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1. OZET

UZUN QT SENDROMLU TRANSGENIK VE VAHSI TiP FARELERDEN
PLURIPOTENT KOK HUCRE URETILMESI VE KARDIYOMIiYOSITE
FARKLILASTIRILARAK HASTALIK FENOTIPININ INCELENMESI

Uyarilmis pluripotent kok (UPK) hiicreler, somatik hiicrelere Sox2, Ki1f4 ve Oct4 gibi
embriyonik kok hiicrelere 6zgii transkipsiyon faktorlerinin aktarilmasi sonucu somatik
hiicrelerin yeniden programlanmasi ile elde edilebilmektedir. Kanalopati olarak
siiflandirilan bir iyon kanali bozuklugu olan UQTS nun en yaygin tipi UQTS-1’in
genetik temeli KCNQ1 geninde mutasyonlara bagli voltaj kapili K* kanalinin normal
islev gosterememesi aksiyon potansiyel siiresinde ve QT araliginda uzamaya neden
olusturabilmektedir. Insanlarda UQTS mekanizmasi ve tedavi yontemleri
aragtirtlirken, insan iizerinde deneysel girisimler ve hasta kaynakli hiicrelerin
temininde karsilagilan etik kisitlamalar sebebiyle UQTS transgenik fare modelleri
yaygin olarak kullanilan énemli bir stratejidir. Onemli olarak, UQTS nun molekiiler
mekanizmalarmin anlagilmasi ve yeni tedavi yontemleri gelistirilmesine olanak
saglayabilecek transgenik fare modellerinde UPK hiicre temelli ¢alismalar literatiirde
yer almamaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, literatiirde bir ilk olarak, Kengl” ve
Kcng1A340F/AS40E mutasyonlar tasiyan transgenik fare soylarmin somatik hiicreleri
lentiviral bir vektor araciligiyla yeniden programlanmis ve bu pluripotent kok hiicreler
embriyonel cisimcik yontemi ile biiylime faktorlerinin yonlendirmesi kullanilarak
kardiyomiyosite farklilagtirilmistir. Sonug¢ olarak, EKG analizinde QT araligindaki
vahsi tip farelere gore transgenik farelerde tespit edilen uzama, UQTS fare kdkenli in
vitro iretilen UPK hiicre temelli kardiyomiyosit hiicrelerinde vahsi tipe gore
istatistiksel uzama gosterildi (p= 0.001, p<0.05). Sonug olarak, UQTS’lu transgenik
fareler kullanilarak, UPK temelli kardiyomiyositler ile in vitro hastalik modeli

olusturuldu.

Anahtar Kelimeler: Embriyonik kok hiicre (EKH), Uyarilmis pluripotent kok (UPK) hiicre,
Uzun QT sendromu (UQTS), KCNQ1, kardiyomiyosit, elektrokardiyografi (EKG),
ventrikiiler aritmi.

*Bu arastirma TUBITAK 1003 Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi
tarafindan 2135192 nolu Proje kapsaminda desteklenmistir.



2. ABSTRACT

GENERATION OF INDUCED PLURIPOTENT STEM CELL DERIVED
CARDIOMYOCYTES FROM LONG QT-SYNDROME MOUSE MODEL FOR
DISEASE MODELING

Yamanaka and colleagues optimized reprogramming of adult fully differentiated
mouse fibroblasts in 2006 and human somatic cells in 2007 to induced pluripotent stem
cells (iPSC) by a set of transcription factors term as Sox2, KIf4, Oct4 and c-Myc. There
are variety of UPK derived cardiovascular disease modelling studies. Cardiac diseases,
whether inherited or acquired, is the most common reason of mortality worldwide.
Mutations in KCNQ1 gene encoding voltage gated K* channel cause ion channel
abnormalities resulting arrhythmias, prolongation of action potential duration and QT
interval. Due to limitations of research on human and ethical concerns, LQTS
transgenic mouse models are widely used. In literature, mouse iPSC derived LQTS
disease phenotype studies are not provided. In this thesis research, we have obtained
two transgenic LQTS mouse models that are either a knock-out (Kcngl™) or acquired
a mutation (Kcngl A340/A3408y in Kcngl gene from Dr. Pfeifer Lab. Mouse embryonic
fibroblasts are isolated from transgenic mice and fibroblasts are reprogrammed into
IPSCs via lentivirus. First in literature, LQTS transgenic mice derived iPSCs were
differentiated into cardiomyocytes by embriyoid body formation and small molecules.
In conclusion, ECG anaysis showed that transgenic mice have QT interval
prolongation compared with the wild type mice in vivo. LQTS transgenic mice specific
IPSC derived cardiomyocytes also showed QT prolongation compared to wild type
ESC derived cardiomyocytes (p=0.001, p<0.05).

Key Words: Embryonic stem cells, induced pluripotent stem cell (iPSC), Long QT syndrome
(LQTS), KCNQL1, cardiomyocyte, elecrocardiography (ECG), ventricular arrhythmia.

*This study was supported by TUBITAK under 1003 Scientific and Technological Research
Projects Funding Program by project no: 2135192.



3. GIRIS VE AMAC

Yamanaka ve c¢aligma arkadaslari, 2006 yilinda somatik hiicrelerinin, lentiviriis
kullanilarak embriyonik kok hiicrelerde (EKH) goriilen Sox2, Oct4 ve Klf-4
transkripsiyon faktorlerinin gen aktarimi yolu ile yeniden programlanmasini
bulmuslardir (1). Somatik hiicrelerin Yamanaka faktorleri de denilen transkripsiyon
faktorleri ile yeniden programlanmasi sonucu olusan hiicreler uyarilmis pluripotent
kok (UPK, iPSC, induced pluripotent stem cell) hiicre olarak adlandirilmistir (2).
Yamanaka faktorlerini aktarmak icin lentiviriise alternatif olarak c¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler genoma entegre olanlar ve genoma entegre olmayanlar
olarak iki ana baslik altinda toplanmaktadir. Lentiviriis yontemi, genoma entegre olan
bir sistem olarak fare somatik hiicrelerinin UPK hiicrelerine yeniden
programlanmasinda yaygin olarak kullanilan ve optimize edilmis bir sistemdir (3).
Elde edilen UPK hiicreleri koken aldiklari somatik hiicrelerinin genetik yapisini
tasirlar (4). Bu nedenle, UPK hiicreleri hasta kokenli organizmalardan elde edilip
hastalik fenotipini gosteren hiicrelere farklilastirildiklarinda hastalik modellenmesi ile
arastirmacilar i¢cin avantajli hale gelmektedirler. Diinya genelinde kalp ve damar
hastaliklari, 6liim riskinin en yiiksek nedeni olarak gilinlimiizde karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu nedenle, literatiirde, UPK hiicreleri kullanilarak kalp hastaliklarinin modellenmesi

ve tedavisinin arastirilmasina kapsamli yer verilmektedir.

Uzun QT (UQT, LQT) Sendromu, popiilasyonda 1:2000 - 1:2500 yayginlikla goriilen,
iyon kanali bozuklugu ile kalp ritim bozukluguna neden olan bir kanalopatidir (5).
Klinikte tespit edilerek literatiire aktarilan UQTS’nun 15 alt tipi bulunmaktadir.
Romano-Ward sendromu (RWS) ve Jervell and Lange-Nielsen sendromu (JLNS),
UQTS’nun iki farkli kalitimsal formudur. RWS kalitimsal ve otozomal dominant
penetrans gosterirken, JLNS nadir resesif olarak kalitilir ve sagirlik, QT araliginda
uzama hastalik fenotipinde gozlemlenir. Iyon kanali bozukluklar1 arasinda
siiflandirilan UQTS, KCNQ1 geninde tespit edilen 300°den fazla, farkli mutasyonlar
ile iligkilendirilmistir (6, 7). UQTS-1’in genetik temeli KCNQ1 geninde mutasyonlara
bagh voltaj kapili K* kanalinin normal islev gosterememesi aksiyon potansiyel
siiresinde ve QT araliginda uzamaya neden olusturabilmektedir (8). insanlarda UQTS

mekanizmasi ve tedavi yontemleri arastirilirken, insan lizerinde deneysel girisimler ve



hasta kaynakli hiicrelerin temininde karsilasilan etik kisitlamalar sebebiyle UQTS
transgenik fare modelleri yaygin olarak kullanilan O6nemli bir stratejidir. UQTS
transgenik fare modelleri, Iks’y1 kodlayan KCNQ1 ve KCNEL genlerindeki
mutasyonlar sonucu gelistirilmistir (9-11). Pfeifer ve ¢alisma arkadaslari, C57BI/6
kokenli fareler ile KCNQ1 genindeki iki mutasyon (Kcngl”, KenglA340E/A340Ey g
transgenik fare soylari olusturarak hastaligin in vivo modelini olusturmuslardir (12,
13). Kcnel™ transgenik fare soylarinda, insanlardaki JLNS fenotipine benzer ile
paralel i¢ kulak abnormalitesi goriilirken, KCNE1 mutasyonuna bagli kardiyak

fenotip transgenik farelerde tam olarak modellenememistir.

EKG analizi incelendiginde, Kcngl” transgenik fareleri, in vivo, Kkardiyak
repolarizasyonlarinda abnormalite gostermektedir. Boylece, KCNQL1 geni ile kodlanan
K" kanalinin hem i¢ kulak homeostazinda hem de kardiyak fonksiyonunda 6nemli bir
yere sahip oldugu kanitlanmistir. Benzer olarak, insanda homozigot KCNQ1 gen
mutasyonu sonucu isitme kaybi goriilmektedir (14). 2004 yilinda yapilan ¢alismada
ise mutasyon sonucu olusan EKG fenotipinin, insanda goriilen ritim bozuklugu
genotipine paralel olmasi amaglanmistir (13). Farelerde KCNQ1 genindeki A340E
mutasyonu, insanlarda A341E mutasyonu olarak goriiliitken UQTS’nin otozomal
dominant formunu modellemektedir (15). KCNQ1 genindeki A340E nokta mutasyonu
olusturulan transgenik farelerin EKG sonugclar incelendiginde uzun QT araligi RWS
modeline benzer gorilmistir (13). Olusturulan transgenik fare soyu kardiyak

aritminin in vivo modelini saglamistir .

UPK hiicreleri ile in vitro hastalik modelleri (disease-on-a-dish) olusturularak toksisite
caligmalari, ilag kesfi ve kisiye spesifik hiicresel tedavide sinirsiz hiicre kaynagi
saglamaktadir (16, 17). Kardiyovaskiiler hastaliklarda ise bireylerin kalp hiicrelerinin
kiiltiir ortamina alinarak calisilmasinda yasanan zorluk ve transgenik fare sayisindaki
kisitlilik, UPK hiicrelerini hiicresel tedavi ve rejenerasyon caligmalarinda kullanilan

yaygin bir kaynak haline getirmistir (18).

Onemli olarak, UQTS nun molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasi ve yeni tedavi

yontemleri gelistirilmesine olanak saglayabilecek transgenik fare modellerinde UPK



hiicre temelli ¢aligmalar ve hastalik fenotipinin in vivo ve in vitro karsilagtirilmasi ve

ayrintili incelenmesi literatiirde yer almamaktadir.

Bu yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda; UQTS-1 modeli Kcngl” veya
Kcng1A340E/A340E gihj 2 farkli mutasyon tastyan transgenik farelerin somatik hiicreleri
UPK hiicrelerine yeniden programlanmasi ve kardiyomiyositlere farklilagtirilmasi ile
“disease-on-a-dish” UQTS hastalik modeli olusturulacaktir (1, 2, 19). Pluripotent kok
hiicre temelli kardiyomiyositlerin MUSCLEMOTION goriintiileme ve fonksiyon
analizleri ile 6zelliklerinin EKG sonuglari ile karsilastirmali olarak incelenmesi ve
karakterizasyonu yapilacaktir (12, 13, 20). Onemli olarak, UQTS hastalik fenotipinin
incelenmesi ve kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarimm in vivo hayvan modelleri
tizerinde denenebilmesine olanak saglamasi, UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler ile

cogaltilabilir ve yenilenebilir hiicre kaynagi olusturulmasi amaglanmistir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Kalp Gelisimi

Kalp embriyogenez siirecinde fonksiyonellik kazanan ilk organdir. Kalp histolojik
olarak endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyum olmak iizere i¢ten disa dogru li¢
tabakadan olusur. En i¢ tabaka endokardiyum endotel hiicrelerinden olusur ve
miyokardiyum ile baglantilidir. Miyokardiyum kalbin kardiyomiyositlerce zengin kas
dokusunu olusturur. Epikardiyum ise tiim kalp katmanlarmi distan sararak fibroz
perikardiyum ile kalbi korumaktadir (21). Gastrulasyon asamasinda sag ve sol olarak
asimetrik bir yapiya sahiptir. Kardiyak progenitorler, gastrulasyonda intraembriyonik
mezodermden koken alirlar. Kardiyak progenitorler, kalbin ilk olusum alani olan
embriyonun mezodermal kraniyal lateral bolgesine yerleserek primer kalp alani (First
heart field: FHF) kardiyak kresenti bulunduran kardiyojenik bolgeyi olustururlar.
NKX2-5 ve GATA4 transkripsiyon faktorleri, kalp gelisiminin erken doneminde
kardiyak progenitorlerde ve bu hiicrelerden koken alan kalp kasi hiicrelerinde ifade
edilir. Bu transkripsiyon faktorlerinin kalp gelisimindeki gorevini anlamak amaciyla
gelistirilen NKX2.5 geni susturulmus transgenik farelerde tiibiiler kalp kivrimlanmasi
ve kraniyal-kaudal yapida anomali ile kalp gelisimindeki bozukluklara bagli
embriyonik lethalite goriilmektedir (22). Transgenik farelerde GATA4 geni
susturuldugunda ise kardiyomiyosit sayisinda azalmaya bagli miyokard yapida
zayiflama gozlenir (23). NKX2-5 ve GATA4 genleri, birbirlerinin promotér bolgelerine
baglanarak transkripsiyonel kontrol icermesi nedeni ile birbirlerinin ekspresyonunu
etkilerler. GATA4, NKX2-5 ekspresyonunu destekler ve GATA4 promotdr bolgeleri
fonksiyonel NKX2-5 baglanma bolgeleri igerir (24).

Kardiyojenik bolgede, vaskiiler endokardiyal tiipler insanda 15. giinde, farede E7.5’ta
gelisir (Sekil 4.1.1). Kraniyal endodermden salgilanan vaskiiler endotel biiyiime
faktori (VEGF) ile vaskiilogenez tetiklenir. Sadece endotelden olusan primitif kalp
tiipl atriyum, ventrikill ve endokardiyum progenitor hiicrelerini igerir (25). Primitif
kalp tipii etrafimm saran mezoderm, kardiyomiyosit progenitorleri igerir.
Miyokardiyum ve miyokardiyumu olusturan endokardiyal tiipler miyokardiyum
tarafindan salgilanan kardiyak jelly ile birbirinden ayrilir. Epikardiyum, mezodermal

hiicre populasyonundan koken alarak miyokardiyumun dis ¢evresine goc eder.



Miyokardiyal hiicreler FHF gelisimi devam ederken cogalarak arteriyal ve vendz
boslugu olustururlar. Bu bolgeleri olusturan hiicrelerin kaynagi sekonder kalp alani
(SHF, second heart field) olarak adlandirilir. Posteriyor SHF olusumu Wnt2 sinyal
yolagi tizerinden gergeklesmektedir. Anteriyor SHF gelismesi, retinoik asit bagiml
mekanizma ile kontrol edilip (26) kardiyak kresent olusum agamasinda, FGF10 ve
ISL1 genleri SHF’1 olusturan hiicreler tarafindan ifade edilir (27-29). FGF8, TBX1 ve
MEF2C genleri, SHF 1n anteriyor bolgesinde gen ifadesi olur ve sag ventrikiil ¢ikis
yolunda rolii vardir (30-32).

Kardiyak Primitif Kalp Kalp Tiipt Erigkin Kalp
Kresent Tiipt
Insan 15. giin 20. giin 30. giin 40. giin ve sonrast
Fare E7.5 E8 E10-12 E14-18

Sekil 4.1.1. Insanda ve farede kalp gelisimi (33)

4.2. Kalpte Elektriksel Aktivite ve Aksiyon Potansiyel

Kalp gelisimi sonrasi1 fonksiyonel ve spontan olarak atmaya devam eder. Kalpte
sinoatriyal nod’da (SA) bulunan pacemaker hiicreleri spontan depolarizasyon
(otomatisite) ozellikleri ile aksiyon potansiyeli olusturarak kalbin spontan olarak
atmasini saglar. Miyokardiyal hiicrelerin depolarizasyonu olusturan aksiyon
potansiyeli, atriyumdan ventrikiillere 6zel doku iletim sistemi ile iletilir.
Elektrokardiyogram dalgalar1, kalpteki iletim sistemini algilayarak QRS kompleksinin

analiz edilmesini saglar.

Miyokardiyal hiicreleri kisa ve dallanmis morfoloji gostererek birbirlerine gap

baglantilar1 ile baglanirlar. Gap baglantilari, bu hiicreler arasinda elektriksel sinaps



olustururlar. Birbiriyle gap baglantilar1 ile birlesen hiicre gruplarina miyokardiyum adi
verilir. Miyokardiyum fonksiyonel bir iinite olarak sinsisyum halinde aksiyon
potansiyelin olustugu hiicrelerden, baglanti kurduklari hiicrelere aktarilarak atimi
gergeklestirirler. Atriyum ve ventrikiil miyokardiyal hiicreleri birbirlerinden fibroz
iskelet ile ayrilirlar. Bu nedenle, impulslar atriyumda olusarak atriyumdaki
miyokardiyal hiicrelerin, ventrikiildeki miyokardiyal hiicrelerden 6nce uyarimi

saglanir.

Normal bir kalpte, SA nod, sag atriyumda siiperiyor vena cavanin acildigi bolgede yer
alir ve kalbin primer pacemaker: olarak gorev yapar. Diger pacemaker bdolgeleri,
atriyoventrikiiler nod (AV) ve Purkinje fiberleridir. Purkinje fiberleri, 6zellesmis
iletim sistemidir, elektriksel sinyalleri atriyoventrikiiler demete (His demeti) iletir. AV

demeti sag ve sol olarak iki dala ayrilir ve kalp apeksine dogru uzanirlar.

SA nod hiicreleri, dinlenme potansiyelinde devam edemezler. Bunun yerine, diastol
asamasinda SA nod, yavas spontan depolarizasyon yani pacemaker potansiyeli
olusturur. Membran potansiyeli -60 mV ile baslayarak asamali depolarizasyon sonucu
-40 mV olan esik seviyesine ulasarak aksiyon potansiyelini bu hiicrelerde olusturur.
Aksiyon potansiyeli, kasilan hiicrelerde sarkolemma boyunca ilerler ve T- tiibiil’de L-
tip Ca*? kanallarin1 hiicre membraninda agar. Ca*? hiicre igerisine girer, sarkoplazmik
retikulumdaki ryanodin reseptér Ca*? (RyR) kanali acilir. RyR kanali acildiginda,
sarkoplazmik retikulumda depolanan Ca*™ sitozole salimir. RyR kanallarinimn
actlmasiyla toplu Ca*?sinyali olusur. Bu sinyal, Ca*? iyonlarinin troponine baglanmasi
ile kardiyak kasinda kasilma-gevseme kinetigini baslatir. Bu kinetige Ca*? bagimli
Ca*? salmim da denir. Ciinkii miyokardiyal RyR kanallari Ca*? baglanmasi ile

acilmaktadir (34).

Kardiyak kasi, ¢izgili kas ile benzer olarak gevser. Sitoplazmik Ca*? konsantrasyonu
diiser, Ca*? troponinden ayrilir. Miyozin, aktinden ayrilir ve filamentler dinlenme
haline geri doner. Ca*? iyonlar1 sarkoplazmik retikuluma Ca*? —ATPase yardimiyla
geri déner. Ca*2’nin konsantrasyonu ayn1 zamanda Na*/ Ca*? kanali ile hiicre disina

salmarak, sitoplazmada diiser. Her Ca*? iyonu 3 Na' iyonu ile yer degistirerek



elektrokimyasal gradiyenti diisiiriir. iceri giren Na* ise Na*/K* ATPase ile hiicre disina
cikartilir (35, 36).

Sinoatriyal diigiimde olusan impulslarin, atriyum miyokardindan ventrikiil
miyokardina diizenli olarak yayillmasi sonucunda kalpte ritmik kasilmalar
olugsmaktadir. Ritmik kasilmalar uyari sonucunda kardiyomiyositlerin membran
potansiyelinde degisikliklere sebep olmaktadir. Ventrikiiler, miyokardiyal ve purkinje
liflerinden kayit edilen aksiyon potansiyelleri Faz 0, 1, 2, 3 ve 4 olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 4.2.1) (37).

Faz 0: En kisa siiren fazdir. Na* kanallar1 hizlica agilir, sodyum hiicre igine girer ve

membran depolarizasyonu gerceklesir.

Faz 1: Na' kanallart kapanir, CI" hiicre igerisine girmeye baglar ve kismi

repolarizasyon gergeklesir.

Faz 2: K* hiicre disina yavas olarak ¢ikarken, Na* ve CI hiicre i¢ine yavasc¢a girer.

Olusan plato faz1 aksiyon potansiyelin en uzun asamasidir.

Faz 3: Na* ve Ca* yavas giris kanallar1 kapanir ve K* icin hizli kanal aktivasyonu

devam eder. Boylece repolarizasyonun son fazi olusur.

Faz 4: Aksiyon potansiyel biter ve dinlenme faz1 baglar. Sodyum/Potasyum pompasi

sayesinde iyonlar dinlenme durumundaki hiicre i¢i konsantrasyonlarina doner.

K, Cl (disar1)
L1z (gegici disa dogru)
i Ca*? (igeri), K* (disar1)
I, (vavas K dogrultucu)

+52 mV I¢y:z (uzun Ca)

2

Na* (igeri)

Iy, (hizh) 0 3 K* (disar1)
I, (vavas K dogrultucu)
I, (hzh K dogrultucu)
Iy, (igeri dogrultucu)
96 mV 4 4
200 ms
K" (igeri)

Iy, (iceri dogrultucu)

Sekil 4.2.1. Ventrikiiler aksiyon potansiyeli ve aksiyon potansiyel fazlari (38)



Insan ve farelerde iyon kanallar1 benzer olmasina ragmen elektrofizyolojik farkliliklar
gostermektedir. Fare kalbi, insan kalbinin 10 kat1 kadar hizl1 atmaktadir. Bu nedenle
farelerde aksiyon potansiyeli daha kisa ve farkli repolarizasyon K iyon akimi
gozlenmektedir. Vahsi tip farelerde, aksiyon potansiyel grafigi tiggen seklinde olup
plato goriilmemektedir (Sekil 4.2.2) (39).

Fare

.
.
-
.
-
-
~
-~
-~
.
.
.-
..

APD,, |

Sekil 4.2.2. Insan ve fare APD grafigi (40)

4.3. Elektrokardiyografi (EKG)

Elektrokardiyografi (EKG) yontemi ile kalbin elektriksel sinyali deriye yerlestirilen
yiizey elektrotlar1 araciligiyla kaydedilebilmektedir. Normal bir EKG sinyali P, QRS
kompleksi ve T olmak iizere li¢ dalgadan olusmaktadir (Sekil 4.3.1). P dalgasi
kulakgiklarin kasilmasimi (depolarizasyon), QRS kompleksi karinciklarin aktif hale
gelerek kasilmasmmi ve T dalgas1 aktif hale gelen kulakgiklarin gevsemesini
(repolarizasyon) gostermektedir. EKG sinyalinde QT uzunlugu, QRS kompleksinin

baslangiciyla T dalgasinin bitimine kadar olan siire olarak tanimlanmaktadir (41, 42).

Insanlarda temel repolarizasyon akimlari Ixs Ve lxr, K* iyonunun hiicre disina ¢ikisi ile
olusur. Farelerde, temel repolarizasyon akimlari ise hizli ve yavas gecici hiicre dist
yonlit K* akim (Trof Ve ltos), hizli aktive, yavas inaktive geciken diizenleyici akimlardir
(delayed rectifier current, lIksi, lks2). Bu kanallar1 kodlayan genlerde olusan
mutasyonlar, farelerde insanlara gore daha ciddi semptomlar olusturmaktadir. Insan
ve farede EKG grafigi incelendiginde Sekil 4.3.1’deki gibi elektrofizyolojik
farkliliklar g6zlemlenmektedir. Farelerde tagiaritmi sonrasi ani 6liim insalardaki kadar

yaygin goriilmemektedir (39).
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QRS ‘QRS’
T
0 0.5 10 0O 50 100

ms

Sekil 4.3.1. Insan ve fare EKG grafigi (40)

4.4. Invitro Elektrofizyolojik Analizler

Miyokardiyum hiicrelerinin kasilip gevsemesi, hiicre ici ve hiicre dis1 iyon degisimi
ile gergeklesmektedir. Hiicre disinda konsantrasyonu yiiksek olan Na* iyonun hiicre
igerisine girmesi hiicre membran potansiyelinin degigsmesine sebep olmaktadir. Olugan
potansiyel degisim ile voltaj duyarl L tip Ca*? kanallar1 acilarak hiicre icerisine Ca*?
girisi baslar. Hiicre ici Ca*® konsantrasyonun artmasi, sarkoplazmik RyR kanalin
acarak sarkoplazmik retikulumdaki Ca*? rezervlerinin sitoplazmaya salinmasini saglar
(Sekil 4.4.1). Sitoplazmadaki Ca*? artis1 ile kas kasilmas1 gergeklesir (43). Bu nedenle,
Ca? goriintiileme kardiyomiyosit hiicrelerinin elektrofizyolojik incelenmesinde

bagvurulan 6nemli bir tekniktir.

T-tubdl

Sitozol

[ )
Kasilma ! oCa
Ny —, A

—— >

e <
=_——

Sarkomer

Sekil 4.4.1. Sarkoplazmik retikulum ve Ca*? mekanizmas1 (44)
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Rhod-2, Fura-2 veya Fluo-4 gibi kalsiyum degisimine duyarl sentetik boyalar ticari
olarak bulunmaktadir. Floresan dzellikli Ca*? isaretleyiciler, hiicre ici kalsiyumun
artmasi ile paralel olarak sahip olduklar1 floresan siddetini arttirarak kalsiyum

degisimlerinin gézlenmesini saglamaktadir (45).

In vivo veya primer kardiyomiyosit kiiltiirleri ile yapilan g¢aligmalarda Ca*?
gorintiileme hiicrelerin saglik durumlar1 veya uygulanan miidahalenin incelenmesinde
siklikla bagvurulan bir tekniktir (46, 47). Benzer sekilde, kok hiicre kokenli
kardiyomiyosit ¢alismalarinda da kullanilan Ca*™ gériintiileme kardiyomiyosit
hiicrelerinin karakterizasyonuna ve ila¢ denemelerinin etki mekanizmasini incelemeye
olanak saglamaktadir (48, 49). Ca*? goriintiilemenin UPK hiicre temelli hastalik

modeli ¢aligsmalarinda kullanabilinecek bir metod oldugu gosterilmistir (7).

Yama kiskaci, multielektrot dizileri (MEA) ve Ca' degisimine duyarli sentetik
boyalar yaygin olarak elektrofizyolojik analizlerde kullanilmaktadir. Kullanilan bu
yontemler, deneylerin yapildig1 ortama, kardiyomiyosit kaynagina ve analizi yapilan
hiicre kiiltiiriiniin yapisinin 2 boyutlu veya 3 boyutlu olmasina gore degismektedir. Son
yillarda, video kayitlari alinan kardiyomiyosit kiiltiirlerinin analizini var olan
algoritmalar kullanilarak, maliyeti diisiik sekilde yapmayi saglayan ile analiz
MUSCLEMOTION metodu gelistirilmistir (20). MUSCLEMOTION analizi, 1s1k
mikroskobu video kaydi ve goriintiilerin Image] programina yiiklenmesi ile
gerceklestirilebilmektedir. MUSCLEMOTION c¢alisma prensibinde, videolarda
gorlintii kareleri arasindaki dinamik piksel degisimleri kullanilarak referans atim
olmayan boélge ile kardiyomiyosit kasilma ve gevseme grafigi olusturulmaktadir. Tek
hiicreden olusan, 2 boyutlu insan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler, kardiyak
organoidleri, yapay kardiyomiyosit tabakalari, izole edilmis tavsan kalbi ve zebra

baliklar1 ile yapilan calismalar ile yapilan analizler literatiirde gosterilmistir (20).
4.5. Embriyonik Kok Hiicre (EKH)

[k pluripotensi hiicre hatt1 fare ve insan germ hiicre tiimoriinden farklilasmanin
olmadigi bolgeden elde edilmistir (50-52). Elde edilen hiicreler, devamli bir sekilde

kiltire edilerek, ii¢ germ yapragina; endoderm, mezoderm ve ektoderme
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farklilagtirilabilmistir (53). Ancak, kanser kokenli kok hiicreler, klinik uygulamalarda

etkili bir model olusturamamaktadir.

1998’de pluripotent kok hiicrelerin, insan blastosistlerinin i¢ hiicre kiitlesinden ve
erken fetal germ hiicrelerinden eldesi ile ilgili makale yayinlanmistir (54-56). Kok
hiicreler, embriyolarda, i¢ hiicre kiitlesi hiicrelerinden (Sekil 4.5.1.), embriyonik
ektodermden ve fetal genital ¢ikintidan elde edilen primordiyal germ hiicrelerinden
koken alarak elde edilebilirler (57, 58). EKH, kendini yenileme 6zelligi ile ¢cogalma
ve pluripotensi 6zelliklerini tagirlar. Diger onemli 6zellikleri ise 3 germ yapragi olan
ektoderm, endoderm ve mezoderme farklilasma kapasitesine sahip olmalaridir. Bu
hiicreler, yiiksek niikleo-sitoplazmik orani ve telomeraz aktivitesi gosterirler. EKH,
yiiksek endojen alkalen fosfataz aktivitesi ve niiklear, hiicre yiizey pluripotensi
belirtegleri ile karakterize edilirler. Hiicreler koloni halinde canliliklarina devam
ederler, Ornegin siispanse ortamda bir yere tutunmadan 3 boyutlu yapilart ve
embriyonel cisimcikleri olustururlar. Ayrica, EKH immiin sistemi baskilanmis SCID
farelere enjekte edildiginde in vivo, 3 germ yapragina doniigerek teratoma olusturma
kapasitesine sahiptir. Ayni1 zamanda bu hiicreler, fare modellerinde blastosist igerisine

enjekte edildiginde kimera olusturma kapasitesine sahiptir.

Fare EKH mitotik olarak bdliinmesi durdurulmug fare embriyonik fibroblast (FEF)
hiicreleri lizerinde serum ve leukaemia inhibitory factor (LIF) varliginda kiiltiire
edilirler. LIF sitokini, EKH’lerin kendini yenileme ve pluripotensi 6zelliklerinin
devam etmesini saglar. LIF, interlokin (IL)-6 grubuna ait c¢oziinebilen bir
glikoproteindir (59, 60). LIF, LIF-reseptoriin heterodimer bolgesine baglanarak
STATS3 sinyalinin aktive olmasini saglar (61). Serum olmadiginda, LIF, fare EKH
pluripotensisini devam ettirememektedir. Bunun yaninda, LIF, bone morphogenetic
protein-4 (BMP4) ile birlikte kullanildiginda EKH farklilasmasini engeller (62). BMP-
4, Smad yolagi lizerinden ID (inhibitor of differentiation) gen ifadesini indiikler. ID
ekspresyonunun fazla olmasi ile EKH, LIF, BMP-4 veya seruma ihtiya¢ olmadan

prolifere olurlar.
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Sekil 4.5.1. Embriyonik kok hiicre izolasyon ve kiiltiiriinii 6zetler sema

EKH, gelisimsel biyoloji ve hiicresel farklilasma calismalarinda énemli bir model
sistem olusturur. EKH blastosistleden elde edildiginde ise somatik hiicre tiplerine
farklilagtirilarak ~ hiicresel  tedavilerde  kullanilir.  Fare  EKH,  genom
manipulasyonlarinda, transgenik farelerin in vivo elde edilmesinde, fare kimera

olusturulmasinda yaygin olarak kullanilir (63).

Totipotent kok hiicreler, morula evresindeki embriyoda embriyonik tim doku
tiplerinin yaninda ekstra embriyonik dokuya da farklilasma potansiyeline sahiptir.
Pluripotent kok hiicreler ise ekstra embriyonik doku disinda diger tiim hiicre tiplerine
farklilagabilirler. Kiiltlir ortaminda insan ve fare embriyonik kok hiicreleri farkli
ozellikler gosterirler. Insan EKH, daha yavas biiyiiyerek morfolojik olarak 2 boyutlu
goriintli olustururken, fare EKH, hizli bityiiyerek 3 boyutlu morfolojiye yakindir (64).
Insan EKH bazik fibroblast bilyiime faktdrii (bFGF) ile kiiltiire edilirken, fare EKH’ler
LIF ile uzun siire pluripotensi 6zelligini koruyarak FEF hiicreleri iizerinde kiiltiire
edilebilirler (54, 56, 65, 66). Klinik uygulamalar amaciyla {iretilen insan EKH
kullanilmasi i¢in FEF hiicreleri tizerinde kiiltiire edilmesi, hayvan kdkenli patojenlerin
insanlara bulasma riski olmasi nedeni ile tercih edilmemektedir. Bu nedenle, insan
EKH, matrigel ve vitronektin gibi ekstraseliiler matriksleri ile FEF hiicreleri igermeyen
ortamda da kiiltiire edilirler (67, 68).

4.6. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre (UPKH, iPSC)

Kok hiicre biyolojisi alaninda son yillarda gerceklesen en 6nemli gelisme farede 2006,
2007 yilinda insanda somatik hiicrelerin EKH 6zgii transkripsiyon faktor kokteyli ile
pluripotent 6zellik kazanarak yeniden programlanmasidir (1, 2, 69, 70). Yamanaka
faktorleri olarak literatiirde gegen OCT4, KLF4, SOX2 ve C-MYC ve (OSKM) genleri
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ile yapilan viral transdiiksiyon (Sekil 4.6.1), fare fibroblast hiicrelerinin uyarilmisg
pluripotent kok (UPK, induced pluripotent stem cell: iPSC) hiicrelere yeniden

programlanmasini saglamaistir.

. KIf4,Box2,m Kardiyomiyosit
Yeniden Oct4,®-MycZ
Programlama

Adiposit

0 e dtiate Néral Hiicreler
Erigkin Somatik UPK Pankreatik B- Hiicreleri
Hucreler Hucreleri

Hematopoetik Progenitér Hiicreler

Sekil 4.6.1. UPK hiicrelerinin Yamanaka faktorleri ile tiretilmesi ve gelisimsel potasiyelini
Ozetler sematik

Somatik hiicrelerin EKH’lere yeniden programlanmasinda farkli yontemler
kullanilabilmektedir (70). Bu yontemler, genoma entegre olan retroviral, lentiviral
sistemler ve genoma entegre olmayan sistemler ile gerceklestirilir (71-73).
Adenoviriisler ve Sendai viriis genoma entegre olmayan viral sistemler olarak
kullanilir (74). Genoma entegre olan sistemler daha sonra tetrasiklin bagimli vektorler
gelistirilerek kontrol edilmistir (tetO-FUW-OSKM, FUW-m2rtTA). Tet-ON ve Tet-
OFF sistemler olusturulmustur. Tet-ON sistemde tetR varliginda, tetrasiklin kimyasali
Tet promoter bolgesine baglanarak, OSKM genlerinin ekspresyonunu agar. Tetrasiklin
ortamdan ¢ikarildiginda, lentiviriis kaynakli ekzogenik OSKM ekspresyonu kapanir,
hiicreler endojenik ekspresyonlarina devam eder. Bu sistemler kullanilarak genoma
entegre olan sistemler kontrol edilen sistemler haline getirilmistir (3). Plazmid
DNA’lar, piggyBac transpozonlar, rekombinant proteinler, mRNA’lar ve valporoik
asit benzeri kiigiik molekiiller gibi viral olmayan yontemler de yeniden
programlamada ¢esitli verimlilikte kullanilabilmektedir (5, 72, 75). Bu teknik
sayesinde, hasta kokenli UPK hiicreleri ile in vitro hastalik modelleri (disease-on-a-
dish) olusturularak, bir¢cok farkli hiicre tipine farklilasma potansiyeli ile toksisite
caligmalari, ilag kesfi ve kisiye spesifik hiicresel tedavide bu hiicreler yaygin olarak

kullanilmaya baslanmistir.
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UPK  hiicreleri, EKH ile benzer morfolojik o6zellik ve c¢ogalma kapasitesi
gostermektedirler. EKH’nin eksprese ettigi genler (NANOG, OCT3/4, Sox2, SSEA1
vb.) UPK hiicrelerinde de ekspresyonu immiinositokimya ve qRT-PCR teknikleri ile
karakterize edilmektedir. UPK hiicrelerinin immiin-yetersiz SCID farelere
enjeksiyonu ile hiicrelerin 3 germ yapragina farklilagsmasi ve teratoma olusumu in vivo
olarak kanitlanarak EKH benzeri pluripotensi dzellikleri gosterilmektedir. In vitro
olarak da UPK hiicreleri, EKH gibi embriyonel cisimcik yontemi ile 3 germ yapragina
farklilasabilmektedir. EKH’lerde goriilen alkalen fosfataz enzim aktivitesinin, UPK
hiicrelerinde de oldugu alkalen fosfataz enzim boyamasi ile karakterize edilmektedir.
Telomeraz aktivitesi UPK hiicrelerinde, EKH ile benzer olarak yiiksek olarak

goriilmektedir.

UPK hiicreleri, hastalardan koken alinarak olusturulduklarinda birgok hastaligin

modelini olustururlar.

4.7.  Uzun QT Sendromu (UQTS)

Miyokardiyum, elektriksel iletkenligi sayesinde senkronize kasilip gevseyerek
viicudun tamamina kalbin odaciklarinda biriken kani pompalayan 6zellesmis bir kas
grubudur. EKG grafiginde, RR aralig1 olarak adlandirilan siire farelerde insanlara gore
kisa olup farelerde dakikadaki kalp atimi 500-600’diir (Sekil 4.3.1). QT araliginin
uzadig1 durumlar aritmiye sebep olmakta ve klinikte UQTS olarak adlandirilmaktadir

(76).

Genellikle monogenik 06zellik tagiyan UQTS’nun her bir tipi farkli bir gen ile
tanimlanmaktadir. Mutasyonlar farkli iyon kanallarin1 etkileyerek bu kanallarin
fonksiyonel bozukluklarina sebep olmaktadir. En sik goriilen UQTS-1, 2 ve 3 olup bu
t¢ tip tim UQTS’lu hastalarin yaklasik %90’mi1 olusturmaktadir (5, 77, 78).
UQTS’lan i¢inde UQTS-1 kalitimsal olarak dominant gecisli ozellik gosterip,
popiilasyonda en sik rastlanan alt tiptir. KCNQ1 (KVLQT1) genindeki mutasyonlardan
UQTS-1 lokusundaki (11p15.5) mutasyon UQTS’na neden olan en yaygm
mutasyondur. KCNQ1, kanal olusturan tetramerik voltaj kapili potasyum kanali olan
KvLQT1 (Ky7.1)’in alfa-alt birimini kodlamaktadir. KCNQ1 mutasyonlar1 yavas
repolarizasyon akimimi (Iks) disiirmektedir. KCNQL ve KCNE1 (MinK veya IsK)
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hiicrelerde beraber eksprese edildiginde, alt birimleri beraber olustururarak, Ixs K"
akimii diizenlerler (15). UQTS-1 yavas K* kanali olarak adlandirilan Ks kanalinda
fonksiyonel bozukluk sonucu ortaya ¢ikmaktir. Kskanali KCNE1, Yatiao ve KCNQ1
proteinlerinden olusan bir komplekstir (Sekil 4.7.2). KCNQL proteinini kodlayan
KCNQ1 genindeki mutasyonlar tim UQTS’lu hastalarin % 40-55’inde bulunmaktadir.
Klinikte tespit edilerek literatiire aktartlan UQTS’nun 15 alt tipi bulunmaktadir.
Romano-Ward sendromu (RWS) ve Jervell and Lange-Nielsen sendromu (JLNS),
UQTS’nun iki farkli kalitmsal formudur. RWS kalittimsal ve otozomal dominant
penetrans gosterirken, JLNS nadir resesif olarak kalitilir ve sagirlik, QT araliginda

uzama hastalik fenotipinde gézlemlenir (12).

KCNQ1 KCNE1 NH,

Hucre digi

Hiicre igi

COOH

NA, COOH

Sekil 4.7.1. KCNQ1 iyon kanalinin hiicre zarindaki yerlesimi

KCNE1, Ks kanalinin yavas aktivasyon kinetiginin diizenlenmesinden sorumludur
(Sekil 4.2.1). Bu diizenleyici alt tnite, beta-adrenerjik stimiilasyon ile etkilesim
halinde olup Ks kanalinin agilarak K* iyonlarmin hiicre disina ¢ikmasini saglar. Yatiao
proteini, fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2) ve Protein Kinaz A (PKA)’y1 birbirine
baglayarak Ks kanalini regiile eder. PIP2, kanali agik pozisyonda tutarken, PKA kanali
fosforile ederek APD’yi artirir. Kanali olugturan KCNQI1 proteini, altt membran
heliksinden olusur (Sekil 4.7.1). KCNQI1 proteinin hiicre i¢i karboksil ucu Kskanalin
katlanmasi, hiicresel trafik ve kanalin diger proteinler ile molekiil etkilesimlerinde
etkilidir. Bu kanalin fonksiyonu, aksiyon potansiyel iiretiminde dinlenme ve plato

fazina gegmesini saglar.
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UQTS, ventrikiiler repolarizasyon bozuklugu sonucu olusur. EKG analizi
incelendiginde QT araliginda uzama, T dalgasinda abnormalite gozlemlenir (Sekil
4.7.2). UQTS, torsades de pointes kardiyak aritmi sonucu ani 6liimlere neden olur (77).
KCNQ1 genindeki mutasyonlar, Ks kanal fonksiyonunda bozukluklar ile APD
uzamasina, EKG analizlerinde dogrulanmis QT aralifinda uzamaya ve bunlarla
baglantili olarak UQTS-1’e neden olur (78). Kalpte olusabilecek elektrofizyolojik

bozukluklar kalp ritmine ve elektriksel aktivitesine yansimaktadir.

A B
QRS +50
ﬂ -
=
E
. T -50 -
/\_\ L/\_ -100 -
L N
! 400 ms |
| |
| QT |

Sekil 4.7.2. Kardiyak elektriksel ve membran potansiyeli (A) Saglikli ve UQTS sahip fareye
ait EKG gorintisii (B) Saglikli ve UQTS’lu fareden izole edilen kardiyomiyosit
hiicrelerindeki aksiyon potansiyel yama kiskaci goriintiisii (Siyah sinyal saglikli, kirmizi sinyal
ise UQTS’lu fareyi gostermektedir.)

4.8. UQTS Transgenik Fare Modelleri

UQTS transgenik fare modelleri, Iks’y1 kodlayan KCNQ1 ve KCNEL1 genlerindeki
mutasyonlar sonucu olusur (9-11). UQTS mekanizmasinin incelenmesi ve tedavi
yontemleri gelistirilmesi amaciyla insan tizerindeki deneylerin kisitli olmasi ile UQTS

transgenik fare modelleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kengl” ve KenglA%#0E/A340E mytasyonlar tastyan transgenik fare soylart UQTS

hastalik modeli calismalarinda kullanilmaktadir. Lee ve ¢alisma arkadaslari Kengl™
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transgenik farelerinde vahsi tipe gore EKG’de anomali goérmezken, Casimiro ve
calisma arkadaslari in vivo olarak QT araliginda uzama gézlemlemislerdir. Ancak, in
vivo goriilen QT araligindaki uzama kalp izole edilerek EKG analiz edildiginde
g6zlenmemistir (10, 12). Calismalarda kullanilan aritmiyi indiikleyen anestezik ilaglar
kardiyovaskiiler fenotipte gozlenen farkliliklar1 agiklamaktadir (39). Kcnel”
transgenik farelerinde gozlemlenen sagirlik, Iks’ya bagli olarak farelerde otozomal

resesif JLNS ile iligkilendirilmistir (79).

I¢ kulakta Iks, s1vi dengesinde énemli role sahiptir. KCNQ1 genindeki mutasyonlar,
Iks fonksiyonunda bozulmaya neden olur. Bu mutasyonlar sonucunda, JLNS
hastalarinda dogumlarindan itibaren, i¢ kulak sivisindaki azalmaya bagli olarak
sagirlik fenotipi goriilmektedir. Saghkli farelerde K* konsantrasyonu i¢ kulak sivisinda
yiiksek miktarda bulunur. K* iyonunun i¢ kulaktaki tiiysii hiicrelere ulasmasiyla néron
hiicreleri uyarilir ve sesin iletimi saglanir. K* iyonu tekrar i¢ kulak sivisina gegtiginde,
normal i¢ kulak fonksiyonunun saglanmasi igin yiiksek seviyedeki K* konsantrasyonu
korunmus olur. K* iyonu i¢ kulak sivisina epitel hiicrelerinden salgilanir. Iks, i¢ kulak
stv1 salgilanmasinda gorev alir. KCNQ1 ve KCNEL, striya vaskiilaris hiicrelerinde
eksprese olur. Vestibular hiicreleri de apikal membranlarinda Iks akim1 olusturur (12).
Kcnel™ transgenik farelerinde JLNS hastalar1 ile paralel i¢c kulak abnormalitesi
goriiliirken, KCNE1 mutasyonuna bagli kardiyak fenotip transgenik farelerde tam

olarak modellenememistir.

2001 yilinda Pfeifer ve calisma arkadaglari, farklih KCNQ1 mutasyonu igeren
transgenik fare soylar1 olusturmuslardir. Kengl”™ mutasyonu sonucu elde edilen
transgenik farelerde JLNS hastalarinin fenotipi olan sagirlik ve hiperaktif hareket
gdzlenmistir (12). EKG analizi incelendiginde, Kcngl™ transgenik fareleri, in vivo,
kardiyak repolarizasyonlarinda abnormalite gostermektedir. Boylece, KCNQ1 geni ile
kodlanan K* kanalinin hem i¢ kulak homeostazinda hem de kardiyak fonksiyonunda
Oonemli bir yere sahip oldugu kanitlanmistir. Benzer olarak, insanda homozigot
KCNQ1 gen mutasyonu sonucu isitme kaybi goriilmektedir (14). 2004 yilinda yapilan
calismada ise mutasyon sonucu olugan EKG fenotipinin, insanda goriilen ritim
bozuklugu genotipine paralel olmasi amaglanmistir (13). Farelerde KCNQ1 geninde

nokta mutasyonu olusturuldugunda, RWS transgenik fare hattinin olusturulmasi
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beklenmistir. Boylece i¢ kulak fenotipi ortadan kaldirilarak, kardiyak fenotipe
odaklanmak amaglanmigtir. Farelerde KCNQ1 genindeki A340E mutasyonu,
insanlarda A341E mutasyonu olarak goriiliitken UQTS’nin otozomal dominant
formunu modellemektedir (15). KCNQ1 genindeki A340E nokta mutasyonu
olusturulan transgenik farelerin EKG sonuglar1 incelendiginde uzun QT araligt RWS
modeline benzer goriillmistiir (13). Olusturulan transgenik fare soyu kardiyak
aritminin in vivo modelini saglamistir. Farede KCNQ1 T3111 mutasyonunun karsiligi
insanlardaki T3 121 mutasyonu olup otozomal resesif kalitim gosterir (Sekil 4.8.1) (15)
ve farelerde hiperaktivite, uzun QT araligi, QRS genliginde artig ve T dalga araliginda
degisim JLNS hastaliginin fenotipi olarak belirlenmistir (Sekil 4.8.1). QRS
genligindeki degisimin hiperaktiviteye baglh i¢ kulak disfonksiyonu sonucu olustugu

gosterilmistir.

Human KvLQT1 304 WWGVVTVIRNIGYGDKVPQTWVGKTIASCFSVFAISFERLPAGIL
Mouse KvLQT1 WWGVVTVIRNI GYGDKVPQTWVGKTIASCFSVFAISFERVLPAGIL
303

-

3111 ARIn

L C

Sekil 4.8.1. Transgenik farelerde KCNQ1 geninde A340E ve T311l nokta mutasyonu
olusturulmasi (15)

4.9. Fare Kok Hiicre Kokenli Kardiyomiyositler

Kalp hastaliklar diinyada 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir. Hasta bireylere ait
kalp hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki izolasyonunun kisitli olmas1 hastalik
mekanizmasinin aragtirilmas: ve yeni tedavi yoOntemlerinin bulunmasinda engel

olusturmaktadir.

EKH ve UPK hiicrelerin tiim germ yapraklarindan kdken alan hiicre tiplerine
donustiiriilebilmesi, in vitro hastalik modellerinin olusturulmasi, hiicre temelli

tedaviler, rejenerasyon ve ilag taramalar1 gibi ¢alismalarda onemli yere sahiptir. UPK
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hiicrelerinin  viicutta bulunan ¢esitli progenitér ve olgun hiicre tiplerine
farklilagtirilmasi, genetik manipiilasyon ve sinyal yolaklarinin regiilasyonu ile
saglanmaktadir. Hastalardan tiretilen UPK hiicre kokenli kardiyomiyosit hiicreleri ise
kiltlir ortaminda hastalik modellenmesinde bu engeli ortadan kaldirmistir. UPK hiicre
teknolojisi sayesinde literatiirde kalp hastalik modelleri olusturulmustur (78, 80, 81).
Bu tip hiicreler ile yapilan hastalik modellemeleri ¢alismalarinin yani sira, kardiyak
rejenerasyon ve ¢esitli ila¢ denemeleri de yapilmistir  (40). Literatirde UPK
hiicrelerinden kardiyak farklilasma saglayan ¢esitli metodlar mevcuttur (78, 82-84).
Literatiirde insan ve fare hiicrelerinden yeniden programlanarak iiretilen UPK
hiicrelerinden kardiyak hiicre farklilasmasi temel olarak 4 sekilde yapilabilmektedir.
Bunlar embriyonel cisimcik (Embryoid Body, EB) olusumu ile, END-2 hiicreleri ile
kokdiltiir yapilarak, genetik manipiilasyon ile ve tek katmanli hiicre kiiltiirii olarak
farklilastirmadir. Ik metot olan EB olusumu, ilk gelistirilen farklilastirma yontemi
olmakla birlikte, etkinligi degiskenlik gosterir (%5-70 arasi) ve maliyetge nispeten
ucuzdur. EB yontemi ile embriyonel gelisim baz alinmistir. UPK hiicreleri embriyonel
cisimcik metodu kullanilarak siispanse halde yapiskanligi olmayan hiicre kaplarinda
kendi i¢lerinde birlesmesi ile EB olusturur. Fetal sigir serumu (FBS) konsantrasyonu
regiile edilerek de EB yontemi ile farklilasma saglayan metodlar mevcuttur (85).
Farklilagtirilan hiicre kiiltiirleri genellikle tiim kalp hiicre tiplerini igerdigi icin
heterojen 6zellikte olmaktadir (85). Miyokardiyal gelisimde etkili NKX, GATA, T-box
ve IRX4 transkripsiyon faktorleri, gelismis kardiyojenik mezoderm olusumunda
gorevli sinyal yolaklar1 ise, BMP/Dpp (TGF-beta), WNT ve Notch sinyal yolaklaridir
(31). Literatiirde, EKH veya UPK hiicre kokenli kardiyomiyosit farklilastirma
protokolleri, kardiyak gelisimde dnemli WNT ve TGF-beta gibi sinyal yolaklarinin
regililasyonu ile elde edilmektedir. Kiiltiirde, pluripotent kok hiicrelerden vaskiiler

endotel, kardiyak fibroblast ve diiz kas hiicreleri elde edilebilmektedir.

4.10. UPK Hiicreleri ile Kardiyak Hastalik Modelleri

Kardiyak hastaliklarin ve patolojisinin genetik, molekiiler ve elektrofizyolojik
nedenlerinin incelenmesi, hastaya 6zel tedavi yaklasimlar1 gelistirilmesine imkan
saglamaktadir. Hasta kokenli primer hiicrelerinin eldesinin zor olmasi nedeniyle UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositler kardiyak hastaliklarinin modellenmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir. UQTS’nun voltaj kapilh K* kanalin1 kodlayan KCNQ1
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genindeki mutasyonlar sonucu olusan 15 alt tipi vardir. Kardiyak hastalik olan UQTS,
UPK hiicrelerinin kardiyomiyositlere farklilastirilarak in vitro olarak en c¢ok

modellenen hastaliklardan bir tanesidir.

UQTS’na sahip UPK hiicre temelli kardiyomiyositlerin Ca*? degisimleri saglikli
hiicrelere gore daha uzun siirede gerceklesmekte, Early After Depolarization (EAD)
veya Delayed After Depolarization (DAD) goézlemlenmektedir. MEA veya yama
kiskact metodu ile elde edilen elektriksel sinyalindeki uzamaya benzer sekilde Ca*?
degisiminde siiresinde de uzamalar gozlemlenmektedir (7, 86). Kiviaho ve arkadaslari
tarafindan kullanilan Fura-2 ile UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositlerde kasilmasinin
normale gore uzun siirdiigii ve bu hiicrelerin aksiyon potansiyel siirelerinin de uzun

oldugu tespit edilmistir.

Ayni sekilde, Spencer ve arkadaslari da UQTS-1 ve UQTS-2 fenotipine sahip UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerde yapmis olduklari Fluo-4 analizleri sonucu kalsiyum
degisiminin saglikli hiicrelere gore uzun siirede gergeklestigini tespit etmislerdir.
Goriintiileme ile es zamanl alman yama kiskac1 kayitlar1 sonucunda Ca*? floresan
degisimi ile elektriksel aktivitenin benzer profile sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu
caligma ile, UQTS tipinden bagimsiz olarak kalsiyum mekanizmasinin UQTS-1 ve
UQTS-2 iistiinde benzer etkisi oldugu ve kalsiyum iliskili kimyasallar kullanilarak QT
uzamasini normale dondiiriilebilecegi gosterilmistir (86). UQTS’Iu insan UPK hiicre
kokenli kardiyomiyositlerde ise yapilan MEA ve MUSCLEMOTION analizlerinde

kasilma siiresinin, QT araligi ile iliskili olarak uzadigi gosterilmistir (20).
4.11. Hiicresel Tedavi

Saglikli ve hasta bireylerin somatik hiicrelerinden yeniden programlama teknolojisi ile
tiretilen UPK hiicreleri, sinirsiz hiicre kaynagi saglayarak hastalik modellerinin in vitro
ortamda ¢alisilmasina ve hiicresel tedaviye olanak verir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda
bireylerin kalp hiicrelerinin kiiltlir ortamina alinarak ¢alisilmasinda yaganan zorluk,
UPK hiicrelerini hiicresel tedavi ve rejenerasyon ¢alismalarinda kullanilan yaygin bir
kaynak haline getirmistir. insanda kalp hiicre tipleri baslica, kardiyak fibroblastlar,
vaskiiler endotel hiicreler ve kardiyomiyositler olmak {izere ii¢ grupta incelenir.

Miyokard enfarktiiste kardiyomiyositlerin yaklasik %25’inin yalnizca birkag saat
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icinde 6ldugi tespit edilmistir. Fibroblastlar ve vaskiiler endotel hiicrelerin boliinme
ve hasar aninda kendilerini yenileme kapasiteleri sinirlidir. Yetiskin kalbinde
kardiyomiyositlerin, bolinme yeteneklerini  kaybettikleri ve  rejenerasyon
kapasitelerinin olmadig1 literatiirde belirtilmistir (87). Son yillarda, hiicresel
transplantasyon c¢alismalar1 ile kalp hastaliklarinin tedavisine yonelik gelismeler
mevcuttur. Miyokard enfarktiis veya iskemik hasar sirasinda kriz bolgesindeki
kardiyomiyosit hiicrelerinin nekrozu ile kardiyomiyosit hiicreleri yerine gelen fibrotik
dokunun kardiyak fibroblast hiicrelerden olustugu bilinmektedir. Olusan fibrotik
dokunun kasilma o6zelligi olmadig1 i¢in ise kalp fonksiyonunu 6nemli oranda
yitirmektedir. Hiicresel tedavilerin temel amac ise, hasarli bolgede kardiyomiyosit
rejenerasyonunu destekleyerek fibrotik dokunun olusumundaki fibroblastlarin

hiperproliferasyonunu 6nlemektir (87).

Klinik ¢alismalarda siklikla kullanilan kardiyak kok hiicreler; c-kit", Sca-1", Islet-1,
SSEA-1*, PDGFRa" olan (hematopoetik kok hiicreler, adipoz kaynakli kok hiicreler)
ve kardiyak progenitdrlerdir. insan EKH ve UPK hiicreleri de hiicresel terapi
calismalarinda  kullanilmaktadir.  Ancak, @ EKH  kullaniminda  goriilen
immiinrejeksiyon, etik sorunlar ve genomik/epigenomik instabilite nedeniyle tercih
edilmemektedir (88). UPK hiicreleri otolog olarak hastalardan elde edilerek

kisisellestirilmis tibbi tedavide kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

Hiicresel tedavi caligmalarinin biiyiik bir kismi, kardiyak yama (cardiac patch) adi
verilen, iki veya i¢ boyutlu, g¢ogunlugu kardiyomiyosit ve damarlanmanin
olusabilmesi ve yama yapilan dokunun oksijenlenebilmesi i¢in vaskiiler endotel
hiicreleri de igeren kalp dokular ile yapilmaktadir (89). Hasarli kalp dokusunda,
miyokard doku onarimi kardiyomiyosit hiicrelerinin enjeksiyonu (90), biyomateryal
destekli hiicre tabakalar1 (Engineered Heart Tissue) (88), veya kardiyak hiicreler ve
kendi salgiladiklar1 matriksi iceren kardiyak yama (91), transplantasyonlar1 ile
yapilmaktadir. Uretilen kardiyak doku, hasarli bdlgeye yama yapildiginda bu dokunun
kalp fonksiyonunu gii¢lendirici fizyolojik etkisi gézlenmistir. Yapilan bir ¢alismada in
vitro olarak kardiyomiyositler, kardiyak fibroblastlar ve kardiyak endotel hiicreleri
belirli oranlarda (7.5:2.5:1) karistirilip ti¢ boyutlu bir kardiyak doku elde edilerek hasar

olusturulmus sigan kalbine bu doku transplante edilmistir. Transplantasyon sonrasi
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doku kesitlerinde verilen endotel hiicrelerin ve kardiyomiyositlerin sican kalbine ait
hiicreler ile baglant1 yaptig1 ve anjiyogenezin olustugu gézlenmistir (92). Insanlarda,
2018 yili igerisinde UPK hiicre kokenli kardiyak yamalar ile kalp hastaliklarinin
tedavisine yonelik calismalar yapilmaya baslanmistir. Ozellikle iskemik hasarin
tedavisinde kullanilan hiicresel tedavi yaklasiminin kalitimsal aritmilerde tedaviye
yonelik kullanim potansiyeli heniiz gosterilmemistir. Bu yoniiyle iyon kanali
mutasyonu ve bozuklugu gorilen UQTS’lu bireylerde, kisiye ozel iiretilen ve
mutasyonu diizeltilmis, saglikli iyon kanali ifadesi yapan UPK hiicre kokenli

kardiyomiyositlerin transplantasyonu yeni bir hiicresel tedavi yaklagimi sunabilir.
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5. MATERYAL VE METOT

OH O HO (H) (o] (o]
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OSKM A
lentivirlsleri Tetrasiklin

7 f Yeniden
’ h‘
7 Z et

FEF

izolasyonu Programlama

E135

Fare Embriyonik UPK Hiicreleri
Fibroblast Hiicreleri

Uzun QT Sendromu Kardiyomiyosit
Transgenik Fare Modeli Farklilasma

Uzun QT-1
Hastalik
Modellenmesi

Pluripotent Kokenli
Kardiyomiyosit Hiicreleri

Sekil 5.1. Calismanin ana basamaklari

5.1. Hiicre Hatlar:

Bu tez c¢alismasinda, ATCC CRL-1573 katalog numarali HEK293-FT hiicre hatti,
BALB/C, C57BL/6, J343 (Kcngl™) ve J800 (KcnglA340E/A340E) fare soylarindan izole
edilen primer fare embriyonik fibroblast kiiltiirleri, fare UPK ve EKH hatlar1 metod

devaminda anlatildig1 gibi tiretilerek kullanilmastir.
5.2.  Fare Soylan

Hayvanlarla ilgili islemler Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan verilen 38828770-604.01.01-E.10251 nolu izin ile gerceklestirildi.
Bu caligmada yetiskin 10-12 haftalik ve embriyonik donemdeki transgenik J343
(Kenq1A340E/AS40EY - 3800 (Kengl™), C57BL/6 ve BALB/c albino vahsi tiir fareler
kullanildi. Caligmada kullanilan transgenik deney hayvanlari Prof. Dr. Karl Pfeifer’in
NIH laboratuvarlarinda gelistirilmis, ve laboratuvarimiza hibe olarak verilmistir (12,
13). Transgenik fare soylar1 ve vahsi tip soylar Istanbul Medipol Universitesi Tibbi
Arastirma Merkezi (MEDITAM)’da ¢ogaltilmis ve deneysel basamaklar
gergeklestirilmistir.
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5.3. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Vasatlar
Tablo 5.3.1. Molekiiler tekniklerde kullanilan sarf malzemeler

Lipofectamine 3000 Thermo Fisher Scientific | 3000015

PEI (Polyethylemine) Polysciences 23966-1
OptiMEM Gibco 31985062
Amicon Ultra-15 | Millipore UFC900324
Centrifugal Filter

Agarose jel Multicell 800-015-EG
Tris-HCI Sigma Aldrich PHG0002

iIQ SYBR Green Supermix | BIO-RAD 170-8882
Rnase/Dnase igermeyen su | Sigma Aldrich W4502

Syber safe Invitrogen Lot no#1771581
Gel Loading dye purple BioLabs B7024S

iScript cDNA Synthesis | BIO-RAD 170-8891

Kit

REDEXxtract-N-Amp Sigma Aldrich XNAT-100RXN
Tissue PCR Kit

Fluo-4 Life Technologies F14201
Eppendorf tiipleri Axygen MCT-150-R

Tablo 5.3.2. Bakteri kiiltiirli ve plazmid izolasyonunda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Plasmid Isolation Kit Qiagen 10023

LB broth (MILLER) Biomatik A8515-100g

LB agar (MILLER) Biomatik A8517-100g
Amphicilin Sigma Aldrich A9518

Bakteri tiipleri Falcon 352-059

Bunsen burner Fisher Scientific S95940

Gliserol Multicell 800-040-EL

70% etanol Sigma Aldrich 16368

Isopropanol Sigma Aldrich W292907
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Tablo 5.3.3. Hicre kiiltiirtinde kullanilan vasatlar

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi

0.05% Tripsin/EDTA Gibco 25300054

0.25 Tripsin/EDTA Gibco 25200056

M2 besi yeri Sigma Aldrich M7167

Folligon Msd Animal Health

Chorulon Msd Animal Health

Tyroid soliisyonu Sigma Aldrich T1788

Fare rekombinant LIF Sigma Aldrich L5158-10ug

Mito-C Sigma Aldrich M4287

Gelatin from bovine serum | Sigma Aldrich G9391-100g

DPBS(-CaCl,,-MgCl,) Gibco 14190-094

DPBS(+CaClz,+ MgCly) | Gibco 14040-091

100 mm bakteri petri Sigma Aldrich, Corning | CLS430167

150 mm bakteri petri Sigma Aldrich, Corning | CLS430599

100 mm TC petri Sigma Aldrich, Corning | 430167

6 well plate Sigma Aldrich, Corning | 3516

T75 flask Sigma Aldrich, Corning | 430725U

60mm TC plate Sigma Aldrich, Corning | 430196

15 ml Falkon Falcon 352096

50 ml Falkon Falcon 352070

Cryotube vial Nunc 363401

0.22um Filter unit Millipore SLGPO33RS

Forseps Dumont #5 standard 11252-30

Makas Vannas Spring scissors/3 | 1500--00
mm cutting edge

Multipipet GILSON, pipetman FA10009
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Tablo 5.3.4. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besi yeri igerikleri

Sarf Malzeme Miktar Marka Katalog
Numarasi
Yeniden Programlama Besi Yeri
DMEM %81 Gibco 41966-029
KOSR %15 Gibco 10828-028
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
Na-pyruvate %1 Gibco 11360-070
P/S %1 Sigma Aldrich M3148
mLIF 5000X Sigma Aldrich L5158
B-mercaptoethanol 130 000X Gibco 15140-122
FEF Besi Yeri
DMEM %87 Gibco 41966-029
FBS %10 Gibco 10270-106
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
P/S %1 Gibco 35050-61
Adaptasyon Besi Yeri
IMDM %83 Gibco 12440-053
KOSR %15 Gibco 10828-028
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122
1-Thioglycerol 130 000X Sigma Aldrich M6145
mLIF 5000X Sigma Aldrich L5158
Kardiyak Farkhlastirma Besi Yeri
IMDM %84 Gibco 12440-053
FBS %15 Gibco 10270-106
Glutamax %1 Gibco 35050-61
L-ascorbic asit 50 pg/ml Sigma Aldrich A4544-100 mg
1-Thioglycerol 130 000X Sigma Aldrich M6145
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5.4. Cihazlar

Tablo 5.4.1. Analiz ve goriintillemede kullanilan cihazlar

Cihaz Marka Model
Spinning Disk Konfokal Zeiss Cell Observer SD
Mikroskobu Spinning Disk Time-

Lapse Microscope

Spectramax cihazi

SpectraMax-Paradigm

Multi-Mode Microplate
Detection Platform from
Molecular Devices LLC

Santrifiij

Thermo Scientific

ST16R Refrigerated
Centrifuge

Shaker incubator

Thermo Scientific

MaxQ 6000 Incubated
And Refrigerated
Stackable Shakers

Elektroforez cihazi BIO-RAD PowerPac Basic Power
Supply

Jel goriintiileme cihazi BIO-RAD ChemiDoc

PCR cihazi BIO-RAD Thermal Cycler

gRT-PCR cihazi BIO-RAD CFX Connect Real-Time
System

Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R

Ultrasantrifuj Beckman Coulter Optima XE-90

Preparative
Ultracentrifuge

5.5. Plazmidler

Tablo 5.5.1. Lentiviriis tiretiminde kullanilan plazmidler ve tanimlari

Plazmit Tanim Kaynak | Kat.No.

tetO-FUW-OSKM | Tetrasiklin ~ bagimli  OSKM  gen | Addgene | 20321
bolgesini iceren lentiviral plazmid

FUW-m2rtTA Tetrasiklin  susturucu geni igeren | Addgene | 20342
lentiviral plazmid

psPAX2 2. Jenerasyon lentiviral paketleme | Addgene | 12260
plazmidi

pMD2G VSV-G paket genini igeren lentiviral | Addgene | 12259
plazmid
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5.6.  Primerler

Tablo 5.6.1. Pluripotent kok hiicre ve kardiyomiyosit karakterizasyonu i¢in kullanilan
kantitatif ger¢cek zamanli PCR primerleri

Kantitatif Gergek Primer dizisi

Zamanh PCR Primerleri

endo-Nanog-F TACCTCAGCCTCCAGCAGAT
endo-Nanog-R AGACCATTGCTAGTCTTCAACCA
trans-tetOFUWOSKM-F CATAGCGTAAAAGGAGCAACA
trans-tetOFUWOSKM-R AGATCAGCAACAACCGCAAG
MHY6-F CCAACACCAACCTGTCCAAGT
MHY6-R AGAGGTTATTCCTCGTCGTGCAT
MHY7-F CTCAAGCTGCTCAGCAATCTATTT
MHY7-R GGAGCGCAAGTTTGTCATAAGT
Isl-1-F GACATGATGGTGGTTTACAGGC
Isl-1-R GCTGTTGGGTGTATCTGGGAG
Gata4-F CCCTACCCAGCCTACATGG

Gatad-R ACATATCGAGATTGGGGTGTCT
Thx20-F GTGCACATCATAAAGAAGAAAGACC
Thx20-R AAACGGATTGCTGTCTATTTTCAGC
GAPDH-F GGTGCTGAGTATGTCGTGGA
GAPDH-R CGGAGATGATGACCCTTTTG

En yaygin goriilen UQTS tipi olan UQTS Tip-1 hastalik modeli olusturan transgenik
fareler, NIH laboratuvarlarinda ¢aligmalarini yiiriiten Prof. Karl Pfeifer’in ekibinden

temin edilerek asagida 6zetlenen ¢aligma basamaklari gergeklestirildi (Sekil 5.6.1).

5.7. Transgenik Fare Genotipleme
Fare dokusundan genomik DNA izolasyonu ve genotiplemesi RED Extract-N-Amp
Tissue PCR Kit protokoliine uygun olarak yapildi. Kisacasi, steril ve %70 alkollenmis

kulak delgeci ile alinan 0.5-1 cm transgenik fare kulak dokularina 25 ul ekstraksiyon
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solisyonu ve 6.25 pl doku preperasyon soliisyonu ile muamele edildi. Yapilan

ekstraksiyon karisimi doku vortekslenerek karistirildi. Doku ve mix oda sicakliginda

10 dakika, 95°C’de 3 dakika inkiibe edildi. Her 6rnege 25 ul notralizasyon soliisyon B

eklendi. Dokulardan izole edilen genomik DNA 6rnekleri ile PCR yapildi.

Tablo 5.7.1. PCR’da kullanilan malzemeler

Red Extract

5ul

Primer (10 pM)

1l (2 primer), 1.5 ul (3 primer)

DNA 1l
H20 3ul
Total hacim 10 ul

Tablo 5.7.2. Genotiplemede kullanilan PCR primerleri

Primer

Baz dizisi 5°-3°

Kcngl Point F

GCCTCACTATCCTGG TAG GC

Kcngl Point R

GCC GCT TCT GTGAAGTACC

J800 F CCA GGA GTG GGT GGT TCT AC
JBOOR GCC AGC ACT AAAGATCTT GC
J800 Neo F CGCTTCCTCGTGCTTTACG

Tablo 5.7.3. PCR protokolii

Sicakhik Zaman

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye (35 dongii)
55-65°C 30 saniye (35 dongii)
72°C 1 dakika (35 dongii)
72°C 10 dakika

4°C o/n

Tablo 5.7.4. Transgenik fare hatlarinin mutasyonu igeren gen bolgelerinin baz boylari
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J800 J343

240 bp- vahsi tip 388 bp- vahsi tip

370 bp- mutant 508 bp- mutant

Elde edilen DNA ile KcnglA3408/A340E e Kengl ™ primerleri Tablo 5.7.1, Tablo 5.7.2
kullanilarak Tablo 5.7.3’teki 6zetlenen PCR protokolii uygulanarak genotiplemesi
gerceklestirildi. %1.5 agaroz kullanilarak transgenik fare dokularindan izole edilen
genomik DNA’larin  PCR iiriinleri, yiikleme boyas1 kuyucuklara aktarilarak
elektroforez cihazinda 100 V, 45 dakika yiiriitiildii. Referans uzunluktaki bantlar ile
karsilastirilarak Tablo 5.7.4’te belirtilen fragman uzunluklar1 ile karsilastirilarak
transgenik farelerin genotipleri belirlendi.

5.8.  RNA izolasyonu

Gen ifadelerinin analizlerinde kullanilacak RNA 6rnekleri Qiagen RNeasy Plus Mini
kit protokoliine uygun olarak fare primer fibroblast, UPK hiicreleri ve
kardiyomiyositlerden izole edildi. Kisaca, hiicre kiiltiir vasati ¢ekilerek QiaGen
RNeasy Plus Mini Kit i¢eriginde yer alan lizis tamponu hiicre yogunluguna goére 350
ul veya 600 pl olarak eklendi. Hiicre kaldirict kullanilarak toplanan lizat, 30 saniye
vortekslendikten sonra silika membran gDNA Eliminator spin kolonlarina aktarildi.
Kolonlarin 30 saniye 8,000 x g’de santrifiij edilmesi ile genomik DNA’dan arindirilan
ve RNA igeren lizata ayn1 hacimde %70’lik etanol eklenerek RNeasy spin kolonlara
yiiklendi. Aktarilan lizat 15 saniye 8000 x g de santrifiij edilmesi ile RNA kolon
yilizeyine baglanmasi saglandi ve siiziilen sivi fazi atildi. Ardindan RNeasy spin
kolona karbonhidratlari, proteinleri ve yag asitlerini uzaklagtirmak i¢in 700 pl
guanidin tuzu ve etanol iceren RW 1 tampon ¢ozeltisi eklenerek 15 saniye 8,000 x g’de
santrifiij edildi. Stiziilen s1v1 faz1 RNeasy spin kolona 500 pl etanol iceren RPE tampon
coOzeltisi kolondaki tuzlar1 uzaklastirmak i¢in eklenerek kolon iki kez ve 15 saniye
8,000 x g’de santrifiij edildi. Yikama sonras1 2 dakika 8,000 x g’de santrifiij edilen
RNeasy kolonu yeni bir toplama tiiptine alinarak maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edildi. Etanolden tamamen uzaklastirilan kolon RNA’nin toplanacagi RNase
icermeyen 1.5 ml ependorf tiipe aktarildi ve 35 pl RNase icermeyen distile su
membrana eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilen kolon yiiksek hizda 1 dakika
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santrifiij edilerek total RNA elde edildi. Kantifikasyon sonrasinda RNA aliquotlanarak
-80°C’de muhafaza edildi.

RNA Kantifikasyonu

RNA konsantrasyon 6l¢limii igin spektramax cihazi kullanilarak, 2 pl distile su ile
bazal 6l¢iim, RNA’larin spectramax lamel kuyularina 2’ser ul eklenmesi ile 260 nm
ve 280 nm’de optik densite dl¢iimii yapildi. DNA ve RNA A260°da dalga boylarini
absorbe (sogurmak/emmek/soniimlemek) ederken, protein A280’de absorbe eder.
A260/A280 oraninin 2 civarinda olmast tercih edildi. Tkinci olarak, A260/230 oraninin

2 ve 2.2 degerleri arasinda olmasi ile tuz vb. kontaminasyonun olmadig: gosterildi.

5.9. Plazmid izolasyonu

P € CMV AmpR promoter| AmpR
A 5° LTR (truncated) B ol
- (CAP biriding site
vy lac promoter
lac operator
»;2 Mi3rev)
L SV40 poly(A) signal
o g BleoR
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o, T 5V40 promoter
% " od
% BGH poly(4) signal
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Tezo-;tm;?sm 3 XS primen
! f WPRE
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CMV promoter o
5°LTR (truncated)
HIV-1W P2A
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minimal CMV promoter:

PPUCTS  gatracycline response element

// VSv.g tog
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Sekil 5.9.1. Plazmidlerin sematik gosterimi (A) FUW-m2rtTA, (B) tetO-FUW-OSKM, (C)
psPAX2, (D) pMD2.G
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Klonlama c¢alismalarinda yogun olarak kullanilan plazmidler, konak hiicre
kromozomundan bagimsiz olarak ¢ogalan genlerin hiicrelere taginmasinda vektor
olarak kullanilan halka yapili DNA’lardir. Plazmidlerin ¢ogaltilmasinda konak olarak

LB agar ve s1v1 besi yerinde ¢ogalan E.coli bakterileri kullanildi.

LB agar, 200 ml distile suya 8 gr LB agar eklenerek 100 pg/ml konsantrasyonunda
hazirlandi. S1vi besi yeri oda sicaklifina ulasan LB agara ve sivi besi yerine 500X
ampisilin antibiyotigi koyuldu. Bakteri kolonilerinin ¢ogaltilmasi i¢in LB agar, 100
mm plastik petrilere dokiildi. Sivi besi yeri daha sonra kullanilmak {izere +4°C’de
muhafaza edildi.. Steril pipet ucu kullanilarak, ticari olarak satin alinan plazmid i¢eren
bakteri LB agar petrisine yayildi. Petriler 12-18 saat 37°C’de inkiibe edildi. Beyaz,
yuvarlak ve belirgin olarak gézlemlenen koloniler steril 200’liik pipet ucu ile her
koloni ayr1 tlipe segilerek 2 ml sivi besi yeri ve ampisilin antibiyotigi igeren tiipe
birakildi. Bir tiipe sadece sivi besi yeri eklenerek bakteri kontaminasyonu i¢in kontrol
olarak kullanildi. Bakteri tiiplerinin kapagi hava almasi i¢in hafif agik birakilarak 37°C
‘de 12-18 saat 225 x rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. Cogaltilan bakteriler, %50
dH20, %50 gliserol ile dondurularak -80°C’de muhafaza edildi. Bakteri ¢ogaltilan
erlenler 37°C’de 12-18 saat 225 x rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi biiylime gozlenen bakteri kiiltiirleri 6,000 x g 4°C’de 15 dakika santrifiij
edilerek bakteri peleti elde edildi.

Calisma kapsaminda ¢ogaltilan plazmidler (Sekil 5.9.1), Qiagen Plasmid Isolation Kit
protokoliine uygun olarak bakterilerden izole edildi. 150 ml tiiplerdeki bakteri
peletleri, EDTA ve Rnaz igceren 10 ml P1 tampon ¢0zeltisi ile siispansiyon haline
getirildi. Hiicre duvarimi pargalayan sodyum dodesil siilfat igeren P2 lizis ¢6zeltisi tiipe
eklenerek lizat elde edildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilen lizata, 4°C’deki 10 ml
potasyum asetat iceren tampon ¢ozeltisi eklenerek lizis islemi nétralize edildi. Buzda
beyaz renk olan lizat 5,000 x g’de 60 dakika santrifiij edildi. 100 kb’a kadar DNA
baglanabilen, anyon degisimli QIAGEN-tip 500 kolonlari, 10 ml QBT tampon
¢ozeltisi ile aktiflestirildi. Plazmid DNA’s1 igeren siipernatant filtreden siiziilerek
filtreye baglandi. Filtre 2 kez 30 ml NaCl ve isopropanol i¢eren QC tampon ¢ozeltisi
ile yikandi. Filtredeki plazmid DNA’s1 15 ml eliisyon tampon ¢6zeltisi ile 50 ml falkon
tiipte toplandi. DNA 10.5 ml oda sicakligindaki isopropanol ile -20°C’de 16-18 saat
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¢oktiiriildi. DNA isopropanol ¢6zeltisi 5,000 x g, 4°C’de 30 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant, pelete zarar vermeden atildi. DNA peleti 5 ml oda sicakligindaki %70
etanol ile tuzlari uzaklastirmak amaciyla yikanarak 5,000 x g, 4°C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Pelet 5-10 dakika kapagi agilarak etanoliin evaporasyonu saglanir.
Plazmid DNA’simn1 igeren pelet 500 pl distile su ile diliie edildi. DNA 6lgtimii 1.25 pl
plazmid DNA’s1 1,25 pl Rnase/Dnase icermeyen distile su ile diliie edilerek
Spectramax cihazinda DNA konsantrasyon oOl¢iimii yapildi. Dogru plazmidlerin
izolasyonunun yapilmasin1 kontrol etmek amaciyla, plazmidlerin diagnostik enzim
kesimleri yapildi. Kesim sonrasi elektroforez ile, plazmidler agaroz jelde yiiriitiilerek

bant boylar1 belirlendi.
5.10. Plazmid Transfeksiyonu

Lipofectamine 3000 Plazmid Transfeksiyonu

Lentiviriis tiretimi ig¢in gerekli plazmidler, HEK293-FT hiicrelerine Lipofectamine
3000 transfeksiyon yontemi ile aktarildi. HEK293-FT hiicreleri 24 saat sonra %60-70
yogunlukta olmasi i¢in 100 mm petrilere 2x10° hiicre olacak sekilde sayilarak ekildi.
Transfeksiyon i¢in hazirlanan, tiip A igerisinde OptiMEM ve Lipofectamine 3000
karigtirthirken, tiip B icerisinde OptiMEM ve P3000 ve maksimum 28 pg plazmid
eklendi. Tiip A ve B karigtirilarak oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Her petri
icin 500 ul plazmid ve lipid kompleksi hiicre kiiltiirlerine eklenerek 24 saat 37°C’de
inkiibe edildi. Transfeksiyonu takip eden 1. giinde 5 ml lentiviriis iceren besi yeri
falkona toplandi. Petriye yeni 5 ml/100 mm besi yeri koyuldu. Transfeksiyonu takip
eden 3. giinde lentiviriis iceren ikinci besi yeri toplandi. Lentiviriis iceren
stipernatantlar 2,000 x rpm’de 10 dakika hiicre debrilerini ayirmak i¢in santrifiij edildi.
Siipernatant 40 pm filtre ile siiziildiikten sonra Amicon-Ultra filtre sistemi ile 3,000 x

rpm’de 8 saat santrifiij edildi. Virtisler aliqotlanarak -80°C’de muhafaza edildi.
PEI Plazmid Transfeksiyonu

HEK293-FT hiicreleri 24 saat i¢inde %60-70 yogunluga erisecek sekilde 100 mm
petrilerde 2x10° hiicre ekilerek DMEM/10%FBS iceren besi yerinde biiyiitiildii.
Plazmid, OptiMEM ile diliie edilerek plazmid DNA miktarinin 3 katt hacmi PEI, DNA
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ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. DNA ve PEI hiicrelere eklenerek 5 saat
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi transfeksiyon karisimi besi yeri ile

degistirildi. 72 saat sonra lentiviriis igeren slipernatant toplandi.
Lentiviriis Uretilmesi

Transgen tasiyan plazmidler: psPAX2: pMD2G (4:2:1) oraninda 100 mm petri i¢in 7
ug total plazmid DNA 1 ml OptiMEM ile diliie edildi. 4 ug tetO-FUW-OSKM, 2 ug
psPAX2, 1 ng pMD2G plazmidleri ile 21 pl PEI (1pg/ul) oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. 100 mm petri i¢in birer ml PEIl/plasmid DNA hiicreler {izerine ekildi.
PEI, DNA ve hiicreler ile 5 saat 37°C’de inkiibe edildi. 5 saat sonra besi yeri lentiviriis
besi yeri ile degistirildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra lentiviriis i¢eren siipernatant

topland1

Hiicre kiiltiiriine uygun olarak kullanilacak olan lentiviriis, ticari olarak satin alinan
PEG-8000 (Polietilen glikol) ile ¢oktiiriildi. PEG-8000 ve Lentiviriis orani sirasiyla
1:4 olacak sekilde +4°C’de shaker ile 24 saat ¢alkalandi1 ve 2,000 x rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. tetO-FUW-OSKM ve FUW-m2rtTA lentiviriisleri i¢in peletler 850 pl
Ca*?/Mg*2 DPBS ile diliie edildi. Lentiviriis stoklar1 -80°C’de muhafaza edildi.

5.11. Viriis Miktar Hesaplamasi

HEK293-FT hiicreleri 24 saat iginde %50 yogunlukta olacak sekilde 12 kuyucuklu
petrilere ekildi. 5.10 kapsaminda iiretilen lentiviriis kuyucuklara 1:500, 1:250 ve 1:125
diliisyonlarinda eklenerek 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. 24 saat sonra virus igeren
besi yeri ortamdan uzaklastirildi ve 1 ml/kuyucuk yeni besi yeri kuyucuklara eklendi.
Viriis inkiibasyonunu takiben 96 saat sonra, PBS tampon ¢ozeltisi yardimiyla, pipet
kullanilarak kuyucuklardan kaldirilan hiicreler ependorf tiiplerine toplandi. Tiipler
2,000 x rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Tekrar PBS ile yikanan pelet 2,000 x rpm’de
3 dakika santrifiij edildi. Hiicre peletlerine 60 pl Tris-HCI eklendi. PCR cihazinda
DNA Lizis protokolii uygulandi. Elde edilen DNA’lar %0.08 SYBR safe igeren agaroz
jelde elektroforez ile yiiriitiildii. Bant yogunluklar1 ve DNA Kkalitesi goriintiileme
cihazinda gozlemlendi. WPRE primerleri, SYBR green ve Rnaz/Dnaz igermeyen su

kullanilarak virus DNA’s1 ve konsantrasyonu bilinen kontrol lentiviriisii ile kantitatif
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PCR protokolii uygulandi (Tablo 5.11.1). Cq degerleri ile kontrol olarak kullanilan

lentiviriis standart egrisi olusturuldu. Virlis miktari, virus titer’t hesaplandi.

Viriis titer(TU/ml)= (HEK293FT hiicre sayisi x hiicre basina diisen lentiviral kopya

#)/kullanilan viriis hacmi (ml)

Tablo 5.11.1. Virds titrasyon kantitatif gercek zamanli PCR protokolii

PCR Miktar
Virus DNA 1ul
WPRE F primer 0.5ul
WPRE R primer 0.5ul
SYBR green 5ul
dH20 3ul

5.12. Fare Embriyonik Kok Hiicre (EKH) izolasyonu

C57BL/6 vahsi tip farelerde, siiperovulasyon i¢in 10 iu Folligon hormonu
enjeksiyonundan 48 saat sonra 10 iu Chorulon hormonunun intraperitonal (i.p)
enjeksiyonunu takiben tiretim kafesi koyuldu. Ertesi giin disi farelerde ¢iftlesmesini
dogrular plak kontrolii yapilarak hamile olma ihtimali olan fareler iiretim kafesi
koyulduktan 96 saat sonra sakrifiye edilerek uteruslari disekte edildi. Uterus yag doku
ve bag dokudan temizlendi. Uterin boynuzlarinin u¢ kisimlarina ve ovaryumun ug
kismina kiigiik bir kesik atildi. M2 medium ile uterin boynuzlart siringa yardimiyla
yikandi ve blastosistler M2 mediuma toplandi. 100 mm petride 2 adet asidik tyroid
soliisyon damlasi ve 2 adet M2 medium damlasi olusturuldu. Blastosistler, tyroid
soliisyonundan gegirilerek en az 3 dakika ya da zona pellusida eriyene kadar bekletildi.
Zona pellusidas1 eriyen blastosistler M2 mediumu ile yikandi. Blastosist
izolasyonundan 24 saat once hazirlanan, mitotik olarak boliinmesi durdurulmus fare
embriyonik fibroblast (FEF) igeren 12 kuyucuklu petrilere 1 saat 6nceden LIF igeren
fare EKH Dbesi yeri eklendi. Segilen blastosistler her biri 1 kuyucuga gelecek sekilde
12 kuyucuklu petrilere yerlestirildi. Yerlestirme sirasinda blastosistlerin pipete
yapismamasina ve baloncuk olusmamasina dikkat edildi. Zona pellusidast normal

embriyonik dénemde erimis olan blastosistlere asidik tyroid soliisyonu uygulanmadan
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direk 12 kuyucuga alindi. 48 saat petriler dokunulmadan 37°C’de inkiibe edildi.
Izolasyondan 72 saat sonra FEF hiicrelerine tutunan blastosistlerin besi yeri
degistirildi. I¢ hiicre kiitlesi go¢ ederek olusan koloniler segilerek yeni petrilere ekildi.

Pasaj 3’ten sonra normal fare EKH besi yerine gecildi.
5.13. Fare Embriyonik Fibroblast (FEF) Hiicre izolasyonu

Embriyonik giin 13.5 (E13.5) olan transgenik fareler sakrifiye edildi. Uterin disekte
edilerek, oncelikle %70 etanol ile sterile edildi ve PBS igerisine alindi. PBS igeren
petriye embriyo zinciri koyuldu. Her embriyo plasentadan ayrildi. Embriyonun bas
bolgesi ve kirmizi organlari forseps ile diseksiyon mikroskobunda ayrildi. Fibroblastca
zengin doku, steril bistiiri ile 1 mm’lik pargalara ayrildi. Embriyo bagma 1 ml %0.05
tripsin/EDTA ve 100 tinite DNaz eklenerek 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Her 5
dakikada dokunun pipetleme yapilarak mekanik ve enzimatik agilmasi saglandi.
Tripsin aktivitesi embriyo basina, 3-4 ml FEF besi ortami ile inhibe edildi. Hiicreler
1,000 x rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant atild1 ve pelet dnceden 1sitilmig
FEF besi ortamu ile siispanse edildi. T75 flasklar %0.1 jelatin ile 2 saat inkiibatorde
kaplandi. Her embriyo bir T75 flaska gelecek sekilde FEF besi yeri ile ekildi. Ortalama
24 saat sonra %80-90 yogunluga ulasan hiicreler Pasaj 0 (P0O) olarak donduruldu ve P1

1:5 oraninda olacak sekilde T75 flasklara pasajlandi.
5.14. Fare Uyarilms Pluripotent K6k (UPK) Hiicre Uretilmesi

Erken pasaj (P2-P3), J800 homozigot, J343 homozigot ve C57BL/6 vahsi tip
farelerden elde edilen FEF hiicreleri 3 adet 100 mm petrilere ekildi. %80-90 hiicre
yogunluguna ulasan hiicrelere tetO-FUW-OSKM ve FUW-m2rtTA konsantre edilmis
2 ayr lentiviriis, %5 FBS igeren FEF besi yeri ile hiicrelere eklenerek enfekte edildi
(Tablo 5.14.1).

Ertesi giin virus igeren besi ortami yeni FEF besi ortami (DMEM/%10 FBS) ile
degistirildi. 2. giin tekrar yeni besi ortami ile degistirildi. 3. giinden itibaren fare
uyarilmis pluripotent kok hiicre kolonileri gézlemlenene kadar besi ortam1 fare UPK
farklilastirma besi ortamma fare Leukemia Inhibitory Factor (LIF, 103U/ml) ve

tetrasiklin (4 pg/pl) kimyasali koyularak giinasirt degistirildi. Tetrasiklin kimyasali
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14 giin siireyle hiicrelere verildi. 12 kuyucuk ve 6 kuyucuklu petrilere BALB/c
farelerinden elde edilen FEF hiicreleri ekildi ve mito-C kimyasali (100X) ile
boliinmeleri mitotik olarak durduruldu. Fare UPK hiicrelerini ekmek i¢in hazir hale
getirildi. Koloniler segilecek biiytikliige geldiklerinde, mikroskop altinda segilerek, her
bir koloni bir kuyucuga gelecek sekilde 12 kuyucuklu petrilere ekildi. %80-90
yogunluga gelen hiicrelere, 100 ul/12 kuyucuk ve 200 ul/6 kuyucuk 9%0.25
tripsin/EDTA eklendi. 3 dakika 37°C’de inkiibe edildi. FEF besi ortami (%10 FBS) ile
tripsin aktivitesi inhibe edildi. Hiicreler 1,000 x rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Supernatant atildi, pelet onceden 1sitilmig LIF igeren besi ortami ile sulandirildi ve
mitotik olarak boliinmesi durdurulmus FEF hiicresi i¢ceren kuyucuklara 1/30’u olacak
sekilde ekildi. %80-90 yogunluga ulasan fare UPK hiicreleri hazir olduklarinda her

seferinde 1/6 kuyucugun, 1/30’u pasajlanarak hiicre kiiltiiriine devam edildi.

5.15. Alkalen Fosfataz (AP) Boyamasi

Boyama oncesi hiicrelerin biiyiime besi ortami 37°C’ye getirilmis DMEM/F-12 ile
degistirildi. DMEM/F-12 igerisinde 1X AP soliisyonu (500X stok) diliie edilerek
hiicrelere eklendi (Tablo 5.15.1).

Tablo 5.15.1. Onerilen diliisyon oranlart

Kiiltiir Alani AP  Canh  Boyama | DMEM/F-12
(500X)

2 cm? 1 pl 0.5 ml

10 cm? 3ul 1.5 ml

20 cm? 6 ul 3ml

60 cm? 12 pl 6 ml

Hiicreler 20-30 dakika inkiibe edildikten sonra goriintii alirken arka plani azaltmak
amaciyla 2 kez DMEM/F-12 ile 5’er dakika yikandi, Floresan AP substrati ile
isaretlenen koloniler, florosan mikroskobu altinda FITC filtresi ile 30-90 dakika
igerisinde goriintiilendi. Goriintiileme sonrast DMEM/F-12 uzaklastirilarak kiiltiir besi

ortami ile hiicre kiltiiriine devam edildi.
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5.16. Immiinositokimyasal Boyama

Hiicre kiiltliriinde protein diizey ve hiicre i¢i lokalizasyonunu belirlemek amaciyla
immiinositokimyasal boyamalar, asagida belirtilen deneysel basamaklar takip edilerek
gerceklestirildi. Hiicrelerin besiyeri ¢ekildi ve iki kez fosfat tampon (PBS) ile
yikanarak besi yeri tamamen ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyini kaplayacak
kadar %4 Paraformaldehit (PFA) eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletilerek
hiicreler fikse edildi. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra bloklama soliisyonu (PBS’te
¢oOziilmiis %3 BSA, %0.01 Sodyum Azit, %5 Serum, %0.1 Triton X ile hazirland) ile
30-45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hedef proteinleri isaretlemek amaciyla
belirtilen konsantrasyonlarda birincil antikorlar (Tablo 5.16.1) veya konjuge antikorlar
hiicre kaplarma eklendi. Inkiibasyon, ¢alkalayici kullanilarak +4°C’de 12-16 saat
boyunca calkalayici lizerinde gerceklestirildi. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
floresan goriintii alabilmek i¢in kullanilan birincil antikorlar1 tantyip baglanabilen
floresan 6zellikli ikincil antikorlar kullanildi. Ikincil antikorlar (Tablo 5.16.2) petriye
eklenerek, karanlikta ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon gerceklestirildi. Floresan
boyama sonrasi hiicreler ii¢ kez %0.02 Tween-20 PBS ile yikanarak baglanmamis
antikorlar ortamdan uzaklastirildi. Goriintiileme Oncesi hiicrelere ¢ekirdek boyasi
DAPI eklenerek 3 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. DAPI ile boyama
islemi tamamlandiktan sonra kurumamasi i¢in PBS eklenen 6rnekler konfokal floresan

mikroskobu veya spinning disk konfokal mikroskobu ile goriintiilendi.

Tablo 5.16.1. immiinositokimyasal (ICC) analizlerinde kullanilan primer antikorlar

Antikor ismi Marka Kodu Diliisyon (ICC)
Oct4 Milipore MAB4305 1:50

Nanog Abcam AB9220 1:50

Sox2 CST 14962P 1:400

SSEA-1 Milipore MAB4301 1:100

a-CTNT Thermo Scientific MS-295-P 1:500

Tablo 5.16.2. Immiinositokimyasal boyamada kullanilan sekonder antikorlar
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Antikor ismi Marka Kodu Reaktivite | Diliisyon

Alexa Flour 488 | Cell Signaling 4408S 4-Mouse 1:500
Technologies

Alexa Flour 488 | Cell Slgnal_lng 44125 4-Rabbit 1:1000
Technologies

Alexa Flour 488 | Apcam ab150165 |o-Rat 1:500

Alexa Flour 546 Molecular Probes A11003 o-Mouse 1:500

Alexa Flour 546 Molecular Probes A11010 o-Rabbit 1:1000

Alexa Flour 546 Molecular Probes A11040 o-Chicken 1:1000

Alexa Flour 633 Molecular Probes A21070 o-Rabbit 1:1000

Alexa Flour 633 Molecular Probes A21050 a-Mouse 1:500

Alexa Flour 633 Molecular Probes A21103 o-chicken 1:1000

Alexa Flour 647 | Cell Signaling 4414S o-Rabbit 1:1000
Technologies

Alexa Flour 647 | Cell Signaling 4410S a-Mouse 1:500
Technologies

5.17. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

UPK
karakterizasyonunda mRNA seviyesinde gen ifade analizi gRT-PCR ile yapildi. gRT-

hiicre  karakterizasyonu,  endojen, transgen ve  kardiyomiyosit
PCR, protokolii oncesi kiiltiirlerden toplanan hiicre lizatlart mRNA izolasyonu i¢in
isleme alind1. izole edilen RNA’larin konsantrasyon dlgiimleri SpectraMax cihaz ile
yapildiktan sonra, iScript Advanced cDNA Synthesis Kit for qRT-PCR kiti (BioRad)
ile cDNA sentezi yapildi. Tablo 5.17.1°de verilen oranlara gore hazirlanan master mix
tiiplere dagitilarak RNA ve su eklendi. Tiipler termal 1siticida 30 dakika 42°C ve 5

dakika 85°C’ye ayarlanan programda muamele edildi.

Tablo 5.17.1. cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Icerik Reaksiyon icin gerekli hacim (ul)
5x iScript advanced reaction mix 4
iScript advanced reverse transcriptase 1
RNA (100fg-7.5ng) -
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Niikleaz igermeyen su -

Toplam Hacim 20

gRT-PCR reaksiyonunda relatif gen ifade seviyeleri GAPDH’a gére normalize edildi.
gRT-PCR reaksiyonunda Tablo 5.6.1.’deki primerler kullanildi. Sentezlenen cDNA
1:5 oraninda diliie edilerek gRT-PCR reaksiyonu Tablo 5.17.2’de detaylandirildigi
sekilde yapild.

Tablo 5.17.2. Transgenlerin tayini i¢in kullanilan qRT-PCR reaksiyonu bilesenleri

Reaksiyon igerigi Miktar
10X Taq Buffer 2,5 ul
25 mM MgCI2 1,5 ul
10mM dNTPs 0,5 ul
10uM Forward primer 0,5 ul
10uM Reverse primer 0,5 ul

Tagq DNA pol. 0,125 pl
cDNA 5ul

dH20 14,375 ul

5.18. Fare UPK Hiicrelerinin Kardiyak Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Embriyonel cisimcik (EB) yontemi ile farklilastirma amaciyla 100 mm TC petrileri
%0.1 jelatin ile kaplandi. Fare UPK hiicreleri 1/6 kuyucuk™un 1/2’si olacak sekilde
%0.25 tripsin/EDTA ile kaldirildi. Fare UPK hiicreleri FEF hiicrelerinden ayrilmasi
amaciyla, hiicrelerin 1/2°si 1 adet 100 mm petriye pasajlanarak adaptasyon besi yeri
ile 2 giin hiicreler kiiltiire edildi. EB yontemi ile 400 hiicre/20 pl hiicre damlalar1 150
mm bakteri petri kapaklarinda Sekil 5.18.1°de gosterildigi gibi multipipet yardimiyla
olusturuldu. EB’ler 37°C’de 2 giin, inkiibatoriin kapagi agilmadan inkiibe edildi. EB
olusumunun 2. giiniinde, EB’ler kapaklardan VitC igeren farklilasma besi yeri ile
toplanarak, 2 adet P15, 1 adet P10 bakteri petrilerine aktarildi. EB’ler 2 giin siispanse
halde 37°C’e inkiibe edildi. EB’ler farklilasmanin 4. giiniinde, 100 mm hiicre kiiltiiri
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petrilerine aktarildi. EB kiiltiirlerinin biiyimeleri ve kardiyak kasilmalar 11k

mikroskobu altinda gézlemlendi.

Sekil 5.18.1. Fare pluripotent kok hiicrelerinin EB yontemi ile farklilastirilmasi (A) Petri
kapagindaki hiicre damlalar1 (B, C) Hiicre igeren EB damlalar

5.19. Elektrofizyolojik Analiz

Floresan bir boya olan Fluo-4 hiicrelerdeki elektriksel aktivite sonucu olusan Ca*?
degisimini floresan siddetini degistirerek gercek zamanli takibini saglamaktadir.
Kardiyomiyosit hiicre kiiltiirlerinde Ca*? degisimini incelemek amaciyla bir sentetik
boya olan Fluo-4 kullanildi. Hiicreleri Fluo-4 ile boyamak amaciyla Tyrode’s ¢ozeltisi
(KCI 5mM, NaCl 140mM, Hepes 5mM, NaH2Pos 1mM, MgCl2 1mM, CaCl; 1.8mM,
Glukoz 10mM, pH=7.4) kullanildi. Tyrode ¢dzeltisi igerisine 5 uM Fluo-4 ve Fluo-
4’nun hiicre zarindan kolay gegebilmesi i¢in %0.02 pluronik asit eklenerek, hiicreler
30 dakika 20°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi boya ortamdan uzaklastirilarak
hiicreler goriintiilemenin yapilacagi kardiyomiyosit besi yerinin igerisine alindi.
Hiicreler normal fizyolojik kosullarina geri donmesi amaciyla 37°C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Gortntiilleme amaciyla %5 CO2 ve 37°C kosullarda Spinning disk
konfokal mikroskobu ile goriintiiler alind1. Hiicrelerdeki zamana baglh Ca*? degisimini

analiz etmek amaciyla Image-J programi kullanildi.

MUSCLEMOTION ile kasilma kinetiginin analizinin yapilmasi amaciyla
kardiyomiyosit kiiltiirlerinde atim olan bdlgelerde 151k mikroskobu ile saniyede 240
goriintiilii video kayitlar1 alindi. ImageJ programi kullanilarak hiicre kiiltiirlerinde

atima bagh piksel yogunlugu degisiminin analizi yapildi.

5.20. EKG ol¢iimii

UQTS hastalik fenotipinin in vivo karakterizasyonu amaciyla, transgenik J800, J343

fare soylarinda ve vahsi tip farelerde EKG kayitlart Biopac System Inc. cihazi ile
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alind1. Kayzt, Sekil 5.20.1°de gosterildigi gibi Einthoven {i¢geni referans alinarak lead
Il kullanild1. Negatif elektrot sag on ekstremiteye, pozitif elektrot sol arka ekstremiteye
ve topraklama i¢in notr elektrot sag arka ekstremiteye deri altina olacak sekilde insiilin
ignesi yardimiyla takildi. QRS genligi, QRS kompleksinin maksimum ve minimum
voltaj cikiglar1 arasindaki farkinin dlglilmesi ile belirlendi (Sekil 4.3.1). QT aralig
QRS kompleksinin baglangicindan T dalgasinin bitimine kadar olan siirenin dl¢timiiyle
belirlendi. JT aralig1 QRS kompleksinin bitiminin ardindan izoelektrik hattin baslangic
noktasi olan ve ST segmentinin baslangici olan J noktasi ile T dalgasinin arasindaki
zamanin Olcililmesi ile belirlendi. RR aralig1 ard arda gelen iki R dalgasi arasindaki
zamanin Ol¢iilmesi ile belirlendi. Dogrulanmis QT araligi (QTc, corrected QT), kalp
hizina gore diizeltilmis QT araligi Bazett formilii kullanilarak, QT zamaninin RR
aralig1 (saniye)’nin karekokiine boliinmesiyle (QT)/SQRT(RR) formiilii kullanilarak
hesaplandi.

LL

Sekil 5.20.1. EKG Einthoven li¢geni semast
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6. BULGULAR

6.1.  Transgenik Farelerin Genotip Analizi

UQTS’nu farede modelleyebildigi literatiirde gosterilen KcnglA3408/A340E (3343 fare
soyu) ve Kengl” (J800 fare soyu) transgenik fare soylari Prof. Dr. Karl Pfeiffer’in
Amerika NIH laboratuvarindan temin edilerek MEDITAM biinyesinde sayica
cogaltild1 (12, 13). Transgenik yenidogan yavrularin kulak dokularindan izole edilen
genomik DNA oOrnekleri ile genotip analizleri yapildi. Fare genomik DNA’sindan
transgen primerleri ile PCR yapilarak iiretilen DNA fragmanlar1 agaroz jel
elektroforezi ile bant boylarina gore ayrildi ve referans bantlarla karsilastirilarak
genotipleri gosterildi (Sekil 6.1.1). J800 fare soyunda 240 bp wt alleli belirlerken, 370
bp mutant allelin varligin1 gosterdi (Sekil 6.1.1 A). J343 fare soyunda ise 388 bp wt
alleli belirlerken, 508 bp mutant allelin varligin1 gosterdi (Sekil 6.1.1 B).

A B
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5

500- E

00- mut -mut
300- -wt -wt
200-

Sekil 6.1.1. Transgenik farelerde genotip analizi (A) J800 (Kcngl™”), 1: Ladder, 2: homozigot,
3: homozigot, 4: heterozigot, 5: wt, 6: wt (B) J343 (Kcnql/340E/A3408) 1. [ adder, 2:
homozigot, 3: heterozigot, 4: homozigot, 5: wt

6.2. Transgenik Farelerde EKG Grafigi ve Analizi

UQTS modeli transgenik farelerde, hastalik fenotipi elektrofizyolojik bir yontem olan
EKG ile analiz edildi. J800 homozigot, J800 heterozigot, J343 homozigot, J343
heterozigot ve vahsi tip fare soylarinda EKG grafiklerinde P dalgasi, QRS kompleks
ve T dalgas1 tespit edildi (Sekil 6.2.1). BioPac cihazi analiz programi kullanilarak J800
ve J343 transgenik ve vahsi tip farelerde, RR araligi, QRS genligi, JT ve QT araliklar
Olciildi. Dogrulanmis QT (QTc) araligi hesaplanirken Bazett denklemi ile QT
araliZinin atim sayisina bagli normalizasyonu yapildi. J800 homozigot ve J343
homozigot transgenik farelerde JT, QT ve dogrulanmis QT araliginda, vahsi tipe gére
istatistiksel anlamli uzama tespit edildi (Tablo 6.2.1). Yapilan dl¢iimlerde disi ve erkek

fareler arasinda istatistiksel anlamli bir fark gozlenmedi.
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Sekil 6.2.1. Transgenik farelerde EKG grafikleri (A) Vahsi tip, (B) J800 heterozigot (Kcngl®
) (C) 3800 homozigot (Kengl™), (D) J343 heterozigot (Kengl***%%™), (E) J343 homozigot
(KCﬂ q 1A340E/A340 E)

46



Tablo 6.2.1. J800 ve J343 homozigot EKG &l¢iimlerinin istatistiksel analizi

A340E p degeri n p degeri

Araliklar wt Kenql (Keng1AS4E vs wi) Kcnql (Keng 1™ vs wi)
RR (ms) 137218 150418 0.11 130430 0.71
Q(Sfl%r_?)p 174102 166261 0.83 231467 0.10

JT (ms) 5049 67+16 0.003° 66110 0.001°

QT (ms) 9349 110£11 0.001* 10010 0.01"

QTc (ms) 251£17 280415 0.0003" 30060 0.005°

n=17 n=9 n=12

6.3. Lentiviriis Miktar Analizi

Lentiviriis iiretiminde, tercih edilecek plazmid transfeksiyon yontemi belirlenirken
Lipofectamine 3000 ve PEI yontemleri HEK293-FT hiicrelerine GFP plazmidi
transfekte edilerek karsilastirildi. GFP plazmid transfeksiyonu sonrast %70-90
HEK293-FT hiicresinde GFP iiretimi konfokal mikroskobunda gozlemlendi (S$ekil
6.3.1 A). Lentiviriis lretimi amaciyla ilerleyen transfeksiyon deneylerinde PEI
maliyeti uygun ve %80-90 verimde ¢alisan bir yontem olmasi nedeni ile tercih edildi.
Lentiviral titrasyon analizinde, lentiviral belirte¢ olan WPRE gen ifadesi kantitatif
gercek zamanli PCR (qRT-PCR) ile degerlendirildi. HEK293-FT hiicrelerine verilen
lentiviriis miktar arttikga WPRE gen ifadesinde, lentiviriis eklenmeyen kiiltiirlere gore
artis oldugu gozlemlendi (Sekil 6.3.1 B). Titer hesaplamasinda titrasyonu bilinen GFP
lentivirtisii ile standart egri olusturularak tetO-FUW-OSKM ve FUW-m2rtTA
lentiviriislerinin titrasyonu hesaplandi. WPRE gen ifadesinin, gqRT-PCR’da elde edilen
Cq degerleri ile titrasyon formiiliine gore Tablo 6.3.1°de gosterildigi gibi 3x10*! olarak
belirlendi. Uretilen lentiviriisler, transgenik ve vahsi tipten iiretilen FEF kiiltiirlerinin

yeniden programlanmasinda kullanildi.
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Sekil 6.3.1. Titrasyon analizi (A) GFP transfeksiyonu sonrasi konfokal goriintiisii (10X) (B)
Lentiviral WPRE gen ifadesi

Tablo 6.3.1. Lentiviriis titrasyon degeri

Lentiviral Besi yeri hacim WPRE gen ifadesi | Titrasyon  (viral
hacim (ul) (u) genom/ml)

0 ul 1000 pl 1 0

2 ul 1000 pl 15353,44 3x10!

4l 1000 pl 40943,16 5x10%!

6.4. Fare Embriyonik Fibroblast ve Kuyruk Ucu Fibroblast Kiiltiirii

Yeniden programlama yaklasiminda, somatik hiicre kaynagi olarak kolay ulasilabilir

olmasi ve iiretiminin verimliligi nedeniyle fibroblast hiicreleri tercih edildi. Fibroblast

kaynagi olarak erigkin farenin kuyruk ucu primer fibroblast kiiltiirleri ile E13.5 FEF

kiiltiirleri paralel olarak degerlendirildi. izole edilen kuyruk ucundan fibroblastlarin

gocli bir haftalik siirecte gozlemlendi (Sekil 6.4.1 A). Ancak, kiiltiiriin ilerleyen

giinlerinde hiicre sayisindaki artisin yavas olmasi ve petri plaklarini doldurmamasi,

pasaj sonrasinda hiicrelerde ciddi 6liim ve hiicre yaglanmasi1 gbzlenmesi nedeni ile

alternatif olarak FEF primer kiiltiirleri olusturuldu. Vahsi tip ve transgenik FEF

kiiltiirlerinde hizl1 ¢cogalma, pasaj sonras1 canliligin yiiksek olmasi ve literatiirdekine

benzer fibroblast morfolojisi gozlendi (Sekil 6.4.1 B-C). FEF kiiltiirlerinin 2. ve 3.

pasajlar1 yeniden programlama deneylerinde kullanildi.
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1)

Sekil 6.4.1. Primer fibroblast hiicre kiiltiirii (A) Tréhsgenik farelerde kuyruk ucu fibroblast
hiicre kiiltiri (4X magnifikasyon) (B) Transgenik C57BL/6 FEF hiicre kiltiri (4X
magnifikasyon) (C) Vahsi tip BALB/c FEF hiicre kiiltiirii (10X magnifikasyon)

6.5. Blastosist Kokenli Fare Embriyonik Kok Hiicre Hatt1 Olusturulmasi

Fare EKH hatt1, fare UPK hiicrelerinin karakterizasyonunda referans olmasi amaciyla
vahsi tip C57BL/6 farelerden E3.5ta olusturuldu. Her EKH hattinin tek blastosistten
koken almas1 amaciyla, her blastosist ayr1 bir mitotik olarak boliinmesi durdurulmus
FEF kapli kuyucukta kiiltiire edildi. Blastosistler, FEF hiicreleri iizerine 48 saat
igerisinde tutunarak EKH kaynagi olan i¢ hiicre kiitlesinin blastosist yapisindan disari
goeii gozlendi (Sekil 6.5.1 A). I¢ hiicre kiitlesinin kiiltiirde segilip pasajlanmasi ile
Sekil 6.5.1 B’de goriilen EKH kolonileri elde edildi. Isik mikroskobunda yapilan
incelemeler sonucunda, blastosistten tiiretilen hiicrelerde literatiire benzer olarak 3

boyutlu EKH kolonilerine benzer hiicre kolonileri gézlemlendi (Sekil 6.5.1 C).

Sekil 6.5.1. Fare EKH izolasyonu (A) Blastosist izolasyonu sonrasi 2. giin (20X) (B) Pasaj
1’de fare EKH kolonisi (20X) (C) Pasaj 2’de fare EKH kiiltiirii (20X)
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6.6. Yeniden Programlama ile Fibroblast Kaynakh UPK Hiicre Gelistirilmesi

Uretilen ve miktar tayini yapilan tetO-FUW-OSKM ve FUW-m2rtTA lentiviriis
siispansiyonu FEF hiicrelerinin yeniden programlanarak UPK hiicre Kkiiltiirlerinin
tiretilmesinde kullanildi. FUW-m2rtTA tetrasiklin baskilayict geni igeren lentiviriis,
OSKM gen ekspresyonlarinin agik ve kapali durumunu kiiltiire tetrasiklin eklenmesi
ve c¢ikarilmasi ile kontrol edebilmemizi sagladi. Tek basma tetO-FUW-OSKM
lentiviriisii ile enfekte edilen FEF hiicrelerinde koloni olusumu gézlenmezken, tetO-
FUW-OSKM ve FUW-m2rtTA plazmidlerini igeren lentiviriisler ile enfekte edilen
transgenik ve vahsi tip FEF hiicrelerinde transdiiksiyon sonrasi 8 ile 10. giinler
arasinda EKH benzeri koloniler gozlemlendi (Sekil 6.6.1 A-B). Ekilen 2x10° FEF
hiicresinden yeniden programa sonrasi yaklagik 50 UPK hiicre kolonisi %0.0025
verimlilikle elde edildi. Tetrasiklin eklenmesini takip eden 10. giinden itibaren EKH
morfolojisi gosteren koloniler tek tek secilerek mitotik olarak boliinmesi durdurulmus
FEF ile kapli 12 kuyucuklu plaklara ekildi ve kiiltiirde ¢ogalmalar1 gozlendi (Sekil
6.6.1 C). Vahsi tip ve transgenik fare kokenli UPK hiicre iiretiminde yaklasik 18 koloni

EKH benzeri morfolojik 6zelliklerine gore segilerek ¢ogaltildi ve karakterize edildi.

Sekil 6.6.1. Fare UPK hiicre kiiltiirii (A) Lentiviriis enfeksiyonu sonras1 10. giindeki UPK
hiicre kolonisi (10X) (B) Pasaj 1’de UPK hiicre kolonisi (10X) (C) Pasaj 3’te UPK hiicre
kolonisi (10X)

6.7. EKH ve UPK Hiicrelerinin Alkalen Fosfataz (AP) Aktivite Analizi

UPK hiicrelerinin karakterizasyonu, EKH’lere 6zgli AP aktivitesi referans alinarak
yapildi. Etkin AP konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi optimize edilmesinin ardindan,
AP boyamast i¢in pozitif kontrol olarak tiretilen EKH kiiltiirleri kullanild1 (Sekil 6.7.1
A). AP enzim aktivitesinin yeniden programlanarak elde edilen vahsi tip (Sekil 6.7.1
B), J343 (Sekil 6.7.1 C) ve J800 (Sekil 6.7.1 D) UPK hiicrelerinde varlig1 canh
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hiicreleri AP substrat1 verilmesi ve AP enzimi islenen ve floresan 6zellik kazanan
substratin konfokal mikroskobu ile gorlintiilenmesi ile saglandi. FEF kaplh
kuyucuklarda UPK hiicreleri AP aktivitesi gosterirken, negatif kontrol olarak ekilen

sadece FEF hiicrelerinde AP aktivitesi goriilmedi.

A
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Sekil 6.7.1. AP boyamasi ile konfokal mikroskop goriintiisii (A) Vahsi tip embriyonik kok
hiicreleri, (B) Vahsi tip UPK hiicreleri, (C) J343 UPK hiicreleri, (D) J800 UPK hiicreleri
(20X), 6l¢ek cubugu: 50 um

6.8. EKH ve UPK Hiicrelerinde Endojen ve Ektopik Kokliiliik Gen ifade

Analizi

UQTS modeli transgenik ve vahsi tip farelerden gelistirilen UPK hiicrelerinde
lentiviral ektopik OSKM ve endojen Nanog genlerinin mRNA diizeyinde ifadesi qRT-
PCR ile analiz edildi. EKH ve fibroblast hiicreleri transgen ifade analizi i¢in negatif
kontrol olarak kullanilirken, EKH kiiltiirii endojen Nanog gen ifadesi i¢in pozitif
kontrol olarak degerlendirildi. Pasaj 0’daki transgenik J343, J800 ve vahsi tip UPK
hiicrelerinde, lentiviral tetO-FUW-OSKM gen ifadesi EKH ve fibroblast hiicrelerine
gdre anlaml olarak arttig1 gosterildi (Sekil 6.8.1). Ileri pasaj (P10 ve sonrast) J343
UPK hiicrelerinde transgen ifadesi devam ederken, J800 ve vahsi tip UPK hiicrelerinde
transgen ifadesinin beklenen ve anlamli sekilde azaldigi gézlendi. Erken pasaj ve ileri
pasajdaki J343 UPK hiicrelerinde endojen Nanog gen ifadesi degerlendirildiginde,
EKH pozitif kontrolii ve fibroblast negatif kontroliine gore ileri pasajda Nanog gen
ifadesinin az oldugu gozlendi. J800 UPK hiicrelerinde ise literatiirde benzer sekilde,
erken pasajlara gore endojen Nanog gen ifadesinin ileri pasajda anlamli sekilde arttig
ve yeniden programlamanin tamamlanarak stabilite kazandig1 gosterildi (Sekil 6.8.1).
TetO-FUW-OSKM lentiviriisii ile enfekte edilen vahsi tip, J343 ve J800 FEF
kiltiirlerinde tetrasiklin eklenmeden transgen ifadeleri degerlendirildiginde, sadece
J343 UPK hiicrelerinde EKH’ye gore anlamli sekilde arttigi gozlemlendi.
Kardiyomiyosit farklilagma kiiltiirlerine, pluripotensi transgen ifadesi susmus, endojen

Nanog gen ifadesi artig gosteren stabil J800 UPK hiicre hatlar1 ile devam edildi.
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Sekil 6.8.1. Lentiviral tetO-FUW-OSKM ve endojen NANOG gen ifadelerinin qRT-PCR
analizi (A) Vabhsi tip UPK hiicreleri, (B) J343 UPK hiicreleri, (C) J800 UPK hiicreleri

6.9. Kokliiliik Proteinlerinin Kok Hiicrelerde immiinositokimyasal Incelemesi

EKH’inde kokliilige 6zgii OCT4, SOX2 ve NANOG proteinleri ¢ekirdekte, SSEA-1

proteini ise plazma membraninda yiizey belirteci olarak lokalize olur. Uretilen UPK

hiicrelerinde kokliiliik genlerinin protein ifadesi immiinositokimyasal boyama sonrasi

floresan mikroskop ile karakterize edildi. EKH ve UPK hiicrelerinde OCT4, SOX2,

NANOG proteinleri immiin-boyama sonrasi ¢ekirdekte gozlemlenirken, SSEA-1

belirteci kolonileri olusturan hiicrelerin yiizeyinde gozlendi (Sekil 6.9.1 A-H). J343

UPK hiicre kolonilerini olusturan hiicrelerde qRT-PCR deneylerine paralel

yorumlanan kismi SSEA-1 boyamasi Sekil 6.9.1 F’deki gibi gézlemlendi.
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Sekil 6.9.1. Gelistirilen EKH ve UPK hiicrelerinin koklilik protein iiretiminin
immiinositokimyasal karakterizasyonu (A) Vahsi tip EKH SOX2 goriintiisii (40X), (B) Vahsi
tip EKH SSEAT1 goriintiisii (40X), (C) Vahsi tip UPK hiicrelerinin OCT4 gorintiisii (40X),
(D) Vahsi tip UPK hiicrelerinin SSEA1 goriintiisii (40X), (E) J343 transgenik UPK
hiicrelerinin OCT4 goriintiisii (20X), (F) J343 transgenik UPK hiicrelerinin SSEA1 goriintiisii
(20X), (G) J800 transgenik UPK hiicrelerinin SSEA1 goriintiisii (20X), (H) J800 transgenik
UPK hiicrelerinin NANOG goriintiisii (20X), 6l¢ek cubugu; 50 um

6.10. Pluripotent Kok Hiicrelerden Kardiyomiyosit Farklilasmasi ve Molekiiler
Karakterizasyonu

Vahsi tip EKH’leri ve J800 UPK hiicrelerini kardiyomiyosit hiicrelerine
farklilastirmak amaciyla literatiirde yaygin olarak kullanilan embriyonel cisim
(Embryoid Body, EB) yontemi tercih edildi. Embriyonel cisimcik yonteminde, ilk 2
giin Sekil 6.10.1 A’da gosterildigi gibi UPK hiicreleri FEF’lerden adaptasyon besi
yerinde sadece EKH ve UPK hiicreleri ile farklilasmaya devam edilmek iizere kiiltiire
edildi. UPK hiicreleri daha sonra Sekil 5.18.1°de gosterildigi gibi asili damlacik

halinde, embriyonel déoneme benzer olarak, 2 giin 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler bir
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araya gelerek, yercekimine bagl olarak olusturulan damlaciklarin ucunda EB’leri
olusturdu (Sekil 6.10.1 B). EB’ler kiiltiir plaklarina ekildi ve yapisan EB’lerde farkli
hiicre tiplerinin go¢ etmesi ile 8. giinden itibaren kardiyomiyosit farklilasma olan

bolgelerde spontan kardiyomiyosit kasilmalar1 gozlendi (Sekil 6.10.1 C).

A 8 B C

Sekil 6.10.1. Fare EKH’lerin EB yo6ntemi ile kardiyomiyosite farkilagma kiiltliriiniin 151k
mikroskobu goriintiileri (A) Adaptasyon ortami -2. giin, (B) Siispanse haldeki EB 2. giin (C)
Kardiyomiyosit farklilagmasi 4. giin goriintiileri (20X)

Fare pluripotent kok hiicre kokenli kardiyomiyosit kiiltiirlerinin  molekiiler
karakterizasyonu kardiyak belirteci olarak kardiyak troponin T (cTnT) proteininin
immiinositokimyasal boyamalari ile yapildi. Vahsi tip EKH (Sekil 6.10.3 A-B) ve J800
UPK hiicre (Sekil 6.10.3.C-D) kokenli kardiyomiyositlerde cTnT boyamalar1 konfokal

mikroskobu ile goriintiilendi.

A
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Sekil 6.10.2. Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde ¢TnT proteini immiin-boyamasi (A) Vahsi tip EKH
kokenli kardiyomiyosit (20X), (B) Vahsi tip EKH koékenli kardiyomiyosit (40X), (C) J800
transgenik UPK hiicre kokenli kardiyomiyosit (20X), (D) J800 transgenik UPK kokenli
kardiyomiyosit (40X), konfokal mikroskop goriintiileri 6l¢ek gubugu; 50 pm

Fare UPK hiicre ve EKH kokenli kardiyomiyosit farklilagtirma protokoliiniin 15. ve
30. giinlerinde erken ve ge¢ donem kardiyak belirteglerin qRT-PCR analizleri yapildi.
Analizlerde pozitif kontrol olarak neonatal fare kardiyomiyositleri ve negatif kontrol
olarak fibroblast ve EKH kullanildi. Vahsi tip EKH ve J800 UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerin erken donem kardiyak progenitor belirteci Isl-1 gen ifadesi 15
giinliik kardiyomiyosit kiiltiirlerinde 30 giinliik kiiltiirlere ve fibroblast kiiltiirlerine
gore anlamli derecede yiiksek gozlemlendi (Sekil 6.10.3). Gata4 gen ifadesinin 30
giinliik J800 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde fibroblasta gore anlaml artisi,
vahsi tip EKH kokenli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde fibroblasta gore anlamli artisi
gosterildi. Thx20’nin, 15 glinliik kiiltiirlerde 30 giinliik kardiyomiyositler ve negatif
kontrollere gore anlamli sekilde gen ifadesinin arttig1 goriildii (Sekil 6.10.3).
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Sekil 6.10.3. Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde kardiyak belirtegleri ile qRT-PCR gen ifade analizi
(A) Vahsi tip EKH kokenli kardiyomiyosit (B) J800 UPK hiicre kokenli kardiyomiyosit

6.11. Transgenik Fare Kokenli UPK Hiicre Kardiyomiyositlerin Goriintiileme
ve Fonksiyonel Analizi

Fare EKH ve UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin molekiiler karakterizasyonlarinm
takiben fonsyionel incelemelerinin yapilmasi amaciyla kiiltiirlerde maturasyonun
gRT-PCR analizlerinde de go6zlemlendigi, farklilagmanin 20. giiniinden sonra
MUSCLEMOTION analizleri i¢in videolar1 ¢ekildi. Kardiyomiyosit kasilma-
gevsemeleri Sekil 6.11.1 A-B’daki gibi atim olmayan bdlge referans alinarak ve
saniyede 240  gorlinti  almarak  ¢ekilen  kardiyomiyosit  videolarmin
MUSCLEMOTION analizleri yapildi. Vahsi tip ve UQTS kokenli kardiyomiyositlerin
atimlari piksel degisimleri ile grafiksel olarak gosterildi (Sekil 6.11.1 C-D). J800 UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerin kasilma siiresi, vahsi tip kardiyomiyositlere gore

anlaml sekilde uzadig: tespit edildi (Sekil 6.11.1 E). Pluripotent kok hiicre kdkenli
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kardiyomiyosit kiiltiirlerine beta-adrenerjik agonist olarak kullanilan isoproterenol

eklenmesi ile kasilma-gevseme sayisinda artis gézlendi (Sekil 6.11.2).
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Sekil 6.11.1. Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde MUSCLEMOTION analizi (A) Kardiyomiyosit
atim bolgesi (B) Kardiyomiyosit attim bolgesi kontrasti, (C) Vahsi tip EKH kokenli
kardiyomiyositlerin ~ kasilma-gevseme  grafigi, (D) J800 UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerin kasilma-gevseme grafigi, (E) Vahsi tip ve J800 UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerin karsilastirmali kasilma-gevseme siiresi grafigi
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Sekil 6.11.2. Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde Isoproterenol uygulamasi ve MUSCLEMOTION
analizi (A-B) J800 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin isoproterenol eklenmesi dncesi ve
sonrast kasilma gevseme grafikleri, (C-D) Vahsi tip EKH kokenli kardiyomiyositlerin
isoproterenol eklenmesi Oncesi ve sonrasi kasilma gevseme grafikleri
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7. TARTISMA ve SONUC

Somatik hiicrelerin yeniden programlanmast ve UPK hiicrelerinin gelistirilmesi ile
cesitli hastalik modellerinin in vitro olusturulmasi, kisisellestirilmis tedavi
yaklasimlarinda ¢ogaltilabilir ve yenilenebilir bir hiicre kaynagi saglamistir. UPK
hiicrelerinin  farklilagtirilmasiyla tiretilen kardiyomiyositler saglikli birey veya
kalitimsal hastalik tasiyan bireylerde klinik fenotipe benzer molekiiler, fizyolojik ve
elektrofizyolojik fenotip sergilemesi yoniiyle bir¢ok farkli ¢calismada ‘disease-on-a-

dish’ modellerinin gelistirimesinde tercih edilmektedir (80).

Diinya genelinde ve Tirkiye’de oliim nedenlerinin basinda kalp rahatsizliklar
gelmektedir. Popiilasyonun %1-2’sinde genetik mutasyonlar sonucu kalp gelisiminde
anomali ve kalp hastaliklar1 gériiliir (6). UPK hiicre teknolojisinin kullanilmasiyla kalp
gelisimini kontrol eden diizenleyici faktorleri, yolaklar1 ve kardiyak gen ifadelerini
anlayabilmek, embriyogenez asamasinda hastalik nedenlerinin incelenmesi ve yeni

tedavi yontemleri gelistirilebilmesi miimkiin olmustur.

Uzun QT Sendromu (UQTS) popiilasyonda 1:2000 - 1:2500 yayginlikla goriilen ve
kalpte ritim bozukluguna neden olan bir kanalopatidir (93). Insanlarda UQTS
mekanizmasi ve tedavi yontemleri arastirilirken, insan iizerinde deneysel girisimler ve
hasta kaynakli hiicrelerin temininde karsilagilan etik kisitlamalar sebebiyle UQTS
transgenik fare modelleri yaygin olarak kullanilan énemli bir stratejidir. Calismamiz
kapsaminda da kullandigimiz, Pfeifer ve calisma arkadaslarinin C57BL/6 kokenli
farelerin KCNQ1 kanalinda ¢esitli mutasyon ve gen knock-out olusturduklari
transgenik farelerin UQTS na bagl fenotip gosterdigini in vivo olarak dogrulanmistir
(12, 13). Onemli olarak, UQTS nun molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi ve yeni
tedavi yontemleri gelistirilmesine olanak saglayabilecek transgenik fare modellerinde

UPK hiicre temelli in vitro ya da in vivo ¢aligsmalar literatiirde yer almamaktadir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, UQTS Tip-1 hastalik fenotipinin incelenmesi ve UPK
hiicre tiretiminde KCNQ1 geninde mutasyon tasiyan UQTS modeli transgenik fare
soylar1 kullamlmistir (12, 13). KCNQ1 geninde null J800 (Kcngl™) ve nokta
mutasyonu J343 (Kcng1#340E/A3408y jeeren iki fare hatti, MEDITAM deney hayvanlart
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merkezimizde ¢ogaltilmis, in vivo QT uzamasina bagli hastalik fenotipi EKG analizleri
ile dogrulanmigtir. Temin ettigimiz transgenik fare soylari, Tiirkiye’de kisith miktarda
yiiriitiilen transgenik modellere 6nemli bir katki saglamaktadir. Literatiir verilerine
benzer olarak, homozigot transgenik farelerde QT araliginda vahsi tip farelere gore
anlamli sekilde uzama tespit edildi. UQTS transgenik fare soylarinda JT, QT ve
dogrulanmis QT araliginda vahsi tipe gore uzama goriilmektedir. Hastaligin
homozigot olarak kalitildig1 farelerde, heterozigot farelere gore JT, QT ve QT
parametrelerindeki uzama istatistiksel olarak artmaktadir (13). Insanda, UQTS
kaliimsal dominant geg¢is gostererek heterozigot KCNQ1 mutasyonu sonucu QT
araliginda uzama fenotipi ile karakterizedir (18). Insanda homozigot KCNQ1
mutasyonu ile sagirhik goriilmekte ve JNLS ile iliskilendirilmektedir. JNLS fare
modelinde insan fenotipine benzerlikler goriilmektedir (13). Homozigot J800
transgenik farelerde, Pfeifer ve arkadaslarinin 2001 makalesinde raporladig verilere
benzer olarak, mutasyonla iliskili i¢ kulakta K* dengesinin bozulmasi ile hiperaktivite,
kontrolsiiz bas hareketleri ve sagirlik fenotipi gozlemlenirken, heterozigot Kengl¢™®
genotipli farelerde bu fenotip gézlemlenmemistir (12, 13). Homozigot J800 farelerde,
sagirlik ve hiperaktivite fenotipi nedeni ile iiretim heterozigot farelerin ¢iftlesmesi ile
gerceklestirilebilmistir. Ayrica, J800 transgenik farelerin boyutlarmin kiiciik ve
kilolarinin az olmasi nedeni ile in vivo operasyonlarda anestezi ve ventilasyon cihazina
baglanma problemleri ile mortalite gézlenmistir. Buna benzer in vivo uygulamalarda
ve homozigot farelerin ¢iftlesmesinde transgenik hatlarda yasanmistir. Bu nedenle,
caligma kapsaminda tiretilen UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler fare soylarindan

bagimsiz ve sinirsiz hiicre liretimine olanak saglamistir.

Kcngl mutasyonlart sonucu kongenital sagirlik ile karakterize, JLN sendromu
tedavisinde 2015 yilinda, fare modellerinde gen terapisi uygulanmistir. Kcngl gen
ifade kasedini iceren modifiye adeno iligkili viriisiin postnatal fare endolenfine enjekte
edilmesi ile mutasyon sonucu olusan endokohlear fonksiyonlarin diizeltildigi
goriilmiistir (94). Ancak, gen terapisinin miyokardiyum fonksiyonundaki etkisi
incelenmemistir. UQTS transgenik fare UPK hiicrelerinden farklilagtirilan
kardiyomiyositler ise in vitro viral gen terapisi uygulamalarinda in vivo’ya paralel

calisma olanag1 saglayacaktir.

62



Farelerde, yeniden programlamada en yaygin kullanilan somatik hiicre kaynagi olarak
eriskin kuyruk ucu fibroblast (TTF) hiicreleri ve fare embriyonik fibroblast (FEF)
hiicreleri tercih edilmistir (69). Erken pasajlarda, TTF hiicrelerinin ¢ogalmamasi ve
yaslanmaya baglamasi nedeni ile yeniden programlama yaklagiminda embriyonik
donem fibroblastlarinin kullanilmina yoneldik. Hizli ¢ogalan ve literatiire benzer
saglikli morfolojide olan pasaj 2 ve 3 vahsi tip ve transgenik farelerden izole edilen
FEF hiicreleri yeniden programlama deneylerinde kullanilmistir. Embriyonik dénem
hiicresi olmasi ve hizli ¢ogalmasimnin yeniden programlama verimini arttiracagi

diistinilmiistiir (4).

Insan ve fare somatik hiicrelerinin yeniden programlanmasinda genoma entegre olan
ve olmayan yontemler kullanilmaktadir. Giiniimiizde insan somatik hiicrelerinin
yeniden programlanmasinda, Sendai viriis genoma entegre olmayan %0.5 verimde bir
yontem olmasi nedeni ile yaygin olarak kullanilmaktadir (95). Fare somatik
hiicrelerinin yeniden programlanmasinda, lentiviral sistem %0.0002 verime sahip
yontem olmast ve literatiirde kullanilan ilk yontem olmasi nedeni ile tercih
edilmektedir (1, 69, 95). Yeniden programlama ¢alismalarimizda ilk olarak olarak
kullandigimiz  FUW-OSKM genoma entegre olmasi ve koklilik genlerinin
kontrolstiz-siirekli ifade edilmesi nedeniyle, yeniden programlanan hiicreler
kardiyomiyosite farklilastirilamadi. Lentiviral transdiiksiyon ile yeniden programlama
yontemini daha etkili kullanabilmek amaciyla ¢alismalarimizda, genoma entegre olan
gen bolgesinin  kontroliinii tetrasiklin bagimli diizenleyen tetO-FUW-OSKM
lentivirtisii kullanilmistir (3). Bu sistem igin kullanilan tetO-FUW-OSKM plazmidi
kokliiliik genlerini igerirken, FUW-m2rtTA tetrasiklin kontroliinii saglayan tet
susturucu geni igermektedir. Boylece, tetrasiklinin varliginda kokliiliik genleri ifade
edilirken, tetrasiklin yoklugunda sistem kapanarak kontrollii bir gen ifadesi

saglanmistir.

Lentiviriis iiretimi i¢in ilk olarak en verimli hiicreyi ve en verimli transfeksiyon
yontemini belirlemek amaciyla GFP vektorii HEK hiicrelerine farkli yontemler ile
transfekte edilmistir (96). HEK293-FT hiicreleri Lipofectamine 3000, elektroporasyon
ve PEI yontemleri kullanilarak GFP ile transfekte edildiginde transfeksiyon verimine

gore Lipofectamine, PEI ve elektroporasyon yontemi basarili bulundu. Ancak,
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Lipofectamine 3000’in maliyeti yliksek olmasi nedeni ile yiiksek verimde calisan bir

diger maliyetge uygun yontem olan PEI transfeksiyonu ile deneylere devam edilmistir.

Lentiviriisler, hiicre kiiltlirline uygun olarak viriisii etkin dozda kullanabilmek
amactyla konsantre hale getirilmistir. Lentiviriisiin konsantre edilmesi igin
ultrasantrifiij, Amicon-Ultra filtre sistemi ve PEG-8000 protokolleri kullanilmaktadir
(97). Ultrasantrifiij yonteminde virlis kayb1 ve millipore filtre sisteminde viriisiin
filtrede kalarak titrasyon kaybi oldugunun diisiiniilmesi nedeni ile viriis presipitasyon

amaciyla kullanilan PEG-8000 yontemi tercih edilmistir.

Fibroblast hiicreleri, tetO-FUW-OSKM ve FUW-m2rtTA lentiviriisleri ile ayn1 anda
enfekte edilerek %0.0025 verimle yeniden programlanmistir. Lentiviral aktarim ve
tetrasiklin uyarimi sonucu yeniden programlanan hiicrelerde EKH morfolojisine
benzer UPK hiicrelerinin olusumu gozlemlenmistir. Ayni zamanda lentiviral
transdiiksiyon ile UPK morfolojisinde olmayan kismi yeniden programlama gozlenen
heterojen morfolojide koloniler gozlenmistir. Bu kolonilerin sadece tetO-FUW-
OSKM veya FUW-m2rtTA ile enfekte oldugu, kokliilik genlerini kismi ifade ettigi
immiinositokimyasal boyamalar ile ortaya kondu. Tetrasiklinsiz besi yeri ile kiiltiire
edilen UPK hiicrelerinin morfolojilerinin EKH benzeri devam etmesi kokliiliik
genlerini endojen olarak ifade etmeye basladigini veya lentiviral sistemin susmayarak
hiicreleri UPK hiicre seviyesinde tutmasindan kaynaklanabilirdi. Bunun i¢in UPK
hiicrelerinin karakterizasyonunda endojen ve lentiviral genler immiinositokimyasal ve
gRT-PCR yontemleri kullanilarak ortak olarak analiz edilmistir. Kokliiliik genlerinin
immiinositokimyasal yontem ile karakterizasyonunda, EKH kolonileri pozitif kontrol
olarak kullanilmistir (54). Vahsi tip ve J800 UPK hiicre kolonileri EKH boyamalari ile
benzer sonug verirken, J343 UPK hiicre kolonileri SSEA-1 yiizey belirteci ile analiz
edildiginde kismi boyama gostermistir. Bu nedenle, J343 UPK hiicre kolonilerinin

kismi yeniden programlandig: diigiiniilmiistiir.

UPK hiicre ve EKH kolonilerinin RNA seviyesinde kokliiliikk genlerinin ifadesi
incelendiginde vahsi tip, J800 ve J343 UPK hiicrelerinde EKH pozitif kontroliine gore
ileri pasajda kokliiliik gen ifadesinin arttig1 gézlenmistir. UPK hiicrelerinde lentiviral

gen ifadesinin ileri pasajda, tetrasiklinin ortamda bulunmamasina bagli olarak susmasi
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beklenmektedir (3). Vahsi tip ve J800 UPK hiicrelerine lentiviral gen ifadesinin
sustugu goriilirken, J343 UPK hiicrelerinde lentiviral gen ifadesinin devam ettigi
gorilmistir. Bu nedenle, UPK hiicrelerinin  kardiyomiyosit hiicrelerine
farklilastirilmasinda lentiviral gen ifadesi susmayan J343 kolonilerinde farklilasmanin
ge¢ olmast veya farklilasmanin olmamasit gozlendi. J800 transgenik UPK
hiicrelerindeki lentiviral gen ifadesinin ileri pasajlarda diigmesi ile bu hiicre hatt1 ve
kontrol vahsi tip EKH’leri ile kardiyomiyosite farklilastirma deneylerine devam

edilmistir.

Fare pluripotent kok hiicrelerinin farklilastirilmasinda, en yaygin yontem olarak
kullanilan embriyonel cisimcik yontemi tercih edilmistir (19). Farklilagtirma
deneylerinde ilk olarak protokolii belirlemek amaciyla EKH kullanilarak uygun FBS
kaynagi belirlenmistir. Bu deneylerde, kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri FBS
lot numaralarina, tretimlerine gore degismektedir. Farklilagtirma verimi yiiksek lot

numarasina sahip FBS ile farklilasma deneylerine devam edilmistir.

Kontrol hiicre hatt1 olarak kullanilan EKH’ler erken pasajda (PO-5) ve ge¢ pasajda
(P10 sonrasi) farklilasmanin 8. giiniinden itibaren spontan kasilmalar baglamistir.
Immiinositokimya ile kardiyak troponin-T proteininin boyamasi yapildiginda
farklilagma kiiltiirlerinde kardiyomiyosit hiicre yogunlugunun az oldugu gézlemlendi.
Literatiirde, tercih edilen protokoller ile iligkili farklilagsma verimi degismektedir (98).
2011 yilinda yapilan ¢alismada, embriyonel cisimcik yontemi ve Activin/Nodal yolag:
tizerinden kullanilan kiigiik molekiiller ile total hiicre sayisinin %42’sinde kasilma
goriilmistir (99). Farklilagsma siiresince olusturulan her EB’nin kardiyomiyosit
farklhilasma yolagina girmedigi, spontan atima baslayan EB’lerin sayisinin yaklasik
150-200 EB igeren petrilerde 6 atim bolgesi oldugu goriilmistiir. Ancak, atim
gozlenmeyen kardiyomiyositlerin kiiltiirde varligi immiin-boyamalar ile tespit

edilmistir.

J800 UPK hiicreleri, transgen ifadesinin tetrasiklin eklenen kiiltiire gére daha diisiik
ve EKH benzeri gen ifadesi gostermesi nedeni ile farklilasma i¢in tercih edildi. Erken
pasajlardaki J800 UPK hiicre kiiltiirlerinde kardiyomiyosit farklilagma gdzlenmedi.

Transgen ifadesinin UPK hiicrelerinde devam etmesi bunun nedeni olarak
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diisiiniilmektedir. ileri pasajdaki (P20+) J800 UPK hiicre Kkiiltiirlerinin kiigiik
molekiiller ile farklilastirilma protokolii sonrasi 8. giinde atimi gozlenmistir. ileri
pasajlarda, UPK hiicre kiiltiirleri ile kardiyomiyosit farklilasma indiiklenebilmistir
(100). Transgen ifadesi susmayan UPK hiicreleri ile kardiyak farklilasma yapildiginda
hiicrelerin farklilagsmadigi, EB’lerin yapismasi sonrasi hiicre 6liimii gdzlemlenmistir.
Transgen ifadesinin yiiksek olmas1 farklilagma protokoliinii olumsuz yonde etkiledigi

tespit edilmistir.

EKH ve UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositlerde kardiyak belirtegleri ile mRNA
seviyesinde (RT-PCR analizleri incelendiginde farklilasmanin 15. giiniindeki
kardiyomiyosit kiiltiirlerinde 30. giindeki kiiltiirlere gore erken donem Isl-1 ve Thx20
kardiyak progenitor gen ifadelerinin anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir (101). Geg
donem kardiyak Gata4 gen ifadesinin ise 30 giinliik kardiyomiyosit kiiltiirlerinde diger
kiiltiirlere gore anlamli sekilde artmistir (23). Atriyal kardiyak belirteci MHY®6 gen
ifadesinin 15 giinliik kiiltiirlerde, ventrikiiler kardiyak belirteci MHY 7 gen ifadesinin
ise 30 giinliik kardiyomiyosit kiiltiirlerinde artis1 maturasyon ile iliskili gozlendi.
Farklilasma kiiltiirlerinde ilerleyen giinlerde gen ifadesine bagl kardiyak

maturasyonun arttigi gosterildi (102, 103).

Onemli olarak, EKG analizinde QT araligindaki vahsi tip farelere gore transgenik
farelerde tespit edilen ve hastalik fenotipi ile karakterize uzama, transgenik fare
kokenli in vitro iretilen EKH ve UPK hiicre temelli kardiyomiyosit hiicrelerinde de
MUSCLEMOTION analizi ile gosterilebilmistir (20). Beta adrenerjik agonist olarak
kullanilan isoproterenol, vahsi tip ve UQTS kardiyomiyosit kiiltiirlerinde kasilma-
gevseme sayisini arttirmugtir. Uretilen UPK hiicre kdkenli kardiyomiyosit ve EKH
kokenli kardiyomiyositlerin isoproterenole benzer cevap verdigi goriilmiistiir. Sonug
olarak, bu tez caligmasi kapsaminda iiretilen UQTS transgenik fare kdkenli EKH ve
UPK hiicrelerinden farklilastirilan kardiyomiyositler UQTS nun hastalik modelini in
vitro gelistirilmesi yoniiyle bilimsel yeni bulgular saglamistir. Olusturulan UQTS
hastalik modeli, tedaviye yonelik in vitro ilag denemeleri ve gen terapi ¢aligmalari ile

yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine imkan saglamistir.
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Tez caligmasi kapsaminda, UQTS ritim bozuklugu modeli Kcngl™ ve Keng1A340E/A340E
genotipinde tasiyan transgenik fare soylart ¢ogaltilmis, farelerin somatik hiicreleri
lentiviral bir vektor araciligiyla yeniden programlanarak EKH benzeri morfoloji,
molekiiler ve genetik 6zellikler sergileyen UPK hiicreleri tiretilmistir. Transgenik fare
kokenli UPK hiicrelerinden iiretilen kardiyomiyositlerde hastalik fenotipi molekiiler
ve elektrofizyolojik olarak incelenmistir. Literatiirde bir ilk olarak iiretilen UQTS fare
kokenli EKH ve UPK hiicreleri kardiyomiyositlere farklilagtirilarak spontan kasilma
goriilen kiiltiirler hastalik modeli yoniiyle degerlendirilmistir. Onemli olarak, EKG
analizinde QT araligindaki vahsi tip farelere gore transgenik fareler tespit edilen
uzama, transgenik fare kokenli in vitro tretilen EKH ve UPK hiicre temelli
kardiyomiyosit hiicrelerinde de gosterilebilmistir. Sonug olarak, iiretilen transgenik
fare kokenli UPK hiicreleri ve UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler UQTS’ nin
hastalik modeli olarak kullanilarak ulusal ve uluslararasi kongrelerde sozlii ve poster
bildiri olarak bilim diinyas1 ile paylasilmis ve bilimsel yayma doniistiiriilme

asamasinda bilimsel yeni bulgular saglamistir.
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