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OZET

Amag: Kok hiicreler baska hiicrelere farklanma ve gelisim potansiyeli en yiiksek
olan hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicrelerin en 6nemli kaynaklar1 implantasyon
Oncesi blastosistlerin i¢ hiicre kitleleridir. Bu hiicreler kendilerine 6zgii olan ve diger
hiicrelerde olmayan transkripsiyon faktorleri sentezlerler. Bu faktorler, hiicrelerin
baska hiicrelere farklanma ya da kendi kendilerini yenileme 6zelliklerinin baslica
yonlendiricileridir. Calismamizda epigenetik hiicre diizenleyicilerinden biri olan
DNA metilasyonuna, inhibitor ile miidahale edilerek embriyonik kok hiicre belirteci
Nanog’un ekspresyonuna etkisini ve bdylece hiicrelerin pluripotensilerine direkt

etkilerini gormek amaglanmustir.

Yontem: Calismamizda Balb/c ki olgun disi hamile farelerden embriyonik 3.5.
giinde uterus diseksiyonu ve boynuz yikamasi ile elde edilen embriyolara 50
mikrolitrelik damlaciklar igerisinde islemler uygulanmistir. Total blastosist
gruplarina ve immiinocerrahi islemiyle elde edilen i¢ hiicre kitlelerine metilasyon
inhibitort uygulanarak 5-Metilsitozin antikoruyla metilasyon seviyeleri ve Nanog
antikoruyla pluripotensi seviyelerindeki degisimler degerlendirilmistir. Sonuglar

Image] ile analiz edilmistir.

Bulgular: Total blastosist gruplarinda 0,1 uM inhibitor uygulanan gruplarda hem 5-
Metilsitozin hem de Nanog immiinofloresan ekspresyonlarinda anlamli artislar
gozlenmistir. 1 pM inhibitor uygulanan grupta ise 5-Metilsitozin ekspresyonundaki
diisiis kontrol gruplarina gore anlamli bulunmazken Nanog ekspresyonunda anlamli
azalma olmustur. Immiinocerrahi gruplarinda 0,1 pM inhibitdr uygulanan gruplarda

hem 5-Metilsitozin hem de Nanog ekspresyonlari kontrol gruplarina gére azalmastir.

Sonu¢: Bu calismada total blastosistte ve immiinocerrahi ile elde edilen i¢ hiicre
kitlelerinde metilasyonun pluripotensiye etkisi incelenmistir. 5-metilsitozin ve Nanog
ekspresyon seviyelerindeki degisimler bu iki hiicre grubunun inhibitére olan
cevaplarimin farkli oldugunu gostermektedir. Nanog ekspresyonunun da hiicre igi
lokalizasyonunda degisiklikler oldugu goriilmiistiir. Calismamiz pluripotent kok

hiicre kiiltiirleriyle ilgili yapilacak olan ¢aligmalara katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Fare, Embriyo, i¢ hiicre kitlesi, Pluripotensi, Metilasyon



ABSTRACT

Objective: Stem cells are the cells with the highest potential to differentiate and
develop into other cells. The most important sources of embryonic stem cells are pre-
implantation blastocyst inner cell masses. These cells synthesize some transcription
factors unique to them and not found in other cells. These factors are the main
controllers of the cell's ability to differentiate into other cells or to renew themselves.
In our study, we aimed to see the effect of DNA methylation, one of the epigenetic
cell regulators, on the expression of Nanog, which is one of the embryonic stem cell

markers, and thus its direct effects on the pluripotency of cells.

Method: In our study, embryos were obtained from Balb/c female mice by uterine
dissection and horn washing at embryonic 3.5 days and treated in 50 microliter
droplets. Methylation and pluripotency levels determined respectively with 5-
Methylcytosine and Nanog immunofluorescence by applying methylation inhibitor to
total blastocyst groups and inner cell masses obtained by immunosurgery. Results
were analyzed by ImageJ.

Results: Immunofluorescence images were evaluated and significant increases were
observed in both 5-Methylcytosine and Nanog expressions in the 0,1 uM inhibitor
treated groups in the total blastocyst groups. In the group treated with 1 uM inhibitor,
the decrease in 5-Methylcytosine expression was not found to be significant
compared to the control groups, while there was a significant decrease in Nanog
expression. In the immunosurgery groups, both 5-Methylcytosine and Nanog
expressions were decreased in the 0,1 uM inhibitor group compared to the control
groups.

Conclusion: In this study, the effect of methylation on pluripotency was investigated
in total blastocyst and inner cell masses obtained by immunosurgery. Changes in 5-
methylcytosine and Nanog expression levels show that these cell groups have
different responses to the inhibitor. It has been observed that there are changes in the
intracellular localization of nanog expression. Our study may contribute to studies on

pluripotent stem cell cultures.

Key words: Mouse, Embryo, Inner cell mass, Pluripotency, Methylation
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Fare embriyonik gelisiminin preimplantasyon periyodunda fertilizasyonun ardindan
zigot seri hiicre boliinmeleri ile hiicre sayisimi arttirir. Bu siire zarfinda hiicreler
totipotensini kaybederken iki asamali hiicre kaderi karar1 almr. ilk karar,
trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kiitlesinin (ICM) ayrilmasidir. Ikincisi, ICM’de
gerceklesir ve ICM hiicreleri embriyonun uygun bir sekilde olusmasini saglayan
pluripotent epiblast (EPI) hiicreleriyle ekstra embriyonik primitif endoderm (PrE)
hiicrelerine ayrilmasidir. Farkli hiicresel 6zellikler, sinyal yolaklar1 ve transkripsiyon
faktorlerinin aktivitesi gibi belirleyiciler, erken embriyoda hiicrelerin bu farklilasma

secimini etkiler (Adjaye ve ark., 2005; Rossant ve Tam, 2009).

Embriyo ICM hiicreleri, embriyonik kék hiicrelerdir (ESC). izole edilebilir ve in
vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltilabilir. Farelerde ICM’den elde edilen fare embriyonik
kok hiicrelerin (mESC) kaynagi, naif epiblast hiicreleridir (Gardner ve Brook, 1997;
Batlle-Morera ve ark., 2008). ESC'ler normal gelisimi uygun ortamda siirdiiriirler.
Kendi kendini yenileme ve viicuttaki her hiicre tipini olusturabilme potansiyellerine
gore tanmimlanmiglardir (Evans ve Kaufman, 1981; Thomson ve ark., 1998).
Embriyonik kok hiicrelerin pluripotent durumlarint siirdiirebilmesi i¢in, Nanog, Oct4
ve Sox2 transkripsiyon faktorlerinin devamli ekspresyonlart gerekir (Marson ve ark.,
2008).

Epigenetik mekanizmalar, memelilerde oogenezde ve erken embriyo gelisiminde
kritik rol oynar. Bu epigenetik mekanizmalardan biri olan DNA metilasyonu, sitozin-
fosfat-guanin (CpG) ve CpG olmayan sitozin kalintilarinin besinci karbon atomuna
bir metil grubunun eklenmesinden sorumlu olan DNA metiltransferazlarin
(DNMT'ler) aktiviteleri ile gerceklestirilir (Chen ve Li, 2004). DNA metilasyonu
enzimatik bir islemdir ve DNA metiltransferaz enzimleri tarafindan katalizlenir.
Embriyo gelisiminde diger faktorlerle beraber epigenetik mekanizmada 6nemli rol

oynayan DNMT’lere de gereksinim vardir (Uysal ve ark., 2015).

Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L olmak iizere
bes DNMT enzimi tanimlanmistir. Bu enzimler iki farkli metilasyon isleminde

caligirlar: bakim ve de novo. Bakim metilasyonu igin, DNMT1, DNA ¢ogalmasini



takiben metil gruplarin1 yart metillenmis DNA ipliklerine aktarir. DNMT3A ve
DNMT3B de novo metilasyon faaliyetleri i¢in degistirilmemis sitozin kalmtilarinin
metilasyonunda islev gériir. DNMT3L de novo metilasyon siirecine dolayli olarak
katkida bulunmasina ragmen, DNMT2 sitozin 38'in aspartik asit transfer RNA'sinin

antikolon halkasinda metilasyonunu saglar ve DNA'y1 metile etmez (Bestor, 2000).

In vivo olarak global DNA demetilasyonu, preimplantasyon embriyosunda ve
primordial germ hiicrelerinde (PGC'ler) meydana gelir (Monk ve ark., 1987).
Gelisim ve farklilagmanin bir sonraki asamalarini baslatmak igin gerekli olan
preimplantasyon embriyoda ve PGC'lerde hipometilasyon durumu goriiliir (Hajkova
ve ark., 2002; Smith ve ark., 2014).

2-hiicreli asamadan sonra, preimplantasyon embriyosunda, trofoblast ve i¢ hiicre
Kitlesi hiicrelerinden blastosisti olusturan boliinmeler sirasinda DNA metilasyonu
kayb1 devam eder. Embriyonik giin 3.5'te (E3.5) implantasyon Oncesi blastosistin i¢
hiicre kitlesi, tiim embriyonik evrelerin en diisiik ortalama CpG metilasyonunu
sergilemektedir. Bu hipometile edilmis durum, hizla meydana gelen ve global
remetilasyon yolu ile geri doniistiiriilebilen nispeten gegici bir durumdur (Smith ve

ark., 2012).

In vivo DNA demetilasyonunu incelemek i¢in in vitro pluripotent hiicre tiplerinin
kullanim1 alternatif bir modeldir (Clark, 2015). DNA demetilasyonunun ve global
hipometile pluripotent kok hiicrelerin kullanimi ile yeni ¢alismalarda biiyiik etkileri
olabilir. Embriyo gelisimindeki diger hiicrelere gore farklanma potansiyeli ¢ok
yuksek olan kok hiicre 6zelligindeki E3.5 embriyo i¢ hiicre kitlesinin metilasyon
seviyesinin bu asamada ge¢ici olarak azalip ardindan kisa siirede remetile oldugu
goriilmektedir. Biz de ¢aligmamizda metilasyonun pluripotensiye etkisinin olup
olmadigin1 gostermek icin 5-azasitidin araciligi ile DNA hipometilasyonunu
sirdiirerek, = metilasyonun  pluripotensi  ilizerindeki  etkisini  belirlemeyi

amagclamaktay1z.

Bu amagtan yola ¢ikarak; “DNA metilasyonu blastosist agsamasindaki total embriyo
ve i¢ hiicre kitlesinin gelisimsel ve farklilagma hizimi etkiler.” hipotezini kurarak

calismamiza basladik.



GENEL BIiLGILER

2.1. Erken Embriyo Gelisimi

Embriyonik gelisiminin fertilizasyondan implantasyona kadar olan en erken
asamalar1 preimplantasyon periyot (implantasyon oncesi donem) olarak adlandirilir
(Sekil 2.1). Fertilizasyon ile olusan zigot embriyonik ve ekstraembriyonik biitiin
dokularin koken aldigi yapidir ve seri hiicre boliinmeleri ile hiicre sayisini hizli bir
sekilde artirir. Preimplantasyon periyodu, iki asamali hiicre kaderi kararinin alindigi
stirecler igerir. Bu siireglerde hiicreler zigot asamasindaki totipotent (embriyonik ve
ekstraembriyonik biitlin dokular1 olusturma potansiyeli) 6zelligini yavas yavas

kaybetmektedirler.

; . s ” kompakt erken geg
Zent ZHae THIE 8-hiicre morula blastosist blastosist
E0S E1S E20 E25 E30 E35 E4S

kompaksiyon kavitasyon

Sekil 2.1. Farelerde preimplantasyon embriyo gelisimi. (E: Embriyonik giin) (Schrode ve ark.,
2013)

Ik hiicre kaderi karar1 asamasinda trofoblast ve i¢ hiicre kitlesi ayrimma
gidilmektedir. I¢ hiicre kitlesi (ICM) pluripotent dzelliktedir ve embriyonik biitiin
dokular1 olusturma potansiyeline sahiptir. Trofektoderm (TE) ise ekstraembriyonik
dokular1 olusturmaktadir (Rossant ve Tam, 2009). Ikinci hiicre kaderi kararinda ise i¢
hiicre kitlesinden embriyonik dokular1 olusturan pluripotent epiblast (EPI) ve ekstra
embriyonik primitif endoderm (PrE) hiicrelerinin farklanmasi ve konumsal olarak

ayrigsmalar1 gergeklesmektedir.

Memeli embriyo igerisindeki hiicrelerin ilk farklilagsma karar1 ile blastomerlerin
trofektoderm ya da i¢ hiicre kitlesinin bir pargasi haline gelmesi blastosist evresinden
once gerceklesir (Rossant ve Tam, 2009). ICM hiicreleri pluripotent &zellige sahiptir
ve embriyonik {i¢ germ tabakasina farklanarak embriyonik dokular1 olustururken, TE
ekstra embriyonik tabakayi olusturur (Adjaye ve ark., 2005; Rossant ve Tam, 2009;

G. Guo ve ark., 2010). Bu erken asamalardaki embriyoda hiicrelerin farklilasma



secimini diferansiyel hiicresel Ozellikler, sinyal yolaklar1 ve transkripsiyon

diizenleyicilerin aktivitesi gibi ¢oklu belirleyiciler etkiler (Rossant ve Tam, 2009).

Erken blastomerler, yaklasik sekiz hiicreli asamaya kadar, 6zdes ve totipotenttir ve
onemli Olgiide plastisiteyi korurlar. Sekiz hiicreli asamada, her blastomer polarize
olur ve iki polar dig hiicre (Outer Cells, OC) iiretmek i¢in simetrik olarak veya bir
apolar i¢ hiicre (Inner Cells, IC) ve bir polar OC olusturmak i¢in asimetrik olarak
boliiniir. Boylece, sirasiyla ICM ve trofektoderm hiicrelerini olusturacak olan IC'ler

ve OC'ler grubu olusturulur (Johnson ve Ziomek, 1981; Chazaud ve ark., 2006).

Zigottaki bu epigenetik durum, blastosistin gelisimi sirasinda bir dizi anahtar
transkripsiyon faktoriiniin kritik bir rol oynamasina izin verir. Bu faktorler arasinda
sirastyla ICM ve trofektoderm gelisimi icin gerekli olan Oct4 ve Cdx2 bulunmaktadir
(Niwa ve ark., 2005). Erken morula asamasinda, bu faktorlerin her ikisi de tiim
blastomerlerde eksprese edilir. Ge¢ morula asamasinda, IC ve OC olustugunda, IC'de
Oct4 ekspresyonu tespit edilirken Cdx2, OC ile smirlidir (Niwa ve ark., 2005).
Buradaki ilk hiicre kaderi karariyla beraber i¢ hiicre kitlesi ve trofektoderm ayrimina

gidilmis olur.

Moruladaki IC'lerin ilave bir 6zelligi, bir homeodomain proteini olan Nanog'un
ekspresyonudur (Chambers ve ark., 2003; Mitsui ve ark., 2003). Nanog'un rolii, E3.5
blastosistinin ICM'sinin, tek tek hiicrelerde Nanog ve Gata6 ekspresyonunun
karsilikli olarak blastomerlerde mozaik bir ‘tuz ve biber’ modeli gosterdiginde, EPI
ve PrE gelisimini indiiklemektedir. Ayrica ICM'de Gata6 ekspresyonu baskilanirsa,

tiim hiicreler Nanog ekspresyonunu devam ettirir (Chazaud ve ark., 2006).

EPI'ye 0zel transkripsiyon faktorii Nanog ve PrE'ye 6zgii Gata6 tiim ICM hiicreleri
tarafindan eksprese edilir. Bu Ortiisen ekspresyon, PrE onciilleri gec blastosist
asamasinda belirtegleri olan bir dizi transkripsiyon faktoriinii (Gata6, Sox17) ve EPI
onciilleri de kendi belirtecleri olan transkripsiyon faktorlerini (Nanog ve Sox2)
eksprese etmesiyle beraber ICM’de iki ayr1 hiicre popiilasyonu ortaya ¢ikana kadar

pluripotent 6zelligi birlikte gostermeye devam eder.

Baz1 caligmalarda, FGF sinyalinin PrE hiicrelerinin spesifikasyonu igin gerekli
oldugu gosterilmistir (Goldin ve Papaioannou, 2003; Nichols ve ark., 2009;
Yamanaka ve ark., 2010). Epiblast oOnciileri tarafindan iretilen Fgf4'in, ICM

4



hiicrelerinin geri kalani arasinda PrE farklanma kararini indiikledigi diistiniilmektedir
(G. Guo ve ark., 2010; Frankenberg ve ark., 2011; Grabarek ve ark., 2012). Daha
sonra hiicre kimliklerinde degisim, FGF sinyal yolag1 araciligiyla indiiklenmis olup,
epiblastta Nanog, Oct4 ve Gata6’nin ekspresyonuna ve ikinci hiicre kaderi
kararindan Once orta donem blastosist asamasinda (64 hiicre) PrE ve Epi Oncii
hiicrelerinin heniiz konumsal olarak ayrilmadigi ve i¢ hiicre kitlesinde 'tuz ve biber
modeli' olarak adlandirilan karisik sekilde bir arada bulunduklart sekilde
konumlanmalarina yol agmistir (Plusa ve ark., 2008). Bu asamadaki PrE hiicreleri
GATAA4'"l eksprese etmeye baslar (Kurimoto ve ark., 2006; Plusa ve ark., 2008). Son
olarak, orta ila ge¢ donem blastosist (100-120 hiicre) arasinda, bu iki hiicre soyu
konumsal olarak da birbirinden ayrilir (Sekil 2.2): Epi onclileri trofoblast ile
blastosist boslugu arasindaki konumlarinda kalirken PrE onciileri, olgunlasmaya
devam edecekleri konum olarak ICM'nin blastosist bosluguna bakan yiizeyine
ulasana kadar go¢ ederler. Bu iki hiicre soyu da spesifikasyon ve konumsal olarak

ayrigmalarini bu asamada gerceklestirmis olurlar (Mitsui ve ark., 2003).

Trofektoderm
Cdx2
Totipotent ilk hiicre Primitif Endoderm
Blastomerler kaderi karars Gatab, Sox17
ic Hiicre Kitlesi ikinei hiicre
Oct4, Nanog kaderi karars

Pluripotent Epiblast
Nanog

Sekil 2.2.  Preimplantasyon embriyo gelisiminde hiicre kaderi kararlari ve olusan hiicre soylari.
(Schrode ve ark., 2013)

Embriyo ICM hiicreleri (E3.5), pluripotent 6zellikteki embriyonik kok hiicrelerdir
(ESC). Izole edilebilir ve in vitro ortamda ¢ogaltilabilirler. ICM kiiltiirlerinden elde
edilen pluripotent kok hiicrelerin kaynagi, naif epiblast hiicreleridir (Gardner ve
Brook, 1997; Batlle-Morera ve ark., 2008). Bu hiicreler blastosist icerisine enjekte
edildiginde kimerik farelerde tiim embriyonik dokularin kaynagi olan ili¢ germ
tabakasini da (endoderm, mezoderm ve ektoderm) olusturabilir (Bradley ve ark.,
1984). ESC'ler normal bir karyotip siirdiiriirler ve farklilasmadan ¢ogalma (kendi
kendini yenileme) ve viicuttaki her hiicre tipini olusturabilme potansiyelleri ile
tanimlanmiglardir (Evans ve Kaufman, 1981; Thomson ve ark., 1998). Hiicrelerin
embriyonik kok hiicre durumunu devam ettirebilmek igin gelisimsel diizenleyici

mekanizmalar1 ve faktorleri kodlayan genler de dahil olmak iizere anahtar rol
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oynayan bir¢ok gen ile fiziksel olarak etkilesime giren ve genomla birlikte ¢alisan
pluripotensinin temel belirtegleri olan Oct4, Nanog ve Sox2 transkripsiyon
faktorlerinin niikleus tarafindan ekspresyonlarmin devami gerekmektedir (Marson ve

ark., 2008).

2.2. Pluripotensinin Genetik ve Epigenetik Diizenleyicileri

Genetik ve epigenetik mekanizmalar, totipotent zigottan fare blastosistlerdeki farkli
hiicrelere gecisi diizenler. ICM’deki pluripotent hiicreler, benzersiz bir epigenetik
mekanizma tarafindan desteklenen, in vitro olarak siiresiz olarak c¢ogaltilabilen
hiicrelerdir. Implantasyondan sonra, cesitli epigenetik diizenleyici mekanizmalar
pluripotent epiblast hiicrelerinin somatik hiicrelere farklilagsmasin1 da kontrol eder.
Germ hiicrelerinin  gelisimi  sirasinda  totipotensinin rejenere edilmesi ve

pluripotensiye 6zgii genlerin yeniden ekspresyonu gerekir (Surani ve ark., 2007).

Gelisim ve hiicre kaderi kararlari, genetik ve epigenetik programlar arasinda yakin
koordinasyon gerektirir. Bunlar da komsu hiicreler arasindaki etkilesimlerle birlikte
hiicre kaderi karar1 i¢in gerekli olan uygun transkripsiyonel ve epigenetik yanitlari
indiikleyen sinyal molekiilleri tarafindan diizenlenir. Buna ek olarak, epigenetik
mekanizmalar, uygun olmayan gelisim programlarinin dogru zaman ve yerde
baskilanmasini saglar. Bu i¢ ve dig diizenleyiciler, pluripotensinin gelisimsel olarak

in vivo ve in vitro etkisini belirler.

Totipotensi ve pluripotensi, farkli gelisim potansiyellerine sahip iki farkli epigenetik
durumdur. Zigot ve bir dereceye kadar erken blastomerler, tiim organizmay1
olusturabilecek benzersiz yapilardir. Bu hiicreler farklanmaya gittikce, kendi kendini
yenileme Kapasiteleri azalir. Pluripotent hiicreler, blastosistlerin i¢ hiicre Kkitlesi
(ICM) i¢indeki totipotent blastomerlerden olusturulur. Bu hiicreler yariklanma
boliinmelerini durdurduk¢a ve normal hiicre boliinmesinin 6zelliklerini edindikge, dis
sinyallere yanit verirler ve in vitro kiiltiire edildiklerinde kendi kendini yenileme

kapasitesi kazanirlar.

Primordiyal germ hiicrelerinin epigenetik ve transkripsiyonel durumlari, hiicrelerin
somatik gelisimini baskilar, farkli hiicre tiplerine farklilasmazlar ve hiicreler
pluripotensi ile uyumlu 6zellikler gosterir. Bununla birlikte pluripotent kok hiicreler

hem ICM hem de germ hiicrelerinden in vitro tiiretilebilir.



2.3. Pluripotent Hiicre Soylari ve Tiirevleri

Gelisim bagladiginda, totipotent zigot, erken gelisimi diizenleyen maternal kalitsal
anahtar ve transgenik faktorleri igerir. Zigotikten embriyonik programa gecis,
transkripsiyon ge¢ zigotta ve iki hiicre asamasinda baslayinca meydana gelir. Bunu,
blastosist olusturmak icin yaklagik alti yariklanma boliinmesini igeren
preimplantasyon gelisimi takip eder (Niwa ve ark., 2005; Chazaud ve ark., 2006).
Blastosistler, pluripotent hiicreleri igeren bir ICM ve plasentanin implantasyonu ve
gelisimi i¢in gerekli olan 6zel dis trofektoderm hiicrelerinden olusur. ICM,
yetigskinlerde tiim somatik dokularin ve germ hiicrelerinin progenitoriidiir.
Gastrulasyonun baglangicindaki en erken gelisimsel olaylardan biri, germ
hiicrelerinin olusturulmasidir (Surani ve ark., 2007). Bu asamada germ (esey)
hiicreleri, somatik farklanmanin bastirilmasini igeren spesifik bir transkripsiyonel

program tarafindan olusturulan spesifik hiicrelerdir.

Totipotent zigot, maternal kalitsal epigenetik diizenleyiciler ve Oct4 ve Sox2 de dahil
transkripsiyon faktorleri icerir. Bu faktorler, embriyonun blastosist asamasina
gelismesini diizenler. Oct4 ve Nanog'un delesyonu ya da susturulmasi, ICM
gelisimini tehlikeye atar (Nichols ve ark., 1998; Chambers ve ark., 2003; Mitsui ve
ark., 2003).

ICM ve primordial germ hiicreleri (PGC'ler) sirayla in vitro kiiltiirde tiiretilen ve
korunan pluripotent embriyonik kdk (ES) ve embriyonik germ (EG) hiicrelerinin
onciileridir (Matsui ve ark., 1992; Durcova-Hills ve ark., 2006). Pluripotent kok
hiicreler, spermatogonial kok hiicrelerden de tiiretilmistir (Kanatsu-Shinohara ve
ark., 2005).

ES hiicreleri, in vitro olarak kalici pluripotent bir durum gosterirler, bu da in vivo
olarak EPI hiicrelerinin gegici pluripotent durumuna karsilik gelir. Ornegin, spesifik
sitokinler ES hiicrelerinin tiiretilmesini ve korunmasini destekler. Losemi inhibitor
faktorii (LIF) ve BMP4, sadece EPI't modifiye etmekle kalmayip, ES hiicrelerinin
tiretilmesi sirasinda uygun cevaplart uyandirabilen, ayni zamanda kiiltiirde
pluripotensinin siirdiiriilmesini saglayan anahtar faktorlerdir (Ying ve ark., 2003,
Chambers ve Smith, 2004). Bu sitokinlerin in vitro etkisi ortadan kaldirildiginda
veya ES hiicreleri tekrar blastosiste enjekte edildiginde, tipki EPI hiicreleri gibi

farklilasmaya maruz kalir. Bu gozlemler, in vivo olarak bir sonraki gelisim asamasina
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hizli bir sekilde ilerlediklerinden, ancak in vitro olarak ES hiicreleri olarak siiresiz
muhafaza edilebildiginden, in vivo EPI hiicreleri pluripotensinin gegici durumunu

vurgulamaktadir.

2.4. Metilasyon — Global Hipometilasyon

Epigenetik mekanizmalar, memelilerde oogenez ve erken embriyo gelisiminde kritik
rol oynamaktadir. Bu epigenetik mekanizmalardan biri olan DNA metilasyonu,
sitozin-fosfat-guanin (CpG) ve CpG olmayan sitozin kalintilarinin besinci karbon
atomuna bir metil grubunun eklenmesinden sorumlu olan DNA metiltransferazlarin
(DNMT'ler) aktiviteleri ile gergeklestirilir (Chen ve Li, 2004). DNA dizisindeki
guaninin Oniine yerlesmis sitozinlerin (CpG) 5. konumundaki karbonuna metil grubu
baglanmasi ile ve bdlgesel hipermetilasyon, promotdr bolgede (gen ifadesini baslatan

bolge) bulunan CpG adaciklarini etkileyerek genin aktivitesini durdurmaktadir

(Delgado ve ark., 1998).

DNA metilasyonu enzimatik bir islemdir ve DNA metiltransferaz enzimleri
tarafindan katalizlenir. Dolayisiyla embriyo gelisiminde diger faktorlerle beraber bu
epigenetik mekanizmada 6nemli rol oynayan DNMT’lere gereksinim vardir (Uysal
ve ark., 2015). Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L
olmak iizere bes DNMT enzimi tanimlanmigtir. Bu enzimler bakim (onarim) ve de
novo olmak {izere iki farkli metilasyon isleminde ¢alisirlar. Bakim metilasyonu igin,
DNMTT tercihen DNA ¢ogalmasini takiben metil gruplarini yar1 metillenmis DNA
ipliklerine aktarir. Ancak, DNMT3A ve DNMT3B de novo metilasyon faaliyetleri
icin degistirilmemis sitozin kalintilarinin metilasyonunda islev goriir. DNMT3L de

novo metilasyon siirecine dolayli olarak rol almaktadir (Bestor, 2000).

In vivo olarak global DNA demetilasyonu, preimplantasyon agamadaki embriyoda ve
memelilerin primordial germ hiicrelerinde (PGC'ler) meydana gelir. Tarihsel olarak,
in vivo global DNA demetilasyonunun, tiim genomdan sitozin metilasyonunun
kaldirilmasiyla sonuglandigi diistiniilmistiir (Monk ve ark., 1987). Bunun yerine,
stirekli olarak metillenmis sitozinler, belirli transpozon siniflarinda ve ayrica
ekzonlar, promotorler, ek yerleri ve CG adalar1 gibi bazi1 ender bulunan intragenik
bolgelerde bulunur. Sonug olarak, gelisim ve farklilasmanin bir sonraki asamalarini

baslatmak i¢in gerekli olan preimplantasyon embriyo ve PGC'lerde hipometilasyon



durumu goriiliir (Hajkova ve ark., 2002; Smith ve ark., 2014). Fakat bu durum g¢ok

kisa siireli ve gegicidir.

Implantasyon ©6ncesi embriyonun epigenomu, bir haploit oosit ve spermin
fertilizasyonundan sonra olusturulur (Smallwood ve ark., 2011). Fertilizasyondan
sonra maternal genomdan sitozin metilasyonunun uzaklastirilmasi, DNA
replikasyonu ile de baglantili olarak yavas bir kinetige yol agar (F. Guo ve ark.,
2014; Wang ve ark., 2014). Aksine, hipermetile paternal genom, embriyonun 2 hiicre
asamasini olusturmak i¢in ilk yariklanmadan once fertilizasyon sirasinda hizla

demetilasyona tabi tutulur (A. Inoue ve Zhang, 2011; Peat ve ark., 2014).

Son caligmalar hem maternal hem de paternal genomlarinin 2 hiicreli embriyonun
olusturulmasindan 6nce demetilasyona tabi tutuldugunu ve DNA demetilasyonunun
Tet metilsitozin dioksijenaz 3 (Tet3) ile 5-metilsitozin (5-MeC)'in  5-
hidroksimetilsitozin (5-hMeC)’e oksidasyonunu igerdigini gostermektedir (A. Inoue
ve Zhang, 2011; F. Guo ve ark., 2014). Spesifik olarak, 2-hiicre asamasindan 6nce
maternal genomun DNA demetilasyonu, replikasyona bagli DNA demetilasyonunda

onemli bir role sahip Tet3 tarafindan oksidasyonda kiigiik bir rol oynar (Sekil 2.3).

N |

|
100 |

= |

|

S L5 /"’.

©

=]

[a}]

£ Fs0 |

() i

o

Q |

(=) |

& Los |
|
|
|

L0 | -

: blastosist
|
|
L

E(IJ.E: E3|'5 EEIS.S EiB.S

I—>
Sekil 2.3. Fare embriyosunda erkek ve disi pronukleuslardan (mavi, pembe) itibaren yiiksek

metilasyon diizeyleri, blastosist i¢ hiicre kitlesinde (sar1) azalmakta ve en diisiik
seviyelere gelmektedir.

Fakat paternal genomun demetilasyonu, Tet3 ve replikasyon bagli DNA

demetilasyonunda 6nemli bir rol oynar. 2-hiicreli asamadan sonra, preimplantasyon

9



embriyoda, trofoblast ve i¢ hiicre kitlesi hiicrelerindeki blastosisti olusturan
boliinmeler sirasinda DNA metilasyon kaybr ile degismeye devam eder. Embriyonik
(E) gilin 3.5'te implantasyon Oncesi blastosistin i¢ hiicre kitlesi, tim implantasyon
Oncesi embriyonik evrelerin en diisiik ortalama CpG metilasyonunu sergilemektedir.
Bu hipometile edilmis durum, hizla meydana gelen ve global remetilasyon yolu ile

geri dontistiiriilebilen gegici bir durumdur (Smith ve ark., 2012).

Implantasyon sonrasi embriyoda primordial germ hiicreleri, E6.25'te epiblasttan
koken alir ve bu da cevredeki somatik hiicrelere benzer global DNA metilasyon
seviyelerini sergileyen, E7.25 ile ortalama 40 kesin PGC'ye neden olur (Seki ve ark.,
2005; Seisenberger ve ark., 2012; Calvopina ve ark., 2015). Daha sonra,
spesifikasyondan yaklasik 24-36 saat sonra, PGC genomu kiiresel olarak epiblastta
Ol¢iilen seviyelerin yaklasik % 50'si kadardir. PGC'lerde, bu DNA demetilasyon
olayl, asama I DNA metilasyonu yeniden programlama olarak adlandirilir. Daha
sonra, PGC genomu, E9.5'ten E13.5'e lokus spesifik DNA demetilasyonu ile daha
fazla demetiledir. Bu asama II DNA metilasyon yeniden programlama olarak
adlandirilir. Evre 1 (global DNA demetilasyonu) arti evre II'mnin (lokal DNA
demetilasyonu) kombine etkileri, E13.5'te germline epigenetik zemin durumu olarak
adlandirilan epigenetik bir durum olusturur (Kobayashi ve ark., 2013; Wang ve ark.,
2014).

E3.5 blastosist ve E13.5 PGC'leri hipometile olsa da PGC'lerde sitozin
metilasyonunun mutlak seviyeleri daha diistiktiir, ¢linkii PGC farklilagsmas1 sirasinda
DNA demetilasyonundan daha az sayida sitozin korunmustur. Ornegin, implantasyon
Oncesi embriyo sitozin metilasyonu, imprinting kontrol merkezlerinde (ICC'ler), bazi
transpozabl elementler ve gecici maternal metile CG adalarinda (CGI) korunur
(Smallwood ve ark., 2011; Smith ve ark., 2012). PGC'lerde, sitozin metilasyonu,
ICC'lerden ve hemen hemen tiim transpozonlardan, sadece en geng¢ transpozabl
elementler ve perisentromerik heterokromatini tutan DNA metilasyonu ile kaybolur.
PGC'lerde bu siirekli olarak metillenmis alanlar, germ hatt1 icinde DNA metilasyon
kalitimi1 ve bir sonraki jenerasyonda hastaliga yatkinlik ile ilgili farkli sorulara yol
acabilmektedir. Ornegin, anormal epiallellerin olusturulmas1 veya bir aktif
transpozonun demetilasyonu, DNA'da kalic1 epigenetik veya genetik degisikliklere

neden olabilir (Kobayashi ve ark., 2013; Yamaguchi ve ark., 2013).

10



Dikkat ¢ekici deney modeli calismalarinda, DNA metilasyon mekanizmalarinin,
metilasyonu inhibe edici ajanlardan 5-Azasitidin (5-AzaC) yardimi ile fare
embriyonik kok hiicre kiiltiirlerinin (Tsuji-Takayama ve ark., 2004) ve insan
embriyonik kok hiicre kiiltiirlerinin (Yoon ve ark., 2006) diger hiicrelere
farklanmalarindaki rolleri incelenmistir. Ayrica mezenkimal kok hiicrelerinin
kardiyojenik ve miyojenik farklanmalarindaki rollerine bakilmistir (Supokawej ve
ark., 2013).

In vivo DNA demetilasyon mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi, implantasyon dncesi
embriyo calismalarinda diisiik hiicre sayilar1 ve teknik zorluklar nedeniyle zordur.
DNA demetilasyonunu incelemek igin alternatif bir model in vitro olarak i¢ hiicre
kitlesinden pluripotent hiicre hatlarinin elde edilmesi ve kullanimidir. DNA
demetilasyonunun in vitro ¢alismasinin avantaji, biyokimyasal g¢alismalara uygun
cok sayida hiicrenin elde edilebilmesidir. Fakat hiicrelerin DNA demetilasyon
stirecindeki heterojen durum ve rejeneratif tipta hipermetile pluripotent kok
hiicrelerin kullaniminda 6nemli etkileri olabilecek c¢esitli versiyonlarin sonunda

ortaya ¢ikan farkli metilasyon durumlar1 dezavantaj olarak goriilebilir (Clark, 2015).

I¢ hiicre kitlesini gevre trofoblast tabakasindan ayirarak saf pluripotent hiicre hatti
elde edebilmek ve in vitro calismalarda kullanilmak i¢in kulanilan yontemlerden
birisi de basit uygulamali bir yontem olan immiinocerrahi islemidir (Solter ve
Knowles, 1975). Bu islem dis trofoblast hiicre tabakasina tutunan bir antiserum ve
ardindan kompleman serum ile muamele edilmesiyle trofoblast hiicrelerinin i¢ hiicre
Kitlesinden uzaklagsmasini ve i¢ hiicre kitlesinin saf olarak elde edilmesini saglayan

immiinolojik bir yontemdir.

Global DNA metilasyonu yeniden modellemesi, demetilasyonun basarisiz olmasinin
embriyo gelisimi ve farklilagmasinda sorunlara yol actifi ve DNA
demetilasyonundan ilgili lokusu korumadaki basarisizligin da ayni sekilde sorunlara
yol agarak sonuglandigi miikemmel bir siirectir (Clark, 2015). Bu nedenle, DNA
demetilasyonunun ve metilasyon dengesinin korunmasinin, rejeneratif tipta global
olarak hipometile pluripotent kok hiicrelerin kullanimi1 géz oniine alindiginda biiytik
onemi vardir. DNA demetilasyon —mekanizmalarinin in  vitro  olarak
degerlendirilmesi, bastirilmis DNMT3B ve DNMT3A'nin beraber etkisinin ve 5-

MeC’in 5-hMeC'e oksidasyonunun etkilerinde lokalize oldugunu ve pluripotent kok
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hiicrelerin DNA metilasyonundan total olarak nasil etkilendigine iligkin 6nemli bir
soruyu acik biraktigin1  gostermektedir. In  vitro olarak dizilmemis DNA
demetilasyonunu 6nlemek i¢in bariyerler bulunmaktadir. Bu sorular1 ¢é6zmek, DNA
metilasyonunun yeniden in vitro olarak modellenmesinin ve yasamin epigenetik
temellerinin in vivo olarak anlasilmasini saglayan stratejiler gelistirmek igin ¢ok
onemlidir (Clark, 2015).

2.5. Embriyonik Kok Hiicre Eldesi

Solter ve Knowles, embriyonik kok hiicre (ESC) hatlarini fare blastosistlerinden
izole etmek i¢in immiinocerrahi tekniginin tarifini vermistir (Solter ve Knowles,
1975). Gilinlimiize de gelistirilerek hala kullanimda olan bu prosediir, i¢ hiicre
Kitlesinden, in vitro olarak yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip farklilasmamis
olan bu hiicre hattini elde etmek i¢in kullanilir. ESC hatlar1 pluripotenttir, yani uygun
kosullar altinda viicuttaki herhangi bir hiicre tipini olusturmak i¢in farklilasmaya
ugrayabilirler. Bu potansiyel, kimeralar olusturmak igin in vivo olarak fare
blastosistlerine enjeksiyon yoluyla veya teratomlar olusturmak igin testis gibi ektopik
bir bolgeye asilama yoluyla gosterilebilir. Farklilagmay1 baskilayan sitokinlerin (LIF,
BMP4) yoklugunda, ES hiicreleri in vitro ii¢ germ tabakasina farklanarak tiim
embriyonik yapilar1 olusturabilir (Solter ve Knowles, 1975; Casanova ve ark., 2012).

ES hiicrelerinin eldesi, embriyonun blastosist asamasina gelisiminin ardindan zona
pellucida'nin ¢ikarilmasini, i¢ hiicre kiitlesinin immiinocerrahi yontemi kullanilarak
izole edilmesini ve hiicre hattinin in vitro spontan farklilasmay1 6nleyen bir ortamda
sirdiriilmesini igerir. ES hiicre hatlarimin farlilasmaya gitmesini 6nlemek icin
hiicreler fare embriyonik fibroblastlar1 (MEF) ile birlikte kiiltiire edilmistir. MEF'ler,
faredeki ESC hatlarinin farklilagmasini onleyen bir sitokin olan 16semi inhibitor

faktorii (LIF) salgilar (Kurimoto ve ark., 2006).

ESC hiicre hatlarinin pluripotent 6zelliklerini dogrulamak igin test edilmesi gerekir.
Hiicre hatlarinin farklilasmadigindan emin olmak icin embriyonik kok hiicre
belirteglerini eksprese etme durumlarina bakilmalidir. Ek olarak, diger kok hiicre
hatlarinda oldugu gibi, ESC hiicre hatlari, telomerleri stabilize etmek ve yaglanmay1
onlemek igin yiiksek seviyelerde telomeraz eksprese etmelidir (Morin, 1989; Batlle-
Morera ve ark., 2008).
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LIF ortamdan c¢ikarildiginda, fare ESC hiicreleri, ii¢ germ katmani, mezoderm,
endoderm ve ektoderm igeren hiicre agregatlari olan embriyoid govdeleri olusturmak
icin farklilasmanin ilk asamalarmna baslar. Primat ESC hiicrelerinin in vitro ilk
farklilasma sirasinda embriyoid govdeleri olusturma yeteneklerinde farklilik
gosterdigine dair raporlar vardir (Thomson ve ark., 1995; Thomson ve ark., 1996).
Insan olmayan primatlarda, rhesus maymunda embriyoid govde olusumundan
bahsedilmemistir (Thomson ve ark., 1996), ancak marmoset (Thomson ve ark., 1995)
kaynakl1 hiicre hatlarinda bildirilmistir. Insan ESC hiicre hatlarinin embriyoid gdvde
olusumu gostermedigini, ancak kiiltiir altinda ¢ok hiicreli agregatlar iiretebilecegini
bildirilmistir (Reubinoff ve ark., 2000). Goériilen bu farkliliklar, kiltiir tekniklerindeki
farkliliklar nedeniyle olabilir.

ESC hiicre aragtirmalarinin evrimi, bu hiicrelerin yakin zamanda kronik hastaliklarda
(6rn., Diyabetes mellitus, Parkinson) veya nekroz / apoptozdan (6rn. Iskemik kalp
hastaligi, kemik iligi 1ginlamasi) sonra doku dejenerasyonu, doku miihendisligi ve
hastalik modellemesi gibi bazi calismalarda bu pluripotent hiicrelerin bir ara¢ olarak
olduk¢a yararli olacagi ve tedavilerinin temelini olusturabilecegi diisiiniilmektedir

(H. Inoue ve ark., 2014).

2.6. Dinamik Pluripotent Kok Hiicre Durumlari

Pluripotensi, li¢ embriyonik germ katmaninin hepsinden hiicrelere farklilasabilen
ancak ekstraembriyonik dokularda olmayan hiicrelerin sahip oldugu ozelliktir (J. H.
Hanna ve ark., 2010; Hackett ve Surani, 2014). Pluripotensi in vivo olarak gecici bir
durum olmasima ragmen, pluripotent hiicreler erken embriyonik gelisimin farklh
asamalarindan elde edilebilir ve in vitro ortamda eksojen miidahaleler yardimiyla da
uyarilmig bir kendini yenileme durumunda siiresiz olarak muhafaza edilebilir
(Nichols ve Smith, 2012). Bu nedenle kok hiicre ozelligi olan smirsiz kendini
yenilemenin pluripotensinin belirleyici bir 6zelligi olmadigini vurgulamak 6énemlidir.
Kemirgenler ve insanlar dahil olmak iizere omurgalilardan izole edilebilen ¢ok

sayida pluripotent kok hiicre tipi vardir:

1. Embriyonik kok hiicreler (ESC), preimplantasyon fare veya insan
blastosistlerinin i¢ hiicre kiitlesinden (ICM) izole edilir (Evans ve Kaufman,
1981; Thomson ve ark., 1998).
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2. Epiblast kok hiicreleri (EpiSC), fare implantasyon sonrasi epiblastlardan izole
edilir. (Brons ve ark., 2007) (Sekil 2.4).

3. Fare Primordiyal germ hiicreleri (PGC), in vitro embriyonik germ hiicreleri
olarak adlandirilan pluripotent embriyonik kok hiicre benzeri hiicrelere

dondstiirtlebilir (Leitch ve ark., 2010).

Somatik hiicre yeniden programlama, pluripotent hiicre tiplerini elde etmek ig¢in
alternatif yol saglamaktadir. Insan ve kemirgen somatik hiicreleri, niikleer transfer ile
ESC benzeri hiicrelere (NT-ES hiicreleri) yapay olarak yeniden programlanabilir
(Tachibana ve ark., 2013; Yamada ve ark., 2014).

Somatik hiicrelerin; Pluripotensi i¢in tanimlanmig faktorlerin ektopik ekspresyonu ile
pluripotensiye dogrudan in vitro yeniden programlanmasi, oositlere veya embriyolara
ihtiyag duymadan indiiklenmis pluripotent kok hiicreleri (iPSC'ler) vererek ortaya
cikmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006).

In vitro In vitro izole In vivo geligim asamalan
: pluripotent
Insan Fare hucre tipi Pre-implantasyon Post-implantasyon Postnatal
Evet Evet ESC . ICM
Blastosist

Hayir Evet EpiSC ‘ A= T Post-
y implantasyon
epiblast

Hayir Evet Embriyonik
germ hicresi

Hayir Evet GSC

Evet Evet iPSC

O
Evet Evet ﬁ:'xrt.:sessi . @ . @ .
Kien Niklear {Oj g

blastosist transfer Somatik hucre

Sekil 2.4.  Farkli pluripotent kok hiicre tipleri ve kaynaklari (Weinberger ve ark., 2016)

2.7. Farelerde Pluripotent Hiicre Durumlari
Fare embriyonik kok hiicrelerinin, ICM'nin birka¢ molekiiler 6zelligini koruduklari

icin naif (naive) pluripotent olarak adlandirilan ICM benzeri durumda bulunduklari
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gosterilmistir (J. Hanna ve ark., 2009; Nichols ve Smith, 2009). Daha sonra nispeten
yeni bir pluripotent hiicre tipi olan EpiSC'ler implantasyon sonrasit fare
epiblastlarindan elde edilmistir (Brons ve ark., 2007). Epiblast kok hiicreleri
(EpiSC), primed pluripotent olarak adlandirilan alternatif bir pluripotensi
konfigiirasyonuna sahiptir (J. Hanna ve ark., 2009; Nichols ve Smith, 2009).

Bu pluripotent hiicre tiplerinin ilk kokenleri ayni ve temel ESC belirteglerini
ekspresyon profilleri benzer olsa da aralarinda o6zelliklerini ve fonksiyonlarini
etkileyen belirgin molekiiler ve fonksiyonel farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin
EpiSC'ler OCT4 ve SOX2 ekspresyonunu korurlar ancak NANOG, ESRR, KLF2 ve
KLF4 dahil olmak iizere diger pluripotensi faktorlerinin ekspresyon seviyeleri daha

distiktir (Hackett ve Surani, 2014).

Bu literatiir bilgileri dogrultusunda farelerde total blastosist ve immiinocerrahi ile
elde edilen ICM’lerde inhibitor araciligiyla diisiik seviyelerde tutulan metilasyon
seviyelerinin  pluripotensi  faktorlerini  nasil  etkiledigi deney modelinde

aydinlatilmaya calisilacaktir.
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GEREC ve YONTEM

Calismada Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi tarafindan saglanan 4-6
haftalik Balb/C 1rki disi fareler ve 6-8 haftalik Balb/C 1rk1 erkek fareler su ve besin

kisitlamasi olmadan 12’ser saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulmustur.

3.1. Siiperovulasyon

Siiperovulasyon digaridan hormon miidahalesi ile ovaryan dongiiyli kontrol altina
alarak daha fazla sayida ovosit ve embriyo elde etmek amaciyla kullanilan
yontemdir. Disi farelerde folikiil stimiilasyonunu saglamak amaciyla Folikiil
Stimiilan Hormon (FSH) analogu olarak Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin
(PMSG, Intervet Chronogest); ovulasyon indiiksiyonu amaciyla LH analogu olarak

human Chorionic Gonadotropin (hCG, Sigma CG10) hormonu kullanilmistir.

3.1.1. Hormonlarim Hazirlanisi
PMSG ve hCG steril enjeksiyonluk su ile stok hazirlandiktan sonra 50 I.U./ml olacak

sekilde aliquotlara (hacimlere) ayrilarak taze kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirildi.

Her kullanim i¢in ¢ozdiiriilerek intraperitonal olarak enjeksiyon yapildi.

3.1.2. Hormon Uygulamasi
Intraperitonal olarak 5 I.U. PMSG ve 48 saat sonra 5 LU. hCG enjeksiyonu ile

stiperovule edilen disi fareler, iki ya da {i¢ disi fare bir erkek fare ile ayn1 kafeste
birakilarak ciftlesmeleri saglanmis ve ertesi giin vajinal plak kontrolii yapilmistir.
Vajinal plak goriilen disi fareler gebeligin 0.5. giiniinde kabul edilmistir (Akkoyunlu
ve ark., 2003).

3.2. Embriyolarin Toplanmasi

Gebeligin 3.5. giinlindeki disilere (E3.5) ketamin-ksilazin anestezisi ardindan
servikal dislokasyon uygulandiktan sonra uterus diseksiyonu yapilmistir. Elde edilen
uterus boynuzlarinda PBS ile yikama sonrasi elde edilen siv1 stereo mikroskop (Zeiss
Stemi 305) altinda incelenerek blastosist olup olmadigi belirlenmistir. PBS igerisinde
belirlenen embriyolar agiz pipeti ile deney grubu kontrol grubu embriyolar ayr1 ayri
damlaciklar halinde medium igerisine alinmistir. Kontrol grubu embriyolar
immiinofloresan boyama yapilmak iizere yine agiz pipeti yardimiyla fiksasyon i¢in

%4 paraformaldehit i¢ine alinmistir.
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3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda kullanilan deney gruplar1 Tablo 3.1°deki gibidir.

Tablo 3.1: Calismanin deney gruplar1 tablosu
1 2 3 4

Deney | 3.5.giinde 0,1 | 3.5. giinde 1 3.5.glinde 0,1 | 3.5. giinde 1

Gruplar1 | uM 5-azaCile | uM 5-azaC ile uM 5-azaC ile | uM 5-azaC ile
24 saat 24 saat 24 saat 24 saat
muamele muamele muamele muamele
edilen i¢ hiicre | edilen i¢ hiicre edilen Total edilen Total
Kitlesi Kitlesi Blastosist Blastosist

Kontrol | 3.5. glinde 3.5. giinde 3.5. giinde 3.5. giinde
normal normal normal normal
kosullarda IF kosullarda iF kosullarda iF kosullarda IF
boyama boyama boyama boyama
yapilan i¢ yapilan i¢ yapilan Total yapilan Total
hiicre kitlesi hiicre kitlesi Blastosist Blastosist

3.4, Iimmiinocerrahi Islemi
Blastosist asamasinda elde edilen ve DMEM (Gibco 41965) igerisine alinmig
embriyolarda i¢ hiicre kitlesini segici sekilde in vitro ortamda trofoblast katmanindan

ayirmak amaciyla standart immiinocerrahi protokolii uygulanmistir.

e Zona pellucida, Pronase (Roche-11459643001) muamelesi ile uzaklastirilan
embriyolar ardindan DMEM ile yikandi.

e Tavsan anti-fare serumu (Sigma M5774) ile 37°C %5 CO2 ortaminda 30
dakika inkiibe edilip DMEM ile yikandi.

e Guinea pig complement serum (Millipore 234395) ile 37°C %5 CO2 ortamda
30 dakika inkiibe edilip DMEM ile yikand.

Tavsan anti-fare serumu ve Guinea pig complement serum 1/300 oraninda diliisyonla

kullanilmistir.

3.5. Metilasyon Inhibitorii Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Deney grubu hayvanlarindan 3.5. giinde elde edilen embriyolara metilasyon
inhibitorii olan 5-azacytidin (Sigma A2385) uygulanmistir. Kimyasal hazirlanarak
(Tsuji-Takayama ve ark., 2004), medium igerisinde 10 pM diliisyonda kullanima
hazir sekilde aliquatland1 ve -20°C’ye kaldirildu.
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3.6. iImmiinofloresan Boyama

Caligmada toplanan E3.5 embriyolarda ve immiinocerrahi ile elde edilen ICM’de,
metilasyon ve pluripotensi belirteci olarak sirasiyla 5-metilsitozin ve Nanog
ekspresyonlar1 ve lokalizasyonlarinin tespiti i¢in ayrica trofoblast ayrilmasini kontrol

amaciyla Cdx2 i¢in immiinofloresan yontemi kullanilmistir.

3.6.1. Soliisyonlarin Hazirlanisi

e %4 Paraformaldehit: 8 gram paraformaldehit 200 ml distile su i¢ine eklenerek
manyetik karistirict yardimiyla ¢oziildii. Tamamen c¢oziildiikten sonra PBS
eklenerek pH 6.4 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra aliquatlanarak -
20°C’ye kaldirildi.

e PBS (Fosfat Tamponlu Tuz): 2000 ml distile su igerisine 16 gr NaCl, 0,8 gr
KH2PO4 ve 2,85 gr Na2HPO4 eklenerek manyetik karigtirict yardimiyla
kimyasallarin ¢ozlilmeleri saglandi ve pH 7,4 olacak sekilde ayarlandi.
Kullanima hazir sekilde +4°C’ye kaldirildi.

e Permeabilizasyon Soliisyonu: 10 ml PBS igerisinde 10 pl Triton X-100
(BP151-500) (%0,1 olacak sekilde) ¢oziildii. Her kullanimda taze olarak
hazirlanmstir.

e Bloklama soliisyonu: %20 Normal esek serumu (Santa Cruz sc2044) iceren
PBS-%0,1 Triton X-100 soliisyonu hazirlandi.

e Kapatma soliisyonu: Kapatma soliisyonu olarak Vector Vectashield H-1200

kullanildi.

Embriyo elde etmek icin uterus boynuzlariin yikanmasi, immiinocerrahi islemi ve
immiinofloresan boyama basamaklar1 Zeiss Stemi 305 stereo mikroskop altinda

yapilmistir.

Immiinofloresan boyamadan sonra floresan isaretlemelerin gozlemi igin Olympus

BX61 floresan mikroskop kullanilmistir.

3.6.2. Boyama Protokolii
E3.5 embriyolarda Nanog, Cdx2 ve 5-metilsitozin ekspresyonlarini degerlendirmek

amacuyla;

e Embriyolar %4 paraformaldehit ile 20 dk muamele ile fikse edilmistir.

e 3x10 dakika PBS ile oda sicakliginda yikamanin ardindan
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%0,1 Triton X-100 igeren PBS igerisinde 20 dk oda sicakliginda
permeabilizasyon ve

3x10 dk PBS ile yikama yapilmistir.

PBS-sekonder serumu ile +4°C’de 1 saat bloklama yapildi

Primer antikorlar eklenip +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

Oda sicakliginda 3x10 dk PBS ile yikamaya alinda.

Sekonder antikorlar ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Oda sicakliginda 3x10 dk PBS ile yikama yapildi

Lam iizerindeki kapatma soliisyonu igine embriyolar alinarak lamel ile
kapatilmistir.

Floresan mikroskop ile degerlendirmeler yapilmistir.

Immiinofloresan boyamalar E3.5 kontrol embriyolarin i¢ hiicre kitlelerine ardindan

deney gruplarinda metilasyon inhibitorii uygulanmis embriyolara uygulandi.

Immiinofloresan boyama prosediiriinde yer alan tiim basamaklar embriyo kiiltiir

tabaklarinda damlaciklar igerisinde yapilmistir.

Tablo 3.2: Immiinofloresan boyamada kullanilan antikorlar ve diliisyonlar1
Primer Diliisyon | Sekonder Antikorlar Diliisyon
Antikorlar
NANOG 1/200 Esek anti-Kegi antikoru Alexa- 1/400
(PA5-47376) 488
(A11055)
5-Metilsitozin 1/200 Esek anti-Fare antikoru Alexa-568 1/400
(MABE146) (A10037)
CDX2 1/200 Esek anti-Tavsan FITC 1/400
(BS1620R) (Sc-2090)

3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen goriintillerde ekspresyon siddetleri Image] programi ile Olglilmiistiir.

Istatistiksel sonuglar, Student’s t test ve One Way Anova ile elde edilmistir.
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BULGULAR

Bu calismada implantasyon Oncesi donem embriyolarinda birinci hiicre kaderi
kararindan sonra olusan ve tiim organizmay1 olusturacak olan embriyonun i¢ hiicre
kitlesinde ¢ok kisa siireligine diisiik seviyelere inen metilasyon oranmin inhibitor
araciligiyla diisiik tutulmasi saglanarak bu evrede metilasyon i¢in 5-metilsitozin ve
en yiksek seviyesinde olan embriyonik kok hiicre belirteclerinden Nanog

ekspresyonuna protein diizeyinde bakilmistir.

4.1. Immiinofloresan Bulgular

4.1.1. Embriyonik 3.5. Giinde Total Blastosistlerde 5-MeC ve Nanog
Ekspresyonu
Embriyonik gelisimde fertilizasyonla beraber olusan zigot implantasyon asamasina

gelene kadar seri hiicre boliinmeleri gecirmekte ve fakli evrelerden gegmektedir. Tlk
hiicre kaderi kararina kadar tiim hiicreler totipotent 6zelliktedir. Embriyonik 3.
giinden itibaren farklanan i¢ hiicre kitlesi pluripotent 6zellik kazanmakta ve baslica
embriyonik kok hiicre kaynagi oldugu bilinmektedir. Bu farklanmalar hiicre ici ve

hiicreler arasi etkilesimler ve sinyal yolaklartyla saglanmaktadir.

Blastosist asamasinda, metilasyon diizeyleri azalarak en diisiik seviyede goriiliirken

Nanog ekspresyonu en yiiksek seviyededir. (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1. Blastosist evresinde i¢ hiicre kitlesinde protein ekspresyonlart. A) 5-MeC (kirmizi). B)
Nanog (yesil). C) DAPI (mavi). D) 5-MeC ve DAPI. E) Nanog ve DAPI. F) 5-MeC, Nanog
ve DAPI birlestirilmis. G) 5-MeC negatif kontrol. H) Nanog negatif kontrol. Orijinal
biiylitme 400X

4.1.2. Metilasyon Inhibitérii Uygulanan Total Blastosistlerde 5-MeC
Ekspresyonu
0,1 puM inhibitér uygulanan gruptaki embriyolarda i¢ hiicre kitlesinde 5-MeC

ekspresyonlarinda kontrol grubu embriyolarina gore artis gézlenmistir. Bu artig
istatistiksel olarak anlamlidir (P=0,016). 1 uM inhibitér uygulanan gruptaki
embriyolarda ise kontrol grubuna gore azalma goriilmiistiir ancak istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (Sekil 4.2; Sekil 4.3).
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5-MeC DAPI BIRLESTIRILMIiS

KONTROL

1 uM 5-AZA

0.1 uM 5-AZA

Sekil 4.2. Kontrol, 0,1 puM ve 1 uM inhibitér uygulanan gruplarda 5-MeC ekspresyonu
immiinofloresan goriintiileri. Orijinal biiyiitme 400X
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Sekil 4.3. 0,1 uM inhibitér uygulanan grupta 5-MeC ekspresyonunda anlamli artis vardir ancak 1 uM
inhibitér uygulanan gruptaki azalig anlaml1 degildir. (P=0,016)
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4.1.3. Metilasyon Inhibitérii Uygulanan Total Blastosistlerde Nanog
Ekspresyonu
0,1 uM inhibitér uygulanan embriyolarda kontrol grubu embriyolarina gére Nanog

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir (P<0,001). Ancak
immiinofloresan goriintiilerinde kontrol grubu embriyolarinda Nanog ekspresyonu
niiklear yerlesim gosterirken 0,1 uM inhibitér uygulanan grupta ekspresyonlarin
sitoplazmik oldugu goriilmektedir. Ayrica blastosistin tamamina bakildiginda yine bu
grupta i¢ hiicre kitlesi hiicrelerinin disindaki hiicrelerde Nanog ekspresyonu
goriilmektedir. Bu hiicrelerde de ekspresyon sitoplazmik olarak goriilmektedir (Sekil

4.4; Sekil 4.5).

Kontrol grubuna gore 1 puM inhibitdr uygulanan embriyolarda ise Nanog
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir. Ancak bu grupta
immiinofloresan goriintiilerinde bazi hiicrelerde niiklear bazi hiicrelerde sitoplazmik

olarak goriilmektedir. (Sekil 4.4)
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NANOG DAPI BIRLESTIRILMIS

0.1 uM 5-AZA KONTROL

1 uM 5-AZA

Sekil 4.4. Kontrol grubu, 0,1 pM ve 1 puM inhibitér uygulanmis embriyolarin immiinofloresan
goriintiileri. Orijinal biiyiitme 400X
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Sekil 4.5. Kontrol, 0,1 pM ve 1 puM inhibitér uygulanmig embriyolarin ekspresyon diizeyleri.
(P<0,001)
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4.1.4. immiinocerrahi Uygulanan Gruplar

Immiinocerrahi isleminden sonra elde edilen hiicre gruplarindan trofoblastlarin
uzaklasip uzaklasmadiklarina bakmak i¢in trofoblast belirteci olan CDX2 proteininin
immiinofloresan boyamasi yapildi. Hiicrelerde CDx2 ekspresyonu goriilmedi (Sekil

4.6).

CDx2 DAPI BIRLESTIRILMIS

Sekil 4.6. Immiinocerrahi uygulanan blastosist hiicrelerinde trofoblast belirteci olan CDx2
immiinofloresan boyamasi. Orijinal biiylitme 400X

4.1.5 immiinocerrahi isleminin Ardindan 5-MeC Ekspresyonu

Immiinocerrahi isleminin ardindan elde edilen i¢ hiicre kitlelerinde 0,1 pM inhibitdr

uygulanan hiicrelerde 5-MeC ekspresyonunda kontrol grubuna goére azalma

gozlenmistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir (P=0,012). 1 uM inhibitor

uygulanan embriyolarda istatistiksel olarak karsilastirma yapacak kadar hiicre elde

edilememistir (Sekil 4.7; Sekil 4.8).
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5-MeC DAPI BIRLESTIRILMIS

Sekil 4.7. Immiinocerrahi uygulanan kontrol ve 0,1 uM inhibitdr gruplarinda 5-MeC ekspresyonu
immiinofloresan goriintiileri. Orijinal biiyiitme 400X
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Sekil 4.8. Immiinocerrahi islemi uygulanan Kontrol ve 0,1 uM inhibitdr ile muamele edilmis
hiicrelerin 5-MeC ekspresyon diizeyleri (P=0,012). 1 uM inhibitor drnekleri istatistiksel
kargilagtirmaya alinmamustir.

4.1.6. Immiinocerrahi Isleminin Ardindan Nanog Ekspresyonu

Immiinocerrahi ile elde edilen i¢ hiicre kitlelerinde 0,1 pM inhibitér uygulanan
gruptaki hiicrelerde Nanog ekspresyonlarinda kontrol grubuna gore azalma
gozlenmistir (Sekil 4.9). Bu azalma istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur

(P<0,001) (Sekil 4.10).
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NANOG DAPI BIRLESTIRILMIS

Sekil 4.9. Immiinocerrahi uygulanan kontrol ve inhibitér gruplarinda Nanog ekspresyonu
immiinofloresan goriintiileri. Orijinal biiylitme 400X
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Sekil 4.10. Immiinocerrahi islemi uygulanan Kontrol ve 0,1 pM inhibitdr ile muamele edilmis Nanog
hiicrelerin ekspresyon diizeyleri (P<0,001). 1 uM inhibitor drnekleri istatistiksel
kargilagtirmaya alinmamustir.

Immiinocerrahi ile elde edilen kotrol grubu hiicrelerinde total blastosist i¢ hiicre
kitlesinden farkli olarak ekspresyon lokalizasyonlar1 sadece niiklear degildir.

Sitoplazmik olarak da boyanmalar goriilmektedir.



TARTISMA

Deneysel embriyoloji, {i¢ boyutlu embriyo modellemeleri ve kok hiicre
teknolojilerindeki gelismeler, gastrulasyon ile olusan ektoderm, mezoderm ve
endoderm olarak isimlendirdigimiz ii¢ embriyonik tabakanin potansiyelleri ile ilgili

caligmalarin 6nemini artirmistir.

Omurgalilar gibi gelisim asamalar1 genetik kontrol mekanizmalar1 ile siirekli
diizenlenen organizmalarin genetik analizleri hem evrim biyolojisi (Mayr, 1998) hem
de molekiiler biyolojinin (Ferretti ve Hadjantonakis, 2019) hala giindemindedir .
Fertilizasyondan itibaren gelisimin 16 ile 32 hiicreli evresine kadar ortaya g¢ikan
hiicrelerin hangi yapilara onciiliik ettigi arastiritlmaya devam etmektedir. Temel bilim
aragtirmalari 15181nda yapilan insan gelisiminin anlasilmasina yonelik genis kapsamli
arastirmalardan  beklenilen en Onemli katki, saglkli genetik kontrol
mekanizmalarinin ve fenotipte zararli degisimlere neden olan mutasyonlarin ortaya

cikarilmasi olacaktir.

Molekiiler embriyoloji bize uzak akraba organizmalar arasinda evrimsel olarak
korunmus olan Homeobox genlerinin bir alt ailesi olan Hox genlerinin embriyo
gelisiminde konumsal ve zamansal kontrolii saglayan gelisimsel ana diizenleyiciler

oldugunu gostermistir.

Homeobox genleri, hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢cin DNA'y1 baglayan
karakteristik bir protein katlanma yapisini paylasan transkripsiyon faktorleri olan

homeodomain protein tiriinlerini kodlar (Gehring, 1992; Burglin ve Affolter, 2016).

Homeodomain proteinleri, erken embriyonik gelisim sirasinda gen ekspresyonunu ve
hiicre farklilasmasini diizenler, bu nedenle homeobox genlerindeki mutasyonlar

gelisimsel bozukluklara neden olabilir (Zhao ve Westphal, 2002).

Homeobox ailesinden bir protein olan Nanog, embriyonik kok hiicrelerin (ESC'ler)
hiicre kaderini belirleme faktorlerini baskilayarak pluripotensinin korumasina
yardimci olan bir transkripsiyonel faktordiir (Mitsui ve ark., 2003; Heurtier ve ark.,
2019). Bu nedenle Nanog delesyonu, ESC'lerin farklilagsmasini tetikleyecektir.
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Normal embriyonik gelisim siirecine bakildiginda, pluripotensi belirteci olan
Nanog’un ekspresyonu blastosist asamasina girilirken baslamakta ve blastosist
asamasinda en yiiksek seviyeye gelmektedir. Bu asamadan sonra hiicrelerin
farklanmaya gitmesiyle beraber bu ekspresyon belli asamalar disinda (epiblast ve
primordiyal germ hiicreleri) goriilmemektedir. Yine bu gelisim siirecinde i¢ hiicre
kitlesinde metilasyon seviyeleri, farklandigi diger hiicrelere gore en disik

diizeylerdedir.

Bizim c¢aligmamizda erken embriyonik gelisimde fertilizasyondan blastosist
asamasina kadar azalan ve blastosist asamasinda en diisiik olan 5-MeC ekspresyon
diizeyinde, 24 saat boyunca inhibitor ile muamele edilen hiicre gruplarindan 0,1 uM
inhibitér ile muamele edilen hiicrelerde kontrole goére anlamli olarak artis
gorlilmiistiir. 1 puM inhibitér ile muamele edilen hiicrelerde kontrole gore
ekspresyonda azalma vardir. Ancak bu ekspresyon azalmasi ¢alismamizda total

blastosistte istatistiksel olarak anlamli degildir.

Bunun yaninda normal erken embriyonik gelisimde morula asamasindan blastosist
asamasina geciste metilasyon seviyelerindeki azaligla ters orantili olarak artan ve i¢
hiicre kitlesinde orta blastosist asamasinda en yiiksek seviyede olan Nanog
ekspresyonu, bu evrede 24 saat boyunca 0,1 uM inhibitér muamelesinin ardindan 5-
MeC ekspresyonuna paralel olarak artis gostermistir. Ilging sekilde 1 uM inhibitor
uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna goére Nanog ekspresyonlarinda anlamli bir

azalma gorilmiistir.

Embriyonik kok hiicre belirteclerinde goriilen en yiiksek ekspresyon seviyeleri, en
diisiik metilasyon seviyeleriyle ters orantili olarak iligkilendirilebilir ancak farkl
dozlarda metilasyon inhibitorii uygulandiginda hem 5-MeC hem de Nanog
ekspresyonlarindaki  beklenenden farkli  goriilen degisimler pluripotensinin
epigenetik bir mekanizma olan metilasyonla dogrudan iligkili olmadigim

gostermektedir.

Immiinocerrahi uygulamasinda in vitro ortamda total blastosistten distaki trofoblast
hiicreleri uzaklastirilarak sadece i¢ hiicre kitlesi elde edilmektedir (Solter ve
Knowles). Bu temel laboratuvar teknigini ¢alismamizda uygulayarak elde ettigimiz

bu i¢ hiicre kitlesinde 0,1 puM inhibitér ile muamele edildikten sonra 5-MeC
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ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigir belirlendi. Nanog
ekspresyonunda da 0,1 uM inhibitér muamelesinden sonra kontrol grubuna goére
azalma oldugu gozlenmektedir. Bu sonug fare embriyonik kok hiicre ¢alismalarinda
bulunan ve inhibitér muamelesinin ardindan Nanog ekspresyonundaki azalmayi
desteklemektedir. (Evans ve Kaufman, 1981) Embriyonik kok hiicrelerde
inhibisyona maruz kalan hiicrelerin Nanog ekspresyonuna bagli olarak farklanmaya

gittikleri gérilmiistiir.

Bu degisimlere bakildiginda, metilasyon seviyelerinin pluripotensiye olan etkisi total
blastosistteki sonuglardan farklidir. Bu sonuglar total blastosist ortamindan ayrilan

hiicrelere direkt olarak etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Glinlimiizde kiiltiir ortamlarina ortam igeriginin diizenlenerek pluripotent kdk hiicre

tiplerinde pluripotensiye direk etki edilip hiicreler manipiile edilebilmektedirler.

Bu calismamizdaki islemlerin diger pluripotent kok hiicre kiiltiirlerinde denenip
farkli hiicrelere ve bu hiicrelerin pluripotensi durumlarindaki degisimlere olan

etkilerine bakilmasi ileride yapilmasi gereken ¢aligmalardandir.

Farelerde naif preimplantasyon ve primed postimplantasyon pluripotent hiicrelerinde
metilasyon inhibisyonunun sadece pluripotensi Ozelliklerine degil farklanma ve
cogalma oOzelliklerini nasil etkiledigini aydinlatmak ve hiicrelerin sergiledigi

davraniglar1 gézlemlemek bu ¢alismadan sonra planladigimiz ¢aligmalardir.

Total blastosistte istatistiksel sonuglar alinabilmesine ragmen immiinocerrahi
uygulamasinin ardindan 1 pM inhibitér bulunan ortama alinan hiicreler dagilip
dejenere olmus, Nanog ve 5-MeC immiinofloresan boyamalar1 yapilamamistir. Hem
insan (Yoon ve ark.,, 2006) hem de fare embriyonik kok hiicrelerinde (Tsuji-
Takayama ve ark., 2004) kullanilan 1 pM inhibitdr dozu, total blastosist gruplarinda
sorunsuz uygulanabilmesine ragmen immiinocerrahi ile elde edilen hiicrelerde
uygulanamamistir. Ileriki ¢alismalarda bu hiicrelerin optimum ortami igin daha
diisiik ve farkli doz denemeleri ve ayni dozda farkli medium igerikleriyle ¢alismalar

yapilmalidir.

Immiinocerrahi uygulanan gruplarda, 1 puM inhibitér verilen gruplar ile diger

gruplarin karsilastirmalar1 yapilamamis ve istatistiksel sonuglar elde edilememistir.
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Caligmamizda epigenetik bir diizenleyici olan metilasyon seviyesindeki
degisikliklere disaridan miidahale edilerek embriyonik kok hiicrelerdeki
pluripotansiye etkilerine protein diizeyinde bakilmistir (Sekil 5.1). Bu islemlerin gen
diizeyinde ekspresyon degisimlerine de bakilmasi ileride yapilacak olan

calismalardandir.

Nanog = - 5Smec . §iC nanog IC Smec
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Ekspresyon siddeti
N
(=
/

Kontrol 0.1 uM Inhibitdr 1 uM Inhibitér

Sekil 5.1. Tiim deney gruplarinin ekspresyon siddetlerinin beraber karsilastirilmast

31



SONUC ve ONERILER

Bu tez projesi ¢alismasinda DNA metilasyon inhibisyonunun total blastosistte ve
total blastosistten izole edilen i¢ hiicre kitlesinde pluripotensi tizerindeki etkilerine

bakilmistir. Calismanin sonuclari asagidaki gibi 6zetlenmistir;

1. Total blastosistte iki farkli inhibitér dozu farkli inhibisyon sonuglari
gostermistir. Buna bagli olarak 5-MeC ekspresyon seviyelerinde de

birbirinden farkli sonuglar vermistir.

2. 0,1 uM inhibitor kullanilan gruplarda 5-MeC ve Nanog ekspresyonunda artis
gbézlemlenmistir. Ancak Nanog ekspresyon seviyeleri oldukca yiiksek

goriinmektedir.

3. 1 uM uygulanan gruplarda ekspresyonlarda azalma goriilmiistir. 1 pM

inhibitor kullanim1 inhibisyon i¢in daha uygundur.

4. Inhibisyona bagh olarak Nanog ekspresyonunda dal pM inhibitdr
uygulanmasi ile azalma goriilmiistiir. Buna bagl olarak pluripotenside azalma

gorilmiustir.

5. Kontrol gruplarinda niiklear yerlesimli olan Nanog ekspresyonu, inhibitor

uygulanan gruplarda sitoplazmik olarak gortilmiistiir.

6. Immiinocerrahi uygulanan gruplarda 1 pM inhibitér dozu hiicreleri dejenere

etmis ya da dagitmistir.

7. Dejenerasyon ve dagilmalardan dolayr immiinocerrahi uygulanan gruplara
0,1 uM inihibitor uygulanmigtir ve bu gruplarda 5-MeC ve Nanog

ekspresyonlarinda azalma goriilmiistiir.
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