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OZET
SEKER M. E. Hematopoetik Kok Hiicre Gen Tedavi Kiiltiir Kosullar1 ve
Engraftman Optimizasyonu, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Kok Hiicre Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. RAG2, agir kombine
immiin yetmezligi (AKIY), nadir goriilen, T-/B-/NK+ kalitsal bir primer immiin
yetmezliktir (PIY) ve hematopoetik kok hiicre (HKH) nakli ile tedavi edilmektedir.
Uygun dondr bulunmadiginda bu hastalarin bagka tedavi secenegi olmadigindan
otolog hiicreler kullanilarak gen tedavisi (GT) gelistirilmesine gerek duyulmaktadir.
AKIY’lere yapilan nakillerde, HKH’lerin kemik iligi (KI)’ne yerlesmesi ve uzun
omiirlii engraftman saglanmasi i¢in hafif hazirlik rejimleri uygulanmaktadir. RIC’e
bagli toksisite ve yan etkileri Onlemek amaciyla alternatif hazirlik rejimi
protokollerinin gelistirilmesine de gerek duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda;
1) ex vivo fare HKH kiiltiir kosullarinin optimizasyonu yapilmistir, 2) Busulfan (BU)
yerine, zararsiz granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) ve very late antigen 4
inhibitoriiniin (VLA-41) HKH engraftmani destekleyebilmesi arastirilmistir, 3) RAG2
fareler, LV-SF-RAG2co veya LV-UCOE-RAG2co devamli aktivasyonu saglayan
promotor igeren lentiviral konstraktlar ile transdiise edilmis HKH’lerle nakledilmistir.
Bu ¢alismada kisa dénem ex vivo HKH Kkiiltiirlerinde sadece mTpo’nun eklenmesi
yeterli oldugu gosterilmistir ve bu kosullar LV transdiiksiyonlarda kullanilmistir.
Metilasyona direngli UCOE promotorii, daha giicli SF promotdriine gére RAG2
farelerde GT 6 ay sonrasi periferik kan ve dalakta daha yiliksek CD3 ve CD19 oranlari
vermistir. G-CSF veya VLA-4I| hazirlik rejimi uygulanan RAG2 farelerin HKH nakli
ve HKH GT’den sonra engraftman kinetikleri BU grubundan farkli olmasina ragmen
6 ayda immiin hiicreleri degerlendirildiginde hem G-CSF hem de VLA-4I’nin
kullaniminin BU kadar etkili oldugu gosterilmistir. Bu tez ¢alismasi ile sadece RAG2
i¢in degil, aym1 zamanda diger AKIY hastaliklarinda uygulanabilecek yeni bir hazirlik
ve tedavi siireci gelistirilmistir ve ileride klinikte hastalarin tedavi veya tedavi destegi

olarak kullanilabilmesi i¢in bir alt yap1 olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Hematopoetik Kok Hiicre Gen Tedavi, Hazirlik Rejimi,
G-CSF, VLA-41, RAG2-SCID.
Bu calisma TUBITAK-1002, 2205338 no’lu proje tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT
SEKER M. E. Optimization of Hematopoietic Stem Cell Gene Therapy Culture
Conditions and Engraftment, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2021. RAG2 severe combined
immunodeficiency (SCID) is a rare, inherited primary immunodeficiency (PID),
characterized by a T-/B-/NK+ phenotype and is treated with hematopoietic stem cell
(HSC) transplantation. When no suitable donor is available, these patients have no
other treatment options. Therefore, it is important to develop gene therapy (GT)
strategies, where patient-derived autologous cells can be used. For SCID patients,
usually reduced conditioning regimens (RIC) are used to support homing and long-
term engraftment of the HSCs in the bone marrow (BM). In order to prevent RIC -
related toxicity, alternative conditioning regimen protocols should be developed. In
this thesis, we aimed to 1) optimize ex vivo mouse HSC culture conditions, 2)
compared the effects of the harmless granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)
and very late antigen 4 inhibitor (VLA-41) on HSC engraftment, with Busulfan (BU),
and 3) transplanted RAG2 mice with HSCs genetically modified with LV-SF-RAG2co
or LV-UCOE RAG2co. Here we showed that during short-term ex vivo HSC cultures,
addition of mTpo alone is sufficient, and therefore we used these conditions during
LV transductions. The methylation-resistant UCOE promoter displayed better results
than the stronger SF promoter at 6 months after GT in transplanted RAG2 mice in
terms of peripheral blood and spleen CD3 and CD19 numbers. Although the
engraftment kinetics after HSC transplantation and HSC GT of mice treated with G-
CSF or VLA-41 were different from the mice treated with BU, use of both G-CSF and
VLA-41 was at least as effective as BU in terms of immune recovery at 6 months after
transplantation. With this thesis, we developed a new conditioning and treatment
protocol that can be applied to not only RAG2 SCID, but also to other SCIDs and can

serve as the basis for future clinical research and treatment/support of SCID patients.

Keywords: Hematopoietic Stem Cell Gene Therapy, Conditioning Regimen, G-CSF,
VLA-41, RAG2-SCID.
This thesis was supported by a grant from TUBITAK-1002, project nr 220S338.
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1.GIRIS

“Nadir hastalik” tanimina uyan 6 binden fazla hastaligin %80°’1 genetik olarak
kalitilmaktadir. Diinyada 350 milyona (%6), Tiirkiye’de ise 7 milyona yakin (%9)
kisinin bu hastaliklardan muzdarip oldugu bildirilmistir (1). RAG2” (Rekombinasyon
aktive edici gen 2 eksikligi) AKIY (Agir kombine immiin yetmezlik, Severe combined
immune deficiency) bu nadir kalitsal hastaliklarindan biridir (2). RAG genleri, Bve T
hiicre reseptor genlerinin yeniden diizenlenmesinde ve rekombinasyonunda rol
oynayan proteinleri kodlamaktadir. RAG2 geni, adaptif bagisiklik sisteminin ¢ok
onemli bilesenleri olan iki hiicre tipinin, olgun B ve T lenfositlerinin, iiretilmesi igin
gereklidir. B ve T hiicre antijen reseptorlerinin (TCR) olusmasi ve gesitliginin
saglanmas1 V(D)J (V, degisken, variable; D, cesitli, diverse; J, katilim, joining)
rekombinasyonu ile gergeklesmektedir (3, 4). RAG2 geninde olusan mutasyon
sonucunda rekombinasyon asamasinda aksamalar meydana gelmekte ve lenfoid hiicre
olusumu engellenmektedir (4). RAG2 eksikligi olan hastalarda viral, bakteriyel
enfeksiyonlar, cesitli deri belirtileri goriilmekte ve hastalar tedavi edilmediginde
yasamlarmin birinci yilinda yitirmektedir (5, 6). Halen RAG27- AKIY’in tek kiiratif
tedavisi hematopoetik kok hiicre (HKH) naklidir (6). HKH’ler multipotent kaynakli
hiicrelerdir ve tiim kanda bulunan miyeloid (eritrosit, notrofil, eozinofil, bazofil,
monosit ve trombosit) ve lenfoid hiicreleri (B, T ve NK) olustururlar. HKH nakli;
genellikle kemik iligi (KI), graniilosit-koloni uyaric1 faktér (Granulocyte-Colony
Stimulating Factor, G-CSF) ile mobilize edilen periferik kan (PK) veya gébek kordonu
kam (GKK)’ndan tiiretilen HKH’lerin nakledilmesidir (7). RAG2” hastalar1 igin
uygun dondr bulunmadiginda baska bir tedavi secenegi kalmamaktadir. Son
zamanlarda ADA (adenosine deaminase)- AKIY ve X- AKIY (X-kromozomuna bagl
AKIY) gibi, bazi AKIY’ler icin basarili retroviral ve/veya lentiviral (LV)
hematopoetik kok hiicre gen tedavileri (HKH-GTX) gelistirilmistir veya
gelistirilmektedir (8-10). Ancak, RAG2- AKIY hastahiginda LV-HKH-GTx heniiz
klinik asamalara gegememistir. Bunun nedeni, in vitro HKH’lerde LV transferin
kosullarinin tam optimize edilmemis olmas1 ve in vivo hayvan deneylerinde diizeltilen
RAG2"" HKH’lerin yetersiz engraftmana ve denksiz B hiicre immiin
rekonstitiisyonuna/ aktivasyonuna bagl olarak otoimmiin benzeri semptomlara yol

acmasidir (11).



Malign olmayan hastaliklar i¢in yapilan HKH nakillerinde; kemik iliginin
bosaltilmas;, HKH’lerin Ki’nde yeniden yerlesmesi ve tutulmasmin (engraftman)
saglamasi i¢in ¢esitli hazirlik rejimleri uygulanmaktadir. Gliniimiizde, klinikte riitin
olarak kullanilan alkilleyici ajanlar (Busulfan, Siklofosfamid, Melfalan, Fludarabin
vb.) ve TBI (Total Body Irradiation, tiim viicut radyasyonu) gibi tedavilerin yiiksek
toksisitelerinden dolay1 ¢ocuklarda biiyiime ve gelisme geriligi, ergenlik gecikmesi
veya olmamasi, infertilite ve kalici organ hasar1 olusturabilmektedir (12). Hazirlik
rejiminde kullanilan sitotoksik ilaglar hastalara akut zarar (doku toksisitesi) ve uzun
vadede zarar (sekonder malignite) verebilir. Ancak hazirlik rejimi uygulanmadan
HKH nakli yapildiginda engraftman yetersiz veya denksiz olabilir (13). Bu nedenle
yeterli engraftmani1 saglayan, ancak minimal toksisite veren yeni hazirlik rejimi
protokollerinin gelistirilmesine gerek duyulmaktadir. G-CSF ve very late antigen-4
inhibitérii (VLA-41) hastaya zarar vermeden, Ki permeabilizasyonunu ve/veya HKH
mobilizasyonunu saglamaktadir. Bu nedenle, azaltilmis yogunlukta hazirlik rejimi
(reduced intensity conditioning, RIC) yerine toksik olmayan, ancak yeterli engraftman
saglayabilen G-CSF veya VLA-41 gibi mobilize edici ajanlarin kullanilmasi ve bu

sekilde maksimum engraftmanin saglanmasi hedeflenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda;

1) Genetik olarak diizeltilen, uzun 6miirlii hematopoez saglayabilen HKH’lerin
kiiltiir kosullar1 ve ex vivo LV transdiiksiyon protokollerinin optimizasyonunun
yapilmast;

2) RAG2” fare modelinde hazirlik rejimleri (Busulfan, BU) yerine G-CSF veya

VLA-41 kullanilarak bu diizeltilen HKH’lerin engraftmaninin saglanmas;

3) Bu optimize edilen protokollar kullanilarak RAG2 fare modelinde zararsiz
hazirlik rejiminden sonra, LV-RAG2 konstraktlar1 ile basarili HKH-GTX

saglanmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Agir Kombine immiin Yetmezlik

Agir kombine immiin yetmezlik (AKIY) ilk olarak Glanzmann ve Riniker
tarafindan tanimlanmustir (14). AKIY, hem hiicresel hem de humoral adaptif
immiiniteyi etkileyen T lenfositlerin yoklugu veya disfonksiyonu ile karakterize
kalitsal primer immiin yetmezliktir (PIY) (4). AKIY’ler, T-/B+ ve T-/B— AKIY
olarak siniflandirilabilir, NK hiicrelerinin varligina veya yokluguna gore de daha ileri
alt tiplere ayrilabilmektedir (15). AKIY hastalhiginin baslica belirtileri, biiyiime-
gelisme geriligi, kalict veya tekrarlayan siddetli enfeksiyonlardir. Tedavi
edilmediginde hastalar birinci yasam yilinda agir enfeksiyonlardan dolay1 yasamini

yitirmektedir (5, 6).

Genel popiilasyondaki AKIY prevalansi yaklasik 1:10.000 canli dogumdur.
Ancak akraba evliligi oranimin yiiksek oldugu bédlgelerde AKIY prevalansi cok daha
yiiksektir (16). Bu nedenle, Tiirkiye, Tunus ve Fas gibi bazi iilkelerde genel
prevalansin Bati iilkelerine gore daha yiiksektir. AKIY ‘e sebep olan en sik gériilen
mutasyonlar IL2RG, ARTEMIS, RAG1, RAG2, ADA, CD45, JAK3 ve IL7R
genlerinde bulunmaktadir (Sekil 2.1)(17).

T-
B+ B-
NK+ NK- NK+ NK-
IL-7Ra IL2RG RAG1-2 ADA
Coronin-1A JAK3 DNA ligaz. AK2
ZAP-70 PNP Artemis
CD45 XLF (NHEJ1)

Sekil 2.1. Agir kombine immiin yetmezlik smiflandirilmasi. Sekilde T hiicre
eksiliginde, B hiicre varliginda NK’nin bulunup bulunmamasindan ve B hiicre
yoklugunda NK’nin bulunup bulunmamasindan sorumlu mutasyonlar gosterilmistir.
(17)den uyarlanarak ¢izilmistir.



AKIY’li hastalar HKH transplantasyonu ile tedavi edilebilir. Kardeslerden
yapilan HKH nakli oldukga basarilidir, ancak uygun donér her zaman bulunmayabilir
ve alternatif dondrlerden yapilan nakillerde yiiksek oranda Greft versus Host Disease
(GVHD) ve tamamlanamayan immiin sistem yapilanmasi gériilebilmektedir. Allojenik
HKH nakli veya otolog gen tedavisi ile hastalar tedavi edilebilmektedir (18). HKH
nakillerinde alicida kemik iligi bosaltmasi ve hematopoezin gergeklesebilmesi igin
hazirlik rejimleri uygulanmaktadir (19). ADA ve IL2Ry eksikligi gibi baz1 AKIY alt
gruplarinda retroviral vektorlerle gen tedavi caligmalar1 tamamlanmis ve basarili
sonuglar elde edilmistir (20). Bu c¢alisgmada, kombine bir yaklagim ile lentiviral
vektorler ve in vivo engraftmani artiran, ancak toksik olmayan ve/veya etkisi devam

eden hazirlik rejimleri gelistirilmesi hedeflenmektedir.

2.2. Rekombinasyon Aktive Edici Gen 2 (RAG2)

V-(D)-J rekombinasyonu, T ve B hiicre olgunlasmasinin erken agamalarinda
meydana gelen somatik rekombinasyon mekanizmasidir ve B hiicrelerinde bulunan
cesitli antikorlar/immiinoglobulinler ve T hiicre reseptorlerinin (TCR) repertuarinin
saglanmasi ile sonuglanir. Siireg, adaptif bagisiklik sisteminin tanimlayict bir
ozelligidir (21). 1980’lerde V(D)J rekombinasyonu tanimlanmasina ragmen bu siireci
kontrol eden enzimler, Rekombinasyonu aktive edici gen-1 (RAG-1)’in izolasyonu ile
David Schatz ve David Baltimore tarafindan kesfedilmistir. NIH-3T3 hiicre hattinda
RAG-1 aktive V(D)J rekombinasyonunu kodlayan genomik ve cDNA (komplementer
DNA) dizilerinin oldugu ve DNA ¢ift sarmalli kirilmalar1 yapmak i¢in RAG-2 ile
uyum i¢inde ¢alistigin1 géstermislerdir (22).

Memelilerde adaptif immiinitenin gelisimi B ve T lenfositlerde 6zgiin
immiinoglobiilin (Ig) ve T-hiicre reseptorii (TCR) olusumuna baghdir. B ve T hiicre
antijen reseptorlerinin olugmasi ve ¢esitiligin saglanmasi V(D)J rekombinasyonu ile
gerceklesmektedir (3). Bu siirecte 6nemli rol oynayan RAG1 ve RAG2 genleri 11.
kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir ve B ve T hiicre reseptdr genlerinin yeniden
diizenlenmesinde ve rekombinasyonunda rol oynayan proteinleri kodlamaktadir.
RAG2, adaptif bagisiklik sisteminin en Onemli bilesenleri olan olgun B ve T
lenfositlerin iiretilmesi i¢in gereklidir. Antijen reseptor degiskenligi somatik DNA’da

degisken bolgenin V(D)J dizisinin yeniden bir araya gelmesi (DNA rearanjmani) ile



olusturulmaktadir (23). ilk adimda RAG1 ve RAG2 tarafindan kodlanan proteinler bir
heterodimer olusturup rekombinasyon sinyal dizisi (RSS) ve V(D)J gen segmenti
arasinda tek iplikli bir ¢entik olusturmaktadir. Degisken (V) bdlgenin yaninda bir sag
tokasi ile kaplanmis kodlama ucu ve RSS tarafinda bir kor sinyal ucu olusumuyla
sonuglanmaktadir. Islem asamasmnin ikinci fazinda Ku70, Ku80, Artemis ve DNA-
protein kinaz (PK) kompleksi, sa¢ tokasi ile kaplanmis kodlama wucuna
baglanmaktadir. Bunun sonucunda sag tokasi agilarak TdT (terminal deoksintikleotidil
kinaz) ad1 verilen bir enzimle genin bir par¢asi olmayan rastgele niikleotidleri (P veya
N) eklemektedir. Son olarak, islenmis kirilmis uglarin ligasyonu, DNA ligaz 1V,
XRCC4 enzimleriyle Cernunnos-XLF uglar NHEJ ile (non-homologous end joining,)
birlestirilmektedir (Sekil 2.2) (3, 4, 23).
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Sekil 2.2. V(D)J rekombinasyonunun sematik goOsterimi (4)’ten uyarlanarak
cizilmistir. RAG proteinlerinin kompleksi, antijen reseptdrii gen segmentlerini
cevreleyen RSS'leri baglar. RAG protein kompleksi, DNA'y1 RSS'leri keserek sac
tokas1 yapilar1 tasiyan iki kodlama ucu ve iki kor sinyal ucu ile sonuglanir. DNA
onarim asamasi sirasinda, Ku70, Ku80 ve DNAPKcs kompleksi dogrudan sinyal
uclarina baglanir. Artemis ile birlikte bu kompleks, kodlama uglarinin islenmesi igin
de gereklidir. Artemis sag tokalarini ayirir, ardindan kodlama uglar1 endoniikleaz ve
TdT aktivitesi ile degistirilir. Son olarak, bir DNA ligaz 1V, XRCC4 ve Cernunnos
kompleksi, bir kodlama bolgesi olusturmak i¢in uglar1 baglar.

AKIY, T ve B hiicrelerinin gelisimi ve islevi i¢in 6nemli olan ve ayn1 zamanda

NK hiicrelerini de etkileyebilen cesitli genlerde meydana gelen mutasyonlarin neden



oldugu bir sendromdur (24). Farkli genetik kusurlarin neden oldugu Ilenfoid

gelisimdeki asamalar ve aksamalar (Sekil 2.3.) gosterilmistir.
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Sekil 2.3. AKIY 'in patogenezi. T hiicre, B hiicre ve NK gelisimindeki ¢esitli adimlar
etkileyen farkli mekanizmalar gosterilmistir (25)’ten uyarlanarak ¢izilmistir. T ve B
hiicresi gelisimini etkileyen farkli genler, AKIY ‘'in hiicresel fenotiplerini
etkilemektedir. ADA eksikligi, T-hiicresi, B-hiicresi ve NK hiicre gelisimini
etkilemektedir. RAG1-2 ve Artemis eksikligi, T hiicrelerinin ve B hiicrelerinin
olusmamasina neden olur, ancak NK hiicre sayilart normal olabilir. yc IL-2R ve
JAK3'teki mutasyonlar, T ve NK hiicre gelisimini etkilerken, B hiicre sayilari
normaldir, ancak normal islevden yoksundurlar. IL-7a reseptoriindeki mutasyonlar,
timusta T hiicresi olgunlagmasinin durmasina neden olur, ancak B hiicresi ve NK
hiicresi gelisimi korunmaktadir.

2.3. Rag2 Fare modeli

Rag2 fare modelinde, 1992 yilinda Shinkai ve ark. tarafindan C57BL/6 ve MFI
farelerden Rag2 kodlama bolgesinin biiyiik bir boliimiiniin silindigi yeni bir germ hatti
mutasyonu tasiyan fareler iiretilmistir. Bu fare susunun inaktive edilmis Rag2 genine
sahip olmasindan dolay1 homozigot fareler V(D)J yeniden diizenlemesini baslatamaz
ve sonug olarak olgun T ve B lenfositlerini tiretemezler ancak NK hiicrelerini az da
olsa liretebilmektedir(26). Bu nedenlerle bu fare modeli, transplantasyon

deneylerinde ve hematopoez arastirmalarinda kullanilmaktadir.



2.4, Hematopoetik Kok Hiicre Nakli ve Gen Tedavi

2.4.1. Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

HKH kendi kendini yenileme o6zelligi olan ve tiim kan hiicresi soylarini
olusturabilen multipotent hiicrelerdir (27). HKH’ler, miyeloid ve lenfoid hatlarda
farkli kan hiicrelerini {iretmektedirler. Miyeloid hiicreler monositler, makrofajlar,
notrofiller, bazofiller, eozinofiller eritrositler, megakaryositlerden; Lenfoid hiicreler
ise T ve B hiicreleri ile dogal o6ldiiriicii (NK) hiicrelerden olusmaktadir (28-30).
Hematopoez siireci, kan hiicrelerinin genetik siiregleri ile ¢evreleri arasinda karmasik
bir etkilesimi icermektedir. Bu etkilesim, HKH'lerin, progenitérlerin ve olgun kan
hiicrelerinin hareketsiz kalmasini, ¢cogalmasini, farklilagsmasini, kendini yenilemesini

veya apoptoza ugramasini belirlemektedir (31) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hematopoez semasi. Hematopoez semasi (32, 33)’ten uyarlanarak
yapilmistir. GM-CSF: Granulosit-Makrofaj koloni uyarici faktér, G-CSF: Granulosit
koloni uyarici faktor, TPO: Trombopoetin, EPO: Eritropoetin, SCF:Stem cell factor,
IL-2: Interldkin 2, IL-3: interlokin 3, IL-5: Interlokin 5, IL-6: Interlokin 6, IL-7:
Interlokin 7, IL-9: Interlokin 9, IL-11: Interlokin 11.



Hematopoez yasam boyunca farkli organlarda gergeklesmektedir. Fetal
donemin baslarinda, yolk sac ve aort-gonad-mezonefroz (AGM), daha sonra karaciger,
dalak ve son olarak da Ki’nde siirdiiriilmektedir. Yetiskinlerde kemik iligi yasam
boyunca devam etmektedir. Bazi patolojik durumlarda tekrar ekstramediiller
organlarda hematopoez gergeklesebilmektedir (34). Yetiskinlerde HKH’ler 6zellikle
kalca, omurga ve sternum Ki’nden, gébek kordon kan1 (GKK)’ndan ve mobilize edilen
periferik kan (PK)’dan izole edilebilmektedir (35).

HKH nakli (HKHN), islevsiz veya aplastik Ki hastaliklarinda, tiim
hematopoezin ve bagisiklik sisteminin saglikli donér hiicrelerinin HKH’leri ile
degistirilmesi islemidir (36, 37). HKHN, K1 islevini artirmak ve tedavi edilen hastaliga
bagli olarak, malignitelerde tiiméor hiicrelerini yok etmeye, hemoglobinopatiler gibi
malign olmayan hastaliklarda islevsiz hiicrelerin yerini alabilecek islevsel hiicreler
olusturmaya izin vermektedir (37). HKHN’nin tarihsel gelisimi (Sekil.2.5’te)
gosterilmigtir. HKHN allojenik ve otolog olarak gergeklestirilmektedir. Otolog
HKHN, nakilden 6nce hastadan toplanan HKH’lerin dondurulup, miyeloablasyon
vel/veya uygulanan tedaviden sonra hastaya geri nakil edilmektedir. Allojenik
HKHN’de ise saglikli bir dondrden almman Major Histokompatibilite Kompleksi
(Major Histocompatibility Complex, MHC) ve insanlarda insan lokosit antijeni
(Human Leukocyte Antigen, HLA) olarak bilinen uyumlu HKH’ler kullanilmaktadir
(38). Uygun aile i¢i veya aile dis1 donér mevcut olmadiginda, bazi kalitsal hastaliklar
icin otolog HKH’ler gen tedavi ¢alismalari kapsaminda kullanilabilmektedir. Bu
hastalarda alojenik  nakillerde goriilebilen GvHD benzeri yan etkileri

rastlanmamaktadir.



*Donnall
Thomas
insanda ilk
allojenik HKH
nakli

McCulloch
HKH kavrami

*T hiicre

*Donnall

deplesyonu ile
- ,G mhe _Th"f"a" I:‘SCT‘ GwHD Bnlenmesi
nakli fa y Sinjeneik ile IGsemi
dyasyona kemik iligi ve tedavisi
n &limden supraletal *Horowitz HSCT -
korumaktadir radyasyon ile ile SCID tedavisi *Giralt
insanda l6semi insanda
tedavisi non-myeloablatif
transplantasyon

Sekil 2.5. HKH naklinin tarihsel gelisimi (39-41)’den uyarlanmustir.

2.4.2. Monogetik Gen Tedavi

Monogenetik gen tedavisi, genetik hastaliklarin iyilestirilmesi/tamir
edilmesi/destek olmasi amaciyla biyolojik vektorler, fiziksel ve kimyasal yontemler
kullanilarak eksik veya yanlis protein {retilmesine sebep olan, hatali genleri
bulunduran hiicreye normal genin eklenmesi veya diizeltilmesidir (42). Gen tedavi ile
ilgili ilk caligmalar 1966 yilinda E.L. Tatum tarafindan, viriislerin somatik hiicre
genetiginde ve genetik terapide kullanilabilecegi fikri ile baglamistir (43). Rogers ve
ark. 1968 de viriis aracili gen transferini ilk kez kanitlamiglardir (44). Gen
tedavisindeki 6nemli tarihsel gelismeler Sekil.2.6’da sunulmustur. Gen tedavisi bir¢ok
kisi tarafindan tipta potansiyel bir devrim olarak kabul edilmektedir. Bunun nedeni,
gen terapilerinin hastaligin nedenlerini tedavi etmeyi veya ortadan kaldirmay1

hedeflerken, mevcut ilaglarin gogunun semptomatik olmasidir (45).

HKH gen tedavisi (HKH-GTx), AKIY dahil olmak iizere bazi kalitsal
hastaliklar i¢in terapotik bir secenek olarak basariyla kullanilmaktadir (46). Gen
terapisinin amact; insersiyon, gen degisimi, gen ifadesinin baskilanmasi ve gen

ifadesinin yeniden veya daha yiiksek seviyelerde saglanmasidir (47).
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Sekil 2.6. Gen tedavisindeki 6nemli tarihsel gelismeler (48-50)’ten uyarlanmistir.

HKH’ler uzun Omiirlii ve ¢ok yonlii olmasi, erisim kolayligi, ex vivo gen
manipiilasyonu yapilabilmesi nedeniyle gen terapisi igin ideal bir hedef olmustur (51).
Uyumlu dondrler bulunmadiginda, hastanin kendi HKH’leri kullanilarak otolog HKH-
GTx yapilabilmektedir. Boylelikle GVHD veya diger bagisiklik komplikasyonlari gibi

olumsuz olaylar yagsanmasi1 6nlenmis olacaktir (52).

2.5. Kemik Tligi Nisi, Mobilizasyon, Homing ve Engraftman

Kemik, viicudun yapisinda, korunmasinda ve hareketinde 6nemli bir rol oynar.
Memelilerde kemik, farkli gelisim asamalarindaki kemik hiicrelerinden (pre-
osteoblastlar, osteoblastlar ve osteositler dahil), kollajen fibrillerden ve kalsiyum ve
fosfat gibi mineral birikintilerinden olusmaktadir (53). Kemik boslugu yumusak Ki ve
kan siniisleriyle doludur. Kemik boslugu i¢inde gelisen HKH’ler, olgunlasarak ve
vaskiiler sisteme salmana kadar Ki’de tutulmaktadir. Kemik iligi nisi, HKH’lerin
kendini yenileme, mobilizasyon, engraftman ve farklilasmasi dahil olmak tizere bircok
kok hiicre aktivitesini diizenleyen, 1978'de ilk defa Schofield tarafindan tanimlanan
bir mikrogevredir (54, 55). K1 nisi; HKH’ler, damarlar, stromal hiicreler, ekstraseliiler
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matriks proteinleri, sitokinler, noral inpuntlar ve endotelyal hiicreler gibi diger
fonksiyonel unsurlar1 iceren karmasik bilesenlerden olusmaktadir (56, 57). Ki’ndeki
HKH'lerin i¢inde bulundugu 6zellesmis bolgeler osteoblastik nis ve vaskiiler nis olarak
smiflandirilmistir (58, 59). HKH'ler, endosteal osteoblast nis tarafindan sessizligin
devamini; vaskiiler nig ise HKH'lerin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve mobilizasyonunu
diizenlemektedir (59). Osteoblastik niste tutulan HKH’lerden tiiretilen hematopoietik
progenitor hiicre (HPH)’ler, vaskiiler niste kalmak i¢in endotelyal hiicrelere niifuz
eder, daha sonra gesitli kan hiicrelerine farklilasarak dolasima katilmaktadir (60) (Sekil
2.7)
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Sekil 2.7. Kemik iligi nisi (55, 61)’tan uyarlanarak ¢izilmistir. Normal fizyolojik
kosullar altinda, HKH'ler ya osteoblastik ya da vaskiiler nis igcinde bulunur. Endosteal
kemik yiizeyleri stromal hiicrelerle kapldir. ig seklindeki N-kaderin eksprese eden
osteoblastlar, HKH sessizligini koruyarak farklilasmasini onlerler. Endosteal nis,
sessiz haldeki HKH'leri uzun vadede korumaktadir. Sessiz haldeki HKH'ler aktive
oldugunda vaskiiler nise mobilizasyon yapabilmektedir. Ki'deki SDF-1, ang1, N-kad,
opn ve SCF seviyelerindeki degisikliklere yanit olarak HKH’ler harekete gegcmeye ve
dolasima girmeye baslamaktadir. Vaskiiler nis, mobilizasyon veya homing sirasinda
HKH transendotelyal gogiinii  kolaylastirmaktadir. Aynm1  zamanda HKH
proliferasyonunu ve farklilasmasini destekleyebilmektedir. Hiicreler osteoblastik
nisten vaskiiler nise dogru ilerledik¢e daha yiiksek FGF-4, diisiik kalsiyum ve yliksek
oksijen  konsantrasyonu, HKH'lerin c¢ogalmast ve farklilagmasinda rol
oynayabilmektedir.
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2.6. Hazirhik Rejimleri

HKH naklinde kok hiicrelerin Ki’nde yerlesmesi ve engraftman gostermesi icin
cesitli hazirlik rejimleri uygulanmaktadir. Hazirlik rejimleri; miyeloablatif,
miyeloablatif olmayan ve daha hafif olan azaltilmis yogunluk (RIC) rejimleri olarak
siniflandiriimaktadir. Miyeloablatif rejim; KI nakli i¢in en eski hazirlik rejimidir ve
yiiksek dozda kemoterapi ilaglar1 (Busulfan, Siklofosfamid, Fludaribin vb) ve/veya
radyasyon kullanimini igermektedir (62, 63). Miyeloablatif olmayan rejimlerin
hedefleri; kanser hiicrelerinin yok edilmesi basta olmak iizere, alicinin immiin
sisteminin baskilanmasi ve dondr immiin hiicrelerinin engraftmaninin saglanmasi i¢in
kullanilmaktadir (64). RIC rejimlerinde daha diigiikk kemoterapi ve radyasyon dozlari
kullanilmaktadir. RIC’in kullanilmasinin asil amaci, nakil ile ilgili komplikasyonlart,
toksisiteyi ve mortaliteyi azaltilmasidir (65). Otolog HKH-GTx hazirlik rejimi; 1)
nakledilen graftin reddedilmesini &nlemek ve 2) Ki’nde yer agmak amaciyla
yapilmaktadir (66). Hazirlik rejimleri olmadiginda RAG2 eksikligi i¢in yapilan
HKHN’de yiiksek oranda greft reddi goriilmektedir (29). Bunun nedeni Ki ve timus
nislerinin bos olmadigi, mutasyona ugramis progenitor hiicrelerin donér kaynakli
hiicrelerle rekabet etmesi olarak diistiniilmektedir. NK hiicreleri de greft reddinde rol
alabilmektedir. Bagisiklik, dogru ve dayanakli kok hiicre engraftmaninin yoklugunda,
hazirlik rejimsiz HKHTx’den sonra lenfoid progenitor hiicreler tarafindan
saglamaktadir (67). Kemoterapilerde kullanilan alkilleyici ajanlar gibi kimyasallarin
birden ¢ok yan etkileri oldugu i¢in biz calismamizda mobilize edici ajan olan ve alicida
gecici ve 6nemli olmayan yan etki gosteren G-CSF (6rn. kullanim sirasinda kemik
agris1, yorgunluk ve bulant1 gibi) (68) ve VLA-41 (klinik faz galismalarinda ve fare

modellerinde sadece gegici lenfositoz goriilmiistiir) (68) kullanilmasi planlanmustir.

G-CSF, miyeloid progenitor hiicrelerin, graniilositlerin (6zellikle nétrofillere)
hem proliferasyonunu hem de farklilagmasini kontrol eden ana biiylime faktoriidiir
(69). Fare kaynakli G-CSF ilk kez 1983'te taninmis ve saflagtirilmistir. G-CSF’in insan
formu ise 1986'da klonlanmistir (70-72). G-CSF; Ki’ni, graniilositler ve kok hiicreler
tiretmesi Ve kan dolagimina salmast, ndtrofil 6nciillerinin ve olgun nétrofillerin hayatta
kalmasi, proliferasyonu ve farklilagsmasi i¢in uyaran bir glikoproteindir (73, 74). G-

CSF, kemik iligi stromal hiicreleri, endotelyal hiicreler, makrofajlar, fibroblastlar,
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erken miyeloid progenitdrler, olgun graniilositler ve monositler/makrofajlarin yani sira
endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve G-CSF reseptorii (G-CSFR) araciligiyla
etki etmektedir (75). G-CSF iretimi enflamatuar uyaranlar tarafindan
indiiklenebilir. G-CSF ilk kez 1993’te HKH mobilizasyonu i¢in kullanilmustir (76).
G-CSF ile indiiklenen HKH mobilizasyonu, birka¢c mekanizmanin aracilik ettigi
karmasik bir biyolojik siire¢ oldugundan HKH’lerin Ki’nden PK’a ¢ikmazi ortalama
3-5 giin almaktadir (77). G-CSF, HKH’lerin K1 nisindeki adezyon ve kemoatraktan
molekiillerin arasindaki baglarin (VLA-4/VCAM-1, CXCL12/CXCR4 ve c-kit/scf)
pargalayan proteazlarin (nétrofil elastaz, kathepsin G ve MMP-9) iiretimini
indiiklemektedir ve boylece HKH mobilizasyonu saglamaktadir (78, 79). Aym
zamanda, HKH’lerin niste tutunmasinda sorumlu olan osteoblastlarin baglantilarinin
kesilmesinde G-CSF’in etkili oldugu bilinmektedir (80). G-CSF uygulamasindan
sonra olgun osteoblastlarin sayilarinda yaygin indiiklenmis apoptoz nedeniyle bir
diisiis tespit edilmekte. Ayn1 zamanda osteoklastik aktivitede goriilen artis ile birlikte
HKH mobilizasyonu goriilmektedir (81). Sempatik sinir sisteminin genetik veya
farmakolojik yollarla bozuldugu farelerde G-CSF ile indiiklenen mobilizasyon ciddi
sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (57, 82), bu da G-CSF aracii HKH
mobilizasyonunda sinir sisteminin aktif bir rolii oldugunu gdstermektedir. Hem P2
hem de B3-adrenerjik reseptorlerin bu siiregte is birligi yaptigi gosterilmistir (83-85).
G-CSF, transplantasyon ve diger klinik amaglar i¢in HKH toplanmasi sirasinda, tek
bagina veya kemoterapi ile birlikte uygulanan en yaygin mobilizasyon ajani olarak

kullanilmaktadir (86).

VLA4, (a4B1 integrin), vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ile
birlikte HKH projenitdrlerinin KI stromal hiicrelerine sabitlenmesinde, K1 ve periferal
bolgeler arasindaki HKH trafiginin diizenlenmesinde énemli bir role sahiptir (87, 88).
VLA-4, kok hiicrelerin, progenitor hiicrelerin, T, B ve NK hiicrelerinin, monositlerin,
eozinofillerin ve nétrofillerin yiizeylerinde ifade edilmektedir (68, 89, 90). VLA-4,
l16kositler, kemotaktik ajanlar veya diger uyaranlar (genellikle yaralanma bolgesindeki
endotelyum veya diger hiicreler tarafindan iiretilir) tarafindan aktive edilinceye kadar
uygun ligandlarina yapismazlar. VLA-4'lin birincil ligandlar1 arasinda VCAM-1 ve
fibronektin bulunmaktadir (91). VLA-4, HKH ve HPH’lerde bulunmaktadir. Bu
hiicreler, iiretildikleri yer olan Ki’nde ve viicudun geri kalaninda bulunmaktadur.

VLA-4, dzellikle alfa alt birimi, progenitor hiicrelerin lokalizasyonu ve dolagiminda
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onemli rol oynamaktadir. Farelerde, enjekte edilen anti-alfa antikorlarinin progenitor
hiicre dolasiminda ve siiresinde bir artisa neden oldugu gosterilmistir (90). VLA-4I,
insan, fare ve sicanlarda a4f1 integrininin hem aktive edilmemis hem de aktive edilmis
formlar1 i¢in giiglii, olduke¢a secici ve yiiksek afinite ile baglanabilen kiigiik molekiil
inhibitorii oldugu gosterilmistir (92). VLA-4l kullanilan ¢alismalarda VCAM-1/ VLA-
4 baglantisinin kesilmesine takiben HKH/HPH’lerinin periferik dolasima hizla
salindig1 (birka¢g saat) ve etkisinin yaklasik 10 giine kadar devam edebildigi
gbzlemlenmis, bu etkilesimin HKH/HPH mobilizasyonu i¢in diger mobilizasyon
yontemlerinden bagimsiz alternatif bir yol izledigi gosterilmistir (88, 93). Boylelikle
VLA-4l ile birlikte diger mobilizasyon yontemlerinin kullanilabilecigi gdsterilmistir.
KI nisinde VLA-4/VCAM-1 baglantilar1 VLA-41 kullanilarak kesilebilerek ¢ok kisa
stirede HKH mobilizasyonu saglanabilmektedir (68, 93). Fareler ve primatlar ile
yapilan ¢aligmalar, anti-VLA-4 uygulanmasinin veya ligandlarinin bloke edilmesinin
giiclii bir mobilizasyon etkisine yol agtigini1 gostermistir (94, 95). VLA-41 bagl olarak
goriilen yan etkileri arasinda sadece gegici lenfositoz bildirilmistir. Busulfan, VLA-41
ve G-CSF’nin Ki nisinde birbirinden farkli etki mekanizmalar1 Sekil.2.8’de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2. 8. Busulfan, VLA-4l ve G-CSF’nin kemik iligi nisinde etki mekanizmasi (55,
68)’den uyarlanarak cizilmistir. Busulfan Ki nisinde miyeloablasyon yaparak KI
nisinde yer agmaktadir. G-CSF, G-CSF resptoriine baglanarak graniilosit sayisini
artirr  ve kemik 1iligi permeabilizasyonu saglayarak HKH mobilizasyonunu
saglamaktadir. VLA-41 kullanilarak KI nisinde VLA4/VCAM-1 baglantilari
kesilebilmektedir boylece HKH mobilizasyonu saglanabilmektedir

2.7. Retroviral ve Lentiviral Vektorler

Retroviriisler; yapisal, kompozisyon ve replikatif 6zelliklerinden dolay1 zarfli RNA
viriis ailesine aittir (96). Virionlarin ¢apt 80-100 nm'dir ve dis lipid zarflar1 viral
glikoproteinleri igermektedir. Virion RNA's1 7-12 kb boyutundadir ve dogrusal, tek
sarmalli, boliimlere ayrilmamis ve pozitif polariteye sahiptir. Retroviriisler, virion
RNA'nin lineer ¢ift sarmallit DNA'ya ters transkripsiyonu ve bu DNA'nin daha sonra
hiicrenin genomuna entegrasyonu ile replikasyon saglamaktadir (97, 98). Tim
retroviriisler, virion proteinleri igin bilgi igeren {i¢ ana kodlama bolgesi icermektedir
1) matriks, kapsid ve niikleoprotein yapilarini olusturan dahili virion proteinlerinin
sentezini yOneten gag, 2) ters transkriptaz ve integraz enzimleri igin bilgi i¢eren pol;
ve 3) viral zarf proteininin yiizey ve zar-Gtesi bilesenlerinin tiiretildigi env’dir (99,
100). Retroviral vektor teknolojisi, gegmiste entegrasyon saglayan gen terapisinde gen
transferi i¢in en yaygmn kullanilan yontemdir (101). Monogenetik, Kalitsal
hastaliklarinin gen terapisinde retroviriislerin, tercih edilmesinin sebebi; kararl bir

sekilde genoma entegre etmesidir (102). Retroviriislerin mutagenez riskin mevcut
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olmasi (103), diisiik titrasyonda elde edilmesi, sadece boliinen hiicrelere entegre
olmast ve replikasyon yetkinlikli viriis partikiilleri olusturmasi gibi 6nemli
dezavantajlar1 vardir (104). Replikasyon vyetkinlikli viriis partikiilii tretmeyi
engellemek i¢in gag, pol ve env genleri ayr1 plazmitler kullanilarak 6nlenebilmektedir
(105, 106). Retroviral vektor iiretimi igin bu ayr1 ayr1 paketleme sistemi hiicrelerinin

giivenligi onemli 6l¢iide artirmistir (105, 107).

Insan Immiin yetmezlik Viriis Tipl (Human Immunedeficiency Virus Type-1, HIV Tip-
1) lentiviriis (LV) olarak bilinir ve retroviridae ailesi tiyesidir. LV’ler genetik
materyal olarak 7-10 kb uzunlugunda iki identik tek RNA zinciri icermektedirler.
Kendilerine ait ters transkriptaz (reverse transcriptase, RT) enzimleri vardir. Bu enzim
genetik materyalleri olan RNA'dan konakg¢1 hiicre iginde cDNA (complementary DNA,
cDNA) sentezi yapmay1 saglamaktadir. Bu sayede cDNA ¢ekirdek igine girerek ve
entegraz (integrase) enzimi ile genoma entegre olur (108, 109). HIV-1"den tasarlanan
LV vektorlerinde HIV patojenitesinden sorumlu olan tim gen dizileri silinmistir ve
sadece gag, pol ve rev genleri birakilmistir. Biyogiivenlik agisindan, “uzun terminal
tekrarlarinin (Long Terminal Repeats, LTR) regiilasyon elementleri silinerek kendini
inaktive eden vektor (self-inactivating vector)” elde edilmistir (110, 111). Promotarler,
genin transkripsiyon baslangic bolgesinde transkripsiyon faktorlerinin 6ncesinde
bulunan ve RNA polimerazin baglandigi DNA bélgesidir. RNA polimeraz, DNA'y1
fonksiyonel bir proteine ¢evrilen mMRNA'ya kopyalanmasi saglamaktadir. Boylelikle
promotor bolge, ilgilenilen genin organizmada ne zaman ve nerede ifade edilecegini
kontrol etmektedir (112, 113). UCOE (ubiquitous chromatin opening element)
promotoru, orta seviye gen ifadesi saglayan, devamli aktif olan bir promotérdur. Bu
promotoriin 6zelligi susturulmaya karsi direngli olmasidir (114). SFFV (spleen focus
forming viriis), devamli aktif olan, giiglii bir promotordiir. Genetik modifiye edilen
hiicrelerde H yiiksek seviyede gen ifadesi saglamasi igin kullanilmaktadir.(115). LV
vektorler hem bdliinen hem de boliinmeyen hiicrelerde genoma kalic1 entegrasyon
saglayabilmektedir. LV vektorlerin yukarida bahsedilen retroviral vektorlerde
gbzlemlenen insersiyonel mutagenez riski ¢ok daha diisiik oldugu i¢in entegrasyon
gereken gen tedavilerde tercih edilmektedir (116, 117). Bu ¢alismada UCOE ve SF

promotdrleri kullanilmistir.
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2.8. Arastirma Sorusu ve Hipotezi

Giiniimiizde RAG2”~ AKIY’in tek kiiratif tedavisi HKH naklidir (6). Uygun
dondr bulunmadiginda, bu hastalarin baska bir tedavi secenegi yoktur. Simdiye kadar
ADA- AKIY ve X- AKIY gibi, en sik goriilen AKIY ler i¢in basarili retroviral veya
lentiviral HKH-GTx’ler gelistirilmistir. Ancak, RAG2- AKIY hastaliklar1 i¢in LV
HKH-GTx heniiz klinik agamalara gelinememistir. Bunun nedeni, in vitro HKH’lerde
LV transdiiksiyon kosullarinin tam optimize edilmemis olmasi ve bundan dolay1 in
vivo hayvan deneylerinde diizeltilen RAG2 nakavt HKH’lerin yetersiz engraftmana ve
denksiz B hiicre immiin rekonstitiisyonuna/aktivasyonuna bagli olarak otoimmiin

benzeri semptomlarin ortaya ¢ikmasidir.

Hazirlik rejiminde kullanilan sitotoksik ilaglar hastalara zarar verebilir, ancak
hazirhik rejimi  uygulanmadan HKH nakli yapildiginda immiin sistemin
rekonstitiisyonu ve engraftmani yetersiz olabilmektedir (13). Bu nedenle yeterli
engraftman1 saglayan, ancak minimal toksisite veren yeni hazirlik rejimi
protokollerinin gelistirilmesine gerek duyulmaktadir. G-CSF ve VLA-4I hastaya zarar
vermeden KI permeabilizayonu ve HKH mobilizasyonunu saglamaktadir. Bu
sebeplerle, RIC yerine toksik olmayan ancak yeterli engrafman saglayabilen G-CSF
veya VLA-4] mobilize edici ajanlar kullanilarak RAG2 fare modelinde HKHN ve

HKH-GT’den sonra maksimum engraftmani saglanmasi hedeflenmektedir.

Bu sekilde;

1) Genetik olarak diizeltilen, uzun 6miirlii hematopoez saglayabilen HKH’lerin
kiiltiir kosullar1 ve ex vivo LV transdiiksiyon protokollerinin optimizasyonu
yapilmis;

2) RAG2" fare modelinde hazirlik rejimleri (Busulfan, BU) yerine G-CSF
ve/veya VLA-41 kullanilmasi ile bu diizeltilmis HKH’lerin engraftmani
saglanmis olacaktir.

3) Bu optimize edilen protokollar kullanilarak RAG2 fare modelinde toksik
olmayan hazirlik rejiminden sonra, LV-RAG2 konstraktlar ile basarili HKH-
GTx saglanmasi hedeflenmistir.

Hedeflere ulagildiginda, sadece RAG2 immiin yetmezligi i¢in degil diger

benzer hastalik i¢in de yeni bir tedavi yontemi ve siireci gelistirilmis olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan saghkli ve immiin yetmezlikli fareler

Saglikli BALB/c fareler (n=23) Ankara Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’ndan satin alimustir. Swiss fareler (n=10) Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama Ve Arastirma Merkezi’'nden (HUDHAM) temin edilmistir.
BALB/c-RAG2” (RAG2) fareler (n=38) Erasmus Universitesi Rotterdam, Prof. Dr.
Gerard WAGEMAKER tarafindan hibe edilmistir. Tiim fare calismalar1 Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama Ve Arastirma Merkezi’nde (HUDHAM)
bulanan Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'ne (PEDISTEM) ait
laboratuvarda bireysel havalandirilmis kafeslerde (Individually Ventilated Cages,
IVC) gergeklestirilmistir. Hayvan deneyleri icin Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir (Karar no: 2020/06-02). EK.1

3.2. Kemik iligi izolasyonu ve HKH seleksiyonu

Asagidaki in vitro calismalar Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yapilmigtir. Lineaj deplesyonu: T hiicreleri, B hiicreleri,
monositler/makrofajlar, graniilositler, eritrositler ve bunlarin kararli onciileri dahil
olmak tizere olgun hematopoetik hiicrelerin verimli bir sekilde tek bir siirecle
uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Lineaj deplesyonu igin ticari olarak alinan kit
(Miltenyi, kat no #130-090-858) protokolii uygunlanmistir. Tiim islemler buz tizerinde
gerceklestirilmistir. Kisaca; 1x107 Ki hiicresi i¢in 40 uL MACS buffer (PBS, %0,5
BSA, 2mM EDTA), 10 uL biotin antikor kokteyli (Miltenyi, kat no #130-090-858)
eklenmistir. +4°C 15 dk inkiibasyon sonrasinda hiicre siispansiyonu tizerine 30 uL
MACS buffer ve 20 uL anti-biotin mikroboncuk (Miltenyi, kat no #5181107680)
eklenmistir ve iyice karistirilarak +4°C 15 dk mini rotatérde (Miltenyi, Germany)
inkiibe edilmistir. Hiicreler 2-3 mL MACS buffer ile 240 xg’de 5 dk yikanmustir.
Miknatis BSL-I1 laminer akim kabin (Biolab kat no #BH-EN2004) i¢ine alinmistir. LS
kolon (Miltenyi, kat no #130-042-401) midiMACS separatore (Miltenyi kat no #130-
042-302) takilarak 2-3 mL MACS buffer ile islatilmistir. LS kolon {iizerine pre-
separation filtre (30 um, Miltenyi, kat no 130-041-407) yerlestirilmistir. Hiicreler LS

kolondan gegirilerek toplanmustir. Ilk toplanan fraksiyon, lineaj negatif hiicrelerden
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(Lin-) olugsmaktadir. Miknatistan uzaklastirilan LS kolon ayri bir tiipe alinmis ve 2x5
mL MACS buffer ile piston yardimiyla lineaj pozitif (Lin+) hiicreler toplanmistir. Lin-
ve Lin+ hiicreler Tiirk’s boyasi ile sayilarak Lin-"lerden 1x10° hiicre FACS ve 1x10*
hiicre koloni assay i¢in ayrilmistir. Kalan hiicrelerden CD117 seleksiyonu yapilmastir.

CD117 seleksiyonu igin anti-CD117 mikroboncuk Kiti (Miltenyi, kat no #130-
091-224) protokolii kullanilmistir. 1x107 hiicre i¢in; 80 uL MACS buffer ve 20 uL
CD117 mikroboncuk kullanilmistir ve siispansiyonun karismasi i¢in +4°C 30 dk mini
rotatérde (Miltenyi, kat no #130-090-753) dondiiriilmiistiir. Hiicreler 1-2 mL MACS
buffer ile 240 xg 5 dk’da 2 defa yikandiktan sonra MS kolondan (Miltenyi, kat no #
130-042-201) gegirilerek toplanmustir. ilk toplanan fraksiyon CD117- hiicrelerdir.
Miknatistan uzaklastirilan MS kolon 2x2 mL MACS buffer ile piston yardimiyla
CDI117+ hiicreler toplanmistir. CD117- ve CD117+ hiicreler MACS buffer ile
yikanmis ve Tiirk’s boyasi ile sayilmistir. FACS i¢in 1x10* hiicre ayrilmistir, kalan

hiicreler kiiltiire alinmistir.

3.3. immiinofenotiplendirme

Hiicreler 2 mL PBN tamponu (PBS + %0,5 BSA + %0,05 NaN3) kullanilarak
240 xg’de, 5 dk santrifiij edilmistir. Hiicreler 2 uL anti-c-kit antikoru (CD117,
BioLegend kat no #105812) ve/veya anti-sca-1 antikoru (BioLegend kat no #108116)
ile 100 uL PBN+%2 NMS (normal fare serumu) i¢inde oda sicakliginda karanlikta 15
dk inkiibasyondan sonra 2 defa PBN ile yikanmigtir. 200 uL PBN eklenip BD Accuri

cihazinda okutulmustur.

3.4. HKH Koloni Olusturan Unite (CFU) testi

Lineaj deplesyonu sonrast ayrilan 10* hiicre 2 mL Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM Gibco kat no #21980-032) medyumu i¢ine koyulmustur.
CFU-GM igin 300 uL siispansiyon almip biiyiime faktorleri igeren 2,7 mL M3534
(Stem Cell Technologies, kat no #03534) i¢ine koyulmustur, BFU-e i¢in 300 uL hiicre
stispansiyonu 0,2 mM hemin (Sigma kat no #H9039) ve 3 uL mScf alinip eritropoetin
igeren 2,4 mL M3334 (Stem Cell Technologies, kat no #03334) ile karistirilmistir. Kiit
uglu igne (Stem Cell Technologies kat no #28110) ve enjektor ile 35 mm’lik (BD
Falcon kat no # 351008) steril petrilere 1 ml ekilmistir. Kiiltirden 10-14 giin sonra
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hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri 1s1k mikroskobu (Olympus CKX41) altinda

degerlendirilmistir.

3.5. Lentiviral vektor iiretimi

3.5.1. Hiicre hatlan

HEK293T hiicreleri %10 FBS- HI (1s1 ile inaktive edilmis-Fetal Buzagi Serum,
Life Technologies, kat no 10270-106) ve %1 Penisilin/Streptomisin (P/S, Gibco, kat
no: 15140-122) igeren, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM+Glutamax, Life
Technologies, kat no 31966-021) besi yeri igerisinde haftada iki kez medyum
degistirilerek cogaltilmistir. %70-80 doluluga ulasan HEK293T hiicreleri lentiviral
vektorlerin paketlenmesi igin kullanmistir. HeLa hiicre hatt1 %10 FBS-HI, %1 P/S
iceren DMEM besi yerinde kiiltiirii yapilmistir. %70-80 doluluktaki HelLa hiicreleri

viris titrasyonunu belirlemek i¢in kullanilmistir.

3.5.2. Stbl3 Kompetan Bakteriler

Tim plazmitler Stbl3 kompetan bakterilerine (OneShot Stbl3, Invitrogen,
Thermo Fisher, kat no #C7373-03) transforme edilmistir. Stbl3 6zellikle lentiviral
ekspresyon vektorlerinde bulunan dogrudan tekrarlart klonlamak i¢in tasarlanmis bir
E. Coli susudur. TOP10 E. Coli susudun farkli olarak, bu hiicreler Lentiviral
Ekspresyon Vektorlerinde ve diger retroviral vektorlerde bulunan uzun terminal
tekrarlarinin homolog rekombinasyon siklikligini azaltir. Stbl3 hiicrelerinden plazmit
DNA eldesinin verimliligi genellikle TOP10 >10 kat daha yiiksek oldugu i¢in LV
plazmit iiretimi i¢in tercih edilmektedir. Transformasyon i¢in; 2,5 g maya 6zii (Sigma,
kat no #70161), 5 g Tripton (Sigma, kat no #95039-1KG-F), 5 g Sodyum kloriir
(Merck, CASno: 7647-14-5) ve 7,5 g Bacto-Agar tartilip 500 mL distile su ile
cozdiiriilerek otoklavlanmistir. 100 ug/mL ampisilin (Sigma, kat no #A0166)
eklendikten sonra 20 mL agar/100 mm petrilere dokiilmiistiir. Kompetant bakteriler
“L” sekline agar tizerine yayilip, ters ¢evrilerek 37°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Stv1 kiiltiirii i¢in; Luria Bertani (LB) besiyeri kullanilmistir: 2,5 g maya 6zii
(Sigma, kat no #70161), 5 g Tripton (Sigma, kat no #95039-1KG-F), 5 g Sodyum
kloriir (Merck, CASno: 7647-14-5, lot no: K49980304847) tartilip 500 mL distile suda
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cozdiirtilerek otoklavlanmigtir. Hazirlanan LB medyuma 100 ug/mL Ampisilin
eklenmistir. Secilen koloniler 5 mL sivi besiyeri igerisinde gece boyunca 37°C’de
calkalamal1 etiivde ¢ogaltilmistir. Transformasyonu gergeklestirilen plazmitlerden
gliserol stok hazirlanmistir. Gliserol stok i¢in kisaca; ¢ogaltilan bakteriler 230 xg’de
15 dk 4°C’de ¢oktiriilmiistiir ve 0,5 mL 75 mM CacCl; ile siispanse edilip igerisine 1
mL %75 gliserol eklenerek son konsantrasyonu %15 olarak ayarlanmistir ve 200 uL

olarak -80°C’de saklanmustr.

3.5.3. Plazmitlerin izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Macherey-Nagel Nucleospin Easypure Miniprep (Kat
no: 740727.250, lot no: 1803/004) kiti kullanilmigtir. Klonlama dogrulandiktan sonra
yiiksek miktarda plazmit izolasyonu i¢in Macherey-Nagel nucleobond Xtra Maxi (kat
no: 740414.100, lot: 1902/003) kiti kullanilmistir. NanoDrop2000 cihazinda 260/280
ve 260/230 nm’de spektrofotometrik olarak DNA miktarlart belirlenmistir. Bu
calismada UCOE.RAG2co ve SF.RAG2co plazmitleri (Utrecht Universitesi, Dog. Dr.
Niek VAN TiL tarafindan hibe edilmistir) kullanilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2)’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. SF.RAG2co plazmit haritasi

3.5.4. Lentiviral vektor iiretimi

HEK293T hiicreleri 1 adet T-175 kiiltiir kabinda %70-80 doluluga ulastiginda
20 mL DMEM+%10 FBS+%]1 P/S (komple medyum) medyum igeren 5 ayr1 145
mm’lik petriye boliinmiistiir. Ertesi giin 20 ug transfer vektor (UCOE-RAGZ2co veya
SF-RAG2co0), 5 ug NovB2 plazmiti, 7 ug zarf (pMD2-VSV.g, invitrogen kat no
#PF532), 13 ug p.GAG.POL.RRE (pMDLg/p-RRE, invitrogen kat no #PF531) ve 5
ug p.REV (pRSV-REV, invitrogen kat no #PF530) plazmitlerini igeren karigim
hazirlanmistir. RAG2co transfer plazmitleri Rous Sarcoma Virus (RSV) kimerik
promotoru igermektedir (RRL backbone). Bu plazmit ayrica central polypurine tract
(cPPT), UCOE promotoru ve Woodchuck posttranslational regulatory element
(WPRE) kaseti icermektedir. Karisima total hacmin %10’u kadar sodyum asetat
eklenmistir. Yine total hacmin 2,5 kat1 kadar %100 etanol eklenerek -80°C’de 4-5 saat
inkiibasyona birakilmistir. Transfeksiyondan (kalsiyum fosfat Kiti, Takara bio, kat no
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#631312) 3-4 saat once HEK293T lerin medyumlar1 degistirilmistir. 4-5 saat sonra
plazmit karigimi 4°C’de 14000 rpm’de (Eppendorf 5810R) 5 dk santrifiijlenmistir.
Stipernatant atilmis ve pelet her bir petri igin 875 uL. ddH2O ve 125 uL kalsiyum
soliisyon (2 M) karisiminda ¢ozdiiriilmiistiir. Pelet vortekslenip, 10 dk bekletilmistir.
Karisim, her petri igin 1 mL 2X HEPES buffer kopiirtiilerek i¢cine damla damla
eklenmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu petrilere 2 mL olacak sekilde damla damla
dagitilmis ve %5 COs: ile 37°C’de inkiibe edilmistir. Transfeksiyondan 18 saat sonra
hiicrelerin medyumlar1  degistirilmistir. Ertesi giin lentiviral vektor igeren
siipernatantlar toplanip 45 um’lik filtreden gegirilmistir. Filtre edilen viral vektor
stipernatantlar SW32 rotoruna uygun 6x35 mL (Beckman Coulter kat no #326823)
tiplere esit olarak dagitilmistir. Siipernatantlar 20.000 rpm’de 2 saat 4°C’de
santrifiijlenmistir. Medyum siipernatant1 atilmistir ve peletler 250 uL PBS/tiip ile
¢ozdiiriilerek konsantre viriisler kriyotiiplere 25 uL olarak dagitilmistir. 24 saat sonra

ayni islem tekrarlanmistir.

3.5.5. Vektor titrasyonu

10 uL konsantre LV-SF-Rag2co ve LV-UCOE-Rag2co viriisler 990 uL
medyum i¢inde diliie edilmistir ve 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 i¢erisinde bulunan 37.500
HelLa hiicreleri iizerine 5 uL, 50 uL ve 500 uL hacimlerde eklenmistir. RAG2
oranlarini belirlemek i¢in ayrilan hiicreler fiksasyon buffer (%90 MeOH) ile 20 dk
boyunca oda sicakliginda fikse edilmistir. Hiicreler 1 mL bloklama buffer (%3 BSA
+PBS) ile 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. 100 uL. bloklama buffer i¢cine RAG2
primer (Proteintech cat:#11825-1-AP) antikoru eklenmistir ve oda sicakliginda
karanlikta 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler 2 defa 1 mL PBS ile 150 xg’de
5 dk yikanmustir. 100 uL. sekonder antikor Alexa Fluor 488-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Rabbit (Abcam cat: ab150077) eklenmis ve 1 saat oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edilmistir. Hiicreler 2 defa 1 mL PBS ile 150 xg’de 5 dk yikanmastir.
300 uL PBS ile resiispanse edilip FACS cihazinda okutulmustur. Titrasyon
(transdiiksiyon tinitesi/mL) = [enfeksiyon i¢in kullanilan her bir kuyucuktaki hiicre
say1s1 X raportdr gen ifadesi goriilen hiicre orani] / [kuyucuktaki hiicreleri enfekte eden

virus voliimii x diliisyon katsay1s1] formiilii ile hesaplanmistir.
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3.6. HKH Kkiiltiirii ve transdiiksiyonu

3.6.1 HKH Kkiiltiir optimizasyonu

Fare Lin™ hiicrelerin optimal hiicre kiiltiir kosullarin1 belirlemek igin farkli
HKH biiylime faktorlerinin kombinasyonlari ve konsantrasyonlari test edilmistir. Lin”
" hiicreler (2x10%) 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve insan (h) (Peprotech kat no #
300-18) veya fare (m) rekombinant TPO (10 veya 30 ng/ml, Peprotech kat no # 315-
14), SCF (Peprotech kat no # 250-03), ve/veya FLT3 (Peprotech kat no # 250-31L),
varliginda serumsuz HKH ekspansiyon medyumunda kiiltiirlenmistir. Lin”" HKH’ler
2, 4 ve 7 giinliik farkli sitokin kombinasyonlar1 ve farkl kiiltiir kaplar1 (12 ml’lik
polipropilen yuvarlik dipli tiip veya polistiren 24 kuyucuklu plaka) ile kiiltiir

edilmistir.

HKH proliferasyon testleri

Hiicre proliferasyonu, WST-1 hiicre proliferasyon kiti (Roche, kat no:11 644
807 001) kullanilarak degerlendirilmistir. WST deneyi ile formazana tetrazolyum tuzu
WST-1'in  mitokondriyal dehidrojenazlari tarafindan bdoliinmeye dayali olarak
kantitatif olarak hiicre proliferasyonu gosterilmektedir. Formazan tiretimi, kiiltiirdeki
metabolik aktif hiicrelerin sayisi ile iliskilidir. Her kosul i¢in 3 tekrar yapilmistir. 96
kuyucuklu kiiltiir kabinda belirli bir kiiltiir siiresinden sonra (2, 4 veya 7 giin), her bir
kuyucuga (6 kuyucuk) %10 WST-1 reaktifi eklenmistir ve 4 saat boyunca 37°C, %5
CO2'de inkiibe edilmistir. Absorbans: dl¢imii 450 nm dalga boyunda bir mikroplaka
okuyucusunda (Tecan, Isvigre) >600 nm'lik bir referans degeriyle dlciilmiis ve hiicre
canlilig1 hesaplanmigtir. Absorbansi normalize etmek i¢in bos bir numune (hiicresiz

HKH kiiltiir medyumu) 6l¢tilmistiir.

Annexin-V ve Propidium Lyodiir Apoptoz Analizi

Hiicre apoptozunu belirlemek igin farkli sitokin konsantrasyonlariyla kiiltiir
edilen hiicrelere Annexin-V FITC (Ann-V, BioLegend, kat no #640906) ve Propidium
iyodiir (P1, Sigma-Aldrich, kat no #P4170) kullanilarak Sl¢iilmiistiir. 100.000 hiicre,
24 kuyucuklu plakalarda kiiltiir edilmistir. Islemin ardindan hiicreler dikkatlice
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toplanmistir ve 240 xg’de 5 dakika yikanmigtir. Hiicreler, pH 7.4'te 100 mM HEPES,
140 mM NaCl, 25 mM CaCly'den olusan 100 pL. Annexin Baglama Tamponu i¢inde
yeniden siispanse edilmistir. 5 pL Ann-V ve 5 uL PI Stok Cozeltisi (I mg/mL)
eklenmis ve hafif¢e pipetlenmistir. Karanlikta oda sicakliginda 15 dk inkiibasyondan
sonra, her tiipe 100 pL Annexin Binding Buffer eklenmistir ve 15 dakika sonra

hiicreler BD Accuri cihazinda okutulmustur.

3.6.2. HKH transdiiksiyonu

CD117+ seleksiyonu sonrasi hiicreler 24 kuyucuklu kiiltiir kabma 1x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Kiiltiir medyumu olarak 30 ng/mL TPO igeren
StemMACS HSC expansiyon medyumu (Miltenyi kat no #130-100-463)
kullanilmistir. LV-SF-Rag2co ve LV-UCOE-Rag2co MOI (Multiplicity of
Infection):10 olarak kuyucuklara eklenmistir. Transdiiksiyonlar 2 giin art arda
yapilmustir. Viriis ve hiicre kiiltlir medyumlar1 giinliik olarak tazelenmistir. Deney
bitiminde toplanan hiicreler 240 xg’de 5 dk santrifiij edilmistir. Hiicreler Tiirk’s boyas1
ile sayilmustir ve 1x10* hiicre LSK ve RAG2 oran1 akim sitometri ile belirlenmistir.
RNA izolasyonu i¢in hiicreler Qiazol (Qiagen, kat no #79306) igine alinarak -80 °C

dondurucuya kaldirilmistir. Geri kalan hiicreler nakil i¢in kullanilmistir.

Western Blot (WB)

Transdiiksiyon sonrast Rag2 gen ifadelerini ve proteinin (62 kDa) varligini
belirleyebilmek i¢in WB yontemi kullanilmistir. Qiazol i¢ine alinan hiicreler bire bir
soguk %99 etanol (Kimetsan kat no # KMT-EL/O5FS) ile iyice karistirilmistir. Direct-
zol™ RNA izolasyon kiti (Zymo research kat no #R2050) kullanilarak, filtrede kalan
fraksiyon RNA igin, altta kalan fraksiyon protein izolasyonu igin kullanilmistir.
Protein fraksiyonuna 4 kat kadar soguk aseton eklenmistir ve +4°C‘de 30 dk
bekletilmistir. 16000 xg’de 10 dk santrifiij yapilmistir. 400 uL etanol eklenip, 1 dk
16000 xg’de santrifiij edilmistir. Sonra 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Proteaz
inhibitérii ve sodyum ortovanadat igeren 100 uL RIPA buffer (Radiyo
immiinopresipitasyon Lizis Tamponu, Santa Cruz, kat no #sc-24948A) ile pellet

cozdiirilmistiir. Protein miktarlart BCA protein assay kit (Thermo Scientific kat no
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#23227) ile Nanodrop 1000 cihazinda 6lgiiliip hesaplanmistir. %15 resolving jel igin
10 mL (2,4 mL H20; 5 mL %30 akrilamid/bisakrilamid; 2,5 mL 1.5 M Tris-HCI
(pH:8.8); 50 uL %10 SDS; 100 uL %10 APS; 10 uL TEMED), ve %5 stacking jel (2,7
mL H20; 0,67 mL %30 akrilamid/bisakrilamid; 0,63 mL 1.0 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.05
mL %10 SDS, 0.05 mL %10 APS, 5 uL TEMED) hazirlanmistir. Orneklere NuPAGE
4x LDS sample buffer (kat no #NP007) ve NuPAGE 10x Sample Reducing agent (kat
no #NP0009) eklenmistir ve 5 dk boyunca 95°C’de PCR cihazinda (termal cycler’da)
kaynatilarak denatiirasyonu saglanmistir. Rag2 protein lizatlar1 ladder (Thermo Fisher
kat no #26628) ile birlikte SDS-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE)
yiiklenmistir. Proteinler, Tris running tampon soliisyonu (100 mM Tris-baz, 100 mM
Trisin, %0,1 SDS) igerisinde 30 dk 90 V’ta, sonrasinda 120 V’ta oda 1sisinda
yiritiilmiistir (BioRad,USA). Jelde yiiriitiilen proteinler, Trans-Blot Turbo Blotting
(BioRad,USA) sisteminde PVDF membrana transfer edilmistir. Membranlar %0,1
Tween-20 i¢eren 1X Tris buffer soliisyonu (TBS-T) igerisinde %5 yagsiz siit tozu (kat
no #1706404) ile oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklanmistir ve 1:1000 oranindaki
tavsan-anti-fare Rag2 primer antikoru (Proteintech kat no #11825-1-AP) ile gece
boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda, membranlar 3 kez TBS-T igerisinde
yikanip, 1:10000 diliie edilmis anti-tavsan sekonder antikor (Invitrogen kat no #11-
4220-82) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilip, membranlar 3 kez TBS-T igerisinde
yikanmistir. Peroksidaz aktivitesi, Clarity Western ECL Substrat kiti (Thermo
Scientific kat no #32132) ile belirlenmistir. Gapdh antikoru (Thermo Scientific kat no
#MA515738) igin membran yeniden %35 yagsiz siit tozu ile bloklanmistir ve +4°C’de
gece boyu beklenip, TBS-T ile 3 kez yikanip 1:10000 diliie edilmis anti-fare sekonder
antikoru (Advansta kat no #R-05071-500) ile oda sicakliginda 1,5 saat inkiibe
edildikten sonra ECL kiti kullanilarak FluorChem FC3 System (Protein Simple, USA)

goriintiilenmistir.

3.7. Hazirlhik rejimi

RAG?2 farelere nakil 6ncesinde hazirlik rejimi uygulanmistir. Fareler; Kontrol
(PBS), Busulfan (Sigma, kat no #BCBS8240V), G-CSF (Dong-a St Co. Ltd Leucostim
30) ve VLA-41 (Selleck Chemicals kat no #57198) olarak 4 gruba ayrilmistir. Busulfan
nakil dncesi-1. giinde 25 mg/kg intraperitoneal olarak, G-CSF nakil dncesi -4,-3,-2, ve
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-1. giinde 6 ug/kg subkiitan olarak ve VLA-4I nakil 6ncesi -1. giinde (30-120 dk 6nce)
1 mg/kg intravenoz olarak verilmistir (Sekil 3.1). PK total beyaz kiire oranlari hazirlik

rejimi Oncesi ve bitiminde (nakilden hemen 6nce) sayilmstir.

Lin- HKH veya
SF/UCOE-LV-Rag2 LSK

EACS

‘% %‘%‘%\ <IN tedavi kontrol ve siiregleri

Rag2
fare
4. 3. - L -L 0 3 +180.
gin gln pin gln  saa ;J_E ;E_E giin
g i3 busulfan 25 mg/kg
!
ey O G-CSF  Gugks
-4
E H VLA4i 1mgksg

Sekil 3.3. RAG2 farelere nakil oncesinde uygulanan hazirlik rejimleri. G-CSF
nakilden once 4 giin boyunca 6 ug/kg subkutan, Busulfan nakil oncesi 25mg/kg
intraperitoneal ve VLA-41 nakilden 1 saat 6nce 1mg/kg intravendz olarak verilmistir.
0. giin nakil yapilmistir. Nakilden 1. 3. ve 6. ayda tedavi kontrolleri FACS ile
yapilmustir.

3.8. HKH Nakli ve Engrafman takibi

RAG?2 farelere nakil sonrasi 1. ve 3. ayda periferik kanda CD45 (BioLegend
kat no #147708), CD3 (BioLegend kat no #100204), CD19 (BioLegend kat no
#152408), CD11b (BioLegend kat no #108706), CD45R (BioLegend kat no #103212),
NK1.1 (BioLegend kat no #108706) oranlarina, 6. ayda farelerin periferik kan, dalak
ve kemik iligi CD45, CD3, CD19, CD11b, CD45R, NK1.1, CD117 (c-kit) ve ly6A
(Sca-1) oranlarina akim sitometri ile bakilacaktir. Nakil sonrasi 1. ve 3. ayda farelerden
periferik kan EDTAI tiiplere (MiniCollect® TUBE kat no #450530) alinmistir. Alinan
kanlarin Tiirk’s ile absolut hiicre say1s1 belirlenmistir. Kirmizi hiicreleri patlatmak i¢in
liziz tampon (8.26 g Amoniyum Kloriir [Merck 1145], 1.0 g KHCO3 [Merck 4854],
0.037 g EDTA [Sigma ED2SS], 1 L MilliQ su) kullanilmistir. Hiicreler 2 mL FACS
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tamponu kullanilarak 240 xg’de 5 dk santrifiij edilmistir. FACS tiiplerine 1. boyasiz
(negatif kontrol); 2. CD45, CD3 ve CD19; 3. CD11b, CD45R ve NK1.1 antikorlar1
eklenmistir. Hiicreler tiiplere esit olarak dagitilmistir. Spesifik olmayan baglanmalari
engellemek igin hiicreler 100 uL PBN+%2 NMS (normal fare serumu) ortaminda oda
sicakliginda karanlikta 15 dk inkiibe edilmistir. 2 defa PBN ile yikanmigstir. 200 uL
PBN eklenip BD Acurri cihazinda okutulmustur. 6. ayda kemik ve dalaklar
toplanmistir. Dalaklarin  agirliklar1  hassas terazide (Shimadzu AUW 2000)
Olclilmiistiir. Dalaklarin 6l¢timii yapildiktan sonra 50 ml konik tiip iizerine koyulan 40
um siizgecler (Falcon, kat no #352340) iizerinde ¢ok az PBS ile mekanik olarak
parcalanmistir. PK, kemik iligi ve dalak hiicresi 1. Boyasiz; 2. CD45, CD45R ve
CD11b; 3. NK1.1, CD19 ve CD3; 4. c-Kit ve Sca-1 oranlar1 degerlendirilmistir.
Hiicrelerin tizerine 100 uL PBN+%2 NMS eklenmistir. Tiipler oda sicakliginda
karanlikta 15 dk inkiibe edilmistir. 2 defa PBN ile yikanmistir. 200 uL PBN eklenip

BD Acurri cihazinda okutulmustur.

3.9. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR (RT-qPCR)
3.9.1. RNA izolasyonu ve RNA Kantifikasyonu

RNA izolasyonu igin kiiltiire alinmis olan hiicreler toplanip 240 xg’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Medyumun tamamen uzaklastirilmasina dikkat edilmistir. RNA
izolasyonu yapilmadan &nce hiicreler 1x10° hiicre icin 1 mL Qiazol Lysis Reagent
eklenerek -80 °C buzdolabina kaldirilmistir. RNA izolasyonu igin Direct-zol™ RNA
izolasyon Kiti (Zymo research kat no #R2050) kullanilmistir. Qiazol i¢indeki hiicrelere
1-1 oraninda %99 soguk etanal eklenmistir ve iyice karistirmistir. Olusan karisim
Zymo-Spin™ [IICG Column2’dan 16000 xg 30 sn santrifiij edilmistir. 400 uL RNA
Wash Buffer ile 16000 xg 30 sn santrifiij edilmistir. Kolon iizerine 5 uL DNasel ve 75
uL DNA Digestion Buffer eklenerek oda sicakliginda 20 dk bekletilmistir. Daha sonra
2 defa RNA PreWash buffer ile yikanmistir altta toplanan kisimlar ¢ope atilmistir.
Tekrar kolon iizerine 700 uL RNA Wash Buffer eklenerek santrifiij yapilmistir. Son
olarak RNA’ar1 toplamak i¢in dnceden 37°C 1sitilan DNase/RNase-Free su ile 16000
Xg ‘de 1 dk boyunca RNA’lar toplanmistir. Elde edilen RNA’lar nanodrop
(ThermoFisher Scientific #ND-100) cihazinda niikleik asit programimdan RNA-40
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secilerek A260/280 ve A260/230 ng/uL RNA konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir. Ol¢iim

sonucunda RNA’lar kullanima kadar -80 °C dondurucuya kaldirilmistir.

3.9.2. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezlemek igin Transcriptor high fidelity
cDNA synthesis kiti (Roche, kat no #05081963001) kullanilmistir. Biitiin ¢aligmalar
buz iizerinde yapilmistir. cDNA sentezi i¢in elde edilen RNA miktarlar1 gbz 6niine
alindiginda ortalama 210 ng/uL RNA kullanilarak yapilmistir. Toplam hacim 11,4 uLL
olacak sekilde PCR grade su eklenmistir. Elde edilen 6rnekler 65 °C 10 dk GeneAmp
PCR system 9700 (Applied Biosystems) cihazi kullanilarak denature edilmistir. Daha
sonra her 6rnek i¢in 1X ters transkriptaz (reverse transkriptase) reaksiyon tamponu,
20U Protector Rnase inhibitorii, 1 mM deoksiniikleotit karisimi, 5 mM DTT ve 10U
ters transkriptaz eklenmistir. PCR tiipleri GeneAmp PCR system 9700 cihazina
yerlestirilip, 29 °C 10 dk, 48 °C 60 dk, 85 °C 5 dk cDNA sentezi i¢in ters transkripsiyon
reaksiyonu baslatilmistir. Elde edilen c¢DNA’lar kullanima kadar -20 °C’de

saklanmustir.

3.9.3. RT-gPCR

Elde edilen cDNA; LightCycler 480 II sisteminde, LightCycler® 480 II SYBR
Green | Master-Roche kiti kullanilarak RT-gPCR ile rolatif hedef gen ifadesinin
saptanmasi i¢in kullanilmistir. Transdiiksiyon sonrast UCOE-Rag?2 hiicrelerde, kontrol
olarak BALB/c (pozitif) ve Rag2 (negatif) hiicrelerde Rag2 ifadesi degerlendirilmistir.
Housekeeping gen olarak Gapdh kullanilmistir (Tablo 3.1). Ornekler 384 kuyucuklu
plaka ile Light-Cycler 48011 cihazinda okutulmustur (Roche). Biitiin 6rneklere ait her
bir gen igin ayn1 kosullarda {i¢ tekrar ¢aligilmistir.

Tablo 3.1. RT-PCR primer dizileri

Gen Forward (5°=23) Reverse (5°23’)
Gapdh | CATCACTGCCACCCAGAAGAC | TGACCTTGCCCACAGCCTTG
Rag2 | ATTCAACCAGGCTTCTCACTT | TGCAGGCTTCAGTTTGAGATG

Biitiin deneylere ait CT degerleri, amplifikasyon egrileri ve diger veriler LightCycler

480 (Roche) yazilimu ile elde edilmistir. Verilerin istatiksel analizi i¢in Excel yazilimi
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kullamlmistir. Rag2 geni, Gapdh geni ile ACT (Ctheder gen.Creferans geny  metodu
kullanilarak normalize edilmistir. Rélatif gen ifadelerinin hesaplamalar igin 24A¢T

metodu kullanilmistir.

3.10. Mikoplazma Testleri

Dondurulan hiicre 6rnekleri agildiginda mikoplazma kontaminasyonunun olup
olmadig1 belirlenmesi i¢in MycoAlert (Lonza, #LT07-710) kiti kullanilmistir. Hiicre
kiltiiriinden 1 mL siipernatant alinmustir. 200 Xg’de 5 dk santrifiij edilmistir. 100 uLL
stipernant lizerine 100 uL MycoAlert™ PLUS Reagent eklenip oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edilmistir. Lucetta™ Luminator Liiminometre (Lonza) cihazinda absorbansi
Olglilmiistiir (A orani). Daha sonra 100 uL MycoAlert™ PLUS Substrate eklenip 10
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Tekrar Lucetta™ Luminator Liiminometre
cihazinda absorbans 6l¢iimii yapilmistir (B orani). B/A oran1 <1 oldugunda sonug
negatif, B/A oran1 1-1.2 oldugunda borderline ve B/A oran1 >1.2 oldugunda sonug
pozitiftir. Pozitif hiicreler %10’luk ¢amasir suyu ile dekontamine edilerek kimyasal

atik ¢opiine atilmistir. Tiim deneyler mikoplazma negatif hiicreler ile yapilmistir.

3.11. istatistiksel Yontemler

Calisma sonucunda elde edilen veriler icin SPSS.26, Excel yazilimi ve
Graphpad Prisma 8 programlarindan yararlamlmustir. iki grup arasindaki farklari
belirlemek i¢in Student’s T-testi Excel kullanilarak yapilmstir. Iki ve daha fazla grup
arasindaki farklarin anlamli olup olmadigini belirlemek i¢in SPPS 26 programindan
ANOVA testi kullanilmistir. P<0,05 oldugu zaman farklar anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lineaj Deplesyonu ile Fare HKH Eldesi

Lin deplesyonu genel olarak 7-8 farelerin kemik ilikleri birlestirilerek
yapilmustir. Ki’nden 2,1x10% + 1,4x10° baslangi¢ hiicre sayis1 elde edilmistir. Lin-
hiicre say1s1 5,9x10° + 3,1x10° olarak bulunmustur. Baslangictaki hiicre sayisina gére
lin deplesyon basaris1 %3,3+1,7 olarak bulunmustur. Lin- 6ncesi hiicrelerdeki c-Kit ve
Sca-1 oranlari sirasiyla 3,7+1,6 ve 3,9+1,1 Lin- sonrasi hiicrelerdeki c-Kit ve Sca-1
oranlar1 sirastyla %9,24+3 ve %7,3+6,3 olarak hesaplanmistir. Yiiksek oranda c-Kit
eldesi i¢in CD117 mikroboncuk kiti kullanilmistir. c-Kit oranlar1 pozitif seleksiyondan
sonra %66,4’e kadar ytlikselmistir Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. c-Kit pozitif hiicre seleksiyonu. X-aksisinde anti-fare Sca-1 antikoru, Y
aksisinde anti-mouse c-Kit antikoru kullanilmigtir. Plotlar soldan saga dogru Lin
oncesi kontrol, Lin 6ncesi Sca-1+c-Kit, Lin- Sca-1+c-Kit ve CD117+ Sca-1+c-Kit’i
gostermektedir. Lin 6ncesi c-Kit oran1 %3,5, Lin- c-Kit oran1 %13,5 dir. CD117 pozitif
seleksiyon yapilarak c-Kit %66,4 kadar yiikselmistir.

Nakil dncesi elde edilen Lin- KI ve pozitif seleksiyondan sonra elde edilen c-
Kit + hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri degerlendirilmistir. Lin- hiicrelerden
1x10° hiicrede ortalama 57,65+28,1 CFU-GM ve 19,55+8,5 BFU-E koloni
olusturdugu gézlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Lin-/- hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesi. Kemik iligi 6rneklerinin
klonojenik potansiyeli goriintiileri. Solda: BFU-E (burst-forming unit-erythroid):
olgun eritroid progenitorlerini temsil eden klonojenik projenitdrler; Sagda: CFU-GM
(colony forming unit-granulocyte/macrophage) gosterilmektedir. Goriintiiller 10X
blytitiilmiis olarak ¢ekilmistir.

4.2. Nakil Gruplar

Hematopoetik kok hiicre naklinin basarili olabilmesi i¢in, 6nce alicinin kemik
iliginin “bosaltilmas1” ve yer agilmasi gerekmektedir. Kemik iliginin baskilanmast i¢in
sitorediiktif ajanlar ile yapilmaktadir. Toplam 11 farkli grup RAG2™" farelere HKH
nakli yapilmistir. Gruplarin 6zellikleri asagidaki Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1. HKH nakil gruplart

Swiss n=3 BU Lin™ - 5x10° 2x10%
RagZ"‘ n=3 BU Lin™ LV-RAG2 1x108 2x10%
Balb/c n=6 BU Lin™ - 1x108 2x10%
RagZ"‘ n=2 BU c-Kit UCOE-RAG2 2x104 2x10%
Swiss n=3 G-CSF Lin™ - 1x108 2x10*
RagZ"‘ n=3 G-CSF Lin™ LV-RAG2 1x108 2x10*
Balb/c n=4 G-CSF Lin™ - 1x108 2x10*
RagZ"' n=2 G-CSF c-Kit UCOE-RAG2 2x104 2x10*
Balb/c n=5 VLA-41 Lin” - 1x108 2x10%
RagZ"‘ n=2 VLA-4l c-Kit UCOE-RAG2 2x104 2x10*
Balb/c n=5 - Lin™ - 1x108 2x104
Balb/c n=3 BU c-Kit Mock 2x104 2x104
Balb/c n=3 VLA-4l c-Kit Mock 2x104 2x10%
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4.3. Hazirhik Rejimiyle HKH Mobilizasyonu

Hazirlik rejimi uygulanan farelerden oncesinde ve sonrasinda PK’dan total
hiicre sayimi1 yapilmistir. BU, G-CSF ve VLA-41 grubundaki hazirlik rejimi dncesinde

ve sonrasindaki artig oranlar1 verilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Hazirlik rejiminin 6ncesi ve sonrasi beyaz kiire sayilari. Rag2” farelere
hazirlik rejimi olarak BU (Busulfan), G-CSF (Graniilosit-koloni uyaric1 faktor) ve
VLA-41 (Very late antijen 4 inhibitdrii) uygulanmistir. BU grubunda hazirlik rejimi
oncesi hiicre sayis1 1,1x108+ 0,08 x10°, hazirlik rejimi sonrasinda hiicre sayis1 1,1x10°
+ 0,17 x10%tir. G-CSF grubunda hazirlik rejimi 6ncesinde 1,0x10°+ 0,08x10° hazirlik
rejimi sonrasinda hiicre sayis1 2,1x10° + 0,2x10%’e ve VLA-4l grubunda ise hazirlik
rejimi dncesi hiicre sayis1 1,0x10° + 0,08x10°, hazirlik rejimi sonrasinda hiicre sayisi
1,7x10° + 0,08x10%°e kadar yiikselmistir* p<0,05, ** <0,01

4.4. Ex Vivo Fare Hematopoetik Kok Hiicre Kiiltiir Kosullar1 Optimizasyonu
Hiicre kiiltiir kosullarini test etmek 12 mL polipropilen tiip ve 24 kuyucuklu
polistiren plakalarda hiicreler 7 giin boyunca farkl: sitokin kombinasyonlart ile kiiltiir
edilmistir. Annexin-V ve PI kullanilarak hiicre apoptoz testleri yapilmistir. Apoptoz
orani ve kullanilan sitokin kombinasyonlar1 goz 6niine alindiginda 24 kuyucuklu plaka

kullanilmas: daha uygun goriilmistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Annexin-V ve Pl ile hiicre kiiltiir kosullarinin belirlenmesi. Hiicreler 12 mL
polipropilen tiip ve 24 kuyucuklu polistiren plakalarda hiicreler 7 giin boyunca farkl
sitokin kombinasyonlar1 (1) 10 ng/mL fare (m) tpo, 100 ng/mL scf, 50 ng/mL flt; (2)
10 ng/mL tpo, 100 ng/mL scf, 50 ng/mL insan (h)FLT3; (3) 30 ng/mL tpo, 100 ng/mL
scf, 50 ng/mL flt; (4) 30 ng/mL tpo, 100 ng/mL scf, 50 ng/mL FLT 5) 30 ng/mL tpo
ile kiiltiir edilmistir (Tek deneyden elde edilen sonug).

En uygun HKH Kkiiltir kosullarin1 belirlemek amaciyla hiicrelerin
proliferasyonu 2-7 giinliik hiicre kiiltiirlerinde takip edilmistir. Iki giinlik HKH
kiiltiiriinden sonra kullanilan farkli hiicre kiiltiir kosullar1 arasinda hiicre proliferasyon
tizerinde herhangi bir fark gortilmemistir. 4 glinlik HKH kiiltiirii i¢in en uygun kosul
30 ng/mL mTpo+mScf+mFIt3 olarak belirlenmistir. 7 giinlik HKH hFLT3-mTpo ve
sadece Tpo igeren hiicre kiiltiir kosullart HKH’lerin sag kalimin1 ve proliferasyonunu
desteklememektedir. Bu nedenle yapilan 2 giinliik stiren gen tedavi aktarimlarinda 30
ng/ml mTpo kullanilmustir, 1 haftalik kiiltiir i¢in 30 ng/mL mTpo, 100 ng/mL mScf ve
50 ng/mL mFIt3 kullanilmistir (Sekil 4.5).

4.5. Transdiiksiyon sonrasi1 Rag2 ifadelerinin dogrulanmasi

Farelerden izole edilen CD117+ HKH’lerin kiiltiir 6ncesi, 2 giin hiicre
kiiltiiriinden sonra ve transdiiksiyon sonras1 Rag2 ifadelerini belirlemek i¢in FACS ve
gRT-PCR ile yapilmistir. 2 giinliik transdiiksiyon sonrasi c-Kit hiicrelerdeki Rag2
ifadesi %5,2’dir ve WB’de Rag?2 protein tespit edilmistir (Sekil 4.6), rolatif Rag2 gen
ifadelerinde bir artis tespit edilmistir (Sekil 4.7). Ancak tek deneyden alinan sonuglar

oldugu icin istatistiksel analizler yapilamamustir.
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Sekil 4.5. In vitro fare Lin-/- HKH’lerin farkli ekspansiyon protokolleri test edilmistir.
Gen tedavi siireglerini taklit etmek i¢in 2 giinliik hiicre kiilttirii yapilmistir. HKH
ekspansiyon kiiltiirli optimizasyonu i¢in hiicreler 4 veya 7 giin boyunca farkl: sitokin
dozlar1 ve kombinasyonlart ile kiiltiir edilmistir. mTpo: fare Trombopoietin, mScf: fare
Stem Cell Factor, mFIt3: fare FIt3 ligand, hFLT3: insan FIt3 ligand. (Tek deneyden
elde edilen sonug.)
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Sekil 4.6. Transdiiksiyon sonrasi Rag2 ifadesinin dogrulanmasi. A. FACS’ta X
aksisinde antikor olmadan, Y aksisinde Rag2 antikoru kullanilmistir. B. Saglikli
Balb/c ve Rag2 LV-UCOE CD117+ hiicrelerin protein varligi yapilan WB ile
gosterilmistir. Saglikli Balb/c’de Ragl (119 kDa) ve Rag2 (62 kDa) kompleksi

oldugundan proteinler 62-119 kDa arasinda goriilmiistiir. Rag2 LV-UCOE CD117+
(62 kDa) protein goriilmiistiir. Kontrol olarak Gapdh (35 kDa) kullanilmustir.
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Sekil 4.7. Transdiiksiyon sonrasit Rag2 ifadesi. CD117+ hiicrelere 2 giin ard arda LV-
UCOE.RAG2co ile transdiiksiyon yapildiktan sonra Rag2 qRT-PCR ile rolatif gen
ifadeleri degerlendirilmistir (tek deneyden elde edilen sonug).

4.6. HKH kimerizmi ve engraftman takibi

HKH kimerizmi ve engraftman takibi i¢in nakil edilen hayvanlar 6 aya kadar
takip edilmistir. 1. ay PK sonuglarina gore kontrol grubuna gore beklenildigi lizere
sadece BU grubunda anlamli farklar gézlemlenmistir. Busulfan grubu VLA-41 ve G-
CSF gruplarn arasinda istatiksel olarak anlamli sonuglar gézlemlenmemistir. Ayrica
hem Balb/c fareler hem de Swiss fareler kullanilmistir. Balb/c ve Swiss fare gruplari
arasinda da istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmemistir. 1 ay PK sonuglarina

gore CD3 ve CD 19 oranlar1 verilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Periferik kan sonuglarina gore 1.ayda CD3 ve CD 19 oranlari. A. Balb/c
hiicreleri verilen gruplarin 1. ayda CD3 oranlar gosterilmistir. Sadece BU grubu
kontrole gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. B. Balb/c hiicreleri verilen
gruplarin 1. Ayda CD19 oranlari gosterilmistir. BU grubu kontrol ve VLA-41 grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur («:p<0,05). BU: Busulfan, G-CSF:
Graniilosit-koloni uyarici faktor, VLA-4l: Very late antigen 4 inhibitor.
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PK’dan 3. aydaki CD3 ve CDI19 degerlerine bakildiginda CD3 ve CDI19
oranlar1 tiim gruplarda artmaya devam etmistir. BU grubunda CD19 oranlar1 Balb/c
fare kullanilan grupta Swiss fare kullanilan gruba ve diger hazirlik rejimi uygulanan
gruplara gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. CD3 oranlarina bakildiginda BU
grubu ve diger gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli sonuglar bulunmamistir. 3.

ayda PK sonuglarina gére CD3 ve CD19 oranlar1 verilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Periferik kan sonuglarina gore 3.ayda CD3 ve CD 19 oranlari. A. Balb/c
hiicreleri verilen gruplarin 3. Ayda CD3 oranlar1 gosterilmistir. BU grubu sadece
kontrole gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. B. Balb/c hiicreleri verilen
gruplarin 3. Ayda CD19 oranlar1 gosterilmistir. BU grubu diger tiim gruplara gore
istatiksel olarak anlamli oldugu gézlemlenmistir (»: p<0,05). BU: Busulfan, G-CSF:
Graniilosit-koloni uyarici faktor, VLA-41: Very late antigen 4 inhibitor.

4.7. LV-SF-RAG2co ve LV-UCOE-RAG2co farkh promérlerin HKH Kimerizmi
ve engraftman takibi

Trandiise edilmis ve nakil edilen SF-LV ve UCOE-LV hiicrelerin 1. ay PK
sonuglari farkli hazirlik rejimi verilen (BU, VLA-41 ve G-CSF) gruplar arasinda CD3
ve CD19 oranlar1 verilmistir (Sekil 4.10). Transdiise edilmis ve nakil edilen SF-LV ve
UCOE-LV hiicrelerin 3. ay PK sonuglar1 farkli hazirlik rejimi verilen (BU, VLA-4l ve
G-CSF) gruplar arasinda CD3 ve CD19 oranlar1 verilmistir (Sekil 4.11.). PK‘da 3.

aydaki oranlar1 1. aya gore artmaya devam etmistir.
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SF veya UCOE promotérleri ile transdiise edilen SF veya UCOE promotirleri ile transdiise edilen
hiicreleri alan gruplarm 1. ay PK sonuclarn hiicreleri alan gruplarn 1. ay PK sonuclar
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Sekil 4.10. PK sonuglarina gore SF-LV veya UCOE-LV verilen gruplarin 1. ayda CD3
ve CD19 oranlar1. Solda Rag2 hiicreleri 2 giin SF-LV ve UCOE-LV ile trandiiksiyon
sonrasi nakil gruplarinin 1. ay CD3 oranlar1 gosterilmistir. Sagda Rag?2 hiicreleri 2 giin
SF-LV veya UCOE-LV ile trandiiksiyon sonrasi nakil gruplarinin 1. ay CD19 oranlari
gosterilmistir. SF-LV: spleen focus forming viriis, UCOE: ubiquitous chromatin
opening element, LV: lentiviriis, BU: Busulfan, G-CSF: Graniilosit-koloni uyarici
faktor, VLA-41: Very late antijen 4 inhibitor.

SF veya UCOE promotérleri ile transdiise edilen hiicreleri alan SF veya UCOE promotdrleri ile transdiise edilen hiicreleri alan
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Sekil 4.11. PK sonuglarina gore SF-LV veya UCOE-LV verilen gruplarin 3. ayda CD3
ve CD19 oranlari. Sagda Rag2 hiicreleri 2 giin SF-LV ve UCOE-LYV ile trandiiksiyon
sonrasi nakil gruplarin 3. ayda CD3 oranlar1 gosterilmistir. Solda Rag2 hiicreleri 2 giin
SF-LV veya UCOE-LYV ile trandiiksiyon sonrasi nakil gruplarin 3. ayda CD19 oranlar
gosterilmigtir. SF-LV: spleen focus forming viriis, UCOE: ubiquitous chromatin
opening element, LV: lentiviris, BU: Busulfan, G-CSF: Graniilosit-koloni uyarici
faktor, VLA-4l: Very late antijen 4 inhibitorii.

Dalak, farelerde en 6nemli hematopoetik ve lenfoid organlardan biri oldugu
i¢in nakil sonrasi 6. ayda dalak agirliklar1 belirlenmis, c-KiT, Scal, CD3 ve CD19
oranlar1 FACS yontemi ile degerlendirilmistir (Sekil 4. 11). Gruplardaki fare sayilar
3’ten az oldugu icin istatiksel olarak anlamlilik hesaplanamamistir, ancak tim
gruplarda dalak agirliklarinda artis oldugu goriilmiistiir. Dalaktaki c-Kit ve Sca-1
oranlarindaki artis en yiiksek VLA-4I grubunda tespit edilmistir. Kontrole gore diger
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gruplarda da artis vardir. Dalaktaki CD3 oranlarinin da kontrole oranla artmis oldugu
goriilmiistiir. En ¢ok artig gosteren grup VLA-41 grubudur ve CD19 oranlar1 da tedavi

almayan gruba gore yiiksek gézlemlenmistir.
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Sekil 4.12. Nakil sonras1 dalaktaki degisimler. A. Nakil sonrast dalak agirliklari, B.
Nakil sonrasinda dalaktaki c-KIT ve Scal oranlari, C. Dalakdaki CD3 oranlar1 D.
Dalaktaki CD19 oranlar gdsterilmektedir. SF-LV: spleen focus forming viriis, UCOE:
ubiquitous chromatin opening element, LV: lentiviris, BU: Busulfan, G-CSF:
Graniilosit-koloni uyarici faktér, VLA-4l: Very late antijen 4 inhibitorii, Scal: Stem
cells antigen-1.

Nakil sonras1 PK CD3 ve CD19 oranlar1 6 aya kadar takip edilmistir (Sekil 4.13
ve Sekil 4.14). Saglikli Balb/c Lin- hiicre nakil edilen farelerde 6zellikle VLA-41 ile
tedavi edilen grupta deney bitiminde yiiksek oranda PK CD3 hiicreler goriilmiistiir.
Ancak kontrol ve BU gruplarinda 6. ay sonuglar1 halen beklenmektedir. VLA-41 ve G-
CSF’in etkileri o zaman karsilastirabilecektir. Transdiiksiyon yapilmis olan gruplara
bakildiginda VLA-41, G-CSF ve BU gruplar1 arasinda anlamlilig1 yiiksek farklar
olmayip 6. ay sonuclart beklenmektedir. Ancak LV-UCOE ile transdiise edilen
gruplardaki CD3 oranlarinin, LV-SF gruplarina gore daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. Nakil sonrasinda CD19 oranlarindaki artma CD3’e oranla daha geg
ortaya ¢cikmistir. Bu gruplarda saglikli Balb/c Lin- hiicre nakil edilen farelerde 3.ayda
en yiiksek PK CD19 hiicre sayilar1 BU grubunda goriilmiistiir. Ancak kontrol grubu
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ve BU gruplarinda 6.ay sonuglar1 hala beklenmektedir. VLA-41 ve G-CSF gruplarinda
6. ayda diistiik oranda CD19 gozlemlenmistir.

Makil sonrasi PK CD3 oranlan
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Sekil 4.13. Nakil sonras1 PK CD3 oranlar1. Nakil sonrasinda CD3 oranlarinin aylara
gore degisim grafigi verilmistir. Ust: Saglikli Balb/c Lin- hiicreler farkli hazirlik
rejimlerinden sonra Rag?2 farelere nakil edilmis ve 6 aya kadar takip edilmistir. Alt:
Rag?2 fare CD117+ hiicreleri 2 giin transdiiksiyon sonrasi farkli hazirlik rejimlerinden
sonra Rag?2 farelere nakil edilmistir ve 3 aya kadar takip edilmistir. SF-LV: spleen
focus forming virlis, UCOE: ubiquitous chromatin opening element, LV: lentiviriis,
BU: Busulfan, G-CSF: Graniilosit-koloni uyarici faktoér, VLA-4l: Very late antijen 4
inhibitori.

Transdiiksiyon yapilmis olan gruplara bakildiginda, LV-SF gruplarinda G-CSF
tedavisi BU uygulanmasina gore daha etkili engraftman saglamistir. LV-UCOE
gruplarinda 3.ayda en yiiksek CD19 oranlar1 VLA-41 tedavisi alan grupta goriilmiistiir.
Ancak daha 6.ay sonuglar1 beklenmektedir. Hazirlik rejimi verilen tiim fare gruplarinin

sag kalim takibi 6 aya kadar Kaplan Meier analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.15).



42

En yiiksek 6liim oranlar1 hazirlik rejimi almayan ve BU grubunda gozlemlenmistir. En

diisiik 6liim oran1 VLA-41 grubunda goézlemlenmistir.
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Sekil 4.14. Nakil sonras1 PK CD19 oranlari. Nakil sonrasinda CD3 oranlarinin aylara
gore degisim grafigi verilmistir. Ust: Saglikli Balb/c Lin- hiicreler farkli hazirlik
rejimlerinden sonra Rag?2 farelere nakil edilmis ve 6 aya kadar takip edilmistir. Alt:
Rag?2 fare CD117+ hiicreleri 2 giin transdiiksiyon sonrasi farkli hazirlik rejimlerinden
sonra Rag2 farelere nakil edilmistir ve LV-UCOE gruplari 3 aya kadar, LV-SF gruplari
6 aya takip edilmistir. LV-SF: spleen focus forming viriis, UCOE: ubiquitous
chromatin opening element, LV: lentiviriis, BU: Busulfan, G-CSF: Graniilosit-koloni
uyarici faktor, VLA-41: Very late antijen 4 inhibitori.
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Kaplan Meier Sag Kalim Analizi
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Sekil 4.15. Hazirlik rejimi verilen farelerin sagkalim analizi. Hazirlik rejimi almayan
ve BU grubunda yiiksek oranda oliimler meydana gelmistir.VLA-41 ve G-CSF
grubunda Olim orami daha disiik oldugu gosterilmistir. BU: Busulfan, G-CSF:
Grantilosit-koloni uyarici faktér, VLA-41: Very late antijen 4 inhibitorii
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5. TARTISMA

Halen RAG27 AKIY’in tek kiiratif tedavisi HKH naklidir (6). Uygun donér
bulunamadiginda, bu hastalarin baska bir tedavi segenegi yoktur. Simdiye kadar ADA-
AKIY ve X- AKIY gibi, en sik goriilen AKIY ler i¢in basarili retroviral veya lentiviral
HKH-GTx’ler gelistirilmistir (9, 11, 102) . Ancak, RAG2- AKIY hastaliklar1 igin
basarili bir gen tedavi siireci heniiz klinik asamaya gelememistir. Bunun nedeni; 1) in
vitro HKH’lerde LV transfer kosullarinin tam optimize edilmemis olmasi ve 2) bundan
dolay1 in vivo hayvan deneylerinde diizeltilen RAG2 nakavt HKH’lerin yetersiz
engraftmana ve denksiz B hiicre immiin rekonstitiisyonuna/aktivasyonuna bagl olarak

otoimmiin benzeri semptomlarin ortaya ¢ikmasidir (118).

Hazirlik rejiminde kullanilan sitotoksik ilaglar hastalara zarar verebilir ancak
hazirhk rejimi  uygulanmadan HKH nakli yapildiginda immiin sistemin
rekonstitiisyonu ve engraftmani yeterli degildir (13). Tedavisini hedefledigimiz PIY’li
cocuklarin immiin yetmezliklerinden dolay1 agir hazirlik rejimi kullanilmaktadir,
ancak bu hastalarin yasi kiiciik oldugu igin verilen yan etkilerden dolayi tercih
edilmemektedir. Bu nedenlerle; HKH engraftmani saglayabilen ve minimal toksisite
veren yeni veya daha hafif hazirlik rejimi protokollerinin gelistirilmesine gerek
duyulmaktadir. G-CSF, hastaya zarar vermeden KI permeabilizasyonu ve HKH
mobilizasyonunu saglar. VLA-41 heniiz klinikte uygulanmamaktadir ancak hayvan
deneylerinde HKH mobilizasyonu saglayabildigi gosterilmistir (68, 90, 93). Bu tez
kapsaminda, 1) ex vivo HKH kiiltiir ve gen transfer kosullarinin optimizasyonu; 2)
halen kullanilan RIC protokollerinin yerine toksik olmayan ancak yeterli engraftman
saglayabilen yeni bir protokoliin belirlenmesi; 3) ve bu sekilde PIY hastaliklar: icin

daha uygun bir HKH (gen) tedavi protokolii gelistirilmesi amaglanmustir.

Allojenik HKH sayilarinin yetersiz oldugu durumlarda ve gen tedavisinde
kullanilan otolog hiicrelerin ex vivo transdiiksiyon siire¢lerinde hiicreler ig¢in uygun
kiiltiir kosullarmin gelistirilmesi ve optimizasyonunun yapilmasi gerekmektedir.
Bunun ig¢in; lineaj deplesyonunundan sonra veya CD117 seleksiyonu ile elde edilen
hiicreler farkli sitokin kombinasyonlari, farkli kiiltiir plakalar ile farkli zamanlarda
kiiltiir edilmistir. Sonuglar apoptoz ve WST-1 testlerine bakilarak degerlendirilmistir.

Transdiiksiyonlar igin gerekli 2 giinliik kiiltiir kosullarinda 30 ng/ml mTpo ve 24
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kuyucuklu plakalarin kullanilmasinin en uygun oldugu, 7 giinliik kiiltiirler igin mTpo,
mScf ve mFIt-3 sitokin kombinasyonu igeren kiiltiir kosulunun ekspansiyonu en iyi
destekledigi belirlenmistir. 7 giinliik kiiltiirde sadece 30 ng/ml mTpo’nun ekspansiyon
icin Oonemli fark olusturmadigi ve mFIt-3’tin, hFLT-3" den daha iyi oldugu

anlasilmaktadir.

G-CSF, wuzun zamandir klinikte HKH mobilizasyonu ve ndtropeni
tedavilerinde kullanilmaktadir (119, 120) ve yaygin kullanilmasina ragmen ¢ok nadir
kemik agrist disinda Onemli yan etkilere rastlanmamistir. VLA-41 HKH
mobilizasyonu sagladigi bilinmektedir (68) ancak heniiz klinikte kullanilmamaktadir.
Yaptigimiz calismada, Ki permeabilizasyonu igin verilen 4 giinliik G-CSF ve 1 kere
uygulanan VLA-41I’dan sonra PK beyaz kiire sayilarinda anlamli oranda artis
gbzlemlenmistir. BU grubunda ise herhangi bir degisim goriillmemistir. G-CSF ve
VLA-4| birbirinden ¢ok farkli mekanizmalarla HKH mobilizasyonu saglamasina
ragmen sadece 1 kez uygulanan VLA-4l ile 4 kez uygulanan G-CSF, benzer HKH

mobilizasyonu gostermistir.

RAG?2 fareleri immiin yetmezlikli olduklari i¢in engraftman takibi CD3 ve
CD19 ifadelerine bakilarak yapilabilmektedir. Farkli hazirlik rejimi uygulanan tiim
gruplarda engraftman oldugu gériilmiistiir. Ozellikle G-CSF ve VLA-4l verilen
gruplara 3. ayda bakildiginda BU (pozitif kontrol) ile tedavi edilmis gruplar kadar CD3
olustugu gézlemlenmistir. Ayrica, negatif kontrole gére tiim gruplarda yiiksek oranda
CD3 olusmustur. CD19 oranlarina bakildiginda engraftman CD3 kadar basarili
olmamistir ve en iyl sonucglar yine standart olarak uygulanan BU grubunda
goriilmistiir. Allojenik HKH naklinden sonra sag kalim i¢in immiin rekonstitiisyon en
onemli faktorlerden birisidir (121). Genellikle ilk asamada NK ve T hiicreler olugsurken
B hiicrelerin olusumu daha sonra gergeklesmektedir. Bunun nedeni CD19 pozitif olan
hiicrelerin olusumunun CD3 ile iliskili olmasidir. Klinikte genel olarak HKH
naklinden 1 sene sonrasinda tiim immiin hiicrelerin sayilart %80’e ulasmasi
beklenmektedir (122). Bu nedenle ¢alismalarimizda goriilen diisiik CD19 oranlarinin

sonraki aylarda artmasi beklenmektedir.

Rag2 icin gen tedavi gelistirmek amaciyla, SF ve UCOE olarak bilinen iki
farkli promotér kodon optimize edilmis Rag2 tasiyan lentiviral vektor
karsilastirilmistir. Hiicreler 2 giinliik transdiiksiyondan sonra LSK oranlarma gore

Rag?2 farelere nakil edilmistir. PK sonuglarina bakildiginda 1. ayda, SF grubunda CD3
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ve CD19 oranlari, UCOE grubuna gore daha yiiksek iken; 3. ayda UCOE promotorii
ile transdiise edilen hiicrelerin CD3 ve CD19 oranlar1 daha yiiksektir. Bunun sebebi,
SF promotoriiniin, gii¢lii ve devamli aktif oldugundan susturulmaya daha duyarl
olmasi (115) ve UCOE promotériiniin, epigenetik modifikasyonlara daha direngli
olmasidir (114). Bundan dolay1, daha sonraki aylarda UCOE promotoérleri ile trandiise
edilen gruplardaki CD3 ve CD19 oranlarmin daha fazla artmasi beklenmektedir.
Hazirlik rejimi olarak VLA-41 verilen SF ve UCOE gruplarinda 1. ayda diisiik
miktarda CD3 ve CD19 gozlemlenirken; 3. ayda en yiiksek artis VLA-41 grubunda

oldugu bulunmustur.

Transdiiksiyon sonras1t FACS yontemi ile Rag?2 ifadeleri tespit edilmistir ancak
kullanilan lentiviral vektorlerin titresi ¢ok yiiksek olmadigindan dolayi, optimize
edilmis kiiltiir kosullarina ragmen Rag?2 ifadeleri diistik ¢ikmistir. Daha dnce yapilan
calismalarda immiin yetmezlikli hasta ve farelerde gen aktarimi basaris1 diisiik
oldugunda bile trandiise edilen hiicrelerin selektif ¢ogalma avantajindan dolay1
zamanla diizeltilen hiicre sayilarinin artabildigi gosterilmistir (123, 124). LV-UCOE-
Rag2co transdiiksiyondan sonra yapilan gRT-PCR sonuglarina gére CDI117+
hiicrelerde kalic1 entegrasyon oldugu ve rélatif Rag2 gen ifadelerinde bir artig oldugu
tespit edilmigtir. Ancak LV-SF-Rag2co transdiiksiyon sonrasi mRNA'lar toplanmadigi
icin qRT-PCR yapilmamustir. Rag2 protein varligini dogrulamak i¢in WB yapilmustir.
Ancak Rag?2 protein bantlarin saglikli Balb/c ve UCOE-LV transdiiksiyon sonrasi
farkli yerlerde goriilmiistiir. Bunun nedeni Balb/c’lerde RAG1 ve RAG2 kompleksinin
olugmasina bagli oldugu disiiniilmektedir (125).

Dalak, farelerde en dnemli hematopoetik ve lenfoid organlardan biri oldugu
i¢in nakil sonrast agirliklari, hiicre sayilart ve hiicresel igerikleri degerlendirilmistir.
Tedavi edilen tiim gruplarin dalak agirliklari, tedavi almayan Rag? farelerine gore
artmigtir. C-KIT ve Scal oranlarmin tiim gruplarda tedavi almayan gruba gore artmis
oldugu, en yiiksek artisin VLA-41 grubunda oldugu gézlemlenmistir. Dalaktaki CD3
ve CDI19 oranlarinda, tedavi almayan gruba oranla yiiksek oranda artis oldugu
bulunmustur. CD3’teki en yiiksek artis VLA-41 grubunda; CD19’da ise G-CSF, BU

ve VLA-41 grubunda benzer oranda artislar meydana geldigi goriilmiistiir.

Hazirlik rejimi verilen farelerin takip siiresi boyunca sag kalim oranlar1 Kaplan
Meier sag kalim analizi ile degerlendirilmistir. En yiiksek 6liim oranlar1 herhangi bir

hazirlik rejimi almayan grupta ve BU grubunda g6zlemlenmistir. En diisiik 6liim orani
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VLA-4l grubunda gozlemlenmistir. BU grubunda 6lim oranin yiiksek olmasinin
sebebi BU’nun toksik bir alkilleyici ajan olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir
ve Ongoriilen bir sonugtur (62, 63). Hazirlik rejimi almayan grupta olim
beklenmemesine ragmen oran yiiksektir. Tim gruplardaki hayvanlarin yaslar1 esit
oldugundan dolay1 kontrol grubundaki O&liimlerin yas ile baglantili olmadigi
diistiniilmektedir. Farelere sinjenik nakil yapildigi i¢in GVvHD beklenmemektedir,
ancak oOlen farelerdeki semptomlar (ishal, kilo kaybi, halsizlik vb.) GVHD benzeri
klinik tablo gdstermistir. Balb/c Rag2 fareler Hollanda Erasmus Universitesi’nden,
saglikli Balb/c fareler Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden
temin edildiginden bu fareler arasinda MHC agisindan herhangi bir fark
beklenmemektedir. Ancak bu fareler inbred olmasina ragmen zaman igerisinde iki

grup arasinda mindr antijen degisikliklerinin olugsma ihtimali bulunmaktadir(126).

Hazirlik rejimi, HKH nakillerde ve gen tedavilerde kemik iliginde yer agmak
amaciyla uygulanmaktadir. Su an klinikte hazirlik rejimleri i¢in BU, siklofosfamid,
fludarabine, melfalan, metotreksat, TBI vb ilaglar kullanilmaktadir. Yaptigimiz
calismalarda BU kontrol olarak kullanip, alternatif tedavi olarak G-CSF ve VLA-41
etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu rolatif zararsiz ilaglarin engraftman mekanizmalari
ve siiregleri (zaman) farkli olmasina ragmen, en az BU kadar etkili oldugu sonucuna

varilmistir.

Bu tez galismasinda, SF ve UCOE promotorlerinin metilasyon durumuna
bakilmamistir ve sonuglara etkileri heniiz bilinmemektedir. Devam ¢alismalarimizda
SF ve UCOE promotoérleri ile nakil edilen gruplarin kemik iligi ve dalak hiicrelerinin
metilasyon paternlerine bakilmasi planlanmaktadir. Ayrica nakil sonrasi 6. ayda dalak
lenfosit popiilasyonlarinin ~ fonksiyonel olup olmadiginin in vitro olarak
Karboksifloresein Diasetat Siiksinimidil Ester (CFSE) proliferasyon testi ile
degerlendirilmesi  hedeflerimiz  arasindadir. In  vivo planladigimiz  tekrar
deneylerimizde 3. ve 6. ayda B hiicrelerinin fonksiyonunu incelemek i¢in farelere
tetanoz, difteri, bogmaca ve pndmokok asilarin yapilmasi ve olusan antikor
seviyelerinin ELISA ile dl¢iilmesi planlanmaktadir. Ayrica, G-CSF ve VLA-4I’nin

birlikte kullanilmasi gelecek planimizdir.

Bu tez c¢alismasinda; Swiss, BALB/c ve Rag2 farelerinden kemik iligi

izolasyonu yapilarak elde edilen hiicrelerin kiiltiir kosullariin optimizasyonu



48

yapilmistir. Ayrica SF promotorii UCOE’ya gore giiglii olmasina ragmen UCOE ile
daha iyi sonuglar elde edilmistir. Bu sekilde farkli promotdrler ile genetik olarak
diizeltilen, uzun Omiirli hematopoez saglayabilen HKH’lerin, ex vivo LV

transdiiksiyon protokollerinin optimizasyonu yapilmistir.
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6. SONUC

Lin deplesyonu ve CD117 seleksiyonundan sonra yiiksek saflikta fare
HKH’leri elde edilmistir ve basarili bir sekilde farelere nakil edilmistir.
G-CSF ve VLA-4l uygulanan farelerde BU alan ve tedavi edilmeyen kontrol
farelere gore kandaki beyaz kiirelerinde istatiksel olarak anlamli artis tespit
edilmistir.

Hiicre kiiltiir kosullari i¢in 24 kuyucuklu plakalarin 12 mL tiipten daha uygun
oldugu gosterilmistir.

Iki giinliik HKH kiiltiirleri icin sadece Tpo, 4 giinliik HKH kiiltiir i¢in 30 ng/mL
mTpo+mScf+mFIt3 ve 7 giinliik HKH kiiltiirler i¢in 30 ng/mL mTpo, 100
ng/mL mScf ve 50 ng/mL mFIt3 igeren kiiltiir medyumlarinin en uygun oldugu
gosterilmistir.

2 giinliik transdiiksiyon yapilan CD117+ hiicrelerde kalic1 entegrasyon ve
Rag? ifadeleri tespit edilmistir.

Nakilden sonra PK CD19 oranlar1 tiim gruplarda CD3’e gére daha diisiik ve
daha gec¢ gelistigi goriilmiistiir.

Genel olarak engraftman kinetikleri farkli olup G-CSF ve VLA-4I’nin BU
kadar etkili oldugu gosterilmistir.

SF daha giiglii promotdr olmasina ragmen, uzun siireli hematopoez saglamasi
bakimindan UCOE promotorleriyle bu c¢aligmada daha iyi sonuglar elde
edilmistir.

Nakilden sonra dalak agirliklarinda ve c-KIiT, Scal, CD3 ve CDI19 hiicre
sayilarinda bir artis oldugu gosterilmistir ve en yiiksek c-KIT, Scal ve CD3
oranlar1 VLA-4Il grubunda goriilmiistiir.

Nakil edilen farelerde en yiiksek sag kalim VLA-41 grubunda gézlemlenmistir.
Sonuglara gore, RAG2 fare modelinde BU hazirlik rejimi yerine G-CSF
ve/veya VLA-4I kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Ek-5. 3.ay PK’daki CD3 ve CD19 FACS oranlar: gosterilmistir.
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3.ay PK daki CD3 ve CD19 FACS oranlar1 gosterilmistir. Tedavi almayan, hazirlik
rejimi almayan ve hazirlik rejimi olarak BU, G-CSF, VLA-41 verilen gruplarin
3.ayda PK’dan yapilan FACS sonuglar1 gosterilmektedir. BU: Busulfan, G-CSF:
Graniilosit-koloni uyaric1 faktor, VLA4I: Very late antijen 4 inhibitorii



Ek-6. Nakil edilen Rag2 farelerin periferik kan engraftman sonuglari (%)

CD3 (%)

CD19 (%)

NK (%)

CD45RA (%)

BU RAG2 (1m) (swiss) 4,83+0,63 | 7,4+5,59 4,7+1,59
BU RAG2 (3m) (swiss) 6,3+5,5 2,16+1,52 | 6,13+0,77
BU RAG?2 (6m) (swiss) 11,5+4,5 3,86+3,51 | 3,56£2,17 | 2,56+1,15
G-CSF RAG2 (1m) (swiss) 1,93+0,83 | 0,64+0,43 6,83+£2,74
G-CSF RAG2 (3m) (swiss) 2,4+0,80 0,9310,2 3,43+1,9
G-CSF RAG2(6m) swiss) 6,3+2,75 1,4+0,2 6,85+0,25 | 5,3542,55
BU RAG2 (1m) (SF-rag2) 1,93+0,56 | 1,33+0,09 | 7,510,22
BU RAG2 (3m) (SF-rag2) 0,86+0,16 | 0,8+0,04 5,03+1,54
BU RAG2 (6m) (SF-rag2) 1,240,46 0,16+0,12 | 0,36+0,09 | 1,23+0,82
G-CSF RAG2 (1m) (SF-rag2) 2+079 5,37+2,4 5,97+0,24
G-CSF RAG2 (3m) (SF-rag2) 0,45+0,15 | 1,1540,25 | 3,75+0,45
G-CSF RAG2 (6m) (SF-rag2) 1 0,2 0,8
Kontrol RAG2 (1m) (balbc) 5,6+1,9 0,7+0,5 45412 20,7+13,1
Kontrol RAG2 (3m) (balbc) 9,7+2.8 8,0+8,5 7,2+2.8 6,1+5.4
BU RAG2 (1m) (balbc) 23,619 6+3,2 20,44+9,4 10,6+9,6
BU RAG2 (3m) (balbc) 44,1+£8 21,7+13 40,4+8.2 1,7+1,06
G-CSF RAG2 (1m) (balbc) 8,351+6,1 11,17+11 | 2,942 15,8546,6
G-CSF RAG2 (3m) (balbc) 9,7+6,8 18,5+15,14 | 4,85+5,5 10+6,7
VLA-41 RAG2 (1m) (balbc) 12,4+14,5 2,4+2,9 2,8+0,9 7,15+7,13
VLA-41 RAG2 (3m) (balbc) 6,4+5,1 22,8194 | 3,9+43 1,8+04
BU RAG2 (1m) (UCOE-rag?2) 2,65+0,45 1,55+0,45 | 1,15+0,35 | 2,1+0,3
BU RAG2 (3m) (UCOE-rag2) 8,75+2,85 2,45+1,55 1,7+0,4 9+0,4
G-CSF RAG2 (1m) (UCOE-rag2) | 2,7+0,7 1,6+0,3 2,05+0,25 2,25+0,65
G-CSF RAG2 (3m) (UCOE-rag2) | 8,7+2,7 2,55+1,45 1,1+0 4,6+2,5
VLA-41 RAG2 (1m) (UCOE- 1,8+£2 0,9+0,1 0,85+0,25 1

rag2)

VLA-41 RAG2 (3m) (UCOE- 6,45+1,45 1,7+0,1 2,7+0,8 13,35+5,5
rag2)




Ek-7 Farelere ait parazit raporu

ARDEN

Arastirma &Deney
Aragtirma Deneysel Tip malzemeleri
Deney Hayvanlan yemlesi
Seher Mah. 1408, Cadde 30/9 Etimesgut ANKARA

01.03.2021 tarihinde flotasyon metodu kmllamlarak vapilan parazitolojik muayenede, alman
Smnekler geng, orta vaslt ve yagh olarak gruplara ayrilnig ve fic grupta incelenmigtir Yapilan
parazitolojik analiz sonuclan ve deferlendirmesi agafida belirtilmigtir.

Parazitolojik Analiz Bulgular

Numune Eullamlan Yéntem Sonuc

Geng Fare Flotasyon Negatif
Orta Yagh Fare Flotasyon Negatif
Yaslh Fare Flotasyon Negatif

Amnaliz Sonuclarmmin Degerlendirilmesi: Yapilan analizler neticesinde rastgele alnan 3 grup
Smnegin hichirinde paraziter hastalik etkenine rastlanmanustir.
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