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implantasyon alanindaki hicrelerin manipule edilebilir hicreler oldugunu ortaya koymustur.
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TUBITAK

OZET

implantasyon basarisizhigi embriyonun endometriyuma invazyonu ile birlikte embriyonun
trofoektoderm hucrelerinden  salgilanmaya baglanan koryonik gonadotropinin  hig
salgilanmamasi veya salgilanmasi ancak gebelik kesesi olugsmamasi durumudur. Yardimla
ureme tekniklerine (YUT) ihtiya¢ duyulmayan spontan gebeliklerde dahi ilk denemede
implantasyon basarisizligi olma ihtimali %25-40 arasindadir. Bu projede genom diizenlenmesi
konusundaki etkinligi kanitlanmis olan CRISPR/Cas9 yéntemi ile implantasyonda etkinligi olan
genlerin aktivitesi, birbirlerini ile olan etkilesimi, zamana ve hicre tipine bagh degiskenligi, in
vitro kosullardaki etki dedgisikligi, implantasyon Uuzerine etkisinin ortaya konulmasi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda in vitro G¢ boyutlu olarak olusturulmus kultir ortaminda
farkl deney gruplarinda inkiibe edilen blastokistlerden 24. ve 72. Saatlerde 6rnekler alinmis,
orneklerde RNA dizi analizi yapilmis ve etkin olan genler ortaya konulmustur. Dizi analizi
sonucunda etkin oldugu belirlenen her gen igin blastokist, endometriyum epitel ve
endometriyum stroma hicreleri ayri ayri susturulmus ve her grup icin in vitro implantasyon
parametreleri incelenmigtir.

Elde edilen veriye gore endometriyum epitel hicrelerinde Hmga2 ve Gm15452; stroma
hicrelerinde Tmem158, blastokistlerde GATA3 ve Tmsb4x genleri Uzerinde ¢alisiimistir. Bu
genlerin etkin olarak susturabildigi gruplarda implantasyon parametreleri olarak belirlenen
adezyon ve invazyon ile ilgili genlerle, gelisimsel ve fonksiyonel genlerde anlaml degisiklikler
gOsterilmistir. Epitel hiicrelerinde Hmga2'nin susturulmasi ile LIF, MMP9, PR, entaktin, Timp3,
Esrl, Muc1, Erbb1, Erbb2, Hoxa10 ve Wnt 4 genlerinin farkli zaman gruplarinda anlaml olarak
degistigi, Epitel hicrelerinde Gm15452’nin susturulmasi sonrasinda LIF, MMP9, PR, entaktin,
TIMP3, fibronektin, laminin, Esrl, Mucl, Erbbl, Erb2, Wnt 4 ifadelerinde anlamli olarak
degistigi, Stroma hicrelerinde Tmem158’in susturulmasi ile Pr, entaktin, Timp3, Fibronektin,
Esr1, Muc1, Erbb1, Erbb2, Hoxa10, Wnt4 ifadelerinin anlamli olarak etkilendigi belirlenmigtir.
Blastokistlerde de Tmsb4x ve Gata3 genleri susturulmus olup, iki genin de invazyon ve

gelisimde rol alan genlerle iligkili oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: implantasyon, fare, RNA dizileme, CRISPR/Cas9, 3B kililtiir, in vitro
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ABSTRACT

Implantation failure is an event where chorionic gonadotropins which should be secreted by
embryonic trophectoderm are not secreted at all or there is no formation of a gestational sac.
Even in spontaneous pregnancies where ART (assisted reproductive technologies) is not
needed the rate of implantation failure in first trial is 25-40%. In ART cases, on the other hand,
maximum implantation rate was shown to be 40-60% in the meta analysis. In this project
proposal, it was aimed to demonstrate the activity of implantation-active genes, interaction of
these genes with each other, time and cell type dependency, effect of in vitro conditional
changes on implantation and fetus growth via use of CRISPR/Cas9 method that has a proven
effectiveness on genomic regulation. Samples were incubated at 24th and 72nd hours in
different experimental groups in a three-dimensional culture in vitro and were analyzed by RNA
sequencing so that the effective genes have been revealed. Blastocyst, endometrium
epithelium, and endometrium stromal cells were separately silenced for each gene determined
to be effective by sequence analysis and were examined by in-vitro implantation parameters
for each group. The data analysis has led gene knockout for Hmga2 and Gm15452 in
endometrial epithelial cells, gene knock out for Tmem158 in endometrial epithelial cells, and
GATA3 and Tmsb4x knock out in blastocysts. In the groups where these genes have been
efficiently silenced, adhesion and invasion related genes are significantly affected, as well as
the developmental and functional genes. According to our results silencing of Hmga2 in
epithelial cells has resulted in significant alterations in expressions of LIF, MMP9, PR, entactin,
Timp3, Esrl, Mucl, Erbbl, Erbb2, Hoxal0 and Wnt 4, while silencing of Gm15452 in epithelial
cells has resulted in significant alterations in expressions of LIF, MMP9, PR, entactin, TIMP3,
fibronectin, laminin, Esrl, Mucl, Erbbl, Erb2, Wnt 4. In addition silencing of Tmem158 in
endometrial stromal cells has resulted in changes in expression of Pr, Entactin, Timp3,
Fibronectin, Esrl, Mucl, Erbbl, Erbb2, Hoxal0, Wnt4. The Tmsb4x and Gata3 genes were
also silenced in blastocysts, and it was observed that both genes were associated with genes

involved in invasion and development.

Keywords: Implantation, mouse, RNA sequence, CRISPR/Cas9, 3D culture, in vitro

Xi



TUBITAK

1. GIRiS

implantasyon oosit maturasyonun erken dénemlerinde baslayip embriyo ve oosit arasindaki
kompleks iliskiye dayanmaktadir (Emiliani vd., 2005). Ostrojen ve progesteron hormonlarinin
dinamik dalgalanmasinin etkisiyle Greme siklusu ii¢ evrede incelenir (Wang vd.,2006). ilk evre
olan prodstrus veya folikiller evrede ostrojen diizeyi cok yiksektir (Micheal vd., 1976). ikinci
evre hemen ovulasyon sonrasi iki hormonun da dizeyinin daha distk oldugu evredir. Son
evre luteal fazdir ve Ostrojen ve progesteron korpus luteumdan salgilanir. Embriyo
implantasyonu luteal evrede olur. Bu evrede farede progesteron diizeyi yeni olusan korpus
luteumlardan kaynaklanan salgi nedeniyle yuksektir. Gebeligin dérdincl gunindeki (gun 1:
vajinal plug) preimplantasyon &strojen artisi bu ylkseklige eslik eder ve dérdinct glinin gece
yarisinda implantasyon gergeklesir (McCormack vd., 1974). Basarisizlidin sebepleri arasinda
embriyonun kalitesi ve hangi gelisim fazinda oldugunun yani sira transfer edilen embriyo
sayisl, anne yasl ve uterus alicihdi ile de yakindan ilgilidir (Coughlan vd., 2014). Bircok
infertilite nedenini tedavi eden ve ortadan kaldiran IVF/ET (in vitro fertilizasyon/embriyo
transferi) tekniklerindeki gelismelere karsin yardimla ureme teknikleri (YUT) ile gebelik
sonuglari temel olarak implantasyon basarisizligi nedeniyle hala daha dusuktur (Coughlan vd.,
2014). Basarlli implantasyon blastokistin implante olma kapasitesinin yani sira
endometriyumun reseptivitesinin senkronizasyonu ile ilgilidir. Bu iki olay over kaynakli dstrojen
ve progesteron basta olmak lizere maternal hormonlar tarafindan diizenlenir. implante olan
embriyoya yanit olarak embriyonun bilyime ve invazyonunu saglamak icin ¢evre stromal
desidualizasyon adi verilen hucresel degisime ugrar (Lim vd., 2010). Desidua embriyonun
yasamasi icin gerekli ortami saglar. Ayni zamanda semi-allojenik olan embriyoya kargi gelisen
maternal bagisiklik yanitina kargsi bariyer olusturur. Klinik olarak implantasyon ultrasonografi
altinda gebelik kesesinin izlenmesi olarak tanimlanir. implantasyon basarisizli§i embriyonun
endometriyuma invazyonu ile birlikte embriyonun trofoektoderm hiicrelerinden salgilanmaya
baslanan koryonik gonadotropinin hi¢ salgilanmamasi veya salgilanmasi ancak gebelik kesesi
olusmamasi durumudur. Yardimla Greme tekniklerine (YUT) ihtiya¢g duyulmayan spontan
gebeliklerde dahi ilk denemede implantasyon basarisizligi olma ihtimali %25-40 arasindadir.
YUT vakalarinda ise en fazla implantasyon orani meta analizlerde %40-60 olarak belirtiimigtir.
Simdiye kadar yapilan calismalardan elde edilen veri géz online alindiginda her iyi kalite
embriyonun her siklusta implante olmadigi belirlenmigtir. Embriyolojinin klinik uygulamalari
arasinda yer alan ve embriyo transferi sonrasinda gebelik oranlarinin artmasi i¢in yapilan

girisimler (hticre disi matriksten zengin transfer besiyeri kullanimi, endometriyumu transfer

1
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oncesi aktive etme calismalari vb) de yeterli derecede verimli olamamistir. implantasyon
defekti sonucunda saglikli gebeligin gelisememesi durumu sadece insanlara 6zgu bir durum
olmayip cesitli memelilerde de sikga goértlmektedir.

CRISPR/Cas9 yontemi hiicrede istenen genlerin dizenlenmesini, susturulmasini veya
eklenmesini saglayan bir genom teknolojisidir. CRISPR sayesinde gen diziliminde ekleme,
¢lkarma, duplikasyon veya translokasyon amagclanabilir. CRISPR / Cas9 sistemi genis bir
yelpazede farkli tlrler, dokular ve hiicrelerde genom dizenleme igin kullaniimaktadir. Ancak
sonug, ¢cozunurlik, etkinlik, dogruluk ve mutasyon yapisi agisindan hedef bélge secimi, sgRNA
tasarimi, endontkleazin dzellikleri, ¢ift zincir kiriklarinin benzersiz olup olmadi§i, endonikleaz
ve sgRNA'nin miktari, DNA onarim yollarindaki gergek farkliliklar gibi gesitli faktorlere baglidir.
Embriyonik kok hlcre yontemi ile susturulan genlerin basarisi %50-55 oraninda kalirken
CRISPR ydntemi ile susturulan genlerin basarisi %85-95 oraninda degismektedir.

Bu proje oOnerisinde genom dizenlenmesi konusundaki etkinligi kanitlanmis olan
CRISPR/Cas9 yontemi ile implantasyonda etkinligi olan genlerin aktivitesi, birbirlerini ile olan
etkilesimi, zamana ve hucre tipine bagll degiskenligi, in vitro kosullardaki etki degisikligi,
implantasyon Uzerine etkisinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.Bu hedef dogrultusunda in
vitro U¢ boyutlu olarak olusturulmus kiltir ortaminda farkl deney gruplarinda inkiibe edilen
blastokistlerden 24. ve 72. saatlerde 6rnekler alinmasi, 6rneklerde RNA sekans analizi
yapilmasi,etkin olan genlerin ortaya konulmasi ve sekans analizi ile etkin oldugu belirlenen
genlerin blastokist, endometriyum epitel ve endometriyum stroma hucreleri ayri ayr
susturularak in vitro implantasyon parametrelerinin incelenmesi amacglanmistir. Daha énce
implantasyonda etkili oldugu veya etkinin ne sekilde oldugu bilinmeyen genlerin

implantasyonun 3 asamasinda yarattigi etkiler sonuglar kisminda sunulmaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

Dogal siklusta endometriumun nétr, reseptif ve refrakter olmak lGzere 3 farkli dénemden gecer
(Bergh vd., 1992). Blastosist implantasyonu ise su G¢ ana sureci igerir: Apozisyon, atagsman
ve blastokistin invazyonu (Hirota, 2019). Reseptif endometriyumda blastokistler sadece
implantasyon penceresi adi verilen donemde implante olabilirler (Yoshinaga, 1988). Farelerde
bu zaman gebeligin dérdinci gliiniinde (Wang vd., 2006), insanlarda ise ovulasyondaki LH
pikinden 6-10 giin sonradir (Rashid vd., 2011). implantasyon igin endometriyum hem yapisal
hem de fonksiyonel olarak degisim gecirir ve salgi Gretiminin artmasinin yani sira damarlanma
ile de blastokist icin gerekli ortam hazirlar. Embriyonun beslenmesi gerekli olan molekuller
endometriyum tarafindan uterus bosluguna salinir ve uterus boslugunda 72 saat gecirecek
olan blastokistin beslenmesi amaglanir (Boron vd., 2016). Uterus alicihginda temel olarak
steroid hormonlar (progesteron ve 6Ostrojen) (Tranguch vd., 2005) ve sitokinler rol oynar.
Calisilmis tim sitokinler arasinda LIF implantasyonla en ilgilidir (White vd., 2007). LIF
ekspresyonu 6nce uterin glandlerde daha sonra ise tutunma sirasinda blastokisti cevreleyen
stroma hicrelerinde artar. Blastokist apozisyon ve yapismasinda adezyon molekulleri blyik
rol oynar. Bu molekiillerin baglicalari integrinler, trofinin/bistin/tastin kompleksi, selektinler ve
kaderinlerdir (Zhang vd., 2013). E-kaderin implantasyondan 6nce luminal epitelde artarken
blastokist invazyonundan 6nce azalir. Bu olayin hicre-hiicre baglantilarinin gevsemesini
sagladigi icin implantasyon icin gereklidir (Liu vd, 2012). Bunun yani sira, uterus epitel ve
stroma hucreleri arasindaki uyumda bu parakrin etkilerin dstrojen ve progesteron tarafindan
etkilendigi ve bu hormonlarin reseptdrlerinde (6zellikle farede gebelik progesteronu olan P4
reseptori ve infertilitede 6nemli ER-a reseptori) gebelikle degiskenlik gdzlendigi belirlenmistir
(Chung vd., 2011).

implantasyonun gergeklesmesi igin endometriyumun reseptif olmasinin yani sira blastokistin
de aktif halde olmasi gerekmektedir. Blastokistin aktif hale gelebilmesi igin belirli gen
ekspresyonlarininin artmasinin yani sira morfolojik olarak da degisiklik gostermesi
gerekmektedir. Morfolojik olarak gerceklesen degisiklikler ovaryan progesteron ve 6strojenin
etkisi altinda luminal epitelin implantasyon bdlgesinde dizlesmesi ve polaritesini kaybetmesi
ile gergeklesir. Ayni zamanda aktif blastokistlerde trofoblast hiicreleri daha ¢ok mikrovilllise
sahiptirler ve sitoplazmalarinda bol miktarda glikojen bulunur. Aktive edilmis blastokistler
uterus ile iletisim kurduktan sonra, implantasyona uygun blastokistler implantasyonu baslatir
(Hiratsuka vd., 2022).

implantasyon sirasinda trofoblast hiicreleri tarafindan adezyon molekdllerinin yani sira
proteazlar ve sitokinler salgilanir (Zhang vd., 2013). HB-EGF embriyoda gerekli tutunma ve

invazyon igin trofoblast farklilasmasini saglar (Staun-Ram vd., 2005). implantasyon icin
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kompetansi olan blastokistlerde HB-EGF reseptdri olan ErbB1 ve ErbB4 ekspresyonunda ve
ligand baglama kapasitesinde artis gézlenir (Norwitz vd., 2001). integrinler, EGF (epidermal
growth factor), TGF-B (transforming growth factor B ) endometrial ve trofoblast kaynakli olmak
Uzere iki taraftan da salgilanarak implantasyonda gérev alirlar. implantasyon 6ncesi
trofoektoderm hacreleri tarafindan Cdx2, Tead4 and Eomes transkripsiyon faktorleri
salgilanirken i¢ hiicre kitlesi hiicreleri tarafindan hem farklilagsma kapasitesini artirmak hem de
cogalmalarini saglamak amaclh Oct4, Sox2 ve Nanog transkripsiyon faktorlerinde artis gorulir.
Embriyo implantasyonu, plasentasyon ve fetomaternal toleranstaki kusurlar gebelik
basarisizliklarina neden olabilir. Tekrarlayan implantasyon basgarisizligi, tekrarlayan gebelik
kaybi veya preeklampsi (PE) dahil olmak Uzere c¢esitli bozukluklarin gebelik basarisizlidina
katkida bulundugu bilinmektedir. Bu hastaliklarin ¢ogu igin, in vitro patolojiyi taklit etmedeki
zorluklar nedeniyle kesin etiyoloji bilinmemektedir, bu da teshis, tedavi ve korunmalarini
zorlastirmaktadir (Li vd, 2022).

implantasyona yénelik modifikasyonlar uygulanmaktadir. Ornegin, IVF’te implantasyonu
artirmaya yonelik bircok teknik kullaniimakta ve embriyo tarafindan salgilanan sekretomikler
ve metabolomikler sayesinde Ureme potansiteli en yiiksek kalite blastokistler secilmektedir.
IVM (in vitro maturasyon), destekli yuvalama (assisted hatching), gebelik asisi, embriyo tutkali
implantasyon basarisini artirmak amagli kullanilir. Bunun yani sira in vitro ¢calismalarda iki ya
da ¢ boyutlu kiltarler kullanilabilir. Embriyo implantasyonu daha énceki yapilan ¢alismalarda
epitel (Liu vd., 2012), stroma hcreleri (Diedrich vd., 2007) ve desidua hiicreleri (Wang vd.,
2000) kokiiltire edilerek implantasyona etkileri gézlemlenmistir. iki boyutlu ko-kultir
modellerinde trofoblast sferoitlerinin  stroma hicreleri Uzerinde kiltire edilmesinin
implantasyon ve plasenta olusumu igin trofoblastin invaziv olmasinin yani sira blastokistin
implantasyonu ve plasenta olusumuna katkisi oldugu ispatlanmistir (Sozen vd., 2014).
implantasyonun ilerlemesini ve implantasyon sonrasi embriyonik gelisimi gérsellestirmek ve
manipule etmek icin, embriyolarin in vitro kultar teknigi 1930'lardan beri kullaniimaktadir (Gua
vd, 2022). 3 boyutlu implantasyon modellemelerde endometriyal epitel ve stroma hiicreleri fare
tumor hicrelerinden elde edilen hiicre disi matriks ortaminda kiltlre edilerek blastokist
invazyonu 3 boyutlu olarak degerlendirilmistir (Desrochers vd., 2016). U¢ boyutlu kiltir ortam
Ozelligini veren matrijel hiicreler arasi laminin, kollajen 1V, heparan sulfat proteoglikan, entaktin

ve biiyime faktérleri bakimindan zengindir. implantasyonda etkili genler sekil 1’de izlenebilir.
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Sekil 1. implantasyonda etkili genler. integrin profili/pinopodlarin gériinimii ile tanimlanan, alici

endometriyuma yaklasan bir blastokistin sematik gosterimi (Staun-Ram and Shalev, 2005).

Bircok biyolojik olayda hem molekiiler mekanizmalari daha yakindan incelemek hem de ifadesi
degisen gen uUrlnlerinin biyolojik olaylar Gzerindeki etkilerini ortaya koymak amaciyla genom
dizenleme teknikleri kullaniimaktadir. Bu tekniklerden ginumuzde en yaygin kullanilan
CRISPR/Cas9 sistemlerine dayanan tekniklerdir. Kimelenmis dizenli aralikh kisa palindromik
tekrarlar (CRISPR), daha dénce karsilasilan virlis genomlarindan ve diger invaziv DNA'dan
yakalanan bosluklarla kesilen, bakteri ve arkeal genomlarda bulunan tekrarlayici dizilerdir.
Gorevleri, tekrar karsilagildiginda ayni invaziv DNA tipini indirgemek icin RNA yonlendirmeli
endonukleazlar gibi davranan CRISPR ile iligkili (Cas) proteinler yoluyla bir adaptif bagisiklik
bicimi saglamaktir. CRISPR /Cas9 endontikleaz yéntemi ile DNA Gzerinde ¢ift zincir kiriklari
meydana getirilerek bir veya birden fazla gen Uzerinde istenilen mutasyon anda anda
gerceklestirilebilir iken diger karisik gen diizenlemeleri de yapilabilir (Meseguer vd., 2001).

Kimelenmis dizenli aralikh kisa palindromik tekrar (CRISPR) ile iliskili sistem (Cas) gibi

genom dizenleme araclari, hayvan zigotlari ve insan hicreleri dahil olmak Uzere model
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sistemlerdeki genleri degistirmek igin yaygin olarak kullaniimigtir ve hem temel arastirma hem
de klinik uygulamalar icin muazzam bir umut vaat etmektedir. Bugline kadar, insan erken
embriyolarindaki DNA onarim mekanizmalarina iligkin anlayisimizda ve insan implantasyon
Ooncesi embriyolarinda CRISPR/Cas9 gibi teknolojilerin kullaniminin verimliligi ve potansiyel
hedef digi etkileri konusunda ciddi bir bilgi a¢igi bulunmaktadir (Liang vd, 2015). Yapilan
calismalarin 6zeti olarak gen ve organizmaya bagli olarak CRISPR basarisinda farkliliklar
gbzlemlenmis olup implantasyon ile ilgili genlerin aktivitesini ortaya koymak amaclh bir
calismaya rastlanmamistir. Hayvanlarda, yapilan CRISPR calismalarinda en gok NHEJ tamir
mekanizmasi ile gen duzenlemesi yapilmis olup birgok tirde mutasyon basarisinin %90 a
ulastigr gérulmustur. HDR tamir mekanizmasi ile yapilan gen dizenlemesi ¢alismalarinda ise
basari oraninin %5 ile 20 arasinda kaldigi gézlemlenmigtir. CRISPR basarisini etkileyen
faktorler arasinda genom buyukliginin bir 6nem tasimadigi ve gRNA ve cas9 iligkisinin
CRISPR etkinligi Gzerinde etkili oldugu ispatlanmistir (Park vd., 2003). Yapilan calismalarda
zigot evresindeki embriyonun blastokist evresine kadar kultire edilip (4,5 gun) farkh
mikroenjeksiyon yontemlerinin  verimliligine bakildiginda; pronikleusa direkt DNA
enjeksiyonunda verim %24, pronikleus direkt RNA enjeksiyonunda verim %33 iken
sitoplazmaya direkt RNA enjeksiyonunda verimin %65 oldugu gézlenmistir (Carver vd., 2003).
Sekil 2 farelerde genom dizenlenmesinin uygulanmasi icin kullanilan farkli yontemleri

gostermektedir (Bagis vd., 2011).
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Sekil 2. CRISPR (B) ile genlerin susturulmasi



v

TUBITAK

RNA sekans yontemi kullanimi, genis dinamik araligi ve fonksiyonel dizi degiskenlerini
belirleme yetenedi nedeniyle gen ekspresyonu analizi acisindan benzersiz faydalar sunar. Bu
teknoloji, gelismekte olan embriyoyu test etme firsati da saglamaktadir (Chitwood vd, 2013).
RNA sekans yontemi transkripte olan genlerin ekspresyon seviyelerini dlgmede sagladigi
kesinlik sebebiyle transkriptom analizinde siklikla kullaniimaktadir. Farelerde yapilan RNA
sekans yontemlerinde ise yapilan gen analizlerinde uterin bezlerin uterus limen sivisinin
homeostazisini diizenleyen faktorleri salgiladigi ve uterustaki diger hicre tipleriyle etkileserek
gebeligin olusmasi icin uterus reseptivitesini ve blastosist implantasyonunu etkiledigi

gorulmuastar (Wang vd., 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Fare embriyolarinin elde edilmesi

Hayvan Basina Diigen Barinma Alani ve Bakim Kosullan: Kullanilacak hayvanlar, Kog
Universitesi, Fen Fakdltesi, Hayvan Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi. Her hayvan igin
70 cm? alan saglandi ve hayvanlar 12 saat karanlik, 12 saat 1Sk uygulamasina maruz
birakildi. Ticari pelet yem ve otomatik suluklar ile ad libitum beslenme saglandi. Embriyo
Verici: Superovulasyon sonucu yliksek sayida embriyo eldesi icin uygun olmasi nedeniyle
CB6F1 disi fare, 6-8 haftalik, 20-24 gr. 348 adet hayvan kullanildi (HADYEK NO:
2016.HADYEK.033).

3.1.1 Siperovulasyon ve Oositlerin hazirlanmasi

CBG6F1 disi farelere 10 IU gebe kisrak serum gonadotropini (SIGMA - PMSG) intraperitoneal
(i.p) enjeksiyonla uygulandi. Enjeksiyondan 48 saat sonra, 10 IU insan koryonik gonadotropini
(-hCG) i.p. yolla veri siperovulasyon protokoll sonrasi digi fareler erkek CB6F1 (C57BL .6 X
BALBC) fareler ile giftlestirildi. Ertesi sabah vaijinal plak gézlemi ile ciftlesen fareler tespit edildi
ve sakrifiye edilen farelerden elde edilen ampulalarinin raptird ile burada bulunan déllenmis
oositler cevrelerindeki granliloza hcreleri ile hiyalironidaz enzimli Hepes tamponlu-M2
ortaminda 3 defa yikandiktan sonra 4 mg/ml Sigir Serum Albiimin (BSA, SIGMA Katalog, No
A-3311, Fraksiyon V) ile takviye edilmis ortam ile yikandi (Bagis ve Taskin AC 2011).

3.1.2 in Vitro Kiltir

in vitro embriyo kiiltiir ortami olarak Life Global tek asamali embriyo kiiltiir ortamlari kullanildi.
Petri kabi icerisinde 10 ul'lik embriyo kiltlir damlalari olusturuldu ve damlalarin Gstl timayle
mineral yag ile (SAGE, A-155) kaplanarak kontaminasyon, buharlasma ve damlalarin
batinligl saglandi ve %5 CO2, 37°C 1s1 ve ylksek neme sahip inklUbatére gazlanmasi
amaciyla embriyolarin aktarilmasindan en az 2 saat 6nce kaldirildi. PN (pronukleus)

embriyolar blastokist asamasina kadar kultire edildi (Bagis ve Taskin AC 2011).

3.1.3 Deney gruplarinda kullanilacak blastokistlerin segilmesi

Her deney grubu icin bir fareden yaklasik olarak 20-25 zigot elde edildi. Elde edilen bu
zigotlardan kultir ortaminda gelisen iyi kalitede zigotlar ve blastokistler kullanildi. Ginimuzde
kullanilan tek bir blastokist skorlama sistemi yoktur. Bu nedenle zigot secimi ve blastokist
seciminde literaturdeki skorlama sistemleri kullanildi (Garner vd, Hardarson vd., 2012). Ozet

olarak zigot seciminde 2PN igin pronukleus pozisyonu, boyutu, c¢ekirdekgik o6ncul
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cisimlerinin(NPB) dagilimi, sayisi ve blyuklugu, kutup cisimciklerinin yerlesimi ve sitoplazmik

halonun varligi dikkate alindi. Blastokist icin en az 4AA/5AA kalitede blastokistler secildi.

3.2 Sekans ve genom diizenleme deneyleri i¢in fare blastokistlerinin hazirlanmasi

3.2.1 RNA dizi analizi deneyleri i¢in kullanilacak GFP (+) blastokistlerin hazirlanmasi

Secilmis zigotlar literatlire uygun sekilde GFP ropdrtér geninin ekspresyonunu saglayan
internal promotdri igcerecek sekilde tasarlanmis olan lentiviral vektorler kullanilarak GFP ile
enfekte edildi (Lois vd., 2002). Kisaca islem su sekilde uygulandi: Yaklasik olarak 10 ile 100 pL
konsantrasyonundaki viris sollisyonu zigotun perivitellin bosluguna enjekte edildi. 72 saat
kaltir sonrasi GFP ekspresyonunun enjekte olan zigottan gelisen blastula veya morula
evresindeki embriyolarda gorilmesi beklendi. Founder farelerin yizde 80 inde transgenin en
az bir kopyasi bulunurken bunlarin % 90' ninda GFP nin yiksek dlizeyde ekspresyonu goruldu.
Oncii galismamizda hatch olmus (zonasindan ayrilmig) (6AA) blastokistin lentivirus ile enfekte
edilerek GFP (+) duruma getirildigi gorilmektedir, ancak bu yontemle sadece trofoektoderm
hicreleri etkilenecegi icin calismamizda mikroenjeksiyon yontemi tercih edildi, ancak
optimizasyon béliminde belirtilecegi Gzere GFP pozitif blastokistin elde olarak sayisinin ve

elde edilen RNA miktarinin distik olmasi nedeniyle isaretsiz blastokistler kullaniimistir.

3.3 Uc boyutlu endometriyal ko-kiltir ortaminin hazirlanmasi

3.3.1 Fare endometriyum epitel ve stroma hticrelerinin izolasyonu

Farelerin uterus hornlari ¢ikarildiktan sonra sicak HBSS icine alindi ve stereo mikroskop
altinda acildi ve i¢ kisimdaki epitel dokusu bistirinin ucuyla kazinip, tabaka halinde ayriimasi
saglandi. Kalan doku kliclk pargalara ayrildiktan sonra tripsin ve kollajenaz/dispaz karigimi
icine alinip 2 saat +4°C’de, 1 saat oda sicakliginda beklendi. Sure bitiminden sonra 600G’de
3 dakika santrifllj edildi, supernatant ayri tipe alindi ve pelet Gzerine HBSS eklenip epitel
tabakasini bir tabaka olarak gbérene kadar vortekslendi. Tabaka halinde goérinen epitel
tabakasi ¢ekilerek farkli bir tipe alinip 600G’de 5 dakika santrifij edildi ve %10 FBS’li DMEM
F-12 Ham’s iginde ekildi. HBSS i¢inde kalan dokular tekrar 600G’de 5 dakika santrif(jj edildikten
sonra pelet Gzerine tripsin+kollajenaz/dispaz karigsimi eklendi, 30 dakika 37°C g¢alkantili su
banyosu lzerinde inkiibe edildi. inkiibasyon suresinin sonra tekrar santrifiij edilecek ve pelet

uzerine %10 FBS ‘li Dmem F-12 Ham'’s eklendi ve 60 mm kultir tabagdi igine ekildi.
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3.3.2 Hiicre dig1 matrix (Matrijel®) kullanilarak ii¢ boyutlu (3B) endometriyum ko-

kiltira (EKK) olusturulmasi

BD Matrigel Ureticinin Onerisine uygun olarak 3:1 oraninda serumsuz DMEM F-12 icinde
¢6zuldu. Bu medyanin icine stroma hicreleri de eklendi ve Matrigel jellesirken stroma hicreleri
de icinde kaldi. 24 kuyucuklu kultar kabinda, kuyucuk basina 200 mikrolitre karigim eklendi ve
37°C de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siresi bitince fazla matrijel tabakasi ¢ekildi ve
hicreler 6ncelikle DMEM/F12 medyumunda g¢ogaltildi. Kiltlr stresince epitel ve stroma
hicrelerinin birbiri ile etkilesimi izlendi. Bu etkilesim tamamlandiginda hicreler birbirleri ile agsi
bir yapi olusturduktan sonra 3 boyutlu kultiriin karakterizasyonu icin jel %4 PFA ile fikse edildi
ve epitel icin anti pansitokeratin, stroma igin anti vimentin boyandi. Sekonder antikor olarak
Alexa 594 ve 488 kullanildi, kapama Hoechst (1ug/ml) ile yapildi ve floresan gérinti alindi.
Boyamanin U¢ boyutlu endometriyum kualtirini dogrulamasi sonucunda bu ko-kultr tipi
blastokistin implantasyon deneylerinde endometrium taklitgisi olarak kullanildi. Deney gruplari
olusturulmasiyla kultir besiyeri literatire uygun sekilde DMEM/F12 besiyeri icine %1
komursiz FBS, ve ayrica preimplantasyon dénemdeki hormon dalgalanmalarini taklit etmek
amaciyla 63,5 nmol/L of progesteron, 7,14 nmol/L of estradiol-17b, 100 mg/ml of insulin, ve 20
ng/ml of epidermal bayime faktoru eklendi. Bu sartlarda 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda
dogal siklus taklit edildi (Tan vd., 2005). Transwell kiltirler benzer sekilde ancak transwell

icinde yapild1.

3.4 RNA dizileme (sekans) analiz deneyleri

3.4.1 Dizi analizi i¢gin deney gruplarinin olusturulmasi

Gruplarin ilk etapta asagidaki sekil 3’te belirtildigi sekilde matrijel ve transwell kullanilarak 24
ve 72. saatler icin her saat icin 3 drnek ve her hiicre ¢esidi icin 3 6rnek seklinde olusturuldu;
ancak “Bulgular’ boliminde belirtildigi Gzere bu dizenek ilk bulgularimizla degistirildi.

Kullanilan deney gruplari ve yontem, bu nedenle. bulgular bélumuinde revize edilmektedir.
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Sekil 3. RNA analizi igin ilk olusturan deney diizenegi. Bu diizenekte epitel hiicreleri isaretsiz,

blastokistler GFP pozitif ve stroma hucreleri mCherry pozitif olarak planlanmistir.

Kultarlerde 24 ve 72 saatlik inklibasyon sonrasinda RNA sekansi igin drnekleme yapildi. RNA
dizilemesinden elde edilen sonuglarin hangi hiicre grubundan geldiginin anlasilabilmesi icin
blastokistler GFP ile, endometriyum stroma htcreleri mCherry ile transfekte edildi,
endometriyum epitel hicrelerine transfeksiyon yapilmadi. Kontrol kultirler igin transwell ®
(htcre gruplarini icinde bulunan sepetgikle ayiran hiicre kiltliri kabi kuyucuk sistemi) sistemi
literatlre uygun olarak kullanildi (Weimar vd., 2013). GFP pozitif blastokist kiltir kabi
kuyucugunda asili bulunan medium gegirken sepete yerlestirildi, endometriyum stroma
(mCherry transfekte) ve epitel hicrelerinden olusturuimus 3-boyutlu ko-kiltlr kuyucugun
tabaninda bulundu. Bdylece tim hiicre g¢esitlerinin ayni kiltir ortaminda birbirine degmeden
bulunmasi saglandi. Kontrol gruplarinin amaci biyoinformatik analiz béliminde sunuldu. GFP
ve mCherry (+) hiicreler FACS ile ayrildi, her hiicre grubundan ayri ayri RNA izolasyonu
yapildiktan sonra dizileme igin optimizasyon deneyleri yapildi. Blastokist kullanilan gruplarda
grup basina 10 blastokist kullanildi, ancak bunun yeterli olmadigl bulgular bdliminde

detayli olarak belirtiimektedir.

3.4.2 RNA dizilemesi igin 6rneklerin hazirlanmasi

Hucreler tripsine edilerek ¢okertildikten (200g, 5 dk) sonra, toplam RNA NucleoSpin RNA Il kit
(Macherey-Nagel) kiti ile Gretici firma protokolleri takip edilerek izole edildi. RNA 6rnekleri
sulandirilarak NanoDrop cihazi ile konsantrasyon tayini yapildi. RNA degradasyonu
BioAnalyzer (Agilent) cihazi ile RNA 6000 Nano LabChip kullanilarak 18S ve 28S rRNAlar

arasinda keskin bir bant ayirimi olup olmadigi kontrol edildi. Bu analiz sonucunda, >10 ng (10
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pI ddH20 icinde) ve RIN sayisi (RNA integrity number) 9'un lzerinde olan 6rnekler direk
dizilemeye gdnderildi (RIN sayisi icin en yiiksek deger 10’dur). Ornekler lllumina Stranded

Total RNA Library Prep kitiyle ¢alisilarak dizilemeye alindi.

3.4.3 RNA dizileme

RNA eldesi agsamasindan sonra RNA’ya gore deplesyon yapilarak mRNA molekullerinin
saflastiriimasi saglandi. Daha sonra, mRNA, yuksek sicaklik altinda iki degerli katyonlar
kullanilarak kiglk pargalara ayrildi. Béylece fragmantasyonu yapilan RNA fragmanlari, ters
transkriptaz ve rastgele primerleri kullanarak tek zincirli cDNA'ya c¢evrildi. Sonra, manyetik
boncuklarla toplanan bu DNA parcgalarinin uglari onarilarak 3' uglarina adenin eklendi ve
ligasyona temelli olarak fragmanlara adaptétrler ve barkodlar eklendi. Daha sonra, ikinci PCR
asamasina gegilerek DNA'y1 "dairesellestirme" adi verilen bir agsama ile ayni zincir lzerinde
DNA Nanoball (DNB) olusturuldu. Boéylece PCR hatalari en aza indirildi ve dizileme adimina
gecildi. Dizileme ile olusturulan her bir DNB, DNBSEQ G-400 dizileme platformundaki akig
hicresindeki (Pattern Array) noktalara yerlestirildi ve akis hiicresinde (Flow Cell) sekans islemi
gerceklestirildi. Farkl boyalarla isaretlenmis modifiye edilmis dNTP'leri igeren reaksiyon
¢cOzeltisi akis hucresine yuklendi ve cPAS veya CoolMPS teknolojisi kullanilarak her
Nanoball'daki bazlarin okunmasi saglandi. Sekans sureci; primer baglama ve dizileme
solisyonunun akis hicresine ylklenmesi, primer sonrasi bazin baglanmasi, gorintileme,
ayrilma ve ortamdaki baglh olmayan bazlarin kaldiriimasi gibi agsamalardan olugmustur. Bu
asamalar sonunda biyoenformatik veritabanlari kullanilarak érnekler arasindaki farkl sekilde

ifade (eksprese) edilmis genler tespit edildi.

3.4.4 RNA dizileme Sonrasi Biyoinformatik Analizi

Biyoinformatik analiz i¢cin hizmet alimi yapildi. Kisaca, ham verilerin filtrelenmesi islemi
Trimmomatic v0.39 (Bolger vd., 2014) ve fastp v0.20.0 (Chen vd., 2018) yazilimlari kullanilarak
gerceklestiriimistir. Filtreleme isleminden 6nce ve sonra okumalarin FASTQC v0.11.9
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) yazilimi ile gorsellestiriimis ve
MultiQC v1.6 (Ewels vd., 2016) araci dosyalarin biraraya getirilerek kalite kontrol dosyasi
olusturulmustur. uplari arasi gen/transkript bolluk tahminine (ing. gene/transcript abundance
estimation) ait bilgiler normalize edilmis sekilde StrigTie ile elde edilmistir. Gruplar arasindaki
gen/transkript ifade farkliliklari Ball Gown yazilimi ile elde edilmistir. Gruplari arasinda bir
genin ifadesinde istatistiksel acidan farkhlik olup olmadigi su kritere gére belirlenmistir; kat
artis degeri log2FC > 2, duzenlenmis p-degeri (< 0.001). Ayrica, SRA, GEO gibi

veritabanlarinda olusan diger laboratuvarlar tarafindan tretilen verilerin de bizim verilerimizle
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kargilagtirmali analizi gerektigi takdirde eklenmisgtir.

3.5 RNA sekans analizi sonrasinda gen se¢imi ve diizenlenmesi

3.5.1 Genlerin seg¢imi

RNA dizi analizinden matrijel ve transwellde kiltire edilmis hiicrelerden epitel hiicrelerinde
ortak olarak artmis sekilde ifade edilmis, stroma hiicrelerinde anlamli sekilde bolim 3.4.4'te
belirtildigi Gzere ortak olarak artmis olarak ifade edilmis genler kullaniimistir. RNA-seq analizi,
once ham dizileme okumalarinin bir referans genoma hizalanmasini ve ardindan ham dizileme
okumalari ile transkript arasinda bir iliski kurulmasini igermektedir. Daha sonra, referans
genoma hizalanmig siralama okumalarina gore genlerin veya transkriptlerin ifade edilme
seviyesinin degerlendiriimesini icermektedir. Gruplar arasi diferansiyel olarak ifade edilen
genleri (DEG'ler) belirlemek igin normalizasyon ve diferansiyel ekspresyon (DE) analizleri
gereklidir. Hesaplamalara dayali olarak gen ifadesini degerlendirmek igin de normalizasyon
yontemleri kullanilarak bir ifade matrisi olusturulmaktadir. DE analizi i¢in kullanilan yazilim
araclari arasinda DESeq2, edgeR, ve limma en ¢ok kullanilanlaridir (Liu ve ark., 2022). DESeq
ve edgeR ydntemlerinin her ikisi de RNA-seq verilerini negatif binom (NB) dagilimiyla dogrusal
olmayan modelleri kullanir ve genlerin ortalama p ve varyans 02 parametrelerini tahmin eder
(Han, 2017). Sekans analizi sonucunda, edgeR ve DESeq2 analiz paketlerine gore
degerlendirme yapilmis olup DEG'leri tanimlamak igin |log2FC|>1 esigi kullanildi. Her grup
icin; hem dnemli 6lciide ifade degisimi gorllen genlerin kat degisimlerine (FoldChange) gore
hem de literatlirde galisiimamis olan genlere gore secilim yapilmigtir. Bu genlerin kodlayan
gen olmasi, gen se¢imi sonrasinda genlerin hicrelerdeki varligini dogrulamak amaciyla gqPCR
yapilmistir. Bulgular béluminde de deginilecegi Uzere blastokistler i¢in dizileme mimkin
olamadigindan mevcut tek hicre dizileme analizi transkriptomlarindan bulgular bdlimunde
belirtildigi sekilde gen secildi. Bu amagla literatir taramasi sonucunda GEO (GSE75764 ve
GSE168272) (Huang ve ark., 2022; Bai ve ark., 2022) datalari ¢ekilerek gen se¢imi yapilmigtir.
Okuma hesaplamalarina (TPM No) gére 11 ila 1000 arasinda veya 1000 Uzerinde olan genler

icin onemli yiksek ifade stz konusudur. Buna gére >11 TPM ile ifade edilen genler segildi.

3.5.2 sgRNA Dizayn Edilmesi

gRNA’lar susturulma (knock-out) islemi icin ilk ekzonlara yakin dizayn edilmelidir. On ¢ adet
hedef genimizin (Hmga2, Pcmtdl, NGFRAP1, GATA3, UXS1, Gm15452, EFS, TMSB4X,
Tmem158, GM9826, Rab27a, SAMDS5, PYY) oligo dizaynlari igin ChopChop
(https://chopchop.cbu.uib.no/) ve IDTDNA (https://www.idtdna.com/pages) veritabanlarindan
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yararlaniimistir. Bu veritabanlari Gzerinden ChopChop veritabaninda hedef genler taratilarak
GC (guanin-sitozin) ylzdeliklerinin %40-60 olmasina, verimliliginin yizde 50’nin zerinde
olmasina dikkat edilerek en disuk kendini tamamlayici ve hedef digi baglanmaya sahip
gRNA'lar secilmistir. Ayni zamanda karsilastirmali olarak, secilen gRNA’lar IDTDNA
veritabanindan kontrol edilerek hedef digi alan (off target) oranlari %100’e yakin olanlar
secilmistir. Oligolar st sekans olarak dizayn edilerek tamamlayici sekanslari, 0 sekansin ters
tamamlayani olarak ve her bir genden 3 ayri oligo olarak dizayn edilmistir. Ayrica sgRNA’lar
dizayn edilirken Ust sekansin basina, plasmide ekleyecegimiz ve Bsmbl kesim bdlgesine ait
olan 4 bazlik uzatma sekanslari SnapGene programindan kontrol edilerek eklenmistir. Bu
uzatma sekanslari oligolarin hedef bolgeye baglanabilmesi icin kullaniimigtir. Ayrica dizayn
edilen Ust sekansin basina polimeraz aktivitesinin verimliligini arttirmak icin “G” bazi
eklenmistir. Ayni sekilde tamamlayici sekansin sonuna guanin bazi eslenigi olan “C” bazi

eklenerek tasarlanmistir.

3.5.3 Endometriyum epitel ve stroma hticrelerinde genom dizenlenmesi

Epitel ve stroma hicreleri igin birkag farkli genom dizenleme yéntemi kullanildi. Optimizasyon
¢alismalari igin viral transdiksiyon yontemi kullanildi. Hicrelerinin transdiksiyonu sirasinda
lentiviral transduksiyon amaclh gRNA ve cas9 gen dizilimi iceren klonlama plazmidi, paketleme
icin paketleme plazmidi pCMV-dR8.74psPAX2 ve pseudotyping plasmid (pMD2.G) 293 T
hacreleri ile transfekte edilerek istenilen g RNA ve Cas9 gen dizilimini igeren lentiviral
partiktller olusturuldu. Hedef hiicre toplulugu olan epitel ve stroma hucreleri, lentiviral
transdiksiyon yoluyla susturuldu. Ayrica endometrial stroma hicreleri mCherry reporter
geninin ekspresyonunu saglayan i¢c promotoér icerecek sekilde tasarlanmis olan vektorler
kullanilarak mCherry enfekte edildi.

Oncii galismalar icin olarak epitel ve stroma hiicrelerinde literatiirde de implantasyonla iliskisi
oldugu gdsterilmis olan LIF ekspresyonu baskilandi ve sonuglari béliminde paylasildi. LIF
geninin susturulmasi i¢in tasarlanan gRNA icin MIT gRNA dizayn sitesi kullaniimig olup, off-
target orani en az olan gRNA secildi. LIF ekspresyonun primer hucrelerde baskilanma
suresinin optimizasyonu, farkli zaman araliklarinda toplanan hiicre pelletlerinden elde edilen
lizatlarla yapilan Western Blotlama yontemi ile gdsteriimesi sonucu 7 gun olarak belirlendi
(Yang vd., 2014). Hedef dig1 baglanmalari (off target) engellemek icin gRNA tasarimi sirasinda
MIT gRNA dizayn sitesi (crispr.mit.edu:8079) kullanildi. Ayrica uzun sureli kiltirlerde hedef
dis1 baglanmalari engellemek igin verilen virlis konsantrasyonlari en dusik dizeyde tutularak
her hiicreye giren Cas9 miktarini en aza indirgeyerek hedef disi alanlar azaltildi. MIT'nin

CRISPR gRNA tasarim araci kullanildi hedef disi baglanma olasiligi en az olan gRNA segildi.
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PlentiCv2 plazmidi klonlama ic¢in kullanildi. Elde edilen virGsler LIF-susturulmus stabil hicre
hatlari elde etmek i¢in kullanildi. Epitel ve stroma hlcreleri 6 kuyucuklu kaltir kabina ekildi ve
%60 gogunluga ulasmasi beklendi. istenilen gogunluga ulasinca hiicrelerin tizerine LIF viriisi
(Iml viris:1ml besiyeri) verildi. Ertesi glin girmeyen virislerin ortamdan uzaklastiriimasi igin
kaltdr medyasi degistirildi. Enfeksiyon isleminden 2 glin sonra seleksiyona baslandi ve puro
antibiyotigi kultir ortamina 1:1000 oraninda eklendi. Seleksiyon iglemi sonunda viris giren
stabil hiicreler elde edildi ve bu islem yaklasik 1 hafta surdu.

p53 geninin susturuldugu 6ncii galismada lentivirise p53 gRNA ve cas9 gen dizilimi iceren
klonlama plazmidi ve paketleme plazmidi verilerek 293T hucrelerinde bu parcalar iceren
lentivirls parcaciklari olusturuldu. Endometriyum epitel ve stroma hiicrelerinin lentiviriis yolu
ile susturulmasi (“knock out”’) hedeflendi. Kullanilan vektérlere ayrica mCherry raporlama
(“reporter”) geninin ifadesini saglayan i¢ promotoérler de eklendigi icin bu genin susturuldugu
hicrelerin ayni zamanda mCherry pozitif olarak gortlmesi saglandi (Sekil 5). p53 geni igin
tasarlanan gRNA i¢in MIT (Massachusetts Institute of Technology) gRNA diizenleme sitesi
kullaniimis olup hedef disi (“off target”) orani en az olan gRNA’lar secilmistir. Burada segilen
gRNA’lar da ChopChop veritabani (https://chopchop.cbu.uib.no/) kullanilarak 3.5.2°de

aciklandigi gibi tasarlanmistir.

3.5.4 Zigotlarda genom dizenlenmesi

istenilen gen degisikligi NHEJ (Non Homologous End Joining) yéntemi ile elde edilecegdinden
Cas9 (100 ng ul™t) ve sgRNA (50 ng plt) belirli konsantrasyonlarda kullanildi. Mikroenjeksiyon
yapilacak olan droplar hazirlandi ve Uzeri mineral yag ile kapatildi. Hoffman modulasyon
kontrastli mikroskop altinda mikroenjeksiyon yapildi. Zigotlar GMOPS sollisyonuna alindi ve
G RNA and Cas9 mRNA iceren enjeksiyon karisimini enjeksiyon pipetine aspire edildi ve bir
pipet yardimiyla zigotlar tutulacak ve mikroenjekte edildi. Cas9'nin 6zellikle mRNA seklinde
verilecek olmasinin nedeni RNA'nin hlcrelere giris suresinin ve degrade olma suresinin kisa

olup off-target riskini en aza indirgemesidir.

3.6 CRISPR/CAS9 ile genom diizenlemesi yapilmig hiicrelerde implantasyon

deneyleri

3.6.1 Endometriyuma spesifik genlerin diizenlenmesi

Endometriyum stromasi ve epiteli igin genler dizi analizine gbre ayri ayri belirlendi. Bulgular
boélumunde ayrintili olarak belirtilecegdi Gzere genlerin validasyonu sonunda epitel i¢in 2, stroma

icin 1 gen uygun olabildi. Bu gruplarda mikroenjeksiyon yerine viral transduksiyon kullanildi ve
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non-targeting guide RNA kullanimina gerekmedi. Gruplar asagidaki 24. ve 72. saatler i¢in ayri
ayri olacak sekilde matrijel ko-kultir kullanilarak olusturuldu. Her gen igin 3 kuyucuk replika,
her replika igin gPCR’da 3 teknik replika saglandi. Her kultire 3 adet blastokist yerlestirildi.
Grup 1: Yabanil blastokist+yabanil epitel+yabanil stroma (kontrol grubu)

Grup 2: Yabanil blastokist+yabanil epitel+mutant stroma

Grup 3: Yabanil blastokist+mutant epitel+yabanil stroma

3.6.2 Blastokiste spesifik genlerin dizenlenmesi

Blastokist icin secilmis toplam 7 adet genden 2 tanesi bugular bélimunde agiklandigi sekilde
uygun olarak belirlendi. Her gen icin asagidaki gruplar uygulandi ve 24 ve 72 saatlik
inkilbasyon sonunda implantasyon parametreleri degerlendirildi. Her gen icin 3 kuyucuk
replika, her replika icin qPCR’da 3 teknik replika saglandi. Her kiltire 3 adet blastokist
yerlestirildi.

Grup 1: Mutant (CRISPR/Cas9 uygqulanmis) blastokist + Yabanil (mutant olmayan)

epitel+Wild stroma
Grup 2: Kontrol grubu

3.6.3 implantasyon parametrelerinin degerlendirilmesi

Deney gruplarinda yapilmasi planlanmig analizler sekil 4’te gosterilmigtir. Adezyonla ilgili
belirtecleri olarak entaktin, laminin, fibronektin; invazyon icin MMP9 ve TIMP3, gelisimsel gen
olarak Wnt4 ve HoxalO, fonksiyonel genler olarak ESR1, PR, MUC1, Erbb1, Erbb2 ve LIF
kullanildi. ilgili genler gPCR primerler tablo 1°de verilmistir.
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Sekil 4. implantasyon parametrelerinin degerlendirilmesi. Bu amagla test edilecek her gen icin

gPCR analizinde 3 6rnek (her érnekte 3 blast), Western blotlama analizi anlamli sonuglar igin 3 érnek,
IF icin anlaml sonuglar 2 érnek kullanildi.

Tablo 1. implantasyon analizi igin kullanilan qPCR primerleri.

Genler FORWARD PRIMERLER (5’ —3’) REVERSE PRIMERLER (3’ - 5’)
MMP9 TCCCCAAAGACCTGAAAACC CTGCTTCTCTCCCATCATCTG
LIF AAACGGCCTGCATCTAAGG AGCAGCAGTAAGGGCACAAT
ESR1 TCCAGCAGTAACGAGAAAGGA AGCCAGAGGCATAGTCATTGC
ERBB1 ATGAAAACACCTATGCCTTAGCC TAAGTTCCGCATGGGCAGTTC
ERBB2 ACCGACATGAAGTTGCGACTC AGGTAAGCTCCAAATTGCCCT
WNT4 AGACGTGCGAGAAACTCAAAG GGAACTGGTATTGGCACTCCT
HOXA10 GGCAGTTCCAAAGGCGAAAAT GTCTGGTGCTTCGTGTAAGGG
FN1 GATGTCCGAACAGCTATTTACCA CCTTGCGACTTCAGCCACT
LAMA ACTATGCCGTCAGCGATACAG GGCACCAGCTTTGAATAATACGA
PR GCCAGCCAGAGCCCACAATA TGTGCTGCCCTTCCATTGCC
TIMP3 ACACGGAAGCCTCTGAAAGTC ACTTTGTGGAGAGGTGGGAC
GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
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implantasyon parametrelerinin degerlendirmesinde uygulanacak yéntemler:
immiinfloresan (IF): % 4 paraformaldehit ile 20 dakika fikse edilen kiltiirler uygun PBS
yikamasi sonrasi belirlenen genler igin IF primer antikorlar ve bunlara uygun sekonder
antikorlarla isaretlendi, primer ve sekonder antikorlar 37°C’de, nemli cemberde 90 dakika
inkibe edilecek, kapama ortaminda Hoechst kullanildi. Ornekler uygun dalga boyunda
konfokal mikroskop altinda gdézlemlendi, her grup i¢in boyamalar semikantitatif olarak
degerlendirildi. Primer antikorlar anti-LIF (Ab113262), anti-MMP9 (Ab38898), anti-E-Kaderin
(Ab76055), anti-entaktin (Ab14511) ve anti-laminin (Ab11575); sekonder antikorlar keci anti-
fare-488 (A-11029) ve kegi anti tavsan-594 (R37117) olarak kullanildi. Kapamada Hoechst
(Tug/ml) kullanildi.

Konfokal gorintuleme: Floresan gorintilemeler Leica dmi8/SP8 konfokal mikroskop
altinda 405, 488 ve 552 nm diod lazer kullanarak alindi.

Hiicre canlilik testi: Her grupta birer adet blastokist 24 ve 72 saatlik inklibasyon sonrasinda
hicre canhlik kiti (live cell/dead cell cytotoxicity assay) kullanildi 30 dakika 2 mmol/L calcein-
AM and 4 mmol/L ethidium homodimer-1 ile 37°C, 5%’te inkube edildi , sonrasinda PBS’te
nazikce yikanip hemen floresan mikroskop altinda incelendi ve canli (yesil) ve 6lu (kirmizi)
hlcreler kantitatif olarak belirlendi (Jiang ve Doudna, 2015).

gRT-PCR: Tum gruplarda hiicrelerden RNA elde edildi ve bu RNA geri yazihma (reverse
transcription) tabi tutularak cDNA yapildi. Tutunma ve invazyon belirte¢ genlerinin ifadeleri
gercek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemiyle belirlendi. Bu
reaksiyonlarda sekans ve analizler sonucunda belirlenen genlere 6zgu primerler ve kontrol
olarak GAPDH primerleri kullanildi. Orneklerdeki gen seviyeleri GAPDH'e oranla ve delta Ct
yoluyla belirlendi. Gen anlatimi dlizeyindeki analizler sonucunda ¢ikan farkhliklarin istatistiksel
anlamhligr hesaplandi (Bustin vd., 2004).

Western Blotlama: qRT-PCR ile gen seviyelerinde anlamli farklihk goralen molekdller igin
protein analizi yapildi. Rutin western blotlama protokoll uygulandi. Hicrelerden lizat eldesi
sonrasinda drnek yuklemesi yapildi, drnekler jelde yurataldl, jelden membrana transfer
yapildi, transfer tamamlandiginda membran, jelden ayrilarak alindi membranla antikorlar
arasindaki nonspesifik baglanmalari en aza indirmek icin membran yagsiz st tozu-TBST
karigimi ile oda sicakhginda 1 saat inkiibe edildi. Membran, primer antikor (QRT-PCR’a gére
belirlenmig) ¢dzeltisinde gece boyu 4°C’ de, sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildikten sonra
yikamalar yapildi. Géruntileme kiti icindeki Chemiluminescent substrat ¢bzeltisi membranin
tim ylzeyine uygulandi ve reaksiyon i¢in 5 dakika beklendi. Bio-Rad ChemiDoc gdrintileme

sistemi ile gorintileme yapildi, sonuglar kantitatif olarak analiz edildi (Brewer vd., 2020).
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3.7 lstatiksel yontemler

Analizler 3 biyolojik, 3 teknik tekrarla yapildi. qPCR analizleri Gapdh normalizasyonu
kullanilarak Double Delta CT (AACT) analizi ile Excell&#39;de yapilip istatistiksel anlamlilik

Olcimleri ve grafik gizimi GraphPad programi kullanarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 Fare embriyolarinin elde edilmesi

Farelerden sliper ovulasyon sonrasi eldenin sonugclari sekil 5-8’de 6zetlenmistir.

Sekil 5. Farelerin ovulasyonu sonrasi uterus eldesi.

Gonadotropinlerle indiikte edilen ovaryumlardan beta-HCG injeksiyonu ile ovulasyon saglandi
ve disi fareler 1 disiye 1 disecek sekilde erkeklerle biraraya getirildi. Ertesi sabah yapilan
kontrollerde vajinal plak goziiken (A, ok) disi farelerde dollenme gerceklestigi 6ngorilerek bu
fareler sakrifiye edildi. Sakrifasyon sonra hizla uterus (B, siyah ok) ve ampullalar diseke edildi.
Ampullalar ilk olarak énceden 37° C’de gazsiz inklbatorde i1sitiimig ve hafif parafin yag altinda
olan BSA eklenmis tampon (GMOPS) sollisyonu icine, sonrasinda da 80u/ml hiyaz sollisyonun
alinarak ampullanin dijesyonu sonucunda zigotlarin ¢ikmasi ve kimullslerin dékilmesi
saglandi. Gerekli durumlarda 135 um denudasyon pipeti ile kumulusler mekanik olarak da
temizlendi. Elde edilen zigotlar hizla 6nceden COZ2’li inkubatérde bekletilerek pH’si 7.34-7.35
olarak ayarlamis tek asamali embriyo klltir ortamina alindi. Embriyolar igin bu yontem
uygulandidi sirada baska bir ekip de elde edilen uteruslardan (C, siyah ok) endometriyum epitel
ve stroma hicrelerinin ayrilmasi igin calismalara basladi. Kirmizi ok ovaryumu géstermektedir.

Olgu cgizgileri: A, B=1 cm; C=1,5 mm

20



4

TUBITAK

Uterin ampullada zigot, 2-hlicreli embriyo ve spermler

ovaryum ve primer folikdl

Sekil 6. Farelerde siiperovulasyon sonrasi zigot olugsumu. On bes fotograftan olusturulmus bu panelde siper
ovulasyon yapilmis farede uterus, tuba utarina, ve tek ovaryum izlenmektedir. Tuba utarinanin ampulla bolgesi
sismis ve tuba ceperleri bu bdlgede incelmistir. Ampulla icinde zigotlar, fare spermleri ve bir adet iki hiicreli embriyo
kesit alaninda girmistir. Blyutulerek gosterilen zigotta ikinci polar cisimcik oblik durusundan 6tiri daha kiigik
g6zikmekle beraber zigotun iki proniiklesu ve nikleolar prekirsor cisimcikleri (NBP) belirgin olarak izlenmektedir.

Boya: HE. Olcii cgizgileri: A, B=100 um, C=1mm, D=80 um.

Sekil 7. Zigotlarin izolasyonu ve endometriyum hiicrelerinin eldesi oncesi uterus. Uterusta
glikojenden zengin stroma gorulmektedir (A, ¢ift asterisk). Uterus limeninde hicrelerin yaptig
agregasyonlar izlenmektedir (A, sari ok bagi). Tuba uterinanin ampulla kisminda yer alan zigotlar (B,
siyah ok baslari) ve bagka hiicreler (sari okbaslari) izlenmektedir. Zigotlari ¢cevreleyen zona pellusida
glikoprotein yapisi nedeniyle belirgin olarak izlenmektedir (B, siyah oklar). Ovaryumda ovulasyon
sonrasi farkli gelisim asamalarinda folikuller iginde oositler izlenmektedir (C, yildizlar). Isik Mikroskobik

gorintileme, Boya: PAS. Ol ¢izgileri=100 um.
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Sekil 8. Uterusun izolasyon 6ncesi konfokal mikroskop altindaki goriintiisii. Bu gorinti 15 adet
x-y tile’da ve z aksinda her alan i¢in 10 adet optik kesit alinarak hazirlanmistir. Bu kesitte DNA’ya direk
baglanan boyalarla profil gériinti elde edilerek uterusun bolimleri ve zigotlar gdsterilmistir. t: tuba
uterina, a: ampulla, u: uterus, e: endometriyum (A). B, A’ da bulunan kare ile isaretlenmis alanin
blyatilmas halidir. C'de ise yapinin gekirdek boyali durumunu gosterilmektedir. Yildizlar (B ve C)
zigotlari gostermektedir. Konfokal Goriuintileme, Boyalar: A, 7AAD; B, Hoechst. Olgii gizgileri: A=1 mm,
B, C= 100 um.

4.2 Ug boyutlu endometriyal ko-kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

4.2.1 Fare epitel ve stroma hticrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu

Endometriyum hicrelerinin izolasyon ve kiltiri sekil 9'da gdsterilmektedir. izole edilen
hlcreler karakterizasyon amaciyla anti-vimetin ve anti-sitokeratin 18 berlitecleri ile boyanmig

ve ayni belirteclerin genleri icin qPCR analizi yapilmigtir. Sekild 10’da karakterizasyon

sonugclari gosterilmis ve ézetlenmistir.

Sekil 9. Endometriyum hiicrelerinin izolasyonu ve kultiirii. Uteruslar (A, kirmizi oklar) vertikal

sekilde acllarak bistiri ile endometriyum tabakasi kazindi ve kazinan kisim bisturi ile kiguk parcalara
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ayrildi ve sindirildi Elde edilen slispansiyonda epitel hiicreleri seritler halinde asilmis halde izlendi ve
supansiyon 6nce 100 daha sonra 40 um geniglikte gézenekleri olan elekler gegirildi. 40 um gdzenekli
elek Uzerinde kalan hiicreler yikama ile buradan alinarak ekildi ve 72-96 saat sonra epitel adalari izlendi
(B, sari ok). 40 um gdézenekli elekten gecen hicreler stroma hicreleri ise ekilerek hizla blyuda (C).
Huicre ko-kUltirinun Uzerine yerlestrilmis blastokistler (D, E; siyah oklar) ve blastokistlerin i¢ hiicre
katleleri (D, E; kirmizi yildizlar) gorilebilir. E'deki blastokistin yildiz isaretinin hemen altindan kiiltire

tutunuyor oldugu izlenmektedir. Olgu cizgileri: A=1 cm; B-D=100 um.

4.2.2 Ug boyutlu endometriyal ko-kiiltiir (EKK) ortamlari

Ug boyutlu matrijel ve transwell kiltiirler sekil 11 ve sekil 17°de gdsterildigi sekilde basari ile

uygulanmistir.

\_*

/Vimentin_ /Vimentin

CK18

Relative Fold Change

epitel stroma

Vimentin

Relative Fold Change
~

Sekil 10. Epitel ve stroma hiicrelerinin karakterizasyonu. Kiltiire edilen huicrelerden epitel hiicreleri
icin ikinci, stroma hiicreleri icin tgiincli pasajda érnek alindi. immiinfluoresan boyama sonrasi epitel
hucreleri sitokeratin igin pozitif, vimentin i¢in negatifken stroma htcrelerinde vimentin pozitif, sitokeratin

negatifti. qPCR sonuglari da bu bulguyu destekledi. Olgii gizgileri: A,B=20 um.
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Sekil 11. Ug boyutlu endometriyal ko-kiiltiiriin hazirlanmasi. Semi-solid jel hiicre disi matriks olan
Matrijel (A, beyaz asterisk) hlcrelerin tabakali halde ekilebilmesini saglamaktadir. Bu sekilde olusturulan
3B endometriyal ko-kiiltirde beyaz oklar farkli odaklarda hiicreleri géstermektedir. Olcii cizgileri:
A=50mm, B-E=140 um.

4.3 Fare blastokistlerin secilmesi

4.3.1 Elde sonrasi zigotlarin inkiibasyonu ve blastokistlerin olusturulmasi ve
secilmesi

Elde edilen bu zigotlardan kultir ortaminda gelisen iyi kalitede blastokistler kullanildi. Bu
blastokistlerin 5AA ve 4AA skorlamasinda olmasina dikkat edildi. Bu amagla genislemis
blastosdl, ¢cok sayida hiicre igeren siki ve kompakt sekilde paketlenmis i¢ hiicre kitlesi ve ¢ok
hlcre iceren ve kohezif bir epitel yapisi olustumus trofoektoderm hiicreleri bulunan blastokistler
tercih edildi. Kullanilan/kullanilacak olan blastokistlerin kalitesine drnek fotograflar sekil 12'de
goralebilir.
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Sekil 12. Blastokistlerin olusturulmasi ve segimi. Tek agsamali kiiltir mediumunda zigotlarin %65-80i
blastokist olusturdu. Bu blastokistlerden 4AA (A, siyah asteriks), 5AA (kirmizi asteriks) kalitesinde olan
GFP embriyolar (GFP yapildiktan sonra) secilmektedir (iist sira). indiikisyon sonrasinda zigotlardan
elde edilen farkli evrelerde fare embriyolari. Klivaj donemi (alt sira, A, D) ve blastokist (alt sira B, C)
dénemi embriyolari izlenmektedir. (C: Pl gekirdek boyamasi, D: aktin (yesil)/DIC) (alt sira). Olgi gizgileri:
(Ust) A=200 um, B, C=40 um; (alt) A=80 um, B=100 um, C,D=60 um.

4.4 Hucrelerin ve zigotun viral transduksiyonu

4.4.1 Epitel ve stroma hicrelerinin viral transdiksiyonu

Viral transduksiyon igin besiyeri icine 2mg/ml olacak sekilde hazirlanan puromycin hicrelere
verildi ve negatif kontrolde hiicre kalmayana adar devam edildi (3 giin). 3 ginin sonunda
seleksiyon sonlandirildi ve virls almayan hicreler ortamdan uzaklastirildi. Kullanilan
promotérler nedeniuyel epitel hicreleri GFP pozitif, stoma htcreleri mCherry pozitif olarak
izlendi (Sekil 13).
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stroma

FMC

Sekil 13. GFP ve mCherry pozitif endometriyum hiicreleri ile ko-kiiltiir olustutulmasi. Ko-kultir
ortaminda epitel ve stroma hiicreleri ayri ayri transfekte edilmistir. Olgii gizgileri: iist sira=200 um, alt=50

um.

4.4.2 Zigotlarin transfeksiyonu ve transdiiksiyonu

Zigotlarda GFP ifadesini saglamak icin (¢ metod optimize edilmek tizere denenmisgtir:

1. Zigotun izolasyon sonrasi plazmid veya virlis damlaciklarina konmasi
2. Piezzo manipulasyonla sadece zona delinerek perivitellin araliga plasmid gonderilmesi
3. Hem zona hem de oolemmaya piezzo manipilasyon uygulanarak mikroinjeksiyonla

trasfeksiyon yapilmasi

Uygulanan ydntemlerde kullanilan dozlar ve etkileri sekil 14’de, piezzo manipulasyonun
ayrintilari sekil 15’te, olusturulan GFP (+) embriyolar figure 13’te ve GFP (+) blastokistlerde
olusturulan 3-boyutlu kilttrler sekil 16 ve 17’ de gdsteriimektedir. Bu denemeler dncelikle
blastokistin GFP pozitif olarak kullanilmasi igin planlanmig, ancak asagida agiklanacak

sonugclar nedeniyle bu yéntem son bulgularin eldesi i¢in kullaniimamistir.
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8mg/ml
12 ul 3ul 7 ul 2ul
12 pl 5ul Sul 2ul
12 ul 7 ul 3ul 2ul
12 (i ** 3ul 7l 2ul
12 ul 5 pl 5 ul 2 ul
12 pl 7ul 3ul 2ul

Sekil 14. Transfeksiyon/Transdiiksiyon i¢in uygulanan yontemlerde kullanilan dozlar ve etkileri
A.Viriis damlaciklari:Transdiksiyonda kullanilan lenti viris GFP’dir. Lenti viristin Retro virise gore
¢ok daha kiguik olmasi hiicreye/zigota girisi ve genoma entegre olusunu daha verimli hale getirmektedir.
Bununla beraber verilen protamin silfat virlsiin hiicreye/zigota girisini kolaylastirmakta ve verimi
arttirmaktadir. Fakat konsantre halde verilen virustn zigot icin toksik oldudu ve zigotu dejenere ettigi
gozlendi. B.Plazmid damlaciklari:Transfeksiyon ile verilen plazmid plexLVGP’dir. Plazmid droplari
olusturulurken kullanilan Fugene bir transfeksiyon kolaylastirici olup, plazmidin etrafini sarip

hiucreye/zigota girisini daha verimli hale getirmektedir.
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Sekil 15. Piezzo manipulasyonun ayrintilari. Zigotlarin transfeksiyonu igin kullanilan bu yontemde
Piezzo manipllasyon pipeti ile zona pellusida ve oolemma piezo manipulasyonlarla delindikten sonra
GFP icin olusturulan construct enjekte edilmektedir. Bu amacla genelde zonada intensite 8, hiz 7
ayarinda uygulanirken, oolemma ¢odu kez benzer sekilde, bazi durumlarda da daha disik olarak
uygulanmaktadir. Kullanilan mikroenjeksiyon pipeti klasik mikroenjeksiyon pipetlerinden farkh olarak

genis uglu, uzun ve yatay bir pipettir (mikroinjeksiyon pipeti, kirmizi asteriks). Ol ¢izgisi=30 mm.

Sekil 16. GFP (+) embriyolar. Zigottan itibaren GFP pozitifligi gdsteren embriyolar. ik érnekte

mikroinjeksiyon trasesinin izi bulunmaktadir. Olgii cizgileri=80 um.
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Sekil 17. GFP (+) blastokistlerde olugturulan 3-boyutlu kiltiirler. Ust sirada transwell kullaniimadan
yapiimis 3B kdlturler, alt sirada transwelle hazirlanmis kulttrler izlenmektedir. Transwell kultirlerinde
gOruntu stereomikroskop altinda daha kuguk buyidtmede alinabilmistir ve FMC (+) hicreler oldukca

asagida kaldigi igin iyi izlenememektedir. Olgii gizgileri: iist sira=100 um, alt sira=1 mm.

4.5 RNA dizi analizleri dncesi optimizasyon deneyleri

RNA dizi analizi deneylerinde embriyo kulturlerinde az sayida hicre bulunmasi ancak
kullanilacak yontemin tek hucre dizilim yontemi olmamasi nedeniyle hali hazirda elimizde
primerleri bulunan LIF ve P53 genlerinin endometriyum epitel ve/veya stroma huicrelerinde
susturulmasi, bu hiicrelerin GFP veya mCherry pozitif duruma getirilmesi, susturulma sonucu
diger bazi implantasyon genlerinin ifadesine etkisi, ve GFP/ mCherry pozitif hiicrelerin FACS
ile ayriimasi ile ilgili HVT hicrelerinin de kullanildigi pekgok optimizasyon deneyi yapilmistir.

Bu bdlimde yapilan bu ¢alismalarin bulgulari 6zetlenecektir.

4.6 Hicre ayristirma deneyleri

4.6.1 Insan villoz trofoblastlarin (HVT) kullanildigi ko-kiiltiirlerde FACS

implantasyonu taklit etmek icin olusturulan matrijelli (transwellsiz) deney grubumuzun
denemesini yapmak i¢in transwell icine HVT sferoidler koyuldu ve 96 saate kadar kilture edildi.

Bu deneme sonunda hucreler 0.05% tripsin ile enzimatik olarak ayrildiktan sonra ayrigtirildi.
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GFP HVT sferoit 3
boyutlu endometriyal
ko-kiiltiir Gzerine
koyuldu ve 96 saat
boyunca inkube

edildi.
Hucreler %0.05 tripsin
. f 2 s *
(4 Isaretsiz epitel ile kaldirildiktan ve
&= hiicreleri > birbirinden ayrildiktan
- matrigelin tizerine sonra sort etmek
———= ekildi. lizere sorting

tuplerine alindi.

RFP stroma
hucreleri
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kiltire edildi.

A

GPF hiicreleri
ayirmak igin FITC
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1000 hiicrelik bir
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gate alindi ve
hiicreler ayrildi.
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1000 hiicrelik bir

gate acildi.

Sekil 18. GFP HVT sferoid, RFP stroma ve isaretsiz epitel hiicrelerinin ayristiriimasi. Bu deneme

GFP pozitif olan blastokistlerde hata olmadan hiicre ayristirmasi yapilabilmesi igin uygulanmistir.

4.6.2 LIF geninin epitel ya da stroma hiicrelerinde susturulmasi ve sonrasinda

hiicrelerin aynigtiriimasi

Oncelikli olarak GFP pozitif blastokistlerle yabanil tip (epitel, stroma ve blastokiste genom
dizenleme yapilmamig) ve mutant gruplar olusturulmustur. Gruplarin ayrintilari sekil 18’de
belirtimektedir. Epitel ve stroma hucrelerinde yapilan genom duzenlemeleri ile ilgili ayrintilar
6.1.3 boliminde belirtiimektedir. Bu kiltir igin yapilan FACS 6zellikle epitel ve stroma

hlcreleri icin yeterli olarak degerlendirilmistir ve sonuclar sekil 19-21’de paylasiimaktadir.

30



4

TUBITAK
GFP blastokist-LIF (+) GFP blastokist-LIF (+) GFP Ql‘a§§g‘kist-LlF (+)
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Sekil 19. FACS i¢in hazirlanan gruplar. Kontrol grubu GFP pozitif embriyo, susturulmus geni olmayan

epitel ve stroma hicrelerinden kurulmus endometriyal ko-kultirdeki implantasyon modelini ifade

etmektedir. Grup 3 (yabanil blastokist+ Vahsi epitel+mutant stroma) ve grup 4 (yabanil

blastokist+mutant epitel+ yabanil stroma) gruplarini temsil eder. Tim gruplarda blastokist GFP pozitif,

epitel isaretsiz ve stroma mCherry pozitif olarak kullanildi. Hicreler 2’ser biyolojik ve her biyolojik replikat

icin 2 teknik replikat ko-kultiirde 72 saatlik inkiibasyondan sonra izole edildiler.
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Sekil 20. Kontrol grubunda 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda implantasyon alanindaki hiicrelerin
FACS sonuglari. 72 saat sonrasinda GFP ve MC pozitif hiicrelerin kiiltiirde baskin halde izlenmesi i¢
hicre kitlesi ve trofoblastik hiicrelerin implantasyon alaninda ¢ogaliyor olduklarini, stroma hiicrelerinin

de ayni sekilde bu gogalmaya eslik ettigini isaret etmektedir (kirmizi okbasi).
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Sekil 21. Grup 3’te 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda implantasyon alanindaki hiicrelerin FACS
sonuglari. Stromada LIF geninin susturulmasinin stroma hucrelerinin ¢odalmasinda bir dusuklik

yaratiyor olabilecegi de@erlendirildi (kirmizi okbasi).
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Sekil 22. Grup 4’te 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda implantasyon alanindaki hiicrelerin FACS
sonuglari. Epitelde LIF geninin susturulmasinin blastokist (ICM ve trofoblastik hiicreler) hicrelerinin

c¢ogalmasinda bir disUklik yaratiyor olabilecegdi diusunilmektedir (kirmizi okbasi).

4.7 Genom dizenleme optimizasyonu

4.7.1 Epitel ve stromada viral transdiiksiyon ¢caligmalari

4.7.1.1 LIF-susturulmus epitel ve stroma hiicreleriyle kurulmus ko-kulturler

LIF susturulmus gruplarda bazi implantasyon parametreleri igin yapilan gPCR c¢alismalari, LIF’in
susturuldugu gruplarda ifadesinin anlaml sekilde azaldigini, bu azalmanin ER ve PR (6strojen ve
progesteron reseptorlerini) direk etkilemezken stromada LIFin susturuldugu grupta MMP9un hafif
arttigini ancak bu verinin bu kisitli deney grubunda anlamlihk géstermedigi izlenmistir. Bu deney,
sonuglarindan ziyade buylk gruplarda birgok implantasyon parametresi kullanarak yapilacak

korelatif analizler icin baslangi¢ deneyi olmasi agisindan dnemli idi. (Sekil 23).
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Sekil 23. LIF’in susturulmadigi ve susturuldugu gruplarda LIF ve MMP9, PR ve ER’nin
ekspresyonlari. LIF'in susturuldugu kdltirlerde LIF ifadesinin azalmasi anlamlilik géstermektedir. Bu
da LIF’in bu kulturlerde susturuldugunu dogrulamaktadir. Stromada LIF hucreleri susturulmusken
MMP9’daki dogrulanmasi gerekli artis ayni zamanda FACS sonunda bu grupta stroma hicrelerinin diger

durumlara gore azalmis gézuktiguni agiklayabilir.

4.7.1.2 mCherry poziitif p53 susturulmus stroma hiicreleri ile kurulmus ko-kultirler

p53’ln susturulmasinin gen ifadesi Uzerindeki etkileri sekil 24'te gdsterilmektedir.

Sekil 24. p53 geni endometriyum epitel ve stroma hiicrelerinde genom diizenleme galismalari.
p53 geni endometriyum epitel ve stroma hucrelerinde susturuldu. Bu genin susturuldugu hicreler metin
icinde anlatildigi izere mCherry ile isaretlendigi icin kirmizi olarak géruldu. Sekilde matrijelde epitel ve
stroma hucreleri Gzerinde blastokistlerle (kirmizi oklar) olusturulan ¢ boyutlu kulturler gésterilmektedir.

Ustteki panel yabanil stroma, yabanil blastokist ve mutant epitel (p53 susturulmus) grubu, alttaki panel
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yabanil epitel, yabanil blastokist ve mutant stroma (p53 susturulmus) grubu temsil etmektedir. Olgii
¢cizgileri=100 ym.

gPCR calismalari susturulmus p53 geni varlijinda incelenmis ve bu c¢alismalar da timuyle
optimize edilmistir. implantasyonla ilgili incelenen genler invazyon igin MMP9, adezyon igin E-
kaderin, Entaktin, Fibronektin, embriyonun gelisimi icin Wnt, Hoxa10, LIF; endometriyum
fonksiyonlari icin ise 0&strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptéri (PR) olarak
belirlenmigtir. Bu gen ifadeleri ile ilgili analizler asagidaki sekillerde (25-31) bulunan grafiklerle
gOsterilmis, yorumlar da sekil altlarina eklenmigtir. Analizlerde projede olmayan ama
kargilagtirma agisindan 6nemli olan UYTE laboratuvarlarinda kullanildigi sekilde rutin
damlacik kultarl grubunu da icermektedir. Analizler iki teknik tekrarla yapildigi icin yontemin

oturtulmasi ve implantasyon parametreleri hakkinda fikir vermesi agisindan degerlidir.

co-culture
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B—.
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2_
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Sekil 25. Yabanil epitel, stroma ve blastokist ko-kiiltiiriinde implantasyonla ilgili bazi genlerin
ifadesi. Kultirin 24. saatinde elde edilmis hicrelerde henuz Ozellikle yapisma ile ilgili genlerin (E-
Kaderin, fibronektin) oldukga yiiksek oldugu dikkat ¢ekiyor. Erken gelisim genlerinden Hoxa10 da bu
dénemde oldukga yiiksek olarak izlenmekte. invazyon ile ilgili olarak MMP ifadesinin de diisiik olmasi
henlz derin invazyon i¢in erken bir ddnem oldugunu gdsteriyor. Bu dénemde PR ve ER ise beklendigi

sekilde bir gen ifadesi gosteriyorlar.
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Sekil 26. Mutant epitel (A) veya mutant stroma (B) hiicreleri ile kurulmus kiiltiirlerde p53 geninin
diger implantasyon genlerine etkisi. p53 geninin susturulmasi diger tim genlerin ifadelerini azaltirken
MMP9Q'un ifadesini arttirdi. Tekrarlarla dogrulanmasi gerekli bir veri oimakla birlikte bu durum blastokistin

kontrolli invazyonunda p53’tin 6nemli gorevi olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 27. Gruplarda p53 ve MMP9 gen ifadeleri. p53 susturulmadigi kontrol grubu (grup 5) ve rutin
damla kultiriinde mutant gruplara gére beklentilere uygun sekilde ve sekil 6 ile uyumlu olarak yiksekti
(A). MMP9 ise genel grafikte (sekil 25) paylasilan veriye uygun olarak mutant gruplarda ¢ok ylksek iken
kontrol grubunda neredeyse izlenemedi. Tekrar sayisi henuz yeteri kadar olmadidi ve bu gen sadece
ornekleme ve optimizasyon igin kullanildigindan 6tirt p degeri veriimemekle birlikte hata gubuklarinin

belirli derecede anlamlilik gosterdigi degerlendirildi.
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Sekil 28. implantasyon alaninda &strojen ve progesteron reseptorlerinin p53 geni

susturuldugunda gen ifadeleri. implantasyon siireci boyunca 6zellikle endometriyum stroma ve epitel

hiucrelerindeki ostrojen ve progesterona cevabin saglanmasi igin gerekli olan bu reseptorlerin gen

ifadesi mutant gruplarda kontrol grubuna gore belirgin sekilde azalmis olarak izlendi.
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Sekil 29. Fibronektin ve entaktin genlerinin mutant ve kontrol gruplarinda ifadesi. Bir hiicredisi
matriks glikoproteini olan ve hiicre-hlcre disI matriks haberlesmesinde 6nemli rol oynayan fibronektinin
mutant gruplarda ifadesi azalmistir. Bu grafikte (A) damlacik kiltiriinde fibronektin ifadesinin en disuk
olmasinin nedeni bu tip kiltirde endometriyum hiicrelerinin bulunmamasidir. Bir bazal lamina elemani
olan ve endometriyumda 6zellikle bez yapilarinin gevresini saran bir protein olan entaktin (yeni adiyla
nidogen-1) 6zellikle mutant epitel grubunda beklendigi sekilde azalmistir. Bununla birlikte bu grafikte

mutant stroma grubundaki artisin tekrarlarla degerlendiriimesi gereklidir. Hata gubuklari géz 6nline
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mutant stroma grubu arasindaki farkin anlamli olmayabilecedi
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Sekil 30. LIF ve E-kaderin genlerinin genlerinin mutant ve kontrol gruplarinda ifadesi. LIF
implantasyonun baslangic asamalarinda embriyonun saghgi ve aktivitesi ile ilgili énemli genlerden
biridir. p53’lin susturulmasi ile bu gende 6nemli bir azalma izlenmektedir. Bu grafikte (A) 6nemli
verilerden biri de damla kultire gore kontrol grubunda (mutant olmayan tiimuyle degistiriimemis grup)
blastokistin daha iyi destekleniyor olmasidir. B grafiginde incelenen E-kaderinin kiltiriin 24.saatinde
henliz yiksek olmasi beklenebilir ve kontrol grubunda da bu sekilde ifadesi goériimektedir. E-kaderin
implantasyon sirecinin ilerlemesi ile hiicrelerarasi baglarin bazi bdlgelerde zayiflamasi bazi bélgelerde
ise artmasi 6zelligini gosteren bir proteindir. Bu genin de p53 susturulmasindan belirgin sekilde

etkilendigi izlenmektedir.
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Sekil 31. Gelisimsel genlerin ifadeleri. p53 geninin susturulmasi kontrol ve mutant gruplar arasinda
Whnt geni ifadesi agisindan fark yaratmamak ile birlikte damla kiltirde Wnt ifadesinin yiksekliginin
anlamlilik agisindan arastiriilmasi gerekir. Hoxa10 ise embriyonun erken ve ge¢ gelisiminde 6nemli

gorevler alacak bir gen olarak p53 geninin susturulmasi ile kontrol grubuna gére disuk olarak izlenmigtir.

4.7.2 Mikroenjeksiyon ¢aligmalari

Blastokist canliligi agisindan (sekans icin GFP pozitif yaptigimiz embriyolar i¢in uyguladigimiz

ydntem de dahil olmak Uzere) daha kapsamli bir calisma yapildi.
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Sekil 32. Virus /plazmid mikroinjeksiyonunun blastokistin canliligina etkisi. Mikroenjeksiyondan

4.drop

24h after injection
I I

96h after injection

24 ve 96 saat sonra blastokistler goriintilendi. Olcii gizgileri=100 ym.

Sekil 32’de izlenen damlacik gruplari su sekil de olusturuldu; subzonal injeksiyonda canli
blastokist eldesi daha iyi olarak izlendi (Tablo 2 ). Bununla birlikte RNA dizi analizi icin RNA
konsantrasyonu ve RIN (RNA fragman analizi ile elde edilen “RNA integrity number”) degerinin
yuksek olmasi (>8-9) gerekliydi ve toplam GFP pozitif blast sayisi ile bu karsilanmadi. Hatta
bu deger icin kuyucuk basina yaklasik 1500 blastokist fare kullanimini da son derece
yukseltecek sekilde bir blast kullaniminin gerekliligi ortaya ¢ikti. Sekil 33’te blastokistlerden
elde edilen RNA’nin RIN degerinin dusukligu gosterilmektedir.
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Tablo 2. Zigotta mikroenjeksiyon iglemleri
Damlacik no. Islem (n=5) 24 saat post- | 96 saat post-
injeksiyon injeksiyon
Damlacik 1 Sadece mikroinjeksiyon | Dejenere (5/5) Dejenere
(virGs ve plasmid yok)
Damlacik 2 Subzonal plasmid | 1/5 canl 1/5 arrest
injeksiyonu
Damlacik 3 Intrasitoplazmik virus | 2/5 canli 1/5 blastokist
injeksiyonu (mphH-p65-
hsf1-GFP)
Damlacik 4 Subzonal virus injeksiyonu | 3/5 canli 2/5 blastokist
(mphH-p65-hsf1-GFP)
Damlacik 5 Piezzo zona ve oolemma | 2/5 canli 2/5 arrest
delinmesi sonrasi plazmid
injeksiyonu
Damlacik 6 Stereomikroskop altinda | 4/5 canli 4/5 arrest

plasmid kapli pipet ile

subzonal injeksiyon
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Sekil 33. Subzonal virus enjeksiyonu. mphH-p65-hsfl-GFP yapilan ve GFP olan zigotlar hatching
blastokist (zona pellusidasindan ayrilan blastokist) evresine ulastiklarinda i¢ hlicre kutlesi ve trofoblastik

hiicrelerde GFP'yi belirgin sekilde ifade ediyorlardi. Olgii gizgileri: iist sira=100 um, alt sira=5 ym.

4.7.3 RNA dizilim icim kullanilacak érneklerde optimizasyon galismalari

2458

Peak Size Conc
(n1) (mghal)

1 15 @LM) 0.0431

2 305 0.0150

3 1485 0.0332

4 3276 0.0021
TiC: 0.0504 ng/ul
TIM: 0226 omoleT
Total Conc - 0.0533 ngiul
285/185: 05

— RQN 62

Sekil 34. Blastokistlerden elde edilen RNA’nin RIN degeri. RNA dizilemesinin dogru sonu¢ verecek
sekilde yapilabilmesi icin bu degerin 8’den ylksek olmasi istenmektedir. Blastokistler icinse bu 6.2

olarak gergeklesmistir.

FACS sonrasi GFP pozitif blastokistten elde edilen hem total RNA hem de RIN c¢ok disuk
oldugu igin deneylere sirasiyla mCherry ve GFP pozitif stroma ve epitel hicresi, ve
isaretlenmemis blastokist ile devam edilmistir. Bu dizenek sonucunda FACS ile ayrilan
hicrelerden elde edilen hiicre sayisi sekil 35’te belirtiimektedir. Bu éncl ¢alisma sonucunda
daha fazla érnekle bu grup diizenegi tekrarlandi. Bu optimizasyon ¢alismasinin sonuglari sekil

36-39'da gosterilmistir.
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Sekil 35. mCherry ve GFP hiicrelerde FACS. Cok sayida mCherry ve GFP pozitif stroma ve epitel
hucresi ve isaretlenmemis blastokist kullanildiginda ayristirma igin kullanilan hiicre sayisinda belirgin

bir artis gézlenmektedir.

44



4

TUBITAK

BD FACSDiva 8.0.1

Specimen_001-Transwell 72h S

S0
IETY P

50 1 150 200 250
BT Sl

LR RARRIRRARNRRRANRARED|
S0 100, 150 200 250
FSCA 1000

Specimen_001-Transwell 72h §

ZKEY .

£ 1,000)

= 1.000)

FSC-A
1

100

50
TETE FUNTY

EENY

FSC-A

g K
H:;illHTz2ll“.13llH:z.Il"jzsl -”J 23
H{&A TIy T Ty Huqaunq IRl |

0 1% 0t 10®
APCA

Specimen_001-Transwell 72h S

Tube: Transwell 72h Set2
Population #Events %Parent %Total
W Al Events 100,000,  ####| 100.0
Wri 93,006/ 930/ 930
[l r2 82.904 89.1| 829
| [l 30495 368 305
L 23907 288, 239
EnNT 25459 307| 255

Sekil 36. Transwell grubu deneylerinde 72. saatte hiicrelerin ayrilmasi. 72.saat verimli olarak
degerlendirildi. Yaklasik 30bin GFP pozitif (epitel), 23bin FMC pozitif (stroma) ve 25bin boyasiz hiicre
eldesi oldu.
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BD FACSDiva 8.0.1
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Sekil 37. Matrijel grubu deneylerinde de 72. saatte hiicrelerin ayrilmasi. 72. saat verimli zaman
verimli olarak degerlendirildi. Yaklasik 40bin GFP pozitif (epitel), 47bin FMC pozitif (stroma) ve 40bin

boyasiz hlcre eldesi oldu.
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Tube: Transwell 24h
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Sekil 38. Transwell grubu deneylerinde 24. saatte hiicrelerin ayrilmasi. Yaklasik 30bin GFP pozitif
(epitel), 30bin FMC pozitif (stroma) ve 27bin boyasiz hiicre eldesi oldu.
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Sekil 39. Matrijel grubu deneylerinde 24. saatet hiicrelerin ayrilmasi. Yaklasik 35 bin GFP pozitif
(epitel), 30bin FMC pozitif (stroma) ve 23bin boyasiz hicre eldesi oldu.

Bu nedenle dizileme igin yeni kiiltir diizenegi sekil 39’daki olarak uygulandi.
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Sekil 40. RNA dizileme 6ncesi kiiltiir diizenegi.

4.8 RNA dizileme analizleri

4.8.1 Dizilemede kullanilan orneklerin analizi

RNA dizilemesi igin optimizasyon deneylerinde belirlendigi sekilde 6rnekler hazirlanarak her
gruptan iki zaman icin 3’er 6rnek hazirlanarak, yedeklerle birlikte toplam 61 érnek hizmet
saglayici firmaya iletildi. ilk iletilen liste ve 6lglilen RNA’lar sekil 39°'da paylasiimistir. Bu analiz
icin gerekli protein miktari >50 pg/ml, tercih edilen RIN>9 iken, drneklerin bazilarinda ve
blastokistlerin timinde (10 farkli denemede) istenen RNA miktari saglanamadi (Sekil 39,
kirmizi ile belirtiimis érnekler). Yontem bdlumunde de belirtildigi Uzere her grupta 60 isaretsiz
blastokist kullaniimis ve isaretsiz hlcrelerin hudcre ayristirma sonrasi sayisi yeterli olarak
degerlendiriimisti ancak RNA’nin transfer sirasinda normalde olan degradasyonu ile birlikte
blastokistlerden istenen diizeyde RNA eldesi igin her gruba yaklasik 1500 blastokist koyma
gerekliligi hesaplaninca (1 hidcreden 10 pikogram total RNA elde edildigi, 100 hicreden 1
nanogram elde edilebilecegi, 50 ng i¢in 5000 hticre gerektigi hesaplanmistir (Huang vd.,
2018). RNA dizi analizi i¢in gerekli icin olan 50 ng/ul'nin de en az 30 ul ile elde edilmesi
gerekliligi (kullanilan cihaz nedeniyle, dizi analizi deneyleri icin her blastokistli gruptan toplam
1500 ng RNA’nin elde edilmesi gerektigi ve 1 fare blastokistinde ortalama 90 (80-100)

hidcreden yaklasik 1 ng RNA eldesi yapilabilecedi hesap edilerek blastokistin dizi analizi igin
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hi¢ RNA degradasyonu olmasa dahi her grupta az 1500 blastokiste ihtiyac olacagi hesaplandi),

bunun elde edilmesi kullanilabilecek fare sayisini etik sinirlar disinda arttiracadi icin ve bu

grup icin tek hucre dizileme (single cell sequencing) imkani ve bitgesi bulunmamasindan

dolay! bu grup i¢in kullanilacak genlerin fare ve insan blastokisti igin yapilmig transkriptom

analizlerinden elde edilmesine karar verilerek 6nce epitel ve stroma icin hlcre sayisi dnceden

planlanana gore artirilarak bu gruplar igin kiiglk bir analiz grubu hizmet verici firmaya iletildi

(Sekil 40), bu érneklerin analiz igin yeterli olacagi degerlendirilerek dizileme analizi yapilacak

ornekleri olusturuldu ve bu dizileme analiz sonuglari bu érneklerden elde edildi (Sekil 41).

Blastokist icin gen segimlerinin detaylari bolim 3’de belirtiimektedir.

Konsantras
no Ornek Adi yon no Ornek Adi Bonsansvon no Ornek Adi [
o) (ng/u) (ng/u)
1 |Matrigel 24hr Epitel 42,2| 22 |Transwell 72hr Stroma 56,2
2 |Matrigel 24hr Epitel 36,2 23  |Transwell 72hr Stroma 26,2
3 |Matrigel 24hr Epitel 52,6 24 |Transwell 72hr Stroma 40,5 43 Transwell 24hr Epitel Yed 10,5
4 |Matrigel 72hr Epitel 77.6] 25 |Matrigel 24hr Blast 10.3 44 Transwell 72hr Epitel Yed 19.4
5 |Matrigel 72hr Epitel 82,8] 26 |Matrigel 24hr Blast 10 45 Transwell 72hr Epitel Yed 1,2
6  |Matrigel 72hr Epitel 80,5| 27 |Matrigel 24hr Blast 10 46 Matrigel 24hr Stroma Yed 10,3
7 |Transwell 24hr Epitel 56,4 28 19,4 47 Matrigel 24hr Stroma Yed 6.2
8 |Transwell 24hr Epitel 453 29 25,6 48 Matrigel 24hr Stroma Yed 5,5
9 |Transwell 24hr Epitel 81,5] 30 21,6 49 Matrigel 72hr Stroma Yed 53
10  |Transwell 72hr Epitel 71,9] 31 [Transwell 24hr Blast 16,6 50 Matrigel 72hr Stroma Yed 24
11 |Transwell 72hr Epitel 33,3] 32 |Transwell 24hr Blast 12 51 Matrigel 72hr Stroma Yed 9,30
12 |Transwell 72hr Epitel 66,6] 33 |Transwell 24hr Blast 13,2 52 Transwell 24hr Stroma Ye 13,9
13 |Matrigel 24hr Stroma 49.8] 34 |Transwell 72hr Blast 7.4 53 Transwell 72hr Stroma Yey 10,2
14 |Matrigel 24hr Stroma 35,7 35 |Transwell 72hr Blast 22,9 54 Matrigel 24hr Blast Yedek| 8,5
15 |Matrigel 24hr Stroma 63| 36 |Transwell 72hr Blast 12,6 55 Matrigel 24hr Blast Yedek| 53
| 16  |Matrigel 72hr Stroma 81,5 37 [Matrigel 24hr Epitel Yedek 9.48 56 Matrigel 24hr Blast Yedek| 1,7
17 |Matrigel 72hr Stroma 79,3 38 |Matrigel 24hr Epitel Yedek 4.6 57 Matrigel 72hr Blast Yedek| 12,8
18 |Matrigel 72hr Stroma 72,3 39 |Matrigel 24hr Epitel Yedek 2.3 58 Matrigel 72hr Blast Yedek| 12,3
19 |Transwell 24hr Stroma 66,6 40 |Matrigel 72hr Epitel Yedek 69,6 59 Transwell 24hr Blast Yede 8,1
20 [Transwell 24hr Stroma 60,2 41 |Matrigel 72hr Epitel Yedek 1,8 60 Transwell 72hr Blast Yede 7,1
21  |Transwell 24hr Stroma 41,7| 42 |Matrigel 72hr Epitel Yedek 8.8 61 Transwell 72hr Blast Yede| 5,8

Sekil 41. RNA dizileme analizi 6ncesinde 6rneklerin analiz uygunlugu igin kontroli. Bu analiz igin

gerekli protein miktari >50 ng/ pl, tercih edilen RIN>9 iken, 6érneklerin bazilarinda ve blastokistlerin

timunde istenen RNA miktari elde edilemed.i.

NUMUNE BILGILERI

Sira Tap Konsantrasyon Qubit Konsantrasyon
no Omek Adi numarast (ng/ul) (ng/ul)

< Matrigel 72hr Epitel 4 77,6 66

5 Matrigel 72hr Epitel 5 82,8 71

7 Transwell 24hr Epitel 7 56,4 52

16 Matrigel 72hr Stroma 16 81,5 72

40 Matrigel 72hr Epitel Yedek 40 69,6 52

Sekil 42. RNA dizileme i¢in uygun bulunan o6ncii 6rnekler. Bu ¢rneklerde de izlenecegdi Uzere

orneklerin laboratuvardan ¢ikis konsantrasyonu (soldaki kolon) ile hizmet verici

50

merkezdeki



TUBITAK

konsantrasyonu (sagdaki kolon) arasinda RNA degradasyonu ve 6lgiim cihazi faki nedeniyle bazi farklar

olugabiliyor.
No Ornek qubit RNA (ng/ul) No qubit RNA (ng/pl)

1 76 13
2 54 14
3 49 15
4 121 16
5 66 17
6 38 18
7 Transwell Epitel 24hr 112 19| Transwell Epitel 72hr
8 Transwell Epitel 24hr 76 20 Transwell Epitel 72hr 61
9 Transwell Epitel 24hr 89 21| Transwell Epitel 72hr

10 154 22

11 91 23

12 78 24

Sekil 43. RNA dizileme igin kullanilan 6rneklerin ve kullanilan RNA miktarinin listesi.

DESeq2, edgeR ve Limma normalizasyon yontemleri kullanilarak yapilan analizlerde, her l¢
yaklasimdan elde edilen sonuclarin 6rnekleri sekil 42-52 ‘de belirtilmis, ayrintili analiz dosyalari

ise sisteme yuklenmistir.

1 Gene_ID 1536 2537 3538 13548 14549 15550 pad) log2FoldChange  pvalue stat foldChange  loglOpad)
2 ENSMUSGO00000000031 1] [1] [+] 49 12 a5 1.91912E-08 B.117575601 1.03401E-11 46.26294664 277.7370051 7.716B97147
3 ENSMUSGO0000028703 134 130 230 66 50 80 0.013636988 -1.216489873 2.20425E-05 18.00413667 0.43032845 1.865281533
4 ENSMUSGO0000032116 68 91 159 37 24 39 0.013636988 -1.530185699 1.88274E-05 18.3043751 0.346232798 1.865281533
5 ENSMUSGO0000056758 12 1 34 182 71 3 0017032137 2900781387 367072605  17.03447859  7.468307795 1768730867
6 ENSMUSGO0000025151 123 264 410 126 58 n3 0.029066862 -1.29493982 8.07778E-05 15.539999 0.407553166 1.536601857
7 ENSMUSGO0000015750 225 255 460 164 77 186 0.029066862 -1.036689719 9.39661E-05 15.25422849 0.487444639 1.536601857
8 ENSMUSG00000040952 59 103 143 3 27 42 0.030210188 -1.48312931 0.000113939 14.89043429 0.357712066 1.519846574
9 ENSMUSGO0000051855 188 238 541 145 20 13 0.039378507 -1.604621354 0.000190952 13.91808978 0.32882198 1.40474075
10  ENSMUSGO0000069662 1274 1530 3149 1235 754 1274 0.039378507 -0.71013815 0.000183681 13.99107261 0.611261603 1.40474075
11 ENSMUSG00000049866 523 569 n2e 468 309 464 0.044749312 -0.690276937 0.000241106 13.48010581 0.619734875 1.349213642
12 ENSMUSGO0000092341 3 20 40 7 54 107 0058437522 1453412852 0000346343 1280149178 2738551198 1.23330821
13  ENSMUSG00000060743 435 520 1035 406 173 417 0.060019334 -0.877345186 0.000430334 12.39565415 0.544368244 1.221708831
14 ENSMUSG00000026872 290 295 513 544 464 615 0.060019334 0.696135863 0.000430704 12.39404843 1.620159516 1.221708831
15 | ENSMUSGO0002076809 27217 1776 3391 43199 30391 51064 0.060019334 075130031 0000452732  12.30093251 1683309324 1221708831
16 ENSMUSGO0000022462 250 398 753 259 135 282 0.086099652 0901558692 0.000695848 1150030293 053530807  1.064998602
17 | ENSMUSGO00000018770 28 51 853 390 291 374 0.097169606 0660949019 0.000837669 11558544 063246212 1012469558
18 | ENSMUSG00000039952 s nz 197 77 49 77 014841084 0951699515 0001051885 1073393554  0.517023042  0.939902716
19 ENSMUSG00000008398 41 35 67 83 16 93 0.141828522 1.214600893 0.001375492 10.23836823 2.320765724 0.848236423
20  ENSMUSG00000041308 43 47 n3 109 133 122 0.160332452 1.078261445 0.001641334 9.912797545 2111490044 0.794978566
21 ENSMUSGO0000032115 36 33 63 N 6 19 0172609343 666063333 0001860014  9.682795213 0315112014  0.762935701
22 ENSMUSGO00000032294 9N 104 259 88 30 74 0.188395779 -1.082116849 0.002209801 9.366557602 0.472335263 0.724928833
23 | ENSMUSG00000032382 33 32 58 16 9 12 0.188395779 -1.614965745 0.002233986 9.346607576 0.326472698 0.724928833
24 ENSMUSG00000096942 1106 1437 2800 1305 529 1141 0.188395779 -0.719966171 0.002436152 9.187937599 0.607111678 0.724928833
25  ENSMUSG00000024498 106 84 122 156 184 220 0.188395779 0.940020034 0.00239905 9.216031862 1.918554881 0.724928833
26 ENSMUSG00000000420 17 218 331 149 né m 0.190678785 -0.802899763 0.00256841 9.091208977 0.573195917 0.719697625
27 ENSMUSG00000029817 160 184 259 333 309 290 0.199779464 0.752836496 0.002798635 8.93430803 1.685102672 0.699449156
28 ENSMUSGO0000019795 35 n e 9 4 22 0223215768 2131040994 0003247212 B.663084213 0228293076  0.651275129
29 ENSMUSG00000074884 73 121 233 79 18 77 0.231925361 -1.181644951 0.004789756 7.957158007 0.440848559 0.634651758
30 ENSMUSGO0000067274 551 759 1453 687 366 551 0.231925361 -0.63193013 0.003935985 8.31311427 0.645312497 0.634651758
31 ENSMUSG00000030678 347 466 868 378 182 394 0.231925361 -0.69060189 0.004421938 8.101879537 0.619595302 0.634651758
32 ENSMUSGO0000054808 732 606 1400 1146 1325 1243 0231925361 0.645068764  0.004694505 7.99352017 1563813821  0.634651758
33 ENSMUSGO0000015165 3¢ 319 487 261 199 222 0231925361 0639674836 0004873432 7.925817650  0.641857598  0.634651758
34  ENSMUSG00000074781 355 329 541 27 205 293 0.231925361 -0.665440546 0.003777279 8.387895795 0.630496145 0.634651758
15 ENSMUSG00000039081 24 26 53 14 5 10 0.231925361 -1.700404206 0.004409461 8.107001296 0.307699882 0.634651758
36 ENSMUSG00000020914 79 72 77 165 177 109 0.231925361 1.069989989 0.004559533 8.046353933 2.099418799 0.634651758
37 ENSMUSGO0000008855 24 33 69 n 10 16 0231925361 1580984286  0.003682138  8.434274116  0.334253765  0.634651758
38 | ENSMUSC00000118815 M 208 374 172 137 208 0231925361 0742125384 0003968733  8.298065477  0.597857937  0.634651758
39 ENSMUSG00000022332 6 23 19 59 57 27 0.231925361 1.711706893 0.004647184 8.011865463 3.275481257 0.634651758
40 ENSMUSG00000022858 46 110 172 160 220 193 0.231925361 1.030870498 0.004518613 B.062686723 2.043256747 0.634651758
41  ENSMUSG00000074794 543 775 1777 561 262 763 0.235425125 -0.800355184 0.005080045 7.850720797 0.574207793 0.62814719
42| ENSMUSGO0000054889 8 9 17 34 2 38 0.235425125 1598693253 0.005200663 7.80830618 30286886  0.62814719
43 ENSMUSG00000083116 192 126 305 322 263 309 0.259111521 0.674398631 0.006003123 7.549365 1.595931391 0.586513276

Sekil 44. DESeq2 yontemi ile matrijel kullanilan kiiltiirde epitel hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.
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1 Gene_ID 4539 53540 6541 16551 17.552 18_553 pad) log2FoldChange  pvalue stat foldChange  loglOpadj
2 ENSMUSGO0000069495 723 471 604 251 245 168 0.000323273 109721973 B.44274E-08 2870174943  0.467416403 3.49043107
3 ENSMUSG00000032366 2528 1989 4714 802 733 848 0.000621067 1556124005  3.24402E-07  26.09870347  0.340063482  3.206861408
4 ENSMUSGO0000060126 2 0 0 27 20 18 0.000717431 5406472687  5.62103E-07  25.03804099 424141189 3.144219964
5  ENSMUSGO0000033863 656 381 704 16 122 195 0.006147198 1563517595  6.42173E-06  20.35820132  0.338325167  2.211322823
6  ENSMUSGO0000025980 3 1 2 42 12 22 0.006543564 4.006231587  8.54474E-06 19.81193581  16.06925998  2.184185629
7  ENSMUSGO0000020064 278 160 265 489 409 224 003207991 1004555638 5.02689E-05  16.43794388  2.006325436 149376685
&  ENSMUSGO0000027358 23 9 15 43 72 34 0.040422809 2057282611 0.000102373 1509242391 4162016288  1.393373515
9 ENSMUSGO0000034640 228 g 173 45 52 59 0.040422809 1322840986 0000104086  15.06109744  0.399746973  1.393373515
10 ENSMUSGO0000051855 624 289 412 249 204 120 0.040422809 1631388203  0.000103404 1507351898  0.322777472  1.393373515
11 ENSMUSGO0000054871 102 46 106 336 241 75 0.040422809 1.67120662 0.00010557 150343837  3.184808484  1.393373515
12 ENSMUSGO0000025912 49 36 27 W 9l 51 0.060699072 160370164  0.00019023 1392521324  3.039221114 1.216817945
13 ENSMUSGO0000009927 0 0 [ 9 10 10 0.060699072 6.075450123 0000179513 1403422612  67.43614319  1.216817945
14 ENSMUSGO0000043716 2 0 [ 16 10 13 0070947967 4701185601 0.000240878 1348187914 2601344565 1149060047
15 ENSMUSGO0002076348 448 326 452 104 64 167 0.08349928 1454380172 0.000330206  12.89077297 036491183 1.078317272
16 ENSMUSGO0000050708 0 0 0 n 8 8 0.08349928 5937937567  0.000336954 12.85291712 6130520093  1.078317272
17 ENSMUSGO0000020075 2 0 0 14 6 20 0.08349928 4.803358702  0.000436141 12.3706256  27.9225482 1078317272
18 ENSMUSGO0000056073 32 25 59 6 8 4 008349928 2330388576 0.000435463 12.3735311 0198830561  1.078317272
19 | ENSMUSG00000021701 40 n 50 3 5 2 008349928 2901900591 0000412176 12.47616996  0.133795306  1.078317272
20 ENSMUSGO0000023830 0 0 [ 16 4 10 008349928 6.072100226  0.000353367 1276393426  67.27974003  1.078317272
21 ENSMUSGO0000023944 10 6 9 45 15 39 0.08349928 2359134135 0.000422989  12.42780414 513062341  1.078317272
22 ENSMUSG00000030551 1263 894 1126 1555 1238 151 0.084244445 0603947308 0.000462035  12.26297085  1.519869345  1.074458725
23 ENSMUSGO0000047215 0 0 0 8 ) 16 0087213809 6.092290953 0000501098 1211157515 68.22794947  1.059414745
24 ENSMUSGO0000058013 0 0 0 4 2 14 0.098209807 6124999647 0.0006555 161136625  69.79247784 1007845144
25 ENSMUSGO0000020181 18 5 10 62 43 15 0.098209807 2.196537326  0.000666873 1.57937771  4.583778484  1.007845144
26 ENSMUSGO0000021835 85 47 102 29 19 20 0.098209807 1411329169  0.000659384 1160037779  0.375965147 1007845144
27 ENSMUSGO0000021477 0 2 0 44 8 6  0.098209807 4905025354  0.000643307  11.64629073  29.96123846  1.007845144
28 ENSMUSG00000025290 2 4 0 24 14 18 0099389114 3.458790746 0000700837 1148702487 1099511467  1.002661179
29 ENSMUSGO0000045128 0 2 0 18 4 24 0131594319 4779277009 0000962298  10.89873704  27.46032908  0.88076286
30 ENSMUSGO0000TIB665 123 67 86 243 167 80  0.144269487 112935763 0001246135  10.42065724  2.187613136  0.840825511
31 ENSMUSGO0000025403 0 0 0 7 4 12 0144269487 579039669  0.001280747  10.37006947  55.34559877  0.840825511
32 ENSMUSGO0000035864 15 102 4 51 a5 27 0144269487 1132371989 0.001306138 1033383123 0.45616511  0.840825511
33 ENSMUSGO0000036620 246 129 an 9 53 77 0144269487 0.995816345 0001270136 10.38543021  0.501452049  0.840825511
34 ENSMUSGO0000052298 0 0 [ 18 2 8 0144269487 5933119405 0001231231 1044288072  61.10080173  0.840825511
35 ENSMUSGO0000018583 0 0 0 28 4 2 0144269487 6.096435052  0.001295319  10.34918464 68.424214 0840825511
36 ENSMUSGO0000057170 0 2 0 48 4 7 0144269487 4.901175781 __ 0.001318734 10.31611793 __ 20.88139883 __0.840825511

Sekil 45. DESeq2 yontemi ile matrijel kullanilan kiltirde stroma hicrelerinin 24 ve 72.

saatlerde karsilastirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175

olmustur.
1 Gene_ID 7.542 8543 9 544 19554 20_S55 21 556 padj log2FoldChange  pvalue stat foldChange log10padj
2 ENSMUSGO00000051855 332 201 767 56 99 81 0.018347105 -1.528658209 4.67561E-06 20.96577734 0.346599575 1.736432462
3 ENSMUSG00000008398 74 63 129 101 187 89 0.36260735 1.204017569 0.000277223 13.21834198 2.303803341 0.440563397
4 ENSMUSG00000032402 86 29 82 124 296 29 0.36260735 1.722842598  0.000268553 13.27789831 3.300861481 0.440563397
5  ENSMUSG00000060743 690 439 1600 268 410 185 0.861695007 -0.820334221 0.000878384 11.06782979 0.566310733 0.064646423
6  ENSMUSG00000051285 69 120 282 42 93 106 0.990765909 -0.074198201 0.874283266 0.02503364 0.949869878 0.004028945
7 | ENSMUSGO00000048538 12 2 18 1 3 5 0.990765909 -0.726466777 0.547640135 0.361561788 0.604382261 0.004028945
8 ENSMUSG00000057363 6 15 38 n 23 13 0.990765909 0.455657611 0.533479785 0.387758887 1.37140778 0.004028945
9 | ENSMUSG00000084353 125 9 57 44 162 24 0.990765909 0.829360544 0.170488158 1.878645655 1.7768976 0.004028945
10  ENSMUSGO00000066693 10 4 16 4 4 3 0.990765909 -0.536153119 0.620504659 0.245158907 0.689607266 0.004028945
11  ENSMUSGO00000026374 0 0 0 4 0 0 0.990765909 3.75499325 0.235537589 1.407104914 13.50098957 0.004028945
12 | ENSMUSG00000081441 10 2 7 3 8 0 0.990765909 0.276535618 0.831518818 0.045264279 0.825571105 0.004028945
13  ENSMUSG00000057335 450 307 852 303 569 255 0.990765909 0.241030835 0.294345289 1.099639243 1181836806 0.004028945
14  ENSMUSG00000025912 73 48 75 59 n2 28 0.990765909 0.572615975 0.173057304 1.85625799 1.487217834 0.004028945
15 | ENSMUSG00000045210 156 120 246 81 166 64 0.990765909 -0.093119478 0.763910125 0.09021018 0.937493454 0.004028945
16  ENSMUSGO00000041763 51 20 75 26 41 21 0.990765909 0.09979727 0.834957436 0.043408793 1.071622866 0.004028945
17 | ENSMUSG00000026483 0 0 0 0 0 2 0.990765909 3.056649256 0.367474223 0.812187779 8.320379061 0.004028945
18 ENSMUSGO00000019699 343 181 767 169 394 181 0.990765909 0.043817373 0.871020226 0.026361653 1.030837819 0.004028945
19  ENSMUSGO0000063659 375 239 688 182 339 181 0.990765909 -0.099915856 0.688470453 0.160746182 0.933087411 0.004028945
20 | ENSMUSG00000043019 74 42 88 17 53 26 0.990765909 -0.417883411 0.363012499 0.827444576 0.748521982 0.004028945
21 ENSMUSG00000032666 Ell 15 18 13 26 10 0.990765909 0.18093824 0.786278418 0.073520383 1133620883 0.004028945
22 | ENSMUSGO0000015961 2 1 2 2 2 0 0.990765909 0.292135668 0.89156495 0. 1.2 0.00
23  ENSMUSG00000026235 12 4 26 10 14 4 0.990765909 0.28764284 0.733955018 0.115511086 1.220644287 0.004028945
24 ENSMUSG00000026482 41 34 58 4 35 8 0.990765909 -1.053277497 0.099282147 2.717037196 0.481872209 0.004028945
25 ENSMUSG00000008475 0 3 0 13 0 4 0.990765909 2936349153 0.113971604 2498267648 7.654717594 0.004028945
26  ENSMUSG00000056870 2 10 9 4 0 0 0.990765909 -1.734689948  0.294293668 1.099874408 0.300473581 0.004028945
27 ENSMUSG00000039630 2996 153 3862 1314 2357 748 0.990765909 -0.123950174 0.593912408 0.284275638 0.917671575 0.004028945
28 | ENSMUSG00000025915 10 8 9 8 19 2 0.990765909 0.503426613 0.592141586 0.287012183 1.41757652 0.004028945
29 ENSMUSG00000099377 nz 50 132 47 ns 38 0.990765909 0.10225725 0.78102404 0.077275539 1.073451679 0.004028945
30 ENSMUSGO00000042772 601 335 703 263 826 309 0.990765909 0.382454534 0.157924938 1.993984021 1.303557782 0.004028945
31  ENSMUSG00000026491 6 0 0 8 4 0 0.990765909 1.698758048 0.375675534 0.784805271 3.246213861 0.004028945
32  ENSMUSGO00000025917 7 1 34 8 n 2 0.990765909 0.051371602 0.931246043 0.00744376 1.036249641 0.004028945
33 | ENSMUSGO0000004364 ms 607 1581 452 1014 353 0.990765909 -0.182159844 0.398971194 0.711424874 0.8813825 0.004028945
34  ENSMUSG00000026478 29 16 82 n 20 7 0.990765909 -0.878861415 0.155883073 2.013716209 0.54379643 0.004028945
35  ENSMUSGO00000042699 46 8 22 23 29 14 0.990765909 0.55117871 0.401173649 0.704805569 1.465282371 0.004028945
36  ENSMUSG00000025986 3 9 24 1 6 5 0.990765909 -0.757851985 0.500821048 0.453196151 0.59137617 0.004028945
37 ENSMUSG00000064943 2 0 2 10 0 0 0.990765909 2.485315889 0.234449362 1.413662415 5.599569396 0.004028945
38 ENSMUSGO00000056763 9 0 6 5 10 2 0.990765909 0.942012727 0.466462736 0.530342893 1.921206675 0.004028945
39  ENSMUSGO00000026109 39 29 78 10 41 25 0.990765909 -0.181521131 0.736943275 0.112831484 0.881772793 0.004028945
40  ENSMUSGO00000067851 146 92 190 63 168 81 0.990765909 0.216422098 0.514779613 0.424339518 1161848612  0.004028945
41 ENSMUSG00000055980 8 10 34 30 17 2 0.990765909 0.781341753 0.353733817 0.860017419 1.718728603 0.004028945
42  ENSMUSG00000056708 8 4 13 14 2 3 0.990765909 0.624989281 0.563520859 0.333644595 1542199367  0.004028945
43 |ENSMUSC.00000026470 7 7 25 12 8 4] 0.990765909 -0.140204925 0.893776415 0.017829526 0.907390258 0.004028945
44  ENSMUSG00000026150 68 46 165 41 61 47 0.990765909 0.009412684 0.964696768 0.001958991 1.006545706 0.004028945
45 ENSMUSG00000026469 40 20 73 21 33 16 0.990765909 -0.097710028 0.847781949 0.036844519 0.934515159 0.004028945
46 ENSMUSG00000018417 6 3 14 4 10 2 0.990765909 0.213146065 0.842983153 0.039235342 115921331 0.004028945
47 | ENSMUSG00000072324 7 0 27 4 3 4 0.990765909 -0.295631924 0.814539204 0.055025075 0.814715396 0.004028945
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Sekil 46. DESeq2 yontemi ile transwell kullanilan kiiltiirde epitel hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.

1 Gene_ID 10_545 11.546 12,547 22§57 23558 24559 pad) log2FoldChange  pvalue stat foldChange  logiOpad)

2 | ENSMUSG00000003545 200 78 104 779 471 342 7.47903E12 2410740257  3.99094E15 617043667 5317470987 1112615493
3 | ENSMUSG00000026826 55 13 0 12 1o %  9.0133IE-06 2311610831 9.61933E09 3291670264 4964370641  5.045115797
4 | ENSMUSGO0000049775 6940 3383 3504 2424 1708 2199  1.76406E-05 0828640099  282400E-08  30.82483329  0.563059739  4.753485778
5 ENSMUSG00000051855 664 35 37 121 97 234 2.55827€-05 21366632951 5.46056E-08  29.54508657  0.387795253  4.592053172
6 | ENSMUSGO0000052684 49 21 5 146 76 68 000036813 1927467055 114558E06  23.66652864  3.803867662  3.433998904
7 | ENSMUSG00000093826 1276 574 579 1417 903 150  0.00036813 0839649739 117864E06  23.61176907 1789615602  3.433998904
8 | ENSMUSGO0000092341 33 20 19 26 56 43 0002167152 2354796371 8.09502E06  19.91529357  5.115220288  2.664110709
9 | ENSMUSGO0000091243 183 126 82 276 145 317 0002362835 1146757267  100868E05  19.4949101 2214156606  2.626566559
10 | ENSMUSGO0000107462 9 8 n 101 23 37 000294503 2648150081  147251E05  18.77281309  6.268668682  2.530910232
11 ENSMUSGO0000053907 2451 1281 1216 856 486 1094  0.00294503 0768263494 157152E05 1864872784 0587123743  2.530910232
12 | ENSMUSGO0000000567 61 26 % 162 68 71 0.003100785 1679451126 18201605 1836884524  3.203060673  2.508528357
13 | ENSMUSGO0000060743 1183 607 495 370 244 458  0.003843723 0799169377 24613E05  17.79422196 0574679951  2.415247886
14  ENSMUSG00000003038 265 255 143 7l 41 15 0.005223921 -1.387038063 3.62385E-05 17.0588804 0.382348982 2.282003414
15 | ENSMUSGO0000025025 59 16 51 208 131 87  0.005680815 1782205243 4.24394E05  16.75004862 3439515229  2.245589317
16 | ENSMUSGO0000025151 477 62 17712 69 136 0.007191906 -.057930164  G14037E05  16.05885887  0.480320682  2.143156013
17 | ENSMUSGO0000022528 109 38 48 21 73 71 0.007191906 1682629273 601502E05 1609791642 3210124548 2.143156013
18 | ENSMUSGO0000TIE866 270 m 80 56 ] 4 0008191838 1348546033 7.43123E05  15.69775568  0.392687605  2.086618666
19  ENSMUSG00000040652 1274 564 553 446 235 489 0.008960286 -0.739425524 8.60646E-05 15.42017232 0.598977816 2.047678145
20 ENSMUSGO00000056758 19 ] 1 198 228 178 0.010663243 5.70760569 0.000108112 14.98948608 52.25893034 1.972110713
21| ENSMUSGO00000I8363 150 100 105 268 140 198 0.01109749] 0995781472  0.000124358 1472542079 1994160421 1954775212
22 | ENSMUSGO0000020886 379 1332 45 445 291 275 0011097491 09955797  0.000123363 1474057116 1993881541 1954775212
23 | ENSMUSGO0000022858 251 05 129 258 156 315 0.011903217 0872730829 0000139739 1450566158 1831125699 1924335649
24| ENSMUSGO0000036478 715 401 363 602 544 B8O  0.012199707 0.742208221 000014973 1437560493 1672734205 1913650593
25 lENSMUSCﬂmﬁZm4 18 83 68 38 16 34 0.014277724 -1.401343402 0.000182852 13.99957056 0.378576456 1.845341013
26 | ENSMUSGO0000T7176 25 2 207 2 55 0.016107692 2222302559 0000214884  13.69624392 4666376 1792966685
27 | ENSMUSGO0000008398 78 51 49 162 87 9%  0.016275732 1206626576 0.000225811  13.60311454 2307973367 1788459475
28 | ENSMUSGO0000015750 569 290 259 202 132 214 0017237237 07341119 0000275943  13.22701462  0.601188288 1763532335
29| ENSMUSGO0000028195 942 574 481 909 579 1364 0017237237 0746785266 0000268804  13.27614983 1678049491 1763532335
30 | ENSMUSGO0000021877 1653 884 915 479 481 747 0.017237237 072325432 0000261926  13.32474792 0605729542 1763532335
31 ENSMUSGO0000062248 152 n8 69 2 8 60  0.017237237 2719338087 0000271801  13.25536077  0.303688022 1763532335
32 | ENSMUSGO0000017677 224 74 160 282 353 206 0.018204083 1277552314 0.000301135  13.06332257 2424273239 1739831201
33  ENSMUSG00000025809 414 97 152 331 276 367 0.018957432 0.982413885 0.000323713 12.92794582 1.975768457 1.72222049
34 | ENSMUSGO0000021250 79 37 21 2 81 76 0.019660917 1355501106 0000346217  12.80217406  2.558850802  1.706396235
35 | ENSMUSGO0000020572 369 48 217 333 247 459 0.021616415 0.789441776  0.000392187  12.56905513 1728405558  1.66521634
36 | ENSMUSGO00000I9132 1700 g2 875 521 507 683 0021823065 066117278 0000407581 1249711357 0632364034 1661084257
37 | ENSMUSGO0000038965 456 269 183 9% 76 199 0.02367798) 1023738688 000045486 12.29218121 0491840115 1625655332
38  ENSMUSG00000000355 144 Bl 65 33 19 49 0.024268611 -1.265422272 0.000492106 12.1453415 0.415977594 1.614955084
39 ENSMUSGO00000071172 764 312 410 761 501 628 0.024268611 0.666197515 0.000488162 12.16034885 1.586884928 1.614955084
40 | ENSMUSGO0000025283 125 39 51 158 94 107 002479048 1107650509 0.000542374  11.96402977  2.154944194 1605715062
41 ENSMUSGO0000063015 86 43 67 147 80 122 002479048 1071693945  0.000532737 1199744094  2.101899871 1605715062
42 | ENSMUSGO0000000420 647 245 245 150 93 245 (002479048 0004348669 0000518579  12.04764502  0.534273857 1605715062
43 ENSMUSGO0000026728 3 70 40 263 nz 67 0.025723997 1512736966 0.000622843 1170643699 2853508708 1589661553

Sekil 47. DESeq2 yoéntemi ile transwell kullanilan kiiltiirde stroma hiicrelerinin 24 ve 72. Saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.
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TUBITAK

1 Gene_ID 1536 2537 3538 13548 14549 15550 pad) log2FoldChange pvalue stat foldChange loglOpad)

2 ENSMUSG00000051285 100 106 191 141 61 100 9.21473E-10 12.51588248 2.20712E-13 9.21473E-10 5856.741393 9.035517452
3 ENSMUSGO0000048538 4 5 1 3 2 1 0019926864 -2.225480699  1.00477E-05  0.019926864 0.213827498 1.700561046
4 | ENSMUSG00000057363 10 16 21 10 4 19 0019926864  4.137852963  1.43187E-05  0.019926864 17.60426346 1.700561046
5 ENSMUSGO0000084353 19 16 23 34 24 44 0043193655 1174576481  41383IE05  0.043193655 3434.215396 1.364580046
6  ENSMUSGO0000066693 2 1 12 2 4 3 0044598121  -2.158865917  5.37947E-05  0.044598121 0.223932229 1.350683437
7 | ENSMUSGO0000026374 0 0 o 0 4 1 0044598121 1775257914  6.40931E-05  0.044598121 0292142081 1.350683437
8 |ENSMUSGO0000081441 1 0 7 0 2 3 009075878 2072232782 0000171947  0.09075878 4.205370126  1.04211135
9 |ENSMUSG00000057335 303 357 544 61l 301 482 009075878  -.890083476  0.000173909  0.09075878 0.269791448  1.04211135
10 ENSMUSG00000025912 21 25 19 44 66 18 0093982552 5367856117  0.000202597  0.093982552 4129388115 1.026952767
11 ENSMUSGO0000045210 97 103 134 ns 84 17 009405332  -2.401159268  0.000225277  0.09405332 0.189312389 1.026625872
12 ENSMUSGO0000041763 15 19 64 2 2 27 0102382423 2334439738 0.00027974  0.102382423 0.198273017 0.989774594
13 ENSMUSG00000026483 6 ) 0 4 ) 0 0102382423  -2.332391551  0.000294273  0.102382423 0.198554704 0.989774594
14 ENSMUSGO0000019699 212 416 492 469 186 451 0.115697903 9.184920746 0.000371871 0.115697903 582.0183165 0.936674512
15 ENSMUSGO0000063659 217 28 420 282 135 297 0115697903  -3.36367473  0.000387969  0.115697903 0.097147809 0.936674512
16 ENSMUSG00000043019 50 36 72 42 16 47 0140623886  -1.517472755  0.000505236  0.140623886 0.349297263 0.851940905
17IENSMUSCm32666 3 18 13 20 10 13 0.154003502 -6.243980205 0.000614234 0.154003502 0.013193945 0.812469403
18 ENSMUSGO0000015961 0 0 0 1 2 8 0154003502 2449781128  0.000634609 0154003502 0.183038479 0.812469403
19 ENSMUSG00000026235 8 13 27 8 3 21 0154003502 -2.298306763  0.000663967  0.154003502 0.203301567 0.812469403
20 ENSMUSGO0000026482 2 22 21 29 n 24 0203850523 2266123015  0.000927703  0.203850523 4.810287138  0.69068817
21 ENSMUSGOO000008475 0 0 [ o o 2 021744386 -3.085769477  0.001115533 021744386 0.117785228 0.66265285
22 ENSMUSGOO0000056870 1 1 5 3 2 7 021744386 1722192451 0001611 021744386 3.29937429 0.66265285
23 ENSMUSG00000039630 1404 1341 2307 1307 1270 169 0.21744386 8.418235481 0.001145812 0.21744386 342.0907965 0.66265285
24 ENSMUSGO0000025915 12 4 12 5 n 9 0288922796  -1.393122884  0.001726744  0.28892279 0.380739754 0.539218191
25  ENSMUSGO0000099377 38 a4 52 56 40 51 0288922796 243462488  0.00179852  0.288922796 5.406237456 0.539218191
26 ENSMUSGO0000042772 307 200 379 432 282 379 0288922796  -3.663182346  0.001900681  0.288922796 0.078935476 0.539218191
27 ENSMUSGO0000026491 1 [} o 9 3 0 0288922796 -2.189537383  0.002001646  0.288922796 0219221715 0.539218191
28 ENSMUSGO0000025917 9 4 24 0 12 2 0288922796 6464620554  0.002099325  0.288922796  88.3170791 0.539218191
29 ENSMUSGO0000004364 554 527 981 632 470 509 0.288922796 1.525496131 0.002188855 0.288922796 2.878857006 0.539218191
30 ENSMUSGO0000026478 33 30 52 24 8 72 0288922796  8.636610867  0.002195724  0.288922796 397.9962059 0.539218191
31 ENSMUSGO0000042699 9 8 19 12 16 12 0288922796  7.850491319  0.002220138  0.288922796 230.7987049 0.539218191
32 ENSMUSGO0000025986 3 14 18 0 6 8 0288922796 816194779  0.002225787  0.288922796 286.4119327 0.539218191
33 ENSMUSGO0000064943 2 4 o 0 0 0 0288922796  -1.58087261  0.002274718  0.28892279 0334279639 0.539218191
34 ENSMUSGO0000056763 2 2 5 5 4 9 0288922796  5.48225282  0.002313324  0.288922796 33.08774992 0.539218191
35 ENSMUSGO0000026109 40 a 58 31 19 46 0288922796  8.545327114  0.002397927 0288922796 373.5939066 0.539218191
36 ENSMUSGO0000067851 93 80 85 120 68 125 0288922796  6.815086886  0.002422107  0.288922796 112.6018629 0.539218191
37 ENSMUSGO0000026473 2 0 2 4 0 2 0.289949207 -1.287572721 0.00255535 0.289949207 0.409639653 0.537678074
38 ENSMUSGOO0000055980 n 2 14 3 0 5 0289949207 -1.323990548  0.002635235  0.289949207 0.399428575 0.537678074
39 ENSMUSGO0000056708 0 5 13 1 8 11 0289949207  4.913536271  0.002639059  0.289949207  30.1385117 0.537678074
40 ENSMUSGO0000026470 6 8 n 20 20 6 0303744045 1688520927  0.00283737  0.303744045 3.223260807 0.517492228
41 ENSMUSGO0000026150 47 42 98 64 36 57 0324000819 2138406924  0.003105062  0.324090819 4.402756096 0.489333272
42 ENSMUSGO0000026469 10 17 44 18 19 16 0334412446 3980635995  0.00328405  0.334412446 1578668111 0.475717567
43 ENSMUSGO0000018417 6 0 5 4 n 19 037154152 2.788385852 _ 0.003814044 0371541152 0.144747882 0.429993076

Sekil 48. EdgeR yontemi ile matrijel kullanilan kiltiirde epitel hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmustur.
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TUBITAK

1 Gene_ID 4539 5540 6541 16551 17852 18553 pad) log2FoldChange  pvalue stat foldChange  loglOpad)

2 ENSMUSGO0000051285 198 18 163 73 72 131 1.00811E-07 9.053677112 2.41464E-11 1.00811E-07 5314083592  6.996490557
3 ENSMUSGO00000048538 4 2 6 3 9 0 3.62636E-06 7.374998791 173718E-09  3.62636E-06 1659953239 5.440529311
4 ENSMUSG00000057363 25 24 29 46 20 14 0.000696184 5.628245764 5.00252E-07  0.000696184  49.461950034 3.157276217
5 ENSMUSGO00000084353 86 25 32 109 102 16 0.008755431 2.925824007 9.45687E-06  0.008755431  7.599076001 205772245
6 ENSMUSGO0000066693 10 5 2 n 7 10 0.008755431 -2.263830402 1.04855E-05 0.008755431 0.208218419 205772245
7 ENSMUSGO0000026374 2 0 0 0 10 0 0.009541969 6.357675735 1.3713E-05 0.009541969  82.00703288  2.020362002
8  ENSMUSG00000081441 3 1 0 2 5 2 0.013944465 -3.351047496 2.37218E-05 0.013944465 0.09800183 1.855598146
9 ENSMUSG00000057335 583 384 327 394 331 386 0.013944465 -2.274054695 2.67199E-05 0.013944465 0.206748004 1.855598146
10 ENSMUSG00000025912 49 36 27 141 91 Ell 0.016880733 9.37871291 4.28041E-05 0.016880733 665.6928717 1.772608688
11 ENSMUSG00000045210 212 128 180 185 135 146 0.016880733 4157214191 4.34854E-05 0.016880733  0.056047188 1772608688
12 ENSMUSGO0000041763 61 53 39 47 ] 19 0.016880733 3.358260443 4.44762E-05 0.016880733 10.25503452 1772608688
13 ENSMUSGO0000026483 8 10 0 0 0 2 0017798776 4.909357499 5.11582E-05 0.017798776 30.0513417 1.749609871
14 ENSMUSGO0000019699 487 385 746 453 373 390 0.01827461 6.503586817 5.6903E-05 0.01827461  90.73497238 1738151894
15 ENSMUSGO0000063659 612 434 873 524 465 282 0.024217479 3.127231263 8.63259E-05 0.024217479  8.737564878 1.615871073
16 ENSMUSGO0000043015 62 51 84 67 32 41 0.024217479 -1.600746002 8.72934E-05 0.024217479  0.329706446 1.615871073
17 ENSMUSGO0000032666 10 21 18 14 21 10 0.024217479 9.190272063 9.2B095E-05 0.024217479 584181177 1.615871073
18 ENSMUSGO0000015961 8 1 0 12 1 6 0.025392986 2297967362  0.000103397  0.025392986 4.917644217 1.595286219
19 ENSMUSG00000026235 19 10 12 8 7 8 0.026581543 6.780003544 0.000114603 0.026581543 109.8966458 1.575419808
20 ENSMUSG00000026482 43 48 26 16 15 9 0.028895121 9.387681631 0.000131499 0.028895121 669.8441372 1.539175483
21 ENSMUSGO0000008475 8 0 8 8 0 2 003262591 2393399188 0.000157093  0.032625911 5253938045 1486437348
22 ENSMUSG00000056870 1 3 8 4 8 10 0.032625911 5.68446237 0.000164106 0.032625911 51.4272951 1486437348
23 ENSMUSG00000039630 3294 1514 2591 3066 2882 1281 0.033862268 -.924633739  0.000178436  0.033862268 0.263407122 1470283964
24 ENSMUSGO0000025915 ] 7 5 16 3 4 0.034655309 -2.047769803 0.000190915  0.034655309 0.24185767 1.460230219
25 ENSMUSGO0000099377 93 51 67 83 98 41 0.038125155 -2.371876403  0.000219572 0.038125155 0193194188 1.418788384
26 ENSMUSGO0000042772 571 417 450 522 450 366 0.038125155 6.575716335  0.000228294  0.038125155 9538670781  1.418788384
27 [ENSMUSGODUOOUZM?I 7 7 2 13 5 0 0.047078039 9.399608645 0.000293181  0.047078039 675.4048108 1.327181634
28 ENSMUSG00000025917 6 7 2 12 3 0 0.053212888 6.777172706  0.000345458  0.053212888 109.6812194 1.273983169
29 ENSMUSGO0000004364 1087 553 815 689 654 532 0.053212888 9.45725082  0.000366823 0.053212888  702.9366272 1.273983169
30 ENSMUSGO0000026478 48 13 42 46 19 41 0.053212888 2.759910627  0.000369622 0.053212888  6.773542874 1.273983169
31 ENSMUSGO0000042699 39 21 30 25 13 15 0.072537311 -2.114178818  0.000521226 0.072537311  0.230977012 1.139438548
32 ENSMUSGO00000025986 7 12 20 13 9 6 0.07451204 3.245909877  0.000553263 0.07451204  9.486723356 1127773547
33 ENSMUSGO0000064943 0 0 0 0 0 2 0.084329417 2432284441  0.000646357  0.084329417 0.185271845  1.074020902
34 ENSMUSG00000056763 10 2 10 15 2 n 0.085045591 4.648061618  0.000672217 0.085045591  25.07298084 1.070348195
35 ENSMUSGO0000026109 34 26 26 30 28 39 0.088785011 9.19632755  0.000734335 0.088785011  586.6383393 1.051660348
36 ENSMUSG00000067851 162 105 156 153 100 124 0.088785011 9442978948  0.000756625 0.088785011 696.0171033 1.051660348
37 ENSMUSG00000026473 n 5 4 13 7 n 0.088785011 -3.164750388  0.000765571 0.088785011 0.11510357 1.051660348
38 ENSMUSGO0000055980 18 6 3 7 12 10 0.096090654 8970013579  0.000872347  0.096090654 5014679124 1017318853
39 ENSMUSGO0000056708 12 8 n 8 4 3 0.096090654 -2.23161629  0.000881779  0.096090654 0.212920049 1.017318853
40 ENSMUSGO0000026470 28 3 14 14 2 7 0.095090654 -8.568771622  0.000897613  0.096090654  0.002633557 1017318853
41 ENSMUSG00000026150 95 57 213 79 68 79 0.098721054 6.011245932 0.00094583 0.098721054 64.500835 1.005590218
42 ENSMUSGO0000026469 52 27 52 37 28 10 0.100849391 5.213726418 0.001031413 0.100849391 37.10975107  0.996326721
43 ENSMUSG00000018417 4 5 3 8 10 12 0.100849391 9.041749641  0.001038075 0100849391  527.0330559  0.996326721

Sekil 49. EdgeR yontemi ile matrijel kullanilan kiiltiirde stroma hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

kargilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmustur.
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TUBITAK

A B c D E F G H 1 1 K L M
1 Gene_ID 7542 8543 9 544 19.554 20555 21 556 padj log2FoldChange  pvalue stat foldChange log10pad]

2 | ENSMUSG00000051285 69 120 282 42 93 106 0.06131086 -2.237969024 1.46852E-05 0.06131086 0.211984543 1.212462589
3 ENSMUSG00000048538 12 2 18 1 3 5 0.586106537 4.759418774 0.000509371 0.586106537  27.08493595 0.232023435
4 ENSMUSG00000057363 6 15 38 n 23 13 0.586106537 2.464749233 0.000540305 0.586106537 5.5203098 0.232023435
5 ENSMUSGO0000084353 125 9 57 44 162 24 0.586106537 1706659053  0.000561539  0.586106537  3.264040715  0.232023435
6 | ENSMUSGO00000066693 10 4 16 4 4 3 1 3.010088659 0.001876199 1 8.056139465 0
7 | ENSMUSG00000026374 "] 0 0 4 0 0 1 6.450699437  0.003002599 1 87.46897222 0
& | ENSMUSG00000081441 10 2 7 3 8 [+] 1 -1.740969015 0.003046135 1 0.299168666 0
9 ENSMUSGOD0D0057335 450 307 852 303 569 255 1 2.489930914  0.003229637 1 5.617510494 1]
10 | ENSMUSG00000025912 73 48 75 59 12 28 1 8259752266  0.003479353 1 306.5019124 0
11 IENSMUSGOCC(MSZIO 156 120 246 81 166 64 1 1428446743 0.003596404 1 0.371530681 0
12  ENSMUSGO0000041763 51 20 75 26 4 21 1 2.7574551 0.005260865 1 6.762023827 o]
13  ENSMUSGO00000026483 o 0 0 (1] 0 2 1 5.328214187 0.005363662 1 4017466775 [e]
14  ENSMUSG00000019699 343 181 767 169 394 181 1 -1.214902572 0.005423205 1 0.430802172 0
15 | ENSMUSGO0000063659 375 239 688 182 339 181 1 8.785727975  0.005450892 1 4413342722 0
16 | ENSMUSGOO000043019 74 42 88 17 53 26 1 -2.751643596  0.005511403 1 0.148481635 0
17  ENSMUSGO00D0032666 Ell 15 18 13 26 10 1 -1.245336993 0.005979619 1 0.421809358 o]
18  ENSMUSG00000015961 2 1 2 2 2 4] 1 1.3766006 0.006071307 1 2.596558266 0
19  ENSMUSG00000026235 12 4 26 10 4 4 1 -2.814302771 0.006164657 1 0.142170814 0
20  ENSMUSGO00D0026482 41 34 58 4 35 8 1 -1.843414594  0.006280436 1 0278661463 0
21  ENSMUSG00000008475 4] 3 [+] 13 [} 4 1 -1.340978984 0.00653175 1 0.394752694 0
22  ENSMUSG00000056870 2 10 9 4 0 0 1 1.664058902 0.006572731 1 3.169068626 0
23 ENSMUSG00000039630 2996 ns3 3862 1314 2357 748 1 -7.777768926 0.00742334 1 0.004556782 0
24 ENSMUSG00000025915 10 8 9 8 19 2 1 5.0948471 0.007633945 1 34.17447099 0
25  ENSMUSGO0000099377 nz 50 132 47 ns 38 1 -1.917536458 0.00807719 1 0.264706136 0
26 | ENSMUSG00000042772 601 335 703 263 826 309 1 -5.428769885  0.008297861 1 0023215467 1]
27  ENSMUSG00000026491 6 0 0 8 4 0 1 1.938953676 0.009182181 1 3.834274636 0
28 | ENSMUSG00000025917 7 1 34 8 n 2 1 -1.739110399 0.009620101 1 0.299554332 0
29 ENSMUSGO0000004364 ms 607 1581 452 1014 353 1 -8.263977555 0.009807262 1 0.003253081 o]
30 ENSMUSG000D0026478 29 16 82 n 20 7 1 -1.284866385 0.01055066 1 0.410408813 [e]
31 | ENSMUSG00000042699 46 8 22 23 29 14 1 1512400143 0.010699662 1 0350527578 0
32  ENSMUSG00000025986 3 9 24 1 6 5 1 -2.504572796 0.011123986 1 0.176217267 0
33  ENSMUSG00000064943 2 0 2 10 0 o 1 1.336593626 0.011204724 1 2525543037 o]
34 ENSMUSGO0000056763 9 0 6 5 10 2 1 1.718736033 0.011528108 1 3.291479091 [s]
35  ENSMUSG00000026109 39 29 78 10 41 25 1 1.400546204 0.011707692 1 2.640015141 0
36  ENSMUSG00000067851 146 92 190 63 168 81 1 -4.571635069 0.011829215 1 0.042053361 )
37 | ENSMUSG00000026473 1 2 8 4 2 0 1 2.846777483 0.012816225 1 7.193916841 0
18  ENSMUSG0000D0055980 8 10 34 30 7 2 1 1.433762983 0.012842033 1 2.701504308 0
39  ENSMUSG00000056708 8 4 13 14 2 3 1 5.550043508 0.013014437 1 46.85215518 0
40  ENSMUSG00000026470 7 7 25 12 8 0 1 1.256072232 0.013087031 1 2.388445954 0
41  ENSMUSG00000026150 68 46 165 M 61 47 1 -3.631675583 0.013307501 1 0.080678296 0
42  ENSMUSGO0000026469 40 20 73 21 33 16 1 3.19219773 0.013549025 1 9.140022586 0
43 ENSMUSGO0000018417 6 3 14 4 10 2 1 516004523 0.014443632 1 0.027968657 0

Sekil 50. EdgeR yontemi ile transwell kullanilan kiltirde epitel hicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.

1 Gene_ID 10545 11546 12,547 22 §57 23 558 24559 padj log2FoldChange  pvalue stat foldChange loglOpadj
2 ENSMUSG00000051285 225 60 82 158 n3 n2 1.85864E-18 7.869539018 4.45182E-22 1.85864E-18 233.8661124 17.73080549
3 ENSMUSG00000048538 n 10 4 2 1 B 1.79991E-09 3.447845723 8.62233E-13 1.79991E-09 10.91201572 B.744748965
4 ENSMUSG00000057363 38 17 4 17 6 38 8.949E-06 3.298931709 6.43042E-09 8.949E-06 9.841864879  5.048225693
5 ENSMUSGO00D0084353 55 64 45 36 17 95 0.000643766 2741280363 6.32236E-07 0.000643766 6.68663498 3.191271706
6  ENSMUSGO00D0066693 9 7 7 5 1 7 0.000643766 -2.00160737 7.70978E-07  0.000643766 0.249721619 3.191271706
7 ENSMUSG00000026374 o 2 0 0 o 0  0.002483722 5.687226786 3.76043E-06  0.002483722 51.52593184  2.604897067
& ENSMUSGO00D0081441 5 1 8 4 0 4  0.002483722 3.769258559 4.16432E-06  0.002483722 13.63514898  2.604897067
S ENSMUSGO0DD0057335 703 342 374 436 342 387 0.005187501 3.348246023 1.01305E-05 0.005187501 10.18409603 2.285041796
10  ENSMUSG00000025912 32 42 37 39 29 121 0.005187501 3.741327694 1.15353E-05 0.005187501 13.3737087 2.285041796
11 ENSMUSG00000045210 353 n4 170 144 106 134 0.005187501 11.50896943 1.42554E-05 0.005187501 2914.372211 2.285041796
12 ENSMUSGO0000041763 37 27 18 29 6 34 0.005187501 2.382807857 1.46739E-05 0.005187501 5.215508277 2.285041796
13 ENSMUSG00000026483 [¢] ] 0 0 0 0 0.005187501 -6.267096218 1.49102E-05 0.005187501 0.012984226 2.285041796
14 ENSMUSGO0000019699 562 280 315 513 332 446 0.008800012 6.099982908 2.74012E-05 0.008800012  68.59268898 2.055516721
15  ENSMUSGO00D0063659 752 327 350 275 261 674 0.010897325 -2.046020189 3.65419E-05 0.010897325 0.242151159 1.96268009
16 ENSMUSGO00D0043019 100 25 43 35 52 57 0.011417562 9.256839485 4.10212E-05 0.011417562 611.7674277 1.942426609
17  ENSMUSG00000032666 a7 n 6 37 8 26 0.013526432 8.665258948 5.49549E-05 0.013526432 405.9783401 1.868816762
18  ENSMUSGO00D0015961 [¢] 0 0 3 1 1 0.013526432 -1.223103053 5.64074E-05 0013526432 0.428360378 1.868816762
19 ENSMUSGO0000026235 14 7 7 8 7 16 0.013526432 -2.031741991 5.83175E-05 0.013526432 0.244559601 1.868816762
20  ENSMUSG00000026482 97 29 41 40 7 16 0.015393251 -5.482756143 7.71008E-05 0.015393251  0.022362788 1.812669643
21 ENSMUSG00000008475 0 0 0 0 0 0 0.015393251 -1.971389823 7.94031E-05 0.015393251 0.255007251 1812669643
22 ENSMUSGO0000056870 8 5 7 5 2 0 0.015393251 2.538534463 8.10045E-05 0.015393251  5.809985099 1812669643
23 ENSMUSGO0000039630 3472 2094 1689 1269 934 2060 0.015393251 1.619581525 8.11141E-05 0.015393251 3.072858905 1812669643
24 ENSMUSGO0000025915 16 4 10 7 5 3 0.023362886 2.400647415 0.000130271 0.023362886 5.280400712 1.631473515
25 ENSMUSG00000099377 133 80 52 61 38 B2  0.023362886 1.182974837 0.000139473  0.023362886  2.270444604 1.631473515
26 ENSMUSG00000042772 678 378 419 682 368 453 0.023362886 -2.507517685 0.000143714  0.023362886 0.175857932 1.631473515
27 ENSMUSG00000026491 4 2 3 2 1 4 0.023362886 -1.851438689 0.000145493  0.023362886 0.277115884 1.631473515
28  ENSMUSG00000025917 24 2 3 12 o 0 0.028541023 -1.555045371 0.000184577 0.028541023 0.340317826 1.544530465
29  ENSMUSGO00000004364 1158 547 598 654 430 751 0.036863619 2125291164  0.000254097 0.036863619 4.362911363 1.433402027
30  ENSMUSG000D0026478 76 25 29 53 24 16 0.036863619 1921981663  0.000256059 0.036863619 3.789432117 1433402027
31  ENSMUSGO0000042699 24 12 8 15 2 21 0.037871472 3.15056957 0.00027213 0.037871472  B.8B0060898 1.421687818
32 ENSMUSG00000025986 5 n 4 13 10 3 0.038452884 -1.182811534 0.000286419  0.038452884  0.440492227 1.41507108
33 ENSMUSGO0000064943 o] 0 0 6 o] 0  0.038452884 -1.141008951 0.000294729  0.038452884 0.453442351 1.41507108
34 | ENSMUSGO0000056763 4 2 8 L] 2 B 0.042096567 -5.670981954 0.000335173  0.042096567 0.01962747 1.375753316
35  ENSMUSGO00000026109 67 4 27 31 18 42 0.042096567 1706657985  0.000345332  0.042096567 3.264038298 1.375753316
36 ENSMUSG00000067851 202 82 120 148 n2 128 0.042096567 2.697896123 0.000352905  0.042096567  6.488550039 1.375753316
37 ENSMUSG00000026473 2 ] 2 4 0 2 0.047342094 2186479346 0.000408219  0.047342094 4.551933075 1324752533
38  ENSMUSGO0000055980 8 12 7 17 5 17 0.06312655 4.588621072  0.000570506 0.06312655  24.06093952 1199787946
39  ENSMUSGO0000056708 6 1 2 7 o B 0.06312655 2829959021 0.000609838 0.06312655 7.110539476 1.199787946
40  ENSMUSG00000026470 19 14 2 21 6 17 0.06312655 1.401186814 0.00062155 0.06312655 2.641187666 1199787946
41 ENSMUSG00000026150 138 45 7 74 25 42 0.06312655 1.409267429 0.000624212 0.06312655 2.656022612 1199787946
42  ENSMUSGO00000026469 46 41 8 39 39 50 0.06312655 3.5405913 0.000632288 0.06312655 11.63654849 1.199787946
43 ENSMUSG00000018417 n 0 7 7 1 5 0.06312655 -1.510085841 0.000635046 0.06312655 0.351090328 1199787946
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TUBITAK

Sekil 51. EdgeR yéntemi ile transwell kullanilan kiiltiirde stroma hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

29

Gene_ID
ENSMUSG00000032116
ENSMUSGO0000028703
ENSMUSG00002076809
ENSMUSG00000000031
ENSMUSG00000036427
ENSMUSGO0000050890
ENSMUSGO0000040952
ENSMUSGO0000015750
ENSMUSG00000069662
ENSMUSGO0000044533
ENSMUSGO0000092341
ENSMUSGO0000049866
ENSMUSG00000032382
ENSMUSGO0000039952
ENSMUSGO0000032115
ENSMUSGO0000051855
ENSMUSG00000060743
ENSMUSG00000026872
ENSMUSGO0000060036
ENSMUSGO0000038485
ENSMUSG00000030867
ENSMUSGO0000025151
ENSMUSGO0000018770
ENSMUSGO0000008855
ENSMUSG00000039081
ENSMUSG00000054889
ENSMUSG00000032294

| ENSMUSG00000000420

ENSMUSG00000022462
ENSMUSGO0000043702
ENSMUSGO0000008398
ENSMUSGO0000031871

ENSMUSGO0000030741

ENSMUSGO0000116678

ENSMUSCO0000033004
ENSMUSCO0000029165
ENSMUSGO0000052684
ENSMUSGO0000042507
ENSMUSCO00000024498
ENSMUSGO0000041308
ENSMUSGO0000084413
ENSMUSG00000062127

B
1.536
68
134
27217
0
0
7
59
225
1274

Ell
523

ns
36
188

[

2837
91
130
7176
[
0
8
103
255
1530
0
20
569
2
n2
33
238
520
295

264
531
33
26

218
398

D

3 538
159
230
33911
0
0
14
143
460
3149
0
40
1126
58
197
63
541
1035
513

410
853

53
17
259
331
753

K
13_548

37
56
43199
49
8
0
31
164
1235
8
73
468

149
259

F
14_549
24
50
30391
12
6
(]
27
77

291
10

22
30
16
135
23
ne
12

45

47

184
133

G H
15_550 padj

39 0241755469
80 0.241755469
51064 0.241755469
95  0.241755469
6  0.290878757
1 0.308574182
42 0.309620069
186 0.309620069
1274 0.30962006%
6 0.309620069
107 0.331777295
464 0.340357199
12 0.36111096
77 0.36111096
19 0.36111096
131 0.36111096
a7 0.36111096
615 0.36111096
9 0.36111096
6 0.36111096
4 0.36111096
u3 0.36355673
374 0.36355673
16 0376796265
10 0376796265
38 0.376796265
74 0376796265
M 0.376796265
282 0.376796265
18 0.376796265
93 0376796265
14 0376796265
0 0.376796265
0 0.376796265
84 0.376796265
90  0.376796265
66 0.376796265
17 0.376796265
220 0.376796265
122 0.376796265
2 0.376796265
6 0.376796265

log2FoldChange
-1.525527641
-1.223405971
0.778109974
6.445025985
3.882073838
3.682686406
1460184841
1.068814367
0.728526458
3.737605575
1446770239
0.708684373
1591925934
0953538527
1.674990504
-1.849934212
0.919294278
0.676237206
3.559922983
3.205615649
3.361734658
1.258316592
-0.669949969
-1.584195538
1.696337876
1.538688042
1135402847
-0.827836643
0.907569044
-1.624268619
1106556153
3.915905063
-3.105884646
-3.250884753
1.084011673
0.81492294
1128498085
3.460183503
0935601638
0.986348431
-2.361044418
3676532999

]
pvalue

0.000212669
0.000231622
0.000208379
0.000138471
0.000348358
0.00044346
0.000741605
0.000694908
0.000669752
0.000533192
0.000874144
0.000978272
0.001527635
0.001578488
0.001677142
0.001720476
0.00165852
0.001779259
0.001366031
0.001576013
0.001816367
0.001934441
0.002002827
0.002585839
0.002698275
0.002797729
0.003860383
0.003591064
0.003351869
0.004998002
0.004806925
0.002906628
0.003044886
0.00277186
0.005450019
0.004905135
0.005719668
0.003314802
0.004983723
0.00546266
0.004782609
0.003486799

stat
-5.333845797
-5.279562221
5.346841559
5.610802605
5.023622144
-4.874902677
4564152602
-4.603022907
-4.625114204
4.762620358
4.466409848
-4.399934711
-4.139854968
412093372
-4.085969268
-4.071281083
-4.092402849
4.051958818
4.204646901
4.121839992
4.040099438
-4.003970857
-3.984077162
-3.838526067
-3.814399995
3.793909435
-3.612626167
-3.653199925
-3.691949132
-3.468333999
3.490054831
3.772317387
-3.746075454
-3.79916608
3.420155512
-3.478782624
3.393320876
3.698207473
3.469927594
3.418867542
-3.492882085
3.669754059

L
foldChange
0.347352494
0.428270446
1714882791
87.12567269
14.74418157
0.077875514
0363446561
0.476710607
0.603520023
13.33924933
2725971047
061187787
0.331728315
051636441
0313168171
0.277405018
0528767614
1597966546
11.79352414
9.225426754
10.27975986
0.418031455
0.628528483
0333510586
0308568377
2.905301809
0.45520779
0563373401
0533082585
0.32437429
2153310182
15.09401871
0.116154371
010504761
211992272
0568438848
2.186310163
100573433
1912688105
1.981164165
019465018
12.78635367

M
loglOpadj
0.616623692
0.616623692
0.616623692
0.616623692
0.536287994
0.510640413
0.509170896
0.509170896
0.5091708%6
0.509170896
0.479153338
0.468065059
0.44235933
044235933
0.44235933
0.44235933
0.44235933
0.44235933
0.44235933
0.44235933
0.44235933
0.439427811
0.439427811
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411
0.423893411

Sekil 52. Limmi yontemi ile matrijel kullanilan kiiltiirde epitel

hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.
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TUBITAK

A B C D E F G H ] J K L M

1 Gene_ID 4539 5540 6541 16551 17.552 18553 pad) log2FoldChange  pvalue stat foldChange  loglOpad)

2 |ENSMUSG00000033863 656 | o704 N6 122 195 0.134055683 1706743163 B.12839E-05 55382968 0306350866  0.872714769
3 ENSMUSGO0000118642 12 162 10 600 238 333 0.134055683 4.337227526 0.000128437 5.636474925 20.21322375 0.872714769
4  ENSMUSGO0000032366 2528 1989 474 802 733 848 0.134055683 -1.542508143 0.000103685 -5.776664439 0.343288125 0.872714769
5 |ENSMUSGO0000069495 723 an 604 251 245 168 0.134055683 1105418548 0000119837 5681659286  0.464767616  0.872714769
6  ENSMUSGO0000060126 2 0 0 20 18 0159256261 4973619831 0000190726  5.382176688 3142018632  0.797903484
7 | ENSMUSG00000026193 11041 8413 14817 1651 1444 4656  0.173947989 2025725426 0.000249985  -5.211465825  0.245581633  0.759580588
8  ENSMUSGO0002076348 448 326 452 104 €4 167 0209255535 1662324947 0000350848  -5.001170567  0.315929608  0.679323045
9 ENSMUSGO0000034640 228 ns 173 45 52 59 0.229972031 -1.394414477 0.000494033 4.792613532 0.380399043 0.638324979
10  ENSMUSGO0000064345 2 18 [v) 99 47 44 0.229972031 4.930260999 0.00053856 4.740595958 30.4899314 0.638324979
11 | ENSMUSGO0000009927 0 0 0 9 10 10 0229972031 4629874613 0.00058806  4.687821612  24.75888797  0.638324979
12 | ENSMUSGO0000050708 0 0 0 n 8 8 0229972031 4553321502 0000605914  4.669921244  23.47936526  0.638324979
13  ENSMUSGO0000064367 4 65 0 131 78 98 0.237167945 4,991005261 0.000696094 4.587220439 31.80111096 0.624944009
14  ENSMUSG00000025912 49 36 27 141 91 51 0.237167945 1.632326172 0.000879544 4.448998482 3.100124536 0.624944009
15 ENSMUSGO0000027358 23 9 15 43 72 34 0.237167945 1.942068531 0.000999011 4.374350421 3.842561982 0.624944009
16 | ENSMUSGO0000064341 6 62 o 166 75 77 0237167945 4823355304  0.000974457 438890327 2831226575  0.624944009
17 IENSMU’SGMOOOCEAE!SI 20 127 () 387 148 2491 0.237167945 5.23717766 0.001101783 4.31723981 37.71790551 0.624944009
18 ENSMUSGO0000064370 2 44 () m 68 43 0.237167945 4.862177984 0.000973035 4.389757851 29.08448763 0.624944009
19  ENSMUSG00000020064 278 160 265 489 409 224 0.237167945 0.974995431 0.001136134 4.29938227 1.965634972 0.624944009
20 | ENSMUSGO0000043716 2 0 0 16 10 1B 0237167945 4238495439 0000976614 438760944 1887618667  0.624944009
21 | ENSMUSG00002076161 271116 204259 253187 62209 44185 128660  0.237167945 1467703689 0001050666  -4.344917211  0.361557325  0.624944009
22 | ENSMUSGO0000042834 939 636 750 230 166 391 0259761566 1332554661 0.001306585  4.21836348 0397064515  0.585425107
23 | ENSMUSGO0000021835 85 47 02 29 19 20 0272614836 1403281547 0001621075  4.094249325  0.378068211  0.564450513
24  ENSMUSGO0000025290 2 4 () 24 4 18 0.272614836 3.809274781 0.001622839 4.093626096 14.01864282 0.564450513
25  ENSMUSGO0000000031 0 7 () 236 55 218 0.272614836 7.331342933 0.001556139 4117695839 161.0475533 0.564450513
26 ENSMUSGO0000037335 0 4 o 29 10 20 0.272614836 4.614099837 0.001705203 4.065282483 24.48964298 0.564450513
27 | ENSMUSGO0000023830 0 0 0 16 4 10 0272614836 4535188248 0.001716351  4.061555724 2318609968  0.564450513
28 | ENSMUSGOO000023169 0 0 0 10 6 4 0272614836 4120875992 0001763018  4.046222497  17.39831871  0.564450513
29 | ENSMUSGO0000025980 3 1 2 @ 12 22 0283985732 3600245208 0001904575  4.002163646 1212779366  0.546703479
30 | ENSMUSGO0000001506 72 30 50 8 1 17 0296584943 2773175732 0002841028 3775888943 0146282011  0.527850901
31 ENSMUSGO0000036620 246 129 2n 96 53 77 0.296584943 -1.048578541 0.002399877 -3.871005907 0.483444258 0.527850901
32  ENSMUSG00000042379 10 6 6 27 24 16 0.296584943 1.900705996 0.003282285 3.694897707 3.733958765 0.527850901
33  ENSMUSGO0000056073 32 25 59 6 [ 4 0.296584943 -2.219261583 0.00350164 -3.658714713 0.214751247 0.527850901
34 ENSMUSG00000071072 9 14 10 Ell 3 20 0.296584943 1.707108233 0.003715032 3.625683645 3.26505725 0.527850901
35 ENSMUSG00000035864 115 102 14 51 45 27 0.296584943 -1.104210617 0.003105879 -3.725847846 0.465156916 0.527850901
36 | ENSMUSGO0000020181 18 5 0 e 43 15 0296584943 2079457452 0003971518  3.588467089 4226482428  0.527850901
37 | ENSMUSGO0000054871 102 6 06 336 241 75 0296584943 1540224796 0.002940858 3756483938 2908398176  0.527850901
38 | ENSMUSGO0000070366 m 7 M6 40 44 35 0296584943 1100689703 0.003340969  -3.684979623 0466293523  0.527850901
39 | ENSMUSGO0000064363 2 20 0 54 20 52 0296584943 4236206878 0003731479 3623219144 1884626693  0.527850901
40  ENSMUSG00000040152 99 152 153 28 15 60 0.296584943 -1.852609508 0.003763768 -3.618413084 0.276891082 0.527850901
41 ENSMUSG00000020183 0 ] () 8 10 3 0.296584943 4.132294823 0.002166552 3.928910923 17.5365716 0.527850901
42 | ENSMUSGO0000021823 2400 1534 2523 1109 1026 1066  0.296584943 0662073582 0.002412268  -3.868095402  0.631969316  0.527850901
43 |ENSMUSGO0000042453 48 2 38 10 4 13 0296584943 1827612506 0.004830809  -3.479627753 0281730467  0.527850901

Sekil 53. Limmi yontemi ile matrijel kullanilan kiiltiirde stroma hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmusgtur.
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TUBITAK

A B C D E F G H 1 ] K L M

1 Gene_ID 7.542 BS43 9544 19,554 20555 21.556 pad) log2FoldChange  pvalue stat foldChange  log10pad)

2 |ENSMUSGO0D00051855 332 201 767 56 99 81 0539342031 1647581216 0000129184  -5.556520633 0319174829 0268135734
3 ENSMUSCO00002076161 153276 132435 363720 50132 90169 64149 0.868176001 -0.869772197 0.000889443 -4.397980795 0.547233252 0.061392223
2 | ENSMUSGO0000060743 690 439 1600 268 410 185 0.868176001 0847729669  0.002298217  -3.862859706 0555658473  0.061392223
5 | ENSMUSGO0000037742 5644 4019 14675 2784 4463 2504 0.868176001 0468117512 0.033091739 2410181443 0722907262  0.061392223
& |ENSMUSGO0000049775 2847 2804 9318 1083 2495 1549 0.868176001 0705991827  0.026353465  -2.534931746 0613020903 0061392223
7 | ENSMUSG00000022462 497 272 88 167 283 141 0.868176001 0871119433 0.003747876  -3.593378705 0546722467  0.061392223
8 ENSMUSGODD00082536 4928 3277 13058 2363 4118 2057 0.8B68176001 -0.459941417 0.03697279 -2.34907434 0.72701578 0.061392223
5 | ENSMUSG00000069662 1865 1056 4324 815 1342 654 0868176001 0522960793 0021669119  2.641564807 0695942109  0.061392223
10 | ENSMUSGO0000026193 2516 3034 8736 1083 1916 1614 0.868176001 -0.770433201 0.032545281 -2.419335382 0.586241416 0.061392223
11 | ENSMUSG00000031207 869 552 1168 599 1440 460  0.868176001 0576116978 0017455605 2758918322 1490831263  0.061392223
12 | ENSMUSGO0000022710 565 335 66 38 884 312 0.868176001 069825393 OO11346838 2991922505  1.62253987  0.061392223
13 | ENSMUSGODDD0008398 74 63 129 101 187 89 0.868176001 1.226154351 0.000654291 4.575304061 2.339425605 0.061392223
14 | ENSMUSGO0000021877 904 440 2191 334 688 218 0.868176001 0694854742  0.016880074 277708261 0617771516  0.061392223
15 | ENSMUSGO00002076809 37076 40839 79773 1939 35225 21951 0.868176001 -0.523075666 0.081365006 -1.904319437 0.695886697 0.061392223
16 | ENSMUSG00000037236 3417 1857 5615 1356 2704 1090  0.868176001 0351561649 0.04148947  -2.285278635  0.783735282  0.061392223
17 | ENSMUSGODD00030678 733 264 1220 212 360 188 0.868176001 -0.694887099 0.013933093 -2.880920793 0.617757661 0.061392223
18 | ENSMUSG00000005610 20940 10714 30330 7917 17349 6654 0.868176001 0258624759 0078198147 1927268695 0836000228  0.061392223
19 | ENSMUSGO0000084067 191 166 34 W6 408 225 0.868176001 0873768814 0010486214  3.034556638 1832443624  0.061392223
20 | ENSMUSGOO0D00091243 102 83 204 104 297 90  0.868176001 0979760018  0.004472335  3.496775873 1972137331  0.061392223
21 | ENSMUSGOD000020745 749 47 1382 253 579 228 0.868176001 0531696201 0021907203  -2.635622869 0691740964 0061392223
22 | ENSMUSGOD000018593 742 1032 253 225 468 553 0.868176001 -1.023425108 0.027676139 -2.508170878 0.491947032 0.061392223
23 | ENSMUSGO0000049866 638 481 1612 289 506 245 0868176001 0.580277313 0023976143  -2.586500556  0.668835203 0061392223
24 | ENSMUSGOD0D0028646 254 133 439 47 145 67 0.868176001 -0.969829964 0.004704184 -3.469210779 0.510566235 0.061392223
25 | ENSMUSGOODO001S363 129 108 172 %9 284 121 0.868176001 0939418539  0.008366706 3156659179 1917755154  0.061392223
26 | ENSMUSGODD00036241 673 540 1223 476 1297 457 0.868176001 0.516384607 0.037883062 2.33563764 1.430366256 0.061392223
27 | ENSMUSGO0000028949 188 31 275 42 82 41 0.868176001 0993990657  0.003078096 370145241 0502087023  0.061392223
28 | ENSMUSGODOO0008I657 100 76 02 127 176 64 0.868176001 1087348265 0005724238  3.362405754 2124831242 0061392223
29 | ENSMUSGODD00067274 999 497 2138 403 758 38 0.868176001 -0.477585454 0.04261658 -2.270396536 0.718178588 0.061392223
30 | ENSMUSGO0000054808 1900 1527 2195 1019 3777 M0 0.868176001 0583309237 0066987473 2016038785 1498282052  0.061392223
31 | ENSMUSGOD000032035 123 98 205 na 272 82 0.868176001 0777464037 0013216329  2.909479416 1714115159 0.061392223
32 | ENSMUSGO0000024498 310 m 304 182 462 161 0.868176001 0674517286 0.027065048 2520376439 1596062654  0.061392223
33 | ENSMUSGODDD0053907 1802 914 3375 812 1461 492 0.8B68176001 -0.389285337 0.063280371 -2.048445841 0.763507727 0.061392223
34 | ENSMUSGO0000036438 2206 %05 3602 902 1564 532 0.868176001 0398816023 0069573401  -1.994405476 075848049  0.061392223
35 | ENSMUSGO0000062270 230 269 492 85 198 73 0.868176001 0783353756 0.022428533  -2.622829959  0.581014569  0.061392223
36 | ENSMUSGODDD0032402 86 29 B2 124 296 29 0.868176001 1.6110936 0.007147361 3.241943063 3.054833183 0.061392223
37 | ENSMUSGO0000026872 636 442 97 399 1082 339 0.868176001 0487936761  0.053924507 2138873215 1402437775  0.061392223
38 ENSMUSGODD00025959 170 128 323 138 262 208 0.868176001 0.707521753 0.027778457 2.506152891 1.632996562 0.061392223
33 | ENSMUSGOD000052512 135 36 74 ne 224 41 0.868176001 1336669271 0010466729  3.035561999 2525675461  0.061392223
40 | ENSMUSGO0000031731 268 126 456 64 180 73 0.868176001 0697589332 0.021422288  -2.647793059  0.616601656  0.061392223
41 | ENSMUSGOD000071172 545 348 746 318 el 354 0.868176001 0.459298821 0.056175501 2.11584422 1.374873439 0.061392223
42 | ENSMUSG00000053931 49 49 92 80 102 46 0.868176001 0996119867  0.008560859 314424771 199462822  0.061392223
43 | ENSMUSG00000022263 79 29 94 70 108 49 0.868176001 0.931389971 0.008533103 3.146004587 1.907112527 0.061392223

Sekil 54. Limmi y6ntemi ile transwell kullanilan kiiltiirde epitel hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde

karsilagtirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmustur.
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1 Gene_ID 10545 11546 12 547 22 857 23558 24 559 padj log2FoldChange  pvalue stat foldChange logl0pad)

2 | ENSMUSGO0000049775 6940 3383 3594 2424 1708 2199 0.03873164 -0.865490835 9.27704E-06 -8.295870215  0.548859642 1.411934112
3 | ENSMUSG00000051855 664 351 n 21 97 234 0.091005813 -1.424035972 7.49137E-05 6480704937  0.372668305 1.040930867
4 | ENSMUSGOD000003545 200 78 04 779 4n 342 0.091005813 2.261246809 8.88425E-05 6.345991108 4.794056158 1.040930867
5 | ENSMUSG00000056758 19 0 1 198 228 178 0.091005813 6.36594447  0.000106928 6201670965  82.47840164  1.040930867
6 | ENSMUSG00000042541 0 0 0 4 4 12 0.091005813 4.523493792 0.000108989 6.186923403 22.99891332 1.040930867
7 | ENSMUSG00000026826 55 13 20 122 no 90 0.115702808 2177519221 0.000215302 5.674927693  4.523750058 0.936656101
8 |ENSMUSGO0000053907 2451 1281 1216 856 486 1094 0.115702808 -0.791262757 0.000196465 -5.742248159 0.577838103 0.936656101
9 | ENSMUSGO0000093826 1276 574 579 417 903 150 0.115702808 0.795039435 0.000221706 5.653473867 1.735124802 0.936656101
10 | ENSMUSG00000091243 183 126 82 276 145 37 0.141941275 1158576926 0.000305981 5420683529 223237179 0.847891297
11 | ENSMUSG00000060743 ns3 607 495 370 244 458 0.15636506 -0.821273623  0.000374527  -5.277373387 0.565942104  0.805860285
12 |ENSMUSGO0000040652 1274 564 553 446 235 489 0.166876951 0.767291759  0.000506224  -5.067503266 0587519337  0.777603645
13 | ENSMUSGO00000005610 28015 16561 14014 12649 7923 14789 0.166876951 -0.48411183  0.000474572 -5.112105873 0.714937073  0.777603645
14  ENSMUSG00000083573 0 [ 0 9 2 10 0.166876951 3.981929889 0.000519617 5.049519919 15.80084588  0.777603645
15 | ENSMUSG00000052684 49 21 25 146 76 68 0.167669841 1.78924839 0.000761355 4.79000668 3.45634778  0.775545047
16 | ENSMUSG00000062014 ng 83 68 38 16 34 0.167669841 -1.366500514 0.000781251 4.772716074  0.387830854  0.775545047
17 | ENSMUSG00000025151 477 162 177 102 69 136 0.167669841 -1.08927299  0.000750278 4799843508 0.469998159  0.775545047
18  ENSMUSGODD00015750 569 290 259 202 132 214 0.167669841 -0.755737632  0.000704288  -4.842406079  0.592243502  0.775545047
19 | ENSMUSGO00000000355 144 81 65 33 19 49 0.167669841 1.277483715  0.000925653 4.659742755 0412514371 0.775545047
20  ENSMUSGO0D00118866 270 m 80 56 4 4 0.167669841 -1.407691283 0.000902861 4.676273489 0376914373 0.775545047
21  ENSMUSGO00000018363 150 100 105 268 140 198 0.167669841 0.997304646 0.000891541 4.684649041 1996266934  0.775545047
22  ENSMUSG00000022858 251 105 129 258 156 315 0.167669841 0.846315612  0.000865296 4.70451081 1797903529  0.775545047
23 | ENSMUSG00000063015 86 43 67 147 80 122 0.167669841 1.087564161 0.001038312 4.583921301 2125149243 0.775545047
24 | ENSMUSGO00000032376 n 4 1 30 16 33 0.167669841 2.696286944 0.001028918 4.589901719 6.481316758  0.775545047
25  ENSMUSGO0000047045 199 108 94 58 3 76 0.167669841 -1.039814648 0.001196172 4.491220774  0.4B6389959  0.775545047
26 | ENSMUSGO0000079509 363 176 168 87 86 135 0.167669841 -0.942593461 0.001316011 -4.429128751 0.520296728  0.775545047
27 | ENSMUSG00000031402 0 [ ] 8 4 4 0.167669841 3.679604078 0.00073984 4.809254629 1281360109  0.775545047
28  ENSMUSG00000019132 1700 812 875 521 507 683 0.167669841 -0.718180416 0.001103821 -4.54375042 0.607863621  0.775545047
29 | ENSMUSG00000028851 91 52 45 100 75 129 0.167669841 0.942867746 0.001683128 4.270703833 1922345624  0.775545047
30 | ENSMUSGO0000083394 0 0 0 13 2 6 0.167669841 3.906970502 0.00081637 4.743309493 15.00083082  0.775545047
31 | ENSMUSGO0000000567 61 26 29 162 68 7 0.167669841 1541753391 0.001804615 4.226231157 2911481377  0.775545047
32 |ENSMUSGOD000107462 9 8 1 01 23 37 0.167669841 2605225398  0.002004446 4.159537492  6.0B4B65603  0.775545047
33  ENSMUSGO00000008398 78 51 49 162 87 96 0.167669841 1.166603351 0.001742536 4.248547681 2.244825576  0.775545047
34 |ENSMUSG00000055639 35 7 17 0 1 2 0.167669841 -3.653059615 0.001302048  -4.436047833 0.079491278  0.775545047
35 | ENSMUSGO0000024740 139 62 n 49 22 38 0.167669841 -1.059420471 0.00190613 4191428218  0.479824766  0.775545047
36 | ENSMUSG00000021877 1653 884 915 479 481 747 0.167669841 0.776825071 0.00123544 4470175413 0.583649815  0.775545047
37 | ENSMUSG00000028060 63 46 31 101 63 82 0.167669841 1.073324735 0.001997934 4.161598057 2.104277155  0.775545047
38  ENSMUSGO0000042302 49 19 24 61 36 7 0.167669841 1123856197 0.002175914 4.107674073 2179286989  0.775545047
39 | ENSMUSGOD000054871 82 66 44 106 83 143 0.167669841 1.04614899 0.001972254 4.169794429 2065010317  0.775545047
40 | ENSMUSGO0000030678 nos 614 602 419 329 525 0.167669841 0.615541674 0.001472296  -4.356595772 0.652684791  0.775545047
41 | ENSMUSG00000029580 40 16 28 100 29 76 0.167669841 1.473663808  0.002487988 4023469298  2.777263009  0.775545047
42 | ENSMUSGO0000062248 152 ns 69 25 60 0.167669841 -1.828634981 0.002475135 4.026712457 0.281530868  0.775545047
43 | ENSMUSG00000003038 265 255 143 7 4 115 0.167669841 -1.322542691 0.002071965 4.138576664 0399829634  0.775545047

Sekil 55. Limmi yéntemi ile transwell kullanilan kiiltiirde stroma hiicrelerinin 24 ve 72. saatlerde
karsilastirmali analizi sonucu gen ifadeleri. Bu sekilde analiz edilen gen sayisi 4175 olmustur.

Belirtilen analizler sonucunda gruplar arasinda anlamli derece artma ve azalma gdsteren
gOsteren analizlerin 6zeti sekil 53-55’te belirtiimigtir. Bu analizlerin detayli belgeleri de raporla
birlikte ylklenmistir. Analizlerde g farkh yontemle genler bakiimis ve log2fc>1 ve padj<0,05
anlaml kabul edilmistir. Asagidaki sekillerde anlamli bulunan genler kirmizi ile belirtiimistir.

Genlerin tipi ve tanimi soldaki kolonlarda verilmektedir.

UP-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)
Ensembl Gene 1D padj log2FoldChange pvalue Gene Name  Type Spedes
ENSMUSGO0D00000031 1.91912€-08 B.117575601 1.03401E-11 HI19 IncRNA  Mouse  H19, imprinted matemally expressed transcript [Source:MGl Gene Name:Acc:MGI1:95891]
ENSMUSGO0D00056758 0.017032137 2.900781387 3.67072E-05 Hmga2 coding Mouse  high mobility group AT-hook 2 [Source:MGI| Gene Name:Acc:MGI:101761]
DEseq2
ENSMUSG000D00051285 9.21473E-10 12.51588248 2.20712E-13 Pamtdl coding Mouse protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain containing 1
edgeR  ENSMUSGOD0D0057363 0.019926864 4.137852963 1.43187E-05 Unsl coding Mouse UDP-glucuronate decarboxylase 1
ENSMUSG00000084353 0.043193655 11.74576481 4.13831E-05 Gm15452 pseudo  Mouse  predicted gene 15452
- No significant differentially expressed genes were found (log2fc > 1, < -1, padj < 0.05)

Sekil 56. Matrijelde yetistiriimis epitel hiicrelerinde 24-72. saatlerde gen ifadeleri. 24-72. saat

araliginda anlamli sekilde artan genler kirmizi ile belirtiimigtir. Limma ile anlamli gen bulunmamisgtir.
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UP-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)
Ensembl Gene 1D padj log2FoldChange  pvalue
IESeq2 No significant differentially expressed genes were found (log2fe > 1. padj < 0.05)

edgeR No significant differentially expressed genes were found (log2fc > 1, < -1, padj < 0.05)

No significant differentially expressed genes were found (log2fe > 1, < -1, padj < 0.05)

Sekil 57. Transwellde yetistirilmis epitel hiicrelerinde 24-72. saatlerde gen ifadeleri. Anlamli gen

artigi bulunmamistir.

UP-Regulated Ensembl Gene 1Ds (ranked based on Adj p-value)

Ensembl Gene ID padj log2FoldChange pvalue Gene Name Type  Spedes Description
ENSMUSG00000060126 0.000717431 5.406472687 5.62103€-07 Tptl coding Mouse  tumor protein, translationally-controlled 1
ENSMUSG00000025980  0.006543564  4.006231587 8.54474E-06 Hspdl coding Mouse  heat shock protein 1 (chaperonin)

DESeq2  ENSMUSG00000020064 0.032079911 1.004555638 5.02689E-05 Hercd coding Mouse hect domain and RLD 4
ENSMUSGO0000054871 0.040422809  1.67120662 0.00010557 Tmeml58 coding Mouse transmembrane protein 158
ENSMUSG00000027358 0.040422809  2.057282611 0.000102373 Bmp2 coding Mouse bone morphogenetic protein 2
ENSMUSGO0000051285 1.00811E-07 9.053677112 2.41464E-11 Pcmtdl coding Mouse protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain containing 1
ENSMUSG00000048538 3.62636E-06 7.374998791 1.7371BE-09 Gm9826 pseudo Mouse predicted gene 9826
ENSMUSG00000057363 0.000696184 5.628245764 5.00252E-07 Uxsl coding Mouse  UDP-glucuronate decarboxylase 1
ENSMUSG00000084353 0.008755431  2.925824007 9.45687E-06  Cml5452 pseudo Mouse predicted gene 15452
ENSMUSG00000026374  0.009541969  6.357675735 1.3713E-05 Tsn coding  Mouse  translin
ENSMUSG00000041763 0.016880733 3.358260443 4.44762E-05 Tpp2 coding Mouse tripeptidyl peptidase 11
ENSMUSG00000025912 0.016880733  9.37871291 4.28041E-05 Mybll coding  Mouse  myeloblastosis oncogene-like 1
ENSMUSG00000026483 0.017798776  4.909357499 5.11582E-05 Nibanl coding  Mouse  niban apoptosis regulator |

edgeR ENSMUSG00000019699 0.01827461 6.503586817 5.6903E-05 Akt3 coding Mouse thymoma viral proto-oncogene 3
ENSMUSG00000063659 0.024217479  3.127231263 8.63259E-05 Zbtb18 coding Mouse zinc finger and BTB domain containing 18

I ENSMUSG00000032666 0.024217479 9.190272063 9.28095E-05 1700025G04Ri coding Mouse  RIKEN ¢DNA 1700025G04 gene
ENSMUSGO0000015961 0.025392986 2297967362 0.000103397 Adss coding Mouse adenylosuccinate synthetase, non muscle
ENSMUSG00000026235 0.026581543 6.780003544 0.000114603 Epha4 coding Mouse  Eph receptor A4
ENSMUSG00000026482 0.028895121 9.387681631 0.000131499 Rgl coding Mouse ral guanine nucleotide dissociation stimulator,-like 1
ENSMUSG00000008475 0.032625911 2.393399188 0.000157093 ArpcS coding Mouse actin related protein 2/3 complex, subunit 5
ENSMUSG00000056870 0.032625911 5.68446237 0.000164106 Gulpl coding Mouse  GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1
ENSMUSG00000042772 0.038125155 6.575716335 0.000228294 Smg7 coding Mouse Smg-7 homolog, nonsense mediated mRNA decay factor (C. elegans)
ENSMUSG00000026491 0.047078039  9.399608645 0.000293181 Ahctfl coding Mouse AT hook containing transcription factor 1

- No sienificant differentially exnressed senes were found flos2fc > 1. < -1. padi < 0.05)

Sekil 58. Matrijelde yetistiriimis stroma hiicrelerinde 24-72. saatlerde gen ifadeleri. 24-72. saat
araliginda anlaml sekilde artan genler kirmizi ile belirtilmistir. Birgok gen ifadesinin anlaml sekilde arttigi

gorulmektedir.

UP-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)

Ensembl Gene ID padj log2FoldChange  pvalue Gene Name Type  Spedes Description
ENSMUSGO0000003545 7.47903E-12 2.410740257 3.99094E-15 Fosb coding Mouse  FBJ osteosarcoma oncogene B
ENSMUSGO0000026826 9.01331E-06 2.311610831 9.61933E-09 Nrda2 coding Mouse nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2
ENSMUSGO0000052684 0.00036813 1927467055 1.14558E-06 Jun coding Mouse  jun proto-oncogene
ENSMUSGO0000092341 0.002167152 2.354796371 8.09502E-06 Malatl IncRNA  Mouse  metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-coding RNA)
ENSMUSGO00000091243 0.002362835 1.146757267 1.00868E-05 Vgli3 coding Mouse  vestigial like family member 3
ENSMUSGO0000107462 0.00294503 2.648159081 1.47251E-05 Gm7384 pseudo Mouse  predicted gene 7384
ENSMUSGO0000000567 0.003100785 1679451126 1.8201E-05 Sox9 coding Mouse SRY (sex determining region Y)-box 9

DESeq2 ENSMUSG00000025025 0.005680815 1.782205243 4.24394E-05 Mxil coding Mouse  MAX interactor 1, dimerization protein
ENSMUSG00000022528 0.007191906 1682629273 6.01502E-05 Hesl coding  Mouse  hes family bHLH transcription factor 1
ENSMUSGO0000056758 0.010663243 5.70760569 0.000108112 Hmga2 coding  Mouse  high mobility group AT-hook 2
ENSMUSGO0000117176 0.016107692 2.222302559 0.000214884 Gm49879 pseudo Mouse  predicted gene, 49879
ENSMUSG00000008398 0.016275732 1.206626576 0.000225811 Elk3 coding Mouse  ELK3, member of ETS oncogene family
ENSMUSGO0000017677 0.018204083 1277552314 0.000301135 Wsb1 coding Mouse WD repeat and SOCS box-containing 1
ENSMUSGO0000021250  0.019660917  1.355501106 0.000346217  Fos coding Mouse  FBJ osteosarcoma oncogene
ENSMUSGO0000063015 0.02479048 1071693945 0000532737  Ceni coding  Mouse  cydin |
ENSMUSGO0000025283  0.02479048 1107650509 0000542374  Satl coding  Mouse idine/sp Nl-acetyl 1
ENSMUSG00000051285 1.85864E-18 7.869539018 4.45182E-22 Pemtd! coding Mouse  protein-L-i (D- O- domain containing 1
ENSMUSG00000048538 1.79991E-09 3.447845723 8.62233E-13 Gm9826 pseudo Mouse predicted gene 9826
ENSMUSGO0000057363 8.949E-06 3.298931709 6.43042E-09 Ussl coding Mouse UDP-glucuronate decarboxylase 1
ENSMUSGO0000084353 0.000643766 2.741280363 6.32236E-07 Gml5452 pseudo Mouse predicted gene 15452
ENSMUSGO0000D081441 0.002483722 3.769258559 4.16432E-06 Gmé161 pseudo Mouse predicted gene 6161
ENSMUSGO0000026374 0.002483722  5.687226786 3.76043E-06 Tsn coding Mouse translin
ENSMUSGO0000041763 0.005187501 2.382807857 1.46739E-05 Tpp2 coding  Mouse tripeptidyl peptidase Il

edgeR  ENSMUSGOO00D057335 0.005187501 3.348246023 1.01305E-05 Cepl70 coding Mouse  centrosomal protein 170
ENSMUSG00000025912 0.005187501 3.7413276%4 1.15353E-05 Mybll coding Mouse  myeloblastosis oncogene-like 1
ENSMUSG00000045210 0.005187501 11.50896943 1.42554E-05 Vepipl coding Mouse  valosin containing protein (p97)/p47 complex interacting protein 1
ENSMUSG00000019699 0.008800012 6.099982908 2.74012E-05 Akt3 coding Mouse  thymoma viral proto-oncogene 3
ENSMUSG00000043019 0.011417562 9.256839485 4.10212E-05 Edem3 coding Mouse ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 3
ENSMUSGO0000032666 0.013526432 8.665258948 5.49549E-05 1700025G04Ricoding  Mouse  RIKEN cDNA 1700025G04 gene
ENSMUSG00000039630 0.015393251 1619581525 B.1141E-05 Hnmpu coding Mouse t nuclear otein U
ENSMUSGO0000056870 0.015393251 2.538534463 8.10045E-05 Gulpl coding Mouse GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1

No significant differentially expressed genes were found (log2fc > 1, < -1, padj < 0.05)
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Sekil 59. Transwellde yetistirilmis stroma hiicrelerinde 24-72. saatlerde gen ifadeleri. 24-72. saat

araliginda anlamli sekilde artan genler kirmizi ile belirtiimistir. Birgok gen ifadesinin anlamli sekilde arttigi

goru

Imektedir.

Matrijel ve transwellde kurulan ko-kiltlrlerdeki 24. saatten 72. saate kadar gecen siirede artan

gen ifadelerinin yaninda birgok genin de azaldigi belirlenmistir. Bu genler bu projenin konusu

disinda olmakla birlikte, bir kisim analiz 6rnek olmasi agisindan sekil 56 ve 57'de

gosterilmektedir.

edgeR

DESeq2

edgeR

DEseq2

Ensembl Gene ID

ENSMUSG00000051855
ENSMUSGO0000032116
ENSMUSG00000040952
ENSMUSGO0000025151
ENSMUSG00000028703
ENSMUSGO00000015750

ENSMUSG00000048538
ENSMUSGO0000066693
ENSMUSG00000026374

Ensembl Gene ID
ENSMUSGO0000051855

Ensembl Gene ID

ENSMUSGO0000069495
ENSMUSGO00000032366
ENSMUSGO0000033863

0.039378507
0.013636988
0.030210188

0.029066862
0.013636988
0.029066862

0.019926864
0.044598121
0.044598121

padj
0.018347105

padj

0.000323273
0.000621067
0.006147198

log2FoldChange
-1.604621354
-1.530185699
-1.48312931
-1.29493982
-1.216489873
-1.036689719

-2.225480699
-2.158865917
-1.775257914

log2FoldChange
-1.528658209

log2FoldChange
-1.09721973
-1.556124005
-1.563517595

pvalue
0.000190952
1.88274E-05
0.000113939
8.07778E-05
2.20425E-05
9.39661E-05

1.00477E-05
5.37947E-05
6.40931E-05

pvalue
4.67561E-06

pvalue

8.44274E-08
3.24402E07
6.42173E-06

Symbol
Mest
Stt3a
Rpsl9
Maged!
Lrredl
Aphla

Gm9826
Gm7493
Tsn

DOVWN-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)

Gene Name  Species
coding Mouse
coding Mouse
coding Mouse
coding Mouse
coding Mouse
coding Mouse
pseudo Mouse
pseudo Mouse
coding Mouse

Description
mesoderm specific transcript [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:96968]

STT3, subunit of the cligosaccharyltransferase complex, homolog A (5. cerevisiae) [Source:M

ribosomal protein §19 [Source:MGl Symbol:Acc:MGI:1333780)
MAGE family member DI [Source:MGI Symbol:Acc:MG1:1930187]

leucine rich repeat containing 41 [Source:MCGI Symbol:Acc:MGI:2441984]

aphl homolog A, gamma secretase subunit [Source:MCI Symbol:Acc:MGI1:2385110]

predicted gene 9826 [Source:MGl Symbol:Acc:MG1:3642725]
predicted gene 7493 [Source:MGI Symbol:Acc:MGI:3643471]
translin [Source:MGI Symbol:Acc:MGI:109263]

DOVWN-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)

Description

mesoderm specific transcript

DOWN-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)

Gene Name Type Species
Mest coding Mouse
Gene Name Type Spedies
Epc2 coding Mouse
Tpml coding Mouse
KIf9 coding Mouse

Description

enhancer of polycomb homolog 2
tropomyosin 1. alpha
Kruppel-like factor 9

Sekil 60. Matrijel ve transwellde yetistirilmis epitel hiicrelerinde 24-72. saatlerde gen ifadeleri.

24-

72. saat araliginda anlaml sekilde azalan genler kirmizi ile belirtilmistir. Birgcok gen ifadesinin anlamli

sekilde azaldigi gorilmektedir.
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DOWN-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)

Ensembl Gene ID padj log2FoldChange  pvalue Gene Name Type Species Description
ENSMUSGO0000069495  0.000323273  -1.09721973 8.44274E-08 Epc2 coding Mouse enhancer of polycomb homolog 2
ENSMUSG00000032366  0.000621067  -1.556124005 3.24402E-07 Tpm1 coding Mouse tropomyosin 1, alpha

DESeq2 ENSMUSG00000033863  0.006147198  -1.563517595 6.42173E-06 KIf9 coding Mouse  Kruppel-like factor 9
ENSMUSG00000051855 0.040422809  -1.631388203 0.000103404  Mest coding Mouse mesoderm specific transcript
ENSMUSG00000034640  0.040422809  -1.322840986 0.000104086  Tiparp coding Mouse TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase
ENSMUSGO0000066693  0.008755431  -2.263830402 1.04855E-05 Gm7493 pseudo Mouse predicted gene 7493

edgeR ENSMUSG00000081441 0.013944465  -3.351047496 2.37218E-05 Gmé6161 pseudo Mouse predicted gene 6161
ENSMUSGO0000057335  0.013944465  -2.274054695 2.67199E-05 Cepl70 coding Mouse centrosomal protein 170
ENSMUSG00000045210  0.016880733  -4.157214191 4.34854E-05 Vepipl coding Mouse valosin containing protein (p97)/p47 complex interacting protein 1

 limma

DOWN-Regulated Ensembl Gene IDs (ranked based on Adj p-value)

Ensembl Gene ID padj log2FoldChange  pvalue Gene Name Type Species Description
ENSMUSGO0000051855 2.55827E-05 -1.366632951 5.46056E-08 Mest coding Mouse mesoderm specific transcript
ENSMUSG0O0000003038  0.005223921 -1.387038063 3.62385E-05 Hmgn2 coding Mouse high mobility group nucleosomal binding domain 2
ENSMUSGO0000025151 0.007191906  -1.057930164 6.14037E-05 Magedl coding Mouse MAGE family member D1
ENSMUSGO00000118866 0.008191838  -1.348546033 7.43123E-05 Metazoa SRP misc_RNA Mouse Metazoan signal recognition particle RNA

DESeq2 ENSMUSG00000062014  0.014277724  -1.401343402 0.000182852  Gmfb coding Mouse glia maturation factor, beta
ENSMUSGO0000062248  0.017237237  -1.719338087 0.000271801 Cks2 coding Mouse CDC28 protein kinase regulatory subunit 2
ENSMUSGO0000038965  0.023677981  -1.023738688 0.00045486 Ube213 coding Mouse ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3
ENSMUSGO0000000355  0.024268611 -1.265422272 0.000492106  Mctsl coding Mouse malignant T cell amplified sequence 1
ENSMUSG00000047045  0.029650553  -1.025538033 0.000844881 Tmeml64 coding Mouse transmembrane protein 164
ENSMUSGO0000066693  0.000643766  -2.00160737 7.70978E-07 pseudo Mouse predicted gene 7493
ENSMUSG00000026483  0.005187501  -6.267096218 1.49102E-05 Niban1 coding Mouse niban apoptosis regulator 1
ENSMUSGO0000063659  0.010897325  -2.046020189 3.65419€-05 Zbtb18 coding Mouse  zinc finger and BTB domain containing 18
ENSMUSGO0000026235  0.013526432  -2.031741991 5.83175E-05 Epha4 coding Mouse  Eph receptor A4

edgeR ENSMUSG0O0000015961 0.013526432  -1.223103053 5.64074E-05 Adss coding Mouse adenylosuccinate synthetase, non muscle

ENSMUSG00000026482  0.015393251 -5.482756143 7.71008E-05 Rgll coding Mouse ral guanine nucleotide dissociati i like 1
ENSMUSG00000008475  0.015393251 -1.971389823 7.94031E-05 ArpcS coding Mouse actin related protein 2/3 complex, subunit 5

Sekil 61. Matrijel ve transwellde yetistirilmis stroma hiicrelerinde 24-72. saatlerde gen ifadeleri.
24-72. saat araliginda anlamli sekilde azalan genler kirmizi ile belirtilmistir. Birgok gen ifadesinin anlamli

sekilde azaldigi gorulmektedir.

Matrijel ve transwell kultUrlerin yapilmasindaki amag her iki kulttr sisteminde de birlikte artan
ortak genlerin bulunmasi ve bu genlerin susturulmasinin hedeflenmesiydi. Ortak artmis genler

sekil 58’de, azalmis genler ise sekil 59'da kirmizi olarak belirtiimistir.

UP-Regulated Genes
Matrigal Epitel vs. Transwell Epitel Matrigal Stroma vs. Transwell Stroma
DESeq2 Tmem158

Pcmtdl
Gm9826

Uxsl

Gm15452

Tsn

Tpp2

Mybl1

Akt3
1700025G04Rik
Gulpl

edgeR

Sekil 62. Matrijel ve transwellde yetistirilmis epitel ve stroma hiicrelerinde 24-72. saatlerde ortak
genlerin analizi. Epitelde transwell grup analizinde anlamli genler goérilmedidi icin ortak gen

bulunmamaktadir. Stroma hicrelerinde ise her iki analizle de ortak genler bulunmaktadir.
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DOWN-Regulated Genes

Matrigal Epitel vs. Transwell Epitel Matrigal Stroma vs. Transwell Stroma
DESeq2 Pcmtdi Mest
Gm7493

edgeR

Sekil 63. Matrijel ve transwellde yetistirilmis epitel ve stroma hiicrelerinde 24-72. saatlerde ortak
genlerin analizi. Epitel ve stroma hucrelerinde her iki grupta azalan genler gésterilmigtir. Pcmtd?’in
stroma hucrelerin artmis ortak gen olmasina karsin (sekil 58) epitelde azalan ortak gen olmasi dikkat
cekicidir.

Hem azalan hem de artan gen ifadelerinde ortak gen sayisinin az olmasi 6rneklerin ve
gruplarin RNA dizileme icin kullanilan bircok érnekten daha az olmasi ve bu durumun grup
icinde degiskenlik (“variance”) yaratmasi olarak aciklanabilir. Sekil 60’daki PCA plot analizi bu
durumu yansitmaktadir. RNA dizileme genellikle primer hicreler yerine hicre dizilerinde
(6rnegin kanser hcreleri) kullanildigi bu projede kullanilandan ¢ok daha fazla sayida grup ve
hicre calisiimaktadir. Fareden primer olarak elde edilmis hlicre ve blastokistlerle kurulan
kiltirlerde bu sayiya ulasmak mimkin olmamakta, kullaniimasi gereken hayvan sayisi

acisindan etik olarak uygun bulunmamaktadir.

group
Matrigel epitel 24h
® Matrigel epitel 72h
5- Matrigel stroma 24h
® Matrigel stroma 72h
Transwell epitel 24h
® Transwell epitel 72h

PC2: 16% variance
®

] Transwell stroma 24h
Transwell stroma 24h

[ ] L ] Transwell stroma 72h

-10 5 0 5 10 15
PC1: 30% variance

Sekil 64. Transkriptomun PCA plot analizi. Ayni gruptaki transkriptomun birbirinden uzak sekilde

izlenmesi grup igindeki degiskenligi gésterir. Agiklama igin metne bakiniz.
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4.9 Genlerin segilmesi

4.9.1 Epitel ve stroma hiicrelerinde genom diizenlemesi icin genlerin secilmesi ve

dogrulanmasi

Stroma hucreleri icin iki analizden elde edilen ve anlamlilik seviyesi en yiksek olan 5 aday gen
secilmistir. Sekil 56’ da izlenebilecegi gibi bu genler Tmem158, Pcmdt1, Gm9826, Uxs1 ve
Gm15452'dir. Oncelikli olarak, her RNA dizi analizinden sonra yapilmasi gerektigi sekilde bu
genlerin ilgili hiicrelerde varhdinin ispat edilmesi igin gPCR yapilmis ve delta Ct degeri 35-36
olan genler Tmem158 ve Gm15452 olarak tespit edilmistir. Diger genlerin delta Ct degerleri

bu degerden yuksek ¢iktigi igin kullaniimadi.

Epitel hicreleri icin bélim 4'te de belirtildigi tzere transwell grubunda anlamli gen
bulunamamis, bu nedenle ortak grupta da gen elde edilememistir. Bu nedenle matrijel
grubunda en ylksek anlamlilik gdsteren bes gen olan H19, Hmga2, Pcmdtl, Uxsl, Gm15452
genleri incelenmigtir. H19 kodlayan bir gen olmadidi igin kullanilamamis, dider genlerden
gPCR sonucuna gore ifadesi yeterli olan Hmga2 ve Gm15452 susturulacak genler olarak tespit

edilmistir. Tim genlerin gPCR sonuglari sekil 61’de gorilebilir.

Matrigel Epitel Transwell Epitel Matrigel Stroma Transwell Stroma
0.0015- 0.0010- 0.00008- 0.00005-
- 0.00004-
0.0008 0.00006
0.0010-
0.0006- 0.00003
0.00004-1
0.0004- 0.00002
0.0005-
0.0002 0.000027 0.00001+
0.0000- 0.0000- 0.00000- 0.00000-
o) N G
9) o N e (%)
A AP AR G & & P MO

Sekil 65. Epitel ve stromqda susturulmasi planlanan genlerin dogrulanmasi. Bu hiicrelerde bu
genlerin bulundugu gPCR ile dogrulandi. Kirmizi isaretli gubuklar hiicrelerde ifadesi olan genleri

gostermektedir. Pcmtdl epitel ve stroma hiicrelerinde gen ifadesi gostermemistir.

4.9.2 Blastokistte genom diizenlenmesi i¢in genlerin segilmesi ve dogrulanmasi

Literatlrde fare blastokistinin tam transkriptom analizi i¢in ¢ok az sayida yayin bulunmaktadir.
Bu yayinlardan (Huang ve ark., 2022; Bai ve ark., 2022) taranmasi sonucunda GEO
(GSE75764 ve GSE168272) datalar ¢ekilerek gen secimi yapilmistir. Okuma hesaplamalarina
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(TPM No) gore 11 ila 1000 arasinda veya 1000 Uzerinde olan genler i¢cin 6nemli ylksek ifade
s6z konusudur. Buna gore >11 TPM ile ifade edilen genler secilmis olup 5 adet gen
belirlenmistir. Bu genler kodlama 6zelligi bulunan Gata3, Efs, Ngfrap, Rab27 ve Tmsb4xtir.
Aday genlerde ylksek ifade diginda hicre vitalitesini dogrudan etkileyebilecek (6rnegin aktin
uretimi, onkogen olmasi, vb..) 6zellikler digarida birakildiginda ve Urettigimiz blastokistlerdeki
gen ifadelerinin en yiksek olan Gata3 ve Tmsb4x zigotta genom edisyonu igin segilmis

genlerdir.
Bu boélumler icin kullanilan primer listesi tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan genlerin dogrulamasi i¢in kullaniimig primerlerin listesi.

Gen Forward Reverse

mHmga2 TCGCGGGTGGGCTGAGT TCAGCCCAGGGACAACCT
mPcmtdl AAAGAAGCTCAGTACATCCGAAC | TTGTAAGCATTGTCTCGGTAGC
mUxsl CCAGAAATACCCGCCTGTAAAG CCAGAAATACCCGCCTGTAAAG
mGm15452 GATCCCGCTTACTCTTCTGC CCAAGTCTCCTCCACTCCTC
mTmem158 AACATCAGCGTGCAACGACA AGCCCCAGATGCTCGATGA
mGata3 CTCGGCCATTCGTACATGGAA GGATACCTCTGCACCGTAGC
mTmsh4x ATGTCTGACAAACCCGATATGGC | CCAGCTTGCTTCTCTTGTTCA

4.9.3 Dogrulanmis genlerin gRNAlarinin olusturulmasi ve sekans kontrolii

4.9.3.1 Dogrulanmis genlerin gRNA’lan (kilavuz RNAIlar)
Bu genler icin gRNA’lar knock-out igin ilk ekzonlara yakin dizayn edilmistir. Hedef genlerin oligo
dizaynlari icin ChopChop (https://chopchop.cbu.uib.no/) ve IDTDNA

(https://www.idtdna.com/pages) veritabanlarindan yararlaniimistir. Bu veritabanlari Gzerinden

ChopChop’ta hedef genler taratilarak GC (guanin-sitozin) ytzdeliklerinin %40-60 olmasina,
verimliliginin yizde 50’nin Uzerinde olmasina dikkat edilerek en dusuk kendini tamamlayici ve
hedef disi baglanmaya sahip gRNA'lar secilmistir. Ayni zamanda karsilastirmali olarak, secilen
gRNA’lar IDTDNA veritabanindan kontrol edilerek off-target oranlari %100’e yakin olanlar
secilmigtir. Oligolar Ust sekans olarak dizayn edilerek tamamlayici sekanslari, o sekansin ters
tamamlayan olarak ve her bir genden 3 ayri oligo olarak dizayn edilmigtir. Ayrica sgRNA’lar
dizayn edilirken ust sekansin basina, plasmide ekleyecegimiz ve Bsmbl kesim bdlgesine ait
olan 4 bazlik uzatma sekanslari SnapGene programindan kontrol edilerek eklenmistir. Bu
uzatma sekanslari oligolarin hedef bdlgeye baglanabilmesi igin kullaniimistir. Ayrica dizayn

edilen Ust sekansin basina polimeraz aktivitesinin verimliligini arttirmak icin “G” bazi
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eklenmistir. Ayni sekilde tamamlayici sekansin sonuna guanin bazi eslenigi olan “C” bazi

eklenerek tasarlanmistir. Secilen gRNA'lar Tablo 4’deki gibidir.

Tablo 4. Dogrulanmis genler icin hazirlanan gRNAIlar. Sekans sonuglarin gore (Sekil 66-69) en iyi
calisan gRNA CRISPR/Cas9 genom diizenleme deneyleri icin kullanildi (sekil 64).

Gen adi

Sequence 5°-3°

gRNA1-Tmem158-F

CACC G CCGGTGTCGTCCCAATACAC

gRNA1-Tmem158-R

AAAC GTGTATTGGGACGACACCGG C

gRNA2-Tmem158-F

CACC G ACCACTGCTCATCGAGCATC

gRNA2-Tmem158-R

AAAC GATGCTCGATGAGCAGTGGT C

gRNA3-Tmem158-F

CACC G CAAGACCTGCGCCTGTGCGT

gRNA3-Tmem158-R

AAAC ACGCACAGGCGCAGGTCTTG C

gRNA1-Hmga2-F

CACC G ATCCCTACAAACCTTCTCAA

gRNA1-Hmga2-R

AAAC TTGAGAAGGTTTGTAGGGAT C

gRNA2-Hmga2-F

CACC G CATTTCATGTTGGTCGTGTG

gRNA2-Hmga2-R

AAAC CACACGACCAACATGAAATGC

gRNA3-Hmga2-F

CACC G CAGCCGTCCACATCAGCCCA

gRNA3-Hmga2-R

AAAC TGGGCTGATGTGGACGGCTG C

gRNA1-Gm15452-F

CACC G TCGATGAGCACTACGAGTAC

gRNA1-Gm15452-R

AAAC GTACTCGTAGTGCTCATCGAC

gRNA2-Gm15452-F

CACC G CTTGGTGTCCAACAGAGTCT

gRNA2-Gm15452-R

AAAC AGACTCTGTTGGACACCAAG C

gRNA3-Gm15452-F

CACC G GTGTCCAACAGAGTCTAGGA

gRNA3-Gm15452-R

AAAC TCCTAGACTCTGTTGGACAC C

gRNA1-Gata3-F

CACC G CCTATAGGACGTACATTCTA

gRNA1-Gata3-R

AAAC TAGAATGTACGTCCTATAGG C

gRNA2-Gata3-F

CACC G TGGTTCGGAAGTGCCCCTAT

gRNA2-Gata3-R

AAAC ATAGGGGCACTTCCGAACCAC

gRNA3-Gata3-F

CACC G ATTGGAGGCGAACTTGTTGA

gRNA3-Gata3-R

AAAC TCAACAAGTTCGCCTCCAAT C

gRNA1-Tmsh4x-F

CACC G TAATACGACTCACTATAGCG CCCCTCCCGACAATCCGCAG

gRNA1-Tmsb4x-R

AAAC CTGCGGATTGTCGGGAGGGG CGCTATAGTGAGTCGTATTAC

gRNA2-Tmsh4x-F

CACC G TAATACGACTCACTATAGCG TTGCAGACGAATGTATGCAA

gRNA2-Tmsb4x-R

AAAC TTGCATACATTCGTCTGCAA CGCTATAGTGAGTCGTATTAC

gRNA3-Tmsh4x-F

CACC G TAATACGACTCACTATAGCGTGTATGCAAAGGCCGTCAAA

gRNA3-Tmsb4x-R

AAAC TTTGACGGCCTTTGCATACA CGCTATAGTGAGTCGTATTAC
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Sekil 67. Gm15452 igin gRNA sekans sonuglari
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Sekil 69. Gata3 icin gRNA sekans sonuglari

Epitel Epitel Stroma Stroma
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Sekil 70. Genlerin susturulmasi igin kullanilmasi planlanan gRNA’larin qPCR sonuglari. Epitel
hucrelerinde Hmga2 genini susturmak icin %50’den fazla susturma yapabilen iki no’lu gRNA , Gm15452
genini susturmak icin %50 kadar susturma yapabilen 2 no’lu gRNA’nin kullanildi. Stroma hucrelerinde

Gm15452 genini susturmak igin dizayn edilen higbir gRNA, sekans analizi uygun ¢ikmasinda karsin bu
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susturmayi saglayamadigi igin stromada tek gen olarak Tmem 158, disuk verimle ¢calismasina karsin,
kullanildi.

4.10 Deney gruplari ve gruplarda implantasyon parametrelerinin degerlendirilmesi

4.10.1 Deney gruplari

Deney gruplar sekil 64’deki gibi olusturuldu.

Yabanil blastokist Yabanil blastokist Yabanil blastokist
Yabanil epitel Mutant epitel Yabanil epitel
(Hmga2 veya Gm15452 k/o) Mutant stroma
Yabanil stroma Yabanil stroma (Gm15452 veya Tmem158 k/o)

Mutant blastokist

i (Gata3 veya Tmem58 k/o)
Yabanil epitel r
Yabanil stroma Yabanil epitel
Yabanil stroma

Yabanil blastokist

Sekil 71. Genom diizenlenen deney gruplari ve kontrol gruplari
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4.10.2 implantasyon parametrelerinin degerlendirilmesi

4.10.2.1 Gen ifade analizleri

Bolum 4’te belirtilen genler igin yapilan implantasyon parametreleri analizinde LIF, MMP9, PR,
(progesteron reseptori) Entactin, Timp3, Fibronektin, Lamininal, Esrl (6strojen reseptérl),
Mucl (mucin), Erbbl, Erbb2, Hoxal0, Wnt4 genlerinin ifadesi incelendi.E-kaderin primerleri
icin bu analiz kullanilan primerlerden c¢eligkili sonuclar alinmasi nedeniyle bu rapora
yansitiimadi. Bu genlerden adezyon igin entaktin, fibronektin, laminin; invazyon igin MMP9,
Timp3; fonksiyonlar icin PR, ESR, Muc1, Erbb1, Erbb2 ve gelisimsel olarak da Hoxa10 ve
Wnt4 incelendi.

Epitel hucrelerinde HmgaZ2'nin susturulmasi ile LIF, MMP9, PR, entaktin, Timp3, ESR1, MUC1,
ERBB1, ERBB2, Hoxal0 ve Wnt 4 genlerinin farkli zaman gruplarinda anlamli olarak degistigi
belirlendi (p<0.05). Buna gore LIF 24 ve 72. Saatlerde kontrole gére daha dislk bir ifade
gOsterirken, 72. saatte Hmga2 susturulmus gruplarda LIF ifadesi 24.saate gore azalmigti. MM9
24 ve 72. saatlerde kontrole gore daha dlslk bir ifade gosterdi. PR, Erbb2 ve entaktin
susturulmus grupta 24.saatte, entaktin ve ESR 72. saatte ylksek kontrole gére daha ylksek
bir ifade gosterdi. TIMP3 ve MUC1 72. saatte susturulmus gruba gdre disuk ifade gdsterirken,
TIMP3’te susturulmus gruplarda 24’ten 72’ye anlamli azalma géruldid. Gelisim genlerinden

Hoxa10 24. saatte azalirken Wnt 4 artmisti.
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Sekil 72. Epitel hiicrelerinde Hmga2’nin susturulmasi sonrasi implantasyonla ilgili diger genlerin

ifadesi. Birgok gen ifadesinde anlamli farkhliklar izlendi (yildiz, p<0.05’i gOsterir).
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Sekil 73. Epitel hiicrelerinde Gm15452’nin susturulmasi sonrasi implantasyonla ilgili diger
genlerin ifadesi (tek yildiz, p<0.05'i; ¢ift yildiz p<0.01’i gsterir).

Epitel hiicrelerinde Gm15452’nin susturulmasi sonrasinda LIF, MMP9, PR, entaktin, TIMP3,
fibronektin, laminin, ESR, MUC1, ERBB1, ERB2, Wnt 4 ifadelerinde anlamli degisikler izlendi
(p<0.05 veya p<0.01) . LIF ve MUC1 her iki saatte kontrole goére anlamli olarak azalirken
(p<0.05); susturulmus grubun 72. saatinde MMP9 kontrole (p<0.05) ve 24. saatteki
susturulmus gruba gore (p<0.01) azalmis olarak izlendi. Entaktin, laminin ve fibronektin gibi
yapisma molekullerinde susturulmus gruplarda genel olarak artis belirlendi. MMP9 azalirken
TIMP3'’in susturulmus gruplarda arttigi dikkat ¢ekti. ESR1’de ve PR’de susturulmus grupta 72.
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saat sonunda kontrole gbére anlamli azalma (sirasiyla p<0.01, p<0.05) izlendi. MUC1 ve
ERBB1de azalma ve Wnt4'te artma anlamliydi (Sekil 73).
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Sekil 74. Stroma hiicrelerinde Tmem158’in susturulmasi sonrasi implantasyonla ilgili diger
genlerin ifadesi (tek yildiz, p<0.05’; ¢ift yildiz p<0.01’i g6sterir).

Stroma hucrelerinde Tmem158’in susturulmasi ile PR, entaktin, Timp3, Fibronektin, ESR1,
MUC1, ERBB1, ERBB2, HOXal0, WNT4 ifadelerinin anlamh olarak etkilendigi belirlendi
(p<0.05 veya p<0.01). PR,ESR ve ERBB2’de kontrol grubuna goére artis gozlenirken, ESR1de

susturulmus gruplarda 72. saatte 24’e goére artis da izlendi. TIMP3 azalirken entaktin ve

75



4

TUBITAK

fibronektinin arttigr belirlendi. Hoxa10da 6nce azalma sonra artma gdzlenirken, Wnt4’Gn 72.

saatte kontrol grubunda ylksek oldugu belirlendi (Sekil 74).
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Sekil 75. Blastokistte Tmsb4x’in susturulmasi sonrasi implantasyonla ilgili diger genlerin ifadesi
(tek yildiz, p<0.05’; ¢ift yildiz p<0.01’i gdsterir).

Blastokistlerde Tmsb4x’in susturulmasi LIF, MMP9, PR, entaktin, Timp3, fibronektin, Esr1,
Muc1, Erbb1, Erbb2, Wnt4 ve Hox a10’u anlamli sekilde etkilemistir. Ozellikle gelisimsel genler
Wnt4 artarken, Hoxa10 azalmistir. MMP9, ESR ve PR’deki diisus dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 76. Blastokistte GATA3’lUin susturulmasi sonrasi implantasyonla ilgili diger genlerin
ifadesi(tek yildiz, p<0.05’i; ¢ift yildiz p<0.01’i gosterir).

Blastokistte GATA3’ln susturulmasi sonrasi LIF, MMP9, PR, entaktin, Timp3, Lamal, Mucl,
Erbb1, Erbb2,Hoxa10,Wnt4’lG anlamli sekilde etkilemistir. Tmsb4x’in susturulmasina benzer
sekilde Wnt4 artarken, Hoxa1Q'un azalmasi dikkat cekicidir. PR, LIF ve MMP9daki
dedisikliklerde p<0.01 olarak belirtilmigtir.

4.10.3 Western blotlama analizleri

LIF, entaktin, MMP9 igin Western blotlama yapilmis ancak elde edilen protein miktarinin azhgi
nedeniyle sonuglar tanimlayici olmamistir. Bununla birlikte MMP2 Hmga2 genin susturuldugu
epitel hicrelerinde 72. saatte hafif bir artis izlenmistir (Sekil 77.)
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24, saat
K K/O
aktin 42D - G- MMP9 92 kD
72, saat
K K/O
aktin 42kD = e - ~» . MMP9 92 kD

Sekil 77. MMP9’un Hmga2 genin susturuldugu epitel hiicrelerinde protein ifadesi

4.10.4 immiinfloresan boyama analizleri

Immunofluoresan boyamalardan qPCR sonuglarini destekleyenler ve  boyama sonuglari

anlamli olanlar Sekil 78'de gosterilmektedir.

A 24. saat 24. saat 3d 24.saat

kontrol

entactin laminin laminin

H 24. saat

bl Gata3 k/o

ep Hmga 2 k/o

{laminin

D

Sekil 78. immiinofloresan boyamalarin sonuglari. Kontrol gruplarinda entaktin ve laminin 24.saatte
belirgin olarak izlendi. Laminin Gata3 susturulmus grupta 24.saatte kontrole gore distk oldugu goézlend.
Kontrol grubunda entaktinin i¢ hire kitlesinde yaygin boyandigi (yildiz) izlendi. PR HMga2 geninin
susturuldupu epitel hicrelerimnde 72. Saatte 24.saate goére azalmis olarak izlendi. b: blastokist.
Goriintulemeler konfokal mikroskobu kullanilarak yapilmigtir. Olgii gizgileri: A,D=100 ym, B;C =25 um,
E,F=150 ym, G,H=250 ym.
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4.10.5 Canli/Olii hiicre analizleri

Blastokistte genlerin susturuldugu gruplarda hucrelerin canliigi kontrol edildi. 24. Saatte
gruplar arasinda belirgin fark yokken, 72. saatte Gata3’liin susturuldugu grupta daha belirgin
olmak Uzere genlerin susturuldugu grupta 6lU hicrelerde belirgin artis izlendi (Sekil 78) Bu

analiz belirtilen gruplar igin tek 6érnekte ancak her érnekten 5 alan sayilarak yapildi.

yabanil GATA3 kio TMSB4X kio

ma Kontrol 24sa

Em Blast Tmsbdx KO 24sa
2 Blast Gata3 KO 24sa
23 Kontrol 72sa

B Blast Tmsb4x KO 24sa
Hm Blast Gata3 KO 24sa

24. saat

72. saat

¢ oo

L& L& D 00 08 S
3 : 0\@?:@"0 5\\:“1\ ¢ 3‘ :éb" \é:::‘% o \@}5@ ¢
SO %

Sekil 79. Canli ve 6lii hiicre analizleri. 24 ve 72 saatlik 6rneklerde GATA3 ve TMSB4X susturulmus
gruplara gore yabanil grupta canli (yesil) hiicre sayisinin daha fazla oldugu, 610 (kirmizi) hiicrelerin daha
az oldugu gozlenmektedir. Bu durum GATA3 veya TMSB4X genlerinin hiicrelerde susturulmasinin
hicrede canhhg olumsuz yonde etkiledigini gdstermektedir. Hiicre sayimlarinda GATA3 geninin
susturulmus grupta hicre olimlerinin daha yiksek oldugu gorilmustir. Floresan atagmanl faz

kontrast mikroskobu. Olgii ¢izgileri=100 ym.
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5. TARTISMA

Tamor baskilayici p53 geni (p53), 17. kromozom Uzerinde yer alir ve bir hiicre icinde DNA
hasari meydana geldiginde, p53 proteini indiklenir ve hiicre déngusinin durmasina neden
olur. Bu, hlcrelere onarim sansi verir, ancak hasar ¢ok siddetliyse hlicreler apoptoz gecirir
(Berke vd., 2022). p53 vyollarindaki tek nukleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler), in vitro
fertilizasyon (IVF) geciren infertil kadinlarda endometrial reseptivite ve implantasyonda rol
oynadigi gosterilmistir. TP53'Un roll, embriyo implantasyonunda da 6ne g¢ikmaktadir. Bu
nedenle, p53'Un koruyucu bir rolintn, embriyo-maternal arayiizde hicrelerin genomik
stabilitesini korumakla ilgili olabilecegi 6ne siurtulmuigstir (Palomares vd., 2021). Cohen vd.,
2008’e gore p53, farkli hucrelerde MMP'lerin guglu bir transkripsiyon duzenleyicisidir, MMP'ler,
hicre disi matrisin (ECM) birka¢ proteinini pargalama yetenegine sahiptir ve énemli matris
iskele makromolekiillerini bozarak ECM'nin yeniden modellenmesine aktif olarak katilirlar.
Doku inhibitorleri (TIMP'ler) ile normal erken gebelik ve plasenta gelisimini stirdiirmek igin bir
denge olustururlar. (Nissi vd., 2013) Biz de calismamizda mutant epitel ve stroma hcreleri ile
kullanilan kdltirlerde p53 geninin diger implantasyon genlerine olan etkisi kapsaminda, p53
geninin nakavt edilmesiyle diger genlerin ifadesinde belirgin élguide azalma gérirken MMP9’un
etkisinde belirgin artis gézlemlendi. Literatur bilgisiyle karsilastirildiginda, p53’Un blastokistin
invazyonunda énemli bir roli olduguna dair bulgumuz tutarhidir. Progesteron ve &Ostrojen,
implantasyon penceresinin dizenlenmesinden sorumlu steroid hormonlardir. Progesteron,
alici bir endometriyumun olusmasina yol agan sinyal yolaklarinda degisikliklere neden olur.
Ostrojen reseptorleri (ER)a ve B ve progesteron reseptorleri (PR)-A ve -B, insan
endometriyumunun epitelinde ve stromasinda ifade edilir. implantasyon sirasinda ER ve PR
sinyali, sitokinlerin yani sira blyime faktorlerinin aracilik ettigi parakrin ve otokrin faktérler
araciligiyla gerceklestirilir (Klonos vd., 2020). Calismamiz kapsaminda p53 geninin
susturulmasiyla, implantasyon boélgesinde dstrojen ve progesterona yanitta dnemli rol oynayan
Ostrojen ve progesteron reseptori genlerinin ifadeleri analiz edilmistir. Gen ifadelerinde mutant

gruplarda, kontrol grubuna gore belirgin azalma gorilmektedir.

Blastokistlerde fibronektin, hiicre disi matriks proteinlerine baglanarak cesitli hicre tiplerinin
adezyonunda 6nemli bir rol oynar (Yoshihara vd., 2021). Ote yandan, entaktin olarak da bilinen
Nidogen, bir bazal membran glikoproteinidir (Bayramoglu vd., 2022). Bazal lamina elemani
olan ve endometriyumda &zellikle bez yapilarinin ¢evresini saran bir protein olan entaktinin
gen ifadesinin ¢alismamizin mutant epitel grubunda beklenildigi Gzere belirgin dl¢ide azaldigi
gOrilmustar fakat mutant stroma grubunda ise artis gorilmustir bu artisin tekrarli deneylerle

degerlendiriimesi gerekirken, bu gen g6z d6nune alindiginda kontrol ve mutant gruplari
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arasindaki farkin anlamli olmayabilecedi distintlmektedir. p53 fonksiyonunun kaybinin, hiicre
dongusu kontrol noktasi kontrollerini ve apoptozu etkiledigi iyi bilinmektedir. Ancak artik
p53'Un, hicre goégl ve istilasi gibi metastatik ilerlemenin diger dnemli asamalarini da
duzenledigi aciktir. Ayrica, son veriler, mutant p53'Un ifadesinin, p53 kaybinin esdegeri
olmadigdini ve mutant p53'lerin, kismen p63 islevine midahale ederek hiicre gogund, istilasini
ve metastazini yonlendirmek igin yeni iglevler kazanabilecegini gostermektedir (Muller vd.,
2011). Yukarida aciklandigi tzere, P53’Un nakavt oldugu durumlarda invazyonu artirdigi
onceki calismalarda goésterilmistir, calismamizda da entaktinin gen ifadesinin azalmasiyla
bazal membranin yikimi gergeklestigi dusunulebilir. Fibronektinin ise gen ifadesi mutant

gruplarda belirgin élglide azaldigi gdézlemlenmistir.

implantasyon igin kritik bir sitokin olan [6semi inhibe edici faktérii (LIF) kodlayan gen, bu etkinin
akis asagi aracisi olarak islev goren p53 tarafindan diizenlenen bir gen olarak tanimlandi. p53
islevinin kaybi, uterustaki LIF'in hem seviyesini hem de iglevini azalttigi belirtiimistir (Hu vd.,
2007). Biz de calismamiz kapsaminda literatlr bilgileriyle oOrtisecek bigimde, p53’ln
susturulmasiyla LIF geninde 6nemli bir miktarda azalma goézlemledik. Ote yandan, E-kaderin,
epitel hlcreleri arasindaki adezyondan sorumlu olan bir hicre ylzeyi glikoproteinidir. E-
kaderin, bazi insan trofoblast poptilasyonlarinda tanimlanmistir ve sitotrofoblastlar arasindaki
homofilik etkilesimlere aracilik ettijine inanilmaktadir. Farelerde, E-kaderinin peri-
implantasyon embriyosunda ve uterus epitel hiicrelerinde ve ayrica implantasyonun baglanma
asamasi sirasinda trofektoderm ve uterus epiteli arasindaki odak temaslarinda eksprese
edildigi belirtiimistir (Jha vd., 2006). Chang vd., 2011’e goére, p53'ln inhibisyonunun, DNMT1
ekspresyonunu ve miteakip SBOT hiicrelerinde E-kaderin promotdr metilasyonunu artirarak
E-kaderin ifadesini asadi yonde dizenledigini gosterir. Calismamiz sonucunda literatlr
bilgileriyle drtiisecek sekilde E-kaderin geni aktivitesinin p53’in susturulmasindan etkilendigi

gorulmektedir.

Son yillardaki yayinlarda, memeli implantasyonu ve karar vermede Wnt sinyal yolunun
oneminin ortaya koyulmustur. 2006 yilinda Cancer Research dergisinde yayinlanan bir
calismada, p53 nakavtinin, bir fare akciger kanseri modelinde Wnt yolu genlerinin ekspresyonu
Uzerindeki etkisini arastirilmigtir, bu calisma, p53 inaktivasyonunun, Wnt3, Wnt5a ve 3-katenin
dahil olmak tizere birka¢ Wnt yolu geninin yukari regtilasyonuna yol actigini bulunmustur (Xiao
Q., vd., 2022). Bu bilgiler 1s1ginda, bizim ¢galismamizda ise p53 geninin susturulmasi ile kontrol

ve mutant gruplari arasinda Wnt geni ifadesi acisindan fark olmadidi sonucuna variimistir.
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Hoxa10 geni, hayvanlarda vicut planinin gelismesinde énemli rol oynayan Hox gen ailesinin
bir Gyesidir, disi Greme sisteminin gelisiminde rol oynadidi bilinmektedir. HoxalO nakavt
farelerin uterustaki P53 geninin ekspresyonunu degistirdigini ve bunun da bu farelerde treme
bozukluklarina katkida bulunabilecegini bulunmustur (Zheng ve digerleri, 2018). Bizim analiz
sonuglarimiza goére ise p53 geninin susturulmasi ile, Hoxa10 geninin ifadesinde kontrol
grubuna gbére azalma goérulmustir. P53’Un nakavt edilmesiyle HOXA10 geninin ifadesinin

degdismesine dair bulgumuz literatlr bilgileriyle 6rtismektedir.

LIF (I6semi inhibitdr faktoru), erken embriyonik gelisim ve implantasyonda ¢ok dnemli bir rol
oynayan bir sitokindir. Calismalar, LIF nakavtinin farelerde dogurganligin azalmasina ve
implantasyon basarisizligina yol agmadidini géstermistir. Yayinlanan bir arastirma, farelerde
LIF nakavt ve MMP-9 ekspresyonu arasindaki iliskiyi arastirdi. Calisma, LIF nakavtinin
endometriyumda azalmamis MMP-9 ifadesi ile sonuglandigini fakat sonucun LIF nakavt
farelerde g6zlemlenen implantasyon basarisizligina sebep olmadigini tespit etti (Pizarro vd,
2008). Arastirmacilar, LIF'in JAK/STAT3 sinyal yolagi yoluyla MMP-9 ekspresyonunu
duzenleyebilecedini 6nermektedir. Calismada, LIF'in insan endometriyal stromal hiicrelerinde
MMP-9 salinimi tGzerindeki etkisini incelemistir (Poehlmann vd, 2005). Calisma, LIF'in MMP-9
ekspresyonunu doza bagl bir sekilde yukari ydonde dizenledigini bulmustur, bu da LIF'in erken
gebelik sirasinda MMP-9 ekspresyonunun dizenlenmesinde rol oynayabilecegini
dusundirmektedir. Bizim qPCR calismalari sonucunda elde ettigimiz bulgularimiza gore ise,
LIF geninin susturuldugu gruplarda beklenilen gsekilde LIF ekspresyonun azaldigi
gozlemlenirken bu azalma ayni orda ER ve PR’de gérulmedi fakat 2012 yilinda Molekduler ve
Hucresel Endokrinoloji dergisinde yayinlanan bir arastirma (Robertshaw vd., 2016), LIF'in
farelerde Ostrojen reseptori (ER) gen ekspresyonunu dizenlemedeki rolini arastirdi.
Gahsma, LIF nakavtinin hamile farelerin uteruslarinda azalmis ER ekspresyonu ile
sonucglandigini ve bunun uterusta azalmis &strojen yaniti ile iligkili oldugunu bulmustur.
Aragtirmacilar, LIF'in JAK/STAT3 sinyal yolu araciligiyla ER ifadesini duzenleyebilecegini
onermektedir. Ote yandan, galismamizda LIF’in susturuldugu gruplarda MMP9 ifadesinde az
da olsa bir artma goézlemlenmistir fakat bu artisin kisith deney grubunda anlamlilk
gOstermedigi gorulmastir. Yukarida anlatildigi tGzere, LIF geninin susturulmasi sonucunda
MMP9, ER ve PR genlerinin ifadesinin ne sekilde etkilendiginde dair farkli degerlendirmeler
bulunmaktadir fakat genel olarak, literatur bilgileri ve bizim bulgularimiz, LIF'in MMP-9, ER ve
PR ekspresyonunu dizenlemede énemli bir rol oynayabilecegini ve basarili implantasyon ve

gebelige katkida bulunabilecegini disundurmektedir.
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Hmga2 geni, kromatinle iligkili proteinlerin ylksek hareketlilik grubu (HMG) ailesine ait olup,
Hmga2 adh bir proteini kodlar. Farelerdeki Hmga2 geni, 16. Kromozom Uzerinde, 16A3
konumunda bulunur. Gen, yaklasik 8,8 kilobazlik bir bélgeyi kapsar ve insan Hmga2 geninin
yapisina benzeyen bes ekzon igerir. Calismalar, Hmga2'nin embriyonik gelisim sirasinda kok
hicre pluripotensi, hiicre kaderi tayini ve proliferasyon dahil olmak Uzere c¢esitli biyolojik
sureglerde kritik bir rol oynadigini gdstermistir. Ek olarak, Hmga2, timér olusumu,
proliferasyon ve metastaz dahil olmak Uzere kanser gelisiminin ve ilerlemesinin cesitli
yonlerinde de rol oynamistir. Hmgaz2, trofoblast proliferasyonu ve istilasinda énemli roller oynar
ve plasentasyon ve fetal gelisim igin kritik oldugu duisunilmektedir (Matsubara vd., 2021).
Ayrica baska bir ¢calismaya gore, plasenta dokusunda HMGA2 haberci RNA ekspresyonu
erken gebelikte belirgin sekilde ylkselir (Burchardt vd., 2020). Bu nedenle, Hmga2'nin erken

gebelikte plasenta ve embriyo gelisiminde édnemli roller oynadidi distnilmektedir.

Entaktin, fibronektin ve laminin esansiyel birer bazal membran proteini olup hiicre-ekstraselller
matriks etkilesimi igin dnemlidir (Yivd., 1998). Onceden yapilmis kaynak taramalarinda Hmga2
geni ile bazal membran elemanlari arasinda yapiimis bir calismaya rastlanmamistir. Bu
calismada ise Hmga2 geninin susturulmasi implantasyon baslangicinda ve devaminda

entaktin salinimini artirdigi tespit edilmistir.

Literatirde daha ©6nce ERBB1 ve ERBB2 genlerinin Hmga2 geni ile korelasyonuna
bakilmamistir. Ancak galisma sonucunda hem 24 saat hem de 72 saat gruplarinda anlami
degisimler oldugu saptanmigtir. Bu da bu genlerin Hmga2 geni ile iliskisine yonelik ileri

calismalarin yapilmasi gerekliligini belirtmektedir.

24 saatte fare epitelinde hmga2 geninin devre digi birakilmasindan sonra ESR1 gen
seviyelerinde baslangigta dnemli bir degdisiklik olmamasi, ardindan hafif bir disls ve ardindan
72 saatte dnemli bir artig birka¢c nedene bagl olabilir. Bir olasilik, ESR1'in hmga2 tarafindan
dizenlenmesinin karmagik olmasi ve hmga2 kaybini telafi eden ve gecikmis bir yanitla
sonucglanan bircok baska faktori veya yolu icermesidir. Baska bir olasilik, ESR1 gen
ekspresyonunun hmga2'nin knock-out'ina verdigi yanitin hiicre tipi veya dokuya 6zgu olmasi
ve mikrocevre veya sinyal faktorlerinden etkilenebilmesidir. Ek olarak, nakavt deneyinin
zamanlamasi da ESR1 gen ifadesinde gézlenen degisiklikleri etkilemis olabilir. Fare epitelinde
hmga2 ve ESR1 gen ekspresyonu arasindaki iligkinin altinda yatan kesin mekanizmalari

aydinlatmak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulabilir.
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Sun ve digerlerinin (2013) yaptidi bir galismaya gére, Hmga2 gen ifadesinin azalmasi Tet1 gen
ifadesinin artmasina sebep oldugu ve bu artisin HOX gen ailesi Uyeleri Gizerinde artirici etkiye
sahip oldugunu ispatlamiglardir. Bu ¢alismanin sonugclari epitel grubunda Hmga2 nakavtindan
oturd 24 saat sonraki grupta anlamli bir artmig olmasi ile uyumlu bir sonu¢ vermektedir. 72 saat
grubunda HOXa10 gen ifade seviyelerinin azalmasi, ancak yine de kontrol grubundan ylksek
ifadeye sahip olmasi Hmga-HOX sinyal yolaginin telafi edici bir mekanizmaya sahip
olabilecegdini dusundurmektedir. Literatirde bu durumu agiklayici bir calisma olmadigi igin,
Hmga2 ve HOXa10 gen ifadesi arasindaki kesin iligkiyi belirlemek igin daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ duyulmaktadir.

LIF (Lésemi inhibe edici faktor) geninin implantasyon surecine dahil oldugu bilinmektedir ve
farelerde basarili implantasyon igin kritik dneme sahiptir (Salleh vd., 2014). Calismamiz
sonucunda hem 24 saat grubunda hem de72 saat grubunda anlamli bir disus olmasi literatur
calismalarini destekler niteliktedir. Ayrica 24 saat ve 72 saat gruplari da kendi i¢lerinde anlamli
bir diisiis gbstermislerdir. Bu da Hmga2 nakavtinin, zamana bagli olarak da LIF gen ifadelerini

dusurdigune dair bir anlam ifade etmektedir.

Matriks metallopeptidaz 9 geninin Hmga2 geni tarafindan aktive edildigi bilinmektedir
(Matsubara vd., 2021). Hmga2 nakavt gruplarinda hem 24 saat hem de 72 saat gruplarinda

anlaml sekilde dustugu saptanmistir.

Alam ve digerlerinin (2015) kiglk hicreli olmayan-akciger-kanseri hicrelerinde yaptigi bir
calismaya gore, Muc1 genin LIN28B—LET-7 yolagi Gzerinden Hmga2 gen ifadesini arttirdigi
saptanmistir. Hem 24 saat hem de 72 saat gruplarinda Muc1 geninin anlamli sekilde azalmasi
calismanin sonucunu destekler niteliktedir.

Timp3 geni bir implantasyon belirtecidir (Shi vd., 2017). Calismada Hmga2 geninin nakavt
edildigi durumda Timp3 gen ifadesinin azaldigi gérilmustir. Ozellikle 72 saat grubunda anlamli
bir digslus saptanmistir. Bu durumda tekrarli gebelik kaybi yasayan hastalarda Hmga2

genindeki bir mutasyon da sebep oluyor olabilir.

Zong ve digerlari tarafindan (2012) yapilan bir calismada Hmga2 ifadesinin artmasindan
kaynakli H3K9/K14 asetilasyonunda aracili olarak stromada Wnt ligandlarinin ifadesinin
artmasina katkida bulundugu saptanmistir. 24 saat grubundaki anlamli disus, ¢alismanin
sonucu ile ortismekle birlikte, 72 saat grubunda anlamli bir degisim gézlenmemistir ve Wnt

gen ifadelelerinin artisinda telafi edici baska sinyal yolaklari olabilecegini diisiindirmektedir.
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Gm15452 geni ya da “6ngorilen gen 15452”, farede 1. kromozom Uzerinde bulunan bir
psddogendir (Ncbi Gene ID: 100039474). Yapilan RNA dizileme sonucunda bu genin yiksek
seviyede ifade edildigi gozlemlenmis olup, protein kodlayan bir gen olabilecedi dngoriImugtar.
Literatirde halihazirda bu gene yonelik bir caligma bulunmamaktadir. Ancak bu genin nakavti
sonucu 11 gende anlamli degisimler saptanmistir. Bu da Gm15452 geninin psddogen

olmasindan ziyade, protein kodlayan bir gen olduguna dair distincelerimizi glclendirmektedir.

Tmem158 geni, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve apoptoz dahil olmak Uzere cesitli
hlcresel sireclerde yer alan, zayif karakterize edilmis bir gendir. Tmem158'in farelerdeki
spesifik rolt hakkinda sinirh bilgi olsa da, son zamanlarda yapilan bir ¢galisma, onun Wnt sinyal

yolu ve wnt4 geni ile olan potansiyel baglantisina biraz i1sik tutmustur.

Yayinlanan bir ¢alismada arastirmacilar, bir tmem158 genide asadi yonde ekspresyon
olusturmak icin bir RNA interferans sistemi kullandilar. Calisma, tmem158 asagi yénde
ekspresyon gorulen over kanseri hicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe etti ve
induklenmis G1 fazi hiicre dongusu durmasini sagladi. Tmem158 nakavt farelerin, Wnt4 dahil
olmak tzere Wnt sinyal yolunda yer alan birka¢ genin degistiriimis ekspresyonunu sergiledigini
de buldu. Spesifik olarak, arastirmacilar tmem158 nakavt farelerin kanserli over hicrelerinde
wnt4 ifadesinde bir artis gézlemlediler, bu da tmem158'in wnt4 ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini disundirmektedir (Cheng vd., 2015). Bizim sonuglarimizda, Tmem158
nakavt, kontrole gére 24 saat sonrasinda anlaml sekilde azalmig, 72 saat sonrasi kontrole
gore artmistir. 24 saat ve 72 saati kiyasladigimizda bu genin nakavtinin Wnt4 ifadesini anlamli
olarak arttirdigi gorilmustir. Bu da Wnt4 geninin kanser yolaklar ile iligkisini ortaya
koymaktadir. Calismamizda Tmem158 susturuldugunda Wnt4 ekspresyonu kontrol grubuna
gOre 24 saatte azalirken, 72 saatte bir artis gorulmastir. Farkli zaman noktalarinda fare
stromasinda tmem158 gen nakavtini takiben Wnt4 geninin diferansiyel ekspresyonu, geri
besleme mekanizmalari ve telafi edici mekanizmalar dahil olmak Uzere bir dizi faktore bagl
olabilir (Clevers vd., 2012; Angers ve Moon, 2009).

Tmem158 ve Wnt4 iliskisine bakildiginda bununla ilgili mekanizmalari aydinlatan bir ¢caligma
yapilmamistir. Calismamizda Tmem158 nakavt edilmis hiicrelerde Wnt4 ekspresyon iligkisine
baktigimizda, 24 saat sonra bir disls oldugunu bulduk ve ilk distsin olasi bir agiklamasi,
Wnt4 sinyal yolunu bastirmaya veya inhibe etmeye hizmet eden geri besleme

mekanizmalarinin aktivasyonu olabilir. Wnt sinyal yolunun, Wnt inhibitérlerinin ifadesi, Wnt
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sinyalinin negatif duzenleyicileri ve Wnt sinyalinin asagi akis hedeflerini iceren geri besleme
donguleri dahil olmak Uzere bir dizi geri besleme mekanizmasi tarafindan dizenlendigi iyi
bilinmektedir. Tmem158'in kaybinin, bu geri besleme mekanizmalarindan birini veya daha
fazlasini bozarak, Wnt4 gen ifadesinde baslangictaki bir azalmaya yol agmasi mumkun olabilir
(Clevers vd., 2012). Bununla birlikte, tmem158 nakavtindan 72 saat sonra, Wnt4 gen
ekspresyonunda gdézlemlenen artis, tmem158 kaybina yanit olarak aktive edilen telafi edici
mekanizmalardan kaynaklaniyor olabilir. Genel olarak, farkli zaman noktalarinda fare
stromasinda tmem158 gen nakavtini takiben Wnt4 ifadesinde gézlenen farkliliklardan sorumliu
altta yatan mekanizmalari tam olarak aydinlatmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac
duyulacaktir (Takeda vd., 2021; Min vd., 1998).

TIMP3, Metalloproteinaz 3'iin Doku inhibitérii anlamina gelir. Hiicre disi matrisin (ECM)
yeniden sekillenmesini ve doku homeostazini dizenlemede kritik bir rol oynayan bir proteindir.
TIMP3, matris metalloproteinazlar (MMP'ler) adi verilen enzimlerin aktivitesini engelleyen
metaloproteinazlarin doku inhibitérleri (TIMP'ler) adi verilen bir protein ailesine ait olarak
bilinirler TIMP'ler ayrica metaloproteinazlardan bagimsiz biyolojik aktivitelere sahiptir; bunlar
hicre buyumesi ve farklilagsmasi, hicre gogl, antianjiyogenez, anti- ve pro-apoptoz
sureglerinde yer alirlar. Bu aileden olan TIMP3, MMP-2, MMP-9 ve MMP-14 dahil olmak tzere
bircok MMP'nin aktivitesini inhibe eder ve ECM sentezi ile bozunmasi arasindaki dengenin
korunmasinda énemli bir rol oynar. TIMP3 ekspresyonunun dizensizligi, yasa bagli makula
dejenerasyonu, Alzheimer hastaligi ve kanser dahil olmak Uzere c¢esitli hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Brew vd., 2010). TIMP3'ten yoksun farelerde iltihapli karacigerler gelistigini ve bu
iltihabin nedeninin TNF-a aktivitesinde bir artis oldugunu bulmuslardir (Su vd., 2019; Black, 2004).
Birkag ¢calisma, TIMP3 ifadesinin, Wnt sinyali dahil olmak Gzere ¢esitli sinyal yollari tarafindan
dizenlendigi belirtiimistir TIMP3'Un B-katenin iceren hicre ici sinyal yollarini etkiledigini
go6sterdmis, TIMP3, secici gen ekspresyonunu ve hicre davranisini etkilemek igin hlcre tipine
0zgu bir sekilde hareket ettigini belirtmiglerdir. Ayrica TIMP3 kaybi, hedef genlerini MMP ve
ADAM proteolitik aktivitesi yoluyla etkilemistir. Bu yolun periseluler proteolitik duzenlemesinin
Onemini gOstererek [B-katenin dizenlemesini kanonik Wnt sinyalinin 6tesine geniglettigi
gOsterigmistir (Hojilla vd., 2007).

Farelerde Tmem158 gen nakavt ve TIMP3 ekspresyonu arasindaki iligkiyi 6zel olarak arastiran
yayinlanmis calisma yoktur. Bununla birlikte, tmem158'in, Wnt sinyalini veya diger sinyal
yollarini module ederek dolayli olarak TIMP3 ifadesinin duzenlenmesine dahil olmasi
mumkuindur (Zhao vd, 2020). Bizim sonuclarimiza gére Tmem158 nakavti, 24 saat ve 72 saat

sonraki fare stroma hicreleri kiyaslandiginda, anlamli bir sekilde artis gézlenmistir. Bu durum
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Tmem158 geninin TIMP3 Uzerinde implantasyon mekanizmasinda azaltan bir etki

yaratmadigini gostermektedir. Ancak dolayh yoldan farkli mekanizmalarla etkilesimi olabilir.

Tmem158 geninin nakavti ve PR (progesteron reseptérl) ekspresyonu/fonksiyonu arasindaki
iliskiyi 6zel olarak arastiran yayinlanmis calisma yoktur. Bununla birlikte, progesteron
reseptoriiniin Ureme fizyolojisi ve kanser biyolojisinde énemli roller oynadidi bilinmektedir ve
Tmem158'in sinyal yollarinin module edilmesinde yer aldidi 6ne surtlmustir. Bu nedenle,
Tmem158'in, sinyal yollari veya diger hicresel surecler Uzerindeki etkisiyle progesteron
reseptord islevini dolayli olarak etkilemesi mumkindur. Progesteron reseptoru, ligand
baglanmasina yanit olarak gen ekspresyonunu dizenleyen steroid hormon reseptorlerini
iceren nukleer reseptdr stper ailesinin bir Uyesidir. Disi Ureme sisteminde, progesteron
reseptori gebeligin sirdurilmesi icin gereklidir ve adet déngtsinin dizenlenmesinde kritik bir
rol oynar. Anormal progesteron reseptor sinyali, meme kanseri de dahil olmak Uzere gesitli
kanserlerin gelisimi ve ilerlemesinde de rol oynamistir (Osborne, 1998). Tmem158'in, cesitli
baglamlarda progesteron reseptoru sinyallesmesi ile etkilesime girdigi gosterilen Wnt sinyal
yolu dahil olmak Uzere sinyal yollarinin modiile edilmesinde rol oynadigi 6éne suralmustar (
Knutson vd., 2012; Tong vd., 2022; Sulaiman vd., 2016) Bizim ¢alisma gruplarimiz da
Tmem158 gen nakavtinin, PR lzerinde azaltici bir etki yapmadigini géstermektedir. Ancak 24
saat ve 72 saat gruplarini kendi aralarinda kiyasladigimizda PR geni ifadesinin azaldigi
g6zlenmektedir. Bu durum implantasyon mekanizmasinda olumsuz bir etki olabilecegini
gOstermektedir. Tmem158'i progesteron reseptéri iglevine baglayan dogrudan bir kanit
bulunmamakla birlikte, Tmem158'in Wnt veya diger sinyal yollarini modiile ederek progesteron
reseptori sinyalini dolayh olarak etkilemesi mimkindir. Bu olasihgr arastirmak ve bu genler
arasindaki fonksiyonel iligkileri daha iyi anlamak icin daha fazla calismaya ihtiyac

duyulmaktadir.

MUCZ1 (Musin 1), solunum, mide-bagirsak ve dreme yollarinin astari dahil olmak Gzere gesitli
epitel hucrelerinin ylzeyinde eksprese edilen bir glikoproteindir. Ayrica bir¢ok kanser
hicresinde asiri eksprese edilir. MUC1, ylksek oranda glikosile edilmis tandem tekrarlari, bir
transmembran alani ve kisa bir sitoplazmik kuyruk iceren buyik bir hiicre digi alandan olusur.
MUC1'in hiicre disi alani, hlcre yapismasi, yaglanmasi ve epitel ylzeyinin korunmasinda rol
alirken, sitoplazmik kuyruk, sinyal iletimi ve hlcre ¢odalmasinin dlizenlenmesinde yer alir.
Kanser hiicrelerinde, MUC1 siklikla asiri eksprese edilir ve anormal sekilde glikosile edilir, bu
da hiicre ylzeyinde ekspresyonunun artmasina ve fonksiyonun degismesine yol agar. MUC1'in

kanser hucrelerinde degisen islevi, tumoér ilerlemesi, metastaz ve kemoterapiye direng ile
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iliskilendirilmistir (Nath ve Mukherjee, 2014). Farelerde veya diger tlrlerde Tmem158 gen
nakavt ve MUC1 ekspresyonu veya fonksiyonu arasindaki iliskiyi arastiran yayinlanmis higbir
calisma yoktur. Tmem158'i MUC1 ekspresyonu veya fonksiyonuna baglayan dogrudan bir
kanit bulunmamakla birlikte, Tmem158'in Wnt veya diger sinyal yollarini modile ederek
MUC1'i dolayl olarak etkilemesi mumkuindur. Bu olasiligi arastirmak ve bu genler arasindaki
fonksiyonel iligkileri daha iyi anlamak igin daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulacaktir. Bu
calismalarin 6zellikle Tmem158 ve MUC1 arasindaki iligkiyi arastirmadigini, bunun yerine Wnt
sinyali ile MUC1 ifadesi ve islevi arasindaki potansiyel etkilesimler icin baglam sagladigini not
etmek Onemlidir. Tmem158in MUCL' in vivo olarak etkileyip etkilemedigini ve nasil
etkileyebilecedini belirlemek igin daha ileri c¢alismalara ihtiya¢ duyulacaktir. Bizim
sonucglarimizda Tmem158 geni nakavtinin c¢alisma gruplarimizdaki etkisi anlaml
bulunmamakla birlikte, 24 saat gruplari arasinda kontrole kiyasla bir azalma goérilmustur.
Calisma gruplari arasinda kiyasladigimizda 24 saat ve 72 saat arasinda azalma gorulirken,
72 saat hicre gruplari kontrole kiyasla anlamli olarak azalmistir. Bu durum, Tmem158
susturulmasinin 24 saat sonrasinda MUC1 ekspresyonunu azaltici yonde etkilemesinin

implantasyon agisindan sonuglarinin olumsuz olabilecegidir.

Tmem158 ve MMP9 arasindaki spesifik iliski hakkinda sinirli sayida arastirma vardir, ancak.
Fu ve ark. (2020), pancreatic cancer hiicrelerinde MMP9 ekspresyonunun Tmem158 ile iliskili
oldugu, bu sebeple Tmem158'in, farkli dokularda ve baglamlarda MMP9 ekspresyonunu ve
aktivitesini duzenlemede rol oynayabilecegdini dusunulmektedir (Fu vd.,2020). Bununla birlikte,
bu potansiyel iliskinin altinda yatan mekanizmalari tam olarak aydinlatmak i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ olmakla birlikte, sonuclarimizda MMP9 etkisinin, Tmem158 gen nakavti

acisindan énemli bulunmadigi géralmustar.

Lésemi inhibitor faktoru (LIF), embriyonik gelisim, inflamasyon ve kanser dahil olmak uzere
cesitli fizyolojik ve patolojik slreclerde dnemli roller oynayan pleiotropik bir sitokindir. LIF
ifadesinin veya sinyalinin dizensizligi, ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. Tmem158 ve LIF
arasindaki spesifik iliski hakkinda da arastirmalar oldukc¢a sinirhdir ancak Li ve arkadaslari
(2022), fare glioma hicrelerinde Tmem158 gen ifadesinin azaltiimasinin, Janus kinaz/sinyal
donustlrtcisinin ve transkripsiyon aktivatorinin (JAK/STAT) sinyal yolunun p-STAT3 aracili
aktivasyonunun azalmasina sebep oldugu bulunmustur. Tmem158'in, LIF reseptdrinin (LIFR)
hicre ylzeyi Uzerindeki stabilitesini ve lokalizasyonunu modile ederek LIF sinyalini
duzenlemede rol oynayabilecedini O6ne surllmektedir. Ayrica, Tmem158'in hipoksi ile

induklenebilir faktér (HIF) yolunun aktivitesini module ederek LIF ifadesini dizenleyebilecedi
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One slrdlmistir (Qiang vd. 2022; Hirai vd., 2011; Li vd. 2022 ). Bu galismalar, Tmem158'in,
farkl dokularda ve baglamlarda LIF sinyallemesini ve ekspresyonunu dizenlemede rol
oynayabilecegini disindiurmektedir. Bizim sonuglarimizda, Tmem158 nakavtinin LIF Gzerinde
anlamli bir etkisi bulunmamakla birlikte, gruplar arasinda Tmem158 geni nakavt edildiginde LIF

ifade duzeylerinde bir degisiklik olmadigi gézlenmigtir.

Hoxal0, embriyonik gelisim ve doku farklilasmasinda énemli rol oynayan Hox gen ailesinin bir
Uyesidir. Hoxa10 ekspresyonunun dizensizligi, endometriyoz ve kanser dahil olmak Uzere
cesitli hastaliklarda rol oynamigtir. Tmem158 ve Hoxa10 arasindaki spesifik iliski hakkinda
sinirl arastirma mevcuttur. Bizim sonuc¢larimizda, Tmem158 gen nakavtinin HOXa10 ifade
duzeyinde anlaml degisiklikler yarattigi ve her iki 24 saat ve 72 saatlik calisma gruplarinda
kontrole kiyasla artis gorildigi bulunmustur. Ayni zamanda 24 saat ve 72 saat nakavt gruplari
HOXa10 geni ifadesi agisindan kiyaslandiginda 72 saatlik grupta azalma oldugu gérilmustir.
Bu durum, Tmem158 gen nakavtinin daha ge¢ dénemde bu gen yolaginda etki ettigi ve dolayl
mekanizmalar yoluyla etki edebilecegini dustndirmektedir. Bununla birlikte implantasyon

bozulmasina neden olabilecegdi sdylenebilir.

Fibronektin, hiicre adezyonu, migrasyonu ve doku organizasyonunda kritik bir rol oynayan bir
glikoproteindir. Tmem158 ve fibronektin arasindaki spesifik iliski hakkinda literatire dayall
arastirmaya rastlanmamigtir. Tmem158'in ¢esitli organlarda fibronektin ekspresyonunu ve
doku rejenerasyonunu dizenlemede rol oynayabilecedini distindirmektedir. Bizim
sonuglarimizla bu caligmalarla kiyaslandiginda, 24 saatlik gruplar ve 72 saatlik gruplar
kontrollere gore kiyaslandiginda artis gorilmekle birlikte, 24 saat ve 72 saat gruplari arasinda
anlaml sekilde azalma goridlmustir. Bu durum Tmem158 gen nakavtinin Fibronektini 24
saatlik dbnemden sonra etkiledigi gérulmektedir.

ESR1 geni tarafindan kodlanan dstrojen reseptoru alfa (ERa), farelerde ve insanlarda Greme
ve Ureme digi islevlerin ana dizenleyicisidir. Tmem158 ve ESR1 arasindaki iligski hakkinda
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bizim sonuglarimizda, 24 saatlik gruplar ve 72 saatlik
gruplar kontrollere gore kiyaslandiginda artis gorulmekle birlikte, 24 saat ve 72 saat gruplari
arasinda anlaml sekilde artis gortilmustur. Bu durum Tmem158 gen nakavtinin ESR1 genini

24 saatlik donemden sonra da etkiledigi goriimektedir.
ERBBL1 olarak da bilinen epidermal biyime faktort reseptdrti (EGFR), hicre proliferasyonu,

farklilasmasi ve hayatta kalmasinda ¢ok énemli bir rol oynayan bir transmembran reseptor

tirozin kinazdir. Genel olarak, Tmem158'in farelerde EGFR sinyallemesini ve lreme
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fonksiyonunu diizenlemede rol oynayabilecegini distindirmektedir. Tmem158 ve EGFR iliskisi
arastirlmamis olup bizim sonuglarimizda, 24 saatlik gruplar ve 72 saatlik gruplar kontrollere
gore kiyaslandiginda azalma goériimekle birlikte, 24 saat ve 72 saat gruplari arasinda anlamli
bir degisiklik gorulmustir. Bu durum Tmem158 gen nakavtinin ESR1 geninin implantasyon

icin dnemli oldugu gorulmektedir.

HER2 olarak da bilinen ERBB2, EGFR reseptor tirozin kinaz ailesinin baska bir Uyesidir.
Normal hiicrelerde, hiicre ylzeyinde az sayida HER2 molekull bulunur, dolayisiyla az sayida
heterodimer olusur ve blyime sinyalleri nispeten zayif ve kontrol edilebilirdir. HER2 asiri
eksprese edildiginde, ¢oklu HER2 heterodimerleri olusur ve hiicre sinyali daha giglidir. Bu
durum buylme faktdrlerine ve malign biylimeye kargi artan yanit ile sonuglanir. HER2, yeni
meme kanseri tedavileri icin oldukca spesifik ve umut verici bir hedeftir (Rubin ve Yarden,
2001). HER2'nin insan timor hicrelerinde asiri ekspresyonu, artan anjiyogenez ve vaskiler
endotelyal bliylime faktérinin (VEGF) ekspresyonu ile iligkilidir (Kumar ve Yarmand-Bagheri,
2001). Bizim sonuglarimizda, 24 saatlik gruplar ve 72 saatlik gruplar kontrollere goére
kiyaslandiginda artig gorulmekle birlikte, 24 saat ve 72 saat gruplari arasinda anlaml bir artig

gOraimustar.

Nidogen olarak da bilinen entaktin, bazal membranlarin énemli bir bileseni olan bir
glikoproteindir. Hicre yapismasi, gogu ve farklilasmasi dahil olmak lzere cesitli hiicresel
islemlerde yer alir (Chung ve Durkin, 1990). Farelerde Tmem158 geni ile entaktin arasindaki
iliskiye dair literatlr bilgisine rastlanmamistir. Tong ve digerleri tarafindan yapilan bir calisma
(2022), Tmeml158'in meme kanseri hlicre gocglni ve istilasini dizenlemedeki rollini
arastirmistir (Tong vd., 2022). Tmem158'in entaktin proteinlerinin hiicre digi matriste
salgilanmasini ve birikmesini dizenleyebilecegini ve bunun da hicre gdclnu ve istilasini
module edebilecedi diusunulebilir. Tmem158'in, hiicre digI matriste entaktin seviyelerinin ve
birikiminin dizenlenmesinde bir rol oynayabilecegini ve bunun da timér mikrogevresi ve meme
kanseri hicre gocu ve istilasi dahil olmak Uzere cesitli hicresel sirecler icin etkileri
olabilecegini dustndirmektedir. Bizim sonuclarimizda, Tmem158 gen nakavtinin 24 saatlik
gruplar ve 72 saatlik gruplar kontrollere gore kiyaslandiginda entaktin ifadesinde anlamli bir

artis gorulirken, 24 saat ve 72 saat gruplari arasinda da anlamli bir artis saptanmigtir.
43 amino asitlik kisa bir peptit olan Tmsb4x, hiicresel motilite, anjiyogenez, iltihaplanma, hiicre

sagkalimi ve yara iyilesmesi dahil olmak Uzere ¢ok gesitli biyolojik aktivitelerde yer alir. Daha

once yapilan fare modeli calismalarinda metastatik yaygin tip mide kanseri hicrelerinin, WNT

90



v

TUBITAK

aracili epitelyal-mezenkimal gecise yol actigi, neredeyse tamamen E-cadherin ekspresyonu
kaybina sebep oldugu gosterilmistir (Park vd., 2018). Tmsb4x'in ayrica multipl miyelomda
timor baskilayici etkileri oldugu gdsterilmistir, bu da kanser turine bagh olarak farkl roller
oynadidi anlamina gelir (Caers vd, 2010). Ayrica Wnt3a'nin tedavisi yoluyla Wnt sinyal yolu
aktivasyonu organoid yapilarinda hicrelerde Tmsb4x mRNA ekspresyonunun artirildigi
gozlemlendi (An vd. 2021). Yaptidimiz calismada da Tmsb4x susturulmasi 72.saatte
implantasyon alaninda bir invazyon ve gelisim geni olan Wnt4 salinimini artirmistir. Bu sebeple
Tmsb4x ile Wnt yolagi arasinda anlamli bir iliski oldugu ve ileride yapilacak galismalarla bu

konudaki literatur bilgisinin genisletilebilecedi digunulmektedir.

Erken fare gelisimi sirasinda, bir transkripsiyon faktort olan GATA3'Un mRNA ifadesi 4 hicreli
asamada induklenir ve implantasyon 6ncesi embriyonik gelisim sirasinda surekli olarak
bulunur. Onceden yapilan calismalarda Gata3'lin trofoblast olusum ve gelisiminde énemili rol
oynadigi tespit edilmistir. Blastokist asamasinda, Gata3 mRNA'’si, trofoektoderm (TE) soyu
icinde secici olarak yukari regule edilir ve GATAS3 proteini, yalnizca TE'de bol miktarda bulunur,
ancak ICM'de bulunmaz (Home vd, 2010). Gata3 geninin implantasyondaki rolini
arastirdigimiz bu ¢alismada da Wnt4, Hoxa10 ve Mmp9 gibi invazyon ve gelisim genleri ile

yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu arastirma in vitro kiltir ortaminda implantasyon modellerinin uygulanmasi igin ¢ok bilgi
saglayici olmasinin yani sira implantasyonda O6nemli olabilecek yeni genlerin veya
implantasyon ile ilgisi daha 6nce kurulmamis genlerin agiga gikmasini saglamistir. Ornegin;
p53 geninin 6strojen ve progesterone reseptdri genlerinin  ifadesinde dnemli  rol
oynayabilecedi,

Hmga2 geni ile implantasyon sirasinda bazal zar mutiadezif glikoproteinlerinden entaktinin
implantasyon sirasinda diizenlenmesinde goérev aliyor olabilecedi,

Erbb1 ve 2'nin Hmgaz2 ile iligkili olabilecedi

Bu zamana kadar psddogen olarak tanimlanan Gm15452 geninin protein kodlayan bir gen

oldugu ve bu genin implasntasyonda gorev aldigi,

Tmsb4x geninin Wnt4 ile iligkisinin implantasyon sirasinda embriyonun invazyonu ve geligimi
icin 6nemli oldugu, vb. Pek ¢ok yeni ve 6zgin gen-implantasyon iligkisinin ortaya kondugu bir

arastirma olmustur.

Elde edilen blyUk veri setleri artan ve azalan, ancak daha énce implantasyon adi gegmeyen
pek cok geni gindeme getirmistir. Artan baska genlere bu proje sonlanmis olsa dahi
calismamiza kendi imkanlarimizla devam ederek implasntasyon biyolojisini daha iyi
anlamamizi saglayacak genom dizenlemelerini yapmaya devam etmeyi planliyoruz.
Ekibimizin ¢ok tecrubeli oldugu konulardan biri olan CRISPR/dCas9 ile gen aktivasyonu
yapilabilecek pek ¢ok azalmis gen de dizi analizi ile ortaya konmustur ve bu genler Gzerinde
de ayrica g¢aligmayi, hatta virus benzeri pargaciklarla (VLP) genom/epigenome duzenlemesi
yaparak, bu hucrelerin in vivo kullanimi konusunda c¢alismayal hedeflemekte, bdylece
tekrarlayan implantasyon basarisizligi, tekrarlayan habitlel abortus gibi durumlarda

implantasyonu arttirici hiicre tedavileri konusunda ilerlemek istiyoruz.
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