiicreden bagimsiz kiiltiirlerde de biiyiitiilebilmektedir.
Besleyici hiicreden bagimsiz kiiltiir kosullarinin hazirlanmasinda biiyiime faktorlerine
olan ihtiyaglar da g6z Oniinde bulundurulmustur. Besleyici hiicre ortaminin yerine
siklikla kullanilan ortamlardan biri olan Vitronektin XF, insan pluripotent kok
hiicrelerinin biliytimesini ve farklilasmasini destekleyen, tanimlanmis, kseno madde
icermeyen bir hiicre kiiltiir matriksidir. Vitronectin XF™, kok hiicre kiiltiirii ve
farklilagsmasinda Matrigel™’e karsilik yliksek kaliteli, diisiik maliyetli, kullanic1 dostu
bir alternatif olarak bilinmektedir. Bu kiiltiirler i¢in 6zel besiyerleri gelistirilmistir.
Bunlardan biri olan ve uPKH Kkiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilan mTeSR, ilk basta
besleyici hiicre bagimsiz EKH kiiltiirleri i¢in gelistirilen, DMEM/F12 bazal ortamina
pluripotent hiicre kiiltiiriinli destekleyen 18 farkli bilesenin eklenmesi ile olusturulan,
uPKH kiiltiirleri i¢in de yaygin olarak kullanilan bir besiyeridir (Sun, Panetta et al.
2009). mTeSR besiyerinin bilesenleri bilinmektedir; hi¢bir hayvansal {iriin igermez,
ancak pluripotensi destekleme kapasiteleri degiskenlik gosterebilen insan serum
alblimini ve insan kaynakli matriks proteinleri bulundurur (Chen, Gulbranson et al.

2011).

uPKH Kkiiltiirlerinde oldukga siklikla kullanilan iki diger besi ortami, TeSR-E7 (E7) ve
Te-SR-E8’dir (E8). E7 besiyeri, serum ve hayvansal bilesen icermeyen, diisiik protein
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icerikli yapisiyla fibroblastlarin epizomal vektor aracili yeniden programlamasinda
kullanilmak {izere gelistirilmistir (Chen, Gulbranson et al. 2011). TGF-beta
icermemesiyle E8 besiyerinden ayrilir. E8 besiyerinin gelistirilmesinde, beta-
merkaptoetanolun besiyeri icerigine dahil edilmemesinin hiicrelerin pluripotensilerini
etkilemediginin gozlenmesi 6nemli olmustur. Besiyerine eklenen BSA’nin en 6nemli
gorevinin hiicreleri beta-merkaptoetanoliin  toksik etkisinden korumak oldugu
gosterilmis, boylece BSA’nin da besiyeri igerigine dahil edilmesine gerek kalmamuistir.
Bu sayede, hem beta-merkaptoetanol hem de BSA’nin besiyeri igeriginden
cikartilabilmesi ile E8 besiyeri son haliyle gelistirilmistir (Chen, Gulbranson et al.

2011).

Calismamizda, Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc yeniden programlama genlerini ve p53’e
kars1 bir kisa hairpin RNA’y1 birarada kodlayan MIP 247 plazmid vektorii ve Lin28 ve
Nanog faktorlerini birarada kodlayan MIP 339 plazmid vektoriinin HEK293T insan
embriyonik bdbrek hiicrelerine kotransfeksiyonu yoluyla uPKHler elde ettik ve

karakterizasyonlarin1 gerceklestirdik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 HEK293T Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan HEK293T hiicreleri ((ATCC CRL-3216), (American Type Tissue
Culture Collection’dan (ATCC)) temin edildi. Bu hiicreler, insan embriyonik bdbrek
hiicrelerinin (HEK293) transfeksiyon kapasitesi yliksek bir tiirevidir. SV40 T antijeni

igerir.

Kullanilan Soliisyonlar :
e Tripsin-EDTA
e PBS (Phosphate-Buffered Saline)
8 g NaCl
0.2 g KCl
1.44 g Na,HPO4
0.24 g KH2PO4
Biitlin kimyasallar tartildi, 800 ml distile suda c¢oziildii. pH HCIl ile 7.4°e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Besiyeri
DMEM toz besiyeri (Sigma-Aldrich, D5648)
%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom, 50115)
3.7 g/L Sodyum Bikarbonat (Sigma)
%1 Sodyum Piruvat
%1 Penisilin-Streptomisin (Biological Industries)

e Dimetil Siilfoksit (Sigma, D2650)

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in, toz DMEM besiyeri 800 ml distile suda ¢oziildii ve
3.7 g sodyum bikarbonat eklendi. Besiyerinin pH’s1t HCI ile 7.4’e ayarlandi. Daha
sonra toplam hacim 1L’ye tamamlandi. Laminar flow kabin icerisinde besiyerine 10
ml sodyum piruvat, 10 ml penisilin-streptomisin, ve 100 ml FBS eklendi. Hazirlanan
besiyeri 0.22 pum’lik sise istii filtreden geg¢irildi. Kullanilmaya hazir besiyeri,
+4°C’de saklandi.
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HEK293T hiicreleri, %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (4.5 g/L D-

glukoz, 4 mM L-glutamin, sodyum piriivat) besiyeri igerisinde ¢ozdiiriildii. Hiicreler, 10

cm.lik hiicre kiiltiirii kaplarinda (Sarstedt) DMEM besiyeri i¢inde, 37°C sicaklik ve %5

CO>’li nemli ortamda iiretildi. Uretilip Tripsin-EDTA ile pasajlanan hiicreler, %10

DMSO igeren besiyeri i¢cinde -80°C’de dondurulduktan sonra s1vi azot tankina aktarildu.

3.2 Plazmidlerin Cogaltilmasi ve izolasyonu

Kullanilan Soliisyonlar ve Kitler:

Lysogeny Broth (LB) Agar (Merck, 10285)

1L LB agar hazirlanmasi i¢in; 20 g toz LB agar tartilarak 1L steril suda karistirilarak
¢oOziildii ve 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

LB Broth Sivi Besiyeri

1L LB i¢in; 35g toz LB broth tartildiktan sonra 1L steril suda karistirilarak ¢oziildii
ve 15 dk 121°C’de otoklavlanarak steril edildi. Karigim soguduktan sonra ampisilin
(1000 pl/L) eklendi.

%6 Siikrozlu Kati1 Ortam

1L %6 siikrozlu kat1 ortam hazirlamak i¢in; 10g tripton, 5g maya ekstrakt1 ve 15g
agar tartilarak 880 ml distile su igerisinde ¢6ziildii ve 15 dk 121°C’de otoklavlanarak
steril edildi. Karisim soguduktan sonra %50 Siikroz (g/ml) iceren ¢ozeltiden 120 ml
eklendi.

%6 Siikrozlu Siv1 Ortam

IL %6 siikrozlu sivi ortam hazirlamak i¢in; 10g tripton ve 5g maya ekstrakti
tartilarak 880 ml distile su igerisinde ¢oziildii. 15 dk 121°C’de otoklavlanarak steril
edildi. Soguduktan sonra %50 Siikroz (g/ml) igeren ¢ozeltiden 120 ml eklendi.
%1’lik Agaroz Jel

%1°lik agaroz jel hazirlamak igin; 0,5 g agaroz tartildi. Uzerine 50 ml 1X TE (Tris-
EDTA) eklendi. 100 ml’lik erlende hazirlanan jel mikrodalgada ¢oziinene dek
1s1tildi.

Qiagen Plasmid Mega Kit izolasyon Kiti 32 (Qiagen, 10083)
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Kullanilan Plazmidler:

Uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH) eldesi icin MIP 247 CoMiP 4inl with shRNA
p53 (Addgene Plazmid no. 63726) ve MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP
(Addgene Plazmid no. 63729) plazmidleri kullanildi (Sekil 3.1, 3.2). pLV-RFP
plazmidleri (Plazmid no. 26001) kontrol plazmidler olarak kullanild1 (Sekil 3.3). Her {i¢
vektor de Addgene firmasindan bakteri kiiltiirii icinde temin edildi. Kodon optimize mini
plazmidler (CoMiPler), tasidiklar1 floresan belirtegle transfeksiyon basarisinin takibine
olanak tanir (Diecke, Lu et al. 2015). Seleksiyonlari, antibiyotik seleksiyon dizileri
yerine RNA-OUT sistemi ile gerceklestirilir. Bu seleksiyon sistemini tasiyan vektorler,
150 bg uzunlugunda bir RNA-OUT antisense RNA kodlar. Bu antisense RNA, vektor
tarafindan siirekli ifade edilen sacB belirtecinin ifadesini baskilar; bu baskilama
sayesinde vektorler sukroz igeren besiyerinde iireyebilir. MIP 247 CoMiP 4inl with
shRNA p53 vektorleri, yeniden programlama i¢in gerekli olan OSKM (Oct4, Sox2,
Klf4, c-Myc) faktorlerinin yanisira, p53’iin ifadesini baskilayan bir kisa hairpin RNA
kodlar. Hiicrelerde p53’iin ifadesinin baskilanmasinin, geriye programlamanin verimini
arttirdig1 bildirilmistir (Okita, Matsumura et al. 2011). Plazmid igerisine klonlanmis
tdTomato dizisi (DsRed floresan proteininin dimerik varyanti) sayesinde, transfekte olan
hiicreler, floresan 151k altinda (581 nm) kirmiz1 1s1ma yapar. MIP 339 CoMiP coLin28
2A Nanog IRES eGFP vektorii ile transfekte olan hiicreler ise, vektoriin tasidigi eGFP
belirte¢ geni sayesinde yesil 1sima yapar. Her iki vektdriin birlikte transfeksiyonu ile
yeniden programlama etkinliginin 10-15 koloni kadar arttig1 ifade edilmistir (Diecke, Lu
et al. 2015). Bu vektorlerin diger bir avantaji, Epstein-Barr Virus niiklear antijenini
(EBNA) ifade etmemeleridir. Bu o6zellikleri, rejeneratif tip uygulamalarinda kullanim

potansiyelleri agisindan 6nemlidir.
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Sekil 3.1 uPKH eldesinde kullanilan “MIP 247 CoMIP 4inl with shRNA p53” plazmid vektorii. A.

Plazmidin tiim dizi haritas1 (Addgene web sitesinden alinmistir); B. Plazmid {izerinde kodlanan genlerin
sematik gosterimi (Diecke, Lu et al. 2015).

MIP 339 CoMIP colin28 2A Nanog IRES eGFP
phee

Sekil 3.2 uPKH eldesinde kullanilan “MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP” plazmid vektorii.

A. Plazmidin tiim dizi haritas1 (Addgene web sitesinden alinmistir); B. Plazmid iizerinde kodlanan
genlerin sematik gosterimi (Diecke, Lu et al. 2015).
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Sekil 3.3 “pLV-RFP” kontrol plazmid vektdriiniin dizi haritast (Addgene).

MIP247 CoMip4inl with shRNAS53 ve MIP339 CoMip coLin28 Nanog IRES eGFP
mini plazmidlerini tasiyan bakteriler once selektif %6 siikroz iceren kat1 ortam dokiilen
petrilere tek koloni diistirme yontemi kullanilarak, saf kiiltiir elde edilebilmesi icin
ekildi. Hiicrelerdeki transdiiksiyon etkinliklerinin ve ekspresyon kontroliiniin takibinde
kullanilacak olan pLV-RFP plazmidini iceren bakteriler ise selektif antibiyotik iceren
LB agar dokiilen petrilere tek koloni diisiirme yontemi kullanilarak, yine saf kiiltiir elde

edilmesi amaciyla ekildi.

Elde edilen saf kiiltiirlerden tek koloni izolasyonu yapild:. Izole edilen koloniler seffaf
kapakli cam tiiplere selektivitelerine gore 3 ml LB broth veya 3 ml %6 siikroz igeren sivi
ortam eklenerek blok inkiibatérde 200 rpm, 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. 12 saat
sonunda ODeoo (0.5-0.6) absorbans Ol¢iimii yapildi. Uygun biiyiime evresine gelen
kiiltiirlerden biiylik Olgekli kiiltiir kurularak sivi besiyeri LB broth veya %6 siikroz
iceren sivi ortam igerisinde 155 rpm, 37°C’de calkalamali inkiibatérde gece boyu
iiretildi. Sonrasinda, Qiagen Plasmid Mega Kit Izolasyon Kiti ile bakterilerin plazmid
icerikleri izole edildi. Elde edilen DNA miktarlar1 ve saflik oranlari BioDrop cihazinda
olciildii. Izole edilen plazmidler iginde tasmnan klonun dogru diziyi tasiyip tasimadigi,
restriksiyon enzim kesimleri ile dogrulandi (Sekil 4.1), ve cogaltilan plazmidlerin

transfeksiyon etkinlikleri test edildi.
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3.3 pLV-RFP Aracili Kontrol Transfeksiyon Deneyleri

pLV-RFP plazmid vektorlerin hiicrelere aktarimi ig¢in kimyasal ve elektroporasyon

aracili transfeksiyon tekniklerinden yararlanildi:
1) Kimyasal yontemle transfeksiyon

e Lipofektamin 2000 aracili transfeksiyon
e Lipofektamin 3000 aracili transfeksiyon

e Polietilenimin (PEI) transfeksiyonu

ii) Elektroporasyon aracili transfeksiyon
HEK293T hiicrelerinin pasaj sayis1 3-5 olacak sekilde erken pasaj ¢aligildi.
3.3.1 Lipofektamin 2000 Aracih Transfeksiyon

Lipozomal transfeksiyonda (lipofeksiyon), negatif yiiklii plazmid DNA, pozitif yiikli

yapilar olan lipozomlar yoluyla hiicre i¢ine endositozla veya fiizyon yoluyla alinir.

Kullanmilan Plazmidler, Soliisyonlar ve Ajanlar:

e pLV-RFP (Addgene Plasmid no: 26001)

e Lipofektamin 2000 (Thermo Fisher, 11668019)

e PBS (Phosphate-Buffered Saline)

e Tripsin

e DMEM Besiyeri (Sigma-Aldrich, D5648)

e Opti-MEM Besiyeri (Thermo Fisher, Th31985070)
Opti-MEM toz besiyeri
2.4 g Sodyum Bikarbonat

Opti-MEM besiyerinin hazirlanmasi i¢in, toz Opti-MEM besiyeri 880 ml bidistile suda
¢ozildi. Daha sonra ¢oziilmiis besiyerine 2.4 g sodyum bikarbonat tartilarak eklendi.
Besiyerinin pH’s1 NaOH ile pH 7.3’e ayarlandi. Daha sonra besiyeri 1L’ye tamamlandi.
Laminar flow kabin igerisinde besiyeri 0.22 pm’lik sise stii filtreden gecirilerek steril

sisede +4°C’de saklandu.
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Ekspresyon kontroliiniin takibinde kullanilacak olan pLV-RFP plazmidinin, HEK293T
hiicrelerine Lipofektamin 2000 araciligiyla transfekte edilebilmesi i¢in Oncelikle;
hiicreler transfeksiyondan 1 giin 6nce tripsinize edildi ve sayildi. 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda, her bir kuyucuga 0.4x10° hiicre olacak sekilde, 500 ul DMEM besiyeri
varliginda ekildi. Ertesi giin hiicre yogunlugunun %60-80 civarinda olmast durumunda,
transfeksiyon islemi gerceklestirildi. Bunun ic¢in, pLV-RFP plazmidinden artan
miktarlar (0 / 4 / 12 / 16 pg) alinarak, her bir kuyucuk i¢in toplam 25 pL indirgenmis
(serumsuz) Opti-MEM icinde karistirildi (Tup 1). Uygulanacak
plazmid:lipofektamin2000 (1:0.75) oranina bagli olarak kullanilacak lipofektamin
miktar1 (0/3/9/12/ 15 pl), toplam 25 pL indirgenmis Opti-MEM i¢inde ¢ozdiiriildi
(Tiip 2). Tip 1 ve Tiip 2 karistirildi, ve oda sicakliginda 25 dk bekletildikten sonra
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi. Sonrasinda karigim, 500°er pl. yeni besiyeri
eklenmis olan HEK293Tlere her bir kuyucuga 100 pL olacak sekilde damla damla
eklendi. Transfeksiyon sonrasi 18-48 saat icinde transgen ifadesi, plazmidin tasidigi

kirmizi 1g1ma yapan floresan belirteci araciligiyla kontrol edildi.
3.3.2 Lipofektamin 3000 Aracilh Transfeksiyon

Kullanilan Plazmidler, Soliisyonlar ve Ajanlar:

e pLV-RFP (Addgene Plasmid no: 26001)

e Lipofektamin 3000 (Thermo Fisher, L.3000015)
e PBS (Phosphate-Buffered Saline)

e Tripsin

e DMEM Besiyeri (Sigma-Aldrich, D5648)

e Opti-MEM Besiyeri (Thermo Fisher, Th31985070)

pLV-RFP plazmidinin, HEK293T hiicrelerine Lipofektamin 3000 araciligla transfekte
edilmesi i¢in oncelikle hiicreler transfeksiyondan 1 giin dnce tripsinize edildi ve sayildi.
24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda, her bir kuyucuga 0.4x10° hiicre olacak sekilde, 500 pL
DMEM besiyeri varliginda ekildi. Ertesi glin hiicre yogunlugunun %60-80 civarinda

gbzlenmesi durumunda transfeksiyon islemi gerceklestirildi. pLV-RFP plazmidinden
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artan miktarlarda (0 / 4 / 12 / 16 / 20 pg) alnarak, her bir kuyucuk i¢in toplam 25 pl
indirgenmis (serumsuz) Opti-MEM i¢inde karistirildi ve sonra kullanilan plasmid
miktarmin (pg) oranmna gore (1:0,5) P3000 reaktifi eklendi (Tip 1). Uygulanacak
plazmid:lipofektamin (1:0,75) oranina bagl olarak kullanilacak lipofektamin miktarlari
(0/3/9/12/15 pl), toplam 25 pl indirgenmis Opti-MEM i¢inde ¢ézdiirtildi (Tiip 2).
Tip 1 ve Tip 2 karistirldi, ve oda sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi. Sonrasinda karisim, 500’er uL yeni besiyeri
eklenmis olan HEK293T hiicrelerine her bir kuyucuga 100 pL olacak sekilde damla
damla eklendi. Transfeksiyonu takiben 18-48 saat iginde transgen ifadesi, plazmidin

tasidig1 kirmizi 1s1ma yapan floresan belirteci araciligiyla kontrol edildi.

3.3.3 Polietilenimin (PEI) Aracili Transfeksiyon

Kullanilan Soliisyonlar:
e pLV-RFP (Addgene Plasmid no: 26001)

e PEI
1 mg/ml stok PEI hazirlandi.

HEK293T hiicreleri, transfeksiyondan 24 saat oOnce, ertesi giin %60-80’lik hiicre
yogunlugu elde edebilmek ig¢in 4x10* hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina ekildi. Uygulanan DNA:PEI (1:1 / 2:1/3:1 /4:1/ 5:1 / 6:1) oranlarina goére
gergeklestirilen 30 dk inkiibasyon sonrasi, karisimlar hiicrelerin iizerine damla damla
eklendi ve kiiltiir kabr ileri geri sallanarak hafifce karistirildi. Transgen 1simas1 18-24.

saatten sonra araliklarla kontrol edildi.

3.3.4 Elektroporasyon Aracili Transfeksiyon

Elektroporasyon, hiicrelerin transmembran potansiyelinin iistesinden gelebilmek i¢in
degisen voltaj, siire ve sayidaki elektrik darbelerini kullanir ve cesitli molekiillerin
diflizyon ve/veya elektrik alan yonlendirmeli hareketi yoluyla hiicre zarindaki gegici
gozeneklerden gegisine izin verir. Hiicre zarlart boyunca, reaktiflerin girmesine izin
vermek i¢in kanallarini zorla agan bir elektrik akiminin kullanilmasi olarak tanimlanan
bu yontem daha yiiksek bir iletim verimlili§ine sahiptir, ancak hiicre hasarma neden
oldugu bilinmektedir. Cogu durumda, gdzlenen transmembran potansiyeli, gerekli

uygulama alani hiicre yarigapina ters olarak degismek iizere 200 mV ile 1 V arasinda
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bildirilmistir (Kinosita and Tsong 1977, Teissi¢, Eynard et al. 1999, Gehl 2003). Farkli
elektroporasyon parametreleri (voltaj, darbe siiresi veya sayisi), molekiillerin hem
prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelere alimi {izerinde farkli etkilere sahiptir. Darbe
voltaji veya genligi, pozitif elektroda bakan hiicrenin kutbunda daha biiyiik olan
gecirgenlik alanini etkiler (Teissi€, Eynard et al. 1999, Gehl 2003, Kobayashi, Rivas-
Carrillo et al. 2005). Ote yandan, hiicre zarindaki gozeneklerin, darbe siiresi ve sayisi

arttikca genisledigi ve sayilarinin arttig1 gosterilmistir.

Kullanilan Soliisyonlar:

e pLV-RFP (Addgene Plasmid no: 26001)

e PBS (Phosphate-Buffered Saline)
e Tripsin

e Opti-MEM Besiyeri (Thermo Fisher, Th31985070)

HEK?293T hiicreleri, elektroporasyondan 1 giin 6nce tripsinize edildi ve sayildi. 1x10°
hiicre yogunlugunda 2 adet 10 cm’lik kiiltiir kabina ekildi. Sonraki giin tripsinize edilen
hiicreler, 50 ml’lik falkonlara alinarak 400xg’de 5 dk santrifiij edildi ve dokelti
uzaklastirildi. 200 pl soguk Opti-MEM+GlutamaX besiyerinde ¢ozdiiriilen ¢okelti,
pLV-RFP plasmidinin artan konsantrasyonlartyla (0 / 4 / 12 / 16 / 20 pg) 0.2 uL’lik
kiivetlere konularak elektroporasyona hazir hale getirildi. Elektroporasyon, Biorad Gene
Pulser XCell Elektroporator ile uygulandi. HEK293T hiicre transfeksiyonu i¢in uygun
elektroporasyon sartlari; 110 Volt (V)’ta, 25 ms atis uzunlugu olacak sekilde, tek atig

uygulamasi kullanilarak yapildi. Hiicreler 3-5 arasi erken pasaj sayilarindan segildi.
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Tablo 3.1. Kimyasal transfeksiyon deneylerinde kullanilan sartlar.

Kimyasal transfeksiyon

Yéntemi DNA: Lipofektamin DNA:PEI

1:0,75 oram1 sabit tutularak,|

plazmid miktar1 optimizasyonu|

Lipofektamin 2000 icin 5 farkli plazmid dozu '
denendi.

pLV-RFP DNA oranlart;

0 ug, 4 ug, 12 pg, 16 pg, 20 pug

1:0,75 oram1 sabit tutularak,|
plazmid miktar1 optimizasyonuy|
icin 5 farkli plazmid dozu
Lipofektamin 3000 denendi.

pLV-RFP DNA oranlart;
0 ug, 4 ug, 12 pg, 16 pg, 20 pug

1:1/1:2/1:3/1:4/1:5
PEI DNA: 1pg/ul
PEIL: Img/ml

3.4 CoMiP Mini Plazmidleri ile Yeniden Programlama

Kullanilan Soliisyonlar:

e Tripsin

e ReLeSR (Stem Cell, 5873)

e DMEM Besiyeri (Sigma-Aldrich, D5648)
e DMEM (+0.2 M Sodyum Butirat)

e Cell Adhere Dilution Buffer (Stem Cell, 07183)
e Vitronektin XF (Stem Cell, 07180)

Vitronektin XF (V-XF), insan pluripotent kok hiicrelerin kiiltiirasyonunu
destekleyen, serum veya kseno element icermeyen bir matrikstir. mTeSR, E7 ve E8
besiyerleri ile kullanimi uyumludur. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her bir kuyusunun
V-XF ile kaplanmasi i¢in, V-XF oda sicakliginda ¢oziildii. Cell Adhere Dilution
Buffer’da final konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde dilue edildi (her Cell
Adhere Dilution Buffer ml’si i¢in 40 pL kullanildi). Dilue edilen V-XF hafifce
karistirildi. Hazirlanan V-XF solusyonu, bekletilmeden 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin 1
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kuyusuna 40 pL V-XF/ml olacak sekilde 1 ml olarak dokiildii. Oda sicakliginda en
az 1 st inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda petri bir tarafa yatirilarak fazla V-XF
solusyonu uzaklastirildi. Her bir kuyucuk, 2 ml Cell Adhere Dilution Buffer’la 1 kez
yikandi. Cell Adhere Dilution Buffer, V-XF ile birlikte kullanildiginda pluripotent

kok hiicrelerin kiiltiirli i¢in taniml1 bir yiizey saglar.

e TeSR™-E7 Besiyeri (E7) (Stem Cell Technologies, 5914)
e TeSR™-ES8 Besiyeri (E8) (Stem Cell Technologies, 5990)

e mTeSR™Plus Besiyeri (Stem Cell Technologies, 05825)

mTeSR Plus 5X Supplement’i oda sicakliginda (veya 2-8°C’de gece boyu) ¢ozdiiriildii.
(5X Supplement’in ¢dzilindiikten sonra bulanik goériinmemesi gerekir, bulanik sekilde
bazal besiyerine eklenmemelidir. Normalde su banyosu kullanilmamasi gerekmesine
ragmen, bulaniklik varsa 5 dk kadar 37°C su banyosunda tutulabilir. Coziilen
Supplement alikotlanabilir ve -20°C’de 3 ay saklanabilir. Alikotlar sik ¢ozdiiriiliip

dondurulmamalidir).

100 ml mTeSR Plus 5X Supplement, 400 ml mTeSR Plus Bazal Besiyeri’ne eklendi.
Alikotlanarak -20°C’de saklandi (Hazirlanan mTeSR, bu sekilde 6 ay siireyle
depolanabilir).

¢ ROCK inhibitorii / Y-27632 (Sigma, SCM075)
e D-PBS (Stem Cell Technologies, 37354)

e Gentle Cell Dissociation Reagent (Stem Cell Technologies, 7174)

CoMiP plazmidlerinin yeniden programlama amaciyla HEK293T hiicrelerine
transfeksiyonu i¢in, pLV-RFP plazmidiyle gerceklestirilen transfeksiyon deneylerinde
en iyi 1s1may1 veren Lipofektamin 3000 ve elektroporasyon yontemleri se¢ildi. Yeniden
programlama siirecinde uygulanan protokol, Sekil 3.4’te verilmistir. Bu protokole gore,
yeniden programlama deneylerinin baglatilmasindan 1 giin 6nce kuyucuk basina
yaklagik 1x10° hiicre olacak sekilde 2 adet 10 cm’lik kiiltiir kabina ekilen HEK293T
hiicrelerine, elektroporasyon ve Lipofektamin 3000 aracili transfeksiyonlar
gerceklestirildi. Elektroporasyon aracili transfeksiyon i¢in, hiicre ekiminin ertesi giinii
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tripsinizasyon sonrasi, 20ug MIP247 CoMiP 4inl with shRNAS53 ve 20pg MIP339
CoMiP coLin28 Nanog IRES eGFP plazmidleri kullanildi. Elektroporasyondan sonra
kiivette bulunan yaklagik 2x10° hiicre, 10 cm’lik petriye ekilerek taze DMEM besiyeri
eklendi. Lipofektamin 3000 aracili transfeksiyon i¢in, Lipofektamin (1:0,75) ve P3000
reaktifi (1:0,5) uygulandi. Hiicre sayis1 sabit tutularak artan dozlarda (0/0,2-0,2 /2-2 /4
-4 ng) MIP247 CoMiP4inl with shRNAS53 ve MIP339 CoMiP coLin28 Nanog IRES
eGFP plazmidleri kullanildi. Bunun i¢in, transfeksiyondan 1 giin énce kuyucuk basina
yaklagik 0.4x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu petri kaplarina ekilen HEK293T

hiicrelerine, ertesi giin tripsinizasyon sonrasi belirlenen dozlarda transfeksiyon yapildi.

Uygulamadan sonraki giin (1.giin), besiyeri degistirildi ve taze besiyerine 0.2 mM
sodyum biitirat (NaB) eklendi (Sekil 3.4B). NaB, yeniden programlamanin etkinligini
artirdigr  gosterilen bir molekiildiir; epigenetik degisiklikleri indiikleyebildigi,
pluripotensi ile iliskili genlerin ekspresyonunu metilasyon veya demetilasyon yoluyla

tesvik ettigi bilinmektedir.

Uygulamanin 3. giiniinde, besiyeri, E7 + 0.2 mM NaB karisimiyla degistirildi. Hiicreler,
uygulamanin 7. giiniinde V-XF kapli kiiltiir kaplarina 5x10° hiicre/kuyu yogunlukta
olacak sekilde ekildi ve uPKH kolonilerinin olusumu takip edildi. Uygulamanin yaklasik
9. giiniinde kolonilerin olusmaya basladig1 gozlendi. Bu asamadan sonra besiyeri E8
besiyeri ile degistirildi. 12. giinde uPKH kolonilerinin saflastirilmasinin (etrafindaki
farklilagsmaya meyilli hiicrelerden arindirilmasi) baslatilmasi i¢cin ReLeSR uygulandi.
ReLeSR, manuel secim veya kazima islemleri olmaksizin pluripotent kok hiicrelerin
agregatlar halinde disosiasyonu ve pasajlanmasi i¢in kullanilan bir ajandir. Uygulama
stiresinin, vb. optimize edilmesiyle diger yontemlere gore daha homojen biiytikliikte
agregatlarin elde edilebilmesini saglar. Farklilagmis hiicrelerin kiiltiir ortamina daha siki
tutunmast prensibinden yararlanarak farklilasmamis agregatlarin kiiltiir ortamindan

secici olarak uzaklastirilabilmesine olanak tanir.

Deneye baslamadan 6nce 6 kuyucuklu kiiltiir kaplart V-XF ile kaplandi. MTeSR Plus
besiyeri oda sicakligina getirildi. Ca** ve Mg?* icermeyen 1 ml D-PBS’le yikanan
koloniler, 1 ml ReLeSR eklendikten sonra 37°C’de 6-8 dk tutuldu. Inkiibasyon sonrasi 1
ml mTeSR Plus besiyeri kuyulara eklendi ve agregatlarin ayrilmasi beklendi. Agregatlar
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5 ml’lik serolojik pipetle bir kez pipetaj yapild1 ve V-XF ile kapli 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina mTeSR Plus besiyeri i¢ginde 10 mM ROCK inhibitorii (Y-27632) varliginda
transfer edildi. Y-27632, Rho-associated coiled-coil containing protein kinase’in
(ROCK) selektif inhibitoriidiir. ROCK inhibisyonunu, katalitik bolge icin ATP’yle
rekabete girerek gerceklestirir (Davies, Reddy et al. 2000). Ozellikle pluripotent kék
hiicrelerin tek hiicre halinde iken disosiasyon ile indiiklenen apoptozdan (anoikis)
korunmasini saglamasi ve dondurulan insan pluripotent kok hiicrelerinin ¢ozdiiriilmesi
sonrast canliliklarint  korumasi nedeniyle pluripotent kok hiicre kiiltiirlerinde

bulundurulur (Watanabe, Ueno et al. 2007, Li, Krawetz et al. 2009).

Kolonilerin transferi sonrasi istenen yogunlukta olup olmadiklarina bakildi. Petri
37°C’deki inkiibatore alindi ve 24 saat hareket ettirmeden beklendi. Kiiltiir her 4-7
giinde bir ayni islemden gecirildi. Pluripotensinin teyidi i¢in Tra-1-60 veya Tra-1-81, ve
alkalin fosfataz gibi pluripotensi belirtegleri ile canli boyamalar gergeklestirildi. Canli
boyamada, kullanilan molekiil floresan 1s1ma sonrasi hiicrelerden difiizyon yoluyla
uzaklastigindan, hiicrelerde toksik etki goriilmez, ve kiiltiiriin ayni hiicrelerle devami

mimkin olur.

A . " Vitronektin iizerinde CoMIP vektérlerinin
MIP 247 CoMIP MIP 339 CoMIP co-transfeksivonuyla uPKH Olusumu

Petri basina (10cmlik petri) 1510 293T

hiicresi olacak sekilde 2 peteiye hilere

ckimi _ ) § . Kolonilerin RelesR
Hiicrelerin pasajlanmas ve Vitronektin - galonilerin alibicak

Transfcksiyon ve hiicrelerin kaph 6 kuyucuklu petrilere SXI0VKUYS — yislenmesi

§2X10%) 10emlik petriye ekimi olacak sekibde ekrar ckimi ,

pasajlanmas

DMEM Besiyeri =g Tesr-Es™ |
L] —— —— ———— >
1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 ! 1 1 ]
R . T W T TR W O R M

1 0 1 3 5 7 9 10 11 12 13 20

+0.2M Sodyum Biitirat | +10mM Rock Inhibitrii

Sekil
3.4 Kullanilan uPKH elde etme protokolii. MIP247 CoMiP: MIP247 CoMiP4inl with shRNAS53 plazmidi,
MIP339 CoMip: MIP339 CoMiP coLin28 Nanog IRES eGFP plazmidi
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3.5 Elde Edilen uPKHlerin Karakterizasyonu

3.5.1 Morfolojik Karakterizasyon

Elde edilen uPKHler, pluripotent kok hiicrelere yonelik morfolojik agisindan
degerlendirildi. V-XF iizerinde kiiltiire edilen iyi bir uPKH kolonisi 6rnegi, yuvarlak
sinirlt kenarlari olan, kompakt, kiiciik yuvarlak hiicreli ve yar1 saydam goriiniimlii olarak

tanimlandi.

3.5.2 Niiklear Pluripotensi Belirteclerine Yonelik Immunositokimya /
Immunofloresan Boyama ile Kalitatif Karakterizasyon
Oct4, Nanog, Sox2, ve c-Myc yiizey pluripotensi belirteglerinin elde edilen uPKHlerdeki

ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Kullanilan Soliisyonlar ve Antikorlar:

e Fiksatif Soliisyonu

%4 Paraformaldehit (PFA) hazirlandi. 2 g PFA, 50 ml PBS iginde ¢ozildi. 200 pl
NaOH eklendi.

e Permabilizasyon Soliisyonu (PBS-T)

20 ml PBS’e 20 pl Tween 20 eklenerek hazirlandi.
e Bloklama Soliisyonu (%1 BSA)

500 mg BSA, 50 ml PBS-T’de ¢ozdiiriilerek hazirlandu.
e Primer Antikorlar:

Oct4: Bioss bs-1111R, 1/300 diliisyon
Kl1f4: Bioss BSM-52850R, 1/300 diliisyon
Nanog: Bioss bs-0829R, 1/300 diliisyon
c-Myec: Bioss bs-4963R, 1/300 diliisyon

e Sekonder Antikor:

Invitrogen A32731, Goat-Anti Rabbit, 1/500 diliisyon

Boyamanin yapilacagi hiicrelerden besiyeri ¢ekildi ve hiicreler PBS ile yikandu.

Kuyucuklara 1 ml fiksatif soliisyonu eklendi ve 20 dk oda sicakliginda bekletildi.
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Fiksatif soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 3 kez PBS ile yikama yapildi ve
permeabilizasyon soliisyonu eklendi. 15 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi
permeabilizasyon soliisyonu uzaklastirildi ve 3 kez PBS ile yikama yapildi. Sonrasinda
bloklama soliisyonu eklendi ve 1 st oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS-T ile yikama
sonras1 primer antikorlar ilgili diliisyonlarda 500’er pL olacak sekilde kuyucuklara
eklendi. Kiiltiir kab1 aliiminyum folyo ile sarildi ve +4 derecede gece boyu inkiibasyon
gerceklestirildi. Ertesi glin primer antikor uzaklastirildi, 3 kez 5’er dk PBS ile yikama
yapildi, ve uygun diliisyonda hazirlanan sekonder antikor damlatildi. 1 st oda
sicakliginda inkiibasyonu takiben 3 kez 10’ar dk PBS ile yikama yapildi. Kuyucuk
basma 2 damla DAPI ile 500 pL PBS iginde 15 dk oda sicakliginda inkiibasyon
gerceklestirildi. 1 ml PBS ile yikama yapildi ve 500 uL PBS eklenerek goriintiilendi.

3.5.3 Yiizey Pluripotensi Belirteclerine Yonelik Canli Boyamalar ile Kalitatif

Karakterizasyon

Alkalin Fosfataz Canli Boyama
e Kullanilan Kit:

Alkalin Phosphatase Live Stain (500X) (Molecular Probes, A14353)

1X APLS calisma soliisyonu hazirlamak i¢in 500X stok soliisyonu DMEM/F-12 iginde
diliie edildi. Kiiltiirden besiyeri ¢ekildi. Hiicreler 6nceden 1sitilmis DMEM/F-12 ile 2-3
dk boyunca yikandi. Aspire edildi ve ayn1 basamak tekrar edildi. Diliie edilen 1X APLS
solusyonu hiicrelere uyguland: ve 25 dk bekletildi. APLS’yi uzaklastirildi ve iki kez
DMEM/F-12 ile 5 dk yikandi. Solusyon/besiyeri uygulama ve uzaklastirma
asamalarinda hiicrelere zarar vermemek icin yavag/yumusak caligildi. Son yikamadan
sonra hiicreler floresan mikroskopta gozlenmeden oOnce taze DMEM/F-12 besiyeri
eklendi, FITC kanalinda 151ma gozlendi. Boyamadan 30-40 dk sonra goriintii alindi1 ve

DMEM/F-12 besiyeri E7 besiyeri ile degistirildi.
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Tra-1-60 Canh Boyama

e Kullanilan Kit:

Anti-Tra-1-60 Alexa Flour 594 Conjugate (Invitrogen, A24882)

Antikor ¢ozeltisi 10.000 g'de 2 dk santrifiij edildi ve silipernatan kullanildi. Besiyerinin
tamam1 aspire edilerek 1:50 dilisyonda hazirlanan antikor soliisyonu ile kaplandi.
Antikor soliisyonunun esit miktarda dagilmas: saglandi. 37°C'de 30 dk inkiibe edildi.
Siire sonunda antikorlu besi yeri ortami, hiicre kiiltiiriinden aspire edildi ve hiicreler 2-3
kez FluoroBrite™ DMEM ile hafifice yikandi. Optimum sonuglar i¢in hiicreler 30 dk
icinde goriintiilendi. Hiicre kiiltliriiniin devamu i¢in besiyeri FluoroBrite™ DMEM taze

hiicre kiiltiirli ortamiyla degistirildi.

Tra-1-81 Canh Boyama
e Kullanilan Kit:

Anti-Tra-1-81-Vio 488 Live Cell Stain (MACS Miltenyl Biotec, 130-106-873)

Anti-TRA-1-81-Vio 488 antikoru, taze besiyerinde 1:100 oraninda seyreltildi.
Hiicrelerden besiyeri aspire edildi ve taze besiyeri ile dikkatlice yikama yapildi. Besiyeri
aspire edilerek hiicreler hazirlanan antikor diliisyonu ile kaplandi. Antikor diliisyonunun
esit miktarda dagilmasi saglandi. 37°C ve %5 CO: sartlarinda etiivde 30 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda antikorlu besi yeri ortami, hiicre kiiltiirlinden aspire edildi ve
hiicreler taze besiyeri ile dikkatlice yikandi. Aymi islem bir kez daha tekrarlandi.

Sonrasinda kiiltiire taze besiyeri eklendi ve floresan mikroskop altinda analiz edildi.

3.5.4 Mikoplazma Analizi

e Kullanilan Kit:
MycoFlour Mycoplasma Detection Kit (Thermo, M-7006)

Kit icinde 20X konsantre MycoFlour reaktifi, mikoplazma MORFS stok siispansiyonu,

lamel yapistiric1 ve referans fotomikrograflar bulunmaktadir. Deneye baslamadan 6nce
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lamel yapistiric1 su banyosunda eritildi, 20X konsantre MycoFlour reaktifi ve MORFS
stok siispansiyonu oda sicakligina getirildi, vortekslendi. Deneysel prosediir i¢in hiicre
kiiltiir kaplarindan 1-2 ml besiyeri 6rnegi alindi, 10 dk 1300 g’de santrifiij edildikten
sonra mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. 15 dk 12,500 g’de santriflij sonrasi, tiipiin
dibinde yaklasik 0.5 ml besiyeri kalacak sekilde dokelti ¢ekilip atildi. Cokelti 0.5 ml
besiyerinde yeniden siispanse edildi. 26 pl 20X konsantre MycoFlour reaktifi eklendi.
Karisimdan 10 pL alinarak temiz bir mikroskop lami iizerine konuldu ve temiz bir lamel
kullanilarak lamel yapistirict yardimiyla kapatildi ve goriintiilendi. Kontrol slaytin
hazirlanmasi igin MORFS stok siisyansiyonu alt iist edilerek karigtirildiktan sonra 5 uLb
alinarak lam {izerine konuldu, lamel yapistirici yardimiyla lamel kapatildi ve

goriintiilendi.

3.6 Embriyoid Cisimcik Olusturulmasi ve Karakterizasyonu
e Kullanilan Antikorlar:

Primer antikorlar:

Pax6: Thermo 42-6600, 1/300 diliisyon

Sox17: R&D Systems AF1924, 1/300 diliisyon

Sekonder antikorlar:

Sox17: Invitrogen A32727 goat-anti mouse IgG alexa flour plus 5551, 1/500 diliisyon
Pax6: Invitrogen A32731 goat anti rabbit IgG alexa flour plus 488, 1/500 diliisyon

Elde edilen uPKHlerin pluripotensi potansiyellerinin Ol¢iilmesinde bir bagka kriter
olarak embriyoid cisimcik (EC) olusturma kabiliyetleri test edildi ve olusan ECler
ektoderm ve endoderm belirtegleri ile karakterize edildi. Bunun igin, elde ettigimiz
uPKH kolonileri kendiliginden EC olusturma yontemi ile V-XF kapli olmayan 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda mTeSR besiyeri varliginda spontan farklilasmaya birakildi.
Besiyeri 3-4 giin arayla yenilendi ve EC olusumlar1 gbzlendi. Ektoderm ve endoderm
belirteclerine  yonelik karakterizasyon boyamalari, 3.5.2’deki protokole gore
gerceklestirildi. Ektoderm ve endoderm belirteglerinin pozitif ekspresyonu yaninda, Tra-
1-81 i¢in beklenen negatif boyama sonuglar1 da EC karakterizasyon yontemlerinden

birisi olarak 3.5.3’teki protokole gore gerceklestirilen boyamalarla kontrol edildi.
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4. BULGULAR

4.1 CoMiP Plazmid Vektorler Cogaltildi ve Dizi Dogrulamalar1 Yapildi.

OSKM (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) faktdrlerini birarada kodlayan MIP 247 CoMiP 4inl
with shRNA p53, Nanog ve Lin28 kodlayan MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES
eGFP ve pLV-RFP kontrol plazmid vektorlerini tagiyan bakteri klonlari, siikroz iceren
agarlara ekildikten 1 giin sonra elde edilen tek koloniler siikroz iceren LB Broth sivi
besiyerinde cogaltildi ve maxi plazmid izolasyon Kkitleriyle izole edildi. izole edilen
plazmidler i¢inde taginan klonun dogru diziyi tasiyip tasimadigi, enzim kesimleri ile
dogruland:1 ve elde edilen enzim kesim iiriinlerinin SnapGene uygulamasinda beklenen

bantlarla uyum gosterdigi goriildii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Cogaltilan plazmidlerin enzim kesimleri ile dogrulanmasi. A. Soldaki jelde SnapGene programi
ile elde edilen, beklenen kesim goriintiileri, sagdaki jelde deneylerimiz sonucu elde ettigimiz kesim
goriinttileri verilmistir. MW/M: (Molecular Weight) Marker (Gene Ruler 1kb DNA ladder); 1: AflIl
enzimi ile lineerize edilmis “MIP 247 CoMIP 4inl with shRNA p53” plazmidi (9414 bg uzunlugunda
fragman); 2: “MIP 247 CoMIP 4inl with shRNA p53” plazmidinin AfI[[+Notl enzimleri ile kesim
goriintiisii (7856 b¢ ve 1558 bg¢ uzunlugunda fragmanlar); 3: AfII] enzimi ile lineerize edilmis “MIP 339
CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP” plazmidi (5060 b¢ uzunlugunda fragman); 4: “MIP 339 CoMiP
coLin28 2A Nanog IRES eGFP” plazmidinin AflI[+EcoRI enzimleri ile kesim goriintiisii (3218 bg ve
1842 b¢ uzunlugunda fragmanlar). B. Soldaki jelde SnapGene programu ile elde edilen, beklenen kesim
goriintiileri, sagdaki jelde deneylerimiz sonucu elde ettigimiz kesim goriintiileri verilmigtir. MW/M:
(Molecular Weight) Marker (Gene Ruler 1kb DNA ladder); 1: LV-RFP plazmidinin (Addgene 26001)
AflII enzimi ile kesim goriintiisii (3883 bg ve 3656 bg uzunlugunda fragmanlar); 2: LV-RFP plazmidinin
Notl enzimi ile kesim goriintiisii (6641 bg¢ ve 898 b¢ uzunlugunda fragmanlar).
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4.2 HEK293T Hiicrelerinin Lipofektamin (LF) Aracili Kimyasal Transfeksiyon
Etkinlikleri pLV-RFP Plazmidleri ile Belirlendi.

HEK293T hiicrelerine plazmid tranfeksiyonu igin farkli transfeksiyon metodlarinin
etkinliginin ve optimum transfeksiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla pLV-RFP
plazmidi araciligiyla Lipofektamin (LF) 2000 ve LF-3000 aracili kimyasal
transfeksiyonlar gergeklestirildi (Tablo 3.1). LF-2000 ve LF-3000 transfeksiyonlar1 i¢in
transfeksiyondan 24 st 6nce 24 kuyucuklu kiiltlir kaplarina ekilen HEK293T hiicreleri
uygun yogunluga geldiginde belirlenen oranlarda plazmid:lipofektamin 2000/3000 ile
muamele edildikten 24 st sonra floresan mikroskobu altinda goriintiilendi (Sekil 4.2,
4.3). Sonuglarin analiziyle, LF-3000 ile transfeksiyonun LF-2000 ile transfeksiyona
oranla daha etkin oldugu gdzlendi. En etkin LF:DNA oraninin LF-2000 i¢in 1:12 pg ve
1:20 pg oldugu, LF-3000 icin ise 1:4, 1:12, 1:16 ve 1:20 oranlarinin tiimiiniin yiiksek
etkinlikte transfeksiyon sagladigi gozlendi.

Lipofektamin-2000

0 4 12 16 20

St VR S e W

Sekil 4.2: Lipofektamin 2000 aracili transfeksiyon deneylerinde elde edilen ¢iktilara yonelik goriintiiler
DNA:LF orani 1:0,75 sabit tutularak verilen oranlar, artan DNA miktarlarini temsil etmektedir. RFP: Red
Floresan Protein

Bright Field

RFP
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Lipofektamin-3000
0 4 12 16 20

Bright Field

RFP

Sekil 4.3: Lipofektamin 3000 aracili transfeksiyon deneylerinde elde ettigimiz g¢iktilara yonelik goriintiiler
DNA:LF orami 1:0,75 sabit tutularak verilen oranlar, artan DNA miktarlarini temsil etmektedir. RFP: Red
Floresan Protein

4.3 HEK293T Hiicrelerinin Polietilenimin (PEI) Aracih Kimyasal Transfeksiyon
Etkinlikleri pLV-RFP Plazmidleri ile Belirlendi.

Farkli kimyasal transfeksiyon metodlarinin HEK293T hiicrelerine plazmid
tranfeksiyonundaki etkinliginin ve optimum transfeksiyon kosullarinin belirlenmesi
amaciyla Polietilenimin (PEI) aracili kimyasal transfeksiyonlar gerceklestirildi. PEI
aracili transfeksiyonun, test edilen sartlarda istenen etkinlikte transfeksiyon

gerceklestiremedigi gozlendi.

PEI

Bright Field
e 3

AR
(Gt

. o ¥

Sekil 4.4: Polietilenimin (PEI) aracili transfeksiyon deneylerinde elde ettigimiz c¢iktilara yonelik
goriintiiler. DNA:PEI orani 1:3, sabit tutularak verilen oranlar, artan DNA miktarlarini temsil etmektedir;
RFP: Red Floresan Proteini

RFP
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4.4 HEK293T Hiicrelerine Elektroporasyon Aracii Transfeksiyonun Etkinligi
pLV-RFP Plazmidleri ile Belirlendi.

HEK293T hiicrelerine plazmid tranfeksiyonu igin farkli transfeksiyon metodlarinin
etkinliginin  belirlenmesi icin denedigimiz bir diger transfeksiyon metodu
elektroporasyondu. Elektroporasyonun basarisi hiicre tipine, plazmid oranlarina ve
safligima ve kullanilan cihaza gore farklilik gosterebilmektedir. Laboratuvarimizdaki
elektroporasyon cihazinda (BioRad Gene-Pulser XCell) HEK293T hiicreleri igin
uygulanan etkin standart sartlar olan 110 Volt (V)’ta ve 25 milisaniye (ms) atis
uzunlugunda tek atis uygulamasi kullanilarak 2 mm’lik kiivetlerde gerceklestirilen
elektroporasyon sonucu, 20 pg, 30 pg, 40 pg ve 50 pg plazmid miktarlarinda etkin
sonug alind1 (Sekil 4.5).

Elektroporasyon
BF 0 10pg 20pg
30pg 40ug 50ug

Sekil 4.5: Elektroporasyon aracili transfeksiyon deneylerinde elde ettigimiz ¢iktilara yonelik goriintiiler.
Verilen miktarlar, artan plazmid miktarlarini temsil etmektedir; BF: Bright Field

Test edilen transfeksiyon metodlar1 arasinda LF-3000 aracili ve elektroporasyon aracili
yontemlerin en etkin metodlar oldugu belirlendiginden, CoMiP plazmidlerinin uPKH

eldesi amactyla HEK293T hiicrelerine transfeksiyonu i¢in bu iki yontem kullanildi.
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4.5 HEK293T Hiicrelerine LF-3000 ve Elektroporasyon Aracili CoMiP Plazmid
Transfeksiyonlar1 Gerg¢eklestirilerek Etkinlikleri Takip Edildi.

MIP 247 CoMIP 4inl with shRNA p53 plazmidleri ve MIP 339 CoMiP coLin28 2A
Nanog IRES eGFP plazmidlerinin HEK293T hiicrelerine LF-3000 aracili
transfeksiyonundan 24 st sonra floresan mikroskop altinda 1gimalar gézlendi. pLV-RFP
plazmidlerinin LF-3000 aracili transfeksiyonu sonrasi diisiik plazmid miktarlarinda dahi
giicli 1s51ma gozlendiginden (Sekil 4.3), 0,2 pg, 2 pg ve 4 pg vektér miktarlar
kullanilarak yeni (diisiik) doz denemeleri gerceklestirildi (Sekil 4.6).

MIP 247 CoMIP MIP 339 CoMiP

0,2pg/0,2pg

2ng/2 ng

4pg/dng

Sekil 4.6: MIP 247, ve MIP 339 plazmidlerinin Lipofektamin 3000 yontemi kullanilarak transfeksiyon
etkinlikleri. Verilen oranlar, kullanilan plazmid miktarlarini ifade etmektedir. BF: Bright Field
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Etkin transfeksiyon sonrasi kirmizi is1ma veren MIP 247 CoMiP 4inl with shRNA p53
plazmidleri ve yesil 1s51ma veren MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP
plazmidleri, her bir plazmid vektdrden 20 pg kullanilacak sekilde HEK293T hiicrelerine

elektroporasyon yontemiyle transfekte edildi ve 24 saat sonra transfeksiyon etkinlikleri

belirlendi (Sekil 4.7).

BF NEGATIF

MIP 247 CoMIP, 20pg, 10X  MIP 247 CoMIP, 20ug, 20X

Sekil 4.7: MIP 247 ve MIP 339 plazmidlerinin HEK293T hiicrelerine elektroporasyon aracili
transfeksiyon sonuglar1. Kullanilan plazmid miktarlar: belirtilmistir. BF: Bright Field

4.6 CoMiP Mini iIntronik Plazmidler Aracih@iyla Uyarilmis Pluripotent Kok
Hiicreler (uPKHler) Elde Edildi.

Yeniden programlama faktorlerini ve verimi arttirict Nanog ve Lin 28 molekiillerini
kodlayan CoMiP mini plazmidler araciliiyla HEK293T hiicrelerinden uPKH eldesi

amaciyla, transfeksiyon etkinligi yiiksek oldugu gozlenen LF-3000 ve elektroporasyon
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yontemleri kullanildi. LF-3000 aracili transfeksiyon icin, etkin oldugunu gozledigimiz
plazmid miktarlar ile (0,2-0,2 ug / 2-2 pg / 4-4 pg) kotransfeksiyonlar gerceklestirildi.
Elektroporasyon aracili deneysel siirecte ise, her iki vektdr 20’°ser ug konsantrasyonda
HEK293T hiicrelerine kotransfekte edildi ve uPKH olusumu i¢in hazirlanan protokol
takip edildi (Sekil 4.8).

Lipofektamin
0,2pg/0,2pg

Lipofektamin
2pg/2ug

Lipofektamin
4ug/dug

Elektroporasyon
20pg/20ug

Sekil 4.8: LF-3000 ve elektroporasyon aracili transfeksiyon sonrasi elde edilen uPKH kolonilerinin 6rnek
goriinttileri. Verilen oranlar, kullanilan MIP 247 CoMiP 4inl with shRNA p53 ve MIP 339 CoMiP
coLin28 2A Nanog IRES eGFP plazmidlerinin miktarlarimi ifade etmektedir.

Entegre olmayan CoMiP vektorleri araciligiyla, besleyici hiicre kullanilmadan
Vitronektin (V-XF) kapli ortamda gergeklestirilen, uPKH kolonilerinin olusumunu
destekleyen E7, uPKH kolonilerinin 6zelliklerinin korunmasini saglayan E8 ve yine
kolonilerin devamini saglayan mTeSR™Plus besiyerleri kullanilarak gergeklestirilen
stirecte, ortalama 6. gilinde Kkiiltirde farkliliklar gozlendi; 7. giinde hiicrelerin

vitronektinle kapl kiiltiir kaplarina alinmasi sonrasinda uPKH kolonilerinin geligmeye
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basladig1 goriildii; 8. giinden baslayarak uPKH kolonilerinin ¢aplarinda artig gozlendi
(Sekil 4.9).

47 CoMiP Mini Intronik Plazmidler aracihgiyla Elde Edilen uPKHlerin
Karakterizasyonlar1 Yapildi.

Elde edilen uPKH kolonilerinin karakterizasyonlari, morfolojik ve pluripotensi
belirteglerine yonelik immunositokimyasal/immunofloresan yoOntemlerin  yanisira
embryoid cisimcik olusturma potansiyeline yonelik olarak ve olast mikoplazma
kontaminasyonunu test eden metodolojilerle gergeklestirildi (Sekil 4.10, 4.11, 4.12,
4.13,4.14,4.15, 4.16).

4.7.1 uPKH Kolonileri Morfolojik Olarak Karakterize Edildi.

HEK293T hiicrelerinden CoMiP mini plazmid aracili olarak elde edilen uPKHler, kiigiik
hiicreli, kompakt koloniler halinde biiyiime paternleri ile EKH benzeri morfoloji
gosterdi (Sekil 4.9).

0.giin 3.glin 6.giin 7.glin pasaji

. @

Sekil 4.9: wPKH Kkiiltiir siirecinde farkl evrelerde gozlenen degisimler. uPKH kiiltiirlerinde belirgin
degisimler gozlenen evrelerde alinan goriintiiler goriilmektedir. 7. glinden sonra V-XF kapl kiiltiir
kaplarinda devam edilen kiiltirde uPKH koloni olusumlarina ve koloni genislemelerine yonelik
morfolojik degisimler gozlendi. uPKH+matrijel goriintiisiinde, V-XF yerine matrijel kapli kiiltiir
kaplarinda {iretilmis olan 6rnek uPKH kolonisi goriilmektedir (uPKH+matrijel goriintiisii, Creative
Biolabs web sayfasindan alinmustir).

472 uPKH Kolonilerinde Pluripotensi Belirteclerinin Ekspresyonlar:
Immunositokimyasal/immunofloresan Analizlerle Gosterildi.
Morfolojik karakterizasyon yaninda, uPKH kolonilerinin pluripotensi 6zelliklerinin

tanimlanmasi1 da karakterizasyonda onemli bir basamaktir. Caligmamizda elde edilen
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uPKH kolonilerinde TRA-1-60 ve TRA-1-81 pluripotensi yiizey belirteclerinin
ekspresyonlar1 ve erken donem pluripotensi belirteci olan Alkalin Fosfataz ekspresyonu,
bunun yaninda Oct4, Klf4, c-Myc ve Nanog niiklear pluripotensi belirteclerinin
ekspresyonlar1 immunositokimyasal/immunofloresan boyama ydntemleriyle gosterildi.

(Sekil 4.10, 4.11, 4.12).

4.7.3 uPKH Kolonilerinin Alkalin fosfataz (AF), Tra-1-60 ve Tra-1-81 Pluripotensi
Belirteclerini ifade Ettikleri Gosterildi.

V-XF+TeSR-E8 ortaminda HEK293T hiicrelerinden yeniden programlanmis uPKH
kolonilerinin, erken donem pluripotensi belirteci olan Alkalin fosfataz (AF) ve insan
uPKHlerinde ylizey pluripotensi belirtegleri olan Tra-1-60 ve Tra-1-81 ig¢in
immunositokimyasal/immunofloresan canli boyamalar ger¢eklestirildi ve uPKHIlerin her

ti¢ belirteci de ifade ettigi gosterildi.

AF AF

Sekil 4.10: Lipofektamin 3000 ve elektroporasyon yontemleri ile yeniden programlama sonucu olusan
kolonilerin goriintiileri ve AF boyamalari. Verilen oranlar, kullanilan MIP 247 CoMiP 4inl with shRNA
p53 ve MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP plazmidlerinin miktarlarimi temsil etmektedir.
BF: Bright Field, AF: Alkalin Fosfataz

BF

Lipofektamin
0,21g/0,2ng

Elektroporasyon
20ug/20png

43



Tra-1-60

-

Sekil 4.11: HEK293T hiicrelerinden yeniden programlama ile olusturulan uPKHlerin, yiizey (TRA-1-60,
TRAI-1-81) belirtegleri agisindan immunofloresan goriintiileri.

Bright Field

Tra-1-81

4.7.4 uPKH Kolonilerinin Niiklear Pluripotensi Belirteclerini ifade Ettikleri
Gosterildi.

Calismamizda elde edilen uPKHlerin pluripotensi 6zelliklerinin karakterizasyonu i¢in,
genel  pluripotensi  belirtegleri  olan  Oct4, Klf4, c¢c-Myc ve Nanog
immunositokimyasal/immunofloresan boyamalar gerceklestirildi. uPKH kolonilerinin

her 4 belirteci de ifade ettigi gozlendi (Sekil 4.12).

Oct 4 Negatif

DAPI

Sekil 4.12: uPKHlerin, niiklear pluripotensi belirtegleri ile karakterizasyon gorintiileri. uPKH
kolonilerinin genel pluripotensi belirtecleri olan Oct4, Klf4, c-Myc ve Nanog boyama goriintiileri. DAPI:
4’ 6-diamidino-2-fenilindol, ¢ekirdek boyama i¢in kullanilan belirteg.

4.7.5 uPKHlerde Mikoplazma Kontaminasyonu Olmadig1 Belirlendi.
uPKH eldesinde onemli faktorlerden biri, kiiltiir ortammin kontaminasyona acgik

olmasindan dolay1, elde edilen kolonilerin genel kontaminasyon agisindan negatif olmasi
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yaninda, erken donemde morfolojik olarak belirti vermeyen mikoplazma
kontaminasyonu agisindan da negatif oldugunun gosterilmesidir ve uPKH
karakterizasyonlarinda  siklikla uygulanir. Calismamizda iiretilen uPKHlerin
mikoplazma analizleri gerceklestirildi ve kiiltiire edilen uPKH kolonilerinde

mikoplazma kontaminasyonu olmadig1 gosterildi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13: Elde edilen uPKHlerde gerceklestirilen mikoplazma test sonuglart 1) Pozitif mikoplazma
kontaminasyonu gosteren 6rnek fotomikrograf. 2) Negatif mikoplazma kontaminasyonu gosteren 6rnek
mikrograf. 3) MORFS stok soliisyonu ile gergeklestirilen pozitif kontrol deneyi. 4-5-6) Calistigimiz
orneklere iligkin, negatif kontaminasyona isaret eden goriintiiler.

4.7.6 uPKH Kolonilerinin Embriyoid Cisimcik (EC) Olusturduklar1 Go6zlendi.

uPKH olusturulmasinda, elde edilen kolonilerde pluripotensi belirteglerinin ifadesinin
gosterilmesi en Onemli pluripotensi dogrulama kriterlerindendir, ancak olusturulan
kolonilerin farkli germ tabakalarina farklilasma potansiyeli de dnemli bir belirtectir. Bu
kriter, siklikla immun yetmezIligi olan hayvan modellerinde teratoma olusturma ya da in
vitro EC olusturma c¢alismalar1 ile test edilir. Calismamizda, elde ettigimiz uPKH
kolonileri V-XF’le kapli olmayan 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda EC olusumu amaciyla
farklilagsmaya birakildi (Sekil 4.14). Bu yontem, kendiliginden EC olusturma ydntemi
olarak kullanilmaktadir. Siire¢ sonunda olusan, genel olarak heterojen boyutta ve

diizensiz oldugu gozlenen ECler, immunositokimyasal yontemlerle karakterize edildi.

EClerin karakterizasyonu, bu yapilarin farkli germ tabakalarma farklilasma

potansiyelinin test edilmesi ile gergeklestirilmektedir. Bunun i¢in, ektoderm belirteci
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olan Pax6 ve endoderm belirteci olan Sox17 antikorlar ile karakterizasyon boyamalari
gerceklestirildi (Sekil 4.15). EC’lerin, beklendigi ilizere Tra-1-81 agisindan negatif

oldugu gozlenirken, endoderm ve ektoderm belirtecleri agisindan pozitif olduklari

. 'm
.“ - ®

goriildii.

Sekil 4.14: uPKHlerden farklilasan embriyoid cisimcikler (ECler). Elde edilen uPKHlerin vitronektin

icermeyen ortamda kendiliginden farklilagmaya birakilmasi ile EClerin olustugu gozlendi.

Sekil 4.15: Elde edilen EClerin karakterizasyon sonuglari. Ust sira, sirastyla: Negatif kontrol, boyama
oncesi kiiltirde EC goriintiileri, DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) ¢ekirdek boyama goriintiileri,
ektoderm belirteci olan Pax6 boyama goriintiileri. Orta sira, sirasiyla: Negatif kontrol, boyama oncesi
kiiltirde EC gorintiileri, DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) ¢ekirdek boyama goriintiileri, endoderm
belirteci olan Sox17 boyama goriintiileri. Alt Sira, sirasiyla: Tra-1-81 boyama oOncesi kiiltiirde EC
goriintiileri, Tra-1-81 boyama sonucu.
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5. TARTISMA

Kok hiicre temelli ¢aligmalar, insan hastaliklarinin modellenmesi ve terapotik
yaklagimlar basta olmak iizere rejeneratif tip i¢in biiyilk umut vaat etmektedir, ve
ozellikle pluripotent kok hiicrelerin bu alandaki yiiksek potansiyeli heyecan verici olarak
tanimlanir. 1998'de James Thomson’in, ilk insan embriyonik kok hiicrelerini (EKHIler)
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde etmesinden bu yana, EKH'lerin ndronlar,
kardiyomiyositler, kan progenitorleri, hepatositler ve retina onciilleri de dahil olmak
lizere ¢esitli soylardan hiicrelere farklilagtirilabilecegini gosteren birgok protokol
gelistirildi (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998, Lerou and Daley 2005). Bununla
birlikte, insan EKH'lerinin kullanildig1 ¢alismalar, baslangi¢c materyalinin eldesindeki
zorluklar1 ve ozellikle etik sorunlart beraberinde getirmesi nedeniyle gesitli engellerle

karsilasti.

2006 yilinda Yamanaka ve ark.’nin ¢alismalartyla tanimlanan uyarilmis pluripotent kok
hiicreler (uPKHler), insan EKHlerine gore ¢esitli avantajlar sunar. uPKHler, erigkin kok
hiicrelerin avantajlarint EKHlerin benzersiz 6zellikleri ile birlestirir (Martin 2017). Bu
hiicrelerin elde edilmeleri i¢in insan embriyosunun kullaniminin gerekmemesi, kisilerin
kendi hiicrelerinden elde edilebilmeleri, ve farkli insan hastaliklari/komplikasyonlari i¢in
gerekli hiicre kaynaklarinin replasmanina imkan tanima potansiyelleri heyecan vericidir.
uPKH’ler, toksikoloji taramalarinin ve in vitro ila¢ metabolizma c¢alismalarinin da

kapisini agar; biiyiik bir genetik havuzun kullanilmasina olanak tanir.

uPKHlerden elde edilen cesitli hiicre tipleri, Parkinson hastaligi, makiiler dejenerasyon,
retinitis pigmentosa, korneal hastalik, kalp yetmezligi, omurilik yaralanmalari,
trombositopeni, graft vs. host hastaligi, kartilaj defekti ve kanser ile iligkili klinik
denemelerde kullanilmaya baglanmistir (Yamanaka, Cell Stem Cell, 2020). Ancak bu
teknoloji ile iligkili mevcut in vitro ve in vivo stratejilerde gelistirilmesi gereken birgok
yon oldugu ifade edilmektedir ve Ozellikle terapotik uygulamalarda g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken tiimorijenite, immunojenite ve heterojenite ile iliskili dnemli

riskler tamimlanmaktadir.
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Calismamizda, konak¢1 genomuna entegre olmayan, etkin ve diisiikk maliyetli vektorler
olarak kisa siire 6nce Diecke ve ark. tarafindan tanimlanmis olan yeniden programlama
faktorlerini, pS3 kisa hairpin RNA, ve Lin28 ve Nanog kodlayan kodon-optimize CoMiP
mini-intronik plazmidleri ve destekleyici kii¢lik molekiil olarak sodyum butirat1 (NaB)
kullanarak HEK293T insan embriyonik bdbrek hiicrelerinden uPKH olusturulmasini
hedefledik. Bu vektorlerde, MIP vektorlerinin omurgasi ve kodon optimizasyonu
gergeklestirilmis yeniden programlama faktorleri birarada kullanilmistir (Diecke, Lu et
al. 2015). Bunun yaninda, transgen susturulmasina yonelik olarak plazmid replikasyonu
ve seleksiyonu icin gerekli elementler dkaryotik ekspresyon kasetinde 5’ kodlamayan
dizide bir intronun icine yerlestirilmistir (Lu, Zhang et al. 2013). Bu vektorleri, ilgili
ozelliklerinden dolay1 etkin vektorler olarak, ve tasidiklar: 6zellikle c-Myc ve Klf4 gibi
onkojenik 0zellikli genlerin entegrasyonundan bagimsiz fonksiyon gorebildigi i¢in tercih
ettik. Calisgmamizda bu vektorleri kullanmamizin bir diger nedeni, 4 yeniden
programlama faktorlinlin tek bir plazmidle hedef hiicreye transferinin miimkiin
olmasiydi. Genel olarak, uPKH elde etme yontemlerinin, diisiiniildiigiinden de 6nemli
oldugu ongoriilmektedir; uPKHIer ve bunlardan farklilastirilan hiicrelerle iligkili immun
toleransin veya immun rejeksiyonun, uPKH olusumunda kullanilan gen aktarim metodu
ile yakin iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, farkli gen aktarim metodlarinin
farkli hiicrelerdeki etkisinin detayli olarak incelenmesi, gergeklestirilmesi gereken

calismalardandir (Kaneko and Yamanaka 2013).

c-Myc ve Klf4 gibi onkojenik genlerin yeniden programlama faktorleri arasinda
kullanilmasmin, uPKH olusturma etkinligini olduk¢a arttirdigi bilinmektedir.
Kullandigimiz vektorler hedef hiicre genomuna entegre olmayan vektdrler olmasina
ragmen, genel olarak bakildiginda uPKH eldesi ¢alismalarinda onkojenik 6zellikteki
genlerin kullanimmin 6nemli sorun teskil edebilecegi bilinmektedir. Bu yo6ndeki
caligmalar onemli bir arastirma alani olusturmaktadir. Nakagawa ve ark., c-Myc dahil
edilmeden iiretilen uPKHIler kullanarak 100 giin hayatta kalan kimerik fareler tiretmistir
ancak uPKH {iretim etkinliginin diigiik oldugu bildirilmistir (Nakagawa, Koyanagi et al.
2008). uPKH eldesi i¢in farkli bir Myc ailesi iiyesi olan L-Myc kullandiginda kimerik
farelerde tiimorijenik etki gozlenmemistir. Bu kapsamdaki nihai hedef, onkojenik

genlerin kullanilmasi yerine, hiicre i¢i geriye programlama faktdrlerinin farkli kosullarla
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aktivasyonudur. Diecke ve ark.’nin gelistirdigi ve Oct4, Sox2, KIf4 ve c-Myc kodlayan
mini plazmid vektorlerin, farkli geriye programlama faktorleri kodlayacak sekilde

gelistirilmesi, bu alanda kullanim1 ¢ok uygun vektorler olusturabilir.

Pluripotensi indiiksiyonunda kullanilan vektorlerin etkileri, hedef hiicreye gore farklilik
gosterebilmektedir ve ilgili vektorlerin ve kullanilan modulatér molekiillerin farkl
hiicrelerdeki etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi, bu alandaki bilgilere ©6nemli katk:
saglayabilmektedir. Kullandigimiz HEK293T hiicre hatlari, SV40T antijeni eksprese
eden, kolay transfekte olabilen hiicrelerdir. Genomlar1 iyi karakterize edilmistir (Lin,
Boone et al. 2014). Bu hiicrelerin SV40T antijeni ile transdiiksiyona ugratilmis
olmasinin, uPKH olusum etkinligini 6nemli oranda artirdig1 bildirilmistir (Mali, Ye et al.
2008). Bu kapsamdaki bir hedefimiz, yeniden programlanmasi nispeten zor olan farkl
hiicrelerde geriye programlanmanin ayni strateji ile denenmesi ve sonuglarin
karsilastirilmasidir. Bu stratejiyi olustururken, kiiltiiriin en bagindan vitronektin (V-XF)
tizerinde ilerletilmesi yerine, 6n c¢alismalarimizda etkinliginin yiiksek oldugunu
gozledigimiz farkli bir yolu tercih ettik ve hiicreleri protokoliin 7. giiniinde V-XF
iizerine aktardik (Goh, Caxaria et al. 2013). Ilgili protokoliin, farkls hiicreler {izerinde de

denenmesini hedefliyoruz.

uPKHIlerin olusturulmasinda, yeniden programlama faktorlerine ek olarak farkli
mekanizmalarla siirecin etkinligini arttiran kii¢iik modiilatdr molekdillerin de kullanildig1
ve uPKH eldesinde etkinligi arttirdigi bilinmektedir (Malik and Rao 2013). Bu
molekiillerden NaB, miR302/377 indiiksiyonunu saglayan bir histon deasetilaz
inhibitoriidiir. NaB’in uPKH siirecinin verimini arttirma 6zelliginin, siklikla kullanilan
diger iki histon deasetilaz inhibitorii olan Valproik asit ve Trikostatin’e oranla daha fazla
oldugu bildirilmistir (Zhang and Wu 2013). Yeniden programlama faktorlerini kodlayan
CoMiP mini plazmid vektorleri gelistiren Diecke ve ark., caligsmalarinda kii¢lik molekiil
olarak Askorbik asit ve NaB’1 birlikte kullanmislardir (Diecke, Lu et al. 2015). Biz de
bir diger ¢alismamizda, uPKH eldesinde destek molekiil olarak Valproik asit + Askorbik
asit karigimini kullandik (yaymlanmamis veriler), ancak Askorbik asit’in 6zellikle
kiiltiirde uzun stireli kullanildiginda hiicreler tarafindan metabolizasyon iiriinii olarak

okzaloasetat kristallerinin olusumuna neden oldugunu goézledik (Sekil 5.1). Bu kristaller,
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ortamin pH’sin1 degistirdiginden, kiiltiirdeki hiicrelerin kisa siirede o6liimiine yol
acmaktadir. Bu etkinin Askorbik asitin kiiltiirde daha kisa siire tutulmastyla azalmasini
sagladik ancak yine de kiiltiirlerde yer yer okzaloasetat kristalleri ile karsilastik. Bu
nedenle, mevcut calismamizda tek bagina NaB molekiiliinii kullanmay1 tercih ettik.
Diecke ve ark.’nin ¢aligmasinda Askorbik asit kullanimina iliskin benzer bir etkinin

bildirilmemesi, kullanilan hiicre farkliligindan kaynaklanabilir.

Sekil 5.1 Kiiglik modiilatér molekiil olarak Askorbik asit’in kullanildigi bir ¢alismamizda gozledigimiz

okzaloasetat kristalleri.

uPKH iiretiminde bir bagka 6nemli nokta, in vitro ¢alismalarda dahi kseno igermeyen,
hayvansal iiriinlerden kaynaklanabilecek kontaminasyon riskinin en aza indirgenecegi
kiiltirasyon  siireclerinin  gelistirilmesidir. Ksenojenik faktorlerin, mikoplazma
kontaminasyonunun da bir kaynagi olarak insan fizyolojisini bir¢ok yonden olumsuz
etkiledigi bilinmektedir. Protokoliimiizde miimkiin oldugunca kseno i¢ermeyen iiriin
kullandik. Gergeklestirdigimiz mikoplazma testi ile de Kkiiltlirlerimizde mikoplazma
bulunmadigini teyit ettik. Bu tip protokollerin olusturulmasindaki 6nemli bir sorun,
yliksek maliyetli olabilmeleridir. uPKH kiiltiirasyonlar1 ve teknolojisi gelistik¢e kseno
icermeyen in vitro protokollerin daha uygun maliyetli olarak olusturulmasinin

kolaylastirilmas1 gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPKHler) ve bunlara iligkili ¢aligmalar giiniimiizde
toksisite tayininde, kanser asisi caligmalarinda, ila¢g taramalarinda ve yeni hiicre
kaynaklar1 olusturmada kullanim potansiyelleri ile giindemdedir. Morfolojik olarak
embriyonik kok hiicrelere (EKH) yiiksek benzerlik gosteren uPKHler, temel kok hiicre
ozelliklerinin yaninda tim embriyonik tabakalara farklilasabilme yetenekleri agisindan
da EKHlere benzerdir. Bu hiicreler, yetiskin somatik hiicrelerden direkt yeniden
programlama yoluyla elde edilebilmeleri ve farkli hiicrelere doniisebilme potansiyelleri
dolayisiyla, bircok farkli hastalikla iligkili olarak yeni gen ve hiicre tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi c¢aligmalarinin da odagindadir. Bu alandaki calismalar,
farkli transkripsiyonel regiilatér gruplarinin kullanilmasi yoluyla veya daha az sayida
kritik  transkripsiyonel  regiilator  kullanilarak ~ uPKHlerin  olusturulmasini

desteklemektedir.

uPKH eldesinde, insersiyonel mutagenez riski tasiyan entegre yaklasimlara oranla,
entegrasyon igcermeyen ancak yiliksek etkinligi olan yaklagimlarin kullanilmasi
hedeflenmektedir. Kodon-optimize, mini-intronik CoMiP mini plazmidler, etkinligi
yliksek ve giivenli vektorler olarak tanimlanmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada, CoMiP
vektorlerin ilgili 6zelliklerinden dolayr “MIP 247 CoMIP 4inl with shRNA p53”
plazmidiyle birlikte “MIP 339 CoMiP coLin28 2A Nanog IRES eGFP” plazmidlerinden
yararlanildi. Her iki plazmidin birlikte uygulanmasinin uPKH olusturulmasinda etkin

oldugu gozlendi.

Calismamizda, yeniden programlama faktorlerini ve destek Lin28 ve Nanog
molekiillerini kodlayan CoMiP vektorlerle ve sodyum butirat molekiili ile, hayvan
kaynakli iirlinlerin minimize edildigi, kimyasal olarak tanimlanmis kosullar altinda,
stirecin tiimiiyle V-XF iizerinde yiiriitiilmesi yerine kiiltiiriin 7. giiniinden baslayarak V-
XF’1i ortamin kullanildig1 bir protokolle HEK293T hiicrelerinden uPKHler olusturduk.
Protokoliimiiziin farkli hiicre tiplerinde de denenmesini hedefliyoruz ve ¢alismamizin

uPKH olusturma ¢aligmalarina katkida bulunacagina inantyoruz.
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