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ÖZET 

 

MEZENKİMAL KÖK HÜCRELERİN İMMÜN MODÜLATÖR ETKİSİNİN 

HEMOFAGOSİTİK SENDROM KLİNİK UYGULAMALARINA TEMEL 

OLUŞTURMAK ÜZERE in vitro MODELDE İNCELENMESİ 

 

HANDAN SEVİM 

Doktora, Biyoloji Bölümü 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. ÖZER AYLİN GÜRPINAR 

Eylül 2015, 112 sayfa 

 

Hemofagositik sendrom (hemofagositik lenfohistiyositoz, HLH), sitotoksik T 

lenfositlerin ve makrofajların aşırı aktivasyonu sonucu gelişen ve aşırı uyarılmış bir 

immün sistemin oluştuğu, tedavi edilmezse ölümcül olan bir immün yetmezlik 

hastalığıdır. Primer (ailevi) HLH (FHL)’nin bir tipi olan FHL2, perforin gen hasarlı 

tiptir. Perforin, sitotoksik T lenfositler ve doğal öldürücü (NK) hücrelerinin immün 

cevabı sırasında, hedef hücre zarında porlar oluşturarak granzimin bu porlardan 

geçişine ve böylece enfekte hücrenin apoptozla ölümüne aracılık eder. FHL2 

hastalarında perforin genindeki mutasyon nedeniyle bu hastaların immün cevabı 

oluşmamakta ve sürekli uyarılan immün sistem nedeniyle yüksek oranda sitokin 

salgılanmaktadır. Hastalarda oluşan bu kontrol edilemeyen immün sistem uyarımı 

nedeniyle, aşırı aktivite gösteren NK hücreleri ve sitotoksik T hücreleri çoklu organ 

hasarlarına yol açmakta ve sistemik inflamasyona sebep olmaktadır. 

HLH tedavisinde öncelikli amaç; dekzametazon, siklosprosin A ve etoposidden 

oluşan uluslararası HLH-2004 protokolü uygulanarak immun sistemin 

baskılanmasıdır. Ancak FHL’de kesin tedavi hematopoietik kök hücre 

transplantasyonu (HKHT) ile mümkün olmaktadır. HKHT yapılmayan hastalar için 

bu hastalık öldürücüdür. Klasik tedavilerde 8. haftanın sonunda tam veya çok iyi 

yanıt alınamayan hastalarda HKHT kadar geçen sürede çaresiz kalınmaktadır. 
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Mezenşimal kök hücreler, düşük MHC-II ekspresyonları ve sentezledikleri 

sitokinler ile immün modülatör etkiye sahiptir. GvHD gibi çeşitli otoimmün 

hastalıklarda MKH’ler immün modülatör etkileri nedeniyle klinikte uygulanmaktadır. 

FHL2’de MKH’lerin immün modulatör olarak kullanılması ile ilgili literatürde 

yalnızca 23 yaşındaki bir hastaya yapılan uygulama ile ilgili bilgiler bulunmaktadır. 

Ancak bu gibi çalışmaların devamı için gerekli temel bilgiyi sağlayacak sistemler 

bulunmamaktadır. Bu nedenle, tez çalışmamızda perforin gen ifadesi baskılanmış 

bir insan NK hücre hattı oluşturarak FHL2 için in vitro model geliştirilmesi ve 

MKH’lerin bu model hücreler üzerindeki immünmodülatör etkisini incelenmesi 

hedeflenmiştir. 

Bu amaçla ticari olarak satılan NK hücre hattı olan NK92 hücre hattı seçilmiştir. Bu 

hücrelerde PRF1 gen ifadesinin baskılanması amacıyla DNA’daki PRF1 gen 

bölgesini hedefleyen CRISPR/Cas sistemi kullanılmıştır. Hazırlanan sistemle 

NK92 hücrelerinde perforin gen bölgesine puromisin direnç geni eklenmiştir.  

Transfeksiyon sonrası hücreler puromisin antibiyotiği ile seçilmiştir. Elde edilen 

klonlarda perforin geninin hedeflendiği qPCR, PCR ve ELISA yöntemleri ile analiz 

edilmiştir. Perforin geninin hedeflendiği PMA/İyonomisin ile uyarılmış klonlarda 

perforin ifadesinin baskılandığı qPCR analizi ile perforin salgılamadığı ELISA 

yöntemi ile gösterilmiştir. Elde edilen klonlar MKH’lerle ko-kültür edilmiş ve ko-

kültür sisteminden elde edilen süpernatanlara çoklu sitokin analizi yapılmıştır. 

Sitokin analizinde ortamdaki immünmodülatör sitokinlerin (IL-4 ve IL-10) miktarının 

arttığı, ancak sistemi uyarıcı sitokinlerin ise (IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF, IFNγ, 

TNFα) miktarının azaldığı görülmüştür. Bu sonuçlar MKH’lerin immün modülatör 

etkisini in vitro FHL2 modelli hücre hattında gösterdiğini desteklemektedir.  

Bu tez kapsamında, MKH’lerin immunmodülatör etkisi, insan kökenli MKH ve NK 

hücre hattı kullanılarak in vitro sistemde gösterilmiştir. Bu in vitro sistemden elde 

edilen sonuçların,  in vivo ve klinik uygulamalar için çok önemli bir basamak 

olduğu düşünülmektedir. Aynı zamanda günümüzde devam eden klinik 

çalışmalarda GvHD gibi immün sistem hastalıklarının tedavisinde MKH’lerin 

kullanıldığı görülmektedir. Bu nedenle MKH’lerin klinikte klasik tedavilerde çaresiz 

kalınan FHL2 hastalarında kemik iliği transplantasyonuna kadar geçen sürede 

destekleyici ve yan etkisi çok düşük bir tedavi olarak kullanılması önerilmektedir. 
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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 SEVİM 

Doctor of Philosophy, Department of Biology 

Supervisor: Assoc. Dr. ÖZER AYLİN GÜRPINAR 

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 



 

 

v 

 

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 II 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 

qPCR, 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, IFNγ, TNFα) levels were decreased. These data 

showed that MSCs have immune modulatory effect on in vitro FHL2 model cell 

line.  
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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. GİRİŞ VE GENEL BİLGİLER 

Ailevi Hemofagositik Sendrom (Familial Hemofagositik Lenfohistiyositoz, FHL), 

fazla uyarılmış ama etkin olmayan bir immün sistem ile karakterize edilen, tedavi 

edilmezse ölümle sonluçlanan otozomal resesif geçişli bir immün fonksiyon 

bozukluğu hastalığıdır. FHL’nin çeşitli gen defektlerinden kaynaklanan 5 tipi 

bulunmaktadır. Bu hastalıklar içinde en yaygın olan FHL2, perforin gen defekti 

olan tiptir. Perforin, immün sistemdeki sitotoksik T hücrelerin ve NK hücrelerinin 

görevlerini yerine getirmesinde kilit rol oynayan bir proteindir. Bu proteinde oluşan 

hasar nedeniyle hastalarda immün sistemin en ufak uyarımında bile 

hiperinflamasyon oluşmaktadır. Tedavi amacıyla yapılan uygulamalar 

inflamasyonun baskılanması ve devamında uyarıma neden olan etkenin ortadan 

kaldırılmasıdır. Kesin tedavi hematopoietik kök hücre transplantasyonudur. Ancak 

uygun donör bulunamadığı takdirde hasta çoklu organ yetmezliği sonucunda 

kaybedilir. FHL2’nin ülkemizdeki görülme sıklığı yapılan akraba evliliklerinin 

çokluğu nedeniyle diğer ülkelere oranla oldukça yüksektir. Yapılan deneysel 

çalışmalarda kullanılan hayvan modellerinin yaşatılmasındaki güçlükler ve 

hastalardan elde edilen hücre sayısının yetersizliği nedeniyle deneysel 

çalışmaların ve tekrarlarının gerçekleştirilmesi zorlaşmaktadır. Ayrıca inflamasyon 

cevabında hayvan modellerinden alınan verilerin insan inflamasyon cevabı ile tam 

olarak örtüşmemesi nedeniyle hayvan modellerinden elde edilen sonuçların 

kullanılabilirliği sınırlıdır. 

Tedavideki zorluklar, bu hastalığın iyileştirilmesinde yeni yaklaşımları gündeme 

getirmekte ve hücresel tedaviler de bu noktada karşımıza çıkmaktadır. 

Mezenşimal kök hücreler, göç edebilme özellikleri, hedef dokuda mikroçevreye 

bağlı olarak farklılaşabilme yetenekleri, immün sistemini baskılayıcı ve 

nonimmünojenik diğer bir deyişle immün sistemi düzenleyici özellikte olmaları 

nedeniyle hücresel tedavilerde dikkat çekici bir kaynak olarak olarak 

görülmektedir. Bu tez çalışmasında mezenşimal kök hücrelerin immün modülatör 

etkisinin hemofagositik sendromun tedavisine yönelik kullanılması için bir in vitro 

model oluşturularak bu modelin mezenşimal kök hücrelerle etkileşimi incelenmiştir. 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçların, in vivo modeller ve klinik uygulamalara ışık 

tutacağı düşünülmektedir.  
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1.1. Hemofagositik Sendrom (Hemofagositik lenfohistiyoz, HLH) 

Hemofagositik sendrom (hemofagositik lenfohistiyositoz, HLH) fazla uyarılmış ama 

etkin olmayan immün sistemin neden olduğu potansiyel olarak öldürücü bir 

hastalıktır [1]. HLH’de aşırı aktive olmuş immün sistemin bir sonucu olarak oluşan 

hipersitokinemi, organ hasarları ve ölüme neden olmaktadır [1, 2]. HLH’nin ilk kez 

tanımlanması 1952 yılında Farquhar ve Claireaux tarafından  “familial 

hemophagocytic reticulosis” adı ile organlarda histiyositlerin çoğaldığı ve kanda 

fagosistozun olduğu ender bir ailesel hastalık olarak tanımlanmıştır [3]. Hastalığın 

küçük yaşlarda öldürücü etkisi, hastalığın tanımının yapıldığı hastanın kardeşinde 

de aynı klinik tablonun görülmesi sonucunda gösterilmiştir [4]. Nelson ve 

arkadaşları 1961 yılında 3 hastada yaptıkları araştırmada, hastalığın ateş, anemi, 

lökopeni, trombositopeni ve hepatosplenomegalinin yanında menenjit ve ensefalit 

klinik bulgularına sebep olduğunu gösterilmiştir. Aynı çalışmada Nelson ve 

arkadaşları, hastalığın Lettrer-Siwe hastalığı ve Chédiak-Higashi Sendromu ile 

farklılıklarını göstermiştir [5]. 1963 yılında ilk kez ailesel eritrofagositik lefohistiyozis 

ve 1979 yılında ise sekonder HLH; virüs ilişkili hemofagostik sendrom olarak 

tanımlanmıştır [6, 7].  

1.1.1. HLH’nin Sınıflandırılması 

Günümüzde HLH, primer HLH ve sekonder HLH olmak üzere iki gruba ayrılır [8].  

Primer (genetik) HLH, otozomal resesif kalıtımla geçer ve bu hastalıkta etkin olan 

genlerin ilk olarak tanımlanması Paris’te bir araştırma grubu tarafından yapılmıştır 

[9].  İsveç’te yapılan geniş çaplı bir araştırmaya göre primer HLH insidansı, canlı 

doğan çocuklarda 0,12:100.000/yıl’dır [10, 11]. Ancak Türkiye’de yapılan akraba 

evlilikleri nedeniyle bu oran hastaneye yatırılan hastalarda 7,5:10.000 olarak 

kaydedilmiştir [12]. Sekonder HLH’nin nedenleri; otoimmün hastalıklar, 

enfeksiyonlar ve malignansilerdir. Ayrıca kalıtsal immünolojik hastalıklar ve 

metabolik bozukluklar gibi bazı hastalıklarda da HLH tablosu oluşabilir.  Sekonder 

HLH, ilk olarak Risdall ve arkadaşları tarafından viral enfeksiyon geçiren organ 

nakli yapılmış hastalarda tanımlanmıştır [7, 13]. Çizelge 1.1’de “HLH 

sınıflandırılması” hakkında bilgi verilmiştir. 
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Çizelge 1. 1. Hemofagositik sendrom sınıflandırılması [2, 14, 15]   

 Gen Kromozom 
lokasyonu 

Protein Fonksiyon 

Ailevi HLH (FHL) 
 

    

FHL1 Bilinmiyor 9q21.3-22 Bilinmiyor 
 

 

FHL2 PRF1 10q21-22 Perforin Por oluşturucu protein 
 

FHL3 UNC13D 17q25 Munc13-4 Sitoliktik veziküllerin 
membrana füzyonu 
 

FHL4 STX11 6q 24 Syntaxin-11 Sitolitik vezikül transferi ve 
membrana füzyonu 
 

FHL5 STXBP2 19p13.2-3 Munc 18-2 Syntaxin-11 ile etkileşerek 
vezikül transferi ve 
membrana füzyonu 

İmmün Yetmezlik 
Sendromları 
 

 
 

   

Chediak Higashi sendromu LYST 1q42.1-q42.2 LYST Vezikül olgunlaşması ve 
litik granüllerin fonksiyonu 
 

Griscelli sendromu tip II RAB27A 15q21 RAB27A Granül hareketi ve 
vezikülün memranla 
kenetlenmesi 
 

Hermansky-Pudlak 
sendromu tip II 

AP3B1 5q14.1  Vezikül oluşumu ve protein 
sınıflanması 
 

XLP 1 
(X- Bağımlı Lenfoproliferatif 
Sendrom 1) 

SH2D1A Xp25 SAP Lenfositlerde sinyal  iletimi 
ve sitolitik granüllerin 
immunolojik sinapsa iletimi 
 

XLP 2 
(X- Bağımlı Lenfoproliferatif 
Sendrom 2) 
 

BIRC4A Xp25 XIAP Apoptoz inhibisyonu 

ITK Sendromu ITK 5q33.3 ITK T hücre kinaz 
 

Sekonder HLH 
(HLH ile ilişkili diğer 
hastalıklar) 
 

 
                                        Örnekler 

Enfeksiyonlar Herpes virüsleri (EBV, CMV), HIV, Staphylococcus aureus, Brucella spp., 
Leishmania spp, Plasmodium falciparum, Histoplasma spp 
 

Makrofaj aktivasyon 
sendromu 

Still’s sendromu, Sistemik Lupus Erythematosus,  Kawasaki sendromu 
 

Malignansiler Periferal T hücre/ NK hücre lenfomaları, Hodgkin lenfoma, Akut lenfositik lösemi, 
Multiple miyolema, Akciğer kanseri, Prostat kanseri 
 

İmmünsüpresyon Organ transplantasyonları sonrası, Hematopoiteik kök hücre tarnsplantasyonu 
sonrası 
 

Metabolik hastalıkar Lizinürik protein intöleransı 

(HLH, Hemofagositik sendrom; FHL, ailevi hemofagositik sendrom; ITK, Interlökin2 indlenebilir T hücre kinaz; 

EBV, Epstein-Bar virus; CMV, Sitomegalovirüs; HIV, insan immün yetmezliği virüsü; NK hücre, Doğal öldürücü 

hücre) 
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Hemofagositik sendrom epidemiyolojik olarak bütün yaşlarda görülebilmektedir 

[11, 16]. Primer HLH daha çok erken çocukluk döneminde görülürken, sekonder 

HLH tüm yaş gruplarında ortaya çıkabilir [10, 17, 18]. Kadın ve erkeklerde görülme 

oranları arasında bir fark yoktur.  

1.1.2. HLH’nin Tanı ve Tedavi Yöntemleri 

HLH tiplerinde ortak olarak; ateş, bisitopeni, splenomegali, hipertrigliseridemi 

ve/veya hipofibrinojenemi, hiperferritinemi, kemik iliği, lenf bezi ve dalakta 

hemofagositoz, kanda yüksek serbest (çözünebilir) interlökin-2 reseptör (sCD25) 

düzeyi, düşük doğal öldürücü (NK) hücre aktivitesi, aynı zamanda artmış 

interferon-gamma, proinflamatuvar sitokinler olan interlökin-8, 12, 6, 10 ve 18 

seviyelerinde artış görülmektedir [9, 10, 12, 19]. Çizelge 1.2’de belirlenmiş 8 adet 

tanı kriterinden 5 tanesinin hastada görülmesi durumda HLH tanısı 

verilebilmektedir [2]. 

Çizelge 1. 2. HLH tanı kriterleri [2] 

HLH Tanı Kriterleri 

1. Ateş 

2. Splenomegali 

3. Periferal kanda en az iki tip hücre hattını etkileyen sitopeni ( Hemoglobin 

seviyesi <90g/L, Platelet sayısı <100x109/L, Nötrofil sayısı< 1x109/L) 

4. Hipertrigliseridemi ve/veya hipofibrinojenemi (Açlık trigliseridi ≥ 3mmol/L, 

Fibrinojen ≤ 1.5 g/L) 

5. Kemik iliği, dalak ya da lenf düğümlerinde hemofagositoz 

6. Az ya da hiç olmayan doğal öldürücü hücre aktivitesi 

7. Ferritin seviyesi ≥500µg/L 

8. Serbest (soluble) interlökin-2 reseptör (sCD25) düzeyi ≥2400 U/L 

HLH’de tedavi amacıyla yapılan uygulamalar incelendiğinde; acil olarak yapılması 

gereken ilk tedavi, hiperinflamasyonun baskılanması, ikinci olarak da hastalığı 

tetikleyen uyarının ortadan kaldırılmasıdır. Tedavi için oluşturulan ilk protokol 1991 

yılında önerilmiş ve daha sonra 1994 ve 2004 yıllarında tekrar düzenlenmiştir [20, 

21]. Günümüzde tedavide dekzametazon, siklosporin A ve etoposidden oluşan 

2004 yılında yayınlanan uluslararası HLH tedavi protokolü uygulanarak immün 

sistem baskılanır. Ancak primer HLH’de tam tedavi hematopoietik kök hücre 
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transplantasyonu (HKHT) ile mümkün olmaktadır [21, 22].  İlk başarılı HKHT, HLA 

uyumlu ikizler arasında yapılmıştır [23]. Ancak HKHT için uygun donör 

bulunamayan hastalar, immünsupresif tedaviler ile geçici iyileşme gösterseler de 

tam iyileşme sağlanamaz ve hasta kaybedilir [9, 10, 16, 22]. Son yıllarda gen 

tedavisine yönelik çalışmalar da devam etmektedir. Carmo ve arkadaşları 

tarafından yapılan çalışmada perforin geni hasarlı model fareden alınan 

hematopoitik öncül hücrelere lentiviral vektörler kullanılarak düzeltme yapılmıştır. 

Gen düzeltmesi yapılan hücreler, otolog olarak perforin geni hasarlı fareye 

verildiğinde in vivoda gen düzeltmenin %10-80 arasında etkili olduğu gösterilmiştir 

[24, 25]. Ancak konu ile ilgili olarak yapılan çalışmalar sınırlıdır ve klinik 

uygulamaların yapılabilmesi için çok daha fazla in vitro ve in vivo çalışmaya ihtiyaç 

vardır.  

1.2. Primer Hemofagositik Sendrom (Primer HLH) 

Primer hemofagositik sendrom (Primer HLH) iki alt gruba ayrılmaktadır: 

 Ailevi HLH (FHL)  

 İmmün yetmezlik sendromları  

Çizelge 1.1’de bu sınıflandırma, sorumlu olan proteinler ve bunlara ait genler 

detaylı olarak gösterilmiştir.  

FHL, otozomal resesif kalıtım gösteren bir hastalıktır. FHL’de sitotoksik T 

lenfositler ve NK92 hücreleri uyarıldıktan sonra perforin ve granzim içeren 

veziküller membrana doğru harekete geçer. Vezikülün membrana doğru 

hareketinde AP3B1, membrana kenetlenmesinde Rab27a görev alır. Mebrana 

füzyonda Munc13-4 görev alırken, Mubc18-2 ve Syntaxin11 sitotoksik vezikül 

trafiği ve ekzositozundan sorumludur.  Bu tipte bu güne kadar 5 farklı genetik 

hasar tanımlanmıştır: 

i. FHL1: Kromozomdaki yeri belirlenmesine rağmen henüz ilgili olan gen ve 

protein bulunamamıştır. 

ii.  FHL2: Perforin geni (PRF1) hasarlı FHL tipidir ve dünya çapındaki FHL 

hastalarının %20’sini oluşturur.  
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iii. FHL3: UNC13D geni hasarlıdır, bu gen ürünü olan Munc13-4 sitotoksik 

granüllerin füzyonundan sorumludur.  

iv. FHL4: STX11 geni hasarlıdır, bu gen ürünü sintaksin11 proteinin granül 

ekzositozundan sorumludur.  

v. FHL5: STXBP2 geni hasarlıdır, bu gen ürünü sintaksin bağlayıcı protein 2 

vezikül trafiğinden sorumludur  [8, 26].  

Bu tez çalışmasında da daha önce de ifade edildiği gibi Türkiye’de yüksek görülme 

oranına sahip olan “ailevi primer hemofagositik sendrom, ailevi HLH (FHL)’nin bir 

tipi olan FHL2” ayrıntılı olarak incelenmiştir. 

 

Şekil 1.1. FHL sınıflandırmasında veziküler trafikte oluşan bozulmanın etkilerinin 

şematik olarak gösterilmesi. ([26]’den yararlanılarak yeniden çizilmiştir). (CHS: Chediak 

Higashi sendromu, HPS II: Hermansky-Pudlak sendromu II, GS 2: Griscelli sendromu tip 

II) 

1.2.1. Ailevi Hemofagositik Sendrom 2 (FHL2) 

Ailevi hemofagositik sendromun perforin 1 (PRF1) gen hasarlı tipi olan FHL2’de 

perforin sentezleyemeyen sitotoksik T lenfositler ve doğal öldürücü (NK) hücreler, 
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enfekte hücreyi yok edememekte ve immün sistemin kontrol edilemeyen 

aktivasyonu söz konusu olmaktadır [27, 28].  

PRF1 genindeki hasar ilk olarak 1999 yılında bulunduğunda büyük bir etki 

yaratmış ve bütün FHL hastalarında bu gen hasarı taranmaya başlamıştır [29, 30]. 

Perforin gen hasarı etnik köken ve yaşanılan bölge dikkate alındığında dünya 

çapındaki FHL oranının yaklaşık olarak %13-58’ini oluşturmaktadır [30, 31]. Ayrıca 

bu oran ülkemizde %30, Japonya’da %40 ve Kuzey Amerika’da yaklaşık %50’dir 

[8, 32-34]. Genin her bölgesinde mutasyon olabilmektedir fakat bazı mutasyonlar 

bazı populasyonlara özgüdür. Afrika kökenli Amerikalılarda 50delTA perforin 

mutasyonu görülürken, Japonlarda 207delC ve 1090-1091delCT mutasyonları 

görülmekte, Türklerde Trp374X mutasyonu yüksek orandandır ve İtalyanlarda 

A91V sekans varyantı görülmektedir [8, 32-36]. Trizzino ve arkadaşları tarafından 

2007 yılında yapılan ve 124 hastadan oluşan ve Dünya Histiyosit Topluluğuna üye 

ülkelerden elde edilen örneklerde PRF1 mutasyonu incelendiğinde 63 farklı 

mutasyon tespit edilmiştir (Şekil 1.2) [31].  

 

 

Şekil 1.2. Perforin genindeki FHL2 mutasyonlarının ekzonlara göre dağılımının 

şematik gösterimi. MAC, EGF ve C2 perforin proteini alt birimlerini göstermektedir. 

Perforin geninde ekzon 1 ifade olmaz. Ekzon 2 ve 3 ifade olduğundan mutasyonların 

yerleşimi ekzon 2 ve 3 üzerinde gerçekleşir [31].  
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FHL2’de perforin yokluğu nedeniyle aktivite gösteremeyen CD8 (+) sitotoksik T 

lenfositler (STL) ve NK hücreler sürekli olarak aktif kalılar. Bu durum immün 

sistemin vücudu enfeksiyonlara karşı en önemli koruma sistemlerinden biri olan 

perforin-granzim yolunun aktivite gösterememesi ile sonuçlanır (Şekil 1.3) [1, 10, 

37, 38]. 

 

Şekil 1.3. Normal durumdaki sitotoksik T lenfosit cevabı (a), FHL2 durumunda 

sitotoksik T lenfositlerin cevabı (b). Normal durumda enfekte hücrenin tanınması 

sonucu CD8(+) sitotoksik T Lenfosit hücreleri çoğalır IFNγ salgılar. Perforin-granzim yolu 

ile enfekte hücre yok edilir ve bellek hücreleri oluşarak immün yanıt sağlanır, FHL2 

durumunda CD8(+)  sitotoksik T lenfositler aktive olmalarına ve çoğalmalarına rağmen 

enfekte hücre sitolize olmaz. Bu durumda sürekli artan aktif sitotoksik T lenfosit hücreleri 
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ve salgılanan sitokinler nedeniyle hücre infiltrasyonu ve doku hasarı oluşur ([39]’dan 

değiştirilerek çizilmiştir).  

Aktivite gösteremeyen STL ve NK hücrelerinin devamlı çoğalması kontrol 

edilemeyen ölümcül oranda antijen spesifik sitotoksik hücre oluşmasına neden 

olmaktadır [40]. Bu koşulda çoğalmaya devam eden T hücreleri yüksek miktarda 

interferon gama (IFN-γ) üreterek, kontrol edilemez makrofaj aktivasyonunu uyarır 

[41]. Artan hücre aktivitesi ve IFN-γ, yüksek oranda interlökin-12 (IL-12) ve IL-1,IL-

6, IL-10, IL-18, tümor nekroz faktör-α (TNF-α) salgılanmasına neden olur. Bu 

durum sitokin fırtınası olarak isimlendirilir [21, 41, 42]. IL-12 sitokininin fonksiyonu 

STL sayısını arttırmak ve native T hücrelerinin IFN-γ üreten hücrelere 

farklılaştırmaktır. IL-18 ise IL-12 ile sinerjetik olarak etki gösteren bir sitokindir [43, 

44]. TNF-α ve IL-1 ise nötrofil ve monositlerin efeksiyon bölgesine gelmesini ve bu 

hücrelerin enfeksiyon etkenini yok etmek için aktive olmasını sağlar. Aynı 

zamanda bu iki sitokin IL-6 ile birlikte yüksek ateş oluşmasına sebep olur [21, 41, 

45]. Böylece hastada HLH tanısında görülen klinik tablo oluşmaya başlar. Sitokin 

fırtınası sonucu oluşan hipersitokinemi ve salgılanan sitokinlerin ateş, sitopeni, 

splenomegali, hipertrigliseridemi, hipofibrinojenemi, hiperferritineminin yanında 

kemik iliği, lenf bezi ve dalakta hemofagositoz görülür [22]. Bütün bu nedenlerle 

FHL2, özellikle bir yaşın altındaki çocuklarda çok ağır semptomlara yol açar ve 

etkin tedavi yapılmazsa bu hastalar, kısa süre içinde kanama, sepsis, çoklu organ 

yetmezliği ve bir takım nörolojik bulgular nedeniyle kaybedilir [32, 46]. FHL2 

hastalarında immün cevabın oluşmamasında kilit molekül perforindir [10]. İmmun 

sistem ve perforin gen hasarı ilişkisinin iyi araştırılması ve hasarlı hücrelerde 

tedavi için uygulanacak yöntemlerin geriştirilmesi, FHL2 ile ilgili çalışmalarda önem 

kazanmaktadır.   

1.3. İmmün Sistem ve Perforin 

1.3.1. İmmün Sistemin Genel Özellikleri 

İmmün sistem, enfeksiyonlara karşı bağışıklığı ve korunmayı sağlayan hücre, doku 

ve moleküllerin tamamına verilen addır. Bu doku, organ ve moleküller ile vücudun 

kendisini koruma amacıyla gerçekleştirdiği reaksiyonların tümü ise, immün yanıt 

olarak tanımlanır. İmmün sistemin görevi tüm dokuları olası zararlı etkilere karşı 
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korumak olduğundan, immün sistemde oluşan herhangi bir hasar Hoshimoto 

hastalığı, romatid artrit gibi otoimmün hastalıklara, AIDS gibi inflamatuvar 

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

İmmün sistem klasik olarak, enfeksiyonlara karşı ilk yanıtı oluşturan doğal 

immünite ve enfeksiyonlara karşı özgül ve etkin savunma sağlayan kazanılmış 

immünite olarak sınıflandırılır [49]. 

1.3.2. Doğal immünite 

Doğal immünitenin görevi enfeksiyonlarla mücadelede güçlü bir biçimde 

mikroorganizmaları hedef almaktadır. Gram negatif bakteri membranında bulunan 

lipopolisakkarit gibi mikrobiyal kaynaklı moleküller doğal immün yanıtı hızla 

başlatırlar [49]. Vücudumuzdaki hücrelerde olmayan, ancak mikroorganizma ve 

virüslerde bulunan özelleşmiş yapılar, patojen ilişkili moleküler örgüler (PAMPs) 

adını alır ve doğal immün sistem hücrelerinin yabancı hücreleri tanımasında 

önemli rol oynar. Doğal immünite, hasara uğramış ve nekrozlaşmış hücreleri de 

hasar ilişkili moleküler örgüler (DAMPs) yoluyla tanır ve yok eder [50]. PAMPs ve 

DAMPs’ın doğal immün sistem hücreleri tarafından tanınması bu hücrelerin 

yüzeyindeki çeşitli reseptörlerin varlığı ile gerçekleşir. Bu reseptörler, hücre 

membranında, sitoplazmada, bazen de sitoplazmada bulunan endozomlarda yer 

alır. Doğal immün sistem hücrelerinde bulunan ve immün yanıtın oluşmasını 

sağlayan başlıca reseptörler Toll-benzeri reseptörler (TLRs), NOD-benzeri 

reseptörler (NLRs), RIG-benzeri reseptörler (RLR) olarak sıralanabilir [51].  

Doğal immün sistem elemanları, epitelyum tabakası (deri, sindirim, solunum 

sistemleri), fagositler (nötrofiller, monositler, makrofajlar), NK hücreleri, sitokinler 

(TNF, IL-1, IFNγ, IL-12, IL-10, IL-6, IL-15, IL-18 ve TGFβ) ve kompleman sistem 

proteinleri (C3-C9 proteinleri) olarak sınıflandırılabilir [52, 53]. Çalışmamızla 

yakından ilgili olduğundan NK hücreleri ve doğal immünitede önemli olan 

sitokinlerden detaylı olarak bahsedilecektir. 

1.3.2.1. NK hücreleri 

NK hücreleri, doğal immün sistemin virüs enfekte hücreleri ve tümör hücrelerini 

tanıyan efektör lenfositleri olarak tanımlanmaktadır ve dolaşımdaki lenfositlerin 
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%10-15’ini oluştururlar [54]. NK hücreleri, özel bir immünizasyon gerekmeksizin 

direkt olarak virüs enfekte hücreleri ve tümör hücrelerini yok edebilirler. Bu 

aktiviteleri STL’lere benzer ve hücre içi veziküllerinde bulunan proteinler (perforin-

granzim) aracılığı ile bu işlemi gerçekleştirirler [55]. NK hücrelerinin vücut 

hücrelerini tanımaması ve onlara zarar vermemesi major doku uyumluluk 

kompleksi I (MHC-I) tanıması ile olur. NK hücreleri bu tanımayı sahip oldukları özel 

inhibitör reseptörler (KIR, CD94 ve NKG2) yardımı ile yapar. Reseptörler vücut 

hücrelerine bağlandıkları zaman inhibitör etkilerini gösterir, NK hücresi de bu 

hücrelere etki etmez [56, 57]. Bu reseptörerin dışında NK hücreleri hücre 

membranlarında aktivitelerini etkileyen farklı reseptör tiplerine sahiptir (Şekil1.4) 

[58].  

 

Şekil 1.4. NK hücreleri yüzey reseptörleri [58] 

NK hücreleri aynı zamanda IFNγ sentezleyen ana hücrelerdir ve salgıladıkları bu 

sitokin ile T hücre cevabının oluşmasını ve dolaylı olarak da dendritik hücreleri 
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etkiler [59]. Bunun yanında NK hücreleri birçok proinflamatuvar ve 

immünbaskılayıcı sitokin, büyüme faktörleri ve kemokinler sentezler [58, 60].   

NK hücrelerinin bu yaygın etkileri nedeniyle çalışmamızda kullanılmak üzere bir 

insan NK hücre hattı olan NK92 (ATCC, CRL2407, USA)  hücreleri seçilmiştir. Bu 

hücrelerle yapılan deneysel çalışmalar, sitotoksisite özelliği ile tümör hücrelerini in 

vivo ve in vitro yok edebildiğini göstermektedir [61]. Bu özelikleri ile adaptif 

immünoterapi amacıyla osteosarkoma, yumuşak doku sarkomaları gibi çeşitli 

kanser türlerinin faz I ve faz II çalışmalarında kullanılmıştır [62]. Tümor hücreleri ve 

virüsle enfekte hücrelerle karşılaştırıldıklarında perforin-granzim yolunu kullanarak 

hücrelerin apoptoza girerek ölümlerine yol açarlar. NK hücrelerinin sitotoksik 

özelliklerinin yanı sıra, TNFα, IFNγ ve granülosit/makrofaj-koloni uyarıcı faktör 

(GM-CSF), IL-13 gibi sitokinleri salgıladıkları görülmektedir [60]. NK92 hücrelerinin 

bu sitokinleri ve hücre içi granüllerinde bulunan perforini salgılaması için 

uyarılmasında in vitro sistemlerde bir forbol ester türevi olan Forbol 12-miristat 13-

asetat (PMA) ve bakteriler tarafından üretilen bir iyonofor olan iyonomisin benzeri 

maddeler kullanılmaktadır [63].   

1.3.2.2. Doğal immün sistemin sitokinleri 

Mikroorganizma ya da virüsle enfekte olan hücrelerce uyarılmış doğal immün 

sistemin hücresel elemanları tarafından salgılanırlar [64]. Salgılanan sitokinler 

genellikle otokrin ve parakrin etkiye sahiptir ancak enfeksiyon durumunda çok 

fazla salgılandıklarından daha uzaktaki hücreleri de etkileyebilirler. Doğal 

immünitede etkin olan sitokinler TNFα, IL-1, IL-18, IL-12, IFNγ, IFNα, IFNβ, IL-10, 

IL-6, IL-15 ve TGFβ’dır [65].  

TNFα, aktive makrofajlar ve NK hücrelerince fazla olarak üretilen proinflamatuvar 

bir sitokindir. Primer fonksiyonu birçok proinflamatuvar proteinin (sitokinler, 

kemokinler, büyüme faktörleri gibi) üretimini arttırmak ve kazanılmış immün sistem 

hücreleri olan B ve T lenfositerin aktivasyonu ve çoğalmasını arttırmaktır. 

Termoregülasyon, lipid metabolizması, kan akımı ve koagulasyon gibi sistemik 

etkileri de vardır [66-69]. 

IL-1, doğal immün sistem hücreleri tarafından en çok salgılanan sitokindir. TNFα 

ile sinerjik etkiye sahip olup, proinflamatuvar proteinlerin (kemokinler ve adezyon 



 

 

13 

 

proteinleri) üretimini, B ve T lenfositerin aktivasyonu ve çoğalmasını aynı zamanda 

endotel hücresi ve makofaj aktivasyonunu arttırırlar [70]. 

IL18, NK hücreleri ve epitel hücreleri tarafından salgılanan bir IFNγ indükleme 

faktörüdür. NK hücreleri ve STL sitotoksisitesini aktive eder [71, 72]. 

IL-12, aktive makrofajlar ve dendiritik hücreler tarafından salgılanmaktadır. IFNγ ve 

IL-8 sentezini arttırır ve NK hücreleri ve STL hücrelerinde sitolitik etkinliği arttırır 

[73]. 

İnterferonlar, IFNα dendritik hücreler, IFNβ fibroblastalar, IFNγ ise NK ve T 

hücreleri tarafından sentezlenir. Etkileri dendritik hücrelerin ve makrofajların 

aktifleşmesi, immün sistem hücreleri üzerinde kemokinlerin etkisinin azaltılması ve 

tüm hücrelerde viral etkinin azaltılmasıdır. Aynı zamanda IFNα ve IFNβ 

antiinflamatuvar etkiye sahiptir [74, 75]. 

IL-10, makrofajlar, dendiritik hücreler ve T hücreleri tarafından sentezlenir. NK 

hücreleri ve makrofaj aktivasyonunun inhibisyonunu sağlar. Ayrıca IL-1, IL-6, IL-8 

ve IFNγ sentezinin inibisyonuna neden olur. İmmün tolerasın oluşmasına katkıda 

bulunur [76].  

IL-6, makrofajlar, endotel hücreler ve T hücreleri tarafından sentezlenir. Miyeloid 

hücre farklılaşması, B ve T hücrelerini etkileyerek kazanılmış immüniteye katkıda 

bulunur. Karaciğerde akut faz proteinlerinin sentezine etki ettiği için immün 

olmayan hücreler üzerinde de etkisi olan bir sitokindir [77, 78]. 

IL-15, makrofaj ve dendritik hücreler tarafından sentezlenir. Antijen sunucu 

hücrelerin aktivasyonunu sağlayarak NK hücreleri ve T hücrelerinin çoğalmasını 

sağlar [79]. 

TGFβ, plateletler, makrofajlar, endotel hücreleri, epitelyum hücreleri, lenfositler ve 

eozinofiller tarafından sentezlenir. T ve B lenfositler ile NK hücrelerinin 

çoğalmasını baskılar. Bu nedenle immün baskılayıcı etkisi önemli bir sitokindir 

[80].  

1.3.3. Kazanılmış immünite 

Vücudu enfeksiyonlara karşı korumada doğal immün sistemin yeterli olamadığı 

durumlarda kazanılmış immün sistem göreve başlar. Kazanılmış immünitede 
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enfeksiyon ajanına özgü hücrelerin (B ve T lenfositler) ve hücresel ürünlerin 

(antikorlar) oluşması söz konusudur [81]. Kazanılmış immün sistem hücresel ve 

hümoral immün sistem olarak iki sınıfa ayrılır ve her iki sınıfta farklı hücreler görev 

alır. Ayrıca bu immün yanıtta her antijene karşı özgüllük, yeniden karşılaşılan 

antijenlere karşı hafıza söz konusudur [82].  

Hümoral immünitede B lenfositler görev alır. Hümoral kelimesi hücresel olmayan 

anlamına gelmektedir. Kan ve dokuların hücresel olmayan bileşenleri ile 

gerçekleştirilen vücut savunması anlamındandır. Antikor üretimi B hücreleri 

tarafından gerçekleştirilir [92]. B hücre gelişimi başlangıçta aktivasyon, çoğalma ve 

farklılaşma basamaklarını içerir. B hücre aktivasyonu antijenle bağlanma ve T 

hücreler aracılığıyla gerçekleşir. Aktive olan B lenfositler olgunlaşarak antikor 

üreten B lefositlerini ve hafıza B lenfositlerini oluştururlar [93, 94]. Antikorlar 

hümoral immünitenin kilit elemanlarıdır. Antikorlar dört polipeptid zincirinden 

oluşur; birbirine eş iki ağır zincir ve iki hafif zincir içerir aynı zamanda her bir zincir 

değişken ve sabit bölgeler içerir [95]. Hümoral immünitede antikorlar hücre dışı 

enfeksiyon ajanlarına bağlanarak onları etkisiz hale getirir ya da kompleman 

sistemi veya fagositlere hedef göstererek vücut savunması sağlanır [96]. 

Hücresel immünitede T lenfositler görev alır. T lenfositlerin antijeni tanıması antijen 

sunucu hücrenin MHC sınıfı yüzey reseptörlerine bağlanması ile olur [83]. 

Hücresel immünitede görev alan T lenfositler; yardımcı T hücreleri; B lenfositlerin 

antikor üretmesine ve fagositlerin patojenleri yok etmesine yardım eder, STL; 

enfekte hücreleri yok eden hücreler, düzenleyici T hücreleri (Treg); immün yanıtı 

enleyen ve sınırlayan hücrelerdir [84, 85]. T lenfositin hücresel immünitede hedef 

hücre ile karşılaştığında öncelikle enfekte hücrenin tanınmasıdır. Daha sonraki 

aşamalar ise enfekte hücreye özgü T lenfositlerin çoğalması ve özgül klonların 

bellek hücrelerine dönüşmesi şeklindendir [86, 87].  Hücresel immünite elemanları 

tarafından salgılanan sitokinler ise IFNγ, TNFα, TGFβ, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, 

IL13, IL-17, IL-21ve IL-22 olarak sıralanmaktadır [88-91]. Sitotoksik T lenfositlerin, 

patojeni yok etmesi sırasında içinde perforinlerin de yer aldığı bir kimyasal süreç 

rol oynar. 
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1.3.3.1. Perforin 

Perforin, ilk olarak 1985 yılında tanımlanmış, kalsiyum bağımlı por oluşturucu 

sitolitik protein olarak karakterize edilmiştir [81, 82]. STL ve NK hücreler tarafından 

sentezlenen perforin, 534 aminoasitlik ve 67 kilodalton molekül ağırlığında por 

oluşturucu bir proteindir ve PRF1 geni tarafından kodlanır. PRF1 geni genomda 

10q22.1 lokalizasyonunda bulunur ve 3 ekzon içerir, birinci ekzon herhangi bir 

aminoasidi kodlamazken ikinci ve üçüncü ekzonlar protein sentezinden 

sorumludur [83].  

Perforin proteini üç ana bölümden oluşmaktadır. Membran atak kompleks perforin 

alt birimi (MACPF), epidermal büyüme faktörü benzeri altbirim (EGF), Ca+2 bağımlı 

membran bağlanma alt birimi (C2) (Şekil1.4) [84, 85]. MACPF alt birimi por 

oluşturmaktan sorumlu ana alt birimdir. MACPF aynı zamanda komplement 

sistemi elemamanları C6 ve C9 ile bakterilerde bulunan sitolizin yapısında da 

bulunan oldukça korunmuş bir alt birimdir [84]. C2 alt birimi ise Ca+2 varlığında 

perforin proteininin hedef membrana bağlanmasında önemli görev alır [86]. C2 alt 

birimi perforinin sadece pH>6.2 olduğunda hedef membrana bağlanmasını sağlar. 

Bu durum aynı zamanda hücrede vezikül içindeyken perforinin hücreye zarar 

vermesini engeller [87].  
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Şekil 1.5. Perforin proteni X-Ray kristal yapısı; MACPF alt birimi 

mavi/kırmızı/turuncu renkler, EGF alt birimi yeşil renk, C2 alt birimi sarı renkle 

temsil edilmektedir [85]. 

Perforin, STL ve NK hücrelerin, virüs enfekte hücreler ve kanser hücrelerine karşı 

immün yanıt oluşturmasında kilit rol oynamaktadır [88]. STL ve NK hücrelerinin 

düz endoplazmik retikulumunda sentezlenir ve N-Glikolizasyonla modifiye 

edildikten sonra veziküller içinde depolanır. Bu veziküller içinde perforinle birlikte 

granzimler bulunur [89]. Granzimler serin esterazlar grubu proteinlerden olup 

hedef hücrede DNA fragmentasyonunu başlatarak apoptotik hücre ölümüne 

aracılık ederler [90, 91]. Aynı zamanda çalışmalar perforin yokluğunda granzim 

işlevinin tam olarak gerçekleşmediğini göstermiştir [91]. STL ve NK hücreleri 

enfekte hücrelerle karşılaştıklarında granüllerinde bulunan perforin yabancı hücre 

membranında por oluşturarak granüller içinde bulunan granzimlerin hedef hücreyi 

öldürmesine aracılık eder  [9, 10, 85, 89, 92]. 
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1.3.3.2. Perforin Granzim Yolu 

STL ve NK hücreleri uyarıldıklarında ve hedef hücreyi tanımalarını sağlayan 

reseptörlere bağlandıklarında hedef hücre ile aralarında immünolojik bir sinaps 

oluşur. Oluşan bu sinaptik alana STL ve NK hücreleri içinde perforin ve granzim 

bulunan sitolitik veziküllerinin içeriğini aktarırlar [92, 93]. Sitotoksik hücre ile hedef 

hücre bağlantısı gerçekleştiğinde, sitotoksik hücredeki mikrotübül organizasyon 

merkezinden sitolitik veziküllerin dynein proteinleri yardımı ile presinaptik 

membrana doğru hareketi başlar [94]. Presinaptik membran ile birleşen vezikül 

içeriğini immünolojik sinapsa bırakır. Por oluşturma mekanizması henüz tam 

olarak aydınlatılmamış olsa da X-ışını kristal yapı analizlerinde immünolojik 

sinapsta Ca+2 varlığında perforin C2 alt birimi ile hedef membrana bağlanmaya 

başlar ve por oluşturur (Şekil 1.5) [84]. Oluşan porların büyüklükleri 7-16nm 

büyüklüğünde ve 19-24 alt üniteden oluşmaktadır. Bu büyüklükteki por çapı 

granzimin hedef hücre sitoplazmasına geçmesi için yeterlidir [93]. Özetle, 

Sitotoksik T lenfosit ve NK hücreleri hedef hücre ile karşılaştığında veziküllerindeki 

perforin ve granzim immünolojik boşluğa serbest bırakılır. Ortamda kalsiyum 

varlığında perforin hedef hücrede porlar oluşturur ve granzimin hücre içine 

girmesini sağlar. Hücre içine giren granzim apoptoz mekanizmalarını aktifleştirir. 

Hücre içine perforin aracılığı ile giren granzim hedef hücrede apoptoz 

mekanizmalarını başlatarak enfekte hücrenin yok edilmesini ve immün cevabın 

oluşması sağlanır [93]. 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6. Perforin por yapısının kriyo-elektron mikroskopi görüntüleri. Yüzeyden 

görüntü ve enine kesit. Enine kesitte yoğunluğa göre renklendirmde kırmızı görünen bölge 

en yoğun bölge. Çözünürlük 28.5 Å [84].  
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Şekil 1.7. Perforin granzim yolu etki mekanizması. [90, 93]’den yararlanılarak 

yeniden çizilmiştir. 

Perforin geni hasarlı fare modelleri ile genel olarak HLH çalışmaları ve özellikle 

FHL2 çalışmaları için deneysel bir model oluşturulmaya çalışılmıştır [95]. Bu 

hayvan modellerinde hayvanlar virüs ile enfekte edildiklerinde HLH klinik tablosunu 

oluşturmaktadır. Ancak bu hayvanların yaşatılmasındaki zorluklar ve araştırma 

süresince azalan örneklem sayısı, karşılaşılan en önemli sorundur [95-97]. Bütün 

bunların yanında bu modellerde görülen patojenlere karşı savunmasızlık, yüksek 

oranda B hücreli lenfoma oluşumu ve tümör metastazları uzun vadede bu 

çalışmaları olumsuz etkilemektedir [97, 98]. Bütün bunların yanında 2013 yılında 

yayınlanan geniş çaplı bir araştırmada, çeşitli inflamatuvar hastalıkların insanlarda 

ve bu hastalıkların fare modellerinde çalışıldığını, sonuçlar karşılaştırıldığında ise 

fare modellerinden alınan sonuçların insan inflamatuvar cevaplarıyla örtüşmediği 

gösterilmiştir  [99]. 
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1.4. Mezenşimal Kök Hücreler 

Kök hücreler, henüz farklılaşmamış hücreler olup kendi kendilerini yenileme 

yeteneğine sahiptir. Köken aldıkları dokulara farklılaşabildikleri gibi, bulundukları 

ortama ve aldıkları biyolojik uyarılara göre diğer dokulara da farklılaşabilirler [100, 

101]. 

Bütün hücre tiplerine farklılaşarak tek başına tüm organizmayı oluşturabilme 

yeteneğine sahip hücreye totipotent hücre denir. Ör: zigot. Zigot totipotent özellikte 

bir hücre olup, tüm organizmayı ve plasenta gibi embriyo dışı destek dokularını da 

oluşturabilme özelliğine sahiptir. Bütün hücre tiplerine farklılaşabilme yeteneğine 

sahip olmasına karşın tek başına tüm organizmayı oluşturamayan hücrelere 

pluripotent hücre denir. Ör: blastosistin iç hücre kitlesi. Blastosistin iç hücre kitlesi 

farklılaşarak plasenta gibi embriyo dışı destek dokuları dışında organizmadaki tüm 

diğer hücrelere farklılaşabilirler [102]. Organizmada doğal olarak bulunmayan 

ancak in vitro şartlarda uyarı sonucu meydana getirilen ve pluripotent özellik 

kazanan hücrelere indüklenmiş pluripotent kök hücre (Induced pluripotent stem 

cell) (IPS) denir [103]. Sadece birkaç tip hücreye farklılaşabilme yeteneğine sahip 

hücrelere multipotent hücre denir. Ör: yetişkin kök hücreler. Yetişkin kök hücreler 

tipik olarak yer aldıkları dokunun hücre tiplerini üretirler ve vücuttaki farklı dokuları 

tamir yeteneğine sahiptirler. Mezenşimal kök hücreler bu grup içinde yer alır [104]. 

Mezenşimal kök hücreler (MKH) ilk olarak 1970 yılında Friendenstein tarafından 

kemik iliğinden elde edilen, multipotent, klonal gelişim gösteren, spindle-shaped ve 

monolayer kültürde üreyen hücreler olarak tanımlanmıştır [105].  MKH’ler farklı 

birçok yetişkin dokudan elde edilebilen multipotent hücrelerdir. MKH izolasyonu 

için yetişkin dokulardan kemik iliği başta olmak üzere; yağ doku, plasenta, kord 

kanı, deri, dental pulpa, umbilikal kord wharton jeli, sinoviyal membran gibi birçok 

doku kullanılabilir [106-112].  

Literatürde isimlendirme konusunla farklı yaklaşımlar olmasına rağmen 

Uluslararası Hücresel Tedavi Topluluğu (ISCT) “multipotent mezenşimal kök 

hücreler” ya da “mezenşimal kök hücreler” isimlendirmelerini kullanmayı 

önermiştir. Aynı zamanda ISCT, 2006 yılında farklı kaynaklardan elde edilen 
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MKH’in karakterizasyonu için minimum kriterler önermiştir. Bu kriterler kısaca 3 

maddede özetlenebilir; 

i. Plastik yüzeye tutunabilme, 

ii. CD105, CD90 ve CD73 yüzey belirteçleri pozitifliği, CD45, CD34, CD14 

veya CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR yüzey belirteçleri negatifliği, 

iii. Osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklılaşma olarak belirtilmiştir [113]. 

MKH’ler kemik iliğindeki çekirdekli hücrelerin %0.001–0.01’ini oluşturmaktadır 

[114]. Bu oran az gibi görünmesine rağmen in vitro ortamda çok hızlı 

çoğalabilmeleri onların hücresel tedaviler için uygun bir kaynak olmasını 

sağlamaktadır. MKH’ler, kemik, yağ ve kıkırdak gibi mezodermal kökenli dokulara 

farklılaşabilmektedir [113, 114]. Aynı zamanda düz kas, iskelet kası, kalp kası, 

endoteliyal doku, nöron ve hepatosit gibi endodermik ve nöroektodermik dokulara 

da farklılaşabilirler (Şekil 1.8) [115-120]. Bu geniş farklılaşma kapasitesi, MKH’lerin 

homojen bir hücre populasyonu olmaması ve sahip oldukları çok geniş protein 

içeriğinin çok farklı gelişimsel yolları ve biyolojik aşamaları etkilemesinden 

kaynaklanır. Bu özellikleri mezenşimal kök hücreleri, hücresel tedavilerde iyi bir 

kaynak olarak öne çıkmaktadır.  
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Şekil 1.8. Mezenşimal kök hücrelerin farklılaşma potansiyeli 

1.4.1. Mezenşimal kök hücrelerin hücresel tedavilerde kullanılması 

Sağlıklı bir immün yanıtın oluşabilmesi için immün sistemin uyarılması ve gerekli 

durumlarda da baskılanabilmesi gereklidir [121]. MKH’ler salgıladıkları faktörler, 

göç edebilme özellikleri, göç ettikleri dokudaki yerleşme yetenekleri, immün 

sistemi baskılayıcı ve düzenleyici rolleri sayesinde klinikte birçok hastalığın tedavi 

edilmesinde umut vaadetmektedir. Ancak MKH’lerin klinik uygulamalarında 

kullanılabilmesi yeterli ve gerekli preklinik çalışmaların yapılmasına bağlıdır [122]. 

Bu anlamda MKH’ler ile yapılan preklinik çalışmalar iki ana başlık altında 

yoğunlaşmaktadır: 

 İn vitro çalışmalar 

 İn vivo çalışmalar 

İn vitro hücre kültürü çalışmaları ile MKH’in içinde bulundukları mikroçevrenin taklit 

edilmesiyle özellikleri hakkında bilgi edinilmektedir. Bunlar da genellikle ko-kültür 

çalışmaları şeklinde olmaktadır. İn vivo düzeyde ise farklı hayvan modelleri ile 

çalışmalar yapılmaktadır. Klinik uygulamalar ise vaka düzeyinde olmaktadır.  
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Bu uygulamalar, dünyanın farklı bölgelerindeki kliniklerde uygulanmış olup, 

http://cinicaltrials.gov adresinden paylaşılmaktadır. 2008 yılından günümüze kadar 

Avrupa, Amerika Birleşik Devletleri, Çin, Kore, Orta Doğu, Kanada, Hindistan, 

Afrika, Japonya ve Avusturalya’da gerçekleştirilen vaka çalışmaları bildirilmiştir 

[122]. Uygulamalar giderek artmaktadır. MKH’lerin moleküler düzeyde 

mekanizmalarının anlaşılmasıyla tedavi için kullanımları da daha güvenli ve yaygın 

hale gelecektir. 

MKH’in kullanım alanlarına baktığımız zaman temel olarak iki farklı kullanım şekli 

olduğunu söylememiz mümkündür:  

1. Rejeneratif amaçlı uygulamalar, 

 2. İmmün sistem hastalıklarında kullanılması. 

1.4.2. Mezenşimal kök hücrelerin immün sistem hastalıklarında kullanılması 

Mezenşimal kök hücrelerin immün sistem üzerindeki etkileri, düzenleyici ve çoğu 

kez de baskılayıcı olarak karşımıza çıkmaktadır [123]. Bu da MKH’lerin immün 

sistem hastalıklarının tedavisinde kullanımını gündeme getirmiştir. Bu noktada iki 

uygulama şeklinden bahsedebiliriz: 1. Otoimmun hastalıklar ve 2. Aşırı uyarılmış 

immun cevabın baskılanması [124].  

Graft-versus-host-disease (GvHD), kemik iliği ve hematopoietik kök hücre 

transplantasyonundan sonra karşılaşılan ciddi bir komplikasyondur. 

Transplantasyon sonrasında hastaların %40’ında ortaya çıkar ve ağır steroidler ile 

tedaviyi gerektirir. Son yıllarda GvHD fare modellerinde MKH’ler başarıyla 

uygulanmaktadır. Bu uygulamalarda, MKH infüzyonundan sonra çeşitli organlarda 

gelişen immün sistem hücrelerinin infiltrasyonunda belirgin bir şekilde düşüş 

gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar, MKH’lerin IFN seviyesini düşürerek immün 

sistemi baskılayıcı rol oynadığını göstermiştir. Tedavi edici etkisi de burada 

yatmaktadır [125]. 

Sistemik lupus eritematazus (SLE)’un fare modeli fonksiyonel ras geninin etkisiz 

hale getirilmesiyle oluşturulmuştur. Fare modelinde SLE’nin tedavi edici etkisi 

kanıtlanmıştır. Yapılan MKH uygulamasının serumdaki otoantikor miktarını 

düşürdüğü ve renal fonksiyonda düzelmeye sebep olarak aktif SLE 
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semptomlarında azalmayı sağladığını göstermiştir [126]. Multiple sklerozis (MS) 

hayvan modelinde de MKH’lerin etkileri çalışılmıştır. MKH’lerin sistemik olarak 

uygulanması ile immün sistem hücrelerinin miyelin kılıf üzerine infiltrasyonunda 

azalma görülmüştür, CD4+ T hücrelerinin ve IL-17’nin plazma seviyelerinde düşme 

meydana gelmiştir. MKH uygulamasının özellikle hastalığın patogenezinin en 

yüksek olduğu evrede etkili olduğu, stabil evrede çok belirgin bir etkinin meydana 

gelmediği görülmüştür [127]. Bu da MKH’lerin etkilerini göstermesinde ortamda 

bulunan uyarıcıların önemini göstermektedir. GVHD’da kemik iliği 

transplantasyonundan sonra MKH’ler başarı ile uygulanmaktadır. Benzer şekilde 

SLE ve Chron’s hastalığında otojenik ve allojenik MKH’ler inflamasyonu 

baskılayıcı, böbrek ve bağırsağı koruyucu etki yapar ve hasar oluşumunu azaltır. 

Hematopoietik kök hücre transplantasyonu sırasında, MKH uygulanması 

hematopoietik hücrelerin kemik iliğine adaptasyonuna imkan sağlar böylece 

transplantasyon süreci kolaylaşır ve hızlanır [124, 128].   

Preklinik çalışmalar ve klinik uygulamalar, MKH’lerin immün sistemi düzenleyici 

rolleri bakımından ümit vericidir. Ancak bu hücrelerin güvenle kullanılabilmesi için 

MKH’lerin immün sistem üzerindeki düzenleyici rollerinin çok daha iyi 

anlaşılabilmesi gerekmektedir. 

1.5. Mezenşimal Kök Hücrelerin İmmün Sistem Üzerindeki Etkileri   

Mezenşimal kök hücreler, doku iyileşmesi ve inflamasyon sürecinde de yer alırlar. 

Bu süreçteki etkilerini, kazanılmış immünite ve doğal immünite üzerinden 

gerçekleştirmektedirler [129]. Kazanılmış immünitede, MKH’lerin aşırı aktive olmuş 

T hücrelerinin proliferasyonunu baskıladığı ve bu baskılamanın Go/G1 evresinde 

hücrelerin tutuklanmasını sağlayarak olduğu bilinmektedir. MKH’ler aynı zamanda 

proinflamatuar sitokinlerin salgılanmasını da baskılayarak immün sistemi 

baskılayıcı rol oynamaktadır. Bu proinflamatuvar sitokinler, IFNγ, TNFα, IL-6 and 

IL-17’dir. Bununla birlikte anti-inflamatuar sitokinler olarak bilinen IL-4 ve IL-10 

düzeylerinin arttırıcı rol oynamaktadır. MKH’in B hücreleri üzerindeki etkileri hala 

tam olarak anlaşılamamış olsa da yapılan çalışmalar, B hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ettiğini göstermektedir [130]. 
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MKH’lerin ayrıca doğal immünite üzerinde de inhibe edici etkisi olduğu 

bilinmektedir. Bu etkisinin ise monositlerin olgunlaşmasını inhibe etmek ve 

hematopoietik kök hücrelerin dendritik hücrelere farklılaşmasını engellemek 

yoluyla olduğu düşünülmektedir. Aynı zamanda olgunlaşmış dendritik hücrelerin 

yüzeyindeki MHC-II, CD11c ve CD83 ifadesini baskıladıkları da bilinmektedir 

[131].  

MKH’ler, immün sistem üzerindeki etkilerini; 

 B hücreleri 

 T hücreleri 

 Düzenleyici T hücreleri (Treg) 

 NK hücreleri 

 Dendritik hücreler (DC) üzerinden gösterirler.  

Bu hücrelerin; 

 Olgunlaşmasını, farklılaşmasını ve aktivasyonunu 

 Proliferasyonunu 

 Sitokin ve kimokinleri salgılama fonksiyonunu 

 Sitotoksisitesini 

 Kemotaksik özelliğini ve dokuya yerleşimini 

 Hücre-hücre etkileşimini 

 Bazı moleküllerin sentezini etkiler, şeklinde sıralayabiliriz (Şekil 1.9). 
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Şekil 1.9. Mezenşimal kök hücrelerin immün sistem ile etkileşiminin şematik olarak 

gösterilmesi. (IDO; Indolamine 2,3-dioksigenaz, NO; nitrik oksit, sHLA-G;çözünebilir 

insan lökosit antijeni G, IFNγ; interferon gamma,  TGFβ; transforme edici büyüme faktörü 

beta, TNFα; transforme edici büyüme faktörü alfa, PGE2; prostaglandin E2, VEGF; 

vasküler endoteliyal büyüme faktörü, LIF; Lökemia inhibitörik faktör) 

MKH’ler, MHC-I yüzey antijenini çok düşük düzeyde ifade ederek, iyi bir 

immüntolerans gösteririler. Bu durum antijen sunucu hücrelerin de uyarılmasını 

zayıflatır. Diğer yandan MHC-II yüzey antijeni taşımazlar. İmmün sistemin 

uyarılmasını bu yolla en aza indirmiş olurlar [132]. Bu özellikleri MKH’lerin 

rejeneratif kullanımlarında önemlidir. Bu şekilde allojenik MKH 

transplantasyonunun yapılabilmesine olanak tanımaktadır. Ancak elbette 

günümüzde hedeflenen, zorunlu haller dışında doku yenilenmesi için MKH’lerin 

otolog olarak kullanılabilmesidir. 
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Diğer yandan MKH’ler, immün sistemi baskılayıcı özellik gösterirler. Burada 

etkilerini, genellikle immün sistem hücreleri ile doğrudan etkileşime girerek ve 

salgıladıkları faktörler sayesinde bu hücrelerin aktivitelerini değiştirerek 

gerçekleştirirler. MKH’ler aynı zamanda Toll-like reseptörler (TLRs) 2, 3, 4, 7 ve 9 

ifade ederler [133]. Bu reseptörlerin liganları ile uyarılmaları sonucunda hücrelerde 

oluşan değişiklikler,  MKH’lerin immün sistem üzerindeki etkilerini düzenler.  

1.5.1. Mezenşimal kök hücrelerin kazanılmış immünite üzerindeki etkileri 

Kazanılmış immüniteden esas olarak sorumlu olan hücreler, B ve T lenfositleridir. 

B ve T lenfositleri yüzelerinde taşıdıkları bazı reseptörler aracılığıyla, antijen 

sunucu hücreler ile bağlantı kurar ve immun yanıtın oluşmasını sağlar. MKH’ler de 

bu sırada salgıladıkları faktörler sayesinde immün yanıtın düzenlenmesini sağlar 

[128].  

B hücreleri: MKH’ler, B hücrelerinin proliferasyonu, farklılaşması ve 

olgunlaşmasını baskılayıcı etki gösterirler. MKH’in lipopolisakkaritler, 

oligodeoksinükleotidler, CD40L, IL-2, IL-4 ya da IL-10 tarafından uyarılmış B 

lenfositlerinin proliferasyonunu önlediği gösterilmiştir [121]. MKH'lerin kültür 

ortamından toplanan conditioned mediumun B lenfositlerinin proliferasyonunu ve 

antikor üretimini azalttığı gösterilmiştir. Ancak böyle bir ortamda immunsüpresif 

etkinin görülebilmesi için kullanılacak MKH/B lenfosit oranının doğru belirlenmesi 

önemlidir [134]. MKH’lerin B lenfositleri ile olan etkileşimi (Şekil 1.9)’de 

gösterilmiştir. 

T hücreleri: MKH’ler T hücrelerinin proliferasyonunu durdurucu etki yaparlar. 

Bununla birlikte MKH’in IFN üretimini baskılar ve T hücreleri üzerinde sitotoksik 

etkiye sahiptir. Burada inhibisyon özellikle IFN üretimi üzerinden 

gerçekleşmektedir. MKH, T hücrelerindeki IFN reseptörlerini ya da hücrelerden 

IFN üretimini inhibe ederler. MKH-T lenfosit etkileşimi (Şekil 1.9)’de ayrıntılı 

olarak gösterilmiştir. MKH’ler CD4+ ve CD8+ düzenleyici T hücreleri (Treg) ile 

doğrudan bağlantı kurdukları gibi aynı zamanda bu hücrelerin TGFβ ve 

prostoglandin sentezini de etkiler ve HLA-G5 ifadesini arttırır [128, 135]. 
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MKH’ler bu etkilerini salgıladıkları birtakım faktörler aracılığıyla gerçekleştirirler. Bu 

faktörler ve fonksiyonlarını şu şekilde özetleyebiliriz: 

Indolamine 2,3-dioksigenaz (IDO): Triptofan miktarını düşürerek hücre 

proliferasyonunu inhibe eder. 

Nitrik oksit (NO): Hücre aktivasyonunu inhibe eder. 

Hepatosit büyüme faktörü (HGF): Hücre proliferasyonunu inhibe eder, sitotoksik 

etki gösterir. 

sHLA-G ve TGF: Genel olarak sitotoksik etki gösterir ve hücre proliferasyonunu 

inhibe eder. Ancak düzenleyici T lenfositler üzerinde uyarıcı etkiye sahiptir. 

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

hücrelerinin uyarılmasını inhibe eder. 

IFN, TNF, IL-1: Kemokin üretimini ve NO ve IDO gibi immunsüpresif faktörlerin 

üretimini arttırır. 

IL-6: Hücre göçünü düzenler, mitozu ve anjiyogenezisi uyarır. 

IL-10: Apoptozisi inhibe eder. 

Vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF): Apoptozisi inhibe eder, 

anjiyogenezisi uyarır. 

Lökemia inhibitörik faktör (LIF): Apoptozisi inhibe eder 

CCLs ve CXCLs : Lökositlerin migrasyonunu uyarır.   

1.5.2. Mezenşimal kök hücrelerin doğal immünite üzerindeki etkileri 

Doğal bağışıklıktan temel olarak sorumlu hücreler, dendritik hücreler ve NK 

hücreleridir. MKH’lerin bu hücreler üzerindeki etkisi aktivitelerini düşürmek 

şeklinde olmaktadır [123, 124].  

Dendritik hücreler (DC): Dendritik hücreler antijen sunucu hücreler olarak doğal 

bağışıklıkta görev yaparlar. Bu hücreler, CD34+ ve CD14+ hücrelerdir. Bu 

hücreler, GM-CSF, TNF- ve/veya IL-4 varlığında uyarılarak olgunlaşır ve aktive 

olurlar. Olgunlaşmalarını tamamlamaları için aynı zamanda lipopolisakkaritler 

(LPS), TNF-α ve CD40 ligandı tarafından da uyarılmaları gerekmektedir. Bu 
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sinyallerin olmadığı durumlarda DC’ler inaktive formda kalır ve iDC olarak 

tanımlanırlar. MKH’ler, DC’lerin iDC halinden olgun DC’ye dönüşmesini inhibe 

ederler. Bu inhibe edici etkide özellikle IL-6 ve PGE-2 rol oynar (Şekil1.9) [136]. Bu 

şekilde etkin DC’lerin oluşması baskılanmış olur.  

NK hücreleri: MKH’ler IL-2 ile aktive edilmiş NK hücrelerinin çoğalmasını 

baskılayıcı etkiye sahiptir. Bu işlemi hücre-hücre bağlantısı ile yapabildiği gibi 

salgıladığı TGFβ, HLA-G gibi immün baskılayıcı faktörlerle gerçekleştirir [137]. NK 

hücreleri onları aktive eden moleküllerle ve MKH’lerle aynı anda ko-kültüre 

edildiğinde CD132, CD56, NKR2B4 gibi yüzey reseptörlerinin baskılandığı ve bu 

durumun NK hücresinin sitotoksik etkisini baskıladığı gösterilmiştir [137, 138]. Aynı 

zamanda MKH’ler tarafından sentezlenen IDO, TGFβ, PGE2 ve HLA-G5 gibi 

faktörler immün baskılayıcı fonksiyonu desteklemektedir [131, 139]. Bu nedenlerle 

MKH’ler aktive olmuş ve olmamamış NK hücrelerinin çoğalmasını, sitokin 

üretimesini ve sitotoksik aktivitesini baskılar (Şekil1.9) [140]. 

1.6. Gen Hedefleme Yöntemleri 

2004 yılında insan genom projesinin tamamlanması, gen fonksiyonları ve genlerde 

olan mutasyonlar nedeniyle oluşan hastalıklarla iligi araştırmaların yapılmasında 

önemli bir basamak oluşturmuştur [141]. Hasarlı gen bölgesinin bulunması ve bu 

bölgelerin gen tedavisi ile tamirinin yanında genetik hastalığın araştırılmasına 

olanak tanıyan hücre ve hayvan modellerinin oluşturulması önemli hedeflerdendir. 

Ulaşılabilir ve gerçekleştirebilir gen hedefleme yöntemlerinin gelişmesi gen hasarlı 

hatalıklara yönelik genel bilimsel çalışmaların yanında kişiye özel çalışmalar 

yapmayı mümkün kılmıştır [142]. Gen hedeflemede ilk olarak RNA interferans 

yöntemleri kullanılmış ve çift iplikli RNA ile genler susturulmaya çalışılmıştır [143]. 

RNA interferans ile gen hedefleme yöntemi araştırmacılara ucuz ve hızla 

yapılabilen bir yöntem olarak kolaylıklar sağlamaktadır. Bu nedenle RNA 

interferans birçok çalışmada gen hedefleme amacıyla kullanılmış ve çeşitli hücre 

tiplerinde (HeLA, 3T3, MEF, Cos1) başarıya ulaşmıştır. Ancak bu sistemin farklı 

çalışma gruplarında farklı sonuçlar elde edilmesine yol açması çalışmaları negatif 

etkilemektedir [143, 144]. Aynı zamanda hedeflenen bölge dışında etkilerin olması, 

hedeflemenin geçici olması, uygulamada kullanılacak uygun solüsyonun 
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bulunmasındaki zorluklar ve toksisite, çalışmalarda yaşanan zorluklardandır [145, 

146].  

Günümüzde artık gen hedeflemede en çok kullanılan yöntemler DNA’da çift zincir 

hasarı oluşturarak geni hedeflemek yönündedir. Bu yöntemlerde DNA’da istenilen 

bölgeyi hedefleyen ve DNA iki zincirini de kesecek olan özel tasarlanmış 

nükleazlar kullanılmaktadır [147]. DNA’da oluşan çift zincir kırıklarının onarılması 

iki yolla gerçekleşmektedir. Birincisi olan homolog rekombinasyon (HR), DNA’da 

oluşan kırık holomog DNA zinciri kalıp alınarak tamir edilir, ikincisi olan homolog 

olmayan sona eklenme (NHEJ) de ise, kırık olan DNA uçları birbiri ile tekrar birleşir 

(Şekil1.10). Çift zincir kırığının tamirinde bu iki mekanizmadan hangisinin tamir için 

kullanılacağı hücre döngüsünün evresine bağlıdır [148-150]. Bu doğal mekanizma 

DNA hedefleme çalışmalarında hedeflenen bölgede mutasyon oluşturma, 

mutasyonlu bölgede düzeltme yapma ve hedeflenen bölgeye bir gen yerleştirmeyi 

mümkün kılmaktadır [147, 151]. Gen hedeflemede çift zincir kırıklarını 

sağlayabilen ve istenilen bölgenin hedeflenmesini sağlayan üç sistem söz 

konusudur. Bu sistemler çinko parmak nükleazlar (ZFNs), transkripsyon aktivatör 

benzeri efektör nükleazlar (TALENs) ve kümelenmiş düzenli aralıklı kısa 

palindromik tekrarlar (CRISPR/Cas) olarak sınıflandırılabilir.  
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Şekil 1.10. DNA çift zincir kırıkları onarım mekanizması 

ZFNs, iki kısımdan oluşur DNA bağlanma bölgesi ve nükleaz aktivitesi olan DNA 

kesim bölgesini içerir (Şekil1.11). DNA kesim bölgesi (FokI) nükleaz aktivitesine 

sahip olan kısımdır ve herhangi bir özgüllüğü yoktur. Çinko parmak proteinleri, 

ökaryot genomunda DNA tanınması, RNA paketlenmesi, protein katlanması ve 

transkripsiyon aktivasyonu gibi görevleri olan proteinlerdir [152]. Potein 30 

aminoasit içeren dokuz adet birbirine benzer üniteden oluşur ve her bir çinko ile iki 

sistein ve iki histidin içerir [153]. Her bir çinko parmak proteini DNA’nın büyük 

oluğunda üç adet bazı tanıyarak bağlanabilir ve bu şeklide altı adet çinko parmak 

proteini içeren bir ZFNs genomda 18 bazlık bir bölgeyi tanır [154].  
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Şekil 1.11. Çinko parmak nükleazların şematik görünümü 

Günümüze kadar yapılan çalışmalar incelendiğinde ZFNs’ların farklı 

organizmalarda birçok geni hedeflemede kullanılmıştır. Bu hedeflemeler NHEJ 

mekanizması ile genleri susturma ya da HR ile genlerin ifadesini sağlama şeklinde 

olmuştur [155]. Ayrıca HIV tedavisine yönelik faz I klinik araştırmalarda ZFNs’lerin 

kullanılması çalışmaları yapılmaktadır [156]. Başarılı olan ZFNs çalışmalarının 

yanında ZFNs’larla ilgili sınırlamalar söz konusudur; genomdaki bütün bölgeler 

ZFNs’larla hedeflenememektedir. Çünkü ZFNs motifleri bütün olası nükleotidler 

için tanımlanmamıştır. 18 bazlık bir nükleotid dizisi genomda hedeflenen bölgelere 

de bağlanabilir ve hedeflenen bölge dışı çift zincir kırığı hücrenin ölümüne sebep 

olabilir [157].  

TALENs, transkripsiyon aktivatör benzeri (TAL) efektör proteinleri ve DNA’yı kesen 

nükleaz aktivitesi (FokI) olan kısımlardan oluşur (Şekil 1.12) [158]. TAL proteinleri 

30-35 aminoasitlik tekrar bölümleri içeren ve bu bölgelerle DNA’yı tanıyarak 

bağlanan transkripsiyon faktörleridir. DNA’ya bağlanmayı sağlayan özel tekrar 

dizilerinin her bir nükleotid için özel dizileri bulunmaktadır. Bu da TALENs’ların gen 

hedefleme için kullanılabilir olmasını sağlamaktadır [159]. Her bir nükleotidi 

hedefleyen farklı TAL tekrarları bir araya getirilerek gen hedeflenmesi yapılacak 

bölgeye özgü TALENs’lar elde edilmektedir. Karşılıklı iki zincir için tasarlanan 

TALENs’ların arasında nükleaz enziminin kesim bölgesini oluşturmak için 12-20 

bazlık “spacer “ adı verilen dizilere yer verilmelidir [160]. 



 

 

32 

 

 

Şekil 1.12. Transkripsyon aktivatör benzeri efektör nükleazların şematik görünümü 

TALENs’lar kullanılarak böceklerden nematodlara kadar birçok başarılı gen 

hedefleme çalışması gerçekleştirilmiştir [161, 162]. TALENs kullanılarak yapılan 

gen hedefleme çalışmaları oldukça başarılıdır. NHEJ mekanizması ile gen 

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

1.6.1.Kümelenmiş düzenli aralıklı kısa palindromik tekrarlar 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats CRISPR/Cas) 

CRISPR/Cas sistemi prokaryotların immün sistemi olarak tanımlanan ve 

bakterilerin kendilerine yabancı DNA ve RNA’ları yok etmek için kullandığı bir 

sistemdir. İlk olarak 1987 yılında E. coli’de tanımlanmış ve Arkea bakterilerin 

%84’ünde, bakterilerin ise %45’inde bulunan bir sistemdir [164, 165]. CRISPR 

bakteri genomunda kısa tekrar eden diziler ile birbirinden ayrılmış “spacer” adını 

alan özel DNA dizilerinden oluşmaktadır. Bu diziler tekrar-spacer-tekrar şeklinde 

devam etmektedir. Her bir spacer bakteri genomuna bakteriyi enfekte etmiş virüs 

veya faj DNA’sından katılmış nükleotid dizileridir. Bu şeklide bakteri bir sonraki 

karşılaşmada spacer bölgesinde dizisini içerdiği virüs ya da faj ile enfekte olmaz 

[166]. Aynı zamanda CRISPR gen bölgesi tekrarlar ve spacerlar dışında CRISPR 

ilişkili genler (Cas) bölgesini içerir. Bu genler endonükleaz, helikaz, transkripsiyon 

düzenleyici proteinleri kodlar [167].  

CRISPR/Cas sisteminin çalışma mekanizması öncelikle enfekte olan bakterinin 

konakçı genetik materyalinden spacer bölgeleri seçmesi ile gerçekleşir. Bu 

bölgeleri seçmede protospacer adjacent motifs (PAM) adı verilen ve korunmuş 
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özgül diziler spacer seçiminde kılavuzluk eder. Seçilen spacerların CRISPR 

genom bölgesine entegrasyonunda çeşitli Cas proteinleri önemli görev alır. Spacer 

ve Cas genleri ifade edilerek CRISPR RNA (crRNA)’lar oluşurulmaya başlanır. 

crRNA’lar öncelikle uzun pre-crRNA olarak sentezlenir ve sonrasında küçültülerek 

crRNA’yı oluşturur. Hedef genetik materyal ile karşılaşan crRNA, PAM bölgesi ve 

spacer aracılığıyla hedef genetik materyale bağlanır ve Cas proteininin nükleaz 

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

CRISPR/Cas sisteminin memeli hücrelerinde gen hedefleme amacıyla 

kullanılabileceği ile ilgili ilk yayın, Cong ve arkadaşları tarafından Şubat 2013’te 

yayınlanan bir makale ile gösterilmiştir [171]. Oluşturdukları CRISPR/Cas gen 

hedefleme sistemi nükleaz aktivitesi olan insan kodon sistemine optimize edilmiş 

bir Cas9 proteini, hedeflenen bölgeyi içeren kılavuz RNA bölgesi ve PAM bölgesi 

içerir. Hedef bölgeye ait seçilen 20 bazlık dizi PAM bölgesi önüne yerleştirilir ve 

DNA kesim bölgesi hedef DNA dizisinin önünde bulunan PAM bölgesinden 

gerçekleşir (Şekil1.13) [171, 172]. CRISPR/Cas sisteminin ökaryotlarda gen 

hedeflemede kullanılabileceğinin gösterilmesinin ardından gen susturma, gen 

aktivitesi düzenleme ve genetik hastalıklarda hasarlı geni düzeltmeye yönelik 

CRISPR/Cas sistemi kullanılması ile ilgili çalışmalar artmıştır [173, 174].  
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Şekil 1.13. Kümelenmiş düzenli aralıklı kısa palindromik tekrarlar sisteminin 

(CRISPR/Cas) şematik görünümü ve kullanma alanları 

CRISPR/Cas sistemi kullanılarak gerçeleştirilen gen hedefleme çalışmaları tütün 

bitksinden, mayaya ve insan hücrelerine kadar geniş bir alanda devam etmektedir 

[173]. Hücresel modeller oluşturmak üzere CRISPR/Cas sistemi kalıcı 

transfeksiyonla hücrelere uygulanabilmektedir.  Ayrıca bu sistemlerin embriyonik 

kök hücrelere uygulanması ile transgenik hayvan modelleri oluşturulabilmektedir. 

Aynı anda iki gen hedeflenerek gerçekleştirilen çalışmada her iki genin aynı anda 

hedeflemesindeki başarı %80 oranındandır [175].  

CRISPR/Cas sistemi kullanılarak gerçekleştirilen gen susturma yöntemi ile von 

Willebrand hastalık modelli domuzlar üretilmiştir. Bu hastalıkta etkin olan gen 

vWF’yi hedefleyen CRISPR/Cas sistemi vektörleri embriyolara enjekte edilmiş ve 

embriyolar domuzlara transfer edilmiştir. Elde edilen yavrularda gen ifadesinin 

olmadığı gösterilmiştir. Bu çalışma CRISPR/Cas sistemi ile tek aşamada etkin bir 



 

 

35 

 

şekilde genomu modifiye edilmiş hayvan modeli oluşturulduğunu göstermektedir 

[176].  

Bu genel bilgiler ışığında, ülkemizde dünyaya oranla sıklığı yüksek olan ve yaşam 

koşullarını olumsuz etkileyen FHL2 hastalığı ile ilgili literatür taraması yapıldığında; 

HLH temelli bir hücre modelinde MKH’lerin etkisinin incelendiği bir çalışma 

bulunamamıştır. Bu nedenle tez çalışmamızda amaç; 

1.  CRISPR/Cas sistemi ile DNA hedeflenerek FHL2 için tipik özellik olan perforin 

gen defektli bir in vitro model NK hücre hattı oluşturmak. 

2. Elde edilen bu modelde MKH’lerin immün modülatör etkisi araştırmaktır. 

Hayvan modellerinde oluşan inflamatuvar cevap ile insan inflamatuvar cevabı 

arasındaki farklılık göz önüne alındığında oluşturulacak in vitro modelde MKH’lerin 

etkilerinin incelenmesinin sağlayacağı bilimsel katkı çok büyüktür. Günümüzde 

devam eden klinik çalışmalarda MKH’lerin GvHD için immün modülatör olarak 

kullanılması söz konusudur. GvHD ile FHL2 tedavisinde kullanılan immün 

baskılayıcı tedavi süreçleri birbirine oldukça benzemektedir. Bu nedenle 

çalışmamızda MKH’lerin immün modülatör etkisinin FHL2 modelli bir hücre 

hattında çalışılması oluşturulacak klinik çalışmalar için gerekli verilerin eldesi 

açısından önemlidir. Bu in vitro çalışma yapılacak in vivo ve klinik çalışmalar için 

önemli bir basamak olacaktır. Bunun yanında MKH’lerin FHL2’de immün 

modülatör etkisinin araştırılması ile elde edilecek sonuçlar FHL2 tedavisinde kök 

hücre donörü bulunana kadarki süreçte hastaya uygulanabilecek tedaviler için 

önemli bilgiler sağlayarak, uygun donör bulunana kadar geçecek sürede hastanın 

hayatta kalmasını sağlamak için kullanılacak tedavilere önemli bir destek tedavi 

yöntemi olarak kullanılabilecektir.  
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2. LABORATUVAR ÇALIŞMASI ve YÖNTEM 

2.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

2.1.1.Mezenşimal kök hücrelerin eldesi ve kültürü 

İnsan Kemik İliği Mezenşimal Kök Hücrelerinin (insan MKH) izolasyonu ve kültürü 

Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

LUT12/134-16 karar numaralı etik kurul izni çerçevesinde gerçekleştirilmiştir.  

İzolasyon, ilk pasajlarda kültür ve karakterizasyon aşamaları Hacettepe 

Üniversitesi Kök Hücre Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde gerçekleştirilmiştir. 

İnsan MKH’lerinin izolasyonu amacıyla 3 sağlıklı gönüllüden elde edilen kemik iliği 

örnekleri laboratuvara getirilmiştir.  Plazma ayrılması için, heparinli enjektörde 

gelen kemik iliği örnekleri, 2300 RPM’de 10’dk santrifüj edilmiştir. Plazması 

uzaklaştırılan kemik iliği örneklerinden, başlangıç hacminin 2 katı miktarda 

phosphate-buffered saline (PBS, pH=7,5) ile dilue edilmiştir. Dilue edilen örnek 

Ficoll’le konsantrasyon grandienti oluşturularak ayrılmıştır. Elde edilen 

mononükleer hücreler 2 kez PBS ile santrifüj edilerek yıkanmıştır. İzole edilmiş 

olan hücrelerin sayısı ve canlılığına hemositometre lamında bakılmıştır. Sayım 

sonrası hücreler, 25cm2 kültür kabına 3x106 hücre olacak şekilde, %10 Fetal 

Bovine Serum (FBS, Biochrom, Germany) %1 Penisilin-Streptomisin (Biochrom, 

Germany) ve %1 L-Glutamin (Biochrom, Germany) içeren %60 Dulbecco's 

Modified Eagle's medium-Low Glucose (DMEM-LG) /40 MCDB201 (Biochrom, 

Germany /Sigma, USA) besi ortamı içerisinde, 37°C, %95 hava ve %5 CO2 nemli 

inkübatörde standart koşullarda kültüre edilmiştir. Hücrelerin takibi aşamasında 

besi ortamı 3-4 günde bir değiştirilmiş ve hücreler kültür kabının yüzeyini %70-80 

oranında kapladıklarında, 0,25% tripsin-10mM EDTA (Biochrom, Germany) 

kullanılarak pasajlanmıştır.  İnsan MKH’lerinin karakterizasyonları Pasaj 3 

olduklarında yapılmıştır.   

İnsan MKH’lerinin karakterizasyonu Hacettepe Üniversitesi Kök Hücre Uygulama 

ve Araştırma Merkezi’nde rutin olarak uygulanan mezenşimal kök hücre 

karakterizasyon paneli kullanılarak akım sitometrisi yöntemi ile yapılmıştır. Bu 
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panelde hücrelerdeki stromal işaretleyiciler; CD105, CD73, CD166, CD140b 

(PDGF-R bb), CD90, CD44, CD106, CD146, CD200, HLA-ABC, CD29 ve 

hematopoetik işaretleyiciler CD45, CD14, CD34, HLA-DR için antikorlar 

kullanılmıştır. Aynı zamanda mezenşimal kök hücrelerin 2 farklı hücre tipine 

farklılaşma kapasitesinin ölçülmesi amacıyla osteoblast ve adiposit yönünde 

farklılaşması incelenmiştir. Karakterizasyon işlemi tamamlanan hücreler pasaj 2 

(P2) ve pasaj 3 (P3)’te dondurularak immün modülasyon çalışmaları için sıvı azot 

içerisinde (-1960C) saklanmıştır.  

2.1.2. NK92 hücrelerinin kültürü 

NK92 hücreleri (ATCC, CRL2407, USA) ticari olarak satılan insan doğal öldürücü 

(NK-natural killer) hücre hattıdır. Bu hücreler süspanse hücreler olup, besi 

ortamında çoğaltılmak için interlökin-2 (IL-2) varlığına ihtiyaç duymaktadır. 

Hücreler kuru buz içinde laboratuvara transfer edilmiştir. Hücrelerin kültürü için, 

Alpha Minimum Essential Medium (α-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-βmerkaptoetanol 

(Sigma, Cat No: M6250, USA), FBS %12,5 (Biochrom, Germany),  Horse Serum 

(HS) %12,5 (Biochrom, Germany) içeren besi ortamı kullanılmıştır.  Hücreler 

25cm2 kültür kabına 3x105 hücre/ml yoğunluğunda 37°C, %95 hava ve % 5 CO2 

nemli inkübatörde standart koşullarda kültüre edilmiştir. Hücrelerin kültür süresince 

takibi inverted mikroskop ile yapılmıştır. Pasajlama, hücre solüsyonunu ikiye 

bölündükten sonra taze besi ortamı eklenerek gerçekleştirilmiştir (Olympus IX70 

Inverted Mikroskop, Japan).  

Çoğaltılan hücrelerin dondurulması amacıyla hücreler 15ml tüplere toplandıktan 

sonra 125g’de 5 dakika santifüj edilmiştir (Hettich Zentaifugen, Germany). Santrifüj 

sonrası süpernatan dökülerek hücreler 5:4:1 oranında FBS:besi 

ortamı:dimetilsülfoksit (DMSO) içeren dondurma besi ortamında homojenize edilip 

kademeli olarak dondurulmuştur. Hücreler daha sonraki çalışmalarda kullanılmak 

üzere sıvı azot içerisinde (-1960C)  saklanmıştır.   
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2.1.3. NK92 hücrelerine antibiyotik dayanıklılık testinin yapılması 

NK92 hücrelerinin transfeksiyon sonrası seçiliminde puromisin antibiyotiği 

kullanılacağı için bu hücrelerde antibiyotik dayanıklılık testi yapılmıştır. Hücrelerin 

ölmeye başladığı minimum antibiyotik konsatrasyonunu bulmak amacıyla sağlıklı 

hücrelere farklı konsantrasyonlarda puromisin besi ortamına eklenerek hücrelere 

uygulanmış ve hücrelerin yaşaması için kritik konsantrasyon belirlenmiştir. Bu 

amaçla 6 kuyucuklu kültür kaplarına aynı sayıda hücre ekilmiş ve sonrasında 5 

farklı konsantrasyonda (1µg/ml, 2µg/ml, 3µg/ml, 4µg/ml, 5µg/ml)  puromisin 

antibiyotiği uygulanmıştır. Antibiyotik uygulanmayan grup kontrol grubu olarak 

takip edilmiştir. Hücreler 5 gün boyunca mikroskop altında incelenerek 

fotoğraflanmış ve hücrelerin ölü olduğu kritik konsantrasyon seçilmiştir (Olympus 

IX70 Inverted Mikroskop, Japan). Transfeksiyon çalışmaları sonrası hücrelere bu 

kritik konsantrasyonda puromisin uygulanmasına karar verilmiştir.  

2.2. Vektör Sistemlerinin Hazırlanması 

Perforin genini hedefleyen iki faklı vektör sistemi hazırlanmıştır.  

1. PRF1 geninde hedeflenen bölgeyi hedefleyen Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated gen ürünü 9 (CRISPR/Cas) 

sistemi. 

2. Kesim sonucu hedeflenen bölgeye de homolog rekombinasyon ile genoma 

entegrasyonu hedeflenen puromisin direnci içeren vektör sistemi.  

2.2.1. Perforin genini hedefleyen CRISPR/Cas9 vektör sisteminin 

hazırlanması 

CRISPR/Cas vektörü sistemlerinin hazırlanması amacıyla ticari olarak satılan 

pX330 ve pX335 CRISPR/Cas vektörleri satın alınmış ve Cong ve arkadaşları 

tarafından önerilen deneysel aşamalar izlenerek sistem hazırlanmıştır [171]. 

pX330 ve pX335,  hedeflenen bölgeye primer eklenecek bölgeyi ve DNA’yı kesen 

proteini içeren vektörlerdir. PRF1 geni hedeflenen bölge seçilirken 

ENSG00000180644.6 nolu Ensembl datası kullanılmıştır. PRF1 ekzon 1 ifade 

edilmediğinden ekzon 2’de 3 farklı bölgeyi hedefleyen ve CRISPR vektörlere 

uygun olarak tasarlanan primerler seçimiştir. CRISPR/Cas vektörünün genomda 
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hedeflenen bölgeye özgüllüğünü gRNA (guide RNA) belirler. İstenilen hedef 

bölgeye yönlendirme işlemi için CRISPR/Cas9 vektörüne bu gRNA’ya karşılık 

gelen gDNA klonlanmıştır. Bu klonlama işlemi için oligonükleotid primerlerden 

yararlanılmıştır. 

PRF1 geni Ekzon 2 Sekans datası:   
 
PRF1 geni Chromosome 10: 72,357,104-72,362,531 (reverse strand), 
ENSG00000180644.6 nolu Ensembl datası 
 
CTCCATGGCAGCCCGTCTGCTCCTCCTGGGCATCCTTCTCCTGCTGCTGCCCCTGCCCGTCCCTGCCCCGTGCCACACAGCCGCACGCTCA

GAGTGCAAGCGCAGCCACAAGTTCGTGCCTGGTGCATGGCTGGCCGGGGAGGGTGTGGACGTGACCAGCCTCCGCCGCTCGGGCTCCTTCC

CAGTGGACACACAAAGGTTCCTGCGGCCCGACGGCACCTGCACCCTCTGTGAAAATGCCCTACAGGAGGGCACCCTCCAGCGCCTGCCTCT 

GGCGCTCACCAACTGGCGGGCCCAGGGCTCTGGCTGCCAGCGCCATGTAACCAGGGCCAAAGTCAGCTCCACTGAAGCTGTGGCCCGGGAT

GCGGCTCGTAGCATCCGCAACGACTGGAAGGTCGGGCTGGACGTGACTCCTAAGCCCACCAGCAATGTGCATGTGTCTGTGGCCGGCTCAC

ACTCACAGGCAGCCAACTTTGCAGCCCAGAAGACCCACCAGGACCAGTACAGCTTCAGCACTGACACGGTGGAGTGCCGCTTCTACAG 

 

Seçilen primerler ve PRF1 ekzon 2’de hedefledikleri bölge:  
 
PRF1- 2F: 5’-CACCGACAAGTTCGTGCCTGGTGCA- 3’ 

PRF1- 2R: 5’-AAACTGCACCAGGCACGAACTTGTC- 3’ 

PRF1-3F: 5’-CACCGCTCCACTGAAGCTGTGGCC- 3’ 

PRF1- 3R: 5’-AAACGGCCACAGCTTCAGTGGAGC- 3’ 

PRF1-4F: 5’-CACCGAATGTGCATGTGTCTGTGGC- 3’ 

PRF1- 4R: 5’-AAACGCCACAGACACATGCACATTC- 3’ 

 

CRISPR/Cas vektörler hazırlanırken gerçekleştirilen deneysel aşamalar aşağıdaki 

gibidir ve her işlem pX330 ve pX335 vektörleri için gerçekleştirilmiştir. 

i. 1 µg vektör DNA’sı BbsI enzimi ile 370C’de 30 dakika 20µl total hacimde 

kesilmiştir. 

ii. Kesilen vektör DNA’sı %1’lik agaroz jelde yürütülmüş ve jelden DNA 

izolasyon kiti kullanılarak kesilmiş vektör DNA’sı izole edilmiştir (QIAquick 

Gel Extraction Kit, Cat.No: 28706) 

iii. PRF1 geni ekzon 2’yi hedefleyen primeler fosforile edilmiştir. Bu amaçla 

T4PNK enzimi (New England Biolabs, Cat. No: 28706) kullanılmış ve total 

hacim 10µl olacak şekilde reaksiyon hazırlanmıştır. Polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) cihazında 950C’den 250C’ye 50C/dakika olacak şekilde 

fosforilasyon gerçekleştirilmiştir. 

iv. Jelden izole edilen vektör DNA’sı ve fosforile edilen primerlerle ligasyon 

reaksiyonu oda ısısında 10 dakika yapılmıştır. Bu reaksiyonda ligasyon 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000180644;r=10:72357104-72362531
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enzimi olarak T4 DNA Ligase kullanılmıştır (New England Biolabs, Cat. No: 

M0202S).  

Ligasyon sonucu elde edilen DNA, kompetan bakterilere transforme edilmiştir. 

Bakterilere transforme edilen DNA’ların öncelikle küçük ölçekli kültürü yapılmış ve 

sonrasında büyük ölçekli bakteri kültürü yapılarak vektör DNA’sı çoğaltılmıştır. 

Bakteriye transformasyon aşamaları aşağıdaki gibidir;  

i. Bakteri örneği ve vektör DNA’sı buzda 30 dakika inkübe edildikten sonra 

420C su banyosunda 1 dakika inkübe edilmiştir. Sonrasında 5 dakika daha 

buzda bekletilmiş ve 1ml SOC besi ortamına alınarak çalkalamalı etüvde 

370C’de inkübe edilmiştir. 

ii. Çalkalamalı etüvden alınan örnekler amfisilin dirençli besi ortamı içeren 

petri kaplarına ekilerek gece boyu 370C de inkübe edilmiştir. 

iii. Gece boyu inkübasyon sonrası seçilen farklı koloniler seçilip ve kısa süreli 

sıvı kültür hazırlanarak gün boyu (6-8 saat) çalkalamalı etüvde 370C’de 

inkübe edilmiştir. Küçük ölçekli kültürden alınan örneklerle gece boyu süren 

büyük ölçekli kültür yapılmıştır.  

iv. Gece boyu inkübasyon sonrası bakteriden plazmid izole etme kiti (Quiagen, 

Midiprep, Cat No: 12945) kullanılarak plazmid DNA’ları elde edilmiş ve DNA 

konsantrasyonları ölçülmüştür (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).  

DNA konsantrasyonları ölçülen PRF1 genini hedefleyen CRISPR/Cas vektörleri 

doğruluklarının kontrolü amacıyla DNA dizi analizi yapılmıştır.  

2.2.2. Perforin geni ekzon 2 ve puromisin direnci içeren vektör sisteminin 

hazırlanması 

Bu aşamada hedef hem PRF1 ekzon 2 hem de puromisin direnci kısımlarını içeren 

bir vektör hazırlamıştır. Bu şekilde edilen vektör transfeksiyon deneylerinde 

CRISPR/Cas sistemi ile kesilen bölgeye eklenecektir.  
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Şekil 2.1. Perforin genini hedefleyen ve puromisin direnci içeren vektör sisteminin 

tasarlanması. 

2.2.2.1. İnsan perforin geni ekzon 2’nin PCR ile çoğaltılması 

İnsan perforin geni 2. ekzonu (PRF1 ekzon 2), ENSG00000180644.6 no.lu 

Ensembl verisi kullanılarak forward ve reverse primerler hazırlanmıştır. Hazırlanan 

primerler F:CAGACCCCTCCCTAAACCTG ve R: ATGATTGAAGCTCAGAGAGAA 

olarak elde edilmiştir. İnsan kanından elde edilen DNA’dan PCR ile ekzon 2 

çoğaltılmıştır. PCR protokolü:  

 Reaksiyon hacimleri  

5X Buffer (1X) 5ul 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/ µl ,500U- Thermo 

DNA (10-50ng/ul) 2ul  

Su 9 ul  

Toplam  20ul  
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PCR cihazında kullanılan program;  

   95 0C  5 dakika 

Denatürasyon    95 0C  45 sn 

Bağlanma   58 0C  35 sn 

Uzama  72  0C  45sn 

72  0C  3 dakika 

4 0C   

Elde edilen örnekler %1’lik agaroz jelde 25 dakika 120 voltta yürütülmüş ve 

görüntülenmiştir. Jel görüntüsü kontrol edilmiş ve istenilen büyüklükte DNA içeren 

örnek sekanslanmıştır. Sekans protokolünde,  jelde yürütülen örnekler öncelikle 

Exosap (Rapid Alkaline Phospatase, ROCHE,  5000U-1U/ µl; Exonuclease I, 

20000U-20U/ µl, Thermo) kullanılarak saflaştırılmıştır. Exosap reaksiyonu sonrası 

sekans için örnekler hazırlanmış ve 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 

Sekans Cihazında DNA dizi analizi yapılmıştır. 

2.2.2.2. İnsan perforin ekzon 2 gen bölgesini içeren homolog rekombinasyon 

donör vektörün hazırlanması 

PCR ile çoğaltılan PRF1 ekzon 2 ticari olarak satılan pCR 2.1 TOPO plazmidi 

(Invitrogen) kullanılmıştır. Bu amaçla aşağıdaki deney aşamaları sırası ile 

izlenmiştir. 

i. pCR2.1 TOPO plazmidi ile PRF1 ekzon 2 PCR ürünü 1:3 molar 

konsantrasyonda olacak şekilde gece boyu ligasyon reaksiyonu 

hazırlanmıştır. PCR ürünü eklenmeyen tüp kontrol grubu olarak 

değerlendirilmiştir.  

ii. İnkübasyon sonrası örnekler kompetan bakterilere transforme edilmiştir.  

iii. Kısa süreli inkübasyon sonrası bakteriden plazmid izole etme kiti (Quiagen, 

Midiprep, Cat No: 12945) kullanılarak plazmid DNA’ları elde edilmiş ve DNA 

konsantrasyonları ölçülmüştür (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).  

34 döngü 
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iv. Elde edile farklı plazmid DNA’ları PRF1 ekzon 2’nin ortasında bulunan 

SmaI ve EcoRI enzimleri ile kesilmiştir. Enzim kesimi sonucu elde edilen 

vektör DNA’ları %1’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dakika yürütülmüştür.  

2.2.2.3.  Puromisin direnci içeren vektörün hazırlanması 

Puromisin dirençli vektör tasarımı için öncelikle puromisin direnç genini içeren 

plazmidden puromisin gen bölgesi PCR ile çoğaltılmıştır. Çoğaltılan PCR ürünü 

ticari olarak satılan pCR2.1 TOPO plazmidi (Invitrogen, USA) kullanılmıştır. Vektör 

hazırlanırken bu plazmidte bulunan Puromisin direnci geninin iki ucuna PmeI 

(GTTTAAAC) enzim kesim bölgeleri eklenmiştir. Çünkü PRF1 ekzon 2 içeren yeni 

plazmid tasarımında Puromisin geni bu plazmidten çıkarılarak yeni plazmide PRF1 

ekzon 2’nin ortasına yerleştirilmiştir.  Hazırlanan puromisin dirençli plazmid 

şekildeki gibidir.  

 

Şekil 2.2. pCR2.1 TOPOUBI-PURO plazmidi şematik görüntüsü. Hazırlanan vektör 

puromisin antibiyotik direncini içermekte ve puromisin direncinin her iki uç noktasında 

PmeI (GTTTAAAC)  kesim noktası içermektedir.  

Puromisin PCR ürünü Dr. Micheal Kyba (Minnesota Üniversitesi/ABD) tarafından 

hediye edilen plazmidten çoğlatılmıştır. Çoğaltılan PCR ürününün iki ucuna PmeI 

enzim kesim bölgesi eklenmiştir. pCR 2.1 TOPO plazmidine protokole uygun 

olarak puromisin direnci kısmı eklenmiş ve sonrasında bakteriye transforme 

edilmişir.  Kısa süreli bakteri kültürü sonrasında, plazmid DNA izolasyon kiti (EZNA 



 

 

44 

 

endo-Free DNA Mini Kit, OMEGA) kullanılarak bakteriden plazmid DNA’sı elde 

edilmiştir. Elde edilen plazmid DNA, PmeI enzimi ile kesilerek agaroz jelde (%1’lik) 

yürütülmüş ve doğruluğu kontrol edilmiştir.  

2.2.2.4.  İnsan Perforin ekzon 2 ve Puromisin direncini içeren vektör tasarımı 

Transfeksiyonda kullanılacak olan bu vektörün hazırlanmasında bir önceki 

aşamalarda hazırlanan vektörler kullanılmıştır. Hedeflenen gen dizisi her iki 

ucunda PRF1 ekzon 2 parçalarını içeren ve ortada puromisin direnç genini 

içermektedir (Şekil 2.3). 

 

 

 

Şekil 2.3. PRF1 ekzon 2 ve UBI-PURO DNA dizisi ve klonlama çalışmaları için 

kullanılan primerlerin DNA dizindeki yerleri 

Yeni vektörün oluşturulmasında In-Fusion klonlama tekniği kullanılmıştır 

(Takahara, Clontech, Japan). Bu yöntemde klonlama yapılırken birleştirilmek 

istenen parçalar 15 bazlık uzunlukta birbiri ile örtüşecek şekilde hazırlanan 

primerler kullanılarak PCR ile çoğaltılır, sonrasında kit içeriğindeki enzim 

kullanılarak birleştirilir. Bu amaçla izlenen aşamalar aşağıdaki gibidir. 

i. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2 plazmidi SmaI enzimi ile 250C’de gece boyu 

kesildikten sonra agaroz jelde (%1’lik) yürütülmüştür. Jeldeki bant kesilmiş 
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ve kit kullanılarak jelden izole edilmiştir (Promega PCR Clean up system, 

Cat No: A9282). 

ii. pCR2.1 TOPO+UBİ-PURO plazmidinden in-fusion klonlama için hazırlanan 

özel primerlerle PCR yapılmış ve UBİ-PURO kısmı çoğaltılmış ve agaroz 

jelde (%1’lik) yürütülmüştür. Jeldeki bant kesilmiş kit kullanılarak jelden 

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

iii. İn-fusion klonlama için eklenecek SmaI ile kesilmiş vektör oranı ve UBİ-

PURO PCR ürünü oranı hesaplanmıştır. Vektör için 120ng ve UBİ-PURO 

PCR ürünü için 145ng olarak hesaplanmıştır.  

iv. İn-fusion reaksiyonu 10µl total hacimde hazırlanmış ve 500C’de 15 dakika 

PCR cihazında reansiyon gerçekleştirilmiştir.  

v. In-Fusion reaksiyonu sonucu elde edilen pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 

2+UBI-PURO plazmidi bakteriye trasforme edilmiştir. Transformasyon 

ürünü amfisilin dirençli katı besi ortamı içeren petri kaplarına ekilmiş ve 

gece boyu 370C’de inkübe edilmiştir. 

vi. Gece boyu inkübasyon sonrası petri kabında bulunan en az 5 farklı koloni 

seçilmiş ve kısa süreli sıvı kültür hazırlanarak gün boyu (6-8 saat) 

çalkalamalı etüvde 370C’de inkübe edilmiştir. 

vii. Kısa süreli inkübasyon sonrası bakteriden plazmid izolasyon kiti (Quiagen, 

Miniprep, Cat No: 12125) kullanılarak plazmid DNA’ları elde edilmiş ve DNA 

konsantrasyonları ölçülmüştür (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA).  

Elde edilen farklı plazmid DNA’ları plazmidi EcoRI enzimi ile kesilerek DNA 

boyutlarının doğruluğu kontrol edilmiştir. Aynı zamanda vektör dizilerine DNA dizi 

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

vektörünün şematik görünümü Şekil 2.4’ te gösterilmiştir. 
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Şekil 2.4. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2+UBI-PURO vektörünün şematik 

görünümü 

2.3. Gen Transferi Çalışmaları  

NK92 hücelerinde PRF1 geni susturulması amacıyla gen transferi çalışmaları 

yapılmıştır. NK92 hücreleri transfeksiyonu oldukça zor olan süspanse hücrelerdir 

bu sebeple transfeksiyon için 3 farklı yöntem kullanılmıştır. Bu yöntemler; 

A. Elektroporasyon, 

B. Kimyasal transfeksiyon, 

C. Nükleofeksiyon yöntemleridir. Çalışma süresinde bu üç yöntem uygulanmış 

ve en verimli olan yöntemle deneysel çalışmalara devam edilmiştir. 

2.3.1. Elektroporasyon 

Elektroporasyon çalışmaları Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji 

Anablim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan vektörlere transfeksiyon öncesi 

GFP içeren vektörle farklı voltajlarda ve tekrarlarda transfekiyon verimliliği 

çalışmaları yapılmıştır.  

Transfeksiyon protokolü: 
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i. 2×106 adet NK92 hücresi sayılmış ve antibiyotiksiz besi ortamı içinde 

santrifüj edildikten sonra 300µL PBS ile sulandırılmıştır.  

ii. Hücrelerin bulunduğu tüpe 5 mikrogram GFP (+) vektör DNA’sı eklenmiştir.  

iii. Hücre ve GFP içeren vektör DNA’sı elektroporasyon küvetine yüklendikten 

sonra farklı voltajlarda ve frekansta elektroporasyon gerçekleştirilmiştir. 

(Electro Square Porator ECM830, BTX Harward Apparatus).  

Elektroporasyondan 24 saat sonra hücreler floresan ataçmanlı inverted 

mikroskopta görüntülenmiş (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan). GFP (+) 

vektör taşıyan hücre oranından elde edilen transfeksiyon başarısına göre 

transfeksiyon verimliliği ölçülmüştür. 

2.3.2. Kimyasal transfeksiyon 

Kimyasal transfeksiyon için Turbofect transfeksiyon ajanı kullanılmıştır (Cat No: 

R0531, Thermo). NK92 hücreleri transfeksiyon öncesi pasajlanmış ve hücrelerin 

logaritmik çoğalma evresinde olmalarına dikkat edilmiştir. 

Kimyasal tarnsfeksiyon aşamaları:  

i. Hücreler 6 kuyucuklu kültür kabına 1.105 hücre/ml olacak şekilde ekilmiş ve 

logaritmik çoğalma evrelerine gelmeleri beklenmiştir. 

ii. 1µg GFP içeren vektör DNA’sı ve transfeksiyon ajanı 400µl besi ortamı ile 

birleştirilerek oda ısısında 20 dakika inkübe edilmiştir.  

iii. İnkübasyondan sonra transfeksiyon ajanı ve DNA’yı içeren karışım 

hücrelerin üzerine dağıtılmış ve 6 kuyucuklu kültür kapları standart kültür 

koşullarında inkübe edilmiştir. 

Transfeksiyon işleminden 24 saat sonra hücreler floresan ataçmanlı inverted 

mikroskopta görüntülenmiş (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan). GFP (+) 

vektör taşıyan hücre oranından elde edilen transfeksiyon başarısına göre 

transfeksiyon verimliliği ölçülmüştür. 
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2.3.3. Nükleofeksiyon 

Nükleofeksiyon işlemi nükleofeksiyon cihazı ile yapılmıştır (4D-Nucleofector, 

Lonza, Switzerland). Nükleofeksiyon deneyleri Hacettepe Üniversitesi Kök Hücre 

Uygulama ve Araştırma Merkezinde gerçekleştirilmiştir.  Nükleofeksiyondan 1-2 

gün önce hücreler 75cm2’lik kültür kaplarına pasajlanmış ve optimal büyüme 

aşamasına gelmeleri sağlanmıştır. Nükleofeksiyon için Cell Line Optimization 4D-

Nucleofector™ X Kit kullanılmıştır (Lonza, Switzerland, Cat. No: V4XC-9064).  

Nükleofeksiyon deneylerinde kontrol olarak yeşil floresan protein (GFP) içeren 

vektör ile nükleofeksiyon yapılmıştır. Hücrelerin GFP proteinini alıp ifade etme 

durumu nükleofeksiyon başarısının ölçütü olarak kullanılmıştır. Nükleofeksiyon 

deney aşamaları aşağıdaki gibidir.  

i. Hücreler santrifüj edilip üzerindeki besi ortamı uzaklaştırılmış ve 1X106 

hücre sayılarak tüplere ayrılmıştır. 

ii. Hücreler tekrar santrifüj edilerek süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra 

hücrelerin üzerine 16,4µl SE solüsyonu, 3,6µl SE Supplement 1 ve 0,4µg 

vektör DNA’sı eklenmiştir. 

iii. Örnekler 16 kuyucuklu transfeksiyon kaplarına her kuyucuğa 20µl olacak 

şekilde yüklenip ve kapak kapatılarak nükleofeksiyon cihazına yüklenmiştir.  

iv. Nükleofeksiyon cihazında CA137 programı seçilmiş ve nükleofeksiyon 

işlemi yapılmıştır. 

v. Nükleofeksiyon işlemi bittikten sonra her kuyucuğa 80µl besi ortamı eklemiş 

ve 10 dakika oda ısısında inkübe edilmiştir. 

vi. İnkübasyon sonrası 96 kuyucuklu kültür kaplarına 50µl transfekte örnek 

150µml besi ortamı eklenmiştir. 

vii. Nükleofeksiyon sonrası hücreler 37°C, %95 hava ve %5 CO2 nemli 

inkübatörde kültüre edilmiştir.  

Elde edilen GFP vektör transfeksiyon başarı sonuçlarına göre hücrelerin pCR2.1 

TOPO+PRF1 ekzon 2+ UBI-PURO vektörü ile transfeksiyonu için nükleofeksiyon 

yöntemi kullanılmıştır. Nükleofeksiyondan 24 saat sonra antibiyotik seçilimi için 

hücrelere puromisin antibiyotiği uygulanmaya başlanmıştır.  
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Nükleofeksiyon sonrası antibiyotik seçilim süresince ortamda bulunan ölü 

hücrelerin uzaklaştırılması amacıyla besi ortamı puromisin içeren besi ortamı ile 

düzenli olarak değiştirilmiş ve inverted mikroskopta incelenmiştir (Olympus IX70 

inverted mikroskop, Japan). Antibiyotik seçilimi sonucunda elde edilen klonlar 

devam eden deneyler için çoğaltılmış ve dondurularak saklanmıştır.  

2.4. Hücrelerin Uyarılması ve Perforin İfadesinin Kontrolü 

2.4.1. Hücrelerin uyarılması 

Transfeksiyon sonrasındaki antibiyotik seçilimi sonucu elde edilen hücrelerde 

PRF1 gen aktivitesinin analizi amacıyla forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ve 

İyonomisin karışımı ile uyarılmıştır. Uyarım amacıyla PMA 50ng/ml 

/İyonomisin1µg/ml konsantrasyonlarında besi ortanıma eklenerek 4 saat 

inkübasyon yapılmıştır. Uyarım süresinin sonucunda örnekler santrifüj edilmiş 

süpernatan ELISA analizi için saklanmıştır. Hücreler ise gerçek zamanlı polimeraz 

zincir reaksiyonu (qPCR) analizi için RNA izolasyonu yapılması RNA izolasyon 

materyali olan (İnvitrogen, USA) Trizol içine alınmıştır. Hazırlanan örneklerin listesi 

Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

 Çizelge 2. 1. ELISA ve qPCR analizi için hazırlanan örneklerin listesi 

 

Hücreler 

Transfeksiyon 
yapılmış  

PMA/İyonomisin 
ile uyarılmış 

PMA/İyonomisin 
ile uyarılmamış 

Transfeksiyon 
yapılmamış 

PMA/İyonomisin 
ile uyarılmış 

PMA/İyonomisin 
ile uyarılmamış 
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2.4.2. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) 

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu tarnsfekte olan NK92 hücrelerinde 

PRF1 geninin ifadesinin kontrolü amacıyla yapılmıştır. qPCR analizi 3 aşamada 

gerçekleştirilmiştir. Bu aşamalar; 

A. RNA izolasyonu ve kalite kontrolü 

B. Reverse transkriptaz reaksiyonu  

C. qPCR çalışması 

A. RNA izolayon aşamaları; 

i. Trizol içindeki hücrelere 1ml trizol için 0,2ml kloroform olacak şekilde kloroform 

eklendi, örnekler çalkalanarak 40C’de 10.000RPM’de 15 dakika santrifüj 

edilmiştir 

ii. Fazların karışmamasına dikkat edilerek üst faz dikkatlice toplanmış ve yeni bir 

tüpe alınmıştır. 1ml trizollü örnek/0,5ml izopropil alkol oranında izopropil alkol 

eklenmiş.  10 dakika oda ısısında ve 10 dakika -80 de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrasında 10 dakika 12.000RPM’de 40C de satrifüj edilmiştir. 

iii. Süpernatan dikkatli bir şekilde toplanmış ve tüpe 0,5ml etanol eklenmiştir.  Tüp 

çalkalandıktan sonra 7.800RPM’de 40C de 15 dakika santrifüj edilmiştir. 

iv. Süpernatan dikkatli şekilde toplanmış ve dipteki RNA’nın kuruması için ısıtıcılı 

blokta 10 dakika bekletilmiştir. Steril distile su ile sulandırıldıktan sonra RNA 

konsantrasyonu ölçülmüştür (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA). 

B. Reverse transkriptaz reaksiyonu   

RNA izolayon işlemi tamamlandıktan sonra cDNA sentezi amacıyla Reverse 

transkriptaz reaksiyonu gerçekleştirilmiştir (Thermo,  Revert AID RT reaxion kit, 

USA). Her bir örnekten 0,5µg RNA olacak şekilde reaksiyon hazırlanmıştır. 

Mix A:  mRNA  : 0,5 µl  

 oligodT  : 0,5 µl 

 dH2O   : 13 µl 

Mix B: 5X Reaction Buffer : 4 µl 
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 10mM dNTP  : 2 µl 

 RT   : 1µl 

Reverse transkriptaz reaksiyonu aşamaları:  

i. Örneklerin RNA konsantrasyonlarına göre hesap yapıldıktan sonra tüplere 

Mix A’yı oluşturan elemanlar eklenmiş ve 650C de 5 dakika PCR cihazında 

bekletilmiştir. 

ii. PCR cihazı sonrası örnekler hızla buz üzerine alınmış ve 5 dakika buzda 

bekletilmiştir. 

iii. Mix B örneklerin üzerine eklenmiş ve 420C’de 60 dakika, 700C’de 10 dakika 

PCR cihazında inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası örnekler buz üzerine 

alınarak qPCR analizine başlanmıştır.  

C. qPCR çalışması 

qPCR analizinde öncelikle kontrol gen olan TBP(TATA binding protein) ile 

deneyler yapılmış ve örneklerin kalitesi ölçülmüştür. Aynı zamanda PRF1 genini 

hedefleyen iki farklı çift primer tasarlanmış ve bu primer çiftlerinin de en iyi çalışanı 

kontrol edilmiştir. Her örnek 3 kez tekrar edilerek çalışılmıştır. Örnek seçilimi 

Çizelge 2.1’de listelendiği gibi yapılmıştır. 

qPCR analizi için Sybr Green JumpStart Taq Ready Mix kiti kullanılmıştır (Sigma, 

S3443, USA).  

2x Mix   : 5 µl 

10mM Primer F : 0,4 µl 

10mM Primer R : 0,4 µl  

25mM MgCl2  : 1,2  µl 

cDNA   : 1,5 µl 

Distile Su  : 1,5 µl 

Örnekler Corbett qPCR analiz cihazı rotorlarına yüklenerek analiz başlatılmıştır 

(Corbett Rotorgene 6000 qPCR cihazı, USA).  
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2.4.3. PCR analizi  

Transfeksiyon sonucu puromisin direncine sahip mutant hücrelerde PRF1 gen 

susturma işleminin kontrolü amacıyla PRF1 geni ekzon 2’de hedefli insersiyon 

bölgesinde ekzon 2 ve puromisinin varlığını göstermek için PCR yapılmış ve bu 

amaçla F:CAGACCCCTCCCTAAACCTG ve R: ATGATTGAAGCTCAGAGAGAA 

primerleri kullanılmıştır.  

PCR protokolü:  

 Reaksiyon hacimleri  

5X Buffer (1X) 5ul 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/ µl ,500U- Thermo 

DNA (10-50ng/ul) 2ul  

Su 9 ul  

Toplam  20ul  

PCR cihazında kullanılan program;   940C  5 dakika 

Denatürasyon  940C  45 sn 

Bağlanma   570C  35 sn 

Uzama   720C  45sn 

720C  3 dakika 

40C   

Elde edilen örnekler %1’lik agaroz jelde 25 dakika 120 voltta yürütülmüş ve 

görüntülenmiştir. Jel görüntüsü fotoğraflanmış ve uygun büyüklükte bandın varlığı 

kontrol edilmiştir. 

34 döngü 
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2.4.4. ELISA analizi 

Perforin ELISA analizi için çalışma öncesi süpernatanlar oda ısısına çıkarılmış ve 

kullanılan ELISA kit uygulama yönergesine göre aşağıdaki aşamalar 

gerçekleştirilmiştir (Abcam, UK, Cat No:ab46068). Her örnek 3 tekrar olarak 

çalışılmıştır.  

i. Bilinen miktarlarda perforin içeren standartlar hazırlanmıştır. 

ii. Her standarttan ve örnekten 100µl kuyucuklara eklenmiştır.  

iii. Kuyucukların üzeri kapatılarak oda ısısında (18-250C) 1 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası 300µl yıkama tamponu ile kuyular 2 

kez yıkanmıştır. 

iv.  50µl Biyotinli anti-perforin eklendi ve 1 saat oda ısısında inkübe edilmiş 

ve yıkama işlemi tekrarlanmıştır. 

v. 100µl Streptavidin HRP solüsyonu eklendi ve 30 dakika oda ısısında 

inkübe edilmiş ve yıkama işlemi tekrarlanmıştır. 

vi. 100µl Chromogen TMB substratı eklenerek 10-20 dakika karanlıkta 

inkübe edilmiştir. 

vii. 100µl durdurma solüsyonu eklenerek 450nm’de absorbans 

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür (EZ Read 400 Microplate 

reader, Biochrom). 

2.5. Hücrelerin Mezenşimal Kök Hücrelerle Ko-Kültürü 

Transfeksiyon sonucu seçilen ve PRF1 ifadesinin baskılandığı gösterilen FHL2 

hastalık modelli hücrelerin insan MKH’leri ile etkileşimini göstermek için ko-kültür 

sistemi kullanılmıştır. Ko-kültür sistemi 6 kuyulu kültür kaplarında 0,4µm porlu 

transwell sistemleri kullanılmıştır (Şekil 2.5). Ko-kültürden 24 saat önce insan 

MKH’leri 6 kuyucuklu kültür kaplarına ekilmiştir.  24 saat sonrasında seçilen klonlar 

transwell ko-kültür sistemine 1:1 ve 1:10 MKH:klonlar oranında eklenmiştir. Besi 

ortamı olarak insan MKH besi ortamı kullanılmış ve sitokin analizini etkilememesi 

için IL-2 içermeyen besi ortamı seçilmiştir. Ko-kültürün 24 ve 72. saatlerinde 

süpernatanlar toplanarak -800C’de çoklu sitokin analizi için saklanmıştır.  
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 Şekil 2.5. Mezenşimal kök hücre-NK92 hücresi ko-kültür sistemi şematik 

görünümü ve deneysel sistem görünümü. 

2.6. Çoklu Sitokin Analizi 

Ko-kültür sisteminde MKH’lerinin immun modülatör etkisinin gösterilmesi amacıyla 

çoklu sitokin analizi yapılmıştır. Çoklu sitokin analizinde IL-1β, 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-γ, MCP-1 (MCAF), 

MIP-1β ve TNF-α sitokinlerinin ölçümü yapılmıştır (Bio-Plex MAGPIX Multiplex 

Reader). Bu analiz için Bio-Plex pro human sitokin paneli kullanılmıştır (Bio-Rad, 

USA, Cat. No: #M5000031Y). Çoku sitokin analizi sşematik görünümü Şekil 2.6’da 

özetlenmiştir. 
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Şekil 2.6.Çoklu sitokin analiz sistemi şematik görünümü 

Kit uygulama aşamaları aşağıdaki gibidir. 

i. Standartlar ve örnekler çalışma öncesi oda sıcaklığına getirilerek 

hazırlanmıştır.  

ii. 96 kuyucuklu kap önce tampon solüsyonu ile ıslatıldıktan sonra sitokin 

kürecikleri yüklenmiş ve 2 kez yıkama yapılmıştır. 

iii. Standartlar ve örnekler kuyucuklara yüklendikten sonra 30 dakika oda 

sıcaklığında karıştırıcının üzerinde inkübe edilmiştir. 

iv. Antikorlar eklenerek 30 dakika daha inkübe edilmiş ve Streptovidin PE 

eklenerek 10 dakika daha inkübasyona devam edilmiştir.  

v. İnkübasyon sonrası 3 kez yıkama yapıldıktan sonra kürecikler tampon 

solüsyonu ile dilue edilmiş ve Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader okuma 

yapılmıştır. 

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

grafiklenmiştir.  
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2.7. İstatistiksel Analizler 

Deneysel çalışmaların sonuçlarından elde edilen verilere istatiksel olarak hangi 

testin kullanılacağına karar vermek amacıyla tanımlaycı istatiksel yöntemler 

uygulanmıştır. Normal dağılan verilerde gruplar arasındaki farklılıkların analizinde 

Student T test kullanılmıştır. Dağılımları normal olmayan gruplarda analize Tukey 

HSD analizi ile devam edilmiş ve gruplar arasındaki farklılığın anlamlı olup 

olmadığı incelenmiştir. P değeri 0,05’ten küçükse farklılık anlamlı kabul edilmiştir. 
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3. SONUÇLAR ve TARTIŞMA 

3.1. Hücre kültürü çalışmaları  

3.1.1. Mezenşimal kök hücre kültürü çalışmaları 

Çalışmanın bu aşaması, Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu LUT12/134-16 karar numaralı etik kurul izni çerçevesinde 

gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin izolasyon, karakterizasyon, farklılaştırma aşamaları 

Hacettepe Üniversitesi Kök Hücre Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde 

gerçekleştirilmiştir. Erken pasajlarda (pasaj 2 ve 3) dondurulan hücreler devam 

eden çalışmalar için laboratuvarımıza getirilmiştir.  

MKH’lerin karakterizasyonu için Hacettepe Üniversitesi Kök Hücre Uygulama ve 

Araştırma Merkezi’nde rutin olarak uygulanan mezenşimal kök hücre 

karakterizasyon paneli akım sitometrisi ve farklılaşma deneyleri ile yapılmıştır. 

Elde edilen sonuçlarda izole edilen mezenşimal kök hücrelerde CD44,CD29, 

CD90, CD200, CD144,CD73,CD146, 166, CD106 ve NGFR yüzey belirteçlerinin 

pozitif, HLA-ABC belirecinin düşük pozitif, olduğu görülmüştür. Ancak CD34, 

CD45, CD133, CD14 ve HLA-DR yüzey belirteçlerinin ise negatif olduğu 

gösterilmiştir (Şekil 3.1, Şekil 3.2 ve Şekil 3.3.). Aynı zamanda mezenşimal kök 

hücreleri 2 farklı hücre tipine farklılaşma kapasitesinin ölçülmesi amacıyla 

osteoblast ve adiposit yönünde farklılaşması incelenmiştir. Adiposit ve osteoblast 

yönünde farklılaşmaları Oil Red O ve Alizarin Red boyaları ile gösterilmiştir (Şekil 

3.4). ISCT tarafından belirlenen mezenşimal kök hücre olma kriterleri kapsamında 

incelendiğinde izole edilen kök hücrelerin karakterizayonlarının mezenşimal kök 

hücre karakteriasyonu için yeterli olduğu görülmüştür [106, 113]. 
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Şekil 3.1.Mezenşimal kök hücre karakterizasyonu flow sitometri paneli 1; CD106, 

CD146, CD133, CD144,CD34, CD20, CD105, CD45  yüzey belirteçlerinin analizleridir. 

CD106, CD146, CD205,  CD200 pozitif iken CD133, CD45, CD144 ve CD34 negatiftir.  
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Şekil 3.2. Mezenşimal kök hücre karakterizasyon flow sitometri paneli 2; 

CD73,CD14, HLA-DR, HLA-ABC, NGFR,CD140b, CD31; CD73, HLA-ABC (düşük pozitif), 

CD140b ve NGFR pozitif iken CD14, CD31ve HLA-DR negaftir.  
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Şekil 3.3. Mezenşimal kök hücre karakterizasyon flow sitometri paneli 3; CD44, 

CD29, CD90 ve CD166; bütün yüzey belirteçleri pozitiftir.  
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Şekil 3.4. Mezenşimal kök hücre adiposit ve osteoblast yönünde farklılaşma 

potansiyelinin gösterilmesi. A. Mezenşimal kök hücre 21. gün ışık mikroskobu 

görüntüsü (200X), B. Adipojenik farklılaşma 21. gün Oil Red O boyama (200X), C. 

Osteojenik farklılaşma 21. gün Alizarin Red boyama (200X). 

3.1.2. NK92 hücrelerinin kültürü  

NK92 hücreleri IL-2 bağımlı süspanse kültür hücreleridir ve 3X105 hücre/ml 

yoğunluğunda kültüre edilmektedir. Hücrelerin kültürü boyunca kültür ortamındaki 

IL-2 seviyesi sabit tutulmuştur. Pasajlanan hücreler transfeksiyon deneyleri için 

hazırlanmış ve daha sonra gerçekleştirilecek deneyler için dondurulmuştur. NK92 

hücreleri hücre agregatları oluşturarak çoğalan hücrelerdir. Ortamda yeterli IL-2 

olduğunda çoğalarak daha büyük hücre agregatları oluşturmaktadırlar (Şekil 3.5).  

 

Şekil 3.5. Sağlıklı NK92 hücreleri a. Yoğunluğu daha az hücreler ve küçük hücre 

agregatları, b. Yoğunluğu daha fazla hücreler ve büyük hücre agregatları. 

a b 
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3.1.3. NK92 hücrelerine antibiyotik dayanıklılık testinin yapılması 

Hücrelerin puromisin antibiyotiğine dayanıklılığının ölçülmesi amacıyla antibiyotik 

dayanıklılık testi yapılmıştır ve puromisine dayanıklılık kritik konsantrasyonu olarak 

3µg/ml seçilmiştir. Antibiyotik dayanıklılık testinde hücreler 1, 2, 3, 4 ve 5. günlerde 

görüntülenmiştir, 5. gün görüntüleri 4. gün görüntüleri ile çok benzer olduğundan 

verilmemiştir (Şekil 3.6). Hücreler inkübasyon süresi boyunca takip edilmiş canlı ve 

ölü hücre oranı mikroskobik olarak görüntülenmiştir. Kontrol grubunda ilerleyen 

günlerde hücrelerin sayısıda artış olduğu görüntülenmiş ve zamanla hücrelerin bir 

araya gelerek hücre kümeleri oluşturduğu tespit edilmiştir. 1 µg/ml ve 2 µg/ml 

puromisin içeren grupta hücre sayısının azaldığı ancak 5 günlük takipte sağlıklı 

hücre mormfolojisinin düzenli olduğu görülmüştür. 3 µg/ml puromisin içeren grupta 

hücrelerde 48 saatten sonra ölümün arttığı ortamda sağlıklı hücre sayısının 

oldukça az olduğu gözlenmiştir. 4 µg/ml grubu ve 5 µg/ml grubu hücrelerde 24 

saatlik uygulama sonucunda bütün hücrelerin öldüğü görülmüştür. Puromisin 

hücre kültüründe dirençli kolonileri seçmek için kullanılan çok yaygın bir antibiyotik 

çeşididir. Direnç genini içeren hücreler yaşarken direnç geni olmayan hücrelerde 

protein sentezini engelleyerek hücrelerin ölümüne neden olur [177]. Hücreler 

üzerinde puromisin etkisi protein sentezi aşamalarında ribozoma peptid 

transferinin engellenmesi ile olur. Bu şekilde prematür peptid zinciri 

tamamlanamaz ve hücrelerin bölünmesi için gerekli proteinler sağlanamaz. Ayrıca 

puromisin hücre kültüründe etkisini %99 gibi bir oranla 24 saat içinde 

göstermektedir [178]. Bu nedenle kritik konsantrasyon olarak seçilen 3 µg/ml 

konsatrasyonun, 24 saat sonrasında devam ettiği ve sağlıklı hücre sayısının 

kontrole göre az olmasından seçilim için uygun olduğu görülmüştür.  
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Şekil 3.6. NK92 hücreleri antibiyotik direnç testi görüntüleri, inkübasyon süresi ve 

konsantrasyon değişikliklerine göre incelendiğinde 3µg/ml kritik konsantrasyon olarak 

seçilmiştir. 
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3.2. Vektör Sistemlerinin Hazırlanması 

3.2.1. Perforin genini hedefleyen CRIPR/Cas vektör sisteminin hazrılanması 

Perforin genini hedefleyen CRISPR/Cas vektör sisteminin hazırlanmasında 

hedeflenen bölgeye özel olarak tasarlanan primerler kullanılmıştır. Bu primerlerin 

CRISPR/Cas vektörlerine ligasyonunda Cong ve arkadaşları tarafından önerilen 

yöntemler izlenmiştir [171]. Elde edilen vektörlerin perforin geni ekzon 2’yi 

hedeflediğini göstermek için DNA dizi analizi yapılmıştır. Elde edilen 5 farklı 

vektörde dizi analizi sonucu CRISPR/Cas sistemine eklenen F: 

CAGACCCCTCCCTAAACCTG primer dizi analizi verilerinde işaretlenmiştir. Elde 

edilen CRSPR/Cas sistemi vektörleri PRF1 ekzon2’yi hedeflemek için uygundur 

(Şekil 3.7). 

 

Şekil 3.7. PRF1 ekzon 2'yi hedefleyen CRISPR/Cas sistemi vektörleri DNA dizi 

analizi sonuçları; elde edilen 5 farklı vektörde perforin genini hedeflemede kullanılan 

primer işaretlenmiştir.  
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3.2.2. Perforin geni ekzon 2 ve puromisin direnci içeren vektör sisteminin 

hazırlanması 

PRF1 ekzon 2 ve puromisin direnci içeren vektör tasarımında öncelikle vektör 

sistemine eklenecek olan PRF1 geni insan DNA’sından PCR ile çoğaltılmıştır. 

PRF1 geni çoğaltmak için kullanılan primerlerin, çoğalttığı bölgenin baz uzunluğu 

1396 bazdır. PCR sonrası elde edilen ürün agaroz jelde yürütülüp 

görüntülendiğinde edilen bant büyüklüğü 1396 baz ile uyumludur (Şekil 3.8). 

 

Şekil 3.8. PRF1 Ekzon 2 PCR ürününün jelde yürütülmesi sonucu elde edilen 

görüntüsü.  PRF1 ekzon 2 PCR fragmenti uzunluğu 1396 baz, 3 adet PCR ürünü 

yüklenmiştir. (1KB ladder kullanılmıştır). 

Agaroz jelde görüntülenen ve büyüklüğü konrol edilen PRF1 ekzon 2 PCR 

ürününün DNA dizi analizi yapılmıştır. Elde edilen analiz sonucu karşılaştırılmış ve 

PRF1 geni ekzon 2 ile örtüştüğü görterilmiştir (Şekil 3.9). 
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Şekil 3.9. PCR ile çoğaltılan PRF1 ekzon 2 dizi analizi sonuçları, ekzon 2'nin her iki 

tarafındaki intronlar ve CRISP/Cas sistemi ile hedeflenen ekzon 2 bölgesi işaretlenmiştir. 

PRF1 ekzon 2 PCR fragmentini içeren homolog rekombinasyon donör vektörün 

hazırlanması aşamasında pCR2.1 TOPO plazmidi kullanılmıştır. Bu plazmide 

PRF1 ekzon 2 eklenmiş ve EcoRI ve SmaI restriksiyon endonükleaz enzim 

kesimleri sonucunda elde edilen bant büyüklüklerinin beklendiği gibi olduğu 

görülmüştür (Şekil 3.10). PRF1 ekzon 2 yi içeren pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2 

vektörü EcoRI enzimi ile kesildiğinde 2 adet fragment oluşmakta bu 

fragmentlerden küçük olan, eklenen PRF1 ekzon2 bölgesi olup 1396 bazdır, SmaI 

enzimi ile oluşturlan vektörü sadece bir noktadan keserek linearize etmektedir. 

Elde edilen görüntü linearize edilmiş bir DNA’nın jelde oluşturduğu görüntü ile 

uyuşmaktadır. Jelde paralel olarak yürütülen enzim kesimi yapılmamış vektör 

DNA’sının görüntüsü ise dairesel bir DNA’nın jelde oluşturduğu görüntü ile 

uyuşmaktadır. 
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Şekil 3.10. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon2 vektörü EcoRI ve SmaI enzim kesimleri 

sonucu elde edilen jel görüntüsü, EcoRI enzimi ile elde edilen 2 bant ve SmaI enzimi 

ile elde edilen linearize olmuş DNA jel görüntüsü (1KB ladder kullanılmıştır).  

Puromisin direnci içeren vektörün hazırlanması amacıyla pCR2.1 TOPO plazmidi 

kullanılmıştır. Bu plazmide puromisin direnç geni eklenirken genin her iki ucuna 

PmeI kesim bölgeleri eklenmiştir. Enzim eklenmesindeki amaç daha sonra 

hazırlanacak vektör için puromisin direnç genini kör uç şeklinde keserek pCR2.1 

TOPO+PRF1 ekzon 2 vektöründe ekzon 2 kısmının ortasına yerleştirebilmektir. 

Hazırlanan pCR2.1 TOPO +Ubi-Puro vektörü PmeI enzimi ile kesildikten sonra 

jelde yürütülmüş ve jelde görülen 2 banttan büyük olan plazmidi (4359 baz) küçük 

olan ise puromisin direnç genini (2068baz) göstermektedir (Şekil 3.11).  
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Şekil 3.11. pCR2.1 TOPO+UBİ-PURO plazmidi PmeI enzim kesim jel görüntüsü, 

oluşan fragmentler pCR2.1 TOPO plazmidi (4359 baz) ve puromisin direnç geni 

(2068baz) olarak görülmektedir (1KB ladder kullanılmıştır). 

PRF1 ekzon 2 ve puromisin direncini içeren vektör sisteminin hazırlanmasında 

öncelikle; pCR2.1 TOPO+UBİ-PURO vektöründen UBI-PURO geni In-Fusion 

klonlama için özel olarak tasarlanmış primerlerle PCR ile çoğaltılmış ve jelde 

yürütülerek jelden izole edilmiştir. pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 2 vektörü ile SmaI 

enzimi ile linearize edilmiş ve jelde yürütülerek jelden izole edilmiştir. In-fusion 

klonlama için bu iki fragment birleştirilmiştir. Elde edilen 7 farklı örnek EcoRI 

enzimi ile kesilmiş ve jelde yürütülmüştür. Jel görüntü analiz dildiğinde bu 

örneklerden sadece 3 tanesinde istenilen büyüklükteki 2 bandın (3400baz ve 3000 

baz) olduğu görülmüştür (Şekil 3.12). Beklenilen bantların olduğu örnekler 

seçilerek DNA dizi analizi yapılmıştır. Dizi analizi sonucunda ekzon 2 ve puromisin 

direncini içeren 2  vektör seçilmiştir ve bu yeni vektör pCR2.1 TOPO+PRF1 ekzon 

2+UBI-PURO olarak isimlendirilmiştir (Şekil 3.13). 



 

 

69 

 

 

Şekil 3.12. pCR2.1 TOPO+PRF1 Ekzon 2+UBI-PURO plazmidi EcoRI enzim 

kesimi jel görüntüsü, EcoRI enzim kesimi sonucu elde edilmesi beklenen 3400baz ve 

3000 bazlık iki band 2, 3 ve 5 nuralı örnekte görülmektedir. 

 

Şekil 3.13. pCR2.1 TOPO+PRF1 Ekzon 2+UBI-PURO vektör sistemi DNA dizi 

analizi sonuçları, şekilde 2 farklı dizi analizi sonucu elde edilen sonuçlar görülmektedir.  

Dizi analizi sonucunda PRF1 ekzon 2’nin puromisin direnç geni ile birleştiği bölgeler 

gösterilmiştir.  
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3.3. Gen Transferi Çalışmaları 

NK92 hücrelerine 3 farklı yöntemle gen transfeksiyonu yapılmıştır. Sonuçta 

transfeksiyon verimliliği en yüksek yöntem seçilerek tez kapsamında kullanılmıştır. 

 3.3.1. Elektroporasyon  

Elektroporasyon çalışmalarında farklı voltajlar  (240V, 280V, 300V) ve farklı 

tekrarlar (1 ve 2 tekrar) kullanılarak GFP içeren vektör transfekte edilmiştir. Elde 

edilen sonuçlarda 280V ve tek seferlik elektroporasyon denemesinde diğer 

gruplara oranla daha fazla GFP pozitif hücre görülmüştür. Ancak transfekte olan 

hücre sayısının düşük olduğu tespit edilmiştir (Şekil 3.14).  
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Şekil 3.14. NK92 hücrelerinin GFP içeren vektörle elektroporasyonla 

transfeksiyonu sonucu elde edilen floresan mikroskop ve ışık mikroskobu 

görüntüleri (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan); 280V elektriksel güçte tek 

seferlik uygulama yapılan grupta diğer gruplara göre daha fazla GFP pozitif hücre 

bulunmaktadır.  
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3.3.2. Kimyasal transfeksiyon  

Kimyasal transfeksiyon amacıyla yapılan denemelerde kimyasal transfeksiyon 

ajanı (Turbofect, Thermo) ile GFP içeren vektör DNA’sı uygulanmıştır. 24 saat 

sonra elde edilen görüntülerde GFP pozitif olan hücre sayısının az olduğu 

görülmüştür (Şekil 3.15). 

 

Şekil 3.15. NK92 hücrelerinin GFP içeren vektörle kimyasal ajanla transfeksiyonu 

sonucu elde edilen floresan mikroskop (a, c) ve ışık mikrokop (b, d) görüntüleri 

(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan), GFP pozitif hücre sayısının çok düşük 

olduğu görülmektedir.  

3.3.3. Nükleofeksiyon  

Nükleofeksiyon çalışmalarında GFP içeren vektörle transfeksiyon yapılmış ve 

transfeksiyon verimliliği ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlara göre NK92 hücrelerinin 

transfeksiyon verimliliğinin diğer iki yönteme göre daha yüksek olduğu görülmüştür 

(Şekil 3.16). Bu nedenle hücrelerin transfeksiyonu ile ilgili devam eden deneysel 

çalışmalar nükleofeksiyon yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3.16. NK92 hücreleri GFP vektörle nükleofeksiyondan 24 saat sonra elde 

edilen görüntüler; floresan mikroskop (a, c) ve ışık mikroskobu görüntüsü (b, d) 

(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan); GFP pozitif hücre sayısının diğer gruplara 

göre daha fazla olduğu gösterilmiştir.  

NK92 hücrelerinin pCR2.1 TOPO+PRF1 Ekzon2+UBİ-PURO vektörü ve CRISPR 

sistemi için transfeksiyonunda nükleofeksiyon yöntemi kullanılmıştır. 

Nükleofeksiyon işlemi sonucu laboratuvara getirilen hücreler 24 saat inkübe 

edilmiştir. 24 saat sonunda antibiyotik seçilimi işlemi için besi ortamına 3µg/ml 

puromisin eklenmiş ve devam eden kültür süresince hücreler puromisin içeren besi 

ortamında kullanılmıştır. Aynı zamanda antibiyotik seçilimine kontrol olarak sağlıklı 

hücrelere de paralel olarak puromisin uygulanmıştır. Antibiyotik uygulamasından 

24 saat sonra kültür ortamında yoğun miktarda ölü hücre görülmüştür. Bu durum 

transfekte olmayan hücrelerde puromisin direncinin olmamasından 

kaynaklanmaktadır. Antibiyotik seçilimine 2-4 hafta devam edilmiştir. Bu süreçte 

kontrol grubunda yaşayan hücre kalmazken, transfekte olan ve puromisin direnci 

taşıması nedeniyle puromisinin etkisinden korunan hücreler çoğlmaya başlamıştır 

(Şekil 3.17). Denemeler sonucunda transfekte olan ve puromisinli ortamda 

a 

c 

b 
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çoğalmaya devam eden 2 farklı klon seçilmiştir (Klon1 ve Klon2). Klon1 ve Klon2 

hücreleri arasındaki fark transfeksiyonda kullanılan CRISPR/Cas vektör sisteminin 

PRF1 ekzon 2 de hedeflediği bölgedeki farklılıktan kaynaklanmaktadır.  

Başlangıçta çok düşük olan hücre sayısı kültür devam ettiği sürece artmıştır. 

Devam eden deneysel çalışmalar çoğaltılan Klon1 ve Klon2 hücreleri ie 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 3.17. Puromisin antibiyotik seçimi sonrası devam edilen kültürde çoğalmaya 

devam eden transfekte olmuş hücrelerin ışık mikroskobu görüntüleri; a-c; puromisin 

antibiyotikli besi ortamında 1. hafta hücre görünümleri, d-f; puromisin antibiyotikli besi 

ortamında 2. hafta hücre görünümleri.  a ve d; kontrol NK92 hücreleri, b ve e; transfekte 

NK92 hücreleri (Klon1); c vd f; transfekte NK92 hücreleri (Klon2). Ok işareti puromisin 

dirençli  sağlıklı hücreleri göstermektedir.  

3.4. Hücrelerin Uyarılması ve Gen İfadesinin Kontrolü 

Transfekte edilen ve antibiyotik seçilimi sonucu çoğalmaya devam eden Klon1 ve 

Klon2 hücrelerinde perforin geninin ifadesinin kontrolü için öncelikle hücreler 

uyarılmış, sonrasında ise qPCR, PCR ve ELISA analizleri gerçekleştirilmiştir. 

3.4.1. Hücrelerin uyarılması 

Transfeksiyon deneyleri sonrası antibiyotikli besi ortamında canlılığını devam 

ettiren Klon1 ve Klon2 hücrelerinde perforin ifadesinin kontrolü amacıyla, hücreler 
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PMA/İyonomisin ile uyarılmıştır.  NK hücreleri PMA/İyonomisin ile 4 saat 

uyarılmıştır. PMA/İyonomisin in vitro çalışmalarda NK hücrelerini uyarmak ve 

perforin salınımını görüntülemek için kullanılan en önemli ajanlardandır. Bu 

nedenle uyarı sonucu perforin ifadesini ve protein miktarını gösterebilmek için bu 

çalışmada kullanılmıştır [63].  

3.4.2. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) 

qPCR deneylerinde kontrol gen olarak TATA binding protein (TBP) ifadesi analiz 

edilmiştir. Kontrol TBP ifadesine göre perforin gen ifadesi değişimi relatif olarak 

hesaplanmıştır. Transfekte olmamış ve olmuş hücrelerde PMA/iyonomisin ile 

uyarılmış (U+)) ve uyarılmamış (U(-)) hücreler analiz edilmiştir. Transfekste 

olamamış NK92 hücrelerinde uyarılmış hücrelerde perforin ifadesi, uyarılmamış 

hücrelere göre yaklaşık 22 kat artmıştır. Bu durum uyarım sonucu hücrelerden 

PRF1’in ifade olduğunu göstermektedir. Klon1 ve Klon2 de ise perforin ifadesinin 

0,05-0,096 kat olacak kadar baskılandığı gösterilmiştir (Şekil 3.18).  

 

Şekil 3.18. Klon1 ve Klon2 hücrelerinde PRF1 ifadesinin qPCR ile analizi 

NK92-U(-) NK92-U(+) Klon1 U(-) Klon1 U(+) Klon2 U(-) Klon2 U(+)
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3.4.3. PCR analizi 

Klon1 ve Klon2 hücrelerinde PRF1 geni ekzon 2’de hedefli insersiyon bölgesinde 

ekzon 2 ve puromisinin varlığını göstermek için PCR yapılan analizleri ekzon 2 ve 

puromisinin insersiyon bölgesinde olduğunu göstermiştir. PRF1 ekzon 2 bölgesini 

çoğaltan primerlerden elde edilen ürün 1396 baz uzunluğundadır. Ekzon 2’ye 

puromisin eklenmesi sonucu oluşan PCR fragmentinin uzunluğu ise 3474 baz 

uzunluğundadır. PCR analizleri sonucu elde edilen jel görüntülerindeki bant 

büyüklüğü 3474 baz ile uyumludur (Şekil 3.19).  

  

Şekil 3.19. Klon1 ve Klon2 hücrelerinde PRF1 ekzon 2 'de puromisin direnç 

geninin varlığının gösterilmesi, Klon2 ve Klon1 kuyucuklarında 3400 baz ile uyumlu 

bant bulunmaktadır. 

3.4.4. ELISA analizi 

Klon1 ve Klon2 hücrelerinde uyarım sonucu perforin salgılanmasının 

görüntülenmesi amacıyla yapılan ELISA analizi sonucunda perforin 

salgılanmasının baskılandığı görülmüştür. Perforin salınımı uyarılmış hücrelerde 

uyarılmamış hücrelere göre daha yüksek ölçülmüştür. Klon1 uyarılmış hücrelerle,  
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NK92 uyarılmış hücreleri arasında istatistiksel olarak anlamlı faklılık bulunmaktadır 

(p=0,000019). Aynı zamanda Klon2 ile sağlıklı NK92 uyarılmış hücreler arasında 

da anlamlı farklılık söz knusudur (p=0,0000138). Bu sonuçlar yapmış olduğumuz 

transfeksiyonun başarılı olduğunu göstermektedir. 

  

Şekil 3.20. Klon1 ve Klon2 hücrelerinde uyarım sonucu perforin salgılanmasının 

ELISA analizi ile ölçülmesi, NK92 hücrelerinden salınan perforin miktarı Klon1 ve 

Klon2’ye oranla anlamlı olarak daha yüksektir. 

3.5. Hücrelerin Mezenşimal Kök Hücreleri ile Ko-Kültürü 

Klon1 ve Klon2 hücrelerinin MKH’lerle ko-kültürü yapılarak süpernatanlar çoklu 

sitokin analizi için saklanmıştır. MKH’ler 6 kuyucuklu kültür kaplarına ekilmiş ve 24 

saatlik inkübasyon sonrası transwell sisteminde Klon1 ve Klon 2 hücreleri 

transwelin üst kısmına eklenerek ko-kültüre edilmiştir. Kontrol olarak NK92 

hücreleri ile ko-kültür yapılmıştır. Ko-kültür sistemi kurulmadan önce hücreler 

görüntülenmiştir. Devam eden zamanda görüntülenme transwell sistemindeki 

porlu yapılar nedeniyle gerçekleştirilememiştir. 
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Şekil 3.21. Ko-kültür öncesi hücrelerin görünümü; a; MKH, b; Klon1 hücreler, c; 

Klon2 hücreleri. 

Klon1, Klon2 ve NK92 hücreleri MKH’lerle farklı oranla kültüre edilmiştir. Her hücre 

grubu için MKH/NK hücre oranı 1:1 ve 1:10 olacak şekilde ko-kültür sistemi 

kurulmuştur. Örneklem seçilimi Çizelge 3.1’de özetlenmiştir. 24 ve 72. saatlerde 

örnekler toplanarak çoklu sitokin analizi için -800C’de saklanmıştır. Aynı zamanda 

kontrol örneği olarak aynı sayıda MKH’lerin süpernatanları alınarak analiz 

edilmiştir. 

Çizelge 3.1. Ko-kültür sisteminde örneklerin dağılımı 

 

3.6. Çoklu Sitokin Analizi 

Çoklu sitokin analizinde ko-kültür sisteminden toplanan süpernatanlarda IL-1β, IL-

2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, 

MCP-1 (MCAF), MIP-1β ve TNFα sitokinlerinin analizi yapılmıştır. Elde edilen 

sonuçlarda IL-1β, IL-5, IL-7, IL-12, IL-13, IL-17 ve MCP-1 (MCAF) sitokinlerinin 

oluşturulan ko-kültür sisteminde ölçülebilecek seviyeden daha düşük olduğu 

görülmüştür. Bu nedenle bu sitokinlerle ilgili analiz yapılmamıştır. Diğer yandan IL-
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2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, MIP-1β ve TNFα sitokinleri ile 

ilgili veriler elde edilmiş ve analiz yapılmıştır. Elde edilen veriler ortamda sadece 

MKH, NK92, Klon1 ve Klon2 hücrelerinin bulunduğu ko-kültür sistemine aittir.  

Ayrıca verilerin çoğu pikogram/ml olarak hesaplanan sonuçlardır. Sadece IL-6 ve 

IL-8 sitokin analizlerinde bu sitokinler MKH’lerin süpernatanlarında ölçüldüğü için 

sonuçlar MKH’lerden elde edilen sonuçlara normalize edilerek kat değişim olarak 

verilmiştir.  

IL-4 genel olarak bağışıklık sisteminin baskılanmasından sorumlu bir sitokindir ve 

ko-kültür sistemimizde MKH’ler tarafından salgılanmaktadır [179]. Bu nedenle, ko-

kültür sisteminde IL-4’ün varlığı ko-kültür sisteminin çalıştığı anlmına gelmektedir. 

Gruplar birbiri ile karşılaştırıldığında Klon1 ve Klon2 arasında anlamlı bir fark 

olmadığı görülmüştür (Şekil 3.22). 

 

Şekil 3.22. IL-4 sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi 

Klonlar kendi aralarında değerlendirildiğinde 1:1 (MKH:Klon1) ve 1:10 

(MKH:Klon1) oranında 24. saatte IL-4 oranının daha yüksek olduğu saptanmıştır. 

Bu da ortamda daha fazla sayıda defektli/hasarlı hücre olması durumunda IL-4 

miktarının daha fazla olarak inflamasyonu baskıladığını gösterir. Klon1 ve 

Klon2’nin 24. saatlerinde bu etki görülmektedir. Ayrıca Klon1’de 72. saatte IL-4 

miktarının azaldığı görülmektedir. Bu durum 24. saatte akut olarak immün sistemin 
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baskılanmasından sonra, 72. saatte IL-4 etkisine gerek kalmadığı ve IL-4 

miktarının düştüğü anlamına gelmektedir. Klon2’de bu açıdan bir farklılık 

görülmemiştir. Klonlar ve NK92 hücreleri birbirleri ile karşılaştırıldığında ise sağlıklı 

NK92 hücrelerinin bulunduğu ko-kültürlerde IL-4 seviyesinin daha düşük olduğu 

görülmüştür. Bu durum her klonun ayrı ayrı NK92 hücresi ile karşılaştırılmasında 

da aynıdır. Bu da ko-kültür sistemindeki MKH’lerin ihtiyaca göre cevap verdiğini  

ve defektli hücrelerin bulunduğu grupta daha fazla IL-4 salgıladığını 

gösermektedir. Aynı zamanda sadece MKH süpernatnından elde edilen verilerde 

IL-4 tespit edilmemesi, MKH’lerin IL-4’ü NK92 hücreleri ile etkileşimi sonucu 

salgılamasından kaynaklandığı düşünülebilir.  

IL-6 proinflamatuvar bir sitokindir ve inflamasyonu başlatır. T lenfositler, endotel 

hücreleri makrofajlar ve MKH’ler tarafından salgılanır [133, 180, 181]. Ko-kültür 

sistemimizde IL-6 kaynağı MKH’lerdir. MKH’lerin IL-6 salgılaması aynı zamanda 

immün sistemi uyarıcı etkisinden kaynaklanmaktadır. IL-6 sitokin analizinde tüm 

gruplar birbiri ile karşılaştırıldığında gruplar arasında belirgin bir farklılık 

görülmemiştir (Şekil3.23).  

 

Şekil 3.23. IL-6 sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi. MKH’lerden elde 

edilen süpernatanda da IL-6 ölçümü yapıldığından sonuçlar normalize edilerek verilmiştir.  

Klonlar kendi içinde karşılaştırıldığında 1:1 ve 1:10 MKH/Klon grupları arasında, 

24. ve 72. saatler arasında belirgin bir fark görümemiştir. Klonlar ve NK hücreleri 

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4
1,6
1,8

K
a
t 

d
e
ğ

iş
im

 

IL-6 

24 S

72 S



 

 

81 

 

karşılaştırıldığında ise yine belirgin bir farklılık tespit edilememiştir. Ayrıca MKH 

süpernatanında da IL-6 varlığı tespit edildiğinden bu durum MKH hücrelerinin 

herhangi bir etkileşime girmeden de bu sitokini salgıladığını göstermektedir. Bu 

nedenle gruplardaki IL-6 miktarı MKH’lerden elde edilen sonuçlara göre normalize 

edilmiştir. 

IL-8, MKH’ler tarafından salgılanan bir kemokindir [181]. İmmün sitemi uyarıcı etki 

yapar nötrofillerin inflamasyon bölgesine gelmesini sağlar [70]. IL-8 sitokin 

analizinde tüm gruplar birbiri ile karşılaştırıldığında 24 saatte belirgin bir artış 

göstermiş, ancak 72. saatte düşüş olmuştur (Şekil3.24). Bunun nedeni, IL-8’in 

erken ifade edilen komoatraktif bir molekül olmasıdır. İlk 24 saatte maksimum 

uyarı gösterir ve seviyesi 48. saatte bazal seviyeye düşer. Aynı zamanda IL-8 

MKH’lerden elde edilen süpernatanlarda da görülmüştür. Bu nedenle diğer 

gruplardan elde edilen sonuçlar MKH’lerden elde edilen sonuçlara göre normalize 

edilmiştir.  

 

Şekil 3.24. IL-8  sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi, MKH’lerden elde 

edilen süpernatanda da IL-8 ölçümü yapıldığından sonuçlar normalize edilerek verilmiştir. 
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IL-10, NK hücreleri ve MKH’ler tarafından salgılanan sitokindir [70, 121]. İmmün 

sistemi baskılayıcı aynı zamanda düzenliyici rol oynamaktadır. Gruplar birbiri ile 

karşılaştırıldığında Klon1 ve Klon arasında belirgin bir fark görülmemiştir. Ancak 

her iki klonun da hücre sayısının yüksek olduğu grupta IL-10 seviyesinin yüksek 

olduğu görülmüştür (Şekil 3.25) . MKH süpernatanından yapılan ölçümde IL-10 

görülmemesi bu hücrelerin ancak NK hücreleri ile etkileşime girdiklerinde bu 

sitokinleri salgıladıklarını göstermektedir. IL-4 gibi immün sistemi baskılayıcı bir 

sitokin olan IL-10’un ml’deki pikogram miktarının yüksek olmasının nedeni bu 

sitokinin hem MKH’ler hem de NK hücreleri tarafından salgılanmasından 

kaynaklanmaktadır. Ayrıca IL-10 üretimi IL-4 varlığı ile artmaktadır.  

 

Şekil 3.25. IL-10 sitokininin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi.  

GM-CSF, genel olarak immün sistemi uyarıcı rol oynar. Bu etki granülosit ve 

makrofajlardan proinflamatuvar salınımını arttırması ile olur. GM-CSF hem 

MKH’ler hem de NK hücreleri tarafından salgılanır [70, 180]. MKH’ler kemik 

iliğinde hematopoietik kök hücreleri destekleyici görev yapar; granülosit ve 

makrofaj farklılaşmasında rol oynar. Ko-kültür sistemimizde de Klon1 ve Klon2 

karşılaştırıldığında uyarılmış hücre gruplarında belirgin bir artış görülmektedir. 

Aynı zamanda 24. saatte daha düşük olan GM-CSF miktarı, 72. saatte artış 

göstermektedir (Şekil 3.26). Bu artış, hücre farklılaşması için gerekli proteinlerin 

sentezi için geçen sürenin uzun olması ile açıklanabilir. MKH süpernatanından 
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elde edilen sonuçta GM-CSF görülmemesi bu hücrelerin NK hücreleri ile 

etkileşime girdiklerinde bu sitokinleri salgıladıklarını göstermektedir. 

  

Şekil 3.26. GM-CSF sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi 

G-CSF de GM-CSF gibi MKH’ler tarafından salgılanan immün sistemi uyarıcı etkisi 

olan bir sitokindir [121]. Uyarım durumunda hematopoietik grupta yer alan öncül 

hücrelerden granülositlerin salgılanmasını uyarır. Ko-kültür sisteminde de Klon1 ve 

Klon2 karşılaştırıldığında uyarılmış hücre gruplarında daha yüksek miktarlarda 

üretilmektedir. Aynı zamanda etkisini uzun süre devam ettirmekte ve 72. saatte de 

miktarında düşme olmadığı görülmektedir. MKH süpernatanından elde edilen 

sonuçta G-CSF görülmemesi bu hücrelerin NK hücreleri ile etkileşime girdiklerinde 

bu sitokinleri salgıladıklarını göstermektedir (Şekil 3.27). 
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Şekil 3.27. G-CSF sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi 

IFNγ, hem NK hücreleri hem de MKH’leri tarafından salgılanan bir sitokindir [54, 

182]. İmmün sistemi uyarıcı etki yapmaktadır. Ko-kültür sistemimizde de Klon1 ve 

Klon2 hücrelerinin uyarılmış gruplarında miktarlarında belirgin bir artış 

görülmektedir (Şekil 3.28). Aynı zamanda her iki klonda da MKH/Klon oranı 1:10 

olan hücrelerde IFNγ miktarıı daha yüksektir. Bu durum gen defektli ve sağlıklı NK 

hücrelerinde benzerlik göstermektedir. Bu da ko-kültür sistemindeki IFNγ’nın daha 

çok NK hücrelerinden kaynaklandığını göstermektedir. Aynı zamanda klonlarda 

salgılanan IFNγ miktarının çok yüksek olması FHL2 modeli ile de örtüşmektedir. 

MKH süpernatanından elde edilen sonuçta IFNγ görülmemesi bu hücrelerin NK 

hücreleri ile etkileşime girdiklerinde bu sitokinleri salgıladıklarını göstermektedir.  
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Şekil 3.28. IFNγ sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi 

TNFα, hem NK hücrelerin hem de MKH’ler tarafından salgılanan bir sitokindir [54, 

70, 182]. İmmün sistemi uyarıcı etki yapmaktadır. Ko-kültür sistemimizde de Klon1 

ve Klon2 hücrelerinin uyarılmış gruplarında miktarlarında belirgin bir artış 

görülmektedir. Aynı zamanda her iki klonda da MKH/Klon oranı 1:10 olan 

hücrelerde TNFα miktarı daha yüksektir. Bu durum gen defektli ve sağlıklı NK 

hücrelerinde benzerlik göstermektedir (Şekil 3.29). Bu sonuçlar, ko-kültür 

sistemindeki TNFα’nın daha çok NK hücrelerinden kaynaklandığını 

göstermektedir. Aynı zamanda klonlarda salgılanan TNFα miktarının çok yüksek 

olması FHL2 modeli ile de örtüşmektedir. MKH süpernatanından elde edilen 

sonuçta TNFα görülmemesi bu hücrelerin NK hücreleri ile etkileşime girdiklerinde 

bu sitokinleri salgıladıklarını göstermektedir.  
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Şekil 3.29. TNFα sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi 

MIP-1β, MKH’ler, T lenfositler ve makrofajlar tarafından salgılanan bir kemokindir 

[70, 183]. Ko-kültür sistemimizde gruplar arasında belirgin bir farklılık 

görülmemektedir (Şekil 3.30). MKH süpernatanından yapılan ölçümde TNFα 

görülmemesi bu hücrelerin NK hücreleri ile etkileşime girdiklerinde bu sitokinleri 

salgıladıklarını göstermektedir.  

  

Şekil 3.30. MIP-1β sitokinin ko-kültür sistemindeki miktarının analizi 
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Ailevi hemofagositik sendrom (Familial hemofagositik lenfohistiyositoz, FHL), fazla 

uyarılmış ama etkin olmayan bir immün sistem ile karakterize edilen, tedavi 

edilmezse ölümle sonlanan otozomal resesif geçişli bir immün fonksiyon 

bozukluğu hastalığıdır [8]. FHL hastalarında semptomların en yüksek seviyede 

görülmeye başladığı zaman 1-6 aylık dönemdir. Ancak diğer çocukluk yaşlarında, 

gençlikte ve hatta yetişkinlikte de ortaya çıkabilir [12, 184]. FHL’nin sitolitik 

proteinlerin sekresyonu yolundaki mutasyonlar nedeniyle oluşan 5 tipi 

bulunmaktadır. Bu hastalıklar içinde en yaygın olan FHL2, perforin gen defekti 

olan tiptir [10]. Perforin mutasyonunun FHL tipleri arasında görülme sıklığı 

%30’dur [30]. FHL2, ülkemizde en yaygın görülen FHL tipi olarak dikkat 

çekmektedir. Dünya üzerinde FHL sıklığı incelendiğinde Japonya’da 

0.342/100.000/yıl ve İsveç’te 0.12/100.000/yıl iken Türkiye’de hastaneye yatan 

hastalar arasında 7.5/10000 gibi yüksek bir orandadır [11, 12, 185]. FHL2’deki 

perforin gen hasarı nedeniyle perforin sentezleyemeyen sitotoksik T lenfositler ve 

NK hücreleri enfekte hücreyi yok edememekte, immün sistemin en ufak 

uyarımında bile hiperinflamasyon gelişmekte ve kontrol edilemeyen bir immün 

sistem aktivasyonu oluşmaktadır. Bu durumda hastaneye başvuran hastalara tanı 

ve tedavi amacıyla HLH 2004 protokolü uygulanmaktadır [21]. Tedavi amacıyla 

yapılan uygulamalar inflamasyonun baskılanması ve devamında uyarıma neden 

olan etkenin ortadan kaldırılmasıdır. Kesin tedavi ancak uygun donör bulunması 

durumunda hematopoietik kök hücre transplantasyonu ile söz konusudur ancak 

uygun donör bulunmadığı taktirde hasta çoklu organ yetmezliği sonucu kaybedilir 

[2]. Hastalıkla ilgili yapılan araştırmalar daha çok hastalıktaki mutasyonların 

tanımlanması ve hastalık sürecinde oluşan klinik tablonun düzeltilmesine 

yöneliktir. Hastalıkta oluşan immün sistem değişikliklerini incelemeye yönelik 

perforin gen hasarlı hayvan modelleri geliştirilmiştir. Ancak bu hayvan modelleri 

her türlü patojene karşı çok hassas olduğundan deney süreleri boyunca bu 

hayvanların yaşatılmalasında zorluk çekilmektedir [96, 186].  Bu nedenlerle, 

yapılan tez çalışmasında amaç öncelikle FHL2 modelli bir in vitro sistem 

oluşturmak ve oluşturulan model hücre hattı üzerinde MKH’lerin immün modülatör 

etkisinin incelemesi amaçlanmıştır.  
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Perforin, STL ve NK hücrelerinin virüs enfekte hücreler ve kanser hücrelerine karşı 

immün cevap oluşturmasında kilit rol oynamaktadır. STL ve NK hücreleri enfekte 

hücrelerle karşılaştıklarında sitoplazmik granüllerinde bulunan perforin proteinlerini 

salgılar. Perforin proteinleri, yabancı hücre membranında por oluşturarak granüller 

içinde bulunan granzimlerin hedef hücreyi öldürmesine aracılık eder [88]. Bu 

bilgilerin ışığında bu tez çalışmasında perforin defektli FHL2 modeli oluşturulması 

için NK hücreleri seçilmiştir ve bir insan NK hücre hattı olan NK92 kullanılmıştır. 

NK92 hücrelerinde PRF1 geni hedeflenerek mutasyon oluşturulmaya çalışılmıştır. 

Mutasyon oluşturmak için öncelikle PRF1 genini hedefleyen vektör sistemleri 

oluşturulmuştur. Bu amaçla, PRF1 ekzon 2’yi ve bir antibiyotik direncini puromisin 

direnci) içeren donör vektör sistemi hazırlanmıştır. Puromisin antibiyotiği, klonlama 

çalışmalarında transfekte klonların seçiliminde yaygın olarak kullanılan seçici bir 

antibiyotik çeşididir [187]. Puromisin antibiyotiğinin, ökaryot ve prokaryotlardaki 

etki mekanizması protein sentezini ribozomdaki peptidil transferaza bağlanarak 

gösterir [177]. Böylece protein sentezini engeller. Yüksek konsatrasyonlarda 

puromisin, bulunduğu ortamdaki bütün protein sentezini engelleme özlelliğine 

sahiptir. Bu nedenle transfekte olan hücrelerin seçiminde kullanılmak üzere 

puromisin antibiyotiği seçilmiştir. 

PRF1 ekzon 2 ve puromisin direncini içeren vektörler hazırlandıktan sonra 

restriksiyon endonükleazlarla kesilmiştir. Klonlama sistemlerinde restriksiyon 

endonükleazlar istenilen vektörde istenilen bölgeleri kesmek ve o bölgelere gen 

parçaları eklemek için kullanılan en önemli araçlardır. Çalışmamızda hazırlanan 

vektör sistemlerinde PRF1 ekzon 2 ve puromisin direnç geni varlığı enzim 

kesimleri ve dizi analizleri ile kontrol edilmiştir. 

NK hücrelerinde gen hedefleme çalışmaları RNA kökenli sistemler ve lentiviral 

kökenli sistemlerle yapılmaktadır [188, 189]. Çalışmamızda NK92 hücrelerinde 

PRF1 geni ekzon 2’yi hedeflemek için seçtiğimiz CRISPR/Cas sistemi 

kullanılmıştır. CRISPR/Cas sistemi ilk defa 2013 yılında ökaryot genomunda 

modifikasyonlar oluşturmak üzere kullanılmaya başlamış ve günümüzde gen 

hedefleme için öne çıkan en yeni yöntemlerden biridir [171, 173]. CRISPR/Cas 

sistemi, bakterilerin kendilerini fajlara karşı koruduğu bir savunma mekanizması 
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olup, bir kez karşılaştıkları patojen DNA’sını kendi DNA’larına ekleyerek bir sonraki 

karşılaşmada o patojen DNA’sını tanımaya ve yok etmeye yönelik bir sistemdir 

[166]. Çalışmamızda genomda PRF1 ekzon 2’de çift zincir kırığı oluşturacak 

CRISPR/Cas vektör sistemi hazırlanmış ve PRF1 ekzon 2 hedef primerlerinin 

varlığı DNA dizi analizi ile gösterilmiştir.  

NK hücrelerinde transfeksiyon çalışmaları elektroporasyon, kimyasal transfeksiyon 

ve nükleofeksiyon yöntemleri ile yapılmaktadır [190-192]. Çalışmamızda her üç 

yöntem de denenmiş olup, trasfeksiyon verimliliği en yüksek olan nükleofeksiyon 

yöntemi ile çalışmaya devam edilmiştir. Elektroporasyon sisteminde uygulanan 

düşük voltajların bile hücreler için yüksek bir elektriksel alan yarattığı 

düşünülmektedir. Kimyasal transfeksiyonda uygulanan ajanın yüksek oranda 

toksik olması verimliliği düşürmüştür. Ancak nükleofeksiyon transfeksiyon 

çalışmaları için günümüz koşullarında uygulanan en güveniler ve verimliliği yüksek 

bir sistem olarak dikkat çekmektedir. Bu nedenle nükleofeksiyon grubunda 

uygulanan yöntemin NK92’ye özgül olması ve uygulanan voltaj değerlerinin, 

transfeksiyon solüsyonlarının hücre tipine göre özel olarak seçilmesi 

nükleofeksiyonda daha yüksek başarı elde edilmesini sağlamıştır. Aynı zaman 

süspanse olan NK92 hücreleri kolay transfekte olan hücreler değildirler ve bu 

hücresel evrimsel olarak gelişim aşamalarının sonuna kadar farklılaşmış, 

özelleşmiş hücrelerdir. Bu nedenle bu hücrelerde oluşturulmak istenen genetik 

modifikasyonlara adaptasyon diğer hücre tiplerine göre düşüktür. Ayrıca süspanse 

hücre kültür sisteminde her zaman belli bir yoğunlukta bulunmaları gereken NK92 

hücrelerinde transfeksiyon sonrası klon seçimleri de oldukça zor olmaktadır.  

Çalışmamızda FHL2 modelli hücre hattı oluşturmak için seçilen NK92 hücreleri, 

hazırlanan CRISPR/cas sistemi ve PRF1 ekzon 2-puromisin direnci içeren vektör 

sistemi kullanılarak nükleofeksiyon yöntemi ile transfekte edilmiştir. 

Transfeksiyondan 24 saat sonra besi ortamına kritik miktarda (3µg/ml) puromisin 

antibiyotiği eklenmiş ve transfekte olmayan hücrelerin seçilimi sağlanmıştır.  

Antibiyotik seçilimi sonucu çoğalan hücrelerde PRF1 geninde ekzon 2 bölgesinde 

hedeflenen bölgeye puromisin direnç geni eklenerek PRF1 geninde mutasyon 

oluşturulup oluştrulmadığı üç farklı yöntemle test edilmiştir. Bu yöntemler;  
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klonlardaki PRF1 geni ifadesi qPCR yöntemi ile ölçülmüş, klonların genomik 

DNA’sından PRF1 ekzon 2 PCR ile çoğaltılarak büyüklüğü kontrol edilmiş ve 

klonlardan perforin protein salınımı ELISA yöntemi ile ölçülmüştür. 

qPCR analizleri sonucu çalışılan her Klon1 ve Klon2’de PRF1 gen ifadesinin 

baskılandığı görülmüştür. Ayrıca klonlarda görülen düşük miktardaki ifadenin 

süspanse olan NK92 hücrelerini tek klon olarak seçilmesindeki zorluklardan 

kaynaklanmaktadır. Aynı zamanda bu veriler donör vektör sisteminin genomda 

farklı yere bağlaması sonucu puromisin direnci sahibi olan ancak PRF1’in 

hedeflenemediği hücrelerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Ayrıca NK92 

hücreleri bir kanser hücre hattı olduğundan düşük miktarda da olsa 3µg/ml 

puromisine dirençli hücreler ortamda kalmış olabilir. Bu tür sistemlerde ortaya 

çıkan bu klonlara pseudo klonlar denilmektedir. Ancak uyarılan NK92 hücreleri ve 

konlar arasındaki ifade farkındaki büyüklük ve istatistiksel olarak anlamlılık PRF1 

gen ifadesindeki baskılanmanın gerçekleştiğini göstermektedir.  

PCR analizi sonucunda ise çoğlatılan PRF1 ekzon 2 bölgesinin puromisin direcini 

içerdiği elde edilen PCR ürününün uzunluğundan görülmektedir. Klon1 ve Klon2 

hücrelerinden elde edilen PCR ürünlerinden elde edilen bantların büyüklüğü PRF1 

ekzon 2’ye puromisin eklenmesi sonucu beklenen büyüklükle örtüşmektedir.  

Ancak qPCR verilerinde olduğu gibi PCR görüntüsünde görülen ve PRF1 ekzon 

2’nin büyüklüğü ile örtüşen bandın pseudo klonlardan kaynaklandığı 

düşünülmektedir. 

ELISA analizi ile uyarılmış ve uyarılamamış klonlar ve NK92 hücrelerinden salınan 

perforin protein miktarı ölçüldüğünde klonlardan salınan perforin miktarının 

transfekte olmayan NK92 hücrelerine göre çok düşük olduğu gösterilmiştir. qPCR 

ve PCR deneylerinde olduğu gibi ölçülen düşük miktardaki perforin miktarının 

pseudo klonlardan kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Elde edilen sonuçlardan CRISPR/Cas sistemi ile hedeflen PRF1 ekzon 2 genomik 

bölgesinde bir mutasyon oluşturulduğu ve buraya puromisin direnç geni eklendiği 

gösterilmiştir. Oluşturulan Klon1 ve Klon2 hücreleri FHL2 modelli hücre hattı olarak 

çoğaltılmış ve MKH’lerle ko-kültür deneyleri için dondurularak saklanmıştır. 
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CRISPR/Cas sistemi günümüzde gen susuturma ve gen aktive etme 

çalışmalarında en yaygın kullanılan yöntemlerden biridir. Bu sistem kullanılarak 

gen susturma işlemi yapılan embriyonik kök hücrelerden hayvan modelleri 

oluşturulmaktadır [176, 193].  

MKH’ler, günümüzde birçok klinik çalışmada birbirinden farklı dokuların tedavisi 

için kullanılmaktadır. Bu geniş kullanım alanı MKH’lerin birçok dokuya farklılaşma 

kapasitesi, immün sistem hücreleri tarafında tanınmamaları, doku reddine sebep 

olmamaları ve nontoksik özellik göstermeleri gibi nedenlerden kaynaklanmaktadır 

[104]. Rejeneratif tedavi dışında MKH’lerin bir diğer kullanım alanı ise immün 

sistem üzerindeki düzenleyici ve baskılayıcı etkilerinin kullanımasına yöneliktir 

[123, 194, 195]. İmmün sistem hücreleri ile MKH’ler arasındaki etkileşim yapılan 

ko-kültür sistemleri ile analiz edilmeye çalışılmıştır. Bu ko-kültür sistemleri T 

lenfositler-MKH, B lenfositler-MKH, NK hücresi-MKH, periferal kan mononükleer 

hücreler-MKH şeklinde oluşturulmaktadır [134, 136, 137, 196]. Bu çalışmalarda 

immün sistem hücreleri ve MKH’ler farklı oranlarda ve sürelerde ko-kültüre 

edilerek gerek düzenleyici gerekse baskılayıcı etkiler gösterilmeye çalışılmıştır. Bu 

çalışmalardan elde edilen sonuçlar MKH’lerin inflamatuvar hastalıkların 

tedavisinde kullanılmasına yönelik ön verileri sağlamış ve bugün MKH’lerin GvHD, 

SLE ve Chron’s hastalığı gibi inflamatuvar hastalıkların tedavisine yönelik 

kullanılmasına öncülük etmiştir [123, 125, 126, 197]. FHL2 immün sistemin yoğun 

aktivitesinin gözlendiği otoimmün bir hastalıktır ve çalışmamızda oluşturduğumuz 

hücresel FHL2 modelinin MKH’lerle etkileşimi FHL2’de MKH’lerin kullanılması için 

önemli bir ön veri olacaktır.  

MKH’lerle FHL2 modelli hücrelerin ko-kültürü iki farklı oranda NK92 hücresi 

kullanılarak ve hücreler uyarılarak gerçekleştirilmiştir. Bu şekilde uyarılmış ve 

uyarılmamış hücrelerin etkileşimleri arasındaki fark analiz edilmiş, aynı zamanda 

MKH/NK92 hücre oranının etkisi incelenebilmiştir. Ko-kültür sisteminden toplanan 

örneklerle çoklu sitokin analizi yapılmıştır.  Çoklu sitokin analizinde IL-1β, IL-2, IL-

4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, MCP-1 

(MCAF), MIP-1β ve TNFα sitokinleri analiz edilmiştir. IL-1β, IL-5, IL-7, IL-12, IL-13, 

IL-17 ve MCP-1 (MCAF) sitokinlerinin ko-kültür sisteminde çok düşük seviyede 
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olması nedeniyle herhangi bir analiz gerçekleştirilememiştir. Bunun nedeni bu 

sitokinleri salgılayan hücrelerin ko-kültür sistemimizde bulunmamasıdır.  

IL-1β, IL-5, IL-12 ve IL-17 T hücrelerden, dendiritik hücrelerden, fibroblastlardan, 

epiteliyal ve endoteliyal hücrelerden salgılanmaktadır. Bu nedenle ko-kültür 

sistemimizde ölçülmemiştir [198, 199]. IL-7 ise fibroblastlar, stromal hücreler 

tarafından üretilen bir T hücre büyüme faktörüdür. Hazırladığımız ko-kültür 

sisteminde T hücreleri bulunmadığından ölçüm yapılamamıştır [200]. IL-13 

yardımcı T hücreleri tarafından salgılanan ve monosit makrofaj fonksiyonunu 

etkileyen bir sitokin olmasından dolayı analiz edilememiştir [201]. MCP-1 ise 

monosit kemotaktik proteindir, monositlerin göçü ve infalamasyon bölgesine 

yönelmesini düzenler ko-kültür sisteminde monositler yer almamaktadır ve bu 

nedenle bu molekülün tayini yapılamamıştır [202].  

Bu sitokinler dışında analizi yapılan IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, GM-CSF, 

IFNγ, MIP-1β VE TNFαsitokinleridir. Bu sitokinlerin bir bölümü immün sistemi 

uyarıcı etki yaparken bir kısmı da baskılayıcı etkiye sahiptir. Analiz edilen sitokinler 

immün sistemin farklı hücre tiplerinden salgılanmakla birlikte ko-kültür 

sistemimizde bu sitokinlerden NK hücreleri ve MKH’ler tarafından salgılananlar yer 

almaktadır. İn vivo sistemde, tüm immün sistem hücrelerinin bulunduğu bir 

ortamda bu sitokinler diğer hücreler tarafından salgılanan sitokinlerden de 

etkilenmektedir. Bu tez çalışmamızdaki amaçlardan biri MKH’lerin salgıladıkları 

sitokinler ile FHL2 modelli hücre hattı üzerinde immün modülatör/ bakılayıcı 

etkisini göstermektir.  

Çoklu sitokin analizi sonuçlarına göre çalışmamızdaki ko-kültür sisteminde IL-6, IL-

8, GM-CSF, G-CSF, IFNγ, TNFα, ve MIP-1β immün sistemi uyarıcı, IL-4 ve IL-10 

ise immün sistemi bakılayıcı özellikleri ile karşımıza çıkmaktadır.  

İmmün sistem uyarıcısı olarak ko-kültürde salgılanan ve analiz edilen G-CSF ve 

GM-CSF sitokinlerini ko-kültür sisteminde diğer sitokinlerden ayrı tutmak 

gerekmektedir. Bu faktörler kemik iliğinde MKH’lerden uyarılmaları sonucu 

salgılanmakta ve hematopoietik grupta yer alan granülosit ve makrofaj öncülü 

hücreleri uyararak bu hücrelerin farklılaşmasında rol oynamaktadırlar [203]. Ko-
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kültür sisteminde klonların olduğu grupta daha fazla salgılanmasının nedeni bu 

hücrelerin MKH’leri daha fazla uyararak daha fazla sitokin salınmasına neden 

olmalarından kaynaklanmaktadır. 

Immün sistemi uyarıcı rol oynayan IFNγ ve TNFα doğal bağışıklıkta salgılanan en 

temel sitokinlerden olup NK hücreleri tarafından salgılanmaktadır [54]. Ko-kültür 

sistemimizde bu sitokinlerin klonlar tarafından daha fazla salgılandığı görülmüştür. 

Literatürde MKH’ler tarafından da bu sitokinlerinin salgılandığı belirtilmiştir [204]. 

Ancak ko-kültür sistemi incelendiğinde uyarılmış klonlardaki yüksek salgılanma 

kapasitesi bu sitokinlerin daha çok klonlar tarafından salgılandığını, devam eden 

inkübasyon süresinde görülen düşüşün ise ko-kültür sisteminde sağlanan immün 

modulasyondan tarafından gerçekleştirildiği düşünülmektedir.  

Çoklu sitokin analizinde MKH’lerden elde edilen süpernatanlarda da ölçümü alınan 

IL-6 ve IL-8 proinflamatuvar sitokinlerdendir [64, 204, 205]. Ko-kültür sisteminde 

klonlardan elde edilen bu sitokin sonuçları MKH’lerden elde edilen sonuçlara 

normalize edilmiştir. Çünkü salgılanan miktarların besi ortamında bulunan sitokin 

miktarı arasındaki farkın görülmesi istenmiştir. Ko-kültür sisteminde klonlardan 

salgılanan bu sitokin seviyelerinin de 24. saatte yüksek iken 72. saatte düşmesi 

yine ko-kültür sistemimizde gerçekleşen immün modülasyonu desteklemektedir. 

Aynı zamanda MKH’ler tarafından salgılanan PGE-2’nin IL-6 salgılanmasını 

baskıladığı daha önceki çalışmalarda da gösterilmiştir [131]. 

IL-4 ve IL-10 sitokinleri immün sistemi baskılayıcı/düzenleyici sitokinlerdir [179]. 

Ko-kültür sisteminde IL-4 MKH’ler tarafından salgılanırken, IL-10 her iki hücre 

grubundan da salgılanmaktadır. Literatürde IL-4 varlığında makrofajların IL-10 

salgılayan alt tipe farklılaştığı gösterilmiştir [131]. Ko-kültür sistemimizde IL-4 ve 

IL-10’un immün sistemi baskılayıcı etkisi diğer sitokinlerin aynı andaki analizini 

sağlayan çoklu sitokin analizi ile gösterilmiştir.   

Yapılan ve devam etmekte olan klinik çalışmalarda MKH’lerin immün sistemi 

baskılayıcı özelliği GVHD, SLE ve kronik allograft nefropati gibi hastalıklarda 

gösterilmeye çalışılmıştır [122, 133]. FHL2 hastalığında MKH’lerin kullanılmasına 

yönelik yapılan tek çalışma ise bir vaka sunumu olup, 23 yaşındaki bir FHL2 
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hastasına sağlıklı MKH’lerin uygulanması şeklindedir [206]. Bu çalışmada hastada 

baskılayıcı immün hücre sayısında artış olduğu gösterilmiştir. Ancak tek hastadan 

elde edilen bu verilerin kesinlik kazanabilmesi ve etkilerin net olarak görülebilmesi 

için yeni çalışmaların yapılması gerekmektedir. FHL2 modelli yapılan çalışmaların 

çoğu hayvan modelli çalışmalardır ve insan inflamatuvar cevap ile hayvan 

infalamatuvar cevap arasındaki farklar giderek dikkat çekmeye başlamıştır [40]. Bu 

kapsamda çalışmamızda insan NK hücreleri ile oluşturulan FHL2 modelli hücre 

hattının insan MKH’lerle ko-kültüre edilmesi FHL2 araştırmaları için büyük önem 

taşımaktadır.  

Günümüzde gerçekleştirilen klinik çalışmalarda özellikle GvHD hastalrında 

MKH’lerin immün sistemi düzenleyici etkisi çok yaygın olarak kullanılmaktadır 

[207]. Ayrıca Introna ve arkadaşları tarafından 2014 yılında yapılan ve 40 

yetişkin/çocuk GvHD hastasını içeren çalışmada MKH’lerin güvenli olarak tedavide 

kullanılabileceği belirtilmiştir [208]. Aynı zamanda GvHD ve FHL2 gibi 

hastalıklarda kullanılan immün sistem baskılayıcı ajanların bir kısmı ağır yan 

etkilere sahiptir. Ancak çalışmalardan elde edilen verilerden MKH’ler uygulanan 

hastalarda bu kadar yoğun ve toksik bir yan etkiden söz edilmemektedir. Bunun 

nedeni ise MKH’lerin sahip olduğu düşük MHC-II yüzey belirteçlerinden 

kaynaklamaktadır. Bu nedenle hali hazırda GvHD çalışmalarında tedavi amaçlı 

kullanılan MKH’lerin FHL2 tedavisi için de kullanılabilmesi için çalışmamız gerekli 

ön verileri sağlaması açısından önemlidir.  

Aynı zamanda immün sistemi taklit etmeyi hedefleyen çalışmamızda elde edilen 

öncül sonuçlar, diğer immün sistem hücrelerinin modele eklenmesi ile 

zenginleşecek ve böylece tam bir immün sistem modeli oluşacaktır.  

Çalışmamızdan elde edilen veriler ülkemizde dünyaya oranla sıklığı yüksek olan 

bu hastalıkla ilgili yapılacak çalışmalar ve araştırmalar için model bir sistem olarak 

kullanılabilecektir. Ayrıca uygun koşullar sağlandığında MKH’lerin FHL2 

tedavisinde kullanılan HLH 2004 protokolüne ek olarak kullanılmasının hastalar 

için HKHT’na kadarki süreçte bir tedavi alternatifi olabileceği ve yanıt alınamayan 

hastalarda tedaviyi önemli bir katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  
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