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cDNA
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FITC
FSS
GFP

GPI
GVHH

HDR

SIMGE VE KISALTMA LISTESI

: Adeno ile iliskili viriis

: Allojenik mezenkimal kok hiicre
: American Type Cell Collection

: Kemik morfogenetik proteini 2

: CRISPR ile iliskili protein 9

: Cluster of differentiation

: Endoglin, SH2, TGFb-RIII

: CD44 molekiilii (Hint kan grubu)
: Lenfosit ortak antijeni

: Thy-1

: Komplementer DNA

: Sitomegaloviriis

: Karbondioksit

: Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar
: Diethylaminoethyl

: Dimetilstilfoksit

: Deoksiriboniikleik asit

: Cift iplik kirigt

: Translasyon uzama faktorii 1 a
: Embriyonik kok hiicre

: Floresan aktive hiicre siraliyici
- Floresan izotiyosiyanat

: Fetal sigir serumu

- Yesil floresan protein

: Glikosilfosfatidilinositol

: Graft versus host hastaligi

: Homolojiye yonelimli onarim
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ICAM1
EIHK
UPKH
ISCT
k/o

LB
LDHA
LV
MegN
MHC
MKH
MOl
Nes
NHEJ
ole
Oct-4
Oto-MKH
p

PAM
PBS

PEI

pH
POUSF1
PPARY
PZT
gqRT-PZR
RFP
RNA
rpm
RUNX?2

- Hiicreler aras1 yapigma molekiilii 1

: Embriyo i¢ hiicre kitlesi

: Uyarilmus pluripotent kok hiicre

- Uluslararasi hiicresel tedavi dernegi

- Nakavt

: Lizojen broth

- Laktat dehidrojenaz A

: Lentiviriis
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OZET

Ekici, ES. (2021). CRISPR-Cas9 gen diizenleme ile genetigi degistirilmis mezenkimal
kok hiicrelerinin iiretimi ve Karakterizasyonu. Istinye Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Kok Hiicre ve Doku Miihendisligi. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul, TURKIYE

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) boéliinerek kendini yenileme ve daha ozellesmis
hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip multipotent hiicrelerdir. Wharton Jolesi (WJ)
MKH bakimindan zengin jolemsi bir bag dokusu icerdiginden WJ-MKH’ler rejeneratif
tip ve hiicresel tedavide en ¢ok kullanilan kok hiicre tiirlerinden biridir. Ancak gen
terapisi ile hastaliklarin tedavisinde MKH kullanimi sinirlidir. Bunun nedeni, genetigi
degistirilmis MKH’larin yapiminin zorlugundan kaynaklanmaktadir. Bu tez calismasi
kapsaminda; MKH tedavilerini bu alanda daha da iyilestirmek i¢in CRISPR-Cas9
teknigi ile birden fazla kere genetigi degistirilmis MKH’lerin olusturulmasi ve bu
hiicrelerin gen ifade seviyelerinin kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PZR) ile karsilastirilmas: ve validasyonu amaglanmigtir. Bu yonteme ornek
olarak, ilk asamada yesil floresan proteinini (GFP) overekprese eden viral vektor
transdiiksiyonu ile GFP gen ifadesi saglanan MKH’lerde, daha sonra ikinci bir
lentiviriis transdiiksiyonu ile GFP gen ifadesi nakavt edilmistir. Floresan mikroskobu ile
hiicrelerin gergek zamanl takibi ve goriintiilenmesi ile hiicreler valide edilerek,
MKH’lerde iki farkli transdiiksiyon ile genetik modifikasyon tasiyan saglikli hiicre
hatlar1  oOlusturulmustur. Bu  hiicre  hatlarimin  k6k  hiicre  markerlerinin
karakterizasyonunda yabanil tip MKH ile iki kez transdiiksiyon yapilmis MKH’lerin
ekspresyon seviyelerinde anlamli bir fark goriilmemistir. Bu ¢alismanin sonucunda
gelistirdigimiz ve sundugumuz optimizasyonlar ve yontemler sayesinde ileride gen

terapi alaninda MKH’lerin kullanimina olanak saglanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hucre, Gen dizenleme, CRISPR-CAS9, Gen
Terapi

Bu calisma, Istinye Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

EKIiCi, ES. (2021). Generation and characterization of genetically modified
mesenchymal stem cells by CRISPR-Cas9 gene editing. Istinye University, Institute of
Health Sciences, Stem Cell and Tissue Engineering. Master Thesis. Istanbul, Turkey

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells that have the ability to divide and
proliferate into specialized cell types. Wharton's Jelly (WJ) contains a connective tissue
that rich in MSCs. Although WJ-MSCs are one of the most widely used stem cell types
in regenerative medicine and cellular therapy, their use in the treatment of diseases in
gene therapy applications is limited. This is due to the difficulty of generating and
producing genetically modified MSCs. Within the scope of this thesis; we aimed to
create MSCs that harbor multiple genetic manipulations using CRISPR-Cas9 and other
gene expression methods and compared and validated their stem cell marker gene
expression levels using quantitative real-time polymerase chain reaction (qQRT-PCR). At
proof-of-concept, we first overexpressed green fluorescent protein (GFP) using
lentiviral vector transduction to induce GFP gene expression and then knocked-out GFP
protein expression using CRISPR-CAS9 lentiviral transduction against GFP gene. We
measured stem cell specific gene expression markers in these cell lines using real-time
pcr and performed further validation via imaging of the cells with fluorescence
microscopy. We found no significant difference in stem cell marker expression or the
health of cells between wild-type MSCs and genetically modified MSCs even after dual
transduction. We hope that in the future, the optimizations and methods we have
developed and presented here will enable further studies and use of genetically
enhanced MSCs, especially in gene therapy applications

Key Words: Mesenchymal stem cell, Gene editing, CRISPR-CAS9, Gene therapy

This work was supported by Istinye University Scientific Research Projects Unit.
Project No. 2020/B15
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GIRIS

Rejeneratif tipta kullanilan kok hiicrelerin bir ¢ok tiirii ve kaynagi bulunmakla
birlikte uygun hiicre tipinin segilmesi olumlu Klinik etkiler i¢in 6énemlidir. MKH’ler
yiikksek cogalma kapasitesi, kendini yenileme ozellikleri, giiglii immiinsupresif ve

rejenaratif etkileri nedeniyle hiicresel terapi kaynagi olarak tercih edilmektedir.

Insan gobek kordonu, fetiise besin yoniinden zengin, oksijenli kan tasiyan bir
ven ve kani uzaklastiran iki arter igerir. Ayn1 zamanda kan damarlarini gevreleyen ve
koruyan jelatinli bir bag doku olan Wharton Jolesi (WJ)’ne sahiptir. WJ kaynakli
MKH’lerin ii¢ germ katmanina farklilasma yetenekleri, immiinmodiilasyon ozellikleri,
Klinikte agrisiz toplama prosediirleri, etik problem olusturmamalari, doku onarimini
tesvik etmeleri gibi o6zellikleri nedeniyle rejeneratif tipta kullanimi 6ne g¢ikmaktadir
(Kara6z ve ark., 2017; Taghizadeh ve ark., 2011).

MKH’lerin klinik uygulamalarinda saglikli dondrlerden elde edilen allojenik
MKH’ler (allo MKH) laboratuvar ortamlarinda izole edilerek hastalara
nakledilmektedir. Bu hiicreler viicuda girdikten sonra hasarli dokulara gog¢ ederek
salgiladiklar sitokinler ve hormonlar ile hasarli dokunun onarimini tetikler. Bu nedenle
allo MKH’ler kok hiicre temelli aragtirmalari ve birgok hastaligin rejeneratif tedavisinde
kullanilmaktadir (Elahi ve ark., 2020; Karaoz ve ark., 2019).

Gelecegin  kok hiicre tedavilerinde genetik manipiilasyonlara ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak bu yontemlerin gelismesi ile hedeflenebilir, kontrol edilebilir ve
rejeneratif kapasitesi arttirilmis kok hiicrelerin olusturulmasi saglanabilir. Fakat genetik
manipiilasyonu son derece zor olan bu hiicrelerde bunun saglanmasi i¢in yeni teknik ve

yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Kok hiicrelerde gen manipiilasyonu, genetigi degistirilmis organizmalarin
tiretilmesi, gelisim galigmalar1 ve hastalik modellemesi i¢in 6zellikle ilgi ¢ekicidir (K.
Y. Chen & Knoepfler, 2016). Son yirmi yilda, genlerin diizenlenmesine veya
transkripsiyon sonrast modifikasyonlar yoluyla gen ifadelerinin degistirmesine olanak
saglayan c¢ok sayida molekiiler teknik kullanimistir. Bunlarin arasinda, CRISPR
teknolojisi basitligi, 6zgiinliigli ve terapdtik yaklagimlarda kullanimi nedeniyle tibbin

farkli alanlarinda giderek daha o6nemli hale gelmistir. CRISPR-Cas9 aracili gen
1



diizenlemede kullanilan lentiviral vektorler, genetik kargoyu hedef hiicrenin
kromozumuna entegre etme yetenegine sahip dagitim araglaridir (Khan, 2019). Bu
yontem ile gen ifadesinin susturulmasi (nakavt), arttirilmasi (overekspresyon) veya
modiile edilmesi miimkiindiir ve bu ¢alismada MKH’lerin genetik manipiilasyonu i¢in
tercih edilmistir. Calismamizda, yesil floresan protein (GFP) genini overeksprese (GFP
o/e) ya da nakavt (GFP k/0) edecek iki ayr1 CRISPR vektorii tasarlanarak klonlanmis ve
bu vektorler kullanilarak MKH’lerde GFP geninin genetik manipiilasyonuna izin
verecek lentiviriisler ve kontrol virtsleri tiretilmistir. Daha sonraki asamada, bu viriisler
ile yabanil tip WJ-MKH’lerde viral transdiiksiyon yontemi kullanilarak GFP o/e ve GFP
k/o hiicre hatlart olusturulmustur. GFP deneylerin takibini kolaylastiran floresan bazl
bir Dbelirtegtir ve hiicreler floresan mikroskopi, optik goriintileme ve akim
sitometrisinde dogrudan incelenebilir ve bu nedenle tercih edilmistir (Z. Yang ve ark.,
2014).

Gelecegin yenileyici tip calismalarinda kullanilacak MKH’lerin birden fazla
genetik manipiilasyon igerecegi 6n goriilmektedir. Bu yiizden, ¢alismamizda ilk viral
transdiiksiyon sonrasi elde edilen WJ-MKH-+GFP o/e hiicrelerine, GFP k/o vektor bazli
lentivirtsler ile ikinci kez transdiiksiyon yapilmis ve antibiyotik segilimi sonrasi birden
fazla genetik manipiilasyon iceren MKH’ler elde edilmistir. Daha sonra olusturulan
hiicre hatlarlarindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirilerek, kok hiicre
belirteclerinin karakterizasyonu gPZR yontemi ile dogrulanmistir. Kok hiicrelerin
genetik modifikasyonlar sonrasi klinikte uygulanabilmesi icin bu karakterizasyon
standartlarma uymasi 6nemlidir. Yapilan qPZR analizlerinde, genetigi degistirilen
MKH’lerin yabanil tip MKH’lerle karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemis ve yaptigimiz genetik modifikasyonlara ragmen hiicrelerin

kok hiicre 6zelliklerini kaybetmedikleri sonucuna varilmstir.

Bu tez calismasinda; standart kok hiicrelerden farkli olarak, genetigi
degistirilmis kok hiicrelerin gelistirilmesi amaglanmistir. Gen diizenleme ve kok
hiicreleri bir araya getiren disiplinlerarasi bu yaklasim, ileride rejeneratif tip ve gen

terapi alanlarinda 6nemli bir avantaj saglayacaktir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Kok Hiicreler
Farkhlagsma potansiyellerine gore kok hiicreler:

Kok hiicreler, kendi kendini yenileme yetenegine sahip, bircok farkli hiicre
tipine farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir. (Kolios & Moodley, 2013). En
yiiksek farklilasma kapasitesine sahip olan totipotent hiicreler, tiim organizma
hiicrelerini  olusturan ii¢ germ tabakasina (endoderm, mezoderm, ektoderm) ve
plesantaya dontisebilen kok hiicrelerdir (Rossant, 2001). Spermin yumurtay1
déllemesinden sonra olusan zigot totipotent bir hiicredir. Totipotent durum, zigottan

erken embriyonik blastomer evresine kadar korunur.

Plesanta olustuktan yaklasik dort giin sonra blastosistin i¢ hiicre Kkiitlesi
pluripotent hale gelir ve eriskin viicudundaki tiim hiicre tiplerine farklilagabilme
Ozelligine sahiptir. Embriyonik kok hiicreler (EKH) ve uyarilmis pluripotent kok
hiicreler (Induced pluripotent stem cell, UPKH) pluripotent hiicre kaynaklaridir. ilk kez
Yamanaka ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada transkripsiyon faktorleri; Oct3/4,
Sox2, KlIf4 ve c-Myc’i kullanarak retroviriis aracili transfeksiyonu ile IPSC hiicre
hatlar1 olusturmustur. UPKH hiicreleri morfoloji, cogalma, gen ekspresyonu, telomeraz

aktivitesi a¢isindan insan EKH ile benzerdir (Takahashi ve ark., 2007).

Multipotent kok hiicreler, pluripotent kok hiicreler kadar farklilasma kapasiteleri
olmayan farkli hiicre soylarma doniisebilen hiicrelerdir. Hematopoietik kok hiicrelerin
kan hiicrelerine doniisebilmesi buna 6rnek gosterilebilir. Oligopotent kok hiicreler ise
sadece sinirlt ve birbirine yakin hiicre tiplerine doniisme kapasitesi olan hiicrelerdir.
Unipotent kok hiicre, tek bir hiicre tipine farklilasma kapasiteleri olan hiicrelerdir ve
doku tamirinde de rol oynarlar (Kolios & Moodley, 2013)(Zakrzewski ve ark., 2019).
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Sekil 1.1: Kok hiicrelerin gelisim siiresince gegirdigi farklilasma potansiyellerini
gostermektedir.



Elde edildikleri kaynaklara gore kok hiicreler:

Kok hiicreler embriyonik ve embriyonik olmayan hiicreler olarak iki gruba
ayrilir. EKH’ler blastokistlerin i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilir ve {i¢ germ tabakasinin
timiine farklilasabilen pluripotent hiicrelerdir (Rossant, 2001). Yapilan ¢alismalarda
teratoma olusumu ve etik problemler nedeniyle yetiskin kok hiicrelere gore dezavantajli

oldugundan klinikte EKH kullanimini kisitlamistir (Volarevic ve ark., 2018).

Embriyonik olmayan yetiskin kok hiicreler grubunda ise yetiskin viicudunda
beyin, kemik iligi gibi dokulardaki heniiz farklilasmamis , yetiskin veya MKH’lar
bulunur. Bu hiicrelerin organizmadaki islevi hiicrelerin rejenerasyonunu, biiylimesini,
yenilemesini ve tamirini saglamaktir. Ancak yetiskin kok hiicrelerin farklilagsma
yetenekleri ve boliinebilme potansiyelleri smirlidir. Kan, adipoz doku, kemik iligi,
amniyon sivisi, kas doku, plesenta, deri, dis pulpas: ve gobek kordonu yetiskin kok
hiicre kaynagi olarak kullanilabilir. Bu hiicreler koken aldiklari dokularin hiicrelerine ya
da bulunduklar1 bolgede yeterli ve uygun miktarda uyarici farktor var ise ektodermal,

endodermal, mezodermal soylara farklilasabilirler (Wegmeyer ve ark., 2013).

1.2. Mezenkimal Kék Hiicre

MKH?’ler in vivo ve in vitro uygun kosullarda farkli mezodermal hiicre tiplerine
(osteosit, kondrosit, adiposit, kas hiicresi vb.) farklilasabilen ve yiiksek cogalma
kapasitesine sahip multipotent eriskin stromal hiicrelerdir. Kemik iligi {izerinde
1960’larda yapilan ¢alismalarda fibroblast benzeri morfolojideki bu hiicreler ilk olarak
"stromal kok hiicreler" olarak adlandirilmistir (Friedenstein ve ark., 1966; Owen &
Friedenstein, 2007). Caplan ve arkadaglari 1991 yilinda kendini yenileyebilen bu
hiicrelere "mezenkimal kok hiicreler" adin1 vermistir (Caplan, 1991). 2000°li yillarin
basinda ise "mezenkimal stromal hiicreler" de kullanilmaya baslanmistir (Ugurlu &

Karaoz, 2020).

MKH’lerin popiilasyona ve izole edilen kaynaga gore karakterizasyon
yontemlerindeki farkli yaklasimlar1 engellemek icin Uluslararast Hiicresel Terapi

Dernegi (ISCT) 2006 yilinda minimum ti¢ ana Kriter belirlemistir:



I MKH hiicre kiiltiirii kosullarinda kiiltiir kabina yapismalidir (adherent).

I CD105, CD73 ve CD90 genlerinin ekspresyonlarini ifade etmeli, CD45,
D14, CD19, CD34, CD45 ve CD79a’y1 ise ifade etmemelidir.

Il Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hiicre soylarina farklilasabilmelidir
(Dominici ve ark., 2006).

MKH?’ler; kemik iligi, Wharton jolesi, periferik kan, gébek kordonu, yag doku,
adet kami gibi bircok baska kaynaktan elde edilebilir. Wharton jolesi gobek
kordonununda amniyotik epitel ile gobek damarlar1 arasinda yer alan ve iki arter bir ven
ile ¢evrili miikoz bag yapisinda bir dokudur. Wharton jélesi, burada bulunan damarlarin
biikiilmesinin baskilanmasi ile fetiisiin beslenmesini ve oksijen aligverigini saglar.

(Ranjbaran ve ark., 2017).
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Sekil 1.2: Kok hiicre kaynagi olan Wharton Jolesi dahil insan gobek kordonu diyagrami,
(Cryocord, 2021)



MKH’ler buna ek olarak bulunduklart dokularda sitokinleri serbest birakarak
inflamasyonu smirlandirmak, biiytime faktorlerini ifade ederek iyilesmeye yardimci
olmak, immiino-modiilatér  proteinler salgilayarak konak¢t immiin  yanitlarini

degistirmek, endojen onarim hiicrelerinden gelen tepkilerin arttirilmas: rol oynar.

(Phinney & Pittenger, 2017).

1.2.1. Rejeneratif Tipta Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH’ler otoimmiin, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Ullah ve ark., 2015). Bu hiicrelerin tedavi edici
potansiyeli, hiicre soylarina farklilasma kapasiteleri, hiicrelerin hayatta kalmasi ve
proliferasyonu igin salgiladiklar1 faktorler, bagisiklik sistemine etkileri ve ‘“hedef
arama” mekanizmalar1 6zelliklerinden kaynaklanir (Squillaro ve ark., 2016). MKH’lerin
hedef arama mekanizmasi, hasarli dokudan gelen sinyal molekiilleri ve MKH

reseptorlerinin dogru kombinasyonu sonucu hasarli dokuya ulagsmasi ile gerceklesir.

MKH’lerin farklilasma potansiyelleri, doku onarimim tesvik etmeleri ve
immiinsiipresyon gibi biyolojik fonksiyonlari rejeneratif tip icin ideal bir ¢oziim gibi
goriinse de, bu konuda hala asilmasi gereken birgok engel ve dezavantaj vardir.
Hiicresel bazli tedavilerde kullanilan MKH’ler otolog; hastanin kendisinden alinip
tiretilen ve hastaya geri verilmesi ya da allojenik; saglikli bir dondrden alinarak hastaya
nakil edilmesi seklinde olur (Galipeau & Sensébé, 2018). Otolog MKH’lerin (oto-
MKH) kullaniminda hastadan yeterince hiicre elde edilememesi, yasli dondrlerden izole
edilen hiicrelerin ¢ogalma, farklilasma, rejenerasyon kapasitelerinin azalmis olmasi,
sistemik hastalig1 olan donérlerden elde edilen hiicrelerin aktivitesinin diisiikligii ve
otolog MKH’lerin iiretiminin uzun zaman almasi baslica kisitlamalar arasindadir

(Turinetto ve ark., 2016).

Allojenik MKH’ler (allo-MKH) zaman, maliyet ve hiicre kalitesi agisindan oto-
MKH’lere alternatiftir. Bazi ¢alismalar, allo-MKH’lerin terapétik etkileri hakkinda
farkli sonuglar elde etse de, allo-MKH’ler, immiinosupresif ve doku onarim terapisinde
hala umut verici bir segenektir (Zhang ve ark., 2015). Ozellikle allo-MKH’lerin,
preklinik ve klinik caligmalarda allojenik kemik iligi nakillerinden sonraki en biiyiik
sorun olan Graft Versus Host (GVHH) hastaligin1 hafifletebilecegi bilinmektedir
(Bozkurt ve ark., 2019).



MKH’ler ile ilgili clinicaltirals.gov verilerine gore diinya genelinde sonuglanmis
bir ¢ok Kklinik deneme mevcuttur. COVID-19, sinir sistemi hasarlari, solunum sistemi,
kardiyovaskiiler, otoimmiin, kas-iskelet sistemi gibi bir ¢ok hastaligin tedavisinde

kullanilmistir (Irmak ve ark., 2020; Karagoz ve ark., 2016).

MKH’ler sistemik ve topikal olmak tizere iki sekilde uygulanabilir. Uygulama
yollart, MKH’lerin hastanin viicuduna girdikten sonra ilk karsilastiklart mikro ortamlari
belirler ve hiicrelerin farklilasmalarini, immiinojenitelerini ve hayatta kalmalarini
etkiler. Uygulama yontemine bagli olarak hiicre ve hasta arasindaki mekanizma net
olmamakla birlikte, hastalik modellerine uygun uygulama yollar1 arastiriimaktadir
(Nemeth, 2014).

1.3. Mezenkimal Kok Hiicre Belirtegleri

1.3.1. Yiizey Belirtecleri

LDHA: Hiicre yasami igin gerekli, biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunan ve bir
cok dokuda kararli sekilde eksprese edilen referans genlerdendir ve gPZR yonteminde
mRNA ekspresyonlarinin normalizasyonu i¢in kullanilir (Ragni ve ark., 2013). Laktat
dehidrogenaz (LDHA), hemen hemen tiim viicut dokularinda bulunan anaerobik
metabolik yolun 6nemli bir enzimidir. LDHA ayrica normal bir metabolik siire¢ olan
doku dongiisiiniin spesifik olmayan bir belirtecidir. LDHA, NADH kullanarak piruvatin
laktata geri doniislimlii doniislimiinii katalize eden H transfer (oksidorediiktaz)
enzimlerinden biridir. Temel olarak enzim, oksijen olmadiginda veya sinirli miktarda

oldugunda glikozun anaerobik metabolizmasinda yer alir (Farhana & Lappin, 2021).
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Sekil 1.3: LDHA geninin genomik lokasyonu



CD44: Hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre yapismasi ve hiicre go¢iinii etkileyen
hiicre yiizey glikoproteinidir. iltihaplanma, anjiyogenez, kemik metabolizmas: ve yara
iyilesmesi dahil olmak iizere gé¢ eden hiicreleri igeren gesitli biyolojik siireglerle
iligkili, yaygin olarak eksprese edilen bir yapigsma reseptoriidiir Temel ligandi olan
hyaliironik asiti (HA) yiiksek miktarda igerir ve bu sayede gébek kordonuna en yiiksek

HA igeren doku olma 6zelligini kazandirir.
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Sekil 1.4: CD44 geninin genomik lokasyonu

CD106 (Vcaml): Hiicre yapigsmasi ve hiicre-hiicre etkilesimlerinde rol alan bir
yapisma molekilidiir. Tip 1 membran proteini olan CD106, lokosit-endotel hiicre
yapismasina ve sinyal transdiiksiyonuna aracilik ederek MKH immiinosupresyon
etkilerinde kritik rol oynar. Ayrica CD106, kardiyak mikrovaskiiler endotelyuma
yapisma yoluyla MKH’lerin kalbe yonlendirilmesini diizenler ve bdylece kardiyak

yaralanma onarimina yardimci olur. (Z. X. Yang ve ark., 2013).
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Sekil 1.5: CD106 geninin genomik lokasyonu



CD54 (lcaml): Hiicre-hiicre etkilesimlerinin stabilize edilmesinde 6nem tasir.
Endotelyal hiicrelerde ve bagisiklik sisteminin hiicrelerinde eksprese edilen bir hiicre
yiizeyi glikoproteinini  kodlar. MKH aracili  immiinosupresyonda adezyon
molekiillerinin kritik bir roli vardir (T. Chen ve ark., 2021). CD106 ve CD54’{in fazla
ekspresyonu MKH’lerin immiinosupresyon kapasitesini arttirdigi bilinmektedir. CD106
ve CD54’tin aracilik ettigi hiicre-hiicre yapismasi, T hiicresi aktivasyonu ve
iltihaplanma bolgesine 16kosit alimi saglarlar ve bu nedenle etkili bagisiklik tepkilerinin

uyarilmasinda énemlidirler (Z. X. Yang ve ark., 2013).
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Sekil 1.6: CD54 geninin genomik lokasyonu

CD90 (Thyl): CD90, osteoprogenitor hiicrelerle baglantili bir 25-37 kDa
glikosilfosfatidilinositol (GPI) bagli zar proteinidir. Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimlerine katilirlar. MKH karakterizasyonu igin pozitif bir belirte¢ olarak yaygin
olarak kullanilir. Cok sayida hiicre tipinde ancak oOzellikle sinir ve bagisiklik

hiicrelerinde hiicre yapismasi ve hiicre iletisiminde rol oynar (Wiesmann ve ark., 2006).
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Sekil 1.7: CD90 geninin genomik lokasyonu
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HLA-DR: HLA sistemi, bircok hayvanda bulunan biiyilk doku uyumluluk
kompleksinin (MHC) insan versiyonu olarak da bilinir. Immiin tammada yabanci
antijenlerle viicudun kendi antijenlerinden ayirt etme gorevi T hiicre aracili immiin yanitinin
yoniinii  belirleyen antijen sunucu hiicrelerin yilizeyinde bulunan bu molekiillere
diismektedir. MHC | (HLA- A, B, C) molekiillerinin goérevi viriisler, intrasitoplazmik
antijenleri CD8+ sitotoksik T hiicrelerine sunmaktir. MHC 1l molekiilleri ise endositozla
alman bakterileri CD4+ yardimci T hiicrelerine sunarlar. MKH’ler MHC smf 1

molekiillerini diisiik seviyede ifade ederler, MHC sinif 11 mollekiillerini ifade etmezler.
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Sekil 1.8: HLA-DR geninin genomik lokasyonu

1.3.2. Pluripotensi Genleri

Oct-4 (POUSF1): Insanda 6. kromozomda yer olan Oct-4 geni, DNA’da
bulunan ATGCAAT dizisine baglanarak diger genlerin ekspresyonunu diizenler. Bu
diizenleme ile birlikte erken embriyolarda pluripotensinin ve kok hiicrelerin kendi
kendini yenileme siireclerinde rol oynar. Embriyo i¢ hiicre kitlesi (ETHK) olusumu igin
gerekli olan Oct-4, oogenez ve preimplantasyon gelisimi boyunca eksprese edilir,
blastosist asamasinda EIHK ile smirlt hale gelir. Daha sonra gelisen germ hiicreleriyle
smirli  kalmadan ©nce erken epiblast boyunca eksprese edilir. Bu nedenle,
pluripotentlige sahip hiicrelerin diizenlenmesini ve hedeflerini anlamak igin Kilit bir
belirtegdir (Musiat-Wysocka ve ark., 2019).
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Sekil 1.9: Oct-4 geninin genomik lokasyonu
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Sox-2: SoxB1 transkripsiyon faktorii ailesinin bir iiyesi olan Sox2, pluripotent
kok hiicrelerde onemli bir transkripsiyonel diizenleyicidir. Sox2 gelismekte olan bir
embriyonun i¢ hiicre kiitlesinin pluripotent hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir .
Oct4 ve Nanog geni ile birlikte embriyonik kok hiicrelerde gen ekspresyonunu kontrol
ederek pluripotensinin korunmasinda rol oynamaktadir (Takahashi ve ark., 2007). Sox2
ekspresyonunun diizensizligi ¢ok sayida kanser tiirii ile iliskilidir. SOX2'nin ¢ogalma,
gbc etme, istila etme ve metastaz yapma kapasitesi gibi kanser hiicresi ozelliklerini

olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (Novak ve ark., 2020).
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Sekil 1.10: Sox-2 geninin genomik lokasyonu

Zfp42 (Rexl): Farklilasmamis kok hiicrelerde bulunur ve bu gen tarafindan
kodlanan 310 aminoasit uzunlugundaki Rex1 proteini bilinen bir pluripotensi
belirtecidir. Pluripotensi belirteci olmasinin yani sira Oct-4’in hedef geni olup
pluripotensinin siirdiiriilebilirligi i¢inde gereklidir (Scotland ve ark., 2009). Ayrica
kemik iligi, kas ve beyinden izole edilen birka¢ multipotent yetiskin progenitor hiicrede

Rex-1 ekspresyonu olduguda gosterilmistir (Jiang ve ark., 2002).
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Sekil 1.11: ZFP42 geninin genomik lokasyonu
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TERT:  S5kromozomun kisa kolunda bulunan TERT geninin kodladigi
telomeraz, enzim aktivitesi ile kromozom ucuna TTAGGG’nin ekleyerek telomer
uclarim1 koruyan bir riboniikleoprotein polimerazdir. TERT geninin asir1 aktif olmasi
telomer uzunlugunu koruyabilir. Gamet onciisii hiicrelerde, embriyonik kok hiicrelerde
ve malign hiicrelerde telomeraz enzim etkinligi yiiksektir. Ayrica kok hiicrelerin kendini

yenileme ozelliklerinden sorumludurlar (Flores & Blasco, 2010).
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Sekil 1.12: TERT geninin genomik lokasyonu

1.3.3. Farkhilasma Belirtecleri

MKH’lerin farklhilasma kapasitesi hem igsel hiicre kosullarina hem de ait
olduklari mikro ¢evreye baghidir. Bu nedenle, farkli doku kaynaklarindan gelen

MKH’ler arasinda farklilagsma oranlarinda farkliliklar gézlemlenebilir.

Runx2: Osteojenik farklilasmada etkili progenitér bir belirtectir. MKH’leri
osteoblast oncesi farklilasmaya yonlendirir ve adipojenik ve kondrojenik farklilasmay1
engeller. Runx2 geninin mutasyonu ve eksikligi, anormal kemik gelisimi ve
biiylimesine 6nemli Olgiide neden olabilir. Runx2 susturma veya asir1 ifade de
osteogenezi etkileyebilir (Xu ve ark., 2015). Runx2’nin ifadesi, Wnt, BMP ve Notch
sinyal yollar1 gibi bir¢ok sinyal yolu tarafindan diizenlenir (Almalki & Agrawal, 2016).
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Sekil 1.13: Runx2 geninin genomik lokasyonu
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PPARYy: PPARY niikleer hormon reseptdrii gen siiper ailesine ait ligandla aktive
olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu niikleer reseptor lipid ve glikoz homeostazinda
yer alan genlerin ifadesini kontrol ederek adipogenezin ana diizenleyicisi olarak kabul
edilir (Yu ve ark., 2012). PPARy’nin ifade ve farklilagsmasi, tip 2 diyabet, obezite,
ateroskleroz, kanser ve lipodistrofik sendromlar gibi hastaliklarlada iligskilendirilip farkli

calismalar yapilmistir (Rosen & Spiegelman, 2001).
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Sekil 1.14: PPARY geninin genomik lokasyonu

Nestin: Merkezi sinir sistemi, periferik sinir sistemi, miyojenik ve diger
dokulardaki gelisimin erken asamalarinda boliinen hiicrelerde eksprese edilen bir ara
filament proteinidir. Noral kok hiicreler igin bir protein belirtecidir (Hoffman, 2007).
Embriyogenez sirasinda go¢ eden ve c¢ogalan hiicrelerde ifade edilirken, yetiskin
dokularda nestin esas olarak rejenerasyon alanlariyla sinirlidir (Wislet-Gendebien ve
ark., 2005).
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Sekil 1.17: Nestin geninin genomik lokasyonu
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Jagl: MKH’lerde aktif olan Notch reseptoriiniin baglandigi bes ligand’dan
biridir. Notch-JAG1 sinyal aktivasyonu MKH’lerde kardiyomiyosit farklilasmasina
neden olur. Jagl gen mutasyonlar1 alagille sendromu, kanser ve konjenital kalp
hastaliklart ile iligkildir (H. Li ve ark., 2006).
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Sekil 1.18: Jagl geninin genomik lokasyonu

Vimentin: Vimentin geni tip 111 ara filament proteinini kodlar. Ara filamentler,
mikrotiibiiller ve aktin mikrofilamentleri ile birlikte hiicre iskeletini olusturur. Vimentin
kararli olmayan, degisken bir yapiya sahiptir ve mikrotiibiiller arasinda siki iliskiler
vardir. Kodlanmis protein, hiicre seklini ve sitoplazmanin biitiinliiglinii korumaktan ve

hiicre iskeleti etkilesimlerini stabilize etmekten sorumludur (Pattabiraman ve ark.,
2020).
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Sekil 1.15: Vimentin geminin genomik lokasyonu
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1.4. Hiicrelerde Genetik Manipiilasyon ve Gen Diizenleme

Hiicrelerin genetik yapisini degistirmek i¢in hiicre genomunda degisikliklerin
yapilmasi gereklidir. Bunun giiniimiizde birgok farkli metod bulunmaktadir ve kullanim
alanlari, oOzellikleri ve uygulamadaki kolayliklart farklilik gostermektedir. Bu
metodlarin ana fikri genomda olusturulan kiriklar ve bu kiriklarin  tamirinin

arastirmacinin istedigi sekilde yonlendirilmesidir.

Cift zincirli kirilmalarmin (DSB) dogru ve verimli tamiri genom stabilitesi igin
olduk¢a onemlidir. Onarilmayan DSB’ler kromozom kaybina veya hiicre o6liimiine,
yanlis onarilan DSB’ler ise mutasyonlara ve yeniden diizenlemelere sebep olarak
kansere yol acabilir (Dud48 & Chovanec, 2004). Okaryotik hiicrelerde, DSB’lerin
onarimi Serbest uglarin homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) veya tek ya da cift
zincir kiriklarini kalip olarak kullanan DNA tamir mekanizmasi homolojiye yonelimli
onarim (HDR) olarak iki yolla gerceklebilir (Yip, 2020). NHEJ ve HDR yollar
arasindaki bu se¢im hiicre dongiisii asamasina baglhidir. NHEJ tiim hiicre dongiisiiniin
fazlarinda, HDR sadece S ve G2/M fazlarinda aktiftir (Mao ve ark., 2008). NHEJ
onarim mekanizmasi smirli homoloji kullandig i¢in nokta mutasyonlari veya lezyon
bolgesinde ekleme-silme yapabilir. Hataya agik bir siire¢ oldugundan genellikle genetik

nakavtlar i¢in uygun degildir.

Bu mekanizmalara ek olarak hiicrenin genomunda gerceklestirilecek
manipiilasyonu yapacak enzim ve/veya diger faktorlerin de g6z oniinde bulundurulmasi
gerekir. Gen diizenleme teknolojierinde meganiikleazlar (MegN), ¢inko parmak
niikkleazlar1 (ZFN), transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleazlar (TALEN) ve
diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) / CRISPR ile
iligkili protein 9 (Cas9) (CRISPR-Cas9 ) olmak tizere dort temel yontem vardir.

Prensip olarak TALEN, ZFN ve MegN yontemleri benzerdir ¢iinkii protein-
DNA etkilesimleri yoluyla spesifik DNA dizilerini tanirlar (Khalil, 2020). ZFN’ler Fokl
endoniikleaziyla spesifik gen lokusuna baglanacak sekilde tasarlanir. DNA’daki spesifik
bolgeyi taniyan ZFN’ler ¢ift zincirli DNA’y1 ikiye boler ve HDR baglatilir. Hedefe
yonelik ZFN tasariminda ve iiretiminde Sentez siiresinin uzun olmasi ve her genomik
lokusa uygun ZFN ciflerinin tasarlanmasi gerektigi i¢in ¢ogunlukla tercih edilen bir

yontem degildir. TALEN’ler, ZFN’lere alternatif ve daha verimli bir diizenleme
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yontemi olarak ortaya c¢ikmistir. Fokl nukleaziyla kaynastirilan Xanthomonas spp
bakterisinden izole edilmis TALE sayesinde, TALEN’lerin DNA’da baglanacag diziyi
spesifik olarak hedeflenmesi miimkiin olmustur (Joung & Sander, 2013). Ancak bu

yontemde de ZFN’lerde oldugu gibi siire¢ uzun ve zordur ve kullanimi kisithdir.

CRISPR-Cas9 gen diizenleme yontemi diger metodlara alternatif olarak
gelistirilmistir. Bu yontemin tasarimi, kullanimi ve uygulamasi diger yontemlere gore
cok daha kolay ve avantajlidir ve bu sayede gen diizenlemeyi bir¢cok arastirmacinin
kullanimina sunmustur. Ozellikle son zamanlarda CRISPR sistemi yiiksek diizenleme
verimliligi ve diisitk maliyet avantajlari ile gii¢lii bir gen manipiilasyon teknigi olarak

ortaya ¢ikmistir (Doudna & Charpentier, 2014)

1.4.1. CRISPR-CAS9 ile Genlerin Susturulmasi

CRISPR Streptococcus pyogenes bakterisinin incelenmesiyle ortaya ¢ikmis ve
bu bakterilerin antiviral bagisiklik sistemi olarak tanimlanmustir. Diger faktorleri ile
birlikte bu sistem bir prokayotik adaptif bagisiklik sistemidir ve hiicreye giren viriislerin

genomik materyallerinin par¢calanmasinda rol alir (Ishino ve ark., 1987).

2016 yilinda CRISPR-Cas9 kullanan ilk klinik g¢alismada, akciger kanseri
tedavisinde T hiicrelerini yeniden aktive etmek i¢in PDL-1 geni nakavt edilmistir. Bu
Klinik denemeden sonra genetik bozukluga bagli olan hastaliklarin tedavisi igin

potansiyel bir yontem olmustur (Cyranoski, 2016).

CRISPR-Cas9 sistemi iki ana bilesene dayanir: bir kilavuz RNA (sgRNA) ve
CRISPR ile iliskili (Cas) niikleazdir. sgRNA hedef sekansi tanir ve Cas9 niikleazin
baglanmasi igin iskele gorevi gorir. SURNA 17-20 baz uzunlugunda bir niikleotid
dizisidir. Tasarlandiktan sonra sentetik olarak in vivo veya in vitro olarak olusturulur.
Cas9, sgRNA ile RNA:DNA heterodupleks olusturur ve bu sekansa bagli olarak
hedeflenen bir endoniikleazdir (Gilbert ve ark., 2013).

Cas9 niikleaz, sadece sgRNA sekansi ile hedeflenen DNA dizisine ve bu dizinin
yaninda yer alan, protospacer bitisik motif (PAM) olarak adlandirilan spesifik bir
sekans varhiginda baglanir ve PAM dizisinin yanindan 3-5 uzaklikta kesim yapar.
SgRNA ve PAM dizisi olmadiginda CAS9 enzimi hedef diziye baglanamadigindan

kesim islemi gergeklesmez (Jinek ve ark., 2014). Her ne kadar insan genomunda ¢ok
17



miktarda bulunan ve 5'-NGG-3' dizilimine sahip PAM sckanslari CAS9 aracili
gerceklesen nakavt veya modifikasyon igin her zaman dogru konumlanmig degilse de,
sgRNA tasariminda miimkiin oldugunca hedef bolgeye spesifik sekanslar tasarlanmasi
gerekir. Aksi tadirde genomun baska bir yerini sgRNA hedefleyebilir ve bu da “off-
target” yani hedef dis1 mutasyonlara yol agabilir (Kleinstiver ve ark., 2015).

—

“» V‘f_?‘\h{ sekansi

sz

v

— T, IO -
Cift iplikli kinlma
Homolog olmayan ug birlegtirme Homolojiye yonelimli onarim
NHEJ HDR
I
& L &
o+ VAN ,'
Nilkleotid delesyonu Nilkleotid ilavesi Dondr DNA
v v v
Gen gikarma Gen ekleme Gen ekleme veya

Gen manipiilasyonu

Sekil 1.16: NHEJ ve HDR gen diizenleme yontemlerinin karsilastiriimasi

CAS9 ve sgRNA ile hedeflenen bolgede DNA’da kiriklar olustuktan sonra
hiicrenin dogal tamir mekanizmalar1 devreye girer. Ancak, bu tamirler ¢ogunlukla dogru
degildir ve tamir sirasinda niikleotid eklenmesine ya da ¢ikarilmasi yol agar. Bu da
genden sentezlenen mRNA’larin ribozomda okunmasi sirasinda “frame-shift” olarak
adlandirilan yanlis amino asit zincirlerinin Sentezlenmesi ile sonucglanir. Bu zincirler
dogru siralamaya sahip olmadiklar1 i¢in fonksiyonel bir protein olusturulmaz ve genin

protein bazinda ifadesi susturulmus olur.
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1.4.2. Gen Aktarim ile Yabanci1 Genlerin Ekspresyonun Saglanmasi

Gen diizenleme metodlarindan biri de hiicrede normalde olmayan bir genin ya
da halihazirda var olan bir genin ekstra kopyasinin ifade ettirilmesidir. Bu gibi
caligmalarda istenen genin Once tasiyici bir plazmit vektoriine klonlanmasi ve daha
sonra viral olan ya da olmayan yontemlerle hiicrenin igine gonderilmesi gerekir

(Hamann ve ark., 2019).

Hedef transgen ekspresyonunu verimli bir sekilde saglanmasi genin
ekspresyonunu saglayacak promotor segiminede baglidir. Bu promotérlerin se¢imi
kullanilacak hiicre tipine ve hedeflenen ekspresyon seviyesine gore tercih edilir. Ornek
olarak, bu ¢alismada MKH hiicrelerinde GFP ekspresyonu icin kullandigimiz ytiksek
ekspresyon seviyesine sahip sitomegaloviriis (CMV) promotoru bir bagka hiicre hattinda
toksik etki gosterebilir. Bu nedenle farkli protomorlerin denenmesi ve en uygun olanin
kullanilmast onerilir. Ekspresyonu diisiik tutulmasi i¢in translasyon uzama faktorii 1o
(EFla) veya tavuk bata-aktin (CAG) promotoru tercih edilebilecek diger

promotorlerdendir (Ghaneialvar ve ark., 2019).

1.4.3. CRISPR ve diger Gen Aktarim Metodlar:

Verimli bir gen diizenleme i¢in CRISPR-Cas9 ve sgRNA sisteminin ya da
ekspresyonu hedeflenen diger genlerin hiicrelere aktarim metodu Onemlidir. Gen
susturulmasit caligmalarinda kullanilan CAS9 proteininin molekiiler agirligi yaklagik
160 kDa’dir ve sgRNA ile bir RNP kompleksi olusturduktan sonra, SgRNA’nin uzun
fosfat omurgasi bu komplekse negatif yiik verir. Bu 6zelliklerin her ikisi de RNP’nin
hiicre zarimi gegmesini zorlagtirir (Sun ve ark., 2015). Dolayisi ile CAS9 ve sgRNA’nin
hiicre i¢inde iiretilmesi ya da gecisi kolaylastiracak yontemlerle hiicre igine sokulmasi
gerekir. Ayrica, hiicrelerin i¢ine girdikten sonra gen diizenlemesini saglamak icin, hem
CAS9 proteini hem de sgRNA hiicredeki bozunma siireglerinde hayatta kalmalidir. Bu
nedenle, CRISPR-Cas9 sistemi i¢in uygun bir dagitim stratejisi segmek, verimli ve

hassas bir gen diizenlemesi elde etmek icin kritik 6neme sahiptir (Yip, 2020).
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Transfeksiyon yontemi hiicrelerin igerisine istenen genlerin tasiyici bir plazmit vektori
icinde tasinmasi ve gegici olarak eksprese edilmesi i¢in kullanilir. Ancak bu yontemin
verimliligi hedeflenen hiicre tipinede baghdir. En yaygin kullanilan ve transfekte
edilmesi en kolay hiicreler HEK293, HeLa, A549, Jurkat gibi 6liimsiizlestirilmis hiicre
tipleridir. Birincil hiicreler ve MKH’ler gibi kok hiicreler daha hassastir ve genellikle
transfeksiyondan sonra daha diisiik canliliga sahiptirler. Ayrica birincil hiicrelerin sinirl
sayida hiicre boliinmesi kapasiteleri oldugundan, CRISPR bilesenlerinin ¢ekirdege
girmesi i¢in daha az firsat vardir ve bu hiicrelerin tipik olarak transfekte edilmesi zordur

ya da verimsizdir.

Transfeksiyon yontemleri genel olarak viral olmayan (fiziksel ya da kimyasal)
ve viral aracili kategoriler halinde simiflandirilabilir. Her yontemin verimlilik, ekipman

ve maliyet agisindan farkli avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.

Viral olmayan vektorlerle transfeksiyon:

Bu yontem liposomal, katyonik polimerler ve elektroporasyon gibi metodlar ile
yapilabilir ve viral vektorlerden daha az toksik ve immiinojeniktir (Yin ve ark., 2014).
Viral olmayan vektorlerle genom diizenlemede temel zorluklar hedeflenen dokuda
diisiik transfeksiyon verimidir (L. Li ve ark., 2018). Lipofeksiyon, az toksisiteye sahip
kolay ve ekonomik bir yontemdir. Lipozomlar, sulu ¢ozeltilerde olusan lipit gift
katmanlarindan olusan kiiresel yapilardir ve gen iletmesi, lipozomun biiyiikliigiine,

yapisina ve miktarina baglidir (Da Silva ve ark., 2010).

Katyonik polimerler, negatif yiiklii niikleik asitleri elektrostatik ¢ekim yoluyla
yogunlastirir, bozunmadan korur ve genomik diizenleme i¢in tasinmalarini kolaylastirir.
Ormegin Polyethylenimine (PEI), CRISPR bilesenlerinin teslimi icin yaygin olarak
kullanilan bir katyonik polimerdir. Molekiiler agirligi, dalli yapisi ve yiiksek katyonik
yiikii transfeksiyon verimini ve toksisiteyi belirleyen unsurlardir (Wightman ve ark.,
2001). Gen iletimi i¢in yaygim kullanilan diger katyonik polimerler diethylaminoethyl
(DEAE) ve FUGENE’dir (Tang ve ark., 2020). Katyonik polimerlerin uygulamalar
kolaydir, ancak yiiksek oranda kullanildiginda toksiktir ve transfeksiyon verimliligi

hiicre tipine gore degisir.
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CAS9 niikleaz enziminin hiicrelere verilmesi igin mikroenjeksiyon ve
elektroporasyon gibi fiziksel yontemler de vardir ve bu yontemler in vivo ve in vitro
olarak farkli hiicre hatlarma uygulanabilir (Chandrasekaran ve ark., 2018). Popiiler bir
fiziksel dagitim yontemi olan elektroporasyon ile gen diizenleme yonteminde hiicreye
elektriksel bir akim uygulanarak membran gegirgenligi gegici olarak artirilir ve istenilen
makromolekiilin hiicre icine membranda agilan porlardan difuzyon yoluyla girmesi
saglanir. Elektrik akimi durdugunda membran eski potansiyeline geri doéner ve porlar
kapanir. Birincil hiicreler gibi transfekte edilmesi zor hiicre tiplerinde standart
transfeksiyon yontemlerine goére avantajli olmasina karsin yiiksek hiicre oliimi

elektroporasyonun en biiyiik dezavantajidir (Liu ve ark., 2017).

Viral vektorlerle transdiiksiyon:

Viral vektorler ile hiicrelere gen aktarilmasina transdiiksiyon adi verilir. Bu
yontemde lentiviriis (LV), adenoviriis (AV), adeno ile iligkili viriis (AVV), retroviriisler
ve herpes viriisleri kullanilabilir. LV’ler ve AAV’ler gen terapisi i¢in kullanilan en
yaygin viral yontemlerdir ve genellikle diger yontemlere gore daha yiiksek oranda hedef

hiicrede ekspresyon ve genin transkripsiyonunu saglamasi ile sonuglanir.

Transdiiksiyondan sonra AAV genomlar1 hiicre boliinmesi ile yavas yavas
seyreltilen ¢ekirdekte epizomal kalir. Bu nedenle, transgenlerin AAV ile verilmesi,
genleri gecici olarak ifade etmek icin giivenli bir segenek saglar (Daya & Berns, 2008).
Ancak AAV’lerin yaklasik 4.5 kb'lik sinirli paketleme kapasiteleri SRNA ve Cas9
sekanslarin1 tek bir viriise sigdirmayr zorlastirir. Bagka bir dezavantaji ise gen
hedeflemedeki duigiik verimlilikleridir. AAV  vektorleri entegrasyon ic¢in gerekli
proteinleri saglamaz ve bu nedenle tim mekanizma konak faktorlerine baglidir (Deyle

& Russell, 2009).

LV'ler hem sgRNA hemde cas9 sekanslarini tagiyacak kadar biyiiktir ve bu
yiizden AVV’lere gore daha avantajhidir (Escors & Breckpot, 2010). LV’ler retroviriis
ailesinin bir alt tipi olarak siniflandirilmistir. Lentiviriisler enfekte olduklari konakgi
tiirtine gore degisiklik gosterebilir, en ¢ok bilinen tiird ise insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV)dir. Lentiviriis genomu temel olarak viriis proteinlerini kodlayan sirasiyla gag,

pol ve env genlerine sahiptir: 5'- gag- pol- env-3' (Munis, 2020). T antijeni SV40 orijini
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tasiyan vektorler igin amplifikasyon kolayligi saglamaktadir (Segura ve ark., 2013) ve
bu yiizden lentiviriis tretimi i¢cin T-antijenine sahip HEK293T hiicre hatt1 tercih

edilmektedir.

LV’lerin giiglii transdiiksiyon ozelligi ve hedeflenen hiicreyi kalict olarak
degistirme yetenegi bu vektorlerin gen tedavisinde kullaniminda biiyiik avantaj
saglamaktadir. LV’ler birincil hiicreler ve kok hiicreler dahil olmak tizere bilinen biitiin
hiicre hatlarinda etkilidir ve in vivo olarak da kullanilabilirler (Y. H. Chen ve ark.,
2018). Ornek olarak, ilk lentiviral transdiiksiyonlu hiicresel tedavi, akut lenfoblastik
16semili hastalarin tedavisi igin 2017°de Amerika Birlesik Devletleri'nde onaylanmistir
(Vairy ve ark., 2018). AAV’lere gore istiin avantajlart ve klinige uygulamalara
uyumlulugu g6z Oniinde bulunduruldugunda LV’ler MKH’ler iizerinde genetik
modifikasyon yapmak i¢in de ideal gen diizenleme araglaridir ve bu nedenle bu

calismada tercih edilmistir.

Viriis aracili
Adeno viriisler
Adeno ile iliskili virtisler
Lentiviriisler

Mikroenjeksiyon

m«g

m N

(uuu\\

\\\\ n ))}}}///

Katyonik : Lipozomlar
Polimerler

Elektroporasyon

Sekil 1.17: Gen aktarim stratejilerinin karsilastirilmasi (Chandrasekaran ve ark., 2018)
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1.5. Yesil Floresan Protein

GFP, yaklasik 27 kDa boyutunda 238 amino asitten olusan floresan bir
proteindir. 1962 yilinda bir deniz anas1 tiirii olan Aequorea victoria’dan izole edilmistir
(Bolhassani ve ark., 2011). Hiicrelere aktarilan genlere bitisik ya da ayri olarak olan
eksprese ettirilebilen ya da protein aktarim metodlari ile dogrudan hiicreye verilebilen
GFP sayesinde hiicreler veya hedef proteinler canli olarak gozlenebilir ve takip
edilebilir. GFP’ye benzer birgok farkli “haberci gen” vardir ve bunlar arastirmalarda
hiicre i¢i ve hiicre dig1 haberci genler olmak iizere iki gruba ayrilir: GFP hiicre ici
haberci gen olarak yer alir (D’Aiuto ve ark., 2008). Bu tip haberci genler genetik
arastirmalarda hedef genin ifade edilip edilmedigini anlamak amaciyla ve protein
hedeflemesinin bir belirteci olarak da kullanilarak farkli proteinlerin haritalanmasina
olanak saglar (Kafri ve ark., 1997)(Tsien, 1998). GFP, rekombinant DNA yontemleri
kullanilarak herhangi bir proteinle birlestirilebilir ve hiicrede eksprese ettirilerek,
antikorla boyamaya gerek olmadan floresan mikroskopisi ve floresan aktive hiicre
siraltyict (FACS) ile tespit edilebilir. Farkli emisyon spektrumlarinda, dogal GFP’den
daha uzun dalga boylarinda geligmis yesil floresan protein (EGFP), sar1 floresan protein
(YFP), kirmiz1 floresan protein (RFP) gibi mutant floresan proteinleri de vardir (Dube
ve ark., 2009). Bu tezde GFP kullanim kolaylig1 ve canlt hiicre goriintillemesine ve gen
aktarim metodlarmin hizli ve verimli bir sekilde takip edilebilmesine olanak sagladigi

i¢in tercih edilmistir.

Sekil 1.18: GFP proteininin 3-boyutlu molekiiler yapisi
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Kimyasal Maddeler
%100 alkol, Merck, Kat no: K50690883844

1000 bp DNA ladder, intron, Kat no: 24074

1000 bp/ 1kb DNA ladder, GeneON, Kat no: 305-105

Agaroz, Peqglab 100g, Lot no: h45120043

cDNA Sentez Kit, Appliedbiosystems, Kat no: 4368814

CellFIX (10X), BD, Kat no: 340181

Dimetil siilfoksit (DMSO), Chem Cruz, Kat no: sc-358801, Lot no: D0519
DMEM, Gibco, Kat no: 41966-029, Lot: 2062233

DMEM/F12, Sigma, Kat no: D6421, Lot: RNBH6005

Fetal sigir serumu (FSS), Diagnovum, Kat no: D154-500ml, Lot: D3575

Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco, Kat no: 14190-094, Lot no: 2062217

GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Scientific, Kat no: K0503, Lot no: 00941185
Glutamax (100X), Gibco, Kat no: 35050-061, Lot no: 205998

LB, Bioshop, Kat no :LBL405.1, Lot no: 9A58609

Lentivirts Titration Kiti, ABM, Kat no: LVV900

MyTaqg DNA Polymerase, Meridian, Kat no: BIO-21105, Lot no: PL301-B091560

Penisilin/ Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ ml penisilin, 10mg/ml streptomisin),
Gibco, Kat no: 15140122

PureLink™ Midiprep Kiti, invitrogen, Kat no: K210015, Lot no: 513.07.15.05
RNA izolasyon Kiti, Direct-zol RNA miniprep, Kat no: R2050, Lot no: ZRC202261
SYBR Green Siipermix, Bio Rad, Kat no:172-5120

SYBR Safe DNA Gel Stain, invitrogen, Kat n0:533102, Lot no: 2072358
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Thermo 6X DNA loading dye, Kat no:R0611, Lot no:00745605
Tripan mavisi (%0,5), Sigma, Kat n0:93595, Lot no:BCBS5990V
TrypLE, Gibco, Kat n0:12604-013, Lot no:2053187

V-Taqg 2X gPZR master mix, Virostem Biyoteknoloji, Kat no: VT-001

2.1.2. Sarf Malzemeler
0.1 ml PZR tiipii, BlOplastics

0,22 ve 0,45 mikron ¢apinda steril tek kullanimlik filtre, Sartarius-Minisart
0,5 ml, 1,5 ml ve 2 ml’lik santrifiij tiipleri, 1solab

10 cm2 petri tabagi, Corning

10ul, 200 pl, 1000ul’lik pipet uglari, Rainin

15 ml ve 50 ml steril santrifiij tiipti, Nest

250 ml cam erlen, Isolab

25cm?, 75cm?, 175cm? ve 225¢cm?’lik flask, Sunub

5 ml, 10 ml, 25 ml ve 50 mI’lik serolojik pipet, Isolab
5ml, 10ml, 50ml siringa, Set

6 kuyulu plate, 24 kuyulu plate, 96 kuyulu plate, Sunub
Filtre sistemi, Corning

Hemasitometri lami1, Neubauer improved, Isolab
Kriyovial, Nest

Otoklavlanabilir cam sise, Isolab

Tartim kabi, Isolab
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2.1.3. Cihazlar
10 ul, 200 pl ve 1000 pl’lik pipet seti, Rainin

-80°C buzdolabi, Panasonic, MDF-U5386S-PE
COg2 inkiibatori, Nive

FACS Calibur, BD

Floresans Miksroskobu, Zeiss Axio

Hassas terazi, KERN, ABJ-NM/ ABS-N

Image Quant Las 500, GE

Inverted mikroskop, Nikon, Kat no: TS2-S-SM
Kuru sterilizatoér, Panasonic, MOV-212-PE
Laminer hava kabini class Il, Thermo Scientific
Manyetik karistirici, Jeiotech

Micro ultrasantrifiij, Hitachi, CS150FNX
Nanodrop One/OneC, Thermo Scientific
Otoklav, Nive, OT90L

pH Metre, Ohaus

Pipetor, Isolab

Santrifiij, Hitachi, CF16RN

Spin santrifiij, Sprout

StepOne Plus gRT-PZR cihazi, Applied Biosystem
Su banyosu, Nuve, BM 15

Vorteks, Scilogex, MX-S

Yatay elektroforez tinitesi, GE, Kat no: HE33

26



2.2. Metotlar

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

American Type Cell Collection (ATCC) kaynakli WJ-MKH (Lot no: PSC-500-
010), HEK293T hiicre hatlar1 -80°C’de stoklanarak kullanildi. Hiicrelerin
beslenebilmeleri igin gerekli glukoza, canliliklarini siirdiirebilmeleri igin uygun
ozmolariteye ve pH’a, fonksiyonlarmi gorebilmeleri igin gerekli amino asit ve
vitaminlere sahip besiyerleri kullanildi. WJ-MKH hiicreleri icin DMEM F12 (Sigma)
besiyerine (h/h) %10 Fetal Bovine Serum (FSS, Gibco) ve %1 Penisilin/ Streptomisin
Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco) ilave edildi. HEK293T
hiicreleri i¢in DMEM (Gibco) besiyerine (h/h) %10 FSS (Gibco) ve %1 Penisilin/
Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco) ilave
edildi.

2.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre sayisina gore hangi kiiltiir kabina ne kadar sayida hiicre ekilecegi karar
verildi. Tarih, hiicre tipi, pasaj numarasi, yapan kisinin ad1 kiiltiir kabina yazildi. Kiiltiir
kabindaki besiyeri steril serolojik pipet ile c¢ekilerek atik kabina aktarildi. 1X
Dulbecco’s Fosfat-Tamponlu Salin (DPBS, Gibco) ile hiicrelerin yikama islemi
gerceklestirildi. Kiiltiir kabma yapisik olan hiicreler tryple enzimi ile tabandan
kaldirildi. Tryple soliisyonunun yiizeyin tamamini kapladigindan emin olduktan sonra
37°C’de 3 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 ve canliliklart ters
mikroskopta kontrol edildi ve tryple enzimi kadar besiyeri eklenip enzim aktivitesi
inhibe edildi. Kiiltiir kabindaki biitiin hiicreler toplandiktan sonra santrifiij tiipiine
aktarildi, 300g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi, peletin hiicre
yogunluguna gore besiyeri ile sulandirtlip ¢6ziinmesi saglandi. Uygun kiiltiir kaplarina
besi yeri ve hiicreler eklendi. 37°C %5 CO? inkiibatorde inkiibe edildi.
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2.2.3. Hemositometri ile Hiicre Sayim

Hiicreler stispanse haldeyken sayim igin 1.5 ml santrifu;j tiipii iginde 10 ul hiicre
ve 10 ul %0,5 tripan mavisi (Sigma) pipetaj yapilarak karistirildi. Karigimdan 10 pl
alinarak mikroskopta hemasitometri iizerinde sayim yapildi. Mikroskopta tripan mavisi
ile hiicre membraninin zarar gérmesi 6l¢iildii ve 6lii hiicreler (mavi) ve canlt hiicreler
(seffaf) sayildi. Hiicre sayimi= Sayilan Hiicre sayis1 x Diliisyon Orani x 10* formiilii ile
1 ml’de bulunan hiicre sayis1 hesaplandi. Saglikli bir hiicre kiiltiiriinde canlilik oranin en

az %95 olmalist hedeflendi.

2.2.4. Hiicrelerin Stoklanmasi

Kiiltir kabindaki hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda kiiltiir kabindaki
besiyeri uzaklastirildi ve 1X DPBS ile yikama yapildi. WJ-MKH ve HEK293T
hiicrelerinin bulunduklar1 yiizeyden kalkmalar: igin tryple enzimi ile 3 dakika inkiibe
edildi. Tryple enzim aktivitesi inhibasyonu igin tryple kadar besiyeri ilave edildi.
300G’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant aspire edilip, hiicreler 1 ml dondurucu
medyum (%10 DMSO+ %90 FSS) i¢inde 1x10° hiicre olacak sekilde kryo tiip icerisinde
-80°C’de saklandu.

2.2.5. sgRNA Dizaym

CRISPR gen diizenleme yontemi ile GFP gen ekspresyon ifadesinin
susturulmasi i¢in dncelikle bu gene karsi1 2 ayri SQRNA dizayn edildi. Bu asamada kendi
gelistirdigimiz metodlarla dizayn edilen rehber RNA’larin hedef gene spesifitesi
Deskgen, E-CRISP ve Crispr Direct bilgisayar programlari ile 6l¢iildi ve validasyonu

yapildi.

Tablo 2.1: Tasarlanan sgRNA sekanslari

GFP k/o sgRNA | GAGCTGGACGGCGACGTAAA(CGG)

GFP k/o sgRNA 11 CGCCGGACACGCTGAACTTG(TGG)
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2.2.6. sgRNA’larin Lentiviral Vektore Klonlanmasi

Tasarlanan sgRNA’lar CRISPR teknolojisinin geregi olan Cas9 enziminin
tiretilmesi igin gerekli olan DNA dizilimi ve sgRNA’larin ve CAS9 enziminin ifadesini
saglayan promotor elementleri ile birlikte lentiCRISPRv2 puro (Plasmid #98290,
Addgene) lentiviral vektoriine klonlandi. Klonlama yontemi olarak bunun ig¢in
literatiirde en ¢ok tercih edilen Ran vd., tarafindan 2013 yilinda ¢ikarilan metot referans
olarak uyguland: (Ran ve ark., 2013). sgRNA’larin 6niine BsmBI (Esp3I) restriksiyon
enziminin tanidig1 sekanslar eklenerek ve hizmet alimi ile primer sentezi
gerceklestirildi. Daha sonra, 100uM konsantrasyonundaki rehber RNA oligolari, T4
poliniikleotid kinaz kullanilarak fosforlanmasi i¢in PZR cihazinda 37°C’de 30 dakika,
95°C’de 5 dakika ve ornekler dakika basina 5°C diisecek sekilde 25°C’ye indirilerek
inkiibe edildi. Fosforile edilen ve birlestirilen rehber RNA oligo giftleri bu metotta
belirlendigi oranda sulandirilarak (1:200) lentiviral plazmite T7 ligaz enzimi yardimi ile

aktarilmak tizere (tablo 2.2)’deki gibi reaksiyona tabi tutuldu.

AmpR promoter pRS-marker
| [

Amp-R 1 \ / CMV promoter!
‘ CMV-F

L 1
\ \ }( 5' LTR (truncated)
pBR322o0ri-F \ | |

L4440
(CAP binding site]
M13/pUC Reverse
(lac operator]
M13 Reverse —

M13 revl -
EL2reV

EBV-rev
SV40pA-R

EM7 promoter

__—BbsI

Flori-R —f
BbsI———

BGH-rev —

lentiCRISPRvV2 puro
14,877 bp

Bbsl
Bbsl

Esp3I

Sekil 2.1: GFP k/o plazmit haritast
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Tablo 2.2: Lentiviral plazmite sgRNA klonlama reaksiyonu

Bilesenler Miktar

CRISPR tastyici vektorii (100ng) -

Seyreltilmis oligo ¢iftleri 2 ul

10X Tango Tampon Cozeltisi 2 ul

10mM Ditiotreitol (DTT) 1ul

10mM Adenozintrifosfat (ATP) 1ul

Bbsl Enzimi 1ul

T7 Ligaz enzimi 0,5 ul

ddH20 20 ul’ye tamamlayacak sekilde
Toplam 20 ul

2.2.7. Kompetent Hiicre Yapim

Viriis tiretimi i¢in gerekli plazmitler Escherichia coli DH5-alfa susuna aktarildi.
Transformasyon i¢in Zymo Mix&Go kompetent hiicre hazirlama kiti (Mix & Go E. Coli
Transformation Kit & Buffer Set, T3001 & T3002) ile hazirlanmig DH5-alfa kompetent
hiicreleri kullanildi. Bunu igin 100 ml sivi LB besiyeri igerisinde hiicreler ¢alkalayici
inkibatorde 190 rpm 37°C’de 16 saat biiyiitiildii. Yeni bir erlene kabin icerisinde 50 ml
Zymobroth ve 500 ul preculture eklendi ve ¢alkalayici inkiibatorde 180 rpm 25°C’de
inkiibe edildi. Kontrol olarak LB medyumu kullanilarak belirli araliklarla
spektrofotometrede 6l¢iim alindi. OD600 degeri 0,4 oldugunda 2.000G’de 10 dakika
4°C’de santrifiij edildi. Pelet 3 ml 1X yikama soliisyonu ile buz igerisinde ¢ozdiiriildii.
2.000G’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Diliisyon soliisyonu ve kompetent
soliisyonu (2X) 1:1 dilue edildi. Pelet diliie edilen buffer i¢erisinde buzda ¢6zdiiriildii ve
alikotlanarak -80°C’de sakland.
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Sekil 2.2: Kompetent hiicrelerin buyume sirasindaki OD600 deger grafigi

2.2.8. E.coli Transformasyonu ve Koloni PZR

50 ul kompetent hiicre ve 20 ng plazmit 2 dakika buzda bekletildi ve daha sonra
hiicreler amfisilin (100g/ml) igeren kati agarlara ekildi ve kati1 agarda 16 saat boyunca
37°C’de bakteriler inkiibe edildi. Cogalan kolonilerden bir kagi segilerck MyTaq™
DNA Polymerase kiti kullanilarak koloni PZR yapildi.

Tablo 2.3: Koloni PZR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
5x MyTaqg Reaction Buffer 10 ul
Koloni -
Primer mix 20uM 1l
MyTaq DNA Polimeraz 1yl
ddH20 38 ul
Total 50 pl
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Tablo 2.4: Koloni PZR reaksiyon kosullari

Adim Sicakhk Siire Dongii
Denatiirasyon 95°C 1 dakika 1X
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 35X
Baglanma 55°C 15 saniye

Uzama 72°C 10 saniye

Koloni PZR reaksiyonundan sonra sgRNA’larin plazmite aktarilmasi agaroz jel
elektoforezi sonucu ile kontrol edilerek pozitif koloniler belirlendi. Agaroz jel
elektroforezi i¢in 50 ml %0,7°1ik jel hazirlandi: toz halde 0,35gr agaroz (Peglab) tartim
kab1 kullanilarak hassas terazide tartildi. Tartilan agaroz agzi kapakli cam bir siseye
alindi1 ve tizerine 50 ml 1X TAE tamponu eklenerek ve mikrodalgada isitilarak agarozun
seffaf s1v1 bir hale gelene kadar ¢oziinmesi saglandi. Coziinen agaroz ve 1X SYBR-Safe
boya (Invitrogen) Karistirilarak jel kasetine dokiildi. Jel igerisinde o6rneklerin
yiiklenecegi kuyularin olusmasi igin taraklar jel kasetine yerlestirildi. Diiz bir zemin
tizerinde jel polimerlesmeye birakildi. Polimerlesen jel 1X TAE tamponu ile dolu tanka
yerlestirildi. Basta ladder (1000bp, IntronBio) olmak tizere, 6rnekler 6X Gel Loading
Dye (Thermo) yiikleme boyast ile karistirilarak kuyulara yiiklendi. Sistem giig
kaynagina baglanarak elektrik akimi ile orneklerin biyiikliklerine goére ayrilmasi
sagland1. Eklenen SYBR boya sayesinde 1sima veren jelin goriintiisiit GE Image Quant
Las 500 cihazi ile alindu.
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2.2.9. Plazmit izolasyonu

PZR reaksiyonu ile pozitif oldugundan emin olunan kolonilerden se¢ilerek 50
ml s1vi LB besi yerine aktarilip ve bakterinin eksponansiyel biiyiime fazinda toplanmak
tizere 210 rpm 37°C’de 16 saat boyunca calkalandi. Hiicreler santrifuj yardimiyla
coktiiriilerek pelet elde edildi ve plazmit izolasyon kiti (GeneJET Plasmid Miniprep Kit,
Thermo) kullanilarak plazmit DNA’lar1 izole edildi. Bunun igin biiyiitiilen hiicrelerden
2ml santrifiyj tiiptine alinarak 10,000g’de 2 dakika santrifiij edilip pelet haline getirildi.
Pelet iizerine 250ul resiispansiyon soliisyonu eklenerek vortexlendi ve homojen bir hale
gelmesi saglandi. 250l lizis soliisyonu eklenip tiip 5-6 kez bas asagi edilerek yavasca
karistrildi. 350ul nétralize edici soliisyon eklenip tiip tekrar 5-6 kez bas asagi edilerek
yavasca karigtirildi. Bu asamada hiicre kalintilar1 ve kromozamal DNA’y1 ortamdan
uzaklastirmak igin tiipler maksimum hizda 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kit
igerisindeki yeni tiipe aktarildi. Plazmit DNA’sinin  kolondaki silika membrana
yapismasi i¢in maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. Daha sonra 500ul yikama
soliisyonu eklenerek maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. Yikama adimi iki kez
yapildi. Yikama sollisyonu igerisindeki etanolden arindirmak igin kolon bir kezde bos
ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir santrifiij tiip tizerine
oturtuldu, 50ul eliisyon soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 2 dakika bekledikten
sonra maksimum hizda 2 dakika santrifiij edilerek plazmit DNA’s1 izole edildi. izole
edilen plazmit DNA konsantrasyonu NanoDrop (One/OneC Spektrofotometre, Thermo)
kullanilarak o6lgtildi. Safliginin en az 20 ng/ul konsantrasyonda ve 260/280

absorbansinin en az 1,8 olmasi sart1 aranarak valide edildi.
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2.2.10. GFP o/e Lentiviral Ekspresyon Plazmiti

GFP overekspresyonu icin pLenti-CMV-GFP-Blast(659-1) (Plasmid #17445,
Addgene) lentiviral plazmiti kullanildi. Bu plazmit sgRNA CRISPR plazmitleri ile ayn1
yontemler kullanilarak bakterilerde g¢ogaltildi ve plazmit DNA’s1 elde edildi. GFP

geninin ekspresyonu floresan mikroskobi ile, varligi ise Sanger DNA dizileme yontemi

ile dogrulandi.
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Sekil 2.3: GFP o/e plazmit haritasi
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2.2.11. Plazmitlerin Sekans ile Validasyonu:

GFP o/e ve GFP sgRNA CRISPR plazmitlerinde genlerin plazmite 0 hata ile
entegrasyonu Sanger DNA dizilimi hizmet alimi yoluyla yapildi. Sekanslama igin
plazmitin omurgasinda bulunan promotorleri veya geni taniyan primer Kullanild.
Izolasyonu yapilan plazmit DNA’s1 sekanslamaya gonderilerek ilgili sgRNA’nin
varliginm dogrulanmasi saglandi. Bu islem icin Istinye Universitesinde bulunan Genetik
tan1 merkezindeki sekanslama cihazi kullanilarak yardim alindi. Sekans sonucu
SnapGene programi kullanilarak analiz edildi ve genlerin plazmite aktarilmasi

dogrulandu.

2.2.12. Lentiviriis Uretimi

Transfeksiyondan once, transfeksiyon ajani olan polietilenimin (PEI)
polimerinin hiicreler tizerindeki toksik etkisini belirlemek i¢in WST-1 testi yapildi. 96
kuyulu kiiltir kabina 25.000 hiicre olacak sekilde HEK293T hiicresi ekildi. 16 saat
sonra DNA orani sabit tutularak artan PEI: DNA oranlar1 (1, 3, 5, 8, 16) hiicreye verildi
ve 24 saat sonra WST-1 eklenerek spektrofotometrede 6l¢iim alindi. Yapilan deney

sonucunda viriis yapimi i¢in optimal DNA: PEI orani belirlendi.

Lentiviriislerin iiretilmesi i¢in gereken GFP o/e ve GFP k/o ana plazmitleri,
paketleme ve zarf plazmitleri ile beraber HEK293T hiicrelerine PEI transfeksiyon
yontemi ile aktarildi. T-75 kiiltiir kabinda ¢ogaltilan HEK293T hiicreleri, tryple enzimi
ile kaldirilarak 300G de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pelet ¢dziilerek 10 cm?’lik
hiicre kiiltiirii petri tabagina ekildi. 48 saat sonra besiyeri toplanip santrifiij edilerek

viriisler ¢oktiirildi. Coktiiriilen viriisler kryo tiiplerde -80°C’de saklandi.
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Sekil 2.4: Viriis tiretim agamalarinin sematik gosterimi

2.2.13. Viriis Miktar Analizi

Lentiviriis Titration Kit (ABM) ile iretilen lentiviriis miktar1 belirlendi. Kit
prokolii uygulanarak 2,5 pl viral 6rnek ve 18 ul viriis liziz tamponu ile 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilerek viral lizat olusturuldu. Reaksiyon bilesenleri (tablo2.5)’teki

gibi hazirlanarak qPZR reaksiyonu (Applied Biosystems, Thermoscientific) ile
gerceklestirildi.
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Tablo 2.5: Viriis miktar analizi reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Viral Lizat STD1 STD2 NTC
2X qPZR master mix 12,5 pul 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul
Viral Lizat 2,5 ul - - -
Standart-1 - 2,5 ul - -
Standart-2 - - 2,5 ul -
Reaktif karisim1 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Toplam hacim 25 pul 25 pul 25 pl 25 pul

Tablo 2.6: qRT-PZR Programi

Adim Sicakhk Siire Dongii Sayisi
Ters Transkripsiyon 42°C 20 dakika 1X
Enzim Aktivasyonu 95°C 10 dakika 1X
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Uzatma 60°C 1 dakika 30X

qPZR sonuglarina gore kitte belirtilen formiil ile hesaplandi:
Viral lizat titresi = 5 x 107/23 C-Ct)/ (Ct-Ctl)

Ctx = Bilinmeyen numunenin 3 Ct degerlerinin ortalamasi
Ctl = STDY’in 3 Ct degerlerinin ortalamasi

Ct2 = STD2’nin 3 Ct degerlerinin ortalamast

Viral 6rnek ilk asamada 1:10 dilue edildigi igin ¢ikan sonug 10 ile ¢arpildi ve
miktar (titer) hesaplandu.
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2.2.14. Viral Transdiiksiyon

ATCC’den temin edilen WJ-MKH hiicreleri, DMEM F12 bazal medyumunda
(%10 FSS, %21 Penicilin/Steptomisin, %1 Glutamax) besiyeri ile kiiltiirlendi.
Transdiiksiyon i¢in deney diizenine gore hiicreler kaldirilarak uygun kiiltiir tabaklarina

ekildi.

GFP o/e hiicreleri i¢in: 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabagina 40.000 hiicre/
kuyucuk yogunlugunda ekildi. Ekilen hiicrelere 24 saat sonra hiicre basina diisen viriis
miktart (MOI=multiplicity of infection) 20 olacak sekilde, serumsuz besiyeri igerisinde
4,81 x 10° titrasyon oraninda viriis eklendi. HEK293T hiicre hattinda yapilan artan MOI
oranlart deney sonucuna gore tittrasyon hesaplanmustir. Transdiiksiyondan 24 saat sonra
hiicrelerin - medyumu uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikandi ve floresan

mikroskobunda goriintii alindi.

GFP Kk/o hiicreleri i¢in: Bir onceki asamada elde edilen GFP ekprese eden
hiicreleri, yabaml tip WJ-MKH ve WJ-MKH+GFP o/e hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre
kiiltiirti tabagina 100.000 hiicre/ kuyucuk yogunlugunda ekildi. Ekilen hiicrelere 24 saat
sonra hiicre basina diisen Vviriis miktar1 (MOI=multiplicity of infection) 2 olacak sekilde,
serumsuz besiyeri igerisinde titrasyon oram 1,33 x 10° olan GFP k/o CRISPR
lentiviriisleri verilerek transdiiksiyon islemi gergeklestirildi. Transdiiksiyondan 24 saat
sonra hiicrelerin medyumu uzaklastirildi, PBS ile yikandi ve floresan mikroskobunda

goriintii alindi.

2.2.15. Antibiyotik Segilimi

Transdiiksiyondan sonra hedef genleri iceren hiicreler igin antibiyotik segilimi
yapildi. Antibiyotik konsantrasyonu o6lim egrisi analizi ile belirlendi. Yabanil tip
hiicrelere de antibiyotik verilerek negatif kontrol olarak kullanildk.

GFP ofe hiicreleri igin: Transdiiksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin besiyeri,
konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde blastisidin (blasticidin) antibiyotigi igeren
besiyerine eklenerek degistirildi. Ug giin arayla ve 10 giin boyunca antibiyotik ile
secilim yapildi. Seleksiyondan sonra GFP genini eksprese eden saf hiicre popiilasyonu

olusturuldu.
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GFP k/o hiicreleri igin: Transdiiksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin besiyeri,
konsantrasyonu 1,5 pg/ml olacak sekilde puromisin (puromycin) antibiyotigi igeren
besiyerine eklenerek degistirildi. Ug giin arayla ve 10 giin boyunca antibiyotik ile

secilim yapilarak GFP genini eksprese eden saf hiicre popiilasyonu olusturuldu.

2.2.16. Deney Gruplari
Antibiyotik secilimlerinden sonra olusturulan saf hiicre hatlari su sekilde

olusturuldu:
e WJ-MKH+ GFP o/e
e  WJ-MKH+ k/o scrambled kontrol
e WJ-MKH+ GFP k/o
e WJ-MKH+ GFP o/e+ k/o scrambled kontol
e WJ-MKH+ GFP o/e+ GFP k/o

Olusturulan scrambled hiicre hatlari, GFP sgRNA CRISPR ve GFP ol/e

plazmitlerinin ve gen ekspresyonunun kontrolleri olarak kullanildi.

2.2.17. Akim Sitometrisi ile GFP Analizi

Kiltiir kabindan kaldirilan hiicreler 1.5 mI’lik santrifijj tiipiine alindi ve 300g°de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant uzaklastirildi. Hiicreleri yikamak
icin 1ml soguk PBS ile tekrar santrifiij edildi. BSA hassas terazide tartildi ve %1
oraninda olacak sekilde PBS igerisinde ¢oziindiirtildii. %1 BSA ¢ozeltisi igerinde izotip
kontrol antibody konsantrasyonu 1ug olcak sekilde hazirlandi. Yabanil tip hiicre
peletine hazirlanan isotip kontrol antikoru eklendi. Tip aliiminyum folyaya sarilarak
buz iizerinde hafif yatay bicimde, ¢alkalayicida 45 dakika inkiibasyona birakildi. izotip
kontrol antikor ile isaretlenen hiicrelerin inkiibasyonu sonrasi yabanil tip ve GFP o/e
hiicreler 300g°de ve +4°C’de ¢oktiiriildii ve daha sonra PBS ile yikandi. 10X CellFIX
soliisyonu (BD), 1X olacak sekilde PBS ile dilue edildi ve pelet soliisyon igerisinde
¢ozdiiriiliip siispanse hale getirildi. Hiicrelerdeki GFP ekspresyonu, FL1 kanallinda (ex;
488nm- em; 509nm) akis sitometrisi (FACS Calibur, BD) ile tespit edildi.
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2.2.18. RNA izolasyonu

Kiiltiir kabindan kaldirilan hiicreler 1.5 mI’lik santrifiij tiipiine alind1 ve 300g’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin
yikanmast i¢in 1ml PBS tekrar santrifiij edildi. Hiicre pelet yogunluguna gore TRI
Reagent Buffer (Direct-zol RNA miniprep, Zymo) yavasca eklendi. Eklenen TRI
Reagent Buffer miktar1 kadar %2100 ethanol eklenip homojenize olana kadar
vortexlendi. Elde edilen karisim kolona aktarildi ve 16.000g’de 1 dakika santrifiij edilip,
alt tiipte biriken sipernatant uzaklastirildi. 400ul RNA Wash Buffer eklendi ve
16.000g’de 1 dakika santrifiij edilip, alt tiipte biriken siipernatant uzaklastirildi. 5Sul
DNase | ve 75ul DNA Digestion Buffer baska bir tiipte karistirilarak column iizerine
aktarildi. Oda sicakliginda 15 dakika beklendi. 400ul Direct-zol RNA PreWash eklendi
ve 16.000g’de 1 dakika santrifiij edilip, alt tiipte biriken Siipernatant uzaklastirildi.
700ul RNA Wash Buffer eklendi ve 16.000g’de 1 dakika santrifiij edilip, alt tiipte
biriken siipernatant uzaklastirildi. 50ul DNase/RNase icermeyen su filtreye yakin
olacak sekilde eklendi, 1 dakika beklenip 16.000g’de 1 dakika santrifiij edildi. izole
edilen DNA’larin konsantrasyonlari ve safliklar1 Nanodrop cihazi ile 0lgiilerek
belirlendi. A260/A280 absorbans oranlari 6lgiilerek RNA’lar bir sonraki basamak igin -
80°C’de sakland.
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2.2.19. cDNA Sentezi

izole edilen RNA &rneklerinden High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kiti (Thermo) kullanilarak, asagidaki tabloda gosterilen reaksiyon kosullarinda cDNA

elde edildi.

Tablo 2.7: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
10X RT Buffer 2,0 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2,0 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0 pl
RNase Inhibitor -
Niikleaz igermeyen su 4,2 ul
Total hacim 10,0 ul

Tiipler Bio-Rad thermal cycler cihazina yerlestirildi ve (tablo2.8)’deki reaksiyon

kosullarma gore ayarlandi. RNA’dan cDNA’ya ¢evrilen 6rnekler qRT-PZR analizi igin

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Tablo 2.8: cDNA sentezi reaksiyon kosullari

Ayarlar Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3 Basamak 4
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika 0
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2.2.20. qPZR
Genetigi degistirilen MKH’lerde kok hiicre belirteg genlerinin ifade diizeylerinin
belirlenmesi (tablo 2.9)’da belirtilen genlere 6zgii primerler kullanilarak kantitatif PZR

(QPCR) yontemi ile gerceklestirildi. Referans gen olarak LDHA gen ekspresyonu

kullanild1 ve biitiin gen ekspresyonlari buna gére normalize edildi.

Tablo 2.9: Olusturulan MKH hiicre hatlariminin karakterizasyonu igin kullanilan genler

MKH Yiizey Belirtecleri Pluripotensi Belirtecleri Farkhlagsma Belirtecleri
CD90 (THY1) SOX2 RUNX2
CD44 POUS5FJ1 (OCT4) NESTIN
CD106 (VCAM1) ZFP42 JAG1
CD54 (ICAM1) TERT PPARy
HLA-DR Vimentin

Kantitatif PZR amplifikasyonu i¢in StepOne Plus (Applied Biosystems) qPZR
cihaz1 kullanildi. Reaksiyon tiipinde PZR karigimi 5ul  gPZR master mix
(5U/ul,Virostem Biyoteknoloji, cat no: VT-001), 2 ul su, 50 ng/ul olarak seyreltilen 2
ul cDNA, konsantrasyonu 2 ug/ml olan 0,5 ul ileri ve geri primerler (Qiagen) seklinde,
her gen igin total reaksiyon hacmi 10 pl olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyonun
asamalar1 (tablo 2.10)’daki gibi yapildi. Kantifikasyonu takiben PZR’in etkinligini
saptamak ve herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla her

reaksiyondan sonra erime egrisi (Melting Curve) analizleri gergeklestirildi.
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Tablo 2.10: gPZR dongii asamalari

Pre- inkiibasyon

95°C 2 dakika

Kantifikasyon Denatiirasyon 95°C 10 saniye
Baglanma 60°C 10 saniye
Uzama 72°C 15 saniye
X40 dongii
Erime Egrisi (Melt curve) | Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Baglanma 60°C 1 dakika
Uzama 95°C 15 saniye

2.2.21. istatistiksel Analiz

gPZR ile yapilan karekterizasyon deneylerinden elde edilen sonuglar 274¢T
metoduyla GraphPad Prism 9 programi kullanilarak analiz edildi ve two-way ANOVA
testiyle istatistiksel analizi gerceklestirildi. Her gen ekspresyon deneyi 3 tekrarli ve 3
bagimsiz deney olacak sekilde yapildi. Gen ekpresyon sonuglari referans gen olarak

segilen LDHA genine gore normalize edildi ve istatistiksel olarak Tukey dogrulama

yontemiyle anlamli degisimler igin p degeri <0.05 olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1.1. ATCC Kaynakh Yabaml Tip MKH Hiicre Hattinin Morfolojik Validasyonu

ATCC kaynakli WJ-MKH’ler tek tabaka halinde, kiiltiir kabina yapigik
fibroblast benzeri morfoloji gostermistir. Hiicrelerde genetik modifikasyon yapilmadan

once morfolojik validasyonu yapilmis, zit faz mikroskobu ile farkli objektiflerde

goriintiileri alinmustir.

5X 10X

20X 40X

Sekil 3.1: WJ-MKH’lerinin farkli objektiflerdeki morfolojik bulgular:
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3.1.2. ATCC kaynakh Yabaml Tip MKH Hiicre Hattinda Kok Hiicre Markor Gen
ifadelerinin qPZR Yontemi ile Karakterizasyonu

ATCC kaynakli WJ-MKH’lerin iizerinde genetik degisiklikler yapilmadan 6nce
bilinen MKH yiizey belirteglerinin ekspresyonu qPCR ile 6l¢iilerek bu hiicre hattinin
karakterizasyonu yapilmigtir. Gen ifadeleri LHDA gen ekspresyonuna oranlanarak,
ortalama ekspresyon seviyesi (+SEM) belirtilmistir. Istatistiksel analizler two-way
ANOVA yontemi ile GraphPad programinda yapilmis, p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 3.2: Yabanil tip WJ-MKH’lerin mezenkimal yiizey belirtegleri kullanilarak gPZR ile
karakterizasyonu yapildi. CD90 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore
normalize edildi. Istatistiksel olarak bir fark gériilmedi p>0.05
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Sekil 3.3: Yabanil tip WJ-MKH’lerin mezenkimal yiizey belirtegleri kullanilarak gPZR ile
karakterizasyonu yapildi. CD44 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore
normalize edildi. Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.4: Yabanl tip WJ-MKH’lerin mezenkimal yiizey belirtegleri kullanilarak gPZR ile
karakterizasyonu yapildi. CD106 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore
normalize edildi. Istatistiksel olarak bir fark gériilmedi p>0.05
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Sekil 3.5: Yabanil tip WJ-MKH’lerin mezenkimal yiizey belirtegleri kullanilarak gPZR ile
karakterizasyonu yapildi. CD54 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore
normalize edildi. Istatistiksel olarak bir fark gériilmedi p>0.05

0.20-
e HLA-DR
0154 T T
0.10-
0054 ¢

000_ I N i

-0.05 . .

I 1
p12 p14 p15 p17

HLA-DR/LDHA mRNA ekspresyonu

Sekil 3.6: Yabaml tip WJ-MKH’lerin mezenkimal yiizey belirtecleri kullanilarak qPZR ile
karakterizasyonu yapildi. HLA-DR mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore
normalize edildi. Istatistiksel olarak bir fark gériilmedi p>0.05
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3.1.3. GFP o/e Plazmitlerinin izolasyonu ve Validasyonu

GFP o/e CRISPR vektorii bakteri hiicresine klonlanmistir. Klonlanan negatif
kontrolde koloni go6zlemlenmezken, pozitif ornekte koloni goézlenmistir ve bu
kolonilerden bir kag1 segilip sivi LB besiyerinde biiyiitiilerek plazmit DNA izolasyonu
yapilmustir. izolasyon sonucu plazmit DNA’s1 nanadropta &lgiilerek yiiksek saflikta elde

edildigi goriilmistiir. Plazmit DNA’lar1 konsantrasyonlart 250 ng olacak sekilde

%0.7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek dogruluklar1 kontrol edilmistir.

Sekil 3.7: GFP o/e plazmitlerinin transformasyonu sonrasi olusan koloniler

Sekil 3.8: GFP o/e plazmitlerinin izolasyonu sonrasi agaroz jel goriintiisii
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Ornek Niikleik A260/280 A260/230 A260 | A280
adi Asit
(ng/uL)
Blank 0.902 0.765 1.159 0.018 | 0.024
GFPole 412.695 1.856 2.079 8.254 | 4.447

Sekil 3.9: GFP o/e plazmitlerinin izolasyonu sonrasi DNA saflik 6l¢tim degerleri

3.1.4. GFP k/o sgRNA Plazmitlerinin Klonlanmasi, izolasyonu ve Validasyonu

GFP genini nakavt etmek icin tasarlanan sgRNA’lar tastyici lentiviral vektorlere
klonlanmigtir. Tastyic1 vektorlerin tlizerinde sgRNA’larin ifadesini saglayan promotor
elementleri, CRISPR teknolojisinin geregi olan Cas9 enziminin iiretilmesi i¢in gerekli
olan DNA dizilimi bulunmaktadir ve vektorlerin bakterilerde gogaltimi saglanmstir.
Klonlanan pozitif 6rneklerde, negatif kontrole gore yaklasik 40-80 kat daha fazla koloni
goriilmiistiir. Kolonilerden birkagi segilerek pozitif klonlarin belirlenmesi igin koloni
PZR yapilmistir. Koloni PZR reaksiyonundan sonra sgRNA’larin plazmite aktarilmasi
agaroz jel elektoforezi sonucu ile kontrol edilmistir. Pozitif koloniler sivi LB

besiyerinde bilyiitiilerek, plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. Izole edilen plazmit

DNA’lar1 agaroz jelde yiiriitiilerek dogruluklart kontrol edilmistir.

GFP k/o sgRNA I
[jagctggacggcgacgtaaa

cccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacgJccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcga

gggtaggaccagctcgacctgccgctgcatttgccgthttcaagtcgcacaggccgctcccgctcccgct

. 15 . | . 20 . . 25 | . 30 . . .35
P I L v E L D G D v N G H K F S v S G E G E G D

EGFP
gttcaagtcgcacaggccgc|
GFP k/o sgRNA II

Sekil 3.10: GFP k/o sgRNA sekanslarinin GFP geni uzerindeki konumu
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Negatif GFP k/o GFP k/o
kontrol sgRNA 1 sgRNA 2

Sekil 3.11: GFP k/o sgRNA’lerin (Ran ve ark., 2013) metoduyla klonlanmasi sonucunda olusan
koloniler. Sol wist 6rnek negatif kontrol, diger rnekler ise GFP genine karsi tasarlanmis sgRNA
klonlanan 6rnekler.

Sekil 3.12: GFP k/o sgRNA plazmitlerinin koloni PZR agaroz jel goriintiisii
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Sekil 3.13: Izole edilen plazmit DNA’larmin agaroz jel goriintiisii (1: GFP o/e kontrol plazmiti,
2: GFP o/e plazmiti, 3: GFP k/o scrambled plazmiti, 4: GFP k/o plazmiti)
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3.1.5. Lentiviriis Uretimi icin DNA:PEI Oraminin Belirlenmesi ve Hiicre Canhlik
Testleri

Transfeksiyondan once, transfeksiyon ajani olan polietilenimin (PEI)
polimerinin hiicreler tizerindeki toksik etkisini belirlemek i¢cin WST-1 testi yapilmistir.
96 kuyulu kiiltiir tabagina 25.000 hiicre olacak sekilde HEK293T hiicresi ekilmistir. 16
saat sonra DNA orani sabit tutularak artan PEI oranlar1 hiicreye verilmis ve 24 saat
sonra WST-1 eklenerek spektrofotometrede 6l¢iim alinmistir. Yapilan deney sonucunda

virlis yapimui i¢in hiicrelere toksik gelmeyecek en uygun DNA: PEI orani belirlenmistir.

DNA:PEI oram

140

120
100
80
60
40
20
0 T T T T T T

Kontrol Tasiyict  Oran 1 Oran2 Oran3 Oran4  Oran5
Medya
(T.M)

% Canhhk

Sekil 3.14: Plazmit DNA: PEI oraninin hiicre canlilig: tizerindeki etkilerinin WST-1 testi ile
Ol¢iilmesi
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3.1.6. Viriis Miktar Analiz Sonuglar

Elde edilen optimal plazmit:transfeksiyon ajan orani kullanilarak lentiviriisler
tiretildi. Bu virlislerin miktarlart lentivirlis titrasyon kiti igerisindeki standartlar ile
karsilastirilarak hesaplandi ve yiiksek miktarda (titer) lentiviriis elde edildigi goriildii.

Amplification Plot

250,000
225,000
200,000
175,000
150,000

125,000

ARN

100,000

75.000

50,000

25,000

10,318.934851
0 % E =

2 2 4 6 ‘d\ 10 12 14 16 18 20 2 2 2% 28 1

Legend

oA B C D WE HF Hc HH

Sekil 3.15: qRT-PZR reaksiyonu ¢ogalma egrisi A: Ornek igermeyen kontrol (NTC), B: Std-1,
C: Std-2, D: GFP o/e, E: GFP o/e kontrol, F: GFP k/o, G: GFP k/o control

Tablo 3.1: Uretilen lentiviriislerin gRT-PZR sonucunda hesaplanan titer miktar1

Ornekler Ct1 Ct2 Ortalama ct Hesaplanan viriis
miktar (titer 1U/ml)
STD-1 1306 | 132 13,13 510"
STD-2 15,79 | 15,59 15,69 6.25 x 10°
GFP o/e 15,76 16,02 15,89 4,81 x 10°
GFP o/e scrambled 17,89 17,62 17,75 1,17 x 10°
GFP k/o 17,77 17,42 17,59 1,33 x 108
GFP k/o scrambled 19,38 19,22 19,3 3,32 x 10°
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3.1.7. Akim Sitometrisi ile GFP Ekspresyonunun Dogrulanmasi
Transdiiksiyon sonrasi yapilan akim sitometrisi deneyi sonucunda (sekil 3.16)

hiicrelerin lentiviral pargaciklar ile inkiibasyonu sonrasi ~%90 ve iizeri GFP ifadesi elde

edildigi gézlendi.
=
&
WI-MKH

E - WI-MKH+GEP o/e
S

£

8
=
T

100w 2 g3 qph

GFP FITC

Sekil 3.16: WJ-MKH hiicrelerinin lentiviral transdiiksiyonu sonrasi GFP ekspresyonunun akim
sitometrisi ile belirlenmesi

3.1.8. Floresan Mikroskobi ile GFP Overekspresyonunun HEK Hiicrelerinde
Dogrulanmasi

GFP lentiviriislerinin aktivitesi ve ekspresyonunun validasyonu éncelikle HEKT
hiicreleri kullanilarak artan MOI oranlar1 6lgiilmiistiir. Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii tabaklarina 25.000 hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekilerek hiicre basina diisen
viriis miktar1 (MOI= multiplicity of infection) 1,5,10,25 olacak sekilde belirlenmistir.
MOI oranina baglh olarak GFP sinyalinin arttig1 gozlendi. En yiiksek Viriis:Hiicre
enfeksiyon oraninda (MOI:25) hiicreler %80 tiizeri canlilik gostermistir. Bu sonug

tirettigimiz viriislerin hiicreler lizerinde toksik bit etkisi olmadigin1 gdstermektedir
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Floresan Floresan Isik
(GFP) (GFP)+lIsik Mikroskobu

Kontrol

MOl 1

MOI 5

MOI 10

MOI 25

Sekil 3.17: HEK hiicrelerinde GFP o/e lentiviriislerinin artan MOI oranlarinda kullanilmasi ve
elde edilen GFP sinyalinin floresan mikrokobi ile degerlendirilmesi
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3.1.9. WJ-MKH Hiicrelerinde GFP o/e Lentiviriis Transdiiksiyonu

GFP o/e lentiviristi verilen WJ-MKH hiicreleri floresan mikroskobunda (ZEISS
Axio) GFP ve Bright EGFP filtreleri ile goriintiilendi. 5x lenste hiicrelerin netligi ve
lokalizasyonu belirlendikten sonra yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiiler 10x lenste alindi.

3.giin sonunda GFP 1s1mas1 gortldii.

Floresan (GFP) (g}l:(;)r;f?; K Isik Mikroskobu

0. Giin

Cmv-GFP

Lentiviriis —
MOI:20

3. Giin

Blastisidin
Seleksiyonu

—

6. Giin

10.Giin

Seleksiyon Bitigi melp-

Sekil 3.18: GFP overeksprese WJ-MKH hiicrelerinin floresan mikroskobu gériintiileri (GFP
1s1masi ex; 488nm- em; 509 nm), 6lgek ¢ubuklar: 100 pm.
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3.1.10. WJ-MKH+GFP Hiicrelerinde GFP k/o Lentiviriis Transdiiksiyonu ile GFP
Geninin Susturulmasi

GFP k/o lentivirisii verilen WJ-MKH+GFP o/e hiicreleri floresan
mikroskobunda (ZEISS Axio) GFP ve Bright EGFP filtreleri ile goriintiilendi.
Lentiviriis transdiiksiyonu sonrasi 10. giinden itibaren GFP 1s1masi1 azald1 ve antibiyotik

secilimi sonras1 GFP 1s1mas1 gézlenmedi.

Floresan

Is1k Mikroskobu

GFP k/o
lentivirtis

Puromisin
Seleksiyon
Bitisi

Sekil 3.19: GFP k/o nakavt lentiviriisleri verilen WJ-MKH-+GFP o/e hiicrelerinin floresan
mikroskobu goriintiileri (GFP 1s1mas1 ex; 488nm- em; 509 nm), 6lgek ¢ubuklar: 100 um.
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3.1.11. Kantitatif PZR icin Hiicrelerden RNA izolasyonu Senuclar:

Hiicre hatlarindan elde edilen drneklerden RNA Izolasyon Kiti (Zymo Research)
kullanilarak RNA izolasyonu yapildi ve NanoDrop (Thermo Scientific) cihaz ile saflik

oranlari belirlendi.

Tablo 3.2: Olusturulan hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin nanodrop dl¢iim degerleri

HUCRE rl?gl\ll;ﬁ A260/280 A260/230
WJ-MKH P12 38,9 1,94 2,06
WJ-MKH P14 32,8 1,82 1,90
WJ-MKH P15 28,0 1,86 1,82
WJ-MKH P17 147,1 1,96 1,86
WJ-MKH+ GFP o/e p12 Set 1 25,5 2,08 2,05
WJ-MKH+ GFP o/e p12 Set 2 18,0 2,01 2,27
WJ-MKH+ GFP o/e p12 Set 3 33,0 2,01 2,15
WJI-MKH+ GFP scrambled p14 Set 1 130,7 1,97 2,04
WJ-MKH+ GFP scrambled p14 Set 2 135,6 1,99 1,97
WJ-MKH+ GFP scrambled p14 Set 3 108,8 1,98 2,03
WJ-MKH+ GFP k/o p14 Set 1 325,9 1,98 2,07
WJ-MKH+ GFP k/o p14 Set 2 216,7 1,99 2,05
WJ-MKH+ GFP k/o p14 Set 3 164,0 1,97 2,08
WJI-MKH+ GFP o/e+ k/o scrambled p15 Set 1 14,1 2,12 1,81
WJ-MKH+ GFP o/e+ k/o scrambled p15 Set2 7,1 2,03 1,90
WJ-MKH+ GFP o/e+ GFP k/o p17 p15 Set 1 63,5 1,95 2,06
WJ-MKH+ GFP o/e+ GFP k/o p17 Set 2 186,5 1,97 2,13
WJ-MKH+ GFP o/e+ GFP k/o p17 Set 3 21,4 2,03 1,90
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3.1.12. Kantitatif PZR Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerde gqPZR yontemi ile kok hiicre yiizey,
pluripotensi ve farklilasma belirteglerinin karakterizasyonu yapildi ve her hiicre hatti

ayn1 pasaj sayisindaki yabanil tip hiicrelerle karsilastirildi.

MKH viizey belirtecleri:

e CD90 (Thy1)

CD90/LDHA mRNA ekspresyonu
1
——
’

Sekil 3.20: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
CD90 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.21: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
CD44 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.22: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
CD106 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.23: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
CD54 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.

Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.24: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
HLA-DR mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Pluripotensi belirtecleri:
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Sekil 3.25: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
SOX2 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.26: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
POU5J1 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.27: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
ZFP42 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.28: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
TERT mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Farklhilasma belirtecleri:

ot
w
I

o
(V)
]

ot
(=]
]

[

RUNX2/LDHA mRNA ekspresyonu
=) =
n 1

e RUNX2

Sekil 3.29: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
RUNX2 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gére normalizasyonu yapildi.

Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.30: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
Nestin MRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.31: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
JAG1 mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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PPARyY/LDHA mRNA ekspresyonu
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Sekil 3.32: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin qPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
PPARy mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gére normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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Sekil 3.33: Genetigi degistirilen WJ-MKH’lerin gPZR ile karakterizasyonu degerlendirildi.
Vimentin mRNA seviyeleri, LDHA ekspresyon seviyelerine gore normalizasyonu yapildi.
Istatistiksel olarak bir fark goriilmedi p>0.05
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4. TARTISMA

MKH’ler hizli biliylime kapasitesine sahip, morfolojik olarak fibroblast
hiicrelerine benzeyen yiiksek rejenerasyon ve tamir kapasitesine sahip hiicrelerdir. WJ-
MKH’ler in vitro ortamlarda yiiksek cogalma kapasiteleri, yliksek plastisiteleri, diisiik
immunojeniklikleri ve immunomodiilator 6zellikleri nedeniyle hiicresel tedavilerde
tercih edilmektedir. WJ-MKH’ler ayrica bagisiklik bastirma ve bagisikliktan kaginma
yetenegine de sahiptir ve hiicresel tedavilerde allojenik olarak kullanilabilir (Kim &

Park, 2017).

Yabanil tip MKH’lerinin bu avantajlarina ragmen tedavi edici uygulamalarini
gelistirmek i¢in Ozellikle genetik manipiilasyonlar1 konusunda arastirmaya ihtiyag
vardir. Bunun i¢in CRISPR-Cas sistemi kullanilabilir. Bu teknoloji genlerin spesifik
olarak hedeflenmesini ve gen diizeyinde degisiklik yapilabilmesini miimkiin kilar
(Golchin ve ark., 2019). CRISPR bilesenlerinin hedefe etkin bir sekilde teslimi
verimlilik agisindan en biiylik zorluktur. Hiicrelere gen aktarimi i¢in elektroporasyon,
polimerler ve lentiviriisler ile transfeksiyon yontemleri kullanilabilir. Ancak MKH
hiicreleri kullanildiginda elektroporasyon yonteminde yiiksek 6liim orani, transfeksiyon
yonteminde ise verim disiik oldugundan bu c¢aligmada lentiviriisler (LV) tercih
edilmistir. LV’ler diger yontemlere gore tasarim, iiretim, kullanim ve verimlilik

acisindan avatajlidir ve ileride yapilacak klinik uygulamarda biiytik potansiyele sahiptir.

Bu calismada lentiviral transdiiksiyon yontemleri ile MKH hiicrelerinde genetik
modifikasyonlar yapilmistir. Buradaki amag¢ gelecegin kok hiicrelerini gelistirmektir.
MKH hiicrelerinin rejenerasyon kapasitelerinin arttirilmasi, hedeflenebilmesi ve
tiretiminin kolaylastirilmasi i¢in verimli bir gen diizenleme protokoloniin gelistirilmesi
amactyla MKH hiicrelerinde gen nakavtlar1 (k/o) ve gen overekspresyonu (o/e)
yapilarak hiicrelerin canliligi, gen aktarim verimliligi ve son olarak da kok hiicre

ozelliklerini koruyup korumadiklar1 analiz edilmistir.

Bu gibi optimizasyon ve protokol gelistirme g¢alismalarinda hiicrelerin canli
olarak takip edilebilmesi avantaj saglamaktadir. Kok hiicreleri floresan etiketlemek ve
izlemek icin yesil floresan protein (GFP) en ¢ok tercih edilen biyobelirteglerdendir.

Floresan mikroskobu ile goriintiileme hiicrelerin kantitatif analizi, deneysel sonuglarin
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ve hiicre kiiltiirii protokollerinin hizli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in GFP kolaylik
saglamaktadir ve bu nedenle ¢alismada tercih edilmistir (Mannam ve ark., 2020).

Bu yaklasim sadece optimizasyon igin degil, ileride hiicrelerin in vivo
ortamlarda takibine de olanak saglayacak hiicresel etikleme igin onemlidir. Ozellikle
hedeflenebilir MKH’ler gelistirildinde hayvan deneylerinde rahatlikla kullanilabilecek
bu yontemle isaretli MKH’lerin viicut igerisinde dagilimi ve yasam siiresi
hesaplanabilir. Her ne kadar boya inkiibasyonu ya da gegici transfeksiyon metotlari ile
GFP veya benzeri araglarla hiicreleri isaretleme yeni bir yontem olmasa da (Zhitomirsky
ve ark., 2018), gen diizenleme konusunda direng gosteren MKH hiicrelerinde lentiviral
yontemlerle bunun bu calismada yiiksek verimlilikte yapilmis olmast ilerideki

calismalar i¢in de Oncii olmaktadir.

Gen diizenleme yonteminde lentiviriisler ile GFP geninin aktarildigt MKH
hiicrelerde yiiksek miktarda GFP 1s1masi elde edilmistir ve verimliligin yaklagik %95 ve
tizeri oldugu gozlemlenmistir. Calismada kullanilan viral CMV promotorunun 6zellik
bu hiicrelerde ¢ok ciddi derece yiiksek GFP ekspresyonu sagladigi saptanmistir. Bu
nedenle akim sitometrisi sirasinda GFP sinyalinin cihazin limitlerinin istiine ¢iktig1
goriilmiistiir. Her ne kadar hiicre isaretleme icin bu avantajli olsa da ileride fizyolojik
seviyelerde protein ekspresyonunun saglanmasi igin daha zayif promotorler tercih
edilebilir.

Lentiviral gen diizenleme yonteminin bir baska avantaji da aktarilan genin
hiicrelerde kalic1 olarak aktif kalmasidir. Bu MKH gibi yiiksek boliinme kapasitesine
sahip hiicrelerde gegici transfeksiyon yonteminde zamana bagl olarak karsilagilan GFP
sinyal kaybinin Oniine ge¢mektedir. Calismamizda GFP transfeksiyonu yapilan
MKH’larda pasaj 20’ye kadar stabil ekspresyon seviyesi ve kalic hiicre i¢i GFP protein

tiretimi gozlenmistir.

Hedef hiicre basina bir lentiviral genom kopyasmin entegrasyonu (MOI 1)
yerine hiicre basina ¢oklu kopyalar da tercih edilebilir. Hiicrelerde aktarilan genin
birden fazla kopyasinin varlig1 ekspresyonu verimliligini artirarak giiglii GFP ifadesi ve
yiiksek bir floresan sinyali saglar (van Vollenstee ve ark., 2016). Beklendigi gibi, HEK
hiicrelerinde artan MOI oranlarinda yaptigimiz denemelerde transfeksiyon veriminin

doza bagli olarak arttig1 gézlemlenmistir.

74



Gelecegin siiper-MKH’lerinin gelistirilmesi i¢in hiicrelerde sadece bir gen
manipiilasyonu yeterli olmayacaktir. Bir¢ok yolagin manipiilasyonu igin birden fazla
gen diizenleme gereklidir. Her ne kadar LV’ler diger yontemlere gore daha fazla genetik
materyal tasima kapasitesine sahip olsalar da, en fazla bir ya da iki genin
manipiilasyonuna olanak vermektedirler. Bu durum ozellikle gen overekspresyonu

durumda daha da kisitlayic1 olmaktadir.

Calismamizda bunun basarilabilmesi i¢in MKH hiicrelerinde iki farkli genetik
manipiilasyon arka arkaya yapilmistir. Oncelikle GFP geninin lentiviral
overekspresyonu saglanmis, daha sonra GFP’yi hedefleyen sgRNA’ler CRISPR-Cas9
lentiviriisleri ile hiicrelerde bu genin nakavt edilmesi ve ifadesinin susturulmasi
saglanmis ve GFP i1smmasmnin floresan mikroskobunda tamamen yok oldugu
gozlemlenmistir. Bu, MKH’lerde en az iki farkli lentiviral transdiiksiyonun
yapilabilecegini ve her iki gen aktarimmin da verimli bir sekilde gerceklestigini
gostermistir. Calismamizda gelistirilen protokol ileride farkli vektorler tasarlanarak
genlerin toplu ya da arka arkaya MKH hiicrelerinde diizenlenmesine ve hiicresel

terapiye yonelik genetigi degistirilmis MKH’lerin gelistirilmesine oncii olacaktir.

Ozellikle birincil hiicreler ve MKH’ler gibi hiicrelerde gen diizenleme yapilirken
dikkat edilmesi gereken en Onemli sorun hiicrelerin 6zelliklerini kaybetmemeleridir.
MKH’ler gibi rejeneratif tip alaninda klinikte hastalarda kullanilan hiicrelerde bu daha
da 6nemlidir. Hiicresel tedavilerde basar1 orani dogru hasta se¢imi, uygulama yolu ve
tedavide kullanilan hiicrelerin kalitesine baglidir. Hiicrelerin kalitesi, izole edilen doku
kaynagi, istenilen pasaja getirelen hiicrelerin hala tim kok hiicre 6zelliklerini koruyor
olmas1 oldukg¢a gereklidir. Bu nedenle g¢alismamizda MKH’lerin genetik yapilar
degistirilmeden Oncesinde ve sonrasinda kok hiicre markor genlerinin ifade seviyeleri

RNA izolasyonu ve qPZR ydntemiyle 6l¢iilmiistiir.

Farkli hiicre hatlarinin qPZR sonuglarimin degerlendirilebilmesi icin referans
genlerle normalizasyon basamagina ihtiya¢ duyulur. Hedef genler ve referans genlerin
birlikte paralel lgiilmesi normalizasyonda giivenilir bir yontem olarak kabul edilir.
Ideal bir referans gen, farkli deney kosullar1 ya da hastalik durumunda degismez ve tiim
hiicre dokularda eksprese edilir (X. Li ve ark., 2015)(Ragni ve ark., 2013). MKH’lerin
kaynagina bagli olarak referans genlerin ekspresyon seviyeleri degiskenlik gosterebilir.

Lentiviral transdiiksiyon sonrast WJ kaynaklt MKH’ler i¢in LDHA referans geni WJ-
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MKH’lerinin ¢ogalma ve farklilasmasi sirasinda ekspresyonu degisken olabilecegi goze

alinarak referans gen olarak segilmistir.

ISCT’de kabul goren kriterlere gore MKH’ler, yiizey belirtegleri CD90, CD44,
CD106 ve CD54’u pozitif olarak, HLA-DR’yi negatif olarak ifade etmelidir.
Karakterizasyon deneylerinde yabanil tip ve genetigi degistirilmis MKH hiicre
hatlarinda bu MKH ylizey belirtegleri, pluripotensi belirtegleri ve farklilagma
belirteglerinin ifadesi Olglilmiis ve istatistiksel olarak bir ya da iki kez gen
manipiilasyonuna ugramis MKH’lerin kok hiicre 6zelliklerini kaybetmedikleri ve
hiicrelerin morfolojisinde bir farklilik olmadigi tespit edilmistir. Her ne kadar anektodal
olarak hiicrelerin biiylime hizlarinda diisiis ve zorlanma oldugu tespit edilse de, bu
calismada hiicre biiyiime hiz1 konusunda kantitatif bir analiz yapilmamistir ve ileride

bunun da yapilmasi gereklidir.

Yaptigimiz genetik modifikasyonlarda MKH’larin kok hiicre belirteglerinde gen
diizenlemeden sonra anlamli bir fark gériilmemis olmasi 6nemlidir. Telomeraz enzimini
kodlayan TERT geninin yiiksek ifadesi MKH’lerde proliferasyon kapasitesini arttirdigi
bilinmektedir (Beckenkamp ve ark., 2020). MKH’lerin klinik uygulamalarindan 6nce
telomeraz aktivitesinin yliksek olmasi beklenir. Yabanil tip ve genetigi degistilen

MKH’lerde TERT ifadesinin degismemesi klinik kullanimi igin bir avantajdir.

MKH’lerin multipotent hiicreler olmalari nedeniyle farklilagma kapasiteleri
yiiksektir bu nedenle WJ-MKH’ler farklilasma calismalarinda sik¢a kullamlir. Ornek
olarak kemik olusumu ve MKH'lerin osteojenik farklilagmasi i¢in temel bir diizenleyici
olan RUNX2 (zZhao ve ark., 2005), adipogenezin ana diizenleyicisi PPARy
(Muruganandan ve ark., 2011), noronal farklilagsma igin gerekli nestin (Wong ve ark.,
2014) ve kardiyomiyosit farklilasmasinda rol olan JAG1 (Tian ve ark., 2017) genlerinde
yabanil tip ve genetigi degistirilmis hiicreler arasinda bu calismada bir fark
olmadigindan genetigi degistrilmis MKH’larda farklilasma uygulamalarinda da

kullanilabilir.
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5. SONUC

Gen terapide kullanilan standart MKH’ler yerine, CRISPR-Cas9 teknolojisi ile
hiicrelerin yeniden diizenlenerek tedaviye daha uygun hale getirilip gelistirilmesi
miimkiindiir. Gen diizenleme yontemleriyle igili arastirma ve klinik denemeler siirekli
olarak artmakta ve bu da MKH’lerin karakterizasyon standardizasyonuna ihtiyag
duyulmasina neden olmaktadir. Bu ¢alisma, MKH’lerin genetik modifikasyonlarla

gelistirilmis giivenilir hiicre hatlarinin iiretimi ve karakterizasyonunu icermektedir.

Calismamizda GFP o/e ve GFP k/o vekérleri, iiretilen lentiviriisler araciligiyla
WJ-MKH hiicrelerine transdiiksiyonu yapilmistir. Olusturulan WJ-MKH+GFP o/e
hiicrelerine  GFP k/o viriisii ile ikinci bir transdiiksiyon yapilmis, antibiyotik
secilimlerinin ardindan hiicre hatlar1 olusturulmustur. Transdiiksiyonlar sonucu genetigi
degistirilen hiicrelerin  kok hiicre 6zelliklerini koruyabildiklerini gostermek icin qPZR

ile karakterizasyon yapilmistir.

Sonug olarak, lentiviriis transdiiksiyonu ile yabanil tip MKH hiicreleri ve
genetigi degistirilen MKH’lerin morfolojileri ve gen ekspresyonlari benzerdir.
Karakterizasyonu yapilan genetigi degistirilmis hiicre hatlarinin yabanil tip hiicrelere
kiyasla MKH karakteristiklerinin anlamli oranda degismedigi ve kok hiicre 6zelliklerini
kaybetmedikleri goriilmektedir. Ayrica kullandigimiz GFP lentiviral vektorlerin enfekte
ettigi hiicre hatlarin1 yabanil tip hiicrelerle karsilastirdigimizda MKH’ler iizerinde hiicre
canliligina olumsuz bir etkisinin olmadigi1 ve giivenilir bir etiketleme yontemi oldugu

gozlemlenmistir.

Calisma sonuglarimizda edinilen bilimsel bilgi ve birikim genetigi degistirilmis
MKH’lerin ileride gen terapisi ve hiicresel tedavilerde daha iistiin olacak siiper-

MKH’lerin kullanilmasina ve bu alanlarin gelismesine yardimer olacaktir.
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