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KISALTMALAR

a.d

AAYV vektorleri
AAV

ADA

Atm

AV vektorler
bkz

bp

CALD

cAMP

CAR-T hiicresi
CaSR

CMV promotor
cPPT

C-PTHR

CTS

DAG

ddH20

dk

DMEM-F12

DMSO
d-PBS
E. coli
EcoRlI
EDTA
EMA
ER

EtBr
EtOH
EU

FBS
FDA
GARD
GFP
GIS
GMP
HEK 293T
HIV-1
Hipo-PT
hPTH

: Amino asit

: Adeno asosiye viriis vektorleri

: Adeno asosiye viriis

: Adenozin deaminaz eksikligi

. Atmosferik basing

: Adenoviral vektorler

: Bakiniz

: Baz gifti

: Serebral adrenoldkodistrofi

: Adenilil siklaz

: Kimerik antijen reseptor T hiicresi

: Kalsiyuma duyarli reseptorler

: Sitomegaloviriis promotor bdlgesi

: Santral polipurine bolgesi dizileri

: C-PTH reseptorleri

: Santral terminasyon dizisi

: Diagil gliserol

: Cifte distile H20

: Dakika

: Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri / F-12 Ham
besiyeri karigimi

: Dimetil sulfoksit

: Dulbecco’nun fosfat tamponlu izotonik ¢6zeltisi
: Escherichia coli

. Bir ¢esit restriksiyon enzimi

: Etilendiamin tetraasetik asit

. Avrupa ilag dairesi

: Endoplasmik retikulum

: Etidyum bromiir

: Etanol

: Avrupa birligi

: Fotal sigir serumu

: Birlesik devletler gida ve ilag dairesi

. Genetik ve nadir hastaliklar bilgilendirme merkezi
> Yesil floresan protein

: Gastrointestinal sistem

: Iyi iretim uygulamalari (good manufacturing process)
- Insan embriyonik bébrek 293T hiicre hatti
: Tip-1 insan immiinyetmezlik viriisi

: Hipoparatiroidizm

: Insan parathormonu



HSV vektorleri
HSV vektorleri
HSV

IP3

i.m

Y,

kb

LB agar

LB broth
Liberase TL
LTR dizileri
LV vektorler
m.o

max

min
Mo-MLV
MSS

NFAT
NF-xB

NIH

OTC

p53

pac

PCR
PEGFP-N1
Pen-Strep
PLPT

PLPT+hPTH
pMD.G

PO*

prepro PTH mRNA

psPAX2

PTB
PTH (1-34)

PTH 1-84
PTH

PTHIR

Rpm

rPTH

RRE dizileri
RV vektorler
SCID

SFDA

SIN vektorler
SN

: Herpes simpleks viriis vektorleri

: Herpes simpleks viriis vektorleri

: Herpes simplex viriisii

- Inositol 1,4,5-trifosfat

- Intramiiskiiler

. Intravendz

: Kilo baz ¢ifti

- Luria bertani kat1 besiyeri

: Luria bertani s1v1 besiyeri

- Diisiik termolizin i¢erikli liberaz enzimi

: Uzun terminal tekrar dizileri (long terminal repeat)
. Lentiviral vektorler

: Mikroorganizma

: Maksimum

: Mimimum

: Moloney murine leukemia viriis

: Merkezi sinir sistemi

. Aktive T hiicresinin niikleer faktorii

- Nukleer faktor kapa B

: Ulusal saglik enstitiisii

: Ornitin transkarbamilaz

: Tiimor protein 53

: Selektif amagli Puromisin direng geni

: Polimeraz zincir reaksiyonu

> Bir tiir memeli ekspresyon plazmidi

: Penisilin + Streptomisin

: pLenti-CMV-GFP-2A-Puro plazmidi (lentiviral vektor
iiretiminde kullanilan bos transfer plazmidi)

: pLenti-CMV-GFP-2A-Puro + hPTH (terapotik hPTH
genini tastyan rekombinant transfer plazmidi)

: Lentiviral vektor tiretiminde kullanilan VSVG zarf
proteinlerini kodlayan plazmid

: Fosfat

: Pre pro parathormon mesajci ribonukleik asidi

: Lentiviral vektor tiretiminde kullanilan paketleme
plazmidi

: Paratiroid bezleri

: Parathormonun N-terminal bolgesindeki ilk 34 a.a’lik
dizisi

: Parathormonun 84 a.a’lik dizisi (intakt PTH)

: Parathormon

: Tip 1 PTH/PTHTrP reseptorleri

: Dakikadaki devir sayis1

: rekombinant PTH

- Rev responsive element dizileri

: Retroviral vektorler

: Siddetli kombine immun yetmezlik

: Cin Hiikiimeti Gida ve Ilag Dairesi

: Kendini inaktive eden vektorler

: Saniye

Xi



Sp-1 : Sp-1 transkripsiyon faktori

TAE : Tris + asetik asit + EDTA

trBac-PLPT+hPTH : PLPT+hPTH ile transforme E. coli hiicreleri

trBac-pMD.G : pMD.G ile transforme E. coli hiicreleri

trBac-psPAX2 : psPAX2 ile transforme E. coli hiicreleri

uv : Ultraviyole 151n

Vektor - Gen tagima araci

VSV-G - Vesikiiler stomatitis virlis glikoproteinleri

WPRE : Woodchuck hepatit B post-transkripsiyonel diizenleyici
element

Xbal . Bir ¢esit restriksiyon enzimi

xii



SEMBOLLER

ng

ul
1,25 (OH)2 D3
Ca
CO,
Da
dL

g

G

K+
mA
mEq/L
mg
Mg*?
ml
mM
Na*
NaCl
ng
nm
°C

P

pg
|::'O4'3
V

: Mikrogram

: Mikrolitre

: 1,25 dihidroksi kolekalsiferol
: Kalsiyum

: Karbondioksit

: Dalton

- Desilitre

: Gram

: Gravite (santrifiij i¢in kullanilir)
- Potasyum

: Miliamper

: Miliekivalen / litre
: Miligram

: Magnezyum

- Mililitre

: Milimol

: Sodyum

: Sodyum klortir

: Nanogram

: Nanometre

: Santigrat

: Fosfor

: Pikogram

: Fosfat

- Volt
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EX ViVO GEN TERAPISiYLE HiPOPARATIROIDIZM TEDAVIiSi
MODELI OLUSTURMA

OZET

Hipoparatiroidi (hipo-PT), viicuttaki parathormon (PTH) eksikligi sebebiyle baslica
kalsiyum seviyesindeki diisiis ve fosfat seviyesindeki artisin eslik ettigi, yasamin
devami i¢in mutlaka tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir. Kronik hipo-PT nin
konvansiyonel tedavisinde yiiksek dozlarda oral Ca ve D vitamini takviyelerinin dmiir
boyu kullanim1 zorunludur. S6z konusu tedavi kiiratif olmayip semptomatik olmakla
beraber, uzun vadede kullaniminda hastada ¢ok ciddi yan etkiler goriilebilmektedir.
Bu sebeple hipo-PT igin yeni ve alternatif terapi yaklasimlarmin gelistirilmesinin
gerekliligi agikca goriilmektedir.

Gen terapisi, Ozellikle kiiratif tedavisi bulunmayan hastaliklar i¢in kullanilabilecek
olan, son yillarda yenilenen vektor tasarimlariyla birlikte hem giivenilirliginin hem de
etkinliginin arttirilmis oldugu bir terapi metodudur. Bu sebeple ¢alismamizda, siganlar
tizerinde ex vivo gen terapisi metoduyla hipoparatiroidi tedavisi modeli
olusturabilmenin miimkiin olabileceginin gosterilebilmesi amag¢lanmistir.

Calismamiz hipo-PT tedaviside hem “otolog primer hiicrelerin kullanildig: ilk ex vivo
gen terapisi” caligmasi olup, hem de s6z konusu hastaligin tedavisinde vektor olarak
“lentiviral vektorler”’in kullanilmis oldugu ilk ¢alismadir. Daha 6nce sicanlar iizerinde
hipo-PT igin gen terapisi c¢alismalari gergeklestirilmis olsa bile, s6z konusu
caligmalarda in vivo yontem kullanildigindan, terapétik genin viicutta dagilabilecegi
hiicreleri/dokular1 tahmin edebilmek miimkiin degildir. Oysa ex vivo gen terapisi ¢ok
daha giivenli ve kontrollii bir uygulama saglayabilmektedir. Calismamizda ayrica
otolog hiicrelerin kullanimi1 sayesinde immun reddin de oOniline gegilebilmesi
amagclanmistir.

Tezimizde her bir deney hayvanindan alinan deri pargasindan, hayvanin kendine ait
otolog primer hiicreler kiiltiire edilerek ¢ogaltilmis ve insan parathormon geni (hPTH)
tastyan lentiviral vektorler iiretilerek, s6z konusu otolog hiicreler lentiviral vektorlerle
transdiikte edilmigtir. Transdiiksiyon sonrasi hiicrelerin hPTH genini genomlarina
entegre ederek yiiksek miktarda biyolojik aktif hPTH {iretimi ve salgilamasi yaptigi
floresan mikroskop goriintiileri ve biyokimyasal testler sayesinde dogrulanmistir. S6z
konusu hiicreler sigan viicuduna subkutan olarak enjekte edildikten sonra ise tiim
deney hayvanlarinda hPTH iiretimi dogrulanarak, si¢anlarda ex vivo gen terapisi ile
hipo-PT tedavisinin miimkiin olabilecegi gosterilmistir. Ancak terapi sonrasi sigan
serumundan 6lgiilen hPTH degerlerinin, sicanlardaki fizyolojik PTH referans deger
araliginin altinda kaldigr goriilmektedir. Bunun sebebinin terapotik hiicrelerin
enjeksiyon sonrasinda sadece ¢ok az bir kisminin viicuda engrafte olabilmesi, biiyiik
bir kismimin ise engrafte olamadigi i¢in viicuttan uzaklastirilmasi ve bu yiizden
hormon seviyelerinin fizyolojik referans deger araligmnin altinda kalmasi oldugu
disiiniilmektedir.
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Sonraki ¢alismalarda, calisma yonteminin optimize edilerek terapétik hiicreler igin
uygun bir hiicresel tasiyiciyla beraber enjeksiyon uygulanmasi, bu sayede terapotik
hiicrelerin sican viicuduna engrafte olabilme oranlarinin ve dolayistyla hPTH {iretim

miktarlarinin yiikseltilebilmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hipoparatiroidizm, gen terapisi, ex vivo gen terapisi, lentiviral
vektor, otolog primer hiicre
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CREATING A TREATMENT MODEL FOR HYPOPARATHYROIDISM VIA
EX-VIVO GENE THERAPY

SUMMARY

Hypoparathyroidism (hypo-PT) is a disease, caused by the lack of parathormone
(PTH) and accompanied by a decrease in the calcium and an increase in the phosphate
levels in serum. Lifelong use of high doses of oral Ca and vitamin D supplements are
mandatory in the conventional treatment of chronic hypo-PT. Although the
conventional treatment is symptomatic but not curative, it may cause very serious side
effects in long-term use. Therefore, the necessity of developing new alternative
therapies for hypo-PT is clearly seen.

Gene therapy is a therapy method that can be preferred especially for the diseases that
do not have a curative or effective treatment. Both its reliability and effectiveness have
been increased in recent years due to the renewed gene transfer vector designs.
Therefore it’s aimed to show that it is possible to create an ex vivo gene therapy
method for hypo-PT treatment on rats

Our study is both the “first ex vivo gene therapy using autologous primary cells” and
the “first study using lentiviral vectors for gene delivery” in the treatment of hypo-PT.
Even if, in vivo gene therapy studies for hypo-PT have been performed before, “ex
vivo method” which is preferred in our study, is more safer and manageable than “in
vivo method”. In our study, it was also aimed to prevent immune rejection by using
autologous primary cells.

In our thesis, seperate skin biopsies were excised from experimental animals and
seperate autologous cell cultures were created for each animal. At the same time,
lentiviral vector particles which are carrying “hPTH therapeutic gene” was constructed
and then the autologous cells were transduced by lentiviral vectors to integrate the
therepeutic gene hPTH into their genomes. Following transduction, high amounts of
biologically active hPTH production and secretion from autologous cells was
confirmed by both flourescent microscope images and biochemical tests. Thereafter
therapeutic cells were injected subcutaneously into the rat body and hPTH production
was confirmed in all experimental animals, demonstrating that “treatment of hypo-PT
with ex vivo gene therapy in rats” may be feasible.

However, it is observed that the hPTH values measured from the serum of rats after
the therapy, remained below the physiological PTH reference range, it is estimated
that the reason for this is that only a small amount of the therapeutic cells could engraft
in the body after the injection, and the vast majority of them are removed due to the
fact that they couldn’t engraft into the body. As a result, due to the inadequate
engraftment ratios of therapeutic cells, it is thought that hPTH levels remained below
the physiological PTH reference ranges.
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In our future studies, it is planned to optimize the study protocol and to apply the
injection of therapeutic cells with a suitable cellular matrix, thereby increasing the
engraftment ratios of therapeutic cells into the rat body and thus the amount of hPTH

production.

Keywords: Hypoparathyroidism, gene therapy, ex vivo gene therapy, lentiviral vector,
autologous primary cells
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1. GIRIS ve AMAC

Hipoparatiroidizm (hipo-PT), serumda PTH yoklugu veya seviyesinin diisiikligii ile
karakterize, bu duruma serumdaki Ca seviyesindeki diisiisiin ve PO4> seviyesindeki
yiikselisin de eslik ettigi bir hastaliktir. Hipo-PT, konjenital ya da sonradan edinilmis
sebeplerle meydana gelebilmekle beraber, sonradan edinilmis hipo-PT’ nin en sik
goriilme sebebi, tiroidektomi, paratiroidektomi veya boyun bdlgesi operasyonlari
esnasinda paratiroid bezlerinin ¢ikarilmas1 veya geri doniisiimsiliz olarak hasar
gormesidir. Total tiroidektomi sonrasinda kalici hipo-PT goriilme siklig1 ortalama %

0,8-3 civarindadir.

Hipo-PT kaynakli hipokalseminin konvansiyonel tedavisi, durumun semptomatik,
asemptomatik, akut veya kronik gelisimine bagl olarak degiskenlik gosterir. Kronik
hipo-PT nin giiniimiizdeki konvansiyonel tedavisinde 6miir boyu yiiksek dozlarda oral
Ca ve D vitamini takviyeleri kullanimi zorunludur. Hipo-PT’nin konvansiyonel
tedavisinde eksik olan parathormon (PTH), replasman tedavisiyle yerine
konulamadigindan, tedavi kiiratif degil, semptomatiktir. Bu sebeple serum Ca, PO
ve D vitamini seviyeleri, tedavi sayesinde fizyolojik referans deger araligina
getirilmeye c¢alisilsa bile, PTH’un diger hedef dokularindaki etkisi taklit
edilememekte, genel kemik yapis1 bozulabilmekte, kognitif fonksiyonlarda olumsuz
degisiklikler goriilebilmekte ve hastalardaki genel hayat kalitesinin diistiigii tespit
edilmektedir. Tedavi i¢in yiiksek dozlarda oral Ca ve D vitamini kullanilmasina
ragmen, bu dozlar bazi hastalardaki semptomlar1 kontrol altina alabilmekte yetersiz
kalmakta ve uzun dénem kullanimlarinda ¢ok ciddi yan etkilere sebep olarak (bobrek
ve beyinde kalsifikasyonlar, siddetli GIS yan etkileri vs...) tedaviyi tolere edilemez
hale getirebilmektedir. Cerrahi yaklagimda uygulanan allotransplantasyon yonteminde
ise greft bulmanin zorlugu, rejeksiyon riski, dmriiniin sinirl olabilmesi, greftin tam
olarak  fonksiyon  gOsterememesi, Ve post-opere hastalara  uygulanan
immunsupresanlarin yan etkileri gibi sebeplerden dolay1, operasyonun bagari1 oranlari
degiskenlik gostermektedir. Tiim bunlar sebebiyle 2015 yilinda FDA tarafindan

onaylanmis olup, hipo-PT nin tedavisinde konvansiyonel tedaviye destek amagh



olarak kullanilabilen “rekombinant intakt insan parathormonu (PTH 1-84)” piyasaya
striilmiistiir. Ancak s6z konusu rekombinant hPTH 1n tek basma tedavide yeterli
olamamasi, yarilanma Omriiniin olduk¢a kisa olusu, her giin enjeksiyonla
uygulanmasinin zorunlulugu ve yan etki profili, tedavinin kisitlayict yonleri olarak
sayilabilmektedir. Tiim bunlar géz oniine alindiginda, hipo-PT i¢in yeni ve giivenli
tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin zorunlu oldugu goériilmektedir. Bu paragrafta
kisaca soz edilmis olan hipo-PT, tedavi yontemleri ve tedavinin yan etkileri ile ilgili
cok daha detayli bilgiler, referanslariyla beraber tezin “Genel Bilgiler” boliimi altinda

sunulmaktadir.

Gen terapisi bir hastaligi tedavi etmek amaciyla bir kisinin genlerinde degisim
yaratarak, hastaliga sebep olan geni saglikli olan kopyasiyla degistirmek, islevsiz hale
getirmek veya hastaligin tedavisi amaciyla canliya yeni bir geni nakletmek
amaglarindan biri i¢in kullanilan bir terapi yontemidir. Gen terapisi, 6zellikle kiiratif
tedavisi bulunmayan hastaliklar i¢in, konvansiyonel tedaviyle kiyaslandiginda ¢ok
acik bir avantaj sunmaktadir. Bunun sebebi hastaligin semptomlarini baskilamak
yerine, genetik seviyeye inerek, direk olarak hastaligin sebebini ortadan kaldirabilmesi
veya diizeltebilmesidir. Son yapilan klinik arastirmalar, gen terapisinin pek ¢ok
hastaligin tedavisinde hem etkili hem de giivenli oldugunu gostermektedir. Bunun
sebebi ise son yillarda etkinligi ve giivenilirligi arttirilan gen tasima aracglar1 olan
vektorlerin  tasarimlarinin  yenilenerek gelistirilmesidir. Bahsedilen sebeplerle
glinlimiizde kiiratif bir tedavisi bulunmayan hipo-PT tedavisine yonelik olarak, gen
terapisi yontemini miimkiin olan en giivenli sekle uyarlayarak, sicanlar iizerinde bir

terapi metodunun gelistirilebilmesi amaglanmistir.

Terapotik genin viicuda nakledilme stratejisine gore gen terapisi in Vivo ve ex Vvivo
olmak tizere ikiye ayrilir. In vivo yontemde terap6tik gen direk olarak viicuda enjekte
edilirken, ex vivo yontemde ise terapdtik gen, kiiltiir ortamindaki hiicrelere
nakledilerek genetik yapilar1 degistirildikten sonra, s6z konusu hiicreler canli
viicuduna aktarilir. Bu tez ¢aligmasinda, daha komplike ve uygulamasi daha zahmetli
bir yontem olmasina ragmen, ¢ok daha giivenli oldugu, kontrollii bir uygulama
sagladigi, ayrica canlida vektor kaynakli olas1 bir immiinolojik reaksiyona sebebiyet
vermedigi i¢in eX Vivo yontem tercih edilmistir. EX vivo yontemde allojenik veya
otolog kaynakl1 hiicreler tercih edilebilmektedir. Allojenik kaynakli hiicrelerin temini,

cogaltimi ve manipiilasyonlari daha kolay olup, kontaminasyon riski ¢ok daha az



olmasina karsin, canli viicuduna enjekte edildikten sonra olasi bir immun red sebebiyle
viicuttan uzaklastirilip tedavinin etkisini yitirebilmesi riski daha yiiksektir. Oysa,
otolog hiicreler canlinin kendinden alinan dokudan fiiretilen hiicreler oldugundan,
immun red riski ¢ok daha az ve kullanimlar1 daha giivenlidir. Buna karsin kiiltiire
edilip cogaltilabilmeleri zahmetli, zaman alici ve masrafli olmasinin yaninda
kontaminasyon riski de yiiksektir ve en dnemli dezavantajlari belirli bir boliinme say1s1
sinirma  sahip olduklar1 i¢in (Hayflick limit) sadece belli bir limite kadar
cogaltilabilmeleridir. Tiim bu dezavantajlarina ragmen kullanimlarmin daha giivenli
olusu ve uygulanan canlida olasi bir immun red olusmamast i¢in dermal kokenli otolog

primer hiicrelerle ¢alisilmasi tercih edilmistir.

Gen terapisinde vektorler “viral kdkenli vektorler” ve “non-viral vektorler” olmak
tizere iki genis kategoriye ayrilmaktadir. Viral kokenli vektorler, vektor olarak tercih
edilen virlisiin tim patojenik genlerinin ¢ikarilmasi ve yerine terapotik genin
yerlestirilmesiyle olusturulmakta olup, non-viral vektorlerle kiyaslandiginda daha
yiiksek gen transfer verimine sahiptir. Glinlimiizde ytiriitiilen klinik aragtirmalarin ¢ok
bliylik bir g¢ogunlugunda viral kokenli vektorlerin non-viral vektorlere tercih
edilmesinin sebebi, hem etkinliklerinin hem de giivenilirliklerinin yiiksek olusundan
kaynaklanmaktadir. Bu sebeplerle ¢alismamizda viral bir vektor olan son jenerasyon
lentiviral vektoérler tercih edilmistir. Gen terapisinde kullanilan viral vektorler
arasindan sadece “gama retroviral vektorler” (sadece “retroviral vektorler” olarak da
adlandirilabilmektedir) ve lentiviral vektorler, hedef hiicre genomuna entegre olabilme
ozelligine sahip olup, bu sayede terapotik genin daha uzun siireler boyunca eksprese
olabilmesine olanak vermektedirler. Ancak lentiviral vektorler, hem boéliinebilen hem
de boliinemeyen hiicrelerin ikisini birden transdiikte edebilme yetenekleri ve genoma
entegrasyon profillerinin gama retroviral vektorlere kiyasla daha giivenli olusu
sebebiyle avantajli olduklarindan dolay1 tercih edilmistir. Calismamizda kullanilan son
jenerasyon ve transdiiksiyon sonrast kendisini inaktive etme yetenegine sahip olan
“SIN 6zellikli lentiviral vektorler” giivenilirliklerini kanitlamig olup, giiniimiize kadar
pek ¢ok klinik arastirmada, hatta FDA tarafindan onay almis birkag gen terapisinde de
kullanilmaktadirlar. Simdiye kadar kisaca s6z edilmis olan “gen terapisi, gen
terapisinin ¢esitleri, kullanilan vektor tiirleri, farkli vektor tiirlerinin avantajlari /
dezavantajlar1” ile ilgili cok daha detayl bilgiler, referanslariyla beraber tezin “Genel

Bilgiler” boliimii altinda sunulmustur



Literatiirde simdiye kadar hipo-PT tedavisi amaciyla yliriitiillen 9 adet gen terapisi
calismas1 bulunmakla beraber, tez ¢alismamiz hipo-PT tedavisi amaciyla “otolog
primer hiicrelerin kullanildig: ilk ex vivo gen terapisi” ¢alismasidir. Ayrica hipo-PT
icin gerceklestirilen gen terapisi calismalar1 arasinda vektor olarak “lentiviral
vektorler”in kullanildig ilk ¢alismadir. S6z konusu 9 adet ¢alismanin 8’inde in vivo
metod kullanilmig olup, ex vivo metodun kullanildigi tek ¢alismada ise allojenik
kaynakli hematopoietik kok hiicreler kullanilmistir. Bahsedilen ¢alismalarla ilgili daha

detayl bilgiler, referanslariyla beraber tezin “Tartisma” boliimii altinda sunulmustur.

Gergeklestirilmis olan bu tezde “ex vivo gen terapisiyle hipoparatiroidi tedavisi
modeli” olusturabilmek amaciyla her bir deney hayvanindan alinan deri pargasindan,
doku kiiltiirii yoluyla otolog primer hiicreler ¢cogaltilmis ve gen transferine hazir hale
getirilmigtir. Diger yandan LentiX konake¢i hiicre hattinda, iiclii plazmid ko-
transfeksiyonu metoduyla insan parathormon geni (hPTH) tasiyan lentiviral vektorler
tiretilmis olup, etkinlikleri ve kullanim oranlari HEK293T hiicre hatt1 iizerinde
denenilmistir. Cogaltilmis olan otolog primer hiicreler, hPTH geni tasiyan lentiviral
vektorlerle transdiikte edildikten sonra terapotik genin hiicre genomuna entegrasyonu
ve yiiksek miktarda biyolojik aktif hPTH iiretim / salgilanmasi hem floresan
mikroskop goriintiileriyle hem de yapilan biyokimyasal testlerle dogrulanmistir. hPTH
tireten otolog hiicreler, sigan viicuduna subkutan olarak enjekte edildikten sonra ise
tiim deney hayvanlarinda hPTH tiretimi dogrulanarak, siganlarda ex vivo gen terapisi
ile hipo-PT tedavisinin miimkiin olabilecegi gosterilmistir. Ancak terapi sonrasi sigan
serumlarindan dl¢iilen hPTH degerlerinin, siganlardaki fizyolojik PTH referans deger
araliginin altinda kalmis oldugu goriilmiis olup, bunun sebebinin ise terapdtik
hiicrelerin enjeksiyon sonrasinda sadece ¢ok az bir kisminin si¢an viicuduna engrafte
olabilmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Caligma metodolojisinin ayrintilari
“Gere¢ ve Yontem” bolimiinde, elde edilen veriler ise “Sonuglar” bolimiinde

detaylariyla sunulmustur.

Tezimizin primer amaci, si¢an otolog primer hiicrelerine basarili sekilde hPTH gen
transferinin yapilarak hiicrelerde hormon iiretiminin gosterilmesi ve daha sonra s6z
konusu otolog hiicrelerin sigan viicuduna geri enjeksiyonuyla, sigan viicudunda hPTH
tiretiminin dogrulanabilmesidir. Bu sayede “si¢anlarda ex vivo gen terapisi ile hipo-PT
tedavisi”’nin miimkiin olabileceginin ve giivenilir oldugunun gosterilebilmesidir. Daha

sonraki ¢alismalardaki hedefimiz ise kullanilan ¢alisma metodolojisinin tam olarak



optimize edilmesiyle, terapotik hiicrelerin uygun bir hiicresel tastyiciyla beraber sican
viicuduna enjekte edilmesi sayesinde, terapotik hiicrelerin sigan viicudundaki
engrafman oranlarinin ve dolayisiyla hPTH iiretim miktarlarinin yiikseltilebilmesidir.
Tim bunlardan sonra uygun terapotik hiicre dozajlarinin belirlenmesi i¢in gerekli
hiicre dozaj calismalari yapilmasi da klinik arastirma fazina gecilmeden once

gerceklestirilmesi gerekenler arasindadir.

Ex vivo gen terapisiyle hipo-PT tedavisi modeli, ilerleyen c¢alismalarla beraber
gelistirilerek optimize edilebilirse, diger hormon veya enzim eksikliklerine bagh
hastaliklar i¢in de uyarlanarak, yeni tedavi modellerinin gelistirilmesine katkida

bulunabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Paratiroid Bezleri ile ilgili Genel Bilgiler

2.1.1. Paratiroid bezleri ile ilgili kisa tarihce

Paratiroid bezleri (PTB), tiroid bezininin hemen arka kismina bitisik olarak bulunan,
tiroidin her iki tarafinda ikiser adet olacak sekilde konumlanmis olan, her insanda

genellikle 4 adet bulunan endokrin bezlerdir. [1].

Gilintimiizde PTB’nin konumlari, fonksiyonlart ve fonksiyon bozukluklarinin sebep
olabilecegi hastaliklar iyi tanimlanmakla beraber, bu bezlerin anatomik yapilarinin
ayirt edilmesindeki giicliik sebebiyle ilk kez kesfedilmeleri 19. yiizyil igerisinde
olmustur. 1850 yilinda Sir Richard Owens bir gergedan iizerinde yaptig1 otopside
tiroid bezinin arkasinda, vaskiilarizasyonun arttig1 bolgeye yapisik olarak bulunan,
kiigiik boyutlarda ve sar1 bezelere benzeyen yapilar kesfetmistir, fakat ne olduklarini
tam anlamiyla tanimlayamanustir [2]. 1880 yilinda, 25 yasindaki Isvegli bir tip
Ogrencisi olan Ivar Sandstrom, pek ¢ok farkli hayvan tiirlinde ve 50 adet insan
otopsisinde PTB’nin varligmi ilk kez agik¢a ortaya koymus, bu bezleri tiroidin
tizerinde bulunmalarindan dolay1 “paratiroid” olarak adlandirmistir. PTB’nin
bulunduklar1 yeri, morfolojilerini ve varyasyonlarini tam olarak ortaya koymasina
ragmen, hazirlamis oldugu 50 sayfalik raporu, uluslararasi editorler tarafindan
reddedilmis ve makalesini ancak kendi ilkesindeki yerel bir dergide
yayinlayabilmistir. Arastirma ve bulgularimin  degeri ancak yillar sonra
anlasilabilmistir [3]. Owens ve Sandstrom’iin arastirmalari, Eugene Gley adli hekimin
PTB’nin fizyolojik ve patolojik dnemini kesfetmesine kadar ¢cok ciddiye alinmamastir.
Gley, 1891 yilinda yaptig1 ¢aligmalarda paratiroidektomi yapilan kopeklerde tetani
olustugunu ve bir silire sonra Oldiiklerini O6ne siirerek, bu bezlerin hayati
fonksiyonlarinin oldugunu gostermistir. Ayrica makalelerinde, bu bezleri ilk kez
acikca tanimlayan fakat makaleleri hakettigi degeri goremeyen Sandstrom’e referansta

bulunmustur [4]. 1909 yilinda Mac Callum ve Voeghin ise PTB’nin asil islevlerinin



kandaki kalsiyum (Ca) seviyesini diizenlemek oldugunu, paratiroidektomi sonucu
serum Ca seviyelerinin diistiigiinii ve bunun tetaniye yol agtigini géstermislerdir. 1925
yilinda ise Collip adli arastirmaci, hipoparatiroidi hastalarina parathormon (PTH)
uygulanmasimin kandaki Ca seviyelerini normal seviyeye getirerek, hipoparatiroidi

kaynakl1 tetaninin tedavi edilebilecegini gostermistir [4].

2.1.2. Paratiroid bezlerinin anatomisi

PTB, tiroid bezinin sag ve sol loblarinin arka kisminda yer alan ve her iki lobda da biri
altta, biri ustte olacak sekilde ikiser adet bulunan, genelde her insanda toplamda dort
tane olan, kiiciik endokrin bezlerdir. Ustte yer alan bezlere superior PTB, altta yer alan
bezlere ise inferior PTB denilmektedir [5]. Bezlerin boyutu kisiler arasi farkliliklar
gosterebilmekle beraber, ortalama 6 mm uzunlugunda, 2 mm kalinliginda ve 3 mm
genisligindedir. Boyutlar1 oldukea kii¢iik oldugundan, tiroide bitisik olduklarindan ve
kahverengi-sarimsi bir yag yapisina benzediklerinden dolay1 makroskopik olarak ayirt

edilmeleri oldukga giigtiir [1].

PTB’nin anatomik yerlesimleri ve sayilari kisiden kisiye oldukg¢a fazla degiskenlik
gostermekte olsa da, insanlarin ortalama %81’inde dort adet bez bulunmaktadir [6].
Insanlarin geri kalaninda PTB’nin sayilari iki ile alt1 arasinda degisebilmektedir [5].
Hatta bazi insanlarda 12 adet bez bulundugu bile tespit edilmistir [6, 7]. Renkleri sar1
ile kahverengi arasinda degiskenlik gosteren bu bezlerin agirliklar da kisiden kisiye
gore ve Ozellikle cinsiyetler arasinda farklilik gdsterebilmektedir. Yapilan pek ¢ok
calismadan toplanan verilere gore, erkeklerdeki tiim PTB’nin toplam agirliklart 106
ile 166 mg arasinda degismekteyken, kadinlarda ise 130 ile 168 mg arasinda
degiskenlik gostermektedir. Ortalama olarak her bir bez 30 ile 40 mg arasinda farklilik
gostermekteyken, eger kiside dort adetten fazla bez varsa, fazladan bulunan bezler
genellikle tam gelismemis olup, ortalama 5 mg agirliginda olabilmektedirler [8].

Superior PTB, inferior PTB’ne kiyasla biraz daha kii¢iik boyuttadirlar [9].



Tiroid
Bezi

Paratiroid
Bezi

Arkadan
Goriiniim

Sekil 2.1: Paratiroid bezlerinin tiroid tizerindeki yerlesimi
(arkadan goriiniim) — Grey’s Anatomy [9].

Beklenen anatomik yerlesime sahip superior PTB, tiroidin iist posteriyolateral
kisminda yer alip [10], rekiirran laringeal sinir ile inferior tiroid arterin kesistigi
bolgenin tizerinde bulunurlar [7]. Inferior PTB ise tiroidin alt posteriyolateral kisminda
ve siklikla inferior arter ile rekurran laringeal sinirin kesigsimlerinin ortalama olarak 1
cm altinda bulunurlar [10]. Bununla beraber daha 6nce de bahsedildigi gibi s6z konusu
bezlerin yerlesim yerleri kisiden kisiye degisebilmekte ve ektopik bezler de
bulunabilmektedir. Ektopik bezlerin olusumu, erken embriyonal gelisim evresindeki
bazi anormalliklerden veya bu evrelerde paratiroid dokusunun diger dokulardan

beklenildigi sekilde ve beklenildigi yonde ayrilamamasindan kaynaklanmaktadir [11].

Embriyonal gelisimleri esnasinda superior bezlerin hareket etmeleri gereken mesafe,
inferior bezlere kiyasla daha kisa oldugu i¢in, kisiden kisiye konumlanmalari arasinda
goriilen farkliliklar genellikle daha azdir [6]. Superior PTB’nin ektopik yerlesimleri
en sik trakeodzofageal bolgede (trake ve Ozofagus arasindaki olukta) veya
retrodzofageal bolgede gozlemlenir. Bunlardan daha farkli ektopik yerlesim bolgeleri
olabilecegi tespit edilmis olsa bile, olduk¢a nadir gozlenir. Inferior PTB’nin en sik
goriilen ektopik yerlesimleri ise 6n mediasten, timus bezi veya tiroid bezi i¢erisindedir.
Daha nadir olarak ise tirotimik bag dokuda ve submandibular bolgede hatta superior
PTB’nin daha iistiinde bile yer alabilirler [11]. Cok daha nadir olmakla beraber karotid
catalinda, vagus siniri i¢erisinde, hipoglosseal sinir i¢erisinde, perikardiyumda, sag iist
diyafram duvarinda, supraklavikular bolgede ve hatta kafatasinin altinda da paratiroid

doku yerlesimleri bulunabildigi rapor edilmistir [11, 12].



Buraya kadar bahsedilen bilgiler, insanlardaki PTB’nin anatomik yerlesimleriyle
ilgilidir. Bununla beraber sicanlardaki PTB pek c¢ok bakimdan, insanlardakilere
kiyasla bir takim farkliliklar gostermektedir. Ornegin insanlarda 4 adet bez olmasina
ragmen, si¢anlarda tiroidin saginda ve solunda olmak iizere sadece iki adet paratiroid
bezi bulunmaktadir [13]. Renkleri soluk beyaz-sar1 olup, morfolojileri oval-uzun
arasindadir. Ortalama boyutlar1 1-2 mm, ortalama agirliklar1 ise 1-2 mg’dir. Ayrica
disi siganlardaki PTB’nin agirliklarinin, erkek siganlara kiyasla iki kat1 oldugu tespit
edilmistir. Tipki insanlarda oldugu gibi sicanlarda da ektopik yerlesimli bezler
goriilebilmektedir. Sicanlardaki ektopik yerlesim bolgeleri ise en sik olarak timus veya

larinkste (6zofagusa yakin alanda) yer almaktadir [14].

2.1.3. Paratiroid bezlerinin embriyolojisi

PTB’nin anatomik yerlesimleri ve sayilari kisiden kisiye farklilik géstermekte oldugu
icin, viicuttaki yerlesimlerinin daha kolay tespit edilebilmesi amaciyla embriyolojik
gelisim asamalarinin bilinmesi 6nemlidir. PTB, embriyonal gelisimin 5-6. haftasinda
tiglincii ve dordiincii faringeal poslardan kdken alir [15, 16]. Faringeal poslar, birbirini
takip eden faringeal arklarin arasina yerlesmis olan, embriyonal 6n bagirsagin
endoderm kdkenli ¢ikintilaridir. Inferior PTB iigiincii faringeal postan, superior PTB
ise dordiincii faringeal postan kdken almaktadir. PTB, gebeligin 6. haftasi itibariyle
s0z konusu poslardan ayrilmaya baslayarak viicudun asagisina dogru go¢ etmeye ve

gebeligin ortalama 7. haftasinda tiroidin arkasindaki yerlerini almaya baslarlar [16].

Embriyonal gelisimin ilk asamasinda inferior PTB, superior PTB’den daha yukarida
kalmasina ragmen, gelisim esnasinda superior bezlerin Oniinden gecerek onlardan
daha alt konuma gd¢ ederler ve tiroidin alt kutbuna yerlesirler. Dolayisiyla inferior
PTB, gelisim sirasinda superior PTB’ne kiyasla daha uzun bir mesafe katettikleri i¢in,
herhangi bir gelisim aksakliginda veya diizensizliginde yerlesebilecekleri anatomik
alan ¢ok daha genistir [15]. Dordiincii faringeal posun dorsal parc¢asindan superior
paratiroid meydana gelirken, ventral parcasindan ise lateral tiroid koken almaktadir,
dolayisiyla superior PTB ile lateral tiroidin kokeni aynidir. Bunun yaninda {igiincii
faringeal posun dorsal pargasindan inferior PTB kdken alirken, ventral parcasindan ise
timilis koken almaktadir ve bu sebeple de inferior PTB ile timiisiin kdkeni aynidir.
Gelisim esnasinda timiis ve inferior PTB beraberce kaudale dogru go¢ ederlerken, alt

tiroid kutbuna gelindiginde inferior PTB bu bolgede ayrilarak tiroidin alt bolgesi



civarinda yerlesir, timiis ise boynun daha altina ve mediyastene inis yapmaya devam
eder [17]. Bazi durumlarda inferior PTB timiisten ayrilmadan onunla beraber kaudale
dogru go¢ etmeye devam ederler. Bu sebeple inferior PTB’nin %15-50’sinin timiiste
yer alabildigi tespit edilmistir. Kaudale gé¢ edemeyen inferior bezler, kafa tasinin
hemen altinda, mandibula civarinda ya da superior bezlerden daha yukarida
olabilecegi gibi; timiisten ayrilmayarak kaudale fazla go¢ eden inferior bezler ise timiis
igerisinde ve 6n mediasten civarinda bulunabilirler [11, 18]. Rodentlerde iki ¢ift degil
sadece bir ¢ift paratiroid bez oldugundan bahsedilmistir. Bu bezler de embriyonal
gelisim esnasinda {iglincli faringeal postan meydana gelmekte olup, insanlardaki
inferior PTB’ne tekabiil etmektedirler, rodentlerde superior PTB bulunmamaktadir
[19].

2.1.4. Paratiroid bezlerinin histolojisi

Pek ¢ok canli tliriindeki PTB, morfolojik ve histolojik olarak ufak farkliliklar
sergilemesinin yaninda, genel olarak birbirine benzerlik gostermektedir. Histolojik
acidan incelendiginde PTB, kendilerini tiroid dokusundan ayiran ince bir kapsiille
cevrilmistirler ve bu kapsiiliin hemen altinda adipoz doku, kan damarlar1 ve parankim
dokudan olusan ince bir ag yer almaktadir. S6z konusu bu fibroadipoz doku, yaslhilikla
birlikte kalinlagarak, hacim olarak tiim PTB’nin yarisim1 kaplayabilmektedir [20].
Yasin ilerlemesi sebebiyle bezlerin ¢eperinde artan yag miktari, dokunun rengini
koyulastirarak normal adipoz doku ile karistirilmalarina ve cerrahi operasyonlarda
yanlishikla gozden kagirilarak tiroidektomi ile beraber cerrahi olarak ¢ikarilmalarina
sebep olabilmektedir [21]. PTB de tiroidi besleyen ayni arterlerle beslenmekte ve ayni
venlerle drene edilmektedir. Tiroid bezi nasil ki superior ve inferior arterlerle
besleniyorsa, PTB de bu arterlerle beslenmektedir. Mediyastene yerlesmis, ektopik
PTB ise bulunduklar1 bolgeye gore degiskenlik gostermekle beraber, genellikle
subklavyen arter, internal mamarian arter veya direkt olarak aortanin dallari ile
beslenebilmektedirler [21].

Eski kaynaklar incelendiginde, hatta bazi gilincel ve popiiler ders kitaplarinda bile
PTB’nde temel olarak iki farkli hiicre ¢esidinin bulundugundan bahseder. Bunlar esas
hiicreler (sef hiicreler) ve oksifil hiicrelerdir [1, 22]. Oysa daha giincel bilgiler
1s1gindan  bakildiginda, PTB’de temel olarak 3 hiicre cesidi bulunmakta oldugu

gdsterilmis olup, ligiincii hiicre tiirii berrak hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Bu ii¢
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temel hiicre tiirline ilaveten bazi farkli hiicre tiirlerinin daha bulundugu da tespit

edilmistir [20].

Esas hiicreler (sef hiicreler): Bu hiicreler adlarindan da anlasilabilecegi gibi
paratiroid dokusunun temel hiicreleri olup, saglikli bireylerde en sik goriilen hiicre
tipidir. Temel gorevleri, hiicre zarlarindaki reseptorler sayesinde kandaki Ca miktarini
6lgerek, serum Ca konsantrasyonunu optimum diizeyde tutabilmek adina, gerektiginde
PTH salgilamaktir. Kandaki Ca miktar1 diistiigiinde aktive olan esas hiicreler, PTH
salgilamaya baglarlarken, kandaki Ca miktarinin yiiksek veya yeterli oldugu
zamanlarda ise inaktif durumda kalirlar ve hormon salgilamasi1 yapmazlar. inaktif
durumlarinda genellikle kiibik yapida olan esas hiicreler, aktive olduklarinda oval veya
poligonal sekilli goriiniirler [20]. Esas hiicreler aktive olduklarinda elektron
mikroskobu altindaki goriintiilerinde oval veya yuvarlak bir nukleusa ve nukleusun
icerisinde ¢ift nukleolusa sahip olduklari, ¢ok iyi gelismis graniilli endoplasmik
retikulum ve golgi aygiti sistemine sahip olduklari, sitoplazmalarinda kii¢ciik yag
damlaciklar1 igerdikleri ve hiicre zarlarinin girinti-¢ikintilar bir yapr sergiledigi
gozlemlenmektedir. Inaktif durumdaki esas hiicrelere mikroskop altinda bakildiginda
ise, graniillii endoplasmik retikulum yapilarinin ve golgi aygitlarinin aktif hiicrelerdeki
kadar belirgin olmadigi, lipid vakuollerinin daha genis oldugu ve hiicre

membranlarinin daha diizgiin oldugu goriilebilir [23].

Oksifil hiicreler: Bu hiicre tiirii insanlar dahil pek ¢ok gelismis canli tiirliinde
goriilmekle beraber, siganlarda ve filogenetik olarak daha alt bazi tiirlerde
goriilmemektedir. Oldukga fazla sayida ve bazilar biiyiik boylarda mitokondriler
igerirler. Bu hiicrelerin mitokondrilerinin D vitamini metabolizmasiyla yakindan
iligkili oldugu bilinmektedir. Oksifil hiicrelerde graniillii endoplasmik retikulum iyi
gelismis olmasina ragmen, golgi aygit1 ¢ok iyi gelismemistir [20]. Mikroskop altinda
bakildiginda, oksifil hiicreler esas hiicrelere gore daha biiyiik boyutlari, “sitoplazma /
nukleus” hacimlerinin daha fazla olmasi, daha kii¢iik ve kompakt bir nukleolusa sahip
olmalar1 ve ¢ok daha fazla sayida mitokondri icermeleriyle ayirt edilebilirler. Tek
baslarina veya gruplar halinde esas hiicrelerin aralarinda bulunabilirler [22]. Yaslanma
ve kronik bobrek hastaligi gibi bir takim metabolik dengesizlikler sonucu oksifil
hiicrelerin sayilarinin arttig1 tespit edilmistir. Baz1 bulgular, oksifil hiicrelerin esas
hiicrelerden kdken alan bir hiicre tiirii oldugunun diisiiniilmesine sebep olmustur. Bu

bulgular oksifil hiicrelerin iceriginde de tipki esas hiicreler gibi immunreaktif PTH
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tespit edilmesi, esas hiicreler ve oksifil hiicrelerin arasinda bir ara form olan “oksifil-
gecis hiicre tlirli’nlin gézlenmesi, rodentler gibi pek ¢ok hayvan tiirlinde oksifil
hiicrelerin bulunmamasi, bu hiicrelerin fizyolojik fonksiyonlarinin tam bilinmemesi ve

geng bireylerde sayilarinin ¢ok az olmasi seklinde siralanilabilir [20, 21].

Berrak hiicreler (water-clear hiicreler): Bu hiicre tiirliniin mikroskobik yapisi ilk
kez 1963 yilinda Holzmann ve Lange tarafindan, sonra onlar1 takiben Sheldon
tarafindan incelenerek ortaya konulmustur. Bu yayinlarda s6z konusu hiicrelerin
oldukca biiyiik ve ¢ok miktarda vakuol igerdiklerinden ve diger hiicrelere kiyasla
saydam goriiniimli hiicreler olduklarindan bahsedilmektedir [24]. Berrak hiicreler
saglikli insanlarda olduk¢a nadir goriliirler veya hi¢ goriilmeyebilirler, bununla
beraber hamster ve tavsan gibi laboratuvar hayvanlarinda bulunmaktadirlar. Ayrica
tipki oksifil hiicreler gibi sayilarinin yaglanmaya bagli olarak arttig1 bazi ¢alismalarda
gosterilmistir [20, 25]. Bu hiicrelerin gorevleri tam olarak bilinememekle beraber, tipki
oksifil hiicrelerde oldugu gibi, esas hiicrelerle berrak hiicreler arasinda gecis formu
olan hiicreler tespit edilmistir [20]. Berrak hiicre hiperplazisinin primer
hiperparatiroidinin sebeplerinden biri olabilmesi [24] ve baz1 fare tiirlerinde berrak
hiicrelerin paratiroid dokusunda bulunmasinin PTB’nin hiperfonksiyonunu isaret
etmesi [25], s6z konusu hiicrelerin hiperparatiroidi ile yakindan iliskili oldugunu

ortaya koymaktadir.

Yukarida bahsedilen temel hiicre tiplerinin haricinde, yag depo eden hiicreler ve
immun sistem hiicrelerinden mast hiicreleri ile bazi makrofaj tiirleri de paratiroid

dokusunda bulunabilmektedir [20].

2.1.5. Paratiroid bezlerinin genel fizyolojisi

PTB, viicuttaki fizyolojik etkilerini, esas hiicreler tarafindan salgiladiklari1 PTH
aracilifiyla gosterirler. PTH 1n farkli organ ve dokular {izerine olan fizyolojik etkileri
ayr bir alt bagslikta aciklanacak oldugu i¢in, bu béliimde PTB’nin fizyolojik islevleri

Ozet olarak aciklanmaktadir.

PTH’1n en temel islevi, tiroid bezinden salinan kalsitonin ve kalsitriolle beraber is
gorerek, plazmadaki kalsiyum homeostazini saglamaktir [14]. PTB’nde bulunan esas
hiicreler, plazmadaki iyonize Ca seviyesi 1,2 mM’in altina distiigiinde bunu
algilayarak hizli sekilde PTH sentezi ve salgilamasi yapmaya baslarlar [26]. PTH

baslica kemikler, bobrekler ve bagirsaklar tizerine etki ederek gorevini yerine getirir
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[27]. Hormon, kemiklerdeki osteosit ve osteoklastlart etkileyerek kemik dokusunda
depolanan Ca tuzlarinin kana salinimini tetikler. Bunun yaninda, bobreklere etki
ederek proksimal tiibiillerden fosfat (PO4>) geri emilimini biiyiik 6l¢iide engelleyerek
PO,* atilimim ve distal tiibiillerden Ca geri emilimini arttirarak kana Ca gegisini
arttirir. Ayrica D vitamini metabolizmasinda ¢ok onemli bir role sahip olan PTH,
bobrekler iizerine etki gostererek D vitamininin aktif formu olan 1,25-
dihidroksikolekalsiferol [1,25(OH)2Ds] sentezine de yardim eder. 1,25(0OH).D3
sentezini arttirarak, bagirsaklardan Ca ve PO4> emilimini de arttirmis olur. Bu sayede
plazmadaki total ve iyonize Ca miktarlarim arttirirken, PO4> seviyesini diisiirmiis olur
[1, 14, 26, 27]. Ca ve PTH seviyeleri arasinda negatif feedback iliskisi oldugundan,
serumda artan Ca seviyesi, esas hiicreler tarafindan algilanarak, PTH {iretimi ve

saliniminin durdurulmasina veya azaltilmasina sebep olur [27].

2.2. PTH ile Ilgili Bilgiler

PTB hiicreleri gorevlerini, kandaki Ca miktarini algilayip, buna gore salgiladiklar
PTH sayesinde yerine getirirler. PTH’1n baglica gorevi serum Ca konsantrasyonunu
oldukgca dar bir optimal aralikta stabil tutmaktir. Bunun haricinde artan serum PO
seviyesini azaltmak ve 1,25(0OH).Dsz sentezine katkida bulunmak da temel

fonksiyonlarindandir. [1, 28].

2.2.1. PTH yapas1 ve biyosentezi

PTH, insanlarda 11. kromozomun kisa kolu {izerinde bulunan PTH geni tarafindan
kodlanan protein yapili bir hormondur [29]. PTH gen bolgesi 4128 baz ¢iftinden (bp)
olusup, 3 exon igerir ve hormon ilk transle edildiginde, pre-pro hormon olarak iiretilip,
daha sonra hiicre icerisinde hormonun olgun haline doniistiiriiliir. 1. exon, translasyona
ugramaz; 2. exon 25 amino asitlik (a.a) sinyal peptidini (pre boliimii ve pro boliimiiniin
bir kismini); 3. exon ise pro bolimiiniin geri kalan kismin1 ve 84 a.a’lik islevsel

hormonu kodlar [30, 31].

84 a.a’ten olusan, tek zincirli ve basit yapili bir hormon olan PTH, kovalent bagl
yapilar veya karbonhidratlar icermez [32]. Tiim memeli tiirlerinde yapisal olarak
oldukga yakin homoloji gosterip, hepsi igin tek zincirli, 84 a.a uzunlugunda ve
ortalama 9400 Dalton (Da) agirhigindadir. Ozellikle PTHnin bilinen fizyolojik
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etkilerinden sorumlu olan N-terminal boliimii, memeliler haricinde omurgalilarda da

yiiksek homoloji gostermektedir [33].

Bir paratiroid hiicresinde olgun PTH’un olusumu, birbirini takip eden iki proteolitik
kesim sonrast meydana gelir. PTH mRNA’s1 6nce 115 a.a’ten olusan “pre-pro PTH”u
kodlar. Peptidin basindaki 25 a.a’lik pre sinyal dizisi, ribozomlarda sentezlenen “pre-
pro hormonu”, endoplasmik retikulumun (E.R) igerisine yonlendirir ve séz konusu
dizi, E.R’un igerisinde kesime ugrayarak “pro PTH” serbest kalir [34, 35]. “Pro PTH”
ise golgi kompleksinde ikinci proteolitik kesime ugrayarak 6 a.a’lik pro kismindan da
serbestlesir. Sonugta olusan 84 a.a’lik olgun ve islevsel PTH (1-84) hiicre i¢inde salgi
graniillerinde depolanir. “pre-pro PTH”dan “pro PTH” olusumunun yaklagik 1
dakikada; “pro PTH”dan olgun “PTH (1-84)” olusumunun ise 15-20 dakika igerisinde
gerceklestigi tespit edilmistir [35].
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Sekil 2.2: Hiicre igerisinde PTH biyosentezi [36].

PTH’un paratiroid hiicreleri tarafindan tretildigi bilinen ve klasik fizyolojik etkileri
gosteren en temel formu 84 a.a’ten olusan PTH(1-84)’tiir. PTH(1-84), hiicrelerden
salgilanmadan hemen Once, bir takim proteazlarla kesilerek farkli boyutlardaki peptid
tiirevleri olusabilecegi gibi, kana salgilandiktan sonra karaciger ve bobrekler gibi
perifer organlarda da kesime ugrar ve son olarak metabolize olur. Normokalsemik
durumlarda, dolasimdaki PTH un sadece %20’si PTH(1-84)’tiir, geri kalan %801
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PTH(1-84)lin proteazlarla kesilmis olan daha kisa peptid zincirli tiirevleridir. Farkli
PTH tiirevleri, hedef hiicrelerdeki farkl reseptorlere baglanarak, farkli etkilere - hatta
birbirlerine zit etkilere - sebebiyet verebilmektedir [29, 34].

PTH’un bilinen klasik biyolojik etkilerini gosterebilmesi agisindan N-terminal
ucundaki 34 a.a’lik kismi yeterli olup, C-terminal ucundaki a.a dizilerine ihtiyag
yoktur. N-terminal ugtaki a.a dizileri, hedef organ hiicreleri iizerindeki Tip 1
PTH/PTHrP reseptorlerine (PTH1R) baglanarak, protein kinaz A ve C yolaklarinin
ikisini birden aktive eder. Bu sayede plazmadaki Ca seviyesini yiikseltip, PO4s*
seviyesini diisiirmede etkin rol oynar. [37]. Bununla beraber 6zellikle hormonun N-
terminalindeki ilk 2 a.a’in varligi ¢ok onemlidir. Ciinkii bu ilk iki a.a, proteazlar
tarafindan uzaklastirilirsa hormon, PTHIR’ye baglanamaz ve fizyolojik etkisini
gosteremez [32]. N-terminalindeki a.a'leri degrede olmus PTH fragmanlarina C-
terminal PTH fragmanlar1 denilmektedir ve bunlarin PTHIR ’ye baglanarak klasik
PTH sinyal yolagini baslatabilme 6zellikleri yoktur [34]. Eski tarihli yayinlarda C-
terminal PTH fragmanlarinin biyolojik olarak inaktif oldugu ve herhangi bir hiicresel
yolakta etkili olmadiklarindan bahsedilse bile [29], giinlimiizde bu sekilde olmadigi
bilinmektedir. C-terminal PTH fragmanlari, heniiz iyi bir sekilde karakterize
edilememis bir reseptor tiirli olan C-PTH reseptorlerine (C-PTHR) baglanarak etki
gostermekte ve PTH(1-84) ve PTH(1-34) gibi N-terminali tasiyan fizyolojik aktif PTH
fragmanlarinin etkisini antagonize etmektedir. Bu etkiyi PTHIR nin hiicre igine
almarak down regiile edilmesini tesvik ederek gerceklestirdikleri ve dolayli yolla
PTH(1-84) ve N-terminal PTH fragmanlarimin (fizyolojik aktif PTH fragmanlari)
PTHR1’e baglanma oraninit azaltarak, klasik yolagin etkisini inhibe ettikleri
bilinmektedir [34]. Ancak C-PTHR ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasina, s6z
konusu farkli PTH reseptor tiirlerinin birbirleriyle iligkilerinin ve bu kapsamda etkin

olan hiicre i¢i yolaklarin daha fazla arastirilmasina gereksinim vardir.

2.2.2. PTH salinimi ve salinimin kontrolii

Memeliler ve tetrapodlardaki plazma Ca iyonunun homeostazi basta PTH olmak tizere
ayrica [1,25(0OH)2Ds] ve kalsitonin hormonlarinin koordineli salinimiyla kontrol
edilir. S6z konusu hormonlar en temel efektor organlari olan kemik, bobrekler ve ince
bagirsaklar lizerine etki ederek plazma Ca seviyesini optimum diizeyde tutmaya

calisirlar [38].
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PTH sekresyonu ve sentezi, temel olarak ekstraseliller sividaki Ca iyon
konsantrasyonu sayesinde diizenlenmektedir. Serumdaki Ca ve PTH arasinda negatif
feed back iliskisi olup, serumdaki ¢ok hafif bir Ca iyon konsantrasyonu diistikligt
bile, PTH sentez ve sekresyonunu olduk¢a hizli bir sekilde tetiklemekte ve
arttirmaktadir. Plazma total Ca seviyesi 7 mg/dL’nin (iyonize Ca seviyesi 3,5
mg/dL’nin) altina diistigiinde, PTH saliniminin hizi maksimum olmakla beraber; total
Ca seviyesi 11 mg/dL’nin (iyonize Ca seviyesi 5,5 mg/dL’nin) lizerine ¢iktiginda ise
PTH salinim1 hizla azalir ve stabil bazal seviyesine diiser. Ca konsantrasyonunun daha
da artmasi belirli bir seviyeden sonra PTH salgisin1 daha da diisiiriir ancak sifirlamaz.
PTH salinimini belirleyen esas faktor iyonize Ca seviyesidir. Total Ca seviyesi sabit
kalsa bile, iyonize Ca seviyesindeki minimal bir degisim, birkag saniye igerisinde PTH

salinim miktarini etkileyebilmektedir [39].

Ekstraseliiler Ca seviyesindeki bir diistis, PTB hiicreleri membranlarinda bulunan
“kalsiyuma duyarli reseptorler” (CaSR) tarafindan algilanarak, ilgili hiicre ici
sinyalizasyon yolaklar1 aktive olur. Ilk olarak hiicrelerin sekretuar graniillerinde depo
edilmis olan PTH, saniyeler icerisinde kana salgilanir. Ca seviyesi optimize
edilemezse, 60-90 dakika igerisinde tiim graniillerdeki hormon salinmis oldugundan,
PTB’nin esas hiicreleri bir dizi adaptif degisiklik gecirerek biyolojik olarak aktif PTH
tiretimini arttirirlar. Birkag saatten 24 saate kadar uzayan hipokalsemi durumlarinda,
PTH geninin ekspresyonu ve preproPTH mRNA’simin stabilitesi arttirilir. Bunun
haricinde, sekresyonda gorevli organel sentezinde de (ER ve golgi aygiti) belirgin bir
artis meydana gelerek hormon tiretimi arttirilir. Eger giinler veya haftalar sonrasinda
hipokalsemi halen devam ediyorsa, 0 zaman PTB’nin esas hiicrelerinin proliferasyonu
ve boliinmesi tesvik edilerek hiicre sayisinda artis meydana gelir, PTB hipertrofiye
ugrar ve bu sayede daha fazla PTH iiretimi saglanmis olur [38]. Ornek verecek olursak
ragitizm hastalarinin serum Ca seviyeleri hafifce diisilk oldugundan dolayr PTB
saglikl1 bireylere kiyasla daha biiyiiktiir. Benzer sekilde hem gebelik hem de emzirme
esnasinda Ca seviyesi olduk¢a minimal bir diisiis gosterse bile PTB’nde 6nemli 6l¢iide
hipertrofi meydana gelebilir. Diger taraftan serumdaki iyonize Ca seviyesini arttiran
herhangi bir durum, PTH salgisini azalttig1 gibi, eger uzun siire devam ederse PTB’nin

aktivitesini de azaltarak bezlerin atrofisine sebep olur [1].

Ekstraseliiler sividaki Ca iyon degisikliklerinin, PTB hiicrelerinin membranlarinda

bulunan (6zellikle esas hiicreler basta olmak tizere) CaSR tarafindan algilandigindan
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bahsedilmistir. CaSR, bir G proteinine bagimli reseptor olup, sadece paratiroid
hiicrelerinde degil, 6zellikle Ca homeostazinin kritik oldugu doku ve organlarda da
bulunur. CaSR, baslica tiroid bezinin C hiicrelerinin, bobrek, kemik, kikirdak,
bagirsak, plasenta, beyin, akciger gibi organ ve dokulardaki hiicrelerin ve

keratinositlerin membranlarinda da bulunmaktadir [40].

Plazmadaki Ca seviyesi normalin iizerine ¢iktiginda CaSR’e baglanan Ca iyonlari,
reseptorde konformasyonel bir degisiklige sebep olarak, c¢esitli hiicre i¢i yolaklari
aktive/inhibe eder. Ca iyonlariyla aktive olan reseptor, bir yandan adenilil siklaz
(cAMP) iiretimini inhibe eden bir G proteinine baglanir ve sonug olarak hiicre i¢i
cAMP miktan diiser. Diger yandan da fosfolipaz C’yi aktive eden bir G proteinine
baglanarak, sirasiyla hiicre igindeki fosfolipaz C’yi arttirir ve inositol 1,4,5-trifosfat
(IP3) ile diagil gliserol (DAG) iiretimini tetikler. IP3 ve DAG ise intraseliiler Ca
miktarinda artisa sebep olur. Sonug¢ olarak ekstraseliiller Ca konsantrasyonunun
artmasi, CaSR araciligiyla intraseliiler Ca miktarindaki artis ve cAMP miktarindaki
diisiise sebep olarak, PTH salgi graniillerinin ekzositozunu ve salgilanmasini azaltir.
Bunun tam tersi olarak ise ekstraseliiler Ca miktarinin diistik olmasi, intraseliiler Ca
miktarinin azalmasi ve cAMP miktarinin artmasiyla daha fazla PTH salgilanmasina
sebep olur [1, 39, 41, 42]. CaSR baslica paratiroid hiicrelerindeki PTH salgilanmasini
kontrol etmek ve bobrekteki Ca geri emilimini diizenlemenin yani sira, ekstraseliiler
Ca konsantrasyonlarina bagli olarak hiicresel gelisimi, hiicre farklilagmasini ve

apoptozu da yonlendirir [41].

Ekstraseliiler sivida Ca miktariin artmasi sadece PTH sentez ve salgisin1 azaltmakla
kalmayip, ayn1 zamanda hiicre i¢i proteazlan tetikleyerek, fizyolojik aktif olan N-
terminal PTH fragmanlart ve PTH (1-84)’iin N-terminal kisimlarinin hiicre i¢inde
degrede olmasini da arttirmaktadir. Boylece hiicre i¢inde biyolojik aktivitesi olmayan
(ve hatta fizyolojik PTH’in etki mekanizmasini antagonize eden) C-terminal PTH
miktar1 artarken, fizyolojik aktif PTH miktar1 azalmis olur. Ekstraseliiler Ca
miktarindaki diisiis ise, CaSR tarafindan algilanarak tam tersi etki goriiliir ve biyolojik

aktif PTH 1 degredasyonu azalir [34, 37].

Ca haricinde basta magnezyum (Mg) olmak iizere bazi1 ¢ok degerlikli katyonlarin da
paratiroid hiicrelerini depolarize edebildikleri, Ca ile ayni reseptore baglandiklar: ve
PTH salinimini etkiledikleri bilinmektedir. PTH salinimi baglica Ca iyonlari tarafindan

kontrol edilmekle beraber, Mg iyonlar1 da Ca ile benzer sekilde etki gdstererek CaSR
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reseptoriine baglanmakta ve diisik Mg konsantrasyonlari, tipkir diisiik Ca
konsantrasyonlari gibi PTH salgilanmasini arttirabilmektedir. Fakat yapilan caligmalar
sonucu Mg’un s6z konusu etkisinin Ca’a kiyasla ortalama 3 kat daha az oldugu
goriilmiistiir. PTH 1n, bobreklerdeki Ca geri emilimini arttirdigr gibi, Mg geri
emiliminde ve atillminda da yardimci rol oynadigi bilinmektedir. Mg’un disiik
konsantrasyonlarinin  PTH salgisini  arttirmasina  ragmen, c¢ok disiik Mg
konsantrasyonlarinin ise paradoksal olarak PTH sentezini inhibe ettigi bilinmektedir.
Bunun sebebi Mg’un PTH salgilanabilmesi i¢in diizenleyici etkiye sahip olmasidir.

[43, 44].

Serumdaki D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH)2D3 konsantrasyonu arttiginda,
direk olarak paratiroid hiicrelerine etki ederek preproPTH mRNA miktarin1 ve
dolayistyla PTH diretimini azaltir. Plazmadaki POs* miktarinin artmasi ise Ca
konsantrasyonunu azaltarak ve 1,25(0OH).Ds olusumunu bir miktar engelleyerek,
dolayli yoldan PTH salinimini arttirir [45]. Bunun yani sira yapilan bazi ¢aligmalar,
artan PO4> seviyelerinin, serumdaki Ca ve 1,25(OH);Ds; konsantrasyonlarindan
bagimsiz olacak sekilde, direk etki mekanizmasiyla da PTH mRNA miktarlarinin

diizenlenmesinde etkili olabilecegini gostermektedir [46].

PTH salgilanmasi pulsatif olup, Ca konsantrasyonlarindan bagimsiz olacak sekilde
gece artis gostermektedir. Yaslanmaya bagli olarak ise Ca emilimi azaldigindan dolay1
plazma Ca miktarlar1 diismekte ve bu sebeple daha fazla PTH salinarak, yashlikta
kemik rezorbsiyonu artmaktadir. Simdiye kadar bahsedilen mineral, iyon ve
1,25(0OH)2D3 haricinde PTH salinimini etkileyen bazi farmakolojik ajanlar ve
hormonlar da mevcuttur. Bunlardan fosfodiesteraz inhibitérleri, histamin, dopamin ve
epinefrinin PTH salinimimi uyarirken; alfa adrenerjik agonister ve prostoglandinlerin

PTH salinimini inhibe ettigi bilinmektedir [39].

2.2.3. PTH fizyolojisi ve organlar iizerine etkileri

PTH en temel fizyolojik etkilerini baslica li¢ organ tizerinde gosterir. Kemik dokusu
ve bobreklere direk olarak etki gosterirken, barsaklara indirekt etkide bulunur.
2.2.3.1. Kemik dokusu iizerine etkileri

Kemik dokusu baglica osteoblast, osteosit ve osteoklast adlarindaki 6zellesmis kemik

hiicreleri ve bu hiicreler tarafindan tiretilerek onlar1 kusatan, sertlesip kalsifiye olmus
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bir kemik matriksinden meydana gelmistir. Kemik dokusu ortalama %25 su, %30
organik madde ve %45 inorganik madde icermektedir [47]. Osteoklastlar baslica
kemik matriksinin rezorbsiyonundan sorumlu hiicreler olup, gereken durumlarda
aktive olarak sertlesmis kemik matriksindeki kalsiyum ve fosfat tuzlarinin kemikten
mobilize olmasina ve kemikte mikro bosluklarin olusmasina sebep olurlar.
Osteoblastlar ise kemik matriksinin yapimindan sorumlu hiicreler olup, kemik
mineralizasyonunu ve matriks proteinlerinin sekresyonunu saglamakla goérevlidirler.
Osteositler, eski osteoblastlar olup, temel kemik dokusu hiicreleri olarak adlandirilir
ve kemik hiicrelerinin %90’indan fazlasini meydana getirirler. Mineralize olup
sertlesmis kemik matriksi igerisinde genellikle homojen bir dagilim gosterip, temel
gorevleri cesitli hormonal ve mekanik yanitlara gore osteoblast ve osteoklastlarin

gorevlerini diizenlemektir [48].

Kemik dokusu siirekli bir yikim ve yapim dongiisiinde olup, “yeniden yapilanma”
stireci icerisindedir. Bu siirecin hizi ve kemik dokusunun miktari, osteoblast ve
osteoklast aktiviteleriyle direk olarak iliski icerisindedir. Osteoblastlar ve osteosit
membranlarinda PTH reseptorleri bulunmakta ve PTH bu hiicrelere direkt etki
gostermekte; osteoklastlara ise osteoblast ve osteositler lizerinden indirekt etki
gostermektedir. PTH, tiim kemik hiicreleri iizerine etki gosterebilmekte ve baslica
salmim siiresi, periyodu ve miktarina gore anabolik veya katabolik etkiye sebep
olabilmektedir. PTH, her kosulda kemikte yeniden yapilanma siirecini hizlandirmakla
beraber, yiiksek konsantrasyonlarda ve siirekli PTH maruziyeti sonucunda kemik
rezorbsiyonu meydana gelmektedir. Ornek olarak hipoparatiroidi hastalarinda kemik
rezorbsiyonunun daha az oldugu gézlenmektedir. Diisiik miktarda ve aralikli olarak
PTH maruziyeti ise anabolik etkiye sebep olmakta ve kemik kiitlesini ve yogunlugunu
arttirmaktadir. PTH maruziyetinin iki formu olan stirekli ve aralikli maruziyet, kemik
hiicrelerindeki farkli gen gruplarini, farkli siralarla uyararak kemikte anabolik veya

katabolik etkiye sebep olabilmektedir [28, 49].

Daha onceki bagliklarda yliksek konsantrasyonda PTH salgilanmasi ya da
uygulanmasinin sadece birka¢ dakikada plazma Ca miktarinin yiikselmesine sebep
oldugundan bahsedilmistir. PTH, s6z konusu bu hizli etkisini ilk olarak osteolizi
tetikleyerek meydana getirmekte, Ca’un kemik kanalciklarinin i¢indeki sividan
osteositlerin i¢ine ve oradan da ekstraseliiler siviya gegisine sebep olarak, serum Ca

konsantrasyonunu arttirmaktadir. Dolayisiyla akut olarak yiiksek dozda PTH
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uygulanmas1 dakikalar icerisinde ger¢eklesen hizli bir osteolize sebep olabilmektedir
[39]. Eger PTH uzun siireler boyunca ve siirekli olarak salgilanmaya devam ederse o
zaman halihazirda bulunan osteoklastlar1 aktive ederek ve preosteoklastlardan yeni
osteoklastlarin olusumunu tetikleyerek uzun siireler boyunca devam edecek olan bir
kemik rezorbsiyonuna sebebiyet verir. Bu sayede yiiksek miktarda Ca ve POs>
kemiklerden mobilize olarak kana gecer ve s6z konusu durum birkag ay boyunca (veya
daha uzun siireler) devam ettigi takdirde kemik matriksinin zayiflamasina sebep
olabilir [1]. PTH un uzun donemde osteoklastlari aktive ederek kemik rezorbsiyonuna
sebep olmasi, matrix biliylime faktorlerini aktive ederek progenitor osteoblastlarin,
olgun osteoblastlara doniisiimiinii ve sayilarinin artmasini tetikler. Sayica artan ve
aktive olan osteoblastlar ise kemik matriksinin yeniden yapilanmasi ic¢in biiyiime
faktorleri ve matriks proteinleri sentez ederler [50]. Ancak s6z konusu bu geg evrede
PTH halen siirekli ve yiiksek miktarlarda salgilanmaya devam ederse total kemik
yikim orani, yapim oranindan daha yiiksek oldugundan kemik Ca depolar1 bosalmaya
baslar. Bununla beraber kemik matriksindeki Ca konsantrasyonu, ekstraseliiler stvidan
1000 kat fazla oldugu i¢in, PTH kemiklerden kana Ca mobilizasyonunu yiiksek oranda
arttirsa bile, bu durum kemik yogunlugunda ani bir diislise sebep olmaz. Fakat aylar
ve hatta yillar boyu devam eden uzun siireli ve yiikek konsantrasyonda PTH
salgilanmasi, tiim kemiklerde yiiksek oranda rezorbsiyona ve ¢ok c¢ekirdekli

osteoklastlarla dolu olan genis kemik bosluklarinin olusumuna yol agabilir [1].

Yiiksek dozda ve uzun siireli PTH salgilanmas: genel anlamda kemik dokusunda
rezorbsiyona yol agsa bile, diisiik miktarda ve aralikli PTH uygulamalarinin kemikte
anabolik etkiyi arttirdig1 goriilmiistiir. S6z konusu anabolik etkiyi temel olarak {i¢
mekanizmayla gergeklestirdigi  tahmin  edilmektedir: 1) pre-osteoblastlarin
osteoblastlara proliferasyonunu tetikleyerek 2) pre-osteoblastlarin ve osteoblastlarin
farklilasmasin1 saglayarak 3) osteoblastlarin apoptozunu onleyerek (en Onemli
anabolik etkisinin bu oldugunu iddia eden yayinlar mevcuttur) [51]. PTH’un aralikli
uygulamasinin anabolik etkileri pek ¢ok pre-klinik ve klinik ¢aligmada kanitlandigi
i¢in, rekombinant insan PTH’u olan teriparatid [hPTH(1-34)] FDA tarafindan
onaylanmis olan bir osteoporoz tedavi ajanidir. Teriparatid haricindeki diger tiim
osteoporoz tedavi ajanlari, etkilerinini kemik rezorbsiyonunu onlemeye calisarak
gosterirlerken, anabolik etkili tek osteoporoz tedavisi ajani teriparatid olup, giinde tek

doz enjeksiyonla hastaya uygulanmaktadir [52].
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2.2.3.2. Bobrekler iizerine etkileri

PTH direk olarak Henle’nin kalin ¢ikici kolu, distal tiibiiller ve toplayict kanallar
izerine etki ederek, nefronun bu bolgelerinde Ca geri emilimini arttirarak, idrarla Ca
kaybinin oniine gecilmesini saglar. Ca geri emilimi artmis olmasina karsin, yine de
bazi durumlarda idrarla atilan Ca miktar1 yiiksek olabilir. Bunun sebebi akut sekilde
artan PTH konsantrasyonunun diger mekanizmalar yoluyla kandaki Ca seviyesini
arttirmasi ve dolayisiyla siiziilen filtrattaki Ca yiikii de artacagi icin, geri emilimin
artmasina ragmen, bir miktar Ca’un idrarla atilmasidir [53]. PTH’un Ca geri emilimini
arttiricr etkisi olmasa, idrarla siirekli Ca kaybedilerek ekstraseliiler sivida ve kemik
dokusunda siddetli Ca kaybmin sebep oldugu komplikasyonlarin meydana gelisi

kag¢inilmazdir.

PTH’un bobrekler iizerindeki diger bir 6nemli etkisi ise idrarla PO,> atilimmm
arttirmaktir. Oldukca hizli bir etkiyle proksimal tiibiillerden PO4* geri emilimini
azaltarak idrarla yiiksek miktarda PO4* atilimima ve serumdaki seviyesinin azalmasina
sebep olur. Bu sayede dolayli yoldan kandaki iyonize Ca miktar1 arttirilmis olur.
Ciinkii serumdaki PO4* iyonlarinin bir kismmnin Ca ile birleserek ¢oziinmeyen tuzlar

olusturmasi, iyonize Ca miktariin diismesine sebep olur [27].

PTH’un bobrekler iizerindeki olduk¢a 6nemli etkilerinden bir digeri de D vitamini
metabolizmasi lizerinedir. Hormon, proksimal tiibiil hiicreleri lizerine etki ederek bu
hiicrelerin mitokondrilerindeki 1-alfa hidroksilaz enziminin aktivitesini arttirir. S6z
konusu enzim dolagimda bulunan ve D vitamininin inaktif formu olan “25-hidroksi
vitamin D31 hidroksilleyerek, D vitamininin aktif formu olan *“1,25 dihidroksi

vitamin D3”e [1,25 (OH)2 D3] metabolize olmasini saglar [40].

Yukarida bahsedilen etkilerinin yan1 sira, PTH tipki Ca gibi ¢ok degerlikli bir iyon
olan Mg’un ve kismen hidrojen iyonlarinin da geri emilimini arttirirken; sodyum ve
potasyum iyonlart ile a.a’lerin geri emilimini azaltir [1]. PTH seviyelerindeki ani
dalgalanmalar, serum ve idrardaki asit-baz dengesini de etkileyebilir. PTH’un asirt
yiikselmesi, bikarbonat geri emilimini azaltarak idrarin biraz daha alkali olmasina,
kanda ise bir miktar asidoza sebebiyet verebilir. Bu nedenle sekonder

hiperparatiroidizm hastalarindaki klinik tabloya asidoz da eslik edebilir [54].
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2.2.3.3. Bagirsaklar iizerine etkileri

1,25(0OH)2D3, barsaklardan Ca emilimi igin temel bir diizenleyici olup, Ca emilimi i¢in
yeterli miktarda 1,25(0OH)2D3’e gereksinim oldugu bilinmektedir. Pek ¢ok kaynakta
PTHun barsaklar {izerine direk bir etkisinin olmadigindan, bdbreklerdeki
1,25(0OH).Dz’iin sentezini arttirarak dolayli yolla Ca absorbsiyonunu arttirdigindan
bahsedilmektedir. 1,25(OH)2D3 eksikligi olan hayvanlarda Ca emiliminin %75 ten
daha fazla azaldig1 goriilmistiir [53, 55]. Bununla beraber, son zamanlarda yapilan
arastirmalar, PTH’ un barsaklardaki sinyal iletimini, gen transkripsiyonunu ve hiicre
proliferasyonunu etkileyerek, bagirsaklar {izerinde direk bir etki gosterebildigini de

ortaya koymustur [56].

2.2.3.4. Diger etkileri

Uzun yillar boyunca PTH’un direk etkisinin sadece bazi kemik hiicreleri ile proksimal
ve distal tiibiillerin bazi1 segmentlerindeki hiicreler iizerine oldugu diisiiniilmistiir.
Fakat giiniimiizde PTH un baslica kardiyak miyositler, adrenal korteks hiicreleri ve
endotel diiz kas hiicreleri basta olmak {izere diger bazi hiicreler lizerine de direk etki
gosterdigi bilinmektedir. Sentetik PTH inflizyonlarinin diiz kaslar1 gevsetmesi ile hizli
ve gegici bir hipotansif etkiye sebep oldugu gozlenmistir. Buna karsin PTH un in vitro
ortamda angiyotensin-II kaynakli aldosteron salinimini uyardigi tespit edilmistir. S6z
konusu etkinin primer hiperparatiroidi hastalarinda daha sik rastlanabilen
hipertansiyon durumunun sebebi olabilecegi diisiinilmektedir [40]. PTH’un
adipositlerdeki lipoliz ve karaciger ile bobreklerdeki glukoneogenez gibi biyokimyasal
stirecleri hizlandirabilecegine iliskin ¢alismalar da mevcuttur [53]. Bahsedilenlerin
yani sira, PTH’un tiim etkileri, molekiiler calisma prensipleri ve etki ettikleri
yolaklarin heniiz halen tam olarak aydinlatilamadig: bilinmekte ve bunlar hakkinda

her gecen giin yeni ¢aligmalar yapilarak yeni bilgiler elde edilmektedir.

2.2.4. PTH ve Ca Homeostazi

Onceki béliimlerde PTH’un Ca homeostazini saglamak icin en &nemli hormon
oldugundan ve PTH ile plazma Ca konsantrasyonu arasinda negatif bir korelasyon
oldugundan bahsedilmisti. Asagidaki sekilde PTH ve Ca arasindaki s6z konusu iliski

en temel sekliyle 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3: PTH ve plazma Ca konsantrasyonu arasindaki iligki [36].

Ca diger katyonlara kiyasla insan viicudunda daha yiiksek oranda bulunmakla beraber,
sadece hiicre dis1 konsantrasyonu degil hiicre i¢i konsantrasyonu da siki kontrol altinda
tutulmaktadir. Hiicre dig1 Ca, uyarilabilir hiicrelerdeki eksitasyon - kontraksiyon
iligkisinin kurulabilmesinde, koagiilasyon olaylarinda, sinaptik iletimde ve bazi
hormonlarin salgilanma mekanizmasinin diizenlenmesi gibi gorevlerde yer
almaktadir. Hiicre i¢i Ca ise, hiicre motilitesi ve boliinmesinde, maddelerin hiicre
membranlarindan transportunda, uyarilabilir hiicrelerin kontraksiyonunda ve hiicresel
sekresyonun diizenlenmesi gibi pek cok faaliyette ikincil haberci olarak gorev

almaktadir [57].

Ortalama bir insan viicudunda yaklasik 1100 g. Ca bulunmasina ragmen tiim Ca’un
ortalama %99’u kemiklerde hidroksiapatit formunda depo edilmekte, geri kalani ise
ekstraseliiler ve intraseliiler sivilarda bulunmaktadir. Ekstraseliller Ca diizeyi,
intraseliiler diizeye kiyasla yaklasik 10.000 kat daha yiiksektir. Eger siddetli bir
hipokalsemi meydana gelirse ve ekstraseliiler Ca miktar1 PTH tarafindan kontrol altina
alinip yiikseltilemezse, 6zellikle sinir ve kas hiicrelerinde ciddi eksitator etkiler ortaya
cikabilir. Eger ¢ok siddetli bir hipokalsemi s6z konusuysa, kaslarda yogun spazmlarin

eslik ettigi bir hipokalsemik tetani meydana gelerek, viicuttaki larinks kaslarimi
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etkileyebilir ve laringospazma yol agarak hava yollarmi tikayabilir. Bu sebeple

oliimciil asfiksi meydana gelebilir [45, 57].

Ortalama bir bireyde total serum Ca konsantrasyonu 8,5-10,5 mg/dL arasinda
bulunmaktadir (4,3-5,3 mEg/L veya 2,2-2,7 mmol/L). Ancak serumdaki tiim Ca
serbest formda degildir, bir kismi1 albumin ve globulin gibi serum proteinlerine bagl
olarak bulunur ki s6z konusu bagh formdaki Ca, fizyolojik etkisini gosteremez. Geri
kalan Ca ise iyonize olarak bulunabilecegi gibi, bikarbonat ya da sitrat gibi anyonlarla
birleserek Ca kompleksleri de olusturabilir. Serumdaki Ca’un sadece serbest, iyonik
formu fizyolojik aktiviteye sahiptir [58]. Diyelim ki ortalama bir bireyde total Ca
konsantrasyonu 10 mg/dL ise, bunun yaklasik yaris1 (ortalama 4,72 mg/dL) serbest
iyonize Ca olarak, diger yarisi1 (ortalama 4,64 mg/dL) serum proteinlerine bagli olarak,
az bir miktar1 ise bazi1 anyonlarla kompleksler olusturmus sekilde bulunmaktadir. insan
serumundaki aktif formdaki PTH referans degeri ise 10-55pg/mL arasinda degiskenlik
gostermektedir [45].

Insanlara kiyasla siganlardaki ortalama serum Ca referans araligi biraz degiskenlik
gosterip, 9,5-10,9 mg/dL araligindadir. Ca ve PTH ile genellikle ters korelasyon
gosteren fosfor (P) seviyeleri ise sicanlarda 2.3—7.0 mg/dL araliginda degiskenlik
gostermektedir [59]. Erigkin siganlardaki fizyolojik PTH 6l¢tim referans araligi ise 10-
15 pg/ml arasindadir [60].

2.2.5. PTH metabolizmasi ve eliminasyonu

Intakt formdaki PTH [PTH (1-84)], bir kez dolasima karistiktan sonra olduk¢a hizli
bir sekilde karacigere ugrayarak buradaki Kupffer hiicrelerindeki c¢esitli
endoproteazlarla metabolize edilir ve sonrasinda pargalanmis PTH fragmanlar
bobrekler tarafindan elimine edilerek viicuttan atilir. Karacigerde biyolojik aktif form
olan PTH(1-84) ve N-terminal PTH fragmanlarinin timii metabolize edilir ve
biyolojik aktif PTH fragmanlar1 karacigerden tekrar dolasima salinmaz. Bununla
beraber karacigerde meydana gelen s6z konusu degredasyon sonunda, biyolojik aktif
olmayan C-terminal PTH formlari ortaya ¢ikarak, karacigerden tekrar dolasima salinir.
PTH (1-84)’iin yarilanma 6mrii sadece 2-5 dakika olmasina karsin; biyolojik inaktif
C-terminal PTH’un yarilanma 6mrii ¢ok daha uzundur (5-10 kat daha uzun). Bu
sebeple dolasimda bulunan PTH formlarinin ortalama %80’ini C-terminal PTH

fragmanlar1 olusturur. Bébrekler, PTH un metabolize edildigi ikinci organlar olup,
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eliminasyonundan sorumludurlar. Bu sebeple bazi bobrek hastalarinin serumlarindaki

PTH fragmanlariin seviyeleri, normal bireylere kiyasla oldukga yiiksek olabilir [61].

2.3. Hipoparatiroidizm

2.3.1. Tamim ve etyopatogenez

Hipo-PT, serumda PTH yoklugu veya seviyesinin diigiikligii ile karakterize bir
hastalik olmakla beraber, bu duruma serumdaki Ca seviyesindeki diisiis ve POs>
seviyesindeki yiikselme de eslik etmektedir [57]. Hipo-PT, konjenital ya da sonradan
edinilmis sebeplerle meydana gelebilir. Sonradan edinilen hipo-PT nin goriilmesinin
en sik sebebi tiroidektomi, paratiroidektomi veya boyun bolgesine yapilan gesitli
operasyonlar esnasinda PTB’nin hatayla ¢ikarilmasi veya geri dontisiimsiiz olarak
hasar gormesidir. Total tiroidektomi sonrasinda gegici hipo-PT goriilme orani %20
civarindayken, kalici hipo-PT goriilme sikligi ortalama %0,8-3 civarmdadir [62].
Postoperatif hipo-PT’yi takiben en sik rastlanan hipo-PT sebebi, PTB’nin otoimmun
hastaliklaridir. Bunun haricinde PTB’nin gelisim anomalileri, PTH sentez ve
sekresyonunda bozukluklara sebep olan genetik hastaliklar, PTB’nin radyasyona
maruziyeti ve infiltratif hastaliklar1 ile PTH etkisine direng¢ gibi ¢ok ¢esitli faktorler /
hastaliklar da hipo-PT’nin goriilme sebepleri arasindadir [63, 64].

Tablo 2.1: Hipoparatiroidizmin baslica sebepleri [64].

Hipoparatiroidizmin Baslica Sebepleri

Boyun ameliyatlar Tiroidektomi, paratiroidektomi, boyun disseksiyonu

Otoimmun sebepler Otoimmun poliglandular sendrom (AIRE gen mutasyonu)

-Izole hipoparatiroidi ile seyreden GCM2, PTH, CASR, GNA11
genlerindeki mutasyonlar

-Hipoparatiroidi ile seyreden sendromlar:

-Digeorge sendromu (kromozom 22q),

-HDR sendromu (GATA3),

- Sanjad-Sakati ve Kenny-Caffey tip 1 sendromlar1 (1q42.3,

TBCE),
Genetik nedenler - Mitokondrial DNA, X-linked (Xq26-27)
Infiltrasyon Metastazlar, hemokromatozis, Wilson hastalig1
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Tablo 2.1: Hipoparatiroidizmin baslica sebepleri (devam)

Radyasyon Radyoaktif iyot tedavisi

Elektrolit bozukluklari Hipermagnezemi, hipomagnezemi (akut hipoparatiroidizm)
Enfeksiyon HIV enfeksiyonu

PTH'a diren¢ sendromlart Psoddohipoparatiroidizm

Yukaridaki tabloda yer alan hastaliklarin pek ¢cogu geri doniisimsiiz olarak PTB’ne

zarar vermekte ve Omiir boyu ila¢ tedavisini zorunlu kilmaktadir.

2.3.2. Hipoparatiroidizmin tanisi, klinik bulgular ve semptomlari

Gozlemlenen klinik bulgularla beraber, serumdaki immunreaktif PTH ve Ca
seviyelerinin diisiik, PO4> seviyesinin ise yiiksek olmas1 hipo-PT tanis1 koymak igin
gereklidir [65]. Sadece taninin konulmasi yeterli olmayip, tedavi segeneklerinin
degerlendirilmesi acisindan hastaliin etyolojisinin de bilinmesi gerekmektedir. Eger
hastalik postoperatif olarak ortaya ¢ikmamissa, “European Society of
Endochrinology” genetik tarama testlerinin yapilmasim1 ve aile Oykiistiniin

incelenmesini de tavsiye etmektedir [66].

PTH reseptorleri viicudun ¢ok cesitli organ ve dokularinda bulundugundan dolayz,
hipo-PT ile ilgili hastaliklar sadece serum Ca ve POs* seviyelerini etkilemekle
kalmayi1p, kalp, cilt ve kemik rahatsizliklarina sebep olabilecegi gibi norolojik ve diger
sistemik hastaliklara da sebep olabilmektedir. Fakat hastaligin temel bulgu ve
belirtileri esas olarak hipokalsemi sebebiyle ortaya ¢ikar. Gozlemlenen klinik tablo
degisken olmakla beraber, tabloyu etkileyen faktorler hipokalseminin siddeti, siiresi
ve gelisme hizidir. Eslik eden hipomagnezemi ve hiperkalemi de hastaligin durumunu
siddetlendirebilir. Hipokalsemide en belirgin olarak noromiiskiiler semptomlar
gbzlemlenir. Kas kramplari, kasilmalari, halsizlik, parestezi, seyirmeler ve uyusmalar
genellikle ilk gbzlemlenen belirtiler olmakla beraber, ¢ok daha ciddi vakalarda
laringospazm, bronkospazm ve kalp yetmezligi gibi hayati tehdit eden durumlar ve

daha pek ¢ok semptom ortaya ¢ikabilir [62, 63, 65].

Hipo-PT, etyolojisine gore gegici veya kalici olabilmektedir. Ozellikle cerrahi bir

girisimi takip eden ilk yilin sonunda, hipokalsemi halen devam ediyorsa, bu durum
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genellikle kalict hipo-PT’yi isaret etmektedir [67]. Kalict hipo-PT, PTB’nin
cikarilmasi veya vaskiiler nekroz nedeniyle meydana gelmekle beraber, PTH
seviyesindeki diislise gore tam ya da kismi hipo-PT olarak siiflandirilabilir. PTB’nin
timii ¢ikarilmis veya hasara ugramissa tam hipo-PT meydana gelmekte ve serum Ca
seviyesi 5 mg/dL’nin altmma diismekte olup, siddetli tetani, konviilziyonlar ve
laringospazmin eslik ettigi ¢ok ciddi bir tablo ortaya ¢ikabilmektedir. Kismi hipo-PT
ise tek veya iki paratiroid bezi kismi hasar gordiiglinde veya eksize edildiginde ortaya

cikmakta olup, serum Ca seviyeleri ortalama 7,5-8 mg/dL civarinda seyretmektedir
[68].

Hipo-PT kaynakli hipokalseminin siddeti haricinde, gelisim hiz1 da klinik tabloda rol
oynar ve hipokalsemi akut veya kronik olarak seyredebilir. Serum Ca seviyelerinin
yavag¢a diisiis goOsterdigi hallerde, hipokalsemiye bagli semptomlar hemen
goriilmeyeceginden latent kalabilir ve tan1 gecikebilir. Akut gelisen hipokalsemide ise
semptomlar belirgin olmakla beraber, baslica semptom néromiiskiiler irritabilite ile
karakterize olan tetanidir. Tetani, genellikle iyonize serum Ca diizeyi 4,3 mg/dL; total
Ca diizeyi ise 7-7,5 mg/dL’nin altina diistiigiinde gozlemlenir [62]. Akut gelisen
hipokalsemide serum Ca seviyeleri normalin az bir miktar altina diisse bile hemen
semptomlar kendini gostermesine karsin, kronik gelisen hipokalsemide Ca seviyeleri
normalin ¢ok daha altina diismiis olmasina ragmen, semptomlar gozlenmeyebilir veya
belirgin olmayabilir [64]. Asagidaki tabloda hipo-PT’nin sebep oldug: akut ve kronik

hipokalsemi tiirlerinin klinik bulgular1 6zetlenmistir.

Tablo 2.2: Hipokalseminin klinik bulgular1 [62, 65].

Akut Hipokalsemi Kronik Hipokalsemi

-No6romuskiiler irritabilite (tetani) -Ektopik kalsifikasyonlar (bazal ganglion)
-Parestezi -Ekstrapiramidal bozukluklar (nadiren)

-Kas segirmesi -Parkinsonizm

-Karpopedal spazm -Demans, mental kiintliik, depresyon, paranoya
-Trousseau bulgusu -Lentikiiler katarakt ve buna bagl gérme kaybi
-Chvostec bulgusu -Anormal dis ¢ikarma (6zellikle ¢ocuklarda)
-Epileptik formda ndbetler -Ciltte ve sagta kuruluk, tirnaklarda deformasyon
-Laringospazm

-Bronkospazm

-Kardiyak semptomlar (uzamis QT intervali,

hipotansiyon, kalp yetmezligi, aritmi vs..)
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2.3.3. Giiniimiiz tedavileri ve yan etkileri

Hipo-PT kaynakli hipokalseminin konvansiyonel tedavisi, durumun semptomatik,
asemptomatik, akut veya kronik gelisimine bagli olarak degiskenlik gosterir. Tedaviye
karar verirken hipokalseminin siddeti, gelisme hiz1 ve hastadaki semptomlarin varligi
degerlendirilir [69]. Akut gelisen hipokalsemiye o6zellikle hayati tehdit olusturan
semptomlar eslik ediyorsa (tetani, karpopedal spazm, konvulsiyonlar, kardiyak
semptomlar) acilen intravenéz Ca tedavisine baglanilir ve serum Ca seviyeleri
izlenerek, limit normal sinirin altina ulasana kadar i.v tedaviye kontrollii olarak devam
edilir[64, 69, 70]. Akut gelisen hipokalsemide hastadaki siddetli semptomatik
belirtilerin yanisira serum Ca seviyeleri 7 mg/dL’nin altindaysa veya hasta
asemptomatik/hafif semptomatik olmasma ragmen, serum Ca seviyeleri 7,5
mg/dL’nin altindaysa, acilen i.v Ca inflizyonuna baslanilir [57, 62]. Iv. infiizyonun
tedavi protokoliine uygun olarak yavas bir sekilde verilmesi gerekmekte olup, hizli
uygulandiginda sistolik arrest gibi hayati tehdit olusturan durumlar ortaya cikabilir
[70]. Hipokalsemiye hipomagnezemi de eslik ediyorsa serum Mg seviyeleri normal
seviyeye ¢ikarilmadigi siirece hipokalseminin tedavisi giic oldugundan, Ca

inflizyonuna ek olarak Mg replasmani da uygulanir [62].

Akut hipokalseminin tedavisi standardize edilebilmis olmasina ragmen, kronik
hipokalseminin konvansiyonel tedavisinde kullanilacak ila¢ dozlarmmin hastanin

durumuna gore ayarlanmasi gerekmekte olup, tedavi amaciyla izlenecek yol biraz daha

komplikedir [71].

Kronik hipo-PT kaynakli hipokalsemi hastalarinda (albiimin ile diizeltilmis kalsiyum
seviyesi 8.0 mg/dl’den diisiikse) uzun siireli oral tedaviye baslanarak, serum iyonize
Ca seviyeleri normal sinirin alt limitinde tutulur [64]. Hipo-PT’nin giinlimiizde
uygulanan uzun siireli konvansiyonel tedavisi semptomatik olmakla beraber, temel
olarak oral Ca takviyeleri (Ca sitrat veya Ca karbonat) ve D vitamini takviyeleriyle
(kalsitriol altin standarttir) yapilmakta olup, hastanin durumuna gore fosfat
baglayicilari, tiazid diiiretikleri, diisiik fosfat ve tuz diyetleriyle desteklenmektedir [62,
69]. Genellikle giinliik uygulanan Ca dozaji 1-2 g. olmakla beraber, hastaligin siddeti
ve durumuna gore dozaj kisiden kisiye degismekte ve giinlik 10-12 grama kadar
cikabilmektedir. Tedavide ¢esitli D vitamini formlar1 kullanilmakla beraber, altin
standart kalsitriol olup, giinliik dozaj1 genelde 0,5-2 mg arasinda degismektedir [72].

Bunlara ilave olarak serum fosfat seviyeleri 6,5 mg/dL nin iizerine ¢ikmissa, fosfat
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baglayici ilaglar ile diisiik fosfat diyeti tavsiye edilir. Ayrica uzun siireli hiperkalsiiiri
tespit edilmisse, tedaviye tiazid ditiretikleri de eklenilerek tuz igerigi diistik diyetler

oOnerilir [69].

Konvansiyonel tedavinin hedefleri hipokalsemi semptomlarini kontrol altinda tutmak,
serum Ca diizeylerini normal referansin alt smirina yakin tutabilmek, serum POs*
seviyelerinin yiikselmesine engel olabilmek ve tedavinin olasi yan etkilerini
azaltabilmek i¢in miimkiin oldugunca hiperkalsiiiriyi kontrol altinda tutabilmektir
[71]. Konvansiyonel tedavi alan hastalarin etkin tedavisi ve olasi yan etkilerin
azaltilabilmesi i¢in diizenli takip esastir. Her 3-6 ayda bir biyokimyasal olarak serum
Ca, POs*, Mg, kreatinin seviyelerinin 6l¢iimiiniin yam sira, hipokalsemi veya
hiperkalsemi kaynakli olast semptomlar arastirilir. Bunlarin yaninda 24 saatlik idrar
takibi, bobrek goriintlilemesi, katarakt olusumuna kars1 oftalmolojik muayene ve MSS

kalsifikasyonlarina kars1t MSS goriintiilemelerinin yapilmasi da dnerilmektedir [69].

Hipo-PT nin konvansiyonel tedavisinde eksik olan PTH, replasman tedavisiyle yerine
konulmadigindan, tedavi semptomatiktir. Bu sebeple hastanin serumundaki Ca, POs>
ve D vitamini seviyeleri optimize edilmeye calisilsa bile, PTH’un diger hedef
dokularindaki etkisi taklit edilememekte, genel kemik yapisi bozulabilmekte, kognitif
fonksiyonlarda olumsuz degisiklikler goriilebilmekte ve hastalardaki genel hayat
kalitesinin diistiigii tespit edilmektedir. Tedavi i¢in yiiksek dozlarda oral Ca ve D
vitamini kullanilmasina ragmen bu dozlar bazi hastalardaki semptomlar1 kontrol altina
almakta yetersiz kalmakta ve uzun dénem kullanimlarinda ¢ok ciddi yan etkilere sebep

olarak tedaviyi tolere edilemez hale getirmektedir [62, 72, 73].

Konvansiyonel tedavideki diger yan etki ise serum Ca seviyelerinin istenilen sekilde
kontrol altina alinamayip, istenmeyen dalgalanmalar olugsmasidir (hiperkelsemi veya
hipokalsemi). Ozellikle yiiksek doz D vitamini takviyesi alan hastalarm %41’inde bir

veya birden fazla hiperkalsemi ataginin ortaya ¢iktigina dair bulgular mevcuttur [72].

Yiiksek dozda oral Ca takviyesi kullanimi, diyetle alinmas1 gereken giinliikk miktarin
lizerine ¢iktiginda, pek ¢ok hastada ciddi GIS yan etkilerine sebep olmakta, terapdtik

dozun altinda alindigindaysa hipokalseminin 6niine gegilememektedir [72].

Konvansiyonel terapinin en ciddi yan etkilerinden biri bobrekler {izerine olup, uzun
stireli D vitamini kullanimi hiperkalsiiiriye sebep olarak bu durum da nefrolitiazis,

nefrokalsinozis ve hatta ilerleyen evrelerde bobrek yetmezligine bile sebep
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olabilmektedir. Danimarkada yapilan bir ¢alismada hipo-PT tedavisi alan hastalarda
bobrek hastaliklarinin goriilme olasiliginin kontrol grubuna kiyasla tam 4 kat arttig1
belirtilmistir [74]. Hiperkalsiiiri, D vitamini toksisitesinin en erken goriilen belirtisi
olup, serumda hiperkalsemi gelismeden bile ortaya c¢ikabilmektedir [62, 74].
Konvansiyonel terapinin diger risklerinden bir digeri de 6zellikle bobrek ve beyinde

ektopik kalsifikasyonlara sebep olma ihtimalidir [70, 73].

Ca ve D vitamini takviyelerinin haricinde tedaviye tiazid diiiretiklerinin eklenmesi
durumunda hipokalemi, hiponatremi, hiperiirisemi ve hiperlipidemi gibi yan etkiler de
eslik edebilmektedir [74]. Tedaviye eklenmesi gereken Mg takviyeleri de bazi hastalar
tarafindan iyi tolere edilemeyip GIS sikayetlerine sebep olabilmektedir [69].

Cerrahi yaklasimda uygulanan allotransplantasyon yonteminde ise greft rejeksiyonu,
greftin tam olarak fonksiyon gérememesi, greft bulmanin zorlugu, greft dmriiniin
siirli olusu ve post opere hastalara uygulanan immunsupresanlarin yan etkileri gibi

sebeplerden dolay1 operasyonun basari orani kisith ve degiskendir [57].

Konvansiyonel terapilerin pek ¢ok ciddi yan etkileri ve tedavi basarisinin degiskenligi
sebebiyle, yan etkileri daha az ve etkinligi daha yiiksek yeni tedavilere acil ihtiyag
duyuldugu agikca goriilmektedir. Bu sebeple hipo-PT’de eksik olan PTH seviyesini
yiikseltebilmek ve PTH replasmani yapabilmek i¢in ¢esitli rekombinant PTH (rPTH)

formiilasyonlarinin tiretimi yapilmistir.

Giintimiizde iki farkli rPTH formiilasyonu mevcuttur. Bunlardan ilki rPTH(1-34) veya
“teriparatide” olarak bilinen, fizyolojik PTH un biyoaktif etki gosteren ilk 34 a.a’ini
iceren formiilasyondur (Forteo®, Forsteo®). Digeri ise intakt fizyolojik hormonun
analogu olan PTH(1-84)’tiir (US: Natpara®; EU: Preotact®) [72-74]. PTH’un
polipeptid yapilt olmasi sebebiyle oral kullanimi uygun olmayip, subkutan
enjeksiyonla uygulanmakta ve absorbsiyon siiresini miimkiin oldugunca uzatmak i¢in
uyluk bélgesine enjeksiyon yapilmaktadir [75]. Yapilan pek ¢ok klinik ¢alismada
rPTH uygulamalarinin Ca ve D vitamini ihtiyacin1 azaltarak konvansiyonel terapiye

destek sagladigi ve hastalarin yasam kalitelerini yiikselttigi gozlenmistir [62].

rPTH(1-34)’lin hipo-PT tedavisinde kullanimi amagl bir ¢ok klinik aragtirma yapilmig
olsa bile, FDA tarafindan sadece osteoporoz tedavisinde anabolik bir ila¢ olarak
kullanimi onaylanmis olup, hipo-PT tedavisinde kullanimi onaylanmamustir. Olasi bir

osteosarkom riskine karsi kullanim dozu kisitli tutulmus ve kullanim siiresinin 2 yili
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asmamasi sart kosulmustur [70, 72, 76]. rPTH(1-34)’lin enjeksiyon sonrasi serum pik
stiresi 30 dakika, yarilanma omrii 1 saat ve tetikledigi serum Ca pik siiresi 4-6 saattir
[74]. Olduk¢a kisa olan yarilanma Oomrii sebebiyle hipo-PT tedavisinde optimum
fizyolojik etkisini gosterebilmesi amaciyla bir pompa sayesinde viicuda diizenli
araliklarla sik olarak enjekte edilmesi gerektigi goriilmiistir [62, 71, 74] Ancak sz
konusu uygulamanin zorlugu Onemli bir dezavantajdir. Bununla beraber bazi
hastalarda pompa inflizyonunun bile yeterli olmayarak hipokalsemi gelisebilecegi
gbzlenmistir [74]. Ayrica baska bir calismada rPTH(1-34) kullaniminin hipositratiiriye
sebep olabilecegi, bunun ise uzun donemde nefrokalsinozis ve nefrolitiyazis i¢in

onemli bir risk faktorii olusturabileceginden bahsedilmektedir [72].

Natpara® [rPTH(1-84)], intakt insan parathormonu olan PTH(1-84)’iin analogu
olmakla beraber, rekombinant DNA teknolojisi sayesinde bir E. coli susu vasitasiyla
tiretilmektedir [77]. rPTH(1-84), konvansiyonel tedaviyle kontrol altina alinamayan
kronik hipo-PT hastalar1 i¢in konvansiyonel tedaviye (Ca ve D vit) ek olarak
kullanilmak tizere FDA tarafindan 2015 yilinda onay almis olan ¢ok yeni bir
terapotiktir. Ambalajinin iizerindeki osteosarkom riskine karsi uyarici bir yaziyla
piyasaya siiriilen ilacin tavsiye edilen kullanim sekli giinde tek doz subkutan
enjeksiyondur [70, 73, 76]. Baz1 yayinlarda rPTH(1-84)’{in enjeksiyon sonrasi serum
pik siliresinin 1-2 saat, yarilanma Omriiniin 1,5 saat ve tetikledigi serum Ca pik
sliresinin 6-8 saat oldugu belirtilmektedir [74]. Baz1 yayinlarda ise ise enjeksiyon
sonrast serum pik siiresinin 5-30 dakika, yarilanma Omriiniin ise ortalama 3 saat
oldugundan bahsedilmektedir [77]. Ilacin farmakokinetigi ile ilgili bilgilerin yayinlar
arasinda goz ardi edilebilecek ufak farkliliklar gostermesine karsin, yarilanma
Omriiniin kisa olusu, tedavi agisindan bir dezavantaj olarak kabul edilebilir. Bununla
beraber rPTH(1-84) kullaniminin konvansiyonel terapide recete edilen Ca ve D
vitamini takviyelerinin dozajlarini anlamli sekilde diistirebildigi, hatta bazi hastalarda
D vitamini takviyesine gerek kalmadigi1 goriilmekle birlikte, genel tedaviye oldukca

olumlu bir destek sagladigi gézlenmektedir [73, 74, 78].

Kronik hipo-PT tedavisine sagladigi destegin yaninda rPTH(1-84) kullaniminin bir
takim yan etkileri de mevcuttur. Bunlar arasinda ilk goze carpanlardan biri
“osteosarkom riski’dir. Bu sebeple ambalajinin iizerinde yer alan siyah bir uyar

kutusuyla osteosarkom riski vurgulanarak piyasaya siiriilmiistiir [70, 73, 78].
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rPTH(1-84), kronik hipo-PT tedavisine olumlu bir destek saglamasina ragmen, tek
basina kullanimi1 genellikle yeterli olmayip konvansiyonel tedaviye destek saglamak
amaciyla, mevcut tedavinin yeterli gelmedigi veya yan etki profilinden dolay1 devam

edemeyen hastalara recete edilmesi i¢in FDA tarafindan onaylanmustir [70, 76].

Kronik hipo-PT tedavisinde rPTH(1-84) kullaniminin standart bir protokolii
olmadigindan dolayi, ¢ok dikkat edilmesi gereken hususlardan biri de hastaya gore
uygun dozaj ayarlamasi yapilmasinin ve hastanin diizenli olarak takip edilmesinin
gerekliligidir. Aksi takdirde serum Ca seviyelerinde istenmeyen dalgalanmalar
olusabilmekte ve bazi hastalarda hiperkalsemi episodlar gelisebilmektedir [70, 73, 74,
78]. Baz1 kaynaklarda hastanin 4 haftada bir biyokimyasal bulgularinin incelenerek
rPTH(1-84)’in etkilerinin gbzlenmesi ve buna goére uygulanan Ca ve D vitamini

dozajlarinin yeniden ayarlanmasi gerektiginden bahsedilmektedir [70].

Yayimlanan bir derlemede, rPTH(1-84) kullaniminin kemik mineral yogunlugu ve
iskelet sistemi tiizerine olan etkileriyle ilgili ¢eliskili bulgular elde edilmis oldugu,
terapinin kemikler iizerine etkisinin, uygulanan doz sikligima ve miktarina gore
degismesinden dolay1 sik uygulanan dozlarin kemikler {izerine daha fazla katabolik
etki yapabilecegini vurgulayan yaymlarin bulundugundan bahsetmektedir. rPTH
tedavisi uygulanan hastalarda konvansiyonel terapi alanlara kiyasla kemik agrilarinin

goriilme olasiliginin arttig1 ve bazi hastalarda kemik kiriklarmin olustugu da rapor

edilmistir [74].

Bilindigi gibi konvansiyonel terapinin en ciddi yan etkilerinden biri uzun siireli
hiperkalsiiiri sonucu olusan bobrek hastaliklaridir. rPTH(1-84) tedavisi sayesinde
bunun {istesinden gelinebilmesi amaclanmistir. Ancak bazi klinik arastirmalarda
rPTH(1-84) tedavisi ve konvansiyonel tedavi alan hastalar kiyaslandiginda, rPTH(1-
84) grubundaki hastalarda kalsiiiri miktarinin belirgin olarak azalmadig: goriilmiistiir.
Bunun sebebi olarak rPTH(1-84)’{in yarilanma 6mriiniin olduk¢a kisa olmasina karsin,
tedavinin giinde sadece 1 kez uygulanmasi olabilecegi gosterilmektedir. PTH
seviyeleri enjeksiyondan hemen sonra yiikselmesine karsin, daha sonra disiis
gostermekte ve PTH’ un bobrekler iizerine olan etkisi de sadece kisa bir siire devam
etmektedir. Yapilan genis 6l¢ekli bir klinik aragtirmada rPTH(1-84) enjeksiyonundan
hemen sonra ilk 2-8 saat i¢inde kalsitiri miktarinin diistiigii, ancak 24 saatlik periyotta

idrarla atilan Ca seviyelerinde anlamli bir azalma olmadig1 belirtilmistir [70, 76].
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Kronik hipo-PT 6miir boyu tedavi gerektiren bir hastalik olmasina ragmen rPTH(1—
84)’1lin olas1 etki ve yan etki profillerini incelemek i¢in yapilan ¢alismalar, 24 hafta ile
4 yil araliginda degismekte olup, ¢cok daha uzun siireli klinik aragtirmalara ihtiyag
mevcuttur. Tedavinin uzun dénemde kullaniminin giivenilirligine dair yeterli ¢alisma

mevcut degildir [70, 74, 76, 77].

Onceki paragraflarda anlatilanlar1 6zetlemek gerekirse, rPTH(1-84) konvansiyonel
tedaviye destek olarak kullanilan, diger tedavilerle beraber ideal dozaj ve uygulama
protokolii hastadan hastaya degisebilen, hastanin siirekli takibini esas kilan, muhtemel
osteosarkom riskine kars1 dikkatli kullanilmasi gereken, FDA tarafindan 2015 yilinda
onaylanmis, olduk¢a yeni bir terapi yontemidir. Yapilan klinik arastirmalarda
tedavinin kemik yogunlugu ve iskelet sistemi iizerindeki celiskili bulgular elde
edilmesine ilaveten bazi hastalarda kemik agrilarmin ve kiriklarinin goriilmesi, bu
konuda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini gostermektedir. Ayrica rPTH(1-
84)lin kisa olan yarilanma Omri sebebiyle giinde tez doz uygulanmasinin
hiperkalsitiriyi etkin sekilde azaltamayacagina dair klinik arastirmalarin bulunmasi,
tedavinin uzun donemde bobrekler tizerindeki etkilerinin tartismali olabileceginin
isaretlerini vermekte olup, bahsedilen konularda uzun donemi kapsayan yeni

aragtirmalarin yapilmasinin énemini ortaya konulmaktadir.

2.4. Gen Terapisi

2.4.1. Gen terapisine genel bakis

Amerika Gida ve ilag Dairesi Baskanlhigi (FDA), gen terapisini bir hastalig1 tedavi
etmek amactyla bir kisinin genlerinde degisim yaratmak olarak tanimlamakla beraber,

s06z konusu mekanizmanin su stratejileri kullanabileceginden bahsetmektedir:

e i)hastaliga sebep olan geni saglikli olan kopyasiyla degistirmek,
e ii)hastaliga sebep olan geni islevsiz hale getirmek,
e iii)hastaligin tedavisi amaciyla organizmaya yeni veya modifiye edilmis bir

geni nakletmek [79].

Yine FDA’in tanimina goére gen terapisinde kullanilan terapoétikler; etkilerini transfer
edilen genetik materyalin transkripsiyonunu veya translasyonunu saglayarak ve/veya
hastanin genomuna yerleserek gosterirler ve niikleik asitler, viriisler ya da genetik

olarak degistirilmis organizmalar tarafindan hastaya nakledilirler. Avrupa ilag
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Dairesi’ne (EMA) gore ise gen terapisinde kullanilan bir terapétik, biyolojik bir iiriin
olup su kriterleri karsilamalidir: i)hastadaki genetik bir diziyi diizenlemek, yerine
koymak, onarmak, eklemek veya ¢ikarmak igin aktif madde olarak bir rekombinant
niikleik asit igermeli ya da tasimali ii)terap6tik, diagnostik veya profilaktik etkilerini,
tagidigr ya da igerdigi rekombinant niikleik asit veya bu niikleik asidin genetik
ekspresyonu sayesinde gostermelidir [80]. Gen terapisi sadece hastaliklari tedavi
etmede kullanilmanin 6tesinde bir hiicre veya organizmaya daha 6nce sahip olmadigi

genetik ozellikleri ya da yetenekleri aktarmak i¢in de kullanilabilir [81].

Son yapilan klinik arastirmalar, gen tedavisinin pek c¢ok hastaligin tedavisinde hem
etkili hem de giivenli oldugunu gostermektedir. Bunun sebebi ise son yillarda tasarimi
yenilenen, etkinligi ve giivenilirligi arttirilan gen tagima araglaridir (vektorler) [82].
2019 yilinda yayinlanan bir yayina gore, sz konusu tarihe kadar gen terapisiyle ilgili
2500’den fazla klinik arastirma yiiriitilmiistir [83]. 2020 yilinda yayinlanan bir diger
yayina gore ise diinyanin farkli {ilkelerinde toplam 22 gen terapisi ilact, ilgili ilkelerin
ilag daireleri tarafindan onaylanarak piyasaya siiriilmiistiir ve ylizlerce insanin tedavisi
icin kullanilmaktadir [79]. Gen terapisi, Ozellikle kiiratif tedavisi bulunmayan
hastaliklar igin, konvansiyonel tedaviyle kiyaslandiginda c¢ok acik bir avantaj
sunmaktadir. Bunun sebebi hastaligin semptomlarin1 baskilamak yerine, hastaligin
genetik seviyesine inerek, direk olarak hastaligin sebebini ortadan kaldirabilmesi veya
diizeltebilmesidir [84]. 2018 yilinda yaymlanmis bir diger yayina gére, gen terapisinin
kullanildig1 klinik arastirmalarda en ¢ok kanser (ort. %65), ikinci olarak tek gen
hastaliklar1 (ort. %11), iiglincii olarak enfeksiyon hastaliklar1 (ort.%7), dordiincii
olarak ise kardiyovaskiiler hastaliklar (ort.%7) {lizerine arastirmalar yapilmaktadir.
Bunlardan bagka diger bazi norolojik, oftalmolojik, enflamatuar ve pek ¢ok diger

hastalik tizerine de klinik arastirmalar mevcuttur [85].

2.4.2. Gen terapisinin siniflandirilmasi

Gen terapisi, uygulanan hiicre tiiriine, uygulama ydntemine, tercih edilen vektor
tiiriine, kullanilan genetik materyalin genoma entegre olup olmayacagina gore farkl
sekillerde siniflandirilabilir. Pek c¢ok kaynak, uygulanan hiicre tiirline gore gen
tedavisini somatik ve germ hatt1 (esey hiicresi) terapisi olarak ikiye ayirmaktadir.
Germ hatt1 gen tedavisinde yumurta, sperm, zigot veya erken dénem embriyoda

genetik degisim yapilarak s6z konusu genetik degisimin gelecek nesillere aktarilmasi
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amacglanir. Bu yontemin uygulanmasi pek cok iilkede etik sebepler yiiziinden
yasaklanmis olup, sadece bazi hayvan deneylerinde kullanilmasina izin verilmektedir.
Somatik gen tedavisinde ise, tedavi somatik hiicrelere uygulandigindan, gelecek

nesillere aktarilmasi s6z konusu degildir [80, 86, 87].

Terapotik genin direk ya da indirekt olarak viicuda verilisine gore gen terapisi in Vivo
ve ex vivo olmak iizere ikiye ayrilir. In vivo yontemde terapotik gen direk olarak
viicuda enjekte edilirken ex vivo yontemde ise terapotik gen, kiiltiir ortamindaki
hiicrelere nakledilerek genetik yapilar1 degistirildikten sonra, s6z konusu hiicreler
canli viicuduna enjekte edilmektedir [83]. Bu tez ¢aligmasinda, daha komplike ve
uygulamasi daha zahmetli bir yontem olmasina ragmen, daha giivenli ve kontrollii bir
uygulama sagladigi, ayrica canlida olasi bir immiinolojik reaksiyona sebebiyet

vermedigi igin ex Vivo yontem tercih edilmistir.

Gen terapisinde terapotik gen, genellikle genetik olarak modifiye edilmis bir vektore
(terapotik  genin tasiyicisi) yiiklenerek hedef hiicrelere / dokuya / viicuda
uygulanmaktadir. Tercih edilen vektorler de viral vektorler ve non-viral vektorler
olmak iizere iki genis kategoriye ayrilmaktadir. Non-viral vektorler olarak lipozomlar
ya da cesitli nanopartikiiller kullanilarak, terap6tik gen bu molekiillere yiiklenerek
hedefe gonderilir. Bazen de terapotik gen herhangi bir vektore yiiklenmeden direk
olarak viicuda enjekte edilir (¢iplak DNA uygulamasi). Ancak non-viral vektorler
kullanildiginda ya da ¢iplak DNA’nin direk olarak enjekte edildigi durumlarda,
transfeksiyon orani genellikle diisiik olmakta ve terapotik gen etkin bir sekilde hedefe
ulasamamaktadir. Viral vektorler, vektor olarak tercih edilen viriisiin tiim patojenik
genlerinin ¢ikarilmasi ve yerlerine terapdtik genin yerlestirilmesiyle olusturulur. Non-
viral vektorlerle kiyaslandiginda daha yiiksek gen transfer verimine sahiptir ve bazi
viral vektdrler genoma entegre olabilme yetenegindedir. Bu sebeplerle yiiriitiilen
klinik arastirmalarda da viral vektdrler, non-viral vektorlere kiyasla daha fazla tercih
edilmektedirler [86, 88, 89]. Tezimizde ise tasidig1 terapotik genin, hedef hiicrelerin

genomuna entegre olabilmesine olanak saglayan lentiviral vektorler tercih edilmistir.

Gen terapisinde kullanilan ydntemler, uygulama sekline gore fizikokimyasal
yontemler ve biyolojik yontemler olmak tizere de siniflandirilmaktadirlar [87].
Fizikokimyasal yontemler kullanildiginda DNA dogrudan ya da bir takim
kimyasallarla muamele edilerek uygulama yapilir. Elektroporasyon, mikroenjeksiyon,

gen bombardimani (gen tabancasi), magnetofeksiyon ve sonoporasyon gibi fiziksel
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yontemler veya lipozom ve dendrimerler gibi nano boyutlu kimyasallar kullanilarak,
terapotik gen hiicre igerisine aktarilir. S6z konusu metodlar non-viral vektorlerle
uygulama yapilacaginda ya da ¢iplak DNA direk olarak uygulanilacaginda tercih
edilerek, transfeksiyon verimi arttirtlmaya ¢alisilir [86, 87, 90]. Biyolojik yontemlerle

gen aktarimi i¢in ise viral vektorler ya da plazmidler kullanilmaktadir [87].

Fizikokimyasal — uygulama  metodlarindan  kisaca  bahsetmek  gerekirse,
elektroporasyonun prensibi, hedef genin nakledilecegi hiicrelere ya da dokuya
kontrollii bir elektrik alan uygulanmasiyla, hiicre membraninin gecirgenligini
arttrmak ve hedef genin hiicrenin igine girebilmesini tetiklemektir [89].
Mikroenjeksiyonda cam bir mikropipet kullanilarak hidrostatik basing yardimiyla
pipetin icine ¢ekilen hedef gen, mikroskop altinda hiicrenin sitoplazmasina ya da
nukleusuna direk olarak enjekte edilir. S6z konusu yontem ile her enjeksiyonda sadece
tek bir hiicreye gen transferi yapildigi igin, yilksek kapasiteli transfeksiyon
uygulamalarina elverisli degildir. Bu yontem giiniimiizde daha ¢ok transgenik hayvan
tiretiminde tercih edilmektedir [90]. Partikiil bombardmani tekniginde, hedef gen biyo-
uyumlu ve cok kii¢iik ¢apl (1-1,5 mikron) altin veya tungsten gibi bir agir metale
yiiklenerek, gen tastyict mikropartikiiller iiretilir. S6z konusu mikropartikiiller gen
tabancas1 sayesinde hizlandirilarak, hedef hiicreler mikropartikiil bombardimanina
tutulur ve hedef genin hiicrelerin sitoplazmalarina veya nukleuslarina giris yapmasi
hedeflenir [86, 87]. Sonoporasyon tekniginde, hedef dokuya / hiicrelere sonik ses
dalgalar1 uygulanarak, hiicre membraninda gegici porlarin olusumunun tetiklenmesi
ve hedef genin bu porlardan gegerek sitoplazmaya girisi amaglanir [86, 90].
Magnetofeksiyon yonteminde, manyetik nanopartikiiller hedef gen ile kaplanilir.
Hedef geni tasiyan manyetik nanopartikiillerin, olusturulan manyetik alanin etkisiyle

hedef hiicrelere giris yapmasi saglanilir [90].

Fiziksel metodlarin yani sira, kimyasal yontemler kullanilarak gelistirilen vektorlerle
de terapotik genin, hedef hiicrelere yonlendirilmesi saglanilabilir. Bu konuda
giiniimiize kadar yapilan pek ¢ok ¢alisma ve vektor olarak gelistirilen farkli kimyasal
nanopartikiiller mevcuttur. Ancak genellemek gerekirse kimyasal vektorlerin hedef
geni hiicre i¢cine nakledebilmek i¢in kullandigi {i¢ temel strateji mevcuttur: 1))DNA nin
negatif yiikiinii maskeleyerek hiicreye girisini kolaylastirmak, 11))DNA’y1 sikistirarak
daha kompakt hale getirmek, 1i1))DNA’y1 serumdaki ya da hiicre i¢cindeki niikleazlarin

yikict etkisinden koruyabilmek. En bilinen kimyasal vektor gruplari, anyonik 6zellikli
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DNA ile katyonik o6zellikli polimerlerin elektrostatik etkilesimleriyle olusan
polipleksler ve DNA ile lipidlerin etkilesimleriyle olusan lipoplekslerdir [86, 89, 90].

2.4.3. Viral vektorler ve tiirleri

Gen terapisinde kullanilan vektor terimi, genel anlamda hedef genin hedef hiicreye
tasinmasinda gérevli bir arag olarak kullanilmaktadir. Onceki béliimde gen terapisinde
kullanilan vektorlerin viral vektorler ve non-viral vektorler olmak iizere iki genis
kategoriye smiflandirildigindan bahsedilerek, non-viral vektorler hakkinda kisa
aciklamalara yer verilmistir. Bu boliimde ise klinik aragtirmalarda en ¢ok kullanilan
viral vektdrlerin tiirlerine deginildikten sonra, tezimizde kullanilan lentiviral vektorler

ve gelisim asamalarindan bahsedilecektir.

Viriisler zorunlu hiicre i¢i parazitler olup, tasidiklar1 genetik materyali (DNA veya
RNA) konaker hiicreye basarili sekilde nakledebilecek 6zellikte olan yapilardir. Bu
ozelliklerinden dolay1 bazi viriis tilirleri genetik olarak modifiye edilerek, terapdtik
geni hedef hiicreye basarili sekilde nakletmeye yonelik rekombinant viral vektorler

gelistirilmistir [91].

Gen terapisi amaciyla gelistirilen viral vektorlerde bir takim ortak oOzellikler
bulunmaktadir: i) patojenik O6zellik tasiyan ve viral proteinleri kodlayan genlerin
neredeyse tlimii viral genomdan ¢ikarilmistir. ii) viral replikasyon i¢in gerekli cis etkili
elementlerin bazilar1 vektdr genomunda tutulmaya devam edilmistir (paketleme sinyal
bolgesi v gibi), bazi bdlgeler ise giivenlik acisindan silinmistir. iii)viriisiin
paketlenmesinden sorumlu proteinleri kodlayan yapisal genler (nukleokapsid, kapsid
ve matrix proteinlerini kodlayan genler) vektér genomunda tutulmaya devam
edilmistir [92].

Viral vektorler tasidiklar1 genetik materyalin tiiriine gére DNA viral vektorleri ve RNA
viral vektorleri olmak {iizere siniflandirilmakla beraber, bazilar1 tek zincirli genoma
bazilar1 da ¢ift zincirli genoma sahiptirler [93]. Viral vektorler ayrica hedef hiicrenin
genomuna entegre olan ve entegre olmayan vektorler olarak da ikiye ayrilmaktadir.
Entegre olan vektorler, tasidiklar terapotik genin, hedef hiicrenin genomuna kalici
olarak entegre olmasini saglarlar. Entegre olmayan vektorler ise tasidiklar1 gen
bolgesini sitoplazmanin veya nukleusun icine ulastirmakla beraber, burada
ekstrakromozomal bir genetik element (epizom) olarak kalmalarina aracilik ederler.

Entegre olan vektdrlerle taginan genler, hedef hiicreler veya hedef hiicrelerin alt soylari
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yasamaya devam ettigi miiddetce eksprese olmaya ve hedef proteini liretmeye devam
ederler. Bu sebeple uzun siireli kalici terapi uygulamalari i¢in uygundurlar [88, 94,
95]. Gama retroviral vektorler ve lentiviral vektorler entegre olan vektorlere;
adenoviral vektorler ve adeno assosiye virlis vektorleri entegre olmayan vektorlere

ornek olarak verilebilirler [95].

Farkli terapilerde farkli viral vektorler tercih edilmelidir. Ornegin hedef genin uzun
siire, hatta Omiir boyu eksprese olmasi isteniliyorsa entegre olan vektorler tercih
edilirken, kanser terapisi gibi kisa stireli terapilerde entegre olmayan vektorler tercih
edilebilir. Bunun haricinde bazi vektorler sadece boliinebilen hiicreleri transdiikte
etme yetenegine sahipken, bazilar1 hem boliinebilen hem de boliinemeyen hiicreleri
transdiikte edebilirler. Kullanilacak vektor seciminde dikkate alinmasi gereken diger
konular arasinda vektoriin paketleme kapasitesi, hedef hiicre tiirleri, ekspresyon

profilleri ve immiinolojik yaniti uyarma 6zellikleri yer almaktadir [94, 95].

Tez calismamizda vektor olarak lentiviral vektorleri (LV vektorler) tercih etmemizin
sebebi, tagidiklari terapotik genin hedef hiicre genomuna entegre olabilmesi sayesinde
terapotik genin uzun siire eksprese edilebilmesini saglamalari, hem boéliinen hem
boliinmeyen hiicreleri transdiikte edebilme yetenekleri, paketleme kapasitelerinin
hPTH geni icin yeterli olmasi ve entegre olabilen diger bir vektdr tiirli olan retroviral
vektorlere (RV vektorler) kiyasla daha gilivenli olmalart (¢ok daha diisiik
genotoksisite) seklinde siralanilabilir. Tez c¢alismamizda kullandigimiz LV
vektorlerden bahsedilmeden 6nce, klinik aragtirmalarda en ¢ok kullanilan diger viral

vektorlerden kisaca bahsedilmektedir.

2.4.3.1. Adenoviral vektorler (AV vektorler)

Adenoviriisler zarfsiz, ¢ift zincirli DNA viriisleri olup, insanlarda iist solunum yolu
enfeksiyonlarma sebep olurlar. insan adenoviriisleri gocuklardaki akut solunum yolu
enfeksiyonlarinin %35-10’undan sorumludur. 36 kb uzunlugunda DNA’ya sahip olan
adenoviriisler, ortalama 90-100 nm boyutunda ve ikozahedral bir sekle sahiptirler [84,
92, 94, 96]. Adenoviruslerden iiretilen adenoviral vektorler (AV vektorler) hiicre
genomuna entegre olmayan, bu yiizden insersiyonal mutageneze sebep olmayan
vektorler olmakla beraber, yine bu sebepten 6tiirii ok uzun donemli tedavi ¢alismalari
i¢cin uygun olmayabilirler. AV vektorler, hem béliinen hem de béliinmeyen hiicreleri

transdiikte etme yetenegine sahiptirler [84, 94].
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Adenoviriisler, solunum sistemi, gdz, mesane, bobrek, GIS ve karaciger hiicreleri gibi
pek c¢ok hiicre tiiriinii enfekte edebilme Ozelligine sahiptirler. AV vektorler de
adenoviriislerle ayn1 hiicre tilirlerine tropizm gostererek transdiikte edebilme
yetenegine sahiptirler [88, 96]. AV vektorlerin simdiye kadar gelistirilmis 3

jenerasyonu bulunmaktadir.

[k jenerasyon AV vektorlerde E1 ve/veya E3 genleri silinerek yerine terapdtik gen,
bir promotor bolge ve poliadenilasyon dizilerinden olusan bir ekspresyon kaseti
yerlestirilmistir [92]. Bununla beraber, bu ilk jenerasyon AV vektorler oldukga giiglii
immun reaksiyonlara sebep oldugundan dolayi, hem uygulama yapilan hastalarda
ciddi yan etkilere yol agabilmekte, hem de transdiikte edilen hiicreler, sitotoksik T
lenfositleri tarafindan elimine edilerek gen tedavisinin basarisi oldukg¢a kisa siire
icerisinde ortadan kalkmaktaydi. Bunun {izerine ikinci ve {igiincii jenerasyon AV

vektorler gelistirilmistir [94, 97].

Ikinci jenerasyonda ise E1 genlerine ek olarak E4 ve/veya E2 viral genleri de silinerek
tedavinin daha az immunojenik olmasi saglanmistir, fakat bu durum, terapéotik gen
ekspresyonunun siiresini kisaltmis [84] ve viral vektor iiretimi esnasinda viral titrenin
diismesine de sebep olmustur [97]. Ugiincii jenerasyon AV vektdrlerde ise neredeyse
tiim viral genler ¢ikarilarak sadece DNA replikasyonu igin gerekli cis-etkili diziler ve
paketleme i¢in gerekli y dizileri birakilarak, ¢ikarilan viral genlerin yerine terapdtik
gen ve ekspresyonu icin gerekli diziler yerlestirilmistir [92]. Uciincii jenerasyon AV
vektorler, bir nevi “omurgasiz vektdr” olarak adlandirilmakla beraber, replike
olabilmeleri i¢in yardimci bir viriise ihtiyag duymaktadirlar [94]. Tiim viral genleri
cikarildig i¢in, ¢ok daha diisiik imunojenite gdstermekte ve bu sebeple terapotik genin

ekspresyon siiresi de daha uzun olmaktadir [97].

2020 yilinda yayinlanan giincel bir yayina gore AV vektorler, klinik aragtirmalarda
kullanilan tiim vektorler arasinda %18,6’l1ik bir payla, tiim viral vektorler arasinda en
¢ok tercih edilen vektorlerdir [96]. Bazi yayinlarda gen terapilerinde en ¢ok tercih
edilen serotipin “Ad serotip 5” oldugu [94], bazilarinda ise hem “Ad serotip 5”in hem
de “Ad serotip 2”nin siklikla tercih edildiginden bahsedilmektedir [84]. Bununla
beraber tiim popiilasyonun %50’°sinden fazlasi “Ad serotip 5”e kars1 antikor tasidigi

igin, s6z konusu durum, gen terapisinin basarisini olumsuz etkileyebilmektedir [97].
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Gen terapisinde AV vektorlerin en sik tercih edilme sebeplerinin basinda, konakg1
hiicre hatlarinda bol miktarlarda ve ytiksek titrelerde iiretilebilmelerinin kolaylig1 yer
almaktadir [97]. Ayrica tasidiklari terap6tik genin yiiksek miktarlarda ekspresyonuna
imkan vermeleri de 6nemli bir avantajdir [98]. Hem boliinebilen hem de béliinemeyen
hiicreleri transdiikte edebilme yetenekleri ve ti¢lincii nesil AV vektorlerin tam 37kb’ye
kadar ¢ikartilmig kargo kapasiteleri, tercih edilme sebepleri arasindadir [96]. En
onemli dezavantajlariin basinda ise genoma entegre olamadiklarindan dolay,
terapotik genin kisa siireli ekspresyonuna olanak saglayabilmeleri ve giiclii
immiinojenik yaniti uyarmalar1 yer almaktadir [93]. Ugiincii nesil AV vektorler
sayesinde immunojenite biiylik oranda azaltilmis olmasina ragmen, tamamen ortadan
kaldirilamamastir. Vektoriin tagidigi viral kapsid proteinleri bile enflamasyona sebep
olabilmektedir [94]. Ayrica adenoviriislerin kisitl hiicre tiirlerine tropizm gostermeleri

de kullanimlar1 agisindan bir dezavantaj olarak goriilebilmektedir [98].

2.4.3.2. Adeno-asosiye viriis vektorleri (AAV vektorleri)

Adeno-asosiye viriis vektorleri (AAV vektorleri) en sik kullanilan viral vektorlerden
olup, tiim viral vektorler arasinda en kiigiik boyuta sahiptirler ve yapilari oldukca
basittir [92, 99]. Adeno-asosiye viriis (AAV) ikozohedral yapida, 18-26 nm ¢apinda
[84], zarfsiz, tek zincirli lineer DNA’ya ve 4,7 kb genoma sahip, Parvoviridae ailesine
ait bir virtistiir [99]. Oldukga basit bir genomik yapiya sahip oldugundan, tek basina
replikasyon yetenegine sahip degildir ve ancak adenoviriis ya da herpes viriis gibi
yardimet bir viriisiin varliginda replike olarak ¢ogalabilir. Bu sebepten dolay1 adeno-
asosiye viriis olarak adlandirilmigtir [84]. Ortamda yardimci bir virlis olmadiginda
memeli genomunun 19. kromozomundaki spesifik bir bolgeye entegre olarak latent
sekilde hiicrede varligim siirdiiriir. Adenoviriis superenfeksiyonu sayesinde, dnceden
hedef hiicre genomuna entegre olmus olan AAV, kendini ¢evreleyen genomik diziden

bagimsizlastirarak, litik enfeksiyon donemine gecis yapar [99, 100].

AAV vektorlerinden, yabani tip viriiste bulunan Rep geninin ¢ikarilmasi sebebiyle,
vektoriin tagidigr terapotik genom bdlgesi, genellikle hedef hiicrenin genomuna
entegre olamaz ve ekstrakromozomal olarak kalir [92]. Bununla beraber oldukca
nadiren de olsa AAV vektorleri hedef hiicrenin genomuna da entegre olabilirler [101].
Ayrica tasidiklar terapotik genin yillarca olmasa da aylarca eksprese olabilmesini

saglarlar [84].
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AAV’in farkli serotipleri olmasina karsin, AAV serotip 2 en iyi karakterize edilerek
gen terapisinde en ¢ok tercih edilen serotiptir [88]. AAV vektorleri, yabani tip AAV
serotip 2 ile ayn1 hiicre tiirlerine tropizm gosterir [94]. Tropizm gosterdigi hiicre tiirleri
ozellikle post-mitotik kas, retina, beyin, karaciger ve akciger hiicreleridir [88, 92].
Yeni nesil AAV vektorlerinde yabanil tip AAV genomunun basinda ve sonundaki ITR
dizileri hari¢ neredeyse tiim viral genler ¢ikarilmis ve yerine terapotik gene ait bir

ekspresyon kaseti konulmustur (promotor + terapdtik gen + poliadenilasyon dizileri)
[84].

AAYV vektorlerinin popiiler olmasinin sebepleri olarak insanlar i¢in patojenik 6zellik
gostermemesi, klinik kullanim igin giivenli olmasi, hem bdliinen hem boliinmeyen
hiicreleri transdiikte edebilmesi ve terapotik genin uzun siireli ekspresyonunu
saglayabilmesi sayilabilir [84]. Bununla beraber AAV vektorleri sitotoksik degildirler
ve diger pek cok viriiste gorildiigii kadar giiclii bir hiicresel immun yanita sebep
olmazlar [100]. AAV vektorlerinin tercih edilmesinin 6niindeki en biiyiik dezavantaj
ise maksimum 4,7 kb’ye kadar olan oldukc¢a kiiclik kargo kapasitesidir. Bununla
beraber son gelistirilen vektorlerde bu dezavantaj kismen de olsa asilmaya
calisiimaktadir [84]. AAV vektorlerin diger dezavantajlarindan biri de hastada diisiik
seviyeli de olsa hiicresel veya hiimoral immun yanit1 tetikleyebilmesidir. Hiicresel
immun yanit tetiklendiginde sitotoksik T lenfositleri, transdiikte edilen hiicreleri
ortadan kaldirmakta, hiimoral immun yanit tetiklendigindeyse vektore karsi olusan
antikorlar, AAV vektorleri ve dolayisiyla terapiyi etkisiz hale getirebilmektedirler
[99].

2.4.3.3. Herpes simpleks viriis vektorleri (HSV vektorleri)

Herpesviridae ailesinden olan Herpes simplex viriisii (HSV) 152 kb uzunlukta ¢ift
zincirli DNA’ya sahip, 80 viral gen igeren komplike bir virlistiir. HSV, ozellikle
norotropizm gostermekte ve latent doneminde hedef hiicrenin nukleusu igerisinde, tim
hiicre yasami boyunca epizomal olarak kalabilmektedir. Bu sebeple Herpes simpleks
viral vektorleri (HSV vektorleri) ozellikle uzun donem gen terapisi gerektiren
norolojik hastaliklarda kullanilmaya elverisli vektorler olarak goriilmektedir [98, 102].
HSV vektorleri, noronlar ve epitel hiicreler haricinde kas ve karaciger hiicrelerini de

enfekte etme yetenegine sahiptir [103].
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Glinlimiize kadar ii¢ tir HSV tabanli vektor iretilmistir: amplikon vektorler,
replikasyon defektif vektorler ve replikasyon kompetan vektorler. Replikasyon
kompetan vektorler daha ¢ok onkolojik terapilerde kullanilmaktayken, replikasyon
defektif vektorler ve amplikonlar 6zellikle merkezi sinir sistemi hiicrelerine gen
transferi yapmak i¢in tercih edilmektedirler. HSV vektorleri gen terapisinde kullanilan
viral vektorler arasinda en uzun gen bolgesini tagima yetenegine sahip vektorlerdir.
Replikasyon defektif viriislerin 50 kb, amplikonlarin ise 150 kb’ye kadar ¢ok uzun gen

bolgelerini tasima kapasiteleri vardir [104].

HSV vektorlerinin diger viral vektorlere kiyasla ¢ok daha uzun gen bdlgeleri
tagtyabilmeleri, olduk¢a Onemli bir avantaj olmakla beraber, bunun yaninda
boliinmeyen hiicreleri de transdiikte edebilme yetenekleri, bazi hiicre tiirlerinde latent
olarak kalabilmeleri [103] ve transdiiksiyon sonrasi hedef hiicre nukleusunda epizomal
formda kaldiklar1 i¢in insersiyonel mutageneze yol agmamalari da diger avantajlar

olarak siralanabilir [102].

HSV vektorlerinin en 6nemli dezavantajlarinin basinda pek cok hiicre tiirii icin
sitotoksik olabilmeleri yer almaktadir. Neyse ki son donemlerde gelistirilen HSV
vektorlerinde pek ¢ok viral genin vektdrden silinmesiyle, toksisite ve antijenik
ozellikleri azaltilmistir [103]. Diger onemli bir dezavantaj ise HSV vektorleri ile gen
terapisi sonrasinda hedef hiicredeki baz1 mekanizmalar, nakledilen terapdtik genin kisa

slirede susturulmasina yol agabilmekte ve ekspresyonunu durdurabilmektedir [104].

2.4.3.4. Retroviral vektorler (RV vektorler)

Retroviriisler, Retroviridae ailesine mensup olup, temel olarak iki genis gruba
ayrilmaktadirlar: basit retroviriisler ve kompleks retroviriisler. Basit retroviriisler alfa,
beta ve gama retroviriisler olmak tizere ii¢ alt gruba ayrilirken; lentiviriisler kompleks
retroviriisler grubuna mensuptur. Basit retroviriislerin genomunda sadece “gag, pol ve
env” genleri mevcutken, kompleks retroviriislerde bunlara ilaveten 6 aksesuar gen
daha bulunmaktadir [105]. Retroviral vektor {iretimi i¢in en iyi karakterize edilen ve
en c¢ok calisilan virlis, gama retroviriis cinsine ait Moloney murine leukemia viriis
(Mo-MLV) olup, klinik arastirmalarda kullanilan tim RV vektorler bu viriisten
gelistirilmistir (lentiviral vektorler harig) [84].

Retroviriisler ortalama 100 nm ¢apinda, zarfli, ikozahedral simetriye sahip, 7-11 kbp

uzunlugunda, tek zincirli RNA viriisleridir. Retroviral genomun 5 ve 3’ uglarinda
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promotor ve enhancer bolgelerini barindiran LTR dizileri bulunurken; genomlarinda
sirastyla yapisal proteinleri, replikasyon enzimlerini ve zarf glikoproteinlerini
kodlayan “gag, pol, env” olmak iizere li¢ gen bolgesi mevcuttur [105, 106]. Konake1
hiicre icine girdikten sonra ters transkriptaz enzimleri sayesinde tek zincirli genomik
RNA’larindan ¢ift zincirli DNA sentezlerler ve daha sonra bu DNA’y1 konakei
hiicrenin genomuna entegre ederek, tiim hiicre yasami boyunca ve hatta hiicrenin alt

nesillerinde de varliklarini siirdiiriirler [84, 107].

RV vektorler gelistirilirken, orijinal virlise ait ve viral yapinin olusturulmasinda
gorevli yapisal genler olan “gag, pol, env”, transfer plazmidinden ¢ikarilarak trans
pozisyonda farkli plazmidlere (paketleme plazmidine ve zarf proteini plazmidine)
yiiklenir. Transfer plazmidinden ¢ikarilan bu genlerin yerine terapdtik geni eksprese
eden bir kaset yerlestirilip, sadece orijinal viriisteki 5’ ve 3’ LTR dizilerinin bir bolimii
genomda tutulmaya devam edilir. RV vektor iiretimine elverisli bir hiicre hatti,
konakg1 olarak kullanilip, tim plazmidlerle ayn1 anda ko-transfekte edildikten sonra,
terapotik geni tastyan replikasyon defektif RV vektorlerin iiretimini saglar. Bununla
beraber orijinal retroviriisteki yiizey glikoproteinlerinin {iretiminden sorumlu “env”
gen bolgesi, ¢cok daha fazla hiicre tiiriine tropizm gosteren “Vesicular stomatitis viriis
(VSV)” gibi bir viriisiin yiizey glikoproteinlerini kodlayan gen bolgesiyle yer
degistirilerek, vektoriin tropizm gosterdigi ve transdiikte edebilecegi hiicre tiirii skalasi
genisletilir. Bu olaya “pseudo-tipleme” adi verilmekte, tiim RV vektorlerde ve LV
vektorlerde  kullanilabilmektedir. VSV glikoproteinleri  (VSV-G), memeli
hiicrelerindeki fosfolipidlere baglanarak viral vektoriin endositozunu tesvik eder,

boylece vektoriin neredeyse tiim memeli hiicrelerini transdiikte edebilmesini saglar
[92, 106, 107].

RV vektorlerin en onemli avantajlarindan biri hedef hiicrenin genomuna entegre
olarak, tiim hiicre yasaminda ve hatta hiicre bdliinmesinden sonraki yeni nesil
hiicrelerde de terapétik proteinin iretimine imkan tanimasidir [98, 106]. Bunun
yaninda vektoriin “env geni’nde yapilan pseudo-tipleme sayesinde pek c¢ok farkli
hiicre tiirline tropizm gdstermesi de dnemli bir avantajdir. Ayrica 8 kb uzunluga kadar
kargo tasima kapasitesine sahiptir [84]. Immunolojik yanit1 diisiik seviyede uyarmasi

da avantajlarindandir [106].
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Dezavantajlarinin baginda boliinmeyen ya da post-mitotik hiicreleri transdiikte
edebilme yeteneginin olmamasi gelmektedir [84, 98]. Bunun haricinde hedef hiicre
genomunda zararli entegrasyon paterni gostererek, insersiyonel mutageneze yol agma
riskleri (genotoksisite) yiiksektir. Neyse ki son jenerasyon vektorlerde yapilan
diizenlemeler sayesinde genotoksik oOzellikleri 6nemli Olgiide azaltilmistir [108].

2.4.3.5. Lentiviral vektorler (LV vektorler)

Pek cok viral vektor sistemi olmasina karsin, bunlarin biiyiik kism1 genoma entegre
olamayan vektorler grubundan olup, hedef hiicrenin genomunu kalici olarak
degistirme yetenegine sahip degildirler. Ik kullanilan ve genoma entegre olabilen viral
vektorler Retroviridae ailesinden basit RV vektorler (gama RV vektorler) olmasina
ragmen, bu vektorlerin de sadece boliinebilen hiicreleri transdiikte edebilme 6zellikleri
(boliinemeyen hiicreleri transdiikte edememeleri), kullanim alanlarini kisitlamaktadir
[109, 110]. Ancak Naldini ve arkadaslari, lentiviriis cinsinden olan HIV-1 tabanl
viriislerden gelistirilen vektorlerin, boliinmeyen hiicreleri de transdiikte edebildigini
gosterdiginde, 1996 yilinda lentiviral vektorler (LV vektorler) kullanim sahnesine

cikmustir [111].

Lentivirtisler de tipki diger retroviriisler gibi, Retroviridae ailesine mensup olup,
genetik materyallerini ¢cevreleyen bir nuklear kapsid, kapsid, matrix ve onu gevreleyen
bir membran, transmembran proteinleri, membran proteinleri ve bazi enzimler
(integraz, proteaz, revers transkriptaz) ile bazi aksesuar proteinlerden olusan, basit
retroviriislere kiyasla komplike bir yapiya sahip olan RNA viriislerdir [112]. Ortalama
110 nm ¢apinda, dairesel bir yapida olan lentiviriisler; genetik materyal olarak diiz, tek
zincirli, homodimer yapida ve 9,7 kb uzunluginda bir RNA’ya sahiptirler [113].
Lentivirtislerin farkli tiirleri olmasina karsin, giiniimiiz gen terapisinde kullanilan LV
vektorlerin neredeyse tiimii, tip-1 insan immiinyetmezlik viriisi (HIV-1) temel
alinarak gelistirilmistir [114]. HIV-1 bilindigi gibi AIDS adli hastaligin etyolojisinden
sorumlu viral ajandir [111]. Asagidaki sekilde HIV-1 tabanli bir LV vektoriin genel

yapist gosterilmektedir.
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Sekil 2.4: Lentiviral vektoriin genel yapisi [91].

Lentivirtisler, dahil olduklar1 Retroviridae ailesinde bulunan ii¢ temel gen bolesine
(gag, pol, env) ilaveten, viral patogenez ve replikasyondan sorumlu iki diizenleyici gen
ile (tat ve rev) aksesuar proteinleri kodlayan 4 gen bolgesi daha igerirler (vif, vpr, vpu
ve nef) [111, 114]. “Gag” geni, nuklear kapsid, kapsid ve matrix proteinleri gibi
yapisal proteinlerin tiimiinii; “Pol” geni, integraz, proteaz ve revers transkriptaz gibi
viral entegrasyondan sorumlu enzimlerin tiimiinli; “env” geni ise viral zarf
proteinlerini kodlayan temel genlerdir [114]. Baslica 6neme sahip olan iki diizenleyici
proteinden “Rev”, viral genomun nuklear eksportasyonunda, “tat” ise viral
transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynar [88, 114]. Lentiviriisler de retroviriislerle
benzer yasam dongiisiine sahiptirler (Retroviriislerin yasam dongiisiinden bir 6nceki
baslikta kisaca bahsedilmistir). Ancak retroviriislerden avantajli olarak, boliinmeyen
hiicrelerin genomuna da entegre olabilme yetenegine sahiptirler. Basit retroviriislerin
sadece konake1 hiicrenin mitoz siirecinde nuklear zarf yirtildiginda hiicre genomuna
ulasabilmelerine karsin; lentiviriis genomu, konaker hiicrenin nuklear zarfi saglamken
de nuklear porlardan giris yaparak hedef hiicrenin genomuna entegre olabilmektedir
[81]. Viicuttaki pek ¢ok hiicrenin boliinmeyen ya da dinlenme durumundaki terminal
diferansiye hiicreler oldugu goz oniinde bulunduruldugunda, LV vektorlerin, RV

vektorlere avantaji agik¢a goriilebilmektedir.
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LV vektorler, terapotik geni tasiyacak sekilde gelistirilmis, HIV-1 genomuna ait temel
protein, enzim ve bazi diizenleyici dizileri tastyan, bununla beraber hiicre tropizminin
daha genis olabilmesi i¢in, pseudo-tipleme imkani sayeside farkli bir viriis tiiriine ait
zarf glikoproteinlerini kodlayabilen [vesicular stomatitis viriis glikoproteinleri —
(VSV-G)], replikasyon defektif, rekombinant viral partikiillerdir [113]. Vektor
gelistirme asamasinda HIV-1 genomuna ait bazi genom bolgeleri, “replikatif
virlisler”in olugsma riskine karsi coklu genomik parcalara boliinerek farkli plazmidlere
yuklenir: terapotik geni tasiyan transfer plazmidi, yapisal genleri kodlayan
plazmid(ler) ve =zarf proteinlerini kodlayan plazmid. Viral vektorlerin
olusturulmasinda kullanilacak uygun hiicre hatti, s6z konusu plazmidlerle ayn1 anda

ko-transfekte edilerek hedef geni tasiyan LV vektorler tiretilir [109, 115].

LV vektorler, RV vektorlerle kiyaslandiginda tek avantajlari boliinebilen hiicrelerin
yani sira boliinemeyen hiicreleri de transdiikte edebilme yetenekleri degildir. Genoma
entegre olabilme ozelligi gosteren viral vektorlerin tiimil, insersiyonel mutagenez
kaynakli onkogeneze sebep olabilme riski tagimasina ragmen, bu risk RV vektorlerde
daha yiiksek olup, LV vektorler ise ¢cok daha giivenlidir. RV vektorler, genomdaki
promotor ve enhancer bolgelere entegre olma egilimindeyken, LV vektorlerin
entegrasyon profilleri daha farklidir. Bu sebeple onlarca yayinda LV vektorlerin RV
vektorlere kiyasla daha giivenli oldugundan bahsedilmektedir [91, 92, 114, 116, 117].

LV vektorlerin sagladigi avantajlardan bahsedecek olursak, bunlarin basinda hedef
hiicrenin genomuna entegre olarak tiim hiicre yasami boyunca, hatta hiicrenin alt
nesillerinde de terapdtik genin ekspresyonuna olanak tanimalari ve hem boliinebilen
hem de boliinemeyen hiicreleri transdiikte edebilme yetenekleri gelmekle beraber, RV
vektorlere kiyasla genomik entegrasyon profillerinin farkli olusu sayesinde
insersiyonel mutageneze yol agma risklerinin ¢ok daha diisiik olmasi, 6zellikle “kendi
kendini inaktive etme - SIN” 6zellikleri sayesinde giivenlik profillerinin yiiksek olusu,
psodo-tipleme sayesinde ¢ok genis hiicre tlirlerine tropizm gostermeleri ve transdiikte
edebilme yetenekleri, transdiiksiyon sonrasi patojenik viral protein liretmemeleri, 9kb
uzunluguna kadar kargo tagima kapasiteleri, intron igeren veya polisistronik diziler
gibi kompleks genetik dizileri bile tasiyabilme o6zellikleri, diger avantajlar1 olarak
siralanabilir [82, 113, 114, 118]. Bunlarin haricinde bazi viral vektorler (HSV
vektorleri gibi) transdiiksiyon sonrasi hiicresel mekanizmalar tarafindan baskilanarak

sessizlestirilebilirler ve bu yilizden tasidiklar1 terapotik genin etkisi ¢ok kisa siireli
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olabilir. Ancak bu durum LV vektorlerde daha diisiikk oranda gézlemlenir. Boylece
tasidiklar1 terapotik genin hiicrenin yasami boyunca nispeten daha uzun siireler

boyunca eksprese edilebilmesini saglarlar [113, 115].

LV vektorlerin dezavantajlarina bakildiginda, tiim genoma entegre olan vektorlerde
goriildiigii gibi olast bir insersiyonel mutagenez riski tasiyabilecekleri goz oniinde
bulundurulmalidir [113]. Bununla beraber yapilan pek ¢ok klinik aragtirmada yeni
jenerasyon LV vektorlerde bu riskin minimize edildigi ve klinik arastirmalarin
yuriitiildiigli vakalarda herhangi bir insersiyonel onkogenez riski olugsmadigi
bildirilmistir. ikinci dezavantaj olarak, LV vektorlerin GMP kosullarma uygun ve

stabil olarak tiretiminin RV vektorlere kiyasla daha zahmetli olusu gosterilebilir [81].

Son zamanlarda LV vektorlerin kullanildig1 pek c¢ok klinik arastirma yiiriitiilmektedir.
Bu sayede basta primer immiin yetmezlikler, hemoglobinopatiler, nérometabolik
bozukluklar ve kok hiicre kaynakli bazi anomaliler gibi hastaliklar olmak tizere pek
cok hastalikta LV vektorlerin kullaniminin giivenli ve etkili oldugu goriilmiistiir. Bu
arastirmalarin sonucunda beta talasemi tedavisinde kullanilmasi i¢in onaylanan
“Zynteglo®” ve metakromatik 16kodistropide kullanilmak i¢in onaylanan

“Libmeldi®” piyasaya stiriilmistiir [115].

2.4.3.6. Lentiviral vektorlerin gelisim asamalar

Genel olarak bakildiginda LV vektorlerin tliretimi i¢in, HEK 293T hiicre hatlar ii¢
farkli plazmid ile ko-transfekte edilir: i)transfer plazidi (terapotik geni ve HIV
genomuna ait bazi cis etkili dizileri tasir), ii)paketleme plazmidi (yapisal viral
proteinleri kodlayan genleri tasir), iii)zarf plazmidi (vektoriin ylizeyindeki zarf
proteinlerini kodlar). Ancak ii¢lincii jenerasyon LV vektorlerde paketleme plazmidi
ikiye ayrilmistir ve toplamda 4 adet plazmidle ko-transfeksiyon gerceklestirilir [91].
LV vektorler temel olarak gelisim asamalarina ve paketleme plazmidlerindeki

farkliliklara gore jenerasyonlara ayrilirlar [91, 119].

Birinci jenerasyon LV vektorlerin iiretiminde ti¢ farkli plazmid kullanilir. Transfer
plazmidi; terapotik gen bolgesine ilaveten HIV-1 genomundaki LTR bolgelerini,
enkapsiilasyon ve RRE dizilerini tagir. Paketleme plazmidinde ise gag ve pol genleri
ile rev ve tat diizenleyici proteinlerini kodlayan genler, ayrica HIV-1 genomundaki
tim diger aksesuar genler (vpr, vpu, vif ve nef) bulunur. Zarf proteinlerini kodlayan

plazmide ise HIV-1 genleri yerine VSV-G gen bolgeleri yerlestirilerek, LV vektoriin
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cok daha fazla hiicre tiirine tropizm gostermesi saglanilir [112, 114, 119]. Birinci nesil
vektorler giivenligi arttirma agisindan her ne kadar ii¢ farkli plazmide bdliinse de,
vektor Uretimi esnasinda “replikatif viriis” tiretim riski de bulunabildiginden ikinci ve
ticlincii jenerasyon LV vektorler gelistirilmistir. Bu sebeple giiniimiizde tercih edilen

vektorler ikinci ya da {igiincii jenerasyon LV vektorlerdir [114].

Ikinci jenerasyon vektdrlerin iiretiminde de tipki ilk jenerasyon gibi ii¢c adet plazmid
kullanilmasina ragmen, paketleme plazmidinde bulunan HIV-1 genomuna ait aksesuar
genler olan “vpr, vpu, vif ve nef” tamamen silinerek virulans faktorleri ortadan
kaldirilmis ve giivenlik arttirilmustir [91, 114, 119]. Ikinci jenerasyon vektorlerin
paketleme plazmidinde sadece viriise ait yapisal ve enzimatik proteinleri kodlayan
“gag ve pol” genleri ile, transkripsiyonel ve post transkripsiyonel diizenlemede gorevli
proteinleri kodlayan “rev ve tat” gen bdlgeleri bulunmaktadir. Bu jenerasyonun
transfer plazmidinde de HIV-1’¢ ait transkripsiyon, enkapsiilasyon, revers
transkripsiyon ve entegrasyon igin gerekli olan “cis etkili diziler” bulunmaktadir. Zarf
plazmidinde kullanilmak iizere ilk jenerasyonda oldugu gibi “VSV-G” gen bolgesi
tercih edilir. Yapilan hassas testlerden elde edilen verilere gore ikinci jenerasyon
plazmidlerlerle iiretilen LV vektorler arasinda replikatif ozellikli virtislere

rastlanmamustir [94, 112].

Ugiincii jenerasyon LV vektor iiretiminde kullanilan paketleme plazmidi iki ayri
plazmid olacak sekilde boliinmiis ve “tat” geni cikarilmustir, dolayisiyla vektor
tretiminde 4 farkli plazmid kullanilir. Bu plazmidler: 1)transfer plazmidi (hedef geni
tastyan bu plazmidin etkinliginin ve giivenilirliginin arttinlmas1 i¢in Onceki
jenerasyonlardan farkli olarak LTR bdlgelerinin bir kism1 modifiye edilmis ve yeni
cis-etkili diziler eklenilmistir), 2)paketleme plazmidi-1 (sadece gag ve pol gen
bolgeleri igerir), 3)paketleme plazmidi-2 (sadece rev gen bolgesini igerir) ve 4)zarf
plazmidi (VSV-G gen bolgesini igerir) [91, 111, 114].

Ucgiincii jenerasyon LV vektorlerin sadece paketleme plazmidlerinde degil transfer
plazmidinde de bir takim degisiklikler yapilmistir. Paketleme plazmidinden “tat” gen
bolgesi ¢ikarildig i¢in transfer plazmidinin 5° LTR ucundaki U3 bolgesine CMV veya
RSV wviriislerine ait giiclii promotor bdlgeler yerlestirilmis ve bu sayede HIV-1
genomundaki “tat” transaktivatOriine ihtiya¢ ortadan kaldirilmistir [94, 114]. HIV-1
viral genomunda bulunan 3> LTR ucundaki U3 bdlgesi olduk¢a dnemlidir, ¢iinkii bu

bolge HIV-1 viriisiiniin replikasyonu i¢in gerekli gii¢lii promotor ve enhancer diziler
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icermektedir. Ancak ii¢lincii jenerasyon vektorlerde (ayrica bazi ikinci jenerasyon
vektorlerde) 3’ LTR ucundaki U3 bolgesindeki bazi diziler (TATA-box, Spl, NF-xB
ve NFAT) silinerek “kendini inaktive eden vektorler = SIN vektorler” tiretilmistir.
Boylece vektor iiretimi esnasinda yabani tip HIV-1 benzeri replikatif 6zellikli
virtislerin iiretim riski daha da azaltilmig ve giivenlik arttirilmistir [91, 94, 114]. Ancak
giivenlik arttirilmasina ragmen viral iiretim titresi 10 kat daha azalmig, bu yiizden
iiretim asamalar1 daha da zorlasmistir [111]. Uciincii jenerasyon SIN ozellikli
vektorlerin diger avantajlari, insersiyonel mutagenez kaynakli hiicresel proto-
onkogenlerin aktivasyon riskini azaltmalari, entegre olan vektore ait genlerin yabani
tip bir virlis tarafindan mobilizasyonunun 6nlenmesi ve promotor interferans: gibi

problemlerin azaltilmasi olarak siralanilabilir [111, 114, 119].

Yabani tip HIV-1 genomunda bulunan “central polypurine tract (cPPT)” dizileri ve
“central termination sequence (CTS)” dizileri, bolinmeyen hiicrelerin enfekte
edilebilmesi i¢in 6nemlidir. Ciinkii bu dizilerin HIV genomunun nuklear porlardan
importasyonunu kolaylastirdigi kesfedilmistir [111]. Ilk jenerasyon LV vektorlerde
soz konusu dizilerin bulunmamasinin sebebi, bu dizilerin 6neminin heniiz
kesfedilmemesi kaynaklidir. Ancak {iglincii nesil vektorlerin transfer plazmidine
eklenen “cPPT ve CTS” dizilerinin hem viral vektor liretim titresinin hem de hedef
hiicrede terapotik gen ekspresyonunun artmasina yardimer oldugu gortilmistiir [91,
111, 119]. Ugiincii jenerasyon vektdrlere ayrica “WPRE” (woodchuck hepatitis B
post-transcriptional regulatory element) gibi post transkripsiyonel diizenleyici diziler
eklenerek, vektoriin tasidig: terapotik gene ait RNA’nin hem sitozolde hem de nukleus
icerisinde daha uzun siire degrede olmadan kalabilmesi, boylece terapotik protein
iretiminin arttirilmas1 hedeflenmistir. WPRE dizilerine sahip vektorlerin, sahip
olmayanlara kiyasla terapotik geni 2 ile 5 kat daha fazla eksprese edebildikleri tespit
edilmistir [111, 114, 119].

Ikinci ve iigiincii jenerasyon LV vektorler kiyaslandiginda her ikisinin de giivenli
oldugu bilinmektedir ve giiniimiizde her iki jenerasyon da kullanilmaktadir. Ancak
ikinci jenerasyonda 3 plazmid olmasina karsin, iiclincii jenerasyonda dort plazmid
olmasi, hedef hiicrelerin ko-transfeksiyonunu giiclestirmekte ve lentiviral {iretim
titresini diistirmektedir. Bu sebeple bazi1 yayinlarda psPAX2 gibi ikinci jenerasyona ait
paketleme plazmidlerinin kullanimi tavsiye edilmektedir [94]. Biz de bu sebeple

tezimizde ikinci jenerasyona ait paketleme plazmidi olan “psPAX2”yi kullanarak daha
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yiiksek vektor titresi elde etmeyi amagladik. Bunun yani sira “SIN 6zelligi” sayesinde
giivenligi ¢cok daha yiiksek, ayrica cPPT ve WPRE dizileri igeren iigiincii jenerasyon
transfer plazmidi olan “pLenti-CMV-GFP-2A-puro”yu tercih ettik. S6z konusu ikinci
jenerasyon paketleme plazmidi ve tigiincii jenerasyon transfer plazmidinin beraber

kullanimlar1 uyumludur.

2.4.4. Gen tedavisinin kisa tarihgesi ve giiniimiizdeki kullanimi

Genetik ve Nadir Hastaliklar Bilgilendirme Merkezi (GARD), giinliimiize kadar rapor
edilen 7136 hastaligin  %80’inden fazlasinin  disfonksiyonel genlerden
kaynaklandigini, diinya genelinde 300 milyondan fazla kisinin genetik hastaliklardan
etkilendigini, buna karsin 7136 hastaligin sadece 500 tanesinin konvansiyonel ya da
cerrahi yontemlerle tedavi edilebildigini, geri kalani i¢in tedavi yontemi olmadigin
rapor etmistir [120]. Bu durum &zellikle genetik temelli hastaliklar i¢in yeni tedavi
modellerinin gelistirilmesinin zorunlu oldugunu agik¢a ortaya koymakta olup,
aragtirmacilar1 gen terapileri alaninda ¢alismaya sevketmektedir. Giiniimiizde sadece
genetik temelli hastaliklar degil, basta kanser olmak tizere pek ¢ok kardiyovaskiiler ve

enfeksiyon hastaliklari i¢in de gesitli gen terapisi arastirmalart yiiriitiilmektedir [121].

1980 yilinda Kalifornia Universitesi’nden Martin Kline, iki beta talasemi hastasi
tizerinde ilk izinsiz gen terapisi ¢aligmasini yiiriitmiis, ancak daha sonra Ulusal Saglik
Enstitlisti’nlin (NIH) diizenlemelerini ¢ignedigi i¢in hakkinda sorusturma agilmistir
[95]. FDA tarafindan izin verilen ilk gen terapisi 1990 yilinda Michael Blaese ve ekibi
tarafindan iki ADA-SCID hastast ¢ocuk iizerinde gerceklestirilmis, vektor olarak
gama RV vektorler kullanilmis, ¢cocuklardan birinde gegici iyilesme gozlenmesine
ragmen, digerinde belirgin bir iyilesme goriilememistir [80, 91]. 1990’larin sonunda
Fischer ve ekibi SCID-X1 hastaligi goriilen ¢ocuklar lizerinde, gama RV vektorler
kullanarak, ilk basarili gen terapisini gerceklestirmiglerdir. Calismada gocuklarda
immiin sistemin kendini yeniden diizenledigi, mevcut enfeksiyonlarin ortadan kalktig:
ve asilamalarin etki gosterdigi goriilmiistiir. Bununla beraber optimize edilmemis
vektor tasarimi sebebiyle yirmi ¢ocuktan besinde losemi gelismis ve biri hayatini
kaybetmistir [83, 95]. Ayrica 1999 yilinda ornitin transkarbamilaz (OTC) eksikligi
tedavisi i¢in AV vektorlerin kullanildig: bir klinik aragtirmaya katilan Jesse Gelsinger
hayatin1 kaybetmis, bu olay gen terapisi alaninda c¢alisan bilim insanlarinda sok etkisi

yaratmis ve gen terapisiyle ilgili klinik arastirmalara bir siire ara verilmesine sebep
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olmustur. Tedavide kullanilan AV vektorlerin direk viicuda uygulanmasi sonucunda,
immun sistemin siddetli ve ani bir reaksiyon gelistirdigi, bu durumun ¢oklu organ
yetmezligi gelisimine ve 6liime yol agtig1 rapor edilmistir [79, 80, 121]. FDA ilk kez
1998 yilinda HIV enfekte bireylerde gelisen sitomegaloviriis retiniti i¢in “Vitravene”
adiyla piyasaya sunulan ve lokal olarak uygulanan gen terapisini onaylamis, ancak

daha sonra bu ilag piyasadan geri ¢ekilmistir [79].

2003 yilinda bas ve boyun kanserlerinde kullanim igin Cin Hiikiimeti Gida ve ilag
Dairesi (SFDA) tarafindan onaylanan ilk gen terapisi “Gendicine TM” piyasaya
stiriilmistiir. Gendicine TM, tiim kanserlerin %50’sinden fazlasinda goriilen p53
mutasyonunu tedavi etmek amaciyla iretilmis olup, p53 geni tastyan AV vektorlerin
timdr icerisine enjeksiyonuyla uygulanmaktadir. Bu olay, gen terapisi tarihinde
onemli bir mihenk tas1 olarak kabul edilmekle beraber, takip eden yillarda yine Cin’de
ve daha sonra diger iilkelerde farkli hastaliklara yonelik yeni gen terapileri
onaylanarak piyasaya siirilmeye baslamistir [79, 120]. 2011 yilinda Rusya Saglik
Bakanligi, periferal vaskiiler hastalik ve ekstremite iskemisinde endike olan
“Neovasculogen®” adl1 gen terapisini onayladiktan sonra, diinya ¢apinda gen terapisi
alanindaki 6n yargilar yavas yavas azalarak her yil daha da fazla gen terapisi alaninda

klinik ¢calismaya onay verilmistir [120].

2012 yilinda ilk kez EU EMA tarafindan onaylanarak piyasaya siiriilen “Glybera®”,
bat1 iilkelerinde onaylanan ilk gen terapisi olmasiyla 6nem tasimaktadir. Gylbera®,
ailevi lipoprotein lipaz eksikligi tedavisinde endike olup, vektor olarak AAV vektor
temelli bir tedavidir [80, 122]. Ozellikle gen terapisi alaninda onaylanan ilaglar 2015
yil1 itibartyla hizla artmaya baslamis, neredeyse her yil birden fazla yeni ilag onay
almaya baglamistir. Sadece 2016 yilinda 4 gen terapisi onaylanarak piyasaya
stirilmustiir. “Strimvelis®” 2016 yilinda onaylanarak piyasaya siiriilen ilk “ex vivo

gen terapisi” olup ADA-SCID hastaliginda endikedir [79].

LV vektorler, ilk kez 2003 yilinda HIV tedavisi amaciyla klinik arastirmalarda
uygulanmaya baslamis olup, herhangi bir proto-onkogeni aktive etmedikleri ve
onkolitik aktivite gostermedikleri gozlenmistir [91, 95]. “Kymriah®” 2017 yilinda
FDA tarafindan (takiben 2018 EMA) onaylanarak piyasaya siiriilmiis olan “ilk LV
vektor tabanli otolog ex vivo gen terapisi”dir [79]. Kymriah®, lenfoblastik 16semi i¢in
gelistirilen, LV tabanli bir CAR-T hiicre (kimerik antijen reseptér T hiicresi)

tedavisidir. Bu tedavide hastadan toplanan T hiicreleri, LV vektorler tarafindan taginan
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terapotik bir genle transdiikte edildikten sonra hastaya geri enjekte edilerek, viicuttaki
CD19+ malign ve malign olmayan hiicreleri taniyarak yok etmeleri saglanir. S6z
konusu terapinin bagar1 oraninin %83 civarinda oldugu rapor edilmistir [120]. 2019
yilinda EMA tarafindan beta talasemi tedavisi i¢in onaylanarak piyasaya siiriilen
“Zynteglo®”, diinya ¢apinda piyasaya siiriilen “ikinci LV vektor tabanli otolog ex vivo
gen terapisi’dir [122].

2019 yilinda yaymlanmis bir yayinda s6z konusu tarihe kadar 204 iilkeden toplamda
3704 gen terapisi klinik ¢alismasinin onaylandigindan bahsedilmektedir [120]. Aym
yila ait bagka bir yayinda, son zamanlarda gen terapisi igin ex Vivo yontem
kullanilacaksa LV vektorlere, in vivo yontem kullanilacaksa AAV vektorlere
odaklanildigindan bahsedilmektedir [83]. 2021 yilinda yayinlanan diger bir yayinda
ise yine benzer sekilde gen terapisinde kullanilmak {izere en ¢ok tercih edilen
vektorlerin AV vektorler, AAV vektorleri ve LV vektorler oldugu belirtilmektedir
[123].

Gilintimiiz klinik aragtirmalarinda gen terapisinin en c¢ok kullanildigi hastaliklarin
basinda agik ara farkla ¢esitli kanser tiirleri gelmekte, bunu takiben sirasiyla ¢ok ¢esitli
genetik hastaliklar, enfeksiyon hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve digerleri yer

almaktadir [121].

Mevcut klinik arastirmalarda LV vektorlerin kullanildig: hastaliklar, akut lenfoblastik
16semi, ADA-SCID, yasa bagimli makiiler dejenerasyon, non-Hodgkin lenfoma,
serebral adrenolokodistrofi (CALD), beta talasemi, orak hiicre anemisi, fankoni
anemisi, HIV enfeksiyonu, lenfoma tiirleri, multip] miyeloma, Wiskott-Aldrich

sendromu ve Covid-19 enfeksiyonu olarak sayilabilir [123].

Asagidaki tabloda 2020 y1lina kadar diinya saglik otoriteleri tarafindan onay almis olan
gen terapisi ilaglar1 yer almaktadir [121, 122].
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Tablo 2.3: 2020 yilina kadar onaylanarak piyasaya siiriilmiis gen terapileri [121, 122].
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Ulke /
) Onaylayan
Ila¢ adx Endikasyonu Tedavi alani Yih Kurum Vektor tiirii Yontem
. - . US FDA ve
Sitomegaloviriis Oftalmik
Vitravene retinitis hastaliklar 1998/99 | EU EMA Oligoniikleotid | in vivo
Bas ve boyun Adenovirus tip
Gendicine kanseri Kanser 2003 Cin/SFDA 5-p53 in vivo
Nazofaringeal Adenovirus
Oncorine kanser Kanser 2005 Cin/SFDA serotip 5 in vivo
Yumusak doku
sarkomu, Filipinler ,
Osteosarkom, Retroviral
Rexin-G pankreas CA Kanser 2007 BFAD dnG1 in vivo
Aterosklerotik
periferal Kardiyovaskiiler Rusya/Saglik
Neovasculogen | arteriyel hastalik | hastaliklar 2011 Bakanligi Plasmid-VEGF | in vivo
Familiyal
Gylbera lipoprotein lipaz | Nadir hastaliklar | 2012 EU EMA rAAV1-LPL in vivo
Homozigot
familyal
Kynamro hiperkolesterolemi | Nadir hastaliklar | 2013 US FDA Oligonukleotid | in vivo
HSV-1-GM-
Imlygic Melanoma Kanser 2015 US FDA CSF in vivo
ex vivo
Retroviral- (otolog
Strimvelis** ADA SCID Nadir hastaliklar | 2016 EU EMA ADA hiicreler)
ex vivo
Immun sistem Retroviral- (allojenik
Zalmoxis* HSCT transplant | Nadir hastaliklar | 2016 EU EMA ALNGFR hiicreler)
Duschenne
Exondys 51 miiskiiler distrofi | Nadir hastaliklar | 2016 US FDA Oligonukleotid | in vivo
. e US FDA ve
Spinal miiskiiler
Spinraza distrofi Nadir hastaliklar | 2016/17 | EU EMA Oligonukleotid | in vivo
ex vivo
Retroviral- (allojenik
Invossa* Diz osteoartrit Osteoartrit 2017 Kore MFSD TGF hiicreler)
ex vivo
. US FDA ve .
Akut lenfoblastik Lentiviral- (otolog
Kymriah*** 16semi Nadir hastaliklar | 2017/18 | EU EMA CD19 hiicreler)
ex vivo
. US FDA ve .
Biiyiik B hiicreli Retroviral- (otolog
Yescarta** lenfoma Nadir hastaliklar | 2017 EU EMA CD20 hiicreler)
RPEG5 mutasyon US FDA ve
kaynakl
Luxturna retinal distrofi Nadir hastaliklar | 2017/18 | EU EMA rAAV2-PRE65 | in vivo




Tablo 2.3: 2020 yilina kadar onaylanarak piyasaya siiriilmiis gen terapileri (devam)

Ulke /
Onaylayan
ilac ad1 Endikasyonu Tedavi alam Yih Kurum Vektor tiirii Yontem
Tegsedi Amiloidoz Nadir hastaliklar | 2018 EU EMA Oligonukleotid | in vivo
US FDA ve -
Lipid comlex-
Onpattro Amiloidoz Nadir hastaliklar | 2018 EU EMA SIRNA in vivo
. . . Japonya
Ekstremite Kardiyovaskiiler
Collategene iskemisi hastaliklar 2019 MHLV Plazmid-HGF | in vivo
Ailevi
silomikronemi
Waylivra sendrom Nadir hastaliklar | 2019 EU EMA Oligonukleotid | in vivo
Spinal miiskiiler
Zolgensma atrofi Nadir hastaliklar | 2019 US FDA rAAV9-SMNL1 | invivo
ex vivo
Lentiviral-beta | (otolog
Zynteglo*** Beta talasemi Nadir hastaliklar | 2019 EU EMA globulin hiicre)
: US FDA ve
Akut hepatik
Givlaari porfiri Nadir hastaliklar | 2019 EU EMA Oligonukleotid | in vivo

*: Allojenik hiicrelerin kullanildig1 ex vivo gen terapileri

**: Otolog hiicrelerin kullanildigi ex vivo gen terapileri

**%: Hem lentiviral vektorlerin hem de otolog hiicrelerin kullanildigi ex vivo gen terapileri
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Cihazlar
Asagidaki tabloda tez deneylerinde kullanilan cihazlar ve aletler yer almaktadir.

Tablo 3.1: Tez deneylerinde kullanilan cihazlar / aletler ve kullanim amaglar

Cihaz ad1 Marka Kullanim amaci
CAPP,
Otomatik pipetler Eppendorf | Tiim molekiiler caligmalar
Otoklav Niive Besiyerleri ve laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonu
Sartarius
Distile su cihazi Stedim Tiim molekiiler ¢alismalar
Sartarius
Ultra saf su cihazi Stedim ddH20 gerektiren tiim molekiiler ¢aligmalar
Analitik terazi Precisa Kimyasal madde miktar1 dlgiimii
Vorteks Stuart Kiigiik hacimli soliisyon/siispansiyonlarin homojenizasyonu
Kiigiik hacimli soliisyon/siispansiyonlarin karistirilarak dibe
Spin cihazi Labnet ¢oktiiriilmesi
Diisiik hacimli siispansiyonlarin yiiksek hizda ayristirilmasi
Santrifiij Hettich (max:14000 rpm)
Santrifiij Niive Biiyiik hacimli siispansiyonlarin ayristirilmasi
Santrifiij Hermle Hiicre kiiltiirli caligmalarinda hiicre ve dokularin ¢oktiiriillmesi
Denville
Isitict blok Scientific Kiigiik hacimli soliisyon/siispansiyonlarin isitilmasi
Buz makinesi Scotsman Diisiik sicaklikta calisilmasi gereken kosullar igin kirik buz eldesi
Derin dondurucu
(-20°C) Ugur Numunelerin uzun siireli muhafazasi
Derin dondurucu
(-80°C) Haier Numunelerin uzun siireli muhafazasi
Buzdolab1 (+4°C) Argelik Numunelerin uzun siireli muhafazasi
Hanna
pH metre Instruments | Tampon / soliisyonlarin pH 6l¢timii
Istticili manyetik
karistirici Stuart Cozeltilerin hazirlanmasi
Calkalayicilt Mikroorganizmalarin uygun sicakliklarda kiiltiire edilip
inkiibator Benchmark | cogaltilmasi, dokularin enzimatik parcalanmasi

Kat1 besiyerine ekilen bakterilerin uygun sicaklikta kiiltiire edilip
Etiiv Niive ¢ogaltilmasi
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Tablo 3.1: Tez deneylerinde kullanilan cihazlar / aletler ve kullanim amaglari (devam)

Cihaz adx Marka Kullanim amaci
PCR cihazi Sacem PCR yapimu ve restriksiyon kesimi agamalari
Agaroz jel hazirlama agamalarinda EtBr gibi toksik kimyasallardan
Ceker ocak Vortice korunabilmek
Yatay jel elektroforez | Major
sistemi Science Agaroz jele yiiklenen PCR fragmanlarinin yiiriitiilmesi
Jel goriintiileme
sistemi Fusion FX7 | Agaroz jelde yiiriitiilen PCR fragmanlarinin gériintiillenmesi
UV-vis Thermo
spektrofotometre Scientific DNA miktar1 ve saflik dl¢iimleri
Plazmid purifikasyonunda yikama soliisyonlar1 ve atiklarin
Vakum manifoldu Welch uzaklagtirilmasi
Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak soliisyon ve besiyerlerinin 37 “C’ye
Su banyosu Niive 1sitilmasi
Laminar hava akigh
steril kabin Niive Tiim hiicre kiiltiirii ¢aligmalari
CO2’li memeli hiicre Hiicrelerin ¢ogaltilmas1 amactyla memeli hiicre kiiltiirlerinin
kiiltiirli inkiibatorii Niive inkiibasyonu
Elektrikli otomatik
pipet pompasi Isolab Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda besiyeri degisimi
Isik mikroskobu Zeiss Hiicrelerin goriintiilenmesi
Floresan mikroskop Zeiss Hiicrelerin goriintiilenmesi
Mikrodalga firin Altus LB besiyeri ve agaroz jel hazirhg:
Biyokimya Architect ci
otoanalizor 16200 PTH 6l¢iimii
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3.1.2. Kimyasallar / ilaclar

Asagidaki tabloda tez deneylerinde kullanilan kimyasallar ve ilaglar yer almaktadir.

Tablo 3.2: Tez deneylerinde kullanilan kimyasallar / ilaglar / kullanim amaglar1

Kimyasal/ila¢ Ad1 Marka Kullanim Amaci

DMEM/F-12 Wisent Multicell Memeli hiicre kiiltiiriinde kullanilan bazal medyum
Memeli hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin arindirtlmasi igin

d-PBS(1x) Wisent Multicell kullanilan soliisyon

Fotal sigir serumu

Memeli hiicre kiiltiiriinde kullanilan, gesitli biiylime

(FBS) Gibco faktorleri ve besleyici maddeleri iceren serum
Primocin Invivogen Primer hiicre kiiltiiriinde kontaminasyonun 6nlenmesi
Biological
Pen-Strep Industries (BI) Hiicre kiiltiiriinde kontaminasyonun énlenmesi
Hiicre kiiltiiriinde kontaminasyonun 6nlenmesi ve bakteri
Ampisilin Sigma-Aldrich kiiltiiriinde segici ortam olusturulmasi
Hiicre kiiltiiriinde kontaminasyonun 6nlenmesi ve bakteri
Kanamisin Sigma-Aldrich kiiltiiriinde segici ortam olusturulmasi
Cayman Chemical | Transdiikte olan hiicrelerin segici olarak gogaltilmasi ve
Puromisin Company diger hiicrelerin 6ldiiriilmesi
Polybrene EMD Millipore Transdiiksiyon veriminin yiikseltilmesi
Dimetil sulfoksit
(DMSO) Chem Cruz Kriyoprezervasyon besiyeri hazirlig
Bazi ticari kit soliisyonlarina ilave amagli, sigan deri
Absolut etanol EMD Millipore dezenfeksiyonu
Etanol (EtOH) Emsure Tiim malzemelerin dis yiizey dezenfeksiyonu
Yiizey dezenfeksiyonu ve viral vektorlerin inhibe edilerek
Sodyum hipoklorit Domestos imhast
Su banyosu
dezenfektani Isolab Su banyosu suyu dezenfektani
Hiicre kiiltiir inkiibator Memeli hiicre kiiltiirii inkiibatoriindeki su haznesine katilan
dezenfektani Eco Tech dezenfektan
Povidin iyot ¢ozeltisi
(%10) Poviideks Sigan deri dokusunun dezenfeksiyonu
Povidin iyot ¢ozeltili
yikama kopiigii (%7,5) | Betadix Sican deri dokusunun yikanmast ve trasa hazirlanmast
Turk Tipsan Sican deri dokusunun arindirtlmasi, steril soliisyonlarin
Steril izotonik (TTS) hazirlanmasi, hiicre siispansiyonunun hazirlanmast
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Tablo 3.2: Tez deneylerinde kullanilan kimyasallar / ilaglar / kullanim amaglari (devam)

Kimyasal/ila¢ Ad1 Marka Kullanim Amaci
Tripan mavisi Sigma-Aldrich Canli hiicre sayimi
LB broth Sigma-Aldrich Bakteri kiiltiirii i¢in siv1 besiyeri hazirlanmasi
LB agar Sigma-Aldrich Bakteri kiiltiirii i¢in kat1 besiyeri hazirlanmasi
Agaroz Invitrogen Agaroz jel yapiminda kullanilan temel bilesen
Agaroz jel yapiminda, DNA molekiillerinin floresan olarak
Etidyum bromiir Invitrogen isaretlenmesi
DNA jel yiikleme Thermo Fisher
boyasi (6x) Scientific DNA icerikli soliisyonlarin elektroforez dncesi boyanmasi
Thermo Fisher Agaroz jel elektroforezinde DNA fragmanlarinin
DNA markorii Scientific boyutlarinin karsilagtirilmasinda kullanilan markor
Thermo Fisher
Tris baz1 Scientific TAE tamponunun hazirlanmasi
Thermo Fisher
EDTA Scientific TAE tamponunun hazirlanmasi
Glasiyal asetik asit Sigma-Aldrich TAE tamponunun hazirlanmasi

Kolajen kaplama

6 kuyulu kiiltiir plaklarinin tabanimin kolajen ile kaplanmasi
(primer doku kiiltlirii ve LentiX hiicrelerinin kiiltiirii

soliisyonu Cell Applications | amactyla)
Hiicre enjeksiyonu ve kan alimi 6ncesi inhalasyon yoluyla
Isofluran Adeka ilag ve sedasyon amaciyla uygulanan anestezik
Tam kat deri eksizyonu dncesi i.m enjeksiyonla uygulanan
Rompun (%2) Bayer anestezik
) Tam kat deri eksizyonu 6ncesi i.m enjeksiyonla uygulanan
Ketamin HCI Doga Ilag anestezik
Dikloron Deva llag Deri eksizyonu sonrast uygulanan agri kesici
] Deri eksizyonu sonrasi olasi bir enfeksiyonu 6nleme amaglt
Clamoxyl Zoetis Ilag kullanilan antimikrobiyal
Gliserol Sigma-Aldrich Transforme bakterilerin -80 °C’de muhafazasi
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3.1.3. Kitler / Enzimler

Asagidaki tabloda tez deneylerinde kullanilan Kitler ve enzimler yer almaktadir.

Tablo 3.3: Tez deneyleri ve 6n galigmalarda kullanilan ticari kitler / enzimler

Kitler / Enzimler Marka Kullanim amaci

Midiprep plazmid izolasyon Plazmid izolasyon ve purifikasyonu

ve purifikasyon Kiti Zymo (Tez caligmasinda kullanilmistir)
Midiprep plazmid izolasyon Plazmid izolasyon ve purifikasyonu

ve purifikasyon Kiti Qiagen (On ¢aligmalarda kullanilip tiiketilmistir)

Transfeksiyon Kiti

Takara X-fect

LentiX hiicrelerinin transfeksiyonu
(Yiiksek transfeksiyon verimi alinmis,
tez ¢alismasinda tercih edilmistir)

Thermo Fisher

HEK 293T hiicrelerinin transfeksiyonu
(On ¢alismalarda denenmis, istenilen verim

Transfeksiyon Kiti TurboFect alinamamistir)
HEK 293T hiicrelerinin transfeksiyonu
Invitrogen (On galismalarda denenmis, istenilen verim

Transfeksiyon Kiti

Lipofectamine 2000

alinamamustir)

Transfeksiyon Kiti

Invitrogen

Lipofectamine 3000

HEK 293T hiicrelerinin transfeksiyonu
(On galismalarda denenmis, istenilen verim
alinamamustir)

TransformAid Bacterial
Transformation Kit

Thermo Fisher
Scientific

E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicrelerinin
kompetan hale getirilmesi ve transformasyonunda
kullanilmigtir

Thermo Fisher

PLPT, psPAX2 ve pMD.G plazmidlerinin

Eco RI restriksiyon enzimi Scientific restriksiyon kesiminde kullanilmustir
Deri dokusunun enzimatik pargalanmasi amaciyla
Liberase TL Roche kullanilmigtir

Tripsin/EDTA (%0,25)

Wisent Multicel

Hiicrelerin pasajlanmasi1 amactyla plaktan
ayrnistirilabilmesi i¢in kullanilmigtir

Xbal restriksiyon enzimi

Thermo Fisher
Scientific

PLPT ve pEGFP-N1-hPTH plazmidlerinin
restriksiyon kesiminde kullanilmigtir

GeneJET Gel Extraction Kit

Thermo Fisher
Scientific

hPTH gen bolgesinin jelden ekstraksiyonu ve
purifikasyonu amaciyla kullanilmigtir

GeneJET PCR Purification
Kit

Thermo Fisher
Scientific

Restriksiyon kesimi sonrasinda PLPT plazmidinin
purifikasyonu amaciyla kullanilmigtir

Rapid DNA Ligation Kit

Thermo Fisher
Scientific

Transfer plazmidi (PLPT) ve terapotik genin
(hPTH) ligasyonu amaciyla kullanilmistir

Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix

Thermo Fisher
Scientific

Ligasyon ve transformasyonun dogrulanmasi igin
koloni PCR yapiminda kullanilmigtir

PTH 6l¢tim kiti

Architect Intact
PTH

Besiyeri ve serumdan hPTH tayini
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3.1.4. Besiyerleri
Asagidaki besiyerlerinin hazirliginda kullanilan malzemelerin markasi igin bkz:

“Kimyasallar / Ilaglar”

3.1.4.1. Doku besiyeri

Bu besiyeri, sicandan deri dokusu alindiktan sonra, dokunun laboratuvara gétiiriilerek
caligmaya baslanan zamana kadar icinde muhafaza edildigi besiyeridir. Primer kiiltiir
besiyerine kiyasla Pen-Strep orani daha yiiksek olup, 37 °C’ye 1sitildiktan sonra
kullanilmaktadir. Asagidaki malzemeler, belirtilen oranlarda karistirilarak toplamda
20 ml olacak sekilde hazirlanilir:

%20 fotal s1g1r serumu (FBS)

%4 Pen-Strep

%0,2 Primocin
DMEM/F-12 besiyeri

3.1.4.2. Hazirhik besiyeri

Bu besiyeri, deri dokusunun yagl hipodermis bolgesi kazinarak ayristirildiktan sonra,
dokunun enzimatik par¢alanma asamasina kadar icinde muhafaza edildigi, bdylece
hem dokuyu kurumaya karsi koruyan, hem de dokudaki FBS ve diger maddeleri
uzaklastirmak i¢in kullanilan bir besiyeridir. Asagidaki malzemeler, belirtilen
oranlarda karistirilarak toplamda 20 ml olacak sekilde hazirlanilir:

e %3 Pen-Strep

e 90,2 Primocin
e DMEM/F-12 besiyeri

3.1.4.3. Enzimatik parcalama besiyeri

Sicandan eksize edilen deri numunesinin enzimatik olarak pargalanmasi amaciyla
hazirlanan besiyeridir. Diger besiyerlerinden farkli olarak, kullanim amaci hiicrelerin
beslenmesinden ziyade, dokunun enzimatik olarak pargalanmasidir. Hiicreler ile
kiicik doku parcalarmmin birbirlerinden ve ortamdaki ekstraseliiler matriks
elemanlarindan (kolajen, elastin, yag vs...) ayrstirilabilmesi igin kullanilir. Bu
besiyerinin temel bileseni, icerisinde Tip I ve II kolajenaz tiirleri ile thermolizin

barindiran “Liberase TL” enzimidir.

Liyofilize olarak temin edilen Liberase TL, 2 ml steril ddH20 iginde ¢6ziindiiriiliir ve

kullanima hazir sekilde -20 °C’de muhafaza edilir. Enzimatik parcalama besiyeri,
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primer doku kiiltiiriiniin hemen dncesinde taze olarak hazirlanarak, hemen kullanilir.
Asagidaki malzemeler, belirtilen oranlarda karigtirilarak toplamda 4 ml olacak sekilde
hazirlanilir:

e DMEM/F12 (4 ml)

e Liberase TL (150 uL)

e %1 Pen-Strep
e 90,2 Primocin

3.1.4.4. Primer Kkiiltiir besiyeri

Primer hiicre kiiltlirii amaciyla kullanilan besiyeri olup, basta fibroblastlar ve dermal
kokenli kok hiicrelerinin saglikli bir sekilde iiretilmesi igin kullanilir. Asagidaki
malzemeler, belirtilen oranlarda karistirilarak hazirlanir:

%15 FBS

%1 Pen-Strep

%0,2 Primocin
DMEM/F-12

3.1.4.5. LentiX besiyeri

LentiX hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri olup, LentiX hiicrelerinin saglikli bir
sekilde iretilmesi icin kullanilir. Asagidaki malzemeler, belirtilen oranlarda
karistirilarak hazirlanir:

%10 FBS

%1 Pen-Strep

%0,1 Primocin
DMEM/F-12

3.1.4.6. Kriyoprezervasyon besiyeri

Bu besiyeri, primer hiicrelerin, LentiX hiicre hattinin ve HEK 293 T hiicre hattinin -80
°C’de miimkiin oldugunca soguktan zarar gérmeden muhafaza edilebilmesi igin
kullanilmaktadir. Besiyerinin icerigindeki dimetil siilfoksit (DMSO), hiicreleri ani 1s1
degisimleri sokundan korumakla beraber, normal kiiltiir sartlar1 altinda hiicreler i¢in
toksiktir ve kiiltiirden uzaklastirilmalidir. Normal kiiltiir sartlarinda kullanilan
antimikrobiyal ajanlar da, dondurma asamasinda hiicrelere zarar verebileceginden
kullanimlari tercih edilmez. Bu besiyeri i¢in asagidaki malzemeler, belirtilen oranlarda

karigtirilarak hazirlanir.
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e %10 DMSO
e %20 FBS
e %70 DMEM/F-12

3.1.4.7. Transdiiksiyon besiyeri

Bu besiyeri, digerlerinden farkli olarak sadece hiicreleri beslemek i¢in degil, primer
hiicrelerin transdiikte edilebilmesi amaciyla kullanilir. Viral vektor iiretimi sonrasi
elde edilen viral sivinin primer hiicrelerde kullanilacak optimum konsantrasyonunun
belirlenebilmesi icin, HEK293T hiicrelerinde farkli “viral sivi / besiyeri
konsantrasyon” denemeleri yapildiktan sonra asagidaki malzemeler, belirtilen
oranlarda karistirilarak hazirlanir:

2 ml viral s1v1 (bkz: “lentiviral vektdrlerin {iretimi”)

Polybrene 10 pg/mL

%10 FBS

DMEM/F-12

%1 Pen-Strep
%0,1 Primocin

3.1.4.8. Dekontaminasyon besiyeri

Bu besiyeri, eger primer hiicre kiiltirinde diisiik yogunluklu bir bakteri
kontaminasyonu tespit edilirse, iki giinde bir kez degistirilmek {izere 1 hafta
kullanilarak hiicre kiiltiirlerini dekontamine etmek amaciyla kullanilir. Asagidaki

malzemeler, belirtilen oranlarda karistirilarak hazirlanir:

%20 FBS

%4 Pen-Strep

%0,2 Primocin

100 pg/ml ampisilin
75 pg/ml kanamisin
DMEM/F-12

3.1.4.9. Luria bertani sivi besiyeri (LB broth)

Bu besiyeri hiicre kiiltiirii i¢in degil, bakteri kiiltiirii i¢in kullanilan standart sivi
besiyeridir. Sigma-Aldrich markasindan temin edilen toz besiyerinin igeriginde 5 g/L
maya, 10 g/L tripton, 10 g/L NaCl bulunmaktadir.

200 ml LB s1v1 besiyerinin hazirlanabilmesi i¢in 4g. toz LB broth, steril bir erlendeki

200 ml dH20 igerisinde karistirilarak ¢oziindiiriiliir. Erlenin agiz kismi aliiminyum bir
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folyo ile kapatilarak besiyeri otoklavda 121 °C’de 1,5 Atm basingta 20 dakika boyunca

sterilize edilerek kullanima hazir hale getirilir.

Bu besiyeri PLPT, psPAX2 ve pMD.G plazmidleri ile transforme olmus bakterilerin
(trBac-PLPT+hPTH, trBac-psPAX2, trBac-pMD.G) ¢ogaltilmasi i¢in kullanilir. S6z
konusu bakterileri segici olarak ¢ogaltabilmek i¢in trBac-PLPT+hPTH besiyerine 75
png/mL kanamisin, trBac-psPAX2 ve trBac-pMD.G besiyerlerine ise 100 pg/mL

ampisinin katildiktan sonra bakteri inokiilasyonu gerceklestirilir.

3.1.4.10. Luria bertani kati besiyeri (LB agar)

Bu besiyeri hiicre kiiltiirii i¢in degil, bakteri kiiltiirii i¢in kullanilan standart kati
besiyeridir. Sigma-Aldrich markasindan temin edilen toz besiyerinin igeriginde 5 g/L
maya, 10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 15¢/L agar bulunmaktadir.

200 ml LB s1v1 besiyerinin hazirlanabilmesi i¢in 6,4 g. toz LB agar, steril bir erlendeki
200 ml dH20 igerisinde karistirilarak ¢oziindiiriiliir. Erlenin agiz kismi aliiminyum bir
folyo ile kapatilarak besiyeri otoklavda 121 °C’de 1,5 Atm basingta 20 dakika boyunca

sterilize edilerek kullanima hazir hale getirilir.

Bu besiyeri PLPT+hPTH ile transforme olmus E.coli susunun (trBac-PLPT+hPTH)
transformasyondan hemen sonra segici olarak ¢ogaltilmasi i¢in kullanilir. S6z konusu
bakterileri secici olarak ¢ogaltabilmek icin hazirlanan besiyerinin sicakligi ortalama
50-55 °C’ye diistliglinde bu besiyerine 75 pg/mL kanamisin katildiktan sonra steril
petrilere esit sekilde boliistiiriilecek sekilde dokiiliir ve oda sicakliginda katilagmaya
birakilir. Petriler igerisinde Kkatilastirilan besiyerine trBac-PLPT+hPTH ekimi
yapilarak 37 °C’de inkiibe edilir. Geri kalan kat1 besiyerleri sonraki kullanimlar i¢in

+4 °C’de muhafaza edilebilir.

3.1.5. Soliisyon ve Tamponlar
Asagidaki soliisyon ve tamponlarin hazirli§inda kullanilan malzemelerin markasi igin

bkz: “Kimyasallar / Ilaglar”
3.1.5.1 TAE Tamponu

TAE tamponu elektrolitler agisindan zengin bir soliisyon olup, elektroforez tankinin
igerisine doldurularak iletkenligi arttirmak i¢in ve agaroz jel hazirlama agsamalarinda
kullanilir. TAE tamponu hazirlik asamasinda 50x olarak hazirlanilir. 1 litre TAE (50x)

hazirlamak i¢in asagidaki malzemeler, belirtilen oranlarda karistirilir:
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e 242 g Tris bazi
e 57,1 ml glasial asetik asit
e 100 ml EDTA (50 mM) (pH:8)
e dH20
Oncelikle Tris, bir miktar dH,0 igerisinde tiimiiyle ¢oziindiiriildiikten sonra iizerine

glasial asetik asit ve EDTA soliisyonlar1 eklenilir. Elde edilen karisimin final hacmi 1

It olana kadar dH0 ilave edilir ve tiim malzemelerin karigsmasi saglanilir.

Elde edilen TAE (50x) kullanim 6ncesi, dH2O ile 1/50 oraninda seyreltilerek TAE
(1x) hazirlanilir ve hem agaroz jel hazirliginda hem de elektroforez tankinda bu

konsantrasyonda kullanilir.

3.1.5.2 Agaroz Jel
Elde edilen PLPT, PAX ve PMD plazmidlerinin dogrulanmasi amaciyla, restriksiyon
enzim kesimi yapildiktan sonra, %0,8’lik agaroz jel hazirlanilir. Asagidaki
malzemeler, belirtilen oranlarda karistirilarak toplamda 100 ml olacak sekilde
hazirlanilir:

e 0,8 gr. agaroz

e 100 ml TAE (1x)

e 0,5 pg/mL etidyum bromiir (EtBr)
0,8 gr. agarozu 100 ml TAE (1x) igerisinde ¢oziindiirebilmek ig¢in malzemeler bir
behere dokiilerek, mikrodalga firina atilir ve ara ara karistirarak kaynayana kadar

beklenilir. Kaynama sicakliginda agaroz tiimiiyle erimis olur.

Erimis agaroz soliisyonu ortalama 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine EtBr
eklenilerek hafifce karistirilir ve katilasmaya baslamadan oOnce, igerisine tarak
yerlestirilmis olan agaroz jel tepsisine dokiiliir. Jel, katilastiktan sonra kullanima hazir

hale gelir.

PEGFP-N1-hPTH plazmidinin restriksiyon kesimi sonrast hPTH gen bélgesinin
PEGFP-N1 plazmidinden ayristirilabilmesi i¢in uygulanan agaroz jel elektroforezi i¢in
ise %]1°lik agaroz jel hazirlanir. 0,8 gr agaroz yerine 1 gr. agaroz kullanilarak

hazirlanilir.
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3.1.6. Okaryot hiicreler ve mikroorganizmalar

3.1.6.1. Okaryot hiicreler

Otolog primer hiicreler: Eksize edilen sican deri numunesinin laboratuvar
kosullar1 altinda mekanik ve enzimatik pargalanmasi sonrasi kiiltiire
edilmesiyle olusturulmis olan, her deney sicani igin ayr1 olarak kiiltiire edilip
iretilen hiicrelerdir. Ex vivo ortamda her sigana 6zel olarak kiiltiire edilen
otolog primer hiicrelere terapotik gen nakli (hPTH) gergeklestirildikten sonra,
s0z konusu hiicreler sicana geri enjekte edilirler. Otolog primer hiicre kiiltiirti
heterojen bir kiiltiir olup, kiiltiiriin biiyiik bir kismin1 primer fibroblastlar ve
cok daha az bir kismin1 da dermal kdkenli kok hiicreler olusturmaktadir.
LentiX hiicre hatti: Transforme edilmis insan embriyonik bobrek hiicre
hattinin (HEK 293T) bir alt susu olup, yliksek oranda transfekte olabilen ve LV
vektor liretebilen bir hiicre hattidir. LV vektorlerin tiretimi i¢in kullanilan bir
hiicre hatt1 olup, Takara firmasindan satin temin edilmistir.

HEK?293T hiicre hatti: Transforme edilmis insan embriyonik bobrek hiicre
hattidir. Primer hiicrelerin transdiiksiyonu oncesi, elde edilen viral sividaki
ortalama lentiviral vektor yiikiiniin ve optimum transdiiksiyon oraninin tayini
amactyla kullanilir. Daha 6nce ¢alisilan baska bir proje esnasinda iiniversite

tarafindan satin alinarak laboratuvarimizda -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.6.2 Mikroorganizmalar

E. coli One Shot® Machl™-T1R: LV vektor iiretiminde kullanilan
rekombinant transfer plazmidinin (PLPT+hPTH) gogaltilabilmesi i¢in konakg1
mikroorganizma (m.o) olarak kullanilmistir. E. coli One Shot® Mach1™-T1R
hiicreleri 6nce kompetan hale getirilip, sonra PLPT+hPTH plazmidi ile

transforme edilmistir.

3.1.7. Plazmidler

Lentiviral vektorlerin tiretilebilmesi i¢in ti¢ adet plazmid kullanilmistir: Rekombinant

transfer plazmidi (PLPT+hPTH), paketleme plazmidi (psPAX2) ve zarf proteinleri
plazmidi (pMD.G).
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3.1.7.1. Transfer plazmidi: “pLenti-CMV-GFP-2A-Puro” (PLPT)

Ugiincii jenerasyon SIN 6zellikli lentiviral transfer plazmidi olan PLPT, terapétik gen
bolgesini tasimak (hPTH) ve hedef hiicrelerin genomuna basarili sekilde entegre
edebilmek i¢in kullanilir. “abm” tedarik¢isinden bos plazmid olarak temin edilmistir.
Daha sonra bu plazmide terapdtik gen olan hPTH geni entegre edilerek rekombinant
bir transfer plazmidi olusturulmustur (PLPT+hPTH). Uretilen rekombinant transfer
plazmidi, “E. coli One Shot® Mach1™-T1R” hiicrelerine transforme edildikten sonra,
cogaltilarak kullanim zamanma kadar -80 °C’de stoklanmistir. PLPT plazmidi
kanamisin ve puromisin direng¢ genleri, CMV promotor bdlgesi ve GFP raportoér gen
bolgesi tasimaktadir. 8950 bp uzunlugundadir. Asagidaki sekilde s6z konusu plazmide
ait vektor haritas1 yer almaktadir.

Nhet Xmol Clo? Mfel Scol
5 GCT AGC CCC GGG ATC GAT CAA TTG AGT ACT
Snolt Kpni
TAC GTA GGT ACC CCA GTG TGG TGG CCT GCA GGT
Econt Sped Agel So EcoRY
GAA TTC ACT AGT ACC GGT AGG CCT GTC GAC GAT
Not! Bomi Xba!
ATC GGG CCC GCG GCC GCT GGA TCC TCT AGA -3

CMV prom.

'E pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
8950bp

ILTR

Sekil 3.1: pLenti-CMV-GFP-2A-Puro (PLPT) plazmidinin vektor haritasi

‘wouid opAS

3.1.7.2. Paketleme plazmidi: psPAX2

Ikinci nesil lentiviral paketleme plazmididir. Ikinci veya {iglincii nesil transfer
plazmidleriyle beraber kullanimi uygundur. Lentiviral vektore ait olan yapisal viral
proteinleri kodlar (gag ve pol genleri). “Addgene” tedarik¢isinden E.coli hiicrelerine
transforme edilmis sekilde temin edilmistir, gogaltilarak kullanim zamanina kadar -80

°C’de stoklanmigtir. Ampisilin direng genine sahiptir. 10703 bp uzunlugundadir.

3.1.7.3. Zarf proteinlerini kodlayan plazmid: pMD.G

VSV-G gen bolgesini igeren, vesicular stomatitis viriise ait viral zarf glikoproteinlerini
kodlayan plazmiddir. Pek ¢cok memeli hiicre tiiriine tropizm gosterdigi ve vektorlerin
hem saflastirilmas1 hem de stoklanmasi asamasinda dayanikliligi arttirdigi igin tercih

edilmektedir. “Addgene” tedarik¢isinden E.coli hiicrelerine transforme edilmis sekilde
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temin edilmistir, ¢ogaltilarak kullanim zamanina kadar -80 °C’de stoklanmustir.

Ampisilin diren¢ genine sahiptir. 6010 bp uzunlugundadir.
3.1.8. Sarf Malzemeleri

Tablo 3.4: Tez deneylerinde kullanilan sarf malzemeleri ve kullanim amaglari

Malzeme adi Marka Kullanim yeri / amaci
Tek kullanimlik otomatik pipet
uclari Isolab Tiim molekiiler ve hiicre kiiltiirii caligmalar1
Tek kullanimlik steril
pipetler(5ml, 10 ml, 20 ml) CAPP Hiicre kiiltiirii calismalarinda besiyeri degisimi
6 kuyulu hiicre kiiltiirii plag: Nest Hiicrelerin kiiltiire edilmesi
T-75 hiicre kiiltiirii flask1 Nest Hiicrelerin kiiltiire edilmesi
Tek kullanimlik steril petri Deri dokusunun mekanik par¢alanmasi agamasi ve bakteri kiiltiirii i¢in
kabi Nest kat1 besiyerinin muhafazasi
Sigan derisinin operasyon Oncesi ve sonrast sterilizasyon ve

Steril gazli bez Sanus pansumant
Bistiiri ucu no:21 Braun Deri dokusunun mekanik parcalanmasi

YS
Makas ve penset Medikal Deri dokusunun eksize edilmesi ve manipiilasyonlari
Cerrahi dikis ignesi ve ipligi Ethicon Deri eksizyonu sonrasi opere bolgenin cerrahi dikimi

BD
Jelli vacutainer Belliver Kan alindiktan sonra serumun ayrigtirilmasi
Enjektor (2 ml) Berika Kan alimu
Enjektor (S5ml) Berika Hiicre siispansiyonunun enjeksiyonu
Enjektor (10 ml) Berika Viral vektor icerikli besiyerinin filtre edilmesi
0,45 nm siringa filtresi Isolab Viral vektor igerikli besiyerinin filtre edilmesi
Tek kullanimlik steril
hiicre kaziyici Isolab Tripsinizasyon sonrasi plaktan ayrilmayan hiicrelerin ayristirilmasi
Tek kullanimlik steril Falcon Doku kiiltiirii sonrast ¢ogalan hiicrelerin, eski doku kalintilarindan
hiicre siizgeci (Corning) armdirilabilmesi
Beher, erlen Isolab Cesitli soliisyon, tampon ve bazi besiyerlerinin hazirlig
Meziir Isolab Cesitli soliisyon, tampon ve bazi besiyerlerinin hazirligi
Ependorf tiip
(1,5ml ve 2 ml) Nest Plazmid izolasyonu, muhafazasi ve restriksiyon kesimi vs...

Steril besiyerlerinin muhafazasi, plazmid izolasyonu, santrifiij

Falkon tiip 50 ml Nest iglemleri vs...
Falkon tiip 15 ml Nest Bazi malzemelerin muhafazasi ve santrifiij iglemleri
Kriyo tiip (2 ml) Nest Hiicrelerin -80 C de muhafazasi
Kriyo tiip kutusu Isolab Hiicrelerin -80 C de muhafazasi
Thoma lam1 ve lamel Isotherm Hiicre saymmi
Tek kullanimlik
steril eldivenler Has-Pet Tiim laboratuvar ¢aligmalari
Otoklav band1 LP Italiana | Sterilizasyon kontrolii
Parafilm Bemis Besiyerlerinin steril sekilde muhafazasi
PCR tiipii Nest Restriksiyon kesimi_ve PCR

67



3.1.9. Deney hayvanlari

Tez calismasinda kullanilan tiim deney hayvanlari “Bezmialem Vakif Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu”nun 2017/211 sayili kararlariyla onaylanmstir.
Tez ¢alismasinda 6n ¢alisma i¢in 6, tez deneyleri i¢in 5 adet olmak iizere toplam 11
adet Wistar albino cinsi sigan kullanilmistir. Tiim siganlar 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik olmak {izere standart aydinlatma, nem ve sicaklik kosullar altinda tutulmus

olup, ad libitum olarak beslenilmistir.

Tez calismamizda, laboratuvarimizda daha 6nce hi¢ denenmemis olan “otolog primer
hiicre kiiltiirii olusturma”, “transfeksiyon” ve “transdiiksiyon” gibi metodlar ilk kez
calisilmigtir. Bu nedenle s6z konusu metodlarin basarili sekilde gergeklestirilebilmesi,
verim oranlarinin arttirilarak optimize edilebilmesi icin bir 6n calismaya ve on
calismada kullanilacak hayvanlara ihtiya¢ duyulmustur. On calismada kullanilan 6
adet sicanin bir kisminda sadece primer hiicre kiiltiirii olusturma denemeleri yapilmis
olup, diger kisminda ise tez ¢alismasina ait tiim deneysel asamalar gerceklestirildikten

sonra ex vivo gen terapisi uygulamalar1 yapilmis ve sigan viicudunda basarili sekilde

hPTH iiretimi dogrulanmustir.

On calismalar tamamlandiktan sonra, 5 deney sigami iizerinde tez calismalarina
baslanilmig, her sigandan ayri ayri tam kat deri numuneleri alinarak her sigana 6zel
otolog primer hiicre kiiltiirleri olusturulmus, iiretilen hiicrelere terapotik gen olan
hPTH nakli gerceklestirildikten sonra s6z konusu hiicreler sican viicuduna geri enjekte

edilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Giris: Tez yontemin genel ozeti

Tez ¢alismasinda yapilanlar asagidaki sekilde olduk¢a genel olarak 6zetlenmektedir:

=
=
T L insan PTH dokusundan hPTH geninin
2 eldesi, klonlamasi ve purifiye edilmesi
X
' hPTH geninin transfer plazmidine entegrasyonu
doku numunesinin gl o R
alinarak kltire edilmesi psPAX2 plenti-CMV-GFP-2A-Puro-hPTH pMDG
(paketleme plazmidi) (transfer plazmidi)  (zarf proteinleri plazmidi)
Ca
=) -
/!' 0'& ‘,:“ |plazmid|erin gogaltim, izolasyon ve purifikasyonul
R
v genetigi
hucrelerin gogaltiimasi modifiye
edilmig
otolog
hu“ele”n LentiX hu“e hattinin Ug’u vektor
sigana geri sistemiyle ko-transfeksiyonu
'_ enjeksiyonu -aZs $
o) v 8.
s
Primer hucrelerin lentiviral @ e .
vektorlerle transdiksiyonu ‘ 9

yoluyla hPTH geninin primer

hiicre genomuna entegrasyonu HETH g Sagyan

{ lentiviral vektorlerin eldesi

4

Sekil 3.2: Tez caligma yonteminin genel 6zeti
3.2.1.1 Ex-vivo gen terapisi i¢cin otolog primer hiicre Kiiltiiriiniin olusturulmasi

In vivo gen terapisine kiyasla daha giivenli ve uygulamanin daha kontrollii olmasi
acisindan ex Vivo terapi modeli tercih edilmistir. Bu modelde olasi bir immun red
reaksiyonu yasanmamasi amactyla standart sigan fibroblast hiicre hatt1 degil, otolog
primer hiicrelerin kullanimi tercih edilmis ve her bir sigandan alinan deri numunesi

kiiltiire edilerek otolog primer hiicre kiiltiiri olugturulmustur. Her bir ¢alisma sicani
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icin 6zel hazirlanan otolog primer hiicreler, kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak gen terapisi

icin hazir hale getirilmistir.

3.2.1.2. Insan paratiroid dokusundan hPTH geninin eldesi, klonlanmasi ve

purifikasyonu

Paratireidektomi esnasinda goniillii hastalardan eksize edilen hiperplazik paratiroid
dokusundan, total RNA izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
hPTH gen bolgesine 6zgii primerler ticari olarak satin alinarak, elde edilen cDNA
bolgelerinden PCR ile hPTH gen bolgesi amplifiye edilmis ve ardindan purifiye

edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.1.3. hPTH geninin transfer plazmidine entegrasyonu

Sirasiyla gergeklestirilen, hPTH genini tasiyan plazmidin (pEGFPN1+hPTH) ve
transfer plazmidi olan “pLenti-CMV-GFP-2A-Puro”nun (PLPT) ayni restriksiyon
enzimiyle kesimi ve ardindan gerceklestirilen ligasyon sonunda terapotik genin
transfer plazmidine entegrasyonu saglanarak, rekombinant bir transfer plazmidi olan

“pLenti-CMV-GFP-2A-Puro+hPTH” (PLPT+hPTH) iiretimi gergeklestirilmistir.

3.2.1.4. Lentiviral vektor iiretiminde kullamlan plazmidlerin c¢ogaltim1 ve

purifikasyonu
Lentiviral vektor tiretimi i¢in ii¢ farkli plazmid gerekmektedir:

1) Terapotik geni tagtyan rekombinant transfer plazmidi:
“pLenti-CMV-GFP-2A-Puro+hPTH” (PLPT+hPTH)

2) Paketleme plazmidi: “psPAX2”

3) Zarf proteinleri plazmidi: “pMD.G”

Her ii¢ plazmidin de c¢ogaltilabilmesi i¢in Oncelikle bir konakci bakteriye
transformasyon yoluyla entegre olmalari gerekmektedir. PLPT-+hPTH transfer
plazmidi, laboratuvarimizda kompetan hale getirilen “E.coli One Shot” hiicrelerine
transforme edilerek, stoklanmaya ve ¢ogaltima hazir hale getirilmistir. psPAX2 ve
pMD.G plazmidleri ise Addgene tedarik¢isinden E.coli hiicrelerine transforme edilmis
sekilde hazir olarak temin edilmistir. Tiim plazmidler bakteri kiiltiirii yoluyla
cogaltildiktan sonra izolasyon ve purifikasyon asamalarini takiben kullanima hazir

hale getirilmislerdir.
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3.2.1.5. Lentiviral vektorlerin iiretimi

Lentiviral vektor iiretimi i¢in konak¢i1 olarak LentiX hiicre hatt1 kullanilmistir. LentiX
hiicrelerinin her ii¢ plazmidle ayni1 anda ko-transfekte edilmesiyle terapotik gen olan
“hPTH™ tasiyan lentiviral vektor partikiilleri {iretilmis ve besiyerine salinmustir.
Besiyerinin toplanip saflastirilmasiyla iiretilen “lentiviral siv1” i¢in kullanim Oncesi

konsantrasyon analizleri yapilmistir.

3.2.1.6. Otolog primer hiicrelerin transdiiksiyonu

Kiiltiir ortaminda {iretilerek c¢ogaltilan otolog primer hiicreler, lentiviral sivi ile
transdiikte edilerek terapdtik gen olan “hPTH”in genomlarina entegre olmasi ve
hiicrelerin hPTH iireterek salgilamasi saglanmistir. Floresan mikroskop goriintiileri ve

biyokimyasal testlerle biyolojik aktif hPTH tiretimi ve salinimi dogrulanmustir.

3.2.1.7. Terapdétik geni tasiyan otolog primer hiicrelerin sicana geri enjeksiyonu
Kiiltiir ortaminda hPTH nakli yapilan otolog hiicreler, daha 6nce deri dokusu alinarak
iyilesen sirt bolgesine subkutan olarak enjekte edilir. Kullanilan hiicrelerin otolog
olmasi bir yana, doku numunesinin alindig1 ve geri enjeksiyonun yapildigi bolgenin
ayni olmasi, hiicrelerin ortama daha rahat uyum saglayarak engrafte olabilmesi i¢indir.
Hiicrelerin  enjeksiyonu sonrasinda belirli araliklarla sigandan alinan Kkan
numunelerinde hPTH varliginin gosterilmesi “ex vivo gen terapisiyle hipoparatiroidi

tedavisi modeli”nin gelistirilebilecegini gostermektedir.

3.2.2. Otolog Primer Hiicre Kiiltiiriiniin Olusturulmasi ve Hiicrelerin

Cogaltilmasi

3.2.2.1. Doku numunesinin alinmasi

» |.m Rompun — Ketamin enjeksiyonuyla genel anesteziye sokulan sicanin tiim
sirt bolgesi povidin iyot katkili yikama kopiigii ile yikanarak genel bir
arindirma islemi gerceklestirilir.

» Sirttan doku alinacak bdlge, povidin iyot katkili yikama kopiigii kullanilarak
trasa hazir hale getirilir ve steril bir bistiiri yardimiyla tiras edilerek tiimiiyle

killardan arindirilir.
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> Ilgili bdlge, musluk suyuyla yikama kdpiigiinden arindirildiktan sonra, povidin
iyot soliisyonu (%10) ile silinir ve 1 dakika beklenildikten sonra, 6nce musluk
suyuyla, sonra steril izotonikle yikanarak arindirilir.

> Ikinci dezenfeksiyon icin sirt bolgesi %70’lik etanol ile 1slatilarak 30 saniye
beklenilir ve son olarak steril izotonikle iyice yikanarak arindirilir.

» Genel anestezi altinda sirt bolgesinden yaklasik 2x3 cm’lik tam kat doku kesiti
alinir alinmaz, daha 6nceden doku muhafazasi i¢in hazirlanmis ve 37 °C’ye
1sitilmis, antimikrobiyal maddeler acisindan zengin doku besiyerine aktarilir
(bkz: Besiyerleri).

» Dokunun alindig1 bdlge, cerrahi dikis ipligi ile dikilerek kapatilir, izeri povidin
iyot soliisyonu (%10) ile dezenfekte edilerek pansuman yapilir.

» Olas1 bir enfeksiyon riskine karsi opere si¢ana i.m antibiyotik ve agr1 kesici
enjeksiyonu yapilarak (bkz: Kimyasallar / Ilaglar), iyilesme siiresi igin

istirahate birakilir.

3.2.2.2. Doku numunesinin dezenfeksiyonu ve hazirlanmasi

» Doku numunesi, 50 ml’lik falkon tiip igerisindeki 20 ml’lik doku besiyerine
almir alinmaz, hizli bir sekilde hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirilir. Doku
alma islemi ve nakil siireci esnasinda, i¢inde doku besiyerinin bulundugu
falkon tiip, 6nceden 37’ye 1sitilmis su dolu bir beher icerisine yerlestirilmis
oldugundan, sicakligini1 korumasi saglanir.

> lgerisinde dokunun bulundugu falkon tiip, %70’lik alkol ile dezenfekte
edildikten sonra steril laminar hava akigl kabininin igerisine alinarak, bundan
sonraki tiim dezenfeksiyon, hazirlik islemleri ve mekanik pargalama steril
kabin icerisinde gerceklestirilir.

» Doku besiyerinden ¢ikarilan doku numunesi, 15-20 saniye boyunca %70’lik
alkol soliisyonunda bekletildikten sonra, steril d-PBS(1x) igerisinde hizlica
yikanarak arindirilir.

» Hizli bir sekilde steril petri kabinin igerisinde, iki bistiiri yardimiyla dokunun
yagli hipodermis bolgesi kazmarak atilir ve epidermistdermis bdolgesi
kullanima hazir hale getirilir. Bunun sebebi enzimatik parcalama igin
kullanilan enzimin, yiiksek yag konsantrasyonu sebebiyle inaktive olmasini

engellemektir.
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>

Doku, 15 ml’lik falkon tiip igerisindeki hazirlik besiyerine (bkz: Besiyerleri)
alinarak birka¢ kez ¢alkalanir. Bu besiyerinde 6zellikle FBS bulunmaz, doku
icindeki FBS ile diger istenmeyen kalintilarin yikanarak uzaklastirilmasi ve
ayrica dokunun kurumasini énlemek i¢in kullanilir.

Hazirlik besiyerindeki ilk yikama sonrasi doku, taze bir hazirlik besiyerine

alinarak eski besiyeri atilir.

3.2.2.3. Doku numunesinin mekanik ve enzimatik parcalanmasi

>

Doku numunesi 6nce mekanik daha sonra ise enzimatik olarak parcalanarak
kiiltiire hazir hale getirilir. Mekanik parcalama asamasi oldukga kritik olup, bu
esnada hem dokunun miimkiin oldugunca kii¢lik pargalara ayrilarak kiyma
kivamina getirilmesi, hem de kurumamasi gerekmektedir.

Mekanik pargalama islemi, iki adet steril bistiiri yardimiyla, steril bir petri
kabinin igerisinde, laminar hava akisli kabinin igerisinde gerceklestirilir. Doku
parcasi, kiyma kivamina gelene kadar bistiiriler sayesinde iyice parcalanir ve
ardindan, dnceden hazirlanmis olan 4 ml’lik enzimatik parcalama besiyerinin
icerisine atilarak calkalanir (bkz: Besiyerleri). Sonucta ortalama 4,5 ml’lik
bulanik bir doku-enzim siispansiyonu elde edilir.

S6z konusu doku-enzim siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiibiin igerisinde, yatay
pozisyonda, 90 dakika boyunca, ¢alkalamali inkiibatorde 250 Rpm’de 37 °C’de
enzimatik par¢alanmaya birakilir.

Enzimatik parcalama sonunda enzim inaktivasyonu i¢in siispansiyonun iizerine
8 ml primer kiiltiir besiyeri ilave edilerek hafif¢e karistirilir (bkz: Besiyerleri).
Elde edilen siispansiyon iki ayr1 15 ml’lik falkon tiipe esit sekilde
boliistiirtilerek oda sicakliginda 350 G’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre ve
doku pargalarinin dibe ¢okmesi saglanilir. Pargalanmig ekstraseliiler matriks
elemanlariyla istenmeyen kalintilar1 igeren  supernatant  dokiilerek

uzaklastirilir.

3.2.2.4. Parcalanmis dokudan primer doku Kkiiltiirii olusturulmasi

>

Santrifiij sonras1 ¢oktiiriilerek elde edilen iki ayr1 15 ml’lik falkon tiipiin
dibindeki hiicre ve doku pelletinin lizerine 4,8 ml primer hiicre kiiltiirii besiyeri
eklenilerek (bkz: Besiyerleri), doku parcalarinin besiyerinde iyice silispanse

olmasi i¢in hafifge karistirilir.
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Olusturulacak ilk kiiltiir i¢in iki adet 6 kuyuluk hiicre kiiltiirii plagi kullanilir.
Plagin her bir kuyusuna 800 pL hiicre-doku siispansiyonu eklenilerek,
stispansiyonun kuyunun tiim tabanina dagilmasi saglanir. Primer kiiltiirtin ilk
olusturulmasinda kullanilan besiyeri miktarinin, normal hiicre kiiltiirtinde
kullanilan besiyeri miktarina kiyasla daha diigiik tutulmasinin sebebi, doku
pargalarinin ve hiicrelerin plagin dibine daha kolay yapisabilmesidir. Bu
sayede kiiltir verimi &nemli olgiide arttirtir. ilk doku kiiltiiriiniin
olusturuldugu giin, kiiltiiriin 0. giinii olarak kabul edilir.

Hazirlanan doku kiiltiirti, %5°lik CO2’li memeli hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde
37 °C’de 18-20 saat siireyle inkiibasyona birakilir.

Kiiltiiriin kurumamast i¢in 18-20 saat sonrasinda (kiiltiiriin 1. giinii) kiiltiir
plaginin her kuyucugun iizerine ¢ok yavas bir sekilde (plagin dibine yapisan
dokularin tekrar ayrismamasi i¢in) 200 uL daha taze besiyeri ilave edilir.
Kiiltiir, tekrar inkiibasyona birakilir.

Kiiltiirlin 2. giiniinde her bir kuyuya 500 pL daha taze besiyeri ilave edilerek
tekrar inkiibasyona birakilir.

Kiiltiirtin 3. gilinlinde kiiltiir plag: invert bir mikroskop altinda incelendiginde
kiigiik doku parcalarinin plagin dibine yapistig1 ve bu pargalarin kenarlarindan
yeni kok hiicreler ve fibroblastlarin ¢ogalmaya ve yayilmaya basladiklari
gbzlemlenir.

Kiiltiirlin Giglincii giiniinde, eski besiyeri uzaklastirilarak, 6 kuyulu plagin her
bir kuyusuna yavas bir sekilde 1,5 ml taze besiyeri ilave edilerek tekrar CO2’li
inkiibatorde 37 °C’de inkiibasyona birakilir. Bu esnada plaga yapisan doku
parcalarinin ayrigmamas1 i¢in yavas pipetaj yapilmalidir, yine bu sebeple
tiglincii giinde d-PBS(x1) ile yikama yapilmaz.

Kiiltiirlin 5. giinlinde yeni olusan hiicrelerin daha da hizli sekilde boliinerek
iremeye devam ettikleri gozlemlenir. 5. giinde plagin dibine yapisip hiicre
iretimi yapmayan doku kalintilarini uzaklastirmak ve besiyerini tazelemek i¢in
eski besiyeri atildiktan sonra, kiiltiir plaginin her kuyusuna yavasca 1 ml steril
d-PBS(1x) ilave edilerek ortalama 1-2 dakika beklenilir ve bir pipetle ¢ekilerek
uzaklastirilir. S6z konusu d-PBS(1x) ile yikama islemi 2 kez tekrarlanarak

kiltir ortami arindirilir.
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Kiiltiir plaginin her bir kuyusuna 1,5 ml taze primer kiiltiir besiyeri eklenilerek
tekrar inkiibasyona birakilir. Hiicreler giinler icerisinde bdliinerek ¢ogalmaya
devam eder.

Kiiltiiriin 7. giiniinde d-PBS(x1) ile yikama Ve besiyeri degisimi tekrarlanilir.
Her sigandan primer kiiltiir olusturulurken ayni protokoller uygulanmasina
ragmen, farkli siganlardan olusturulan primer kiiltiirlerde, hiicrelerinin genel
boliinme ve c¢ogalma hizlar1 birbirinden ufak farkliliklar gosterebilir. Bu
durumda hayvanin yasi, genel saglik durumu, dokunun ne oranda yagdan
arindirilabildigi ve parcalanabildigi, mekanik parcalanma esnasinda gegen siire
ve besiyerinde kullanilan FBS’in lot numarasinin degismesi gibi ufak
farkliliklar bile 6nemli rol oynayabilir.

Genellikle kiiltlirtin 8-9. giinleri arasinda hiicreler ¢ogalarak, kiiltlir plagini
konfliye etmeye baslarlar. Bu giinlerde ilk pasajlama islemi yapilarak 2 adet 6
kuyuluk kiiltiir plagindan, 2 adet T-75 kiiltir flaskina pasajlama
gerceklestirilir.

3.2.2.5. Kiiltiiriin tiim doku parcalarindan arindirilmasi ve pasajlanmasi

>

Ortalama 8-9. giinler arasinda 6 kuyulu kiiltiir plaklari ortalama %70 konfliye
hale geldiginde, pasajlama ve arindirma iglemleri yapilir.

Plak kuyularindaki eski besiyeri uzaklastirildiktan sonra, kuyulara 1 ml d-
PBS(1x) ilave edilerek ilk yikama yapilir. Ikinci yikamada hiicreler 12-15
dakika boyunca boyunca d-PBS(1x) igerisinde bekletilereck tim FBS
kalintilarindan arindirilir ve d-PBS(1x) uzaklagtirilir.

Her bir kuyuya 37 °C’ye 1sitilmig %0,2°1ik Tripsin/EDTA soliisyonundan 1 ml
eklenilir, plak 37 C’lik inkiibatore kaldirilarak ortalama 10-12 dakika inkiibe
edilir ve hiicrelerin plagin dibinden ayrigmasi saglanilir.

Inkiibasyon sonunda kiiltiir plagmnin her kuyusuna 1 ml primer hiicre kiiltiirii
besiyeri eklenilerek, Tripsin/EDTA soliisyonu nétralize edilir.

Plagin dibinde ayrigmamis hiicrelerin olmasi ihtimaline karsin plak tekrar
invert mikroskop altinda kontrol edilir. Fibroblastlar, diger hiicre tiirleriyle
kiyaslandiginda tutunma o6zellikleri ¢ok giiglii hiicreler olup, her zaman
tripsinizasyonla kolayca plagin dibinden ayristirilamayabilirler. Bu sebeple az

miktarda da olsa plagin dibinden ayrigsmamis hiicre kiimeleri varsa, tek
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kullanimlik steril bir hiicre kaziyici yardimiyla plagin dibi nazik¢e kazinarak
hiicreler ayrigtirilir.

Sonug olarak tek bir plak kuyusundan 2 ml hacimde, toplamda iki adet 6
kuyuluk plaktan 24 ml hacimde, i¢inde saglikli hiicrelerin, doku artiklarinin
ve tripsin/EDTA’nin da bulundugu, saf olmayan bir hiicre siispansiyonu elde
edilir.

Stispansiyonun doku kalintilarindan uzaklastirilabilmesi i¢in 50 ml’lik bir
falkon tilipiin agiz kismina 70 um capinda porlu yapiya sahip, tek kullanimlik,
steril bir hiicre slizgeci yerlestirilir. Hiicre siispansiyonu bu siizgegten
gecirilerek, atik doku parcalar1 siizgecin ilizerinde birikirken, i¢inde saglikli
hiicrelerin  bulundugu siispansiyon siiziilerek steril falkon tiibiin iginde
toplanilir.

Doku artiklarindan aridirilmig siispansiyon, esit miktarda iki ayr1 15 ml’lik
falkon tiipe bolistiiriilerek 350 G’de 5 dakika boyunca santrifiij edilir ve
hiicrelerin dibe ¢cokmesi saglanilir.

Tripsin/EDTA igeren supernatant dokiilerek uzaklastirildiktan sonra, iki ayri
15 mI’lik falkon tiibiin dibinde kalan saglikli hiicre pelletinin tizerine, her tlipe
12°ser ml olacak sekilde taze primer hiicre kiiltiirii besiyeri eklenilir. Tiipler
nazik sekilde ters yiiz edilerek karistirilir ve hiicrelerin besiyeri igerisinde
slispanse olmalar1 saglanilir.

Elde edilen iki adet siispanse kiiltiir, iki ayr1 T-75’lik flaska yayilarak 37 C’lik
CO2’li inkiibatore kaldirilir ve giinler bazinda hiicrelerin gelisim ve ¢ogalma
siirecleri incelenir.

Pasajlama islemini takiben kiiltiirler siirekli takip edilerek 2-3 giinde bir olmak

tizere hiicrelerin besiyerleri tazelenir.

Rekombinant teknolojiyle iiretilmis ve teorik olarak sinirsiz kez boliinebilen cesitli

hiicre hatlarina ait hiicreler, nispeten sabit bir hizda boliinerek ¢ogaldiklari i¢in ne

kadar siire igerisinde ¢ogalarak kiiltiir plagini konfliye edebileceklerini ve pasajlanma

stirelerini ongdrebilmek kolaydir. Ancak si¢an derisinden iiretilerek elde edilen primer

sigan hiicreleri, senesense girmeden Once teorik olarak en fazla 15-20 kez

boliinebilirler [124]. Bu siire¢ esnasinda primer hiicreler, igerisinde bulunduklari hiicre

siklusuna, boliinme sayisina ve ortam kosullarma gore kiiltiir sartlarinda hizli veya

yavas sekilde boliinerek ¢ogalmaya devam edebilirler, daha sonra senesense girerek
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boliinmelerini  durdurabilirler veya apoptoza gidebilirler. Kiiltiir ortami, ¢evre
kosullar1 ya da deney tasarimindan kaynaklanan stresorler sebebiyle (beklenmeyen bir
kontaminasyon, besiyerinde yliksek doz antimikrobiyal kullaniminin zorunlu oldugu
durumlar, transdiiksiyon esnasinda kullanilan viral sivi, birden ¢ok transdiiksiyon
uygulanmasi, Polybrene uygulamasi, puromisin uygulamasi vs...) hiicrelerin strese
girerek boliinmelerini durdurmalari ya da apoptoza girmelerine sebep olabilir. Tiim bu
kosullar goz oniline alindiginda hiicrelerin morfolojileri, boliinme hizlar1 ve saglik
durumlar1 hemen her giin mikroskop altinda takip edilmeli, pasajlama zamanina,
uygulanabilecek transdiiksiyon sayisina ve transdiiksiyon sonrasi puromisin
uygulamasinin yapilip yapilmayacagina, hiicre morfolojileri ve boliinme hizlar1 goz

Oniine alinarak karar verilmelidir.

Ozetlemek gerekirse, dngoriilmesi zor biyolojik ve gevresel degiskenlere ragmen, 6’ lik
plaklardaki ilk primer kiiltiiriin olusturulmasini takiben ortalama 8-9. giinler arasinda
hiicreler ortalama %70 konfliye olarak pasajlanmaya hazir hale gelirler ve iki adet T-

75 kiiltiir plagina pasajlanirlar.

3.2.2.6. Olas1 bir kontaminasyon durumunda hiicre Kkiiltiiriiniin kurtarilmasi

Primer doku kiiltiirii olusturuldugunda olas1 bir kontaminasyon riskine kars1 hiicrelerin
her giin mikroskop altinda kontrol edilmesi énemlidir. Bunun sebebi tiim ¢alisma
kosullarinin sterilize edilebilmesine ragmen, kiiltiiriin baglangi¢ materyalinin oldukca

yiiksek mikroorganizma ytikiiyle kontamine bir materyal olan si¢an derisi olmasidir.

Dikkatli ¢alisilmasina ragmen, nadir olmakla beraber, kiiltiir besiyerinde bakteri
kontaminasyonu tespit edilebilir. Eger bakteri yiikii fazla ise ve besiyerinde bulaniklik
veya renk degisimi mevcutsa, tiim kiiltiirlerin acilen sodyum hipoklorit ile inaktive
edilmesi ve tibbi atia atilmasindan baska ¢oziim yoktur. Fakat hiicre kiiltiirii
besiyerinde bulaniklik veya kontaminasyona bagl bir renk degisimi gézlenmemesine
ragmen, invert mikroskopla 40X biiyiitmede bakterilerin gozlenmesi durumunda
(sadece bakteri yiikiiniin ¢ok diisiik oldugu durumlarda) kiiltiir kurtarma uygulamalari

yapilabilir.

Boyle bir durumda oldukc¢a hizli davranilmasi gerekmekle birlikte, acilen kontamine
besiyeri eski bir falkon tiipiin i¢ine dokiiliir, lizerine esit miktarda sodyum hipoklorit
eklenerek inaktive edilir ve tibbi atikla uzaklastirilir. Bunun ardindan su prosediirler

uygulanir:
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» Kiiltir plagi ard arda 2 kez steril d-PBS(x1) ile yikanilir ve d-PBS(x1)
uzaklastirilir. Son yikamada hiicreler %10 Pen-Strep igeren d-PBS(x1)
icerisinde 12-15 dakika bekletilerek arindirilmaya c¢aligilir.

» Yikamadan sonra kullanilacak primer hiicre kiiltiirii besiyerindeki antimikotik
ve antibakteriyel ajanlarin miktar1 arttirilarak, dekontaminasyon besiyeri
hazirlanilir (bkz: Besiyerleri). %20 FBS iceren DMEM/F-12 besiyerine %4
oraninda Pen/Strep, %0,2 oraninda Primocin, 100 pg/ml ampisilin ve 75 pg/ml
kanamisin ilave edilerek hazirlanan dekontaminasyon besiyeri, iki giinde bir
degistirilerek 1 hafta boyunca kullanilmaya devam edilir.

» 1 hafta sonunda kiiltiiriin bakterilerden arindigi gozlemlenir. Sonrasinda her
zaman kullanilan primer hiicre kiiltiirii besiyeri ile kiiltiire devam edilir.

» Kontaminasyon olay1 nadir goriilmekle beraber, olduk¢a kritiktir ve erken
midahale edildiginde kiiltiiriin kontaminasyondan kurtarilma ihtimali
yiiksektir. Bununla beraber bakterilerin hiicre yapisina zarar verme olasiliginin
haricinde, yiiksek oranda antimikrobiyal kullanimi da hiicreleri strese sokarak

bazi hiicrelerin erken senesense, hatta apoptoza girmesine zemin hazirlayabilir.

3.2.3. hPTH geninin izolasyonu, PCR ile cogaltilmasi ve saflagtirilmasi

Tez ¢alismamizda terapotik gen olarak kullandigimiz hPTH geninin izolasyonu, PCR
ile cogaltilmasi ve saflastirilmast asamalar1 Zekiye Disci’nin “Rekombinant
Yontemlerle Sentetik Parathormon Uretimi” adli yiiksek lisans tez calismasinda

gerceklestirilmistir.

Oncelikle goniillii hastalardan paratireidektomi esnasinda alman hiperplazik paratiroid
dokusundan “Zymo research direkt-zol kiti” ile total RNA izolasyonu yapilmis,
ardindan “Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti”
ile cDNA transkripsiyonu gergeklestirilmistir. hPTH gen bolgesine 6zgli primerler
ticari olarak satin alinarak, hPTH geni PCR ile ¢ogaltilmis ve ardindan purifiye
edilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Daha sonra elde edilen hPTH gen bolgesi
pEGFP-N1 plazmidine entegre edilerek, rekombinant pEGFPN1+hPTH plazmidi
olusturulmus ve -80 °C’de saklanmistir. Detayli bilgi icin Zekiye Dis¢i’nin
“Rekombinant Yontemlerle Sentetik Parathormon Uretimi” adli yiiksek lisans tezine
bakabilirsiniz [125].
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3.2.4. hPTH terapotik geninin PLPT transfer plazmidine entegrasyonu

3.24.1. PLPT ve pEGFP-N1-hPTH plazmidlerinin restriksiyon enzimleriyle

kesimi

Onceden olusturulup -80 °C’de muhafaza edilen pEGFPN1+hPTH plazmidinin
icerisinde bulunan hPTH gen boélgesinin kesilerek ¢ikarilabilmesi amaciyla, Thermo
Fisher Scientific marka Xbal restriksiyon enzimi kullanilarak kesim gergeklestirilir.
Ayni enzimle transfer plazmidi olan PLPT de kesilerek, hem PLPT vektoriiniin hem
de hPTH gen bdlgesinin ucunda komplementer yapiskan uglar olugmasi saglanir ve
ligasyon i¢in hazir hale getirilir. Her iki plazmidin restriksiyon kesimi i¢in kullanilan

malzemeler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.5: PLPT ve pEGFPN1+hPTH plazmidlerinin restriksiyon kesimi

icin kullanilan malzemeler

pLenti-CMV-GFP-2A-Puro | pEGFPN1+ hPTH
(PLPT)
Plazmid 4 uL (toplam 2 pg) 10 puL (toplam 2 ug)
Xbal enzimi 4 uL 4 uL
10x buffer 5uL 5uL
ddH.O 37 uL 31 puL
Toplam 50 uL 50 uL

Her iki plazmidin kesimi i¢in gerekli malzemeler iki ayr1 PCR tiipli icerisinde
karistirtlarak hazirlanilir ve tiipler, PCR cihazinda 15 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edilerek kesim gergeklestirilir. Son olarak tiipler 80 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek

sicakliga bagimli inaktivasyon gergeklestirilir ve reaksiyon tamamlanir.

Kesim islemini takiben vektorlerin kendi {lizerine kapanmamasi i¢in 5’ uclarindaki
fosfor gruplarinin defosforilasyonu amaciyla, vektorlerin bulundugu PCR tiiplerine 5
ul alkalin fosfataz (Thermo Fisher Scientific) ilave edilerek, PCR cihazinda 37 °C’de
10 dk inkiibe edilir.

3.2.4.2. hPTH gen bolgesinin jelden ekstraksiyonu ve purifikasyonu

Rekombinant pEGFPN1+hPTH plazmidinin igerisinde bulunan hPTH gen bdlgesinin
kesilerek ¢ikarilabilmesi amaciyla, restriksiyon enzim kesimi gergeklestirildikten
sonra, hPTH gen bolgesinin saf olarak elde edilebilmesi icin dncelikle agaroz jel

elektroforezi gergeklestirilir. Restriksiyon kesimi sonrasi igerisinde lineer pEGFPN1
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vektorii ve hPTH gen bolgesinin bulundugu karisim, %1°lik agaroz jele yiiklenerek

120 mA, 110 V’de 45 dk yiiriitiilir ve daha sonra jel goriintiileme sisteminde

goriintiilenir. Kesilerek birbirinden ayrilmis olan lincer pPEGFPN1 vektorii ve hPTH

gen bolgesinin boyutlar1 birbirinden farkli oldugu i¢in, jel elektroforezi sayesinde

birbirinden ayristirilirlar. Elde edilen iiriinlerin boyutlari, kullanilan DNA markori ile

kiyaslandiktan sonra hPTH bandinin (367 bp) bulundugu jel bolgesi, UV 1sik altinda

steril bir bisturiyle kesilerek 2 ml’lik ependorf tiipe aktarilir. Ardindan tartimi

yapilarak purifikasyon i¢in hazir hale getirilir. hPTH gen bdlgesinin jelden purifiye

edilebilmesi amaciyla “GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific)” kullanilarak

asagidaki prosediirler takip edilir:

>

>

2 ml’lik Ependorf tiiplin icerisine alinarak tartimi yapilan jelin {izerine 1:1
oraninda “binding buffer” ilave edilir.

Hazirlanan karigim, énceden 60 °C’ye 1sitilan 1s1 blogu iizerinde ortalama 10
dk bekletilerek jelin iyice erimesi saglanilir ve ardindan vortexle 5-10 sn
karigtirilir. Karisimin renginin sart olmasi, pH’1n ideal oldugunu gosterir.
Karisim “Genejet purification column” kolonuna yiiklenerek 1 dakika santrifii
edilir ve karistmdaki hPTH DNA’sinin kolonun filtresine baglanmasi
saglanilir. Stiziilmiis olan siv1 atilarak uzaklastirilir.

Kolona 700 pl “wash buffer” ilave edilerek tekrar 1 dk santrifiyj edilir ve
bdylece kolona baglanmis hPTH DNA’s1 yikanarak arindirilir. Tiipiin altinda
biriken s1v1 atilarak uzaklastirilir.

Bos olan kolon 1 dk daha santrifiij edilerek icerisindeki tiim sivi uzaklastirilir.
“Genejet purification column” kolonu bos ve steril bir 1,5 ml’lik ependorf
tiipiin icerisine yerlestirilerek, igerisine 50 pl “elution buffer” eklenilir. Bu
sayede kolonun filtresine tutunmus olan hPTH DNA’si1 filtreden ayrisarak
¢oziiniir hale gelir.

Son olarak 1 dk santrifiij edilerek, purifiye edilmis olan hPTH DNA’s1
Ependorf tiipiin icerisinde toplanilir.

Elde edilen hPTH DNA’sinin saflig1 ve miktar1 spektrofotometrede 6l¢iiliir.

3.2.4.3. PLPT plazmidinin purifikasyonu

Restriksiyon kesimi sonrasinda PLPT plazmidinin saf olarak elde edilebilmesi icin

ortamdaki restriksiyon enzimleri, alkalin fosfataz ve diger kimyasallarin
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uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in “GeneJET PCR Purification Kit (Thermo

Fisher Scientific)” kullanilarak asagidaki protokole uygun sekilde purifikasyon

gergeklestirilir:

>

>

Restriksiyon kesiminden sonra elde edilen karigimin {izerine 1:1 oraninda
“binding buffer” ilave edilerek pipetajla karistirlir.

Karisim, ucunda DNA’y1 baglayan bir filtre bulunan “GeneJET Purification
Column” kolonuna aktarilarak 1 dakika boyunca 14000 rpm’de santrifiij
edilerek, DNA filtreye baglanir ve toplama tiipiinde biriken sivi atilarak
uzaklagtirilir.

Kolona 700 pL “wash buffer” eklenerek 1 dakika boyunca 14000 rpm’de
santriflyj edilerek toplama tiipiinde biriken sivi atilir. Bu islem 2 kez ardisik
olarak tekrar edilerek yikama islemi gergeklestirilir ve DNA’nin arindirilmasi
saglanilir.

Yikama sonrasi “wash buffer”’in tiimiiyle elimine edilebilmesi i¢in bos tiip, 2
dakika boyunca 14000 rpm’de santrifiij edilerek toplama tiipiinde biriken ilave
stvi atilir.

Kolon, steril bir 2 ml’lik ependorf tiipiin igerisine oturtularak isleme devam
edilir.

Isitic1 blokta 60 °C’ye 1sitilan 50 pL “elution buffer” kolonun i¢indeki filtrenin
izerine eklenerek 3 dakika boyunca filtreye tutunmus olan plazmid DNA’sinin
filtreden ayrismasi beklenilir.

14000 rpm’de 2 dakika santrifiij sonrasi, plazmid DNA’s1 tutundugu filtreden
ayrisarak saf sekilde ependorf tiipiin i¢erisinde toplanilir.

Elde edilen PLPT plazmidinin safli§1 ve miktar1 spektrofotometrede ol¢iiliir.

3.2.4.4. Transfer plazmidi (PLPT) ve terapotik gen bolgesinin (hPTH) ligasyonu

ve rekombinant transfer plazmidi (PLPT+hPTH) eldesi

Restriksiyon kesiminin ardindan purifiye edilen PLPT plazmidi ve hPTH gen

bolgesinin birbirine baglanarak hPTH terapotik genini tasiyan rekombinant transfer

plazmidlerinin  (PLPT+hPTH) olusturulabilmesi igin ligasyon gerceklestirilir.

Ligasyon iglemi igin biri “ligasyon soliisyonu”, digeri ise “negatif kontrol soliisyonu”

olacak sekilde iki ayr1 PCR tiiplinde reaksiyon gergeklestirilir. Negatif kontrol

sollisyonu, olas1 bir “self-ligation” ihtimaline kars1 kontrol amagli hazirlanilir.
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hPTH gen bolgesi 367 bp; PLPT plazmidi ise 8950 bp uzunlugunda oldugundan,
ligasyon soliisyonu i¢in “hPTH / PLPT orani1” 1/3 olacak sekilde hazirlanir. Ligasyon
icin “Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific)” kullanilarak asagidaki

malzemeler belirtilen oranlarda karistirilarak hazirlanir:

Tablo 3.6: PLPT plazmidi ve hPTH terap6tik geninin ligasyonu igin kullanilan malzemeler

Ligasyon grubu Negatif kontrol
PLPT 60 ng 60 ng
hPTH 20 ng
T4 DNA ligaz 1l 1 pl
Buffer (5X) 4 ul 4 ul
ddH,0 5ul 7 ul
Toplam 20 pl 20 pl

PCR tiipleri igerisinde hazirlanan karisimlar vortex ile karistirildiktan sonra PCR

cihazinda 30 dakika siireyle 22 °C’de inkiibe edilerek ligasyon tamamlanir.

3.2.4.5. E. coli hiicrelerinin rekombinant transfer plazmidi ile (PLPT+hPTH)

transforme edilmesi

Pozitif ligasyon grubunda, transfer plazmidi olan PLPT, terapotik gen olan hPTH
genini de genomuna dahil ederek sirkiiler yapida rekombinant bir transfer plazmidi
olan PLPT+hPTH iiretilir. S6z konusu plazmidin ¢ogaltilabilmesi i¢in klonlama
konakeisi olarak “E. coli One Shot® Mach1™-T1R” hiicreleri kullanilir. Plazmidlerin
“E. coli One Shot® Machl™-TIR hiicreleri”’ne aktarilabilmesi i¢in Oncelikle
bakterilerin kompetan hale getirilmesi gerekmektedir. Daha sonra hem ligasyon
karigimi, hem de negatif kontrol soliisyonlar1 ayr1 ayr1 kullanilarak, kompetan hale

getirilmis bakteriler transforme edilir.

E. coli One Shot® hiicrelerini kompetan hale getirmek ve transforme edebilmek i¢in
“TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Scientific)” kullanilir. Hem
ligasyon soliisyonu i¢in hem de negatif kontrol soliisyonu igin asagidaki ayni protokol

takip edilerek transformasyon gerceklestirilir:

» Transformasyon giiniinden 6nceki giin, 2 ml LB broth besiyeri igerisine SuL
“E. coli One Shot® Mach1™-T1R” hiicre siispansiyonu steril kosullar altinda
inokiile edilir. 1 gece boyunca ¢alkalayici inkiibatorde 250 rpm ve 37 °C’de
inkiibe edilir.
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Transformasyon giinii, s1v1 kiiltiirden 150 pL alinarak 2 ml’lik ependorf tiipe
nakledilir ve tizerine 1,5 ml “C-medium” eklenir. Olusturulan yeni kiiltiir,
ortalama 3 saat boyunca calkalayici inkiibatérde 250 rpm ve 37 °C’de inkiibe
edilir.

Transformasyon asamalarina baglamadan 6nce kitin igerigindeki “T-solution
(A)” ve “T-solution (B)’nin her ikisinden de 250 pl’lik es hacimler
karistirtlarak 500 pl “T-solution” elde edilir. Kullanima kadar buz istiinde
inkiibasyona birakilir.

“C-medium”da kiltiire edilen hiicreler, 5 dk buz tizerinde bekletildikten sonra
14000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edilerek supernatant dokiilir ve
bakterilerin pelet seklinde ¢okmesi saglanilir.

Pelletin {izerine 300ul “T-solution” eklenerek siispanse edilir ve 5 dk boyunca
buz tizerinde bekletilir. Tekrar 14000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edilerek
supernatant dokiiliir.

Geride kalan bakteri pelletinin iizerine tekrar 120ul “T-solution” eklenerek
stispanse edilir ve 5 dk daha buzun iizerinde bekletilir.

Transformasyonda kullanilacak olan ve daha onceden hazirlanmis olan
ligasyon soliisyonundan 5 pL alinarak steril bir ependorf tiipe aktarilir ve
kullanim 6ncesinde 2 dk buz iizerinde bekletilerek sogutulur.

Sogutulan ligasyon sollisyonunun iizerine 50ul bakteri slispansiyonu eklenerek
karistiritlir ve 5 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edilerek transformasyon
tamamlanir.

Transfer plazmidi olan PLPT’de kanamisin diren¢ geni bulunmaktadir.
Transforme olmus bakteriler, kanamisin igeren besiyerinde segici olarak
uretilebilirken, diger bakteriler iireyemezler. Bu nedenle transformasyon
asamalarindan hemen 6nce kanamisinli LB agar hazirlanarak katilastirilmis ve
kullanima kadar 37 C’lik etiivde muhafaza edilmistir.

Son olarak hem ligasyon soliisyonuyla hem de negatif kontrol soliisyonuyla
transforme edilerek hazirlanan “E. coli One Shot® Machl1™-T1R” hiicreleri,
iki ayr1 kanamisinli LB agar tizerine steril bir 6ze ile yayilarak, 1 gece boyunca
37 °C’de inkiibasyona birakilir. 24 saat sonrasinda, sadece transforme olan
bakteriler agar iizerinde iireyerek koloni olusturabilirler. Negatif kontrol

soliisyonu ile transforme edilerek ekimi yapilan plakta koloni olugsmamast,
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tim islemlerin basarili sekilde yapildigini ve plazmidlerde “self ligation”

olmadigini gosterir.

3.2.4.6. Ligasyon ve transformasyonun dogrulanmasi

Ligasyon soliisyonuyla transforme edilerek hazirlanan ve agar {izerinde iireyen E.coli
kolonilerinin ger¢ekten de PLPT+hPTH plazmidiyle basarili sekilde transforme olmus

bakteriler olup olmadiginin dogrulanmasi amactyla koloni PCR yapilir.

Kanamisinli LB agar iizerinde tireyen bakteri kolonilerinden 6 adet segilerek, bu
kolonilerin her biri ayr1 ayr1 5 ml’lik kanamisinli LB broth’lara inokiile edilirler.
Yaklasik 6 saat boyunca 37 °C’de, 250 rpm’de inkiibe edilerek bakterilerin cogalmasi

ve s1v1 bakteri kiiltiirli elde edilmesi saglanilir.

Segcilerek LB broth’ta ¢ogaltilan kolonilerin PLPT+hPTH plazmidiyle transforme olup
olmadiklarmin kontrolii amaciyla, LB siv1 besiyerlerinde ¢ogaltilan her koloni i¢in
PCR ve ardindan agaroz jel elektroforezi uygulanir. Koloni PCR i¢in “Phusion Flash
High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)” kiti ve hPTH’a 6zgii
forward ve reverse primerler kullanilarak, asagidaki tabloda belirtilen oranlarda
karistirllarak hazirlanir. Daha sonra diger tabloda belirtilen kosullarda PCR
gerceklestirilir.

Tablo 3.7: Koloni PCR igin kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzeme Miktar
Primer (F+R) 1l
Master mix 10 pl
Bakteri siispansiyonu 1 ul
ddH-0 8 ul
Toplam 20 pl

Tablo 3.8: Koloni PCR dongii ve siireleri

PCR evreleri Sicaklik Zaman Dongii sayist
Ik denatiirasyon 98 1dk
Denatiirasyon 98 5sn
Baglanma 62 10 sn 30 dongii
Uzama 72 20 sn
Final uzama 72 1dk
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6 koloni i¢in yapilan PCR sonrasinda, PCR fiiriinleri agaroz jele yiiklenerek 45 dk
boyunca 110 V, 120 mA siddetinde elektroforez uygulanir ve ardindan jel goriintiileme
sisteminde goriintiilenir. Goriintiileme sisteminde 367 bp’lik hPTH bandimin
goriintiilendigi  koloniler, basarili bir ligasyon sonucu olusan PLPT+hPTH
rekombinant plazmidiyle transforme olan kolonilerdir. Bu sebeple s6z konusu
kolonilerden biri (veya birkagi) segilerek, PLPT+hPTH plazmidinin ¢ogaltilmasi ve

stoklanmas1 amaciyla kullanilir.

3.2.5. Lentiviral vektor iiretiminde kullanilan plazmidlerin stoklanmasi,

cogaltimy, izolasyon ve purifikasyonu

Bir onceki alt baglikta “E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicreleri”’nin kompetan hale
getirildikten sonra PLPT+hPTH rekombinant transfer plazmidi ile transforme
edilmesinden ve ardindan ligasyon+transformasyonun  dogrulanmasindan
bahsedilmistir. S6z konusu transforme E.coli hiicreleri, bundan sonra -80 °C’de
muhafaza edilerek PLPT+hPTH rekombinant transfer plazmidinin stoklanmasi ve

istenildiginde ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilir.

Lentiviral vektor iiretimi i¢in rekombinant transfer plazmidi haricinde paketleme
plazmidi (psPAX2) ve zarf proteinlerini kodlayan plazmide de (pMD.G) ihtiyag
vardir. Bu plazmidlerin de stoklanabilmesi ve ¢ogaltilabilmesi i¢in bir bakteri igerisine
transforme edilmis olmalar1 gerekmektedir. S6z konusu psPAX2 ve pMD.G
plazmidleri “Addgene” tedarik¢isinden E.coli hiicrelerinin igerisine transforme
edilmis olarak satin alindigindan, stoklanma ve ¢ogaltim islemleri i¢in hazir halde

temin edilmislerdir.

Anlatimda kolaylik saglamasi agisindan, her {i¢ plazmid ile transforme bakteri suslart,

su sekilde adlandirilacaktir:

e trBac-PLPT+hPTH: PLPT+hPTH ile transforme E. coli hiicreleri
e trBac-psPAX2: psPAX2 ile transforme E. coli hiicreleri
e trBac-pMD.G: pMD.G ile transforme E. coli hiicreleri

S6z konusu transforme bakteri suslari, kullanim zamanina kadar -80 °C’de muhafaza
edilir. Bunun i¢in 2 ml’lik kriyotiiplere 1 ml siv1 bakteri kiiltiirii ve lizerine 1 ml
%50’lik gliserol eklenerek karigtirtlir. Kriyoprezervasyon icin hazirlanan bakteri

kiiltiirleri, -80 °C’de yillarca muhafaza edilebilir.

85



3.2.5.1. Transforme bakterilerin ¢cogaltilmasi

-80 °C’de stoklanan “trBac-PLPT+hPTH”, “trBac-psPAX2” ve “trBac-pMD.G”
bakterilerinin ¢ogaltilmas1 amaciyla her biri i¢in farkli erlenler igerisinde hazirlanip,
agi1z kisimlar1 aliminyum folyo ile sarilan ve otoklavda sterilize edilen 150 ml’lik LB

broth’lar kullanilir.

Kullanim o6ncesi LB broth’lar oda sicakligina getirilerek trBac-PLPT+hPTH
bakterisinin ekimi i¢in kullanilacak LB broth’a 75 pg/ml kanamisin; trBac-psPAX2
ve trBac-pMD.G bakterileri i¢in kullanilacak LB broth’lara ise 100 pg/ml ampisilin
eklenilir. Hazirlanan her ti¢ besiyerine de -80 °C’de muhafaza edilen ilgili bakteri

stogundan 50 pL olacak sekilde inokiile edilir.

Hazirlanan sivi bakteri kiiltiirleri ¢alkalayicili inkiibatérde 250 rpm’de 37 °C’de 18
saat boyunca inkiibe edilerek, transforme bakteriler ve dolayisiyla plazmidler

cogaltilir.

3.2.5.2. Plazmid izolasyonu ve purifikasyonu

trBac-PLPT+hPTH, trBac-psPAX2 ve trBac-pMD.G bakterileri LB broth’larda
cogaltildiktan sonra, “ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep Kiti” kullanilarak, ilgili
bakterilerden, PLPT+hPTH, psPAX2 ve pMD.G plazmidlerinin izolasyon ve
purifikasyon asamalar1 gergeklestirilir. Her li¢ plazmid igin uygulanan izolasyon ve
purifikasyon prosediirleri bire bir ayni oldugundan, asagida tek bir plazmide ait

izolasyon ve purifikasyon protokolii yer almaktadir:

> Elde edilen 150 ml s1v1 bakteri kiltiiriindeki tim bakterilerin, tek bir 50 m!’lik
falkon tiiplin dibine ¢oktiiriilebilmesi i¢in, ayni falkon tiipiin i¢inde ardisik
santrifiijler gergeklestirilir. Her santrifiij i¢in s1vi1 kiiltiiriin 50 m1’lik kismi, 50
ml’lik ayn1 falkon tiipiin icerisine aktarilarak 4000 rpm’de, 10 dakika boyunca
santrifiij edilir, bakteriler c¢oktiiriiliir ve supernatant atilir. Coktiiriilen
bakterilerin tizerine 50 ml daha siv1 bakteri kiiltiirii eklenerek, ayni sekilde 3
ardisik santrifiij gerceklestirilir. Santrifiijler sonrasinda kiiltiirdeki tiim
bakteriler 50 ml’lik falkon tiiplin dibinde ¢Oktiiriilerek plazmid izolasyonuna
hazir hale gelir. Tiim iglemler oda sicakliginda gerceklestirilir.

» Bakteri pelletinin iizerine 8 ml ZymoPURE™ P1 soliisyonu eklenilerek, bir
vorteks yardimiyla bakteri pelletinin soliisyon igerisinde homojen bir sekilde

slispanse olmasi saglanir. P1 soliisyonu, siispansiyona ideal pH ve tuz igerigini
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saglamasinin yani sira, igerdigi RNAz enzimiyle silispansiyondaki RNA
iceriginin par¢alanmasini da saglar

Stispansiyona 8 ml ZymoPURE™ P2 soliisyonu eklenerek, falkon tiip yavasca
6-7 kez ters yiiz edilir. Bu asamada asla vorteks kullanilmaz ya da ¢alkalama
islemi yapilmaz. P2 soliisyonu, lizis soliisyonu olarak da bilinir ve bakteri
duvari ile membranini kismi olarak hasarlayarak delikler agilmasini saglar.
Elde edilmek istenen plazmidler, zarar goéren bakteri membranindan ¢ikis
yaparak siispansiyon igerigine karisirlar. Lizis asamasi 3 dakikay1
gecmemelidir. Aksi takdirde tiim bakteri membran1 hasar gorerek bakteriye ait
genomik DNA da siispansiyon igerigine karisarak genomik DNA
kontaminasyonu olusturabilir. Ayrica uzun siiren lizis, plazmid DNA’sinin da
denatiire olmasina sebep olabilir.

3 dakikanin sonunda soliisyonun iizerine 8 ml ZymoPURE™ P3 soliisyonu
eklenilerek falkon tiip yavasga bir kag kez ters yiiz edilir. ZymoPURE™ P3
sollisyonu nétralizasyon sollisyonu olarak da bilinir ve onceki basamakta
kullanilan lizis soliisyonunu nétralize etmek i¢in kullanilir. Soliisyonun rengi
pembeden agik sariya dondiigiinde notralizasyon isleminin tamamlandigi
anlasilir. Sonug¢ olarak silispansiyonun igerisindeki pargalanan bakteri
kalintilar1 yogun kivamli mukusumsu bir faz olusturarak, igerisinde
plazmidlerin bulundugu berrak kivamli acik sar1 fazdan ayrisir.

Elde edilen cift fazli karisim ZymoPURE™ siringa filtresine aktarilarak,
mukusumsu tabakanin daha iyi ayrigabilmesi i¢in 5-8 dakika beklenilir. Bu
stire sonunda, siringa pistonuyla uygulanan basing sayesinde filtrasyon islemi
gerceklestirilir. Plazmid igeren berrak sivi 50 ml’lik steril bir falkonda
toplanirken, istenmeyen bakteri kalintilar1 ve atiklar siringa filtresinde
tutularak uzaklastirilir. Ilk asama olan plazmid izolasyonu sonucunda ortalama
20 ml plazmid igerikli berrak soliisyon elde edilmis olur. Izolasyon
asamasindan sonra istenmeyen protein, tuz ve diger kontaminantlarin
uzaklastirilmasi igin plazmid purifikasyonu asamasina gegilir.

Elde edilen plazmid igerikli berrak soliisyonun igerisine 8§ ml “ZymoPURE™
binding buffer” (baglama tamponu) ilave edilir. Baglama tamponunun
kullanim amaci, plazmid DNA’simin purifikasyon amaciyla kullanilacak olan

filtreye baglanarak tutulabilmesi, ancak istenmeyen diger kontaminantlarin
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yikama sliregleri sayesinde uzaklastirilabilmesidir. Yikama siirecleri igin
vakum manifoldu kullanilir.

» Baglama tamponu ilave edilen soliisyon, agiz kisminda DNA’y1 tutabilmesi
igin kiigiik bir filtre barindiran 50 ml’lik “Zymo-Spin™ III-P Column
Assembly” rezervuarina aktarilir ve rezervuar, vakum manifolduna baglanilir.
Vakum manifoldu ¢alistirilarak sivinin siiziilerek uzaklastirilmasi saglanirken,
plazmid DNA’s1 rezervuarin alt kismindaki filtreye baglanmis olur.

» Yikama siiregleri i¢in 6nce 2 ml “ZymoPURE™ Wash 1” ilave edilerek ilk
yikama gerceklestirilir

» Sonrasinda 2 ml “ZymoPURE™ Wash 2” ilave edilerek ikinci soliisyonla
yikama gercgeklestirilir. Bu asama 2 kez tekrar edilerek plazmid DNA’sinin tiim
kalintilardan uzaklastirilmasi saglanilir. Yikama islemleri sonrast vakum
manifoldu 1-2 dakika daha ¢alistirilarak tiim yikama soliisyonlar1 da tamamen
uzaklastirilir.

» Arndirilmis plazmid DNA’sin1 baglayan “Zymo-Spin™ III-P  Column
Assembly” filtresi, rezervuar kismindan ayristirilarak ¢ikarilir ve 2 ml’lik steril
bir ependorf tiibiin igerisine yerlestirilir.

» Plazmid DNA’sin1 filtreden ayristirip saf olarak toplayabilmek icin gerekli
“Elution buffer” ¢ozeltisinden 200 uL, filtrenin {izerine eklenilerek 3 dakika
beklenilir. “Elution buffer” kullanilmadan 6nce daha etkin ¢alisabilmesi igin
60 °C’ye 1sitilir. Son olarak oda sicakliginda 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij
gergeklestirilerek, saflastirilan plazmid DNA’s1 ependorf tiibiin igerisine
toplanilir.

» Elde edilen plazmidlerin saflig1 ve konsantrasyonu spektrofotometrede dlgiiliir.

3.2.5.3. Plazmid konsantrasyonlarinin ve safhiginin spektrofotometrik analizi

Elde edilen PLPT+hPTH, psPAX2 ve pMD.G plazmidlerinin saflik oranlari
spektrofotometrede 260/280 nm dalga boyunda 6lgiiliir. Ol¢iim sonunda elde edilen
260/280 oran1 1,80 degerine ne kadar yakinsa elde edilen DNA nin o oranda saf oldugu
anlasilir. S6z konusu spektrofotometrede dl¢iilen saflik, DNA’ nin istenmeyen protein
ve kimyasallardan ne oranda ayristirilabilmis oldugunu gdstermesine ragmen, eger

varsa RNA veya genomik DNA kontaminasyonu spektrofotometrede tespit edilemez.
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Ortamda RNA veya genomik DNA kontaminasyonu mevcut degilse,
spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda okunan degere gore, saflastirilmig olan

plazmidlerin konsantrasyonlar1 belirlenilir.

3.2.5.4. Plazmidlerin restriksiyon kesimi ile dogrulanmasi ve genomik saflik

analizi

Elde edilen plazmidlerin dogrulanmasi ve olas1 bir RNA ve/veya genomik DNA
kontaminasyonu varsa bunlarin belirlenilebilmesi i¢in EcoRI restriksiyon enzimiyle
plazmidlerin kesimi yapilarak, elde edilen DNA fragmanlar1 agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiiliir.

Elimizdeki plazmidlere ait genom haritalar1 mevcut oldugundan, EcoRI restriksiyon
enziminin plazmid genomlarin1 hangi bolgelerden kesecegi ve olusacak DNA
fragmanlarinin uzunluklar1 bellidir. Buna gore restriksiyon kesimi sonucu elde edilen
DNA fragmanlarinin uzunluklar1 degerlendirilerek elde edilen plazmidlerin

dogrulamasi yapilir.

Jel goriintiisiinde plazmidlere ait DNA fragmanlar1 haricinde olast bir genomik
kontaminasyon ve/veya RNA kontaminasyonu mevcutsa, jelde smear goriiniimii veya
beklenmeyen boyutlardaki DNA ve/veya RNA bantlar tesbit edilir. Bu durumda
plazmid izolasyon ve purifikasyon islemlerinin basarili olmadigi ve yeniden

tekrarlanmasi gerektigi anlasilir.

EcoRI enzimiyle restriksiyon kesimi yapildiktan sonra elde edilecek DNA

fragmanlarinin boyutlar1 ve agaroz jelde goriintiilenecek bant sayilar1 sdyledir:

e PLPT+hPTH (8950 bp + 367 bp): tek bolgeden kesilerek 9317 bp boyutunda
tek bant,

e psPAX2 (10703 bp): cift bolgeden kesilerek 4374 bp ve 6309 bp boyutlarinda
iki bant,

e pMD.G (6010 bp): ii¢ bolgeden kesilerek 780 bp, 1600 bp ve 3630 bp

boyutlarinda ti¢ bant goriintiilenecektir.

Restriksiyon kesimi i¢in “FastDigest® EcoRI (Thermo Fisher Scientific)” restriksiyon
enzim kiti kullanilir. Kesim 0©ncesinde yapilan spektrofotometrik plazmid
konsantrasyonu ol¢iimiinde PLPT+hPTH ve psPAX2 plazmidlerinin ¢ok yiiksek
konsantrasyonda, pMD.G plazmidinin ise daha diisiik konsantrasyonda elde edildigi
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tespit edildigi i¢in PLPT ve PAX plazmidlerinden 0,5 pL; pMD.G plazmidinden ise 5
uL kullanilarak kesim yapilmistir. Restriksiyon kesimi i¢in kullanilan malzemeler

asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 3.9: Lentiviral vektor iiretiminde kullanilan tim plazmidlerin restriksiyon kesimi

amaciyla kullanilan malzemeler

PLPT+hPTH psPAX2 pMD.G
Plazmid DNA 0,5 uL 0,5 uL 5uL
Fast Digest EcoRlI 1 uL 1 uL 1 uL
Fast Digest buffer 2 uL 2 ulL 2 ulL
ddH20 16,5uL 16,5uL 12 uL
Toplam hacim 20 uL 20 uL 20 uL

Restriksiyon kesimi i¢in uygulanan protokol soyledir:

Tablodaki malzemeler, her plazmid i¢in farkli PCR tiiplerinde karistirilarak
hazirlanilir. Tiipler PCR cihazinda 15 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edilerek
restriksiyon kesimi gerceklestirildikten sonra, 80 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek

sicakliga bagimli inaktivasyon gergeklestirilerek reaksiyon tamamlanilir.

Restriksiyon kesimi tamamlandiktan sonra PCR tiiplerinde 3 pL “Thermo Scientific™
DNA Gel Loading Dye (6X)” yiikleme boyas1 eklenerek DNA fragmanlarinin jelde
goriintiilenebilmeleri saglanilir. Elektroforez i¢in hazirlanan 0,8’lik agaroz jel ve
elektroforez tanki ile jel yapiminda kullanilan TAE (1x) tamponunun igerigi i¢in bkz:

“Soltisyonlar ve Tamponlar”

Restriksiyon kesimi sonrast elde edilen DNA fragmanlarimin  boyutlarinin
kiyaslanmasi i¢in “Thermo Scientific™ GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder SM 1333”
DNA markéri kullanilir. Agaroz jeldeki kuyulara sirastyla DNA markorii ve kesimi
tamamlanan PLPT+hPTH, psPAX2, pMD.G plazmidleri yiiklenilerek 90 dk boyunca
110 V, 120 mA siddetinde elektroforez uygulandiktan sonra DNA fragmanlari, jel
goriintiileme sisteminde goriintiilenir. Bu sayede hem izolasyon ve purifikasyonu
gerceklestirilen plazmidlerin dogrulanmasi hem de genomik DNA ve / veya RNA

kontaminasyonunun olmadiginin dogrulamasi yapilir.
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3.2.6. Lentiviral vektorlerin tiretimi

3.2.6.1. Transfeksiyon icin kullanilacak yontem ve hiicre hattinin se¢cimi

Elde edilmesi amaglanan lentiviral vektdr konsantrasyonu ve kalitesi agisindan
transfeksiyonda kullanilacak yontem ve vektoriin tiretilecegi hiicre hattinin tiirii ile
saglik durumu oldukga kritiktir. Tez doneminde 2,5 yila yakin bir siire¢ ve 6nemli bir
biit¢e, transfeksiyon metodunun optimize edilerek basarili sekilde lentiviral vektor

tiretilebilmesi amaciyla farkli metodlarin denenilmesi i¢in kullanilmastir.

Yiiksek titrede ve kalitede lentiviral vektor {iretimi igin basar1 oran1 pek ¢ok kosuldan

etkilenmektedir. Bunlardan bazilari:

e Kullanilan plazmidlerin saflig1 (Cesitli kimyasal, protein, DNA veya RNA
kontaminasyonlar1 transfeksiyon oranini ciddi sekilde diisiirebilir veya inhibe
edebilir, plazmid izolasyon ve purifikasyon asamalar kritiktir.),

e Kullanilan plazmidlerin boyutlarina gére kullanim miktarlarinin orantili olarak
hesaplanilmis olmasi,

e Uretimde kullanilan konake1 hiicre hattinn tiiri,

e Uretimde kullanilan konakgi hiicre hattmin pasaj sayisi ve genel saglk
durumu,

e Tercih edilen transfeksiyon yontemi,

e Transfeksiyon oncesi kiiltlir plaginin hiicrelerle konfliye olma orani (ideal
%50-70),

e Uygulanan transfeksiyon yontemi ile besiyeri Ozelliklerinin, iceriginin ve
pH’1mnin uyumlu olmasi,

e Transfeksiyon siiresi (hiicrelerin strese girmeyecegi kadar kisa, optimum
verimin alinabilmesi i¢in yeteri kadar uzun),

e Transfer vektoriiniin boyutu ve tasarimi,

e Paketleme plazmidinin jenerasyonu,

e Hatta islemler esnasindaki pipetaj hizi vs... bile transfeksiyon basarisi ve

lentiviral vektor tiretim miktarini etkilemektedir.

Lentiviral vektdrlerin iiretimi komplike siirecleri igermektedir. Onceki basliklarda da
bahsedildigi tizere, vektor iiretimini yapacak olan konakg¢r hiicrelerin transfeksiyon

stirecinde kullanilan her ii¢ plazmidle birden ko-transfekte edilmeleri gerekmektedir.
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Tek bir plazmid ile transfeksiyon oranlari nispeten yiiksek olmasina ragmen, li¢
plazmidle ayni1 anda ko-transfeksiyon oranlari cok daha diislik olmaktadir. S6z konusu
ko-transfeksiyon, tiim hiicreler i¢in basarilabilse bile, tretilen lentiviral vektor
partikiillerinden sadece ¢ok azi terapOtik geni tasimakta, geri kalanlar1 bos virion
kiliflar1 olarak paketlenmektedir. Yapilan aragtirmalar, iiretilen her 1000 lentiviral
vektorden sadece 1 tanesinin terapotik geni tasidigini, digerlerinin bos oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, terapotik geni tasiyan oldukga az sayidaki lentiviral
vektoriin, transdiiksiyon esnasinda bos vektorlerle rekabet etmesi sebebiyle, terapotik

genin hedef hiicrelerin genomuna entegrasyon oranlart daha da diisebilmektedir [95].

Ko-transfeksiyon oranlarinin hizli tayini i¢in, islemden bir sonraki giin, konakci
hiicrelerin floresan mikroskop altinda yaydigi GFP sinyali degerlendirilir. GFP
proteinine ait gen dizisi sadece transfer plazmidinde bulunup, diger iki plazmidde
bulunmamaktadir. Bu sebeple transfeksiyonun ertesi giinii hiicreler floresan
mikroskop altinda degerlendirildiginde, sadece transfer plazmidinin transfeksiyon
yiizdesi degerlendirilebilir, diger plazmidler i¢in yorum yapilamaz. Ancak, tek bir
plazmidle transfeksiyon orani ne kadar yiiksekse, ti¢lii ko-transfeksiyon oraninin da o

denli yiiksek oldugu tahmininde bulunulabilir.

Tezimizin 6n ¢aligma sathasinda agagida bahsedilen farkl transfeksiyon metodlar1 ve

hiicre hatlar1 denenilerek en yiiksek verimin alindig1 yontem tercih edilmistir.

On calisma asamasinda, transfeksiyon icin ilk kullandigimiz hiicre hattt HEK 293T
olup, lentiviral vektor iiretimi i¢in en ¢ok tercih edilen hiicre hattidir. Birkag yil
oncesinden temin edilip -80 °C’de stoklan bu hiicre hattinin pasajlama sayis1 yiiksek
oldugu i¢in bu durumun lentiviral vektdr iiretim oranlarimi diigiirdiigli tahmin

edilmektedir.

[k denenilen transfeksiyon kiti “Thermo Fisher TurboFect” olup, yapilan pek gok
denemeye ragmen transfeksiyon verimi %10-20’nin {izerine ¢ikarilamamistir. ikinci
olarak denenilen metod, kalsiyum fosfat presipitasyonu protokoliine dayali olmakla
beraber, her denemede oldukga degisken sonuglar elde edilmistir (verim %10-80 aras1
degiskenlik gostermistir). Bu metodun optimizasyonundaki giigliik sebebiyle yeni
metodlar denenmistir. Deneme yaptigimiz diger bir transfeksiyon kiti “Lipofectamine

2000” olmasina ragmen bu kitle de transfeksiyon oranlart %40-50’lerin iizerine
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¢ikarilamamistir. Bundan sonra “Lipofectamine 3000 denenmis ve yine beklenilen

basari1 oranlari elde edilememistir.

Son olarak Takara markasina ait bir transfeksiyon kiti olan “X-fect Transfection Kit”
ve bu kitle uyumlu olan “LentiX hiicre hatt1” temin edilerek, ortalama %95 oraninda
transfeksiyon basarisi elde edilebilmistir. Bu sayede nispeten yiiksek titrede LV vektor

tiretimi gergeklestirilebilmistir.

3.2.6.2. LentiX hiicre hattinin temini ve cogaltilarak stoklanmasi

LentiX hiicre hatti, HEK 293T hiicre hattinin bir alt susu olup, Takara markasina ait
X-fect transfeksiyon kitiyle uyumlu ¢alismakta ve lentiviral vektor tiretiminde yiiksek

verim alinmasina yardime1 olmaktadir.

Soguk zincirle temin edilen LentiX hiicrelerinin (1 ml = 2.0 x 10° hiicre/tiip)
kullanilabilmeleri i¢in kiiltiire edilerek ¢ogaltilmalari, sonrasinda -80 °C’de muhafaza

edilmeleri gerekmektedir. Bunun i¢in uygulanan asamalar soyledir:

» 1 ml’lik kriyo tiip icerisinde temin edilen hiicreler, 15 ml’lik falkon tiipe
aktarilarak tizerine bir miktar LentiX besiyeri eklenir (bkz: Besiyerleri) ve 300
G’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiirtiliir, supernatant atilir.

» Pelet seklinde c¢oktiiriilen hiicrelerin iizerine 9 ml taze LentiX besiyeri
eklendikten sonra tiip birkag kez ters yiiz edilerek hiicreler stispanse edilir.

» Hiicre siispansiyonu, her kuyuya 1,5 ml olacak sekilde 6 kuyuluk kiiltiir plagina
yayilir.

» 3-4 giin sonra sadece saglikl hiicreler plaga tutunup ¢ogalarak diger hiicreler
6lecektir. 3 giiniin sonunda 6 kuyuluk kiiltiir plagindan 1 adet T-75 flaska pasaj
yapilarak hiicreler cogaltilmaya devam edilir.

» Hiicreler istenildigi kadar pasajlanarak ¢ogaltilabilir.

» Cogaltilan hiicrelerin muhafazasi oncesinde hiicreler tripsinizasyonla plaktan
ayristirilarak daha sonra santrifiijle pellet halinde ¢oktiiriiliir, supernatant
dokiiliir.

» Pellet seklinde coktiiriilen hiicrelerin iizerine kriyoprezervasyon besiyeri
eklenerek (bkz: Besiyerleri) Thoma laminda yapilan sayim ile hiicre yogunlugu
1x108 hiicre/ml olacak sekilde ayarlandiktan sonra, hiicre siispansiyonu 2

ml’lik kriyo tiiplere boliistiiriiliir.
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» Kiriyo tiipler 1 saat boyunca -20 °C’de bekletildikten sonra, transfeksiyon i¢in

kiiltiire edilecekleri doneme kadar -80 °C’de muhafaza edilirler.

3.2.6.3. Transfeksiyon oncesi LentiX hiicre hattimin ve Kiiltiir plaginin

hazirlanmasi

Transfeksiyon, 6 kuyulu hiicre kiiltiir plaginda gergeklestirilir. LentiX hiicreleri,
tutunma 6zellikleri oldukg¢a zayif hiicreler oldugundan, kullanilacak kiiltiir plaginin
dibinin kolajen ile kaplanmasi, hiicrelerin plaga daha gii¢clii tutunarak daha yiiksek

titrede lentiviral {iretim yapmalarina yardimci olur.

» 6 kuyulu kiiltiir plaginin her kuyusuna 1 ml kolajen soliisyonu eklenilerek plak
37 °C’de ortalama 6 saat inkiibe edilir.

> Inkiibasyon sonunda kuyulardaki siv1 uzaklastirilarak, plak steril laminar hava
akisli kabinin igerisinde, dibi tamamen kuruyana kadar agzi agik sekilde
kurumaya birakilir.

» Son olarak kuyular 1 kez dPBS (1x) ile yikanilarak tekrar kurumaya birakilir.

» Plagm i¢i timiiyle kuruduktan sonra agzi kapatilarak, kullanim zamanina kadar

1 hafta siireyle +4 °C’de muhafaza edilebilir veya hemen kullanilabilir.

Her transfeksiyon 6ncesi -80 °C’de muhafaza edilen 1 adet kriyotiip (ort 2 X 108 hiicre
/ kriyo tiip) su banyosunda hizlica ¢oziindiiriildiikten sonra santrifiijleme sayesinde
kriyoprezervasyon besiyerinin igerigindeki DMSO’dan arindirilir. Pellet seklinde
coktiiriilen hiicrelerin {izerlerine 9 ml LentiX besiyeri eklenilip siispanse edildikten
sonra, dibi kolajenle kaplanmis 6 kuyuluk kiiltiir plaginin her kuyusunda 1,5 ml hiicre
siispansiyonu olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirilir. Kiiltiir plagi CO2’li
inkiibatorde 37 °C’de inkiibasyona birakilir. Ortalama 3 giin sonra hiicreler %50-70

oraninda konfliye olarak transfeksiyona hazir hale gelirler.

3.2.6.4. Transfeksiyon ve lentiviral vektorlerin eldesi

Bagarili bir transfeksiyon i¢in, LentiX hiicrelerinin saglikl bir sekilde kiiltiir plaginda
cogaltilarak %50-70 konfliye duruma gelmesi gereklidir. S6z konusu oran oldukca
onemlidir. Hiicreler %50°den daha az oranda konfliye oldugunda, transfeksiyon orani
diisecektir. %70’den daha yiiksek oranda konfliye olduklarinda ise bu kez de ko-

transfeksiyon orani1 daha yiiksek olmasina ragmen, transfeksiyon sonrasi hiicreler ¢cok
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hizli  boliinerek kiiltiir plagin1  dolduracak ve zamanindan once &lmeye

baslayacaklardir.

Lentiviral vektor tiretimi i¢in kullanilacak plazmidler izole edilerek saflastirildiktan
sonra, spektrofotometrede yapilan Ol¢iime gore konsantrasyonlar1 asagida

belirtilmistir.

e transfer plazmidi (PLPT+hPTH): 1200 ng/uL
e paketleme plazmidi (psPAX2): 1080 ng/uL
o zarf proteinleri plazmidi (pMD.G): 190 ng/uL

Transfeksiyon igin “X-fect transfeksiyon Kiti”” protokolii takip edilir. Protokole gore 6
kuyulu kiltiir plaginin  her kuyusuna 7,5 pg’a kadar plazmid DNA’st
yiiklenilebilmektedir.

Ko-transfeksiyon i¢in tek seferde 3 farkli plazmid kullanilacagindan, kullanim
miktarlarinin plazmid boyutlariyla dogru orantili olarak hesaplanmasi gerekmektedir.
Buna gore plazmidlerin ortalama boyutlar1 ve kullanim miktarlar1 su sekilde

hesaplanmaistir:
(6 kuyuluk kiiltiir plaginin tek bir kuyusu i¢in)

e PLPT+hPTH: 9317 bp. igin 3 pg

e psPAX2: 10703 bp. igin 3 pg

e pMD.G: 6010 bp. i¢in 1,5 pg
Protokole gore kullanilan her 1 pg plazmid DNA’s1 i¢in 0,3 puL X-fect polimeri
kullanilmas1 gerekmektedir. Buna gore tek kuyu i¢in toplamda 7,5 pg plazmid
DNA’s1 kullanildigindan; 7,5 x 0,3 = 2,25 uL X-fect polimeri kullanilmalidir.
Asagidaki tabloda 6 kuyulu plagin her bir kuyusu i¢in kullanilan plazmid miktar ve

hacimleri gosterilmektedir.
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Tablo 3.10: Ko-transfeksiyonda kullanilan plazmid miktar ve hacimleri
(6 kuyuluk plagin tek bir kuyusu i¢in)

PLPT+hPTH psPAX2 pMD.G
Saflastirma sonrasi
plazmid konsantrasyonu | 1200 ng/ml 1080 ng/ml 190 ng/ml
1 kuyu i¢in kullanilacak
plazmid miktari 3 ug (3000 ng) 3 ng (3000 ng) 1,5ug (1500 ng)
1 kuyu i¢in kullanilacak
plazmid hacmi 3000/1200 =2,5 uL. | 3000/1080 =2,8 uL. | 1500/190 =7,9 uL

Kullanilacak plazmid ve polimer hacimleri hesaplandiktan sonra, kullanilacak X-fect
reaksiyon tamponunun hacmi de buna gore belirlenilir. Her bir kuyu igin hazirlanan
toplam hacim 100 uL olmali ve bu hacmin en az %50’sini X-fect reaksiyon tamponu
olusturmalidir. Buna gore hazirlanan transfeksiyon soliisyonunda kullanilan plazmid,

reaksiyon tamponu ve polimer miktarlar1 asagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 3.11: Ko-transfeksiyonda kullanilan plazmid,
reaksiyon tamponu ve polimer miktarlari

6 kuyulu plagin 6 kuyulu plagin

her bir kuyusu icin tiimii i¢in
Kullanilan toplam plazmid miktar1 | 7,5ng 75x6=45pg
Kullanilan toplam plazmid hacmi  |2,5+2,8 +7,9=132 uL 13,2x6=79,2 uL
X-fect reaksiyon tamponu 100 — (13,2 +2,25) =84,5uL | 84,5x 6 =507 uL
X-fect polimeri 7,5x0,3=2,25puL 2,25x6=13,5ulL
Toplam hacim 100 uL 600 puL

Transfeksiyon uygulamasinin basamaklar1 soyledir:

» Transfeksiyon uygulamasindan 30-60 dk once LentiX hiicrelerinin besiyeri
tazelenmelidir. 6 kuyulu plagin her kuyusuna 900 ml LentiX besiyeri eklenilir
(bkz: Besiyerleri)

» Protokole uygun olarak hazirlanan transfeksiyon soliisyonu, 6 kuyuluk plagin
her bir kuyusuna 100 uL olacak sekilde damla damla ilave edilir.

» Hicreler 1 gece boyunca (ortalama 16 saat) transfeksiyon soliisyonuyla

beraber 37 °C’de COz2’li inkiibatorde inkiibasyona birakilir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda eski besiyeri ve transfeksiyon soliisyonu tiimiiyle
uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 1 ml d-PBS(1x) ilave edilerek ortalama 1
dakika beklenilir ve uzaklastirilir.

Kiiltiir plaginin her bir kuyusuna 2 ml taze LentiX besiyeri eklenilerek, plak
tekrar 37 C’lik CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilir.

Lentiviral vektor iiretim miktari, transfeksiyonu takiben ortalama 48. saat
civarinda en yiiksek seviyede olmaktayken, daha sonra hiicre o6liimlerinin
baslamasiyla yavas yavas azalmaya baglar. Transfeksiyonu takiben ortalama 5.
giiniin sonunda hiicrelerin ¢ogu 6lmdis olur.

Transfeksiyon sonrasi besiyeri tazeleme islemini takiben LentiX hiicrelerinin
ortalama 3 gilin boyunca (72 saat) yiiksek oranda lentiviral vektor iiretimi
yaparak besiyerine salgilamalar1 beklenilir. Bu siire boyunca besiyeri degisimi
yapilmaz.

Uciincii giiniin sonunda lentiviral vektdr yiikii igeren besiyeri toplanilir. Viral
vektorlerle beraber 6lii hiicre kalintilarin1 da iceren besiyeri, oda sicakliginda
500 G’de 5 dakika santrifiij edilerek olii hiicreler pellet seklinde ¢oktiiriilerek
ayrigtirilir. Sadece LV vektor yiikii igeren supernatant toplanilir.

LV vektor yiikii igeren supernatant, 0,45 nm c¢apinda porlu seliiloz yapili bir
siringa filtresiyle filtre edilerek tiim hiicresel atiklardan arindirilir.

Filtre edilerek arindirilan ve LV vektorlerle yiiklii olan besiyeri, daha sonraki
islemler i¢in 2 ml’lik kriyo tiiplere boliistiiriilerek -80 °C’de muhafaza edilir.
Bundan sonraki boliimlerde, anlatim kolaylig1 saglamasi agisindan, arindirilma
islemleri tamamlanmis LV vektorlerle ytiklii bu besiyerinden “lentiviral siv1”
olarak bahsedilecektir.

Olii hiicrelerle beraber LV vektdr kontaminasyonu barindiran eski hiicre
plagindaki kuyulara ¢camasir suyu ilave edilerek viral yiik inaktive edilir ve

tibbi atikla uzaklastirilir.

3.2.6.5. Lentiviral vektorlerin etkinliginin ve transdiiksiyon konsantrasyonunun

Uretilen lentiviral vektorlerin etkinliginin tayini ve primer hiicrelere uygulanacak

transdiiksiiyon islemi i¢in kullanilacak lentiviral sivinin optimum konsantrasyonunun

belirlenilebilmesi amaciyla, HEK 293T hiicre hattina, farkli konsantrasyonlarda

deneme amach transdiiksiyonlar gerceklestirilecektir.

97



HEK 293T hiicre hatti, kolayca transdiikte olabilen bir hat oldugundan, lentiviral

vektor

konsantrasyonlarinin  belirlenmesi  amaciyla yapilan transdiiksiyon

denemelerinde en sik tercih edilen hiicre hatlarindan biridir.

Konsantrasyon tayini amaciyla kullanilan HEK 293T hiicre hatt1, tez projemizden

onceki proje biitceleriyle temin edilerek uzun siire -80 °C’de muhafaza edilmistir.

>

Kiiltiir asamas1 icin 1 adet HEK 293T kriyo tiipii (2x10° hiicre/tiip) -80 °C’den
cikarildiktan sonra 6nceki protokollerde anlatildig1 sekilde 6 kuyuluk kiiltiir
plagina yayilir ve birkag giin kiiltlire edilerek ¢ogalmalar1 beklenilir.

3 giinliik kiiltlir sonras1 hiicrelerin ¢ogunun 6li oldugu ve bir kisminin da
morfolojilerinin bozuk oldugu tespit edildiginden, sadece saglikli hiicre
klonlarinin gézlemlendigi 2 kuyudaki hiicreler yeni bir 6 kuyuluk kiiltiir
plagina pasajlanarak, timiiyle saglikli hiicrelerden olusan yeni bir subkiiltiir
elde edilir.

Hiicrelerin 6 kuyuluk plagi ortalama %50-70 oraninda konfliye etmeleri i¢in
ortalama 2 giin beklenilir.

6 kuyuluk kiiltiir plagindaki her bir kuyu i¢in 1/2 konsantrasyondan baslayip
2’nin katlariyla orantili sekilde azalan diliisyonlarda “lentiviral sivi / LentiX
besiyeri karisimi” hazirlanilir. S6z konusu karisima transdiiksiyon oranini
arttirmast i¢in 10 pg/mL Polybrene eklenilir.

Hek 293T kiiltiir plaginin her 6 kuyusu i¢in azalan diliisyonlarda hazirlanan
“lentiviral s1v1/ toplam besiyeri” oranlari sirasiyla soyledir: 1/2; 1/4; 1/8; 1/16;
1/32 ve 1/64.

Kuyularda farkli konsantrasyonlarda lentiviral sivi uygulanmasina ragmen, her
kuyuya esit sekilde 1 ml transdiiksiyon besiyeri (lentiviral sivi + LentiX
besiyeri) eklenilir.

Kiiltir plag1 ortalama 18 saat boyunca 37C’lik CO2’li inkiibatérde inkiibe
edilerek transdiiksiyon islemi tamamlanir.

Kuyulardaki transdiiksiyon besiyeri atilarak 1 kez dPBS(1x) ile yikama
yapilarak uzaklastirilir.

Her kuyuya 1,5 ml taze LentiX besiyeri karisimi eklenerek tekrar 37 C’lik
CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakilir.

Transdiiksiyonu takiben, lentiviral vektorlerin tasidigi terapotik gen olan

hPTH, raportor gen olan GFP ve secici ¢gogaltim i¢in gerekli puromisin direng
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genlerinin LentiX genomuna entegre olabilmesi i¢in transdiiksiyon sonrasi
ortalama 2-4 giin gegmesi gerekmektedir.

» 3 gin sonunda, hiicrelerdeki GFP firetimi sebebiyle, hiicreler floresan
mikroskop altinda yesil renkte goriiniir. Bu sayede transdiiksiyon ylizdesi
ortalama olarak belirlenilebilir.

» Bazen yiiksek konsantrasyonlarda viral sivi ve Polybrene uygulamasi hiicreleri
strese sokarak Olmelerine sebep olabilir. Transdiiksiyon sonrasinda hiicre
viabilitesinin korunmasi da en az transdiiksiyon verimi kadar 6nemlidir. Bu
sebeple primer hiicrelere uygulanacak lentiviral sivi konsantrasyonunun
belirlenmesinde bu iki faktor beraberce degerlendirilerek primer hiicrelere
uygulanacak konsantrasyona karar verilir.

» Yapilan konsantrasyon denemelerinde “lentiviral siv1 / kiiltiir besiyeri”nin 1/2
ve 1/4 oranlarda kullanildigr kiltir plagi kuyularinda maksimum
transdiiksiyon verimi alindigi gézlenmistir. Hiicre viabilitesinin ise kiiltiir
plaginin tiim kuyularda hemen hemen ayni oldugu ve transdiiksiyon sonrasi
hiicre morfolojilerinde belirgin bir degisim olmadig1 tespit edilmistir. Bununla
beraber viabilitenin, 1/4 oraninda uygulama yapilan kuyuda, 1/2 oraninda
uygulama yapilan kuyuya kiyasla bir miktar daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

» S0z konusu veriler degerlendirildiginde, primer hiicrelere transdiiksiyon
asamasinda uygulanacak “optimum lentiviral siv1 / kiiltiir besiyeri” oraninin

1/4 olmas1 gerektigine karar verilmistir.

3.2.7. Primer hiicrelerin transdiiksiyonu ve transdiikte hiicrelerin cogaltilmasi

Transdiiksiyon amaciyla kullanilan transdiiksiyon besiyerinin hazirliginda 3 temel

bilesen kullanilir: lentiviral siv1, besiyeri ve Polybrene.

Lentiviral sivimin {iretimi agamalarindan Onceki boliimlerde detayli olarak
bahsedilmektedir. Transdiiksiyonda kullanilan katyonik bir polimer olan Polybrene’in
transdiiksiyon verimini ciddi oranda arttirdig tespit edilmistir. Polybrene’in, viral
vektor zarfi ve transdiikte edilecek hedef hiicre membani arasindaki elektrostatik
repulsiyonu noétralize ederek, viral vektorlerin hedef hiicre membranina afinitesini
arttirdig1 ve bu yolla transdiiksiyon verimliligini 10 kata kadar arttirabildigi rapor

edilmistir [126]. Bu sebeple transdiiksiyon besiyerine 10 pg/ml Polybrene ilave edilir.
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Primer doku kiiltiiriiniin baglangicinda 2 adet 6 kuyuluk plakta kiiltiire edilen primer
doku pargalarindan iiretilen hiicreler, kiiltiirin ortalama 8. giiniinde %60-70 konfliye
hale gelerek iki adet T-75 flaska pasajlanirlar. (bkz: Primer hiicre kiiltiiriiniin
olusturulmasi ve hiicrelerin liretimi) Pasajlanan hiicreler hizla boliinerek, kiiltiiriin

ortalama 10. giiniinde 2 adet T-75 flaski1 %50-70 oraninda konfliye ederler.

[lk pasajlama sonrasinda T-75 flasklar ortalama %50-70 oraninda konfliye oldugunda
ilk transdiiksiyon i¢in hazir hale gelmis olurlar. Her iki flaska birden transdiiksiyon

yapilmakla beraber, asagida anlatilan prosediirler tek bir T-75 flask i¢indir.
Kullanilan transdiiksiyon besiyerinin igerigi sdyledir:

e 2 ml lentiviral siv1 (bkz: “Lentiviral vektorlerin tiretimi’)
e Polybrene 10 pg/mL
e Besiyeri (%10 FBS, %1 Pen-Strep, %0,1 Primocin, DMEM/F-12)

Transdiiksiyon asamalar1 soyledir:

» Eski besiyeri dokiilerek uzaklastirilir ve 2 kez d-PBS(1x) ile yikama islemi
yapilarak hiicreler arindirilir.

» 6 ml transdiiksiyon besiyeri, T-75 flaskin dibindeki tiim hiicreleri ortecek
sekilde ilave edilir. Standart olarak T-75 flask i¢in 12 ml besiyeri
kullanilmasina karsin, transdiiksiyon besiyerinin miktarinin daha az olmasi
onemlidir. Transdiiksiyon besiyeri, tiim flaskin dibindeki hiicreleri ortmeye
yetecek miktarda, ancak viral vektdrlerin besiyeri yiizeyinde yiizerek hedef
hiicrelerle temasinin azalmamasi igin miimkiin oldugunca diisiik miktarda
tutulmalidir. Bu sebeple yaptigimiz denemelerde 6 ml transdiiksiyon besiyeri
kullaniminin ideal oldugu tespit edilmistir.

» Transdiiksiyon besiyeri ilavesi sonrasinda T-75 flask CO2’li inkiibatorde 37
°C’de 18-20 saat inkiibe edilerek transdiiksiyon gerceklestirilir.

> Inkiibasyon sonrasinda transdiiksiyon besiyeri uzaklastirilarak hiicreler 1 kez
d-PBS(1x) ile yikanarak armdirilir

» Uzaklastirilmak istenen eski transdiiksiyon besiyeri ve yikamada kullanilan d-
PBS(x1), halen bir miktar viral yiik tastyabilecegi i¢in, imha edilmeden 6nce
50 ml’lik bir falkon tiibe aktarildiktan sonra, iizerine esit hacimde sodyum
hipoklorit soliisyonu eklenerek 15 dk beklenilir ve viral vektorlerin tiimiiyle

inaktive olmasi saglanir. Daha sonra tibbi atikla atilir.
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Yikama isleminin ardindan T-75 flaska 12 ml primer hiicre kiiltiirii besiyeri
eklenilerek, hiicreler CO2’li inkiibatérde 37 °C’de ortalama 3 giin inkiibe edilir.
Transdiiksiyon sonrast her 2-3 giinde bir besiyeri degisimi yapilmasi,
hiicrelerin  sagligt ve olas1 bir kontaminasyonun Onlenmesi agisindan
onemlidir.

Transdiiksiyonu takiben viral vektorlerin hedef hiicrelere penetre olarak,
terapotik genin nukleus zarindan nukleus igerisine tasinmasi ve genoma
entegre olma asamalari i¢in ortalama 2-4 giin gegmesi gerekmektedir. Bu siire
icerisinde terap6tik gen olan hPTH, raportdr gen olan GFP ve puromisin direng
geni (pac) hedef hiicre genomuna entegre olarak ekspresyona baslarlar. PTH
ile beraber eksprese olan GFP sayesinde, hiicreler floresan mikroskop altinda
incelendiginde transdiikte olan hiicreler yesil renkte goriiniirler.
Transdiiksiyonu takiben 3. giinde floresan mikroskop altinda yapilan
gozlemsel degerlendirmeye gore transdiikte olan ve olmayan hiicreler
birbirinden ayirt edilerek, ortalama transdiiksiyon orani belirlenilir. Genellikle
tek transdiiksiyon sonrasi istenilen verim elde edilemeyebilir.

[lk transdiiksiyondan sonra GFP sinyali veren hiicre oram diisiikse, ikinci hatta
liciincii kez yukarida anlatilan transdiiksiyon asamalar1 tekrar edilir. iki
transdiiksiyon arasinda 3 giin ara birakmak yeterlidir.

En son transdiiksiyonu takiben 3-4 giin sonra, hiicre morfolojilerinde belirgin
bir degisim ve yiiksek oranda senesense girmis hiicreler yoksa, sadece
transdiikte hiicrelerin yagsamina devam edip, diger hiicrelerin apoptoza gitmesi

i¢in “puromisin” uygulamasi gerceklestirilir.

Puromisin, aminoglikozid tiirevi bir antibiyotik olup, hem prokaryotik hem de

Okaryotik hiicrelerde gii¢lii bir translasyonel inhibitdr olarak is gorerek, protein

sentezini engeller ve bu sayede hiicre 6liimiine sebep olur [127]. Ancak transfer

plazmidinde selektif amagli olarak puromisin diren¢ geni (pac) de bulunmakta ve

transdiiksiyon sonrasi terapdtik gen (hPTH) ve raportér gen (GFP) ile birlikte

transdiikte olan hiicrelerin genomuna entegre olmaktadir. Bu sayede kiiltiir ortamina

ilave edilen 1,5 pg/mL puromisin, 3-5 giin icerisinde neredeyse tiim transdiikte

olmayan hiicreleri 6ldiiriirken, sadece transdiikte hiicrelerin yasamini siirdiirdiigii saf

bir kiiltiir elde edilmesini saglamaktadir. Bununla beraber, transdiikte hiicreler eger

senesense girmeye baglamislarsa, “pac” geni tagimalarina ragmen, antibiyotigin
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hiicrede yaratmis oldugu strese dayanamayarak apoptoza girebilirler. Bu sebeple
puromisin uygulamasi dncesi hiicrelerin morfolojileri ve bolinme hizlar1 dikkatlice
degerlendirildikten sonra, senesense giren hiicre oram1 goz oniinde bulundurularak,

puromisin uygulamasinin yapilip yapilmamasina karar verilir.

Ardisik transdiiksiyon uygulamalart sonucu hiicrelerin  biiyilk ¢ogunlugunun
morfolojilerinde senesense girmeye basladiklarini isaret eden degisimler gézlenmeye
baslanilmigsa, daha fazla zaman kaybedilmeden kiiltiir asamasi sonlandirilarak

hiicrelerin bir an Once sicana geri enjeksiyonu gerceklestirilir.

Ancak ardisik transdiiksiyonlar (max 3 kez) sonrasinda hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu
halen gen¢ hiicrelerden olusmaktaysa, puromisin uygulamasi yapilarak sadece
transdiikte hiicrelerden olusan saf bir kiiltiir elde edilir, transdiikte olmayan hiicrelerin
tiimiinlin apoptoza girmesi saglanilir. Puromisin uygulamasindan sonra, transdiikte
olmus hiicrelerin, transdiikte olmadigi i¢in 6len hiicrelerin yerlerini dolduracak sekilde
boliinerek ¢ogalmalart ve ig¢inde bulunduklari T-75 kiiltiir plaklarini tam olarak
konfliye edebilmeleri i¢in ortalama 7-9 giin beklenilir. Bu siirenin sonunda ex vivo gen

terapisi gergeklestirilen hiicreler, sigan viicuduna geri enjekte edilir.

3.2.8. Transdiikte otolog hiicrelerin sicana geri enjeksiyonu, enjekte edilen hiicre

sayisinin tespiti ve biyokimyasal testler

3.2.8.1. Transdiikte otolog hiicrelerin sigana geri enjeksiyonu

Otolog primer hiicrelerin  kiiltiire edilmeleri ve transdiiksiyon asamalari
tamamlandiktan sonra, transdiikte olan hiicrelerin es zamanli olarak hPTH ve GFP
tretimi  yaptiklart ve bu sebeple floresan mikroskopta yesil renkte
goriintiilendiklerinden bahsedilmistir. Bunun yani sira hiicrelerin hPTH iiretimi ve
salgilamasi yapabildiginin de dogrulanmasi1 amaciyla, 2 giinliik kiiltiir besiyerinden
alman 1 ml numune, Bezmialem Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda

analiz edilerek hPTH miktar: tespit edilir.

hPTH {iretimi yaptig1 dogrulanan hiicrelerin kiiltiir flasklarindan ayrigtirilarak, sigan

viicuduna enjeksiyon agsamalar1 sdyledir:

» Kiiltiir flasklarindan besiyerleri dokiildiikten sonra, hiicreler ardisik olarak 2
kez d-PBS(1x) ile yikanarak arindirilir. Son yikamada flasklarin tizerine 10’ar

ml d-PBS(1x) ilave edilerek 10 dakika CO2’li inkiibatorde inkiibasyon
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gerceklestirilir ve d-PBS(x1) dokiilerek uzaklastirilir. Bu sayede hiicrelerin
besiyeri ve FBS kalintilarindan tiimiiyle arindirilmasi saglanilir.

» Her bir T-75 flasktaki hiicreler, onceki bolimlerde anlatilan pasajlama
protokoliinde bahsedildigi sekilde tripsinizasyonla siispanse edilir ve ardindan
tripsin notralize edilir.

» Tripsinizasyon sonrasi ayrismayan hiicreler icin steril bir hiicre kaziyicisi
kullanilarak, tiim hiicrelerin nazik¢e flasklarin dibinden ayristirilmasi ve
siispanse hale gelmeleri saglanilir.

» Her bir T-75 flasktan elde edilen hiicre siispansiyonu, 50 ml’lik falkon tiibe
aktarilarak oda sicakliginda, 300 G de 5 dakika santrifiij edilerek pellet
seklinde ¢oktiiriiliir ve supernatant tiimiiyle dokiilerek uzaklastirilir.

» Dibinde hiicre pelletleri bulunan falkon tiiplere 10’ar ml steril izotonik eklenilir
ve falkon tiipler hafif¢ce karigtirilarak hiicrelerin izotonik igerisinde homojen
sekilde siispanse olmalar1 saglanilir.

» Tim falkon tiiplerdeki hiicre siispansiyonlart tek bir falkon tiip igerisinde
birlestirilerek oda sicakliginda 300 G’de 5 dakika santrifiij edilerek tiim
hiicreler ¢oktiiriiliir. Supernatantin dokiilmesiyle hiicreler, tim besiyeri ve
enzim kalintilarindan arindirilirlar. Bu islem sayesinde ortamdaki tiim tripsin
ve FBS kalintilarinin uzaklastirilmast olduk¢a onemlidir. Aksi takdirde
enjeksiyon bdlgesinde olasi bir enflamasyon olusabilir.

» Arnndirilarak ¢oktiiriilen hiicre pelletinin ilizerine 1 ml steril izotonik
eklenilerek, hiicreler siispanse edilir ve enjeksiyona hazir hale gelirler.

» Enjeksiyon Oncesi sigana uygulanan Isofluran inhalasyonu ile sedasyon
gerceklestirilir.

» 1 ml’lik hiicre siispansiyonu i¢in 2,5 ml’lik enjektor ve 21 Gauge igne
kullanilarak enjeksiyon gerceklestirilir. Hiicrelerin hasar gérmemesi ig¢in
enjeksiyonun oldukga yavas yapilmasi ¢ok 6nemlidir.

» Enjeksiyon, daha once deri numunesi alinip iyilesen sirt bolgesine subkutan

olarak gerceklestirilir.

3.2.8.2. Enjekte edilen canl hiicre sayisinin tespiti

Enjekte edilen hiicre siispansiyonundan, hiicre sayimi ve viabilite analizi i¢cin 30puL

numune ayrilarak agsagidaki sekilde canli hiicre sayimi yapilir:
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» 30 pL hiicre siispansiyonu 30 pL %0,4’lik tripan mavisi ile karistirilarak 5
dakika beklenilir. Bu siire igerisinde canli hiicreler boyanmazken, 6lii hiicreler
maviye boyanirlar.

» 10 pL hiicre siispansiyonu + tripan mavisi karigimi Neubauer laminda
incelenerek sadece canli hiicrelerin sayimi yapilir.

» Neubauer laminin 4 biiyiik boy karesindeki toplam canli hiicreler sayildiktan
sonra 4’e boliinerek tek bir biiyiik karedeki ortalama canli hiicre sayis1 bulunur.
Su formiile gore 1 ml hiicre soliisyonundaki canli hiicre sayisi1 tespit edilir: CHS
X 2 x 10* (CHS: tek biiyiik karedeki ortalama canli hiicre sayisi; x2: tripan
mavisi kullanimi nedeniyle seyreltme orani; 10% 1ml’deki hiicre sayisini

bulmak i¢in kullanilan sabit deger)

3.2.8.3. Biyokimyasal testlerle sican viicudundaki hPTH’1n tespiti

Ex-vivo gen terapisiyle hPTH ekspresyonu yapan otolog hiicrelerin sican viicuduna
geri enjeksiyonunu takiben, 45 giinlik siiregte (15 giinlik araliklarla) deney
sicanlarindan kan numuneleri almarak Bezmialem Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Biyokimya laboratuvarma gotiiriiliir ve hPTH analizleri yaptirilir. Bunun

sonucunda si¢an viicudunda hPTH iiretimi teyit edilmis olur.

hPTH’m biyokimyasal analizi i¢cin Bezmialem Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Biyokimya laboratuvarinda bulunan “Architect ci 16200” adli cihaz ve “Architect
Intact PTH” adli 6l¢iim kiti kullanilir. Kullanilan “Architect Intact PTH” kiti sadece
intakt insan PTH’min Ol¢iimiinii yapmaktadir [hPTH(1-84)]. Kemiliiminesan
mikropartikiil immunolojik tetkikidir (CMIA). S6z konusu kitin kalibrasyon araligi
0,0-3000,0 pg/mL’dir. Architect Intact PTH tetkikinin analitik hassasiyeti %95 giiven
diizeyinde 0,23 pg/mL olarak hesaplanmistir. Architect Intact PTH tetkiki sadece
hPTH (1-84) i¢in spesifik olup, yapisal olarak benzer diger PTH fragmanlariyla ¢apraz

reaktivite gdsterme orani < % 0,01 olacak sekilde tasarlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicandan Deri Numunesinin Alinmasi

Sicandan deri numunesinin alinma asamalari “Doku numunesinin alinmast”
boliimiinde detayli olarak anlatilmistir. Genel anestezi altinda sirt bolgesinden
yaklasik 2x3 cm’lik tam kat doku kesiti alindiktan sonra, dokunun alindig1 bolge,
cerrahi dikis ipligi ile dikilerek kapatilir ve pansuman yapilir. Olas1 bir enfeksiyon
riskine kars1 opere sigana i.m antibiyotik ve agri1 kesici enjeksiyonu yapilarak, iyilesme
stiresi i¢in istirahate birakilir. Opere bdlgenin cerrahi islemi takiben 7-10 giin
igerisinde kapandigi, 15-20 giin igerisinde ise tras edilen bolgede tiiylerin ¢ikmasiyla
beraber dokunun eski haline dondiigii goézlemlenir. Deri eksizyonu ve iyilesme

asamasi asagidaki sekilde gosterilmistir.

Sekil 4.1: Deri eksizyonu ve iyilesme asamasi
A)Deri eksizyonu / B)Post-opere / C)Post-opere 20. Giin

105



4.2. Otolog Primer Hiicrelerin Cogaltilmasi

Sicandan eksize edilen doku parcasinin kiiltiire edilmesi ve otolog primer hiicrelerin
cogaltilmasina ait tiim basamaklar “Otolog primer hiicre kiiltiirlinlin olusturulmasi ve
hiicrelerin ¢ogaltilmas1” adli baglikta detayli olarak anlatilmigtir. Asagidaki
gorsellerde doku kiiltiirtinti takiben, kiiltiirtin 3., 7., 12. gilinlerinde ¢ekilmis olan 151k

mikroskobu goriintiileri yer almaktadir.

Sekil 4.2: Primer doku kiiltiiriiniin 3. gilinii 151k mikroskobu goriintiileri
(5X ve 10X objektiflerde)

Yukaridaki gorselde kiiltiiriin 3. giiniine ait, 5X ve 10X objektiflerle goriintiilenmis,
farkli kiltiir bolgelerinin 151k mikroskobu goriintiileri yer almaktadir. Basarili bir
kiiltiir neticesinde, kiiglik doku parcalarinin kiiltiir plaginin dibine yapistig1, kiiltiiriin
3. giliniinde dahi s6z konusu kii¢iik doku parcalarinin ¢evresinde yeni hiicrelerin

béliinerek cogalmaya basladig1 gézlemlenir. Ozellikle kil folikiilleri, kok hiicre rezervi
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acisindan zengin bir kaynak oldugundan, folikiillerin ¢evrelerinde yogun bir hiicre

boliinmesi ve ¢ogalmasi gozlemlenilir.

Asagidaki gorselde kiiltiiriin 7. giinline ait, 5X ve 10X objektiflerle goriintiilenmis,
farklh kiiltiir bolgelerinin 151k mikroskobu goriintiileri yer almaktadir. Kiiltiiriin ilk
haftasinda hiicreler ¢ok hizli boliinlip ¢ogalarak kiiltiir plagin1 kaplamaya baslarlar.
Hizli boéliinme dongiilerinden dolayi, dokularin ¢evresinde tireyen yeni hiicrelerin,
sonraki pasajlamalarla elde edilen kiiltiirlerdeki hiicrelere kiyasla daha kiigiik
morfolojiye sahip olduklari g6zlemlenilir. Doku kiiltiiriiniin ortalama 8. - 9. giinlerinde

hiicreler ¢ogalarak plagin %70’ini konfliye ederler ve pasajlanmaya hazir hale gelirler.

Sekil 4.3: Primer doku kiiltiiriiniin 7. glinii 151k mikroskobu goriintiileri
(5X ve 10X objektiflerde)

Asagidaki gorselde hiicre kiiltiiriiniin 12. giiniine ait, 5X ve 10X objektiflerle
goriintiilenmis bir kiiltiir bdlgesinin 151k mikroskobu gériintiileri yer almaktadir. ilk
doku kiiltiiriiniin olusturulmasini takiben ortalama 8. giinde, doku kalintilarindan
aynistirilarak 2 adet T-75 flaska pasajlanan hiicreler, hizli sekilde boliinerek ¢ogalmaya
devam ederler. Kiiltiiriin baglangicindan sonra ortalama 12-14. giinlerde flasklar %90

konfliye hale gelir.
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Sekil 4.4: i1k pasajlamayla doku kalintilarindan arindirilan hiicrelerin 12. giinii 151k
mikroskobu goriintiileri (5X ve 10X objektiflerde)

4.3. Transfeksiyon Plazmidlerininin Kimyasal Safliginin Degerlendirilmesi ve

Konsantrasyonlarinin Ol¢iimii

Lentiviral vektor tiretiminde kullanilacak plazmidler “Transfeksiyon ve lentiviral
vektorlerin eldesi” adli boliimde anlatildigi sekilde c¢ogaltilmalarinin ardindan,
izolasyon ve purifikasyon asamalarindan gecirildikten sonra saf sekilde elde edilirler.
Spektrofotometre ile protein ve kimyasallardan ne oranda arindirilabildikleri
(safliklar1) ve konsantrasyonlar olgtiliir. Her {i¢ plazmidin konsantrasyonu su sekilde

Olclilmiistiir:

e transfer plazmidi (PLPT+hPTH): 1200 ng/uL
e paketleme plazmidi (psPAX2): 1080 ng/uL
o zarf proteinleri plazmidi (pMD.G): 190 ng/pL

Her ii¢ plazmidin saflig1 260/280 nm dalga boyunda su sekilde dl¢lilmiistiir:

o transfer plazmidi (PLPT+hPTH): 1,81
o paketleme plazmidi (psPAX2): 1,80
e zarf proteinleri plazmidi (pMD.G): 1,81

DNA safliginin spektrofotometrik tayini i¢in 260/280 nm dalga boyunda okunan deger
1,80 oranina ne kadar yakinsa, numunenin o oranda saf oldugu anlasilir. Buna gore
degerlendirildiginde, her ii¢ plazmidin de yiiksek saflikta elde edilmis oldugu
goriilmektedir. Yiiksek saflikta iiretilemeyen plazmidler igin tekrar ¢ogaltim,

izolasyon ve purifikasyon agamalar1 tekrar edilir.
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4.4. Transfeksiyon Plazmidlerinin Dogrulanmasi ve Genomik Safliginin

Degerlendirilmesi

Spektrofotometre ile protein ve kimyasallardan ne oranda arindirilabildikleri
(safliklar1) ve konsantrasyonlari 6l¢iilen plazmidlerin dogrulanmalarinin yapilabilmesi
ve bakteriye ait genomik DNA ile RNA kontaminasyonundan da arindirilabildiginin
gosterilebilmesi i¢in, genomik haritas1 bilinen her {i¢ plazmid de EcoRI enzimiyle
kesilerek agaroz jel elektroforezi uygulanir. Elektroforez sonrasi ayristirilan DNA
fragmanlari, jel goriintiilleme cihazinda goriintiilenir ve DNA fragmanlarinin boylari,

kullanilan DNA markoriiyle kiyaslanarak ol¢tiliir.

Her {i¢ plazmidin uzunlugu, kesim sonucu olusan bant sayilar1 ve uzunluklar1 soyledir:

» PLPT+hPTH plazmidi:
e Uzunlugu: 8950 + 367
e Kesilen bolge sayisi: Tek
e Kesim sonucu olusan DNA fragman sayisi (bant) ve uzunlugu: 9317 bp

uzunlugunda tek bant

» psPAX2 plazmidi:
e Uzunlugu: 10703 bp
o Kesilen bolge sayist: Cift
e Kesim sonucu olugan DNA fragman sayis1 (bant) ve uzunlugu: 4374 bp ve

6309 bp uzunlugunda iki bant

» pMD.G plazmidi:
e Uzunlugu: 6010
e Kesilen bolge sayisi: Ug
e Kesim sonucu olusan DNA fragman sayisi (bant) ve uzunlugu: 780 bp,

1600 bp ve 3630 bp uzunlugunda ii¢ bant
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Asagidaki gorsele ait en sol siitunda, kullanilmis olan DNA markoériine ait DNA
fragmanlar1 ve uzunluklar1 gosterilmektedir. Jel gorlintlisiiniin ilk iki slitununda ise
farkli miktarlarda kullanillan DNA markdrleri, sonra sirasiyla restriksiyon kesimi
gerceklesmis PLPT+hPTH, psPAX2 ve pMD.G plazmideri yer almaktadir. Elde edilen
DNA fragmanlarinin uzunluklari, uzunlugu bilinen markdr fragmanlariyla

kiyaslanarak tespit edilir.

Jel goriintiisiinde smear, smoke veya beklenmeyen DNA bantlar1 mevcut degildir. Bu
durum, elde edilmis olan plazmidlerde olasi bir genomik DNA veya RNA
kontaminasyonu olmadigini gostermektedir.

DNA Markorii PLPT
10pL  wPTH psPAX2 pMDG

——
e
e——— "
| eem—
| —
.
- -

Sekil 4.5: PLPT+hPTH, psPAX2 ve pMD.G plazmiderinin EcoRI ile kesimi sonrasi agaroz

jel elektroforez goriintiileri

4.5. LentiX Hiicre Hattinin Transfeksiyon Bulgular:

hPTH terap6tik genini tastyan LV vektorlerin tiretimi i¢in konakg1 hiicre olarak LentiX
hiicre hattinin kullanildigindan ve s6z konusu hiicre hattinin PLPT+hPTH, psPAX2 ve
pMD.G plazmidleriyle ayn1 zamanda ko-transfekte edildiginden “Transfeksiyon ve

lentiviral vektorlerin eldesi” adl1 baslikta detayli olarak bahsedilmektedir.
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Ortalama transfeksiyon basarisi, transfeksiyonun ertesi giinii, LentiX hiicreleri
floresan mikroskop altinda incelendiginde, “GFP iiretimi yapan hiicre sayis1 / toplam
hiicre sayis1” orani gozlemsel olarak degerlendirilerek tayin edilir. GFP proteini,
sadece transfer plazmidi olan PLPT+hPTH plazmidinde mevcuttur, diger plazmidlerde
bulunmamaktadir. Dolayisiyla tespit edilen GFP sinyali, direk olarak hangi hiicrelerde
lentiviral tiretim yapildigini1 gostermez, sadece PLPT+hPTH plazmidiyle transfekte
olan hiicreleri gosterir. Lentiviral {iretimin gerceklesebilmesi icin, s6z konusu
hiicrelerin her {i¢ plazmidle ayn1 anda ko-transfekte olmas1 gerekmektedir. Bununla
birlikte, PLPT+hPTH plazmidiyle transfekte olan hiicre oraninin yiiksek olmast, diger
plazmidlerle gergeklesen transfeksiyon oranlarinin da ayni sekilde yiiksek oldugunu,

dolayisiyla lentiviral iiretim titresinin de yiiksek oldugunu isaret eder.

Transfeksiyon sonrasi floresan mikroskopta gézlemlenen “GFP iiretimi yapan hiicre
sayist / toplam hiicre sayis1” orant %90-98 olup son derece yiiksektir. Bu da yiiksek
titrede lentiviral vektdr tiretimi yapildigini isaret etmektedir. Asagidaki gorselde

transfeksiyondan 1 giin sonra LentiX hiicrelerinin floresan mikroskop altindaki

goriintiileri yer almaktadir.

Sekil 4.6: Transfeksiyondan 1 giin sonra LentiX hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri
(10X ve 20X objektiflerle)

Lentiviral vektor liretimi yapan tahmini hiicre oranini hesaplamak i¢in, pSPAX2 ve
pMD.G vektorleriyle transfekte olan hiicre oranlarinin, PLPT+hPTH plazmidiyle
transfekte olan hiicre oraniyla hemen hemen ayni oldugu varsayilarak su formiil

kullanilir:
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[GFP iiretimi yapan hiicrelerin toplam hiicrelere orani]®

Dolayistyla GFP sinyali veren hiicrelerin (PLPT+hPTH plazmidiyle transfekte olan
hiicrelerin), tiim hiicrelere oranlari hesaplanarak ortalama olarak [90/100] oram
bulundugunda; [90/100]% formiilii kullanilarak, her ii¢ plazmidle de ayni anda ko-
transfekte olup, lentiviral liretim yapan hiicrelerin, tiim hiicrelere oran1 yaklasik olarak

[73/100] olarak tespit edilebilir.

4.6. Lentiviral Vektorlerin Etkinliginin ve Otolog Primer Hiicrelere Uygulanacak

Transdiiksiyon Konsantrasyonunun Tesbiti

Uretilen lentiviral vektdrlerin etkinliginin tayini ve primer hiicrelere uygulanacak
transdiikstiyon islemi i¢in, kullanilacak lentiviral stvinin optimum konsantrasyonunun
belirlenilebilmesi amaciyla HEK 293T hiicre hatt1 tercih edilmistir. HEK 293T hiicre
hatti, kolayca transdiikte olabilen bir hat oldugundan, lentiviral vektor
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan transdiiksiyon denemelerinde en

sik tercih edilen hiicre hatlarindan biridir.

6 kuyuluk kiiltiir plagindaki her bir kuyu i¢in 1/2 konsantrasyondan baslayip 2’nin
katlariyla orantili sekilde azalan diliisyonlarda “lentiviral sivi / toplam besiyeri
karisim1” hazirlanilir. Kiiltiir plagimin her 6 kuyusu i¢in azalan diliisyonlarda
hazirlanan “lentiviral sivi / toplam besiyeri” oranlari sirasiyla soyledir: 1/2; 1/4; 1/8;

1/16; 1/32 ve 1/64.

Transdiiksiyonu takiben 3. giinde, hiicreler floresan mikroskop altinda incelendiginde,
“lentiviral siv1 / toplam besiyeri” oranlarmin 1/2 ve 1/4 oldugu plak kuyularinda,
maksimum transdiiksiyon verimi alindig1 gozlenmistir. Hiicre viabilitesinin ise kiiltiir
plagiin tiim kuyularinda hemen hemen ayni oldugu ve transdiiksiyon sonrasi hiicre
morfolojilerinde belirgin bir degisim olmadig:1 tespit edilmistir. Bununla beraber
viabilite oranlarmmin, “1/4 oraninda uygulama yapilan kuyuda”, “1/2 oraninda
uygulama yapilan kuyuya” kiyasla bir miktar daha yiiksek oldugu gozlenmistir. S6z
konusu veriler degerlendirildiginde, primer hiicrelere transdiiksiyon asamasinda
uygulanacak “optimum lentiviral siv1/ kiiltiir besiyeri” oraninin 1/4 olmasi gerektigine

karar verilmistir.
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Asagidaki gorselde farkli konsantrasyonlarda transdiiksiyon yapilan HEK 293T
hiicrelerinin transdiiksiyonu takiben 3. giline ait floresan mikroskop goriintiileri

goriilmektedir.

Sekil 4.7: HEK 293T hiicre hattinda farkli viral s1vi konsantrasyonlarda transdiiksiyon
denemeleri (10X objektifte; sirastyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 konsantrasyonlar)
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4.7. Transdiiksiyon Bulgular

HEK 293T hiicrelerinde yapilan transdiiksiyon konsantrasyon denemeleri sonucunda
optimum transdiiksiyon konsantrasyonu (lentiviral sivi / toplam besiyeri) 1/4 olarak
belirlendikten sonra; T-75 flasklarda ¢ogaltilmis olan otolog primer hiicrelere 1/4
oraninda ilk transdiiksiyon islemi uygulanir. Transdiiksiyon oranini arttirmasi igin
besiyerine 10 pg/ml Polybrene eklenilir. ilk transdiiksiyonu takiben 3 giin sonra
hiicreler floresan mikroskop altinda degerlendirildiginde ortalama %10-20

transdiiksiyon verimi gozlemlenir (Sekil 4.7).

Sekil 4.8: i1k transdiiksiyonu takiben 3 giin sonra hiicrelerin floresan mikroskoptaki
goriiniimii (10X ve 20X objektiflerde)

Yeterli verim elde edilemedigi i¢in ilk transdiiksiyonu takiben 3. giin, hiicrelere ikinci
kez transdiiksiyon islemi uygulanir. Ikinci transdiiksiyonu takiben 3 giin sonra,
hiicreler ikinci kez floresan mikroskopta goriintiilendiginde transdiiksiyon veriminin

%20-30’a ¢iktig1 gozlemlenir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9: ikinci transdiiksiyonu takiben 3 giin sonra hiicrelerin floresan mikroskoptaki
goriiniimii (10X ve 20X objektiflerde)

Yeterli verim elde edilemedigi icin ikinci transdiiksiyonu takiben 3. giin, hiicrelere
liclincii ve son kez transdiiksiyon islemi uygulanir. Son transdiiksiyonu takiben 3. giin
hiicreler floresan mikroskopta goriintiilendiginde transdiiksiyon veriminin ortalama

%50’1ere ¢iktig1 gozlemlenir.

Ardisik transdiiksiyon islemleri sonrast en az %50 transdiiksiyon verimi elde
edildiginde, transdiikte olmamis hiicrelerin 6lmesi ve sadece transdiikte olmus
hiicrelerin boliinerek ¢ogalmaya devam etmeleri i¢in her iki T-75 kiiltiir flask ortamina
1,5 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde “puromisin” uygulamasi yapilir. 3-5 giin
igerisinde transdiikte olmayan neredeyse tiim hiicrelerin 61diigli ve sadece transdiikte
hiicrelerin yasamaya devam ettigi gozlemlenir. Bu sayede sadece hPTH geniyle
transdiikte olmus primer hiicrelerden olusan saf hiicre kiiltiirleri elde edilir. Puromisin
uygulamasint takiben canli kalan hiicrelerin, 6lmiis olan hiicrelerin yerlerini
doldurmak i¢in ¢ogalarak, i¢cinde bulunduklar: flasklar1 konfliye etmeleri i¢in ortalama
7-8 giin beklenilir. Bu siire sonunda hiicreler ¢ogalarak, 2 adet T-75 flaski da ortalama
%95 oraninda konfliye etmis olurlar. S6z konusu hiicreler sigana enjeksiyon i¢in hazir

hale gelmis olurlar (Sekil: 4.9).
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Sekil 4.10: Kiiltiir plagin1 %90-95 oraninda konfliye etmis olan, %98-100 oraninda
transdiikte primer hiicreler (Sekilde sirasiyla A, B ve C olarak gosterilen ii¢ farkli bdlgeden
cekimi yapilan gorsellerin 10X ve 20X objektiflerde gosterimi)
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4.8. Enjeksiyon Oncesi Hiicre Morfolojilerinin incelenmesi ve Hiicre Sayim

Deneyin tiim agamalarinda hiicre morfolojilerinin stirekli ve dikkatli takibi sarttir.
Ozellikle ardigik transdiiksiyon uygulamalari, Polybrene / puromisin gibi
kimyasallarin uygulanmast ve hiicrelerin uzun siire kiiltiire edilmesi vs... gibi
durumlar, hiicrelerin erken senesense girmelerine sebep olabilir. Eger islemler
esnasinda, hiicrelerin yarisindan fazlasi senesense girmeye baslamissa, strese
sebebiyet verebilecek ekstra bir uygulama daha yapilmaz. Ornegin ardisik
transdiiksiyonlar1 takiben hiicrelerin 6nemli bir kismi1 senesense girmeye baslamissa,
puromisin uygulamasi yapilmaz. Az miktarda transdiikte hiicre elde edilmisse bile
hiicrelerin daha yiiksek oranda senesense girmelerini 6nlemek amaciyla, s6z konusu
hiicrelerin kiiltiirii sonlandirilarak, acilen sigana enjeksiyon gergeklestirilir. Asagidaki
151k mikroskobu goriintlisiinde geng ve senesense girmeye baslayan hiicrelerin

morfolojileri goriilmektedir.

Sekil 4.11: Geng ve senesens donemi hiicrelerinin 151k mikroskobunda morfolojik olarak
kiyaslanmasi (10X objektif)

Yukaridaki her iki gorselde de hiicreler kiiltiir plagint %98-100 oraninda konfliye
etmektedir. Buna ragmen soldaki hiicreler geng hiicreler olup, mekik seklinde, diizenli
yapilanma gosteren ve ¢ok daha kiigiik boyuttaki hiicrelerdir. Oysa senesense girmeye
baslayan hiicreler, kiiltiir plaginda bir ¢arsaf gibi acilip yayilarak, ¢ok daha biiyiik

boyutta ve sekilsiz goriinmektedirler.
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Her deney sigan1 i¢in ayr1 ayri kiiltiire edilip, ex-vivo gen terapisi uygulanmais hiicreler,
enjeksiyon oncesinde bir 11k mikroskobu altinda gozlemsel olarak incelenerek
morfolojik olarak degerlendirilir ve “gen¢ / senesens donemi hiicrelerin ortalama
oran1” tayin edilir. Daha sonra “Enjekte edilen hiicre sayisinin tespiti” adli boliimde
anlatildig1 sekilde neubauer laminda sayimi yapilan hiicreler, dokunun alindig1 sigana
geri enjekte edilir. Asagidaki tabloda sicanlara enjekte edilen hiicrelerin durumlar

(geng / senesens) ve sayilar1 belirtilmektedir.

Tablo 4.1: Farkli deney siganlari i¢in otolog olarak hazirlanip, ex-vivo gen terapisi
uygulanan primer hiicrelerin, enjeksiyon dncesi durumlari (geng / senesens) ve sayilari

belirtilmektedir

on caligma

sican 1. sigan 2.s1¢an 3. sigan 4. sigan 5. sigcan
Hiicre durumu >%95 >%70 >50 >50 >%95 >%95
(geng / senesens) Geng Geng Senesens | Senesens Geng Geng
Puromisin kullanimi Kullanild1 Kullanild1 | - - Kullanildi | Kullanildi
Transdiiksiyon sayisi 2 2 3 2 3 3
Ortalama
transdiiksiyon verimi 98-100% %98-100 %10-20 %40-50 %098-100 %98-100
Enjekte edilen toplam
hiicre sayist 900.000 900.000 2.000.000 | 6.000.000 | 2.800.000 | 3.000.000
Enjekte edilen toplam
pozitif hiicre sayisi 900.000 900.000 300.000 3.000.000 | 2.800.000 | 3.000.000
Besiyeri hPTH 6l¢tim >3000 560 >3000 >3000 >3000
(2 giinliik) pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi

4.9. Biyokimyasal Analizler

Ex-vivo gen terapisi uygulanmis otolog primer hiicreler, iiretildikleri deney si¢anlarina
geri enjekte edildikten sonra, sicanlardan diizenli araliklarla 0,9 ml kan alinarak serum

ayristirilir ve ardindan hPTH tayini i¢in biyokimyasal analiz gerceklestirilir.

Asagidaki ilk tabloda, enjeksiyon sonrasi farkli giinlerde yapilan 6l¢timlerde elde
edilen hPTH degerleri goriilmektedir. Ikinci tabloda ise gen terapisi uygulanmamus 4
adet kontrol siganindan Ol¢lilen hPTH degerleri yer almaktadir. Daha 6nceden de
belirtilmis oldugu {izere, biyokimyasal deger Olglimii yapan cihaz, sadece hPTH
Olctimii yapip, sigan PTH 6l¢iimii yapmamaktadir. Bu sebeple tiim kontrol grubu

sicanlarinda 0,0 pg/ml hPTH degeri 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 4.2: Gen terapisini takiben hiicre enjeksiyonu sonrasi deney siganlarinda 6l¢iilen

hPTH degerleri

on ¢alisma

sican 1. sican 2.s1can 3. sican 4. sican 5. sican
Hiicre durumu
(geng / >%95 >%70 >50 >50 >%95 >0%695
senesens) Geng Geng Senesens | Senesens Geng Geng
Enjekte edilen
toplam pozitif
hiicre sayisi 900.000 900.000 300.000 3.000.000 | 2.800.000 | 3.000.000
Besiyeri hPTH
Oletim
(2 giinliik) >3000 560 >3000 >3000 >3000
1. 6lglim
(ort 3 giin) 54 7,8 0,9 0,1 0,5 0,0
2. 6l¢lim
(ort 15 giin) 23,6 1,1 0,1 0,6 3,7 3,6
3. 6lglim
(ort 30 giin) 2,6 0,2 1,2 10,9 6,9
4. 6lglim
(ort 45 giin) 1,0 0,0 2,3 4,5 8,5

Tablo 4.3: Kontrol grubu siganlarinda 6l¢iilen hPTH degerleri

Kontrol grubu siganlar 1. sican 2.s1¢an 3. sigan 4. sican

Terapi uygulanmamis
siganlardan Slgiilen 0.0 0,0 0,0 0,0
hPTH degerleri (pg/ml)
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5. TARTISMA

Giiniimiizde hipo-PT nin tedavisi i¢in izlenecek strateji, hastaligin hangi hizda ortaya
ciktigina, serum PTH seviyelerine ve hastaligin semptomlarinin siddetine gore
belirlenmektedir. Kronik hipo-PT, uzun yillar boyunca oral Ca ve D vitamini
takviyeleri ve bazi durumlarda ilave olarak tiazid diiiretikleriyle tedavi edilmeye
calistimaktadir. Ozellikle siddetli seyreden hipo-PT tedavisi i¢in bazen oldukca
yiiksek dozlarda kullanilan oral Ca ve D vitamini takviyeleri, tedavide tek basina
yeterli olamamaktadir ve uzun siireli kullanimda olduk¢a ciddi yan etkilere sebep
olabilmektedir [69]. Konvansiyonel tedavi, semptomatik olup kiiratif degildir. S6z
konusu Ca ve D vitamini takviyeleriyle serum Ca seviyeleri normal fizyolojik referans
araligina cekilebilmesine ragmen, hastalik sebebiyle PTH’1n kemikler, bobrekler ve
merkezi sinir sistemi iizerindeki diizenleyici etkilerinin ortadan kalkmasina yonelik
tedaviye yardimei bir etki saglayamamaktadirlar [128]. 2015 yilinda konvansiyonel
tedaviye ilave olarak kullanilmak iizere FDA tarafindan onay alarak piyasaya siiriilen
rekombinant hPTH analogu olan Natpara® [hPTH(1-84)], olduk¢a yeni bir tedavi
yontemi olup, basta osteosarkom riski olmak iizere pek ¢ok yan etkiye kars1 dikkatli
kullanilmast gereken bir terapdtiktir. Bununla beraber s6z konusu tedavinin oldukga
kisa olan yarilanma omrii ve giinliik enjeksiyonlarla uygulanmasinin zorunlulugu,
tedavinin olumsuz yonleri arasinda gosterilebilir [76-78]. Bahsedilen sebeplerle hipo-
PT tedavisi i¢in, yeni terapi yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugu agik

sekilde goriilmektedir.

Gen terapisi, O0zellikle kiiratif tedavisi bulunmayan hastaliklar i¢in, konvansiyonel
tedaviyle kiyaslandiginda ¢ok acik bir avantaj sunmaktadir. Bunun sebebi hastaliklarin
semptomlarin1 baskilamak yerine, genetik seviyeye inerek, hastaligin sebebini direk
olarak ortadan kaldirabilmesi veya diizeltebilmesidir [84]. Son yillarda yapilan klinik
aragtirmalar, Ozellikle tasarimlart yillar igerisinde yenilenerek giincellestirilen yeni
nesil vektorler sayesinde, gen tedavisinin pek ¢ok hastaligin tedavisinde hem etkili
hem de giivenli oldugunu gostermektedir [82]. 2019 yilinda yayinlanan bir yayimna

gore, soz konusu tarihe kadar gen terapisiyle ilgili 2500’den fazla klinik aragtirma
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yiriitiilmiis [83], 2020 yilinda yayinlanan bir diger yayma gore ise diinyanin farkli
tilkelerinde toplam 22 gen terapisi ilaci onay alarak piyasaya stiriilmistiir [79]. S6z
konusu sebeplerle, hipo-PT tedavisi i¢in gen terapisinin etkin, glivenli ve uzun siireli

bir tedavi yontemi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gen terapisi, kullanilan gen aktarim metoduna goére viral ve non-viral olmak tizere iki
siifa ayrilmakla beraber, viral vektorlerin kullanildigi metod, terapotik genin hedef
hiicrelere ulastirilabilmesi agisindan non-viral vektorlerin kullanildigi metodlara
kiyasla ¢ok daha etkindir [88, 89]. Gliniimiizde gen terapisinin kullanildigi klinik
arastirmalarda, gen aktarim metodu olarak agik ara farkla viral vektorler daha fazla
kullanilmaktadir [85].

Gen terapisinde kullanilan viral vektorler arasindan sadece gama RV vektorler ve LV
vektorler, hedef hiicre genomuna entegre olabilme avantajina sahiptir [129]. Genoma
entegre olabilen viral vektdrler, terapotik genin tiim hiicre yasami boyunca eksprese
olabilmesine olanak verdikleri igin, terapétik etkinligin uzun siireler boyunca devam
edebilmesini saglayabilmektedirler. Gama RV vektorler sadece boliinebilen hiicreleri
transdiikte edebilme yetenegine sahipken, LV vektorlerin hem boliinebilen hem de
boliinmeyen hiicreleri transdiikte edebilme ozellikleri, tercih edilmeleri bakimindan
oldukga 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Bunun haricinde, genoma entegre olabilme
ozelligi gosteren viral vektdrlerin tiimii, insersiyonel mutagenez kaynakli onkogeneze
sebep olabilme riski tagimasina ragmen, bu risk gama RV vektorlerde daha ytiksek
olup, LV vektorler ise cok daha giivenlidir. Gama RV vektorler, genomdaki promotor
ve enhancer bolgelere entegre olma egilimindeyken, LV vektorlerin entegrasyon
profilleri daha farklidir. Bu sebeple pek ¢ok yayinda LV vektorlerin, RV vektorlere
kiyasla ¢ok daha giivenli oldugundan bahsedilmektedir [91, 92, 114, 116, 117]. Ancak
negatif yoniiyle degerlendirildiginde, LV vektorlerin GMP kosullarina uygun ve stabil

olarak tiretimleri, gama RV vektorlere kiyasla daha zahmetlidir [81].

Son zamanlarda LV vektorlerin tercih edildigi pek c¢ok klinik arastirma
yiiriitiilmektedir. Bu sayede basta primer immiin yetmezlikler, hemoglobinopatiler,
nérometabolik bozukluklar ve kdk hiicre kaynakli bazi anomaliler gibi hastaliklar
olmak iizere, pek ¢ok hastalikta LV vektorlerin kullaniminin giivenli ve etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu arastirmalarin sonucunda, LV vektorlerin kullanildig: cesitli gen
terapileri diinya saglik otoriteleri tarafindan onay almistir. Beta talasemi tedavisinde

kullanilmast i¢in onaylanan “Zynteglo®”, metakromatik l16kodistropide kullanilmak
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icin onaylanan “Libmeldi®” ve akut lenfoblastik 16semide kullanilmak i¢in onaylanan
Kymriah® piyasaya stiriilmustiir [115, 121, 122]. LV vektorlerin kullanidigi pek ¢ok
klinik arastirmanin olmasi ve onay almis tedaviler, s6z konusu LV vektorlerin
gilivenilirligini ve tedavideki etkinliklerini gostermektedir. Tiim bu sebeplerle tez
calismamizda son jenerasyon ve SIN oOzellikli LV vektorlerin kullanimi tercih

edilmistir.

Terap6tik genin viicuda verilisine gore gen terapisi, “in vivo” ve “eX vivo” olmak tizere
ikiye ayrilmakadir. In vivo yontemde terapétik gen direk olarak viicuda enjekte
edilirken, ex vivo yontemde ise terapotik gen, kiiltliir ortamindaki hiicrelere
nakledilerek genetik yapilar1 degistirildikten sonra, séz konusu hiicreler canli
viicuduna enjekte edilmektedir [83]. Tez ¢alismamizda, daha komplike ve uygulamasi
daha zahmetli bir yontem olmasina ragmen, daha giivenli ve kontrollii bir uygulama
sagladig1 i¢in ex vivo yontem tercih edilmistir. Ayrica ex vivo yontemde LV vektorler,
canli viicuduna direk olarak uygulanmadigl i¢in viicutta vektore karsi olast bir

immiinolojik reaksiyon da meydana gelmemektedir.

Otolog hiicreler, allojenik kaynakli hiicrelerin aksine viicuda enjekte edildikten sonra
canlida immun reaksiyon gelistirmemektedirler. Terapide kullanilan hiicrelerin
viicuda kalic1 olarak engrafte olmasi isteniliyorsa, 6zellikle otolog hiicrelerin tercih
edilmesi avantaj saglamaktadir [130]. Bununla beraber otolog hiicrelerin kullanimimnin
bir takim dezavantajlart ve zorluklar1 da bulunmaktadir. Otolog dermal kokenli
hiicrelerin iiretimi i¢in her hastadan deri numunesi alinarak hiicrelerin ¢cogaltilabilmesi
ve ex vivo ortamda gen naklinin yapilabilmesi i¢in ortalama 1 ay gibi bir siire
geemektedir. SOz konusu islem zaman alici, zahmetli, masrafli ve yiiksek
kontaminasyon riski tagidigindan dolay1, son derece dikkatli ¢alisilmasi gereken bir
islemdir. Buna ragmen yetiskin somatik hiicre ve kok hiicrelerin boliinme ve ¢ogalma
yeteneklerinin sinirli olusu nedeniyle (Hayflick limit) her zaman istenilen miktarda
hiicre tretimi gergeklestirilemeyebilmektedir [131]. Tez c¢alismamizda olast bir
immun red yaganmamasi ve terapdtik geni tasiyan hiicrelerin sican viicuduna engrafte
olabilmesi i¢in dermal kokenli otolog primer hiicreler tercih edilmistir. Ancak s6z
konusu otolog primer hiicrelerin zaten sinirli olan boliinme sayilar1 ve c¢ogalma
yetenekleri goz Oniine alindiginda, gercgeklestirilen ardisik transdiiksiyon
uygulamalari, puromisin ve Polybrene kullanimi, hiicrelerin erken senesense

girmelerini tesvik edebilmesinden dolay, kiiltiire edilen hiicrelerin bir kismi1 senesense
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girmeye basladiginda kiiltiir sonlandirilmig ve eldeki hiicreler sicana geri enjekte

edilerek terapi tamamlanmustir.

Sican derisinden kiiltiire edilen otolog primer hiicreler karma bir hiicre toplulugu olup,
¢ok biiyiikk kismi primer fibroblastlardan, geri kalan kismi ise dermal kokenli kok
hiicrelerden olugmaktadir. Bunun sebebi hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan primer kiiltiir
besiyerinin (%15 FBS, %1 Pen-Strep, %0,2 Primocin, DMEM/F-12) temel olarak
primer fibroblastlarin kiiltiire edilmesine uygun olmasina ragmen, ayni besiyerinde
dermal kokenli kok hiicrelerin de biiyiiylip ¢ogalabilmesidir [132]. Ozellikle séz
konusu besiyerinde cogaltilan dermal kokenli kok hiicrelerin morfolojilerinin,
fibroblastlarla bire bir ayni olmasindan dolayi, iki hiicre tipi mikroskop altinda
incelendiginde morfolojik olarak birbirinden ayirt edilememektedir [133]. Hem primer
fibroblastlar hem de dermal kokenli kok hiicrelerin her ikisi de ex vivo gen terapisinde
kullanilmaya elverisli hiicre tiirleridir. Ancak kok hiicre popiilasyonlari, fibroblastlar
gibi terminal diferansiye hiicrelere kiyasla ¢ok daha fazla kez bdliinebilme yetenegine
sahip oldugundan, kok hiicre kokenli kiiltiirlerden ¢ok daha fazla sayida hiicre
cogaltabilmek miimkiindiir [134].

Tez caligmamizin amact ex Vivo gen terapisiyle hipo-PT tedavisinin miimkiin
olabilecegini gostermek oldugundan ve bunun igin otolog primer hiicrelerin
kullanimlar1 tercih edildiginden, oncelikle sigan derisinden primer hiicre kiiltiirii
sayesinde otolog hiicrelerin ¢ogaltimi gergeklestirilmistir. Terapdtik gen olarak
klonlanarak amplifiye edilen ve saflastirilan hPTH geni kullanilmakla beraber, hPTH
geninin primer hiicre genomuna kalic1 olarak entegre olabilmesi i¢in LV vektorler
tercih edilmistir. LV vektdrlerin iiretimi, LentiX hiicre hattina {i¢ adet plazmidin ayn1
anda ko-transfeksiyonuyla gerceklestirilerek, yiiksek transfeksiyon verimi elde
edilmis ve hiicrelerin floresan mikroskop altinda degerlendirilesiyle transfeksiyon
basaris1 dogrulanmistir. Transfeksiyon sonrasi LV vektor tiretiminin dogrulanmasi ve
elde edilen lentiviral sivinin kullanim konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin,
HEK293T hiicre hattina farkli viral sivi konsantrasyonlarinda transdiiksiyon
denemeleri yapilmistir. Bunun sonucunda transdiiksiyon o6zelligi bulunan, hPTH
terapotik genini tagiyan LV vektorlerin tiretildigi dogrulanmis olup, primer hiicrelerde
kullanilacak konsantrasyon belirlenmistir. Daha sonra LV vektorlerle kiiltiire edilmis
olan otolog primer hiicrelere ardisik transdiiksiyon islemleri uygulanmis ve ardindan

puromisin uygulamasiyla transdiikte olmayan hiicrelerin apoptoza girmesi, sadece
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hPTH ile transdiikte edilmis hiicrelerin yasamina devam ederek c¢ogalmasi
saglanmigtir. Bu sayede %98-100 oraninda transdiikte hiicrelerden olusan bir primer
hiicre kiilttiri elde edilmistir. Otolog primer hiicrelerin hedef gen olan hPTH genini
genomlarina entegre ederek transdiikte olmus olduklari iki yolla dogrulanmistir. hPTH
geninin hemen yanina yerlestirilen GFP geni, GFP proteini eksprese ederek,
transdiikte hiicrelerin floresan mikroskop altinda incelendiginde yesil renkte
goriintiilenmesini saglayan bir raportor gendir. Bu sayede floresan mikroskop altinda
yapilan incelemede neredeyse tiim hiicrelerin yesil renkte goriindiigii ve transdiikte
oldugu dogrulanmustir. Ikinci olarak kiiltiir besiyerinden alinan 2 giinliik kiiltiir s1vis1
biyokimyasal olarak test edildiginde oldukca yiiksek seviyede ve biyolojik aktif hPTH
degerleri tespit edilmistir. hPTH 0l¢limiinde kullanilan biyokimya cihazinin limitleri
0,0 - 3000 pg/ml arasinda olup, sadece intakt insan PTH’1 [hPTH(1-84)] degerlerini
6lgmektedir. Toplamda 5 adet deney siganiyla galisilmis olup, bu siganlardan dordiine
ait 2 giinlikk kiiltiir besiyerlerinden olgiilen aktif hPTH degerleri 3000 pg/ml’den
yiiksek olarak tespit edilmistir. Floresan mikroskop goriintiileri ve biyokimyasal
6l¢lim sonuglar1 neticesinde, ex vivo ortamda otolog primer hiicrelere basarili sekilde
hPTH gen transferi yapilabildigi ve hiicrelerin beklenildigi sekilde yliksek miktarda
biyolojik aktif hPTH {iretimi ve salgilamasi yapabildigi gosterilmistir.

Ex vivo gen nakli gerceklestirilen hiicreler, sican viicuduna sirt bolgesinden subkutan
olarak enjekte edilmis ve bunu takiben ortalama 3., 15., 30., 45. giinlerde kan
numuneleri alinarak hPTH 06l¢iimii yapilmistir. Tiim deney siganlarinda 45 giinliik
deney siiresi boyunca hPTH tiretimi gosterilmistir. Bu durum ex vivo gen terapisiyle

hipo-PT tedavisi modeli gelistirilebilecegini gostermektedir.

Erigkin sicanlardaki fizyolojik PTH o6l¢lim referans araligi 10-15 pg/ml arasindadir
[60]. Tiim deney si¢anlarinda hPTH firetimi gosterilebilmesine karsin, 6l¢iilen degerler
siganlardaki fizyolojik PTH referans araliginin altinda kalmaktadir. Simdiye kadar tiim
deney siganlarindan Slgiilen en yiiksek hormon degeri ise 10,9 pg/m1’dir. Bu durumun
en temel sebebinin, ex vivo gen terapisiyle basarili sekilde transdiikte edilerek hormon
iretimi yapan hiicrelerin, sigan viicuduna enjekte edilmesinden sonra, sadece ¢ok az
bir miktarinin sigan viicuduna engrafte olmasina karsilik, hiicrelerin ¢ok biiyiik bir
kisminin engrafte olamamasi ve bu sebeple apoptoza girerek Olmesi oldugu
diistiniilmektedir. S6z konusu durumun terapodtik etkinligin c¢ok ciddi oranda

diismesine sebep oldugu goriilmektedir.
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Ex vivo gen terapisi, tedavisi bulunmayan pek ¢ok hastaligin kiiratif tedavisi i¢in umut
vadeden bir yontem olmasma karsin, terapotik etkinlik genel olarak baglica ii¢
faktorden dolay1 sinirlandirilmaktadir: diisiik gen transferi oranlari, gen ekspresyon
seviyelerinin diisiik olmasi ve terapotik hiicrelerin canli viicudundaki diisiik engrafman
oranlart [135]. Tez calismamizda otolog primer hiicrelerin yiiksek transdiiksiyon
oranlar1 sayesinde etkin bir gen transferi saglanabilmistir. Transdiiksiyon sonrasi
kiltiir besiyerinde yiiksek miktarda biyolojik aktif hPTH 6l¢limii sayesinde, aktif
hPTH gen ekspresyonu, hormon iiretimi ve salinimi da dogrulanmistir. Buna karsin,
terapotik hiicrelerin enjeksiyonu sonrasi diisiik engrafman oranlar1 sebebiyle, sican
viicudunda hormon {iretiminin gosterilebilmesine ragmen, Olciilen hPTH degerleri
fizyolojik referans araligmin altinda kalmaktadir. Ozellikle diisiik engrafman
oranlarina, uzun vadede terapdtik genin epigenetik mekanizmalar sebebiyle
sessizlestirilmesi de ilave olabileceginden, terapotik etkinligin zamanla daha da

diismesi riski s6z konusu olabilir [136].

Onlarca makalede, tiim hiicresel temelli tedavilerdeki asilmasi gereken en onemli
zorlugun ve terapinin etkisinin uzun siire devam edememesinin altinda yatan primer
sebep olarak diisiik hiicre engrafmani oranlar1 oldugundan bahsedilmektedir [137-
141]. Hiicresel temelli terapilerde kullanilan hiicrelerin canli viicuduna engrafte
olabilme oranlarm arastiran bazi calismalar yapilmistir. Ornegin ratlardaki omurilik
hasart i¢in kullanilan mezenkimal kok hiicrelerin i.v olarak uygulandigi bir ¢alismada
erken donem engrafman oranlarmmin %15 oldugu [142], baska bir ¢alismada ise
intrakoroner olarak uygulanan mezenkimal kok hiicrelerin, uygulamayi takiben ikinci
haftada sadece %2’lik bir oraninin viicuda engrafte olabildigi gosterilmistir [143].
Diger bir ¢aligmada ise Ozellikle uzun donemdeki hiicre engrafman oranlarinin
olduk¢a diisiik oldugu, hatta uygulanan hiicrelerin %1’inin bile altina distiigii
vurgulanmaktadir [137]. Enjekte edilen hiicrelerin canli viicuduna engrafte
olamamasinin pek ¢ok farkli, komplike sebepleri olmakla beraber, bunlardan biri farkli
hiicre siklusundaki hiicrelerin farkli engrafman 0Ozelligi gdstermelerinden
kaynaklanmaktadir. GO ve G1 fazlarindaki hiicreler enjeksiyon sonrasi engrafte
olabilme 6zelligine sahip olmasina ragmen; S, G2 ve M fazlarindaki hiicreler viicuda
engrafte olamamakta ve bu sebeple zamanla apoptoza girerek ve viicuttan

uzaklastirnlmaktadir [144, 145].
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Hiicresel temelli tedavilerde en 6nemli kisitliligin engrafman oranlarinin ¢ok diisiik
olmasma ilave olarak, yapilan bazi ¢alismalar ozellikle ex vivo gen terapisinde
transdiikte edilerek genetigi manipiile edilen hiicrelerin, genetigi manipiile edilmeyen
hiicrelere kiyasla, engrafman oranlarinin daha da diisiik oldugunu géstermektedir [146,
147]. Bu durum ex vivo gen terapisi sonrasi hiicrelerin engrafman oranlarini,
dolayisiyla terapotik etkinligi daha da diistirmektedir. Baz1 aragtirmacilar bu durumun
iistesinden gelinebilmesi i¢in mega dozlarda hiicre enjekte edilebilecegini vurgularken
[147], pek ¢ok arastirmaci ise hiicrelerin uygun bir tasiyici veya matrix ile beraber
uygulanmasinin engrafman oranlarimi arttiracagindan ve hatta terapdtik etkinligin
arttirtlmast i¢in bunun zorunlu oldugundan bahsetmektedirler [137]. Giiniimiizde
kolajen, ¢itosan, hyaluronik asit, alginat, jelatin, matrijel vs... gibi dogal
biyomateryaller hiicresel tastyicilar (matrix) olarak kullanilmakta, terapotik hiicreler
i¢cin uygun bir mikrogevre olusturarak hiicrelerin canliligini, engrafman oranlarini ve
biiylimelerini tesvik ederek, terapotik etkinligi dnemli Slgiide arttirabilmektedirler

[137, 148, 149].

Viicutta kemik olusumunu tetiklemek icin tasarlanan bir ex vivo gen terapisi
calismasinda, BMP-7 ile transdiikte edilen insan fibroblastlar1 kullanilmis olup, bir
matrijel tasiyictyla beraber enjekte edilen sadece 1000 adet fibroblastin bile kiigiik
kemikgiklerin  olusumunu tetikleyebilmesine karsin, herhangi bir tasiyici
kullanilmadan direk subkutan olarak enjekte edilen 2 milyonun altindaki transdiikte
fibroblastin bile, hi¢bir sekilde kemik dokusu olusumunu tetikleyemedigi gdzlenmistir
[150]. S6z konusu c¢alisma, az miktarda hiicre uygulamasi yapilsa bile, hiicrelerin
uygun bir tastyiciyla beraber uygulanmasinin terapétik etkinligi ¢ok ciddi oranda

arttirdigini gostermektedir.

Tez calisgmamizda hiicreleri PBS icerisinde siispanse ederek ve herhangi bir hiicresel
tastyict kullanmadan direk olarak subkutan enjeksiyonla uyguladigimiz igin,
hiicrelerin ¢ok diislik oranlarda engrafte oldugunu ve bu yiizden tiim hayvanlarda
hPTH tiretimi dogrulansa da, hormon seviyelerinin fizyolojik limitin altinda oldugunu
gozlemledik. Bu sebeple, basarili sekilde ex vivo gen terapisi gergeklestirilen terapotik
hiicreleri, uygun bir hiicresel tasiyiciyla birlikte enjekte ettigimizde, canli viicuduna
cok daha yiiksek oranda engrafte olabileceklerini ve bdylece ¢ok daha yiiksek

seviyelerde hormon iiretimi gergeklestirebileceklerini diistinmekteyiz.
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Herhangi bir terapi modeli gelistirme agsamasinda, uygulama metodu ve dozaj1 oldukca
onemlidir. S6z konusu dozaj belirleme islemi klasik farmakolojik ajanlar i¢in nispeten
kolay ve standardize edilebilir olmasma karsin, hiicresel tabanli terapiler gibi
kompleks biyolojik terapiler i¢in optimal dozajin belirlenebilmesi olduk¢a zordur.
Ornegin kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde hiicresel temelli terapi ydntemleri
10 yildan uzun bir siiredir hastalar {izerinde uygulanmasina ragmen, uygulama icin
optimal bir dozaj ve metod halen belirlenememistir. Pek ¢ok pre-klinik ve klinik
arastirma, hiicresel temelli terapilerin uygulama dozaji ve metodu konusunda

birbiriyle ¢eliskili sonuglar ortaya koymaktadir [151].

Tez ¢aligmamiz, ex vivo gen terapisiyle hipoparatiroidi tedavisi modeli olusturmaya
yonelik ilk ¢alisma oldugundan, hipo-PT tedavisinde kullanilan hiicre dozajini
belirleyebilmek amaciyla kiyaslama yapabilecegimiz herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Uygulanacak hiicre dozaj araliginin kabaca tespit edilebilmesi
acisindan, “ex Vivo gen terapisi” yonteminin kullanildigi diger hastaliklara yonelik
terapi calismalar1 incelendiginde, optimal bir dozaj araliginin olmadigi ve ¢ok
degisken dozajlar kullanildigi goriilmiistiir. Rodentler {izerinde yapilan bazi ex vivo
gen terapisi ¢alismalarinda 18 milyon ve 50 milyon hiicre gibi ¢ok yiiksek dozlar
kullanilmasina karsilik [152], diger bazi ¢alismalarda uygun bir hiicresel tasiyiciyla
beraber uygulanan 300 bin [153] ve 600 bin hiicre [154], ya da tasiyici kullanilmadan
direk enjekte edilen 750 bin hiicre [155] gibi nispeten daha diisiik dozlarin kullanildigi
ve bu diisiik dozlarin bile amaglanan terapotik etkinligin elde edilebilmesini sagladig:

rapor edilmistir.

Uygulanan hiicre dozajlarinin kiyaslamasini yapabilmek i¢in terapi metodu ve model
canli tiirti kadar, uygulama yolunun da benzer olmasi gerekmektedir [151]. Bu sebeple
deney modelimizle benzerlik gostermesi agisindan literatiirdeki “rodentler iizerinde ex
vivo gen terapisi uygulanan ve uygulamanin subkutan yolla yapildigi” diger ¢alismalar
incelenmistir. Bu caligmalarin neredeyse tiimiinde kullanilan terapdtik hiicrelerin,
uygun bir hiicresel tastyiciyla (matrix) beraber uygulandigi veya hiicrelerin bir doku
iskelesine emdirilerek uygulandigi goriilmistiir. Bahsedilen ¢aligmalardan ikisinde 1
milyon terap6tik hiicre kullanilmis olup; bunlardan birinde hiicreler alginata enkapsiile
edilerek [156], digerinde ise tip 1 kolajenle karistirtlarak [157] uygulama yapilmistir.

S6z konusu caligsmalardan {igiinde 2 milyon hiicre kullanilmig, bunlardan birinde

hiicreler kolajenle [158], digerinde matrijelle karistirilarak [159], obiiriinde ise bir
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doku iskelesine emdirilerek [160] uygulanmistir. 2 milyon {izerinde hiicrenin
kullanildig1 ¢aligmalar da olup, bunlardan birinde kolajen siingere emdirilmis 2-4
milyon hiicre [161], digerinde ise bir doku iskelesine emdirilmis 8 milyon hiicre [162],
subkutan olarak uygulanmistir. S6z konusu bahsedilen tiim ¢alismalarda, farkli hiicre
dozajlart uygulanmasma ragmen, beklenen terapdtik etkinligin gozlendigi rapor

edilmistir.

“Rodentler iizerinde gerceklestirilen ve subkutan uygulama yapilan ex vivo gen
terapisi” ¢alismalarinda optimal bir hiicre dozaji olmadigindan, hem farkli dozajlar
denemek icin, hem de uygulama metodunun optimize edilebilmesi i¢in kullanilan 5
adet deney sicanina, 300 bin ile 3 milyon araliginda olacak sekilde, degisken
dozajlarda transdiikte hiicre, subkutan olarak enjekte edilmistir. Bunun sonucunda
terapotik etkinligin artan hiicre dozajiyla beraber genelde dogru orantili olarak arttigi
gbzlenmesine ragmen, tam manasiyla bir lineer dogru orant1 gézlenmemistir. Bunun
sebebinin terapdtik etkinligi etkileyen tek faktoriin uygulanan hiicre dozajlar1 olmayip,
ayrica hiicrelerin geng veya senesens doneminde olmalari, canli viicuduna engrafte
olabilme oranlari, bolinme sayilari, yasam siklusundaki dénemleri (GO, G1, S, G2,
M), hiicrelerin saglik durumlar1 ve engrafte olan hiicre tiirlerindeki farklilik (dermal
kok hiicre veya dermal fibroblast) gibi pek c¢ok degiskenin de terapotik etkinligi
belirgin sekilde etkilemesi kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

EX vivo gen terapisinde uygulanan hiicre dozajlarinin ve terapétik etkinligin arasindaki
baglantiy1 arastiran bazi ¢alismalarda, bizim ¢alismamizda da oldugu gibi, artan hiicre
dozlariyla birlikte terapdtik etkinligin de dogru orantili olarak arttigi gozlenmistir
[150]. Daga A. ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada EPO ile transdiikte edilen insan
kemik iligi kok hiicrelerinin optimal terapotik dozajinin belirlenebilmesi i¢in, farkli
dozlardaki transdiikte hiicreler (500 bin, 1,5 milyon, 5 milyon ve 10 milyon) farelere
subkutan olarak uygulanmistir. Bu ¢alismada 500 bin hiicrenin bile farelerde terapotik
bir etki meydana getirebilecegini ve terapdtik etkinin artan hiicre dozlartyla beraber
dogru orantili olarak arttigin1 gostermistir. Bununla beraber, ayn1 ¢calismada 5 milyon
ile 10 milyon hiicre uygulamasinin arasinda bariz bir terap6tik fark olmadigini da rapor
etmistir. Bu bulgular 1s18inda bir degerlendirme yapildiginda, terapoétik etkinligin artan
hiicre dozlariyla dogru orantili olarak artti§i ancak belli bir siir degerin {lizerine
cikildiginda, dogru orantinin gecerli olmadig1 goriilmektedir. Yine ayni ¢alismada,

terapotik hiicrelerin bir hiicresel tasiyict kullanilmadan enjekte edilme yontemi ile,
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hiicrelerin bir tasiyiciyla beraber subkutan olarak uygulanmasi arasindaki fark da
arastirmis olup, tastyict kullaniminin hem terapotik etkiyi hem de etki siiresini bariz
sekilde arttirdigi gosterilmistir [163]. Tez c¢alismamizdan e¢lde edilen veriler,
literatiirdeki diger calismalarla kiyaslanarak degerlendirildiginde, enjekte etmis
oldugumuz hiicre dozajlarinin yeterli olmasina ragmen, s6z konusu hiicrelerin uygun
bir hiicresel tasiyiciyla beraber enjekte edilmedigi i¢in, sadece ¢ok kii¢iik bir oraninin
viicuda engrafte olabildigi ve bu yilizden sigan viicudundan 6l¢iilen hPTH degerlerinin

de fizyolojik degerlerin altinda kaldig1 diistiniilmektedir.

Ex vivo gen terapisinde karsilasilan zorluklardan bir digeri de, genoma entegre olabilen
vektorlerle transdiikte edilen hiicrelerdeki terapotik genin, bir siire sonra
ekspresyonunun tam veya kismi olarak, hiicresel mekanizmalar tarafindan
sessizlestirilebilmesidir [164]. Simdiye kadar yapilmis pek ¢ok ¢aligmada, ex vivo gen
terapisi sayesinde transdiikte edilen hiicreler, canli viicuduna enjekte edildikten sonra
basarili sekilde engrafte olabilse bile, bir siire sonra terapotik genin ekspresyon
seviyelerinin diistiigli gosterilmistir. Bu durumun primer sebeplerinden birinin
transgenin (terapotik gen) metilasyonu, digerinin ise histon deasetilasyonu oldugu
diisiiniilmekle beraber, s6z konusu durumun ardinda heniiz aydinlatilamamis baska
mekanizmalarin oldugu da tahmin edilmektedir [165]. Ancak, LV vektorlerin tercih
edildigi diger bazi ex vivo gen terapisi c¢alismalarinda da, terapdtik genin
sessizlestirilmediginden ve ekspesyonuna devam ederek uzun siireler boyunca
terapotik etkinlik gosterdiginden bahsedilmektedir [166]. Dolayisiyla s6z konusu

durum i¢in birbiriyle ¢eliskili sonuglar iddia eden ¢alismalar mevcuttur.

Yaptigimiz bir 6n ¢alismada, primer hiicreler basarili sekilde transdiikte edildikten
sonra, hiicrelerin bulundugu kiiltiir plagindaki 2 giinliik besiyerinden yapilan 6l¢timde
3000 pg/ml’den daha yiiksek oranda hPTH tespit edilmesine ragmen, bundan yaklasik
10 giin sonra yapilan Olglimde hormon seviyesinin 1980 pg/ml’ye diistiigi
Olctimlenmistir. Bu durum, terapdtik genin zaman igerisinde hiicresel epigenetik
mekanizmalar tarafindan kismen sessizlestirilebildigini diisiindiirmektedir. So6z
konusu durumun, kullanmis oldugumuz promotor dizinin, sitomegaloviriise ait ve
oldukca agresif bir promotor olan CMV promotoru olmasi nedeniyle tetiklenmis
olabilecegini diisiinmekteyiz. Literatiirde, CMV promotorunun kullanildig: pek ¢ok ex
ViVO gen terapisi ¢alismasinda da, zaman igerisinde s6z konusu promotorun etkisinde

olan terapdtik genin belli oranlarda sessizlestirildigine iliskin raporlar mevcuttur [165,
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167, 168]. Bununla beraber kullanilan CMV promotorunun, dokuya spesifik bir
promotor ile yer degistirmesi durumunda, terapdtik genin ¢ok daha uzun siireler
boyunca, sessizlestirilmeden eksprese olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur
[168]. Ayrica terapotik genin “insulator” dizilerle ¢evrelenmesi ve/veya ilave
“enhancer” diziler eklenmesi de terapotik genin (transgen) uzun siireler boyunca
sessizlestirilmeden eksprese olabilmesini saglayabilmektedir [169, 170]. Ex vivo gen
terapisinde transgenin sessizlestirilmesini onlemek i¢in kullanilabilecek diger bir
strateji de, terapotik genin sessizlestirilmesinde gorevli epigenetik mekanizmalari,
hiicre kiiltlirli agsamasinda kimyasal ajanlarla bloke ettikten sonra, hiicrelerin canl
viicuduna enjekte edilmesidir. Bu amagla gerceklestirilen bir calismada, transdiikte
edilen hiicreler DNA metilasyonunu Onlemek icin kullanilan bir ajana
(azadeoxycytidine) maruz birakildiklarinda, terapotik geni tam 11 kat; histon
deasetilasyonunu o6nlemek i¢in kullanilan baska bir ajana (trichostatin A) maruz
birakildiklarinda ise tam 9 kat daha fazla eksprese ettikleri gozlenmistir [164].
Dolayistyla LV vektor ile beraber CMV promotoru kullandigimiz bu ¢alismamizda,
terapdtik genin zaman igerisinde bir miktar sessizlestirilebilme olasiligina ragmen,
yukarida bahsedilen stratejilerden birinin kullanilarak bu durumun Oniine

gecilebilmesi miimkiindiir.

Insulator diziler, hem kromatindeki aktif transkripsiyonel iinitelerin arasina sinir
koyarak birbirinden ayiran, hem de genomdaki heterokromatin bdlgelere sinir
koyarak, genom igerisinde sinirsizca yayilmasina engel olan DNA dizileridir [171].
Bu ozellikleri sayesinde cevreledikleri geni, civar bolgelerdeki kromatinin gen
ekspresyonunu modifiye edici etkisinden koruduklar1 gibi, civardaki diger genleri de
kendi cevreledigi gene ait enhancer ve promotor bolgelerin etkisinden ayristirirlar
[172]. Insulator dizilerin ex vivo gen terapisinde kullanimlarinin pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Ik avantajlari, dnceki paragrafta da bahsedildigi gibi terapdtik geni,
sonradan  gerceklesebilecek cevresel kromatin modifikasyonlart nedeniyle
sessizlestirilmeye kars1 koruyarak uzun siire eksprese edilebilmesini saglamaktir.
Ikinci avantajlari, terapotik genin diizenlenmesi i¢in kullamlan giiglii promotor ve
enhancer dizilerin, civar bolgelerdeki diger genlerle etkilesimlerini sinirlandirarak,
olas1 bir insersiyonel onkogenezin 6niine gecilebilmesini saglamaktir. Onceden de
bahsedildigi gibi SIN 6zellikli son jenerasyon LV vektorlerin kullanimi nedeniyle

herhangi bir klinik arastirmaya katilan katilimcida insersiyonel onkogenez gelisimi
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gozlenmemesine ve kullanimlarinin giivenli olusuna ragmen [113], genoma entegre
olabilen tiim vektorlerde teorik olarak da olsa insersiyonel mutagenez riski sz konusu
olabilir. Ayrica CMV gibi gii¢lii viral promotor bolgelerin insersiyonel mutageneze
daha yiiksek oranda yol agabilmeleri miimkiindiir. Tasarimi bizim ¢alismamiza
benzeyecek sekilde, gili¢lii bir viral promotorun ve ayni zamanda SIN ozellikli
lentiviral vektorlerin kullanildigi bir ¢alismada, terapdtik genin insulator diziler ile
¢evrelenmesinin, terap6tik agidan daha da giivenli olabilecegi belirtilmektedir [173].
Tim bunlarin haricinde, transdiiksiyon agsamasinda terapotik gen, kromatin icerisinde
okromatin 6zellikli bir bolgeye entegre olabilecegi gibi, heretokromatin 6zellikli bir
bolgeye de entegre olabilir ve bu sebeple ekspresyonu baskilanabilir. Ancak insulator
dizilerin kullanimiyla bu durumun da istesinden gelinerek, heterokromatinin
pozisyonel etkisi asilabilir ve terapotik genin eksprese olmasi saglanilabilir [174].
Insulator dizilerin s6z konusu avantajlari goz Oniline alindiginda, gelecek
calismalarimizda mevcut vektor tasarimimiza uygun insulator dizilerin eklenilerek,
calisma tasariminin gelistirilmesi ve bdylece terapotik genin hem daha yiiksek
miktarda hem de daha uzun siireler boyunca eksprese olabilecegi, maksimal diizeyde

giivenli bir vektor tasarlanilmasi planlanmaktadir.

Ex vivo gen terapisinde terapdtik etkinligin siiresi; kullanilan vektor tiiriine - tasarimina
(kullanilan promotor tiirii, enhancer veya insulator dizilerin kullanilip kullanilmamasi,
kullanildiysa tiirleri, terap6tik genin boyutu vs...), terapotik hiicre tiiriine (fibroblast,
mezenkimal kok hiicre vs...) - sayisina - saglik durumlarina - yasam dongiilerine -
kaynagina (otolog veya allojenik kaynakli), hiicrelerin belirli bir tasiyiciyla birlikte
uygulanip uygulanmamasina, tasiyici kullanilmigsa bunun tiirline, uygulama yapilan
viicut bolgesine, uygulama yapilan canlinin genel saghik durumuna, her zaman
ongoriilemeyen epigenetik modifikasyonlara (DNA metilasyonu veya histon
deasetilasyonu gibi) vs... gore pek c¢ok farkli degiskenden etkilenmektedir. Bu
sebeplerle pek ¢ok ex vivo gen terapisi calismasinda terapotik etkinlik siireleri
birbirinden oldukca farklidir. Bizim ¢aligsma tasarimimiza benzerligi a¢isindan model
hayvan olarak rodentlerin, vektor olarak ise genoma entegre olabilen vektorlerin (LV
veya RV vektorler) kullanildig: farkli ex vivo gen terapisi ¢alismalari incelendiginde,
farkli ¢aligmalarda terapotik etkinligin siirelerinin birbirinden oldukga farkli olabildigi
rapor edilmistir. Bu calismalardan bazilarinda terapotik etkinligin 2 ay [175],
bazilarinda 4 ay [162], bazilarinda 5 ay [159], bazilarinda 7 ay [156] vs... boyunca
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devam edebileceginden bahsedilmekte olup, goézlemlenen sonuglar birbirinden
olduke¢a degiskendir. Hayvan deneyleri haricinde klinik arastirma fazina gegen ya da
onay alip piyasaya siiriilen ex vivo gen terapileri de mevcuttur. Bu ¢alismalardan
bazilar1 incelenecek olursa, tek doz gen terapisi uygulamasi sonrasinda, s6z konusu
terapilerden bir kisminin 6 ay boyunca terapoétik etkinlik gosterebildigi, bazilarinin ise
38 ay gibi ¢ok daha uzun bir siire etkinlik gosterebildigi rapor edilmistir [176].
Gorildiugu gibi tek doz uygulama sonrasinda bile, ex Vivo gen terapilerinin terapotik
etkinlii uzun siireler boyunca devam edebilmekle beraber, ¢alismalarin

metodolojisine gore degiskenlik gosterebilmektedir.

Bizim ¢alismamizda ise transdiikte edilen hiicreler, canli viicuduna enjekte edildikten
sonra en az 45 giin boyunca canli viicudunda hormon {iretimi gézlemlenilebilmistir.
Ancak canli viicudundaki hormon seviyeleri, fizyolojik degerlerin altinda kaldigindan,
calismaya daha uzun aylar boyunca devam edilmemistir. Terapotik zaman araliginin
belirlenilebilmesi i¢in, dncelikle deney tasariminin diizenlenilerek, transdiikte edilen
hiicrelerin uygun bir hiicresel tasiyiciyla beraber subkutan olarak enjekte edilmesi ve
hPTH’1in fizyolojik referans deger araliginda {iretiminin gergeklestirilebilmesi
gerekmektedir.  Fizyolojik referans degerleri arasinda hormon  iiretimi
gergeklestirilebildikten sonra ise dlglilen hormon degerlerin ne kadar siire boyunca
kanda terapétik diizey araliginda stabil olarak kalabildiginin tespiti sayesinde terapdtik
stirenin belirlenebilmesi miimkiindiir. Daga A. ve arkadaslari, ytiriitmiis olduklar1 ex
Vivo gen terapisi ¢alismasinda, herhangi bir hiicresel tasiyict kullanilmadan subkutan
olarak enjekte edilen hiicrelerle gerceklestirdikleri denemede, terapdtik etkinligin 5.
haftadan sonra hizla diisilis géstermesine ragmen, ayn1 hiicrelerin bir doku iskelesiyle
beraber subkutan olarak uygulandiginda, terapdtik etkinligin 14 hafta boyunca devam
edebildigini gostermislerdir [163]. Bu sebeple ilerleyen zamanlarda uygun bir hiicresel
tasiyict kullanarak hem terapoétik etkinligi arttirip hem de terapdtik siireyi uzatmayi

planlamaktay1z.

Literatiirdeki baz1 makaleler, ex vivo gen terapisi sonrasinda canli viicudunda terapdtik
gene ait protein seviyelerinin zamana bagl diislisiiniin temel sebebini, terapotik
hiicrelerin ortadan kalkmasina baglarken [159], diger baz1 makaleler ise bu durumu
bliyiik olciide terapotik genin epigenetik mekanizmalar tarafindan sessizlestirilmesine
baglamaktadirlar [163]. Biz deney siiremizi ¢ok uzun bir doneme yaymayip 45 giin ile

siurli tuttugumuz igin ¢ok belirgin bir hormon diisiisii gézlemlemedik. Ancak deneye
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devam edildigi takdirde, zamana bagli hormon diisiislerinin gézlenmesi beklenen bir
durumdur. Bu durumun ne sekilde asilabileceginden de Onceki paragraflarda

bahsedilmistir.

Neeltje A. ve arkadaslari, tipki bizim ¢alismamizin tasarimina benzer sekilde, vektor
olarak LV vektorleri, terapotik gen olarak ise insana ait “faktor 8”1 kullandiklari bir ex
Vivo gen terapisi ¢alismasi gergeklestirdiklerinde, yine bizim caligmamiza benzer
sekilde transdiiksiyon sonrasi hiicre kiiltiirli besiyerinde oldukga yiiksek seviyelerde
faktor 8 tespit etmistirler. Yiiksek oranlarda faktor 8 iireten bu terapotik hiicrelerin
sigana enjeksiyonu sonrasinda, sigan serumundan yapilan biyokimyasal 6l¢timlerde ise
oldukga diisiikk miktarlarda faktor 8 tespit edilebilmistir (fizyolojik seviyenin %5’inin
bile altinda kalacak sekilde). Daha sonra yaptiklari arastirmalarda, c¢alismada
kullanilan siganlarin, transgenik olarak iiretilen insan faktor 8’ine karst yliksek
miktarda antikor iirettiklerini, bu antikorlarin dolasimdaki faktor 8'i notralize ettigini
ve bu sebeple de yapilan biyokimyasal analizlerde diisiik miktarda faktor 8 olglimii
alindigini tespit etmislerdir. Uretilen sdz konusu antikorlarmn, faktér § iireten
transgenik hiicrelerin de zamanla ortadan kaldirilmasinda gorevli olabilecegini
eklemislerdir [177]. Calisma tasarimimizla olduk¢a benzer olan bu arastirma, bizim
calismamizda da canli viicudunda hPTH’a karsi olasi bir immun yanitin meydana
gelerek, anti-hPTH antikorlarinin {iretiminin olabilecegini isaret etmekte olabilir. S6z
konusu durum, si¢can serumundan Olgiilen transgenik hPTH o6lgiimlerimizdeki
diistikliigiin ve zaman igerisinde meydana gelen hormon dalgalanmalarinin da sebebi
olabilecegini akla getirmektedir. Ancak bu durumdan emin olabilmek adina, sonraki

calismalarda canli viicudundan anti-hPTH antikoru 6l¢iimii yapilmasi gerekmektedir.

Literatiirdeki diger kaynaklar incelendiginde ve ex vivo gen terapisinin subkutan yolla
uygulandig1 diger calismalar géz oniine alindiginda, terapdtik hiicre enjeksiyonunu
takiben maksimal terapotik etkinin ortaya ¢ikmasi icin gegen siire, ¢ogu makalede
farklilik gostermektedir. Terapotik hiicre enjeksiyonunu takiben maksimal etkinligin
ortaya ¢ikmasi igin gecen siire bazi makalelerde 1 hafta [162], bazilarinda 2 hafta
[163], bazilarinda 3 hafta [156] ya da daha degisken olarak rapor edilmektedir. Bizim
calismamizda ise genellikle hormon seviyelerinin, enjeksiyonu takiben, 3. ve 4.
haftalarda genel bir yiikselis gosterdigi, bazi hayvanlarda zamana bagli hormonal
dalgalanmalarin goriildiigii, fakat bununla beraber tiim deney siireci boyunca kandan

hormon tespit edilebildigi goriilmektedir. 15 giinliik araliklarla yapilan 6l¢iimlerden
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elde edilen hPTH degerlerinde, zamana bagl olarak bazen dalgali sonuglar elde
edilmesinin sebebinin, pek c¢ok degisken faktoriin biraraya gelmis olmasindan
kaynaklandigr  diistiniilmektedir. = Zamana bagli  hormon  seviyelerindeki
dalgalanmalarin, terapide kullanilan hiicrelerin boliinme sayilarinin farklt olmasi,
hiicrelerin yasam donemlerindeki farklilik (geng - senesens), hiicrelerin sikluslarindaki
farklilik, hiicrelerin canli viicuduna engrafte olma yiizdeleri, engrafte olan hiicrelerin
tiirleri (primer fibroblastlarin m1 yoksa dermal kdkenli kok hiicrelerin mi daha yiiksek
oranda engrafte oldugu), zamanla terapotik genin ne oranda sessizlestirildigi, zaman
icerisinde sicanlarda transgenik hPTH’a karsi antikor olusup olusmadigi, hayvan
viicudunda hPTH’1 degrede eden enzimlerin zamana bagli liretim miktarlarindaki
degiskenlik ve hatta hayvanin genel saglik durumu vs... gibi pek ¢ok degiskene bagh
olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bu sebeplerin tiimii hesaba katildiginda,
Olciilen hPTH degerlerinde zaman igerisinde dalgalanmalarin olmasi beklenilen bir

durumdur.

Hem sican viicudunda iiretilen hPTH seviyesini yiikseltebilmek, hem terapétik siireyi
uzatabilmek hem de s6z konusu hormon dalgalanmalarini azaltabilmek igin gelecek
calismalarda baglica li¢ strateji planlanmaktadir. Bunlardan ilki, daha once de
bahsedildigi gibi hiicreleri uygun bir hiicresel tasiyici ile beraber enjekte ederek, hiicre
engrafman oranlarini ve viabilitesini arttirabilmek, bu sayede terapétik hormon tiretim
miktarin1 fizyolojik araliga yiikseltebilmek ve terapotik siireyi belirgin sekilde
arttirabilmektir. Ikinci strateji, heterojen bir hiicre toplulugu olan otolog primer
hiicreler yerine (primer fibroblastlar + dermal kokenli mezenkimal kok hiicreler)
homojen bir hiicre toplulugu olan sican mezenkimal kok hiicrelerini kullanmaktir.
Daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi hem primer fibroblastlar hem de
mezenkimal kok hiicreler ex vivo gen terapisi i¢in elverisli hiicre tiirleri olup, her ikisi
de s6z konusu amaglarla ¢esitli ¢alismalarda kullanilmistir. Ancak primer sican
fibroblastlarinin senesense girmeden dnce boliinme kapasiteleri en iyi ihtimalle 15-20
iken [124], sigan mezenkimal kok hiicreleri senesense girmeden dnce 90 kereden fazla
kez boliiniip gogalabilmektedirler [178]. Kullanmis oldugumuz LV vektdrlerin hiicre
genomuna entegre olabilme avantajin1 ve mezenkimal kok hiicrelerin ¢ok daha fazla
boliinebilme yetenegini gz dniinde bulundurursak, sonraki ¢alismalarda hiicre tiirii
olarak mezenkimal kok hiicrelerin kullaniminin terapinin etkinligini ve siiresini

arttirmak igin bir avantaj olabilecegi diisiiniilmektedir. Ugiincii strateji ise vektdr
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tasarimina insulator dizilerin eklenerek terapotik genin ekspresyon seviyesini ve

terapotik siireyi daha da arttirabilmek olarak planlanmaktadir.

“Pubmed” ve “Google Akademik™ veri tabanlarinin taranmasi sonucu, hipo-PT
tedavisi amaciyla gliniimiize kadar sadece 9 adet ‘“gen terapisi” ¢alismasinin
yuritildigi goriilmekte olup, ¢alismalarin tiimii hayvanlar tizerinde gerceklestirilmis
ve klinik arastirma fazina gecilmemistir [179-187]. Bu calismalardan 8’1 genetik
aktarim metodu olarak “in vivo yontem”i kullanmis olup, bizim ¢alismamizda oldugu
gibi ¢cok daha giivenli bir yontem olan “eX vivo yontem”i kullanan sadece 1 arastirma
bulunmaktadir. Ancak s6z konusu bu aragtirmanin tasarimi da bizim ¢aligmamizdan
farkl1 olup, otolog primer hiicreler yerine, temini daha kolay olan allojenik kaynakli
hematopoietik kok hiicreler kullanilmis, vektor olarak ise LV vektorler yerine gama
RV vektorler tercih edilmistir. [186].

Tez ¢aligmamiz, hipo-PT tedavisi amaciyla otolog primer hiicrelerin kullanildig: ilk ex
Vivo gen terapisi calismasidir. Ayrica hipo-PT icin gergeklestirilen gen terapisi
calismalar1 arasinda vektor olarak LV vektorlerin kullanildig ilk ¢alisma olmaktadir.
Hipo-PT tedavisi amaciyla yiiriitiilen 9 adet gen terapisi ¢alismasinin 7’si vektor olarak
plazmidleri tercih ederken, sadece iki ¢alismada viral vektorler kullanilmis, bunlardan
birinde gama RV vektorler [186], digerinde ise AV vektorler [179] tercih edilmistir.
Tezin genel bilgiler boliimiinde de bahsedilmis oldugu gibi, AV vektorler
tiretimlerinin daha kolay ve transdiiksiyon oranlarinin daha yiiksek olmasina karsin,
genoma entegre olmayan vektorler oldugundan terapotik etki siireleri, genoma entegre
olan vektorlere kiyasla daha kisa siireli olmaktadir. AV vektorler ve in vivo yontemin
kullanilmig oldugu bu ¢alismada, hPTH geni tagiyan AV vektorler, sicanlarin parotid
bezlerine direk olarak enjekte edilmis ve enjeksiyondan 48 saat sonra alinan serum
numunesinde ortalama 43 pg/ml hormon tespit edilmistir. Elde edilen hormon
seviyesinin klinik olarak anlamli olmasina ragmen, ¢alisma 2. giinde sonlandirilmis
olup, terapinin uzun vadedeki etkinligi arastirilmamastir. S6z konusu ¢alismada vektor
olarak AV vektorlerin kullanilmasi sebebiyle, ¢alisma uzun vadede degerlendirilmis
olsaydi, terapétik etkinligin genoma entegre olan vektorlerin kullanildig1 ¢alismalara
kiyasla daha hizli diismesinin s6z konusu olabilecegi diisiiniilmektedir [179]. Vektor
olarak gama RV vektorlerin kullanildigi diger hipo-PT tedavisine yonelik gen terapisi
caligmasinda ise terapotik etkinligin 3 ay boyunca devam ettigi belirtilmistir [186].

Bununla beraber, genel bilgiler boliimiinde de bahsedildigi lizere, RV vektorlerin
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genoma entegrasyon profilleri, LV vektorlere kiyasla daha farkli olup, insersiyonal
onkogenez riskleri daha yiiksektir. S6z konusu sebeplerle ¢alismamizda, tiretiminin
daha zahmetli olmasia ragmen, kullanimlar1 daha giivenli olan SIN o6zellikli ve

transfer plazmidi {i¢iincii nesile ait olan LV vektorler tercih edilmistir.

Literatiirdeki hipo-PT tedavisine yonelik non-viral vektorlerin kullanildig: diger 7 adet
In vivo gen terapisi ¢alismasi incelendiginde, bunlarin vektdr olarak plazmidleri
kullandiklar1 ve PTH genini tasiyan s6z konusu plazmidlerin direk olarak viicuda
enjekte edilerek uygulandigi goriilmektedir (sadece 1 ¢alismada oral uygulama
yapilmig) [180-185, 187]. Plazmidlerin viicuda direk olarak enjekte edilmesinin,
plazmidlerin yerlesebilecekleri organlar ve hiicreler 6ngoriilemeyecegi igin, €X VIVO
terapiye kiyasla daha riskli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica direk olarak viicuda
enjeksiyonla uygulanan plazmidler, genoma entegre olmadigindan, tedavinin terapotik
stiresi, genoma entegre olan viral vektorlerle yapilan uygulamalara kiyasla daha
siirlidir. S6z konusu 7 adet in vivo gen terapisi ¢alismasindan 4’ Cince dilinde
yayimmlanmis oldugu i¢in, ¢aligmanin yontem ve tasarimlar1 hakkinda detayli bilgilere
ulagilamamaktadir [183-185, 187]. Geriye kalan 3 ¢alismanin 2’sinde ise PTH geni
tagtyan plazmidler direk enjeksiyon yoluyla viicuda uygulanmis olup, enjeksiyonu
takiben 2 giin sonra serumdaki PTH seviyeleri oldukca yiiksek degerlere ulasmis olsa
bile, her iki ¢calismada da terapiyi takiben 1 ay sonra hormon seviyelerinin terapotik
sinirlarin altina diistiigiinden bahsedilmektedir [181, 182]. Dolayisiyla herhangi bir
viral vektor kullanilmaksizin direk olarak plazmidlerin uygulandig1r calismalarda,
terapdtik siire nispeten daha kisa olmaktadir. S6z konusu son ¢aligmada ise PTH(1-34)
DNA’s1, polimerik bir misele enkapsiile edilerek oral yolla uygulanmis ve uygulamay1
takiben 1 hafta sonunda ¢esitli organlarda PTH DNA’sinin tespit edildigi ve serum
PTH degerlerinin yiikseldiginden bahsedilmistir [180]. Bununla beraber s6z konusu
calismada PTH DNA’simin kontrolsiizce tiim viicuda dagilmasi ve terapétik stirenin de

sinirlt olmasi istenmeyen bir durumdur.

Caligmamiz literatiirdeki hipo-PT i¢in gen terapisi yaklasimini kullanan diger 9
caligma arasinda hem “otolog primer hiicrelerin kullanildig1 ilk ex vivo gen terapisi”

hem de “LV vektorlerin” kullanildig: ilk calismadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamiz hipo-PT tedaviside hem “otolog primer hiicrelerin kullanildig ilk ex vivo
gen terapisi” ¢alismasi olup, hem de s6z konusu hastaligin tedavisinde vektor olarak

“LV vektorler”in kullanilmis oldugu ilk calismadir.

Calismamizda olasi bir immun red yasanmamasi amaciyla otolog primer hiicreler
kullanilmis olup, her deney siganindan ayr1 ayr1 alinan deri numunelerinden, sadece
s06z konusu sicana 6zgii otolog primer hiicreler kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir. Diger
yandan LentiX konakg¢1 hiicre hattinda, ii¢lii plazmid ko-transfeksiyon yontemiyle,
terapotik gen olan hPTH DNA’sin1 tastyan lentiviral vektorler iiretilmistir. Uretilen
vektorlerle otolog primer hiicreler basarili bir sekilde transdiikte edildikten sonra,
terapotik gen olan hPTH geninin hiicrelerin genomuna entegre olarak, hiicrelerin
yiiksek miktarda hPTH tiretimi yaptiklar: hem floresan mikroskop goriintiileriyle, hem
de biyokimyasal testlerle dogrulanmistir. S6z konusu terapétik hiicreler, steril izotonik
icerisinde siispanse edilerek sicana sirt bolgesinden subkutan olarak enjekte edilmis ve
uygulama sonrasinda 45 giin boyunca 15 giinde bir alinan kan numunelerinden hPTH

analizi yapilmistir.

Biyokimyasal 6l¢iimlerde, tiim deney sicanlarinda hPTH iiretimi dogrulanmis olup, ex
Vivo gen terapisi ile hipo-PT tedavisinin miimkiin olabilecegi gosterilmistir. Bununla
beraber, transdiikte hiicrelerin kiiltir ortaminda yiiksek miktarlarda hPTH iiretip
salgilamalarima karsin, enjeksiyon sonrasi sicanlardan aliman kan numunelerinden
Olciilen hPTH degerleri, fizyolojik referans deger araliginin altinda kalmaktadir.
Bunun en temel sebebinin enjekte edilmis olan terapotik hiicrelerin sadece ¢ok az bir
kisminin canli viicuduna engrafte olabilmesi, geri kalan ¢ok daha biiyiik bir kisminin

ise engrafte olamadigi i¢in viicuttan uzaklastirilmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan literatiir incelemelerinde hiicresel temelli terapilerin en biiyiik kisitliliginin,
uygulama sonrast c¢ok diisiik miktarlardaki hiicre engrafman oranlar1 oldugu
goriilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda ise genetigi modifiye edilmis hiicrelerin, modifiye

edilmemis hiicrelere kiyasla engrafman oranlarinin daha da diisiik oldugundan
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bahsedilmektedir. Bununla beraber yine pek ¢ok ¢aligmada terapotik hiicrelerin uygun
bir hiicresel tasiyici (matriks) ile beraber enjekte edildiginde hiicrelerin viabilite ve
engrafman ylizdelerinin ¢ok ciddi oranlarda arttigindan, dolayisiyla hem terapotik
etkinligin hem de terapdtik siirenin bariz sekilde arttigindan bahsedilmektedir. Bu
yiizden ileride yapilacak olan ¢alismalarda, s6z konusu terapotik hiicrelerin engratman
oranlarinin ve terap6tik etkinin arttirtlabilmesi i¢in uygun bir matriksle beraber enjekte

edilmesi planlanmaktadir.

Herhangi bir terapi modeli gelistirme asamasinda, uygulama metodu ve dozaji oldukca
onemlidir. S6z konusu dozaj belirleme islemi klasik farmakolojik ajanlar i¢in nispeten
kolay ve standardize edilebilir olmasina karsin, hiicresel tabanli terapiler gibi
kompleks biyolojik terapiler i¢cin optimal dozajin belirlenebilmesi olduk¢a zordur. Bu
sebeple s6z konusu terapdtik hiicrelerin viicuda engrafman oranlarinin arttirilmasina
yonelik calismalar basariyla tamamlanip, canlidaki hPTH iiretim miktarlari
yiikseltildikten sonra, terapi i¢in uygun dozaj araliginin belirlenmesi gerekmektedir.
Bunun i¢in farkl deney gruplarina farkli dozajlarda hiicreler enjekte edilip denemeler
yapilarak, hangi hiicre dozaj araliginin fizyolojik PTH referans deger araligina

ulasilabilmesi i¢in gerekli oldugu tespit edilebilmelidir.

Calismamizda sigan deri numunesinden kiiltiire edilen otolog primer hiicreler
kullanilmig olup, s6z konusu hiicreler ¢ok biiyiik oranda dermal fibroblastlar ve daha
az miktarda dermal kokenli kok hiicrelerden olusan heterojen bir hiicre toplulugudur.
Her iki hiicre tiirli de ex vivo gen terapilerinde kullanilmak iizere tercih edilen hiicre
tirleridir. Ancak s6z konusu hiicrelerin bdliinme sayilar1 ve engrafman oranlari
birbirinden farkli oldugu icin, terapi uygulamasi sonrasi sicanlardan alinan hPTH
Ol¢iimlerindeki zamana bagli dalgalanmalarin en temel sebeplerinden birinin
bahsedilen durumdan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Bu sebeple 6zellikle ileride
yapilmast planlanan dozaj belirleme calismalarinda, ayni tiir hiicrelerden olusan
homojen bir hiicre kiiltiiriyle ¢alisilmasinin daha avantajli oldugu diisiintilmektedir.
Ozellikle bdliinme sayilarinin ve engrafman oranlarmin daha yiiksek olusu sebebiyle,
sicanlardan liretilebilecek olan otolog mezenkimal kok hiicreler, gelecek ¢aligmalarda

kullanilmak i¢in ideal olabilir.

Ileride yapilmasi1 planlanan c¢alismalarla uygun terapétik hiicre dozaji belirlendikten
sonra, terapOtik siirenin de uzatilabilmesi igin bir takim stratejiler gelistirilebilir.

Bunun i¢in ¢alismada kullanilan CMV promotorunun yerine, baska bir promotor
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tercih edilebilir, hiicre kiiltiiriine epigenetik metilasyonu veya histon deasetilasyonunu
inhibe edici ajanlar eklenilerek terapotik genin ekspresyon seviyesi ve siiresi
uzatilabilir, ya da vektor tasarimina ilave insulator diziler eklenilebilir. S6z konusu
insulator diziler sayesinde hem terapdtik genin, ¢evresel kromatinin ekspresyonu
baskilayici etkilerinden izole edilebilmesi ve bdylelikle daha uzun siireler boyunca
eksprese olabilmesi saglanilabilir, hem de vektor tasariminin giivenilirligi daha da
arttirilabilir. Daha uzun vadede ise terapotik gen olan hPTH’ 1in kontrollii salinimini
saglayabilmek igin, indiiklenebilir bir promotor bolge tercih edilerek yeniden
tasarlanan LV vektorler sayesinde, hPTH 1n sadece istenilen zamanlarda salgilanmasi

icin yeni ¢aligsmalar planlanilabilir.

Sonu¢ olarak, si¢anlarda ex vivo gen terapisi ile hipo-PT tedavisinin
gerceklestirilebilecegini gosterebilmekle beraber, s6z konusu uygulamanin insanlar
tizerinde klinik arastirma fazina gegebilmesinden dnce katedilmesi gereken oldukca
uzun bir yol bulunmaktadir. Bunun i¢in uygulama yonteminin optimize edilerek hPTH
seviyelerinin fizyolojik deger araligmma g¢ikarilabilmesi, zaman igerisinde olusan
hormon dalgalanmalarinin 6niine gecilebilmesi, optimal hiicre dozajinin belirlenmesi
icin yapilmast gereken c¢aligmalar ve terapotik etkinin miimkiin oldugunca

uzatilabilmesine yonelik yeni ¢alismalar planlanilmalidir.

Gergeklestirmis oldugumuz “ex vivo gen terapisi ile hipo-PT tedavisi modeli
olusturma” adli g¢alisgmamizin metodolojisi 1ileri diizeyde optimize edilebildigi
takdirde, gen terapisi ile tedavi edilebilecek diger hormon veya enzim eksikliklerine
bagl hastaliklar i¢in de uyarlanarak, yeni tedavi modellerinin gelistirilmesine katkida

bulunabilir.
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