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OZET

ESKEN, G. Griscelli Sendromu Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre Gelistirilmesi,
Karakterizasyonu ve in vitro Hematopoetik Farklilasmasi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Program Doktora Tezi, Ankara, 2018.
Griscelli Tip 2 Sendromu (GS-2) nadir, otosomal resesif, kalitsal immiin yetmezligi
sendromudur. GS-2 hastalarinda RAB27A gen mutasyonu; T ve Dogal Oldiiriicii
hiicrelerin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir. Uyarilmis Pluripotent Kok
Hiicreler (uPKH); somatik veya kok hiicrelerin Oct-4, Sox-2, Klf-4, c-Myc (OSKM)
transkripsiyon faktorleri ile yeniden programlamasi sonucunda gelistirilmektedir.
uPKH’ler, pluripotent genleri ifade eden, sonsuz ¢ogalabilme ve {i¢ germ yapragina
farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir. GS-2 patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasi ve yeni tedavi yontemlerini test edilmesi igin in vitro bir GS-2 modeline
ihtiyact vardir. Bu amagla, bu tez kapsaminda, 3 GS-2 hastasindan uPKH klonlari
olusturulmustur ve detayli karakterizasyonlar1 yapilmistir. GS-2 uPKH’lerin
gelistirmesi i¢in mRNA, Sendai ve lentiviral gen aktarim yontemleri kullanilmigtir.
Lentiviral gen aktarim yontemi ile gelistirilen uPKH’lerin; immiinofloresan boyamalar
ile SSEA1, SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81 ve OCT4 protein ifadeleri; SOX2, NANOG
ve OCT4 gen ifadeleri, in vitro hematopoetik farklilagma ve in vivo teratom
deneylerinde ii¢ germ yapraklarina ait hiicrelere farklilasma kapasitesi gosterilmistir.
Ayrica, tim GS-2 uPKH’lerin karyotipleri normal (46, XX veya 46, XY) ve ilerleyen
pasajlarda baslangi¢c dondr hiicrelerin bilinen RAB27A gen mutasyonunu tasidiklari
gozlemlenmistir. Sonug olarak, 3 GS-2 hastadan uPKH gelistirilmistir ve gelecekti
yeni ilaglarin testinde, hastaligin patofizyolojisi veya rejeneratif tip arastirmalarinda

kullanilabilecektir.

Anahtar kelimeler: Tip 2 Griscelli Sendromu, Kemik iligi, Mezenkimal K&k Hiicre,
Hematopoetik Kok Hiicre, Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre, T,

B ve Dogal Oldiiriicii hiicreler.

(*) Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu TUBITAK
214S071 no’lu 1001 projesi tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

ESKEN, G. Development, Characterization and in vitro Hematopoietic
Differentiation of Griscelli Syndrome induced Pluripotent Stem Cells. Hacettepe
University Institute of Health Sciences Stem Cell Doctor of Philosophy Thesis,
Ankara, 2018. Griscelli type 2 Syndrome (GS-2) is a rare, autosomal recessive
immune deficiency syndrome. The RAB27A gene mutation in GS-2 patients results in
the loss of function of T and NK cells. Induced pluripotent stem cells (iPSC) express
pluripotency genes, have the capacity for infinite expansion and can differentiate into
cells from all three germ layers. They can be induced using integrative and non-
integrative systems by the use of the Oct-4, Sox-2, KIf-4, c-Myc (OSKM) transcription
factors. To better understand GS-2 disease and to test novel treatment options, there is
a need for an in vitro GS-2 model. For this reason, in this thesis, iPSC clones were
made from 3 GS-2 patients and thoroughly characterized. GS-2 iPSCs were stained for
SSEAL, SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81 and Oct4 via immunofluorescent staining’s.
They also expressed SOX2, NANOG and OCT4, as confirmed by RT-PCR. They were
differentiated in vitro into hematopoietic lineage and in vivo in a teratoma assay into
cells from all three germ layers. In addition, all GS-2 iPSCs displayed a normal
karyotype (46, XX or 46, XY) and were shown to express the RAB27A gene mutation
that was present in the original somatic donor cells. In conclusion, using lentiviral
transfer of OSKM, we were able to create bona fide iPSCs from 3 GS-2 patients and
characterized the cells. These cells can be used in future studies for the development

of novel treatment options and to study the pathophysiology of GS-2 disease.

Key words: Griscelli Syndrome type 2, Bone Marrow, Mesenchymal Stem Cell,
Hematopoietic Stem Cell, induced Pluripotent Stem Cell, T, B and
Natural Killer Cells.

(*) This study was supported by grants from the Scientific and Technological Research
Council of Turkish Government TUBITAK no: 214S071.
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1. GIRIS

Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler (uPKH); 2006 yilinda Takahashi ve
Yamanaka tarafindan tanimlanmistir. uPKH teknolojisi ile ilk olarak farelerde ve bir
yil sonrasinda insan fibroblast hiicrelerinde Embriyonik Kok Hiicre (EKH)’lere ait
koklilik (“stemness”) genlerin lentiviral yontemi ile transferi yapilip, yeniden
programlanmalar1 (“reprogramming”) ve pluripotent 6zellik kazanmalar1 saglanmistir
(1, 2). Boylelikle EKH’lerdeki gibi, pluripotent genleri ifade eden, sonsuz (veya ¢ok
uzun siire) ¢ogalabilme ve ii¢c germ yapragina ait hiicrelere farklilagabilme kapasitesi
kazanmislardir (3, 4). Oct-4, Sox-2, KIf-4, c-Myc (Yamanaka faktorleri) ve Lin-28
gibi  transkripsiyon faktorlerinin  hiicrelere gen aktarim yontemleri ile
gerceklesebilmektedir (5). Olusan uPKH’ler; asil kokenli dokunun farklilagsma
potansiyelleriyle iliskili bir epigenetik hafizaya sahiptir (6). Molekiiler diizeyde;
hiicrelerin yeniden programlanmasi sirasinda pluripotensi ozelliginden sorumlu
genlerin promoter bolgeleri demetilasyona ugramaktadir (7). Hiicrenin yeniden
programlanmasi siirecinde meydana gelen molekiiler degisimler (DNA metilasyonu
ve histon modifikasyonu) embriyonal gelisim siirecindeki olaylara benzemektedir (8).
Somatik hiicrelerin yeniden programlanma kapasiteleri bulunmasi ile farkli doku ve
hiicreler ile uPKH gelistirme denemelerine yol agmistir. Bunlara 6rnek olarak;
embriyonik ve eriskin dermal fibroblastlar, karaciger ve mide epitel hiicreleri,
pankreas hiicreleri, mononiikleer hiicreler, olgun B ve T lenfositler, erigkin
hematopoetik ve noral kok hiicreler verilebilmektedir (9-13). Ancak her hiicre kaynagi
yeniden programlamayi tetikleyecek kendine 6zgl hiicrenin epigenetigi ile iligkili
faktorlere ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle, kok ve projenitor hiicrelerin olgunlagmis
hiicrelere gore daha kolay yeniden programlanabildigi ve daha genis farklilagma
potansiyeline sahip olan uPKH eldesi i¢in kullanilabildigi beklenmektedir. insan
MKH'lerinden pluripotent kok hiicre eldesine dayanan bagarili sonuclar genis
yelpazede literatiir mevcuttur (14). uPKH gelistirilmesinde integratif/non-integratif
(episomal) ve viral/non-viral aktarim metotlart kullanilabilmektedir. Her aktarim
metodunun kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlart bulunmaktardir (15). uPKH
eldesinde lentiviral vektor kullanimi ile pluripotent genlerin genoma entegrasyonu
saglanmaktadir ve kalici olarak konak (host) hiicrelerde goriilen ifadeye neden

olmaktadir. Yeniden programlamada kullanilan Yamanaka transkripsyon faktorlerinin



kalic1 ifadeleri doz ve entegrasyon yerine bagli olarak konak hiicrelere belirgin toksik
etki yaratmadan, yeniden programlanma etkinligi artmaktadir (16). Lentiviral
yontemlerin yani sira da, integrasyon saglamayan Sendai viral (SeV) vektorler ve
mRNA gibi giincel aktarim sistemlerinin de uPKH eldesinde basarili oldugu bir¢ok
calismada gosterilmistir. Bu tez kapsaminda yukaridaki nedenlerden dolay1, baslangic
hiicre olarak insan kemik iligi kaynakli hiicreler se¢ilmistir ve uPKH gelistirilmesi i¢in
altin standart olan lentiviral (LV) vektor yontemi kullanilmistir. Yamanaka'nin Nobel
odiili kazandiran bulusu, farkli hasta gruplarimin hiicrelerinden gelistirilecek
uPKH’ler sayesinde, hastali§a 6zgiin, kisiye 6zel aragtirmalarin yapilabilmesi ve yeni
tedavi stratejileri gelistirilmesi i¢in umut olmustur (17). Hastalardan elde edilecek
hiicrelerle olusturulan uPKH'ler, hastalik modellerinin olusturulmasinda, gen ve hiicre
tedavileri gelistirilmesinde, ila¢ arastirmalarinda kullanilmaktadir ve ileride tedaviye
yonelik klinik uygulamalara gegilmesi hedeflenmektedir. Bu gelisme, ozellikle,
kalitsal hastaliklarda, g¢ocuktan alinan materyal miktarinin smirli oldugundan
uPKH’ler bu durumlar i¢in bir arastirma olanag: saglayabilecektir.

Griscelli Sendromu Tip 2; (GS-2) nadir, kalitsal, otosomal resessif bir
hastaliktir. Hastalarda karakteristik fenotip olarak saclarda ve deride pigmenter
diliisyon nedeniyle kismen albinizm (glimiis renkte sag¢, kas ve kirpikler),
splenohepatomegali, pansitopeni, immiin yetmezlik ve norolojik disfonksiyon
gbzlemlenmektedir (18). Griscelli Sendromunda (GS) farkli mutasyonlar bulunmakta
ve buna bagli olarak olusan farkli fenotiplerden dolayi, bu hastalik 3 gruba ayrilmistir.
Griscelli Sendromu Tip 1 (GS-1) hastalarinda, Miyosin-Va proteini kodlayan MY O5a
geninde bulunan mutasyonlardan dolayi, daha ¢ok ndorolojik belirtileri ve pigment
anomalileri ortaya ¢ikarken (19), Griscelli Sendromu Tip 3 (GS-3) hastalarinda ise
melanofilinin geninde ki (MLPH) mutasyonlar, o&zellikle cilt ve saglarda
hipopigmantasyona neden olmaktadir (20). Tip 2 Griscelli Sendromu (GS-2)’nde
RAB27A geninde mutasyonlar bulunmaktadir (18). Bu mutasyonlar vezikiiler fiizyon
ve hiicre trafiginde onemli bir rol oynayan, kiigiik bir GTPaz’in fonksiyonunun
bozulmasmma neden olmaktadir. Rab27a proteini melanositlerde bulunan
melanozomlarin periferinde tutulmasi ve sitotoksik T-hiicreler (CTL) ve Dogal
Oldiiriici  (NK) hiicrelerin sitozolunda bulunan graniillerin ekzositozundan

sorumludurlar. Ayrica Rab27a, T-hiicre/hedef etkilesiminden ve T-hiicre reseptorii



sinyal aktivasyonundan sonra, sitozolik graniillerin hiicre membranina baglanmasinda
onemli rol oynamaktadir (21-23). GS-2 nadir bir hastaliktir ve yeni doganlarda tani
siklig1 <1/1000.000°dir. Ancak, Tiirkiye’de rolatit (gorece) yliksek akraba evliligi
oranlarindan dolayi, GS-2’li hastalarina daha sik rastlanmaktadir (24). Aile oykiisii,
kardeslerde erken 6liim hikayeleri ve fizik muayenede acik renkli cilt ve glimiis renkli
saclar1 gibi belirgin hipopigmentasyon bulgulart nedeniyle, GS-2 tanis1 genelde 4-7
aylikken konmaktadir (25). Ayrica, ¢ogu GS-2 hastalarinda, 6-12 ay arasi
“hizlandirilmis faz” ‘da Hemofagositik LenfoHistiyositoz (HLH) gelisebilmektedir
(21). RAB27A geni noronal hiicrelerde ifade edilmedigi i¢in GS-2 hastalarindaki ortaya
¢ikan norolojik bulgular genellikle HLH un gelisimine baglanmaktadir (18). GS-2’de
edinsel bagisiklikta karsilagilan bozukluklar degiskendir. Laboratuvar testlerinde NK
hiicre sitotoksisitesinin azaldig1 ve bozuk ve gec hipersensitiviteye neden olmaktadir
(23). Ancak, cogu vakalarda graniilosit ve lenfosit sayilar1 ve fonksiyonlari normalken,
immiinoglobulin seviyeleri azalmis veya artmis olabilmektedir. GS-2’nin tek tedavisi
Hematopoetik Kok Hiicre (HKH) naklidir (24, 26-28). GS-2 hastalarina HLA uyumlu
dondr bulunamadiginda, RAB27A mutasyonuna karsi gen tedavisi gibi giincel
caligmalar yapilmaktadir ve klinik kullanimlari i¢in uygunlugu arastirilmaktadir (29).

GS-2 uPKH gelistirilmesi: ilk uPKH tanimlanmasindan bugiine dek farkli
hastalardan elde edilen hiicre tiplerinden uPKH hatlar1 gelistirilmistir. Genetik
modifikasyon ile mutasyonlarin diizeltilen uPKH’ler, tedaviye yonelik arastirmalarda
ve hayvan hastalik modellerinde kullanilmaktadir. Nadir kalitsal hastaliklardan elde
edilen uPKH’lerin sadece o nadir hastalik ile ilgili arastirmalarda degil, toplumda daha
yaygin olarak goriilen patofizyolojik olarak benzer diger hastaliklar icin de arastirma
materyali saglayacagi bilinmektedir. Diinyada farkli merkezler, basta cocukluk ¢agi
kalitsal hastaliklar1 olmak iizere cesitli hastaliklar icin uPKH hatlar1 gelistirmeye ve
uluslararast uPKH bankalarina dahil edilmistir. Ancak cok sayida hastalikta heniiz
uPKH hatlar1 gelistirilmemistir ve mevcut hatlarinda bir kisminin  detayh
karakterizasyon ve fonksiyonel analizleri heniiz yapilmamistir. Son yillarda
calismalar, kalitsal hastaliklardan gelistirilen uPKH’lerde gen defektinin
diizeltilmesine yonelik tedavi amaglhi stratejilerin  gelistirilmesi  iizerinde
yogunlasmaktadir. GS-2 hastalarindan bir uPKH hatt1 heniiz gelistirilmemistir. Bu tez

kapsaminda, Griscelli tip 2 Sendromunun modellenmesi, patofizyolojisinin daha iyi



anlasilmasi ve tedaviye yonelik aragtirmalar yapilmasi amaciyla, GS-2 uPKH hatlari
gelistirilmesi, karakterizasyonu ve lenfohematopetik farklilasmasi hedeflenmistir.

Tez calismasinin ana hedefleri, 1) GS-2 hastalarinda izole edilen kemik iligi
hiicrelerden uPKH gelistirilmesi ve detayli in vitro ve in vivo karakterizasyonu; 2) elde
edilen GS-2 uPKH’lerden hematopoetik farklilagma sistemleri kullanilarak, in vitro
hematopoetik ~ farklilasmalarmin  optimizasyonu ve RAG27 farelere GS-2
uPKH’lerden olusturulmus hematopoetik kok hiicrelerin nakli i¢in hiicre kiltiirii
optimizasyonunun olusturulmasi hedeflenmistir.

Yukaridaki hedeflerin dogrultusunda, bu tez kapsaminda;

1) GS-2 ve saglikli dondrlerden elde edilen kemik iligi 6rneklerinden MKH
izolasyonu, farklilasmas1 ve detayl1 karakterizasyonlar1 yapilmast;

2) GS-2 ve saglikli MKH’lerin mRNA, SeV ve LV vektor yontemler ile MKH
veya MNH’lerin yeniden programlanmasi ile uPKH gelistirilmesi;

3) Lentiviral yontemler ile gelistirilen uPKH’lerin detayli in vitro ve in vivo
karakterizasyonlar1 yapilmasi;

4) Gelistirilen uPKH’lerden hematopoetik kok farklilasmalari ve optimizasyon
calismalar1 yapilmasz;

5) uPKH’lerden farklilastirilan HKH’lerin RAG2" farelere nakli, engrafman

takibi ve nakil kosullarinin optimizasyonlar1 yapilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreler (Ki-MKH)
2.1.1. KI-MKH’lerin karakterizasyonu

Kemik iligi MKH’leri 1960 yilinda Alexander Friedenstein tarafindan
tanimlanmistir. Friedenstein Gine domuzunun kemik iligini serumlu besi yeri
igerisinde kiiltiir ettiginde plastige aderan (yapisan), non-fagositik, fibroblastlar gibi ig
morfolojisi olan koloniler gézlemlenmistir Kolonileri olusturan her klonojenik hiicre
Colony Forming Unit — Fibroblast (CFU-F) veya osteojenik hiicre olarak
adlandirilmigtir. CFU-F hiicreler HKH’lerin kemik iligine yerlesmesi (homing’i) ve
hematopoez i¢in uyumlu bir mikrogevre olusturdugu gosterilmistir (30). 1980 ve 1990
yillarinda yapilan ¢aligmalarda Friedenstein tarafindan tanimlanan CFU-F hiicrelerin
multipotent ve adipojenik/osteojenik/kondrojenik farklilasma kapasiteleri oldugu
gosterilmistir (31). 1999 yilinda Pittenger tarafindan insan kemik iliginde adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik klonlarin var oldugu ve bu hiicrelerin yiizeysel analizlerinde
endotelyal ve hematopoetik hiicrelere spesifik markerlar gézlemlenmistir (32). Arnold
Caplan 1991 yilinda ilk olarak mezenkimal kok hiicre (MKH) terimini kullanmistir
(33). Bugiine kadar yapilan calismalarda MKH’lerin birgok tiiriin kemik iliginde
bulundugu, in vitro ortamda c¢ogalabildigi ve hiicre tedavilerinde kullanildigt
bilinmektedir. MKH’ler adipojenik, osteojenik, kondrojenik, kas, sinir hiicrelerine
farklilagsma kapasiteleri olan multipotent ve kendini yenileyebilen kok hiicrelerdir (34-
36) (Sekil 2.1.).

Uluslarast hiicre tedavileri topluluguna (ISCT) gore, insan MKH’lerin en
onemli 6zelliklerden biri yiizeysel belirteg profilidir. CD73, CD90, CD105 igin pozitif
ve CD14, CD34, CD45 ve HLA-DR i¢in negatif olan hiicreler MKH olarak
belirlenmistir. Ancak farkli dokulardan (kemik iligi, adipoz doku, amniyotik membran
ve sivisi, plasenta, periferik kan, dis dokusu, endometriyum, deri vs) izole edilen
MKH’lerin izole edilen dokuya 0zgii yiizeysel belirtegler de ifade edebilecegi
gosterilmistir. Kemik iliginden izole edilen MKH’lerin CD73, CD90, CD105 ve
STRO-1 i¢in pozitif ve CD14, CD34, CD45 ve HLA-DR i¢in negatif oldugu kabul
gormiistiir (32, 37). Farkli dokulardan elde edilen MKH’lerde dokuya spesifik olarak
CD29, CD44, CD140b ve CD146 igin pozitif oldugu gosterilmistir. Hematopoetik



belirteg olan CD34’in MKH’lerde negatif olmasi tartisilmaktadir ve in situ MKH’lerin
CD34+ ifadeleri tespit edilip, in vitro hiicre kiiltiirinden sonra MKH’ler CD34 antijeni
ifade etmemektedirler (38). Ek olarak, SSEA-4, CD146 ve STRO-1 antijenleri,
MKH’lerin kokliiliigiinii gésteren belirtecler olarak kabul edilmistir(39).
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Sekil 2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma kapasitesi.

2.1.2. Ki-MKH’lerin hematopoez destegi ve immiinmodulatuvar rolii

Kemik iligi (KI) mikrogevresi; stromal hiicreler, sempatik siniis hiicreler,
makrofajlar, endotel hiicreler, MKH’ler, adiposit ve osteositlerden olusmaktadir (40).
Ki-MKH’ler hematopoetik sistemin homeostazi ve fizyolojisinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. MKH’ler Ki’nde stromal hiicrelerin olusumu, HKH nisinde rolii ve
hematopoezi destekleyici bircok molekiil salgilamasi ile hematopoezi destekledigi
gosterilmistir. MKH’ler hematopoetik niste HKH’lerin kendini yenilemesinde
(idame), uyku halinde kalmasini (sessizlik), yerlesmesinde (homing) ve hematopoetik
progenitor hiicrelerin (HPH) idamesi ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Hematopoetik niste farkli MKH subpopiilasyonlar1 gosterilmistir. Vaskiiler niste

MKH’ler HKH’lerin mobilizasyonu, “homing” ve engrafmani i¢in sitokin, adezyon ve



ekstraseliiler matriks molekiilleri salgiladigi gosterilmistir. Perivaskiiler nis’te
MKH’lerin morfolojisine benzer CXCL12 ifade eden CAR hiicreleri ve Nestin® hiicre
popiilasyonu bulunmaktadir. Endosteal niste MKH’ler, HKH’lerin idamesi, canlilig1
ve uyku halinde kalmasi, HKH’lerin havuzunun sag kalimi saglamaktadir (Tablo
2.1.) (41).

In vitro ortamda MKH’ler; GM-CSF, G-CSF, IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11,
IL-12, IL-14, IL-15 ve TPO, HKH ve HPH’lerin kendini yenilemesi, proliferasyonu
ve lenfohematopoetik farklilagsma destegi igin salgiladiklar1 gosterilmistir (42). Ayni
sekilde, HKH ve MKH’ler birlikte nakil edildiginde, in vivo ortamda MKH’lerin
HKH’lerin engrafmani destekledigi gosterilmistir (43).

Multipotent ve hematopoezi destekleyici 0Ozelligi disinda MKH’lerin
immiinmodiilatuvar etkileri {izerine bir¢ok ¢alisma vardir (44-47). Pre-klinik ve klinik
caligmalar MKH’lerin anti-inflamatuvar ve immiin privilege (bagisiklik sistemi
uyarilmamasi veya goriinmemesi) etkisi oldugu gosterilmistir (48).  Kronik
enflamasyon ve otoimmiin hastaliklarda, MKH’lerin doku/organ tamirinde immiin
baskilayict etki bilinmektedir (49). MKH’ler dogrudan T ve B hiicre cevabim
diizenlemektedir. MKH’ler T hiicre proliferasyonunu, sitokin salgis1 ve sitotoksisiteyi
baskilar ve Th1/Th2 dengesini diizenlemektedir (50). MKH’ler regiilator T hiicrelerin
(Treg) fonksiyonunu diizenler (51), B hiicre canliligim1 artirir, proliferasyonunu
baskilar ve hiicre siklusunu durdurmaktadir. Ayrica MKH’ler B hiicrelerin antikor
salmimi ve ko-stimulasyon molekiillerin {iretimini etkilemektedir (52). MKH’ler
dentritik hiicrelerin erigkin hale gelmesi, aktivasyonu ve antijen sunumu
baskilamaktadir (53). MKH’ler NK hiicrelerin IL-2 aktivasyonunu baskilamaktadir
(54). Ayrica MKH’ler NK hiicrelerin sitotoksik etkisini baskiladigi gézlemlenmistir
(57).

Embryonik kok hiicre (EKH) ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerden (uPKH)
farklilasgtirilan MKH’lerde lenfosit ve NK hiicrelerin proliferasyonu baskilayarak
immiinmodulatuvar etkisi gosterilmistir (55, 56). EKH’lerden edilen MKH’lerin

CD4+ ve CD8+ hiicrelerin proliferasyonunu baskiladig1 saptanmaistir.



Tablo 2.1. Ki-MKH’ler tarafinda salgilanan ve/veya reseptor ifadesi olan
molekiillerin HKH’ler {izerinde etkisi (41).

SITOKIN

HKH UZERINDE ETKIiSI

CXCL12 (SDF-1)/CXCR4

Canlilik, idame, uyku hali, HKH ve HPH
ekspansyonu

TPO/MPL

HKH uyku halinde idamesi, kaderin belirlenmesi,
farklilagmasi ve trombosit ve platelet salgisi

SCF/c-kit (CD117)

HKH idame ve ekspansyonu, HPH proliferasyonu
ve miyeloit ve eritroit yonde farklilagmas1

Canlilik, HKH idamesi ve kendini yenilemesi,

FL/flt3 HPH proliferasyonu ve miyeloit ve eritroit yone
farklilagmasi
IL-6/IL-6R HKH kaderinin belirlenmesi, HPH miyeloit ve

megakaryositlere erismesi

GM-CSF/GM-CSFR

HKH pleitropik etkisi, HPH miyeloit farklilagmaya
kaderinin belirlenmesi

G-CSF/G-CSFR

HPH farklilagmasi proliferasyonu, graniilositlerin
terminal farklilagmasi ve olusumu

M-CSF/M-CSFR

HPH proliferasyonu, farklilasmasi, canliligi ve
makrofajlara terminal farklilagsma

ADEZYON MOLEKULLERI

HKH UZERINDE ETKIiSI

N-Kaderin/p-katenin

HKH kokliliik ve nis ile etkilesim

VCAM-1 (CD106)/integrinler o4, B1, p2

HKH’nin stromal adezyonu

ICAM-1 (CD54)/integrinler p1, p2

HKH yerlesmesinde

ALCAM (CD166)/ALCAM, CD6

HKH idamesinde

LFA-3 (CD58)/integrinler aLp2

HKH’nin stromal adezyonu

MCAM (CD146)/VEGF

HKH ve HPH idamesi

EKSTRASELULER MATRIKS .. . . .
MOLEKULLERI HKH UZERINDE ETKIiSI
Kolajen I/integrinler p1, 2, CD44 HKH idamesi

Fibronektin/integrinler g1, f2,CD44

HKH proliferasyonu artirir veya baskilar

Laminin/integrinler a6, p1, 2

HKH stromal adezyonu

Osteopontin/integrinler f1, CD44

HKH idamesi ve kemik iligine yerlesmesi

DiGER MOLEKULLER

HKH UZERINDE ETKIiSI

Jagged-1/Notch1,2

HKH kendini yenilemesi




MKH’lerin immiinmodulatuvar mekanizmasi immiin hiicreler ile dogrudan
etkilesim ve ¢oOziinebilir faktorler ile temastan olusmaktadir. MKH’ler farkli sitokin,
bliylime faktorii ve adezyon molekiilleri salgilayarak inflamatuvar veya hasarl
dokudaki immiin hiicreleri ile parakrin olarak etkilesime gegebilmektedir (58, 59).
Inflamatuvar mikrogevre ve doku hasarinda interferon gama IFN-y, TNF-a ve IL-1pB
gibi molekiiller salgilanir ve MKH’lerin reseptdrlerini aktive ederek IDO, PGE2,
TGFB, IL-6, IL8 gibi molekiillerin salgilanmast ile immiin sistemin hiicreleri iizerinde
immiin baskilayici ve immiinmodulatuvar etki gostermektedir. MKH’ler salgiladiklar
faktorler ile T ve B hiicrelerin proliferasyonunu engeller, sitotoksiteyi ve antikor
saliimi baskilayarak Treg hiicreleri indiiklemekte, NK hiicrelerinin fonksiyonlarini
azaltmakta ve Dentritik hiicrelerin matiirasyonunu ve aktivasyonunu baskilamaktadir

(60) (Sekil 2.2.).

[ \ NK
. Bhicre | Hiicre
. /

Akti
Proliferasyon l ivasyon l

Sitotoksisite l

Antikor Uretimi l

MKH

" = PGE2, ipo @ Matiirasyon l
J— . 3

ya R ¢l ‘DO.' 2oaes Dendritik Aktivasyon l

{ \ ?G e,auC‘e hiicre

(N, . ) e Antijen sunumu |
\_ Thiicre /

Pruliferasynnl

4’// .
.:' . \ Induksnj.uv:m ve
\  Treg / Tregregiilasyonu

Sitokin salgisi 1
Sitotoksisite l

Sekil 2.2. MKH’lerin immiinomodulatuvar etkileri (61).

MKH’lerin PGE2 (Prostaglandin E2), IDO (Indoleamine 2, 3-dioxygenase),
TGFpB (Transforming Growth Factor Beta), NO (Nitic Oxid), ICOSL salgilamas1
ve/veya dogrudan Hiicre-Hiicre etkilesimi ile T, B, NK, Treg veya dendritik hiicrelerin
aktivasyonu, proliferasyonu, sitokin salgis1 gibi fonksiyonlarinin iizerinde etkisi

vardir. Asag1 yonlii oklar azalmay1 gostermektedir.
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2.2. Embriyonik kok hiicreler (EKH)
2.2.1. EKH’lerin karakterizasyonu

Embryonik Kok Hiicreler (EKH) sonsuz replikatif potansiyeli olan pluripotent
hiicrelerdir. EKH’ler {i¢ germ yapraginin (mezoderm, endoderm ve ektoderm)
hiicrelerine farklilasma kapasiteleri vardir. Ik iic EKH hatt;, 1981 yilinda Evans,
Kauffman ve Martin tarafindan farelerde fertilizasyon sonrasi olusan iki katmanl
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden izole edilmistir. Bu hiicreler besleyici tabaka iizerinde
kiiltiir edilip, EKH’lerin ¢ok uzun zamandir devam eden proliferatif potansiyeli ve
pluripotent olduklar1 gosterilmistir (62). Sonraki ¢alismalarda bu hiicrelerden genetigi
modifiye edilmis fare iretilmistir. Thomson 1995 yilinda ilk olarak rhesus
maymunlarda (63) ve 1998 yilinda ise ilk insan EKH’lerini izole etmistir. Insan
EKH’leri embriyonun pre-implantasyon Oncesi olusan blastosist’in  (oosit
fertilizasyonunun 5.giinlinde) i¢ hiicre kitlesinden izole edilmistir (64). Farkli
laboratuvarda izole edilen EKH’lerin kiiltiir ortaminda uygun besi yeri ve irradiye
edilmis besleyici hiicre tabakasi veya matriks {izerinde koloniler halinde biiylime
gostermektedir. Insan EKH’lerin fare EKH’lerine gore diiz, kompakt koloniler
olusturmakta ve daha yavas biiylimektedirler. Fare EKH popiilasyonunun ikiye
katlanma siiresi 12 saat iken, insan EKH’lerinki 36 saattir (65). EKH’lerin in vitro
kiiltiir esnasinda sonsuz proliferatif etkisi ve pluripotentligi de test edilmistir. H1, H7,
HO gibi farkli EKH hatlarinin karakterizasyonunda hiicrelerin proliferasyon esnasinda
karyotiplerini koruduklari, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-1-81 gibi yiizeysel
pluripotent markerlar1 i¢in pozitif, SSEA-1 negatif olduklar1 gésterilmistir (66). Ayrica
EKH’ler Alkalen fosfataz igin pozitiftir ve pluripotent genleri ve TERT ifade
etmektedirler (64). EKH’lerde telomeraz aktivitesinin arttig1 ve buna bagli olarak uzun
stireli proliferasyon potansiyeli saptanmistir (64, 66, 67). EKH’lerde integrin ifadesi
oldugu ve bu hiicrelerin Matrigel ve laminin lizerinde daha iyi biytdiikleri
gosterilmistir (67). In vivo ve in vitro ortamlarda yapilan ¢alismalarda, EKH’lerin
pluripotent 6zelligi vurgulanmistir. Immiin yetmezligi olan farelere nakil edildiginde,
3 germ yapragina farklilasma kapasitesi oldugu bilinmektedir (64, 68, 69). In vitro
ortamda, EKH’ler 3 germ yapraginin bulundugu embriyonik cisimcigi

olusturabilmektedir (70). Elde edilen hiicrelerden in vitro ortamda kardiyomyosit (71),
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hematopoetik kok hiicre (72), noronal hiicreler (73), hepatosit benzeri hiicre (74)
farklilagsmasi yapilmistir. EKH’ler ekstra embriyonik dokulara (plasenta ve diger
membranlar) farklilasma gosteremediginden dolayr yeni embriyoyu olustura-
mamaktadirlar. Ancak yapilan bir ¢alismada gastriilasyon oncesi EKH’lerin ekstra-

embriyonik dokulara dogru farklilagtig1 gosterilmistir (64, 69).
2.2.2. EKH’lerin kullamminda etik sorunlar

EKH’lerin kullanimi insan embriyolojisinin daha 1iyi anlasilmasi ve
hastaliklarin tedavileri i¢in hiicre replasman stratejileri gelismesi agisindan ¢ok
onemlidir. Ancak EKH’ler ihtiya¢ fazlasi olan veya istek iizerine sonlandirilan
gebeliklerden elde edilmektedir. EKH’lerin izolasyonu embriyonun par¢alanmasi yolu
ile gerceklestiginden bu alanda yapilan ¢alismalar etik ve hukuki sorunlar yaratmakta
ve EKH’ler ile iliskili klinik tedavilerin gelistirilmesinin Onilinde engel
olusturmaktadir. Bu ¢alismalarin 6niinde duran en 6nemli sorun insan embriyolarinin
bitlinliigiinii yitirmesidir. Uluslararast kok hiicre politikalar ve diizenlemelere
bakildiginda EKH’lerin aragtirma i¢in kullanimi hakkinda her iilkenin etik, kanuni,
ahlaki ve din acisindan farkli goriisii vardir. Ornegin Avrupa Birligi iilkelerinin
bazilarinda (isveg, Belcika, Danimarka, Hollanda) EKH’lerin arastirmasinda
kullanilmas1 hukuki olarak kabul edilirken, baska iilkelerde (Almanya, italya,
Portekiz) kullanimi kesinlikle yasaklanmistir. Amerika’da ise arastirma i¢cin EKH
tiretimi yasaktir, ancak 2001’e kadar {iretilen EKH hatlarinin kullanimina izin
verilmektedir. Tiirkiye’de ise 2005 yilinda kdk hiicre arastirmalari hakkinda Saglik
bakanligi tarafindan yayimlanan bir genelge ve bir arastirma kilavuzunda embriyonik
kok hiicre calismalari kesinlikle yasaklanmistir. Uluslararas1 politikalar EKH
teknolojilerinin gelistirilmesinde engel olusturmaktadir (75). Cogu EKH calismalari
hayvan modellerinde smirlidir. Fare embriyolarindan izole edilen EKH’lerin farkl
hiicrelere farklilasma kapasitesi oldugunda, in vivo hayvanlara nakil edildiginde
teratoma olusturdugu ve immiin aktivasyona neden oldugu gosterilmistir (76).
Farklilasmamis EKH’lerin immiin yetmezligi olan farelere naklinde %33 ile %100
oranda 3 farkli germ yapraginin hiicrelerinde olusan teratom olusturdugu gosterilmistir
(77). Teratom olusumunu engellemek i¢in hiicreler istenilen matiir hiicrelere

farklilastirip nakil edilmistir. Bir calismada EKH’lerden kardiyomiyosit farklilagsmasi
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yapilip immiin yetmezligi olan farelere verilmistir ve teratoma olusturmadig
gosterilmistir (78). Ancak farklilasmis hiicreler nakil 6dncesinde EKH ve progenitor
hiicrelerden armmis olmasi 6nem tasimaktadir. EKH’lerin kontrollii kullanim ile
teratom gelisimi, istenmeyen proliferasyon ve doku gelisimin Oniine gecilebilecegi

gosterilmistir.
2.3. Uyarilms pluripotent kok hiicreler (uPKH)
2.3.1. uPKH’lerin karakterizasyonu

uPKH’ler ilk olarak 2006 yilinda yilinda Takahashi ve Yamanaka tarafindan
tamimlanmistir. Fare fibroblastlarina Oct-4, Sox-2, KIf-4 ve c-Myc (YYamanaka
faktorleri) pluripotent transkripsiyon faktorleri kodlayan genleri retroviral yontem ile
transfer edilip, EKH benzeri uPKH’ler gelistirilmistir. uPKH’lerin morfolojileri
EKH’lere benzerdir: yuvarlak morfoloji, biiyiikk nukleuslar1 ve dar sitoplazmalar
oldugu gosterilmistir. Oct3/4, Sox2 ve Nanog transkripisyon faktdrlerinin insan
embriyonik kok hiicrelerin pluripotentliginde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Yamanaka ve ekibinin ¢aligmasinda Oct3/4, Sox2 transkripisyon faktorlerinin yani
sira da c-Myc ve KIf4 pluripotentligin saglanmasinda gerekli oldugu gosterilmistir (1).
2007 yilinda Takahashi ve Yamanaka retroviral aktarim yontemi ile Oct-4, Sox-2, KIf-
4 ve c-Myc transkripsiyon faktorleri insan fibroblastlarini aktarilip, bu somatik
hiicreler yeniden programlanmis ve uPKH gelistirilmistir. Bu hiicrelerden de néronal
ve kardiyak farklilagma yapilmis ve sonraki ¢aligmalarda uPKH’lerin diger somatik
hiicrelerden de gelistirilebilecegi gosterilmistir (2). 2007°de Thomson ve arkadaslari
Oct-4, Sox-2, Nanog ve Lin28 transkripsiyon faktorii kombinasyonu kullanilarak insan
somatik hiicrelerden uPKH elde etmislerdir (4). Gelistirilen uPKH’lerde ayn1 EKH’ler
de oldugu gibi, pluripotent yiizeysel marker ve genlerin ifadesi, teratoma olusturmasi
ve li¢ germ yapragina farklilasma kapasitesi, normal karyotip ve benzer telomeraz
aktivitesi gosterilmistir. uPKH’ler pluripotent yilizeysel markerlar olan SSEA-1,
SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 ve alkalen fosfataz i¢in pozitifdir. Ayrica uPKH’lerde
NANOG, OCT3/4 ve SOX2, gibi pluripotent genlerin ve ESG1 (Embryonik hiicre
spesifik gen 1), hTERT ifadelerinin EKH’ler ile ayn1 oldugu saptanmistir (2). Basaril
olarak uPKH’lerin elde edilmesi bir¢ok faktorlere baglidir. Kiiltiir besiyerleri ve

sartlar1, kullanilan baslangi¢ olgun veya kok hiicrenin tipi ve karakteri, kullanilan gen
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aktarim sistemi ve kullanilan baslangic hiicresinin farklilagma basamagindaki yerine
gore uPKH eldesi, siiresi ve etkinligi degismektedir.

Her hiicre popiilasyonu, farklilasma potansiyelleriyle iligkili bir epigenetik
hafizaya sahiptir (6). Molekiiler diizeyde diisiintildiiglinde hiicrelerin yeniden
programlanmasi sirasinda pluripotansi 6zelliginden sorumlu genlerin promoter
bolgeleri demetilasyona ugramaktadir (7). Hiicrenin yeniden programlanmasi
siirecince meydana gelen molekiiler degisimler (DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu) embriyonal gelisim siirecindeki olaylara benzerdir (8). Somatik
hiicrelerin yeniden programlanma kapasiteleri bulunmasi ile farkli doku ve hiicreler
ile uPKH gelistirme denemelerine yol agmistir. Bunlara 6rnek olarak; embriyonik ve
eriskin dermal fibroblastlar, karaciger ve migde epitel hiicreleri, pankreas hiicreleri,
mononiikleer hiicreler, olgun B ve T lenfositler, eriskin hematopoetik ve noral kok
hiicreler verilebilir (9-13). Ancak her hiicre kaynagi yeniden programlamayi
tetikleyecek kendine 0zgli hiicrenin epigenetigi ile iliskili faktorlere ihtiyag
duymaktadir. Bu nedenle heniiz farklilasmamis kok/projenitor hiicrelerin olgun
hiicrelere oranla daha kolay yeniden programlanabilecegi ve daha yiiksek farklilagma
potansiyeline sahip olan uPKH’ler eldesi i¢in kullanilabilmesi diisiiniilmektedir.

2012 yilinda Yamanaka'nmin Nobel o6diilii kazandiran bulusu, farkli hasta
gruplariin hiicrelerinden gelistirilecek uPKH’ler sayesinde, hastaliga 6zgiin, kisiye
0zel arastirmalarin yapilabilmesi ve tedavi edici stratejiler gelistirilmesi i¢in umut
olmustur (17). Hastalardan elde edilecek hiicrelerle olusturulan uPKH'ler, hastalik
modellerinin olusturulmasinda, gen ve hiicre tedavileri gelistirilmesinde, ilag
arastirmalarinda kullanilmaktadir ve ileride tedaviye yonelik klinik uygulamalara
gecilmesi hedeflenmektedir. Bu gelisme, o6zellikle, kalitsal hastaliklarda, ¢ocuktan
alinan materyal miktarinin sinirlt oldugundan uzun Omiirlii bir arastirma olanagi

saglamistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. uPKH’lerin uygulama alanlari.

2.3.2. EKH/uPKH arasindaki farklar

Yapilan calismalarda uPKH’lerin EKH’ler ile bircok benzerlik tasidigi
gosterilmistir (79). EKH’ler gibi uPKH’lerin ¢ekirdekleri biiyiik ve sitoplazmalari
kiiciiktiir. Iki hiicre tipinde de pluripotent 6zellikler aynidir. Hiicrelerin pluripotent
yiizeysel ve gen ifadeleri benzerlik gostermektedir. Telomeraz aktivitelerine bagh
olarak uzun siirede kiiltiir ortaminda cogalabilmektedirler. Ug germ yapragma
farklilagsma kapasiteleri; in vitro ortamda embriyoid cisimcik olusmasi ve in vivo
ortamda hayvan modeline enjekte edildiginde teratoma olusumu ile gosterilmistir.

EKH hatlarinin ekspansyonlarina ve uzun siire kiiltiirde birakildiginda, trizomi
12 ve 17 gibi karyotip anomalileri olusabilmektedir (80). Aym sekilde, uPKH’lerde
hiicre kiiltiir kosullarina adaptasyon siirecinde karyotip anomalileri gézlemlenmistir
(81). Karyotip anomalileri acisindan degerlendirilecek olunursa iki hiicre tipide esit
risk tagimaktadir. EKH’ler blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirken uPKH’ler
somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi ile elde edilmektedir. uPKH’lerin
olusumunda somatik farklilasma ve yeniden programlanma evrelerinde genetik
aberasyonlara rastlanabilmektedir. Insan uPKH’lerinde EKH’lerde olmayan
mutasyonlar saptanip, bu genetik aberasyonlarin yeniden programlanma igin gerekli
oldugu gosterilmistir (81, 82). Bu calismalar tedavi uygulamalarinda kullanilmadan

once uPKH’lerin genomu detayl olarak karakterize edilmesi gerektigi belirtilmistir.
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EKH ve uPKH’lerin epigenomu karsilagtirildiginda spesifik lokiislerde
metilasyon paternlerinde benzerlikler gosterilmistir (83). uPKH’lerin epigenetik
hafizalar1 nedeniyle erken pasajlarda gen ifadelerinde degisiklik ve farklilagsma
potansiyelinin daha fazla oldugu gosterilmistir (6, 84). EKH’lerin kullanimi altin
standarttir, ancak karsilasilan etik sorunlar arastirmalar1 sinirlamaktadir. uPKH’lerin
yeniden programlanmasi esnasinda somatik hiicrelere aktarilan transkripsiyon
faktorlerinden c-Myc onkogen olarak bilinmektedir ve diger kullanilan transkripsiyon
faktorlerinde farkli insan kanserlerine neden oldugu gosterilmistir (85). Bu
nedenlerden dolay1 yeniden programlama esnasinda farkli aktarim sistemleri ve farkli
transkripsiyon faktér kombinasyonlari {izerinde bir¢ok calisma yapilmaktadir.

Hastalik modellemesinde uPKH ve EKH’lerin kullanimlarini sinirlayan bir¢ok
fark gozlemlenmistir. uPKH’lerin, EKH’lere gore, daha yliksek teratom olusturma
riski oldugu gosterilmistir (86). EKH’lerin hastalik modellemesinde kullanilmasi i¢in
bu hiicrelerde ekstra hastalig1 taklit edebilmek icin (nakavt veya nakin) genetik
manipiilasyon gerekmektedir. Insanda bulunan genetik mutasyonlart EKH’lerde
olusturulmas:1 “gen diizenlemesi” yontemi ile yapilabilmekte, ancak bu teknigin
etkinligi halen cok disiiktiir (87). Hastadan alinan somatik veya kok hiicrelerin
yeniden programlanmasi esnasinda uPKH’lerde mutasyonun kopyalanacagindan,
uPKH’lerin  hastalik modellenmesindeki  kullannmi  daha uygun oldugu
vurgulanmaktadir. Tiip bebek merkezlerinde in vitro fertilizasiyon oncesi genetik
mutasyon tanist almis embriyolarin hastalik modellenmesinde kullanimi bazi
ilkelerde miimkiindiir. Ancak EKH’lerden modellenecek hastalik tiirii uPKH’lere gore
cok smrhidir. Ayrica EKH’lerin hastalik modellenmesinin kullanilmasi etik sorunlar

nedeniyle de sinirlanmistir.
2.4. uPKH eldesinde farkh gen aktarim sistemleri

Yeniden programlama transkripsiyon faktorlerinin hedef hiicrelere transferi
i¢in farkl gen aktarim uygulamalar1 kullanilmaktadir. Bu uygulamalar integratif ve
non-integratif yontemler olarak ikiye ayrilmaktadir. Her iki yontemde kendi i¢inde
viral, non-viral ve dogrudan transfeksyon aktarim sistemleri olarak ayrilmistir (Sekil

2.4.).
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2.4.1. integratif aktarim sistemleri

Hedef hiicrelerin yeniden programlamasinda retroviral ve lentiviral integratif
vektorler en yaygin yeniden programlama faktorlerinin aktarim sistemleridendir.
Integratif aktarim sistemleri ile transkripsiyon faktorleri daha uzun ifade edildiginden
dolay1 yiiksek verimlili uPKH eldesi miimkiindiir. Ancak aktarim esnasinda birgok
proviral kopyalarin hedef hiicrenin genomuna entegre oldugu i¢in bu yontem genomik
instabilite ve kromozomik aberasyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle, in vivo

calismalarda bu yontemin kullanilmasi sinirlandirilmastir.

Yeniden programlama faktorleri (OSKM)

|

Viral Non viral Dogrudan
aktarim aktarim transfeksyon

4 4 4

integratif viral vektorler: Yeniden programlanma

Plasmit vektorler:

Retroviriis faktorleri:

Lentiviriis minicircle DNA Rekombinant proteinler

Non integratif viral 2rknie] Sentetik mRNA

UL O Transposon

Sendailviris P EKH'lere spesifik miRNA

Adenoviriis . miR-200¢, miR302c...
Piggy Bac

Eksizabl viral vektdrler: Kuglik kimyasal

Cre-Lox ile Retroviriis ve molekiiller:

lentiviirslerde eksizyon Epigenetik ve sinyal yolagi

inhibitérleri

Sekil 2.4. uPKH eldesinde viral, non-viral ve dogrudan aktarim sistemleri.

[Ik uPKH’ler; OSKM transkripsiyon faktdrlerini kodlayan retroviral vektdr
aktarim sistemi ile fare fibroblastlari kullanilarak gerceklestirilmistir (1). Fare ve insan
fibroblastlari, noral kok hiicre, keratinosit, adipoz hiicre, karaciger ve kan
hiicrelerinden retroviral transdiiksyonlar yapilarak basarili olarak uPKH’ler
gelistirilmistir. Insan hiicrelerinin retroviral vektdrler ile yeniden programlanma
etkinligi ancak %0.01-%0.02 arasinda oldugu gésterilmistir (2). Retroviral vektorlerin

sadece boliinen hiicreleri enfekte edebildiginden dolay1 lentiviral vektorlere gore
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enfeksiyon etkinligi ¢ok daha diisiiktiir. Lentiviral vektorlerin gelistirilmesi; OSKM
faktorlerinin aktarimi igin alternatif bir yontem olusturmustur. Lentiviral vektorler
hem boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmekte ve uPKH olusturma
etkinligi daha yiiksektir (9%0.1-%2) (88). Retroviral ve lentiviral aktarimlarda c-Myc
gibi onkojenik genlerin genoma entegrasyonu, bu yontemler ile gelistirilen
uPKH’lerin kullanimini kisitlamaktadir. Ayrica, retroviral vektorlerin entegrasyonu
sik olarak proto-onkogenlerin promotor bolgelerine yakin yerlerde gergeklestigi igin,
stirekli gen aktivasyonu saglayabilmekte ve dolaysiyla insersiyonel miitageneze neden
olabilmektedir. Lentiviral aktarim yontemlerinde goriilen entegrasyon yerleri
retroviral sistemlere gore daha rastgele oldugundan proto-onkogen aktivasyon riski
¢ok daha diistiktiir.

2.4.2. Non-integratif aktarim sistemleri

uPKH’lerin gelisiminde kullanilan retro ve lentiviral vektorlerin genoma
entegrasyonu sonucundan insersiyonel miitagenez, genom instabilitesi ve malignite
olusumunu tetiklemektedir (13, 89). Bu nedenle, uPKH’lerin ileri klinik ¢alismalarda
hiicresel tedaviler ve hastalik modellemesindeki kullanimi igin non-integratif
yontemler gelistirilmistir. Genoma entegrasyon saglamayan aktarim sistemleri viral
gen aktarimi ve viral olmayan gen aktarim sistemleri olarak ayrilmistir.

Adenoviral vektorler ile epizomal kalarak, OSKM genlerinin genoma entegre
olmadan, uPKH gelistirilmistir. Adenoviral vektdr aktarim sistemi ile fibroblast ve
karaciger hiicrelerinin basarili yeniden programlamasi gerceklestirilmistir (90, 91).
Retroviral ve lentiviral aktarim yontemlerine gére adenoviriislerin transdiiksiyon
etkinligi daha diisiiktiir. Adenoviriislerin translasyonel tipta kullanilmasi;
retroviriislere gore daha giivenli oldugu, ancak transdiiksiyon etkinliginin artirtlmasi
gerektigi vurgulanmaktadir (91).

Sendai viriis (SeV) vektorlerinin kullanim1 uPKH eldesi i¢in alternatif bir
yontem olusturmaktadir. SeV bir RNA viriisii ve antikorlar kullanimi ile negatif
seleksiyon yapilarak kolaylikla hiicreden ¢ikarilmaktadir. Enfekte edilen hiicrelerin
sitoplazmasinda tek zincirli RNA olarak replike olan SeV, genoma entegre olmamakta
ve ¢ekirdege gegmemektedir. SeV ile uPKH gelistirme etkilingi diisiitk multiplicity of
infection (MOI)’lerde yiiksek oldugu (%0.1) ve lentiviriislerin etkinligine yakin
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oldugu gosterilmistir (92). SeV ile enfeksiyon sonrasi transgenlerin hiicre sitozolunda
3 giin ifade edildigi, sonrasinda vektorlerin pasajlamalari ile diliie edilerek etkinliginin
azaltildigr gosterilmistir. SeV birgok proliferatif ve sessiz hiicre tipini enfekte
edebilmektedir. Hedef hiicresi ile kisa siireli temasi hiicrelerin transdiiksiyonu igin
yeterlidir. Transdiiksiyondan 24 saat sonrasinda viriis etkinligi maksimal oldugu ve
sonrasinda vektor ve transgenler hiicreden elimine edildigi gosterilmistir. SeV genoma
entegre olmadigindan, gen tedavi arastirmalar1 ve biyobankalama amagh gelistirilen
uPKH’ler i¢in iyi bir adaydir (92).

Epizomal vektorler non-viral ve non-integratif aktarim sistemlerindendir.
Yeniden programlama faktdrlerini tagiyan epizomal vektorler, elektroporasyon ile
direk hiicre icine aktarilip uPKH elde edilmektedir. Bu yontem viral partikiiller ile
calisma gerektirmediginden cok daha basittir (93). Insan Herpes viriisii ailesinden
Epstein-Barr Viriis (EBV) vektor tiretiminde kullanilmakta ve enfeksiyon esnasinda
viral paketleme proteinleri aktarilmamaktadir. Boylelikle hiicre igerisinde, genoma
entegrasyon olmadan ekstrakromozomal replikasyon olugmaktadir. Diger yontemler
ile karsilastirildiginda epizomal aktarim yontemleri ile uPKH eldesinin etkinligi
diisiiktiir (%0.05). uPKH eldesi etkinligin artirilmasi yoniinden bir ¢ok optimizasyon
calismalar1 yapilmaktadir (94).

Sentetik mRNA’lar non-viral non-integratif aktarim sistemlerindendir.
Yeniden programlama transkripsiyon faktorlerini kodlayan mRNA’larin etkinligi
yiiksek oldugu gosterilmistir. mRNA’lar katiyonik bir tasiyici ile somatik hiicrelere
aktarildiginda, aktarim dozuna bagl olarak sitotoksisite olusabilmektedir. Modifiye
edilmis riboniikleotidler, fosfatazlar ile muamele veya B18R interferon inhibitor-
lerinin kiiltiir besi yerine eklenmesi ile hiicre canliliginin artirilmasi hedeflen-
mektedir. En yiiksek protein ifadeleri transfeksiyondan sonra 12 ile 18 saat arasi
gosterilmisgtir. mRNA transfeksiyon yontemi ile uPKH eldesi i¢in giinliik besi yeri
degisimi gerekmektedir. Viriis aktarim sistemleri ile karsilagtirilinca, mRNA
transfeksiyon yontemi ile uPKH gelistirilme etkinligi daha yiiksek oldugu (%1.4)
gosterilmistir (95).

Hedef hiicrelere yeniden programlamasi i¢in “minicircle” vektorler, proteinler
ve kiiclik molekiiller de kullanilmaktadir. Minicircle vektorler ile yeniden

programlama faktorlerinin hiicreye aktarilmasi ile transfeksiyon sonrasi plazmitlere
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gore daha uzun siire transgen ifadeleri sagladig1 gosterilmistir. Minicircle vektorler
dort yeniden programlama faktorii tasimaktadir ve hedef hiicreye nukleofektor ile
aktarilmaktadir. Minicircle plazmitinin geride kalan1 Phi-31 intramolekiiler
rekombinasyon sistemi ile parcalanmaktadir (96). uPKH gelistirilmesi igin
rekombinan protein kullanimi alternatif bir yontemdir. Ancak yeniden programlama
proteinlerin iretimi ¢ok zahmetli ve zordur (97). Protein aktarimi ile uPKH
gelistirilmesinin etkinligi yiiksek olmasina ragmen Kim ve arkadaglar1 ilk uPKH
kolonilerini 6 defa protein aktarimindan ancak 8 hafta sonra elde edebilmislerdir (98).
uPKH gelistirilmesinde bir¢ok kiigiik molekiiller kullanilip, non-immiinojen olduklari
ve hiicreye kolay aktarildiklar1 gézlemlenmistir. Kiicliik molekiillerin bazi proteinler
izerinde baskilayici veya aktiflestirici rolii oldugu ve doza bagli olarak etki gosterdigi
bilinmektedir. Sadece Oct4 geni kullanilarak ve yaninda CHIR99026 veya Valproik
Asit gibi proteinlerin aktarilmasi ile de uPKH’ler iiretilmistir (99). Oct4 genin yerine
epigenetik modiilatorler ve diger kiiciik molekiiller eklendiginde kismen yeniden
programlama gozlemlenmistir. Sadece kiiciik molekiiller aktarimi ile uPKH eldesinin

etkinligi ¢cok diistiktiir (100).
2.5. Griscelli Tip 2 Sendromu (GS-2)

Griscelli Sendromu ilk kez 1978 yilinda Claude Griscelli tarafindan parsiyel
albinism ve immiin yetmezlik sendromu olarak tanimlanmistir. Griscelli Sendromu
nadir, kalitsal ve otosomal resessif bir hastaliktir. Hastalarda karakteristik fenotip
olarak saglarda ve deride pigmentlerin dillisyonu ve melanositlerde anormal
melanozom birikimi nedeniyle kismen albinizm (giimiis renkli sag, kas ve kirpikler),
splenohepatomegali, pansitopeni, immiin yetmezlik ve ndrolojik disfonksiyon
gozlemlenmektedir (18, 101). Immiin sistemdeki disfonksyondan dolay:
makrofajlarda hiperaktivasyon veya diger adiyla hemofagositik lenfohistiyositoz’a
(HLH) neden olmaktadir. HLH; Griscelli hastalarinda ates donemleri,
hepatosplenomegali ve pansitopeni’ye neden olmaktadir. Ayrica, baz1 Griscelli
hastalarinda agiz i¢i muayenelerinde dudaklarda hipopigmentasyon, mikrobiyal dis
plagi ve dis etlerinde 6dem saptanmistir (102).

Griscelli Sendromunda (GS) farkli mutasyonlar bulunmakta ve buna bagh

farkli fenotiplerden dolay1 hastalik 3 altgruba ayrilmistir. Griscelli Sendromu Tip 1
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(GS-1) hastalarinda, Miyosin-Va proteini kodlayan MYO5a geninde bulunan
mutasyonlardan dolayi, daha ¢ok ndrolojik belirtileri ve pigment anomalileri ortaya
cikarken (19), Griscelli Sendromu Tip 3 (GS-3) hastalarinda ise melanofilinin geninde
ki (MLPH) mutasyonlar, ozellikle cilt ve saglarda hipopigmantasyona neden
olmaktadir (20). Tip 2 Griscelli Sendromu (GS-2)’nde RAB27A geninde mutasyonlar
bulunmaktadir (18). Rab27a protein ifadesi gastroentestinal dokularda, immiin
sistemin hiicrelerinde, beyin ve endokrin dokular gibi ¢ogu hiicrelerde ifade edildigi
gosterilmistir. GS-2 sendromunda literatiirde bulunan mutasyonlar arasinda RAB27A
c.514 518delCAAGC (p.GInl72Asnfs), RAB27A T217G (W73G) exon 3 ve
RAB27A C148-149delinsC (p.Arg50GInfsX35) missense mutasyonlar1 belirlenmistir
(103). Bu mutasyonlar vesikiiler fiizyon ve hiicre trafiginde dnemli bir rol oynayan,
kiicik bir GTPaz’in fonksiyonunun bozulmasina neden olmaktadir. Rab27a
proteininde W73G mutasyonu sonucunda protein GTP ile baglanabil-mektedir ancak
aktine bagli melanozom transportu yapilmamaktadir. Rab27a proteininin Trp73
aminoasiti proteinin melanosit ve sitotoksik T-hiicreler (CTL) ile etkilesimini
sagladigi  gosterilmistir  (104). RAB27a proteini  melanositlerde  bulunan
melanozomlarm periferde tutulmasi ve CTL ve Dogal Oldiiriicii (NK) hiicrelerin
sitozolunda bulunan graniillerin ekzositozundan sorumludurlar. Ayrica RAB27a, T-
hiicre/hedef etkilesiminden ve T-hiicre reseptorii sinyal aktivasyonundan sonra,
sitozolik graniillerin hiicre membranina baglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (21-
23). GS-2 hastalarinda T ve NK hiicrelerde sitotoksik graniillerin eksositozunda
disfonksiyon gozlemlenmektedir. Bu hastalarda hipoglobulinemi, NK hiicre ve T
helper hiicrelerinde fagositik defektler gosterilmistir (105). GS-2 nadir bir hastaliktir
ve tanis1 <1/1000.000 yeni doganlarda konmaktadir. Ancak, Tiirkiye’de rolatif yiiksek
akraba evliligi oranlarindan dolayi, GS-2’li hastalarina daha sik rastlanmaktadir (24).
Aile Oykiisii, kardeslerde erken 6liim hikayeleri ve fizik muayenede agik renkli cilt ve
giimiis renkli saglar1 gibi belirgin hipopigmantasyon bulgular1 nedeniyle, GS-2 tanisi
genelde hasta bebeklerde 4-7 aylikken ¢ok erken konmaktadir (25). Ayrica, ¢gogu GS-
2 hastalarinda, 6-12 ay arasi “hizlandirilmis faz” ‘da Hemofagositik Lenfo-
Histiyositoz (HLH) gelisebilmektedir (21). RAB27A geni ndronal hiicrelerde ifade
edilmedigi i¢in GS-2 hastalarindaki ortaya ¢ikan norolojik bulgular genellikle HLH un
gelisimine baglanmaktadir (18). Edinsel bagisiklikta karsilagilan bozukluklar
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degiskendir. Laboratuvar testlerinde NK hiicre sitotoksitesinin azaldigi ve deride
bozuk ve gec hipersensitiviteye neden olmaktadir (23). Ancak, ¢ofu vakalarda
graniilosit ve lenfosit sayilar1 ve fonksiyonlar1 normaldir ve immiinoglobulin
seviyeleri azalmis veya artmis olabilmektedir. GS-2’nin tek tedavisi Hematopoetik
Kok Hiicre (HKH) naklidir (24, 26-28). GS-2 hastalarina HLA uyumlu dondr
bulunamadiginda, RAB27A mutasyonuna diizelten gen tedavisi gibi giincel calismalar
ve klinik kullanimlar1 i¢in uygun olup olmadig1 arastiril-maktadir (29). Ayrica GS-2
hastaliginin modellemesi icin iki fare modeli gelistirilmistir. 2000 yillarinda Rab27a
mutasyonu olan C3H/HeSn-Rab27aash/J (“Ashen fare”) (106) ve 2008 yilinda
C57BL/6J-Rab27aash/) (Rab27a-/-) fare modelleri {iretilmistir (107). Bu fare
modellerinde; insanlarda goriilen immiin yetmezligi sendromu ve HLH sendromu
benzeri bir fenotipi olusmaktadir (106). Ancak, GS-2 patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasi, yeni tedavi imkanlar1 olusturulmasi ve testi i¢in in vitro bir GS-2 modeline

ihtiyac1 vardir.
2.6. GS-2 uPKH gelistirilmesi

[k uPKH tanimlanmasindan bugiine kadar farkli hastalardan elde edilen hiicre
tiplerinden uPKH hatlar1 gelistirilmistir. Genetik modifikasyon ile mutasyonlarin
diizeltildigi uPKH’ler, tedaviye yonelik arastirmalarda ve hayvan hastalik
modellerinde kullanilmaktadir. Nadir kalitsal hastaliklardan elde edilen uPKH’lerin
sadece o nadir hastalik ile ilgili aragtirmalarda degil, toplumda daha yaygin olarak
goriilen patofizyolojik olarak benzer diger hastaliklar i¢in de arastirma materyali
saglayacagi diisiinlilmektedir. Diinyada farkli merkezler, basta cocukluk ¢agi kalitsal
hastaliklar1 olmak {iizere ¢esitli hastaliklar i¢in uPKH hatlar1 gelistirmeye ve
uluslararas1 uPKH bankalarina dahil etmektedirler. Cok sayida hastalikta hentiz uPKH
hatlar1 gelistirilmemis ve mevcut hatlarinda bir kisminin detayli karakterizasyon ve
fonksiyonel analizleri yapilmamistir. Son yillarda ¢alismalar, kalitsal hastaliklardan
gelistirilen uPKH’lerde gen defektinin diizeltilmesine yonelik tedavi amagh
stratejilerin gelistirilmesi iizerinde yogunlagsmaktadir. GS-2 hastalarindan uPKH hatti
heniiz gelistirilmemistir. Tez calismast kapsaminda, bu hastaligin modellemesi,

patofizyolojisinin daha i1yl anlasilmasi ve tedaviye yonelik arastirmalar yapilmasi
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amaciyla, GS-2 uPKH hatt1 olusturulmasi, karakterizasyonu ve hematopoetik

farklilagmasi hedeflenmistir.
2.7. In vitro hematopoetik farklilasma sistemleri

EKH’ler ve uPKH’ler uygun kiiltiir sistemlerinin kullanimi1 ile hematopoetik
hatlara farklilagmalar1 yapilabilmektedir. uPKH’lerden HKH farklilagmasi ig¢in
embriyonik cisimcik olusumu, Op9 besleyici hiicre tabaka ile Kko-kiiltir veya
ekstraseliiler matriks tabakasi lizerinde ko-kiiltiir sistemleri gelistirilmistir (Sekil 2.5).
Embryonik cisimcik (EB), embriyonun organizasyonunun takliti amaciyla gelistirilen,
3 germ yapraginin hiicrelerinden olusan 3 boyutlu hiicre agregatidir. Metilseliiloz veya
stispansiyon kiiltiir besi yeri igerisinde, 6zel metilseliiloz kapli veya diistik tutunurlu
plakalarda veya asili damla yontemi gibi farkli embriyonik cisimcik olusturma
metotlar gelistirilmistir. EB’ler tek hiicre slispansyonu haline getirilip hematopoetik
farklilasmay1 destekleyen metilseliiloz kiiltiir ortaminda gerekli hematopoetik
sitokinler (SCF, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, EPO, IL-1, IL-3, IL-6) eklenerek
farklilagsma yapilmaktadir (106).

uPKH’lerden gelistirilen EB ve hematopoetik farklilagmalar 21 giin stirmekte
ve hiicrelerin gen ifadelerine bakildiginda, ilk olarak BRACHYURY (mezoderm),
sonrasinda GATA-2 ve SCL ifade etmektedir. Farklilasan HKH’ler CD34+CD45+
olduklar1 gosterilip hematopoetik olgunlagsmis hiicrelere dogru farklilasabilecekleri
gosterilmistir (107). uPKH’lerden EB olusturma etkinligini artirmak amaciyla, tek
hiicre siispanyonu halinde diisiik tutunurlu plakalarda ¢alkalamali inkiibatorde kiiltiir
edilmektedir. Boylelikle uPKH’lerde HKH farklilasma etkinligide artirilmaktadir. 13
ile 17 giin kiiltiir sonrasinda CD45+ hiicrelerin oran1 %27’den %64’de, CD43+

hiicrelerin orani ise %36’dan %60 kadar artirildig1 gosterilmistir (108).
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Sekil 2.5. in vitro hematopoetik farklilasma sistemleri.

Op9 stromal hiicreler Op/Op osteopetrozis fare modelinden olusturulmustur.
Bu hiicreler Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) ifade etmedigi icin
(109), in vitro ortamda belirgin medyum ve sitokinler eklendiginde uPKH’ler ile ko-
kiltiir edildiklerinde HKH’lerin farklilagsmalarin1 desteklemektedirler. Op9 hiicreler
tizerinde ko-kiltiir edilen fare uPKH’leri ilk olarak mezodermal (Brachyurit)
farklilasma daha sonrasinda hematopoetik sitokinlerin kiiltlir ortamina eklenmesi ile
hematopoetik farklilagsmalar1 gosterilmistir. Elde edilen HKH’lerin gerekli sitokinler
esliginde miyeloit ve eritroit hiicrelere farklilagabilirken lenfoit farklilasmay1
desteklememektedirler (110). insan EKH ve uPKH’lerinden Op9 ko-kiiltiir sistemi
kullanarak ve in vitro kiiltiir ortamina gerekli sitokinlerin eklenmesi ile HKH ve
endotelyal farklilagmalar1 degerlendirilmistir. Ayn1 EKH’ler gibi, uPKH’lerde Op9
ko-kiiltiir sistemi tiizerinde CD34+CD43+ hematopoetik hiicrelere farklilagsmasi
gosterilmigstir. Farklilastirilan hiicrelerin semi solid Methocult igerisinde kiiltiir
edildiginde, CFU-GEMM kolonileri olusumu i¢in kullanilabilmektedir. Bir ¢calismada
bu yontemi kullanilarak 7 farkli uPKH’klonlardan farklilasma yapilmistir. Her 6rnek
icin farkli HKH farklilagmasinin etkinliginin alt1 ¢izilmistir, ancak farklilasma
paternlerinin benzerlik tasidig1 gosterilmistir (111).

uPKH’lerin ekstraseliiler matriks tabakasi iizerinde ko-kiiltiirii ile hemato-
poetik farklilasmay: destekledigi gosterilmistir. insan fibronektin veya kolajen IV,
CD43+CD44+ hematopoetik progenitor hiicrelerin farklilagsmasini desteklemektdir.
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Bu progenitor hiicrelerinde megakaryosit, eritroit, makrofaj, notrofil ve dendritik
hiicrelere farklilasma kapasitesi gdzlemlenmistir (112). uPKH’lerin laminin, heparin
siilfat proteoglikan ve kolajen 1 gibi ekstraseliiler matriks iizerinde ko-kiiltiir
edildiginde mezodermal farklilagsmasi bilinmektedir. Bu mezodermal hiicreler belirgin
besi yeri ve sitokinler ile muamele sonucunda hematopoetik farklilasabildigi

gosterilmigtir (113).
2.8. Rag2’ immiin yetmezligi fare modeli

Rag2 (Recombination activating gene 2) homozigot mutant fare modeli 1992
yilinda Shinkai ve arkadaglar1 tarafindan C57BL/6 ve MFI farelerden iiretilmistir.
Homozigot Rag2” mutasyonu sonrasinda fare canliliklarim korumustur. Rag2-/-
mutasyonu nedeniyle bu fare modelinde matiir, fonksiyonel B ve T lenfositleri
iiretilmemektedir. Rag2” mutant farelerin primer lenfoit organlarinda immatiir lenfoit
hiicrelerin varligr gosterilmistir. Bu hayvanlarda in vivo V(D)J rearanjmaninin
tamamen kaldirilmas1 nedeniyle agir kombine immiin yetmezlik (SCID) fenotipi
gozlemlenmektedir (114). Rag2”" nakavt fare modeli “Leaky” olarak ge¢mektedir:
sadece fonksiyonel NK hiicreleri iiretilmekte, ancak T ve B hiicre {iretilmemektedir.
Bu nedenle bu fare modelini transplantasyon deneyleri, as1 iiretimi ve hematopoez

arastirmalarinda kullanmadan 6nce ek immiin baskilayici tedavi gerekmektedir.
2.9. Tez calismasinin hipotezi ve amaclarn

GS-2 hastaliginin 6zelliklerini tasiyan in vitro uPKH modeli gelistirilmesi
planlanmistir. Bu nedenle, ilk olarak GS-2 MKH’lerden farkli aktarim yontemleri ile
uPKH gelistirilmesi ve detayli karakterizasyonu amacglanmistir. Gelistirilen GS-2
uPKH’lerden in vitro hematopoetik farklilasmasi hedeflenmistir. GS-2 Ki-MKH ile
olusturulan uPKH'ler, insan GS-2 hastalifi modellerinin olusturulmasinda,
patofizyolojisini daha iyi anlagilmasi, gen ve hiicre tedavileri gelistirilmesinde ve ilag
arastirmalarinda kullanilabilecektir. Bu sayede Griscelli Sendromu gibi kalitsal
hastaliklarda, ¢ocuktan alinan materyal miktarinin sinirli oldugunda alternatif bir

aragtirma olanagi saglanacaktir.
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Bu tezin kapsaminda;

1) Saglikli ve GS-2 MKH’ler arasinda morfolojik, immiinofenotipik ve
farklilasma potansiyelleri kiyaslanacaktir;

2) GS-2 MNH’lerin ve MKH’lerden gelistirilen uPKH’lerin farklilasma
kapasiteleri ve 6zelliklerin karsilastirilacaktir;

3) GS-2 uPKH’lerin gelistirilmesinde en etkin aktarim sistemi belirlenecektir;

4) GS-2 uPKH’lerin hematopoetik farklilasmasinda en uygun kosullarin

arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Materyaller
3.1.1. insan kaynakh materyaller
Kemik iligi

Hacettepe Universitesi Kemik iligi Transplantasyon {initesinde, saglikl
vericilerden nakil icin yaklasitk 200-1200 mL kemik iligi toplanmaktadir. Bu
calismada, saglikli vericilerden (n=7) nakil amagl toplanan kemik iligi (KI)’nden 1-5
mL arasi steril olarak MKH iiretimi i¢in kullanilmistir.

Griscelli tip 2 hastalarinin tan1 amaciyla, 1-5 mL aras1 Ki aspirasyonu
yapilmaktadir. Tetkikler sonrasi kalan kemik iligi 6rneginden mononiikleer hiicre
(MNH) izolasyonu yapilmis ve mezenkimal kok hiicre (MKH) gelistirilmesi igin
kullanilmistir. Bu calisma kapsaminda Griscelli tip 2 hastalarindan n=4 06rnek
toplanmistir. Kullanilan 6rneklerin yaslari, mutasyonlar1 ve fenotip acisindan klinik

degerlendirmeleri Tablo 3.1.”de sunulmustur.

Tablo 3.1. Griscelli Tip 2 Hastalarin bilgileri

Kod Cinsiyet | Mutasyon

IK K RAB27A c.514 518delCAAGC

AB E RAB27A T217G (W73G) exon 3

YF K RAB27A C148-149delinsC (p.Arg50GInfsX35)
YKC E RAB27A C148-149delinsC (p.Arg50GInfsX35)

Tiim kemik iligi drnekleri Hacettepe Universitesi girisimsel olmayan arastirma
Etik kurulundan izin (Onay no: GO14/424-19) ve vericilerin onami alinarak

toplanmustir.
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Kordon kani

Hacettepe Universitesi Kadmn hastaliklari ve dogum anabilim dal
ameliyathanesinde, saglikli yeni doganlarda, 80 mL kordon kani (n=10) hematopoetik
kok hiicre (HKH) izolasyonu amaciyla, 50 IU/mL heparini iceren 20 mL fosfat
tamponu (PBS)’te steril siseler iceresinde toplanmistir. Tiim kordon kani drnekleri
Hacettepe Universitesi girisimsel olmayan arastirma Etik kurulundan izin (Karar no:

G014/424-19) ve vericilerin onamui alinarak toplanmustir.
3.1.2. Hiicre hatlar:
HELA hiicre hatti

Hela hiicre hatti serviks kanseri tiimoriinden elde edilen sonsuz biiyiime
kapasitesi olan bir epitel hiicre hattidir. Hiicreler Prof. Dr Gerard Wagemaker
(Erasmus T1p Merkezi Rotterdam, Hollanda) tarafindan hibe edilmistir. Hiicreler %10
FBS (Fetal Buzagi Serum, Life Technologies, kat no #10270-106), %1
Pensilin/Streptomisin (Pen/Strep, Sigma-Aldrich, kat no P0781), %1 L-Glutamin
(Sigma, kat no # G3126) igeren Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Life
Technologies, kat no 21980-065) besi yeri igerisinde hafta da iki defa medyum
degistirilerek c¢ogaltilip, konfluan olduklarinda 1/10 oranlarinda pasajlanmstir.

Hiicreler, lentiviral vektorlerin konsantrasyonlar: belirlenmek amaciyla kullanilmistir.
HEK 293T

HEK 293T hiicreleri insan embriyonik bobrek dokusundan elde edilen epitel
bir hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1 Prof. Dr Gerard Wagemaker (Erasmus Tip Merkezi
Rotterdam, Hollanda) tarafindan hibe edilmistir. Hiicreler %10 FBS, %l
Pensilin/Streptomisin, %1 L-Glutamin igeren IMDM besi yeri igerisinde haftada iki
defa medyum degistirilerek cogaltilip, konfluan olduklarinda 1/10 oraninda
pasajlanmislardir. Hiicreler, lentiviral vektorlerin olusmasinda paketleme hatt1 olarak

kullanilmistir (asagida agiklanmistir).
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Op9 ve Op9-DL1

Op9 hiicreler Op/Op osteopetrozis fare modelinden elde edilmis stromal
kokenli bir hiicre hattidir. Op9 hiicreler M-CSF ifade etmediklerinden dolay1, gerekli
sitokinler in vitro ko-kiiltiir ortamina eklendiginde, Embriyonik Kok Hiicre (EKH) ve
Uyarilmig Pluripotent Kok Hiicre (uPKH)’lerden HKH farklilasmalarinda kullanil-
maktadir. Op9 hiicreler Dr. Zuiiiga-Pfliicker (Toronto, Kanada) tarafindan hibe
edilmistir. Tez kapsaminda bu hiicre hatlari, uPKH’lerden HKH farklilagmasi

asamasinda kullanilmstir.
3.2. Kok hiicre izolasyonu
3.2.1. Kemik iligi mononiikleer hiicre (MNH) izolasyonu

Saglikli ve GS-2 hastalarindan alinan kemik iligi 6rneklerinden MNH’ler
Ficoll (Biocoll, Biochrom, kat no #L6115) yontemi ile izole edilmistir. Taze kemik
iligi 6rnekleri 1:1 oranda PBS ile diliie edilmistir. Ayn1 oranda polipropilen tiiplere
oda sicakligina getirilmis Ficoll (dansite p=1,077 g/mL) eklenmistir ve diliie edilen
kemik iligi 6rnegi Ficoll dikkatlice lizerine yayilmistir. Tiipler, masaiistii santrifiijde
(Eppendorf, kat no #5810R) 2000 rpm 15 dakika oda sicakliginda, frensiz olarak
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda olusan farkl fazlardan (Sekil 3.1.), MNH’leri
icerdigi “Buffy Coat” faz1 toplanip PBS eklenip, 1500 rpm 5 dakika 4°C’de santrifiij
edilmistir. Hiicreler, PBS ile 2 defa daha yikanmistir. Siipernatanlar atilip Tiirk boyasi
ile MNH’ler sayilmistir. Hiicrelerin sayilar1 yeterli oldugunda 10-20x10®° MNH’ler
MKH kiiltiirii i¢in kullanilip, arda kalan kisim -196°C azot tankinda dondurulmustur.

Santrifiij — Plazma (yag hiicreleri, trombosit)
— Kemik iligi veya ) )
) — Kordon kani MNH (HKH, Lenfosit, monosit, MKH
Kordon kani p=1.006 g/mL Ficoll ( )
— Ficoll p=1.077 g/mL — Graniilosit

—*  Eritrosit

Sekil 3.1. Ficoll dansite gradient santrifiij yontemi ile MNH izolasyonu
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3.2.2. Kordon kani1 CD34+ hiicre seleksiyonu
Kordon kanindan MNH izolasyonu

Saglikli yenidoganlardan Sezeryan esnasinda toplanan gobek kordonu kani
Heparinli PBS igeren siseler iginde steril olarak laboratuvara ulasiimistir. Ornegin
hacmi belirlendikten sonra, 1:1 PBS ile diliie edilmistir. Polipropilen tiiplere, total
hacim ile ayn1 oranda oda sicakligina getirilmis Ficoll eklenmistir. PBS ile diliie edilen
kordon kani 6rnegi Ficoll iizerine yayilmistir ve 2000 rpm 15 dk oda sicakliginda
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, kordon kant MNH’leri toplanip, hiicreler iki
defa PBS ile yikanmis ve sayilmistir. Toplanan “Buffy coat” kismi lenfositler,
monositler ve kok hiicreler igeren karisik bir hiicre popiilasyonundan olusmaktadir ve
saf HKH’leri elde etmek i¢in Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) ayristirma
yontemi kullanarak CD34+ HKH’ler izole edilmistir.

Kordon kan1 MNH’lerinden MACS yontemi ile CD34+ hiicre seleksiyonu

MNH’lerden saf HKH’ler elde etmek i¢cin CD34+ hiicre seleksiyonu (Miltenyi,
kat no 130-046-702) icin MACS, Miltenyi protokolii uygulanmustir. 108 MNH igin 300
uL. MACS Buffer (PBS pH 7.2, %0.5 buzagi serum albumin, 2 mM EDTA), 100 uL
FcR bloklama soliisyonu ve 100 uL anti-CD34 mikro-boncuklar kullanilmistir. Hiicre
hazirlanan soliisyon igerisinde 30 dk MACS Rotator (Miltenyi, kat no #130-090-
753)’de 4°C’de inkiibe edilmistir. Boylelikle aspesik baglantilar bloklanmis ve sadece
antijenler antikorlarla baglanmaktadir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 2 defa soguk
MACS Buffer ile ytkanmig, 1500 rpm 5 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
atildiktan sonra hiicre pelleti 5 mL MACS Buffer igerisinde ¢oziiliip 35 um’lik
slizgecten (pre-separation filter, Miltenyi, kat no #130-041-407) gegirilmistir. LS
kolon MidiMACS (Miltenyi, kat no #130-042-401) separatoriiniin manyetik alanina
yerlestirilip 3 mL soguk MACS Buffer ile yitkanmigtir. Sonra 5 mL hiicre slispansiyonu
LS kolona yiiklenmistir. Kolonu 3 defa soguk MACS Buffer ile yikanarak kolona
baglanmayan CD34 negatif (CD34-) hiicreler bir tiipte toplanarak ortamdan
uzaklagtirnlmistir. Bu asamada CD34 pozitif (CD34+) hiicreler kolona baglanmstir.
LS kolon manyetik alandan alinip steril 15 mL’lik polipropilen tiip {izerine konmus ve

2 kez 6 mL soguk MACS Buffer eklenip CD34+ hiicrelerin eliisyonu yapilmstir.
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Toplanan CD34+ hiicreler 1500 rpm 5 dk 4°C santrifiij edilip Tiirk boyasi ile hiicre
saymm1 yapilmistir. Hiicre sayisina gore 10° hiicre FACS ile karakterizasyon icin, 10*
hiicre 2 mL IMDM besi yeri igerisine koloni deneyleri igin ayrilmistir. Izole edilen
CD34+ hiicrelerin Balb/c-Rag2”" immiin yetmezligi olan farelere nakli edilerek

engraftman takibi yapilmistir.
Hematopoetik kok hiicrelerin CFU deneyleri

2 mL IMDM igerisinde diliie edilmis 10* CD34+ hiicre (5x10° hiicre/mL)
soliisyonundan, 300 uL almnarak 2,7 ml hazir Methocult Classic (Stem Cell
Technologies, kat no #H4434) igerisine eklenip, kiit igne yardimiyla karisim ¢ekilerek
35x10 mm steril petri kaplarinin (BD Falcon, kat no #351008) her birine 1 mL
ekilmistir. 10 ile 14 giin kiiltiir sonrasinda, hiicrelerin CFU-GM, CFU-GEMM, BFU-

E kolonileri olusturma kapasitesi mikroskop altinda sayilmstir.
3.3. MKH Kkiiltiirii
3.3.1. MKH Kkiiltiirii

Ayristirilan 10x10° MNH’ler T-75 kiiltiir kabina 10 mL biiyiime besi yeri (%60
DMEM-LG/%40 MCDB-201 medyum karisiminda %10 1s1 inaktive edilmis fetal
buzagi serum (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-Glutamin) igerisinde ekilip
37°C, %5 CO: Kkiiltir edilmigtir. Plastige aderan olan MKH’ler %70 konfluan
olduklarinda %0,25 Tripsin/EDTA ile kaldirilip, 1:1 oranda Tripan Mavi boyas1 ile
hiicre sayimi yapilmistir. Farklilasma ve immiinofenotipik degerlendirmeleri igin 10°
hiicre yeniden T-75 Kkiiltiir tabakasma eklenip pasaj atlatilip, pasaj 3’e kadar

cogaltilmistir. Arda kalan hiicreler sonraki kullanimlar i¢in dondurulmustur.
3.3.2. MKH sayimi, dondurma ve ¢é6zme yontemi
MKH dondurma yontemi

Dondurma besi yeri, DMEM-LG ve kriyotiipler buz iizerine alinmis ve soguk
kullanilmistir. Her 5x10° MKH’ler soguk dondurma medyumu, DMEM-LG, %20 FBS
ve %10 Dimetil Sulfoksit (DMSO) icerisine alinmistir. Karisim kriyotiipe aktarilip

izopropanol iceren Mr. Frosty’ne alinmig ve kademeli olarak -80°C’de
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dondurulmustur. Hiicreler 24 saat sonra -196°C’de azot tankina gegirilerek uzun siire

saklanmistir.
MKH ¢6zme yontemi

Kriyotiip igerisinde bulunan MKH’ler, -196°C azot tankindan ¢ikarilip hemen
buz lizerine alinmigtir. Laboratuvarda kriyotiiplerin etrafi alkol ile temizlenerek, 37°C
su banyosunda igerisinde kii¢ilk buz parcasi kalana kadar ¢oziilmesi saglanmistir.
Hiicreler; 37°C olan DMF10 medyum igerisine alinarak 15 mL tiipe aktarilmistir. 1500
rpm 5 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Tripan Mavi ile boyama yapilarak sayim
yapilmustir ve 10° MKH’ler 10 mL DMF10 besi yeri icerisinde dogrudan T-75 kiiltiir

plakalarina ekilmistir.
MKH sayim

MKH’lerin saymimi Tripan Mavi boyast ile yapilmistir ve Biirker
hemositometresi kullanilmistir. Isik mikroskobu altinda canli hiicreler beyaz, 6li
hiicreler ise mavi goziikmektedir. Sadece canli hiicrelerin sayimi yapilmistir. Sayilan
hiicrelerin 4 alanin ortalamasi alinip diliisiyon faktorii ve 10% ile garpilarak,

mililitredeki hiicre sayis1 belirlenmistir.
3.4. MKH karakterizasyonu
3.4.1. MKH farkhlasmalar

Saglikli ve GS-2 MKH’ler P3’e kadar getirilip farkl: hiicre tiplerine farklilasma

kapasitelerine bakilmistir.
Adipojenik farkhilagsma

P3 MKH’ler 6 kuyucuklu plakaya DMF10 medyum igerisinde ekilip, %90
konfluan olduklarinda DMEM-LG, %10 FBS, 1 uM deksametazon, 60 uM
indometazin, 500 uM izobutilmetilksantin ve 5 pg/mL insiilin i¢eren adipojenik
farklilagsma besi yeri ile degistirilmistir. 21 giin boyunca hafta iki defa medyum
degistirilerek hiicreler uyarilmistir. 3 haftanin sonunda adipojenik farklilasma Oil Red

O (ORO) boyast ile degerlendirilmistir. Hiicre %10 formol ile 10 dk oda 1s1sinda fikse
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edilip, 2 mg/mL ORO ile 15 dk boyanmistir. Boyanmis kuyucuklar distile su ile
yikanip 151k mikroskobun altinda goriintiilenmistir. ORO; adipojenik farklilasma
esnasinda hiicre i¢i biriken noétral lipit vezikiillerinin boyanmasini saglamaktadir.
Hiicrelerin icinde biriken boyayr Olgmek amagla, hiicreler 10 dk %2 igepal/
izopropanol ile muamele edilip toplanmistir. Toplanan Orneklerin semi kantitatif
analizi i¢in spektrofotometrik yontem kullanilmistir ve 96-kuyucuklu plakalara 100
uL o6rnek ve standart ekledikten sonra, ELISA plakalara uygun spektrofotometre
(Tecan)’da 492 nm dalga boyuda absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Tiim 6rnekler in duplo’da
yapilmustir.

Osteojenik Farkhilasma

P3 MKH’ler 6 kuyucuklu plakaya DMF10 medyum igerisinde ekilip, %50-
%60 konfluan olduklarinda DMEM-LG, %10 FBS, 100 nM deksametazon, 10 mM
beta-gliserofosfat ve 0,2 mM L-askorbik asit iceren osteojenik farklilasma medyumu
ile degistirilmistir. 21 giin boyunca haftada iki kez medyum degistirilmistir. 21 giin
sonra osteojenik farklilagsma, Alizarin Red S (ARS) boyasi ile degerlendirilmistir.
Hiicre %10 formol ile 10 dk oda 1sisinda fikse edilip, pH 4.2 olarak ayarlanan ARS
boyasi ile 15 dk boyanmistir. Boyanmis kuyucuklar distile su ile yikanip 1s1k
mikroskobun altinda goriintiilenmistir. ARS osteojenik farklilagma esnasinda hiicre ici
biriken kalsiyum fosfat depozitleri boyanmasini saglamaktadir. Ayrica da, kalsiyum
fosfat depozitleri 1 mL 0.6 M hidroklortir ile en az 4 saat muamele edilip toplanmistir.
Toplanan 6rneklerin semi kantitatif analizi i¢in Quantichrom kalsiyum analiz Kiti
(Bioassays, kat no #DICA-500) kullanilmistir. Kisaca, bir 96-kuyucuklu plakaya her
kuyucuga 5 uL 6rnek eklenmistir. Quantichrom kitindeki Reagent A ve Reagent B oda
1s1s1na getirilmis ve birebir diliie edildikten sonra, tiim 6rnek ve hazirlanan kalsiyum
(Ca) standart iceren kuyucuklara 195 uL eklenmistir. Tiim o6rnekler in duplo’da
yapilmistir. Bes dakikalik inkiibasyondan sonra, spektro-fotometrik yontem kullanilip

620 nm dalga boyuda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.
3.4.2. MKH immiinofenotiplendirilmesi

Saglikli ve GS-2 MKH’lerin immunofenotiplendirilmesi amaciyla, énemli

hiicre yiizey belirteglerin ifadeleri FACSARIA, FACSARIA-II veya FACSAccuri
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(Becton Dickinson) cihazlari ile degerlendirilmistir. Pasaj 3’e kadar ¢ogaltilmis aderan
MKH’ler bir kere fosfat tampon (PBS) ile yikanip, %0.25 Tripsin/2 mM EDTA ile
kaldirilmistir. MKH’ler; PBN (PBS/Buzagi Serum Albumin/NaN3) + %2 insan AB
serum ile anti-insan 2-10 uL CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, CD34,
CD31 ve HLA-DR monoklonal antikorlarla 15 dakika oda 1sisinda inkiibe
edilmiglerdir. Hiicreler iki defa PBN ile yikanip, akim sitometri cihazlari ile
immiinfenotipleri degerlendirilip, analizler BD FACSDiva Software v6.1.2 ve BD
CSampler siiriim 1.0 yazilimlar ile yapilmistir. Kullanilan antikorlarin listesi Tablo

3.2.de sunulmustur.
3.5. XL-1 Blue kompetan bakteriler
3.5.1. XL-1 Blue bakterilerden kompetan stok hazirlanmasi

XL-1 Blue kompetan bakteriler (Agilent, kat no #200249) temin edilip,
hiicrelerin devamini saglamak amaciyla gliserol stok olusturulmustur. XL-1 Blue
bakteriler agar iizerine ekilmistir ve gece boyu 37°C inkiibe edilmistir. Ureyen
kolonilerden biri se¢ilip, 3 mL Luria Bertani (LB) Broth icerisinde inokiile edilip, gece
boyunca 37°C calkalamali inkiibatorde kiiltiire konmustur. Kiiltiir edilen bakterilerin
final hacmi 1:100 oranda LB Broth medyumu igerisinde yeniden ekilip, OD= 0.45-

0.60 aras1 olana kadar 37°C ¢alkalamali inkiibat6rde inkiibasyonlar devam edilmistir.

Tablo 3.2. MKH immiinfenotiplendirilmesinde kullanilan antikorlar.

Antikor Klon Sirket Kat no
CD29-APC TS2/16 BiolLegend 303008
CD34-PE 581 BD Biosciences 343506
CD34-APC 581 eBioscience 17-0349-42
CD34-APC 581 BiolLegend 343510
CD44-FITC BJ18 BiolLegend 338804
CD44-APC IM7 eBiosiences 17-0441-82
CD45-FITC 2D1 BD Biosciences 560976
CD45-APC 2D1 eBiosciences 17-9459-42
CD45-PECy7 SK3 BiolLegend 304016
CD73-FITC AD2 BD Biosciences 561254
CD73-APC AD2 BiolLegend 344006
CD90-FITC 5E10 BiolLegend 328108
CD105-PE SN6 eBioscience 12-1057-41
CD166-PE 3A6 BiolLegend 343904
HLA-DR-PE L243 BD Biosciences 307606
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Bakteriler daha sonra 2 saat buz iizerinde inkiibasiyonlart yapilmistir ve
25009°de 4°C’de santrifiij edilmistir. Bakteri peletine soguk 40 mM sodiyum asetat,
100 mM kalsiyum klorit, 70 mM manganez Klorit tetrahidrat iceren 1 mL kompetan
soliisyon eklenip (total hacmin 1:2’si kadar), 45 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir.
Sonraki asamada bakteriler 1800g°de 4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Bakteri
peletine total hacmin 1:20’si kadar soguk kompetan soliisyon eklenmistir. Total
hacmin %15°1 kadar %80 gliserol eklenip karistirilmistir. Kompetan bakterilerden 200
uL alikotlar hazirlanip -80°C’de saklanmustir.

3.5.2. XL-1 Blue kompetan bakteri kiiltiirii
Solid (kat1) agar ortam iizerinde Kiiltiir

2,5 g maya ozl (Sigma, kat no #70161), 5 g Tripton (Sigma, kat no #95039-
1KG-F), 2,5 g Sodiyum kloriir ve 7,5 g Bacto-Agar tartilip 500 mL distile su icerisinde
¢oziilmiistiir ve otoklavlanmistir. Hazirlanan LB-agar soliisyonu sogmaya alinip, 100
ug/mL Ampisilin Sodiyum (Sigma, kat no #A0166) eklenmistir. 100 mm petri
kaplarina 20-22 mL LB-Agar dokiilip kurutulmustur. Coziilen kompetan
bakterilerden 100 uL agar kapl petriye eklenip steril “L” baget (veya 0Oze) ile
yayilmustir. Petri dikkatlice ters ¢evrilerek 37°C’de gece boyunca kiiltiir edilmistir.

Likit (s1v1) ortam icerisinde Kiiltiir

2,5 g maya 0zii, 5 g Tripton, 2,5 g Sodiyum kloriir tartilip 500 mL distile su
igerisinde ¢Oziilmiistiir ve otoklavlanmistir. Hazirlanan LB medyumunun igerisine 100
ug/mL konsantrasyonunda Ampisilin eklenmistir. 1:100 oraninda sivi bakteri kiiltiirti
almip 100 uL LB Broth medyumu igerisine eklenmistir. Bakteriler gece boyunca
37°C’de ¢alkalamal1 inkiibatorde ¢ogaltilmustir.

3.6. Plazmit cogaltilmasi ve izolasyonu
3.6.1. Plazmitlerin o6zellikleri ve haritalari

MKH’lerden uPKH eldesi i¢in pluripotent genleri ifade eden polisistronik
EF10-STEMCCA, kodon optimize polisistronik pRRL-PPT-SF-OSKM-IRES-
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idTOMPRE, bisistronik pSIN4-CMV-K2M ve LV-EF2-02S plazmitleri
kullanilmistir.

pRRE-EF1a-hOct4/hKIf4-IRES-hSox2/hcMyc-WPRE, EF10-STEMCCA
lentiviral vektorii (titer: 7,11x108 IFU/mL, Millipore SCR544-1, lot: 2702202) hazir
kit olarak Millipore sirketinden temin edilmistir. Bu plazmit pluripotent genleri olan
insan OCT4, insan KLF4’nin ardindan IRES intronu (internal ribosome entry site:
translasyonun baslangicini saglayan ikinci komplex yapit) ve insan SOX2 ve cMYC
genlerini tasimakta, ayn1 zamanda insan EFla (Human Elongation Factor 1 alpha)
konstitiitif aktif promotoru ve ampisilin direng geni (AMPr) kodlamaktadir. REV-
response element (RRE) yapiti transdiiksiyonlarin etkinligini artirmak amaciyla
eklenmistir. Plazmit 12,5 kb boyutundadir ve 6zellikleri Sekil 3.2.’de sunulmustur.

PRRL-PPT-SF-OSKM-IRES-idTomPRE kodon optimize polisistronik
plazmiti Prof. Dr. Axel Schambach (MH-Hannover, Almanya) tarafindan hibe
edilmistir. Bu plazmit pluripotent genleri olan insan OCT3/4, insan KLF4, insan SOX2
ve ctMYC genlerini tagimaktadir. Ayn1 zamanda SFFV (Spleen Focus Forming Virus)
yiiksek seviyede konstitiitif aktif promotoru, idTOM geni (transfeksiyon ve
transdiiksiyon sonrasi plazmitin takibi i¢in kirmizi floresan 151k veren Tomato ifade
etmektedir) ve IRES intronu tasimaktadir; AMPr icermekte ve 12,9 kb boyutundadir
(115). Central polypurine tract (PPT) dizileri niikleer transportu kolaylastirarak
transdiiksiyon etkinligi; post-transcriptional regulatory element (PRE) viral titrenin ve
gen ifadesini artirmaktadir. pRRL vektorlerinde wild type HIV ye ait dizilerin yerine
RSV-HIV veya CMV-HIV kimerik dizileri konmustur. Plazmit 6zellikleri Sekil
3.3.”de sunulmustur.

pSIN4-CMV-K2M (Addgene #21164) bisistronik plazmiti insan KLF4 ve
insan cMYC genlerini tasimaktadir. Ayrica IRES intronu, ori (replikasyon orijini),
polyA (polyadenilasyon alani), AMPr, CMV (sitomegalovirlis) promotoru
tasimaktadir ve 8945 bp boyutundadir. Plazmit 6zellikleri Sekil 3.4.’de sunulmustur.

pSIN4- EFla -O2S (Addgene #21162) bisistronik plazmiti insan

OCT3/4 ve insan SOX2 genlerini tasimaktadir. Ayrica insan EFla promotoru, IRES
intronu, ori, AMPr, polyA tasimaktadir ve 9030 bp uzunlugundadir. Plazmit 6zellikleri

Sekil 3.5.’de sunulmustur.
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Olusturulacak lentiviral vektorlerin paketlenmesi i¢in pMDL-g/pRRE
(Addgene kat no #12251); pMD2-VSVg (Addgene kat no #12259) ve pRSV-REV
(Addgene kat no #12253) plazmitleri kullanilmustir.

pMDL-g/pRRE (Addgene kat no #12251) GAG ve POL (viriislerin yapisal
proteinlerini kodlamaktadir) iceren tigiincii nesil paketleme plazmitidir. Ayrica bu
plazmit CMV promotoru, ori, AMPr, polyA ve kozak konsensiis sekansi (hiicrelerin
protein ifadesini yonetir) tasimaktadir ve 8990 bp boyutundadir. Plazmit 6zellikleri
Sekil 3.6.’de sunulmustur.

pMD2-VSVg (Addgene kat no #12259) plazmiti VSV(g (Vesicular Stomatitis
Virus) zarf proteinlerini ifade eden geni tasimaktadir. VSVg ile psddotiplendirilmis
vektorler ifade eden zarf proteinlerinin sayesinden viral vektoriin tiim memeli
hiicrelerine kolay girmesi saglanmistir. Ayrica bu plazmit CMV promotoru, ori,
AMPr, polyA bolgeleri tasimakta ve 5822 bp boyutundadir. Plazmit 6zellikleri Sekil
3.7.”de sunulmustur.

pRSV-REV (Addgene kat no #12253) REV genini tasiyan lgiincii nesil
paketleme plazmitidir. REV geninin ifadesi RSV (Rous Sarcoma Virus) promotoru
kontrolii altindadir. Ayrica bu plazmit ori ve fl-ori (fajlarda tek iplikli DNA’nin
replikasyonu ve paketlemesinde rol oynamakta), AMPr tasimakta ve 4180 bp
boyutundadir. Plazmit 6zellikleri Sekil 3.8.’de sunulmustur.

psPAX2 (Addgene kat no #12260) GAG/POL/RRE genlerini tagiyan ikinci
nesil lentiviral paketleme plazmitidir. Bu genlerin ifadeleri CMV promotoru kontrolii
altindadir. Ayrica bu plazmit ori ve SV40 Ori tasimaktadir. Plazmitte AMPr mevcut
ve 10668 bp boyutundadir. Plazmit 6zellikleri Sekil 3.9.’de sunulmustur.
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Sekil 3.2. PRRE-EF10-hOct4/hKIf4-IRES-hSox2/hcMyc-WPRE, EF1a—STEMCCA

plasmid haritasi.
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Sekil 3.3. pRRL-PPT-SF-OSKM-IRES-idTomPRE plazmit haritas.
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Sekil 3.4. pSIN4-CMV-K2M plazmit vektor haritasi.
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Sekil 3.5. pSIN4-EF2-O2S plazmit vektor haritasi.
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Sekil 3.6. pMDL-g/pRRE plazmit haritasi.
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Sekil 3.7. pMD2-VSVg plazmitinin haritasi.
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Sekil 3.8. pRSV-Rev plazmitin haritasi.
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Sekil 3.9. psPAX2 plazmitin haritasi.
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3.6.2. XL-1 Blue kompetan bakteri transformasyonu

PRRL-PPT-SF-OSKM-IRES-idTOmPRE, pSIN4-CMV-K2M, pSIN4-EF2-
02S, pMDL-g/pRRE, pMD2-VSVg, pRSV-Rev ve psPAX2 plazmitleri gogaltmak
amaciyla her biri XL-1 Blue kompetan bakterilere transforme edilmistir. XL-1
bakteriler buz iizerinde ¢oziilmiistiir. 50 uL bakteri siispansyonu soguk 15 mL’lik
tiiplere aktarilmistir ve {izerlerine 0,85 ul B-Merkapto-etanol eklenerek 10 dk buz
tizerinde inkiibe edilmistir. Her tlipe 25 ng plazmit DNA eklenmistir ve 30 dk buz
tizerinde inkiibe edilmistir. Tiipler 42°C su banyosuna alinarak 45 saniye inkiibe edilip,
1s1 soku ile plazmit DNA’larin bakteri igerisine girmesi saglanmistir. Bakteriler buz
tizerinde 2 dk inkiibe edilmistir ve 42°C 1sitilmig 900 uL. SOC medyumu eklenip 1 saat
37°C calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Bakteriler daha sonra 65009 de 1 dk
santrifiij edilip agar lizerine 6ze ile yayilip, gece boyu 37°C inkiibe edilmistir. Ertesi
giin olusan kolonilerden biri pik edilerek 100 ug/mL Ampisilin (1:100 oranda) iceren
500 mL LB Broth medyumu igerisinde inokiile edilmistir. Gece boyu 37°C ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edilen bakteriler 40009 45 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar

dokiiliip, bakteri peletleri plazmit izolasyonu ve kantifikasyonu i¢in kullanilmustir.
3.6.3. Plazmit izolasyonu ve kantifikasyonu

XL-1 blue bakterilere transformasiyonlart yapilip g¢ogaltilan plazmitlerin
izolasyonu i¢in ZymoPURE Plasmid maxiprep (D4202, D4203) kiti kullanilmustir.
Kitin Onerilen protokol asamalari modifiye ederek plazmitler izole edilmistir. Kisaca,
bakteri pelletine 14 mL Zymopure P1 soliisyonu eklenip vorteks yapilarak pelletin
yeniden karistirilmasi saglanmistir. Karisimin iizerine 14 mL P2 Zymopure soliisyonu
eklenip bakterilerin lizisi igin 6 defa alt {ist gevrilerek karistirtlmistir. Tiipler 2-3 dk
oda sicakliginda inkiibe edilip, 14 mL Zymopure P3 solusyonu ile bakteriler notralize
edilmistir. Bakteriler Zymopure filtreli enjektorlerden gegirilip, izerlerine Zymopure
Binding buffer eklenmistir ve tiipler 10 kez alt {ist edilerek karigtirilmistir. Sonrasinda
Kitin 6nerilen santrifiij protokolii uygulanmistir. Zymo-Spin V-P kolonu 50 mL falkon
tiipe yerlestirilip hazirlanan bakteri binding buffer karisimi {izerine eklenmistir ve
5009 2 dk santrifiij edilmistir. Sonraki asamada kolon bir defa yikamal soliisyonu ve
iki defa yikama?2 soliisyonu ile yikanmistir. Zymo-Spin V-P kolonu eppendorf {izerine

almarak 400 uL eliisyon buffer ile plazmitlerin eliisiyonu yapilmistir. izolasyonu
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yapilan plazmitlerin kantifikasyonu Nanodrop ND-100 cihazi (ThermoFisher
Scientific) ile yapilmistir. Plazmitler -200C’de bir sonraki kullanima kadar

saklanmustir.
3.7. Lentiviral vektor iiretimi

Uyarilmis pluripotent kok hiicre eldesi i¢in kalsiyum fosfat transformasyon kiti

(Sigma, kat no #CAPHOS) ile lentiviral vektor iiretimi yapilmistir.
3.7.1. Gegici HEK293T hiicre transfeksiyonu

Gegici HEK293T hiicre transfeksiyonu igin 3,75 x 106 HEK293T hiicre, 15 mL
IMDM/%10 FBS besi yeri ile 145 mm petri icerisine ekilmistir. Ertesi giin, HEK293T
hiicreler %40 konfluan olduklarinda, transfeksiyon isleminden 4 saat dnce besi yeri
degistirilip yerine taze IMDM kiiltiir medyumu eklenmistir. 2 saat sonra kalsiyum
fosfat transformasiyon kitinin (2,5 M CaClz, molekiiler grade su, 2X HEPES Buffered
Saline pH 7.05, 50 nM HEPES, 280 nM NaCl, 1.5 mM NaHPQ4) 6nerilen protokol ile
HEK293T hiicrelerin transfeksiyonu yapilmistir.

Polisistronik plazmitlerin paketlenmesinde kullanilan ii¢lincii nesil lentiviral
vektor paketleme sisteminde; pRRL-PPT-SF-OSKM-IRES-idTomPRE (20 pg)
transferi hedeflenen transgenin plazmiti, pMD2-VSVg (3,5 pg), pMDL-g/pRRE (6,5
ug) ve pRSV-REV (5 pg) lentiviral paketleme plazmitleri kullanilarak HEK293T
hiicrelerde lentiviral vektor tiretimi yapilmistir. Bu vektor kisaca “LV-SF-OSKM”
olarak adlandirilmigtir. Bisistronik plazmitlerinin paketlenmesinde kullanilan ikinci
nesil lentiviral vektor paketleme sisteminde; HEK293T hiicrelere pSIN4-CMV-K2M
(2,5 pg) ve pSIN4-EF2-02S (2,5 pg) transferi hedeflenen transgen plazmitleri,
psPAX2 (2,25 pg) ve pMD2-VSVg (0,25 pg) lentiviral paketleme plazmitleri
transfekte edilmistir. Bu vektor kisaca “LV-O2S/K2M” olarak adlandirilmistir.

Toplam hacim 900 pL olacak sekilde, 2,5 M CaClz, molekiiler evre su ve
konsantrasyonu hesaplanmig gerekli plazmit DNA karisimi 50 mL falkon tiip i¢erisine
alinmistir (Tiip A) ve 10 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir. Tiip B ile adlandirilmis 50
mL falkon tlipe ise 900 pL 2X HEPES eklenir. Otomatik pipet ile Tiip B karistirilip
ayni zamanda Tiip A icerigi damla damla eklenmis ve vorteks ile iyice karigtirilmistir.

Karisim oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilip, HEK293T hiicrelerin iizerine damla
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damla eklenmistir ve 16 saat %5 CO2 37°C’de inkiibe edilmistir. 16 saatin sonunda
HEK293T hiicrelerinden ilk toplanan supernatan ¢amasir suyu ile inaktive edildikten
sonra atilmistir ve HEK293T hiicrelerin medyumlari tazeleyip 15 mL taze IMDM/%10
FBS besi yeri ile degistirilmistir.

3.7.2 Lentiviral vektorlerin konsantre edilmesi ve saklanmasi

Ilk lentiviral vektor toplama islemi HEK293T hiicrelerin transfeksiyonundan
48 saat sonra yapilmistir. 145 mm petrilere ekili olan HEK293T hiicrelerin kiiltiir
siipernatanti 20 mL enjektor ile dikkatli bir sekilde c¢ekilip viriisii, paketleme
HEK293T hiicrelerden ayirtmak igin, 0,45 pm filtreden gecirilmistir. HEK293T
hiicrelerin tizerine 15 mL taze IMDM/%10 FBS besi yeri eklenip, %5 CO», 37°C’de
inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Toplanan viral supernantantlar 4000
rpm 4°C 24 saat santrifiij edilerek ¢oktiirtilmistiir. Lentiviriis peletleri 500 uL. IMDM
besi yeri igerisinde ¢oziiliip -80°C’de saklanmustir. Viriisleri toplama iglemi 3 giin
tekrarlanmistir. Petride kalan HEK293T hiicreler ve virtis tiretiminde kullanilan tiipler

islemler bitiminde camasir suyu ile inaktive edilmistir.
3.8. Saghkh ve Griscelli tip 2 hiicrelerin yeniden programlamasi
3.8.1. mRNA yontemiyle yeniden programlama

MRNA yontemi ile MKH’lerin yeniden programlanmasi i¢in StemMACS
mRNA Transfection Kit (Miltenyi, kat no #130-104-463) kullanilmistir. Oncelikle
MKH’ler yeniden programlanma besi yeri olan StemMACS™ ReproBrew XF + 50X
supplement (RB+, Miltenyi, kat no #130-104-368) ortamina aligtirilmigtir. MKH’ler
iceren T-25 flasklara %33 RB+/%67 DMF10 eklenmistir. Sonraki medyum
degisimlerinde sirayla, ilk olarak %67 RB+/ %33 DMF10 eklenip, sonrasinda %100
RB+ medyum ile kiiltire devam edilmistir. Boylelikle, MKH’ler yaklasik 7-10 giin
icerisinde yeni Kkiiltiir ortamlarma alistinnlmistir. 6 kuyucuklu plakalar, kit’in
prospektiisiine gore hazirlanan 1 mL CTS (Cellstart substrate, Life Technologies, kat
no #A1014201) ile kaplanmistir. iki saat inkiibasyon sonrasinda, arda kalan CTS
ortamdan uzaklastirilmistir. Oncesinden yeniden programlama medyumu igerisinde

alistirllan ve tripsin edilen MKH’ler, farkli konsantrasyonlarda (5000-20.000



44

hiicre/kuyucuk), CTS ile kapli kuyucuklara ekilmistir. Liyofilize Oct4:Sox2:Klf4:
Lin28:c-Myc:Nanog:nuclear eGFP mRNA’lar1 3:1:1:1:1:1:1 oranlarinda kullanil-
mustir. Liyofilize ve -80°C’de saklanan mRNA’lar 200 uL DNAz ve RNAz-siz su (Life
Technologies, kat no 10977-015) ile sulandirilip, 100 ng/mL liyofilize mRNA
konsantrasyonu elde edilmistir. Sulandirilmis mRNA’lar buz iizerinde tutulup, her
mRNA oOnerilen oranda kombine edilip yeniden programlanma mRNA kokteyli elde
edilmistir. Ertesi giin, 6 kuyucuklara ekilen MKH’lerin kiiltiir besi yeri B18R proteini
(eBiosciences, kat no #34-8185-81) igeren RB+ medyum ile degistirilmistir.
Transfeksiyon asamasinda, Onceden hazirlanmis yeniden programlama mRNA
kokteyli, transfeksiyon tamponu ile karistirilip yavasca MKH’ler {izerine eklenmistir.
Dort saat inkiibasyon sonrasinda, MKH’lerin yeniden programlama medyumu, taze
B18R proteini iceren RB+ medyumu ile degistirilmistir. Ayni islem ilk koloniler elde
edilene kadar her giin tekrarlanmistir (Sekil 3.10.).

Oct4/Sox2/KIf4/Lin28/ c-myc/Nanog/eGFP mRNA

3:1:1:1:1:1:1
ReproBrew+B18R
Giinliik iPS-Brew™
CTS kaph 24 L
besi yeri degisimi
kuyucuklu plaka
P3/MKH ekimi | « >] ¢ >
| >
GUN -1 0 14

Sekil 3.10. mRNA yeniden programlama siireci

3.8.2. Lentiviral yontemleri ile yeniden programlama

Ik deneylerde, insan EF10-STEMCCA konstitiitif polisitronik (OKSM)
lentivirus (titer: 7,11x108 IFU/mL, Millipore SCR544-1, lot 2702202) kullanilmustir.
GS-2 (AB) MKH hiicrelere EF1a-STEMCCA eklenip (MOI=11), hiicrelerin gelisimi
1 ay boyunca devam edilip ve ginlik StemMACS iPS-Brew medyumu
degistirilmistir.
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EF10-STEMCCA lentiviral vektorii ile transdiiksiyonu

[k deneylerde insan hazir EF1a-STEMCCA konstitiitif polisitronik (OKSM)
lentivirus (titer: 7,11x108 IFU/mL, Millipore SCR544-1, lot: 2702202) kullanilmistir
(Sekil 3.2.). Saglikli donor P3 MKH’ler, 6 kuyucuklu tabakalara 2,5 mL StemMACS
ReproBrewXF (Miltenyi, kat no #130-107-544) besi yerinde ekilip, 5 giin kiiltiir
edilmistir. Bir kuyucugu 0,25% Tripsin/EDTA ile kaldirilip 30.000 hiicre sayilmistir.
Bu hiicre sayisina ve hedeflenen MOI (multiplicity of infection) 11°e gore kullanilacak

virus siipernatani hesaplanmistir.

Gerekli viris volimu (pL) = ekilen hicre sayisi x Hedef MOl x 1000 pL
Viral titer (IFU/mL) 1 mL

Bu denkleme gore kullanilacak virlis voliimii 2,1 pL olarak hesaplanmistir.
Hiicrelerin Tlizerindeki besiyerleri toplanip, taze StemMACS ReproBrew ile
degistirilmistir. Transdiiksiyon etkinlik oranlar1 artirmak amaciyla ayrica da 5 ug/mL
polibren (Heksadimetrin Bromiir, Sigma, kat no #10.768-9) eklenmistir. Hiicreler 24
saat boyunca inkiibatérde 5% CO- ve 37°C’de kiiltiir edilmistir. Ertesi giin tiim besi
yeri ¢ekilip, taze polibren ve 2,1 uL. LV-EF10-hSTEMCCA kuyucuk basi eklenmistir.
Hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra tiim kiiltiirlerin medyumu gekilip, 3
kere DPBS (Life Technologies, kat no #14190) ile yikanip, 2 mL 6nceden 1sitilmig
StemMACS iPS-Brew (Miltenyi, kat no #130-107-086) medyum ile degistirilmistir.
[Ik deneylerde yeniden programlama sirasinda StemMACS ReproBrew medyumu
kullanilmistir, ancak kullanilan hiicre kiiltiirlerinde kristal olusumu tespit edilince
devam deneylerinde StemMACS iPS-Brew kullanilmigtir. Kiiltiirler her giin taze
onceden 1s1tilmis StemMACS 1PS-Brew ile degistirilmistir. Transdiiksiyondan sonraki
7. giinde, hiicreler 10 dk, 37°C’de Akiitaz (Capricorn Scientific, kat no #ACC-1B) ile
kaldirilip, CTS CELLstart Substate (ThermoFisher Scientific, kat no #A10142-01) ile
kaplanip 6-well kuyucuklara boliinmiistiir. Hiicreler 10 uM Rock inhibitorii Y27632
iceren StemMACS iPS-Brew medyumu igerisinde ekilip, diger gilinlerde sadece
StemMACS iPS-Brew medyumu kullanilmistir. Hiicre kiiltiirleri 1 ay boyunca devam
edilip, giinlik StemMACS iPS-Brew medyumu degistirilmistir.
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SF-OSKM lentiviral vektorii ile mononiikleer hiicrelerin (MNH)

transdiiksiyonu

GS-2 Ki-MNH’leri 5 giin boyunca hematopoetik kok hiicre (HKH)
ekspansiyonu protokoliina maruz birakilip, StemMACS HKH ekspansiyon medyumu
(Miltenyi, kat no #130-100-463) ve %1 StemMACS HKH sitokin kokteyli
(SCH/TPO/FIt3-L karisimi, Miltenyi, kat no #130-100-843) igeren medyumda
cogaltilmislardir. Ekspande edilen MNH’ler LV-SF-OSKM ile transdiise edilmistir ve
yeniden 5 giin boyunca HKH ekspansiyon medyumunda kiiltiir edilmistir. Cogaltilan
GS-2 hiicreleri CTS kaplanmis 24-kuyucuklu plakalara ekilip, iPS-Brew + 20 ng/mL
bFGF (iPS-Brew/bFGF) ortaminda 21 giin boyunca gogaltilmistir.

SF-OSKM lentiviral vektorii ile mezenkimal kok hiicrelerin (MKH)

transdiiksiyonu

25.000 P3/MKH’ler 12 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna DMF10 besi yeri
icerisinde ekilmigstir. Ertesi giin MKH’lere farkli konsantrasyonda SF-OSKM igeren
lentiviral vektorler ile 3 giin boyunca transdiiksiyonlari yapilmistir. Lentiviriisler
dogrudan MKH’lere dogrudan verilmistir. Transdiiksiyon sonras1 7 giin boyunca, her
iki glinde bir olmak iizere transdiikte edilen MKH’lerin besi yeri DMF10 ile
degistirilmistir. 7 giin sonrasinda hiicreler %0,25 Tripsin/EDTA ile kaldirilip sayilmis
ve 1/5 oranda CTS veya Matrigel ®matrix (Corning, kat no #354277) kapl 12
kuyucuklara DMF10 igerisinde ekilmistir. Ertesi giin besi yeri degistirilip yerine iPS-
Brew/bFGF eklenmistir. Matrigel iizerine ekimden sonra 18 ile 21 giin arasi1 ilk
koloniler olusana kadar giinliikk iPSBrew/bFGF medyum degisikligi yapilmistir (Sekil
3.11)).

LV-SF-OSKM Transdiikte MNH’ler CTS

Ki-MNH ile 2 glinliik kaph 24 kuyucuklu 2: ?;lrn'

ekimi transdiiksyon plakalara ekimi ¢
StemMACS™ HKH StemMACS™ HKH
ekspansiyon ekspansiyon Guinliik iPS-Brew™
mediyumu + STF mediyumu + STF besi yeri degigimi
J— b

| >
GUN -5 0-2 12 21

Sekil 3.11. MNH’lerin LV-SF-OSKM ile yeniden programlama siireci
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02S/K2M lentiviral vektor ile transdiiksiyon

25.000 P3/MKH 12 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna DMF10 besi yeri
igerisinde ekilmistir. Ertesi giin MKH’lere farkli konsantrasyonda O2S/K2M lentiviral
vektorler ile transdiiksiyonu yapilmistir. Lentiviral vektorler dogrudan MKH’lere
DMF10 medyumu igerisinde dogrudan verilmistir. Transdiiksiyon sonrasi 7 giin
boyunca, her iki giinde bir olmak tizere trandiikte edilen MKH’lerin medyumu DMF10
ile degistirilmistir. 7 glin sonrasinda hiicreler %0,25 Tripsin/EDTA ile kaldirilip
sayildi, 1/5 oranda Matrigel®matrix kapli 12 kuyucuklara DMF10 igerisinde
ekilmistir. Ertesi giin besi yeri degistirilip yerine iPS-Brew/bFGF eklenmistir.
Matrigel iizerine ekimden sonra 18 ile 21 giin arasi ilk koloniler olusana kadar giinliik

iIPS-Brew/bFGF medyum degisikligi yapilmistir (Sekil 3.12.).

LV-SF-OSKM

Transdiikte
veya LV- MKH']
025/K2M ile R ler
Bl Matrigel kapli
transdiiksiyon
plakalara DMF10
MKH DMF10 besiyeri . )
besiyeri icerisinde ekimi I”:ekgci’:\:im
icerisinde L
ekimi Her iki giinde
bir, DMF10 .
besiyeri Glinliik IPS Brew XF +
degisimi bFGF besiyeri degisimi
' >
N 1 0-3 10 18-21

Sekil 3.12. MKH’lerin LV-SF-OSKM veya LV-0O2S/K2M ile yeniden programlama

sureci

3.8.3. SeV ile yeniden programlama

%0.1 Domuz jelatini (Sigma, #G1890-100G) tartilarak distile su igerisinde
¢oziiliip otoklavlanarak steril edilmistir. 6 kuyucuklu plakanin 3 kuyucugunun her biri
1 mL hazirlanan jelatin ile kaplanip, 2 saat 37°C inkiibe olmustur. Jelatin kapli her bir
kuyucuga 100.000, 125.000, 150.000 oranda pasaj MKH’ler DMF10 besi yeri
icerisinde ekilmis ve %35 COg, 37°C inkiibatorde inkiibe edilmistir. 24 saat sonra, %80



48

konfluan olan kuyucuga SeV (ThermoFisher Scientific, CytoTune iPS 2.0 Sendai
Reprogramming Kit, kat no #A16517) transdiiksiyonu i¢in segilip, multiplicity of
infection (MOI) 5:5:3 olarak viriisler dogrudan hiicrelerin {izerine ekilmistir. 24 saat
sonra transdiikte olan MKH’lerin besi yeri degistirilerek taze DMF10 medyumu
eklenmistir. Transdiiksiyondan sonra 5 giinlik DMF10 medyum degisikligi
yapilmistir. Transdiiksiyonun 5.ci giinii hiicreler Akutaz (Stem Cell Techologies, kat
no #7920) ile kaldirilip hiicre sayimi1 yapilmistir. Matrigel®matrix ile kapli 100 mm
kiiltiir plakalarina DMF10 medyumu igerisinde 100.000 transdiikte edilmis MKH
ekilmistir. Ertesi giin besi yeri 10 mL TESR™-E7™ (Stem Cell Techologies, kat no
#5910) +500X supplement (Stem Cell Technologies, kat no #05910) ile degistirilmis
ve transdiiksiyondan sonra 14. giine kadar giinliik medyum degisimi yapilmustir. 14.
giinde TESR™-E8 (Stem Cell Technologies, kat no #5990) kiiltiir ortamimna gegis
yapilip, ilk koloniler olusana kadar giinliik medyum degisimine devam edilmistir. ilk
uPKH kolonileri transdiiksiyondan sonra 10. giin gelismeye baslayip, 18. giin koloniler
secilmistir (Sekil 3.13.).

Sendai viriis ile 10° transdiikte
transdiiksyon MKH Matrigel . )
MOi: 5:5:3 kaph plaka ekim ilk I.(ol.onl
KOS/c-Myc/KIif4 segimi
Gunliik Giinluk Gunluk

%0.1 jelatin DMF10 TESR™-E7™ TESR™-E8™

kapli plaka besiyeri besiyeri besiyeri

MKH ekimi degigimi degisimi degisimi

) ¢ Dy & »
| %
GUN -1 0 1 5 6 14 18

Sekil 3.13. MKH’lerin SeV yontemi ile yeniden programlama siireci

3.8.4. Uyarilmis pluripotent Kok Hiicre (uPKH) kolonilerin secilmesi

Kullanilan yontemine bagl olarak, genelde ilk koloniler 18 ile 21 giin arasi
gelismistir. Iyi goriinen kolonilerin 151k mikroskobu ile gériintiileri alinmistir.
Kolonilerin ekiminden o6nce, 12 kuyucuklu plakanin her kuyucugu Matrigel ile
kaplandiktan sonra iPS-Brew/bFGF + 10 uM Rock inhibitorii (Y27632 Miltenyi, kat
no #130-103-922) medyumu eklenmistir. Se¢ilen uPKH kolonileri 1 mL’lik insiilin
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enjektorii kullanarak mikrodiseksiyon yontemi ile kesilmistir. 200 uL pipet ucu ile
kesilen koloni pargalari toplanip 6nceden hazirlanmis iPS-Brew/bFGF + 10 uM Rock
inhibitériic medyum igeren kuyucuklara ekilmistir. Koloni pargalarmin ekiminden
sonraki giin medyum degisikligi yapilmamustir. Ertesi gilinden itibaren, uPKH
kolonilerin besi yeri, normal Rock inhibitorii icermeyen iPS-Brew/bFGF medyumu ile

giinliik degistirilmistir.
3.9. uPKH devam Kkiiltiirii
3.9.1. uPKH dondurma ve ¢é6zme yontemleri
Uyarilmis pluripotent kok hiicre kolonilerinin dondurulmasi

uPKH’ler konfluan olduklarinda, kuyucuklardan medyumlar c¢ekilmis ve
Ca2+/Mg2+-siiz Dulbecco’s PBS (DPBS, Life Technologies, kat no #14190-250) ile
yikanmigtir. uPKH’lere 0,5 mM EDTA eklenip 3 dk %5 CO., 37°C inkiibator’de
enzimin aktivasyonu saglanmistir. Isik mikroskobunda kolonilerin g¢eperinin az
kalktigindan emin olduktan sonra EDTA’y1 hiicrelerin lizerinden ¢ekilerek atilmis ve
iIPS-Brew/bFGF medyumu ile hiicreler toplanarak falkon tiipe gegirilmistir. uPKH’ler
2009 5 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Supernatanlar atilip hiicre pelleti iPSBrew/bFGF
medyumu ile yeniden karistirilip, 1:1 oranda 2X dondurma ¢ozeltisi (%20 iPS-Brew,
%20 DMSO, %60 FBS) eklenmistir. uPKH’ler kriyotiiplere gegcirilerek Mr. Frosty ile
-80°C’de dondurulmustur. Ertesi giin hiicreler Mr. Frosty’den ¢ikarilarak -196°C’de

azot tankinda saklanmustir.
Uyarilmis pluripotent kok hiicre kolonilerinin ¢oziilmesi

-196°C bulunan uPKH’lerini igeren kriyotiip buz iizerine alinip laboratuvara
gotiiriilmistiir. Kriyotiipiin etrafi alkol ile temizlenip ve 37°C su banyosunda igerisinde
kiigiik bir buz parcasi kalana kadar ¢oziilmiistiir. uPKH’ler iPSBrew/bFGF + 10 uM
Rock inhibitori igeren medyum igerisine alinip, daha 6nce hazirlanan Matrigel kaph

plakalara ekim yapilmstir.
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3.9.2. uPKH ekimi ve cogaltilmasi

uPKH’ler iPS-Brew/bFGF + 10 uM Rock inhibitérii igeren medyum igerisine
alinip, daha once hazirlanan Matrigel kapl plakalara ekim yapilmistir. Kolonilerin
tutulmasi i¢in ekimin ertesi giinii medyum degisimi yapilmamustir. Diger giinler
normal iPS-Brew/bFGF igeren medyum ile giinlik medyum degisimi yapilmustir.
uPKH’ler %80 konfluan olduklarinda 0,5 mM EDTA ile kaldirilarak pasaj

atlatilmislardir.
3.10. uPKH karakterizasyonu
3.10.1. uPKH immiinfenotiplendirilmesi
Intraseliiler boyamalar

Pasaj 5‘1 gegen uPKH’lerin immiinfenotiplendirilmesi amaciyla, hiicreler 0,5
mM EDTA soliisyonu ile 3 dakika 37°C’de inkiibe edilip kaldirilmistir. Hiicreler
iPSBrew/bFGF igeren medyum ile toplanmistir. Anti-Oct3/4 antikoru ile intraseliiler
boyama i¢in, uPKH’ler oda 1sisinda 10 dk boyunca %0,1 Triton X-100 igeren PBS,
sonra da 10 dakika 90,1 Tween-20 igeren PBS ile inkiibe edilerek permeabilize
edilmistir. Hiicreler; 5 pL anti-Oct3/4-APC ile oda 1sinda karanlikta 45 dk inkiibe
edilmistir. PBN ile iki kez yikama yapildiktan sonra uPKH’ler FACSARIA veya
FACSAccuri cihazinda okutulmustur.

Hiicre yiizeyi boyamalari

Diger pluripotent antijenleri hiicre ylizeyinde ifade edildiginde
permeabilizasyon yapilmadan hiicreler dogrudan 1 pL anti-SSEA4-APC, anti-SSEA1-
APC, anti-TRA-1-60-PE ve anti-TRA-1-81-PE ile oda 1sisinda ve karanlikta 45 dk
inkiibe edilmistir. Antikorlarin 6zellikleri Tablo 3.3.’de sunulmustur. PBN ile iki kez
yikama yapildiktan sonra uPKH’ler FACSARIA veya FACSAccuri cihazinda

okutulmustur.
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3.10.2. uPKH immiinfloresan boyamalari ve goriintiilemesi

Fikse edilen uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin immiinfloresan

boyamalar

Pasaj 5 uPKH klonlarmin kimliginin dogrulanmasi i¢in immiinofloresan
boyamalar yapilmistir. Hiicreler 8 kuyucuklu Matrigel kapli lamlara iPS-Brew/bFGF
iceren medyum igerisinde ekilip giinliik medyumlar1 degistirilmistir. Yeterince
konfluan olduklarinda, hiicreler %4 Paraformaldehit ile fikse edilip, parafilm ile
kapatilip +4°C’de kullanilana kadar saklanmistir. uPKH’ler iki defa PBN ile yikanip,
oda 1sisinda 10 dakika %0,2 Triton X-100 + %0,2 Tween-20 igeren PBS ile 20 dk
inkiibe edilerek permeabilizasyonlar1 yapilmistir. Bu islemden sonra tiim kuyucuklara
100 pL bloklama tampon eklenip (PBN/%1 AB serum/%]1 fare serumu) 20 dk inkiibe
edilmistir. Primer antikorlar olarak tavsan-anti-insan Oct4, fare-anti-insan TRA-1-60,
sican-anti-insan Sox2 ve fare-anti-insan SSEA4 kullanilmustir. Ikincil antikor olarak
kegi-anti-tavsan IgG-Alexa Fluor 488, kegi-anti-fare IgG-Alexa Fluor 488, anti-si¢can
lgG-Alexa Fluor 488 ve anti-fare-lgG-Alexa Fluor 488 kullanilmistir (Tablo 3.3.).
SSEA4 yiizeyde ifade edildiginden dolayi, bu antikor ile boyanan kuyucuklara
permeabilizasyon uygulanmamistir. Tiim primer antikorlar PBN + %0,1 Tween-20
i¢cinde diliie edilip, hiicreler iki saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Kuyucuklar {i¢ defa
PBN ile yikandiktan sonra, PBN + 0,1% Tween-20 ile diliie edilen ikincil antikorlar
eklenip 1 saat karanlikta, oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Hiicreler 3 kere PBN ile
yikanarak, her kuyucuga 50 pL DAPI soliisyonu (300 nM) eklenip, 5 dakika karanlikta
inkiibasyon yapilmistir. Hiicreler degerlendirilmeden once {i¢ kere PBN ile yikanmisgtir

ve Olympus inverted floresan mikroskop sistemi ile analiz edilmistir.
Canli uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin immiinfloresan boyamalar:

Canl1 uPKH kolonilerin immiinfloresan boyamalari i¢in anti-TRA-1-60-Vio-
Alexa Fluor 488 boyama yapilmistir. TRA-1-60-Vio antikoru 1:100 taze iPSBrew XF
icinde ¢Oziilmiistiir ve hiicreler tizerine dogrudan eklenmistir. Hiicreler 37°C’de, %5
CO: ortaminda 30 dakika inkiibe edilip, iki defa medyum ile yikanarak Leica floresan

mikroskopta goriintiilenmistir.
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3.10.3. Pluripotent gen ifadeleri RT-PCR
RNA izolasyonu ve kantifikasyonu

Pasaj 5’1 gecen uPKH’ler tek koloni olacak sekilde toplanip, 700 puL Qiazol
eklenerek Orneklerin tiimii toplanana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. RNA
izolasyonu miRNeasy minikit (Qiagen, kat no #217004) ile yapilmistir. Qiazol lysis
Reagent (Qiagen, kat no #79306) ile muamele edilen RNA Ornekleri oda sicakliginda
¢oziiliip homojen hale getirilmistir. Orneklere 140 pL molekiiler grade kloroform
eklenip 12.000g’de 15 dk santrifiij edilerek fazlar olusturulmustur. Total RNA’larin
bulundugu seffaf faz toplanip 525 uL. molekiiler grade etanol eklenmistir. Karigim kit
igerisinde bulunan filtre lizerine gecirilip 10.000g 15 saniye santrifiij edilmistir. Filtre
350 uL RWT buffer ile yikanip 1000g‘de 15 saniye santrifiij edilmistir. 80 pL
DNAz/RDD buffer karigimi filtre iizerine pipetlenerek 30 dk oda sicakliginda
inkiibasyon sonrasinda DNA kontaminasyonu elenmistir. 350 ul. RWT buffer
sonrasinda da iki defa 500 pL RPE buffer ile yikadiktan sonra filtreden elde edilen
total RNA’lar 30 uL RNAz-s1z su ile eliie edilmistir. Total RNA miktart NanoDrop
ND-100 (ThermoFisher Scientific) cihaz ile 6lgiiliip, -80°C’de saklanmustir.

cDNA Sentezi

Total RNA’lardan cDNA sentezi Transcriptor high fidelity cDNA synthesis
kiti (Roche, kat no #05081963001) ile yapilmistir. cDNA sentezi i¢in ortalama 1300
ng/pL RNA kullanilmistir. Total voliim 11,4 pL olacak sekilde, buz tlizerinde, PCR
tiiplerine RNA 06rnegi, PCR grade su ve 60 puM random heksamer primerler
eklenmistir. Karisim 65°C 10 dk GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
cthazini kullanilarak denature edilmistir. PCR tiipleri buz iizerine alinip sirayla 1X
reverz transkriptaz reaksiyon buffer, 20U Protector Rnaz inhibitéri, 1 mM
deoksiniikleotit karistmi, 5 mM DTT ve 10U Reverz transkriptaz eklenmistir. PCR
tiipleri GeneAmp PCR system 9700 cihazina yerlestirilip, 29°C 10 dk, 48 °C 60 dk,
85°C 5 dk cDNA sentezi igin reverz transkripsiyon reaksiyonu baslatilmistir.

Sentezlenen cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.3. uPKH immiinfenotiplendirilmesinde kullanilan antikorlar.

Antikor Sirket Kat no
Akam Sitometri - direk boyamalar

SSEA1-APC Miltenyi 130-104-937
SSEA4-FITC BD Pharmingen 557577
SSEA4-APC Miltenyi 130-098-347
TRA-1-60-PE Miltenyi 130-100-347
TRA-1-81-PE Miltenyi 130-101-410
TRA-1-81-PE Miltenyi 130-107-102
Oct3/4-APC Miltenyi 130-105-555
Immiinofloresan boyamalar - direk canli boyama

TRA-1-60-Vio488 Miltenyi 130-106-872

Immiinofloresan boyamalar — indirek: birincil antikorlar

Tavsan-anti-insan Oct4 Molecular Probes A24867
Fare-anti-insan TRA-1-60 Molecular Probes A24868
Sican-anti-insan Sox2 Molecular Probes A24759
Fare-anti-insan SSEA4 Molecular Probes A24866

Immiinofloresan boyamalar — indirek: ikincil antikorlar

Kegi-anti-tavsan IgG-Alexa Fluor 488 | Thermo Fisher Scientific | A11008

Kegi-anti-fare 1gG-Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific | A11029

Anti-sigan IgG-Alexa Fluor 488 Molecular Probes A24876

Anti-fare-1gG-Alexa Fluor 488 Molecular Probes A24877

Kantitatif gercek zamanh PCR

Elde edilen cDNA; LightCycler® 480 II sisteminde (Roche), gercek zamanlh
RT-PCR ile rolatif hedef gen ifadelenmesinin saptanmasi i¢in kullanilmigtir. Yeniden
programlandiktan sonra uPKH’lerde, olgunlagsmis hiicrelerde ifade edilmeyen SOX2,
NANOG ve OCT4 genleri yeniden ifade edilmektedir. Bunun i¢in SOX2, NANOG ve
OCT4 genlerinin ifadeleri incelemek amaciyla, gercek zamanli kantitatif PCR igin
valide edilmis primer-hidroliz prob c¢iftleri olan Tagman problart (Roche)

kullanilmistir (Tablo 3.4.). Orneklerin bulundugu 384 kuyucuklu plaka Light-Cycler
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48011 cihazinda okutulmustur (Roche). Biitliin 6rneklere ait her bir gen, aym sartlar

altinda en az liger kez calisilmistir.

Tablo 3.4. RT-PCR Primer Problerin dizileri.

Gen Forward primer Reverse primer

ACTB GGCCAGGTCATCACCATT GGATGCCACAGGACTCCAT

B2M CCGTGTGAACCATGTGACTTT| CCTCCATGATGCTGCTTACA

SOX2 ATGGGTTCGGTGGTCAAGT | GGAGGAAGAGGTAACCACAGG

NANOG | ATGCCTCACACGGAGACTGT | CTGCAGAAGTGGGTTGTTTG

OCT4 GCAAAACCCGGAGGAGTC TCCCAGGGTGATCCTCTTCT

Housekeeping gen olarak b2-mikroglobulin (B2M) veya beta-aktin (ACTB)
kullanilmistir. Ger¢ek zamanl kantitatif PCR kosullar1 95 derece 10 dk, sonrasinda 45
siklus (95 derece 10 sn, 60 derece 30 sn, 72 derece 1 sn ve 40 derece 30 sn) olarak
calisgilmigtir. Biitiin deneylere ait CT degerleri, amplifikasyon egrileri ve biitlin diger
veriler LightCycler 480 (Roche) yazilimi ile elde edilmistir. Verilerin istatiksel analizi
Excel yazilimda yapilmistir. SOX2, NANOG ve OCT4 genlerinin verileri, B2M geni
ile normalize edilip, ACT (Ctnedef gen-Clreferans gen). Relatif gen ifadelerinin

22T metodu kullanilmstir ve log2(22¢T) hesaplanmistir. Ortalama

hesaplamalari i¢in
ACT degerleri hesaplanarak istatiksel analiz yapilmistir ve log2(22¢T 2T degerleri

hesaplanarak pluripotent genlerin ifadeleri gosterilmistir.
3.10.4. uPKH karyotip analizi

Karyotip analizi (Intergen firmasindan hizmet alimi yapilmistir) igin farkli
saglikli ve GS-2 uPKH klonlar1 6 kuyucuklu plakalarda iPS-Brew/bFGF besi yeri
icerisinde ¢ogaltilmistir. Karyotiplendirmesi i¢in tiim kiiltiirlere 3-4 damla Kolsemit
eklenmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. Hiicrelerin tizerindeki medyumlar bosaltilmis ve
bir kere 1 mL PBS ile yikanmistir. Hiicreler Tripsin/EDTA ile kaldirilmistir ve PBS
igerisinde toplanmustir. Hiicreler 1 kere 10 dk 1000 rpm’de santriifiij edilip,

siipernatanlar atilmistir. Pellet {izerine 5 mL hipotonik tuz soliisyonu eklendikten sonra
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8 dk etiivde bekletilmis ve lizerine tiipiin ¢eperinden 5-6 damla fiksatif damlatilmistir.
Hiicreler bir kere daha 10 dk’da santriifiij edilmistir ve siipernatanlar dokiilmiistiir.
Pellet iizerine ilk 7-8 damla tiipilin ¢eperinden 5 mL fiksatif konmus ve 10 dk santriifiij
edilerek, iki defa yikanmistir. Yayma islemi i¢in pellet ilizerine 1 mL fiksatif
birakilmistir. Yaymalarin boyamalari i¢in 5 adet sale hazirlanmistir. Birinci sale 10
mg Tripsin, 80 mL PBS; ikinci sale sadece PBS; {iglincii sale 53 mL A soliisyonu
(9.073 g KH2PO4/L distile su) ve 47 mL B soliisyonu (23.864g Na2HPO4.12 H,O/1L
distile su) ve 2 mL Giemsa boyasi karigtirilir. Drdiincii ve besinci saleler distile su ile
doldurulmustur. Preparatlarin bekleme siiresine gore Tripsinde bekletilme siiresi
deneme preparatlari ile belirlenmistir. 1. saleden ¢ikarilan preparatlar; 2. salede
yaklagik 15 sn ¢alkalanmis ve Giemsa salesine konmustur. Giemsa boyasinda 6 dakika
tutulduktan sonra preparatlar 4 ve 5. salelerdeki distile sudan gecirilerek kurumaya
birakilmistir. Boyanmis preparatlarin 151k mikro-skobunda sayimi ve analizi

yapilmustir.
3.10.5. uPKH teratom deneyleri
In vivo teratom deneyleri

In vivo teratom ve hematopoetik nakil deneyleri igin hayvan deneyleri igin
2014/46-03 ve 2015/68-10 no’lu hayvan deneyleri yerel etik kurul onaylar1 alinmistir.
uPKH’ler Matrigel kapli 6-kuyucuklu plakalarda c¢ogaltilmis ve 0,5 mM EDTA
soliisyonu ile soguk zinciri bozmadan toplanmistir. immiin yetmezligi olan, ancak NK
hiicre fonksiyonu gosterebilen Balb/c-Rag2” farelere uPKH’ler verilmeden 24 saat
once intraperitoneal 25 mg/kg Busulfan enjekte edilerek immiin baskilamasi
yapilmistir. 24 saat sonra, fareler (n=10) Sevofloran/O; ile anestezi edilmistir.
Uyutulduktan sonra farelerin bacaklari 6nce tiras edilip, %70 etanol ile temizlenmistir.
1x10° uPKH’ler 50-100 uL. DMEM-F12(Gibco)/Matrigel karisimi icinde farelerin sag
ve/veya sol gastrocnemius kasin igerisine intramiiskiiler olarak enjekte edilmistir.
Fareler 6-8 hafta boyunca takip edilmis ve tiimorler yeterince biiyiik olduktan sonra
hayvanlar sakrifiye edilmistir. Teratomlar dikkatlice ¢ikarilip kasetlere yerlestirilmis
ve %10 formolda fiksasyonlar1 yapilmistir. Kontrol olarak, baska nedenlerden dolay1

sakrifiye edilen farelerin saglikli kas dokular1 kullanilmistir.
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Teratom dokunun Kesitlerinin histokimyasal boyamalari

Hayvanlardan elde edilen teratom 6rneklerinde doku biitiinliigliniin korunmasi
amaci ile formalin ile fiksasyon yapilmistir. Daha sonra parafine gdmmiilmiis olan
orneklerden 3-5 mikrometre kalinliginda kesitler alinmustir. Kesitler, 60°C’de etiivde
deparafinize edildikten sonra ksilolde seffaflandirilmistir. Sirasiyla %96 ve %80’lik
alkollerden gecirilen kesitler rutin Hematoksilen/Eosin boyast ile boyanmistir. Son
olarak mikroskopik incelemeler icin seffaflandirilip kapatilan kesitler histolojik

degerlendirme i¢in 151k mikroskobunda incelenmistir (Leica DM6B).
3.10.6. uPKH RAB27A mutasyon analizi

Yeni nesil sekans kullanilarak elde edilen saglikli ve GS-2 uPKH klonlarin
mutasyon analizi yapilmistir (Intergen firmasindan hizmet alimi yapilmistir). Primer
tasarimi i¢in RAB27A geni tiim kodlayan bolge ve ekzon-intron kesisim bdlgelerinin
PCR amplifikasyonu i¢in primer tasarim yapilmistir. Kodlayan 5 ekzon igin toplam 10
adet primer tasarimi yapilmistir. Calisacak bdlgelerin amplifikasyonu, tasarlanan
primerlerin PCR reaksiyonunda kullanilmasi ile elde edilmistir. Reaksiyon sonucu %2
agaroz jel elektroforezi ile  goOriintiilenerek  amplifikasyon  verimliligi
degerlendirilmistir. PCR havuzu olusturmak icin her bir 6rnek icin elde edilen 5 adet
amplikon, reaksiyon verimliligi g6z 6niinde bulundurularak, her bolgenin esit oranda
temsil edilecegi sekilde karigtirtlmistir. Olusturulan PCR havuzu, Nucleofast(R) 96
PCR Kkiti (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak saflagtirilmistir. Saflagtirilan 6rnegin
spektro-fotometre (Nanodrop N1000, ThermoFisher Scientific) ile kantitasyonu
yapilmistir. DNA miktar1 0.2 ng/uL olacak sekilde standardize edilmistir. Standardize
edilen ornek, NexteraXT (Illumina) 6rnek hazirlama kiti kullanilarak, yeni nesil
sekanslamaya hazir haline getirilmis ve yeni nesil sekans Miseq cihazi (Illumina)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Veri analizi i¢in elde edilen okumalarin alignment’1
Miseq Reporter (Illumina) yazilimi ile yapilmistir. Align edilmis “.bam” dosyalarinin

analizi ise IGV 2.3 (Broad Institute) yazilimi kullanilarak yapilmistir.
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3.11. uPKH’lerin Op9 hiicreler ile ko-kiiltiirii ve hematopoetik
farkhilasmasi1 CD34+ hiicrelere farklilasma ve FACS

Op9 hiicreler 100 mm petrilerde %20 1s1 inaktive edilmis fetal buzagi serumu
(FBS-HI, Gibco, kat no #22561-021), %1 penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin
iceren oMEM (Life Technologies, kat no #22561-021) besi yerinde igerisinde
cogaltilip, konfluan olduklarinda ko-kiiltiirler i¢in kullanilmistir. uPKH klonlar1 CTS
veya Matrigel kapli 6-kuyucuklu plakalarda iPS-Brew/bFGF igerisinde gogaltilip,
kuyucuklar dolu oldugunda birer 100 mm Op9 kapl petriler {izerinde ekilmistir.
Hematopoetik farklilagma besi yeri StemMACS HKH ekspansiyon medyumu
(Miltenyi, kat no #130-100-463), %1 SCF, Flt-L ve TPO karisimi igeren StemMACS
HKH ekspansiyon kokteyli (Miltenyi, kat no #130-100-843) ve/veya 50 ng/mL BMP-
4 (R&D systems, kat no #314-BP-050), Aktivin A ve Retinoik Asit kullanilmustir. 5-
15 giinliik ko-kiiltiir siirelerinden sonra CD34, CD45 ve CD38 oranlar1 akim sitometri
ile degerlendirilmistir. Farklilastirilan hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerine de
bakilmis ve 10-14 giinliik farklilasmadan sonra, kolonileri secilip hematopoetik
belirteclerin ifadeleri i¢in degerlendirilmistir. Kullanilan antikorlar Tablo 3.5.°te

sunulmustur.

Tablo 3.5. Hematopoetik/lenfopoetik farklilasmalarda kullanilan antikorlar.

Hiicre tiirii Antikor Marka Kat no

Hematopoetik CD34-APC eBioscience 17-0349-42

Kok Hicreler | cpag.pitc BD Biosciences 555459
CD45-FITC BD Biosciences 560976
CD45-PECy7 BioLegend 304016
CD90-FITC BioLegend 328108
CD133/1-PE Miltenyi 130-080-801
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3.12. RAG2 farelere HKH nakli ve engrafmam

Immiin yetmezligi olan Balb/c-Rag2” farelere (n=2) kontrol olarak kordon
kan1 CD34+ HKH’ler ile nakil edilmistir. Hayvanlara nakil edilmeden 24 saat once,
intraperitoneal olarak 25 mg/kg Busulfan enjeksyonu ile hazirlik rejimi uygulanmastir.
Ardindan 3x10° CD34+ HKH’ler, fare kuyruk venlerinden enjekte edilmistir.
Engrafman 6 aya kadar izlenmistir. Birinci, li¢lincii ve altinca ayda FACS ile periferik
kandan insan 16kosit, lenfosit ve 6.nc1 ayda kemik iliginde kok hiicre (anti-insan CD45,
CD34, CD38, CD10, CD19, CD3, CD4, CD8 ve CD56) oranlar1 akim sitometrisi
(FACSAccuri) ile analiz edilmistir. uPKH’lerden farklilastirilmis CD34+ oranlart
heniiz yeterli olmadigindan dolayi, bu nakiller heniiz gerceklestirilmemistir ve

farklilasma deneyleri halen devam etmektedir.
3.13. Mikoplazma testi

Tiim hiicre 6rneklerinden agildiginda, dondurmadan ve ara ara kiiltiir esnasinda
mikoplazma takibi MycoAlert (Lonza, kat no #LTO07-710) kiti kullanilarak ile
yaptlmistir. Hiicrelerin kiiltiir siipernatanlart ¢oktiiriiliip 2509 de 5 dk mikrofiij ile
coktlirlilmistiir. Siipernatanlardan 100 uL alinip steril FACS tiipline aktarilmistir.
Orneklerin iizerine 100 uL MycoAlert reagent eklenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Orneklerin bulundugu FACS tiipleri Lucetta™ Luminator Liiminometre
(Lonza) cihazinda Onerilen programda tek tek okutulup absorbanslari dl¢lilmiistiir.
Daha sonra Orneklerin iizerine 100 pL MycoAlert Substrati eklenip 10 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. FACS tiiplerin yeniden tek tek liminometre cihazinda
okutulmustur. Okutulan iki deger, cihaz tarafindan oranlanip hesaplamis ve sonug
verilmistir. Ikinci/birinci oran1 <0,9 ise sonu¢ negatif; ikinci/birinci oran1 >1,2 ise

sonug pozitif olarak kabul edilmistir.
3.14. Istatistik analizler

Elde edilen verilerin istatisitk analizleri Excel yazilimda yapilip iki grup
arasinda anlaml farklar Student T-test ile hesaplanmistir. P<0,05 degeri anlamli fark

olarak goriilmiistiir.



3.15. Kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar

Sarf malzemeler

Sarf malzemeler

Doku kiiltiir flask T-75
Doku kiiltiir flask T-25

100 mm kiiltiir petri

145 mm kiiltiir petri

35 mm kiiltiir petri

6 kuyucuklu kiiltiir plakas1
12 kuyucuklu kiiltiir plakasi
24 kuyucuklu kiiltiir plakasi
96 kuyucuklu kiiltiir plakast
Steril filtreli ug 2-10 pL
Steril filtreli u¢ 2-20 uL
Steril filtreli ug¢ 20-100 pL
Steril filtreli ug 20-200 puL
Steril filtreli ug¢ 200-1250 pL
Bottle top filtre 250 mL
Bottle top filtre 500 mL
Bottle top filtre 27000 mL
35 um hiicre siizgeci

35 um hiicre siizgeci

LS kolon MidiMACS
FACS ARIA “o0-halkas1
Steril pastor pipeti

Insiilin siringasa — 1 mL
Siringa - 3 mL

16 gauge kiit igne

Enjektor

26 Gauge enjektor
Kriyotiip

Marka

Greiner
Greiner
Greiner
Greiner

BD Falcon

SPL Life Sciences
Corning

SPL Life Sciences
Corning
Neptune
Neptune
Neptune
Neptune
Neptune
Millipore
Millipore
Corning
Miltenyi

BD Falcon
Miltenyi

BD Biosciences
LP

Greiner

Stem Cell Technologies

Stem Cell Technologies

Genject
Beybi

Greiner

Kat no
658175
82051-072
664160
639160
351008
SPL30006
CLS3513
SPL30024
CLS3595
BT10X
BT20X
BT100X
BT200X
BT1250X

SCGPUO2RE
SCGPUOSRE

431174

130-041-407

352235

130-042-401

3330840

ORL135138

64001
28240
28110

3122280
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Mikrosantrifiij tiipii 1,5 mL
PCR tiipleri 0,2 mL

200 uL pipet uglar1 beyaz
1000 uL pipet uglar1 mavi

5 mL polistiren tiipii non-steril
5 mL steril kapakli polistiren tiip
15 mL polipropilen tiip

50 mL polipropilen tiip

2 mL serolojik pipet

5 mL serolojik pipet

10 mL serolojik pipet

25 mL serolojik pipet

0,22 um enjektor ucu filtresi
0,45 um enjektor ucu filtresi
Lightcycler 480

384 kuyucuklu plaka, beyaz

Cihazlar

Cihazlar

Biirker hemositometresi
MidiMACS Separatorii
MACS rotatorii

Mr. Frosty

Inkiibator

Laminer Akim Kabini
Biyogiivenlik seviye II
Laminer Akim Kabini
Biyogiivenlik seviye 11
Masa iistii santrifiij

Isik Mikroskobu

Isik Mikroskobu

Su banyosu

Greiner
Greiner
Gilson
Greiner
Greiner
Greiner
Greiner
Greiner
Greiner
Greiner
Greiner
Greiner
Chromfilter
Chromfilter

Roche

Marka

Superior
Miltenyi
Miltenyi
Nalgene

Niive

Hera Safe

Biolab
Eppendorf
Olympus

Leica

3616201
3683201
F161930
740290
115101
120180
188271
227261

SYS 4486
606180
607180
3760180
S33-CA-22-S
S33-CA-45-S

04729749001

Kat no
C964210
130-042-302
130-090-753
C1562
EC160

BH-EN2004
5810R
CKX41

GFL1086



Su banyosu

Distile su cihazi Milli-Q
Vorteks

Karistiric

Hassas terazi

Ceker ocak, Metebox®
Buz makinasi
Microfuge®16 santrifiij
UV kabini

Lucetta™ Luminator
0,1-2,5 uL pipet

0,5-10 uL pipet

10-100 uL pipet
100-1000 uL pipet
Pipetor

FACSARIA
Spektrofotometre
GeneAmp® PCR system
Lightcycler® 48011
Spektrofotometre

Jel Goriintiileme sistemi
Mikroskop software
+4°C buzdolab1

-20°C derin dondurucu 600L

-80°C derin dondurucu
-80°C derin dondurucu
Otoklav

Sogutucu sistemi

Buz makinast

Shaker/Calkalayici

Niive

Millipore

Dragon lab
Wisestir

Shimadzu
Siemens
Electrolux
Beckman Coulter
Biosan

Lonza

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
ThermoFisher Scientific
Becton Dickinson
Nanadrop

Applied Biosystem
Roche

Tecan

ST402

MX-S
MSH-20A
AUW 2000

3120000011
3120000020
3120000046
3120000062
S1 pipet filler

ND-100
9700

FluorChemFC3 Proteinsimple

DP controller ve DP manager

Vestel
Ugur
RSBiotech
Sanyo
Sanyo
Eppendorf
Electrolux
GFL

3880001018



3.16. Kimyasallar, besi yeri, tamponlar ve soliisyonlar

Besi yerleri

Besi yeri

PBS tablet

DPBS

PBS Ca2+/Mg2+

DMEM-LG

a-MEM

IMDM

FBS

MCDB-201

StemMACS

HKH ekspansiyon besi yeri
Methocult H4434 classic
StemMACS™ Repro-Brew XF
+ 50X supplement
StemMACS™ IPS-Brew XF

+ 50X supplement
TESR™-E7T™

TESR™-E7™ 500X supplement
TESR™.-E8

TESR™-E8 25X supplement

Soliisyonlar

Soliisyonlar
Penisilin/Streptomisin (P/S)
AMPICILLIN

Biocoll

BSA %10 stok soliisyonu

Marka
Applichem

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Sigma-Aldrich

Miltenyi
Stem Cell Technologies

Miltenyi

Miltenyi

Stem Cell Techologies
Stem Cell Technologies
Stem Cell Technologies

Stem Cell Technologies

Marka
Biochrom
Sigma
Biochrom

Miltenyi

StemMACS Passaging Solution XF Miltenyi

Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Applichem

Kat no

01A9177.0100

14190-250
14080-048
31885-049
22561-05
21980-065
10270-106
M6770

130-100-463
04444

130-107-544

130-104-368
5910

05910

5990

05992

kat no
02A2213
A0166-5G
L6115
130-091-376
130-104-688
A7248
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Igepal® CA-630
Accutase

UltraSaf DNaz/
RNaz-s1z Distile Su
mFreSR

CTS Cellstart substrate
Matrigel

Kimyasallar

Kimyasallar

Buzagi Serum Albumin (BSA)

L-Glutamin

NaAzid (NaNs)
Indometasin
Isobutilmetilksantin
L-Askorbik asit
Tripsin 1:250
EDTA disodium
Qiazol lysis reagent
RNaz A

Etanol %96
2-propanol

%37 Formaldehit
%37 Hidrokloriir (HCI)
StemMACS Y27632
(Rock inhibitorii)
B18R Protein

Sigma-Aldrich
Stem Cell Technologies

Life Technologies
Stem Cell Technologies
Life Technologies

Corning

Marka

Sigma
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Merck

Qiagen
ThermoFisher Scientific
Kimetsan
Applichem

JT Baker

Sigma

Miltenyi

e-Biosciences

0713021.0100
07920

05855
A1014201
354277

Kat no
A4503
G3126

17378

15879

A92902
27250-018
4010-OP
79306
MBT-EN0531

KMT-EL/O5FS

A3928
7040.5000
07102

130-103-922
34-8185-81
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Tamponlar

DMF10 (%52,8 DMEM-LG, %35,2 MCDB-201, %10 FBS, %1 L-Glutamin, %1
Pen/Strep)

PBN (PBS + 0,5% BSA, %0,05 NaAzid)

MACS tamponu (PBS, 0,5% BSA, 2 mM EDTA)

Op9 medyumu (eMEM, %20 FBS, %1 Pen/Strep)

Coziilme tamponu (PBS + DNAz I + %2 FBS)

Dondurma soliisyonu (%10 DMSO, %20 FCS, %70 DMEM-LG)

10X PBS tampon (2.0 g KCI [Merck 4936], 2.0 g NaH2PO4 [Merck 6346], 80 g NaCl
[Fluka 71380], 14.4 g Na,HPO4.2H20 [Merck 6580], 1 L MilliQ su, pH 7.4)

1X Lizis tampon (8.26 g Amoniyum Kloriir [Merck 1145], 1.0 g KHCO3 [Merck
4854], 0.037 g EDTA [Sigma ED2SS], 1 L MilliQ su)

%0.25 Tripsin/ImM EDTA tampon (0,35 g NaHCOs3, 8,0 g NaCl, 0,4 g KCI, 0,35 g
Glukoz, 2,5 g Tripsin 1:250, 0,37 g EDTA, %1 fenol kirmiz1)

Adipojenik farklilasma medyumu (1 uM deksametason, 500 uM Isobutilmetil-ksantin,
60 uM indometasin, 5 pg/mL insulin, %10 FBS, DMEM-LG)

Osteojenik farklilasma medyumu (100 nM deksametason, 0.2 mM L-askorbik asit, 10
mM beta-gliserofosfat, %10 FBS, DMEM-LG)

T/B hiicre farklilasma medyumu (eMEM, %20 FBS, %1 Pen/Strep, 5 ng/mL FIt3-L,
1 ng/mL IL-7)

Luria Bertani (LB) Broth (10 g/L Tripton, 5 g/LL Maya 6zii, 5 g/L NaCl)

SOC medyumu (20 g/L Tripton, 5 g/L maya 6zii, 4.8 g/L MgSOs, 3.603 g/L dekstroz,
0.5 g/L NaCl, 0.186 g/L KCI)

Sitokin ve biiyiime faktorleri

Sitokinler Sirket kat no
Fibroblast Growth Factor-2 (bFGF) Miltenyi 130-093-838
Stem Cell Factor (SCF) Immunotools 11343325
Thrombopoietin (TPO) R&D systems 288-TPN-025
Fit3-ligand (FIt3L) Immunotools 11343305

Interleukin-7 (IL-7) Immunotools 11340075
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StemMACS 100x biiyiime

faktorii kokteyli (STF) Miltenyi 130-100-843
Kitler

Kitler Marka Kat no

StemMACS mRNA

Reprogramlama kiti Miltenyi 130-107-581

EF10-STEMCCA Kiti Miltenyi SCR544

CD34 izolasyon Kiti Miltenyi 130-046-702

miRNeasy mini Kit Qiagen 217004

cDNA synthesis kit Roche 05 081 963 001

Lightcycler 480 probes Master Roche 04 707 494 001

EZ-PCR mikoplazma Kiti Biological Industries B120-700-20

MycoAlert Plus detection kit Lonza LTO07-710

CAPHOS Kkiti Sigma CAPHOS

XL1-Blue Competent Cells SEMLAB 200249

MAX Iprep Kiti Zymopure D4202

Quantichrom kalsiyum analiz kiti ~ Bioassays DICA-500
Boyamalar

Tiirk soliisyonu (50 mg Kristal Viyolet, 495 mL distile su, 5 mL Asetik Acit)

Tripan Mavi soliisyonu (0,4 g Tripan Mavi boya, 100 mL distile su)

Oil Red O boyasi (stok: 0,3 g Oil Red O boya/100 mL Isopropanol; kullanmadan 30
mL stok 20 mL distile su ile dilue edilir ve Whatmann kagidindan gegirilir)

Alizarin Red S boyasi (2 g Alizarin Red S/100 mL distile su; pH 4.2 olarak %0.5

amoniyum hidroksit ile ayarlanir)
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4. BULGULAR
4.1. Saghkh ve GS-2 MKH izolasyonu ve karakterizasyonu

Sagliklt (n=7) ve GS-2 (n=4) kemik iligi 6rneklerinden MKH’ler izole
edilmistir ve g¢ogaltilmistir. Saglikli ve GS-2 MKH’lerin morfolojileri, ¢ogalma
ozellikleri, biiyiime hizlari, adipojenik ve osteojenik farklilasma kapasiteleri ve

immiinofenotipleri kargilastirilmistir.
4.1.1. Saghkh ve GS-2 MKH morfolojileri benzerdir

Saghikli (n=7) ve GS-2 (n=4) hastalarin kemik iliginden izole edilen Ki-
MKH’ler DMF10 besi yerinde ¢ogaltilmis morfolojilerinde fark saptanmamistir. Hem

saglikli hem GS-2 KI-MKH’ler ilerleyen pasajlarda ig sekillerini korumuslardir (Sekil
4.1).

Jouop Ijy116es

Z dij 1jeosun ‘

Sekil 4.1. Saglikli ve GS-2 Mezenkimal Kok Hiicreler.

Saglikli dondr (tist) ve Griscelli Tip-2 hasta (alt) pasaj 3 kemik iligi
Mezenkimal kok hiicrelerinin temsili 6rneklerin 151k mikroskop goriintiileri. Saglikli
donér ve GS-2 Ki-MKH’lerin morfolojileri benzerdir. Fotograflar inverte Olympus
mikroskop ile goriintiilenmistir (10X).
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4.1.2. Saghkh ve GS-2 MKH farkhlagsma kapasiteleri benzerdir

P3 saglikli (n=7) ve GS-2 (n=4) Ki-MKH’lerin adipojenik ve osteojenik
farklilasma potansiyellerine bakilmistir. GS-2 KI-MKH’lerin farklilasmalar
indiiklendiginde, adipojenik ve osteojenik hiicrelere hizli doniigsmiislerdir ve 21. giin
sonrasinda her iki yone farklilasma kapasitesine sahip olduklar1 gosterilmistir.
Mikroskobik degerlen-dirmelerde GS-2 Ki-MKH’leri; saglikli kontrol grubu Ki-
MKH’lerine gore biraz daha az adipojenik ve biraz daha fazla osteojenik farkilagma
gostermektedir (Sekil 4.2). Ancak, saglikli dondr ve GS-2 Ki-MKH’lerin aralarinda
semi-kantitatif testelerde bakilan adipojenik ve osteojenik farklilasma kapasiteleri
acisindan anlamli bir fark tespit edilememistir (Tablo 4.1.).

Saglikli donér Ki-MKH GS-2 Ki-MKH

kontrol ORO ARS

kontrol OR o ARS

Sekil 4.2. Saglikli ve GS-2 Ki-MKH adipojenik ve osteojenik farklilasmalar1. Saglikli
kontrol (sol) GS-2 MKH (sag) temsili Orneklerin 151k mikroskobu
goriintiileri. MKH’ler adipojenik ve osteojenik farklilasma medyumu
igerisinde 21 giin kiiltiir edilmistir. Adipojenik farklilagsma igin Oil Red O
(orta sira, ORO), osteojenik i¢in Alizarin Red S (sag siralar, ARS) ile
boyanip, Olympus inverte mikroskop ile goriintiileri alinmistir (10X).



Tablo 4.1. KI-MKH farklilasmalarinin semi-kantitatif sonuclar.
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Ornek

Adipojenik farklilasma
(ORO, mg/mL)

Osteojenik farklilagma

(Kalsiyum, mg/dL)

Saglikli Ki-MKH (n=7) 0,47 £0,36 10,83 + 5,68
GS-2 Ki-MKH (n=4) 0,59+ 0,97 19,29 +£ 7,38
T-Test 0,77 0,06

4.1.3. Saghkh ve GS-2 MKH immiinofenotipleri benzerdir

Pasaj 3 saglikli ve GS-2 MKH’lerin immunofenotip profili akim sitometri

yontemi ile incelenmistir. Hiicrelerde mevcut CD29, CD44, CD73, CD90, CD105,
CD31, CD34, CD166 ve HLA-DR yiizeysel belirteclere bakilmistir. Genel olarak, her

iki gruptaki hiicrelerde hematopoetik ve endotelyal belirtecler tespit edilmemis ve

mezenkimal belirtegler icin yiiksek oranlarda pozitiflik goriinmiistiir. Saglikli ve GS-

2 MKH’lerin immunofenotip profili karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (Sekil 4.3. ve Tablo 4.2).

GS-2 KI-MKH/P3 temsili 6rnek

SSC

SSC

E o o 3 o ] w
w ] a
] % % E P 4 % 3 < E g
~ 1] Qr-FErng 3 ] 3 1 2
o BSE 0 3 [al
4 O 8 O O 1 8
- El 5 Qa1 ot 3 3 ‘
TITTT T T TI T ITTeT BRLL L R T T TRy T T T T = = i
FSC CD44-FITC CD44-FITC CD80-FITC CD105-PE CD45-FITC
Saglikli donér Ki-MKH/P3 temsili drnek
A ; O I O w
B % 2 % g
g § § E QL1 Q21 § S
O o O i o [5)
E E Q314
Frrmir T = i T At
FSC CD44-FITC CD44-FITC CD90-FITC CD105-PE CD45-FITC

Sekil 4.3. Saglikli ve GS-2 Ki-MKH’lerin immiinofenotipi. Saglikli kontrol (alt) ve
GS-2 (iist) KI-MKH’lerin immunofenotipi (%), akim sitometri yontemi ile
degerlendirilmistir. Sekilde her iki grup i¢in bir temsili 6rnek gosterilmistir.
Iki hiicre grubunun CD200, CD45, CD29, CD44, CD73 CD105, CD90 ve
CD34 yiizeysel markerlar1 incelenmistir. Veriler FACSARIA ile elde

edilmistir.
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Tablo 4.2. Saglikli ve GS-2 Ki-MKH’lerin immunofenotipinin karsilastirmas.

Ki- |CD29 | CD44 |CD73 | CD90 |CD105 |CD34 |CD31 |CD166 | HLA-DR
MKH | (%) (%) | (%) | (%) (%) | (%) | (%) | (%) (%)
Saglkli |96,5+ | 98,0+ 97,5+ | 994+ | 87,5+ |06+ |07+ |936+ 10,8 +
(n=5) |42 2,7 48 0,6 256 | 03 | 06 4,1 6.6
GS-2 99,0+ | 987+ 995+ | 989+ | 99,6+ |05+ |38+ |734+ 8,9 +
(n=4) |07 1,0 0,6 1,0 05 11 | 64 23 10,0
T-Test {029 | 064 | 044 | 037 038 |042 |030 | 017 0,77

4.2. Saghkh ve GS-2 MKH yeniden programlamasi

Saglikli ve GS-2 MKH ve MNH’lerin yeniden programlanmasi i¢in ¢esitli
yontemler karsilastirilmistir. Ik deneyler klinik agidan en uygun olarak goriilen
mRNA aktarim sistemi ile yapilmistir. Sonraki deneylerde non-entegratif aktarim
sistemi olan SeV wvektorleri ve genoma entegrasyon saglayan LV vektorleri

kullanilmistir.
4.2.1. mRNA yontemi ile yeniden programlama

Lentiviral vektorler hiicre genomuna kalic1 entegrasyon saglandigindan ve
dolayli potansiyel onkojenik miitagenez riski oldugundan, tez ¢aligmasi1 kapsaminda
ilk asamada fibroblast hiicrelerinde en etkili uPKH gelistirilme yonteminden biri olan
mRNA aktarimi; GS-2 MKH’den uPKH gelistirilmesindeki etkinliginin aragtirilmasi
amagclanmistir. Bunun igin pasaj 3 GS-2 Ki-MKH hiicreler 7-10 giin icerisinde yeniden
programlanma besi yeri olan StemMACS™ Repro-Brew XF ReproBrew + 50X
supplement (RB+, Miltenyi kat no 130-107-544) ortamina alistirilmistir. Alistirma
asamasinda hiicrelerin canliligl etkilenmemistir, ancak morfolojilerinde degisiklik
saptanmig ve hiicrelerin boyutlar1 daha kiiclik ve inceldikleri gozlemlenmistir.
Yeniden programlanma besi yeri igerisinde alistirtlan ve Tripsin ile kaldirilan
MKH’ler, farkli konsantrasyonlarda (5000-20.000 hiicre/kuyucuk), 1 mL CTS CELL-
Start substrat ile kapli 6-kuyucuklu plakalara ekilmistir. Liyofilize Oct4:Sox2:Kl1f4:
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Lin28:c-Myc:Nanog:eGFP mRNA’lart 3:1:1:1:1:1:1 oranlarinda kullanilmustir.
Liyofilize mRNA’larin 200 pL. ddH20 (MiliQ) ile diliisyonlart yapilmistir ve 100
ng/mL liyofilize mRNA konsantrasyonu elde edilmistir. Coziilmiis mRNA’lar buz
tizerinde tutulup, her mRNA Onerilen oranda kombine edilip yeniden programlanma
mRNA kokteyli elde edilmistir. Ertesi giin, 6 kuyucuklara ekilen MKH’lerin kiiltiir
besi yeri B18R proteini (eBiosciences kat no #34-8185-81) igeren RB+ medyum ile
degistirilmistir. Transfer asamasinda, onceden hazirlanmis yeniden programlama
mRNA kokteyli, transfeksiyon tamponu ile karistirilip yavasca MKH’ler aktarilmistir.
Dort saat inkiibasyon sonrasinda, MKH’lerin yeniden programlama medyumu, taze
B18R proteini igeren RB+ medyumu ile degistirilmistir. Ayni1 islem ilk koloniler elde
edilene kadar her giin tekrarlanmistir. mRNA transfer yontemi dort giin tekrarlanip,
dordiincii giinde kiiltiir ortami igerisinde ¢ok fazla sayida kristallerin olustugunu fark
edilmistir. Kristallerin tipik sekillerinden dolay1 kalsiyum oksalattan olustugu ve
mRNA transferi asamasinda olusan ani pH degisikligi nedeniyle gelistigini
diistinmekteyiz. Kristallerin sayilar1 ¢ok fazla olup, MKH’lerin sag kalimi kot
etkileyip, ¢cogu hiicrelerin 6liimiine neden olmustur (Sekil 4.4.).

Devam deneyinde, CTS kapli 6 kuyucuklu plakaya daha yiiksek dozda
(10.000-50.000 hiicre/kuyucuk) MKH’ler ekilmistir. Transfer sirasinda olusan pH
degisikliklerini oOnlemek amaciyla, plakayr yavas rotasyon yaparak mRNA
transfeksiyonu tekrarlanmigtir. Boylelikle, kristal olusumu kismen de olsa
azaltilmigtir. Ancak arda kalan kristallerin ve/veya mRNA’larin kendilerinden
beklenilen toksik etkisini azaltmak amaciyla B18R protein kullanilmasina ragmen,
yine de yogun MKH 6liimii gdzlemlenmistir. Kristal olusumunun sorununun tespitine
yonelik yapilan calismada, sorun kit’in igeriklerine bagli oldugu, hiicrelere veya
CTS’e bagli olmadig anlasilmistir.

Kiiltiir kosullarin optimizasyonu amaciyla 24 well plakalara CTS ile
kaplandiktan sonra 6.250-25.000 saglikli dondr ve GS-2 MKH’leri ekilmistir. 12.500
ve 25.000 hiicre igeren kuyucuklarin hiicre yogunlugu yeniden programlanma i¢in en
uygun bulunmustur. Giinlik mRNA uygulamalar1 13 giin boyunca devam edilip,
Ozellikle GS-2 MKH’lerinde fazla sayida hiicre 6liimii tespit edilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. GS-2 MKH’lerin mRNA transferi sonrasinda goriintiileri. Hiicrelerin
mRNA transferinden sonra kiiltliir siipernatantlarinda ani olusan pH
degisikliklerinden bir kag¢ giin iginde ¢ok sayida olusan kalsiyum oksalat
kristalleri olusmustur. Goriintiiller Olympus inverte mikroskop ile
alimmustir.

Sekil 4.5. GS-2 MKH’lerin mRNA yontemi ile yeniden programlanmasi. Hiicreler
transdiiksiyon sonrasi 13 giin takip edilip c¢ok fazla hiicre Olimi
gozlemlendigi icin deney durdurulmustur. Goriintiiler Olympus inverte
mikroskop ile alinmustir.
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4.2.2. SeV yontemi ile yeniden programlama

P2 saglikli (n=1) ve GS-2 (n=1) MKH’ler; polisistronik KIf4, Oct3/4,Sox2
(KOS, MOI=5), c-Myc (MOI=5) ve hKIf4 (MOI=3) oralarinda SeV vektorleri
(Cytotune iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit, ThermoFisher Scientific) ile 1 mL
hiicre kiiltiir medyumunda transdiikte edilmislerdir. Viral vektorler PBS ile iyice
uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 5 giin yeniden programlanma medyumu mTeSR-E7
(Stem Cell Technologies) ve sonrasinda uPKH besi yeri mTeSR-E8 (Stem Cell
Technologies) ile kiiltlir edilmislerdir. Saglikli donér MKH’lerin transdiiksiyonu
sonrasinda ilk koloniler 10. giinde gézlemlenmistir. Kolonilerin olusumu giinliik takip
edilmis ve transdiiksiyondan sonra 15. glinde uPKH’lerin gelistirilmesi goriilmiistiir.
23. giinde 8 koloni se¢imi yapilmistir. uPKH kolonileri en azinda pasaj 4’e kadar

morfolojileri ve biiyiime hizlarini korumustur (Sekil 4.6.).

Transdiiksyon oncesi Gin 1 Gin 7

Gin 12 ' Giin 26 Pasaj 0 Pasaj 1

Sekil 4.6. Sendai vektorler ile saglikli KI-MKH’lerin yeniden programlamasi. Saglikli
MKH’lerin transdiiksiyon Oncesi ve yeniden programlanma sonrasi
goriintiileri Evos XL (Core cell imaging system) mikroskop ile alinmigtir.
Fotograflarda 12. gilinden itibaren belirgin uPKH benzeri kolonilerin
olusumu tespit edilmistir. uPKH kolonilerinin multipotent farklilasma
potansiyeli korumak amaciyla klonlar mikrodiseksyon yontemi ile secilmis
ve sadece farklilagmayan kolonilerle deneylere devam edilmistir.
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Pasaj 2 GS-2 MKH’lerin (IK 6rnegi) transdiiksiyon sonras1 10. giinde ilk

koloniler gézlemlenmistir. 15. glinde ilk koloni se¢imi yapilip 9 klon olusturulmustur.

uPKH’ler; morfolojilerini ve biliylime hizlarini en azinda pasaj 4’e kadar korumustur

(Sekil 4.7.).

Transdiiksyon oncesi

Gun 10 Gun 18 Gln 26 Pasaj 1

Sekil 4.7. Sendai vektorler ile GS-2 Ki-MKH’lerin yeniden programlamasi. GS-2
MKH’lerin transdiiksiyon Oncesi ve yeniden programlanma sonrasi
goriintiileri Evos XL (Core cell imaging system) mikroskop ile alinmistir.
Fotograflarda 10. giinden itibaren belirgin uPKH benzeri kolonilerin
olusumu tespit edilmistir. uPKH kolonilerinin multipotent farklilagma
potansiyeli korumak amaciyla klonlar kesilerek secilmis ve sadece
farklilagmayan kolonilerin devamini takip edilmistir.

SeV vektorler ile gelistirilen saglikli dondr ve GS-2 uPKH’ler pasaj 4’e kadar
mTeSR-E8’de idame edilmistir. Pasaj 4’ten sonra segcilen klonlar iPS-Brew/bFGF’e
alistirilmistir. Ancak, hem saglikli hem de GS-2 uPKH’lerin pasaj 4 sonrasi
degistirilen uPKH medyumundan dolay1 kolonilerde istenmeyen farklilasmaya 6zgiin

Ozellikleri tespit edilmis ve ilerleyen pasajlarda fazla hiicre 6liimii gozlemlenmistir.



74

4.2.3. Lentiviral vektor yontemi ile yeniden programlama

Ilk deneylerde, insan EF1a-STEMCCA konstitiitif polisitronik (OKSM)
lentivirus (titer: 7,11x10® IFU/mL, Millipore SCR544-1, lot 2702202) kullanilmustir.
GS-2 (n=1, AB) MKH hiicrelere EF1a-STEMCCA eklenip (MOI=11), hiicrelerin
gelisimi 1 ay boyunca takip edilmis ve hiicre kiiltiirleri glinliik StemMACS iPS-Brew
medyumu ile degistirilmistir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. EF1a-STEMCCA lentiviriis ile transdiise edilen GS-2 MKH’ler.
Transdiiksiyondan sonraki 24. giine kadar ¢ekilen fotograf
goriintiilerinde tim MKH’lerin ig seklindeki morfolojilerini korudugu
saptanmigtir. uPKH’lara 6zgii yuvarlak koloniler gozlemlenmemistir.

Ancak, deneyde kullanilan MOI, EF1a-STEMCCA lentiviral konstriiktii ile
MKH’lerin yeniden programlanmasi i¢in yetersiz oldugu bulunup, akabinde deneyi
daha yiiksek virus dozlari ile tekrarlanmasina karar verilmistir. Bu neden ile baska
saglikli bir dondrden (SK) elde edilen pasaj 2 MKH’ler, 6 kuyucuklu tabakalara ekilip,
%60-70 konfluent olana kadar DMF10 medyum igerisinde kiiltiir edilmislerdir.
MOI=24 oraninda, iki giin art arda MKH’lere StemMACS ReproBrew’in yerine
DMF10 kiiltiir ortamina 4,6 nL. EF1a-STEMCCA lentiviral supernatan ve 5 pg/mL



75

Polibren eklenip inkiibe edilmistir. Hiicrelerin morfolojileri iyi olup, 4 giin boyunca
DMF10 besi yeri ile kiiltiir edilmislerdir. Transdiise edilen hiicreler, 1 kere DPBS ile
yikanip, 1 mL Akiitaz ile kaldirilip, 10 uM Rock inhibitorii ve 20 ng/mL bFGF igeren
StemMACS iPS-Brew medyum igerisinde taze 6 kuyucuklu tabakalara ekilmistir.
Medyumlar giinliik taze 20 ng/mL bFGF igeren StemMACS iPS-Brew ile
degistirilmistir. Transdiise edilen hiicreler 13. glinden itibaren uPKH’ler ile uyumlu
morfololojik degisiklikleri gdstermeyi baslamislardir ancak koloni gelismemistir

(Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. EF1a-STEMCCA lentiviriis ile transdiise edilen saglikli donér MKH’ler.
EF1a-STEMCCA lentiviral vector ile transdiise edilen saglikli donor
MKH’lerde olusan morfolojik degisiklikleri 23 giin boyunca takip
edilmistir.

GS-2 hastas1 YF kemik iliginden MNH’ler izole edilip bir boliimii MKH eldesi
icin kullanilirken diger boliimiinii dogrudan uPKH eldesi i¢in kullanilmistir. YF
MNH’ler 5 giinlik hematopoetik ekspansiyonu protokoliine maruz birakilip 6nce
StemMACS HKH ekspansiyon medyumu (Miltenyi) ve %1 StemMACS HKH sitokin
kokteyli (STF, Miltenyi) igeren medyumda c¢ogaltilmistir. Sonrasinda ¢ogaltilan
MNH’ler LV-SF-OSKM ile 2 giin art arda transdiiksiyonlar1 yapilip, yeniden 5 giin
boyunca HKH ekspansiyon medyumunda kiiltiir edilmistir. Cogaltilan GS-2 hastasinin
hiicreleri CTS CELLstart ile kaplanmis 24-kuyucuklu plakalara ekilip, iPS-
Brew/bFGF ortaminda 21 giin boyunca ¢ogaltilmistir.
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On sekizinci giinden itibaren morfolojik olarak uPKH benzeri kolonilerin
olusumlar1 gozlemlenmis ve floresan goriintiilerinde bu hiicrelerde parlak idTOM

pozitifligi saptanmustir (Sekil 4.10. ve 4.11.).

YF uPKH #D2C4 YF uPKH #D2B2

Sekil 4.10. GS-2 hastas1 YF uPKH klonlarin morfolojik gériintiileri. Ust: YF uPKH
klon #D2B2; Alt: YF uPKH klon #D2C4, 10X Olympus 151k mikroskop
goriintileri.

YF uPKH #D2C4 YF uPKH #D2B2

Sekil 4.11. GS-2 YF uPKH klonlarin kararl1 idTOM ifadeleri. Sol: YF uPKH klon
#D2C4; Sag: YF uPKH klon #D2B2, 10X, Olympus floresan mikroskop
goriintiileri.

P3 Saglikli (n=1, GP) ve GS-2 (n=3, YF, IK, YKC) MKH’lerin lentiviral
transdiiksiyonu (YF ve IK 6rnekleri i¢in LV-02S/LV-K2M ve YKC 6rnegi i¢in LV-
OSKM) sonrasinda 7 giin DMF10 ile ve sonrasinda iPS-Brew medyum igerisinde
uyarilmislardir. Lentiviral vektor ile yeniden programlama sonrasinda ilk koloniler 18-
21 giin aras1 toplanmistir. Her 6rnekten en az 5 klon olusturulup, sadece iki klonun

karakterizasyonu yapilmistir.
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Saglikli ve GS-2 MKH’lerden gelistirilen uPKH’ler Pasaj 12’ye kadar
cogaltilip, morfolojileri ve bliylime hizlarini muhafaza etmislerdir. Sadece YF uPKH

klon #A2C3’te pasaj 10’dan sonra spontan farklilasmis hiicreler saptanmistir (Sekil
4.12.)

Saglikli Donor uPKH GS-2 uPKH

GP-uPKH PBKion#1 | IK-uPKH-P5 Kion #2 YF-uPKH-P6 klon #A1A3  YF-uPKH-P5 klon #1

KC-uPKH-P1 klon #C2A1

IK-uPKH-P6 klon #5 YF-uPKH-P9 kion #A2C3 4 YKC-u‘PKHAPT Kion #C2A2

Sekil 4.12. Saglikli (GP) ve GS-2 (IK, YF, YKC) MKH’lerin lentiviral transdiiksiyonu
sonrasinda gelistirilen uPKH’ler. Hiicrelerin goriintiileri Olympus inverte
mikroskop ile alinmigtir.

4.3. Saghkh ve GS-2 uPKH karakterizasyonu
4.3.1. Saghkh ve GS-2 uPKH: akim sitometre

GS-2 YF MNH ve kontrol CD34+ hiicrelerin LV-SF-OSKM transdiiksiyonu
sonucunda gelistirilen uPKH’lerin yiizeysel (SSEA-1, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-
81) ve hiicre i¢i (OCT3/4) pluripotent markerlarin ifadelerine akim sitometrisi ile
incelenmigtir (Sekil 4.13.). YF-MNH’lerden gelistirilen uPKH klonlarinda akim
sitometri analizlerinde SSEA-4 ve OCT3/4 ifadeleri goriilmiis ve beklendigi gibi
SSEA-1 ifadeleri tespit edilememistir. Griscelli uPKH’lerinde mezenkimal marker
olan CD73 ve hematopoetik hiicre markerleri olan CD45 ifadeleri goriilmemistir;
CD90 ifadeleri diisiik oldugu gosterilmistir. Saglikli ve GS-2 MKH’lerden gelistirilen
uPKH’lerin immiinofenotiplendirmesi yapilip yiizeysel ve hiicre i¢i pluripotent

belirteclerin ifadelerine bakilmistir.
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Sekil 4.13. GS-2 YF-MNH’den gelistirilen uPKH P7 klon #D2C4 ve #D2B2’lerin
pluripotent belirteglerinin akim sitometrisi analizi (%). YF-MNH CD45
hematopoetik ve CD73 Mezenkimal belirtegler icin negatiftir. CD90
mezenkimal belirte¢ icin diisiik pozitiftir ve pluripotent belirtegler olan
SSEA-4 ve OCT3/4 i¢in pozitiftir.

GS-2 (n=3) orneginden gelistirilen uPKH’ler ve 1 saglikli kontrol uPKH’lerin
farkli klonlar1, Pasaj 5 ve iistii pasajlarda kaldirilip SSEA-1, SSEA-4, TRA-1-60,
TRA-1-81 ve OCT3/4 ifadeleri akim sitometri ile incelenmistir (Sekil 4.14. ve Tablo
4.3.). Analiz edilen tim MKH’lerden gelistirilen saglikli ve GS-2 uPKH klonlarinda
yiikksek OCT3/4 ifadeleri tespit edilip, SSEA-1, SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-1-81
ifadeleri klondan klona degiskenlik gostermektedir. Zaman igerisinde ¢ogu klonlarin
SSEA-1 ifadelerinin diismesi dikkat ¢ekmektedir. Bunun disinda, YF uPKH klon
#A2C3’iin TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-4 ve OCT3/4 ifadeleri diger klonlara gore
daha diislik oldugu goze ¢arpmaktadir. Ancak, bu bulgular ayni klonun hem spontan
farklilasmis morfolojisini, hem de diisilk hematopoetik farklilasma kapasitesini
aciklamaktadir. Saglikli dondr ve GS-2 hastalarin uPKH klonlarinin farkli pasajlarda

yapilan akim sitometri sonuglar1 Tablo 4.3.’de sunulmustur.
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Sekil 4.14. GS-2 uPKH’lerin temsili akim sitometri analiz sonuglari. Hiicreler
intraseliiler anti-Oct3/4-APC (iist) veya yiizeysel antikorlarla (SSEA-4-
APC, SSEA-1-APC, TRA-1-60-PE ve TRA-1-81-PE (alt) ile boyanip
FACS Accuri ile analiz edilmistir, temsili 6rnekler.

IK uPKH P5 #2 ve YF uPKH P8 #A2C3 klonlarinda yiiksek seviyede SSEA-1
ifade edilmektedir. Diger klonlar ile karsilagtirildiginda, bu klonlarin SSEA-4, TRA-
1-60, TRA-1-81 ve OCT3/4 ifadeleri daha diisiiktiir. SSEA-1 pluripotent hiicrelerde
erken farklilasma belirtegidir ve IK uPKH P5 #2 ve YF uPKH P8 #A2C3 klonlarin
farklilastigin1 gostermektedir.
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Tablo 4.3. Saglikli donér ve GS-2 uPKH’lerin farkli pasajda pluripotent marker

akim sitometri sonuglari (%).

Ornekler SSEA-1 SSEA-4 TRA-1-60 | TRA-1-81 | OCT3/4
Saghkh donor uPKH

GP uPKH P8 #1 22,0 88,4 86,3 97,2 93,9
GP uPKH P8 #2 15,1 71,9 76,4 92,9 92,8
GS-2 uPKH’ler

IK uPKH P5 #2* 78,5 61,0 68,1 30,8 85,0
IK uPKH P7 #2 25,7 94,8 95,9 98,1 93,7
IK uPKH P8 #2 5,8 62,9 Y Y Y
IK uPKH P6 #5 21,7 85,8 70,5 89,9 86,2
IK uPKH P7 #5 35,0 99,2 100,0 99,8 92,6
YF uPKH P5 #A1A3 27,5 94,1 99,3 93,3 97,0
YF uPKH P8 #A1A3 25,8 99,4 99,9 99,8 85,2
YF uPKH P7 #A2C3* 33,1 47,9 45,2 419 95,7
YF uPKH P8 #A2C3* 65,3 14,2 30,1 13,2 57,1
YF uPKH P6 #1 40,7 87,6 96,0 88,7 89,1
YF uPKH P4 #4 36,2 98,9 99,7 99,0 88,3
YF uPKH P6 #4 38,1 99,1 97,5 93,4 99,3
YF uPKH P8 #4 24,3 97,0 80,9 95,1 86,6
YF uPKH P9 #4 8,9 89,2 Y Y Y
YKC uPKH P3 #C2A1 | 26,7 96,8 91,9 88,1 99,5
YKC uPKH P5 #C2A1 | 8,8 96,4 78,0 89,2 87,9
YKC uPKH P6 #C2A1 | 0,7 79,0 Y Y Y
YKC uPKH P3 #C2A2 | 185 97,8 86,3 86,0 99,5
YKC uPKH P5 #C2A2 | 10,0 99,0 85,9 94,5 91,4
YKC uPKH P6 #C2A2 | 0,8 84,3 ND ND ND

Y: yapilmamustir; * IK uPKH P5 #2 ve YF uPKH P8 #A2C3 klonlar1 diger klonlara gére daha diisiik
SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 ve OCT3/4 ifadeleri gostermektedil.

4.3.2 Saghkh ve GS-2 uPKH: floresan mikroskop

MNH’lerden gelistirilen GS-2 YF uPKH’lerin immiinofloresan boyamalar1
yapilmistir. uPKH’lerin fiksasyonu yapilarak TRA-1-60, SSEA-4, OCT3/4 ve SOX2
ifadelerine bakilmistir. Aym1 sekilde CD34+ hiicrelerden gelistirilen uPKH’ler de
pluripotent markerlarin ifadeleri incelenmistir. Gelistirilen tiim uPKH klonlarinda
TRA-1-60, SSEA-4, OCT3/4 ve SOX2 ifadelerinde parlaklik saptanmistir. Saglikli
(n=1) ve GS-2 (n=3) MKH’lerden gelistirilen uPKH’lerin kimliginin dogrulanmasi

amaciyla TRA-1-60 pluripotent belirtec ifadelerine canli hiicrelerde immiinofloresan
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boyamalar yapilarak floresan mikroskopta bakilmistir. Yapilan canli boyamalar
sonucunda, 3 GS-2 MKH’lerden gelistirilen uPKH klonlarinda TRA-1-60 ifadesinde
parlak pozitiflik saptanmistir (Sekil 4.15.).

IK-uPKH-P5 klon #2 YF-uPKH-P6 kion#A1A3 | YF-uPKH-P6 klon #1 | YKC-uPKH-P3 klon #C2A

’

IK-uPKH-P6 klon #5 YE-uPKH-P9 klon #A2C3 YKG-uPKH-P3 kloh #C2A2

Sekil 4.15. GS-2 uPKH klonlarmin floresan mikroskop gériintiileri. Ug farkli GS-2
hastasindan (IK, YF ve YKC) elde edilen MKH’lerden uPKH klonlar1
gelistirilmistir. Canli hiicreler 30 dk TRA-1-60-Vio 488 (yesil) antikor ile
boyanmistir. Fotograflar Leica floresan mikroskop ile ¢ekilmistir. YF-
UPKH-P6 Klon #4 immiinfloresan boyamasi yapilmamustir.

Saglikli (n=1) ve GS-2 (n=3) MKH’lerden gelistirilen uPKH klonlari
fiksasyonu yapilarak Lin28, Klif4, c-Myc, Oct3/4, Sox2 ve NANOG ifadelerine
immiinfloresan ve immiinohistokimyasal yontem ile bakilmisitr. Gelistirilen tim
klonlarda farkli seviyelerde Lin28, KIf4, c-Myc, Oct3/4, Sox2 ve NANOG
ifadelerinde parlaklik saptanmistir (Sekil 4.16.).
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YF uPKH P7 klon #1

Ak = Lin28 Sox2
. ] ]

Sekil 4.16. Saglikli dondr ve GS-2 uPKH klonlarin immiinofloresan gériintiileri.Ust:
Saglikli dondr GP uPKH P8 klon #1 goriintiileri, temsili 6rnek. Alt: GS-2
YF uPKH P7 klon #1, temsili 6rnek.

Saglikli MKH, CD34+ hiicre, GS-2 MNH ve MKH’lerden gelistirilen
UPKH’lerin immiinofloresan ve immiinofloresan boyamalar1 sonuglar1 asagidaki

tabloda sunulmustur (Tablo 4.4).

4.3.3. Saghkh ve GS-2 uPKH: RT-PCR

GS-2 YF-MNH’lerden gelistirilen 3 uPKH klonlarinin (D2A6, D2B2 ve
D2C4) SOX2, NANOG ve OCT4 gen ifadeleri gergek zamanli RT-PCR yontemi ile
degerlendirilmistir. Normalizasyon i¢cin ACTB geni kullanilmistir. GS-2 MKH’leri
kontrol olarak kullanilmistir. GS-2 MKH’lerde beklendigi gibi SOX2, NANOG ve
OCT4 ifadesi yoktur ancak GS-2 uPKH D2A6, D2B2 ve D2C4 klonlarinda bu
genlerde bir artig gdzlemlenmistir. En yiiksek SOX2, NANOG ve OCT4 gen ifadeleri
D2A6 uPKH klonunda tespit edilmistir (Sekil 4.18.). Saglikli donér CD34+
hiicrelerden gelistirilen uPKH klonunda B1B5’in SOX2, NANOG ve OCT4 gen
ifadeleri gercek zamanli PCR yontemi ile degerlendirilmistir. Normalizasyon i¢in
ACTB geni kullanilmistir. GS-2 MKH’ler kontrol olarak kullanilmistir. B1BS5
klonunda pluripotent genlerin ifadelerine farkli pasajlarda (P2, P4, P5) bakilmustir.
GS-2 MKH’lere gore SOX2, NANOG ve OCT4 pluripotent genlerin ifadelerinde artis
saptanmistir ve bu artis pasajlar artikca daimi oldugu gosterilmistir (Sekil 4.17.).
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Tablo 4.4. Saglikli donér ve GS-2 uPKH klonlarin immiinofloresan sonuglart.

UPKH klonu | cMyc | KIf4 | Lin28 | Nanog | Oct4 | Sox2 | TRA-1-61

Saghkl donor
GP #1 64,89 | 52,74 | 54,33 | 69,57 | 35,83 | 50,96 Y
GP #2 4453 | 43,20 | 71,19 | 45,22 | 27,09 | 34,77 Y

Griscelli Tip 2 hastalar

YF #1 33,02 | 45,47 | 26,69 | 47,49 | 46,82 | 41,54 29,57

YF #4 16,57 | 15,03 | 17,68 | 18,80 | 11,96 | 7,19 Y

YF #A1A3 | 10,94 | 33,15 | 45,89 | 32,46 | 29,62 | 37,46 34,96

YF #A2C3 | 65,08 | 61,18 | 26,71 | 38,48 | 38,46 | 48,29 17,85

YKC #C2A1 | 27,26 | 28,55 | 38,31 | 28,36 | 29,45 | 47,08 23,46

YKC #C2A2 | 38,86 | 24,97 | 49,88 | 27,92 | 26,55 | 27,80 29,98

IK #2 48,22 | 49,46 | 55,14 | 30,23 | 29,07 | 34,07 24,61

IK#5 40,81 | 40,94 | 27,61 | 60,40 | 31,63 | 41,91 30,51

Y: Yapilmamstir immiinfloresan goriintiiler ImageJ ile kantifiye edilmistir ve intansite rastlantisal
birim (Arbitrary Unit) olarak tabloda sunulmustur.

Saglikli MNH'den uPKH GS-2 MNH'den uPKH

12 12
= +
% 10 E 10
% 8 E 8
)] S
o 6 T 6
'? o
< g < A
o o
[0

0 0

Kontrol ~ #B1B5/P2 #B1BS5/P4  #B1BS5/PS Kontrol #D2A6 #D2B2 #D2C4

HS50X2 ENANOG HWOCT4

Sekil 4.17. Saglikli ve GS-2 MNH’lerden gelistirilen uPKH’lerin OCT4, NANOG ve
SOX2 gen ifadeleri.
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Sagliklt ve GS-2 MKH’lerden gelistirilen UPKH klonlarinin tiimiinde SOX2,
NANOG ve OCT4 pluripotent gen ifadelerine ger¢ek zamanli PCR ile bakilmistir.
Kontrol olarak saglikli ve GS-2 MKH’ler alinmigstir. Saglikli donér MKH (LA) ve GS-
2 MKH (YKC)’lerde SOX2, NANOG ve OCT4 gen ifadeleri beklendigi gibi diisiiktiir.
Saglikli donorlerden elde edilen PK-MKH ve GP uPKH’ler ve GS-2 (IK, YF, YKC)
hastalarindan gelistirilmis uPKH klonlarinda 6nemli gen ifade artislar1 tespit

edilmistir. Normalizasyon i¢cin B2M geni kullanilmistir (Sekil 4.18.).
4.3.4. Saghkh ve GS-2 uPKH: karyotiplendirme

uPKH’lerin karyotiplendirilmesi hizmet alim1 olarak yapilmistir ve saglikli
donor ve GS-2 uPKH’lerinden gelistirilen farkli uPKH klonlar1 6 kuyucuklu
plakalarda iPS-Brew/bFGF besi yeri igerisinde ¢ogaltilmistir. Sonuglar Sekil 4.19.”de
sunulmustur. Degerlendirilen tiim Orneklerin karyotipleri normal ve 46,XX veya

46,XY olarak bulunmustur.
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Sekil 4.18. Kontrol MKH, saglikli donér uPKH ve 3 farkli GS-2 hastanin uPKH
klonlarinin SOX2, NANOG ve OCT4 gen ifadeleri. Diger tim uPKH
klonlarina kiyasla, YF uPKH p5 #A2C3 klonu daha diisiik oranda SOX2,
NANOG ve OCT4 ifade etmektedir. Bu sonucglar akim sitometrisi ile
uyumlu olarak bu klonun farklilagtigini gostermektedir.
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Sekil 4.19. GS-2 uPKH’lerin karyotiplendirmesi. Saglikli dondr (GP) ve Griscelli Tip
2 (IK, YF, YKC) hastalarindan gelistirilen uPKH’lerin farkli klonlarin

karyotiplendirilmesi  yapilmistir. Tiim Orneklerinden 10 metafaz
degerlendirilmistir ve karyotipik olarak normal (46,XX veya 46,XY)
cikmustir.

4.3.5. Saghkh ve GS-2 uPKH: teratomlar

Saglikli ve GS-2 MKH’lerden gelistirilen tim UPKH klonlarin 3 germ

yapragina farklilasma potansiyeline in vivo olarak RAG2 immiin yetmezIligi olan
farelerde bakilmigtir. Saglikli (n=2) ve GS-2 (n=8) UPKH klonunun her birinden
1x108 UPKH hiicre Matrjel igerisinde RAG2 (n=10) farelerin sag ve sol bacaklarma

intramiikiiler olarak verilmistir. 6 ile 8 hafta takip sonrasinda olusan teratomalar

hayvanlarin bacaklarindan ¢ikartilmistir. Teratomalar fikse edilip parafin bloklarda

kesitler alinmis ve Hematoksilin/Eosin boyamalar1 yapilmistir. Olusan kiitlelerde diiz

kas, iskelet kasi, damar, kikirdak, endotelyal hiicreler, solunum epiteli, deri epiteli,

siir hiicreler ve kemik yapilari tespit edilmistir (Sekil 4.20.). Tiim test edilen ve sonug

alinan saglhkli ve GS-2 uPKH klonlarindan in vivo RAG2 farelerinde intramiiskiiler

enjeksiyonlardan sonra 8 hafta igerisinde teratomlar olusturulmustur. Ayrica yapilan

histokimyasal hematoksilin/eosin boyamalarinda tiim teratomlardan yapilan kesitlerde

3 germ yapraga ait olan doku ve hiicreler tespit edilmistir (Tablo 4.5).




Saglikh

GS-2

Sekil 4.20. RAG2™ farelerde olusturulan teratomalarin gériintiileri. Sol iist: RAG2™"
farelerinde intramiiskiiler 1x10° saghikli dondér uPKH hiicreleri injekte
edilmistir. Sol alt: Teratomalar fikse edilip parafin bloklarda kesitler
yapilmis ve Hematoksilin/Eosin boyamalar1 yapilmistir. Olusan kiitlelerde
diiz kas, iskelet kas1, damar, kikirdak, endotelyal hiicreler, solunum epiteli,
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sinir hiicreleri ve kemik yapilar1 tespit edilmistir, temsili rnektir. Sag {st:

RAG2" farelerinde intramiiskiiler 1x10® GS-2 uPKH hiicreleri enjekte
edilmistir. Sag alt: Olusan kiitlelerde c¢izgili kas, damar, kikirdak, deri
epiteli, endotelyal hiicreler ve solunum epiteli tespit edilmistir, temsili

Ornektir.

Tablo 4.5. Saglikli ve GS-2 uPKH’lerin teratom sonuglari.

Klon Pasaj | Hafta | Endoderm | Mesoderm | Ektoderm
Sagliklt uPKH p32 6 + + +
YF UPKH #1 P6 9,5 + + -
YF uPKH #A1A3 | P5 8 + + +
YF uPKH #A2C3 | P7 8 + + T
IK uPKH #5 P6 8 + + +
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4.3.6. Saghkh ve GS-2 uPKH: RAB27A mutasyon analizi

Yeni nesil sekans kullanilarak elde edilen saglikli ve GS-2 uPKH klonlarin
mutasyon analizleri yapilmistir. Beklendigi gibi, saglikli donér uPKH’ler RAB27A
geninde herhangi bir mutasyon bulunmamakta, ancak tiim GS-2 uPKH klonlarinin

RAB27A genlerinde bilinen delesyon ve insersiyonlart mevcuttur (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Saglikli ve GS-2 uPKH’lerde RAB27A mutasyon analizi

uPKH klonu RAB27A (NM_004580)
Saghkl donor

GP/P8/klon #1 ok

GP/P8/klon #2 ok

Griscelli Tip 2 Sendromu

IK/P8/klon #5 c.514_518delCAAGC %100
IK/P6/klon #2 c.514_518delCAAGC %100
YF/P6/klon #1 €.148-149delAGinsC %100
YF/P6/klon #4 €.148-149delAGinsC %100
YF/P8/klon #A1A3 €.148-149delAGinsC %100
YF/P8/klon #A2C3 €.148-149delAGinsC %100
YKC/P6/klon #C2A1 €.148-149delAGinsC %100
YKC/P6/klon #C2A2 €.148-149delAGinsC %100

4.4. Saghkh ve GS-2 uPKH in vitro hematopoetik farkhilasmasi

YF MNH’lerden gelistirilen uPKH’lerin in vitro hematopoetik farklilagsma
kapasitesine i¢in hiicreler Op9 hiicreler ile ko-kiiltiir edilmistir. Ko-kiiltiir farkls kiiltiir
kosullarinda (besi yeri ve biiyiime faktorleri) yapilmistir. uPKH’ler konfluan Op9
hiicreler iizerine hematopoetik farklilagsma besi yeri 1 (HFB1: aMEM, %10 FBS-HI,
%1 penisillin/streptomisin, %1 L-Glutamin, 5 mM B-Merkaptoetanol, 4 mg/mL L-
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askorbik asit, 10 ug/mL BMP-4) veya hematopoetik farklilagsma besi yeri 2 (HFB2:
StemMACS HKH ekspansiyon medyumu, %1 StemMACS HKH ekspansiyon
kokteyli, 10 ug/mL BMP-4) igersinde ko-kiiltiir edilmistir. 9 giin ko-kiiltiir sonrasinda
hiicreler kazinarak toplanmis ve akim sitometrisi analizleri yapilmistir (Sekil 4.21.).
Serumsuz HFB2 medyum ortaminda yapilan hematopoetik farklilasma testlerinde
%14.3 CD34+ hiicre varlig1 gosterilmistir. Ancak HFB2 besi yerinde, Op9 hiicrelerin
onemli adipojenik farklilasmasi saptanmistir. Buna kars1, serum iceren HFB1 besi yeri
ile ko-kiiltiir yapilan kiiltiirlerde anlamli olarak daha az CD34+ hiicreler (%4,3) tespit
edilmistir. Ancak Op9 hiicrelerin morfolojisi degismemis ve Op9 hiicreler daha
saglikli oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.22.). Saglikli CD34+ hiicrelerden elde edilen
uPKH’ler ayni sekilde Op9 hiicreler HFB2 igerisinde 9 giin boyunca ko-kiiltiir
edilmistir. Hematopoetik farklilasan hiicreler kazinarak toplanip %10’u koloni
assayleri i¢in kullanilmistir. Farklilasan hiicreler Methocult icerisinde 14 giin kiiltiir
edilmistir ve sonrasinda fazla sayida CFU-GM (grantilosit ve makrofajlardan olusan
beyaz koloniler) tespit edilmis ve beyaz koloniler akim sitometri analizinde CD16,
CD33, CD45 ve CDI4 hematopoetik belirtecler icin degerlendirilmistir.
Farklilasmadan sonra hiicrelerin graniilositik ve monositik hematopoetik belirteg
oranlar1 CD45+ i¢in %85, CD33 i¢in >45%, CD16 i¢in >9%, CD14 i¢in >%17 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.23.).

Hematopoetik farklilagma deneyleri ii¢ kere daha ufak modifikasyonlar
yaparak tekrarlanmistir. uPKH/Op9 hiicrelerin ko-kiiltiirlerinin 1s1 inaktive edilmemis
serum ortaminda, %0,1 jelatin-kaplanmis ve kaplanmamis 100 mm petrilerde, Op9
hiicrelerin besleyici tabakalar1 5 gilinde bir degistirerek ve farklilasma stireleri 2
haftaya kadar uzatilarak hematopoetik farklilagma hiicre kiiltiirleri yapilmistir. Ancak,
bu degisikliklerin hematopoetik farklilasma sonuglarini ve etkinliklerini daha fazla
artirmadigr anlasilmis ve kullanilan ilk hiicre kiiltiir ortami, 9 giinliik ko-kiiltiirii ve

HFB2 medyumu optimal olduklar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.21. YF UPKH’lerin hematopoetik farklilasmas1 akim sitometrisi analizi. Ust:
HFB2 ile farklilagtirilan uPKH kiiltiirlerin akim sitometri sonuglari; Alt:
HFBI ile farklilastirilan uPKH kiiltiirlerin akim sitometri sonuglari. CD34-
APC sonuglar1 FL4-A kanalinda okutulmustur. Op9 hiicre hatti eGFP
pozitiftir. Akim sitometri analizlerinde 6nce FSC/SSC’ne gore kiigiik
hiicre kapisini secilip, FL-1 plotta eGFP pozitif olan hiicreler analizden
¢ikarilmis ve kalan hiicreler uPKH/HKH analizi i¢in kullanilmistir.

YF/MNC/iPS/P+7/D2C4

L2

* Op9 hicreler; # farklilasmis adipojenik Op9 hiicreler; & uPKH/HKH
adaciklari

Sekil 4.22. YF MNC uPKH’lerin hematopoetik farklilagsmasi. Sol: HFBI igerisinde
uPKH’lerin hematopoetik farklilagmasi sonucunda c¢ok sayida Op9
hiicrelerin adipojenik farklilasmasi saptanmistir. Sag: HFB2 igerisinde
uPKH’lerin hematopoetik farklilasmasi. Goriintiiler Olympus inverte
mikroskop ile alinmastir.
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* Op9 hicreler;
# hematopoetik koloniler

A02 Op9 CD34 iPS HKH SM 45 16 A03 Op9 CD34 iPS HKH SM 14 33
~, _Gate: (P10 in P9) ~ Gate: (P13 in P12)
- = JQ7-UL Q7-UR]
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Sekil 4.23. Saglikli dondér uPKH’lerin hematopoetik farklilasmasi. Ust: CD34+
uPKH’lerin Op?9 hiicreler ile 9 giinliik ko-kiiltiir sonucunda olusan CFU-
GM benzeri hematopoetik koloniler, goriintiiller olympus inverte
mikroskop ile ¢ekilmigtir. Alt: Saglikli donér uPKH’ler, 9 giinliik Op9
ko-kiiltiirtinden sonra CD34+ HKH’lere farklilasan hiicrelerin koloni
assaylerinde CFU-GM benzeri kolonileri olusmus ve fenotipi agisindan
akim sitometri ile degerlendirilmistir. Onceden SSEA-4+, CD45- test
edilen uPKH’ler 9 giinliik ko-kiiltiirden sonra CD34+ ifade etmeyi
baslamislar ve 14 gilinde koloni assaylerinde miyeloid (CD14+, CD45+,
CD16+, CD33+) yonden hematopoetik farklilagtirilmistir.

Pasaj 5 ve tizeri saglikli ve GS-2 MKH’lerden elde edilen uPKH’ler Op9 hiicre
hatt1 izerine hematopoetik farklilasma besi yeri i¢erisinde ekilip 5 giin takip edilmistir.
5 giinliik Op9 hiicreler ile ko-kiiltiir sonrasinda saglikli donér (PK-MKH uPKH) ve iki
GS-2 uPKH (IK klon #5 ve YF klon #A1A3) klonlarinin hematopoetik farklilasmasi
tespit edilirken, bir GS-2 uPKH klonunun (YF #A2C3) hematopoetik farklilasmasi
gorinmemistir (Sekil 4.24.). Ko-kiiltiir sonrasinda hematopoetik farklilagtirilan

hiicrelerin akim sitometrisi analizi yapilmistir (Sekil 4.25.).
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Hematopoetik farklilasmalarinin CD34+ oranlar1 beklendiginden diistik
cikinca, ko-kiiltiir protokolii 12 giine kadar uzatilmistir. 12 giin boyunca HDM?2,
HDM3 ve HDM4 olan 3 farkli medyum karigimlart denenmistir ve Op9 alt tabakalari
tazeleyerek veya degistirmeden GS-2 uPKH’ler ile beraber kiiltiirleri yapilmistir.
Sonuglar1 Sekil 4.26.de sunulmustur.

Sekil 4.24. Saglikli donor (n=1) ve GS-2 (n=3) uPKH’ler Op9 ko-kiiltiirler ile
hematopoetik farklilagmasi. Goriintiiler Olympus inverte mikroskop ile
alinmastir.

Yapilan farklilagma deneyleri sonucunda ¢ok az CD34+ hiicre edilmistir ve
farkli hematopoetik kiiltlir besiyerleri test edilmistir. YF klon #4 uPKH’ler pasaj 8
kadar cogaltilip HDM2, HDM3, HDM4 hematopoetik farklilasma besi yerleri
icerisinde Op9 hiicreler iizerinde 12 giin ko-kiiltiir edilmislerdir. Hiicreler kaldirilip
CD43, CD34, CD38 ve CD45 ifadeleri akim sitometrisi yontemi ile analiz edilmistir.
HDM2, HDM3 ve HDM4 kiiltiir kosullarinda YF#4 uPKH’lerden hematopoetik
adaciklar olusturulmustur ancak akim sitometrisi analizlerinde %0.1 ile %0,5 arasi

CD234+ hiicre tespit edilmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. GS-2 uPKH (n=4) klonlarin Op9 hiicre ko-kiiltiiriinden sonra in vitro
hematopoetik farklilasmasi1 akim sitometrisi analizi. Farkli uPKH
klonlarin hematopoetik farklilasma sonucunda %1,8 ile %4 aras1 CD34+

hiicre tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. uPKH/Op9 ko-kiiltiirler ile farkli hematopoetik farklilasma besi yerlerinde
farklilasmasi. Bu deneylerde YF uPKH klon #4 kullanilmigtir. HDM2 besi
yeri serumsuz StemMACS hematopoetik farklilasma medyumu, %1 STF
farklilagma kokteyli, 10 ng/mL BMP4, 100 mM ATRA, 50 ng/mL
Deksametazon igermektedir. HDM3 medyumu oMEM, %10 FBS, 10
ng/mL IL-3, 10 ng/mL IL-6, 50 ng/mL Deksametazondan olusmaktadir.
HDM4 hematopoetik farklilasma besi yeri StemMACS hematopoetik
farklilasma medyumu, %5 FBS-HI, 10 ng/mL BMP4, 10 ng/mL bFGF ve
50 ng/mL Deksametazon i¢cermektedir. Ko-kiiltiirler 8 giin boyunca devam
edilmisgtir.

Tablo 4.7. uPKH’ler/Op9 ko-kiiltiirler ile farkli hematopoetik farklilagma besi yerleri

akim sitometrisi analizi (%).

HDM2 HDM3 HDM4
CD43+ (%) 0,6 1,5 0,7
CD34+ (%) 0.5 0,2 0,1
CD38+ (%) 0.1 0,2 0,1
CD45+ (%) 0,1 0,1 0

4.5. Rag2’ farelere nakil ve engrafman takibi

Immiin yetmezligi olan Balb/c-Rag2™ farelere (n=2) kontrol olarak kordon
kan1 CD34+ HKH’ler ile nakil edilmistir. Hayvanlara nakil edilmeden 24 saat nce,
intraperitoneal olarak 25 mg/kg Busulfan enjekte edilerek immiin baskilama tedavisi
yapilmigtir. Ardindan 3x10° CD34+ HKH’ler, fare kuyruk venlerinden enjekte
edilmistir. Engrafman 6 aya kadar izlenmistir. Birinci, ii¢lincii ve altinca ayda FACS

ile periferik kandan insan 16kosit, lenfosit ve 6.nc1 ayda kemik iliginde kok hiicre (anti-
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insan CD45, CD34, CD38, CD10, CD19, CD3, CD4, CD8 ve CD56) oranlar1 akim
sitometrisi (FACSAccuri) ile analiz edilmistir. Nakilden sonra 3. ayda %7.6 ve %12.2
insan CD45+ hiicreler periferik kanda tespit edilmistir. Ancak, 6. ayda insan CD45
oranlar1 %0.6 ve %2.0’e inmistir. RAG2™" farelerin belirgin immiin yetmezligi vardir,
ancak bu fare modeli “leaky” olarak gegcmekte ve mevcut olan NK hiicreleri ile insan
hiicreleri ret edebilmektedir. Ancak nakil 6ncesi Busulfan hazirlik rejimine ragmen
RAG2" farelerde kalic1 insan engrafmani saglanamamistir. Yapilacak uPKH’lerden
gelistirilmis HKH’lerin nakli i¢in bu durumda ¢ok daha fazla hiicreler nakil edilmeli
ve/veya daha yiiksek bir doz Busulfan verilmelidir. Gelecekteki ¢alismalarda nakiller

icin daha fazla optimizasyon deneyleri yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
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5. TARTISMA

Griscelli Tip 2 Sendromu nadir, otosomal resesif gecen kalitsal bir immiin
yetmezIligi hastaligidir ve hastalarin patofizyolojisi ve tedavisi ile ilgili ¢cok az sayida
bilimsel yazilar yayimlanmistir. Giimiis renkli saglar ve immiin yetmezlikten dolay1
tekrarlayan enfeksiyonlar ve sik goriilen kontrol dis1 makrofaj aktivasyonu nedeniyle
Hemofagositik Lenfohistiyositoz (HLH), GS-2 hastalarinin tanisi ¢ok erken yaslarda
konmaktadir. GS-2 hastalarinda RAB27A proteininin fonksiyonu bozan genetik
mutasyonlardan olusmaktadir. GS-2 hastalarinda goriilen RAB27A mutasyonu
vezikiiler flizyon ve hiicre trafiginde onemli bir rol oynayan, kiiciik bir GTPaz’in
fonksiyonunun bozulmasina neden olmaktadir. RAB27A mutasyonu melanositlerde
bulunan melanozomlarin perifere taginamamasi ve sitotoksik T-hiicreler ve Dogal
Oldiiriicii hiicrelerin sitozolunda bulunan graniillerin ekzositozunun bozulmasina
neden olmaktadir (18). Halen, GS-2’nin tek kiiratif tedavisi Hematopoetik Kok Hiicre
nakli ve bu tedavinin sonucunda hastalarin enfeksiyon ve HLH belirtilerinin azaldig:
gosterilmistir, ancak norolojik semptomlar devam edebilmektedir (21). Hastaligin
patofizyolojisi daha iyi anlayabilmek i¢in 2000 yillarinda Rab27a mutasyonu olan
C3H/HeSn-Rab27a®"/J (“Ashen fare”) ve 2008 yilinda C57BL/6J-Rab27a®"/J
(Rab27a’) fare modelleri olusturulmustur (105). Bu fare modellerinde; insanlarda
gorilen immiin yetmezligi sendromu ve HLH sendromu benzeri bir fenotipi
olugsmaktadir (104). Ancak, GS-2 patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasi, yeni tedavi
imkanlar1 olusturabilmek ve test etmek igin in vitro bir GS-2 modeline ihtiyaci vardir.
Bu amacla bu tez ¢alismasinda kapsaminda, 3 GS-2 hastasindan uPKH klonlari
olusturulmustur ve detayli karakterizasyonu yapilmistir.

Bu tez ¢alismasinda; GS-2 hastalarin ve saglikli dondrlerin kemik iliginden
izole edilen MNH ve MKH’lerden bircok genoma integrasyon saglayan ve
saglamayan farkli yontemleri kullanilarak uPKH gelistirilmis ve onlarin detayli in vivo
ve in vitro karakterizasyonlar1 yapilmistir (Tablo 5.1.). In vitro gelistirilen GS-2 ve
saglikli dondr uPKH’lerden hematopoetik farklilagmalar1 yapilmistir etkinliginin

artirtlmas1 amaciyla farkli kiiltiir kosullar1 optimizasyonu yapilmistir.
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uPKH klonlar1 Kaynak RAB27A Yontem Akim sitometri IF RT-PCR Teratom Karyotip Hemat
Saglikl donorler
PK-MKH uPKH PK-MKH - LV-02S/K2M + + Y +
CD34+ uPKH #B1B5 CD34+ KK - LF-SF-OSKM + + + Y Y +
GP uPKH #1 Ki-MKH - LV-02S/K2M + + + D 46,XX Y
GP uPKH # 2 Ki-MKH - LV-02S/K2M + + + D 46,XX Y
ARB uPKH Ki-MKH - LF-SF-OSKM G G G G G G
Griscelli Tip 2 hastalar
AB uPKH Ki-MKH Y LF-SF-OSKM G G G G G G
AB uPKH Ki-MKH Y EF1a-STEMCCA G G G G G G
AB uPKH Ki-MKH Y mRNA OSKM/Lin28/ G G G G G G

Nanog/eGFP




Tablo 5.1. Tez kapsaminda yapilan saglikli donor ve GS-2 uPKH klonlarin 6zellikleri ve yontemleri — devam
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uPKH Klonlari Kaynak RAB27A Yontem AKim sitometri IF RT-PCR Teratom Karyotip Hemat
YF uPKH #D2A6 Ki-MNH Y LF-SF-OSKM + + Y Y Y
YF uPKH #D2B2 Ki-MNH Y LF-SF-OSKM + + + Y Y Y
YF uPKH #D2C4 Ki-MNH Y LF-SF-OSKM + + Y Y +
YKC uPKH Ki-MNH Y LF-SF-OSKM G G G G G G
IK uPKH Ki-MKH Y SeV-OKSM Y Y Y Y Y Y
IK uPKH #2 Ki-MKH c.514_518delCAAGC LV-02S/K2M + + + D 46,XX D
IK uPKH #5 Ki-MKH c.514_518delCAAGC LV-02S/K2M + + + + 46,XX +
YF uPKH #A1A3 Ki-MKH €.148-149delAGinsC LV-02S/K2M + + + + 46,XX +
YF uPKH P7 #A2C3 Ki-MKH €.148-149delAGinsC LV-02S/K2M + + + + 46,XX +*
YF uPKH #1 Ki-MKH €.148-149delAGinsC LV-02S/K2M + + + + 46,XX D
YF uPKH #4 Ki-MKH €.148-149delAGinsC LV-02S/K2M + + + D 46,XX +
YKC uPKH #C2A1 Ki-MKH €.148-149delAGinsC LF-SF-OSKM + + + D 46,XY D
YKC uPKH #C2A2 Ki-MKH €.148-149delAGinsC LF-SF-OSKM + + + D 46,XY D

Y: yapilmamustir; D: deney devam ediyor; G: ileri kiiltiirlerde uPKH gelismemistir; * negatif sonug alinmistir
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Literatiirde daha 6nce GS-2 MKH’lerin karakterizasyonu yapilmamistir. Tez
kapsaminda ilk olarak saglikli ve GS-2 kemik iliginden MKH’ler izole edilip
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Iki grup hiicre aras1 detayli karsilastirma yapilmustir.
GS-2 ve saglikli MKH’lerinin morfolojileri incelendiginde aralarinda anlamli bir fark
kaydedilmemistir (Sekil 4.1.). GS-2 ve saglikli MKH’lerin immiinfenotiplemelerinde
de anlamli bir fark saptanmamustir (Sekil 4.3.). Ayrica biiyiime hizlarina bakildiginda
da benzerlik gosterilmistir. GS-2 MKH’lerin biraz daha iyi osteojenik, kontrol
orneklerin daha iyi bir adipojenik farkilagsma kapasitesi gostermislerdir. Ancak test
edilen GS-2 ve kontrol MKH sayilar1 ¢ok diisiik oldugundan GS-2 MKH’lerin ve
saglikhh MKH’ler ile karsilagtirildiginda adipojenik ve osteojenik farklilasma
kapasitelerinde anlamli bir fark ortaya ¢ikmamaistir (Tablo 4.2.). Genel olarak, saglikli
donorler ve GS-2 MKH’lerin aralarinda onemli veya goz carpict farklar tespit
edilmemistir ve hiicrelerin yeniden programlama i¢in kullanilmasi1 uygun goriilmiistiir.
Bu tez calismasinda, GS-2 MKH’lerin farklilagma kapasitesi, immiinfenotipleri ve
bliyiime hizlar1 saglikli MKH’ler ile benzerlik tasidigi gosterilmistir. Boylelikle,
RAB27A mutasyonu MKH’lerin genel yapisi ilizerinde dnemli bir etki olmadigi
gostermekteyiz. Ancak, RAB27A mutasyonu GS-2 MKH’lerin hematopoetik destegi
(ko-kiiltlirl) veya immiin baskilayici/ diizenleyici fonksiyonlar1 etkilenip
etkilenmedigi arastirilmamastir.

[leride klinik uygulamalar1 veya kullanimlar1 goz éniinde bulundurarak, uPKH
gelistirilmesi i¢in ilk olarak entegrasyon saglamayan ve oOzellikle insersiyonel
miitagenez veya baska riskler igermeyen yontemlerinin kullanilmasi hedeflenmistir.
Lentiviral aktarim yontemi diger integratif ve non-integratif tekniklere gére daha etkin
oldugu gosterilmistir (116). Gelistirilen GS-2 uPKH klonlarin ileri klinik ¢aligmalarda
kullanilmast Sev ve mRNA aktarim yontemleri daha uygundur. Literatiirde bir ¢cok
calismalarda SeV kullanimi1 ile uPKH gelistirilmistir. Ornegin Macarthur ve
arkadaslar1 fibroblastlardan SeV transdiiksiyonu sonrasinda uPKH gelistirmistir (117).
Rohani ve arkadaslar1 ise fibroblastlardan mRNA transfeksiyon yontemi ile uPKH
elde etmislerdir (118). Ancak literatirde MKH’lerden mRNA aktarim yontemi ile
uPKH c¢aligmas1 bulunmamaktadir. Klinik agidan degerlendirilecek olunursa SeV ve
mRNA aktarim yontemleri non-integratif oldugundan insersiyonel mutagenezis riski

tasimamaktadir (119). SeV ile yapilan transdiiksiyonlar sonrasinda elde edilen
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uPKH’lerin ileri pasajlarda viriisii hiicre i¢inden tamamen attig1 gosterilmistir (120).
Bu nedenlerle, ilk olarak GS-2 ve saglikli donor MKH’lerden, mRNA ve SeV vektor
kullanilmustir. flerleyen deneylerde bu yontemlerin verimliligi ve etkinligi daha diisiik
oldugundan, sonraki devam deneylerinde ¢esitli lentiviral aktarim yontemleri
kullanilarak uPKH elde edilmeye c¢alisilmistir ve basart oranlari daha yiiksek
oldugundan tiim deneyler lentiviral vektorleri kullanilarak tamamlanmastir.

[k olarak sentetik mRNA ile GS-2 ve saglikli MKH’lerin uzun (8-14 giin)
siireli transfeksiyonlar1 yapilmistir. Ancak, mRNA transfeksiyonlar1 sirasinda
kullanilan medyumlarin ve pH iliskili sorunlardan dolay kiiltiirlerde yogun bir sekilde
kalsiyum oksalat kristalleri olugmustur (Sekil 4.4). mRNA aktarim ydntemi ile
MKH’lerin transfeksiyonu yapilmistir. Ancak yapilan tiim optimizasyonlara ragmen
uPKH gelistirilememistir ve kiiltiir esnasinda mikoplazma kontaminasyonu
yasandigindan dolay ¢alismalar sonlandirilmigtir. Ayrica kullanilan besi yeri ve CTS
Cellstart’dan dolay1 deney sonuglarini etkileyen sorunlar yasanmistir. Yapilan tiim
deneyler ve optimizasyonlara ragmen mRNA yontemi ile uPKH gelistirilememistir.
Klinik kullanim i¢in mRNA yontemi ile uPKH gelistirmesi i¢in; deneylerdeki hiicre
sayilari, kullanilan besi yerleri ve hiicrelerin biiyiitiilecegi flasklarin jelatin veya
ekstraseliiler matriks komponentleri ile kaplanmasi gibi ¢6ziimler ile optimize
edilmesi gerekmektedir. Ek olarak epigenom diizenleyici Rock inhibitorii, Valproik
Asit, 5-Azasitidin gibi kiigiik molekiillerin kullanimi ile uPKH yeniden programlanma
etkinligin artirilabilecegi bildirilmistir (121). Bunun disinda, Onder ve arkadaslar,
DotlL inhibitér (H3 metiltransferaz inhibitorii) kullaniminin hiicrelerin yeniden
programlanmasi lizerinde etkisi oldugu ve elde edilen kolonilerin sayisinin artirildigini
gostermistir (122). Bu ¢alismalar g6z oniine alindiginda kii¢lik molekiillerin mRNA
yontemi ile uPKH elde edilmesi i¢in ileriki ¢alismalarda kullanilmasi 6nerilmektedir.
Kullanilan mRNA transfeksiyon kiti fibroblast hiicreler i¢in optimize edilmistir. Bu
yontem ile hiicrelere gilinlik mRNA transfeksiyonu yapilmaktadir. Yapilan
optimizasyon caligmalarinda transfeksiyon esnasinda yeterli dozda mRNA’nin hiicre
icerisine girmedigi saptanmistir. Bu nedenden dolayr ileride yapilabilecek
caligmalarda, giinliikk transfeksiyon dozunu, siiresi veya giin icerisinde daha sik

medyum degisimleri 6nerilmektedir.
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SeV vektor ile GS-2 ve saglikli MKH lerin transdiiksiyonlar1 yapilmigtir ve iki
grup hiicrelerin uPKH’leri pasaj 4’e kadar gelistirilmistir. Bu pasajdan itibaren, SeV
ile ve mMTSER medyumlarinda gelistirilen saglikli donor ve GS-2 uPKH’leri, lentiviral
vektor ile gelistirilen uPKH’ler i¢in kullanilan iPS-Brew/bFGF medyumlarina
alistirilmast denenmistir. Ancak, ileri pasajlarda SeV uPKH’lerin spontan farklilastig
ve 6ldiigli gozlemlenmistir. Bu nedenle bu hiicrelerin detayli karakterizasyonlari
yapilamamustir. SeV ile gelistirilen GS-2 ve saglikli uPKH’lerin ileri pasajlarda
farklilasmasi ve hiicrelerin 6lmesi muhtemelen farkli uPKH besi yerine gecilmesi ve
yeterince alistirtlmamasi nedeniyle olmustur. Literatiirde uPKH’lerin gelisiminde
kullanilan besi yerlerinin, uPKH’lerin yeniden programlanmasi ve idamesinde 6nemli
oldugu bildirilmistir (123). Bu ¢alismalar g6z oniine alindiginda SeV ile elde edilen
uPKH’ler ile yasanan sorunlar1 desteklemektedir.

GS-2 ve saglikli dondrlerden lentiviral aktarim yontemi ile basarili olarak her
hastadan birden fazla uPKH klonu elde edilmistir. ilk olarak hazir OSKM
transkripsyon faktorleri igeren lentiviral EF1-STEMCCA kiti kullanilmistir. Bu
viriislerin ~ protokolleri  fibroblastlar i¢in uyarildigindan dolayr MKH’lerin
kullaniminda birgok optimizasyon gerektirmistir. Yapilan tiim transdiiksiyon
deneylerinde ve optimizasyonlara ragmen bu viriisler ile uPKH gelistirilemistir.
MKH’lerin transdiiksiyonlar1 basarilt olmustur, ancak hiicrelerde parsiyel yeniden
programlama goriinmiis veya hic¢bir degisim saptanmamuistir. Kullanilan viriis titreleri
muhtemel olarak yeterli gelmemistir. GS-2 ve saglikli uPKH gelistirme amaciyla
LeGO-SF-OSKM-IRES-idTOM (LV-SF-OSKM) ve viriis paketleme plazmitleri ile
lentiviriisler iiretilmistir. Yapilan ilk deneylerde yeterince konsantre viriis
tiretilemedigi i¢in transdiiksiyon sonrasi parsiyel (kismi) yeniden programlanma veya
MKH’lerin hi¢ etkilenmedigi gozlemlenmistir. Yapilan farkli optimizasyonlardan
sonra daha konsantreli lentivirus silipernatanlar elde edilip, GS-2 ve saglikh
MKH’lerin transdiiksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Hiicre transdiiksiyonu sonrasi 18.
giinde ilk koloniler segilip hiicreler ekpanse edilmistir. Gelistirilen uPKH’lerin detayl
In vitro ve in vivo karsilastirmalart yapilmistir. MKH’lerin transdiiksiyon sonrasinda
yeniden programlanamamasinin nedenleri arastirmak amaciyla fibroblast ve
MNH’lerin de aymi lentiviriisler ile transdiiksiyonlar1 yapilmistir. Fibroblastlarin

transdiiksiyonu sonrasinda hiicreler canliligini kaybetmislerdir. Ancak MNH’lerin
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transdiiksiyonlar1 sonrasinda uPKH’ler basarili bir sekilde elde edilip detayli in vitro
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu sonug¢ ile birlikte MKH’lerin, MNH ve
fibroblastlara kiyasla, lentiviral aktarima daha dayanikli olduklar1 ve yeniden
programlanmalar1 i¢in yiiksek titresi olan konsantre viriis gerektigi diisiintilmiistiir.
Yeniden programlanma esnasinda karsilasilan sorunlarin kullanilan polisitronik
plazmitler kaynakli oldugunu anlamak igin pSIN4-K2M ve pSiN4-O2S bisistronik
OSKM plazmitleri ve psPAX2 paketleme plazmiti ile lentiviriis iiretilmistir. Uretilen
bu lentiviriisler ile GS-2 ve saglikli MKH’lerin transdiiksiyonlar1 yapilmistir ve 14 ile
21 giin aras1 ilk koloniler segilmistir. Gelistirilen uPKH’lerin in vivo ve in vitro
karakterizasyonlart yapilmistir. Lentiviral aktarim yontemi ile saglikli ve GS-2
MNH’ler ve MKH’lerden uPKH gelistirilip, detayli karakterizasyonu yapilmstir.
MNH’ler ve MKH’lerden elde edilen uPKH’lerde morfolojik goriintiileri,
immiinofenotip ve gen diizeylerine bakildiginda fark tespit edilememistir. Ancak ayni
OSKM lentiviriis konsantrasyonu kullanilarak ~ (MOI=5) MKH’lerden uPKH
gelismezken, MNH’lerden uPKH elde edilebilmistir. Bu sonug¢ ile MNH’lerin
epigenetik acidan degerlendirecek olunursa MKH’lere gore daha fazla uPKH
olusturma kapasitesi oldugu diistiniilmektedir. Hiicre tipi ve dondriin yasi, yeniden
programlama iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (124). Ayrica Wang ve arkadaslar
gobek kordonundan MNH’ler izole etmislerdir ve bu hiicrelerden uPKH
gelistirmiglerdir. MNH’lerden elde edilen uPKH’lerin MKH’lere gore daha etkin
oldugu bildirilmistir (125) ve sonuglarimizi desteklemektedir. Lentiviral aktarim
yontemi ile uPKH gelisiminde bir¢ok sorun ile karsilagilmistir. Calisilan her hasta
Ornegi ayn1 mutasyonlar tasimamaktadir ve kendine 6zel farklar1 vardir. Bazi
orneklerden kolay uPKH gelistirilirken, digerlerinde ilk kolonilerin olusmasi uzun
stirebilmis veya kullanilan lentivirlis dozlarinin daha fazla olmasi gerektirmistir.
Lentiviral aktarim yontemi ile uPKH gelistirme siirecinde {iretilen viriisler gece boyu
santrifiij edilerek yogunlastirilimistir. Ancak bu yontemle lentiviriisler yeterince
konsantre olmadig1 ve yapilan transdiiksiyonlar esnasinda etkinligin diisiik oldugu
gosterilmistir. Literatlirde lentiviriis liretime protokollerinde ultrasantrifiij ve polietilen
glikol (PEG) ile ¢okelme saglanarak daha yiiksek konsantrasyonlarda ve kaliteli viriis
elde edilebilecegi gosterilmistir (126).



105

uPKH gelistirilmesinde bisistronik ve polisistronik OSKM plazmit
konstriiktleri kullamlmistir. Polisistronik LeGO-SF-OSKM-IRES-idTOM plazmiti
OSKM yeniden programlama faktorlerini 1:1 oranda ifade etmektedir. Bisistonik
plazmitler O2M ve K2M vyeniden programlama faktorlerini 2:1 oraninda ifade
etmektedirler. Bisistronik plazmitler ile elde edilen lentiviriislerin paketlenmesi ve
ifadeleri daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. iki farkli konstriikt ile gelistirilen
uPKH’lerin arasinda fark tespit edilememistir. uPKH eldesinde kolonilerin
biiylimesini saglayan ve in vivo ortami taklit amaciyla iki farkli ekstraseliiler matriks
membrant da kullanilmistir. CTS CellSTART GMP kosullarinda iiretilip sadece insan
kokenli komponentler icermektedir. Matrigel ®Matrix kolajen tip 1 tip 2, laminin,
entaktin heparan sulfat, proteoglikan, matriks metalloproteinaz, biiyiime faktorleri ve
kimyasal madeller igeriklidir ve ileri klinik c¢aligmalar i¢in uygun olmadig:
goriilmustiir (127). Gelistirilen uPKH kolonileri Matrigel iizerinde saglikli biiylime
gosterirken CTS CelISTART iizerine ekilen hiicreler tutunmayip kaybedilmistir. Bu
sonuclara gore kullanilan CTS CellSTART iiriiniin bozulmus veya uPKH gelisimi i¢in
uygun olmadig diisiiniilmektedir.

Gelistirilen saglikli dondér ve GS-2 uPKH klonlart; Op9 hiicreler ile uygun
hematopoetik farklilasma medyumlar1 kullanilarak hematopoetik farklilasma
deneyleri baslatilmistir. Ko-kiiltlir sonras1 saglikli ve GS-2 MNH’lerden elde edilen
uPKH’lerden %17°e kadar CD34+ hiicre elde edilmistir. Ancak ayni kiltiir
kosullarinda saglikli ve GS-2 MKH’lerden elde edilen uPKH’lerden farklilastirilan
HKH’lerin oranlar1 %2-%4 arasinda c¢ikmistir. Kyung-Dal Choi ve arkadaslar
uPKH’leri Op9 hiicreleri ile ko-kiiltiirlerini yapmistir ve 8. giinde akim sitometri
sonuglart %16.3 oraninda CD34+ hiicrenin farklilagtigini1 tespit etmislerdir (111).
Literatiirde HKH farklilasmasinin etkinligini artiracak calismalar yapilmigtir. Ornegin
Retinoik Asidin (ATRA) hematopoetik farklilasma potansiyelini arttirdig
gosterilmistir (128). Ayrica WNT yolagi inhibitérleri (CHIR99021) (129, 130), BMP4
veya bFGF gibi bazi molekiillerin kullanimi hematopoetik farklilagsma etkinligini
artirdigi bildirilmistir (131). Boylelikle GS-2 uPKH’lerin farklilagsma kapasitesinin
artirtlmasi1 amaciyla ATRA, BMP4 ve bFGF igeren 4 farkli besi yeri kombinasyonu
test edilmistir ve literatiirle uyumlu olarak sonuglar elde edilmistir. Bazi besi yerlerin

testi esnasinda Op9 hiicrelerin ¢ok fazla spontan adipojenik farklilasmas1 gdzlemlenip
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hematopoetik farklilasmay1 énledigi gosterilmistir. ileride yapilacak olan ¢alismalar
esnasinda bu adipojenik farklilasmay1 baskilamasi icin, kiiltiir plakalar jelatin ile
kaplanabilir, Op9 hiicre yogunlugu azaltilabilir veya kiiciik molekiiller
kullanilabilmektedir. Ayrica literatiirde bulunan ve Op9 ko-kiiltiiriiniin diginda,
embriyonik cisimcik olusumu veya ekstraseliiler matriks ko-kiiltlir sistemi gibi
hematopoetik farklilasmay1 destekleyen yontemlerde test edilebilmektedir. Ornegin,
Cerdan ve arkadaslarit EKH’lerden embryonik cisimcik olusturup in vitro ortamda
hematopoetik farklilasma yapip, %90 CD45+ hiicre elde etmislerdir (132). Saglikli ve
GS-2 MNH’lerden gelistirilmis uPKH’ler; saglikli ve GS-2 MKH’lerden gelistirilmis
uPKH’lere gore ¢ok daha yiiksek bir hematopoetik farklilasma potansiyeli sahiptirler.
Bunun en 6nemli sebebi epigenetik hafizasi olabilmektedir. Epigenetik hafizasi
korumus uPKH’lerde, gelistirilmis somatik hiicre tiiriine ait kalan DNA metilasyon
paternleri mevcuttur ve sonug olarak, bu uPKH’ler dondr hiicresine ait farklilagsma
yonlerine daha kolay farklilasmakta ve alternatif yonlerine farklilasmasi daha zor
oldugu gosterilmistir (6). Bu tez caligmasinin kapsaminda, MNH’lerden ve
MKH’lerden elde edilen uPKH’lerin epigenetik hafizasina bakilmamistir, ancak
devam calismalarimizda planlanmistir. Bunun disinda, ileri ¢alismalarimizda da
uPKH’lerin hematopoetik yoniine farklilasma potansyelini artirmak i¢in ayrica da
farkl: sitokin kombinasyonlari besi yerlerine eklenerek HKH farklilagma deneylerinin
optimizasyonu yapilmasi planlanmaigstir.

Rag2” fare modeline HKH’lerin nakil kosullarmin optimizasyon deneyleri
yapilmustir. Saglikli dondr gobek kordonu kanindan 3X10° CD34+ hiicre izole edilip
daha once Busulfan verilen Rag2” farelerin kuyruk veninden nakil yapilmis ve 6 ay
boyunca engrafman takibi yapilmistir. Nakilden sonra 3. ayda %7.6 ve %12.2 insan
CD45+ hiicreler periferik kanda tespit edilmistir. Ancak nakilden 6 ay sonra Rag2™”
farelerde, insan HKH engraftmaninin oranlari diistimiis ve periferik kanda tespit edilen
insan CD45 oranlar1 %0.6 ve %2.0’e inmistir. Rag2”" fare modelinde T ve B hiicreleri
tiretilmezken, bir miktar fonksiyonel NK hiicreleri mevcuttur (133). Engraftmanin
zamanin i¢inde diismesinin sebebi de, Rag2”" faredeki NK hiicrelerinin insan CD34+
hiicreleri ret edilmesini diisiiniilmektedir. Bu riski 6ngoriip farelerin tiim kalan ¢alisan
bagisiklik sisteminin hiicrelerini yok etmek amaciyla 25 ug/kg Busulfan

intraperitoneal olarak uygulanmistir ve onun iizerine 3x10° CD34+ kordon kam
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HKH’ler verilmistir. Busulfanin, kardiyovaskiiler sistemin biiyiik ve kii¢iik damarlarin
endoteli tlizerindeki yan etkileri bilinmektedir (134) ve intravendz enjeksiyonlar
yapildiginda, damarlarin ¢ok kirillgan ve sizintili oldugu fark edilmistir. Bu durum
HKH naklinin verimliligi negatif etkiledigi diistiniilmektedir ve bir sonraki HKH’lerin
nakillerinde 1) daha fazla hiicre verilmesi; 2) Busulfan yerine G-CSF, siklosporin veya
radyasyon gibi hazirlikli rejimi veya immiin baskilayici ilag/yontem kullanilmasi; 3)
farkli bir verilis yolundan enjekte edilmesi planlanmistir. Engraftmanin etkinliginin
artirilmas1 amaciyla, nakil edilecek hiicre sayisinin 3x10° hiicreden daha fazla olmasi
gerekmektedir. Yaptigimiz diger c¢alismalarda, Rag2” farelere 1x10° hiicre
verildiginde basarili engrafman gozlemlenmistir. En son yaptigimiz GS-2
uPKH’lerden HKH farklilagmalarinda ancak 25x10° hiicre elde edilebilmistir. Bu
sayilarin bu tarz nakil deneyleri i¢in yetersizdir ve HKH farklilasmas1 sonrasindan
CD34+ hiicre sayis1 ¢ok diisiik oldugundan dolay1 MACS veya FACS sorting yontemi
ile izole edilmesi miimkiin degildir. Nakil i¢in hedeflenen hiicre sayilar1 ulasabilmek
icin GS-2 uPKH’lerin farklilasma sonrasinda ekspansyonlarini artiracak deneyler
yapilmas1 gerekmektedir. Literatiirde, Aksoz ve arkadaslar1 c-Myc inhibitorii 10074-
G5, asit torursodeoksikolik (TUDCA) ve i-NOS inhibitoriiniin (L-NIL) ex vivo
HKH’lerin idamesini ve ekpansyonunu artirdigi gostermistir (135). Bu molekiiller
veya yontemler, GS-2 uPKH’lerden HKH farklilasmasimin optimizasyonu da
kullanilabilmektedir. Rag2” fare modelinde agir immiin yetmezlik olmadig: ve bu
hayvanlarda NK hiicrelerinin varlig1 bilinmektedir. Nakil sonrasi immiinrejeksiyonu
engellemek amaciyla baska bir fare modeline gecilmesi onerilmektedir. NSGW41 kit
mutasyonu olan fare modelinde agir immiin yetmezligi oldugu bilinmektedir. Ayrica
“insanlagtirilmis” fare olarak da bilinen bu modelde kit mutasyonundan dolay1 insan
hiicrelerinin engrafmanini saglamakta ve HKH’lerin fonksyonunun belirlenmeside
kullanilmaktadir (136). GS-2 uPKH’lerden farklilastirilan HKH’lerin ekspansyonlar1
optimize edildikten sonrasi NSGW41 farelere hazirlik rejimi olmadan nakilleri

yapilabilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Saglikli ve GS-2 Ki’nden izole edilen MKH’lerin morfolojik olarak benzer
oldugu goriilmiistiir. Aynm1 zamanda biiylime hizlarina bakilmistir ve iki grup
aras1 anlamli fark saptanmamustir;

GS-2 MKH’leri adipojenik ve osteojenik farklilasma potansiyellerine
bakilmistir ve sagliklit MKH’leri ile anlamli bir fark tespit edilememistir;
mRNA aktarim yontemi ile MKH’lerden uPKH gelisiminin etkinligi ¢ok
diisiiktiir ve optimizasyon gerektirmektedir;

SeV ve Lentiviral aktarim yontemleriyle saglikli ve GS-2 MKH’lerden uPKH
gelistirilmistir;

Sadece saglikli ve GS-2 MNH’lerden ve MKH’lerden lentiviral yontem ile elde
edilen uPKH’lerin detayli karakterizasyonu yapilmistir;

MNH-uPKH veya MKH-uPKH’lerin arasinda morfolojik bir fark tespit
edilememistir;

Iki hiicre grubunun in vitro karakterizasyonlarinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir;

MNH-uPKH’ler epigenetik olarak hematopoetik farklilasmaya daha yatkin
oldugu i¢in bu hiicrelerde farklilasma etkinligit MKH-uPKH’lere goére daha
fazladir;

GS-2 ve sagliklt dondrlerden elde edilen uPKH’lerin Op9 hiicreleri ile ko-
kiiltiirii sonucunda HKH elde edilmistir;

HKH etkinliginin artirtlmasi amaciyla farkli medyum kombinasyonlari
denenmistir ve en etkili olani ileriki ¢alismalar i¢in segilmistir;

Elde edilen HKH’lerin Rag2” mutant farelere nakli yapilmistir ancak farelerin

on hazirliklarindan dolayi kalict engrafman olmamustir.



109

6.2. Oneriler

e mRNA aktarim yontemi ile MKH’lerden uPKH gelistirilmesi i¢in hiicre
sayisi, kullanilan besi yeri ve hiicrelerin biiyiitiilecegi besleyici tabakanin
optimize edilmesi gerekmektedir. Ek olarak epigenetik diizenleyici DotlL
inhibitorii, Rock inhibitdrii, Valproik Asit ve/veya 5-Azasitidin gibi kiiciik
molekiillerin denenmesi ile uPKH yeniden programlanma etkinliginin
artirllmasi diisliniilmektedir. Ayrica, mRNA transdiiksiyon etkinligini
artirmak amaciyla ileride yapilacak caligmalarda, giinliik transfeksyon
dozunu ve siiresi veya giin igerisinde daha stk medyum degisimi
Onerilmektedir.

e lentiviriis konsantrasyonunun artirilmasi ve daha iyi kaliteli viriis kullanimi
icin ultrasantrifiij veya polietilen glikol (PEG) ile ¢okelme yonteminin
denemesi onerilmektedir.

e uPKH’lerin hematopoetik yoniine farklilasma potansiyelini artirmak i¢in
farkl1 sitokin kombinasyonlar1 ve kii¢iik molekiillerin besi yerlerine
eklenerek HKH farklilagma potansiyelinin artirilmasi dnerilmektedir.

e Rag2” farelerde uygun &n hazirlik rejimi olmadan insan engraftmani
olmamaktadir. HKH’lerin nakillerinde daha fazla hiicre verilmesi;
Busulfan yerine veya ek olarak Siklosporin veya radyasyon gibi hazirlik
rejimleri veya immiin Dbaskilayict ilag¢/yontemlerin  kullanilmasi
onerilmektedir.

e Nakil sonras1 immiinrejeksiyonu engellemek amaciyla NSGW41 kit
mutant gibi “humanized” fare modeline ge¢ilmesi 6nerilmektedir.

e Gelistirilen GS-2 uPKH’lerden RAB27A mutasyonu aktarilabilmistir.
lleride, klinik kullanim icin uPKH’ler veya uPKH’lerden gelistirilmis
HKH’lerin genetik olarak diizeltilmesi onerilmektedir. Bunun igin direk
LV-RAB27A konstriiktleri hazirlanmasi veya alternatif olarak Crispr-Cas9
gibi gen diizenleme yontemleri ile RAB27A genindeki mutasyonlarin
diizeltilmesi 6nerilmektedir.

e Boylelikle ileri klinik ¢alismalarin 6nii agilip GS-2 hastalara HKH
naklinin yani sirada uygun dondrii olmayan hastalar igin kiiratif bir tedavi

alternatifi gelistirilebilecektir.
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