Uyariimis Pluripotent K6k Hiicreden Farklilastirilan Epcam+
Endodermal Progenitor Hiicrelerden, Uzun Siireli ve
islevsel Hepatik Organoid (Ehepo) Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

Teknik Alan
Saglik Hizmeti, Yagam Bilimleri

Ozet

Bulus, uyarilmis pluripotent kok hiicrelerinin (UPKH) laboratuvarda kiltiir ortaminda farklilastiril-
masiyla elde edilen, laboratuvar kosullarinda 3 boyutlu karaciger benzeri yapilarin organoidlerin

olusturulmasi ile ilgilidir.

Teknolojinin Avantajlar

UPKH temelli organoid olusturma protokoller-
inde, cesitli blyime faktorleri ve kimyasallar
kullanilmaktadir. Bu slrecte hucrelerin hepsi
ayni durumda olmadiklariicin farkli sekilde difer-
ansiye olmaktalar. Bir kisim hicre farkli sekilde
daha ileri safhada olurken diger bir kisim hucre
farklilasmamis ya da daha az farklilasma
gecirmis olmaktadir. Bu durum bir heterojen
populasyon olusturmaktadir. Dolayisiyla orga-
noid olusurken farkli potansiyelde hicre ile yola
cikilmakta boylelikle edilen organoid yapisinda
endodermden gelisen farkh hiicre tipleri ya da
progenitérlerinin  bulunmasi ihtimalini dogur-
maktadir. Bu nedenlerden dolayr daha kisa
surede elde edilebilen, verimi yuksek, uzun sure
kiltar edilebilen, daha uzun sureli olarak
karaciger fonksiyonlarini tasiyabilen, maliyeti
dusuk, ticari ortamlara bagimli olmayan orga-
noidlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut bulusun amaci pluripotent kdk hucrel-
erden karaciger organoidleri olusturmaktir. Bu
bulus, saghkl génullilerden ve genetik karaciger
hastaliklarina sahip bireylerden alinan deri
biyopsilerinden karaciger organoidi olusturmayi
saglamaktadir. Bulus ile organoidlerin, kisa
strede elde edilebilir olmasi ve uzun sireli
kilturlerde halen normal ve hastalik fenotipinde
karaciger islevselligini tasiyor olmasi teknigin
avantajini olusturmaktadir. Bu teknikle elde
edilen organoidlerin, hepatotoksisite ve ilag
taramalarinda kullanim avantajlari bulunmak-
tadir.

UPKH hicrelerinde 14 gunde hepatik organoid
elde edilmektedir. Islevsel karaciger hepatosit
benzeri hicreleri olusturmak icin 10 giin daha
farklilasma yapiliyor, yani 25. giinin sonunda
Albumin sekresyonu, LDL htcre i¢ine alimi, yag
biriktirme, glikojen depolama, ila¢ detoksi-

fikasyon enzim aktivitesi gibi karacigere spesifik
islevselere sahip hepatosit elde edilmis oluyor.
Ek olarak, eHEPO teknolojisi bir nadir karaciger
metabolizma hastaligi olan sitrullinemi’nin mod-
ellenmesinde kullaniimis olup, hastaligin insanda
gorulen fenotipinin tamamen aynisi (karacigerin
amonyak eliminasyonunu yapamamas! gibi)
kualtirde taklit edilebilmistir.

Bulus ile Endoderm 5 guinde, 3B hepatik organoid
lineage 10 glinde ve islevsel hepatik organoid 25
gunde elde edilebilmektedir.

Endoderm kokenli hepaik organoid (eHEPO)
kilturinde organoidler yaklasik 16-18 ay 48.
pasaja kadar islevselligini  kaybetmeksizin
kultlre edilebilmektedir.

Bulusta EpCAM hdcreleri sort edilerek daha saf
ve potansiyel bir hiicre populasyon ile baslanidig
icin daha verimli bir kultur elde edilebilmektedir.
Bulus kapsaminda erken pasajlardan ileri basam-
aklara kadar organoidlerin karakterizasyonu ve
islevselik testleri yapilmistir.

Bulus ile HCM gibi ticari ortamlara bagimli olma-
yan, uzun sure kiltir edildiginde hucresel
icerigini ve islevselligini koruyabilen organoidler
elde edilmektedir.

Organoid olustururken daha saf ve etkin hicre
olan EpCAM ayrimlanarak organoid olusturul-
mustur. Bu durum da organoid olusumunun
daha hizli ve etkili bir sekilde olmasini saglamak-
tadir.

Ek olarak, bu yontem bir Ure siklusu hastalig
olan sitrillineminin modellenmesinde
kullanilmistir. Iki sitrillinemi hastasindan alinmig
olan deri fibroblastlarindan elde edilen
UPKH’lerden olusturulan organoidlerde hastalik
fenotipini taklit eder sekilde amonyak elimi-
nasyonunun yapilamadigi gézlemlenmistir.
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Bulusun Tanitimi

Mevcut bulus, organoid teknolojisi adi

verilen, 3 boyutlu hicre/doku  kdltdrdn

olusturulmasi ile ilgilidir. Mevcut bulus,
uyariimis pluripotent kék hicrelerin labora-
tuvar kosullarinda farkhlastiriimasi ile elde
EpCAM+

hicrelerden, fonksiyonel karaciger (hepatik)

edilen endodermal progenitor
organoid kultard olusturmayr kapsamakta-
dir. Bu kultar, a) yaklasik 14 gin gibi kisa
strede olugmasi, b) 1yildan fazla stre kiltar-
de saglkli sekilde cogaltilabilmesi, c) ileri

pasajlarda dahi, albimin Gretme, glikojen

Teknoloji Hazirlik Seviyesi: 4

depolama, dustk dansiteli lipoproteinin
(LDL) hicre icine alimi ve sitokrom p450
enzim aktivitesi gibi spesifik karaciger islev-
lerini yerine getirmesi bakimindan diger
uyariimis  pluripotent kok hucrelerden
(UPKH) elde edilmis hepatik organoidlere
gore Ustunluge sahiptir. Bu nedenle, eHEPO
adi verilen bu teknoloji, kisiye 6zel ilag tara-
malari, pre-klinik hepatoksisite analizleri ve
hastalik modellemelerinde kullanimda kolay-

hk saglayacaktir.

Tamamlanan Testler: Bulus kapsaminda erken pasajlardan ileri basamaklara kadar organoidlerin

karakterizasyonu ve islevselik testleri yapiimistir. Ek olarak, bu yéntem bir tre siklusu hastaligi

olan sitrtllineminin modellenmesinde kullanilmistir. iki sitrillinemi hastasindan alinmis olan deri

fibroblastlarindan elde edilen UPKH'lerden olusturulan organoidlerde hastalik fenotipini taklit

eder sekilde amonyak eliminasyonunun yapilamadigi gézlemlenmistir.
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Sekil 1: UPKH kaynakli EpCAM (+) progenitér hiicrelerden organoid olusturulmasi. A) Organoid kaltarin
olusturma protokoli bu semada 6zetlenmistir. B) OCT3/4 (pluripotent), FOXA2, SOX17 ve EpCAM (endo-
derm) markerlarin farkli basamaklardaki ifadelerinin immdnofloresans goérintuleri (20X blyutme) (Ust
panel). Akis sitometri yontemi ile EpCAM ve CXCR4 proteinlerin 5. giindeki ifadeleri. Endoderm farklilagma
verimliligi ¢ farkl saglikli UPKH (WT1, WT2, WT3) EpCAM ve CXCR4 acisindan denenmistir (alt panel). C
Akig sitometri analizleri R-spo1in EpCAM (+) hicre sayisinin artmasina neden oldugunu gostermektedir.
Deneyler (¢ farkh saghkh UPKH ile tekrarlanmistir (Ust panel). R-spo1in UPKH kaynakli endoderm hiicre
morfolojisindeki etkisi. DIC goruntuleri; Differential interference contrast (alt panel).
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Sekil 2: eHEPO organoidlerin olusturulmasi. A) EpCAM+ ve EpCAM- hicrelerin organoid olusturma potansi-
yelleri. Olusan organoidlerin farkli zamanlarda faz kontrast mikroskop ile elde edilen géruantuleri. “p” pasaj
numarasini ifade etmektedir. B) Endoderm kaynakli saghkl organoidlerin farkli pasajlarda (p6, p21 ve p48)
Ekspansiyon ortami (EM) ortamindaki fenotipik karakterizasyonlari. C) EpCAM, HNF4a ve Z0O1 proteinlerinin
konfokal gorintdleri. Hicre cekirdekleri DAPI ile boyanmistir. p10 organoidlerde EpCAM\HNF4a ve Z0-1
tum yapi boyanmistir. Diger boyamalar frozen kesitlerinde yapilmistir. D) AFP ve CK18 organoidlerde immu-
nohistokimyasal yéntem ile boyanmistir. H&E (hematoxylin/eosin) boyamasini ifade etmektedir. E) GSEA
plot farklilagsma strecinde gen ekspresyonlarinin degisimini gostermektedir. Normalized enrichment scores
(NES) and FDR g-values her gen listi icin analizlenmistir.
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Sekil 3: eHEPO organoidlerin olgun
hepatositlere in vitro farklilagmasi. A)
Differensiasyon ortami (DM)'da kultu-
re edilen organoidlerde CK18, E-Cad-
herin, A1AT, ZO1ve ALB proteinlerinin
konfokal goruntuleri. Hucre cekirdek-
leri DAPI ile boyanmistir. p10 grupta
organoidlerin tum vyapilari  CK18,
E-CAD/A1TAT ve ZO-1/ALB boyanmis,
diger kosullar frozen kesitlerinde
boyanmistir. B) Organoidlerde ALB,
CK19 ve E-cadherin proteinlerin
immuohistokimyasal goruntdleri. C)
eHEPO’larin taramali elektron mikros-
kop ile cekilen goruntuleri. Ok isareti
apoptotik hucreler ve multivezikuler
yapllar ile gostermektedir (Ust panel).
Beyaz yuvarlak ve ok hucre baglanti-
lart ve apikal villuslari géstermektedir
(alt panel). D) Organoidlerde albimin
ekspresyonunu izlemek icin lentiviral
albumin  promotor-GFP  reporter
sistem yapilmistir. Isik mikroskop ve
floresan mikroskop ile pALB-GFP
reporter’t tastyan UPKH'lerin farkli-
lasma basamaklarinin  géruntuleri.
Akis sitometri organoidlerin icerisin-
deki ALB+ hucrelerinin = sayisini
gostermektedir. E) GSEA plot EM ve
DM arasindaki genlerin farkl ekspres-
yonlarini gostermektedir. Normalized
enrichment scores (NES) ve FDR g-va-
lues karacigere 0Ozgun genler icin
analizlenmistir. F) Isi haritasi EM ve
DM ile ilintili genlerin ifadelerini
gostermektedir. G) gPCR EM, DM
organoidlerin ve karaciger dokusun-
daki genlerin analizi. EM/DM ve
doku/EM arasinda fold change yapil-
mistir (3 farkh biyolojik tekrar icin 4
teknik replika yapilmistir). (*p<0.05).
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Sekil 4: eHEPO organoidlerin in vitro islev-
sellik testleri. Saghkli organoidlerin farkh
pasajlarda (p6, p23, p48) EM ve DM kosul-
larindaki albumin salinimi ELIZA yéntem
ile analizi. Veriler G¢ farkh deneyin ortala-
masi ngALB/gln/milyon hucre seklinde
hesaplanmistir. B) Organoidlerin CYP3A4
aktivitesi RLU/mI/milyon hucre seklinde
ifade edilmistir. C) LDL alimi p10 ve p48
pasajlarinda farklilagsmanin 14. glnunde
immunofloresan goruntlleri. D) Glikojen
depolamasi p10 ve p48 pasajlarinda farkl-
lasmanin 14. glininde PAS boyama gorin-
tlleri. EM negatif kontrol olarak kullanil-
mistir. E) DMN ilaci ile NGS fare karaciger-
lerine hasar verildikten sonra, organoid
transplante edilen karacigerlerden elde
edilen kesitlerde immunohistokimyasal
boyama goruntuleri. GFP+ ve ALB+ hiicre-
lerin varligi hepatositlerin fare karacigeri-
ne engraft oldugunu gostermektedir. (*p=
0.05; **p<0.01; ***p=0.001).
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Sekil 5: Sitrullinemi (CTLN) hastalardan UPKH'lerin olusturulmasi ve karakterizasyonu. A) Saglkli,
CTLN1 ve CTLN2 UPKH'lerin morfololojik goruntuleri. B) Saglikli bireylerden ve hastalardan elden edilen
fibroblast ve UPKH’lerde ASS1 geninin 15. ekzonundaki mutasyonlarin dizi analizi. C) Epizomal yeniden
programlama vektorlerinin PCR ile entegrasyon analizleri. D) Saghkl, CTLN1 ve CTLN2 UPKH'lerin
kariyotip analizleri. E) UPKH’lerin NANOG, OCT4 ve SSEA immunofliresan goruntuleri. Hiicre cekirdekle-
ri Hoechst ile boyanmistir (Skala: 100 pym). F) pluripotent genlerinin mRNA diizeyindeki ifade analizleri.
G) Saglikli ve CTLN1UPKH’lerde GFP ve ASST'in asiri ifadesinin western blot ile analizleri. H) CTLN1 ve
CTLN2 UPKH'lerin SCID farelerde teratoma analizleri (Skala, 100 pm).
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Sekil 6: eHEPO organoidlerin in vitro islevsellik testleri. Saghkh organoidlerin farklh pasajlarda (p6, p23,
p48) EM ve DM kosullarindaki albimin salinimi ELIZA yontem ile analizi. Veriler G¢ farkli deneyin ortalama-
si ngALB/gun/milyon hiicre seklinde hesaplanmistir. B) Organoidlerin CYP3A4 aktivitesi RLU/ml/milyon
hicre seklinde ifade edilmistir. C) LDL alimi p10 ve p48 pasajlarinda farklilagmanin 14. gliniinde immuinoflo-
resan goruntuleri. D) Glikojen depolamasi p10 ve p48 pasajlarinda farklilasmanin 14. giniinde PAS boyama
goruntuleri. EM negatif kontrol olarak kullanilmistir. E) DMN ilaci ile NGS fare karacigerlerine hasar veril-
dikten sonra, organoid transplante edilen karacigerlerden elde edilen kesitlerde immunohistokimyasal
boyama goruntileri. GFP+ ve ALB+ hicrelerin varligi hepatositlerin fare karacigerine engraft oldugunu
gostermektedir. (‘p=0.05; **p=<0.01; ***p=0.001).
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