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OZET

Kanser kok hiicreleri (KKH), tiimoriin baslangicindan sorumlu ve tiimdr dokusundaki ¢ok
sayida farklilasmis hiicre toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Son yillarda KKH’lerinin ilag ve
radyasyon tedavisine direngli olduklar1 da belirlenmistir. KKH’lerin ve normal kok hiicrelerin
kendi kendini yenileme ve/veya farklilasmasinda fonksiyonel rol oynayan biyokimyasal
yolaklar ¢ogunlukla ortaktir. KKH arastirmalarinin, tiimor hiicre biyolojisinin daha iyi
anlasilmasi icin yeni yaklasimlarin gelistirilmesi ve kanser tedavisi i¢in yeni ufuklar acacagi
ongoriilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) tiimorlere destek sagladigt ve kati ve hematolojik
malignantlarin  her ikisinin regililasyonunda Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu
ozelliklerinden dolayt MKH’lerin tedavi edici olarak kullanilmalar: giindeme gelmistir.

Piwil2 geni (faredeki mili ve insandaki hili genleri) PIWI/AGO gen ailesinin bir tiyesi olup bu
geni ifade eden hiicrelerin, pluripotent kok hiicrelere 6zgii Oct4 ve Nanog gibi belirtecleri de
yiiksek seviyede ifade ettigi bilinmektedir. Ayrica piwil2’nin tiimér hiicre hatlarinda ve
insanlarda gozlenen ¢esitli kanser tiplerinde ifade edildigi belirtilmistir.

Bu ¢aligmada, insan mezenkimal kok hiicreleri (MKH) kullanilarak piwil2 transformasyonu,
stabil hiicre hatlarinin olusturulmasi ve kok hiicre ile kanserlesen hiicre Ozelliklerinin
tanimlanmast da dahil olmak iizere, c¢esitli kok hiicre teknolojileri ve molekiiler teknikler
yardimiyla incelenmistir. Insan kemik iligi, gébek kordonu ve adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal kok hiicreler ile fare kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreler
kiiltiire edilmis ve piwil2 tasiyan bir plazmitle transfekte edilmistir. Transfekte edilen piwil2
geninin hiicreye entegrasyonu saglandiktan sonra mezenkimal kok hiicrelerdeki degisimler
RT-PCR, immiinosiyokimya ve flow sitometri yontemleriyle incelenmistir. Caligma sonunda
elde edilen verilere gore, piwil2 geninin transfeksiyonu sonrasi insan mezenkimal kok

hiicrelerindeki piwil2 geninin ekspresyonundaki yiiksek artis gosterdigi ve bu artigin hiicreleri
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apoptoza siiriikledigi, fare mezenkimal kok hiicrelerindeki ekspresyon diizeyinin ise daha

diistik oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: MKH, KKH, Piwil2.
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The Role of Piwil2 in Reprogramming of

Human Mesenchymal Stem Cells
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ABSTRACT

Cancer stem cells (CSC) initiate the tumor development and consist of different cell
populations types in tumor tissue. Recently, Drug and radiation resistance of CSC has been
reported. Normal stem cells and CSC use the same biochemical pathways that reguire for
self-renewal and differentiation. CSC researches provide new aspects for understanding of
tumor biology and developing new cancer therapies.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are recruited to tumors and play a particularly important role
in the regulation of both solid and haematological malignancies. The tumor-homing properties
of MSCs have further led to studies investigating their therapeutic use as targeted delivery
vehicles of gene products.

Piwil2 gene are a member of PIWI/AGO gene family and the piwil2 expressing cells are able
to express spesific genes to pluripotent stem cells such Oct4 ve Nanog at high level. Also, this
gene was determined in some tumor cell lines and human cancer types.

In this present study we aimed that elucidation of molecular and cellular pathways for
reprogramming of human MSC and transition of MSCs to cancer stem cells (mesenchymal
cancer stem cells-MCSCs) or for apoptosis by a stem cell protein Piwil2.

MSCs derived human umblical cord, human and mouse bone marrow and adipose tissue were
transfected with plasmid carring piwil2 gene and RT-PCR, immuncytochemistry and flow
cytometry methods were used for determination of changes at cellular level. According to the
results human MSCs driven to apoptosis by piwil2 gene expression drive whereas mouse

MSC have been observed to be lower.

Key Words: MSC, CSC, Piwil2.
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GIRIS

Stroma hiicreleri ve fibroblastlarin onciil hiicreleri olan mezenkimal kok hiicreler (MKH) ile
kanser hiicreleri etkilesim halindedir. Kemik iligi kaynakli MKH’ler multipotent olup
immunmodulasyon ve zedelenme yerine yonelme 6zelliklerine sahiptir. Solit timorler endotel
hiicreler, immiinolojik hiicreler, stromal hiicreler ve ekstraselliiler matriksi igeren karisik
hiicre ve doku tiplerinden olusur. Bu hiicrelerden endotel hiicreleri timor biiylimesi ve
metastazda rol oynamaktadir. Cevredeki stromal ve inflamatuvar hiicreler ise anjiogenezis de
kritik rol oynarlar ve tiimoriin eradike olmasina engel olurlar. Dolayisiyla stromal hiicreler,
matriks ve immiin sistem karsinogenezis ve metastazda rol oynar. MKH kanser iligkisi aslinda

karmagiktir. MKH homing 6zelligi ile timor alan1 ve metastaz bolgelerine yerlesebilmektedir.

Kanser kok hiicreleri (KKH), tlimoriin baslangicindan sorumlu olan ve tiimor dokusundaki
cok sayida farklilasmig hiicre toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Ayn1 6zgii sinyal ileti
sistemleri, KKH’lerin ve normal kok hiicrelerin kendi kendini yenileme ve/veya
farklilasmasinda fonksiyonel rol oynar. Son yillarda yapilan ¢alismalarda KKH’lerinin ilag ve
radyasyon tedavisine direngli olduklar1 da belirlenmistir. KKH arastirmalarinin, timor hiicre
biyolojisinin daha iyi anlagilmasi igin yeni yaklasimlarin gelistirilmesi ve kanser tedavisi igin

yeni ufuklar acacagi diistiniilmektedir.

Bu projede Insan MKH’leri kullanilarak Piwil2 ekspresyonunun etkisi, stabil hiicre hatlarmin
olusturulmasi ve kok hiicre ile kanser hiicre 6zelliklerinin tanimlanmasi da dahil olmak iizere,
cesitli kok hiicre teknolojileri ve molekiiler teknikler kullanilarak incelenmis ve MKH’leri bir
kok hiicre proteini olan Piwil2 vasitasiyla yeniden programlanmis mezenkimal kanser kok
hiicrelerine doniismesinde rol oynayan molekiiler ve hiicresel yollarin aydinlatilmasi
amaclanmistir. Ornek calisma olarak Piwil2’nin spesifik olarak gogiis kanserinde ve 6zellikle
de gogiis kanseri kok hiicrelerinden eksprese edildigi daha 6nce bildirilmis olup ayrica model

sistem olarak farelerde MKH’lerin metafaz fazinda ve yas ile degisen ekspresyon paternleri de



rapor edilmistir. Bu projede MKH’lerin mezenkimal kanser kok hiicrelerine transisyonunda
Piwil2 nin etkisi, MKH kiiltiirii kullanilarak ¢alistimistir. Insan ve fareden elde edilen MKH’
ler Piwil2 eksprese eden fiizyon genle transfekte edilmis ve stabil hiicre hatlar
olusturulmustur. Transfeksiyon yapilamayan gruplar kontrol gurubu olarak kullanilmistir.
Piwil2 eksprese eden hiicrelerin yeniden programlanma islemi, kok hiicre ozelliklerinin
immiinohistokimyasal ve molekiiler yontemlerle test edilmesiyle incelenmistir. Elde edilen
verilerin MKH’lerin mezenkimal KKH’lerine doniisiimii hakkinda detayli bilgi sagladigi
distiniilmektedir.

Ayrica bu proje ile iiniversitede c¢ok sayida farkli kok hiicre projesinin yapilabilecegi

multidisipliner bir platformun kurulmasi hedefi de gergeklesmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Kok Hiicre

Kok hiicre, kendini yenileme ve kendi populasyonunu yapilandirma 6zelligi gosteren ve ¢ok
sayida farkli hiicre tipine faklilagsma yetenegine sahip hiicreler olarak tanimlanir. Kok hiicrenin
farklilasma potansiyeli, farkli oranlarda farklilasma giiciine seklinde organizmanin gelisimi
sirasinda meydana gelir. Totipotent hiicreler dollenme ve blastosist olusmasi arasinda ¢ok kisa
siire gorlilen hiicrelerdir. Bu tip hiicreler herhangi bir viicut hiicre tipini olusturma
potansiyelinin yani sira plasenta ve yumurta kesesi gibi ekstra embriyonik dokular1 meydana
getirme yetenegine de sahiptir. Pluripotent hiicreler gelismekte olan embriyonun endoderm,
mezoderm ve ektoderm tabakalarini olusturma yetenegi bakimdan totipotent hiicrelere
benzerlik gostermesine ragmen ekstra embriyonik dokulari meydana getirme Ozelliklerini
yitirmistir. Blastosist hiicre i¢ kiitlesi pluripotent hiicrelerden meydana gelir ve embriyonik
kok hiicrelerin kaynagini olusturur [1]. Embriyonik hiicreler, kok hiicre calismalari igin
oldukca kiymetlidir. Bu hiicreler viicuttaki herhangi bir doku ya da organ olusumunu
calismak, hiicre farklilasmasimnin kontrol edilmesi, hiicrenin kaderini etkileyecek
diizenlemelerin denenmesi ve rejeneratif tip uygulamalari i¢in oldukca onemlidir [2]. Biitiin
bu artilarin yan1 sira bu hiicrelerin ¢aligmalarda kullanilmasi ile ilgili giicliiklerin var olmasi,
eriskin kok hiicrelerin kullaniminin 6niinti agmstir. Eriskin kok hiicreler kendini yenileyebilir,
multipotent 6zellikte olup ayni embriyonik tabakaya ait bircok hiicre tipine farklilagabilir.
Multipotent kok hiicrelere verilebilecek en iyi ornekler hematopoetik kok hiicreler ve

mezenkimal kok hiicrelerdir.



1.2. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)

MKH omurgali hayvanlarda mezodermal kokenli birgok hiicrenin Onciisii niteligindeki
multipotent hiicrelerdir. MKH yaygin olarak kemik iliginden elde edilir. Kemik iliginde
hematopoetik farklilasmay1 desteklemek icin stromanin bir parcasi olarak gorev yapar.
MKH’ler uzun donem kiiltiire edildiklerinde oldukg¢a kararli bir fenotip sergiler ve in vitro
kosullarda adipojenik, kondriyojenik ve osteojenik farklilagma potansiyelini devam ettirir. Bu
hiicreler in vivo kosullarda kemik, kikirdak, kas, ligament, tendon, adipoz ve stroma gibi
dokularda meydana gelen hasarlarin giderilmesinde gorev alir [3]. Biliyiime ve
farklilasmalarina ilave olarak MKH’lere ait diger karakteristik Ozellikler arasinda yer

degistirebilme, immiijenisitelerinin olmamasi bulunmaktadir [1, 4].

Kok hiicreye dayali gen terapisi ile hastaliklarin tedavisinde MKH’ler 6nemli bir ara¢ olmaya
baslamistir. Parkinson gibi hastaliklardan sorumlu olabilecek allel veya allellerden kurtulmak
icin, fonksiyonel olan gen, hastanin kendi kok hiicrelerine aktarilabilir. Daha sonra uygun
dokuya transferi gerceklestirilip tedavi edici gen iirlinlinlin iiretilmesi saglanabilir [5]. Bu
sekilde transplante edilmis MKH’lerin uzun siire kemik, kardiyak ve ndral dokularda stabil
kalabildigi belirtilmistir [6, 7, 8]. Ayrica insan MKH’lerinin biiylime, farklilasma ve
NOD/SCID farelere aktarilmasinin ardinda aktarilan genin ekspresyonuna devam ettikleri

rapor edilmistir [6].

Transplantasyonu gergeklestirilen MKH’lerin inflamasyon bdlgesine dogru go¢ etmeleri bu
hiicre tipinin teropotik ajan olarak secilmesinin bir diger nedenidir. Bu hiicreler hareket
yeteneklerinden dolay: tiimor hiicreleri ile miicadelede etkili ajanlardir. Tiimor nekrosiz faktor
apoptosiz liganti olan TRAIL’i ifade edebilecek sekilde genetigi degistirilmis MKH’lerin
yiiksek derecede yayilmaci 6zelligi gosteren tiimdrlerin bulundugu bolgelere dogru go¢ ettigi
gosterilmistir. Bu hiicreler TRAIL genini kararh sekilde ifade etmis, salgilamis ve tiimoriin

gerilemesinde ve organizmanin daha uzun yasamasinda etkili olmusglardir [9].



MKH’ler diger hiicre tiplerinin dolayli olarak desteklenmesinde gorev alir. Ozellikle
hematopoesisi destekledigi bilinen bu hiicreler stromanin bir parcasidir. Hiicreleri fiziksel
olarak desteklemelerinin yani sira sitokimyasal yonlendirmeleri ile diger hiicrelerin biiyiime
ve farklilagsmasina etki eder [10]. Ayrica bu hiicrelerin onarim ve yenilenme siirecine giren
dokularin onarilmasima dogrudan katilmak yerine, bu dokulardaki kok hiicre ve projenitor
hiicrelerin  desteklenmesinde gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir [11]. MKH’lerin kanser
gelisimde rolii oldugunu belirten bazi yayinlar mevcuttur. MKH’lerin bazi malignant
tomiirlerde kanser kok hiicresi olarak gorev yaptigi teorisi ortaya konmustur [12, 13].
MKH’lerin timor gelisimdeki rolii tipki yaralarin kapanmasindaki rolleri gibi dolayli yoldan
olabilir. Hematopoesis ve doku rejenerasyonu sirasinda MKH’lerin ideal mikro kosullar
olusturmas1 sayesinde kati epitelyal tlimoérlerin biiylimesini de desteklemis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu destekleyici rolii géoz oniline alindiginda MKH’ler, malignansiler i¢in
onemli olan tiimdrle ve karsinoma ile ilgili fibroblastlarin kaynagi olarak
degerlendirilmektedir [14] fakat bu hiicrelerin gergek kaynagi kesin ve ayrintili sekilde tespit
edilememistir [15].

Bu sebeple MKH’ler transformasyon ve tiimor gelisimi konularinda gelecekte yapilacak
calismalarla tiimér mikro ¢evresinin ve tiimoriin hiicresel kaynaginin aydinlatilmasi

gerekmektedir.

1.3. MKH’lerin Karakterizasyonu

MKH’ler ilk kez kobay kemik iliginden izole edilmistir [1]. Kemik iligindeki tek ¢ekirdekli
hiicrelerden fibroblast benzeri hiicrelerin tutunup biiylimesini saglayan, ancak kan hiicreleri
gibi ylizeye tutunamayanlarin elenecegi bir plastik substratta biiylimesi saglanmistir. Bu kiiltiir
kosullar1 giinlimiizde de kullanilmaktadir. Bu sekilde elde edilen MKH Kkiiltiirleri oldukca
heterojenik karakterdedir [16, 17]. MKH izolasyonu i¢in alternatif protokoller gelistirilmistir.
Flowsitometri ve hiicrelerin yiizey belirteclerine 6zgili antikorlar kullanilmak sureti ile
siniflandirilarak  ayrilmas1  yontemleri son donemlerde oldukg¢a yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu amagla STRO-1 [18], SSEA-1/CD15 [19], ve SSEA-4 [20] gibi ylizey
markrlart kullanilmaktadir. Kemik iligindeki tek cekirdekli hiicrelerin yaklasik %10’unda
STRO-1 yiizey belirteci bulunmaktadir. Fibroblast benzeri koloni olusturan birimler (CFU-F)
STRO-1"‘dir ve adipojenik, miyojenik ve fibroblastik potansiyele sahiptir [18]. SSEA-
1/CD15 belirteci kullanilarak farelerde yapilan deneylerde SSEA-1" ile birlikte SSEA-1"i



meydana getirebilecek multipotent hiicre populasyonunun varligi gosterilmistir. Negatif hiicre
fraksiyonlarmin farklilasma potansiyeli daha azdir ve bu hiicreler SSEA-1" hiicrelere
dontisememektedir. SSEA-4 belirteci kullanilarak yapilan ¢alismalarda multipotent hiicreler
tespit edilmis fakat klon olusturma kapasitesi tam olarak gosterilememistir [20]. SSEA-4"
hiicrelerin ilging sekilde SSEA-1oldugu gosterilmistir. Ilging olmas1 SSEA- 1’in yalnizca
multipotent hiicre setlerinde ifade edildigi ve ¢ogu olgunlasmamis MKH’lerde
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Sonug¢ olarak MKH’leri diger hiicre tiplerinden ayirt
edecek tek bir belirteg bulunmamaktadir. MKH’ler SH2, SH3 ve SH4 yiizey peptitleri ve
CD71, CD90, CD123,ve CD166 yiizey reseptorleri a¢isindan da pozitiftir.

1.4. Kanser ve Kanser Kok Hiicresi

Kanser, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6limii arasindaki dengenin zarar gérmesi sonucu gen
ifadesinde meydana gelen degisimler ile hiicrelerin normal olmayan bdliinme/biiylimeleri
olarak tanimlanmaktadir. Meydana gelen bu hiicre populasyonu dokulari istila etme ve

yayilma 6zelligi gosterir. Bu yiizden konuk¢usunun dliimiine yol acabilir.

Kendini yenileyebilen, boliinerek malignan kok hiicreyi olusturan ve fenotipik olarak farkl
timor hiicre populasyonunu meydana getirme kabiliyetine sahip kanser hiicreler kanser kok
hiicresi olarak tanimlanmaktadir. Farkli dokularda bulunan kok hiicreler kendini yenileme ve
belirli hiicre tiplerine doniisme yetenekleri bakimindan degerlendirildiklerinde farklilik
gosterir. Cogu kanser ¢ogalma ve timor olusturma potansiyelleri bakimindan farklilik
gosteren heterojen hiicre populsayonlarindan olusmaktadir. Kanser kok hiicresine dair ilk
kanit yeni tlimorler meydana getirebilen kanser hiicrelerinin bulundugu hematolojik
malignanslar olmustur. Insan akut miyeloid 16semi (AML) hiicreleri immun yetmezIigi
bulunan farelere transplante edilmis ve 16semiyi baslatan hiicrelerin CD34" /CD38~ fenotipi
gosteren olgunlasmamus hiicreler oldugu gosterilmistir. Buna karsin CD34" /CD38"fenotipi
gosteren 16semi hiicrelerinin immun yetmezIligi bulunan farelerde 16semiyi baslatmakta yeterli
olmadig1 gézlenmistir [21]. Siki sekilde kontrol edilen kendini yenileme yolaklari (Wnt—3-
katenin, Notch ve PTEN gibi) kanser kok hiicreleri ile normal kok hiicreler arasinda yakin bir
baglant1 bulundugunu gostermektedir [22, 23]. Kanser kok hiicreleri ylizey belirteclerine gore
tanimlanir ve zenginlestirilir [24, 25, 26]. Literatiire gére kanser kok hiicresi benzeri hiicreler

meme ve merkezi sinir sistemi tiimorlerinde tanimlanmaistir.



1.5. Piwil2 ve Kok Hiicre/Kanser Kok Hiicre Iliskisi

Piwil2 geni (faredeki mili ve insandaki hili genleri) PIWI/AGO gen ailesinin bir iiyesi olup
germ hiicre gelisimi i¢in olduk¢a Onemlidir. PIWI/AGO genleri Piwi ve PAZ (PPD)
domainlerini igerirler ve Drosophila’da kok  hiicrelerin - kendini  yenilemesinde,
gametogeneziste, kiiciik RNA ile gerceklestirilen gen sessizlestirmede ve/veya kromatinlerin
yeniden sekillendirilmesinde dnemli roller oynar. Yapilan son ¢aligsmalarda Piwil2’nin, piwi
ile etkilesen RNA (piRNA) olarak bilinen RNA sinifina veya tekrarla iliskili araya giren
kiicik RNA (rasiRNA) smifina baglandigi bulunmugstur. Piwil2’nin testisteki germ kok
hiicrelerinde retrotranspozon gibi genetik elementleri etkisiz kiliyor olabilecegi ifade
edilmektedir. Piwi proteininin ekspresyonunda meydana gelen aksakliklarin timdor olusumu
ile ilgili oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bu yiizden piwil2’nin timér gelisiminde 6nemli rolii
oldugu iddia edilmektedir. Piwil2’nin tiimdr hiicre hatlarinda ve insanlarda gbzlenen gesitli
kanser tiplerinde ifade edildigi belirtilmistir. Ayrica murin prekanserdz kok hiicrelerinde
piwil2 transkriptlerinin ifade edildigi gosterilmistir ve piwil2’nin kanser gelisiminde
biyomarker olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir [27]. Piwil2 ifade eden hiicrelerin, pluripotent
kok hiicrelere o6zgli Oct4 ve Nanog gibi belirtegleri de yiiksek seviyede ifade ettigi
bilinmektedir, bu hiicre populasyonlar1 koloni olusturma, kendini yenileme ve farklilagma
potansiyeli bakimindan kismen kok hiicre karakteristigi gosterirler. Piwil2 Stat3/Bcel-X gibi
apoptozisle ilgili Stat3/CyclinD1 gibi proliferasyon ile ilgili yolaklar: aktive etmektedir. Bu
proteinin inhibisyonunun, apoptozisin artmasina ve proliferasyonun azalmasina neden oldugu

bilinmektedir [28-38].

Bu c¢alismanin amaci piwil2 geninin MKH’leri kanser kok hiicrelerine donistiiriip
doniistirememesinde oynadig1 roliinii arastirmaktir. Ulkemizde kok hiicre ve kanser kok
hiicresi ¢aligsmalar1 heniiz baslangi¢c sathasindadir. Bu sebeple bu ¢alisma mutidisipliner kok
hiicre ¢aligmalar1 yapan bir platformun olusturulmasi ve bu konuda arastirma yapacak nitelikli

geng bilim insanlarinin yetistirilmesi de hedeflenmistir.



2. BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1. MKH’lerin izole Edilmesi, Kiiltiire Alnmasi ve Karakterizasyonu

Insan ve hayvan orjinli dokularm calismalarda kullanilmas: i¢in gerekli olan etik izinler
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu ve ERU HADYEK ’ten temin edilmistir.
Ayrica, calismalarda izolasyonu yapilan hiicrelerin degerlendirilmesi amaglh ile &nceden
izolasyonlart yapilmig ve karakterizasyonlart tamamlanmis hiicre kiiltiirlerinin temini ise

Giilhane Askeri Tip Akademisinden saglanmistir.

2. 1. 1. insan Kemik iligi ve Adipoz Dokudan MKH izolasyonu

Insan kemik iligi ornekleri donér bilgisi ve rizasi dahilinde hematalog hekim tarafindan
alinarak anti koagiilanli enjektor icerisinde en kisa siirede laboratuvarimiza ulastirilmastir.
Fiziki incelemesi sonrasinda 6rnek 1:1 oraninda PBS ile seyreltilip standart fikol yogunluk
gradiyenti yontemiyle diger kan elamanlarindan ayristirllirmigtir. PBS yikama agamalarindan
sonra DMEM/10% FBS ve ya MesenCult Proliferation Kit (StemCell Technologies) ile

kiltlire edilmislerdir.

Yag dokusundan alinan 6rnekler dondriin bilgisi dahilinde operatdr hekim tarafindan sezeryan
sirasinda alinarak laboratuvarimiza ulastirilmistir. Steril kabin igerisinde, 2 adet 1 x 1 cm® yag
dokusu PBS ile yikanarak tim atiklar ve kirmizi kan hiicreleri 6rnek dokudan
uzaklastirilmistir. Petri kaplari i¢erisinde doku 2-3 mm pargalara ayrilarak % 0.075 kollejenaz
tip lile 37°C’ de hassas sekilde galkalanarak 30 dk. inkiibe edilmistir. Kollejenaz aktivitesini



durdurmak i¢in 1:1 oraninda DMEM/10% FBS eklenmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre
pelleti DMEM / %10 FBS iginde siispanse edilmistir. 70 um’lik strainerdan (BD) gegirilerek
doku kalintilarindan arindirilan hiicre siispansiyonu tekrar santrifiijlenerek %10 FBS, %1 L-
glutamin, %1 Pensilin-Streptomisin igeren DMEM LOW besi yerinde hepa filtreli doku kiiltiir
kaplarinda nemli ortamda %35 CO; varliginda 37°C de kiiltiire alinmistir. 10-15 giin siiresince

2-3 giinde besiyeri degistirilerek koloni olugturmalar1 beklenmistir.

2. 1. 2. Gébek Kordonundan MKH izolasyonu

Gobek kordonu 6rnekleri sezeryan sonrasinda atik olarak degerlendirilen parcadan alinmstir.
Aseptik kosullar altinda 100 U/mL penisillin ve 150 ug/mL gentamisini ¢eren PBS iginde
laboratuvar ortamima taginmistir. Bu asamadan sonra iki farkli metot kullanilarak izolasyon
islemi gergeklestirilmistir. ilk metotta; doku mevcut atar ve toplardamarlardan tamamen
arindirilmis ve kordon kiigiik pargalara ayrilmis (2-3 mm). Birka¢ defa PBS ile yikanan
eksplantlar kiiltir kaplarina aktarilmis ve %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Pensilin-
Streptomisin igeren DMEM besi yerinde petri kaplarinda kiiltiire alinmistir. Komple besi yeri
haftada en az 3 kez degistirilirmistir. iki hafta sonra eksplantlar uzaklastiriimis, dokudan go¢
ederek plastik yiizeye tutunan hiicreler 10-15 giin nemli ortamda %5 CO- varliginda 37°C’de
10-15 giin siiresince 2-3 giinde bir besiyeri degistirilerek koloni olusturmalar1 beklenmistir.

Plastik ylizeye yapiskan hiicreler pirimer MCS olarak degerlendirilmistir.

Ikinci yontemde ise kordon parcalar1 % 0.1 kollejenaz tip II ile muamele edilmis ve 37°C” de
hassas sekilde calkalanarak 30 dk. inkiibe edilmistir. Enzim uygulamas: sonrasinda kordon
pargalar1 70 pm’lik strainerdan (BD) gegirilerek doku kalintilarindan armndirilmistir. Hiicre
stispansiyonu PBS ile yikanarak enzim kalintis1 olmamasi igin tekrar santrifiijlenerek pellet
%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Pensilin-Streptomisin igeren DMEM LOW besi yerinde hepa
filtreli doku kiiltiir kaplarinda nemli ortamda %35 CO; varliginda 37°C’de inkiibatérde 10-15

giin siiresince 2-3 giinde besiyeri degistirilerek kiiltlire alinmistir.

2. 1. 3. Miirin Kemik iliginden MKH izolasyonu

Bu amagla hayvanlarin geng olmasinin kok hiicre elde etmede 6nemli arz etmesinden dolay1

4-6 haftalik 2 adet fare kullanilmistir. Fareler sedatif bilesikler olan ketamin / xylazin
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enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilmistir. Farenin arka ekstremimeleri deri ve kaslardan
uzaklastirilmistir. Kalan kemik dokusu steril edilmek amaci ile %70 etanol ile birkag saniye
muamele edilip sonrasinda ampisilin/streptomisin i¢ceren PBS ile yitkanmistir. U¢ kisimlari
makas yardimiyla uzaklastirilan femur ve tibia icerisinde olan ilik steril enjektor yardimi ile
kemik dokudan besiyeri igerisine aktarilmistir. lik dokusu 70 um’lik strainerdan gegirilmis ve
hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Elde edilen hiicreler %10 FBS, %1 L-glutamin, %1
Pensilin-Streptomisin iceren DMEM besiyerinde hepa filtreli doku kiiltiir kaplarinda nemli
ortamda %5 CO; varliginda 37°C’de inkiibatérde 10-15 giin siiresince 2-3 giinde besiyeri

degistirilerek kiiltiire alinmistir.

2.1.4. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicrelerin kiiltiire alinmasinda diisiik glukoz iceren DMEM, %10 veya %5 FBS ve %1
penisilin — straeptomisin kullanilmistir. Hiicreler belirtilen medium disinda proliferasyonunun
degisip degismeyecegini gozlemlemek i¢in yiiksek glukoz iceren DMEM ve MesenCult
Proliferation Kit (StemCell Technologies) ile de Kkiiltiire edilmislerdir. Hiicrelerin
pasajlanmasi i¢in Tripsin-EDTA ve tryplase kullanilmistir. Hiicrelerin dondurulmasinda ise
%10 DMSO, %70 FBS ve %10 basal medium igeren bir dondurma soliisyonu veya ticari
olarak formiile edilmis hazir dondurma soliisyonu (Millipore) kullanilmistir. Dondurma islemi
yaparken hiicrelerin canlilik oranlarini daha da artirmak i¢in kademeli dondurma yapan Mr.
Frosty kaplar tercih edilmistir. Krayo saklama siselerine 1x10° hiicre mL olarak alinan primer
hiicreler Mr. Frosty’de bir saat -20°C’de tutulmus sonrasinda 24 saat -80°C’de bekletilmis ve
ardindan buhar fazinda azot tankina transfer edilerek uzun zamanli muhafaza islemi
yapilmistir. Pasajlamada sirasinda kullanilan enzimlerin etkisi, dondurma soliisyonlarinin
karsilastirilmas1 ve dondurma yontemlerinin karsilagtirilmasinda hiicrelerin canliliklart 1:5

oraninda Tripan mavisiyle muamele edilerek mikroskobik sayim yontemiyle belirlenmistir.

2. 1. 5. MKH immunofenotipinin Belirlenmesi

Mezenkimal kok hiicreler literatirde CD34™ CD44*/CD90*/CD105" olarak bilinmektedir [39,
40, 41, 42]. Farkli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin immunofenotiplemesi
icin bu calismada CD34, CD44, CD45, CD90, CD105 yiizey markerleri kullanilmistir. Bu

amagla hiicreler bélmeli flasklarda (chamberslides, thermo) veya yiizeyi gelatin ya da FBS ile
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kaplanmis lamellerde kiiltiire edilmistir. Lamelleri hiicre kiiltiirline hazir hale getirmek igin
once 15 dakika %5’lik luginox soliisyonunda bekletilmis sonra dH,O veya PBS te yikanmus,
ardindan 1M HCI ile yarim saat bekletip yine yikanip otoklavlanmistir. Otoklav ardindan bir
gin 70 °C’de bekletilen lameller kurudugu gozlendikten sonra 12 kuyucuklu kaplara

yerlestirilip kullanilmastir.

Hiicre konfliiensi %70-80 degerlerine ulastiginda %4’liik paraformaldehitle 10-30 dakika veya
soguk metanol’le 5 dakika fiske edilmistir. PBS ile yikama isleminin ardindan permeabilize
islemi i¢in hiicreler 5 dakika boyunca % 0.5 Triton —X ¢6zeltisinde bekletilmistir. Triton-X
¢ozeltisi PBS ile yikandiktan sonra % 5 BSA igeren ¢ozelti eklenerek non-spesifik
baglanmalarin olusmasi engellenmistir. Bir saat BSA (immunoglobiilin igermeyen) ile
bekleyen hiicreler PBS ile 2 kez yikandiktan sonra iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
CD34 (abcam, ab81289), CD44 (abcam, ab51037), CD45 (abcam, ab10558), CD90 (abcam,
ab92574) ve CD105 (abcam, ab44967) primer antikorlar1 ile muamele edilmislerdir. Bir gece
+4 C° ‘de bekletilen hiicreler tekrar PBS ile yikanmis ve yine iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda sekonder antikor goat-polyclonal 1gG, secondary antibody to rabbit ve goat
polyclonal secondary antibody to Mouse IgG - H&L (FITC) (ab97050, ab97022) ve ¢ekirdek
boyamalar1 igcin DAPI uygulanmustir. iki saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler yine
yikanmig ve antifade (invitrogen) kullanilarak elektronmikroskopi grade lam yardimiyla
kapatilmigtir. Antifade’in kurumasi i¢in bir giin beklendikten lam ve lamel sabitlenmis

ardindan hiicreler Leica Konfokal mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.

2. 2. MKH G418 Direnclerinin Belirlenmesi

Transfeksiyonun gergeklesip gergeklesmediginin in vitro tespiti igin selektif ajan olarak G418
(Roche) antibiyotigi kullanilmigtir. Ancak, insan orijininden elde edilen MKH’lerin G418’¢
kars1 direng degerleri literatiirde farkliliklar arz etmektedir. Bu degerleri laboratuvarimizda
kendi kosullarimizda belirlemek amaci ile hiicreler igin hazirlanan komple medyumlara
degisen dozlarda G418 ilave edilerek direng degerleri belirlenmistir. Insan kemik iligi ve
adipoz kaynakli MKH i¢in 200-700 pg/mL, insan gobek kordonu kaynakli MKH i¢in 100-500
ng/mL ve fare kemik iligi kaynakli MKH i¢in 200-700 ug/mL araliginda degisen dozlarda
G418 (Roche) 15 siire ile uygulanmigtir. 24 kuyucuklu platelerde, her kuyucukta yaklasik

1x10* hiicre olacak sekilde uygulama baslatilmustir. Hiicreler tutunduktan sonra belirtilen
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konsantrasyonda antibiyotik uygulanmistir. Atasal hiicrelerin tamaminin 6ldiigii antibiyotik
konsantrasyon degeri, piwil2 aktarilmig/aktarilmamis hiicrelerin  secilimi  siirecinde
kullanilmustir.

2. 3. Plazmid Konstriiksiyonlari

Transfeksiyon insan piwil2 yapisal geni klonlanmis pcDNA3.1 memeli expresyon vektorii
(Sekil 4.) ile gerceklestrilmistir. piwil2 yapisal geni CMV promotérii kontrdliinde olacak
sekilde klonlanmistir. Vektdr konstrakti New Castel Universitesi Kok Hiicre merkezinden
Prof. Dr. K. NAYERNIA tarafindan hibe edilmistir [Lee ve ark. 2010]. Kontrol deneylerinde
piwil2 icermeyen bos pPcDNA3.1 vektorii kullanilmistir. Klonlamada kullanilan DNA insan
piwil2 geninin tiim kodlayan bolgesi PCR ile c¢ogaltildiktan sonra, pcDNA vektoriine
(BCCM/LMBP plasmid kolleksiyonu, Gent, Bel¢ika) klonlanmustir.

'peDNA-Piwil2
CMV H Piwil2 cDNA
peDNA
CMV HSV40H PSV40H NEO

SV40HPSV40 H NEO

Sekil 2. 1. Transfeksiyonda kullanilan piwil2 igeren (pcDNA3.1::piwil2) ve kontrol olarak

kullanilan bos vektoriin genel goriintiisii.

2. 4. MKH’lerin piwil2 ile Transfeksiyonu

Hiicreler piwil2 geni tasiyan plazmitle transfeksiyon igleminde 250.000 hiicre/60 puL olacak
sekilde 6 atis i¢in hazirlanmigtir. Neon Transfection kit (Invitrogen, USA) tamponlart iiretici
firmanin belirttigi sekilde hiicrele siispanse edilmitir. Transfeksiyon igin kullanilmigtir. 5
ug/ul plazmid vektor (pcDNA3.1-piwil2) hiicre siispansiyonu iizerine eklenmis ve toplamda
her atig i¢in 10 pL hacimlerde Neon Transfection System kullanilarak plazmid aktarimi
gerceklestirilmistir. Transfeksiyonu takiben hiicreler komple besi yerinde 3 giin siireyle hicbir
uygulama yapilmaksizin (selektif baski olmadan) biiylimeye birakilmistir. Daha sonra ise

transfekte edilmis hiicrelere 10-14 giin siire ile G418 antibiyotik baskist uygulanmistir. Elde
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edilen ve koloni olusturmayr basaran hiicreler transfekte olarak kabul edilmis ve ileriki

analizlerinde kullanilmak {izere siv1 azotta muhafaza edilmistir.

2.5. RNA Izolasyonu ve RT-PCR Analizi

Piwil2 ile transfekte edilen uygulama gurubu ile transfeksiyon yapilmayan (kontrol grubu

olarak) adlandirilan hiicreler santrifiijlenerek ¢oktiiriildiikten sonra total RNA ekstraksiyonu

icin 1mL trizol (Invitrogen) soliisyonu igerisine alinmistir. 1 ml trizol iginde yaklasik 1x106
hiicre varlig1 saglanarak tekrarli pipetleme ve 20G igneli 2.5 ml siringa ve liziz edilmistir.
Ornekler hemen kullanilmayacaksa —20°C de eppendorf tiiplerinde saklanmistir. Saklanan
orneklerin niikleoprotein komplekslerinin tamaminin ayrigmasi i¢in 10 dakika oda
sicakliginda ¢ozdiiriiliip 37°C de 10 dakika ve 1400 rpm de santrifiijlenmistir. Santrifiij
ardindan karisim, asagida pembe fenol-kloroform fazina, interfaza ve listte renksiz bir akoz
faza ayrilmistir. Akoz faz yeni bir tiipe aktarilip kloroform ile yikama tekrarlanmistir. Apsolii
alkol ile karigtirllan RNA akodz fazda coktiiriilmiistiir (baslangic homojenizasyonu ig¢in
kullanilan her 1 ml trizol icin 0.5 ml 4°C apsolii etanol kullanilmistir). Ornekler
vortekslendikten sonra -20°C de 30 dakika inkiibe edilmis ve 10 dakika 10600 rpm de
¢oktiirilmistiir. Pellet RNA bir kez daha %75 etanol ile yikanip yeniden 8400 rpm de 5
dakika 8°C de santrifiij edilmistir. RNA peleti kisaca kurutul (ThermoMixer de 37°C de 2-5
dakika) 20-50 ul RNase-free dH,0O kullanilarak ¢6zdiiriilmiis ve -80°C’de ¢cDNA yapmak igin
muhafaza edilmistir. Elde edilen RNA’larin spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000,
NanoDrop Technologies, ABD) 260 nm dalga boyunda Ol¢iimleri yapilarak DNA

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti (ROCHE) kullanilmistir.
CDNA sentezine baglamadan once biitiin reaktifler ¢oziinmiis, kisa santrifiij yapilmis ve
caligma siiresince reaktifler buz blogu iizerinde tutulmustur ve sentez igin 2 farkli soliisyon

Tablo 2. 1 ve Tablo 2. 2 hazirlanmustir.



Tablo 2. 1.Template-primer soliisyon konsantrasyonlari.

Template-Primer soliisyonu 65°C derecede 10 dk denature edilip, denatiirasyondan sonra

hemen buz tizerine alinmistir.

Tablo 2. 2. Master-miks soliisyonun hazirlanisi.

Denature edilen template-primer soliisyon {izerine yukarida hazirlanan master miks soliisyonu
eklenmis, pipetlenerek karistirilmig ve thermal-cycler’a yerlestirilerek (Tablo 2. 3.) program

degerlerinde amplifikasyon gergeklestirilmistir.

Tablo 2. 3.Thermacycler reaksiyon kosullar

Reaksiyon bittikten sonar tiipler buz {izerine yerlestilerek reaksiyon durdurulmus ve
olusturulan cDNA’lar 1-2 saat saklanacaksa ise +4 °C, uzun sureli saklamak igin ise -20°C’ye



kaldirilmistir. Hiicrelerden elde edilen cDNA’lar 1/10 diliic edilerek RT-gPCR yapilmistir.
Bunun i¢in Roche Light Cycler 480 II Realtimecihazi (LightCycler 480 Il Roche,
AppliedSciences, Manheim, Germany) ve buna uygun PCR protokolii uygulanmistir. Hedef
genler olan insan MKH’ler i¢in Pwill2, Cyclin D1, Bel-XI, ve Stat3; fare MKH’ler igin Piwil,
Cyclin D1, Sox, Klf4, Bcl2 ve Myc genlerine 6zgii primer ve problar ‘Universal Probe Library
(UPL)’kullanilarak (Roche, AppliedSciences, Manheim,Germany) tasarlanmistir [Tablo 2. 4
ve Tablo 2. 5 ]. RT-qPCR amplifikasyonlar1 son hacmi 20 ul olacak sekilde 5 L cDNA, 5
uM primer ve 0.5 uM prob kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Kullanilan genlerin
ifade diizeylerini normalize etmek i¢in GAPDH ve B-aktin mRNA diizeyleri referans olarak
alimmustir. Yabanil tip hiicre 6rneklerinden kaliteli RNA’ya sahip cDNA kalibrator olarak
secilmistir. Her bir 6rnek ve kalibrator cDNA’lar1 duplike olarak ¢alisilmistir. Orneklere ait

hedef gen konsantrasyonlar: ile referans gen konsantrasyonlart AC; algoritmasi ile otomatik
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olarak hesaplanmustir.

Tablo 2. 4. RT-PCR sirasinda kullanilan reaksiyon parametreleri.

Target (°C) Acquisition Hold (hh.mm.ss) Ramp Rate (°C Acquisitions (per °C)
Mode /s)

Pre incubasyon None 00.05.00-00.10.00 4.4 -
95°C

Amplifikasyon None 00.00.10 4.4 -
95°C

Primer dependent None 00.00.15-00.00.50 2.2 (Target -

>50°C)
1.5(Target <50°C)

72°C Single 00.00.01 4.4 -
Cooling None 00.00.10 1.5 -
40°C

Tablo 2. 5. RT-gPCR sirasinda kullanilan genlere ait annotasyon ve primerlere ait dizi

bilgileri.
UPL
Organis Gene Gene Assay . .
L ForwardPrimerSequence ReversePrimerSequence Prob
m Symbol Description ID
eNo.
H. PIWIL2 Acc:17644 133860 GTTCTCAACACCGCAAA GTACATGTGGCACAGTTT 110

sapiens

CCT GAAAG
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2.6. FlowSitometri Analizleri

Transfeksiyon islemi uygulandiktan sonra, selekte hiicrelerin kiiltiire edilebildigi kadart,
hiicrelerin apoptoz’a yonelip yonelmedigi Floresan aktivasyonlu Akim Sitometri FACS (BD
Flowcytometry) ile incelenmistir. Atasal (wt) adipoz ve kemik iligi kokenli kontrol
hiicrelerine karsilik transfekte edilmis adipoz ve kemik iligi hiicrelerinin apoptoz oranlarina
bakilmistir. Bu amagla, Annexin V kiti (BD) kullanilarak FACS (BD Flowcytometry)
analizleri yapilmistir. Sayisal degerlendirme (event) en az 5000- 50000 araliginda
gerceklestirilmistir. FACS Oncesi hiicreler firmanin 6nerileri dogrultusunda Annexin V Kiti 6n
hazirthg yapilmustir. Ureticinin  &nerdigi protokole uygun olarak 10 dakikalik bir
inkiibasyonun ardindan hiicrelerin apoptotik durumlart grafiklenmistir. Ayrica, izole edilen

insan MKH’ler hemapoietik markerlar agisindan flow analizine tabi tutulmuslardir.

Proje kapsaminda alimi yapilan Kitlerdeki antikorlar fare hiicrelerini belirlemek i¢in uygun

olmadigindan akim sitometri analizleri sadece insan hiicrelerine uygulanabilmistir.
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3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Insan kemik iligi, adipoz ve gdbek kordonu kdkenli MKH ile fare kemik iligi kokenli MKH
basarili bir sekilde elde edilmistir. Kemik iligi, adipoz doku ya da gobek kordonu kokenli
hiicreler mezenkimal kok hiicrelerin karakteristigi olan plastik ylizeye tutunma ve koloni
olusturma yeteneklerinden faydalanilarak (Sek.3.1) ilk ekim tarihinden itibaren 10-14. giinde
kiiltir kabinin % 80’ini kaplamalar1 (kolonize olma) beklenmistir. Bu evrede hiicreler Py
etiketlemesi yapilarak primer kiiltiir olarak pasaj islemlerinde ileriki deney asamalarinda

kullanilmistir. Fare kdkenli kemik iligi hiicreleri i¢inde benzer 6zeliklerden faydalanilmistir.

Sekil 3.1. Insan orijinli adipoz (A) ve kemik iligi (B) MKH nin P3 goriintiileri.

3.2. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicrelerin kiiltiire alinmasinda diisik glukoz (% 0.1) igeren DMEM, %10 FBS ve %l

penisilin — streptomisin katkisi ile kullanilmistir. Medyumlarin bir ay1 gegen saklama
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sonrasinda yukarda verilen igeriklere ek olarak gulutamin veya gulutamaks takviyesi yapilarak
kiltlire edilmislerdir.

Hiicreler yukarda belirtilen medium disinda proliferasyon stirelerinin degisik igerikli
besiyerlerinde davraniglarini gozlemlemek amaciyla, yiiksek glukoz (% 0.4 w/v) igeren
DMEM ve MesenCult Proliferation Kit (StemCell Technologies) ile de es zamanl kiiltiire
edilmiglerdir. Bu medium denemelerinin sonuncunda hiicrelerin en iyi proliferasyonu
MesenCult besiyerinde primer kiiltiir evresinde gostermislerdir. Calisma boyunca tercih edilen
diistik glikoz igerikli DMEM besiyeri de MesenCult besiyerine yakin bir performans sagladigi
i¢in ve ayrica temininin kolaylig1 ve de fiyat avantaji nedenleriyle ¢alismalar siiresince tercih
edilmistir. Primer kiiltiirii takiben ilerleyen pasjlarda Mesencult besiyerinde hiicreler 2-3
giinde yeni bir pasaja ihtiya¢ duyarken; yiiksek glukozlu DMEM besiyerinde bu siire bir
haftayr gegmektedir. %35 FBS iceren mediumda ise hiicrelerin proliferasyonunun azaldigi

gbzlenmistir.

Hiicrelerin pasajlanmasi icin Tripsin-EDTA ve tryplase enzimleri kullanilmistir. Tripsin-
EDTA ile yapilan pasajlamalarda hiicrelerin 7-8 dakika i¢inde flasklardan kalktig1 ancak bu
siirenin hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu i¢in 5 dakika siiren kimyasal ayirma
islemine ek olarak mekanik ayirma da uygulanmis ve hiicrelerin canliliklarinda ¢ok fazla
degisme olmadig1 gozlenmisidir. Tyrplase uygulamasinda ise hiicre canlilifi daha yiiksek

bulunmustur.

Hiicrelerin dondurulmasinda ise %10 DMSO, %70 FBS ve %10 basal medium igeren bir
dondurma soliisyonu ve ticari formiil olarak kullanilan hazir dondurma soliisyonu (Millipore)
karsilagtirilarak kullanilmistir. Hiicrelere toksik etkisi olan DMSQO’dan etkilenmesini en aza
indirmek icin DMSO hiicrelerin iizerine sonradan eklenmisti. Ancak hazir dondurma
sollisyonlarinin hiicre dondurmada daha etkili oldugu, dondurulup ¢o6zdiiriilen hiicrelerin
canlilik oranlarindaki farkla ortaya cikarilmistir. Dondurma islemi yaparken kademeli
dondurma yapan Mr. Frosty kullanilmis, ayn1 zamanda hiicrelerin canliliginda Mr. Frosty nin
etkisini gdzlemek amaciyla hiicreleri dondurma soliisyonun aldiktan sonra bir saat -20°C’de
tutulmus ve sonrasinda 24 saat -80°C’de bekletilmistir. Uzun donemli saklamalar i¢in buhar
fazli s1v1 azot tankina transfer edilmistir. Bu karsilastirmada da Mr. Frosty gibi kendiliginden
kademeli dondurma yapan gereglerin kullanilmasi halinde hiicrelerdeki canlilik oranini %90-

95 seviyesinde koruduklar1 gézlenmistir.
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3.3. MKH Hiicrelerin Karakterizasyonu

Kendi laboratuvar imkanlarimizla izolasyonu gergeklestirilen kemik iligi, adipoz doku ya da
gbbek kordonu kokenli hiicreler mezenkimal kok hiicrelerin genel karakteristigi Giilhane
Askeri Tip Akademisinden (GATA) temin edilen (proje ekibinde yer alan Prof. Dr. Ali Ugur
Ural tarafindan temin edilmistir) karakterizasyonlar1 flow sitometri cihazi ile Onceden
yapilmig hiicrelerle karsilastirnlmigtir. Fenotipik ozelikleri ve diger karakreizasyonlari
bakimindan GATA’dan temin edilen hiicrelerle bu calismada elde edilen hiicrelerin benzer

ozelikler gosterdigi tespit edilmistir.

Immiino-fenotipleme boyamalar icin 6ncelikli basmak olan hiicrelerin yiizeye tutunmasi test
edilmis ve en iyl tutunmanin bu amagla kullanilan Chamber slaytlarda gergeklestigi
gozlenmistir. Lamellerin jelatin veya FBS ile 6n kaplamasi yapilarak gergeklestirilen immuno-
fenotipleme ¢alismalarinda en iyi sonu¢ FBS’den alinmustir. Jelatinin bulaniklik (backround)
yapmas1 ve ayrica sterilizasyon gerektirmesi nedeniyle calismalarda tercih edilmemistir.
Tespit (fiksasyon) isleminde ise kullanilan antikorlara bagli olarak en iyi sonug soguk metanol

uygulamasindan alinmistir.

Immiino hiicre boyamas: ydntemiyle (ICC) izolasyonu yapilan hiicreler imiinfenotipleri
bakimindan degerlendirilmistir. Atasal hiicreler CD34, CD44, CD45, CD90, CD105 ve
transfekte hiicreler ise Piwil2 antikorlartyla incelenmistir. Immiino-fenotiplemelerden elde
edilen goriintiilerden bazilar1 Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve 3.4’de gosterilmistir. Yabanil
tip hiicrelerin Piwil2 ile boyanmasinda herhangi bir sonug¢ elde edilememis, yabanil tip
hiicrelerde Piwil2 ekspresyonunun olmadigi gozlenmistir. Proje kapsaminda temin edilen

antikorlar fare hiicrelerine uygun olmadig i¢in kiltiirii yapilan fare hiicreleri boyanamamustir.
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Sekil 3.2. Adipoz kaynakli insan MKH’larin immunositokimya (ICC) ile karakterizasyonu.
Hiicreler duble boyama ile 6nce CD34 yiizey markerine karsi tavsanda gelistirilen anti-human
CD34 IgG (ab 81289) ile isaretlenmis ve anti-anti rabbit policlonal IgG (ab 97050; FITC) ile
sekonder boyama yapilarak floresan mikroskopi ile goriintiilenmistir (A). Cekirdek boyamasi

icin DAPI kullanilmistir (B).

Sekil 3.3. insan Adipoz kaynakli MKH’larin immunositokimya (ICC) ile karakterizasyonu.
Hiicreler duble boyama ile 6nce CD45 yiizey markerine kars1 tavsanda gelistirilen anti-human
CD45 IgG (ab 10558) ile isaretlenmis ve anti-anti rabbit policlonal IgG (ab 97050; FITC) ile

sekonder boyama yapilarak floresan mikroskopi ile goriintiilenmistir (A). Cekirdek boyamasi



icin DAPI kullanilmistir (B). CD45 ve gekirdek boyast DAPI goriintiileri bilestirilerek elde
edilen kaynastirilmig goriinti (C).

-B
C-

Sekil 3.4. Insan adipoz kaynakli MKH’larm Immunositokimya (ICC) ile karakterizasyonu.

Hiicreler duble boyama ile 6nce CD105 yiizey markerine karsi farede gelistirilen anti-human
CD105 1gG (ab 44967) ile isaretlenmis ve anti-anti rabbit policlonal IgG (ab 97022; FITC) ile
sekonder boyama yapilarak floresan mikroskopi ile goriintiilenmistir (A). Cekirdek boyamasi
icin DAPI kullanilmistir (B). CD45 ve ¢ekirdek boyast DAPI goriintiileri bilestirilerek elde
edilen kaynastirilmis goriintii (C).
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Sekil 3.5. Insan kemik iligi kaynakli MKH’larin Immunositokimya (ICC) ile
karakterizasyonu. Hiicreler duble boyama ile 6nce CD45 yiizey markerine karsi tavsanda
gelistirilen anti-human CD45 IgG (ab 10558) ile isaretlenmis ve anti-anti rabbit policlonal 1gG
(ab 97050; FITC) ile sekonder boyama yapilarak floresan mikroskopi ile goriintiilenmistir (A).
Cekirdek boyamasi icin DAPI kullanilmistir (B). CD45 ve ¢ekirdek boyast DAPI goriintiileri
bilestirilerek elde edilen kaynastirilmig goriintii (C).

3.3. MKH G418 Direnglerinin Belirlenmesi

Transfeksiyonun gergeklesip gerceklesmedigininin in vitro tespiti i¢in gerekli G418’¢ karsi
potansiyel direng degerlerinin 6ncelikli olarak belirlenmistir. Selektif antibiyotik varliginda bu
degerler insan kemik iligi ve adipoz kaynakli MKH’ler i¢in 250 pg/mL; insan gobek kordonu
kaynakli MKH’ler i¢in 100 ve fare kemik iligi kaynakli MKH’ler i¢in 300 pg/mL olarak

belirlenmistir.

3. 4. MKH’lerin piwil2 ile Transfeksiyonu

MKH piwil2 geni tasiyan plazmitle transfeksiyonu islemi Neon Transfection System
(Invitrogen) kullanilarak gergeklestirilmistir. 5 pg/pul plazmid vektdr (pcDNA3.1-piwil2)
hiicre siispansiyonu {izerine eklenmis ve farkli hiicre tipleri i¢in farkli elektriksel parametreler
kullanilmistir. Insan ve fare kemik iligi orjinli MKH’ler i¢in 990 V, 40 ms ve pulse sayis1 1
olarak kullanilirken, bu degerler insan adipoz doku ve gobek kordonu orjinli MKH’ler i¢in
1200 V, 20 ms ve pulse sayis1 2 olarak optimize edilmistir. Fare kemik iligi kokenli
hiicrelerde benzer degerler etkili transfeksiyon parametreleri olarak optimize edilmistir.
Transfeksiyon iglemi ardindan 3 giin herhangi bir selektif baski olusturulmadan hiicrelerin

rekovery yapmasina izin verilmis diizenli olarak hiicrelerin kontrolii yapilmistir.
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Insan kemik iligi ve adipoz kaynakli MKH’lerin transfeksiyon islemi ardindan hiicrelerin
kiimelesmeye basladiklar1 ve iglerinde graniillii yapilarin ¢ogaldigr  goriilmiistiir.
Transfeksiyonu takiben ilerleyen giinlerde hiicreler boliinme yeteneklerini kaybetmisler ve 2-3
hafta i¢cinde tamamen oldiikleri gézlemlenmistir. Transfeksiyon yapilmamis hiicrelerde ise
olim gerceklesmemistir. Insan gobek kordonu kaynakli MKH’ler ise transfeksiyon islemi
ardindan hizli bir sekilde 6lmiistiir ve hicbir analizde kullanilamamustir.

Insan kokenli hiicre 6liimlerinin transfeksiyon kokenli olup olmadiklarinin belirlenmesi
amaciyla, proje onerimizde olmamasina ragmen fare kemik iligi kokenli hiicreler fare piwil
geni konstrakti tasiyan plazmitle transfekte edilmistir. Transfeksiyon elektriksel degerleri
insan hiicrelerine uygulanan degerlerde gerceklestirilmistir. Fare kemik iligi kaynakli
MKH’ler transfeksiyon islemi sonrasi atasal hiicrelerle benzer proliferasyon hizinda
(zamaninda) bolinmeye devam etmis ve kiltirli yapilabilmistir. piwil geninin

transfeksiyonunun fare kemik iligi hiicreleri tizerinde 6ldiiriicti etkisi olmadigi belirlenmistir.

3.5. RNA Izolasyonu ve RT-PCR Analizi

Yabanil tip hiicrelerden ve transfeksiyon islemi ardindan heniiz 6lmemis az sayidaki insan
mezenkimal adipoz ve kemik iligi kaynakli hiicrelerden ve fare kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerden Trizol ile RNA’lar izole edilmistir. RNAlar c¢cDNA’ya
doniistiiriilmiis ve hiicrelerdeki bazi embiryonik ve apoptik genlerin ifadesine bakilmistir.
Transfekte hiicrelerin yabanil tip hiicrelere oranla ifade ettigi gen ekspresyonlart Tablo 3.1 de
Ozetlenmistir. Kontrol genlerine kiyaslandiginda Piwil2 proteinini kodlayan mRNA varliginin
atasal hiicrelere oranla yaklasik 450 kat arttig1 tespit edilmistir. Hiicre boliinmesinde 6nemli
rol oynayan CyclinD1 ve apoptotik yolakta rol oynayan Bcl-X1 de istatistiksel olarak anlamli

kabul edilecek diizeyde artis gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 3.1. insan Kaynakli Transfekte Hiicrelerin Yabanil Tip Hiicrelere Oranla ifade Ettigi

Gen Ekspresyonlari.
o Piwil2/ Bcel-XI/ CyclinD1/
Hiicre _ Piwil2/ Bcl-XI/ . Stat3/ .
Orjini CyclinD1/GAPDH Beta Beta Beta Actin
Adi GAPDH GAPDH GAPDH . .
Actin Actin
. 8,831
KL 4641 3,0671 0,64 45671 3,0121 8,671

hMSCtr
A 3181 2,3421 19,531 0,98 1841 - 11,311
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K.I; Kemik iligi, A; Adipoz ve 1; gen ekspresyonundaki artis1 gostermektedir.

500 500
400 400
B hMSCtr W hMSCtr
300 Kemik iligi 300 Kemik iligi
200 200
100 - W hMSCtr 100 - W hMSCtr
Adipoz Adipoz
0 - 0 -
QD DD QN DD
N ; Q X N 7 Q X
N & & &
o) o
A B

Sekil 3.6. Insan kaynakli transfekte hiicrelerde bazi genlerin GAPDH (A) ve Beta Aktin
(B) genlerine oranla ekspresyon diizeylerindeki degisimler.

Tablo 3.2. Fare Kaynakli Transfekte Hiicrelerin Yabanil Tip Hiicrelere Oranla Ifade Ettigi

Gen Ekspresyonlari.

0,437 0,482 1,682 0,396 3,01 0,596 0,428 0,3517 2,667  --

3,5 3

3 2,5
2,5 5
1}; 1,5
1 1
0,5
O’g_JIIIIII, N | M
QDD O

A ° . Al \k“‘ B \\"’ . "\s (\N .\'3’ \s\v

Sekil 3.7. Fare kaynakl transfekte hiicrelerde bazi genlerin GAPDH (A) ve Beta Aktin (B)
genlerine oranla ekspresyon diizeylerindeki degisimler.
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3.7. Flow Sitometri

Piwil2 geninin transfeksiyon iglemi sonrasi hiicreler {izerinde boliinmeyi durduran ve zamanla
Oliimciil bir fenotip olusturmasi nedeniyle geni tasiyan hiicreler apoptotik markerler agisindan
degerlendirilmistir. Flow sitometri yonteminden elde edilen dotblot grafiklerde transfekte
hiicrelerde atasal hiicrelere oranla daha fazla apoptoza yoneldigi gortlmustir (Sekil 3. 5).
Benzer goriintiller hem adipoz kokenli hem de gobek kordonu orijinli hiicrelerde de

gozlenmektedir.

A B
a,_  ZANNEXINS < A-ANNEXIN 5
L 4 Thi=
Lo Q1 0z - E,,.'_ .
%mg % l."':lE o Ff
Q4 T Q4
: AL ML BLLL P : Ll L DL P
= 420 107 10" 107 = g0 0% w0t 0f
FITC-A FITC-A

Sekil 3. 8. piwil2 geninin transfeksiyon islemi sonrasi hiicreler iizerinde apoptotik etkisi;
kemik iligi hMSC atasal hiicreler (A), kemik iligi hMSC transfekte hiicreler (B).

Transfeksiyon yapilmayan (atasal) hiicrelerde apoptoz orani popiilasyonunu yaklasik %1-1.3
oraninda gozlenirken bu deger piwil2 genini asir1 ifade eden (over expresse) eden hiicrelerde

% 2.8 (kemik iligi) den 7.1 (adipoz) araligina kadar degiskenlik gésterdigi tespit edilmistir.
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4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Bu caligmada insan kemik iligi, adipoz ve gobek kordonu kokenli mezenkimal kok hiicre
izolasyonu, kiiltiire edilmesi ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Kiiltiire edilen
hiicrelerin ti¢iincii pasaj sonrast homojen bir goriintii sergiledikleri ve MKH karakteristigi olan
CD markerlerinden 105 ve 90 gibi markerleri ifade etmeleri ve CD 34 gibi hematopoietik ve
olgun fibroblast markerlerini ifade etmemeleri homojen ve karakteristik MKH izolasyonunun

gergeklestirildigine isaret etmektedir.

Kok hiicreler ve kok hiicrelerin yenilenmesinde ¢cok dnemli bir rol oynayan proteinler ve bu
proteinleri lireten genler, onkogenler ve kanser kok hiicreleri molekiiler biyolojinin oldukca
ilgisini ¢eken arastirma alani haline gelmistir. Kok hiicrelerin yenilenmesinde rol alan
proteinler tiimoriin ortaya ¢ikmasinda da 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢alisma ile bir kok
hiicre proteini olan Piwil2’nin insan ve fare mezenkimal kok hiicreleri iizerine etkisi 6n
calisma niteliginde incelemistir. Insanda Piwil2 testiste bulunan mayoz Oncesi germ
hiicrelerinde ifade edilmektedir. (Lee ve ark 2006). Piwil2 geni ile transfeksiyon sonrasi
MHK’lerin kanser kok hiicrelerine farklilasmasi hem protein seviyesinde hem de
transkripsiyon diizeyinde incelenmistir. Embiryonik hiicreye 6zgii olarak ifade edilen ya da
embriyonik hiicreye doniistimiin gostergesi olabilecek Oct4, Nanog ve SSEA3 gibi
transkripsiyon faktorlerinin ifade edilmesi kanser kok hiicresine doniisiimiin de gostergesi

olarak degerlendirilmektedir.

Hiicre kiiltiiri asamasinda insan ve fareden elde edilen hiicreler belirtilen sartlarda basarili bir
sekilde kiiltiire edilmistir. Ancak, transfeksiyon islemi sonrasinda insan kaynakli kok hiicreler

boliinme yetenegini kaybettiklerinden sonraki asamalarin yapilmasi gereken analizler
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gerceklestirilememistir.  Immiinsitokimya ¢alismalarinda Piwil2 proteini atasal hiicrelerde
belirlenememistir. Bu sonug¢ insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde Piwil2 ifadesinin
hemen hemen hi¢ olmadigi ya da ¢ok diisiik diizeyde tutuldugunu isaret etmektedir.
Beklenenin aksine, piwil2 geni ile transfeksiyon yapilan MKH de de Piwil2 iiriiniiniin tespiti
net olarak yapilamamustir. Giiglii viriis promotdr olan CMV,, altina klonlanan genin tirliniiniin
gozlenememesi ¢alismanin seyrini gen ifadesi konusunda siipheye yer birakmayacak genetik
analizlere yonlendirmistir. Kantitatif sonu¢ vermesi bakimimdan RT-gPCR ile gen ifadesi olup
olmadigr incelenmistir. Gen ifadesinin artis ya da azalisinda referans alinan Beta-actin ve
GAPDH diizeylerine gore, Piwil2 ekspresyonunun yiiksek orandaki artisi (450 kat ve {izeri)
ise sasirtict bulunmustur. mRNA diizeyinde ¢ok yiiksek oranda artig olmasina karsin protein
diizeyinde ICC ile bu fenotipin belirlenememesi bu genin transkripsiyon sonrasi ¢ok siki bir
sekilde regiile edildigini igaret etmektedir. Fenotip olarak transfekte hiicrelerin ¢ok kisa bir
stirede (yaklasik 2-3 hafta sonrasinda) oliime gitmeleri transfeksiyon sonrasi Piwil2’nin
hiicrenin fonksiyonlarini tamamen degistirdigi, boliinme kontroliinii olumsuz etkiledigi ve

nihayetinde de hiicre 6liimiine neden oldugu seklinde yorumlanmustir.

Asir1 Piwil2 mRNA ifadesinden kaynaklanan hiicre oliimiiniin net bir sekilde goézlenmesi
hiicrelerin transfeksiyon sonrasi apoptoza siiriiklendigini diistindiirmiistiir. Bu durumun pasaj
sayist ile ilintili olup olmadigini anlagilmasi i¢in degisik pasaj sayisi referans alinarak mRNA
diizeyleri degerlendirilmistir. Farkli pasaj sayilarina ait hiicrelerin RT-qPCR sonuclarinin da
benzerlik arz ettigi gozlenmistir. Fenotipik olarak Oliime yatkinligi gdzlenen taransfekte
hiicrelerin gergekte apoptoz sonucu oldugu Annexin yardimiyla ile flow sitometri ile
belirlenmistir. Apoptozun transfekte hiicrelerde daha fazla goriildigiinii dogrulayarak Piwil2
artisinin  insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinde apoptozu tetikledigi sonucuna
varilmistir.  Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin aksine, Piwil2’nin g6giis kanseri kok
hiicrelerindeki roliinii Lee ve ark [43-45] tarafindan arastirilmisg ve Piwil2’nin proliferasyonda

ve bu hiicrelerin apoptozisden kurtulmasinda 6nemli bir rol oynadigini saptamislardir.

Benzer durumun diger memeli modellerinde de olup olmadiginin anlasilmasi i¢in fareden elde
edilen MKH hiicrelerin fare orijinli Piwil geni ile transfeksiyonu sonrasinda durumlari
incelenmistir. Fare hiicrelerinde gen aktarimi sonrasi insan hiicrelerinin aksine atasal hiicrelere
benzer fenotiplerinin olmasi ve kiiltiire edilebilmesi insan ve fare kaynakli hiicrelere farkli

sekilde etki ettigini gOstermistir. Ayrica, fare hiicrelerinde mRNA diizeyinde RT-qPCR
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sonuglariyla da desteklenmistir. Insan MKH’lerinin tersine Piwil2 ekspresyonun meme ve
prostat epiteliyal hiicrelerinde ifade edildigi belirlenmistir [43, 44]. Dikkate deger diger bir
baska nokta ise testis disindaki diger insan (dalak, akciger, kalp, beyin, bobrek, kas, ovaryum,
karaciger,) ve fare normal dokulariin (kolon, kemik iligi, beyin serebellumu, ince bagirsak,
fotal beyin, kalp, bobrek, spinal kord, akciger, plasenta, prostat, tiikriik bezi, iskelet kasi,

dalak, mide, tiroid, nefes borusu, uterus) higbirinde Piwil2 ifadesinin belirlenmemesidir.

Piwil2 nin fare fibroblast hiicrelerinde Stad3/CyclinD1 yolagimi aktive ettigi gosterilmistir
[43, 44]. Bu durumu bizim modelimizde aymi sinyal yolagimi kullanip kullanmadigin
degerlendirmek icin, Piwil2 fonksiyon kazanma deneyi ile incelenmistir. Fare fibroblast
hiicrelerinde goézlenen Bcl-XL ekspresyonunun sinyal doniistiiriici ve transkripsiyon 3
(Stat3)’iin aktivatoriiniin ekspresyonundaki artis1 [45]. insan HMK lerinde sadece CyclinD1

diizeyinde gézlenmemistir.

Hipotez, prostat kanseri hiicrelerinden Piwil2 ekspresyonu ile esey hiicreler igin spesifik
genlerin iliskisi ile desteklenebilir. Son dénemlerde, hiicre fenotipinde epitelyal-mezenkimal
(EMT) ve mezenkimal-epitelyal (MET) degisim olarak tanimlanan epitelyal ve mezenkimal
yapilar arasindaki degisimlerin, embriyonik gelisimde ve kanser patogenezinde anahtar role
sahip oldugu gosterilmistir [32, 34, 46].

Burada 6nemli olan Piwil2’nin proliferasyon ve apoptozis ile iligkili genleri nasil regiile
ettigidir. Olas1 mekanizmalardan biri Piwil2 iligkili gen regiilasyonunun kiiciik RNA ve
metilasyon vasitasiyla olabilecegidir. Bu olasilik  dogrultusunda piwi-etkilesimli
RNA’lar (piRNAs) olarak adlandirilan kiigiik RNA tiirlerinin bir alt grubu, memeli
testislerinde tanimlandirilmistir. Bu kiicik RNA’lar esey hiicrelerin  genomundaki
transpozon fonksiyonunu baskilamak i¢in PIWI proteinleri ile (Piwill ve Piwil2)
etkilesime girmektedirler. Bu da piRNA’larin, kanser hiicrelerinde gen regiilasyonunun
anahtar bileseni olarak bilinen DNA metilasyonunun spesifik belirleyicileri oldugunu

gostermektedir [47, 48, 49, 50, 51].

Piwi homologu olan Hiwi geninin hiicrelerde siirekli olmayan ekspresyonunda hiicresel
proliferasyonunda dramatik bir azalma gozlenmesi, ayrica yiliksek ekspresyona ait hiicrelerde

(KG1) programlanmig hiicre Olimii (apopitoz) artiginin séz konusu olmasi, Hiwi



30

ekpresyonunun artisiyla onkojenitenin ters orantili olarak degisim gostermesi, bizim

calismamizi destekler niteliktedir.
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