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OZET

MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN iMMUN MODULATOR ETKISIiNIN
HEMOFAGOSITIK SENDROM KLiNiK UYGULAMALARINA TEMEL
OLUSTURMAK UZERE in vitro MODELDE iNCELENMESI

HANDAN SEVIM
Doktora, Biyoloji Boliimu
Tez Danismani: Dog. Dr. OZER AYLIN GURPINAR

Eylil 2015, 112 sayfa

Hemofagositik sendrom (hemofagositik lenfohistiyositoz, HLH), sitotoksik T
lenfositlerin ve makrofajlarin agiri aktivasyonu sonucu gelisen ve asiri uyariimig bir
immun sistemin olustugu, tedavi edilmezse olumcul olan bir immun yetmezlik
hastaligidir. Primer (ailevi) HLH (FHL)nin bir tipi olan FHL2, perforin gen hasarli
tiptir. Perforin, sitotoksik T lenfositler ve dogal dldurucu (NK) hucrelerinin immun
cevabi sirasinda, hedef hicre zarinda porlar olusturarak granzimin bu porlardan
gegisine ve boylece enfekte hicrenin apoptozla oliumune aracilik eder. FHL2
hastalarinda perforin genindeki mutasyon nedeniyle bu hastalarin immuin cevabi
olusmamakta ve surekli uyarilan immun sistem nedeniyle yuksek oranda sitokin
salgilanmaktadir. Hastalarda olusan bu kontrol edilemeyen immun sistem uyarimi
nedeniyle, asir aktivite gosteren NK hicreleri ve sitotoksik T hlcreleri goklu organ

hasarlarina yol agmakta ve sistemik inflamasyona sebep olmaktadir.

HLH tedavisinde Oncelikli amag; dekzametazon, siklosprosin A ve etoposidden
olusan uluslararasi HLH-2004 protokoli uygulanarak immun sistemin
baskilanmasidir. Ancak FHL'de kesin tedavi hematopoietik kok hicre
transplantasyonu (HKHT) ile mimkin olmaktadir. HKHT yapilmayan hastalar igin
bu hastalik dlduractdir. Klasik tedavilerde 8. haftanin sonunda tam veya ¢ok iyi

yanit alinamayan hastalarda HKHT kadar gegen surede ¢aresiz kalinmaktadir.



Mezengimal kok hucreler, dusik MHC-II ekspresyonlari ve sentezledikleri
sitokinler ile immuin modulator etkiye sahiptir. GvHD gibi c¢esitli otoimmun
hastaliklarda MKH’ler immin modulatér etkileri nedeniyle klinikte uygulanmaktadir.
FHL2'de MKH’lerin immun modulatdr olarak kullaniimasi ile ilgili literatirde
yalnizca 23 yasindaki bir hastaya yapilan uygulama ile ilgili bilgiler bulunmaktadir.
Ancak bu gibi galismalarin devami igin gerekli temel bilgiyi saglayacak sistemler
bulunmamaktadir. Bu nedenle, tez calismamizda perforin gen ifadesi baskilanmis
bir insan NK hicre hatti olusturarak FHL2 icin in vitro model gelistiriimesi ve
MKH’lerin bu model hicreler Uzerindeki immunmodulator etkisini incelenmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla ticari olarak satilan NK htcre hatti olan NK92 hicre hatti segilmistir. Bu
hicrelerde PRF1 gen ifadesinin baskilanmasi amaciyla DNA’daki PRF1 gen
bdlgesini hedefleyen CRISPR/Cas sistemi kullaniimigtir. Hazirlanan sistemle
NK92 hicrelerinde perforin gen bdlgesine puromisin direng geni eklenmistir.
Transfeksiyon sonrasi hlcreler puromisin antibiyotigi ile secilmistir. Elde edilen
klonlarda perforin geninin hedeflendigi gPCR, PCR ve ELISA yontemleri ile analiz
edilmistir. Perforin geninin hedeflendigi PMA/lyonomisin ile uyarimis klonlarda
perforin ifadesinin baskilandigi qPCR analizi ile perforin salgilamadigi ELISA
yontemi ile goOsterilmistir. Elde edilen klonlar MKH’lerle ko-kultir edilmis ve ko-
kaltar sisteminden elde edilen sUpernatanlara ¢oklu sitokin analizi yapiimigtir.
Sitokin analizinde ortamdaki immunmodulator sitokinlerin (IL-4 ve IL-10) miktarinin
arttigi, ancak sistemi uyarici sitokinlerin ise (IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF, IFNy,
TNFa) miktarinin azaldigi gértlmuastir. Bu sonuclar MKH’lerin immuan modulatér

etkisini in vitro FHL2 modelli hiicre hattinda gosterdigini desteklemektedir.

Bu tez kapsaminda, MKH’lerin immunmodulator etkisi, insan kokenli MKH ve NK
hicre hatti kullanilarak in vitro sistemde gosterilmigtir. Bu in vitro sistemden elde
edilen sonuglarin, in vivo ve klinik uygulamalar icin ¢cok dnemli bir basamak
oldugu dusunudlmektedir. Ayni zamanda gunumuzde devam eden klinik
¢alismalarda GvHD gibi immin sistem hastaliklarinin tedavisinde MKH’lerin
kullanildigi gorulmektedir. Bu nedenle MKH’lerin klinikte klasik tedavilerde caresiz
kalinan FHL2 hastalarinda kemik iligi transplantasyonuna kadar gegen surede
destekleyici ve yan etkisi ¢cok dusuk bir tedavi olarak kullaniimasi dnerilmektedir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMMUNE MODULATOR EFFECT OF
MESENCHYMAL STEM CELLS IN in vitro MODEL AS THE BASIS FOR
HEMOPHAGOCYTIC SYNDROME CLINICAL APPLICATIONS

HANDAN SEViM
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Dr. OZER AYLIN GURPINAR

September 2015, 112 pages

If untreated, Hemophagocytic syndrome (Hemophagocytic Lymphohistiocytosis,
HLH), is a fatal immunodeficiency disease, which results from the over activation
of cytotoxic T lymphocytes and macrophages caused over activated immune
system. A type of primary hemophagocytic syndrome FHL2 is a perforin gene is
mutated. Perforin is the key protein for immune response of cytotoxic T cells and
natural Killer (NK) cells. Cytotoxic T lymphocytes and NK cells secrete their
perforin and granzyme containing granules when they contact virus-infected cells
or tumor cells. Perforin creates pores at the target cell membrane, and mediates
passing granzyme through these pores and inducing apoptotic death of the target
cell. Because of the perforin gene mutation in FHL2, these patients do not regulate
their immune systems and continually stimulated immune response in these
patients causes high levels of cytokine secretion. Uncontrolled stimulation of the
immune system of these patients leads to excessive activity of cytotoxic T cells

and NK cells causing multi-organ failure and systemic inflammation.

Primary focus on HLH therapy is to suppress immune system following the
international HLH2004 protocol by using Dexamethasone, Cyclosporin and
Etoposide. Furthermore hematopoietic stem cell transplantation is need for full

recovery. The disease is fatal if there will there is no stem cell donor. End of 8



week classical therapy, there is a need for alternative therapy to maintain patients
when steroids do not work properly. So a therapy is need which has low side

effects.

Mesenchymal stem cells (MSCs) have immune modulatory properties that are
attributable to low expression of MHC class Il antigens as well as cytokine
secretory properties. In vivo studies have shown immune modulatory effects of
MSCs on autoimmune diseases. However, there is only one sole publication
where MSCs are utilized as immune modulatory therapy for an FHL patient who is
23 years old. However, it's clear that a cell based in vitro model is needed to
further assess the beneficial effects of such an approach. Therefore the ultimate
aim of this thesis is to generate a perforin gene knock out human NK cell line as
an in vitro model for FHL2 and show the immune modulatory effect of MSCs on
FHL2 to claim a novel therapeutic approach.

NK92 cell line is a commercial NK cell line that was chosen for experiments.
CRISPR/Cas is a novel gene silencing tool that targets specific PRF1 sequences
at DNA that will be used for silencing the PRF1 gene. Also this system has a
puromycin resistance gene which will be added to NK92 cells after transfection.
Transfected cells were selected with antibiotic resistance after transfection. After
selection of the silenced cell clones, an initial mutation analysis will be done by
gPCR, PCR screening. Also, perforin protein secretion levels will be further
evaluated by ELISA. Selected clones were cocultured with MSCs and the
supernatant were analyzed with multiplex cytokine assay.The results from qPCR
showed that selected clones has suppressed expression of perforin. Following
stimulation via a PMA/ionomycin selected clones were showed no perforin
secretion analyzed with ELISA. Co-culture system were performed with selected
clones and MSCs. Multiplex cytokine array analysis showed that levels of immune
modulator cytokines (IL-4 and IL-10) were altered while the pro inflamator cytokine
(IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF, IFNy, TNFa) levels were decreased. These data
showed that MSCs have immune modulatory effect on in vitro FHL2 model cell

line.



This thesis provided an important knowledge about using MSC as an immune
modulator for the therapy of FHL2 patients. Meanwhile this in vitro system is a
suitable and important human cell model for future in vivo investigations.
Meanwhile there are clinical trials using MSCs’s immune modulatory effects for
therapy to GvHD. In conclusion this work achieved a remarkable contribution to
the current literature and knowledge base on the use of MSCs as a supportive
therapy for FHL2 patients who have no response to conventional therapy which

has low side effects.

Keywords: Familial hemophagocytic lymphohistiocytosis, NK cells, Perforin,

CRISPR, Mesenchymal stem cells, Gene silencing, Immune modulation
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1. GiRi$ VE GENEL BILGILER

Ailevi Hemofagositik Sendrom (Familial Hemofagositik Lenfohistiyositoz, FHL),
fazla uyarilmig ama etkin olmayan bir immun sistem ile karakterize edilen, tedavi
edilmezse olumle sonluglanan otozomal resesif gegcigli bir immun fonksiyon
bozuklugu hastahgidir. FHL’nin cesitli gen defektlerinden kaynaklanan 5 tipi
bulunmaktadir. Bu hastaliklar iginde en yaygin olan FHL2, perforin gen defekti
olan tiptir. Perforin, immun sistemdeki sitotoksik T hucrelerin ve NK hucrelerinin
gorevlerini yerine getirmesinde Kkilit rol oynayan bir proteindir. Bu proteinde olusan
hasar nedeniyle hastalarda immun sistemin en ufak uyariminda bile
hiperinflamasyon olugsmaktadir. Tedavi amaciyla yapilan uygulamalar
inflamasyonun baskilanmasi ve devaminda uyarima neden olan etkenin ortadan
kaldirimasidir. Kesin tedavi hematopoietik kok hlcre transplantasyonudur. Ancak
uygun donor bulunamadigl takdirde hasta coklu organ yetmezligi sonucunda
kaybedilir. FHL2'nin Glkemizdeki gorilme sikhdr yapilan akraba evliliklerinin
¢oklugu nedeniyle diger ulkelere oranla olduk¢a yuksektir. Yapilan deneysel
calismalarda kullanilan hayvan modellerinin yasatiimasindaki guglukler ve
hastalardan elde edilen hicre sayisinin yetersizligi nedeniyle deneysel
calismalarin ve tekrarlarinin gerceklestiriimesi zorlasmaktadir. Ayrica inflamasyon
cevabinda hayvan modellerinden alinan verilerin insan inflamasyon cevabi ile tam
olarak ortusmemesi nedeniyle hayvan modellerinden elde edilen sonuglarin

kullanilabilirligi sinirhdir.

Tedavideki zorluklar, bu hastaligin iyilestiriimesinde yeni yaklasimlari guindeme
getirmekte ve hucresel tedaviler de bu noktada kargsimiza c¢ikmaktadir.
Mezensimal kok hucreler, go¢ edebilme 6zellikleri, hedef dokuda mikrogevreye
bagli olarak farklilasabilme vyetenekleri, immun sistemini baskilayici ve
nonimmunojenik diger bir deyisle immun sistemi duzenleyici Ozellikte olmalari
nedeniyle hucresel tedavilerde dikkat c¢ekici bir kaynak olarak olarak
gorulmektedir. Bu tez calismasinda mezensimal kok hicrelerin immuan modulator
etkisinin hemofagositik sendromun tedavisine yonelik kullanilmasi i¢in bir in vitro
model olusturularak bu modelin mezensimal kok hucrelerle etkilesimi incelenmistir.
Bu calismadan elde edilen sonuglarin, in vivo modeller ve klinik uygulamalara 1s1k

tutacagr dusunulmektedir.



1.1. Hemofagositik Sendrom (Hemofagositik lenfohistiyoz, HLH)

Hemofagositik sendrom (hemofagositik lenfohistiyositoz, HLH) fazla uyariimig ama
etkin olmayan immin sistemin neden oldugu potansiyel olarak oldurici bir
hastaliktir [1]. HLH'de asiri aktive olmus immun sistemin bir sonucu olarak olusan
hipersitokinemi, organ hasarlari ve 6lume neden olmaktadir [1, 2]. HLHnin ilk kez
tanimlanmasi 1952 vyilinda Farquhar ve Claireaux tarafindan “familial
hemophagocytic reticulosis” adi ile organlarda histiyositlerin ¢ogaldigi ve kanda
fagosistozun oldugu ender bir ailesel hastalik olarak tanimlanmigtir [3]. Hastahgin
klguk yaslarda oldurtcu etkisi, hastaligin taniminin yapildigi hastanin kardesinde
de ayni klinik tablonun goérilmesi sonucunda gdsterilmistir [4]. Nelson ve
arkadaslar 1961 yilinda 3 hastada yaptiklari arastirmada, hastaligin ates, anemi,
I6kopeni, trombositopeni ve hepatosplenomegalinin yaninda menenijit ve ensefalit
klinik bulgularina sebep oldugunu gosterilmistir. Ayni ¢alismada Nelson ve
arkadaslari, hastaligin Lettrer-Siwe hastaligi ve Chédiak-Higashi Sendromu ile
farkhliklarini goéstermistir [5]. 1963 yilinda ilk kez ailesel eritrofagositik lefohistiyozis
ve 1979 yilinda ise sekonder HLH; virls iligkili hemofagostik sendrom olarak

tanimlanmistir [6, 7].
1.1.1. HLH’nin Siniflandiriimasi

Gunumuzde HLH, primer HLH ve sekonder HLH olmak Uzere iki gruba ayrilir [8].
Primer (genetik) HLH, otozomal resesif kalitimla geger ve bu hastalikta etkin olan
genlerin ilk olarak tanimlanmasi Paris’te bir arastirma grubu tarafindan yapilmigtir
[9]. isvec’te yapilan genis capli bir arastirmaya gdre primer HLH insidansi, canli
dogan c¢ocuklarda 0,12:100.000/yi’dir [10, 11]. Ancak Turkiye'de yapilan akraba
evlilikleri nedeniyle bu oran hastaneye yatirilan hastalarda 7,5:10.000 olarak
kaydedilmistir [12]. Sekonder HLH’nin nedenleri; otoimmun hastaliklar,
enfeksiyonlar ve malignansilerdir. Ayrica kalitsal immunolojik hastaliklar ve
metabolik bozukluklar gibi bazi hastaliklarda da HLH tablosu olusabilir. Sekonder
HLH, ilk olarak Risdall ve arkadaslar tarafindan viral enfeksiyon gecgiren organ
nakli yapimig hastalarda tanimlanmigtir [7, 13]. Cizelge 1.1’de “HLH

siniflandiriimasi” hakkinda bilgi verilmistir.



Cizelge 1. 1. Hemofagositik sendrom siniflandiriimasi [2, 14, 15]

Bilinmiyor 9g21.3-22 Bilinmiyor
FHL2 PRF1 10g21-22 Perforin Por olusturucu protein
FHL3 UNC13D 17925 Munc13-4 Sitoliktik vezikullerin
membrana flizyonu
FHL4 STX11 6q 24 Syntaxin-11 Sitolitik vezikil transferi ve
membrana flizyonu
FHL5 STXBP2 19p13.2-3 Munc 18-2 Syntaxin-11 ile etkileserek

vezikdl transferi ve
membrana flizyonu

Chediak Higashi sendromu LYST 1g42.1-q42.2 LYST Vezikul olgunlagmasi ve
litik granillerin fonksiyonu

Griscelli sendromu tip Il RAB27A 15921 RAB27A Grantl hareketi ve
vezikulin memranla
kenetlenmesi

Hermansky-Pudlak AP3B1 5q14.1 Vezikul olusumu ve protein

sendromu tip Il siniflanmasi

XLP 1 SH2D1A Xp25 SAP Lenfositlerde sinyal iletimi

(X- Bagimh Lenfoproliferatif ve  sitolitk  grantllerin

Sendrom 1) immunolojik sinapsa iletimi

XLP 2 BIRC4A Xp25 XIAP Apoptoz inhibisyonu

(X- Bagimh Lenfoproliferatif

Sendrom 2)

ITK Sendromu ITK 5q033.3 ITK T hicre kinaz

Enfeksiyonlar Herpes virtsleri (EBV, CMV), HIV, Staphylococcus aureus, Brucella spp.,

Leishmania spp, Plasmodium falciparum, Histoplasma spp

Makrofaj aktivasyon  Still's sendromu, Sistemik Lupus Erythematosus, Kawasaki sendromu
sendromu
Malignansiler Periferal T hiicre/ NK hiicre lenfomalari, Hodgkin lenfoma, Akut lenfositik [6semi,

Multiple miyolema, Akciger kanseri, Prostat kanseri

immiinsiipresyon Organ transplantasyonlari sonrasi, Hematopoiteik kdk hucre tarnsplantasyonu
sonrasi
Metabolik hastalikar LizinUrik protein intdleransi

(HLH, Hemofagositik sendrom; FHL, ailevi hemofagositik sendrom; ITK, Interl6kin2 indlenebilir T hiicre kinaz;
EBV, Epstein-Bar virus; CMV, Sitomegalovirtis; HIV, insan immiin yetmezligi viriisii; NK hiicre, Dogal 6ldiiriicii

hticre)



Hemofagositik sendrom epidemiyolojik olarak butin yaslarda gorulebilmektedir
[11, 16]. Primer HLH daha ¢ok erken g¢ocukluk déneminde gorilirken, sekonder
HLH tum yas gruplarinda ortaya ¢ikabilir [10, 17, 18]. Kadin ve erkeklerde gorulme

oranlari arasinda bir fark yoktur.
1.1.2. HLH’nin Tani ve Tedavi Yontemleri

HLH tiplerinde ortak olarak; ates, bisitopeni, splenomegali, hipertrigliseridemi
ve/veya hipofibrinojenemi, hiperferritinemi, kemik iligi, lenf bezi ve dalakta
hemofagositoz, kanda ylksek serbest (¢6zunebilir) interldokin-2 reseptor (sCD25)
dizeyi, disuk dogal oldurtci (NK) hicre aktivitesi, ayni zamanda artmis
interferon-gamma, proinflamatuvar sitokinler olan interldékin-8, 12, 6, 10 ve 18
seviyelerinde artis gorulmektedir [9, 10, 12, 19]. Cizelge 1.2'de belirlenmis 8 adet
tani  kriterinden 5 tanesinin hastada gorilmesi durumda HLH tanisi

verilebilmektedir [2].

Cizelge 1. 2. HLH tani kriterleri [2]

HLH Tani Kriterleri

1. Ates

2. Splenomegali

3. Periferal kanda en az iki tip hucre hattini etkileyen sitopeni ( Hemoglobin
seviyesi <90g/L, Platelet sayisi <100x10°%/L, Notrofil sayisi< 1x10%/L)

4. Hipertrigliseridemi ve/veya hipofibrinojenemi (Aclk trigliseridi = 3mmol/L,
Fibrinojen < 1.5 g/L)

Kemik iligi, dalak ya da lenf digumlerinde hemofagositoz

Az ya da hi¢ olmayan dogal olduricu hucre aktivitesi

N|o|a

Ferritin seviyesi 2500ug/L

8. Serbest (soluble) interldkin-2 reseptér (sCD25) dlizeyi 22400 U/L

HLH’de tedavi amaciyla yapilan uygulamalar incelendiginde; acil olarak yapilmasi
gereken ilk tedavi, hiperinflamasyonun baskilanmasi, ikinci olarak da hastaligi
tetikleyen uyarinin ortadan kaldiriimasidir. Tedavi i¢in olusturulan ilk protokol 1991
yilinda onerilmig ve daha sonra 1994 ve 2004 yillarinda tekrar duzenlenmigtir [20,
21]. Ginumuzde tedavide dekzametazon, siklosporin A ve etoposidden olusan
2004 yihnda yayinlanan uluslararasi HLH tedavi protokold uygulanarak immun

sistem baskilanir. Ancak primer HLHde tam tedavi hematopoietik kdk hucre
4




transplantasyonu (HKHT) ile mimkin olmaktadir [21, 22]. Ik bagarih HKHT, HLA
uyumlu ikizler arasinda yapimistir [23]. Ancak HKHT i¢in uygun donoér
bulunamayan hastalar, immunsupresif tedaviler ile gegici iyilesme gosterseler de
tam iyilesme saglanamaz ve hasta kaybedilir [9, 10, 16, 22]. Son yillarda gen
tedavisine yonelik calismalar da devam etmektedir. Carmo ve arkadaglari
tarafindan vyapilan c¢alismada perforin geni hasarli model fareden alinan
hematopoitik dncul hicrelere lentiviral vektorler kullanilarak dizeltme yapiimistir.
Gen duzeltmesi yapilan hucreler, otolog olarak perforin geni hasarli fareye
verildiginde in vivoda gen duzeltmenin %10-80 arasinda etkili oldugu gosterilmistir
[24, 25]. Ancak konu ile ilgili olarak yapilan c¢alismalar sinirhdir ve Kklinik
uygulamalarin yapilabilmesi igin ¢gok daha fazla in vitro ve in vivo ¢galismaya ihtiyag

vardir.
1.2. Primer Hemofagositik Sendrom (Primer HLH)
Primer hemofagositik sendrom (Primer HLH) iki alt gruba ayrilmaktadir:

e Ailevi HLH (FHL)

e immin yetmezlik sendromlari

Cizelge 1.1’de bu siniflandirma, sorumlu olan proteinler ve bunlara ait genler

detayh olarak gdsterilmistir.

FHL, otozomal resesif kalitim gosteren bir hastaliktir. FHL'de sitotoksik T
lenfositler ve NK92 hucreleri uyarildiktan sonra perforin ve granzim igeren
vezikiller membrana dogru harekete geger. Vezikulin membrana dogru
hareketinde AP3B1, membrana kenetlenmesinde Rab27a goérev alir. Mebrana
fuzyonda Munc13-4 gorev alirken, Mubcl8-2 ve Syntaxinll sitotoksik vezikil
trafigi ve ekzositozundan sorumludur. Bu tipte bu gune kadar 5 farkli genetik

hasar tanimlanmistir:

I.  FHL1: Kromozomdaki yeri belilenmesine ragmen henuz ilgili olan gen ve

protein bulunamamigtir.

il. FHL2: Perforin geni (PRF1) hasarli FHL tipidir ve dinya ¢apindaki FHL

hastalarinin %20’sini olusturur.



iii.  FHL3: UNC13D geni hasarlidir, bu gen urinu olan Munc13-4 sitotoksik

grandllerin flzyonundan sorumludur.

iv. FHL4: STX11 geni hasarhdir, bu gen UrlnU sintaksin11 proteinin granl

ekzositozundan sorumludur.

v. FHL5: STXBP2 geni hasarldir, bu gen urini sintaksin baglayici protein 2

vezikll trafiginden sorumludur [8, 26].

Bu tez calismasinda da daha 6nce de ifade edildigi gibi Turkiye’de yuksek gorilme
oranina sahip olan “ailevi primer hemofagositik sendrom, ailevi HLH (FHL) hin bir

tipi olan FHL2” ayrintili olarak incelenmigtir.
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Sekil 1.1. FHL siniflandirmasinda vezikuler trafikte olusan bozulmanin etkilerinin
sematik olarak gosterilmesi. ([26]'den yararlanilarak yeniden gizilmistir). (CHS: Chediak

Higashi sendromu, HPS II: Hermansky-Pudlak sendromu Il, GS 2: Griscelli sendromu tip
1))
1.2.1. Ailevi Hemofagositik Sendrom 2 (FHL2)

Ailevi hemofagositik sendromun perforin 1 (PRF1) gen hasarli tipi olan FHL2'de

perforin sentezleyemeyen sitotoksik T lenfositler ve dogal oldurict (NK) hicreler,



enfekte hucreyi yok edememekte ve immuin sistemin kontrol edilemeyen

aktivasyonu s6z konusu olmaktadir [27, 28].

PRF1 genindeki hasar ilk olarak 1999 yilinda bulundugunda blyuk bir etki
yaratmis ve butin FHL hastalarinda bu gen hasari taranmaya baglamigtir [29, 30].
Perforin gen hasari etnik kdken ve yasanilan bodlge dikkate alindiginda dinya
capindaki FHL oraninin yaklasik olarak %13-58’ini olusturmaktadir [30, 31]. Ayrica
bu oran Ulkemizde %30, Japonya’da %40 ve Kuzey Amerika’da yaklasik %50’dir
[8, 32-34]. Genin her bolgesinde mutasyon olabilmektedir fakat bazi mutasyonlar
bazi populasyonlara o6zgudur. Afrika kokenli Amerikalilarda 50delTA perforin
mutasyonu goralirken, Japonlarda 207delC ve 1090-1091delCT mutasyonlari
goriilmekte, Tirklerde Trp374X mutasyonu yiiksek orandandir ve italyanlarda
A91V sekans varyanti gorulmektedir [8, 32-36]. Trizzino ve arkadaslari tarafindan
2007 yilinda yapilan ve 124 hastadan olusan ve Dunya Histiyosit Topluluguna Uye
Ulkelerden elde edilen 6rneklerde PRF1 mutasyonu incelendiginde 63 farkh

mutasyon tespit edilmistir (Sekil 1.2) [31].
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Sekil 1.2. Perforin genindeki FHL2 mutasyonlarinin ekzonlara gére dagiliminin
sematik gosterimi. MAC, EGF ve C2 perforin proteini alt birimlerini géstermektedir.
Perforin geninde ekzon 1 ifade olmaz. Ekzon 2 ve 3 ifade oldugundan mutasyonlarin

yerlesimi ekzon 2 ve 3 lizerinde gerceklesir [31].



FHL2'de perforin yoklugu nedeniyle aktivite gosteremeyen CD8 (+) sitotoksik T
lenfositler (STL) ve NK hucreler surekli olarak aktif kallar. Bu durum immdun
sistemin vucudu enfeksiyonlara karsi en énemli koruma sistemlerinden biri olan
perforin-granzim yolunun aktivite gésterememesi ile sonuglanir (Sekil 1.3) [1, 10,
37, 38].
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Sekil 1.3. Normal durumdaki sitotoksik T lenfosit cevabi (a), FHL2 durumunda
sitotoksik T lenfositlerin cevabi (b). Normal durumda enfekte hiicrenin taninmasi
sonucu CD8(+) sitotoksik T Lenfosit hiicreleri ¢ogalir IFNy salgilar. Perforin-granzim yolu
ile enfekte hiicre yok edilir ve bellek hiicreleri olusarak immiin yanit saglanir, FHL2
durumunda CD8(+) sitotoksik T lenfositler aktive olmalarina ve ¢ogalmalarina ragmen

enfekte hiicre sitolize olmaz. Bu durumda siirekli artan aktif sitotoksik T lenfosit hiicreleri
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ve salgilanan sitokinler nedeniyle hiicre infiltrasyonu ve doku hasari olugur ([39]dan
degistirilerek ¢izilmigtir).

Aktivite gosteremeyen STL ve NK hicrelerinin devamli ¢ogalmasi kontrol
edilemeyen o6limcul oranda antijen spesifik sitotoksik hicre olusmasina neden
olmaktadir [40]. Bu kosulda ¢ogalmaya devam eden T hucreleri ylksek miktarda
interferon gama (IFN-y) Ureterek, kontrol edilemez makrofaj aktivasyonunu uyarir
[41]. Artan hicre aktivitesi ve IFN-y, ylksek oranda interlokin-12 (IL-12) ve IL-1,IL-
6, IL-10, IL-18, timor nekroz faktor-a (TNF-a) salgilanmasina neden olur. Bu
durum sitokin firtinasi olarak isimlendirilir [21, 41, 42]. IL-12 sitokininin fonksiyonu
STL sayisini arttirmak ve native T hucrelerinin IFN-y Ureten hucrelere
farkhlastirmaktir. IL-18 ise IL-12 ile sinerjetik olarak etki gosteren bir sitokindir [43,
44]. TNF-a ve IL-1 ise nétrofil ve monositlerin efeksiyon bolgesine gelmesini ve bu
hucrelerin enfeksiyon etkenini yok etmek icin aktive olmasini saglar. Ayni
zamanda bu iki sitokin IL-6 ile birlikte yuksek ates olusmasina sebep olur [21, 41,
45]. Bdylece hastada HLH tanisinda gorulen klinik tablo olusmaya baglar. Sitokin
firtinasi sonucu olusan hipersitokinemi ve salgilanan sitokinlerin ates, sitopeni,
splenomegali, hipertrigliseridemi, hipofibrinojenemi, hiperferritineminin yaninda
kemik iligi, lenf bezi ve dalakta hemofagositoz gorullr [22]. Batin bu nedenlerle
FHL2, Ozellikle bir yasin altindaki ¢ocuklarda ¢ok agir semptomlara yol agar ve
etkin tedavi yapilmazsa bu hastalar, kisa sure i¢cinde kanama, sepsis, ¢oklu organ
yetmezligi ve bir takim ndrolojik bulgular nedeniyle kaybedilir [32, 46]. FHL2
hastalarinda immiin cevabin olusmamasinda kilit molekil perforindir [10]. immun
sistem ve perforin gen hasari iligkisinin iyi arastirlmasi ve hasarli hucrelerde
tedavi icin uygulanacak yontemlerin geristiriimesi, FHLZ ile ilgili galismalarda 6nem

kazanmaktadir.
1.3. immiin Sistem ve Perforin
1.3.1. immiin Sistemin Genel Ozellikleri

immiin sistem, enfeksiyonlara karsi bagisikligi ve korunmay saglayan hiicre, doku
ve molekullerin tamamina verilen addir. Bu doku, organ ve molekduller ile vicudun
kendisini koruma amaciyla gergeklestirdigi reaksiyonlarin timu ise, immudn yanit

olarak tanimlanir. immiin sistemin gdrevi tim dokulari olasi zararli etkilere kargi
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korumak oldugundan, immun sistemde olugan herhangi bir hasar Hoshimoto
hastaligi, romatid artrit gibi otoimmun hastaliklara, AIDS gibi inflamatuvar

hastaliklara ve hatta kansere sebep olur [47, 48].

immiin sistem klasik olarak, enfeksiyonlara karsi ilk yaniti olusturan dogal
immiinite ve enfeksiyonlara kargi 6zgll ve etkin savunma saglayan kazaniimis

immdinite olarak siniflandirilir [49].
1.3.2. Dogal immiunite

Dogal immunitenin gorevi enfeksiyonlarla mucadelede gugli bir bigimde
mikroorganizmalari hedef almaktadir. Gram negatif bakteri membraninda bulunan
lipopolisakkarit gibi mikrobiyal kaynakli molekiller dogal immian yaniti hizla
baslatirlar [49]. Vicudumuzdaki hicrelerde olmayan, ancak mikroorganizma ve
viruslerde bulunan 6zellesmis yapilar, patojen iligkili molekuler érguler (PAMPSs)
adini alir ve dogal immun sistem hucrelerinin yabanci hucreleri tanimasinda
onemli rol oynar. Dogal immunite, hasara ugramis ve nekrozlagsmis hicreleri de
hasar iligkili molekuler érguler (DAMPs) yoluyla tanir ve yok eder [50]. PAMPs ve
DAMPs’In dogal immun sistem hucreleri tarafindan taninmasi bu hucrelerin
yuzeyindeki c¢esitli reseptorlerin varhig1 ile gergeklesir. Bu reseptdrler, hicre
membraninda, sitoplazmada, bazen de sitoplazmada bulunan endozomlarda yer
alir. Dogal immun sistem hucrelerinde bulunan ve immun yanitin olugsmasini
saglayan basglica reseptorler Toll-benzeri reseptorler (TLRs), NOD-benzeri

reseptorler (NLRs), RIG-benzeri reseptorler (RLR) olarak siralanabilir [51].

Dogal immln sistem elemanlari, epitelyum tabakasi (deri, sindirim, solunum
sistemleri), fagositler (noétrofiller, monositler, makrofajlar), NK hucreleri, sitokinler
(TNF, IL-1, IFNy, IL-12, IL-10, IL-6, IL-15, IL-18 ve TGFB) ve kompleman sistem
proteinleri (C3-C9 proteinleri) olarak siniflandirilabilir [52, 53]. Calismamizla
yakindan ilgili oldugundan NK hucreleri ve dogal immunitede onemli olan
sitokinlerden detayli olarak bahsedilecektir.

1.3.2.1. NK hicreleri

NK hdcreleri, dogal immudn sistemin virls enfekte hdcreleri ve tumaor hacrelerini

taniyan efektor lenfositleri olarak tanimlanmaktadir ve dolasimdaki lenfositlerin
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%10-15'ini olustururlar [54]. NK hucreleri, 6zel bir immunizasyon gerekmeksizin
direkt olarak viris enfekte hulcreleri ve tumor hicrelerini yok edebilirler. Bu
aktiviteleri STL’lere benzer ve hicre igi veziklllerinde bulunan proteinler (perforin-
granzim) araciligi ile bu iglemi gerceklestirirler [55]. NK hucrelerinin vicut
hdcrelerini tanimamasi ve onlara zarar vermemesi major doku uyumluluk
kompleksi | (MHC-I) tanimasi ile olur. NK hicreleri bu tanimayi sahip olduklari 6zel
inhibitor reseptoérler (KIR, CD94 ve NKG2) yardimi ile yapar. Reseptorler vicut
hucrelerine baglandiklari zaman inhibitor etkilerini gosterir, NK hucresi de bu
hicrelere etki etmez [56, 57]. Bu reseptorerin disinda NK hucreleri hicre
membranlarinda aktivitelerini etkileyen farkli reseptor tiplerine sahiptir (Sekil1.4)
[58].

== Inhibe edici reseptorier

al b hKIR-L

NKp46 CD3tL, FcRy h LILRB1
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Sekil 1.4. NK hucreleri ylzey reseptorleri [58]

NK hucreleri ayni zamanda IFNy sentezleyen ana hucrelerdir ve salgiladiklari bu

sitokin ile T hucre cevabinin olugsmasini ve dolayli olarak da dendritik hlcreleri
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etkiler [59]. Bunun vyaninda NK hdcreleri birgok proinflamatuvar ve

immunbaskilayici sitokin, blyume faktoérleri ve kemokinler sentezler [58, 60].

NK hucrelerinin bu yaygin etkileri nedeniyle galismamizda kullanilmak Uzere bir
insan NK hucre hatti olan NK92 (ATCC, CRL2407, USA) hucreleri secilmistir. Bu
hicrelerle yapilan deneysel ¢alismalar, sitotoksisite 6zelligi ile timor hicrelerini in
vivo ve in vitro yok edebildigini gostermektedir [61]. Bu Ozelikleri ile adaptif
immunoterapi amaciyla osteosarkoma, yumusak doku sarkomalari gibi cesgitli
kanser turlerinin faz | ve faz Il ¢alismalarinda kullaniimistir [62]. Tumor hucreleri ve
virisle enfekte hicrelerle kargilastirildiklarinda perforin-granzim yolunu kullanarak
hlcrelerin apoptoza girerek olumlerine yol acarlar. NK hicrelerinin sitotoksik
Ozelliklerinin yani sira, TNFa, IFNy ve granulosit/makrofaj-koloni uyarici faktor
(GM-CSF), IL-13 gibi sitokinleri salgiladiklari gorulmektedir [60]. NK92 hicrelerinin
bu sitokinleri ve hucre icgi granullerinde bulunan perforini salgilamasi igin
uyarilmasinda in vitro sistemlerde bir forbol ester turevi olan Forbol 12-miristat 13-
asetat (PMA) ve bakteriler tarafindan Uretilen bir iyonofor olan iyonomisin benzeri

maddeler kullaniimaktadir [63].
1.3.2.2. Dogal immiin sistemin sitokinleri

Mikroorganizma ya da virlsle enfekte olan hucrelerce uyarilmis dogal immun
sistemin hucresel elemanlari tarafindan salgilanirlar [64]. Salgilanan sitokinler
genellikle otokrin ve parakrin etkiye sahiptir ancak enfeksiyon durumunda c¢ok
fazla salgilandiklarindan daha uzaktaki hucreleri de etkileyebilirler. Dogal
immunitede etkin olan sitokinler TNFa, IL-1, IL-18, IL-12, IFNy, IFNa, IFN(, IL-10,
IL-6, IL-15 ve TGFR’dir [65].

TNFa, aktive makrofajlar ve NK hucrelerince fazla olarak Uretilen proinflamatuvar
bir sitokindir. Primer fonksiyonu birgok proinflamatuvar proteinin (sitokinler,
kemokinler, biylme faktorleri gibi) Gretimini arttirmak ve kazanilmig imman sistem
hicreleri olan B ve T lenfositerin aktivasyonu ve c¢ogalmasini arttirmaktir.
Termoregulasyon, lipid metabolizmasi, kan akimi ve koagulasyon gibi sistemik
etkileri de vardir [66-69].

IL-1, dogal immun sistem hucreleri tarafindan en ¢ok salgilanan sitokindir. TNFa

ile sinerjik etkiye sahip olup, proinflamatuvar proteinlerin (kemokinler ve adezyon
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proteinleri) Uretimini, B ve T lenfositerin aktivasyonu ve ¢ogalmasini ayni zamanda

endotel hlcresi ve makofaj aktivasyonunu arttirirlar [70].

IL18, NK hicreleri ve epitel hlcreleri tarafindan salgilanan bir IFNy indikleme

faktorudur. NK hucreleri ve STL sitotoksisitesini aktive eder [71, 72].

IL-12, aktive makrofajlar ve dendiritik hicreler tarafindan salgilanmaktadir. IFNy ve
IL-8 sentezini arttirir ve NK hicreleri ve STL hucrelerinde sitolitik etkinligi arttirir
[73].

interferonlar, IFNa dendritik hiicreler, IFNB fibroblastalar, IFNy ise NK ve T
hucreleri tarafindan sentezlenir. Etkileri dendritik hucrelerin ve makrofajlarin
aktiflesmesi, immun sistem hdcreleri Gzerinde kemokinlerin etkisinin azaltilmasi ve
tim hdcrelerde viral etkinin azaltimasidir. Ayni zamanda IFNa ve IFNB

antiinflamatuvar etkiye sahiptir [74, 75].

IL-10, makrofajlar, dendiritik hlcreler ve T hucreleri tarafindan sentezlenir. NK
hicreleri ve makrofaj aktivasyonunun inhibisyonunu saglar. Ayrica IL-1, IL-6, IL-8
ve IFNy sentezinin inibisyonuna neden olur. immiin tolerasin olusmasina katkida
bulunur [76].

IL-6, makrofajlar, endotel hucreler ve T hucreleri tarafindan sentezlenir. Miyeloid
hicre farklilasmasi, B ve T hicrelerini etkileyerek kazaniimis immuniteye katkida
bulunur. Karacigerde akut faz proteinlerinin sentezine etki ettigi icin immun

olmayan hucreler Uzerinde de etkisi olan bir sitokindir [77, 78].

IL-15, makrofaj ve dendritik hicreler tarafindan sentezlenir. Antijen sunucu
hlcrelerin aktivasyonunu saglayarak NK hucreleri ve T hucrelerinin gogalmasini

saglar [79].

TGF, plateletler, makrofajlar, endotel hucreleri, epitelyum hucreleri, lenfositler ve
eozinofiller tarafindan sentezlenir. T ve B lenfositler ile NK hicrelerinin
cogalmasini baskilar. Bu nedenle immun baskilayici etkisi 6nemli bir sitokindir
[80].

1.3.3. Kazanilmig immiunite

Vucudu enfeksiyonlara karsi korumada dogal immuan sistemin yeterli olamadigi

durumlarda kazanilmigs immun sistem goreve baglar. Kazaniimis immunitede
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enfeksiyon ajanina 6zgu hucrelerin (B ve T lenfositler) ve hicresel Urdnlerin
(antikorlar) olusmasi s6z konusudur [81]. Kazanilmig immun sistem hicresel ve
himoral immun sistem olarak iki sinifa ayrilir ve her iki sinifta farkli hiicreler gérev
alir. Ayrica bu immun yanitta her antijene kargi 6zgulluk, yeniden karsilasilan

antijenlere karsi hafiza s6z konusudur [82].

HUmoral immunitede B lenfositler gérev alir. Himoral kelimesi hlicresel olmayan
anlamina gelmektedir. Kan ve dokularin hucresel olmayan bilesenleri ile
gergeklestirilen vicut savunmasi anlamindandir. Antikor Uretimi B hdcreleri
tarafindan gercgeklestirilir [92]. B hucre gelisimi baslangigta aktivasyon, ¢cogalma ve
farkhlasma basamaklarini igerir. B hlcre aktivasyonu antijenle baglanma ve T
hicreler araciligiyla gerceklesir. Aktive olan B lenfositler olgunlasarak antikor
ureten B lefositlerini ve hafiza B lenfositlerini olustururlar [93, 94]. Antikorlar
hamoral immunitenin kilit elemanlardir. Antikorlar dort polipeptid zincirinden
olusur; birbirine es iki agir zincir ve iki hafif zincir icerir ayni zamanda her bir zincir
degisken ve sabit bolgeler icerir [95]. Himoral immunitede antikorlar hicre disi
enfeksiyon ajanlarina baglanarak onlar etkisiz hale getirir ya da kompleman

sistemi veya fagositlere hedef gostererek vucut savunmasi saglanir [96].

Hucresel immunitede T lenfositler gorev alir. T lenfositlerin antijeni tanimasi antijen
sunucu htcrenin MHC sinifi ylzey reseptorlerine baglanmasi ile olur [83].
Hucresel immunitede gorev alan T lenfositler; yardimci T hucreleri; B lenfositlerin
antikor Uretmesine ve fagositlerin patojenleri yok etmesine yardim eder, STL;
enfekte hicreleri yok eden hucreler, dizenleyici T hicreleri (Treg); immun yaniti
enleyen ve sinirlayan hicrelerdir [84, 85]. T lenfositin hiicresel immunitede hedef
hicre ile karsilastiginda oncelikle enfekte hicrenin taninmasidir. Daha sonraki
asamalar ise enfekte hiucreye 6zgu T lenfositlerin godalmasi ve 6zgul klonlarin
bellek hucrelerine donusmesi seklindendir [86, 87]. Hucresel immunite elemanlari
tarafindan salgilanan sitokinler ise IFNy, TNFa, TGF@, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10,
IL13, IL-17, IL-21ve IL-22 olarak siralanmaktadir [88-91]. Sitotoksik T lenfositlerin,
patojeni yok etmesi sirasinda iginde perforinlerin de yer aldigi bir kimyasal sure¢

rol oynar.
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1.3.3.1. Perforin

Perforin, ilk olarak 1985 yilinda tanimlanmis, kalsiyum badimli por olusturucu
sitolitik protein olarak karakterize edilmistir [81, 82]. STL ve NK hucreler tarafindan
sentezlenen perforin, 534 aminoasitlik ve 67 kilodalton molekul agirhginda por
olusturucu bir proteindir ve PRF1 geni tarafindan kodlanir. PRF1 geni genomda
10922.1 lokalizasyonunda bulunur ve 3 ekzon igerir, birinci ekzon herhangi bir
aminoasidi kodlamazken ikinci ve uguncu ekzonlar protein sentezinden

sorumludur [83].

Perforin proteini i¢ ana boliumden olugsmaktadir. Membran atak kompleks perforin
alt birimi (MACPF), epidermal biiyiime faktdrii benzeri altbirim (EGF), Ca*? bagimli
membran baglanma alt birimi (C2) ($ekil1.4) [84, 85]. MACPF alt birimi por
olusturmaktan sorumlu ana alt birimdir. MACPF ayni zamanda komplement
sistemi elemamanlari C6 ve C9 ile bakterilerde bulunan sitolizin yapisinda da
bulunan oldukca korunmus bir alt birimdir [84]. C2 alt birimi ise Ca*? varliginda
perforin proteininin hedef membrana baglanmasinda 6nemli gérev alir [86]. C2 alt
birimi perforinin sadece pH>6.2 oldugunda hedef membrana baglanmasini saglar.
Bu durum ayni zamanda hicrede vezikul icindeyken perforinin hlcreye zarar

vermesini engeller [87].
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Sekil 1.5. Perforin proteni X-Ray kristal yapisi; MACPF alt birimi
mavi/kirmizi/turuncu renkler, EGF alt birimi yesil renk, C2 alt birimi sari renkle
temsil edilmektedir [85].

Perforin, STL ve NK hucrelerin, viris enfekte hlcreler ve kanser hucrelerine karsi
imman yanit olusturmasinda kilit rol oynamaktadir [88]. STL ve NK hucrelerinin
diz endoplazmik retikulumunda sentezlenir ve N-Glikolizasyonla modifiye
edildikten sonra veziklller igcinde depolanir. Bu veziklller iginde perforinle birlikte
granzimler bulunur [89]. Granzimler serin esterazlar grubu proteinlerden olup
hedef hicrede DNA fragmentasyonunu baslatarak apoptotik hicre olumine
aracilik ederler [90, 91]. Ayni zamanda g¢alismalar perforin yoklugunda granzim
iglevinin tam olarak gerceklesmedigini gostermigtir [91]. STL ve NK hucreleri
enfekte hlcrelerle karsilastiklarinda granullerinde bulunan perforin yabanci hicre
membraninda por olusturarak granduller icinde bulunan granzimlerin hedef hicreyi
oldurmesine aracilik eder [9, 10, 85, 89, 92].
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1.3.3.2. Perforin Granzim Yolu

STL ve NK hdicreleri uyarildiklarinda ve hedef hicreyi tanimalarini saglayan
reseptorlere baglandiklarinda hedef hicre ile aralarinda immunolojik bir sinaps
olusur. Olusan bu sinaptik alana STL ve NK hucreleri icinde perforin ve granzim
bulunan sitolitik vezikullerinin i¢erigini aktarirlar [92, 93]. Sitotoksik hucre ile hedef
hicre baglantisi gerceklestiginde, sitotoksik hucredeki mikrotibll organizasyon
merkezinden sitolitik vezikullerin dynein proteinleri yardimi ile presinaptik
membrana dogru hareketi baslar [94]. Presinaptik membran ile birlesen vezikdl
icerigini immunolojik sinapsa birakir. Por olusturma mekanizmasi henuz tam
olarak aydinlatimamis olsa da X-isini kristal yapi analizlerinde immunolojik
sinapsta Ca* varliginda perforin C2 alt birimi ile hedef membrana baglanmaya
baglar ve por olusturur (Sekil 1.5) [84]. Olusan porlarin buyuklikleri 7-16nm
bayukliginde ve 19-24 alt Uniteden olugsmaktadir. Bu buyuklikteki por c¢api
granzimin hedef hiicre sitoplazmasina gecmesi icin yeterlidir [93]. Ozetle,
Sitotoksik T lenfosit ve NK hicreleri hedef hiicre ile karsilastiginda veziklllerindeki
perforin ve granzim immunolojik bosluga serbest birakilir. Ortamda kalsiyum
varhiginda perforin hedef hucrede porlar olusturur ve granzimin hicre igine

girmesini saglar. Huicre igine giren granzim apoptoz mekanizmalarini aktiflestirir.

Hucre igine perforin araciligi ile giren granzim hedef hicrede apoptoz
mekanizmalarini baslatarak enfekte hicrenin yok edilmesini ve immin cevabin

olusmasi saglanir [93].

Sekil 1.6. Perforin por yapisinin kriyo-elektron mikroskopi goruntileri. Yizeyden
goériintii ve enine kesit. Enine kesitte yogunluga gére renklendirmde kirmizi gériinen bélge

en yogun bélge. Céziiniirliik 28.5 A [84].
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Sekil 1.7. Perforin granzim yolu etki mekanizmasi. [90, 93]'den yararlanilarak

yeniden cizilmigtir.

Perforin geni hasarli fare modelleri ile genel olarak HLH ¢alismalari ve 6zellikle
FHL2 calismalari icin deneysel bir model olusturulmaya calisiimistir [95]. Bu
hayvan modellerinde hayvanlar virus ile enfekte edildiklerinde HLH klinik tablosunu
olusturmaktadir. Ancak bu hayvanlarin yasatiimasindaki zorluklar ve arastirma
suresince azalan drneklem sayisi, karsilasilan en énemli sorundur [95-97]. Butin
bunlarin yaninda bu modellerde gortlen patojenlere karsi savunmasizlik, yuksek
oranda B hdcreli lenfoma olusumu ve timor metastazlari uzun vadede bu
calismalari olumsuz etkilemektedir [97, 98]. Butun bunlarin yaninda 2013 yilinda
yayinlanan genis ¢aplh bir arastirmada, ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin insanlarda
ve bu hastaliklarin fare modellerinde calisildigini, sonuglar karsilastirildiginda ise
fare modellerinden alinan sonuglarin insan inflamatuvar cevaplariyla 6rtusmedigi

gosterilmigtir [99].
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1.4. Mezensimal Kok Hucreler

Kok hucreler, henlz farkllasmamis hucreler olup kendi kendilerini yenileme
yetenedine sahiptir. Kdken aldiklari dokulara farklilagabildikleri gibi, bulunduklari
ortama ve aldiklari biyolojik uyarilara gore diger dokulara da farklilagabilirler [100,
101].

Batln htcre tiplerine farklilasarak tek basina tim organizmayi olusturabilme
yetenegine sahip hiicreye totipotent hiicre denir. Or: zigot. Zigot totipotent dzellikte
bir hticre olup, tUm organizmayi ve plasenta gibi embriyo disi destek dokularini da
olusturabilme 6zelligine sahiptir. Butin htcre tiplerine farklilasabilme yetenegine
sahip olmasina kargin tek basina tum organizmayi olugsturamayan hucrelere
pluripotent hiicre denir. Or: blastosistin i¢ hlicre kitlesi. Blastosistin i¢ hiicre kitlesi
farkhlasarak plasenta gibi embriyo disi destek dokulari diginda organizmadaki tim
diger hucrelere farklilagabilirler [102]. Organizmada dogal olarak bulunmayan
ancak in vitro sartlarda uyari sonucu meydana getirilen ve pluripotent 6zellik
kazanan hucrelere induklenmis pluripotent kdk hicre (Induced pluripotent stem
cell) (IPS) denir [103]. Sadece birkag tip hucreye farklilasabilme yetenegine sahip
hiicrelere multipotent hiicre denir. Or: yetiskin kok hiicreler. Yetigkin kok hiicreler
tipik olarak yer aldiklari dokunun hticre tiplerini Uretirler ve vicuttaki farkli dokulari

tamir yetenegine sahiptirler. Mezensimal kok hicreler bu grup iginde yer alir [104].

Mezensimal kok hucreler (MKH) ilk olarak 1970 yilinda Friendenstein tarafindan
kemik iliginden elde edilen, multipotent, klonal gelisim gdsteren, spindle-shaped ve
monolayer kultirde Ureyen hucreler olarak tanimlanmistir [105]. MKH’ler farkh
bircok yetiskin dokudan elde edilebilen multipotent hiicrelerdir. MKH izolasyonu
icin yetigkin dokulardan kemik iligi basta olmak Uzere; yag doku, plasenta, kord
kani, deri, dental pulpa, umbilikal kord wharton jeli, sinoviyal membran gibi birgok
doku kullanilabilir [106-112].

Literatirde isimlendirme konusunla farkli yaklagimlar olmasina ragmen
Uluslararasi Hucresel Tedavi Toplulugu (ISCT) “multipotent mezengsimal kok
hicreler” ya da “mezensimal kok hacreler” isimlendirmelerini  kullanmayi

onermigtir. Ayni zamanda ISCT, 2006 yilinda farkli kaynaklardan elde edilen
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MKH’in karakterizasyonu igin minimum kriterler dnermistir. Bu kriterler kisaca 3

maddede Ozetlenebilir;
i. Plastik ylzeye tutunabilme,

ii. CD105, CD90 ve CD73 yuzey belirtegleri pozitifligi, CD45, CD34, CD14
veya CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR yuzey belirtegleri negatifligi,

iii.  Osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasma olarak belirtilmigtir [113].

MKH’ler kemik iligindeki cekirdekli hucrelerin %0.001-0.01’ini olusturmaktadir
[114]. Bu oran az gibi goérinmesine ragmen in vitro ortamda c¢ok hizl
cogalabilmeleri onlarin hucresel tedaviler icin uygun bir kaynak olmasini
saglamaktadir. MKH’ler, kemik, yag ve kikirdak gibi mezodermal kokenli dokulara
farkhlasabilmektedir [113, 114]. Ayni zamanda diz kas, iskelet kasi, kalp kasi,
endoteliyal doku, ndron ve hepatosit gibi endodermik ve néroektodermik dokulara
da farklilasabilirler (Sekil 1.8) [115-120]. Bu genis farklilagma kapasitesi, MKH’lerin
homojen bir hicre populasyonu olmamasi ve sahip olduklari ¢ok genig protein
iceriginin ¢cok farkli gelisimsel yollari ve biyolojik asamalari etkilemesinden
kaynaklanir. Bu 6zellikleri mezensimal kok hdcreleri, hicresel tedavilerde iyi bir

kaynak olarak dne gikmaktadir.
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Sekil 1.8. Mezensimal kok hicrelerin farklilasma potansiyeli
1.4.1. Mezensimal kok hiicrelerin hiicresel tedavilerde kullaniimasi

Saglikli bir immudn yanitin olusabilmesi icin immudn sistemin uyarilmasi ve gerekli
durumlarda da baskilanabilmesi gereklidir [121]. MKH’ler salgiladiklari faktorler,
g0¢ edebilme Ozellikleri, go¢ ettikleri dokudaki yerlesme yetenekleri, immun
sistemi baskilayici ve duzenleyici rolleri sayesinde klinikte birgok hastaligin tedavi
edilmesinde umut vaadetmektedir. Ancak MKH’lerin klinik uygulamalarinda
kullanilabilmesi yeterli ve gerekli preklinik calismalarin yapilmasina baghdir [122].
Bu anlamda MKH’ler ile yapilan preklinik c¢alismalar iki ana bagslik altinda

yogunlagsmaktadir:

e In vitro galigmalar

e In vivo calismalar

In vitro hiicre kiltirli galismalari ile MKH'in icinde bulunduklari mikrogevrenin taklit
edilmesiyle 6zellikleri hakkinda bilgi edinilmektedir. Bunlar da genellikle ko-kultir
calismalari seklinde olmaktadir. in vivo dizeyde ise farkli hayvan modelleri ile
calismalar yapilmaktadir. Klinik uygulamalar ise vaka duzeyinde olmaktadir.
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Bu uygulamalar, dunyanin farkli bolgelerindeki kliniklerde uygulanmis olup,
http://cinicaltrials.gov adresinden paylasiimaktadir. 2008 yilindan glinimuze kadar
Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri, Cin, Kore, Orta Dogu, Kanada, Hindistan,
Afrika, Japonya ve Avusturalya’da gergeklestirilen vaka galismalari bildirilmistir
[122]. Uygulamalar giderek artmaktadir. MKH’lerin molekuler duzeyde
mekanizmalarinin anlasiimasiyla tedavi igin kullanimlari da daha guvenli ve yaygin

hale gelecektir.

MKH’in kullanim alanlarina baktigimiz zaman temel olarak iki farkli kullanim gekli

oldugunu sdylememiz mumkundur:

1. Rejeneratif amacl uygulamalar,

2. Immiin sistem hastaliklarinda kullaniimasi.

1.4.2. Mezensimal kok hiicrelerin immiun sistem hastaliklarinda kullaniimasi

Mezensimal kok hucrelerin immun sistem Uzerindeki etkileri, dizenleyici ve gogu
kez de baskilayici olarak karsimiza ¢ikmaktadir [123]. Bu da MKH’lerin immun
sistem hastaliklarinin tedavisinde kullanimini gindeme getirmistir. Bu noktada iki
uygulama seklinden bahsedebiliriz: 1. Otoimmun hastaliklar ve 2. Asiri uyariimis

immun cevabin baskilanmasi [124].

Graft-versus-host-disease (GvHD), kemik iligi ve hematopoietik kok hilcre
transplantasyonundan  sonra  karsilasilan  ciddi  bir  komplikasyondur.
Transplantasyon sonrasinda hastalarin %40’inda ortaya ¢ikar ve agir steroidler ile
tedaviyi gerektirir. Son yillarda GvHD fare modellerinde MKH’ler basariyla
uygulanmaktadir. Bu uygulamalarda, MKH inflizyonundan sonra cesitli organlarda
gelisen immun sistem hucrelerinin infiltrasyonunda belirgin bir sekilde dusus
gosterilmigtir. Yapilan calismalar, MKH’lerin IFNy seviyesini dugUrerek immuin
sistemi baskilayici rol oynadigini gostermistir. Tedavi edici etkisi de burada
yatmaktadir [125].

Sistemik lupus eritematazus (SLE)'un fare modeli fonksiyonel ras geninin etkisiz
hale getiriimesiyle olusturulmustur. Fare modelinde SLE’nin tedavi edici etkisi
kanitlanmigtir.  Yapilan MKH uygulamasinin serumdaki otoantikor miktarini

dusurdigu ve renal fonksiyonda dilzelmeye sebep olarak aktif SLE
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semptomlarinda azalmayi sagladigini gostermigtir [126]. Multiple sklerozis (MS)
hayvan modelinde de MKH’lerin etkileri calisiimistir. MKH’lerin sistemik olarak
uygulanmasi ile immidn sistem hucrelerinin miyelin kihf Gzerine infiltrasyonunda
azalma gorulmastur, CD4+ T hicrelerinin ve IL-17’nin plazma seviyelerinde diugsme
meydana gelmistir. MKH uygulamasinin 06zellikle hastaligin patogenezinin en
yuksek oldugu evrede etkili oldugu, stabil evrede ¢ok belirgin bir etkinin meydana
gelmedigi gorlimustir [127]. Bu da MKH’lerin etkilerini géstermesinde ortamda
bulunan uyaricilarin  6nemini  gostermektedir. GVHD’da kemik iligi
transplantasyonundan sonra MKH’ler basari ile uygulanmaktadir. Benzer sekilde
SLE ve Chron’s hastaliginda otojenik ve allojenik MKH’ler inflamasyonu
baskilayici, bobrek ve bagirsagi koruyucu etki yapar ve hasar olusumunu azaltir.
Hematopoietik kok hlcre transplantasyonu sirasinda, MKH uygulanmasi
hematopoietik hucrelerin kemik iligine adaptasyonuna imkan saglar bdylece

transplantasyon sureci kolaylasir ve hizlanir [124, 128].

Preklinik ¢alismalar ve klinik uygulamalar, MKH’lerin immun sistemi duzenleyici
rolleri bakimindan umit vericidir. Ancak bu hucrelerin glvenle kullanilabilmesi igin
MKH’lerin immun sistem Uzerindeki duzenleyici rollerinin  ¢ok daha iyi

anlasilabilmesi gerekmektedir.
1.5. Mezensimal Kok Hiicrelerin immiin Sistem Uzerindeki Etkileri

Mezensimal kok hucreler, doku iyilesmesi ve inflamasyon surecinde de yer alirlar.
Bu surecteki etkilerini, kazaniimis immunite ve dogal immdunite Uzerinden
gerceklestirmektedirler [129]. Kazanilmis immunitede, MKH’lerin asiri aktive olmus
T hucrelerinin proliferasyonunu baskiladigi ve bu baskilamanin Go/G1 evresinde
hucrelerin tutuklanmasini saglayarak oldugu bilinmektedir. MKH’ler ayni zamanda
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini da baskilayarak immun sistemi
baskilayici rol oynamaktadir. Bu proinflamatuvar sitokinler, IFNy, TNFa, IL-6 and
IL-17°dir. Bununla birlikte anti-inflamatuar sitokinler olarak bilinen IL-4 ve IL-10
duzeylerinin arttirici rol oynamaktadir. MKH’in B hicreleri Gzerindeki etkileri hala
tam olarak anlasilamamis olsa da yapilan c¢alismalar, B hucrelerinin

proliferasyonunu inhibe ettigini gostermektedir [130].
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MKH’lerin ayrica dogal immdunite Uzerinde de inhibe edici etkisi oldugu
bilinmektedir. Bu etkisinin ise monositlerin olgunlagsmasini inhibe etmek ve
hematopoietik kok htcrelerin dendritik htcrelere farklilagsmasini engellemek
yoluyla oldugu dusunulmektedir. Ayni zamanda olgunlagsmis dendritik hicrelerin
yuzeyindeki MHC-II, CD11c ve CD83 ifadesini baskiladiklari da bilinmektedir
[131].

MKH’ler, immiin sistem Uzerindeki etkilerini;

e B hicreleri

e T hucreleri

e Dduzenleyici T hicreleri (Treg)
e NK hucreleri

e Dendritik hucreler (DC) uzerinden gosterirler.
Bu hucrelerin;

¢ Olgunlagmasini, farklilasmasini ve aktivasyonunu
e Proliferasyonunu

e Sitokin ve kimokinleri salgilama fonksiyonunu

o Sitotoksisitesini

o Kemotaksik 6zelligini ve dokuya yerlegimini

e Hucre-hlcre etkilesimini

e Bazi molekillerin sentezini etkiler, seklinde siralayabiliriz (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Mezensimal kdk hicrelerin imman sistem ile etkilesiminin sematik olarak
gOsterilmesi. (IDO; Indolamine 2,3-dioksigenaz, NO; nitrik oksit, SHLA-G;¢bziinebilir
insan I6kosit antijeni G, IFNy; interferon gamma, TGFp; transforme edici bliylime faktéri
beta, TNFa; transforme edici bliyime faktérii alfa, PGE2; prostaglandin E2, VEGF,;

vaskliler endoteliyal bliyiime faktéri, LIF; L6kemia inhibitérik faktér)

MKH’ler, MHC-I ylzey antijenini ¢ok dustk dizeyde ifade ederek, iyi bir
immuntolerans gosteririler. Bu durum antijen sunucu hucrelerin de uyariimasini
zayiflatir. Diger yandan MHC-Il ylizey antijeni tasimazlar. immin sistemin
uyariimasini bu yolla en aza indirmig olurlar [132]. Bu o6zellikleri MKH’lerin
rejeneratif kullanimlarinda onemlidir. Bu sekilde allojenik MKH
transplantasyonunun yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Ancak elbette
ginimuzde hedeflenen, zorunlu haller disinda doku yenilenmesi icin MKH’lerin

otolog olarak kullanilabilmesidir.
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Diger yandan MKH’ler, immun sistemi baskilayici Ozellik gOsterirler. Burada
etkilerini, genellikle immun sistem hucreleri ile dogrudan etkilesime girerek ve
salgiladiklari  faktérler sayesinde bu hicrelerin  aktivitelerini  degistirerek
gerceklestirirler. MKH’ler ayni zamanda Toll-like reseptorler (TLRs) 2, 3, 4,7 ve 9
ifade ederler [133]. Bu reseptorlerin liganlari ile uyariimalari sonucunda hucrelerde

olusan degisiklikler, MKH’lerin immun sistem Uzerindeki etkilerini dizenler.
1.5.1. Mezensimal kok hiicrelerin kazaniimig immiinite lizerindeki etkileri

Kazanilmig immuniteden esas olarak sorumlu olan htcreler, B ve T lenfositleridir.
B ve T lenfositleri ylzelerinde tasidiklari bazi reseptorler araciligiyla, antijen
sunucu hucreler ile baglanti kurar ve immun yanitin olusmasini saglar. MKH’ler de
bu sirada salgiladiklari faktérler sayesinde immuin yanitin dizenlenmesini saglar
[128].

B hiucreleri: MKH’ler, B hucrelerinin  proliferasyonu, farklilagsmasi ve
olgunlasmasini  baskilayici  etki gosterirler.  MKH’in  lipopolisakkaritler,
oligodeoksinukleotidler, CD40L, IL-2, IL-4 ya da IL-10 tarafindan uyariimis B
lenfositlerinin  proliferasyonunu onledigi gosterilmistir [121]. MKH'lerin kaltur
ortamindan toplanan conditioned mediumun B lenfositlerinin proliferasyonunu ve
antikor Uretimini azalttigi gosterilmistir. Ancak bdyle bir ortamda immunsupresif
etkinin gorulebilmesi icin kullanilacak MKH/B lenfosit oraninin dogru belirlenmesi
onemlidir [134]. MKH’lerin B lenfositleri ile olan etkilesimi (Sekil 1.9)'de
gOsterilmisgtir.

T hiicreleri: MKH’ler T hucrelerinin proliferasyonunu durdurucu etki yaparlar.
Bununla birlikte MKH’in IFNy Uretimini baskilar ve T hucreleri Gzerinde sitotoksik
etkiye sahiptir. Burada inhibisyon Ozellikle IFNy Gretimi  Uzerinden
gerceklesmektedir. MKH, T hucrelerindeki IFNy reseptorlerini ya da huicrelerden
IFNy Gretimini inhibe ederler. MKH-T lenfosit etkilesimi (Sekil 1.9)'de ayrintil
olarak gosterilmistir. MKH’ler CD4+ ve CD8+ duzenleyici T hucreleri (Treg) ile

dogrudan baglanti kurduklari gibi ayni zamanda bu hicrelerin TGFB ve
prostoglandin sentezini de etkiler ve HLA-G5 ifadesini arttinir [128, 135].
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MKH’ler bu etkilerini salgiladiklari birtakim faktorler araciligiyla gergeklestirirler. Bu

faktorler ve fonksiyonlarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

Indolamine  2,3-dioksigenaz (IDO): Triptofan miktarini dugurerek hucre

proliferasyonunu inhibe eder.
Nitrik oksit (NO): Hucre aktivasyonunu inhibe eder.

Hepatosit biylme faktéri (HGF): Hucre proliferasyonunu inhibe eder, sitotoksik

etki gosterir.

SHLA-G ve TGFB: Genel olarak sitotoksik etki gosterir ve hlcre proliferasyonunu

inhibe eder. Ancak duzenleyici T lenfositler Gzerinde uyarici etkiye sahiptir.

Prostoglandin 2 (PGE-2): Sitotoksik etki yapar. Dendritik hicre ve Treg

hlcrelerinin uyarilmasini inhibe eder.

IFNy, TNF e, IL-14: Kemokin dretimini ve NO ve IDO gibi immunsupresif faktorlerin

aretimini arttirir.
IL-6: HUcre gogunu duzenler, mitozu ve anjiyogenezisi uyarir.
IL-10: Apoptozisi inhibe eder.

Vaskiiler endoteliyal blyime faktéri (VEGF): Apoptozisi inhibe eder,

anjiyogenezisi uyarir.

Lékemia inhibitorik faktor (LIF): Apoptozisi inhibe eder

CCLs ve CXCLs : Lokositlerin migrasyonunu uyarir.

1.5.2. Mezengimal kok hiicrelerin dogal immunite tizerindeki etkileri

Dogal bagisikliktan temel olarak sorumlu hucreler, dendritik hucreler ve NK
hicreleridir. MKH’lerin bu hucreler Uzerindeki etkisi aktivitelerini dlsirmek
seklinde olmaktadir [123, 124].

Dendritik hiicreler (DC): Dendritik hiicreler antijen sunucu hucreler olarak dogal
badisiklikta goérev yaparlar. Bu htcreler, CD34+ ve CD14+ hucrelerdir. Bu
hicreler, GM-CSF, TNF-a ve/veya IL-4 varliginda uyarilarak olgunlagir ve aktive
olurlar. Olgunlagmalarini tamamlamalari igin ayni zamanda lipopolisakkaritler
(LPS), TNF-a ve CD40 ligandi tarafindan da uyariimalari gerekmektedir. Bu
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sinyallerin olmadigi durumlarda DC'ler inaktive formda kalir ve iDC olarak
tanimlanirlar. MKH’ler, DC’lerin iDC halinden olgun DC’ye ddntsmesini inhibe
ederler. Bu inhibe edici etkide 6zellikle IL-6 ve PGE-2 rol oynar (Sekil1.9) [136]. Bu

sekilde etkin DC’lerin olusmasi baskilanmis olur.

NK hicreleri: MKH’ler IL-2 ile aktive edilmis NK hdcrelerinin gogalmasini
baskilayici etkiye sahiptir. Bu iglemi hicre-hicre baglantisi ile yapabildigi gibi
salgiladigi TGFB, HLA-G gibi immuUn baskilayici faktorlerle gergeklestirir [137]. NK
hacreleri onlari aktive eden molekullerle ve MKH'lerle ayni anda ko-kultire
edildiginde CD132, CD56, NKR2B4 gibi yuzey reseptdrlerinin baskilandigi ve bu
durumun NK hdcresinin sitotoksik etkisini baskiladigi gosterilmistir [137, 138]. Ayni
zamanda MKH’ler tarafindan sentezlenen IDO, TGFB, PGE2 ve HLA-G5 gibi
faktorler immuan baskilayici fonksiyonu desteklemektedir [131, 139]. Bu nedenlerle
MKH’ler aktive olmus ve olmamamis NK hucrelerinin ¢ogalmasini, sitokin

uretimesini ve sitotoksik aktivitesini baskilar (Sekil1.9) [140].
1.6. Gen Hedefleme Yontemleri

2004 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasi, gen fonksiyonlari ve genlerde
olan mutasyonlar nedeniyle olugsan hastaliklarla iligi arastirmalarin yapiimasinda
onemli bir basamak olusturmustur [141]. Hasarli gen bdlgesinin bulunmasi ve bu
bolgelerin gen tedavisi ile tamirinin yaninda genetik hastaligin arastiriimasina
olanak taniyan hicre ve hayvan modellerinin olusturulmasi énemli hedeflerdendir.
Ulasilabilir ve gerceklestirebilir gen hedefleme yontemlerinin gelismesi gen hasarli
hataliklara yonelik genel bilimsel galismalarin yaninda kigiye 0Ozel caligsmalar
yapmayl mumkidn kilmistir [142]. Gen hedeflemede ilk olarak RNA interferans
yontemleri kullaniimig ve cift iplikli RNA ile genler susturulmaya ¢ahgsiimigtir [143].
RNA interferans ile gen hedefleme yontemi arastirmacilara ucuz ve hizla
yapilabilen bir yontem olarak kolayliklar saglamaktadir. Bu nedenle RNA
interferans birgok galismada gen hedefleme amaciyla kullaniimig ve gesitli hicre
tiplerinde (HeLA, 3T3, MEF, Cos1) basariya ulasmigtir. Ancak bu sistemin farkli
calisma gruplarinda farkli sonuglar elde edilmesine yol agmasi ¢alismalari negatif
etkilemektedir [143, 144]. Ayni zamanda hedeflenen bdlge disinda etkilerin olmasi,

hedeflemenin gecici olmasi, uygulamada kullanilacak uygun solisyonun

28



bulunmasindaki zorluklar ve toksisite, ¢calismalarda yasanan zorluklardandir [145,
146].

Gunumuzde artik gen hedeflemede en ¢ok kullanilan yontemler DNA’da ¢ift zincir
hasari olusturarak geni hedeflemek yonundedir. Bu yontemlerde DNA’da istenilen
bdlgeyi hedefleyen ve DNA iki zincirini de kesecek olan 06zel tasarlanmis
nikleazlar kullaniimaktadir [147]. DNA’da olusan cift zincir kiriklarinin onariimasi
iki yolla gerceklesmektedir. Birincisi olan homolog rekombinasyon (HR), DNA’da
olusan kirik holomog DNA zinciri kalip alinarak tamir edilir, ikincisi olan homolog
olmayan sona eklenme (NHEJ) de ise, kirik olan DNA uglari birbiri ile tekrar birlesir
(Sekil1.10). Cift zincir kirginin tamirinde bu iki mekanizmadan hangisinin tamir igin
kullanilacagi hicre déngusunin evresine baghdir [148-150]. Bu dogal mekanizma
DNA hedefleme c¢alismalarinda hedeflenen bdlgede mutasyon olusturma,
mutasyonlu bdlgede duzeltme yapma ve hedeflenen bolgeye bir gen yerlestirmeyi
mamkin  kilmaktadir [147, 151]. Gen hedeflemede cift zincir kiriklarini
saglayabilen ve istenilen bolgenin hedeflenmesini saglayan U¢ sistem s6z
konusudur. Bu sistemler ginko parmak nukleazlar (ZFNs), transkripsyon aktivator
benzeri efektdér nlkleazlar (TALENs) ve kiimelenmis diizenli aralikli kisa

palindromik tekrarlar (CRISPR/Cas) olarak siniflandirilabilir.
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Sekil 1.10. DNA cift zincir kiriklar onarim mekanizmasi

ZFNs, iki kisimdan olugur DNA baglanma bdlgesi ve nikleaz aktivitesi olan DNA
kesim bdlgesini igerir (Sekil1.11). DNA kesim bolgesi (Fokl) nikleaz aktivitesine
sahip olan kisimdir ve herhangi bir 6zgulligu yoktur. Cinko parmak proteinleri,
Okaryot genomunda DNA taninmasi, RNA paketlenmesi, protein katlanmasi ve
transkripsiyon aktivasyonu gibi gorevleri olan proteinlerdir [152]. Potein 30
aminoasit iceren dokuz adet birbirine benzer Gniteden olusur ve her bir ginko ile iki
sistein ve iki histidin icerir [153]. Her bir ¢inko parmak proteini DNA'nin buyuk
olugunda U¢ adet bazi taniyarak baglanabilir ve bu seklide alti adet ¢inko parmak

proteini igeren bir ZFNs genomda 18 bazlik bir bolgeyi tanir [154].
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Sekil 1.11. Cinko parmak nukleazlarin sematik gérunumda

GuUnumuze kadar vyapillan c¢alismalar incelendiginde ZFNs’larin  farkh
organizmalarda bircok geni hedeflemede kullaniimistir. Bu hedeflemeler NHEJ
mekanizmasi ile genleri susturma ya da HR ile genlerin ifadesini saglama seklinde
olmustur [155]. Ayrica HIV tedavisine yonelik faz | klinik arastirmalarda ZFNs'lerin
kullanilmasi c¢alismalari yapilmaktadir [156]. Basarih olan ZFNs c¢alismalarinin
yaninda ZFNs’larla ilgili sinirlamalar s6z konusudur; genomdaki butun bdlgeler
ZFNs’larla hedeflenememektedir. Cinkli ZFNs motifleri bitliin olasi nikleotidler
icin tanimlanmamustir. 18 bazlik bir nikleotid dizisi genomda hedeflenen bolgelere
de baglanabilir ve hedeflenen bdlge digi ¢ift zincir kingi hicrenin 6lumune sebep
olabilir [157].

TALENSs, transkripsiyon aktivator benzeri (TAL) efektdr proteinleri ve DNA'yI kesen
nikleaz aktivitesi (Fokl) olan kisimlardan olusur (Sekil 1.12) [158]. TAL proteinleri
30-35 aminoasitlik tekrar bolumleri iceren ve bu bodlgelerle DNA'y1 taniyarak
baglanan transkripsiyon faktorleridir. DNA’ya baglanmayi saglayan o6zel tekrar
dizilerinin her bir nukleotid igin 6zel dizileri bulunmaktadir. Bu da TALENS'larin gen
hedefleme igin kullanilabilir olmasini saglamaktadir [159]. Her bir nukleotidi
hedefleyen farkli TAL tekrarlari bir araya getirilerek gen hedeflenmesi yapilacak
bdlgeye 6zgu TALENS'lar elde edilmektedir. Karsilikli iki zincir igin tasarlanan
TALENS’larin arasinda nukleaz enziminin kesim bolgesini olusturmak ig¢in 12-20
bazlik “spacer “ adi verilen dizilere yer verilmelidir [160].
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Sekil 1.12. Transkripsyon aktivator benzeri efektor nukleazlarin sematik gorinumu

TALENSs’lar kullanilarak boéceklerden nematodlara kadar birgok basarili gen
hedefleme calismasi gerceklestiriimistir [161, 162]. TALENs kullanilarak yapilan
gen hedefleme calismalari oldukga basarilidir. NHEJ mekanizmasi ile gen

susturma orani %30-100, HR ile gen ekleme orani %1-10’dur [163].

1.6.1.Kimelenmis diizenli arahkh kisa palindromik tekrarlar

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats CRISPR/Cas)

CRISPR/Cas sistemi prokaryotlarin immin sistemi olarak tanimlanan ve
bakterilerin kendilerine yabanci DNA ve RNA’lari yok etmek igin kullandigi bir
sistemdir. ik olarak 1987 yilinda E. colide tanimlanmis ve Arkea bakterilerin
%84’Unde, bakterilerin ise %45’inde bulunan bir sistemdir [164, 165]. CRISPR
bakteri genomunda kisa tekrar eden diziler ile birbirinden ayrilmis “spacer” adini
alan 6zel DNA dizilerinden olusmaktadir. Bu diziler tekrar-spacer-tekrar seklinde
devam etmektedir. Her bir spacer bakteri genomuna bakteriyi enfekte etmis virls
veya faj DNA’sindan katilmis niUkleotid dizileridir. Bu seklide bakteri bir sonraki
kargilagsmada spacer bdlgesinde dizisini igerdigi virls ya da faj ile enfekte olmaz
[166]. Ayni zamanda CRISPR gen bdlgesi tekrarlar ve spacerlar diginda CRISPR
iligkili genler (Cas) bdlgesini igerir. Bu genler endonulkleaz, helikaz, transkripsiyon

dUzenleyici proteinleri kodlar [167].

CRISPR/Cas sisteminin calisma mekanizmasi oncelikle enfekte olan bakterinin
konak¢l genetik materyalinden spacer bolgeleri segmesi ile gerceklesir. Bu

bolgeleri segmede protospacer adjacent motifs (PAM) adi verilen ve korunmus
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Ozgul diziler spacer segiminde kilavuzluk eder. Segilen spacerlarin CRISPR
genom bdlgesine entegrasyonunda gesitli Cas proteinleri Gnemli gorev alir. Spacer
ve Cas genleri ifade edilerek CRISPR RNA (crRNAYlar olugsurulmaya baslanir.
crRNA’lar oncelikle uzun pre-crRNA olarak sentezlenir ve sonrasinda kugultulerek
crRNA'y! olusturur. Hedef genetik materyal ile karsilasan crRNA, PAM bolgesi ve
spacer araciligiyla hedef genetik materyale baglanir ve Cas proteininin nikleaz

aktivitesi ile hedef genetik materyali degrede eder [168-170].

CRISPR/Cas sisteminin memeli hucrelerinde gen hedefleme amaciyla
kullanilabilecedi ile ilgili ik yayin, Cong ve arkadaglar tarafindan Subat 2013’te
yayinlanan bir makale ile gosterilmistir [171]. Olusturduklari CRISPR/Cas gen
hedefleme sistemi nikleaz aktivitesi olan insan kodon sistemine optimize edilmis
bir Cas9 proteini, hedeflenen bolgeyi igceren kilavuz RNA bdlgesi ve PAM bdlgesi
icerir. Hedef bolgeye ait secilen 20 bazlik dizi PAM bdlgesi dnlne yerlestirilir ve
DNA kesim bolgesi hedef DNA dizisinin 6nlinde bulunan PAM bdlgesinden
gerceklesir (Sekil1.13) [171, 172]. CRISPR/Cas sisteminin oOkaryotlarda gen
hedeflemede kullanilabileceginin gosteriimesinin ardindan gen susturma, gen
aktivitesi duzenleme ve genetik hastaliklarda hasarli geni duzeltmeye ydnelik

CRISPR/Cas sistemi kullaniimasi ile ilgili calismalar artmistir [173, 174].
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Sekil 1.13. Kimelenmis dizenli aralikh kisa palindromik tekrarlar sisteminin

(CRISPR/Cas) sematik gorunimu ve kullanma alanlari

CRISPR/Cas sistemi kullanilarak gergelestirilen gen hedefleme calismalari titlin
bitksinden, mayaya ve insan hucrelerine kadar genis bir alanda devam etmektedir
[173]. Hucresel modeller olusturmak Gzere CRISPR/Cas sistemi kalici
transfeksiyonla hlcrelere uygulanabilmektedir. Ayrica bu sistemlerin embriyonik
kok hucrelere uygulanmasi ile transgenik hayvan modelleri olusturulabilmektedir.
Ayni anda iki gen hedeflenerek gerceklestirilen ¢calismada her iki genin ayni anda

hedeflemesindeki basari %80 oranindandir [175].

CRISPR/Cas sistemi kullanilarak gergeklestirilen gen susturma yontemi ile von
Willebrand hastalik modelli domuzlar dretilmigtir. Bu hastalikta etkin olan gen
VWF’yi hedefleyen CRISPR/Cas sistemi vektorleri embriyolara enjekte edilmis ve
embriyolar domuzlara transfer edilmistir. Elde edilen yavrularda gen ifadesinin

olmadigi gosterilmistir. Bu ¢alisma CRISPR/Cas sistemi ile tek asamada etkin bir
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sekilde genomu modifiye edilmis hayvan modeli olusturuldugunu gostermektedir
[176].

Bu genel bilgiler 1s1ginda, ulkemizde dinyaya oranla siklig1 yuksek olan ve yasam
kosullarini olumsuz etkileyen FHL2 hastaligi ile ilgili literatlr taramasi yapildiginda;
HLH temelli bir hicre modelinde MKH’lerin etkisinin incelendigi bir c¢alisma

bulunamamistir. Bu nedenle tez calismamizda amag;

1. CRISPR/Cas sistemi ile DNA hedeflenerek FHL2 icin tipik 6zellik olan perforin

gen defektli bir in vitro model NK hlcre hatti olusturmak.
2. Elde edilen bu modelde MKH’lerin immun modulator etkisi arastirmaktir.

Hayvan modellerinde olusan inflamatuvar cevap ile insan inflamatuvar cevabi
arasindaki farklilik goéz énune alindiginda olusturulacak in vitro modelde MKH’lerin
etkilerinin incelenmesinin saglayacag! bilimsel katki ¢ok buyuUktur. GUunumuzde
devam eden klinik ¢alismalarda MKH’lerin GvHD icin immun modulatér olarak
kullanilmasi s6z konusudur. GvHD ile FHL2 tedavisinde kullanilan immin
baskilayici tedavi surecgleri birbirine oldukga benzemektedir. Bu nedenle
calismamizda MKH’lerin immudn modulator etkisinin FHL2 modelli bir hicre
hattinda calisilmasi olusturulacak klinik calismalar icin gerekli verilerin eldesi
agisindan 6nemlidir. Bu in vitro ¢alisma yapilacak in vivo ve klinik ¢alismalar igin
onemli bir basamak olacaktir. Bunun yaninda MKH’lerin FHL2'de immun
modulator etkisinin arastiriimasi ile elde edilecek sonuglar FHL2 tedavisinde kdk
hidcre donérl bulunana kadarki suregte hastaya uygulanabilecek tedaviler igin
onemli bilgiler saglayarak, uygun dondr bulunana kadar gececek surede hastanin
hayatta kalmasini saglamak icin kullanilacak tedavilere dnemli bir destek tedavi

yontemi olarak kullanilabilecektir.
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2. LABORATUVAR GALISMASI ve YONTEM
2.1. Hiicre Kiltura GCaligmalari
2.1.1.Mezensimal kok huicrelerin eldesi ve kultliru

Insan Kemik iligi Mezensimal Kok Huicrelerinin (insan MKH) izolasyonu ve kultir(
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
LUT12/134-16 karar numaral etik kurul izni gergevesinde gerceklestiriimistir.
Izolasyon, ilk pasajlarda kiltir ve karakterizasyon asamalari Hacettepe

Universitesi Kok Hiicre Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde gergeklestirilmistir.

insan MKH’lerinin izolasyonu amaciyla 3 saglikh géniilliden elde edilen kemik iligi
ornekleri laboratuvara getirilmistir. Plazma ayrilmasi icin, heparinli enjektérde
gelen kemik iligi ornekleri, 2300 RPM’de 10’dk santrifij edilmistir. Plazmasi
uzaklastirilan kemik iligi 6rneklerinden, baslangic hacminin 2 kati miktarda
phosphate-buffered saline (PBS, pH=7,5) ile dilue edilmistir. Dilue edilen 6rnek
Ficollle konsantrasyon grandienti olusturularak ayrilmistir. Elde edilen
mononikleer hiicreler 2 kez PBS ile santrifiij edilerek yikanmistir. izole edilmis
olan hucrelerin sayisi ve canliigina hemositometre laminda bakilmistir. Sayim
sonrasi hucreler, 25cm? kultir kabina 3x10° hicre olacak sekilde, %10 Fetal
Bovine Serum (FBS, Biochrom, Germany) %1 Penisilin-Streptomisin (Biochrom,
Germany) ve %1 L-Glutamin (Biochrom, Germany) igeren %60 Dulbecco's
Modified Eagle's medium-Low Glucose (DMEM-LG) /40 MCDB201 (Biochrom,
Germany /Sigma, USA) besi ortami icerisinde, 37°C, %95 hava ve %5 CO;, nemli
inkibatorde standart kosullarda kultire edilmigtir. Hucrelerin takibi agsamasinda
besi ortami 3-4 glnde bir degistiriimis ve hucreler kultur kabinin ytzeyini %70-80
oraninda kapladiklarinda, 0,25% tripsin-10mM EDTA (Biochrom, Germany)
kullanilarak pasajlanmigtir. insan MKH’lerinin karakterizasyonlari Pasaj 3
olduklarinda yapilmistir.

insan MKH’lerinin karakterizasyonu Hacettepe Universitesi K6k Hiicre Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nde rutin olarak uygulanan mezensimal kok hucre

karakterizasyon paneli kullanilarak akim sitometrisi yontemi ile yapilmistir. Bu
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panelde hucrelerdeki stromal isaretleyiciler; CD105, CD73, CD166, CD140b
(PDGF-R bb), CD90, CD44, CD106, CD146, CD200, HLA-ABC, CD29 ve
hematopoetik isaretleyiciler CD45, CD14, CD34, HLA-DR igin antikorlar
kullaniimistir. Ayni zamanda mezengimal kok hucrelerin 2 farkh hdcre tipine
farkhlasma kapasitesinin odlgulmesi amaciyla osteoblast ve adiposit yonunde
farkhlasmasi incelenmigtir. Karakterizasyon islemi tamamlanan hicreler pasaj 2
(P2) ve pasaj 3 (P3)’te dondurularak immuan modulasyon ¢alismalari igin sivi azot

icerisinde (-196°C) saklanmistir.
2.1.2. NK92 hucrelerinin kiilturu

NK92 hicreleri (ATCC, CRL2407, USA) ticari olarak satilan insan dogal oldurtcu
(NK-natural killer) hicre hattidir. Bu hucreler sispanse hicreler olup, besi
ortaminda ¢ogaltiimak icin interlokin-2 (IL-2) varligina ihtiyag duymaktadir.
Hucreler kuru buz iginde laboratuvara transfer edilmistir. Hicrelerin kaltura igin,
Alpha Minimum Essential Medium (a-MEM) (Biochrom, Germany), 100 Unite/ml
IL2 (Merck Millipore, Germany), 0.2mM miyo-inositol (Applichem, Cat No: A1716,
Denmark), 0,02mM folik asit (Sigma, F8758, USA), 0,1mM 2-Bmerkaptoetanol
(Sigma, Cat No: M6250, USA), FBS %12,5 (Biochrom, Germany), Horse Serum
(HS) %12,5 (Biochrom, Germany) iceren besi ortami kullaniimistir.  Hucreler
25cm? killtiir kabina 3x10° hiicre/ml yogunlugunda 37°C, %95 hava ve % 5 CO,
nemli inkUbatorde standart kosullarda kultare edilmistir. Hicrelerin kalttr suresince
takibi inverted mikroskop ile yapilmistir. Pasajlama, hicre solusyonunu ikiye
bolindlkten sonra taze besi ortami eklenerek gercgeklestirilmistir (Olympus IX70

Inverted Mikroskop, Japan).

Cogdaltilan hucrelerin dondurulmasi amaciyla hucreler 15ml tiplere toplandiktan
sonra 125g’de 5 dakika santifj edilmistir (Hettich Zentaifugen, Germany). Santrifuj
sonrasi  suUpernatan  dokulerek  hacreler  5:4:1 oraninda  FBS:besi
ortami:dimetilsulfoksit (DMSO) igeren dondurma besi ortaminda homojenize edilip
kademeli olarak dondurulmustur. Hucreler daha sonraki ¢alismalarda kullaniimak

(izere sivi azot igerisinde (-196°C) saklanmistir.
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2.1.3. NK92 hiicrelerine antibiyotik dayaniklilik testinin yapilmasi

NK92 hicrelerinin transfeksiyon sonrasi segiliminde puromisin antibiyotigi
kullanilacag! igin bu hucrelerde antibiyotik dayaniklilik testi yapiimigtir. Hucrelerin
O0lmeye bagladigi minimum antibiyotik konsatrasyonunu bulmak amaciyla saglikli
hacrelere farkli konsantrasyonlarda puromisin besi ortamina eklenerek hicrelere
uygulanmig ve hucrelerin yagsamasi ic¢in kritik konsantrasyon belirlenmistir. Bu
amagla 6 kuyucuklu kaltar kaplarina ayni sayida hucre ekilmis ve sonrasinda 5
farkh konsantrasyonda (1ug/ml, 2upg/ml, 3ug/ml, 4ug/ml, Sug/ml)  puromisin
antibiyotigi uygulanmistir. Antibiyotik uygulanmayan grup kontrol grubu olarak
takip edilmigtir. Hucreler 5 gun boyunca mikroskop altinda incelenerek
fotograflanmis ve hicrelerin 61U oldugu kritik konsantrasyon segilmistir (Olympus
IX70 Inverted Mikroskop, Japan). Transfeksiyon caligmalari sonrasi hucrelere bu

kritik konsantrasyonda puromisin uygulanmasina karar verilmistir.

2.2. Vektor Sistemlerinin Hazirlanmasi
Perforin genini hedefleyen iki fakli vektor sistemi hazirlanmistir.

1. PRF1 geninde hedeflenen bolgeyi hedefleyen Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated gen urund 9 (CRISPR/Cas)

sistemi.

2. Kesim sonucu hedeflenen bdélgeye de homolog rekombinasyon ile genoma

entegrasyonu hedeflenen puromisin direnci igeren vektor sistemi.

2.2.1. Perforin genini hedefleyen CRISPR/Cas9 vektor sisteminin

hazirlanmasi

CRISPR/Cas vektoru sistemlerinin hazirlanmasi amaciyla ticari olarak satilan
pX330 ve pX335 CRISPR/Cas vektorleri satin alinmis ve Cong ve arkadaslari
tarafindan Onerilen deneysel asamalar izlenerek sistem hazirlanmistir [171].
pX330 ve pX335, hedeflenen bdlgeye primer eklenecek bdlgeyi ve DNA'y1 kesen
proteini iceren vektorlerdi. PRF1 geni hedeflenen bdlge segilirken
ENSG00000180644.6 nolu Ensembl datasi kullaniimistir. PRF1 ekzon 1 ifade
edilmediginden ekzon 2'de 3 farkli bdlgeyi hedefleyen ve CRISPR vektorlere

uygun olarak tasarlanan primerler segimistir. CRISPR/Cas vektérinin genomda
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hedeflenen bélgeye 6zgllligini gRNA (guide RNA) belirler. Istenilen hedef
bdlgeye yonlendirme islemi icin CRISPR/Cas9 vektérine bu gRNA’ya karsilik
gelen gDNA klonlanmigtir. Bu klonlama iglemi icin oligonukleotid primerlerden

yararlaniimigtir.
PRF1 geni Ekzon 2 Sekans datasi:

PRF1 geni Chromosome 10: 72,357,104-72,362,531 (reverse strand),
ENSGO00000180644.6 nolu Ensembl datasi

CTCCATGGCAGCCCGTCTGCTCCTCCTGGGCATCCTTCTCCTGCTGCTGCCCCTGCCCGTCCCTGCCCCGTGCCACACAGCCGCACGCTCA
GAGTGCAAGCGCAGC NN OOMEEIEEN TG GCTGGCCGGGGAGGGTGTGGACGTGACCAGCCTCCGCCGCTCGGGCTCCTTCC
CAGTGGACACACARAGGTTCCTGCGGCCCGACGGCACCTGCACCCTCTGTGAAAATGCCCTACAGGAGGGCACCCTCCAGCGCCTGCCTCT
GGCGCTCACCAACTGGCGGGCCCAGGGCTCTGGCTGCCAGCGCCATGTAACCAGGGCCAAAGTC A BECOACICANCOENEEEE CCGGAT
GCGGCTCGTAGCATCCGCAACGACTGGAAGGTCGGGCTGGACGTGACTCCTAAGCCCACCAGCAATGTGCATGTGTCTGTGGCCGGCTCAC
ACTCACAGGCAGCCAACTTTGCAGCCCAGAAGACCCACCAGGACCAGTACAGCTTCAGCACTGACACGGTGGAGTGCCGCTTCTACAG

Segcilen primerler ve PRF1 ekzon 2’de hedefledikleri bolge:
PRF1- 2F: 5’ -CacCilCCOOCEe - >’

PRF1- 2R: 5/ -AAACTGCACCAGGCACGAACTTGTC- 3’
PRF1-3F: 5/ -CACCEEICONONCRNCONGIGEE - 3’
PRF1- 3R: 5/ -AAACGGCCACAGCTTCAGTGGAGC- 3’
PRF1-4F: 5’-CACCGAATGTGCATGTGTCTGTGGC- 3’
PRF1- 4R: 5’ -AAACGCCACAGACACATGCACATTC- 3’

CRISPR/Cas vektorler hazirlanirken gergeklestiriien deneysel asamalar asagidaki

gibidir ve her islem pX330 ve pX335 vektorleri icin gerceklestiriimistir.

i. 1 ug vektdr DNA’si Bbsl enzimi ile 37°C’de 30 dakika 20l total hacimde

kesilmigtir.

ii. Kesilen vektér DNA’si %1’lik agaroz jelde ydrutilmids ve jelden DNA
izolasyon Kkiti kullanilarak kesilmis vektor DNA’sI izole edilmistir (QIAquick
Gel Extraction Kit, Cat.No: 28706)

iii.  PRF1 geni ekzon 2'yi hedefleyen primeler fosforile edilmistir. Bu amacla
T4PNK enzimi (New England Biolabs, Cat. No: 28706) kullaniimig ve total
hacim 10pl olacak sekilde reaksiyon hazirlanmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) cihazinda 95°C’den 25°C’ye 5°C/dakika olacak sekilde

fosforilasyon gercgeklestirilmigtir.

iv. Jelden izole edilen vektor DNA’si ve fosforile edilen primerlerle ligasyon

reaksiyonu oda isisinda 10 dakika yapiimistir. Bu reaksiyonda ligasyon
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enzimi olarak T4 DNA Ligase kullaniimistir (New England Biolabs, Cat. No:
M0202S).

Ligasyon sonucu elde edilen DNA, kompetan bakterilere transforme edilmistir.

Bakterilere transforme edilen DNA'larin 6ncelikle kiiguk olgekli kulttrt yapilmig ve

sonrasinda buyuk Olgekli bakteri kultira yapilarak vektor DNA’si gogaltiimigtir.

Bakteriye transformasyon asamalari asagidaki gibidir;

Bakteri 6rnegi ve vektdor DNA’sI buzda 30 dakika inklbe edildikten sonra
42°C su banyosunda 1 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda 5 dakika daha
buzda bekletiimis ve 1ml SOC besi ortamina alinarak galkalamali etlivde
37°C’de inkiibe edilmistir.

Calkalamali etivden alinan ornekler amfisilin direncli besi ortami iceren

petri kaplarina ekilerek gece boyu 37°C de inkiibe edilmistir.

Gece boyu inkubasyon sonrasi segilen farkli koloniler segilip ve kisa sureli
sivi kiltiir hazirlanarak giin boyu (6-8 saat) calkalamali etiivde 37°C’de
inkUbe edilmigtir. Kiguk olgekli kultirden alinan orneklerle gece boyu suren

blayuk dlgekli kaltir yapilmigtir.

Gece boyu inkiibasyon sonrasi bakteriden plazmid izole etme kiti (Quiagen,
Midiprep, Cat No: 12945) kullanilarak plazmid DNA'’lari elde edilmis ve DNA

konsantrasyonlari élgulmustir (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).

DNA konsantrasyonlari Ol¢ilen PRF1 genini hedefleyen CRISPR/Cas vektorleri

dogruluklarinin kontroli amaciyla DNA dizi analizi yapiimistir.

2.2.2. Perforin geni ekzon 2 ve puromisin direnci iceren vektor sisteminin

hazirlanmasi

Bu asamada hedef hem PRF1 ekzon 2 hem de puromisin direnci kisimlarini igceren

bir vektdr hazirlamistir. Bu sekilde edilen vektor transfeksiyon deneylerinde

CRISPR/Cas sistemi ile kesilen bolgeye eklenecektir.
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Sekil 2.1. Perforin genini hedefleyen ve puromisin direnci iceren vektor sisteminin
tasarlanmasi.

2.2.2.1. insan perforin geni ekzon 2’nin PCR ile gogaltiimasi

insan perforin geni 2. ekzonu (PRF1 ekzon 2), ENSG00000180644.6 no.lu
Ensembl verisi kullanilarak forward ve reverse primerler hazirlanmistir. Hazirlanan
primerler F:CAGACCCCTCCCTAAACCTG ve R: ATGATTGAAGCTCAGAGAGAA
olarak elde edilmistir. insan kanindan elde edilen DNA’dan PCR ile ekzon 2

cogaltiimistir. PCR protokolu:

Reaksiyon hacimleri
5X Buffer (1X) 5ul Reaction Buffer IV (10X)(Thermo)
dNTP 0.5ul Thermo
MgCl (25mM) 1.5ul Thermo
F primer (10pmol) 1ul
R primer (10pmol) 1ul
Taq DNA polimeraz 0.25ul 5U/ ul ,500U- Thermo
DNA (10-50ng/ul) 2ul
Su 9ul
Toplam 20ul
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PCR cihazinda kullanilan program;

95 °C 5 dakika
Denatiirasyon 95 °C 45 sn
Baglanma 58 °C 35 sn 34 dongi
Uzama 72 °C 45sn

72 °C 3 dakika

4°C 00

Elde edilen 6rnekler %1’lik agaroz jelde 25 dakika 120 voltta yaritiimus ve
gOrunttlenmistir. Jel goruntisu kontrol edilmis ve istenilen buyuklikte DNA igceren
ornek sekanslanmistir. Sekans protokollinde, jelde yudrutilen oérnekler dncelikle
Exosap (Rapid Alkaline Phospatase, ROCHE, 5000U-1U/ ul; Exonuclease |,
20000U-20U/ pl, Thermo) kullanilarak saflastirilmistir. Exosap reaksiyonu sonrasi
sekans igin ornekler hazirlanmis ve 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

Sekans Cihazinda DNA dizi analizi yapiimigtir.

2.2.2.2. insan perforin ekzon 2 gen bdlgesini iceren homolog rekombinasyon

donor vektoriin hazirlanmasi

PCR ile cogaltilan PRF1 ekzon 2 ticari olarak satilan pCR 2.1 TOPO plazmidi
(Invitrogen) kullaniimistir. Bu amagla asagidaki deney asamalari sirasi ile

izlenmistir.

i. pCR2.1 TOPO plazmidi ile PRF1 ekzon 2 PCR drunu 1:3 molar
konsantrasyonda olacak sekilde gece boyu ligasyon reaksiyonu
hazirlanmistir.  PCR UrinlG eklenmeyen tup kontrol grubu olarak

degerlendirilmistir.
ii. Inkibasyon sonrasi érnekler kompetan bakterilere transforme edilmistir.

iii.  Kisa sureli inkiibasyon sonrasi bakteriden plazmid izole etme kiti (Quiagen,
Midiprep, Cat No: 12945) kullanilarak plazmid DNA’lar elde edilmis ve DNA
konsantrasyonlari dlgulmustir (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).
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iv. Elde edile farkh plazmid DNA'lari PRF1 ekzon 2’nin ortasinda bulunan
Smal ve EcoRI enzimleri ile kesilmistir. Enzim kesimi sonucu elde edilen

vektor DNA’lart %1’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dakika yuratalmagtar.

2.2.2.3. Puromisin direnci igceren vektorin hazirlanmasi

Puromisin direngli vektor tasarimi igin oncelikle puromisin direng genini iceren
plazmidden puromisin gen bolgesi PCR ile gogaltiimigtir. Cogaltilan PCR urinu
ticari olarak satilan pCR2.1 TOPO plazmidi (Invitrogen, USA) kullaniimistir. Vektor
hazirlanirken bu plazmidte bulunan Puromisin direnci geninin iki ucuna Pmel
(GTTTAAAC) enzim kesim bolgeleri eklenmistir. Cinkli PRF1 ekzon 2 igeren yeni
plazmid tasariminda Puromisin geni bu plazmidten ¢ikarilarak yeni plazmide PRF1
ekzon 2’'nin ortasina yerlestiriimigtir.  Hazirlanan puromisin direngli plazmid
sekildeki gibidir.

EcoRI - 283 - G'AATT_C
Pmel - 300 - GTTT'AAAC

Pmel - 2378 - GTTT'AAAC
EcoRI - 2387 - G'AATT_C

Sekil 2.2. pCR2.1 TOPOUBI-PURO plazmidi sematik goéruntusl. Hazirlanan vektér
puromisin antibiyotik direncini igermekte ve puromisin direncinin her iki u¢ noktasinda
Pmel (GTTTAAAC) kesim noktasi icermektedir.

Puromisin PCR Uriini Dr. Micheal Kyba (Minnesota Universitesi/ABD) tarafindan
hediye edilen plazmidten ¢oglatiimistir. Cogaltilan PCR UrGndndn iki ucuna Pmel
enzim kesim bolgesi eklenmigtir. pCR 2.1 TOPO plazmidine protokole uygun
olarak puromisin direnci kismi eklenmis ve sonrasinda bakteriye transforme

edilmigir. Kisa sureli bakteri kultirt sonrasinda, plazmid DNA izolasyon kiti (EZNA
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endo-Free DNA Mini Kit, OMEGA) kullanilarak bakteriden plazmid DNA’sI elde
edilmigtir. Elde edilen plazmid DNA, Pmel enzimi ile kesilerek agaroz jelde (%1’lik)

yurutulmuas ve dogrulugu kontrol edilmistir.

2.2.2.4. insan Perforin ekzon 2 ve Puromisin direncini iceren vektor tasarimi
Transfeksiyonda kullanilacak olan bu vektérin hazirlanmasinda bir &énceki
asamalarda hazirlanan vektorler kullaniimigtir. Hedeflenen gen dizisi her iki
ucunda PRF1 ekzon 2 parcalarini iceren ve ortada puromisin diren¢ genini
icermektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. PRF1 ekzon 2 ve UBI-PURO DNA dizisi ve klonlama ¢alismalari igin

kullanilan primerlerin DNA dizindeki yerleri

Yeni vektoriun olusturulmasinda In-Fusion klonlama teknigi kullaniimistir
(Takahara, Clontech, Japan). Bu ydntemde klonlama yapilirken birlestiriimek
istenen pargalar 15 bazlik uzunlukta birbiri ile ortisecek sekilde hazirlanan
primerler kullanilarak PCR ile c¢ogaltiir, sonrasinda kit icerigindeki enzim

kullanilarak birlestirilir. Bu amagla izlenen agsamalar agagidaki gibidir.

i. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2 plazmidi Smal enzimi ile 25°C’de gece boyu

kesildikten sonra agaroz jelde (%1’lik) yurGtalmagstir. Jeldeki bant kesilmis
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Vi.

Vii.

ve kit kullanilarak jelden izole edilmigtir (Promega PCR Clean up system,
Cat No: A9282).

pCR2.1 TOPO+UBI-PURO plazmidinden in-fusion klonlama icin hazirlanan
dzel primerlerle PCR yapilmis ve UBi-PURO kismi gogaltiimis ve agaroz
jelde (%71’lik) yarutulmuastar. Jeldeki bant kesilmis kit kullanilarak jelden

izole edilmistir (Promega PCR Clean up system, Cat No: A9282).

in-fusion klonlama icin eklenecek Smal ile kesilmis vektdér orani ve UBI-
PURO PCR Urinii orani hesaplanmistir. Vektoér igin 120ng ve UBI-PURO
PCR drunu igin 145ng olarak hesaplanmistir.

in-fusion reaksiyonu 10yl total hacimde hazirlanmis ve 50°C’de 15 dakika

PCR cihazinda reansiyon gercgeklestirilmistir.

In-Fusion reaksiyonu sonucu elde edilen pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon
2+UBI-PURO plazmidi bakteriye trasforme edilmistir. Transformasyon
artnud amfisilin direngli kati besi ortami iceren petri kaplarina ekilmis ve

gece boyu 37°C’de inkiibe edilmistir.

Gece boyu inkiibasyon sonrasi petri kabinda bulunan en az 5 farkh koloni
secilmis ve kisa sureli sivi kultur hazirlanarak gun boyu (6-8 saat)

calkalamali etiivde 37°C’de inkiibe edilmistir.

Kisa sureli inkiibasyon sonrasi bakteriden plazmid izolasyon kiti (Quiagen,
Miniprep, Cat No: 12125) kullanilarak plazmid DNA’lari elde edilmis ve DNA
konsantrasyonlari dlgulmustur (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).

Elde edilen farkli plazmid DNA’lari plazmidi EcoRI enzimi ile kesilerek DNA

boyutlarinin dogrulugu kontrol edilmigtir. Ayni zamanda vektor dizilerine DNA dizi

analizi

yapiimistir. Elde edilen pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2+UBI-PURO

vektorinin sematik gérinumu Sekil 2.4’ te gosterilmigtir.
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=>T7 - Promega - 3 - Tm=52°C
>T7-3 - Tm=52°C
_ == MI13 -4 -Tm=56,9°C
>M13 - 4 - Tm=56,9°C
Sphl -26 - G CATG'C
= == PRF-E2F - 76 - Tm=60,2°C
T BsrGI-238-T'GTAC_A
> > INfusion H_01_Fwd - 809 - Tm=57,1°C
T Afel - 840 - AGC'GCT

> ABI M13(-21) Primer - 6404 - Tm=57,3°C
> pUC-M13 Forward - 6384 - Tmn=68,37C |

Al - 1722 - C'CTAG G
~ HindlIl - 1952 - A'AGCT T
~" / Xbal - 1970 T'CTAG_A
" BamHI - 2022 - G'GATC_C
" Ace65l - 2031 - G'GTAC C
Agel 2034 - A'CCGG_T
Kpnl - 2035 - G GTAC'C
BsiWI - 2096 - C'GTAC_G
» EBV Reverse - 2660 - Tm—54,6°C
—~ <= EBV Reverse - 2660 - Tm=54,6°C
— Hpal - 2770 - GTT'AAC

Peil - 3930 - A'CATG. T _

SP6 - 3554 - Tm=46,1°C

<= SP6 - Promega - 3554 - Tm=46,1°C _
Nsil - 3540 - A TGCA'T

Milul - 3527 - A'CGCG W, 3 2
Sacl - 3522 - G_AGCT'C — /] | N, N T Mfel-2779 - C'AATT_G
Eco53KI - 3520 - GAG'CTC ~ ~ | | <= [Nfusion_H_01_Rev - 2841 - Tm=70,8°C
Ndel - 3510 - CA'TA_TG  / | > hPRF2qIF - 2977 - Tm=60,6°C
Sbf1 - 3501 - CC TGCA'GG | = WPRF1q1F - 2994 - Tm=64,9°C

Sekil 2.4. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2+UBI-PURO vektorinin sematik
gorunumu
2.3. Gen Transferi Caligmalari

NK92 hucelerinde PRF1 geni susturulmasi amaciyla gen transferi galismalari
yapilmistir. NK92 hiicreleri transfeksiyonu oldukga zor olan slspanse hucrelerdir

bu sebeple transfeksiyon icin 3 farkli ydéntem kullaniimigtir. Bu yontemler;
A. Elektroporasyon,
B. Kimyasal transfeksiyon,

C. Nukleofeksiyon yéontemleridir. Calisma suresinde bu ¢ yontem uygulanmis

ve en verimli olan yontemle deneysel ¢caligsmalara devam edilmigtir.

2.3.1. Elektroporasyon

Elektroporasyon calismalari Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anablim Dal’'nda gergeklestiriimistir. Hazirlanan vektorlere transfeksiyon oncesi
GFP iceren vektorle farkh voltajlarda ve tekrarlarda transfekiyon verimliligi

caligmalar yapilmigtir.

Transfeksiyon protokolu:
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i. 2x10° adet NK92 hiicresi sayilmis ve antibiyotiksiz besi ortami iginde
santriflj edildikten sonra 300uL PBS ile sulandiriimistir.

ii.  Hucrelerin bulundugu tipe 5 mikrogram GFP (+) vektor DNA’s1 eklenmistir.

iii.  Hucre ve GFP iceren vektdér DNA’sI elektroporasyon kuvetine yuklendikten
sonra farkli voltajlarda ve frekansta elektroporasyon gercgeklestiriimistir.
(Electro Square Porator ECM830, BTX Harward Apparatus).

Elektroporasyondan 24 saat sonra hucreler floresan atagmanl inverted
mikroskopta gorunttlenmis (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan). GFP (+)
vektor tasiyan hlcre oranindan elde edilen transfeksiyon basarisina goére

transfeksiyon verimliligi 6lgtlmustur.

2.3.2. Kimyasal transfeksiyon

Kimyasal transfeksiyon icin Turbofect transfeksiyon ajani kullaniimistir (Cat No:
R0531, Thermo). NK92 hucreleri transfeksiyon éncesi pasajlanmis ve huicrelerin

logaritmik ¢cogalma evresinde olmalarina dikkat edilmigtir.
Kimyasal tarnsfeksiyon asamalari:

i.  Hucreler 6 kuyucuklu kiltiir kabina 1.10° hiicre/ml olacak sekilde ekilmis ve

logaritmik ¢cogalma evrelerine gelmeleri beklenmistir.

ii. 1ug GFP igeren vektor DNA'sI ve transfeksiyon ajani 400ul besi ortami ile

birlestirilerek oda i1sisinda 20 dakika inkube edilmigtir.

ii. Inkibasyondan sonra transfeksiyon ajani ve DNA'yi igeren karigim
hlcrelerin Uzerine dagitiimis ve 6 kuyucuklu kualtur kaplari standart kultur

kosullarinda inkube edilmigtir.

Transfeksiyon igleminden 24 saat sonra hucreler floresan atagmanli inverted
mikroskopta goruntilenmis (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan). GFP (+)
vektor tasiyan hidcre oranindan elde edilen transfeksiyon basarisina goére

transfeksiyon verimliligi 6lgiimustar.
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2.3.3. Nukleofeksiyon

Nukleofeksiyon islemi nukleofeksiyon cihazi ile yapilmistir (4D-Nucleofector,
Lonza, Switzerland). Nikleofeksiyon deneyleri Hacettepe Universitesi Kok Hiicre
Uygulama ve Arastirma Merkezinde gergeklestiriimistir. NUkleofeksiyondan 1-2
giin énce hiicreler 75cm?lik kiiltiir kaplarina pasajlanmis ve optimal biyiime
asamasina gelmeleri saglanmistir. Nukleofeksiyon igin Cell Line Optimization 4D-
Nucleofector™ X Kit kullaniimistir (Lonza, Switzerland, Cat. No: V4XC-9064).
Nukleofeksiyon deneylerinde kontrol olarak yesil floresan protein (GFP) iceren
vektor ile nukleofeksiyon yapilmigtir. Hucrelerin GFP proteinini alip ifade etme
durumu nukleofeksiyon basarisinin o6lguti olarak kullaniimistir. NuUkleofeksiyon

deney asamalari asagidaki gibidir.

i.  Hucreler santrifij edilip Uzerindeki besi ortami uzaklastiriimis ve 1X10°

hlcre sayilarak tuplere ayriimistir.

ii.  Hucreler tekrar santrifij edilerek supernatan uzaklastirildiktan sonra
hicrelerin Uzerine 16,4ul SE solisyonu, 3,6ul SE Supplement 1 ve 0,4ug
vektor DNA’s1 eklenmistir.

iii.  Ornekler 16 kuyucuklu transfeksiyon kaplarina her kuyucuga 20ul olacak

sekilde yuklenip ve kapak kapatilarak ntikleofeksiyon cihazina ytklenmistir.

iv.  NuUkleofeksiyon cihazinda CA137 programi secilmis ve nukleofeksiyon

islemi yapiimistir.

v.  Nukleofeksiyon islemi bittikten sonra her kuyucuga 80ul besi ortami eklemis

ve 10 dakika oda isisinda inkube edilmistir.

vi. Inkiibasyon sonrasi 96 kuyucuklu kiiltir kaplarina 50ul transfekte érnek

150uml besi ortami eklenmisgtir.

vii.  Nukleofeksiyon sonrasi hucreler 37°C, %95 hava ve %5 CO,; nemli

inkubatorde kultare edilmigtir.

Elde edilen GFP vektdr transfeksiyon basari sonuglarina gére hicrelerin pCR2.1
TOPO+PRF1 ekzon 2+ UBI-PURO vektoru ile transfeksiyonu igin nukleofeksiyon
yontemi kullaniimigtir. Nukleofeksiyondan 24 saat sonra antibiyotik segilimi igin

hdcrelere puromisin antibiyotigi uygulanmaya baglanmistir.
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Nukleofeksiyon sonrasi antibiyotik secilim siuresince ortamda bulunan olu
hlcrelerin uzaklastirilmasi amaciyla besi ortami puromisin igeren besi ortami ile
duzenli olarak degistiriimis ve inverted mikroskopta incelenmistir (Olympus 1X70
inverted mikroskop, Japan). Antibiyotik segcilimi sonucunda elde edilen klonlar

devam eden deneyler icin ¢ogaltilmis ve dondurularak saklanmistir.
2.4. Hiicrelerin Uyarilmasi ve Perforin ifadesinin Kontrolii
2.4.1. Hucrelerin uyarilmasi

Transfeksiyon sonrasindaki antibiyotik secilimi sonucu elde edilen hucrelerde
PRF1 gen aktivitesinin analizi amaciyla forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ve
lyonomisin  karisimi  ile uyariimistir. Uyarim amaciyla PMA  50ng/ml
/iyonomisin1ug/ml  konsantrasyonlarinda besi ortanima eklenerek 4 saat
inkibasyon yapilmigtir. Uyarim suresinin sonucunda oOrnekler santrifij edilmis
supernatan ELISA analizi igin saklanmistir. Hlcreler ise gergek zamanl polimeraz
zincir reaksiyonu (qPCR) analizi icin RNA izolasyonu yapilmasi RNA izolasyon
materyali olan (invitrogen, USA) Trizol igine alinmistir. Hazirlanan érneklerin listesi

Cizelge 2.1’de gosterilmistir.

Cizelge 2. 1. ELISA ve gPCR analizi i¢cin hazirlanan érneklerin listesi

PMA/iyonomisin
ile uyariimis
Transfeksiyon
yapilmis
PMA/Iyonomisin
ile uyariimamisg
PMA/lyonomisin
ile uyariimig
Transfeksiyon
yapilmamis
PMA/iyonomisin
ile uyariimamisg

Hucreler
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2.4.2. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR)

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu tarnsfekte olan NK92 hicrelerinde
PRF1 geninin ifadesinin kontroli amaciyla yapiimistir. qPCR analizi 3 asamada

gerceklestiriimistir. Bu asamalar;
A. RNA izolasyonu ve kalite kontroll
B. Reverse transkriptaz reaksiyonu
C. gPCR galigsmasi

A. RNA izolayon agamalari;

i. Trizol icindeki hicrelere 1ml trizol i¢in 0,2ml kloroform olacak sekilde kloroform
eklendi, ornekler calkalanarak 4°C’de 10.000RPM’'de 15 dakika santrif(jj
edilmistir

ii. Fazlarin karismamasina dikkat edilerek Ust faz dikkatlice toplanmis ve yeni bir
tupe alinmigtir. 1ml trizolli 6rnek/0,5ml izopropil alkol oraninda izopropil alkol
eklenmis. 10 dakika oda isisinda ve 10 dakika -80 de inkibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasinda 10 dakika 12.000RPM'de 4°C de satrifilij edilmistir.

iii. Supernatan dikkatli bir sekilde toplanmis ve tipe 0,5ml etanol eklenmigtir. Tup
calkalandiktan sonra 7.800RPM’de 4°C de 15 dakika santrifiij edilmistir.

iv. Supernatan dikkatli sekilde toplanmis ve dipteki RNA'nin kurumasi igin isiticili
blokta 10 dakika bekletilmistir. Steril distile su ile sulandirildiktan sonra RNA
konsantrasyonu olgulmustur (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).

B. Reverse transkriptaz reaksiyonu

RNA izolayon islemi tamamlandiktan sonra cDNA sentezi amaciyla Reverse
transkriptaz reaksiyonu gercgeklestirilmistir (Thermo, Revert AID RT reaxion Kit,

USA). Her bir érnekten 0,5ug RNA olacak sekilde reaksiyon hazirlanmigtir.

Mix A: mRNA ;0,5 ul
oligodT 10,5 pl
dH20 213 ul

Mix B: 5X Reaction Buffer : 4 ul
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10mM dNTP 2 ul
RT sl
Reverse transkriptaz reaksiyonu asamalari:

i.  Orneklerin RNA konsantrasyonlarina gore hesap yapildiktan sonra tiiplere
Mix A’yi olusturan elemanlar eklenmis ve 65°C de 5 dakika PCR cihazinda
bekletilmigtir.

ii. PCR cihazi sonrasi drnekler hizla buz Uzerine alinmis ve 5 dakika buzda

bekletilmistir.

ii.  Mix B drneklerin (izerine eklenmis ve 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 10 dakika
PCR cihazinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi érnekler buz lzerine

alinarak gPCR analizine baglanmistir.
C. gPCR galigmasi

gPCR analizinde oncelikle kontrol gen olan TBP(TATA binding protein) ile
deneyler yapiimig ve orneklerin kalitesi olgulmustur. Ayni zamanda PRF1 genini
hedefleyen iki farkl ¢ift primer tasarlanmis ve bu primer ciftlerinin de en iyi calisani
kontrol edilmistir. Her drnek 3 kez tekrar edilerek calisiimistir. Ornek segilimi

Cizelge 2.1’de listelendigi gibi yapilmigtir.

gPCR analizi icin Sybr Green JumpStart Taqg Ready Mix kiti kullaniimistir (Sigma,
S3443, USA).

2x Mix 5l
10mM Primer F :0,4 ul

10mM Primer R : 0,4 pl

25mM MqgCl, 1,2 ul
cDNA 1,5 i
Distile Su 1,5 ul

Ornekler Corbett gPCR analiz cihazi rotorlarina yiiklenerek analiz baslatilmigtir
(Corbett Rotorgene 6000 qPCR cihazi, USA).
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2.4.3. PCR analizi

Transfeksiyon sonucu puromisin direncine sahip mutant hlcrelerde PRF1 gen

susturma igleminin kontrolli amaciyla PRF1 geni ekzon 2’de hedefli insersiyon

bdlgesinde ekzon 2 ve puromisinin varligini géstermek igin PCR yapilmis ve bu
amacla F:CAGACCCCTCCCTAAACCTG ve R: ATGATTGAAGCTCAGAGAGAA

primerleri kullaniimigtir.

PCR protokolu:

Reaksiyon hacimleri
5X Buffer (1X) Sul Reaction Buffer IV (10X)(Thermo)
dNTP 0.5 ul Thermo
MgCl (25mM) 1.5ul Thermo
F primer (10pmol) 1ul
R primer (10pmol) 1ul
Taq DNA polimeraz 0.25ul 5U/ ul ,500U- Thermo
DNA (10-50ng/ul) 2ul
Su 9ul
Toplam 20ul
PCR cihazinda kullanilan program; 94°C 5 dakika
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 57°C 35 sn 34 déngi
Uzama 72°C 45sn
72°C 3 dakika
4°C %

Elde edilen ornekler %1’lik agaroz jelde 25 dakika 120 voltta yuratulmus ve

goruntulenmigstir. Jel goérintusu fotograflanmis ve uygun buyuklukte bandin varligi

kontrol edilmigtir.
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2.4.4. ELISA analizi

Perforin ELISA analizi igin galisma dncesi supernatanlar oda isisina ¢ikariimis ve
kullanilan ELISA kit uygulama yonergesine godre asagidaki asamalar
gerceklestiriimistir (Abcam, UK, Cat N0:ab46068). Her ornek 3 tekrar olarak
calisiimistir.

i. Bilinen miktarlarda perforin iceren standartlar hazirlanmistir.

i. Her standarttan ve 6rnekten 100ul kuyucuklara eklenmistir.

i. Kuyucuklarin {izeri kapatilarak oda isisinda (18-25°C) 1 saat inkiibe

i
edilmistir. inkiibasyon sonrasi 300ul yikama tamponu ile kuyular 2

kez yikanmigtir.

iv. 50ul Biyotinli anti-perforin eklendi ve 1 saat oda i1sisinda inklibe edilmis

ve ylkama islemi tekrarlanmistir.

<

. 100yl Streptavidin HRP solisyonu eklendi ve 30 dakika oda isisinda

inkUbe edilmis ve yikama islemi tekrarlanmigtir.

vi. 100yl Chromogen TMB substrati eklenerek 10-20 dakika karanhkta

inkiibe edilmistir.

vii. 100ul  durdurma  solUsyonu eklenerek 450nm’de absorbans
spektrofotometrik olarak ol¢iimustir (EZ Read 400 Microplate

reader, Biochrom).
2.5. Hucrelerin Mezensimal Kok Hiicrelerle Ko-Kulturi

Transfeksiyon sonucu secilen ve PRF1 ifadesinin baskilandigi gosterilen FHL2
hastalik modelli hucrelerin insan MKH’leri ile etkilegimini gostermek igin ko-kultur
sistemi kullanilmigtir. Ko-kaltir sistemi 6 kuyulu kualtir kaplarinda 0,4um porlu
transwell sistemleri kullaniimigtir (Sekil 2.5). Ko-kultirden 24 saat 6nce insan
MKH’leri 6 kuyucuklu kultar kaplarina ekilmistir. 24 saat sonrasinda segilen klonlar
transwell ko-kultur sistemine 1:1 ve 1:10 MKH:klonlar oraninda eklenmigtir. Besi
ortami olarak insan MKH besi ortami kullanilmig ve sitokin analizini etkiliememesi
icin IL-2 igcermeyen besi ortami secilmistir. Ko-kultirin 24 ve 72. saatlerinde

stipernatanlar toplanarak -80°C’de coklu sitokin analizi igin saklanmistir.

53



Transwell

0.4 um por
{ﬂﬂ NK92 hireleri
1mm

Sekil 2.5. Mezensimal kok hucre-NK92 hucresi ko-kultar sistemi sematik
gorunumu ve deneysel sistem gorunumu.

2.6. Coklu Sitokin Analizi

Ko-kultar sisteminde MKH’lerinin immun modulator etkisinin gésterilmesi amaciyla
coklu sitokin analizi yapilmistir. Coklu sitokin analizinde IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1 (MCAF),
MIP-1B8 ve TNF-a sitokinlerinin olgumu yapiimistir (Bio-Plex MAGPIX Multiplex
Reader). Bu analiz i¢in Bio-Plex pro human sitokin paneli kullaniimistir (Bio-Rad,
USA, Cat. No: #M5000031Y). Coku sitokin analizi ssematik goérinimu Sekil 2.6’da

Ozetlenmigtir.
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Hiicre kiiltira Supernatan toplanmasi
Manyetik
kureceikleri bagh
analiz antikorlan

Analiz edilecek
" ornekler

Deteksiyon %0 LyX_
antikoru i 2 Y

N\,

o —_ \ |\
Streptavidin-PE " .,

"Ly
2 L3y

=N

Luminex MAGPIX Reader

Sekil 2.6.Coklu sitokin analiz sistemi sematik gérinima

Kit uygulama asamalari asagidaki gibidir.

Standartlar ve oOrnekler calisma ©Oncesi oda sicakligina getirilerek

hazirlanmistir.

96 kuyucuklu kap 6nce tampon solusyonu ile islatildiktan sonra sitokin

kirecikleri yiklenmig ve 2 kez yikama yapilmistir.

Standartlar ve oOrnekler kuyucuklara yuklendikten sonra 30 dakika oda

sicakliginda karigtiricinin GUzerinde inkube edilmistir.

Antikorlar eklenerek 30 dakika daha inkibe edilmis ve Streptovidin PE
eklenerek 10 dakika daha inkiibasyona devam edilmistir.

inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama yapildiktan sonra kiirecikler tampon
solusyonu ile dilue edilmis ve Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader okuma

yapilmigtir.

Elde edilen veriler Bio-Plex MAGPIX Multiplex analiz programinda analiz edilerek

grafiklenmisgtir.
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2.7. istatistiksel Analizler

Deneysel galismalarin sonuglarindan elde edilen verilere istatiksel olarak hangi
testin kullanilacagina karar vermek amaciyla tanimlayci istatiksel yontemler
uygulanmigtir. Normal dagilan verilerde gruplar arasindaki farkliliklarin analizinde
Student T test kullaniimistir. Dagilimlari normal olmayan gruplarda analize Tukey
HSD analizi ile devam edilmis ve gruplar arasindaki farkhihdin anlamli olup

olmadidi incelenmigtir. P degeri 0,05’ten kiglkse farklilik anlamli kabul edilmistir.
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3. SONUGLAR ve TARTISMA

3.1. Hiicre kultura ¢aligmalari
3.1.1. Mezensimal kok hiicre kiltiria ¢caligmalari

Calismanin bu asamasi, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu LUT12/134-16 karar numarali etik kurul izni ¢cergevesinde
gerceklestiriimistir. Hlcrelerin izolasyon, karakterizasyon, farklilastirma asamalari
Hacettepe Universitesi Kok Hicre Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde
gerceklestiriimistir. Erken pasajlarda (pasaj 2 ve 3) dondurulan hicreler devam

eden calismalar icin laboratuvarimiza getirilmistir.

MKH’lerin karakterizasyonu icin Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Uygulama ve
Aragtirma Merkezi'nde rutin olarak uygulanan mezengimal kok hucre
karakterizasyon paneli akim sitometrisi ve farklilasma deneyleri ile yapiimistir.
Elde edilen sonucglarda izole edilen mezensimal kok hicrelerde CD44,CD29,
CD90, CD200, CD144,CD73,CD146, 166, CD106 ve NGFR yuzey belirteclerinin
pozitif, HLA-ABC belirecinin dusuk pozitif, oldugu gorulmustir. Ancak CD34,
CD45, CD133, CD14 ve HLA-DR yluzey belirteclerinin ise negatif oldugu
gosterilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3.). Ayni zamanda mezensimal kok
hacreleri 2 farkli hicre tipine farkllasma kapasitesinin 6l¢lilimesi amaciyla
osteoblast ve adiposit yonunde farklilagsmasi incelenmigtir. Adiposit ve osteoblast
yonunde farklilagsmalari Oil Red O ve Alizarin Red boyalari ile gdsterilmistir (Sekil
3.4). ISCT tarafindan belirlenen mezensimal kok hiicre olma kriterleri kapsaminda
incelendiginde izole edilen kok hucrelerin karakterizayonlarinin mezengimal kok

hlcre karakteriasyonu igin yeterli oldugu gorulmastir [106, 113].
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Sekil 3.1.Mezengimal kok hiicre karakterizasyonu flow sitometri paneli 1; CD106,
CD146, CD133, CD144,CD34, CD20, CD105, CD45 yiizey belirteclerinin analizleridir.
CD106, CD146, CD205, CD200 pozitif iken CD133, CD45, CD144 ve CD34 negatiftir.
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Sekil 3.2. Mezensimal kok hucre karakterizasyon flow sitometri paneli 2;
CD73,CD14, HLA-DR, HLA-ABC, NGFR,CD140b, CD31; CD73, HLA-ABC (dlisiik pozitif),
CD140b ve NGFR pozitif iken CD14, CD31ve HLA-DR negaftir.
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Sekil 3.3. Mezengimal kdk hicre karakterizasyon flow sitometri paneli 3; CD44,
CD29, CD90 ve CD166; biitiin ylizey belirtegleri pozitiftir.
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Sekil 3.4. Mezengimal kok hucre adiposit ve osteoblast yonunde farklilagsma
potansiyelinin gosterilmesi. A. Mezensimal kok hdcre 21. gun 1sik mikroskobu
gOrintisu (200X), B. Adipojenik farklilagsma 21. gin Oil Red O boyama (200X), C.
Osteojenik farklilagma 21. gun Alizarin Red boyama (200X).

3.1.2. NK92 hiicrelerinin kiltira

NK92 hiicreleri IL-2 bagimli siispanse kiiltir hiicreleridir ve 3X10° hiicre/ml
yogunlugunda kultare edilmektedir. Hucrelerin kaltiri boyunca kiltar ortamindaki
IL-2 seviyesi sabit tutulmustur. Pasajlanan htcreler transfeksiyon deneyleri icin
hazirlanmis ve daha sonra gergeklestirilecek deneyler icin dondurulmugtur. NK92
hicreleri hicre agregatlar olusturarak ¢ogalan hudcrelerdir. Ortamda yeterli IL-2

oldugunda gogalarak daha buyuk hlcre agregatlari olusturmaktadirlar (Sekil 3.5).

!
‘ 5 &
[ ;
@ & 1
. 3 ¢
@L
KoM

100 pm

Sekil 3.5. Saglikli NK92 hicreleri a. Yogunlugu daha az hicreler ve kiguk hicre

agregatlari, b. Yogunlugu daha fazla hicreler ve blyuk hicre agregatlari.
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3.1.3. NK92 hiicrelerine antibiyotik dayaniklilik testinin yapilmasi

Hucrelerin puromisin antibiyotigine dayaniklihginin olgilmesi amaciyla antibiyotik
dayaniklilik testi yapilmistir ve puromisine dayanikllik kritik konsantrasyonu olarak
3pg/ml secilmigtir. Antibiyotik dayanikhlik testinde hucreler 1, 2, 3, 4 ve 5. gunlerde
goruntulenmigtir, 5. gun goruntileri 4. gun goruntileri ile gok benzer oldugundan
verilmemistir (Sekil 3.6). Hucreler inklibasyon stresi boyunca takip edilmis canh ve
Oli hicre orani mikroskobik olarak goéruntllenmistir. Kontrol grubunda ilerleyen
gunlerde hucrelerin sayisida artis oldugu goruntilenmis ve zamanla hicrelerin bir
araya gelerek hicre kumeleri olusturdugu tespit edilmistir. 1 pg/ml ve 2 pg/mi
puromisin igceren grupta hucre sayisinin azaldigi ancak 5 gunluk takipte saglikh
hicre mormfolojisinin dizenli oldugu goértlmuastir. 3 ug/ml puromisin iceren grupta
hicrelerde 48 saatten sonra Olumun arttigi ortamda saglikh hdcre sayisinin
oldukga az oldugu goézlenmistir. 4 pyg/ml grubu ve 5 ug/ml grubu hicrelerde 24
saatlik uygulama sonucunda butun hucrelerin oldugu goérulmustir. Puromisin
hicre kultirinde direngli kolonileri segmek icin kullanilan ¢ok yaygin bir antibiyotik
¢esididir. Direng genini igeren hdcreler yasarken direng geni olmayan hucrelerde
protein sentezini engelleyerek hucrelerin 6limune neden olur [177]. Hulcreler
Uzerinde puromisin etkisi protein sentezi asamalarinda ribozoma peptid
transferinin  engellenmesi ile olur. Bu sekilde prematir peptid zinciri
tamamlanamaz ve hucrelerin bolunmesi igin gerekli proteinler saglanamaz. Ayrica
puromisin hdcre kulturinde etkisini %99 gibi bir oranla 24 saat iginde
gOstermektedir [178]. Bu nedenle kritik konsantrasyon olarak segilen 3 pg/ml
konsatrasyonun, 24 saat sonrasinda devam ettigi ve saglikli hlicre sayisinin

kontrole gore az olmasindan segilim igin uygun oldugu goérulmustar.
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Kontrol

1ug/mi

2pg/ml

3pg/ml

4ug/ml

Sekil 3.6. NK92 hiicreleri antibiyotik direng testi goruntuleri, inkiibasyon stiresi ve

S5ug/ml

konsantrasyon degisikliklerine gére incelendiginde 3ug/ml kritik konsantrasyon olarak

secilmistir.
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3.2. Vektor Sistemlerinin Hazirlanmasi
3.2.1. Perforin genini hedefleyen CRIPR/Cas vektor sisteminin hazrilanmasi

Perforin genini hedefleyen CRISPR/Cas vektor sisteminin hazirlanmasinda
hedeflenen bolgeye 6zel olarak tasarlanan primerler kullaniimistir. Bu primerlerin
CRISPR/Cas vektorlerine ligasyonunda Cong ve arkadaslar tarafindan onerilen
yontemler izlenmigtir [171]. Elde edilen vektorlerin perforin geni ekzon 2'yi
hedefledigini goéstermek icin DNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen 5 farkh
vektorde dizi analizi sonucu CRISPR/Cas sistemine eklenen F:
CAGACCCCTCCCTAAACCTG primer dizi analizi verilerinde isaretlenmistir. Elde
edilen CRSPR/Cas sistemi vektorleri PRF1 ekzon2’yi hedeflemek icin uygundur
(Sekil 3.7).

pX330 PRF1-2a

pX335 PRF1-2b
10 70 80 90 100
s;lrs;;;:;::ls;:;;slr:sr5::1sGIGC;IGIIII;S;5:1;5;;;1;5:;;511‘;;;;1;;55:1‘;5

Sekil 3.7. PRF1 ekzon 2'yi hedefleyen CRISPR/Cas sistemi vektorleri DNA dizi
analizi sonuglari; elde edilen 5 farkli vektérde perforin genini hedeflemede kullanilan

primer isaretlenmistir.
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3.2.2. Perforin geni ekzon 2 ve puromisin direnci igceren vektor sisteminin

hazirlanmasi

PRF1 ekzon 2 ve puromisin direnci igeren vektor tasariminda oncelikle vektor
sistemine eklenecek olan PRF1 geni insan DNA’sindan PCR ile ¢ogaltiimistir.
PRF1 geni ¢ogdaltmak icin kullanilan primerlerin, ¢ogalttigi bolgenin baz uzunlugu
1396 bazdir. PCR sonrasi elde edilen drin agaroz jelde yuarGtalap

go6runtilendiginde edilen bant buyukliga 1396 baz ile uyumludur (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. PRF1 Ekzon 2 PCR Uranundn jelde yurutilmesi sonucu elde edilen
goruntisu. PRF1 ekzon 2 PCR fragmenti uzunlugu 1396 baz, 3 adet PCR (riini
ylklenmistir. (1KB ladder kullaniimigtir).

Agaroz jelde gorUntllenen ve buyukligu konrol edilen PRF1 ekzon 2 PCR
urinunun DNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen analiz sonucu kargilastiriimis ve

PRF1 geni ekzon 2 ile 6rtustigu gorterilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. PCR ile ¢ogaltilan PRF1 ekzon 2 dizi analizi sonuglari, ekzon 2'nin her iki

I

tarafindaki intronlar ve CRISP/Cas sistemi ile hedeflenen ekzon 2 bélgesi isaretlenmigtir.

PRF1 ekzon 2 PCR fragmentini iceren homolog rekombinasyon donér vektdrin
hazirlanmasi asamasinda pCR2.1 TOPO plazmidi kullaniimistir. Bu plazmide
PRF1 ekzon 2 eklenmis ve EcoRl ve Smal restriksiyon endonukleaz enzim
kesimleri sonucunda elde edilen bant buyudkliklerinin beklendigi gibi oldugu
gorulmustir (Sekil 3.10). PRF1 ekzon 2 vyi igeren pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2
vektori EcoRIl enzimi ile Kkesildiginde 2 adet fragment olusmakta bu
fragmentlerden kuglk olan, eklenen PRF1 ekzon2 bdlgesi olup 1396 bazdir, Smal
enzimi ile olusturlan vektori sadece bir noktadan keserek linearize etmektedir.
Elde edilen goérinti linearize edilmis bir DNA’nin jelde olusturdugu goruntu ile
uyusmaktadir. Jelde paralel olarak yurutulen enzim kesimi yapilmamis vektor
DNA’sinin goruntlusu ise dairesel bir DNA’nin jelde olusturdugu goranti ile

uyusmaktadir.
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Sekil 3.10. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon2 vektoru EcoRI ve Smal enzim kesimleri
sonucu elde edilen jel goruntusu, EcoRI enzimi ile elde edilen 2 bant ve Smal enzimi

ile elde edilen linearize olmus DNA jel gériintiisi (1KB ladder kullaniimigtir).

Puromisin direnci iceren vektérin hazirlanmasi amaciyla pCR2.1 TOPO plazmidi
kullaniimistir. Bu plazmide puromisin direng geni eklenirken genin her iki ucuna
Pmel kesim bolgeleri eklenmigtir. Enzim eklenmesindeki ama¢ daha sonra
hazirlanacak vektor icin puromisin direng¢ genini kor u¢ seklinde keserek pCR2.1
TOPO+PRF1 ekzon 2 vektériinde ekzon 2 kisminin ortasina yerlestirebilmektir.
Hazirlanan pCR2.1 TOPO +Ubi-Puro vektérii Pmel enzimi ile kesildikten sonra
jelde yurutilmus ve jelde gortlen 2 banttan blyuk olan plazmidi (4359 baz) kiguk

olan ise puromisin direng genini (2068baz) gostermektedir (Sekil 3.11).
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pCR2-UBI_PURO

Sekil 3.11. pCR2.1 TOPO+UBI-PURO plazmidi Pmel enzim kesim jel goriintiis,
olusan fragmentler pCR2.1 TOPO plazmidi (4359 baz) ve puromisin diren¢ geni
(2068baz) olarak goriilmektedir (1KB ladder kullaniimistir).

PRF1 ekzon 2 ve puromisin direncini igeren vektor sisteminin hazirlanmasinda
dncelikle; pCR2.1 TOPO+UBI-PURO vektdriinden UBI-PURO geni In-Fusion
klonlama igin 6zel olarak tasarlanmis primerlerle PCR ile ¢ogaltiimis ve jelde
yurUtulerek jelden izole edilmigtir. pPCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2 vektoru ile Smal
enzimi ile linearize edilmis ve jelde yurUtllerek jelden izole edilmistir. In-fusion
klonlama icin bu iki fragment birlestiriimistir. Elde edilen 7 farkh 6rnek EcoRI
enzimi ile kesilmis ve jelde yurutilmuastir. Jel goruntl analiz dildiginde bu
orneklerden sadece 3 tanesinde istenilen buyudklukteki 2 bandin (3400baz ve 3000
baz) oldugu goértulmastir (Sekil 3.12). Beklenilen bantlarin oldugu 6rnekler
secilerek DNA dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi sonucunda ekzon 2 ve puromisin
direncini iceren 2 vektor secilmistir ve bu yeni vektor pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon
2+UBI-PURO olarak isimlendirilmigtir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. pCR2.1 TOPO+PRF1 Ekzon 2+UBI-PURO plazmidi EcoRI enzim
kesimi jel goruntusl, EcoRI enzim kesimi sonucu elde edilmesi beklenen 3400baz ve

3000 bazlik iki band 2, 3 ve 5 nurali 6rnekte gérilmektedir.

pUBI-PURO

o |

pUBI-PURO Ekzon 2

1E =

Sekil 3.13. pCR2.1 TOPO+PRF1 Ekzon 2+UBI-PURO vektor sistemi DNA dizi
analizi sonuclari, sekilde 2 farkli dizi analizi sonucu elde edilen sonuglar gériilmektedir.
Dizi analizi sonucunda PRF1 ekzon 2’nin puromisin diren¢ geni ile birlestigi bblgeler
gosterilmigtir.
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3.3. Gen Transferi Caligmalari

NK92 hicrelerine 3 farkh yontemle gen transfeksiyonu yapilmistir. Sonugta

transfeksiyon verimliligi en ylksek yontem secilerek tez kapsaminda kullaniimistir.

3.3.1. Elektroporasyon

Elektroporasyon c¢alismalarinda farkh voltajlar (240V, 280V, 300V) ve farkh
tekrarlar (1 ve 2 tekrar) kullanilarak GFP iceren vektor transfekte edilmistir. Elde
edilen sonuglarda 280V ve tek seferlik elektroporasyon denemesinde diger
gruplara oranla daha fazla GFP pozitif hiicre goértlmustir. Ancak transfekte olan

hicre sayisinin duguk oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.14).
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faz GFP cakistinimisg

300V X1 280V X2 280V X1 240V X2 240V X1

300V X2

Sekil 3.14. NK92 hucrelerinin  GFP igceren vektorle elektroporasyonla
transfeksiyonu sonucu elde edilen floresan mikroskop ve 1sik mikroskobu
goruntuleri (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan); 280V elektriksel gligte tek
seferlik uygulama yapilan grupta diger gruplara gére daha fazla GFP pozitif hiicre

bulunmaktadir.
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3.3.2. Kimyasal transfeksiyon

Kimyasal transfeksiyon amaciyla yapilan denemelerde kimyasal transfeksiyon
ajani (Turbofect, Thermo) ile GFP iceren vektor DNA’s1 uygulanmistir. 24 saat
sonra elde edilen goéruntilerde GFP pozitif olan hicre sayisinin az oldugu

gorulmustar (Sekil 3.15).

-~

Sekil 3.15. NK92 hicrelerinin GFP iceren vektdrle kimyasal ajanla transfeksiyonu
sonucu elde edilen floresan mikroskop (a, c) ve 1sik mikrokop (b, d) goértntuleri
(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan), GFP pozitif hiicre sayisinin ¢ok dlisiik

oldugu gériilmektedir.

3.3.3. Nuikleofeksiyon

Nukleofeksiyon calismalarinda GFP igceren vektorle transfeksiyon yapilmis ve
transfeksiyon verimliligi 6lctlmusttr. Elde edilen sonuglara gére NK92 hiicrelerinin
transfeksiyon verimliliginin diger iki yonteme gore daha yuksek oldugu goruimustur
(Sekil 3.16). Bu nedenle hucrelerin transfeksiyonu ile ilgili devam eden deneysel

calismalar nukleofeksiyon yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.16. NK92 hicreleri GFP vektdrle nikleofeksiyondan 24 saat sonra elde
edilen goruntiler; floresan mikroskop (a, c¢) ve 1sik mikroskobu goéruntusu (b, d)
(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan); GFP pozitif hiicre sayisinin diger gruplara

gbre daha fazla oldugu gdésterilmistir.

NK92 hiicrelerinin pCR2.1 TOPO+PRF1 Ekzon2+UBI-PURO vektorii ve CRISPR
sistemi  icin  transfeksiyonunda nukleofeksiyon  yontemi  kullaniimigtir.
Nukleofeksiyon islemi sonucu laboratuvara getirilen hicreler 24 saat inklibe
edilmistir. 24 saat sonunda antibiyotik segilimi iglemi igin besi ortamina 3ug/ml
puromisin eklenmis ve devam eden kultur siresince hicreler puromisin iceren besi
ortaminda kullaniimistir. Ayni zamanda antibiyotik segilimine kontrol olarak saglikl
hicrelere de paralel olarak puromisin uygulanmistir. Antibiyotik uygulamasindan
24 saat sonra kultir ortaminda yodun miktarda olu hidcre goridimustir. Bu durum
transfekte  olmayan  hidcrelerde  puromisin  direncinin  olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Antibiyotik segilimine 2-4 hafta devam edilmistir. Bu slrecte
kontrol grubunda yasayan hucre kalmazken, transfekte olan ve puromisin direnci
tasimasi nedeniyle puromisinin etkisinden korunan hicreler goglmaya baslamistir

(Sekil 3.17). Denemeler sonucunda transfekte olan ve puromisinli ortamda
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¢ogalmaya devam eden 2 farkh klon segilmistir (Klon1 ve Klon2). Klonl ve Klon2
hicreleri arasindaki fark transfeksiyonda kullanilan CRISPR/Cas vektor sisteminin
PRF1 ekzon 2 de hedefledigi bdlgedeki farklihktan kaynaklanmaktadir.
Baslangicta ¢ok dusuk olan hlcre sayisi kultir devam ettigi surece artmigtir.
Devam eden deneysel calismalar c¢ogaltilan Klon1 ve Klon2 hucreleri ie

gergeklestiriimistir.
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Sekil 3.17. Puromisin antibiyotik secimi sonrasi devam edilen kultirde ¢ogalmaya
devam eden transfekte olmus hicrelerin 151k mikroskobu gérintileri; a-c; puromisin
antibiyotikli besi ortaminda 1. hafta hiicre gérinimleri, d-f; puromisin antibiyotikli besi
ortaminda 2. hafta hiicre gériiniimleri. a ve d; kontrol NK92 hlicreleri, b ve e; transfekte
NK92 hiicreleri (Klon1); ¢ vd f; transfekte NK92 hiicreleri (Klon2). Ok isareti puromisin

direncli saglikli hiicreleri gbstermektedir.

3.4. Hiicrelerin Uyariimasi ve Gen ifadesinin Kontrolii

Transfekte edilen ve antibiyotik secilimi sonucu ¢ogalmaya devam eden Klon1 ve
Klon2 hacrelerinde perforin geninin ifadesinin kontrolt icin oncelikle hucreler

uyariimig, sonrasinda ise qPCR, PCR ve ELISA analizleri gergeklestirilmistir.

3.4.1. Hiuicrelerin uyariimasi

Transfeksiyon deneyleri sonrasi antibiyotikli besi ortaminda canhlligini devam

ettiren Klon1 ve Klon2 hucrelerinde perforin ifadesinin kontroli amaciyla, hucreler
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PMA/lyonomisin ile uyariimistir.  NK hiicreleri PMA/lyonomisin ile 4 saat
uyariimistir. PMA/iyonomisin in vitro calismalarda NK hiicrelerini uyarmak ve
perforin salinimini goéruntllemek icin kullanilan en 6nemli ajanlardandir. Bu
nedenle uyari sonucu perforin ifadesini ve protein miktarini gosterebilmek igin bu

calismada kullaniimigtir [63].

3.4.2. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)

gPCR deneylerinde kontrol gen olarak TATA binding protein (TBP) ifadesi analiz
edilmistir. Kontrol TBP ifadesine gore perforin gen ifadesi degisimi relatif olarak
hesaplanmigtir. Transfekte olmamis ve olmus hicrelerde PMA/iyonomisin ile
uyariimis (U+)) ve uyarilmamig (U(-)) hulcreler analiz edilmigtir. Transfekste
olamamis NK92 hicrelerinde uyarilmis hucrelerde perforin ifadesi, uyariimamis
hicrelere gore yaklasik 22 kat artmistir. Bu durum uyarim sonucu hicrelerden
PRF1’in ifade oldugunu gostermektedir. Klon1 ve Klon2 de ise perforin ifadesinin
0,05-0,096 kat olacak kadar baskilandigi gosterilmistir (Sekil 3.18).

PRF1 gen ifadesi

2,00
6,00
8,00
4,00
2,00

1,00 al ———
0,50
0,25
0,13
0,06

0,03

=W

ifade farki (Kat degisim)

NK92-U(-) | NK92-U(+) | Klon1 U(-) | Klon1 U(+) | Klon2 U(-) | Klon2 U(+)
mSeril| 1,00 22,79 0,14 0,96 0,05 0,76

Sekil 3.18. Klon1 ve Klon2 hicrelerinde PRF1 ifadesinin qPCR ile analizi
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3.4.3. PCR analizi

Klonl ve Klon2 hicrelerinde PRF1 geni ekzon 2’de hedefli insersiyon bdlgesinde
ekzon 2 ve puromisinin varligini géstermek igcin PCR yapilan analizleri ekzon 2 ve
puromisinin insersiyon boélgesinde oldugunu gostermigtir. PRF1 ekzon 2 bolgesini
¢ogaltan primerlerden elde edilen Urin 1396 baz uzunlugundadir. Ekzon 2’ye
puromisin eklenmesi sonucu olusan PCR fragmentinin uzunlugu ise 3474 baz
uzunlugundadir. PCR analizleri sonucu elde edilen jel goérUntulerindeki bant
buayuklugu 3474 baz ile uyumludur (Sekil 3.19).

DNA (-) kontrol

© o
—
——

| e
)
- >
=+ u

Sekil 3.19. Klon1 ve Klon2 hucrelerinde PRF1 ekzon 2 'de puromisin direng
geninin varhiginin gosterilmesi, Klon2 ve Klon1 kuyucuklarinda 3400 baz ile uyumiu

bant bulunmaktadir.

3.4.4. ELISA analizi

Klon1 ve Klon2 hicrelerinde uyarim sonucu perforin salgilanmasinin
goruntilenmesi amaciyla yapilan ELISA analizi sonucunda perforin
salgilanmasinin baskilandigr gorulmuagtur. Perforin salinimi uyariimis hucrelerde

uyariimamis hicrelere goére daha ylksek oOl¢ulmustir. Klon1 uyariimis hucrelerle,
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NK92 uyariimis hucreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli faklilik bulunmaktadir
(p=0,000019). Ayni zamanda Klon2 ile saglikli NK92 uyarilmis hlcreler arasinda
da anlaml farklilik s6z knusudur (p=0,0000138). Bu sonuglar yapmis oldugumuz

transfeksiyonun basarili oldugunu gostermektedir.

Perforin miktari
1600
1400
=z 1200
£ 1000
S 800
(@)]
S 600
2 400
i mm
o ] 1
Klonl Klonl Klon2 Klon2 NK92 NK92
U(+) U(-) U(+) U(-) U(+) U(-)
|mSeri1| 307 210 250 153 1389 912

Sekil 3.20. Klon1 ve Klon2 hicrelerinde uyarim sonucu perforin salgilanmasinin
ELISA analizi ile olgulmesi, NK92 hiicrelerinden salinan perforin miktari Klonl ve

Klon2’ye oranla anlamli olarak daha yliksektir.

3.5. Hiuicrelerin Mezensimal Kok Hiicreleri ile Ko-Kulturi

Klon1 ve Klon2 hucrelerinin MKH’lerle ko-kultirl yapilarak supernatanlar ¢oklu
sitokin analizi i¢in saklanmistir. MKH’ler 6 kuyucuklu kaltur kaplarina ekilmis ve 24
saatlik inkibasyon sonrasi transwell sisteminde Klon1 ve Klon 2 hicreleri
transwelin Ust kismina eklenerek ko-kultire edilmistir. Kontrol olarak NK92
hacreleri ile ko-kultir yapilmistir. Ko-kdlttr sistemi kurulmadan once hacreler
gOruntilenmistir. Devam eden zamanda goéruntilenme transwell sistemindeki

porlu yapilar nedeniyle gergeklestirilememigtir.
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Sekil 3.21. Ko-kultar dncesi hicrelerin goérinimu; a; MKH, b; Klon1 hucreler, c;

Klon2 hucreleri.

Klon1, Klon2 ve NK92 hicreleri MKH’lerle farkl oranla kulttre edilmistir. Her hiicre
grubu icin MKH/NK hiicre orani 1:1 ve 1:10 olacak sekilde ko-kultlr sistemi
kurulmustur. Orneklem segilimi Cizelge 3.1'de 6zetlenmistir. 24 ve 72. saatlerde
ornekler toplanarak coklu sitokin analizi icin -80°C’de saklanmistir. Ayni zamanda
kontrol 6rnedi olarak ayni sayida MKH’lerin slUpernatanlari alinarak analiz

edilmistir.

Cizelge 3.1. Ko-kiltur sisteminde 6rneklerin dagihmi

Hiicreler Uyarnimis ( U(+)) Uyariimamis ( U(-))

Klon1 MKH/Klon1 MKH/Klon1 MKH/Klon1 | MKH/Klon1
11 1:10 1:1 1:10

Klon2 MKH/Klon2 | MKH/Klon2 | MKH/Klon2 | MKH/Klon2
11 1:10 1:1 1:10

NK92 MKH/NK92 MKH/NK92 MKH/NK92 | MKH/NK92
1:1 1:10 1:A1 1:10

3.6. Coklu Sitokin Analizi

Coklu sitokin analizinde ko-kultur sisteminden toplanan supernatanlarda IL-1p3, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFNy,
MCP-1 (MCAF), MIP-1B ve TNFa sitokinlerinin analizi yapilmistir. Elde edilen
sonuglarda IL-1B, IL-5, IL-7, IL-12, IL-13, IL-17 ve MCP-1 (MCAF) sitokinlerinin
olusturulan ko-kultir sisteminde olgulebilecek seviyeden daha dusik oldugu
gorulmastur. Bu nedenle bu sitokinlerle ilgili analiz yapiilmamistir. Diger yandan IL-
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2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFNy, MIP-1B ve TNFa sitokinleri ile
ilgili veriler elde edilmis ve analiz yapilmistir. Elde edilen veriler ortamda sadece
MKH, NK92, Klon1 ve Klon2 hcrelerinin bulundugu ko-kultlr sistemine aittir.
Ayrica verilerin cogu pikogram/ml olarak hesaplanan sonuglardir. Sadece IL-6 ve
IL-8 sitokin analizlerinde bu sitokinler MKH’lerin sUpernatanlarinda ol¢uldigu igin
sonuglar MKH’lerden elde edilen sonuglara normalize edilerek kat degisim olarak
verilmigtir.

IL-4 genel olarak bagisiklik sisteminin baskilanmasindan sorumlu bir sitokindir ve
ko-kultar sistemimizde MKH’ler tarafindan salgilanmaktadir [179]. Bu nedenle, ko-
kaltar sisteminde IL-4’Gn varh@l ko-kaltr sisteminin g¢alistigi animina gelmektedir.
Gruplar birbiri ile karsilastirildiinda Klon1 ve Klon2 arasinda anlamli bir fark

olmadigi gorulmustar (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. IL-4 sitokinin ko-kaltur sistemindeki miktarinin analizi

Klonlar kendi aralarinda degerlendirildiginde 1:1 (MKH:Klon1) ve 1:10
(MKH:Klon1) oraninda 24. saatte IL-4 oraninin daha ylksek oldugu saptanmigtir.
Bu da ortamda daha fazla sayida defektli/hasarli hiicre olmasi durumunda IL-4
miktarinin daha fazla olarak inflamasyonu baskiladigini goésterir. Klonl ve
Klon2'nin 24. saatlerinde bu etki gortlmektedir. Ayrica Klon1'de 72. saatte IL-4

miktarinin azaldigi goérilmektedir. Bu durum 24. saatte akut olarak immun sistemin
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baskilanmasindan sonra, 72. saatte IL-4 etkisine gerek kalmadigi ve IL-4
miktarinin didstigu anlamina gelmektedir. Klon2’de bu agidan bir farkhlik
gorulmemistir. Klonlar ve NK92 hucreleri birbirleri ile kargilastirildiginda ise saglikli
NK92 hucrelerinin bulundugu ko-kulturlerde IL-4 seviyesinin daha dusuk oldugu
gOrulmustir. Bu durum her klonun ayri ayri NK92 hucresi ile karsilastiriimasinda
da aynidir. Bu da ko-kulttr sistemindeki MKH’lerin ihtiyaca gore cevap verdigini
ve defektli hlcrelerin  bulundugu grupta daha fazla IL-4 salgiladigini
gOsermektedir. Ayni zamanda sadece MKH slpernatnindan elde edilen verilerde
IL-4 tespit edilmemesi, MKH’lerin IL-4’G NK92 hucreleri ile etkilesimi sonucu

salgilamasindan kaynaklandigi dagunulebilir.

IL-6 proinflamatuvar bir sitokindir ve inflamasyonu baslatir. T lenfositler, endotel
hicreleri makrofajlar ve MKH’ler tarafindan salgilanir [133, 180, 181]. Ko-kdlttr
sistemimizde IL-6 kaynagi MKH’lerdir. MKH’lerin IL-6 salgilamasi ayni zamanda
imman sistemi uyarici etkisinden kaynaklanmaktadir. IL-6 sitokin analizinde tim
gruplar birbiri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda belirgin bir farklilik
gorulmemistir (Sekil3.23).

IL-6

d
o
PN N

Sekil 3.23. IL-6 sitokinin ko-kultur sistemindeki miktarinin analizi. MKH’lerden elde

edilen slipernatanda da IL-6 6lgiimii yapildigindan sonuclar normalize edilerek verilmistir.

Klonlar kendi iginde karsilastiriidiginda 1:1 ve 1:10 MKH/Klon gruplari arasinda,

24, ve 72. saatler arasinda belirgin bir fark gérimemistir. Klonlar ve NK hucreleri
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karsilagtinldiginda ise yine belirgin bir farklilik tespit edilememistir. Ayrica MKH
supernataninda da IL-6 varligi tespit edildiginden bu durum MKH hucrelerinin
herhangi bir etkilesime girmeden de bu sitokini salgiladigini géstermektedir. Bu
nedenle gruplardaki IL-6 miktari MKH’lerden elde edilen sonuglara gére normalize

edilmistir.

IL-8, MKH’ler tarafindan salgilanan bir kemokindir [181]. Immin sitemi uyarici etki
yapar notrofillerin inflamasyon bdlgesine gelmesini saglar [70]. IL-8 sitokin
analizinde tum gruplar birbiri ile kargilastirildiginda 24 saatte belirgin bir artis
gOstermis, ancak 72. saatte dusis olmustur (Sekil3.24). Bunun nedeni, IL-8’in
erken ifade edilen komoatraktif bir molekil olmasidir. ik 24 saatte maksimum
uyari goOsterir ve seviyesi 48. saatte bazal seviyeye diser. Ayni zamanda IL-8
MKH’lerden elde edilen slUpernatanlarda da goértlmuastir. Bu nedenle diger
gruplardan elde edilen sonuglar MKH’lerden elde edilen sonuglara gére normalize

edilmigtir.

IL-8
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m24
72

Kat degisim
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Sekil 3.24. IL-8 sitokinin ko-kultir sistemindeki miktarinin analizi, MKH’lerden elde

edilen slipernatanda da IL-8 élglimli yapildigindan sonuglar normalize edilerek verilmistir.
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IL-10, NK hiicreleri ve MKH’ler tarafindan salgilanan sitokindir [70, 121]. immin
sistemi baskilayici ayni zamanda duzenliyici rol oynamaktadir. Gruplar birbiri ile
karsilastirildiginda Klon1 ve Klon arasinda belirgin bir fark gértilmemistir. Ancak
her iki klonun da hucre sayisinin yuksek oldugu grupta IL-10 seviyesinin yuksek
oldugu gorulmustar (Sekil 3.25) . MKH suUpernatanindan yapilan 6lgimde IL-10
gorilmemesi bu hicrelerin ancak NK hucreleri ile etkilesime girdiklerinde bu
sitokinleri salgiladiklarini gostermektedir. IL-4 gibi immln sistemi baskilayici bir
sitokin olan IL-10’'un ml'deki pikogram miktarinin yuksek olmasinin nedeni bu
sitokinin hem MKH’ler hem de NK hucreleri tarafindan salgilanmasindan

kaynaklanmaktadir. Ayrica IL-10 Uretimi IL-4 varli§i ile artmaktadir.
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Sekil 3.25. IL-10 sitokininin ko-kultir sistemindeki miktarinin analizi.

GM-CSF, genel olarak immuln sistemi uyarici rol oynar. Bu etki granilosit ve
makrofajlardan proinflamatuvar salinimini arttirmasi ile olur. GM-CSF hem
MKH’ler hem de NK hacreleri tarafindan salgilanir [70, 180]. MKH’ler kemik
iliginde hematopoietik kok hucreleri destekleyici gorev yapar; granulosit ve
makrofaj farklilasmasinda rol oynar. Ko-kultlr sistemimizde de Klonl ve Klon2
karsilagtinldiginda uyariimis hucre gruplarinda belirgin bir artis gorulmektedir.
Ayni zamanda 24. saatte daha duslUk olan GM-CSF miktari, 72. saatte artis
gOstermektedir (Sekil 3.26). Bu artis, hicre farklilagsmasi igin gerekli proteinlerin

sentezi igin gegen surenin uzun olmasi ile aciklanabilir. MKH sUpernatanindan
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elde edilen sonugta GM-CSF gorulmemesi bu hucrelerin NK hucreleri ile

etkilesime girdiklerinde bu sitokinleri salgiladiklarini gostermektedir.

GM-CSF

pikogram/ml

Sekil 3.26. GM-CSF sitokinin ko-kultur sistemindeki miktarinin analizi

G-CSF de GM-CSF gibi MKH’ler tarafindan salgilanan immun sistemi uyarici etkisi
olan bir sitokindir [121]. Uyarim durumunda hematopoietik grupta yer alan 6ncul
hicrelerden granulositlerin salgilanmasini uyarir. Ko-kultlr sisteminde de Klon1 ve
Klon2 karsilastirildiginda uyariilmis hicre gruplarinda daha ylksek miktarlarda
uretilmektedir. Ayni zamanda etkisini uzun sire devam ettirmekte ve 72. saatte de
miktarinda dusme olmadigi gorulmektedir. MKH supernatanindan elde edilen
sonugta G-CSF gorulmemesi bu hicrelerin NK hucreleri ile etkilesime girdiklerinde

bu sitokinleri salgiladiklarini géstermektedir (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. G-CSF sitokinin ko-kultir sistemindeki miktarinin analizi

IFNy, hem NK hucreleri hem de MKH’leri tarafindan salgilanan bir sitokindir [54,
182]. Immiin sistemi uyarici etki yapmaktadir. Ko-kiltiir sistemimizde de Klonl ve
Klon2 hdcrelerinin - uyarilmig gruplarinda miktarlarinda belirgin  bir artis
goOrulmektedir (Sekil 3.28). Ayni zamanda her iki klonda da MKH/Klon orani 1:10
olan hucrelerde IFNy miktarn daha yuksektir. Bu durum gen defektli ve saglikli NK
hicrelerinde benzerlik gostermektedir. Bu da ko-kultir sistemindeki IFNy’nin daha
cok NK hucrelerinden kaynaklandigini gostermektedir. Ayni zamanda klonlarda
salgilanan IFNy miktarinin ¢ok ylksek olmasi FHL2 modeli ile de ortismektedir.
MKH supernatanindan elde edilen sonugta IFNy gorilmemesi bu hucrelerin NK

hucreleri ile etkilesime girdiklerinde bu sitokinleri salgiladiklarini gostermektedir.
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Sekil 3.28. IFNy sitokinin ko-kultir sistemindeki miktarinin analizi

TNFa, hem NK hucrelerin hem de MKH’ler tarafindan salgilanan bir sitokindir [54,
70, 182]. immiin sistemi uyarici etki yapmaktadir. Ko-kiltiir sistemimizde de Klonl
ve Klon2 hdcrelerinin uyariimig gruplarinda miktarlarinda belirgin bir artis
goOrulmektedir. Ayni zamanda her iki klonda da MKH/Klon orani 1:10 olan
hicrelerde TNFa miktari daha yuksektir. Bu durum gen defektli ve saglikli NK
hicrelerinde benzerlik gostermektedir (Sekil 3.29). Bu sonuglar, ko-kaltur
sistemindeki TNFa’nin  daha c¢ok NK hacrelerinden  kaynaklandigini
gOstermektedir. Ayni zamanda klonlarda salgilanan TNFa miktarinin gok ylksek
olmasi FHL2 modeli ile de ortusmektedir. MKH supernatanindan elde edilen
sonucgta TNFa gortulmemesi bu hucrelerin NK hucreleri ile etkilesime girdiklerinde

bu sitokinleri salgiladiklarini gostermektedir.
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Sekil 3.29. TNFa sitokinin ko-kultlr sistemindeki miktarinin analizi

MIP-1B, MKH’ler, T lenfositler ve makrofajlar tarafindan salgilanan bir kemokindir

[70, 183]. Ko-kultir sistemimizde gruplar arasinda belirgin bir

gorulmemesi bu hucrelerin NK hucreleri ile etkilesime girdiklerinde bu sitokinleri

salgiladiklarini gostermektedir.
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Sekil 3.30. MIP-1 sitokinin ko-kultlr sistemindeki miktarinin analizi

farkhlik
gorulmemektedir (Sekil 3.30). MKH supernatanindan yapilan oOlgimde TNFa
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Ailevi hemofagositik sendrom (Familial hemofagositik lenfohistiyositoz, FHL), fazla
uyariimig ama etkin olmayan bir immun sistem ile karakterize edilen, tedavi
edilmezse o6limle sonlanan otozomal resesif gegisli bir imman fonksiyon
bozuklugu hastaligidir [8]. FHL hastalarinda semptomlarin en ylksek seviyede
gorulmeye bagsladigr zaman 1-6 aylik donemdir. Ancak diger gocukluk yaslarinda,
gencglikte ve hatta yetiskinlikte de ortaya cikabilir [12, 184]. FHL’nin sitolitik
proteinlerin  sekresyonu yolundaki mutasyonlar nedeniyle olusan 5 tipi
bulunmaktadir. Bu hastaliklar icinde en yaygin olan FHL2, perforin gen defekii
olan tiptir [10]. Perforin mutasyonunun FHL tipleri arasinda goértulme sikhgi
%30’dur [30]. FHL2, ulkemizde en yaygin goérilen FHL tipi olarak dikkat
cekmektedir. Dunya Uzerinde FHL sikhdi incelendiginde Japonya’da
0.342/100.000/yi1l ve Isveg'te 0.12/100.000/yil iken Tirkiye'de hastaneye yatan
hastalar arasinda 7.5/10000 gibi yuksek bir orandadir [11, 12, 185]. FHL2'deki
perforin gen hasari nedeniyle perforin sentezleyemeyen sitotoksik T lenfositler ve
NK hicreleri enfekte hicreyi yok edememekte, immin sistemin en ufak
uyariminda bile hiperinflamasyon gelismekte ve kontrol edilemeyen bir immuan
sistem aktivasyonu olusmaktadir. Bu durumda hastaneye bagvuran hastalara tani
ve tedavi amaciyla HLH 2004 protokoli uygulanmaktadir [21]. Tedavi amaciyla
yapilan uygulamalar inflamasyonun baskilanmasi ve devaminda uyarima neden
olan etkenin ortadan kaldiriimasidir. Kesin tedavi ancak uygun dondr bulunmasi
durumunda hematopoietik kdk hucre transplantasyonu ile s6z konusudur ancak
uygun donor bulunmadigi taktirde hasta ¢oklu organ yetmezligi sonucu kaybedilir
[2]. Hastalikla ilgili yapilan arastirmalar daha c¢ok hastaliktaki mutasyonlarin
tanimlanmasi ve hastalik slrecinde olusan klinik tablonun duzeltimesine
yoneliktir. Hastalikta olusan immun sistem dedgisikliklerini incelemeye yonelik
perforin gen hasarli hayvan modelleri gelistiriimistir. Ancak bu hayvan modelleri
her turli patojene karsi ¢ok hassas oldugundan deney sdreleri boyunca bu
hayvanlarin yasatilmalasinda zorluk c¢ekilmektedir [96, 186]. Bu nedenlerle,
yapillan tez calismasinda amag¢ oOncelikle FHL2 modelli bir in vitro sistem
olusturmak ve olusturulan model hucre hatti Uzerinde MKH’lerin immun modulator

etkisinin incelemesi amaglanmistir.
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Perforin, STL ve NK hucrelerinin viris enfekte hiucreler ve kanser hicrelerine karsi
immun cevap olusturmasinda kilit rol oynamaktadir. STL ve NK htcreleri enfekte
hicrelerle karsilastiklarinda sitoplazmik grantllerinde bulunan perforin proteinlerini
salgilar. Perforin proteinleri, yabanci hicre membraninda por olusturarak granuller
icinde bulunan granzimlerin hedef hucreyi oldirmesine aracilik eder [88]. Bu
bilgilerin 1s13inda bu tez g¢alismasinda perforin defektli FHL2 modeli olusturulmasi

icin NK hucreleri secilmistir ve bir insan NK htcre hatti olan NK92 kullaniimistir.

NK92 hicrelerinde PRF1 geni hedeflenerek mutasyon olusturulmaya caligiimistir.
Mutasyon olugturmak icin oncelikle PRF1 genini hedefleyen vektor sistemleri
olusturulmustur. Bu amacla, PRF1 ekzon 2’yi ve bir antibiyotik direncini puromisin
direnci) iceren donér vektor sistemi hazirlanmistir. Puromisin antibiyotigi, klonlama
calismalarinda transfekte klonlarin seciliminde yaygin olarak kullanilan segici bir
antibiyotik cesididir [187]. Puromisin antibiyotiginin, okaryot ve prokaryotlardaki
etki mekanizmasi protein sentezini ribozomdaki peptidil transferaza baglanarak
gOsterir [177]. Boylece protein sentezini engeller. Yiksek konsatrasyonlarda
puromisin, bulundugu ortamdaki butin protein sentezini engelleme 6zlelligine
sahiptir. Bu nedenle transfekte olan hucrelerin se¢iminde kullaniimak Uzere

puromisin antibiyotigi secilmistir.

PRF1 ekzon 2 ve puromisin direncini igeren vektorler hazirlandiktan sonra
restriksiyon endonukleazlarla kesilmigtir. Klonlama sistemlerinde restriksiyon
endonukleazlar istenilen vektorde istenilen bodlgeleri kesmek ve o bdlgelere gen
parcalari eklemek igin kullanilan en 6énemli araclardir. Calismamizda hazirlanan
vektor sistemlerinde PRF1 ekzon 2 ve puromisin diren¢c geni varligi enzim

kesimleri ve dizi analizleri ile kontrol edilmigtir.

NK hucrelerinde gen hedefleme c¢alismalari RNA kokenli sistemler ve lentiviral
kokenli sistemlerle yapiimaktadir [188, 189]. Calismamizda NK92 hicrelerinde
PRF1 geni ekzon 2yi hedeflemek igin sectigimiz CRISPR/Cas sistemi
kullaniimistir. CRISPR/Cas sistemi ilk defa 2013 yilinda dékaryot genomunda
modifikasyonlar olusturmak Uzere kullaniimaya baslamis ve gunumuizde gen
hedefleme igin one ¢ikan en yeni yontemlerden biridir [171, 173]. CRISPR/Cas

sistemi, bakterilerin kendilerini fajlara kargi korudugu bir savunma mekanizmasi
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olup, bir kez kargilastiklar patojen DNA’sini kendi DNA’larina ekleyerek bir sonraki
karsilasmada o patojen DNA’sini tanimaya ve yok etmeye yonelik bir sistemdir
[166]. Calismamizda genomda PRF1 ekzon 2’de cift zincir kirgi olusturacak
CRISPR/Cas vektor sistemi hazirlanmig ve PRF1 ekzon 2 hedef primerlerinin

varhigi DNA dizi analizi ile gosterilmigtir.

NK hucrelerinde transfeksiyon ¢alismalari elektroporasyon, kimyasal transfeksiyon
ve nukleofeksiyon ydntemleri ile yapilmaktadir [190-192]. Calismamizda her g
yontem de denenmis olup, trasfeksiyon verimliligi en ylksek olan nukleofeksiyon
yontemi ile calismaya devam edilmigtir. Elektroporasyon sisteminde uygulanan
diguk voltajlarin bile huacreler igin yuksek bir elektriksel alan yarattigi
dusundlmektedir. Kimyasal transfeksiyonda uygulanan ajanin ylksek oranda
toksik olmasi verimliligi disurmustir. Ancak nukleofeksiyon transfeksiyon
calismalari igin ginimuz kosullarinda uygulanan en guveniler ve verimliligi yuksek
bir sistem olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle nukleofeksiyon grubunda
uygulanan yoéntemin NK92'ye 6zgul olmasi ve uygulanan voltaj dederlerinin,
transfeksiyon solisyonlarinin  hlicre tipine gbére 06zel olarak secilmesi
nukleofeksiyonda daha ylksek basari elde edilmesini saglamistir. Ayni zaman
suspanse olan NK92 hucreleri kolay transfekte olan hucreler degildirler ve bu
hicresel evrimsel olarak gelisim asamalarinin sonuna kadar farkhlasmis,
Ozellesmis hucrelerdir. Bu nedenle bu hicrelerde olusturulmak istenen genetik
modifikasyonlara adaptasyon diger hicre tiplerine gore dusuktur. Ayrica suspanse
hicre kultur sisteminde her zaman belli bir yogunlukta bulunmalari gereken NK92

hdcrelerinde transfeksiyon sonrasi klon secgimleri de oldukga zor olmaktadir.

Calismamizda FHL2 modelli hucre hatti olusturmak icin segilen NK92 hucreleri,
hazirlanan CRISPR/cas sistemi ve PRF1 ekzon 2-puromisin direnci igceren vektor
sistemi  kullanilarak  nidkleofeksiyon  yontemi ile transfekte edilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra besi ortamina kritik miktarda (3ug/ml) puromisin

antibiyotigi eklenmis ve transfekte olmayan hucrelerin segilimi saglanmistir.

Antibiyotik secilimi sonucu ¢ogalan hicrelerde PRF1 geninde ekzon 2 bdlgesinde
hedeflenen bdlgeye puromisin direng geni eklenerek PRF1 geninde mutasyon

olusturulup olustruimadigr G¢ farkh ydéntemle test edilmistir. Bu yontemler;
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klonlardaki PRF1 geni ifadesi gqPCR yontemi ile olglilimus, klonlarin genomik
DNA’sindan PRF1 ekzon 2 PCR ile c¢ogaltilarak buyUkliglu kontrol edilmis ve

klonlardan perforin protein salinimi ELISA ydntemi ile dlgUimustar.

gPCR analizleri sonucu calisilan her Klon1 ve Klon2’de PRF1 gen ifadesinin
baskilandigi gorulmustar. Ayrica klonlarda goérilen dusuk miktardaki ifadenin
suspanse olan NK92 hucrelerini tek klon olarak segilmesindeki zorluklardan
kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda bu veriler donor vektor sisteminin genomda
farkli yere baglamasi sonucu puromisin direnci sahibi olan ancak PRF71’in
hedeflenemedigi hucrelerden kaynaklandigi dusunulmektedir. Ayrica NK92
hacreleri bir kanser hdcre hatti oldugundan dusik miktarda da olsa 3ug/ml
puromisine direngli hucreler ortamda kalmig olabilir. Bu tur sistemlerde ortaya
¢ikan bu klonlara pseudo klonlar denilmektedir. Ancak uyarilan NK92 hucreleri ve
konlar arasindaki ifade farkindaki buyukluk ve istatistiksel olarak anlamlihk PRF1

gen ifadesindeki baskilanmanin gerceklestigini gostermektedir.

PCR analizi sonucunda ise ¢oglatilan PRF1 ekzon 2 bdlgesinin puromisin direcini
icerdigi elde edilen PCR uriininin uzunlugundan goérilmektedir. Klon1 ve Klon2
hicrelerinden elde edilen PCR urtnlerinden elde edilen bantlarin buyukliga PRFA1
ekzon 2’ye puromisin eklenmesi sonucu beklenen buyuklUkle ortusmektedir.
Ancak gPCR verilerinde oldugu gibi PCR goruntistinde goérulen ve PRF1 ekzon
2’nin  buydkligu ile ortisen bandin  pseudo klonlardan kaynaklandigi

dusunulmektedir.

ELISA analizi ile uyariimig ve uyarilamamis klonlar ve NK92 hiicrelerinden salinan
perforin protein miktari o6lguldiginde klonlardan salinan perforin miktarinin
transfekte olmayan NK92 hucrelerine gore ¢ok dusuk oldugu gosterilmistir. gqPCR
ve PCR deneylerinde oldugu gibi dlgulen duslik miktardaki perforin miktarinin

pseudo klonlardan kaynaklandigi dusunulmektedir.

Elde edilen sonuc¢lardan CRISPR/Cas sistemi ile hedeflen PRF1 ekzon 2 genomik
bolgesinde bir mutasyon olusturuldugu ve buraya puromisin diren¢ geni eklendigi
gosterilmistir. Olusturulan Klon1 ve Klon2 hicreleri FHL2 modelli hiicre hatti olarak

cogaltimis ve MKH’lerle ko-kultir deneyleri i¢in dondurularak saklanmistir.
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CRISPR/Cas sistemi gunumizde gen susuturma ve gen aktive etme
calismalarinda en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu sistem kullanilarak
gen susturma islemi yapilan embriyonik kok hucrelerden hayvan modelleri
olusturulmaktadir [176, 193].

MKH’ler, gunumuzde birgcok klinik ¢alismada birbirinden farkli dokularin tedavisi
icin kullaniimaktadir. Bu genis kullanim alanit MKH’lerin birgok dokuya farklilasma
kapasitesi, immun sistem hucreleri tarafinda taninmamalari, doku reddine sebep
olmamalari ve nontoksik 6zellik gostermeleri gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir
[104]. Rejeneratif tedavi digsinda MKH’lerin bir diger kullanim alani ise immun
sistem Uzerindeki duzenleyici ve baskilayici etkilerinin kullanimasina yoneliktir
[123, 194, 195]. immiin sistem hiicreleri ile MKH'ler arasindaki etkilesim yapilan
ko-kultir sistemleri ile analiz edilmeye c¢alsiimistir. Bu ko-kultar sistemleri T
lenfositler-MKH, B lenfositler-MKH, NK hucresi-MKH, periferal kan mononukleer
hicreler-MKH seklinde olusturulmaktadir [134, 136, 137, 196]. Bu calismalarda
immadn sistem hdcreleri ve MKH’ler farkli oranlarda ve surelerde ko-kultire
edilerek gerek duzenleyici gerekse baskilayici etkiler gosteriimeye c¢alisiimigtir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglar MKH’lerin inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde kullaniimasina yonelik 6n verileri saglamig ve bugin MKH’lerin GvHD,
SLE ve Chron’s hastalhgl gibi inflamatuvar hastaliklarin tedavisine yoénelik
kullaniimasina onculik etmistir [123, 125, 126, 197]. FHL2 immun sistemin yogun
aktivitesinin gozlendigi otoimmun bir hastaliktir ve gcalismamizda olusturdugumuz
hicresel FHL2 modelinin MKH’lerle etkilesimi FHL2'de MKH’lerin kullaniimasi igin

onemli bir 6n veri olacaktir.

MKH’lerle FHL2 modelli hacrelerin ko-kultira iki farkh oranda NK92 hicresi
kullanilarak ve hucreler uyarilarak gergeklestirilmistir. Bu sekilde uyariimis ve
uyariimamis hucrelerin etkilesimleri arasindaki fark analiz edilmis, ayni zamanda
MKH/NK92 hucre oraninin etkisi incelenebilmistir. Ko-kultur sisteminden toplanan
orneklerle ¢oklu sitokin analizi yapilmigtir. Coklu sitokin analizinde IL-1p3, IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFNy, MCP-1
(MCAF), MIP-1B ve TNFa sitokinleri analiz edilmistir. IL-1p, IL-5, IL-7, IL-12, IL-13,
IL-17 ve MCP-1 (MCAF) sitokinlerinin ko-kultur sisteminde ¢ok dusik seviyede
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olmasi nedeniyle herhangi bir analiz gerceklestiriliememistir. Bunun nedeni bu

sitokinleri salgilayan hicrelerin ko-kultir sistemimizde bulunmamasidir.

IL-1B, IL-5, IL-12 ve IL-17 T hucrelerden, dendiritik hiicrelerden, fibroblastlardan,
epiteliyal ve endoteliyal hulcrelerden salgilanmaktadir. Bu nedenle ko-kultlr
sistemimizde Olgulmemistir [198, 199]. IL-7 ise fibroblastlar, stromal hucreler
tarafindan uretilen bir T hicre blUyume faktorudur. Hazirladigimiz ko-kaltir
sisteminde T hdcreleri bulunmadigindan o6lgcim yapilamamistir [200]. 1L-13
yardimci T hucreleri tarafindan salgilanan ve monosit makrofaj fonksiyonunu
etkileyen bir sitokin olmasindan dolayi analiz edilememistir [201]. MCP-1 ise
monosit kemotaktik proteindir, monositlerin gogu ve infalamasyon bdlgesine
yonelmesini dizenler ko-kultlr sisteminde monositler yer almamaktadir ve bu

nedenle bu molekulin tayini yapilamamistir [202].

Bu sitokinler disinda analizi yapilan IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, GM-CSF,
IFNy, MIP-1B VE TNFasitokinleridir. Bu sitokinlerin bir bolimud immun sistemi
uyarici etki yaparken bir kismi da baskilayici etkiye sahiptir. Analiz edilen sitokinler
immun sistemin farkli htcre tiplerinden salgilanmakla birlikte ko-kaltur
sistemimizde bu sitokinlerden NK hucreleri ve MKH’ler tarafindan salgilananlar yer
almaktadir. /n vivo sistemde, tim immin sistem hicrelerinin bulundugu bir
ortamda bu sitokinler diger hucreler tarafindan salgilanan sitokinlerden de
etkilenmektedir. Bu tez calismamizdaki amaclardan biri MKH’lerin salgiladiklari
sitokinler ile FHL2 modelli hicre hatti UGzerinde immin modulatér/ bakilayici

etkisini gostermektir.

Coklu sitokin analizi sonuglarina gére ¢alismamizdaki ko-kultar sisteminde IL-6, IL-
8, GM-CSF, G-CSF, IFNy, TNFa, ve MIP-13 immuUn sistemi uyarici, IL-4 ve IL-10

ise immun sistemi bakilayici 6zellikleri ile karsimiza ¢ikmaktadir.

Immdiin sistem uyaricisi olarak ko-kiltirde salgilanan ve analiz edilen G-CSF ve
GM-CSF sitokinlerini  ko-kultir sisteminde diger sitokinlerden ayri tutmak
gerekmektedir. Bu faktorler kemik iliginde MKH’lerden uyariimalari sonucu
salgilanmakta ve hematopoietik grupta yer alan granulosit ve makrofaj éncuili

hicreleri uyararak bu hucrelerin farklilagsmasinda rol oynamaktadirlar [203]. Ko-
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kaltur sisteminde klonlarin oldugu grupta daha fazla salgilanmasinin nedeni bu
hicrelerin MKH’leri daha fazla uyararak daha fazla sitokin salinmasina neden

olmalarindan kaynaklanmaktadir.

Immun sistemi uyarici rol oynayan IFNy ve TNFa dogal bagisiklikta salgilanan en
temel sitokinlerden olup NK hucreleri tarafindan salgilanmaktadir [54]. Ko-kualtur
sistemimizde bu sitokinlerin klonlar tarafindan daha fazla salgilandigi gérulmustur.
Literatirde MKH’ler tarafindan da bu sitokinlerinin salgilandigi belirtilmistir [204].
Ancak ko-kultir sistemi incelendiginde uyariimis klonlardaki yiksek salgilanma
kapasitesi bu sitokinlerin daha ¢ok klonlar tarafindan salgilandigini, devam eden
inkiibasyon suresinde gorulen dususun ise ko-kultur sisteminde saglanan immun

modulasyondan tarafindan gercgeklestirildigi distntlmektedir.

Coklu sitokin analizinde MKH’lerden elde edilen sipernatanlarda da dlgimu alinan
IL-6 ve IL-8 proinflamatuvar sitokinlerdendir [64, 204, 205]. Ko-kultur sisteminde
klonlardan elde edilen bu sitokin sonuglari MKH’lerden elde edilen sonuglara
normalize edilmigtir. CUnkU salgilanan miktarlarin besi ortaminda bulunan sitokin
miktar1 arasindaki farkin gorulmesi istenmistir. Ko-kultar sisteminde klonlardan
salgilanan bu sitokin seviyelerinin de 24. saatte ylksek iken 72. saatte dismesi
yine ko-kultir sistemimizde gergeklesen immin modullasyonu desteklemektedir.
Ayni zamanda MKH’ler tarafindan salgilanan PGE-2’nin IL-6 salgillanmasini

baskiladigi daha dnceki ¢alismalarda da gosterilmistir [131].

IL-4 ve IL-10 sitokinleri immun sistemi baskilayici/dizenleyici sitokinlerdir [179].
Ko-kultur sisteminde IL-4 MKH’ler tarafindan salgilanirken, IL-10 her iki hlcre
grubundan da salgilanmaktadir. Literatirde IL-4 varliginda makrofajlarin IL-10
salgilayan alt tipe farkhlastigr gosterilmistir [131]. Ko-kaltlr sistemimizde IL-4 ve
IL-10’'un immun sistemi baskilayici etkisi diger sitokinlerin ayni andaki analizini

saglayan ¢oklu sitokin analizi ile gosterilmistir.

Yapilan ve devam etmekte olan klinik ¢alismalarda MKH’lerin immun sistemi
baskilayici 6zelligi GVHD, SLE ve kronik allograft nefropati gibi hastaliklarda
gOsterilmeye calisiimistir [122, 133]. FHL2 hastaliginda MKH’lerin kullaniimasina
yonelik yapilan tek calisma ise bir vaka sunumu olup, 23 yasindaki bir FHL2
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hastasina saglikli MKH’lerin uygulanmasi seklindedir [206]. Bu ¢alismada hastada
baskilayici immun hiicre sayisinda artis oldugu gdsterilmistir. Ancak tek hastadan
elde edilen bu verilerin kesinlik kazanabilmesi ve etkilerin net olarak goértlebilmesi
icin yeni ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. FHL2 modelli yapilan g¢alismalarin
¢ogu hayvan modelli galismalardir ve insan inflamatuvar cevap ile hayvan
infalamatuvar cevap arasindaki farklar giderek dikkat cekmeye baglamistir [40]. Bu
kapsamda c¢alismamizda insan NK hucreleri ile olugturulan FHL2 modelli hucre
hattinin insan MKH’lerle ko-kultire edilmesi FHL2 arastirmalari i¢in bliyuk 6nem

tasimaktadir.

Gunumuzde gergeklestirilen Kklinik c¢alismalarda oOzellikle GvHD hastalrinda
MKH’lerin immuan sistemi dizenleyici etkisi ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir
[207]. Ayrica Introna ve arkadaslari tarafindan 2014 yilinda yapilan ve 40
yetigkin/cocuk GvHD hastasini iceren galismada MKH’lerin guvenli olarak tedavide
kullanilabilecedi belirtiimistir  [208]. Ayni zamanda GvHD ve FHL2 gibi
hastaliklarda kullanilan immun sistem baskilayici ajanlarin bir kismi agir yan
etkilere sahiptir. Ancak calismalardan elde edilen verilerden MKH’ler uygulanan
hastalarda bu kadar yodun ve toksik bir yan etkiden s6z edilmemektedir. Bunun
nedeni ise MKH’lerin sahip oldugu duasik MHC-II ylzey belirteclerinden
kaynaklamaktadir. Bu nedenle hali hazirda GvHD calismalarinda tedavi amaclh
kullanilan MKH’lerin FHL2 tedavisi i¢in de kullanilabilmesi igin ¢alismamiz gerekli

on verileri saglamasi agisindan 6nemlidir.

Ayni zamanda immun sistemi taklit etmeyi hedefleyen g¢alismamizda elde edilen
oncul sonuglar, diger immun sistem hicrelerinin modele eklenmesi ile
zenginlesecek ve boylece tam bir immin sistem modeli olusacaktir.
Calismamizdan elde edilen veriler Glkemizde dinyaya oranla sikhigi yuksek olan
bu hastalikla ilgili yapilacak ¢alismalar ve arastirmalar igin model bir sistem olarak
kullanilabilecektir. Ayrica uygun kosullar saglandiginda MKH’lerin FHL2
tedavisinde kullanilan HLH 2004 protokolune ek olarak kullanilmasinin hastalar
icin HKHT’na kadarki surecte bir tedavi alternatifi olabilecegi ve yanit alinamayan
hastalarda tedaviyi 6nemli bir katki saglayacagi dusunulmektedir.
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