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OZET

TASPINAR R. Saghkh Insan Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicrelerinden
(uPKH’lerden) NGN2, LHX3 ve ISL1 Uclii Kasedi Kullanarak Motor Néron
Eldesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Program
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Norodejeneratif hastaliklar bireylerin yasam
standartim1 diigiiren, onemli fonskiyonel kayiplara yol acan, ilerleyici ve oliimciil
hastaliklardir.  Amyotropik lateral skleroz (ALS) hastali§i motor ndron
dejenerasyonunun yol actigi bir hastaliktir ve alt-list motor néronlari etkilemektedir.
ALS hastaliginda Superoxide dismutaz (SOD1) genin yani sira yaklasik 40 gen
mutasyonunun da bu hastalikta etkin oldugu goriilmiistiir. Spinal miiskiiler atrofi
(SMA), SMN1 ve SMN2 genlerindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan kalitsal bir
hastaliktir. SMA hastaligi motor noronlar etkileyerek kas distrofisine sebep olur.
Bireyin merkezi, periferik ve iskelet kas sisteminin kontrollii kas hareketlerini etkiler
ve giderek artan giicsiizliik, kas kiitlesi kaybi semptomlar1 ile karakterizedir.
Norodejeneratif hastaliklar1 c¢alisabilmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmakta fakat
insan uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPKH’ler) insan hastaliklarinin seyrini
anlayabilmek ve kisisel tedavi yontemlerini gelistirmek igin gii¢li bir alternatif
olusturmaktadir. Bu tez c¢aligmasinda saglikli insan uPKH’lerinden Neurogenin 2
(NGN2), Islet 1 (ISL1), LIM homeobox 3 (LHX3) iclii piggyBac plasmid kaseti
kullanilarak motor noron elde edilmistir. uPKH’lere piggyBac iiclii kaseti lipid-aracili
transfeksiyon yontemi ile transfekte edilmis ve stabil transfekte olan hiicreler
puromisin seleksiyonu ile segilmistir. Doksisiklin ile uyarilan hiicrelerde
transkripsiyon faktorlerinin asir1 ifadesi saglanarak uPKH’lerin ndral soya gecisi
saglanmigtir. Elde edilen motor noronlarin karakterizasyonu néronal gen ifadelerine
bakilarak ve ndronal belirteglerle immiin floresan boyanarak yapilmistir. Tleride gesitli
ila¢c denemelerinin yapilacagi motor ndron hastaliklarin1 modellemek i¢in kullanilacak
bu yontem ile 6n veri saglanmis ve yontem optimize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Uyarilmis Pluripotent K6k Hiicre (uPKH), Motor Néron

Farklilagsmasi, NGN2, ISL1, LHX3, PiggyBac Kaset.
Bu ¢alisma TUBITAK-1003 2135181 ve TUBITAK-1071 120N123 nolu projeler

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

TASPINAR R. Motor Neuron Generation From Healthy Human Induced
Pluripotent Stem Cells (iPSCs) Using NGN2, LHX3 AND ISL1 Triple Cassette,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Stem Cell Program
Master Thesis, Ankara, 2022. Neurodegenerative diseases are progressive and fatal
diseases that reduce the standard of living of individuals and cause significant
functional losses. Amyotropic lateral sclerosis (ALS) is a disease caused by motor
neurone degeneration and affects upper and lower motor neurons. In addition to the
Superoxide dismutase (SOD1) gene, approximately 40 gene mutations have been
found to be effective in ALS. Spinal muscular atrophy (SMA) is an inherited disease
caused by mutations in the SMN1 and SMN2 genes. SMA affects motor neurons and
causes muscular dystrophy. It affects the controlled muscle movements of the
individual's central, peripheral and skeletal musculature and is characterised by
symptoms of progressive weakness and loss of muscle mass. Various methods have
been used to study neurodegenerative diseases, but human induced pluripotent stem
cells (iPSCs) represent a powerful alternative to understand the course of human
diseases and to develop personalised therapies. In this thesis, motor neurons were
obtained from healthy human iPSCs using Neurogenin 2 (NGN2), Islet 1 (ISL1), LIM
homeobox 3 (LHX3) triple piggyBac plasmid cassette. iPSCs were transfected with
the piggyBac triple cassette by lipid-mediated transfection method and stably
transfected cells were selected by puromycin selection. In doxycycline-stimulated
cells, transcription factors were overexpressed and iPSCs were transferred to neural
lineage. The obtained motor neurons were characterized by analyzing neuronal gene
expression and immunofluorescent staining with neuronal markers. With this method,
preliminary data was provided and the method was optimized to be used to model

motor neuron diseases for future drug trials.

Keywords: Induced Pluripotent Stem Cells (iPSC), Motor Neuron Differentiation,
NGNZ2, ISL1, LHX3, PiggyBac Cassette.

This thesis was supported by a grant from TUBITAK-1003 2135181 and TUBITAK

project no 120N123.
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1. GIRIS

Son yillarda, pluripotent kok hiicreler (PKH'ler), in vitro ndrodejeneratif
hastaliklar1 modellemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Hem insan embriyonik
kok hiicreler (EKH'ler) hem de uyarilmig pluripotent kok hiicreler (uPKH'ler),
noronlar da dahil olmak tizere hastaliklarla ilgili farkli dokulara ait hiicre tiplerine
doniistiiriilebilmektedir (1-4). Boylelikle nérodejenerasyonun altinda yatan molekiiler
ve hiicresel mekanizmalari in vitro incelemek i¢in iyi bir sistem sunmaktadir. Hastaya
0zgli uPKH'lerin tiiretilmesi olasiligi ve genom diizenleme tekniklerinin yakin
zamanda ortaya c¢ikmasi, bu tlir sistemlerin potansiyelini daha da genisleterek
hastalikla iliskili mutasyonlar1 tagiyan insan néronlarinin iiretilmesine ve hastaliklarin

modellenmesine olanak saglamaktadir (5, 6).

Norodejeneratif hastaliklar arasinda, motor néron hastaliklar: yagsam kalitesini
olumsuz etkileyen, ciddi fonksiyonel kayiplara yol acan, oOliimciil, ilerleyici
hastaliklardir (7). Motor noronlar, omurilikte bulunan ve kaslarin aktivitelerini kontrol
etmek igin organize aksonlar uzatan oldukga 6zellesmis bir néron sinifidir. En belirgin
motor noron hastaliklari, motor néronlarin hastalikta dejenere oldugu spinal miiskiiler
atrofi (SMA) ve amyotrofik lateral sklerozdur (ALS). ALS {ist ve alt motor néronlarin
ilerleyici kaybi ile karakterize, hastaligin baslangicindan itibaren ortalama 3-5 yil
icinde felg ve Olimle sonuglanan noérodejeneratif bir hastaliktir. ALS'nin
patogenezinin altinda yatan mekanizmalar ve bu bozuklugu hedef alan etkili terapotik
stratejiler belirsizligini korumaktadir (8). SMA, spinal motor néronlarin ilerleyici
dejenerasyonu ile karakterize, kalitsal otozomal resesif ndromiiskiiler bir hastaliktir ve
kas giicstizliigii ve atrofisine yol agmaktadir. SMA, RNA yonlendirilmesini regiile
eden SMN (the survival motor neuron) proteininin diisiik seviyelerde olmasindan

kaynaklanir (9).

Laboratuvar ortaminda somatik hiicrelerin EKH transkripsiyon faktorleri
ve/veya kiigiik molekiillerle kiiltiirii sonucu elde edilen uPKH’lerin motor noéronlara
farklilastirilmas: ile bu hastaliklarin patogenezinin daha iyi anlasilmasi ve yeni
terapotik stratejilerin ortaya c¢ikarilmast miimkiindiir. uPKH’den motor ndron
farklilastirmasinda ¢ok cesitli yontemler kullanilmaktadir. Kiigiik molekiil tabanl

caligmalarda embriyonik donemdeki noral faklilagma taklit edilerek motor néron elde



2

edilmektedir. Bu faktorler ya dogrudan genleri diizenler ya da ndrogenez ve
farklilasmada kritik rol oynayan sinyal yollarin1 hedef alir. Fakat bu yontemler diisiik
verimlilige sahiptir, heterojen noéronal alt popiilasyonlar gelisir, uzun siirelidir ve
maliyet agisindan pahalidir (10, 11). Bu nedenle, uPKH'den motor néron olusturmaya
yonelik yeni yontemlerin gelistirilmesi yoniinde ¢alismalar yapilmasi1 gerekmektedir.
Transkripsiyon faktorlerinin PiggyBac (PB) sistemi ile iletimi alternatif bir

yaklasimdir (1).

Bu ¢alismada NGN2 (Neurogenin-2), ISL1(Islet-1), LHX3 (LIM Homeobox
3) transkripsiyon faktorlerini iceren PB sistemi kullanilarak, saglikli insan
uPKH’lerinden motor néron yoniinde farklilastirma yapilmistir. Bu ¢alismada, Kok
Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkez’inde daha oOnce yiiriitiilen uPKH Banka
Prototipi TUBITAK 1003 projesinde (213S181) gelistirilen uPKH’ler kullanilmustir.
PB iiclii kasedi genoma entegre olmus ve transfeksiyon faktorleri doksisiklin (dox) ile
uyarilarak asir1 eksprese olmasi saglanmistir. Olusturulan motor ndronlarin
karakterizasyonu noronal gen ekspresyonlarina bakilarak ve noronal belirteglerle
boyanarak yapilmistir. Calismada optimize edilen yontem ve 6n veriler Kok Hiicre
Arastirma ve Uygulama Merkez’inde yiiriitiilmekte olan uluslararas1 ortakl
TUBITAK destekli JPND projesinde (120N123) ALS ve SMA hasta &rneklerinden

yapilacak motor noron farklilagtirma deneyleri i¢in kullanilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, yasamin embriyonik, fetal ve yetiskin donemlerinde bulunan,
doku ve organlarin yapi1 taslari olan farklilasmis hiicreleri meydana getiren
farklilagsmamis hiicrelerdir. Yasamin dogum sonrasi ve yetiskinlik donemlerinde,
dokuya 6zgii kok hiicreler organlarda bulunur; viicutta homeostazin saglanmasi ve
organ hasarini takiben onarimda etkilidir. Kok hiicrelerin baslica 6zellikleri sunlardir:
kendi kendini yenileme (yogun sekilde ¢gogalma yetenegi), klonalite (genellikle tek bir

hiicreden kaynaklanir) ve potentlik (farkli hiicre tiplerine farklilasma yetenegi) (12).

Totipotent kok hiicreler boliinebilir ve tiim organizmanin hiicrelerine
farklilasabilir. Totipotentlik en yiiksek farklilasma potansiyeline sahiptir ve hiicrelerin
hem embriyo hem de ekstra embriyonik yapilar olugturmasina izin verir. Totipotent
hiicreye bir 6rnek, spermin yumurtayr dollemesinden sonra olusan bir zigottur. Bu
hiicreler daha sonra ii¢ germ (endoderm, mezoderm, ekdoderm) katmanindan herhangi
birine doniigebilir veya bir plasenta olusturabilir. Yaklasik 4 giin sonra, blastosistin i¢

hiicre kiitlesi pluripotent hale gelir. Bu yapi, pluripotent hiicrelerin kaynagidir (13).

PKH’ler, tiim germ katmanlarinin hiicrelerini olusturur ancak plasenta gibi
ekstraembriyonik yapilar1 olusturamazlar. EKH'ler pluripotent kok hiicrelere bir
ornektir. EKH'ler, preimplantasyon embriyolarinin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilir.
EKH'ler, Nanog ve Oct4 gibi transkripsiyon faktorlerinin varligiyla tanimlanir. Bu
faktorler, kok hiicreleri, kendi kendini yenileme ve ¢ok yonlii farklilagma potansiyelini
tasiyarak farklilasmamis bir durumda tutar. PKH’lere diger bir 6rnek de, somatik
hiicrelerden in-vitro ortamda elde edilen uPKH'lerdir. Sonsuz (veya ¢ok fazla)
cogaltilabilir ve her li¢ germ yapragina ait hiicrelere farklilagtirilabilirler. Aktivitelerini
ve spektrumlari degerlendirmenin yontemlerinden biri teratom olusumu testidir.
Kiiltiiri ve kullanimi, hastalik modelleme, ila¢g arastirmalar1 ve glniimiiz ve

gelecekteki rejeneratif tip ¢alisma ve uygulamalari i¢in ¢ok umut vericidir (2-4, 14).

Multipotent kok hiicreler, PKH’lerden daha dar bir farklilasma spektrumuna
sahiptir, ancak belirli hiicre soylariin ayri hiicrelerinde uzmanlasabilirler. Cesitli kan

hiicrelerine doniisebilen hematopoetik kok hiicreler multipotent kok hiicrelere
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ornektir. Farklilasmadan sonra, hematopoetik kok hiicre oligopotent hiicre haline gelir.

Farklilasma yetenekleri daha sonra soyunun hiicreleriyle sinirlidir (15).

Oligopotent kok hiicreler, birkag hiicre tipine farklilasabilir. Miyeloid kok
hiicre, myeloid seri hiicrelerine farklilasabilen ancak lenfosit soylarini olusturmayan

bir ornektir.

Unipotent kok hiicreler, en dar farklilagsma yetenekleri ve tekrar tekrar boliinme
ozelligiyle karakterize edilir. Ikinci 6zellikleri, bu hiicreleri rejeneratif tipta terapotik
kullanim i¢in umut verici bir aday yapar. Bu hiicreler yalnizca bir hiicre tipi

olusturabilirler (15-17).

2.2. Uyarilms Pluripotent Kok Hiicreler (uPKH)

2006 yilinda Yamanaka ve ark., somatik bir hiicrede kiigiik bir transkripsiyon
faktorleri kiimesinin ektopik olarak ifade edildiginde onu pluripotent bir duruma
yeniden programlayabilecegini gostermistir. Caligmada, pluripotent hiicrelere spesifik
ve yiiksek ekspresyonu olan 24 aday gen seti segerek bunlari entegre retroviriisler
kullanarak es zamanli olarak farklilasmis hiicrelerde eksprese etmislerdir. Somatik
hiicrelerde ifade edilmeyen, ancak tercihen pluripotent hiicrelerde aktive olan
secilebilir bir isaretleyici gen araciligiyla pluripotentligi indiikleyen hiicreleri
tanimlamiglardir. Daha sonra, genlerin kokteylini eleyerek minimum yeniden
programlama faktorleri kiimesine (Sox2, Klf4, Oct3/4 ve c-Myc: KSOM faktorleri)
ulagsmisglardir. Son olarak, ortaya ¢ikan uPKH’lerin embriyonik kok hiicre emsallerinin
tim temel Ozelliklerini; kok hiicre benzeri ekspresyon profili, teratom olusturma
deneylerinde farklilagsmis hiicre olusturma yetenegi ve blastosist enjeksiyonundan

sonra kimerik farelerde dokularin gelisimine katki gosterdigini kanitlamiglardir (3).

Yamanaka ve ark.’larinin 2007 yilindaki ¢alismalarinda, yetiskin insan dermal
fibroblastlarindan ve diger somatik hiicrelerden de yine ayn1 transkripsiyon faktorleri
(KSOM faktorleri) kullanilarak uPKH elde edilebilecegini gostermislerdir (Sekil 2.1.).
Elde edilen uPKH’ler, gen ekspresyonlari, proliferasyon 6zellikleri, yiizey belirtegleri,

morfoloji, promotor aktiviteleri, telomer aktiviteleri ve teratom olusturma 6zellikleri



acisindan insan embriyonik kok hiicrelerine benzerdir (4).
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Sekil 2.1. Yeniden programlama ve farklilagma sematik goriintiisii. Hasta somatik
hiicreleri yeniden programlama faktorlerinin kombinasyonlari kullanilarak uPKH’lere
yeniden programlanabilir. uPKH’ler insan hastaliklarint modellemek i¢in somatik
hiicrelere farklilastirilabilir. Hockemeyer D. ve ark.’larinin 2016 makalesinden (18)
modiye edilmistir.

Cesitli niikleer yeniden programlama stratejileri gelistirilmistir. Bunlar
entegre-entegre olmayan viral veya viral olmayan vektorler kullanan transfer
sistemlerini icermektedir. Ilk uPKH’ler entegre olan viral vektdr olan retroviriisiin
transfer edilmesiyle iiretilmistir. Bu yontemle genoma entegrasyon iliskili risklerin
yani sira UPKH'lerde endojen pluripotens genlerinin tam olarak ifadesinde diisiik
verim oldugu gézlenmistir (19). Daha verimli viral vektoriin, %0,1-1 arasinda yeniden

programlama verimliligi olan lentiviral vektér oldugu belgelenmistir (20-22).
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uPKH’lerin ileride klinik uygulamada kullanilmasi i¢in yeniden programlama
transkripsiyon faktorlerinin somatik hiicrenin genomuna entegre olmadan yeniden
programlamanin basarilabileceginin gosterilmesi dnemlidir. Bu tiir faktdr igermeyen
uPKH’ler birbirinden bagimsiz yontemlerle olusturulur 6rnegin; yeniden programlama
faktorlerinin eksizyonu i¢in kullanilan Cre/LoxP veya piggyBac sistemi, entegre
olmayan virilisler kullanilarak, episomal vektorler veya yeniden programlama
faktorlerinin mRNA veya protein olarak dogrudan transfeksiyonu (18). Terapotik
amacli kullanimda giivenligi saglamak amaciyla, iki plazmidin kullanimini igeren; biri
c-Myc kodlamasi i¢in digeri dort yeniden programlama faktorleri kodlamasi igin, viral
olmayan entegre olan sistemler de c¢alisilmistir (14). Ancak, bu sistem ile yeniden

programlama verimliliginin diisiik oldugu gosterilmistir.

Yeniden programlama icin entegre olmayan ve viral olmayan sistemlerde,
pluripotens genlerin teslimi, kendi kendini kopyalayan vektorler ve sitoplazmik RNA
kullanilarak da yapilmistir. Calismasi kolay olsa da, yeniden programlama
verimliliginin lentiviral yontemden daha diisiikk oldugu bulunmustur (23) (Sekil 2.2.).
Glinlimiizde caligmalar, yiiksek verimlilik saglayan mikroRNA'lar1 (miRNA'lar)
kullanarak bagarili bir yeniden programlama olasiligin1 géstermistir; bu ¢aligmalarda
homojen insan UPKH kolonileri olusturmak i¢in miR-291-3p, miR-294 ve miR-295,
c-Myc yerine kullanilmustir (24).
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Sekil 2.2. Yeniden programlama faktorlerinin iletim metodlart ve PKH
karakterizasyon testlerinin sematik gosterimi. Aboul-Soud MAM ve ark.’larinin 2021

makalesinden (25) modifiye edilmistir.

UPKH'lerin etkinligini degerlendirmek i¢in molekiiler ve fonksiyonel birgok
test vardir. uPKH karakterizasyonu igin pluripotentlik belirte¢lerinin alkalin fosfataz,
Nanog, Oct4, Tra 160, Tra 1-81 pozitifligi veya ¢oklu parametre iceren testlerle
gosterilmesi, ¢cok yonlii farklilagma potansiyelinin ise embroid body (cisimcik)
olusturma veya in-vivo teratoma olusumu ile gdsterilmesi 6nemlidir. uPKH yeniden
programlama siirecinde DNA demetilasyonu ve epigenetik degisim ile birlikte
baslangic hiicrelere ait somatik kimlik ile iligkili belirteclerin kayb1 ve pluripotensi

Ozelliklerinin kazanimina ait belirteclerin ifadelerinin ortaya c¢ikmasi beklenir.
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Yeniden programlama metoduna gore degismek iizere, trans genlerin kaybi/
yokluguda gosterilmelidir. Fonksiyonel testler teratom olusumu, kimera geligimi,
tetraploid tamamlama ve in vitro farklilagsma ¢aligsmalarini igermektedir (22, 25) (Sekil
2.2). Hiicrelerin kiiltirde uzun siire c¢ogaltilmasi, yeniden programlanmasi,
farklilagsmalarin indiiklenmesi siirecinde ortaya ¢ikabilecek sitogenetik bozukluk,
onkojenik transformasyon riski agisindan inceleme yapilmalidir. uPKH'lerde yeniden
programlama verimindeki diisiikliilk gbéz Oniine alindiginda, bir¢ok calisma, soy
doniistimiindeki  gecis noktalarin1  tanimlamistir.  Fibroblastlardaki  yeniden
programlama ¢alismalari, mezenkimal-epitelyal gecis (MET) ve bone morphogenetik
protein (BMP) reseptor sinyallinde yer alan yeniden programlamayi engelleyen
faktorleri tanimlamistir (26, 27). Yeniden programlanmaya refrakter fibroblastlarla
ilgili daha ileri ¢alismalar, uzun siireli kiiltiire ve somatik program kaybini gosteren
homojen faktér ekspresyonunun varligina ragmen uPKH'lerin olusumunda ana
barikatlar olarak endojen pluripotentlik genlerinin aktivasyonunu gosterir (22). Diger
siirlayict faktdr, yeniden programlama siirecinde ge¢ aktive olan ve dolayisiyla
donlisim verimliligini sinirlayan Nanog lokusunun ekspresyon seviyeleri ile

baglantilidir (28).

uPKH’ler insan hastalik modellenmesinde ¢esitli zorluklar1 da beraberinde
getirmistir. Bunlardan ilki, uPKH’lerden fonksiyonel dokuya farklilastirma
protokollerinin bircogunda elde edilen hiicre tiplerinin yetiskin insan hiicre tiplerinden
ziyade embriyonik hiicre tipi ile sonuglandiginin gosterilmesidir (29-31). Bu durum
gelisimsel hastaliklarda hiicre otonom kusurlarini ortaya koyan c¢aligmalarda sorun
teskil etmese de yetiskinligin veya hiicresel yaslanmanin etkin oldugu patoloji ve
hastaliklar1 anlamay1 amaglayan farklilastirma deneylerinde sorun olmaktadir. In vitro
sistemlerde hiicre maturasyonunu arttirmak ve hiicresel yaslilig: taklit etmek i¢in bu
hiicrelere yaslanmayla baglantili stressorler uygulanmaktadir (32, 33). uPKH
teknolojisinin 6nemli bir diger zorlugu ise bireysel uPKH hatlar1 arasindaki belirli bir
soyun hiicrelerindeki farklilagma potansiyel degiskenligidir. Bu durum ayni1 bireyden
elde edilen uPKH klonlar1 arasinda da goriilebilmektedir. Genellikle bu varyasyonlar
hiicre hattinin genetik alt yap1 farkliligindan ve yeniden programlama ge¢misinden

kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, hasta veya kontrol uPKH’lerinden farklilastirilan
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hiicrelerdeki kiiciik fenotipik farkliliklarin hastaliga bagli fenotipik farkliliklar
olmayabilecegi bildirilmistir (34).

Gen tedavisinin uygulanmasi i¢in daha tolere edilebilir ve daha etkili
yontemlerin kesfedilmesi icin cesitli calismalar yapilmustir (35). ilgili ¢alismalarin
cogu, viral vektorlerin kullanimiyla sitotoksik etkileri en aza indirerek ve kalici
transdiiksiyonlarim1  gergeklestirerek terapotik genleri segici olarak hedeflemeye
odaklanmistir. Ayrica, CRISPR-Cas9 teknolojisi ve transkripsiyon-aktivator benzeri
efektor niikleazlar (TALEN'ler) dahil olmak iizere son teknoloji genom diizenleme
tekniklerinin son gelisimi, yenilik¢i terapdtiklerin yolunu agmustir (36, 37). Bu
yontemler, hasarli proteinlerin tamirine, yerinde mutasyonlarin diizeltilmesine, zararl
mutasyonlarin giderilmesine ve kesin genom bolgelerine genlerin eklenmesine izin
verir. Ayrica, uPKH teknolojisine uygulanan CRISPR-Cas9 gen diizenlemesi, hastalik
modelleme i¢in izojenik mutasyona ugramis hiicre hatti1 elde etme sansini artirr,
genetik hastaliklarin terapdtik olarak kurtarilmasini amacglayan uPKH'lerde gen
diizeltmesine izin verir. CRISPR-Cas9 teknolojisindeki gelismeler, niikleaz sisteminin
yonlendirilmesine rehberlik ederek verimliligini artirmigtir (38). Diger taraftan, yakin
zamanda gelistirilen hiicre dis1 nanovezikiil bazli NanoMEDIC riboniikleoprotein
dagitim sistemi ile in vivo genom diizenlemesi i¢in kalici ekzon atlamasi etkili bir
sekilde indiiklenebilmekte, norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in imkan sunulmaktadir
(39). Benzer sekilde, CRISPR-Cas9 sistemine rehberlik etmek i¢in kisa guide RNA'lar
kullanilarak hedef disi mutajenezi en aza indiren bir CRISPR Guide Assisted
Reduction of Damage (CRISPR GUARD) gelistirilmistir (6).

Gilinimiizde, uPKH teknolojileri ve molekiiler hedefleme tekniklerindeki
gelismeler sayesinde hastalik modelleme, ilag arastirmalari, Ar-ge, hiicre ve gen tedavi
aragtirma ve uygulamalarinda 6nemli gelisme olmustur. EKH’ler ile ilgili etik ve
immiinojen zorluklarin iistesinden gelmek i¢in uPKH’ler umut verici bir alternatifidir.
Bunun nedeni uPKH’ler yetiskin somatik hiicrelerden iiretilir ve insan uPKH
kaynaklarinin; kan, cilt, idrar gibi ¢ok ve ¢esitli olmasidir. Ayrica, bu hiicre kaynaklari
bireysel olarak hastalardan alindig1 i¢in, otolog olarak nakil edildiklerinde immiinite
reddi Onlenir. Bu dogrultuda kisisellestirilmis tip ve hastalik modellemesi i¢in

uPKH’ler ¢ok biiyiik bir potansiyele sahiptir. Insan viicudundaki her olgun hiicre
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uPKH’lere yeniden programlanabilir ve sonrasinda istenilen dokuya 6zgii hiicrelere
tekrar farklilastirilabilir (40, 41). Hayvan ¢aligsmalari, orak hiicreli anemi dahil olmak
tizere genetik bozukluklarin tedavisi konusunda uPKH'nin umut verici potansiyelini
gostermistir; diyabet, Alzheimer hastaligi gibi karmasik dejeneratif durumlarin
hastalik modellemesi ve organ naklinde reddedilme riski ve immiinosupresyon ihtiyact

olmadan kullanim fizibilite olanagi sunmaktadir (22, 42).

UPKH teknolojisinin en ¢ekici uygulamasi, belirli hastaliga neden olan tiim
genetik degisiklikleri tasiyan hastadan tiiretilen hiicrelerin izolasyonuna izin
vermesidir. Boylece bu hiicreler, in vitro sistemde hastaligin patogenezini incelemek
ve terapotik stratejiler gelistirmek i¢in deneysel bir sistem saglar. UPKH teknolojisi,
UPKH'lerin noéroanatomik o&zellikleri ve fizyolojisinin donor hastanin  klinik
ozellikleriyle karsilastirilmasina olanak tanir (43). Ornegin, uPKH’den tiiretilen
dopaminerjik noéronlart iceren klinik deney, immiin yetmezlikli farelerde higbir
tiimdrijenisite riskinin olmadigin1 vurgulayan basarili in vivo ¢alismalarin ardindan
Parkinson hastalig1 i¢in baslatilmistir (44). Ayrica, bagisiklik i¢in kritik olan ve insan
UPKH'lerinden tiiretilen dokuda yerlesik makrofajlarin, geleneksel monosit tiirevli
makrofajlardan immiinolojik olarak farkli ve daha iyi oldugu bulunmustur. in-vitro
caligmalar insan UPKH makrofajlarinin, Mycobacterium tuberculosis biiyiimesini
~%75 oraninda kisitladigin1 ve patojenlerle antibakteriyel yanit olusturabildigini
gostermistir (45). Ayrica uPKH, farkli kalp hastaliklarinin patogenezini modellemek
ve anlamak ic¢in basarilh bir sekilde kullanilmistir ve ilag toksisitesinin
degerlendirilmesinin yani sira hastalifin ilerlemesi hakkinda bilgi saglamaktadir;
kalitsal uzun QT sendromu, dilate kardiyomiyopati, hipertrofik kardiyomiyopati ve
aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati dahil olmak iizere kardiyak kanalopatiler
incelenmistir; ayrica ailesel pulmoner arteriyel hipertansiyon dahil endotel hiicre
hastalig1; Williams-Beuren sendromu ve Marfan sendromu dahil olmak tizere diiz kas

hiicreleri ile iligkili durumlar arastirilmigtir (46).

uPKH’lerle gelecekte hiicre replasman tedavilerine olanak saglama olasiliginin
yani sira gliniimiizde insan hastalik modellemesi alaninda dikkate deger ilerlemeler
kaydedilmistir. UPKH teknolojisi ailesel monoallelik hastaliklar ve kompleks idiopatik

hastaliklarin etkilerini, hasta kaynakli noéron ve dokularda deneysel arastirmayi
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miimkiin kilmayan durumlarin incelenmesini miimkiin kilmistir. Ornegin, Parkinson
hasta kaynakli uPKH’lerde dopaminerjik néronlarin incelenmesi, hastaliga neden olan
molekiiler sebeplerin ve fenotipi siddetlendirecek hiicresel stres kaynaklarinin

bulunmasina olanak saglamustir (34, 47).

2.3. UPKH teknolojileri ile Norolojik Hastaliklarin modellenmesi ve tedaviye
doniik yaklasimlar

Merkezi ve periferik sinir sistemi bozukluklar1 heterojen ve ¢ok ¢esitlidir.
Diinya c¢apinda yiiz milyonlarca insan norolojik bozukluklardan etkilenmektedir.
Genel olarak, bunlar 2015 yilinda diinya capindaki toplam hastalik yiikiiniin
%10,2'sini olusturan, engellilige gore ayarlanmig yasam yillarinin (DALY'ler) 6nde
gelen nedenleridir. Norolojik bozukluklar, 6liim nedenleri agisindan kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci siradadir ve 2015'teki 6liimlerin %16,8'i nérolojik durumlar

nedeniyle olmustur (48, 49).

Norodejeneratif durumlar ve psikiyatrik bozukluklar s6z konusu oldugunda,
genetik yatkinlik ve bunun hastalik patofizyolojisi ile iligkisi karmasiktir ve siklikla
yapisal oldugu kadar fonksiyonel diizeylerde de degisiklik olmaktadir (25). "Sinaps
hastalig1" olarak adlandirilan sizofreni durumunda, ¢alismalar sizofrenide bozulan 1'de
(DISC1) gerceve kaymasi mutasyonu olan aile iiyelerinden uPKH iiretmistir ve
izojenik UPKH dizileri olusturmak i¢in gen diizenlemeyi kullanmistir. Bu ¢aligmada,
on beyindeki sinaps ve psikiyatrik bozukluklarla iligkili genlerin diizensizligi ile
birlikte mutasyon tasiyicilari arasinda DISC1 proteininin deplesyonu bulunmustur. Bu
mutasyon, UPKH kaynakli 6n beyin noronlar1 arasinda sinaptik vezikiillerin
eksikligine neden olmaktadir. insan noronlarindaki bu transkripsiyonel diizensizligin
tanimlanmasi, zihinsel bozukluklarda sinaptik diizensizligi iceren yeni bir yonii

vurgulamaktadir (50).

Parkinson hastaligi (PD), nigrostriatal dopaminerjik noronlarin kaybindan
kaynaklanan yaygin bir kronik ilerleyici hastaliktir. Hastaligin patofizyolojisi
karmasiktir ve yapilan ¢alismalarla da tamamen anlasilamamaktadir. Ayrica, sporadik
vakalar herhangi bir genetik varyasyonla baglantili degildir. Hastaya 6zel invitro

UPKH modellerinin gelistirilmesi, hastalik etiyolojisini daha iyi anlamak i¢in
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denenmistir (25). Yapilan ¢alismada, yeniden programlama faktorlerinden bagimsiz
dopaminerjik néronlar olusturmak {izere basartyla yeniden programlanan sporadik PD
vakalarindan uPKH'ler {iretilmistir. Bu ¢alismada, doksisiklin ile indiiklenebilir Cre-
/lox-rekombinaz ile eksize edilen lentiviral vektorler kullanilarak programlama
faktorlerinden bagimsiz ve transgenlerin c¢ikarilmasindan sonra tiim pluripotent
Ozellikleri koruyan uPKH’ler iiretilmistir. Promoter ve transgen dizilerinin vektorden
bu sekilde ¢ikarilmasi, onkojenik transformasyon riskini ve transdiiksiyon
faktorlerinin yeniden ekspresyonu olasiligini azaltmistir. Bu ¢alisma, daha iyi hastalik
modellemesi i¢in PD'de stabil uPKH hatt1 olusturma olasiligin1 vurgulamistir (51).
Bagka bir c¢alismada, insan ve insan olmayan primat uPKH'leriden tiiretilen
dopaminerjik noronlarin PD'de hiicre nakil tedavisi giivenliginin arttirtlmasi
amaglanmig, PKH kaynakli noral hiicre popiilasyonlarindan ventral orta beyin
dopaminerjik noronlarmn  zenginlestirilmesini saglayan NCAM(+)/CD?°(diisiik)
seleksiyon protokolii gelistirilmistir. Ayrica, bu noéronlarda FOXA2, LMX1A, TH,
GIRK2, PITX3, EN1 ve NURR1 mRNA'lariin ifadelerinin arttigi saptanmistir. Bu
ndronlarin, transplantasyondan 16 hafta sonra, 6-hidroksidopamin lezyonlu siganlar
arasinda motor fonksiyonunu koruma potansiyeli tasidigi da bulunmustur. Ayrica,
primat uPKH'den {iretilen noral hiicrelerin, bir yillik otolog transplantasyondan sonra
herhangi bir immiinosupresyon olmadan hayatta kaldigi gosterilmis, bu da PD igin

UPKH'den tiiretilen transplantasyonun fizibilitesi ve giivenligini desteklemistir (52).

2.3.1. Motor Noron Hastahklar:

Motor noron hastaliklari, omurilik, beyin sap1, korteks ve piramidal yolun 6n
boynuzundaki motor sistemi O6zellikle etkileyen oliimciil ilerleyici norodejeneratif
hastaliklar grubudur. Motor ndronlar, motor kortekste iist gruplar ve beyin sap1 ve
omurilikte alt gruplar olmak tizere iki gruba ayrilabilir. Alt motor néronlarin kaybu,
kas gii¢siizliigiine, erimeye ve kramplara yol agar. Ust motor néronlarin kayb1, artmis
refleks ve fonksiyonel kisitliliga yol agar. Motor ndron hastaliklarina 6rnek olarak
ALS, progresif bulbar palsi (PBP), progresif muskiiler atrofi (PMA), primer lateral
skleroz (PLS), SMA verilebilir (53).

ALS, yaklasik 100.000'de 2 insidansi ile en yaygin motor ndron hastaligidir.
Ortalama baslangic yast yedinci dekattir (54). ALS’nin patofizyolojisi



13

bilinmemektedir ve yapilan arastirmalar, ALS ile iliskili genetik mutasyonlara
odaklanmistir. Mevcut teoriler, mikroRNA'nin bozuklugu ve iyon kanallarindaki
degisikliklerin diger sonuglarla beraber hiicresel eksitotoksisiteye neden oldugu
yoniindedir (55, 56). ilk semptom genellikle yazma gii¢liigii, anahtar agma, kolu yukari
kaldirmada giicliik veya tokezleme olarak kendini gdsteren ekstremite zayifligidir.
Hastalar kas atrofisi, sertligi veya fasikiilasyonlar1 fark edebilir veya fark etmeyebilir.
Hastalarin yaklasik %80'1 bu "uzuv baslangi¢hi (limb-onset)" hastalikla bagvururken
kalan %20'lik kisim ise "bulbar baslangigli" olarak adlandirilan dizartri ve disfaji ile
kendini gosterir. Hastalarin kiiciik bir azinlig1 baslangigta izole solunum semptomlari
ile bagvurur (57). Chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) genindeki
mutasyon, ailesel amyotrofik lateral sklerozun yaklasik %40'nda ve sporadik
amyotrofik lateral sklerozun %7'sinde bulunan en yaygin genetik mutasyondur. Bu
genetik mutasyon ayn1 zamanda frontotemporal demans ile de iliskilidir. Superoxide
Dismutase (SOD1), Fused in Sarcoma (FUS), TAR DNA-binding protein 43 (TDP43)

tanimlanan diger en yaygin genetik mutasyonlardir (58).

ALS tedavisi i¢in FDA onayl iki ila¢ vardir. Riluzol 1995 yilinda
onaylanmistir. Tam etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, noroprotektif etkisi,
glutamat saliniminin inhibisyonu, voltaj kapili sodyum kanallarinin inaktivasyonu ve
uyarict reseptor aktivasyonun hiicre i¢i yanitla etkilesimi olarak gosterilmistir.
Sagkalimi 2-3 ay arttirdigi gosterilmistir. Riluzoliin en yaygin yan etkisi
gastrointestinal rahatsizliktir (59). Ikinci ilag olan edaravone, 2017 yilinda
onaylanmistir. Edaravone, oksidatif stresi azaltarak motor néron dejenerasyonunu
Onledigine inanilan bir serbest radikal temizleyicidir. Segilmis bir hasta
popiilasyonunda (ilk ALS semptomundan 2 y1l veya daha kisa bir siire sonra, minimal
solunum tutulumu ve ALS revize edilmis fonksiyonel derecelendirme 6lgegine gore
minimum disabilite), edaravon, plaseboya kiyasla 6 ay boyunca daha yavas
progresyon ile iligkilendirilmistir (60).

SMA, 6000-10.000 canli dogumda 1 insidans1 olan otozomal resesif gegisli bir
hastaliktir; en siddetli formu genellikle yasamin ilk iki yilinda 6liime neden olur ve
cogu vakada solunum yetmezliginden kaynaklanir (61). SMA, fenotiplerine (1A, 1B,
1C, 2a, 2b, 3a, 3b ve 4), baslangi¢ yasina ve ulasilan en yiiksek motor yeteneklere gore
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kategorize edilebilir. 1995 yilinda tim SMA hastalarinda SMN1 (telomerik) gen
mutasyonu belirlenmistir. Ayrica, kismen islevsel bir paralog sentromerik gen olan
SMN2, SMN1 ile birlikte kesfedilmistir, bu gen birgok kopyada ve hastalik
bulgularinin agirlig: ile ters orantili 6lgeklerde bulunabilir (62, 63). SMN2 geni,
SMN1'den sadece 11 niikleotid degisikligi ile farklidir. {lging bir sekilde, ekson 7'deki
C6T degisikligi, amino asit dizisini etkilemez, ancak eksonik gii¢lendirici roliine
sahiptir (64). SMA hastalarinda, ekson 7'den yoksun olan SMN2 proteini, islevsel veya
stabil degildir ve eksik SMN1 proteininin yerini alamaz. SMN2 geninin yaklasik
%10'u tam uzunlukta bir proteine; SMN-FL ¢evrilir ve SMN1'in yoklugunu kismen
dengeleyebilir. Bu da, SMN2 kopyalarinin sayisi yeterliyse, yeterli miktarda SMN

proteini tiretilebilecegi anlamina gelir (65).

SMN1 geninin eksikligini gidermek amact ile ekson 7'nin  SMN2
transkriptlerine dahil edilmesini saglamak i¢in birgok arastirma yapilmis. 2016'da yeni
bir ilag FDA tarafindan onaylanmigtir. Spinraza adli ilag bir intronik ekleme
susturucusu N1'i inhibe eden ve intratekal olarak uygulandiginda SMN2 ekson 7
katilimint artirarak birgok dokuda SMN proteini miktarini artiran bir antisens
oligoniikleotittir (ASO) (66). Birgok SMA2 ve 3 vakasinda motor fonksiyon
Olceklerinde iyilesme olmus, bazi1 ¢aligmalarda ozellikle 7 aylik veya daha kiigiik
hastalarda etkili oldugu gosterilmistir (67). Alternatif diger bir terapétik yaklasim, tek
doz tedavi ile SMNI gen replasmanini saglayan, ayrica patolojinin ¢ok erken
evrelerinde etkili oldugu bildirilen adeno-iliskili bir viriis serotip 9 (SCAAV9) olan
AVXS-101'dir (68).

Bu hastaliklarin modellenmesi igin hastadan gelistirilen uPKH'lerin veya
genetik modifiye edilmis insan EKH'lerinin hastaliktan etkilenen spesifik néronal alt
tiplere farklilastirilmasi gerekir. Noronal alt tiplerin PKH'lerden farklilagmasi,
noroektodermin indiiklenmesi, ardindan bolgesel progenitdrlerin modellenmesi ve son
olarak post-mitotik noéronlarin maturasyonunu kapsayan c¢ok asamali bir siiregtir.
Embriyonik agamada bu noronlarin gelisimini taklit etmek i¢in noral sinyalizasyon
paterni uygulanarak, hem EKH'lerden hem de uPKH'lerden farkli noronal alt tipler
olusturulmustur (69). Ornek olarak, spinal motor ndronlarin gelistirilmesi icin hem

kaudalize edici sinyal (Retinoik asit (RA)) hem de ventralize edici sinyal (sonic
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hedgehog (SHH) veya SHH yol aktivatorii, Purmorphamine) gereklidir. Kaudalize
morfojenler olmadan, PKH'ler telensefalik glutamaterjik noronlara (yani kortikal

projeksiyon noronlara) farklilagir (70).

Insan PKH alanindaki &nemli bir zorluk, belirli bir gen veya protein
fonksiyonunun c¢alisilmasidir ve bu durum gen diizenlemedeki diisiik verimlilik ile
iliskilendirilmistir. Cinko-Parmak Niikleazlar1 (ZFN), Transkripsiyon Aktivator-
Benzeri Efektor Niikleazlart (TALEN) ve Clustered Regularly Interspersed Short
Palindromic Repeats (CRISPR)-Cas9 gibi gen diizenleme teknolojilerinin
gelistirilmesiyle (Sekil 2.3.), insan PKH'lerini diizenleme verimliligi 6nemli 6l¢iide

artirilarak insan hastaliklarinin arastirilmasini biiytik 6l¢iide kolaylagtirmistir (71).

a) Zn Parmak Proteinleri

9
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Sekil 2.3. Gen diizenleme araglarinin sematik gosterimi. (a) ZFN'ler, DNA
zincirini tantyan ve baglayan ve Fok I niikleaz ile Zn Parmak alanina sahiptir. Fok |
niikleaz, DNA'da ¢entikler olusturmak i¢in zit yonde dimerizasyon gerektirir. (b)
TALEN'ler, niikleaz ile TALE DNA baglanma alanini igerir. Repeated variable di-
residues (RVD'ler) olarak adlandirilan belirli pozisyonlardaki aminoasitler, DNA’da
¢entik olusturmak i¢in DNA zincirindeki {i¢ niikleotitten birini tanir. (¢) Spesifik hedef
bolgeleri tantyan sgRNA'lt CRISPR Cas9 sistemi. tractrRNA, PAM bolgesini tantyan
ve hedef DNA dizisinde gentikler olusturan Cas9 proteinini yonlendirirken CrRNA,
DNA c¢ift sarmalina baglanir ve kararsiz hale getirir. Karpe ve ark.’larmmin 2021
makalesinden modifiye edilmistir (71).

2008'de bir ALS hastasindan basarili bir sekilde uPKH elde edilmesinden bu
yana, UPKH tabanli insan ALS modelleri, patogenez incelenmesi, terapotik adaylarin
saptanmasi Ve bilesiklerin test edilmesi igin benzersiz sistem olusturulmasini saglar
(72). Bir galismada, ALS hastasindan SOD1 A272C mutasyonu tasiyan fibroblastlar
izole edilmis, yeniden programlanarak uPKH gelistirilmis (73), daha sonra, bu spesifik
nokta mutasyonunun yerini alan bir dondr sablonu saglayarak bu mutasyonu
diizeltmek icin CRISPR-Cas9 yontemi kullanimistir. uPKH'leri motor néronlara
farklilastirdiktan sonra, mutasyona sahip noronlar ve izojenik kontrol noronlar
arasinda gen ifade profillerinde onemli farkliliklar gozlenmistir. Sinir sistemi
aktiviteleri ve endoplazmik retikulum homeostazi ile ilgili RNA profili, gen ontoloji
analizi ile belirlenmistir (74). SODI1 mutasyona ugramis motor ndronlarin
norodejenerasyonunda ERK ve JNK sinyal yollarinin katkisi, motor néronlarda RNA
dizilimi ile SOD1 E100G mutasyonu ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu mutasyon, CRISPR-
Cas9 kullanilarak diizeltildiginde, norit bliylimesini hafifletmis ve hiicre oliimiinii
durdurmustur (74). Son zamanlarda, SOD1 A4V veya D90A mutasyonu tasiyan
uUPKH'lerden iiretilen spinal motor néronlarin sitoplazmasinda ve ndritlerinde kiigiik
kiimeler gosterilmistir (75). SOD1 mutasyonu tasiyan internéron olmayan motor
noronlarda, ALS'de hiicre tipine 0zgii dejenerasyonu agiklayan ndrofilament
agregasyonu ve noronal dejenerasyon tanimlanmistir. Bu hastalik fenotipleri, TALEN
aracilt homolog rekombinasyon kullanilarak izojenik kontrollerde hafifletilmistir.
Ayrica, bu mutasyonlarin normal PKH'lere dahil edilmesi ile, motor néronlarda benzer
fenotiplerin indiiklendigi gosterilmis, gen mutasyonu ile hastalik fenotipleri arasindaki
neden-sonug iligkisini dogrulamistir. Bu noronlarin daha fazla incelenmesi, SODI1
mutasyonlarinin nérofilament agregasyonuna ve motor noron dejenerasyonuna Yol

actigini ortaya ¢ikarmistir (75).
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Diger bir motor noron hastaligi olan SMA i¢in insan genotipini yansitan
modellerin olusturulmasi 6nemlidir. Hastaya 6zel uPKH'ler, 2009 yilinda lentiviral
transdiiksiyon yoluyla, 3 yasinda SMA tip I hastast olan erkek c¢ocugun
fibroblastlarinin yeniden programlanmasiyla olusturulmustur (76). Bu uPKH'ler daha
sonra secici dejenerasyon sergileyen spinal motor ndronlara farklilagtirilmistir. Farkli
calismalarda, SMA tip | uPKH kiiltiirlerinde SMN diizeylerinin SMA tip III’¢ gore
¢ok daha diistik oldugu, ayrica norit biiytime eksikliginin hastaligin siddeti ile orantili
olarak SMA tip I spinal motor néronlarda oldugu gosterilmistir (77). SMA tedavisi
icin uPKH'lerde gen diizenleme calismalar1 son zamanlarda popiilerlik kazanmistir.
Bir ¢alismada, SMA uPKH'lerde CRISPR-Cpfl kullanilarak SMN2'nin SMN1'e in
situ gen doniistimiinii uyardig1 gosterilmistir. Normal karyotipe sahip bu uPKH'ler

motor noronlarda SMN ifadesini ve lokalizasyonunu kurtarmistir (71).

2.3.2. Motor Néron Hastahklarinin Modellenmesi Amaciyla in-vitro Motor
Noron Farkhlastirma

Kortikospinal "{ist" motor noronlar (Upper motor neuron: UMN'ler) ve
omurilik "alt" motor néronlar1 (Lower motor neurons:LMN'ler), ALS gibi motor ndron
hastaliklarinda spesifik olarak dejenere olur. LMN'ler, iskelet kasin1 aktive etmedeki
kritik rolleri nedeniyle ¢ok calisilmis bir néronal alt tiptir. PKH’lerin LMN'lere
yonlendirilmesi i¢in mevcut protokoller, amfibi, civciv ve fare embriyolarinda
ylriitillen kapsamli sinirsel spesifikasyon caligmalarini kapsar (78). Gastrulasyon
sirasinda, ektodermal hiicreler baglangicta fibroblast biiyiime faktorlerinin (FGF'ler)
ve Kkanatsiz tip (wingless) MMTV entegrasyon bolgesi aile tiyelerinin (Wnts)
aktivasyonu ile 6n-arka eksen boyunca yonelim gosterir. Noroektoderm geligmesi igin,
mezoderm ve endoderm farklilasma faktorlerinin  BMP'ler ve dontstiiriicii
(transforming) biiylime faktorii beta (TGFbeta)’nin baskilanmasi gereklidir (79, 80).
Noroektoderm spesifiklesirken, sinyal gradyanlari, rostrokaudal ve dorsoventral noral
eksenleri olusturmak i¢in konumsal ipuglari olarak hareket eder (81). Omuriligi
cevreleyen presomitik mezoderm hiicreleri, RA sentezleyen bir enzim olan Aldehit
Dehidrogenaz 1 Ailesi, Uye A2'yi (Aldhla2) ifade eder. RA, arka beyin ve rostral
omuriligin kaudal néronal alt tiplerini indiikler, norojenezi yonlendirir. RA sinyali,
hem Aldhla2 ekspresyonunun azalmasi hem de lomber omurilik ve kuyruk

tomurcugunda yiiksek oranda eksprese edilen FGF'lerin artan inhibitor aktivitesi ile
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omurilikten asag1 kaudal olarak azalir (82). RA ve FGF'lere ek olarak, kaudal arka
beyin ve omurilik kimliklerinin indiiksiyonu i¢in Wnt'ler de gereklidir (83). Diger bir
onemli molekiil, dorsoventral spinal kimligi belirleyen ve ventrodorsal eksen boyunca
ventral gradyan i¢inde notokorddan salgilanan sinyal proteini SHH'dir (84). Yiiksek
SHH konsantrasyonlarinin ventral spinal alt tiplerini destekledigi ve motor ndron

indiiksiyonu i¢in kritik oldugu gosterilmistir (85).

2009 yilinda Chambers ve arkadaslariin, PKH farklilasmasi sirasinda erken
donemde kiigiik molekiiller SB431542 ve LDN193189 tarafindan BMP ve TGFbeta
sinyallemesinin inhibisyonunun endoderm ve mezodermal hiicre kaderlerini secici
olarak bloke ettigini kesfetmesiyle 6nemli bir adim atilmistir (86). Boylelikle ¢ift
SMAD inhibisyonu olarak adlandirilan bu yontemle noral yonde spesifikasyon
miimkiin olmus, EKH ve uPKH kiiltiirlerinde yiiksek oranda Pax6 ve Sox2 ifade eden
noral progenitorler ortaya ¢ikmis ve noral ektoderm 6nemli 6l¢lide zenginlestirilmistir.
Erken Pax6/Sox2 zenginlestirme, alternatif mezoderm ve endoderm farklilagsmasini
baskilar, boylece farklilasma protokollerinin uzunlugunu ve kritik olarak noronal

olmayan hiicre tiplerinin ortaya ¢ikmasini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (86).

Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak, ¢cogu insan embriyonik ve UPKH'den tiiretilmis
LMN farklilasma protokolleri, indiiksiyonda {i¢ temel adimi paylasir: ¢ift SMAD
inhibisyonu yoluyla noralizasyon, RA'ya maruz kalma yoluyla kaudalizasyon ve
rekombinant SHH protein veya kiigiik molekiillii SHH aktivatorleri ile ventralizasyon.
Maury ve ark., 2014 yilinda Wnt3a, FGF2 ve SHH sinyallerinin konsantrasyonunu,
sirasint ve zamanlamasini degistirerek motor ndron gelisiminde dereceli Wnt
sinyalinin 6nemli roliinii ortaya koymustur. Ayn1 ¢alismada glikojen sentaz kinaz 3
(GSK3) inhibitérii olan CHIR-99021 ile Wnt aktivasyonu sonucu hiicrelerin
%80’ninin motor ndron progenitor hiicrelerinin belirteci olan oligodendrosit
transkripsiyon faktoriinii (Olig2) ifade ettigi gosterilmistir (87). PKH'lerden motor
noron indiiksiyonunda zamanlama, kaplama ve ortam bilesimindeki ince in vitro
farkliliklarin bile motor néron eldesindeki verimi, safligin1 ve fenotipini giiglii bir
sekilde etkileyebilecegi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (88-90). Bunlar da kiigiik
molekiil stratejilerinin dezavantajlar1 arasinda sayilabilir. Diger dezavantajlan ise;

farkl1 uPKH klonlar1 ayn1 molekiile farkli tepki verebilir ve bunun sonucunda cesitli
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karisik noral hiicre tiplerine yol agar, genellikle uzun siiren kiiltiir isleminden dolay1
zahmetli, pahali, yavagtir. Kii¢iik molekiil aracili uPKH farklilasmasini arastiran bir
calismada, zaman ¢izelgesinin 13-70 giin arasinda oldugu ve bu siireler boyunca 4-6
besiyeri formiilasyonu degisikligi yapildigr bildirilmistir. Bu teknik ve zaman yiikii
laboratuvar maliyetini ve kontaminasyon olasiligim1 artirmaktadir (91, 92).
Transkripsiyon faktorii asir1 ekspresyonu, uPKH'lerden néronal farklilasmaya yonelik
yeni bir yaklasimdir ve kiiglik molekiil inhibitorleriyle iligkili bir¢ok zorlugun
iistesinden gelmektedir (93). Bu yontemle olgun bir somatik hiicreden uPKH
gelistirilmeden direkt olarak ndronal farklilastirma indiiklenebilir. Somatik hiicreleri
bir ara pluripotent veya multipotent evreden gecirmeden bir soydan digerine
dondistiirerek istenen bir hiicre kaderini indiikleme siireci transdiferansiyasyon veya
dogrudan yeniden programlama olarak tanimlanir (3). uPKH yeniden programlama ile
karsilastirildiginda, dogrudan yeniden programlama daha hizli ve doku onarimi i¢in
benzersiz avantajlara sahiptir. uPKH'lerin kullanimi somatik hiicrelerin izole
edilmesini ve pluripotent bir duruma yeniden programlanmasini ve ardindan farkli bir
soya farklilasmasini gerektirirken, prensipte dogrudan yeniden programlama, ara bir
pluripotent durumdan ge¢meden ve ex vivo hiicre genisletme ve nakline gerek
kalmadan hiicrelerin in situ (istenen dokuda) donistiiriilmesini saglar (94, 95).
Dogrudan yeniden programlama in vitro ve in vivo olarak c¢esitli hiicre tipleri i¢in
basarilmis olsa da, yaklasimin klinikte kullanilabilmesi i¢in asilmasi gereken bir dizi
zorluk bulunmaktadir: doniisiimiin  verimliligi disiiktiir, in vitro yeniden
programlanmis hiicreler olgunlasmamistir, giivenli uygulama yontemleri yoktur,
baslangi¢ hiicre popiilasyonunun tilkenme potansiyeli vardir ve istenen bir hiicre alt

tipine dogru farklilasmayi1 tam olarak yonlendirmek heniiz miimkiin degildir (96-99).

Non-viral transfeksiyon, transgen ifade kasetlerini barindiran plazmidlerin
viral unsur olmaksizin istenen hedef hiicrelere verilmesini saglamaktadir. Gen
transferinin etkinligini artirmak igin g¢esitli non-viral gen aktarim yontemleri
gelistirilmistir (100). Viral olmayan vektorler, ilgili genin konak genomuna DNA
entegrasyonuna yol agmamaktadir. Sonug¢ olarak bu durum, entegre olmayan
epizomlarin degradasyonu ve/veya hiicre proliferasyonu ile beraber diliisyona
ugramasi nedeniyle uzun vadeli gen ifadesi saglanmasini tehlikeye atabilir. Bu durumu

ortadan kaldirmak i¢in kendilerini hedef genoma yerlestirebilen transpoze edilebilir
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elementler kullanilmaya baslanmistir (88, 101). DNA transpozonlari, replikatif
olmayan, "kes ve yapistir" mekanizmastyla yer degistirir. Oncelikle, iki terminal ters
cevrilmis tekrarin (terminal inverted repeats (TIR)'larin) DNA transpozon tarafindan
taninarak hedef bolgesi kesilir ve sonug¢ olarak DNA transpozonu serbest kalir.
Eksizyonun ardindan, DNA transpozonlar1 daha sonra aymi transpozaz tarafindan
pargalanan alict DNA'ya entegre olur. Bu da, ekleme bolgelerinde hedef bolge
duplikasyonlar1 (target-site duplications (TSD)'ler) ile sonuglanir (101). Insan
genomunda transpozon DNA'sinin evrimsel kalintilar1 vardir, ancak bunlar evrim
sirasinda sessiz hale gelmistir ve prensip olarak transpozisyona ugramazlar (102).
Dogal konfigilirasyonlarinda, DNA transpozonlar1 iki TIR tarafindan kusatilir ve
transpozisyonu katalize eden bir transpozazi kodlayan bir gen igerir. Ger¢ek DNA
dizileri, hedef bolge tanima, TSD'ler ve TIR'lar agisindan farklilik gosteren farkli DNA
transpozon kategorileri vardir. Tipik olarak, belirli bir kategoriye ait transpozazlar

baska bir transpozon tiiriiniin transpozisyonunu katalize edemez (100).

DNA transpozonlari ile gen transferi uygulamalari i¢in, transpozazin TIR'lar
tarafindan kusatilmis ilgili geni iceren transpozon DNA'sindan fiziksel olarak ayrildigi
iki farkli plazmide dayali ikili bir sistem gelistirmek gerekmistir. Transpozon ve
transpozaz plazmidlerinin hedef hiicrelere birlikte verilmesi, geleneksel bir kes-
yapistir mekanizmasi yoluyla transpozisyonu miimkiin kilmaktadir (101). ideal olarak,
transpozaz sadece kisa bir siire i¢in ifade edilmeli ve siirekli transpozon mobilizasyonu
ve entegrasyonuna yol acabileceginden siirekli ifadeden kagiilmalidir. Bununla
birlikte, hiicre basina vektdr kopya sayisint en aza indirmek 6nemlidir, ¢linkii bu
insersiyonel onkogenez riskini artirir. Tipik olarak, transpozazi kodlayan plazmid
ekspresyonu, DNA degradasyonu ve/veya hiicre boliinmesi ile diliisyon nedeniyle
transfekte edilen hiicrelerden yavas yavas kaybolmalidir. Insan gen terapisi
uygulamalar1 i¢in farkli transpozon tiirleri mevcuttur, yaygin olarak kullanilan

transpozonlar; Sleeping Beauty (SB), PB ve Tol2 transpozonlaridir (88, 101).

SB transpozonu Tcl/mariner siiper ailesinin bir iiyesidir ve Caenorhabditis
elegans Tcl transpozonu ile homoloji paylasir. SB transpozonu ilk olarak balik
DNA'sinda tanimlanmistir (103). Transpozaz geninde inaktive edici mutasyonlar

edindigi icin transpozisyona ugrayamamistir. SB transpozonunu kararli gen aktarimi
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icin bir araca doniistirmek amaciyla, farkli balik tiirlerinden elde edilen farkh
transpozonlarin konsensiis DNA dizilerine dayali olarak 'ters evrim' yoluyla islevsel
bir transpozazin (SB10) yeniden yapilandirilmasi gerekmistir. Bu 6ncii ¢abalar, tersine
miithendislikle {tretilen SB  transpozazinin, 1ilgili transpozon DNA'sinin
transpozisyonunu katalize edebilecegini gostermistir (104). Bununla birlikte, genel
transpozisyon verimliligi diisiik kalmis ve cogu gen terapisi klinik uygulamasi igin
yetersiz kalmigtir. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek igin, orijinal SB10
transpozazina SB11, HSB5 ve SB100X gibi spesifik mutasyonlar eklenerek hiperaktif
SB transpozaz mutantlar1 iretilmistir (88, 105-107). SB100X transpozaz, yiiksek
verimli hiperaktif bir SB transpozazdir ve transpozon mobilizasyon verimliliginde bir
marker kurtarma deneyine (marker rescue assay) dayanan orijinal SB10'a gore 100 kat
artigla sonuglanmigtir (106). SB sistemleri 8 kb'ye kadar transgenleri kolayca iletmek
icin kullanilmistir, ancak transgen boyutunun 8 kb'nin {izerine ¢ikmasiyla

transpozisyon verimliligi azalmistir (105).

Tol2 transpozonu medaka baligi (Orizyas latipes) genomundan tiiretilmis, hAT
(hobo/Ac/Tam3) siiper ailesindendir (108). Gen terapisi igin bir ara¢ olarak Tol2
sistemi, uzun siireli transgen ifadesi elde etmek i¢in kullanilabilir (109, 110). Buna ek
olarak, memeli gen ifadesi i¢in Tol2 transpozazin kodon kullanim optimizasyonu,
dogal transpozaza kiyasla transpozisyon verimliligini ii¢ kata kadar artirmak icin
tretilmistir (111, 112). Alternatif olarak, Tol2 vektoriiniin toplam boyutu, transpozon
omurgasinin 5 ve 3 uglarinin kisaltilmasiyla (yani 'minimal Tol2') azaltilms, orijinal
Tol2 transpozonuna gore transpozisyon etkinliginde yaklasik ti¢ kat iyilesmeye yol
agmustir (113). SB'ye benzer sekilde, Tol2 transpozonu verimli transpozisyon igin 11

kb'ye kadar transgeni kolayca barindirabilir (88, 114).

PB transpozonu lahana giivesi Trichoplusia ni'nin genomunda kesfedilmistir.
(115, 116). SB'ye benzer sckilde, PB transpozonu transpozisyon sirasinda
replikasyonsuz mekanizmaya dayanir ve slirecin sonunda TSD'ler iiretir.
Transpozisyon verimliligini artirmak i¢in PB sisteminde c¢esitli iyilestirmeler
yapilmistir. Ornegin, PB transpozazin DNA dizisi, konak sistemlere karsilik gelen
kodon kullanimina goére optimize edilmistir. Bu, memeli hiicrelerinde verimli bir

sekilde ifade edilen ve gelismis bir transpozisyon oranina sahip olan fare ve insan
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kodonu optimize edilmis PB transpozazlara yol agmistir (117, 118). PB'nin SB, Tol2
ve viral vektor sistemlerine gore bir diger iistiin 6zelligi de 100 kb'a kadar DNA yiikii
tasiyabilmesidir ve modifiye PB transpozonu, transgenik modellerin olusturulmasi i¢in
200 kb bakteriyel yapay kromozomun gen iletimine aracilik edebilir (119, 120). Bu
durum, PB platformunun, genellikle viral vektorler kullanilarak zor olan nispeten

biiyiik boyutlu transgenleri tasima potansiyeline isaret etmektedir (121).

Ilgili hiicrelerde gen ifadesini ydnlendirmek {izere bir dizi transfeksiyon
yontemi kullanilmigtir. Bu yaklagimlar, transfeksiyon mekanizmasi ve sitotoksisite
acisindan farklilik gdstermekte ve sonucta gen transferinde farkli etkinliklere yol
acmaktadir. Buna ek olarak, her hiicre tipinin kendine has 6zellikleri ve transgen ifade
kasetinin toplam boyutu transfeksiyon oranini etkileyebilir. Kalsiyum fosfat,
polietilenimin (PEI) ve katyonik lipozomlar gibi kimyasal bazli transfeksiyon
yontemleri tipik olarak yaygin hiicre hatlarinda transfeksiyon i¢in kullanilir ve gen
transferinde yiiksek verimlilik elde edilebilir (122, 123). Genel olarak, bu yontemler
elektrostatik etkilesim yoluyla DNA-kimyasal kompleks olusumuna izin verir ve
endositoz veya membran flizyonu yoluyla konak hiicrelerde DNA alimini artirir.
Alternatif olarak elektroporasyon, DNA transferi i¢in hiicre membranlarinda gegici
porlar olusturarak yiiksek verimli transfeksiyon teknigi olarak bilinmektedir. Bu
yontem, kimyasal bazli transfeksiyonla kiyaslanamayacak kadar zor olan ¢ogu primer
hiicrede ve siispansiyon hiicrelerinde transfeksiyon i¢in kullanilmaktadir (110, 121).
Bununla birlikte transfeksiyon sirasinda, elektroporasyon genellikle DNA
toksisitesinin neden oldugu hiicresel stres ve asirt kosullar nedeniyle hiicre canliligini

tehlikeye atmaktadir (100).

uPKH’den transkripsiyon faktorii yiiksek ifadesi ile ¢esitli norolojik
farklilagsma calismalar1 yapilmistir. Pang ve ark., 2011°de yaptiklar1 ¢alismada, Brn2,
Ascll ve MytlL noral transkripsiyon faktorlerinin birlikte ifadesinin insan EKH’den
fonksiyonel néron gelisimini indiikledigini bildirmislerdir (124). Bu c¢alismanin
ardindan Zhang ve ark. 2013'te, EKH ve uPKH’lerde tek bir transkripsiyon faktoriiniin
ifadesinin  saglanmasmin  kortikal ndron hiicre farklilagmasin1  baglatip
baslatamayacagini incelemislerdir. Tek bagina neurogenin-2 (Ngn2) veya NeuroD1'in
asirt ifadesinin EKH ve uPKH’leri hizla fonksiyonel olarak olgun glutamaterjik
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kortikal noronlara donistiirdiigii goriilmistir (109). Benzer sonuglar 2014'te
Busskamp ve ark.min ¢alismasiyla bagimsiz olarak elde edilmis; NGN2'nin viral
yontemle verildigi ve uPKH'lerde indiiklenebilir sekilde ifade edildigi, 14 giin iginde
sinaptik olarak olgun hiicrelerin gelistigi gosterilmistir (125). Her iki ¢alismada da,
tipik kortikal noron belirteglerinin immiin boyanmasi sonucu ile %90'in iizerinde
farklilagsma verimliligi ve saflig1 saptandigi bildirilmistir. Daha az ortam degisikligi ve
nispeten hizli farklilasma siiresi ile NGN2 asir1 ifadesi, kiigiik molekiil farklilagsma
stratejilerine 6nemli bir alternatif sunmustur (93). 2017 yilinda Ward ve ark.’larinin
calismasinda da NGN2 transgeni uPKH’lere, doksisiklin ile indiiklenebilir promotor
altinda giivenli bolge lokusuna stabil bir sekilde entegre edilmis, daha Once
gozlemlenen 14 gilinlik siirede i¢ glutamaterjik kortikal ndronlara farklilasma
neredeyse %100 verimlilik ve saflikla saglanmis ve protokol iki asamaya
indirgenmistir. i3Noronlar (entegre, uyarilabilir ve izojenik) olarak adlandirilan bu
hiicreler, diger mevcut uPKH-ndron farklilagma stratejilerine gore etkinlik ve kullanim
kolaylig1 agisindan onemli bir gelisme olmustur (126). 2018’de Fernandopulle ve
ark’larmin protokol makalesinde, i3Noronlarin tiretimi ve kullanimi i¢in ayrintili
protokol verilmistir ve NGN2 ile birlikte noral transkripsiyon faktorleri ISL1 ve

LHX3'in asir1 ifadesini de iceren LMN'ler iiretmek icin teknik sunmuslardir.

Bu tez ¢alismasi, saglikli insan uPKH’lerinden NGN2, ISL1, LHX3 tg¢li PB
kasedi protokolii kullanarak motor noron farklilastirmasi yapmay: hedeflemektedir.
Farklilagan hiicrelerin ¢ogalma ozellikleri, gen ifadeleri ve isaretgi proteinleri
belirlenecektir. Boylelikle, bu 6n proje ile yontemler optimize edilmis ve saglikli
bireyler i¢in 6n veri olusturulmus olacaktir. Bu caligmada kullanilacak saglikli insan
uPKH’leri Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkez’inde daha once yiiriitiilen
uPKH Banka Prototipi TUBITAK 1003 projesinde (213S181) gelistirilen hiicrelerdir.
Bu tez caligmasi sonucunda optimize edilen yontem ve 6n veriler Kok Hiicre Arastirma
ve Uygulama Merkez’inde yiiriitiilmekte olan uluslararas: ortakli TUBITAK destekli
JPND projesinde (120N123) ALS ve SMA hasta drneklerinden yapilacak motor néron

farklilastirma deneyleri i¢in kullanilacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkez’inde (PEDI-
STEM) daha 6nce yiiriitilen uPKH Banka Prototipi TUBITAK 1003 projesinde
(213S181) gelistirilen uPKH’ler kullanildi. Saglikli dénor mezankimal hiicreleri
sendai CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit kullanilarak uPKH’ye

yeniden programlandi.
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii

uPKH’ler agildiginda o6ncelikle MycoAllert™ Mycoplasma Detection Kit
(Lonza, Isvigre) ile mikoplazma testi uygulanarak Lucetta Luminometer (Lonza,
Isvigre) ile spektrofotometrik olarak Slgiilerek yapildi. uPKH’lerin idamesi icin %]
Penisilin-Streptomisin (Gibco, ABD) igeren E8 (Gibco, ABD) veya mTeSR1
(Stemcell Technologies, Kanada) besiyeri kullanildi. Kosullar1 37°C ve %5 COz olan
inkiibatorde (NUVE-EC160, TR) hiicreler inkiibe edildi. Hiicre yikamalar
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Low glucose, DMEM-LG)
(Lonza, Isvigre) veya kalsiyum ve magnezyum igermeyen PBS (Sigma-Aldrich, ABD)
ile yapildi. Hiicreler Matrigel, hESC-Qualified (Corning, ABD) kapli kuyucuklu
plakalara (Eppendorf, Almanya) ekildi. Hiicre kaldirma islemleri ReLeSR™ (Stemcell
Technologies, Kanada) veya Accutase (Gibco, ABD) ile yapildi. Dondurma islemi
sirasinda %10 fetal sigir serumu (FBS) (Gibco, ABD) igeren %90 dimetil siilfoksit
(DMSO) (Sigma-Aldrich, ABD) i¢eren dondurma besiyeri kullanildi. Kullanilan FBS
oncesinde 0,22 um’ lik filtrelerden (Merck Millipore, ABD) gegirildi. Mr. Frosty™
Freezing Container (Thermo Fisher Scientific, ABD) igerisinde —80°C’ye alinarak
kademeli dondurma islemi saglandi. Hiicre agma islemi —80°C’den g¢ikarilan
kriyovialler 37°C su banyosunda ¢o6ziildi. Santrifiijleme islemleri eppendorf
centrifuge 5804 cihazi kullanilarak yapildi. Hiicre sayimlart hemositometre
(Neaubauer, Almanya) kullanilarak yapildi. Hiicre ekim islemlerinde hiicre canliligin
arttirmak i¢cin ROCK inhibitor Y-27632 (10 mM PBS iginde, 1000%) (Tocris, UK)
kullanild1. Hiicre kiiltiirsi islemlerinin tiimii laminar akisl biyogiivenlik diizeyi-11 olan

kabinde (Metisafe, TR) yapildi. Hiicre goriintiilemeleri OLYMPUS CKX41 1s1k



25

mikroskopu ile yapildi. Ayrica floresans goriintiilemeler i¢in OLYMPUS IX73
floresan mikroskopu kullanildu.

Transfeksiyon deneyinde kullanilan K1-PB-TO- hNIL-puro-BFP (hNIL)
(16.495 bp) plazmid ve transpozaz JPND proje ortagimiz Tel Aviv Universitesi Prof.
Eran Pearlson grubundan temin edildi. hNIL plazmidine ait harita asagidaki Sekil
3.1.’de verilmektedir. hNIL plazmid dogrulanmasi i¢in EcoRI (Thermo Fisher, ABD)
ve Notl (Thermo Fisher, ABD) restriksiyon enzimleri kullanildi. Restriksiyon
enzimlerinin plasmidi kesmesi i¢in plasmid restriksiyon enzim karigimlar1 37°C kuru
etive (NUVE-EN120, TR) alindi. Enzim kesimi sonrast DNA fragmanlarinin
goriintiilenmesi i¢in %1 agaroz jel (BioLine, ABD) hazirlanarak DNA 6rnekleri
yiiklendi. Jel elektroforez tanki i¢ine 1x Tris-Borate EDTA (TBE) buffer ve %1 agaroz
jel yerlestirildi. Thermo Scientific GeneRuler 1kb Ladder (Thermo Fisher, ABD) ve
ornekler 6x loading dye (Thermo Fisher, ABD) ile karistiralarak kuyulara yiiklendi ve
yuriitiildii. DNA pargalar1 Jel elektroforez goriintiileme cihazi (FlourChem FC3, UK)

ile goriintiilendi.
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Sekil 3.1. hNIL plazmid haritasi.

Motor noron farklilasmasinin indiiklenmesi igin kullanilan hNIL plazmid dox

ile indiiklenebilen NGN2, ISL1, LHX3 transkripsiyon faktorlerini icermektedir. Ayni
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zamanda, yapisinda Blue Fluorescent Protein (BFP) gen dizisi tasimakta olup,
transfeksiyon etkinligi i¢in BFP sinyali analiz edilmektedir. Plazmid alan ve almayan
hiicrelerin segilimi amaci ile vektor yapisinda bulunan Puromisin antibiyotik direng
geni bulunmaktadir. hNIL vektoriiniin genom entegrasyonu i¢in ayni zamanda ikincil
bir vektor olan transpozaz vektorii kullanildi. uPKH’lere aktarmak i¢in Lipofectamine
Stem (Invitrogen, ABD), Opti-MEM | Reduced Serum Medium (Gibco, ABD)
kullanild1. Pozitif se¢ilim i¢in puromisin (Cayman Chemical, ABD) kullanildi.

Pozitif klonlarin se¢ilimini takiben farklilastirma deneyinin ilk 3-4 giinlik
stirecinde kullanilan indiiksiyon besiyeri igerigi Tablo 3.1.’de verilmektedir.
Indiiksiyon besiyerindeki Rock inhibitérii, doksisiklin ve Compound E taze olarak
besiyerine eklendi. 3.giinlin sonunda motor néronlarin idamesinde plakalar Poly-L-
Ornithine 1x (Sigma-Aldrich, ABD)-Laminin (1 mg/mL) (Gibco, ABD) veya Matrigel
ile kapland: ve farklilasmanin 4.-9. giinlerinde farklilasma besiyeri icerigi Tablo

3.2.’de verilen “motor néron kiiltiir besiyeri” olarak degistirildi.

Tablo 3.1. indiiksiyon besiyeri icerigi

Uriin Total:50 ml
DMEM/F12 (Lonza, isvicre) 48,5 ml

N2 supplement, 100x (Gibco, ABD) 500 ul
Non-essential amino acids (NEAA), 100x (Gibco, ABD) 500 ul
L-glutamine, 100x (Gibco, ABD) 500 ul
ROCK inhibitor Y-27632 (10 mM in PBS, 1000x) (Tocris, UK) 50ul
Doksisiklin (2 mg/mL in PBS, 1000x) (Stemcell Tech., Kanada) 50ul
Compound E (2 mM in 1:1 ethanol and DMSO, 10000x) (Calbiochem) | 5ul

Tablo 3.2. Motor néron besiyeri icerigi

Uriin Total:50 ml
Neurobasal medium, electro (Gibco, ABD) 47,5ml
B27 supplement, electro, 50x (Gibco, ABD) Iml

N2 supplement, 100x (Gibco, ABD) 500ul




27

Non-essential amino acids (NEAA), 100x (Gibco, ABD) 500ul
L-glutamine, 100x (Gibco, ABD) 500ul
Laminin (1 ug/mL) (Gibco, ABD) 50ul

3.1.2. Motor Noron ve uUPKH Karakterizasyonu

Gelistirilen motor ndronlarin molekiiler karakterizasyonu amaciyla motor

noron spesifik proteinlerin immiin floresan boyama ile goriintiilenmesi ve motor ndron

spesifik gen ifade analizleri gerceklestirildi. Immiin boyama icin hiicreler %4

paraformaldehyde (PFA) (Electron Microscopy Sciences) ile fikse edildi ve Tablo

3.3.”de gosterilen primer ve sekonder antikorlarla isaretlendi.

Tablo 3.3. Immiin floresan boyama antikorlar

Antikorlar

Marka

Motor neuron and pancreas homeobox 1 (MNX1) (1/200)

Merck Millipore, ABD

Beta-111 Tubulin (TUJ1) (1/1000)

BioLegend, ABD

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) (1/100)

AFG Bioscience, ABD

Goat anti-Rabbit-Alexa 488 (1/1000)

St John's Laboratory, UK

Goat anti-mouse-568 Mouse (1/1000)

St John's Laboratory, UK

Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) (5/1000)

Invitrogen, ABD

SRY-Box Transcription Factor 2 (SOX2) (5/1000)

Invitrogen, ABD

Stage-specific embryonic antigen-4 (SSEA-4) (5/1000)

Invitrogen, ABD

T cell receptor alpha locus (TRA-1-60) (5/1000)

Invitrogen, ABD

Alexa Fluor 594™ donkey anti-rabbit anti-OCT4 (5/1000)

Invitrogen, ABD

Alexa Fluor 488™ goat anti-rat anti-SOX2 (5/1000)

Invitrogen, ABD

Alexa Fluor 488™ donkey anti-mouse anti-SSEA4 (5/1000)

Invitrogen, ABD

Alexa Fluor 594™ goat anti-mouse anti-TRA-1-60 (5/1000)

Invitrogen, ABD

Motor noron gen ifade analizi i¢in oncelikle hiicreler Qiazol (Qiagen,
Almanya) ile toplandi. RNeasy®MinElute® Cleanup Kit (Qiagen, LOT:151053220)
kiti ile RNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. SensiFAST cDNA Synthesis Kit (meridian
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BIOSCIENCE ™) ve BIO RAD T100 Thermal Cyler cihazi ile cDNA kiitiiphanesi
olusturuldu. RT-PCR reaksiyonlar1 Tablo 3.4.°de gosterilen primer dizileri ve
meridian BIOSCIENCE ™ SensiFAST SYBER No-ROX Mix (Cat.No.: BIO-98020)
ile gergeklestirildi ve Roche 480 Thermal Cycler cihazi kullanildi.

Tablo 3.4. RT-PCR Primer Dizileri

Gen Adi Baz Dizisi 5’23’

hSOX1-gpcr-FWD GAGTGGAAGGTCATGTCCGAGG
hSOX1-gpcr-RVS CCTTCTTGAGCAGCGTCTTGGT
hOLIG2-v2-gpcr-FWD ATGCACGACCTCAACATCGCCA
hOLIG2-v2-gpcr-RVS ACCAGTCGCTTCATCTCCTCCA
hMNX1-gpcr-FWD GCACCAGTTCAAGCTCAAC
hMNX1-gpcr-RVS GCTGCGTTTCCATTTCATCC
hCHAT-gpcr-FWD TGAGTACTGGCTGAATGACATG
hCHAT-gpcr-RVS AGTACACCAGAGATGAGGCT
hNANOG-gpcr-FWD CTCTCCAACATCCTGAACCTC
hNANOG-gpcr-RVS ACACCATTGCTATTCTTCGG

Tez siiresince kullandigimiz uPKH’lerin deney bitimini takiben pluripotens
ozelliklerini koruduklarini test etmek amaciyla PKH spesifik proteinleri immiin
floresan boyama ile goriintiilendi. Immiin boyama i¢in hiicreler %4 paraformaldehyde
(PFA) (Electron Microscopy Sciences) ile fikse edildi ve Tablo 3.3’de gosterilen

primer ve sekonder antikorlarla isaretlendi.

Tim deneyler icin kullanilan malzemeler ve soliisyonlar uygun saklama
kosullarinda muhafaza edilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. uPKH idamesi

uPKH’lerin yiizeye tutunup biiyiiyebilmesi icin ekilecegi ylizeyin Matrigel

kapli olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, kiiltiir 6ncesi 6-kuyucuklu, 12-kuyucuklu,
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96-kuyucuklu plaklar 6ncesinde Matrigel ile kaplandi. Ana stogu -80°C’de bulunan
Matrigel, polimerizasyonu engellemek igin buz iistiine ¢ikarilarak erimesi saglandi.
Son diliisyonu 1x olacak sekilde soguk DMEM/F12 ile seyreltildi. Onceden sogutulan
kuyucuklu plaklara, kiiltiir hacminin yar1 hacmi kadar eklendi. Plaka yiizeyi
kaplanacak sekilde yayilarak inkiibatorde 1 saat kaplanmasi saglandi. Kaplanan
plaklardan Matrigel uzaklastirildi ve uygun miktardaki (6-kuyucuklu plak i¢in kuyu
bast 2ml) E8 veya mTeSR besiyeri ile uPKH’ler kuyucuklara ekildi. %80 yogunluga
ulasan uPKH’ler kaldirilarak diger deneyler i¢in kullanild1 veya donduruldu. Kaldirma
islemi yapacagimiz isleme gore farklik gostermektedir. uPKH’leri koloni halinde
kaldirmak i¢in ReLeSR kullanildi. Bu islem i¢in PBS ile hiicreler iki kez yikandu.
Plaka kuyu hacminin yar1 hacmi kadar ReLeSR eklendi, 2 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi ve ReLeSR kuyudan gekilerek inkiibatérde 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda kuyular E§ veya mTeSR besiyeri ile kaldirilarak tekrar ekildi veya
donduruldu. Hiicreleri tek hiicre olarak kaldirmak icin Accutase kullanildi. Bu islemde
kuyular PBS ile iki kez yikandi. Hiicrelere kuyu yar1 hacmi kadar Accutase eklenerek
5-10 dk inkiibatorde inkiibe edildi. DMEM/F12 ile toplanan hiicreler 15ml falkona
aliarak 200g’de 5 dk santrifiijlenerek toplandi. Siipernatant E8 veya mTeSR besiyeri
ile resiispanse edildi. Hiicre sayimi hemositometri (Neubauer, Almanya) kullanilarak
yapildi. Uygun miktarda hiicre plakalara tekrar ekildi veya hiicreler donduruldu.
Dondurma isleminde uPKH’ler sayilarak yaklasik 0,5-1x10° uPKH 1ml %10 DMSO
iceren FBS ile cryovial tiiplere alindi. Uygun sekilde etiketlenen tiipler kademeli
sekilde soguyarak donmasi i¢in Mr. Frosty Freezing Container (Thermo Fisher, ABD)
kabina alind1 ve -80 °C’ye kaldirildi. 1-5 giin sonra tiipler -196 °C azot tankina alindu.

3.2.2. Mikoplazma Testi

uPKH’ler dondurulup agildiginda MycoAllert™ Mycoplasma Detection Kit
kullanilarak mikoplazma kontaminasyonu i¢in test edildi. Kiiltiirdeki hiicre
siipernatantindan 1ml alinarak 200x g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen tiipiin
iist kismindan 100 ul alinarak baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 100 ul MycoAlert™
PLUS Reagent eklendi ve 5 dk inkiibe edildi. Lucetta Luminometer cihazina tiip
yerlestirilerek absorbansi 6l¢iildii (A orani). Tiip cihazdan cikarilarak tizerine 100 ul

MycoAlert™ PLUS Substrate eklendi. Tiip 10 dk inkiibe edildikten sonra tekrar cihaza
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yerlestirilerek absorbansi 0Ol¢iildii (B orani). Mikolpazma negatif hiicreler B/A orani
<1 deger araliginda yer almaktadir. B/A orani 1-1.2 borderline oldugunda test tekrar
edildi. B/A orant >1.2 deger aralifinda olan hiicreler mikoplazma pozitif hiicreler
oldugu i¢in dekontaminasyon protoklii uygulandi. Tez kapsamindaki deneyler

mikoplazma negatif hiicrelerle yapild.
3.2.3. Plasmidin Restriksiyon Enzim Kesimleriyle Dogrulanmasi

Transfeksiyon deneyinde kullanilan hNIL (16.495 bp) plazmidi JPND proje
ortagimiz Tel Aviv Universitesi Prof. Eran Pearlson grubundan grubundan temin
edildi ve plasmid haritasi {izerinden “Snapgene” dosyasi olarak in silico restriksiyon
fragment analizi yapilmis olup kontrol amagli E.coRI ve Notl restriksiyon enzimleri
secildi. EcoRI restriksiyon enzimi G*AATTC bdlgesini tantyarak bu bdlgeden kesim
yapmaktadir. Notl restriksiyon enzimi ise GC*"GGCCGC boélgesini tantyarak bu
bolgeden kesim yapmaktadir. 1,5 ml tiipiin i¢ine 2ul buffer, 1ul restriksiyon enzimi,
1ug hNIL plazmid ve total hacim 20 ul olacak sekilde su ile tamamland:. iki
restriksiyon enzimi i¢in de ayr1 ayrn tiipler i¢in bu islemler yapildi. Tiiplere tiim
malzemeler eklendikten sonra kisa vorteks yapildi. Tiplerin agizlar1 parafilmlenerek
37°C kuru etiivde gece boyu inkiibe edildi. %1°lik agaroz jel i¢in 1g agaroz tartilarak
I1x TBE’de i¢cinde mikrodalgada ¢6ziildii. Hafif soguduktan sonra tarakli hazneye
dokiilerek donmasi beklendi. Agoroz jelin taraklari dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak jel
elektroforez haznesine alindi. Agaroz jelin stii kapanacak kadar hazneye 1x TBE
eklendi. Taraklarin olugturdugu kuyulara DNA parga boyutlarini anlamak igin Sul 1kb
ladder ve 10 ul 6rnek ile 3ul 6x loading dye karigtirilarak eklendi. 110 Volt ile 1,5 saat

yiriitiilen drnekler sonrasinda jel elektroforez goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
3.2.4. Puromisin Dozunun Belirlenmesi

Vektorii alan uPKH’lerin secilimi amaci ile vektor almayan hiicreler i¢in letal
olan puromisin dozu belirlendi. 24 kuyucuklu plakaya Matrigel kaplanarak uPKH’ler
ekildi. %80 yogunluga ulasan uPKH'lere 0,5ug/ml, 1ug/ml, 3ug/ml, 5Sug/ml, 7ug/ml,
10ug/ml puromisin dozlar ikiser kuyu olacak sekilde verildi. Kontrol kuyularina
puromisin verilmedi. 24 ve 48 saat dilimlerinde 151k mikroskopu altinda hiicre

sagkalimi incelendi. Bu islem sonucunda lug/ml puromisin dozunda hiicrelerin
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tamaminin 6ldigi gozlendi. Ancak, yasayan herhangi bir hiicre olma olasiligina karsi
besiyeri antibiyotiksiz E8 ile degistirildi ve 72 saatin sonunda 1s1k mikroskopu ile
hiicreler tekrar incelendi. 1ug/ml puromisin verilen kuyuda hiicre hayatta kaliminin

olmadigi tespit edilerek toksik doz 1ug/ml olarak belirlendi.

3.2.5. uPKH’lerin Lipid-Aracili Transfeksiyonu ve Seleksiyonu

%80 yogunluga ulasan 6-kuyucuklu plakanin 2 kuyusu Accutase ile kaldirma
protokoliine uygun bir sekilde kaldirild: ve sayilarak kuyu bas1 1x10% uPKH Matrigel
kapli 6-kuyucuklu plakanin iki kuyusuna kuyu basi 10 uM Rock inhibitor igeren 1,5
ml mTeSR besiyeri ile ekildi. Sonrasinda ekleyecegimiz plazmid ile hiicrelerin
arasindaki mesafeyi azaltarak plazmidin daha kolay hiicreye girmesini saglamak i¢in
besiyeri miktar1 2ml yerine 1,5 ml olarak ayarlandi. Hiicrelerin ylizeye yapismasi i¢in
yaklagik 2 saat kadar inkiibatorde inkiibe edildi. Plazmid ve transpozaz miktar1 2:1
(2ug hNIL, 1ug transpozas) oraninda ayarlandi. 1,5 ml eppendorf tiipiin i¢ine 200 ul
Opti-MEM | Reduced Serum Medium alindi. Total DNA 3ug olacak sekilde; 2ug
hNIL ve lug transpozas 1,5 ml eppendorfun i¢ine eklendi ve vorteksin yari hizinda
3sn vortekslendi. Ustiine 5 ul Lipofectamine Stem eklendi yine yari hizda 3sn
vortekslendi ve 20-25 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 6-kuyucuklu plakadaki
yiizeye yapismis olan uPKH’lerin ilk kuyusuna olusturdugumuz bu karisim damla
damla kuyunun her yerine gelecek sekilde eklendi ve hafifge dairesel yonde plaka
hareket ettirilerek karisimin yayilmast saglandi. Diger kuyuya hicbir sey

eklenmeyerek kontrol kuyusu yapildi. 48 saat inkiibe olmasi i¢in inkiibatore kaldirildi.

Lipid-aracili tranfeksiyon sonrasi plazmid almayan uPKH’ler puromisin
seleksiyonu ile se¢ildi. 48 saat sonunda kuyulardaki besiyeri ¢ekilerek PBS ile iki kez
yikandi. Seleksiyon i¢in belirlenen lug/ml puromisin dozu 2ul olarak hNIL verilen
kuyuya 2ml mTeSR ile birlikte verildi. 48 saat boyunca inkiibatorde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda sagkalan hiicreler ayn1 zamanda OLYMPUS floresan mikroskop
ile BFP sinyali pozitifligi yoniinden goriintiilendi ve kontrol edildi. hNIL pozitif
uPKH’ler biiyiitiildii ve %80 yogunluga ulastifinda pasajlandi, ¢ogaltilarak bir kismi1

donduruldu bir kism1 da motor néron farklilasmasi i¢in kullanilda.



32
3.2.6. uPKH’lerin Motor Norona Farklhilastirilmasi

Giin 0: Matrigel kapli 6 kuyucuklu plakanin 3 kuyusuna kuyu bas1 1,5x10°
hNIL pozitif uPKH 10uM Rock inhibitor ile desteklenmis 2ml mTeSR besiyeri ile
ekildi.

Giin 1: Indiiksiyon medyumu (IM); 15 ml falkona 9,7 ml DMEM/F12, 1 ml
N2 supplement, ImlI NEAA ve 1ml L-Glutamine eklendil0 kez alt iist edildikten sonra
homojenize olmasi i¢in 10-15 dk inkiibe edildi. 6-kuyucuklu plakanin 3 kuyusundaki
besiyeri cekildi. Olen hiicrelerden kurtulmak igin bir kez kuyu bas1 1 ml PBS ile
yikandi. 10 uM Rock inhibitor, 2 ug/ml doksisiklin ve 1:10,000 Compound E taze
olarak eklenerek kuyu bast 2ml IM eklendi. Doksisiklin, hNIL yapisinin

ekspresyonunu indiikler ve motor ndronlara farklilagsmayi tesvik etmektedir.

Giin 2: Faz-kontrast mikroskobu altinda morfolojik degisiklikler incelendi.
Uzun vadeli kiiltiir igin plakalar Poly-L-Ornithine (PLO) kaplandi. PLO kaplamasi igin
6 kuyucuklu plakanin 3 kuyusuna kuyu bas1 Iml 1x PLO eklendi, plaka dondiiriilerek
kuyunun her yerini kaplanmasi saglandi ve gece boyu inkiibasyon i¢in inkiibatore

kaldirildi.

Giin 3: PLO kaplanan plakadan PLO uzaklastirilarak iki kez steril su ile
kuyular yikandi. Plaka yaklasik 1 saate yakin laminar i¢erisinde kurutulmaya birakildi.
Daha hizli norit biiylimesi ve ndron hayatta kalimini arttirmak i¢in plakalar ekstra
laminin ile kaplandi. Tamamen kuruyan plakaya laminin 15ug/mL olacak sekilde PBS
ile seyreltilerek kuyu basi1 1ml olarak kuyulara eklendi, kuyunun her yerini kaplamasi

saglandi ve inkiibatore kaldirilarak 1 saat inkiibe edildi.

Hiicrelerin oldugu 6-kuyulu plakadan IM cekilerek PBS ile iki kez yikand.
Kuyu bast 1ml Accutase eklenerek inkiibatérde 5-10 dk inkiibe edildi. Accutase
uzaklagtirildi, hiicreler IM ile toplanarak 15ml falkona alindi ve 200g’de 5 dk
santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirilarak pelet IM ile resiispanse edildi. Hiicreler
hemositometri ile sayildi. Kuyu basi yaklasik 1,5x10° hiicre PLO-laminin kaplt
kuyucuklara 10uM Rock inhibit6r, 2 ug/ml doksisiklin,1:10,000 Compound E vel

ug/ml laminin igeren 2ml IM ile beraber ekildi.
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Giin 4: Motor noéron medyumu (MM) i¢in 15ml falkona 9,5ml Neurobasal
medium, 250ul B27 supplement, 100ul N2 supplement, 100ul NEAA, 100ul L-
Glutamine ve 10ul laminin eklendi. 10 kez alt Gist edildikten sonra homojenize olmasi
icin 10-15 dk inkiibe edildi. 6-kuyucuklu plakadan IM uzaklastirildi. 1ug/ml laminin
iceren MM (kuyu bas1 2ml) ile besiyeri degistirildi. ilk dért giin (giind - giin7)
morfolojik degisiklikler faz-kontrast mikroskobu altinda giinliik olarak incelendi.
Besiyeri her 2-3 giinde bir besiyeri hacminin 1/3’1 olacak sekilde taze MM-+laminin
ile degistirildi. 7 glinden sonra 4-7 giinde bir besiyeri hacminin yaris1 olacak sekilde

taze MM-+laminin ile degistirildi.

Giin 9: Motor noron farklilasma deneyi ileri analizler i¢in sonlandirildi. 6
kuyucuklu plakanin 2 kuyusu 1xPBS ile yikandi, her bir kuyu 500ul trizol ile
toplanarak ayr1 ayri 1,5ml eppendorfa alindi ve PCR deneyleri i¢in -80°C’de sakland.
6 kuyucuklu plakanin 1 kuyusu 1x PBS ile yikand1 +4°C’ de sogutulan %4 PFA’dan
1 ml eklendi. 20 dk +4°C’de inkiibe edilerek fikse edildi. PFA kuyudan ¢ekilerek

kurumamasi i¢in 1xPBS igerisinde +4°C de saklandi.

3.2.7. Motor Noéron ve uPKH Immiinfloresan Boyamasi

Yikama soliisyonu igin %0,01 Triton X-100 1x PBS (40 ul Triton X-100 400
ml 1x PBS icerisinde ¢oziildii) igerisinde hazirlandi. Bloklama soliisyonu %5 FBS
iceren yikama soliisyonu ile hazirlandi. 6 kuyucuklu plakanin kuyucuklarindan PBS
cekildi. Hiicreleri permeabilize etmek i¢in 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna 1ml
%0,01 Triton X-100 1xPBS soliisyonu eklendi ve 10 dk calkalayicida inkiibe edildi.
Soliisyon uzaklastirildiktan sonra spesifik olmayan antikor baglanmalarini engellemek
icin bloklama soliisyonundan kuyu basi 1ml eklenerek calkalayicida 1 saat inkiibe
edildi. Bloklama soliisyonu ¢ekildi ve birincil atikorlar bloklama soliisyonu i¢inde
hazirlanarak kuyuya eklendi ve +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
antikorlar ¢ekilerek 2ml yikama soliisyonu eklendi 10 dk calkalayicida inkiibe edildi.
Bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Ikincil antikorlar bloklama soliisyonu icinde hazirlanarak
kuyuya eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Antikor ¢ekildikten sonra 3
kez 2 ml yikama soliisyonu ile 10 dk ¢alkalayicida yikandi. Bloklama soliisyonu i¢ine

DAPI damlatilarak kuyuya eklendi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. DAPI
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uzaklastirildiktan sonra 2 kez yikama soliisyonu ile kuyular yikandi ve PBS eklenerek

kuyular goriintiilendi.
3.2.8. RNA izolasyonu

-80°C’de saklanan Trizollu (500ul trizol ile hiicreler toplanmisti) drnekler
cikarildi. Oda sicakliginda 5 dk bekletilerek erimesi saglanan 6rneklerin iizerine Trizol
miktariin 5’te 1’1 kadar kloroform (100 ul) eklendi. 15sn kisa araliklarla vortekslenen
ornekler oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler
12000g’de 4°C’de 15 dk santrifiijlendi. 3 faz ayrimi santrifiij sonunda gozlenerek
RNA igeren sefaf iist faz toplanarak baska bir eppendorf tiipe alindi. Bu asamadan
sonra RNeasy®MinElute® Cleanup Kit (Qiagen, LOT:151053220) protokoliine
uygun olarak RNA izole edildi. Almman hacim kadar iizerine 6nceden +4°C’de
sogutulmus %70 etanol eklendi ve hafifce vortekslendi. 2ml toplama tiiplerinin
tistlerine kolonlar yerlestirildikten sonra 600 ul 6rnek Rneasy MinElute spin kolonuna
ornek eklendi. Ornek 8000g de 15sn santrifiijlendi. Kolon hacmi kiigiik oldugu igin
ornek hacmi fazlaysa islem tekrar edildi ve her santrifiij sonras1 toplama tiipiinde
biriken sivi atildi. Sonrasinda toplama tiipii atilarak kolon tekrar yeni bir toplama
tiipiiniin {stline yerlestirildi tstlerine 500 ul RPE buffer eklenerek 8000g’de 15 sn
santrifiijlendi. Kolonlar tekrar yerlestirildikten sonra iistlerine 500 ul %80 etanol
eklenerek 8000g’de 2dk santrifiijlendi. Kolonlar yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilerek kolon kapaklar1 agik bir sekilde saat yoniin tersi yonde
konumlandirilarak tam hizda 5dk santrifiijlendi. Toplama tiipii atilarak kolonlar 1,5ml
eppendorflara yerlestirildi. Uzerlerine 15ul Elution buffer eklenerek 1dk inkiibe edildi
sonra tam hizda 2 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi eppendorflar buz {istiine
yerlestirildi. RNA konsantrasyonlari; 280/260 ve 260/230 oranlari NanoDrop

cihazinda 6lgiildii. Uzun siire saklamak i¢in -80°C’de 6rnekler saklandi.
3.2.9. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR i¢in RNA hacimleri 1lug RNA iizerinden hesaplanarak SensiFAST
cDNA Synthesis Kit (meridian BIOSCIENCE ™) protokoliine uygun olarak cDNA
sentezi gergeklestirildi. Buzun iizerine PCR tiipleri alinarak, 4ul 5X TransAmp Buffer,

1ul Reverse Transcriptase, lug RNA her 6rnek igin ayr1 PCR tiiplerine eklendi. Total
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hacim 20 ul olacak sekilde geri kalan hacim DNase/RNase free su ile tamamlandi.
PCR tiiplerinin her biri pipetaj yapilarak nazikg¢e karistirildi. BIO RAD T100 Thermal
Cyler cihazina ornekler yerlestiridi ve reaksiyon kosullari; 25°C 10 dk (primer
baglanmasi), 42°C 15 dk (ters transkripsiyon), 85°C 5 dk (inaktivasyon), 4 °C (soguma)

olarak tanimlanda.

Sentezlenen c¢cDNA’lar ile ger¢ek zamanli PCR (Real Time-PCR, gPCR)
reaksiyonlart kuruldu. PCR 10 ul hacim i¢inde kurulmus olup; Sul 2x SYBER Green
Mix, 1ul Forward primer, 1ul Reverse primer, 1,5ul cDNA ve 1,5ul RNAse/DNAse
free dH20 olacak sekilde PCR reaksiyonu hazirlandi. Motor néron karakterizasyonu
icin NANOG, SOX-1, MNX-1, OLIG-2, CHAT genleri se¢ildi. Housekeeping gen
olarak GAPDH kullanild:.

Amplifikasyon kosulu: 95°C 5 dk pre-inkiibasyon; 95°C 5 sn, 58°C 20 sn, 72°C 20 sn
amplifikasyon (45 dongii); 95°C 5 sn, 65 °C 1 dk, 97°C dk +oo dk melting curve ve

sogutma. Delta Ct metodu ile analiz gergeklestirildi.

3.2.10. istatistiksel Analizler

RT-PCR deneylerindeki her gen ii¢ tekrarli olarak ve ayni kosullarda
calisilmistir. Karakterizasyonunda kullanilan verilerin istatistiksel analizleri igin 2-
yonlii ANOVA ve Sidak’s post-hoc testleri g¢oklu karsilastirma testi olarak
uygulanmistir. Anlamli farkliliklari i¢in *p<0,05 degeri kabul edilmistir. Tiim veriler
dikkate alindiginda gruplar aras1 fark ortalamatortalamanin standart hatasi
(mean+SEM) ile gosterilmektedir. Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism 9.0.1
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) programi kullanilmistir.



36

4. BULGULAR

Bu tez calismasinda kapsaminda ulasilan tiim sonuglar asagida verilmistir.
Biiyiitiillen uPKH’ler pasaj 27°den baslayarak yaklasik pasaj 32°ye kadar ilerletilmistir.
Her giin 151tk mikroskopu altinda incelenen hiicreler %80 yogunluga ulasinca

pasajlanmustir.
4.1. Puromisin Letal Dozunun Belirlenmesi

%80 yogunluga gelen uPKH’lerde puromisin seleksiyonu baglatilmistir.
0,5ug/ml, lug/ml, 3ug/ml, 5ug/ml, 7ug/ml, 10ug/ml artan puromisin dozlar
uygulanmis, kontrol grubuna puromisin verilmemistir ve 24, 48 ve 72 saat sonunda
dozlardaki uPKH hayatta kalimina 1s1tk mikroskopu altinda bakilmistir. 24 saatin
sonunda lug/ml, 3ug/ml, Sug/ml, 7ug/ml, 10ug/ml puromisin verilen uPKH’lerde
total hiicre oliimi gozlenirken, 0,5ug/ml dozunda yasayan uPKH’ler gozlenmistir
(Sekil 4.1.). 0,5ug/ml ve 1 ug/ml gruplarinda ise 48 saat sonunda 0,5ug/ml dozunda
hala yasayan uPKH kolonileri goriilirken 1lug/ml’de hayatta kalan uPKH
gozlenmemistir (Sekil 4.2. A ve B). lug/ml’de herhangi yasayan uPKH’si olma
olasiligina kars1 puromisinli E8 besiyeri normal ES8 ile degistirilerek kiiltiir 72 saate
kadar uzatilmistir. Fakat yine yasayan uPKH goriilememistir (Sekil 4.2. C). Bu

sebeple uPKH’ler i¢in minimum letal puromisin dozu lug/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Puromisin letal dozunun belirlenmesi. Puromisin dozlarina gére uPKH 24
saat hayatta kalim x4 biyiikligindeki 1sik mikroskop goriintiileri. A.0,5ug/ml
B.1ug/ml C.3ug/ml D.5ug/ml E.7ug/ml F.10ug/ml ve G. Kontrol.
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Sekil 4.2. Puromisin letal dozunun belirlenmesi 48-72 saat goriintiileri. A.0,5ug/ml 48
saat hayatta kalim B.1ug/ml 48 saat hayatta kalim C.1lug/ml 72 saat hayatta kalim x4
biiyiikliigiindeki 151k mikroskop goriintiileri.

4.2. Restriksiyon Enzim Kesimi

JPND proje ortagimiz Tel Aviv Universitesi Prof. Eran Pearlson grubundan
temin edilen hNIL plazmid dogrulamasi i¢in ECORI ve Notl restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir ve kesilen DNA parcalar1 agoroz jelde yiiriitiilmiistiir. Restriksiyon enzim
kesimlerinde olugacak DNA parca boyutlar1 SnapGene ile belirlenmistir. ECoRI
restriksiyon enzim kesimiyle olusmasi beklenen DNA parga boyutlar1 yaklasik
8076bp, 6555bp ve 1800bp’dir. Notl’in ise tek kesik olusturarak 16495bp’lik lineer
bir DNA pargasi olusturmasi beklenmektedir. Restriksiyon enzim kesimleri sonrasi
yiiriitiilen agaroz jel sonuglarina gore beklenilen boyutlar yaklagik olarak goriilmiistiir

(Sekil 4.3.). Boylelikle gelen plazmid dogrulugu kanitlanmistir.
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1 2 3 4 GeneRuler1kb Plus DNA Ladder
bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
Y/, 7000 20 4
5000 75 15
4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4

Sekil 4.3. hNIL plazmidinin restriksiyon enzim kesimleri jel elektroforez goriintiisii.
1. EcoRI restriksiyon enzim kesimine ait 80766bp, 6555bp, 1800bp boyutlu DNA
pargalari. 2. Notl restriksiyon enzim kesimine ait 16495bp boyutlu lineer DNA pargasi.
3. Kesime ugramamig 16495bp boyutlu hNIL plazmidi. 4. GeneRuler 1kb Plus DNA
Ladder.

4.3. uPKH’lerin Lipid-Aracih Transfeksiyonu ve Seleksiyonu

%80 yogunluga gelen uPKH’ler kaldirilarak 1x10° uPKH hiicre Lipofectamine
Stem kullanilarak hNIL ve transpozaz transfeksiyonu saglanmistir. Transfeksiyon
sonrast bir miktar 6liim gergeklesmistir. Transfeksiyonun basarisin1 gérmek icin 24
saat sonra uPKH’ler floresan mikroskopu altinda incelerek BFP sinyalinin varlig
tespit edilmistir. Stabil tansfeksiyonun saglandigini gérmek icin dort giin sonra
uPKH’ler tekrar floresan mikroskopu altinda incelenmis ve tekrar BFP sinyali tespit
edilmistir (Sekil 4.4.). BFP sinyaline bakilarak transfeksiyonun bagarisi kanitlanmaistir.
Transfeksiyon sonrasinda %80 yogunluga ulastirilan uPKH’lere lug/ml puromisin
secilimi uygulanmistir. Pozitif se¢ilim sonucunda hNIL plazmidinin stabil olarak

entegre oldugu uPKH’ler elde edilmistir.
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Sekil 4.4. uPKH stabil-transfeksiyon floresan mikroskopu goriintiileri. A. Isik
mikroskop goriintiisii, x4 boyutunda, B. BFP sinyal goriintiisii, x4 boyutunda.

4.4. uPKH’lerin Motor Norona Farkhlastirilmasi

hNIL plazmidin stabil transfekte oldugu UPKH’ler farklilagtirma igin alinarak
bir giin Matrigel ile kapl plakalara yapigsmasi saglanarak IM ile farklilastirma
baslatilmistir. Sekil 4.5.’te uPKH nin IM verilmeden 6nceki 151k mikroskop goriintiisii

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. uPKH’lerin 1.glin IM 6ncesi 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A. x4, B.
x10, C. x20.

Noral farklilagmanin ilk basamagindaki IM besiyerindeki N2 supplement
farklilasmanin baslamasinda ve noral sag kalimda etkilidir. Ayrica IM dox igerdigi
icin hNIL plazmidi uyarilarak NGN2, ISL1, LHX3 transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlar tetiklenmistir. Bu nedenle uPKH’lerin morfolojilerinde degisiklikler
goriilmistiir. 3.giinde uPKH mofolojisinde degisimler belirgin hale gelere hiicrelerin

uzantilar yaptig1 goriilmistiir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Motor noron farklilastirma 3. giin 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A.
x4, B. x10, C. x20.

3. giin sonunda hiicreler kaldirilarak PLO-Laminin kapli plakalara ekilmistir.
PLO-Laminin kaplamas1 noéron uzantilarinin daha iyi biiyiimesini saglamakta ve motor
noron sag kalimini arttirmaktadir. Bir giin dox igeren IM ile yapismasi beklenmistir

(Sekil 4.7.). Ertesi giin hiicrelere MM verilmistir.
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Sekil 4.7. Motor noron farklilastirma 4. giin 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A.
x4, B. x10, C. x20.

Hiicrelere bu asamadan sonra 1/3 oraninda her 2-3 giinde bir MM degisimi
yapilmistir ve her giin 1s1k mikroskopu altinda incelenmistir. MM besiyerinin
icerisinde N2 supplement icerigine ek olarak B27 supplemet eklenmistir. B27
supplement néronlarin uzun siireli sag kalimini artirmakta ve olgun motor ndronlarin
biliylimesini ve yiizeye tutunumunu arttirmaktadir. Hiicre uzantilarinin giinden giine
catallastigi gozlenmistir (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.). 6. giinde hiicreler arasi agsi
uzantilarin basladigr goriilmekte olup yavas yavas motor ndronlarin olusumunun

basladig1 da goriilmektedir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. Motor noron farklilagtirma 5. giin 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A.
x4, B. x10, C. x20.



45

Sekil 4.9. Motor noron farklilagtirma 6. giin 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A.
x10, B. x20, C. x40.

6. glinden sonra hiicreler aras1 ags1 yapinin arttig1 gézlenmistir. Ayni zamanda
hiicre 6liimlerinin de giderek arttigi gortilmiistiir (Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.). Ayrica
motor ndron gelisimi i¢in gerekli olan glia hiicrelerinin de 9. giine kadar giderek
sayilarini arttirdig1 gézlenmistir. Bu glia hiicreleri motor néronlara gore daha biiytik
sitoplazmali ve daha biiyiik c¢ekirdekli oldugu goriilmektedir. Hiicre Sliimlerinin
artmasi nedeniyle 9. giinde olugsan motor néronlar molekiiler karakterizasyonlar i¢in

kullanilmustir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.10. Motor noron farklilastirma 7. giin 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A.
x10, B. x20, C. x40.
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Sekil 4.11. Motor ndron farklilagtirma 9. giin 151k mikroskop goriintiileri. Boyutlar1 A.
x10, B. x20, C. x40. Oklar motor ndron haricinde olan hiicreleri gostermektedir.

Noronal farklilasma siirecinde hiicre popiilasyonun giderek azaldigi
goriilmektedir. Bunun sebebinin farklilagmayan hiicrelerin hayatta kalimini
desteklemeyen besiyeri icerigi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
farklilasan hiicrelerin hiicre sitoplazmasini giderek azalttig1 gériilmiistiir. Ayrica hiicre
popiilasyonunun sadece motor ndron hiicrelerinden olusmadig1 ayn1 zamanda motor
ndrona gore daha biiyiik sitoplazmali hiicrelerin de yer aldig1 heterojen bir popiilasyon
oldugu goriilmistiir. Bu heterojen hiicre popiilasyonu olgun motor néron, motor néron

onciilleri, noral projenitor hiicrelerin ve glia hiicrelerinden olustugu diistiniilmektedir.
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4.5. Motor Noron Karakterizasyonlari

9. giinde fikse edilen hiicreler immiin boyama i¢in néronal belirteglerle MNX1,
TUJ1, GFAP ile boyanmistir. Ayrica hiicre ¢ekirdegini boyayan DAPI antikoru
kullanilmustir. TUJ1 antikoru beta-tubulin I11 proteinini boyar. Noron-spesifik sinif 111
beta-tubulin olarak da bilinen tubulinin beta III izoformu, 6ncelikle noronlarda ifade
edilir ve noronlar1 diger hiicre tiplerinden ayirt etmek igin yaygin olarak kullanilan bir
belirtectir. Beta-tubulin III, noronal hiicre govdelerinde ve aksonlarda mikrotiibiil
olusumuna katkida bulunur ve aksonal tasima, noronal hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinda rol oynar. HLXB9 veya HB9 olarak da bilinen MNXZ1, spinal motor
noron spesifikasyonu sirasinda spesifik olarak ifade edilen korunmus bir homeobox
transkripsiyon faktoriidiir ve yaygin olarak kullanilan bir olgun motor ndron
belirtecidir. HLXB9 veya HB9 olarak da bilinen MNXI, spinal motor noéron
spesifikasyonu sirasinda spesifik olarak ifade edilen korunmus bir homeobox
transkripsiyon faktoriidiir ve yaygin olarak kullanilan bir spesifik motor ndron
belirtecidir. GFAP geni, olgun astrositlerin baglica ara filament proteinlerinden birini
kodlar. GFAP pozitif hiicreler, astrositlerin yani sira néron ve oligodendrosit
tiretebilen ¢ok islevli progenitor/ndral kok hiicrelerdir. GFAP boyamas: farklilagsma
siirecindeki heterojen hiicre grubunun tanimlanabilmesi i¢in kullanilmistir. Immiin
floresan boyama goriintiilerine bakildiginda TUJ1’in ndral hiicre govdesinde ve
aksonlarda aktive oldugu goriilmektedir. Olgun motor néron belirteci olan MNX1

boyanmasinin oldukga az oldugu goriilmustiir (Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.).
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Sekil 4.12. Motor noronlarin immiin floresan boyama goriintiileri. A ve C DAPI
boyamasi, B TUJ1 boyamasi, D MNX1 boyamasi ve E MNX1, TUJ1, DAPI kompozit
floresan goriintiisiinii gdstermektedir.
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Sekil 4.13. Motor néronlarin immiin floresan boyama goriintiileri. A ve C DAPI
boyamasi, B TUJ1 boyamasi, D MNX1 boyamast ve E MNX1,TUJ1,DAPI kompozit
floresan goriintiistinii gostermektedir.

Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.’te gortldiigii tizere TUJ1 ve MNX1 immiin floresan

boyamasinin motor ndron haricindeki hiicreleri de boyadigi goriilmektedir. Bunun
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sebebi noral projenitdr fazdan motor noron fazina gegis siirecinde kalan hiicrelerin

boyanmasi olabilir.

Sekil 4.14. Motor noron farklilagtirma deneyi biyolojik tekrarlarinin immiin floresan
boyama goriintiileri. Biyolojik tekrar 2 (A ve B) ve 3 (C ve D). DAPI (mavi), TUJ1
(kirmiz1), GFAP (yesil) boyamalari ve DAPI-GFAP ve DAPI-TUJ1 kompozit
goriintiileri gdsterilmistir.

Motor noron farklilasma deneylerinin ikinci ve ti¢iincii tekrarinda farklilagsma
deneyi matrigel plakalarda yapilmistir farklilasmanin 3. giiniinde gecilen PLO-
Laminin kaplamasi kullanilmamistir. Heterojen grubun fazlaligi dikkat ¢ekmektedir,
bunun nedeni PLO-Laminin kaplamasi yerine matrigel kaplamasinin kullanilmasi
olabilir. Heterojen grubu tanimlamak i¢in GFAP boyamasi ve motor noronlar

gostermek icin TUJ1 immiin floresan boyamasi yapilmistir (Sekil 4.14.). GFAP
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boyamasinin motor noronlar1 da boyadig1 goriilmiistiir. TUJ1 boyamasinin da motor
ndronlart, motor ndron uzantilarini ve heterojen gruptan bazi hiicreleri boyadigi

goriilmektedir.

Motor noronlarin immiin floresan karakterizasyonlarina ek olarak RT-PCR ile
motor néron gen; OLIG2, MNXI1 ve CHAT ve noral projenitér gen; SOX1 ve
pluripotens gen; NANOG ifadeleri incelenmistir. ilk deney seti; MNI
farklilagtirmanin 3. giiniinde PLO-Laminin kapli plakalara gecilmistir. ikinci deney
seti; MN2 ve iiciincii deney setlerinde; MN3 farklilastirma matrigel kapli plakalarda
stirdliriilmiistiir. Her deney seti farklilagtirmanin dokuzuncu giiniinde sonlandirilmis
ve deneyler ii¢ tekrarli sekilde ilerletilmistir, bunlarin iki seti RT-PCR’da
kullanilmistir. RT-PCR sonuglar1 Sekil 4.15. de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Motor noéronlarin gen ifade verileri. Motor néronlarin uUPKH kontrol
grubuna gore RT-PCR, SOX1, MNX1, OLIG2, CHAT ve NANOG gen ifade sonuglari
gosterilmistir. Motor néron farklilagtirma kapsamindaki deneylerin 3 biyolojik tekrar
orneginde gerceklestirilmistir. MN1: ilk deney seti, MN2: 2. deney seti, MN3: 3.
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deney setini kapsamaktadir. Farklilastirma deneyleri 9.glinliinde sonlandirilmistir.
*
p<0,05.

RT-PCR sonuglarma goére SOX1 ifadesi MN1 ve MN2 setinde anlamli bir
sekilde artmistir. SOX1 ifadesi uPKH’lerin néronal soya gegisinde etkilidir. Heterojen
popiilasyonda noéral projenitdr hiicrelerin olmasi sebebi ile SOX1 ifadesinin anlamli
artig1 olabilir. Olgun motor néron belirteci olan OLIG2, MNX1 ve CHAT ifadeleri her
li¢ sette de anlamli bir sekilde artmistir. NANOG PKH’lerde ifade olmaktadir bu
nedenle pluripotens belirtecidir. Her ti¢ sette beklenildigi gibi uPKH’lerde NANOG

ifadesi anlamli olarak artmustir.
4.6. UPKH Karakterizasyonu

Tez caligsmasi siiresince kullanilan uPKH’lerin (SEV-IPS) karakterizasyonlar1
PKH belirteci olan c-MYC, NANOG ve KLF-4 gen ifade diizeylerine RT-PCR ile tez
kapsami1 diginda bakilmistir. Gen ifade artiglar1 pozitif kontrol olarak kullanilan uPKH
(PK-IPS) ile normalize edilmistir (Sekil 4.16.). Bu sonuglara gére uPKH’lerin

pluripotent 6zellikte oldugu kanitlanarak bu tez kapsaminda kullanilmasi uygun

gOriilmiistiir.
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Sekil 4.16. uPKH karakterizasyonu gen ifade verileri.

Bu tez kapsaminda uPKH’lerin puliripotens 6zelliklerini hala koruduklarim
gostermek amaciyla immiin floresan boyama ile uPKH’ler tekrar karakterize
edilmistir. Karakterizasyonda PKH belirteci olan OCT4, SOX2, SSEA4 ve TRA-1-60
proteinlerine bakilmistir. Cekirdekte lokalize olan OCT4 ve SOX2, hiicre yiizey
reseptoriic olan SSEA4 ve TRA-1-60 uPKH immiin floresan boyamalarinda
goriilmektedir (Sekil 4.17.). DAPI ¢ekirdek immiin floresan boyamasi ile ortiisen
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OCT4, SOX2, SSEA4 ve TRA-1-60 immiin floresan boyamalar1 uPKH’lerin

puliripotens 6zelligini korudugunu gostermektedir.

Sekil 4.17. uPKH karakterizasyonu immiin floresan boyama goriintiileri. A. DAPI
(mavi), OCT4 (kirmizi1) ve kompozit goriintiisii. B. DAPI (mavi), SOX2 (yesil) ve
kompozit goriintiisii. C. DAPI (mavi), SSEA4 (yesil) ve kompozit goriintiisii. D. DAPI
(mavi), TRA-1-60 (kirmizi) ve kompozit goriintiisi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda insan saglikli uPKH’lerinden motor néron yapilmasi
amaclanmistir. Bu dogrultuda, uPKH’lere NGN2, ISL1, LHX3 noral transkripsiyon
faktorlerini iceren PB Kkaseti lipofactamine ile verilmis ve motor ndronlar

farklilastirmanin 9. giiniinde elde edilmistir.

UPKH farklilastirma protokollerinde, organoid sistemlerinde ve kimerik
modellemelerde devam eden gelismeler, bulasict hastaliklar, onkoloji ve doku dahil
olmak tizere gesitli disiplinlerde devrim yaratma potansiyeline sahiptir (127). EKH'ler
ve UPKH'lerde yapilan ilk ¢aligmalar ndrolojik bozukluklart modellemek i¢in noral
farklilasma metodolojilerini kullanmistir (76). Insan PKH'lerinden iiretilen 3D
serebral organoidlerin gelistirilmesi, bu temel noral farklilasma protokolleri tizerine
inga edilmistir. Bu protokollere ek olarak 70 giine kadar bir siispansiyon
biyoreaktoriinde biiyiimenin ardindan dgretici morfogenetik ipuclar1 saglamistir. Bu
organoidler belirli 6n beyin ve arka beyin bolgelerini ve olgunlasmamis retina ve
koroid pleksusun farklilasmasini bile iceren kortikal organizasyona sahip fonksiyonel
noronlar icermektedir (128, 129). Bu metodolojideki gelismeler, hipokampus ve
beyincik gibi beynin daha spesifik bolgelerinin belirlenmesine, fonksiyonel
fotoreseptorlerin ve astrositlerin iiretilmesine ve kortikal katlanmanin indiiklenmesine

yol agmustir (130-132).

Son zamanlarda, dogrudan yeniden programlama, pluripotent kok hiicrelerle
iliskili teratom risklerini barindirmayan, hiicre kaderini manipiile etmek i¢in umut
verici, hizli ve dogrudan bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yaklasimda, somatik
hiicreler transkripsiyon faktorlerinin veya mikroRNA'larin viral olarak eklenmesiyle
dogrudan ¢esitli fonksiyonel hiicre tiplerine doniistiiriilebilir (133). Dogrudan yeniden
programlama yaklasimi, hastalik modellemesinde kullanilmis ve rejeneratif tipta umut
verici uygulamalar sunmaktadir. Hiicre kaderinin in vivo olarak dogrudan yeniden
programlanma potansiyeli diisiiniildiigiinde terapdtik olarak in situ rejenerasyon igin
umut vadetmektedir (134, 135). Avantajlarinin yaninda, dogrudan yeniden
programlama ile elde edilen indiiklenmis hiicreler diisiik verimlilige sahiptir,
genellikle zayif proliferasyon gosterir, kapsamli islevsellikten yoksundur ve

programlama i¢in kullanilan viral vektorlerin genomik entegrasyonu, bu yaklagimin
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gelecekteki uygulamalarinin potansiyeli hakkinda endiselere yol agmaktadir (136).
Noron hiicre rejenerasyon yetenegi sinirlidir. Fonksiyonel insan kaynakli noronlar,
klasik noral faktorler BRN2, ASCL1 ve MYT]I ile fibroblastlardan (124) veya
periferik kan hiicrelerinden (137) elde edilebilir. Ayrica, normal ve ailesel Alzheimer
hastalig1 hastalarinin fibroblastlarindan kii¢iik molekiiller (VPA, CHIR99021, Repsox,
Forskolin, SP600625, GO6983, Y-27632) ile noronlar elde edilebilir (138). Ancak, bu
calismalarda spesifik noronal alt tipler net bir sekilde ayirt edilememistir (136).

Motor noronlardaki dejenerasyon ve diizenleme mekanizmalarindaki
bozukluklar ALS, PMA, spinal ve bulber muskiiler atrofi (SBMA) ve distoni gibi
cesitli hareket hastaliklarina yol agmaktadir (139). Giinlimiizde bu hastaliklar
iyilestirecek spesifik bir tedavi mevcut degildir. Bu hastaliklarin anlagilmasi ve uygun
tedavi yOntemlerinin gelistirilmesi icin uPKH’ler giizel bir alternatiftir. insan
uPKH’leri, konak¢inin genetik yapisin1 koruyarak siiresiz olarak muhafaza
edilebilmeleri nedeniyle temel arastirmalarin yani sira translasyonel ve klinik
aragtirmalarda da gii¢lii bir ara¢ haline gelmistir. Ayrica, uPKH’lerin genetik
manipiilasyonunu miimkiin kilan teknolojik gelismeler, hiicre replasman tedavisi i¢in
zengin bir repertuar haline gelmelerini saglamaktadir. Hiicreye 6zgii bilgi saglama
yetenekleri, genetik, epigenetik ve hiicre disi ortam arasindaki etkilesimi incelemeyi

bir olasilik haline getirmektedir (25).

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarin birinde, ¢esitli transkripsiyon faktorleri
kombinasyonlar1 lentiviral yolla uPKH’lere verilmistir ve bu ¢alismada da kullanilan
ti¢ faktoriin motor néron yapiminda yeterli oldugu gorilmiistiir (139). uPKH’lerden
motor noron farklilasmasinda transkripsiyon faktorleri genel olarak viral transfer
araclar1 ile verilmektedir fakat bu sistemlerin en biiylik sorunu immiin yanit
olugturmasidir (100). Ayrica insersiyonel onkogenez riski tagimaktadir (140). Bir
baska sorun ise viral transfer araclarinin kargo biiylikligi sinirhidir, biiylik genler
taginamamaktadir. Viral olmayan vektorler ise DNA genome entegre olmadigi icin
proliferasyon ile dilisyona ugramakta veya degrade olmaktadirlar (100). Transpoze
edilebilir elemanlar bu zorluklarin iistesinden gelmek i¢in uygun bir alternatiftir. Bu
calismada PB transpozonu kullanilmistir. Kullanilan PB tiglii kasedi ile transkripsiyon
faktorleri genomdaki giivenli bolgeye (safe-harbor loci) stabil olarak entegre olur. Dox
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ile indiiklenerek transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekspresyonuyla uPKH’lerin motor
norona farklilagmasi saglanmistir. Dox ile indiiklenebilir olmasi néronal gelisimde
aktive olan transkripsiyonel faktorlerin belli bir zaman araliginda eksprese olmasini

saglamaktadir.

UPKH'lerden motor ndron farklilastirmasi igin ¢esitli  yaklasimlar
bulunmaktadir. Biiylime faktorleri ve kimyasallar, transkripsiyon faktorleri gibi
bunlarin yaninda kii¢iik molekiiller néronal indiiksiyon ic¢in rutin olarak
kullanilmaktadir. Bu faktorler ya dogrudan genleri diizenler ya da norogenez ve
farklilasmada kritik rol oynayan sinyal yollarini hedef alir (139). Sik¢a kullanilan
kiigiik molekiilleri her uPKH’si ayni1 derecede almamasi sebebiyle karisik hiicre
popiilasyonuna yol a¢gmaktadir (93). Bu tezde uygulanan farklilasma metodunda
verilen PB iiclii kasedi stabil olarak genoma yerlestigi i¢in farklilagma her hiicrede
baslar. Ayrica, besi yeri agisindan sadece iki karisim kullanildigi i¢in diger yontemlere
gore uygulamasi daha kolay ve kontaminasyon riski diigiiktiir. Kiigiik molekiil bazli
caligmalara (yaklasik bir ay (91, 92)) gore ¢ok daha kisa siirmesi (yaklasik 7-14 giin)
¢ok biiyiik bir avantajdir. Bununla birlikte, uzun siiren kiltiir ortam1 maliyeti ve
kontaminasyon riskini arttirdig1 igin bu ¢alismada kullanilan metot bir kat daha 6nem

kazanmaktadir.

UPKH'den farklilastirilmis noronlar kullanilarak noérolojik hastaliklarin
modellenmesinde karsilagilan bir diger biiylik zorluk, 6zellikle uzun siireli kiiltiir i¢in
noronlarin daha iyi fizyolojik olarak nasil kiiltiirlenecegidir. Ekstraselliiler matriks
proteinleri ile kaplama gibi hiicre kiiltiirii plakalarmin kimyasal veya fiziksel
modifikasyonlarinin, in vivo hiicre davramisini daha iyi taklit etmek icin etkili bir
yontem oldugu gosterilmistir (141) Bazi caligmalarda, noroglial kokiiltiir belirli
hastaliklarin modellenmesi, noroglial etkilesimlerin arastirilmasi ve uzun siireli
sagkalim icin gereklidir (142-144). Farkli bir ¢alismada, uPKH'leri, noral projenitor
hiicreleri ve motor ndronlari matrigel kapl plakalar tizerinde kiiltiirlemislerdir. Uzun
stireli kiltiirler i¢in ise (2 hafta), UPKH motor néronlar tek katmanli astrositlerle kapli
kiiltir plakalarina ekilmistir (139). Fernandopulle ve ark.’larmin metot makalesinde
ise uPKH’lerin indiiksiyonu sirasinda matrigel kapli plakalara, uzun siireli kiiltiir i¢in

PLO-Laminin kapli plakalara noral projenitor hiicreler ve motor néronlarin idamesi
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saglanmustir (93). Bu ¢alismada ise ilk olarak uPKH idamesi ve indiiklenmis uPKH’ler
matrigel kapli plakalarda kiiltiirlenmis daha sonrasinda noral projenitdr hiicreler ve
motor ndronlar PLO-Laminin kapli plakalarda kiiltiir edilmistir. Fakat hiicre 6liimleri
7. glinden sonra artmistir. Bu nedenle deney 9. giine kadar ilerletilmistir. Bu hiicre
6liimlerinin sebebi PLO-Laminin kaplamasinin iyi yapilamamis olmasi olabilir ya da
motor néron uzantilari arttik¢a hiicrelerin kalkma egilimi artmaktadir ve hiicreler en
kiigiik manipiilasyona kars1 ¢ok hassas olmaktadir. Noranal hiicrelerin hassas olmasi
sebebi ile kaldirma islemlerinden etkilenmemesi i¢in matrigel kapl plakalarda deney
tekrarlar1 devam ettirilmistir. Sonug olarak uPKH’lerin noronal soya gecisleri diger
gruba gore daha az oldugu ve heterojen hiicre grubunun diger sete gére daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Qiuhao Qu ve ark.’larinin 2014 yilindaki ¢alismalarinda cesitli
kombinasyonlardaki ekstraselliiler matrikslerin motor néron hayatta kalimma ve
olgunlagmasindaki etkisine bakilmistir. Bu calismaya goére laminin kaplamasinin,
matrigel ve fibronektin kaplamalarina gore daha motor noron farklilasmasini
destekledigini ve matrigele gore laminin, Kkollajen I, kollajen 1V ve fibronektin
kaplamasinda %91 oranda motor néron olusumunun destekledigi ve hayatta kalimi bir
aya kadar uzattig1 gosterilmistir (145). Farklilagtirma siirecinde matrigel ile devam
edilen MN2 ve MN3 setindeki goriilen herterojen hiicre popiilasyonun fazla olusu bu

nedenle olabilir.

PLO-Laminin kaplamasi ile devam ettirilerek olusturulan motor noronlara
MNX1 ve TUJ1 antikorlari ile immiin floresan boyama yapilmistir. Norofilamant
belirteci olan TUJ1 ile giizel boyanirken olgun motor néron belirteci olan MNX1
boyamasi oldukca azdir. Fakat birka¢ hiicrede spesifik olarak goriilmustiir.
Fernandopulle ve ark.’larinin metot makalesinde olgun motor ndronlar i¢in yaklasik
14 giin kiiltiirin devam ettirilmesi gerektigi belirtilmistir (93). Dokuzuncu giinde
sonlandirilan deneydeki MNX1 yogunlugunun azligi bu nedenle olabilir. Matrigel
kaplamasi ile devam ettirilerek olusturulan motor néron immdiin boyamalar1 ise TUJ1
ve GFAP antikorlar1 ile immiin floresan boyamasi yapilmistir. TUJ1 boyamasi yine
iki tekrar setlerinde giizel boyanmistir. GFAP boyamasi heterojen grubu tanimlamak
icin yapiulmustir. GFAP pozitif hiicreler, astrositlerin yani sira nodronlar ve
oligodendrositler de iretebilen ¢ok islevli néral progenitér kok hiicrelerdir aym

zamanda motor noron hiicreleri de boyadigini goriilmiistiir.
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Ayrica motor néron hiicrelerinin karakterizasyonunda gen ifadelerine RT-PCR
ile bakilmigtir. Motor néron genleri; OLIG2, MNX1 ve CHAT ve noral projenitor
geni; SOX1 ve pluripotens geni; NANOG ifadeleri incelenmistir. uPKH’den motor
norona farklilagsma siiresince puliripotens gen ifadelerinin azalmasi ve motor néron
gen ifadelerinin artmasi gerekir. Her ii¢ deney setinde de NANOG pluripotens gen
ifadesi uPKH’lerde motor ndronlara gore anlamli bir sekilde artis gdstermistir. SOX1
ifadesi ii¢ deney setinde artmistir. Venere ve ark’larinin 2012 ¢aligmasinda, SOX1
ifadesi noral kok hiicrelerde tespit edilemezken sadece fare yetiskin hipokampiisiinde
yiiksek oranda ¢ogalan noronal progenitorlerinde tespit edilmistir (146). RT-PCR
sonuglarina gore SOX1 ifadesinin artmasinin nedeni uPKH’den néral soya gegiste
heterojen grupta noral projenitér hiicrelerin oldugunu gostermektedir. OLIG2 ve
MNXI1 gen ifadeleri her ii¢ sette de anlamli bir sekilde artmistir. CHAT olgun motor
néron hiicrelerinde ifade olmaktadir. Ug deney setinde de anlaml bir sekilde ifadesi
artmistir. PLO-Laminin ve matrigel kaplamasinin motor néron farklilasmasinda gen

ifade sonuglarina gore bir farklilik goriilmemistir.

Kok Hiicre Aragtirma ve Uygulama Merkez’inde yiiriitiilmekte olan bir projede
(JNPD, Yiiriitict: Prof. Dr. Duygu Ugkan Cetinkaya) yapilmasi planlanan, ALS ve
SMA hasta 6rneklerinden yapilacak farklilastirma deneyleri i¢in bu ¢alisma 6n veri
saglamig ve yontemler optimize edilmistir. Bu projenin 6nemi high-troughput
yontemlerle ALS ve SMA motor noron hiicreleri ve kas hiicreleri Chip platformu
tizerine yerlestirilerek ilag taramasi yapilacaktir. Bdylelikle bu hastaliklarin

anlasilmasi ve yeni tedavi yontemleri gelistirilmesinde 6nemli bir adim saglanacaktir.
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6. SONUC

uPKH’ler uygun ortamda c¢ogaltilmis, pasajlanmis, dondurulmus, tekrar
acilmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir.

uPKH’lere mikoplazma testleri yapilarak mikoplazma negatif olduklari
kanitlanmustir.

En uygun puromisin degerini bulmak i¢in sitotoksiSite deneyi yapilmis ve
puromisinin artan degerlerine gére uPKH’lerinin hayatta kalimina bakilmustir.
En uygun letal puromisin dozu 1ug/ml olarak bulunmustur.

JPND proje ortagimiz Tel Aviv Universitesi Prof. Eran Pearlson grubundan
temin edilen hNIL plasmid dogrulamasi i¢in restriksiyon enzimlerle kesilerek,
kesilen pargalarin jel elektroforezinde boyutu tayin edilmistir.

uPKH’lere NGN2, ISL1, LHX3 i¢li PB kasedi lipofactamine stem ile
verilerek stabil transfekte olan hiicreler puromisin verilerek secilmistir.
Segilen hNIL plasmidini almis uPKH’lere 3 giin boyunca doksisiklin i¢eren
indiiksiyon besiyeri ile muamele ederek transkripsiyon faktorlerinin asiri
ekspresyonu saglanmistir.

Doksisiklin ile uyarilan hiicreler sonrasinda motor devamliligini saglayan besi
ortamma almarak 7. giinden sonra motor ndronlar elde edilmistir.
Farklilastirma deneyleri 9. giinde sonlandirilmistir.

Elde edilen hiicreler TUJ1, MNX1, GFAP ve DAPI antikorlar ile immiin
boyama yapilarak iiretilen motor néronlar karakterize edilmistir

Immiin floresan boyama karakterizasyonuna ek olarak RT-PCR ile pluripotens
geni; NANOG, noral projenitér geni; SOX1 ve motor néron genleri; MNX1,
OLIG2 ve CHAT gen ifadelerine bakilmstir.
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