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Amag: Amniyotik sivi farkh seviyelerde kendini yenileyebilen hiicre gruplarindan olusmaktadir
ve bu hiicrelerin kok hiicre 6zellikleri heniiz tam olarak karakterize edilmemistir. Son yillarda
amniyotik sivi hiicreleri (AFC) rejenaratif tip icin umut veren koék hiicre kaynagi olarak
gorilmektedir. AFC’ler transfeksiyonel ve kimyasal stratejiler ile indiiklenmis pluripotent kok
hiicre (iPSC)’ler olusturmak i¢in terminal olarak farklilasmis hiicrelerden daha kolay ve etkili bir
sekilde yeniden programlanabilirler. Fakat AFC’lerin kok hiicre potansiyelleri ve farkli hiicre
soylarina farklilasma kapasitesi tam olarak anlasilamamistir. Bu calismada amniyotik sivi
hiicrelerinde kok hiicre pluripotensi belirteclerinin ifadelerinin ve kok hiicre karakterlerinin
belirlenmesi amac¢lanmistir. Yontem: Bu ¢alismada, 17 amniyon sivisindan elde edilen AFC’lerde
pluripotensi belirteclerinin ifade edilip edilmedigi geleneksel RT-PCR ile Kkalitatif olarak
arastirilmistir. Bulgular: Elde edilen sonuglar, farkli hastalardan alinan AFC orneklerinde
incelenen pluripotensi belirteclerinden OCT3/0CT4, SOX2, KLF4, MYC, KIT, NANOG, DPPA3, DPPA5,
FUT4, SALL4tin ifade edildigini, UTF1 icin ise non-spesifik ifade oldugunu gostermektedir. Sonug:
Elde edilen bulgular dogrultusunda AFC’'nin kendine 6zgi bir kok hiicre profiline sahip oldugu ve
pluripotensi belirteclerinin yeniden programlama ve rejeneratif tip uygulamalar: icin hiicre
seciminde etkili sekilde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Expression of stem-cell pluripotency markers in amniotic fluid cells

Abstract

Aim: As being a heterogenous population but having different pools of self-renewing cells,
amniotic fluid cells (AFCs) have been considered as promising cell sources for regenerative
medicine owing to their multipotency and effective reprogramming capacity.
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AFCs can more easily and effectively be reprogrammed than terminally differentiated cells to
generate induced pluripotent stem cells (iPSCs) by transfectional and chemical strategies. But
stem cell dynamics and differentiation capacity of AFCs into multiple lineages were poorly
understood. The aim of this study was to determine the expression and stem cell characteristics
of stem cell pluripotency markers in amniotic fluid cells. Methods: In this study, the expression
profile of pluripotency markers in AFCs taken from 17 patients were investigated by conventional
RT-PCR by qualitatively. Results: The results showed that all the pluripotency markers
(OCT3/0CT4, SOX2, KLF4, MYC, KIT, NANOG, DPPA3, DPPA5, FUT4, SALL4) were expressed in AFCs
from different patients but UTF1 is shows a non-specific expression. Conclusion: Consequently,
our results revealed that AFCs have a unique stem cell profile and pluripotency markers may be
impactful when choosing cells for reprogramming and regenerative medicine applications.

Keywords: Amniotic fluid cells, pluripotency markers, expression, regenerative medicine

Giris

Heterojen yapida bir hiicre havuzu
olan amniyositler, kok hiicre
karakteristikleriyle uyumlu transkripsiyon
diizenleyicileri ve hiicre yiizey antijenlerini
ifade etmelerinden dolay1r embriyonik veya
fetal kok hiicreler olarak tanimlanmaktadir.t
Amniyositlerin icerisinde bulundugu
amniyotik sivi hem fetlisten hem de fetiise ait
amniyotik zardan dokulen kok hiicreler
yoniinden zengin bir yap1 oldugundan, kék
hiicre eldesi ve karakterizasyonu
calismalarinda kulanilmaktadir. Amniyotik
swvinin gebeligin ilk {i¢ ayinda kolaylikla elde
edilmesi, elde edilen amniyotik siv1
hiicrelerinin (AFC) kiltirinin  ve
saklanmasinin kolay ve wucuz olmasi,
AFC’lerin genetik hastaliklar, ilag gelistirme
calismalan gibi uygulamalarda kullanimina
neden olmustur. Son yillarda, AFC’lerin
multipotent epidermal, mezensimal,
hematopoietik ve néronal kok hiicre
karakterinde olduguna dair veriler elde
edilmistir.2 Tiim hiicre tiplerine farklilasma
kapasitesine  sahip  embriyonik  kok
hiicrelerin (ESC) rejeneratif tipta kullanimi
ile ilgili etik kaygilar bulunmakta ve
indiiklenmis pluripotent hiicrelerin (iPSC)
Uretimi  ve cogaltilmasinda zorluk
yasanmaktadir. Bu nedenle amniyotik kok
hiicreler; hastallk modelleme, hiicresel
yenileme, yara iyilesmesi, konjenital genetik
hastaliklarin tedavisi ve doku miihendisligi
gibi amaglarla kullanimi 6nem tasimaktadir.3
Amniyotik hiicre havuzundaki heterojen
yapidaki, farklilasma asamalarini tam olarak
tamamlamamis ve  primitif formdaki
hiicreler, iPSC'lere gore daha kolay
programlanabilmektedir.4  Amniyositlerin

Mersin Univ Saghk Bilim Derg 2019;12(3)

pluripotent 6zellikte olduklari; mezensimal,
endodermal ve  ektodermal kokenli
hiicrelere dontstiirilebildigi ve bu sayede
AFC'lerin kardiyomiyosit, hepatosit, bobrek
ve sinir hiicreleri gibi bir¢ok farkli hiicre
tipine farklilasabildigi goriilmiistiir.>

Galende E. ve arkadaslari#; AFC’lerin
hiicre ve doku tedavilerinde, ayni bireyden
alinarak olusturulan iPSClerin diisiik
etkinlikte olmasindan dolay1
kullanilabilirligini  arastirmislardir.  Bu
calisma ile terminal olarak farklilasmis
amniyotik deri hiicreleri yeniden
programlanarak, iPSC’lere gore, iki kat hizli
ve 200 kattan daha fazla sayida kok hiicre
elde edilmistir. Yiiksek etkinlikteki bu
hiicrelerin morfolojik ve biiylime
karakteristikleri, antijenik kok hiicre
belirtegleri, kok hiicre gen ifadesi, telomeraz
aktivitesi, in-vitro ve in-vivo farklilasma
yoniinden ESC’lere benzedigi gosterilmistir.
Boylece amniyotik kok hiicrelerinin daha
geng, epigenetik olarak  embriyonik
hiicrelere daha ¢ok benzeyen, hiz ve etkinlik
olarak klasik iPSClerden daha elverisli
oldugunu gostererek; kok hiicre
tedavilerinde yeni bir hiicre tiirii kaynagi
olarak amniyosit kullanimini One
surmiislerdir. Yine yapilan c¢alismalarda
AFC’lerin iPSC’lere gore daha kolay ve stabil
sekilde yeniden programlanabildigi ve bu
hiicrelerin kok hiticre belirtecleri ifadesini
stirekli sekilde korudugu ve transkriptomik
olarak ESClere daha ¢ok benzedigi
gosterilmistir.6 Ditadi A. ve arkadaslari? ise
AFClerin eritroid, miyeloid ve lenfoid
hematopoietik hiicrelere doniisebildiklerini
gostermistir.
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Bir hiicrenin kok hiicre karakterinde
olup olmadig1 pluripotensi belirteglerini
ifade edip etmediklerine gore
belirlenmektedir. Insan AFC’lerinin
molekiiler karakterizasyonu ve farkl
hiicrelere doniisebilme kapasiteleri ile ilgili
ilk calisma Bossolasco ve arkadaslari®
tarafindan  yapilmistir. Bu calismada
AFC’lerin farklilasma potansiyelleri
incelenmis ve mezensimal, epitelyal ve noro-
glial belirtecler kullanilarak, farkl hiicre
soylarina donilisebilme kapasitesine sahip
projenitor hiicreler olduklar1 gosterilmistir.
Kang ve arkadaslar? AFC’lerde baz1 kok
hiicre belirteglerinin (KLF4, S0X2, MYC,
DPPA3, UTF1, GDF3, REX1, SALL4, DAX1,
TBX3, TCL1, RIF1, NACC1, CD24, TERT) ifade
edildigini, baz1 belirteglerin (OCT3/0CT4,
NANOG, LIN28A, LIN28B, KIT, DPPAS5, FOXD3,
FUT4, ALPL, FGF4) ise ifade edilmedigini
gostermistir. Ancak genlerin hiicre tipine
o0zgi farkli oranlarda ifade edilmesi,
AFC’lerin ¢ok sayida hiicre tipinden olusan
bir havuz olusturmasi, farkli pluripotentlik
seviyelerinde hiicreler bulunmasi ve
kullanilan o6rnek sayilarinin azhigr gibi
nedenlerden dolayr birbiri ile c¢elisen
sonuclar bulunmaktadir.

Bu calismada AFC'lerdeki ifadeleri
arastirilmak tlizere, hiicre ici fonksiyonlar1 ve
kok hiicre pluripotentligindeki 6nemleri
dikkate alinarak OCT3/0CT4, KLF4, SOX2,
MYC, NANOG, DPPA3, UTF1, KIT, DPPAS,
REX1, FUT4, SALL4 ve NACC1 kok hiicre
pluripotensi belirtegleri secilmigtir.
OCT3/0CT4, SOX2 ve NANOG embriyonik kok
hiicrelerde hem erken embriyo gelisiminde
hem de  pluripotentlik  durumunun
stirdiiriilmesinde rol oynayan
transkripsiyon faktorleridir.l® Yamanaka
faktorleri olarak bilinen OCT3/0CT4, KLF4,
S0X2, MYC genleri embriyonik kok
hiicrelerde yiiksek oranda ifade edilmekte ve
embriyonik kok hiicre pluripotentligi icin
gelisimsel sinyal aginda diizenleyici olarak
gorev almaktadirlar.l® UTF1 ise OCT3/0CT4
ve SOX2 kompleksi ile etkilesime girerek
diizenleyici rol oynamaktadir. DPPA3
transkripsiyonel baskilama, hiicre
boliinmesi ve hiicre pluripotentliginin
saglanmasinda, DPPA5 ise embriyonik germ
ve embriyonik kok hiicre stabilitesinde
gorevlidir.12 ~ NANOG  kok  hiicrelerin
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kendilerini yenilemesinde islevsel iken KIT
ve REX1 birgok hiicre tipi icin onemli bir
transkripsiyon faktoridur. FUT4; kok hiicre
diferansiyasyon belirteci olarak
kullanilmaktadir. SALL4 ise NANOG ile
birlikte  islev  gbéren  transkripsiyon
faktoridiir. NACC1; proliferasyon, apoptoz
ve transkripsiyonun diizenlenmesi gibi
birgok hiicresel siirecte yer almaktadir.10.12-16

Geleneksel RT-PCR ve agaroz jelde
gorlintiileme yonteminin kullanildigt bu
calisma, farkli kok hiicre pluripotensi
belirteclerinin AFC’lerdeki ifade
diizeylerinin gestasyonel-maternal yasa ve
hiicre pasaj sayisina gore degisiminin
belirlenecegi ve Mersin Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2018-
1-TP2-2793 proje numarasi ile desteklen
calismanin on calismasi olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilecek bu 6n
veriler ile daha sonra yapilacak ¢alismamiz
icin AFClerde sadece yliksek oranda ifade
edilen belirteclerin secimi ve bunlara 6zgiin
primer-prob dizayni ve Real-time PCR ile

ifade diizeylerinin kantitasyonu
planlanmaktadir.
Yontem

Amniotik stvi hiicrelerinin segcimi ve kiiltiirti

Bu calismada hastalardan herhangi
bir ek amniyon sivisi 6rnegi alinmayarak
rutin amniyosentez materyalinden
sitogenetik analiz islemi sonrasinda atilacak
olan hicreler kullanildi. Calismanin etik
onay1 “Mersin Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu” tarafindan
verilmistir. 2018-2019 yillar1 arasinda
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklart1  ve Dogum  Polikliniginde
amniyosentez islemi yapilan 17 kadindan
alinan amniyon sivisi 6rneginden elde edilen
hiicreler calismaya dahil edildi. Hastalarin
seciminde kotii obstetrik 6ykd, herhangi bir
kronik hastalik varhigi ve diizenli ilag
kullanim1 olmas1 dislanma kriteri olarak
belirlendi. Calismaya sadece tarama testi
riski yiiksekligi ve USG bulgusu endikasyonu
ile gelen, sitogenetik olarak kromozomal
anomali saptanmayan bireyler dahil edildi.
Hastalarin yas araligi 26-36 yil, gestasyonel
yas araligi ise 12-19 hafta olarak belirlendi.
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Hiicrelerin  kiltiir  islemi  ve
cogaltilmasi BioAmf-1 Medium (Biological
Industries, Israil) kullanilarak yapildi. Klasik
uzun sureli hiicre kiiltiir yontemi ile
cogaltilan hiicreler yeterli sayiya ulastiginda
Hank’s soliisyonu (Capricorn Scientific,
Almanya) ve %0,05’lik 1X Tripsin-EDTA
soliisyonu (Gibco by Life Technologies,
Ingiltere) kullanilarak kiiltiir kabindan
kaldirildi ve iizerine 350 uL RNAlater
solliisyonu (Qiagen, Almanya) eklenerek bir
gece 2-8 "C'de bekletildi ve ertesi giin uzun
siireli saklama icin -20 °C’ye alindu.

RNA eldesi ve cDNA sentezi

Amniyosit kilturlerindeki
AFClerden RNA eldesi icin geleneksel
guanidyum isotiyosiyonat/fenol kloroform
yontemi kullanildi.l? Elde edilen RNA’larin
safliklar1 ve miktarlar1 spektrofotometrik
(Shimadzu, Biospec-nano, Japonya) 6l¢tim ile
belirlendi. Spektrofotometrik 6lclim
sonucunda tiim RNA oOrneklerinin saflik
kriterlerini  karsiladigi  goriildii. cDNA
sentezlenecek kalip RNA miktar1 (400 pg)
spektrofotometrede  yapilan  Olg¢limler
sonrasinda elde edilen miktarlara bagh
olarak belirlendi. Sentez 100 pmol Random
Hexamer primer (Thermo-Fisher Scientific,
Amerika), 4 pL Reaksiyon Tampon
Soliisyonu (Thermo-Fisher Scientific,
Amerika), 0,5 pL 20U RNAse inhibitori
(Thermo-Fisher Scientific, Amerika), 1mM (2
uL) dNTP miks (Thermo-Fisher Scientific,
Amerika), 1 pL revers transkriptaz enzimi
(200 U) (Thermo-Fisher Scientific, Amerika)
kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyonun 1s1
dongiisii 10 dk 25 °C, 60 dk 42°C, 10 dk 70°C
ve sonrasinda 4°C olarak uygulandi.

Pluripotensi belirtegleri icin polimeraz zincir
reaksiyonu ve agaroz jelde gériintiileme

Calismaya konu olan pluripotensi
belirteclerinin ifadelerinin belirlenmesi icin
her bir 6rnekten elde edilen cDNA’dan 2’ser
puL  (400pg) kalip olarak kullanilarak
polimeraz  zincir = reaksiyonu (PCR)
gerceklestirildi. OCT3/0CT4, KLF4, S0X2,
MYC, NANOG, DPPA3, UTF1, KIT, DPPAS,
REX1, FUT4, SALL4, NACC1 ve ACTB (kontrol
geni) genleri i¢in primer dizileri Primer-3
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programi (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/) kullanilarak dizayn edildi. Kullanilan
primer dizileri Tablo 1'de verilmektedir. PCR
ana karisimi, Takara Premix Ex
Taq(2X)(TAKARA, Japonya) ve primerlerden
(10 um) (IDT, Amerika) olusmaktadir. Son
reaksiyon hacmi 25 pL olup kalan hacim
dH,O ile tamamlanmistir. Reaksiyon
dongiisii ilk denatiirasyon i¢in 1 dongii 95
°C’de 30 dk, toplam 40 dongli olmak tizere
denaturasyon icin 95°C’'de 15 sn ve
baglanma/ uzama i¢in 60 °C’de 60 saniye
olarak uygulandiktan sonra tiim oOrnekler
4°C’ye alinmistir. Elde edilen PCR iirtinlerine
1X TBE tampon c¢ozeltisi icerisinde 0,5
pg/mL Etidyum Bromir (EtBr)(10pg/mL)
(Thermo-Fisher Scientific, Amerika)
eklenerek  hazirlanan  %2’lik  agaroz
(Applichem, Almanya) jelde 300mA, 120V’ta
elektroforez (Niive, Tiirkiye) uygulandi.
Jeller transulliminatérde (Vilbert Loulmart,
Fransa) goriintiilendi. Marker dizi olarak 50
bp DNA Ladder (GeneDireX, Amerika)
kullanildi.

Bulgular

Kok hiicre pluripotensi
belirteglerine (OCT3/0CT4, KLF4, SOX2, MYC,
NANOG, DPPA3, UTF1, KIT, DPPA5, REX1,
FUT4, SALL4, NACC1) ait PCR iirtinlerinin
%?2’lik agaroz jel gorintisiu Sekil 1.'de
verilmistir. Calisma sonucuna gore, AFC
orneklerinin tamaminda Kkalitatif olmak
tizere degisik diizeylerde OCT3/0CT4, KLF4,
S0X2, MYC, NANOG, DPPA3, KIT, DPPAS5,
REX1, FUT4 ve SALL4’lin ifade edildigi ancak
NACC1 pluripotensi  belirtecinin ifade
diizeyinde Kkalitatif farklhihiklar goraldagi
(AFC-11, AFC-12, AFC-13 ve AFC-14
numarali 6rneklerde ¢ok diisiik miktarda)
saptanmistir. NACC1 ifadesinde goriilen bu
farkliligin hastalarin klinik 6zellikleri ile
korele olmadigi goérilmistir. AFC-10
numarali 6rnekte ise DPPA5’in PCR amplikon
boyutu beklenenden daha biiyiik olarak
bulunmus ve muhtemel bir transkripsiyonel
varyant  veya insersiyonun  varligi
distiniilmiistir. Tim orneklerde UTF1 igin
elde edilen PCR tiriinleri non-spesifik bantlar
verdigi ve yapilan optimizasyon
calismalarindan sonu¢ alinamadigl igin
deney setinden ¢ikarilmis ve jel goriintiisi
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verilmemistir. Sonu¢ olarak OCT3/0CT4,
KLF4,50X2, MYC, NANOG, DPPA3, KIT, DPPA5,
REX1, FUT4, SALL4 ve NACC1 pluripotensi
belirteclerinin AFC’lerde ifade edildigi ve

Gebelik sivisinda kok hticre belirtegleri

yapilacak diger ileri kok hiicre pluripotensi
diizeyi belirleme ve indiiklenebilir kok hiicre
olusturma c¢alismalarinda kullanilabilecegi
gosterildi

ifade  edilme

diizeylerinin ~ AFC’lerde

Tablo 1. Pluripotensi belirteclerine ait primer dizileri

Gen ad1 Primer dizisi Amplikon uzunlugu

OCT3/0CT4 ileri 5’-GTACTCCTCGGTCCCTTTCC-3’ 168 bp
Geri 5’-CAAAAACCCTGGCACAAACT-3’

KLF4 Ileri 5-CCCACACAGGTGAGAAACCT-3’ 169 bp
Geri 5-ATGTGTAAGGCGAGGTGGTC-3’

S0X2 Ileri 5’- AGTCTCCAAGCGACGAAAAA-3’ 189 bp
Geri 5’- TTTCACGTTTGCAACTGTCC-3’

MYC Ileri 5’-CAGATCAGCAACAACCGAAA-3’ 168 bp
Geri 5’-GGCCTTTTCATTGTTTTCCA-3’

NANOG Ileri 5’-CAAAGGCAAACAACCCACTT-3’ 158 bp
Geri 5’-TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT-3’

DPPA3 ileri 5'-CACAAATGCTCACCGAAGAA-3' 179 bp
Geri 5'-GATTTCCCTGAGGACTGCTG-3'

UTF1 lleri 5'-AGCTGCTGACCTTGAACCAG-3' 164 bp

Geri 5'-GCCTGGAGAGGGGAGACT-3'

KIT lleri 5'-GCAAATACACGTGCACCAAC-3' 176 bp
Geri 5'-GCACCCCTTGAGGGAATAAT-3'

DPPA5 Ileri 5'-CCGAAGACCTGAAAGATCCA-3' 172 bp
Geri 5'-TAGGAGCCGTAAACCACGAC-3'

REX1 Ileri 5-GGCGGAAATAGAACCTGTCA-3’ 152 bp
Geri 5’-CTTCCAGGATGGGTTGAGAA-3’

FUT4 lleri 5'-GCAGGTGGGACTTTGTTGTT-3' 155 bp
Geri 5'-TTCCTCCAAGGACAATCCAG-3'

SALL4 fleri 5'-ATGCCTTCCTCTTCCCAAAT-3' 153 bp
Geri 5'-TGTGAACCTGTGATGGGAAA-3'

NACC1 Ileri 5'- GTGCTCCACGCTGTCAAGTA-3' 170 bp
Geri 5'-AAGGTGGTGTAGGCGTCATC-3'

ACTB Ileri 5'-AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3' 171 bp
(B-Actin) Geri 5'-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-3'
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Gebelik sivisinda kok hiicre belirtegleri
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Sekil 1. Sekil 1. Pluripotensi belirteclerinin agaroz jeldeki ifade degisimleri (E1-E17 olarak
adlandirilan jel kuyucuklarinda sirasiyla AFC1-17 numarali 6rnekler bulunmaktadir, M:Marker)

Tartisma

Bu ¢alisma kapsaminda  bir
hiicrenin kok hiicre Kkarakterinde olup
olmadigimi belirleyen, ayni zamanda elde
edilip cogaltilan bir kok hticrenin kok hiicre
karakterini  siirdiiriip  slrdiirmediginin
belirlenmesinde kullanilan, pluripotensi
belirteclerinden segilen 13 tanesinin
AFC'lerdeki ifade durumlarn arastirildi
Arastirma sonucunda c¢alisilan pluripotensi
belirteclerinden UTF1 hari¢ tiimiiniin AFC
icin kok hiicre karakterizasyon
calismalarinda kullanilabilecegi gosterildi.

Icerisinde fetal atiklar, fetal deri ve
amniyondan kéken alan terminal diferansiye
epitel hiicreleri bulunan amniyon sivisinda,
projenitér kok hiicre karakterine sahip
hiicrelerin de bulundugu son yillarda yapilan
bircok ¢alisma ile gosterilmistir. Ayrica
amniyotik sivi orneklerinden elde edilen
mezensimal kok hiicrelerin eriskin kemik
iliginden elde edilen kok hiicrelerle benzer
ozellikler tasidig1 da bilinmektedir.12 Ancak
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heniiz AFC’lerin kok hiicre potansiyelleri ve
gelisimsel stirecteki transkripsiyonel
dinamikleri tam olarak anlasilamamistir.
AFC'ler, ESCler gibi yliksek proliferatif
kapasiteye sahip olmakla birlikte, ESC’lerin
aksine in-vivo’da timoér ve in-vitro’da
embriyoid yap1 olusturmazlar. Bu nedenle
AFC'lerin pluripotentlik durumunun
belirlenmesi ve pluripotentligi etkileyen
parametrelerin saptanmasi, mevcut
terapotik kok hiicre uygulamalar: agisindan
son derece 6nem tasimaktadir.

Bircok calisma AFC’lerin
pluripotent kok hiicre 6zelliginde oldugunu
vurgulamaktadir.18.19 Ancak farkl
calismalarda farkh pluripotentlik belirtecleri
tespit edilmistir. Kullanilan érnek sayilarinin
farkli/yetersiz olmasi ve/veya sadece belli
bazi hiicre gruplarinin secilmesi nedeniyle
AFC’lerin kok hiicre belirtegleri genel olarak
saptanamamistir. Li ve arkadaslarné dort
onemli pluripotensi belirteci olan Yamanaka
faktorlerinin (OSKM/0OCT4, SOX2, KLF4, MYC)
AFC’lerde ektopik olarak ifade edilmesinden
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dolay1 iPSC'lere gore daha kolay ve stabil
sekilde  yeniden  programlanabildigini
gostermislerdir. Bu belirtecler icin elde
ettigimiz stabil ifade verileri bu ¢alismay1
destekler niteliktedir. Ge ve arkadaslari2? ise
elde ettigimiz verilere benzer sekilde
AFClerin giigli OCT4 ve NANOG ifadesi
gosterdigini ve bu sayede bu hiicrelerin
pluripotentlik potansiyelinin yliksek
oldugunu saptamistir. Arastirmacilar bu
veriler dogrultusunda amniyotik
mezengimal kok hiicreleri dért Yamanaka
faktori ile programlayarak kardiyomiyosit
olusumunu  gerceklestirmislerdir.  Elde
edilen hiicrelerin kardiyak farklilasma
sonrasli, spontan konstraksiyon gosterdigi,
karakteristik kalsiyum akimina sahip oldugu
ve bu hiicrelerin gen ifade profilinin dogal
kardiyak  hiicrelere ¢ok  benzedigi
gosterilmistir. Bu sonuglara goére AFC’lerin
kolayca kardiyak hiicrelere
doniistiiriilebildigi ve pluripotentlik
ozelliklerinin ytliksek oldugu gosterilmis ve
kardiyak kok hiicre tedavisi icin amniyotik
hiicrelerin kullanimi énerilmistir.

Anchan ve arkadaslari?l; AFC'lerde
OCT4 ifadesinin diisiik oldugunu ve SOX2,
GDF3, REX1 ve DNMTB3B ifadelerinin ise
tespit edilemedigini gostermistir. Bu
calismadaki OCT4 ve S0X2 verileri
calismamiz verileri ile celismektedir. Ancak
bu calisma ile de AFC’lerin diger pluripotent
hiicrelere gore daha kolay ve etkin bir
sekilde programlanabildigi, teratom ve
embriyoid yap1 olusturabildigi ve bu
ozellikleri ile ESC’lere benzedigi
gosterilmigtir.

Calismamizda kullanilan 6rnek sayisi
n=17 olup literariire gore oldukca ytliksektir.
Elde ettigimiz veriler bu nedenle
givenilirdir. Literatiirle celisen verilerimizin
ise kullandigimiz o6rnek sayisinin yiliksek
olmasindan kaynaklanabilecegi
diistntlebilir. Verilerimizin kalitatif olusu
calismamizin kisitlayict bir 6zelligi olarak
gosterilebilir. Ancak elde ettigimiz verilerin
arastirma grubumuz tarafindan yiritilen
AFC’lerdeki farkli kok hiicre pluripotensi
belirteglerinin ifade diizeylerinin Real-time
PCR kullanarak gestasyonel-maternal yasa
ve hiicre pasaj sayisina gore degisiminin
kantitatif olarak belirlenecegi calismada
kullanilacak olmasindan dolay1 bir 6n
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calisma verisi olarak 6nem tasimaktadir. Bu
veriler ile cok sayida kok hiicre belirteci
arasindan dogru kok hiicre belirteclerinin
secilerek kantite edilmesi hem calismanin
etkinligini arttirma hem de maliyeti diisiirme
bakimindan faydali olacaktir. Calisma
tamamlaninca elde edilecek verilerin, hem
amniyositlerin  pluripotensi profillerinin
anlasilmasina hem de potansiyel kok hiicre
uygulamalar1 icin amniyosit secimi ve
kullaniminda dikkat edilmesi gereken
ozelliklerin belirlenmesine katki
saglayabilecegi diisiincesindeyiz.

Rejeneratif tip uygulamalarinda
AFC’ler uygun bir kok hiicre kaynagi olarak
goriinse de, amniyotik kok hiicrelerin tedavi
potansiyellerine dair c¢alismalar yakin
zamanlarda yapilmaya baslanmistir.22 Kok
hiicre kaynag: olarak diger hiicre tiplerine
gore AFClerin en 6nemli avantaji yiiksek
plastisiteleri ve otolog hiicre-tabanh
tedaviler icin (dogum Oncesi ve sonrasi
doénemlerde) uygun olmalaridir.23
Amniyositlerin kok hiicre potansiyelleri ve
gelisimsel slirecteki transkripsiyonel
dinamiklerinin anlasilmasiyla elde edilecek
bulgularin,  doku/organ  miihendisligi,
konjenital genetik hastaliklarin tedavisi ve
hiicresel yenileme gibi olas1 tibbi
uygulamalar icin AFC’lerin
kullanilabilirligine yo6nelik 6nemli veriler
saglayacagi acgiktir.

Cikar catismasi: Yoktur
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