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OZET
SPINAL MUSKULER ATROFI’LI FARELERDE, ADENO ILiSKiLI
VIRUS SEROTIPi 9 VEKTORU KULLANARAK PRENATAL GEN
TEDAVISI

RASHNONEJAD, Afrooz
Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ferda OZKINAY
Ikinci Danisman1: Prof. Dr. Guangping GAO
Nisan 2017, 107 sayfa
SMN gen ekspresyonunun intrauterin (IU) seklinde diizeltilmesi SMA hastaligin
tedavisinde kritik bir yaklasim olabilir. Bu ¢alismada, fare embriyolarina rAAV9-
SMN vektoriin intraserebroventrikiiler (ICV) enjeksiyonu ile hastaligin
semptomlarmin yok edilmesi arastirilimistir. Gen tedavisi ¢alismast igin, 4 x10%°
vgk ss ya da SCAAVI-SMN vektorlerden ICV enjeksiyonu ile sirasiyla, 44 ve 39
adet SMA fetiisiine aktarilmistir. Dogumdan sonra, Enjekte edilmis embriyolarin
SMN protein ekspresyonu, sag kalim stireleri ve hastalik semptomlarinin iyilesmesi
arastirllmistir.  1U seklinde enjekte edilmis SMA’l1 fetiislerin canli dogum orani
yaklasik %43.85°dir ki total hayatta kalma oranindan (%69.41) daha diisiiktiir. Ss
ve SCAAV9-SMN vektorlerinin prenatal aktarilmast SMA’l fetiislerinin yasam
stirelerini artirarak sirasiyla 63430 ve 105+50 giin hayatta kalmalarini saglamistir.
Her iki ¢aligma grubunda motor néron sayisi ve kas patolojisinde iyilestirmeler
saptanmigtir, ancak SCAAV9-SMN vektoriiniin etkinligi ss-vektérden daha fazla
belirlenmistir. Sonug olarak, rAAV9-SMN vektdrlerin intrauterin ICV enjeksiyonu
SMA hastaligin tedavisi i¢in yeni bir terapdtik yaklagim sunabilir. Ancak, bu
yontemin anne ve embriyo i¢in giivenirligini incelemesi konusunda fazla aragtirma

yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: intraserebroventrikiiler enjeksiyonu, intrauterin enjeksiyonu,
SMA, gen tedavi, rAAV, fetiis






ABSTRACT

PRENATAL GENE THERAPY USING ADENO-ASSOCIATED VIRUS
SEROTYP-9 VECTORS IN SMA MICE

RASHNONEJAD, Afrooz
PhD In Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Ferda OZKINAY
Co-Supervisor: Prof. Dr. Guangping GAO

April 2017, 107 pages
Intrauterine (1U) correction of SMN gene expression seems can be critical in the
treatment of SMA disease. In this study, using Intracerebroventricular (ICV)
delivery of rAAV9-SMN into mice embryos correction of disease related symptoms
was investigated. For gene therapy study, 44 and 39 SMA fetuses received 4 x 10°
vgce ss and scAAV9-SMN via ICV injection, respectively. The SMN protein
expression, survival rate, and improving disease symptoms of injected mice was
investigated after birth. The survival rate of 1U injected SMA fetuses was around
43.85% that was lower than total survival rate (69.41%). Prenatally delivery of both
ss and sCAAV9-SMN vectors cause to increased lifespan of injected SMA fetuses,
respectively, 63+30 ve 105+50 days. The muscle pathology and number of the
motor neurons have been improved in both study groups, however, the efficiency
of the sSCAAV9-SMN vector was determined more than ss-vector. Thus, intrauterine
administration of rAAV9-SMN via ICV injection may provide a new therapeutic
approach for treating SMA disease. However, further analysis should be done for

investigating the safety of this method for mother and embryo.

Keywords: Intracerebroventricular injection, intrauterinely injection, SMA, gene
therapy, rAAV, fetus
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

XiX

SEKILLER DiZINI

Plazmidlerin genetik ve restriksiyon haritalari. (a) pCMV6-
XL5—SMN Notlile,ve (b) pAAV-CB6-PI EcoRI ve Kpnl ile
kesilerek, (c) pAAVsc-CB6-PI-SMN plazmidi elde edilmistir.
(d) pCMV6-XL5-SMN Bagl llile, (¢) pAAVsc-CB6-PI Agel ve
Sacl ile kesilerek,(f) pAAVsc-CB6-PI-SMN elde edilmistir.
Elde edilmis cis-plazmidlerinin biitlinliigiinii incelemek igin

kullanilan restriksiyon enzimleri ¢ ve f goriintilerde

QOSTETIIMISHT ..ttt e e e eea e

.Elde edilmis plazmidlerin biitlinliiglinnii restriksiyon enzimi

kullanilarak kontrol edilmesi. a) pAAV-CB6-CI-SMN; 1) Smal;
2883, 1601, 1172, 343, 11, 11 bp, 2) Aval; 2883, 1601, 1127,
333, 45, 11, 11, 10 bp, 3) Ncol/ Nael; 4351, 1670 bp, 4) Sapl/
Sphl; 4329,ve 1692 bp. b) pAAVsc-CB6-PI-SMN; 1) Alel/
Ncol; 4339, and 855 bp, 2) Smal; 2883, 1352, 937, 11,ve 11 bp,
ve 3) kesilmemis plazmid. DNA markorii M ile gosterilmistir

(GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo

SCIENTITIC) cve e

pAAV-CB6-PI-SMN DNA dizi analizi sonuglari. DNA dizi
analizi sonuglart SMN ¢DNA’sinin dogru bir sekilde plazmidde

klonlandigini gostermektedir ............ooooviiiiiiiiii,

Cis-plazmidler ile transfekte edilmis HEK293 hiicrelerinin
western blot sonuglari. 8)SMN ve -Tubulin protein miktarlari.
b)Hem pAAVsc-CB6-PI-SMN hem de pAAV-CB6-PI-SMN
plazmidleri ile transfekte edilmis hiicrelerde kontrol hiicrelerine

gore daha fazla miktarda SMN proteini goriildii. Ancak, pAAV-
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4.5.

4.6.

4.7.

XX

SEKILLER DiZINI (devam)

CB6-PI1-SMN plazmidi ile pAAVsc-CB6-PI-SMN’ye gore 2 kat
daha fazla SMN  ekspresyonu  saglandi. P <

Elde edilmis rAAV9 vektorlerinin SDS-PAGE gilimiis boyamasi
sonuglart. A ve B goriintiilerinde rAAV2-CMW-LacZ (1 X
1013) referans standardi olarak kullanilmistir. A ve B
goriintiilerinde a, b, ¢, d, e silitunlarisirasiyla rAAV2-CMW-
LacZ’nin0.5, 1, 2, 3, 4 ul’lik miktarlarin1 gostermektedir.
Saflagtirilmis  viral vektorlerden 2 upl SDS-PAGE jele
yiiklenmistir. VP1, VP2 ve VP3 Kkapsid proteinleri .giimiis

boyamasi ile boyanip analiz edilmistir ...................cooiiiiia.L.

Izole edilmis viral vektdrlerin elektron mikroskobik goriintiileri
(skala bari, 200 nm). ss ve scAAV9-SMN vektorleri negatif
boyamasi icin uranil asetat ile boyanip TEM ile incelenmistir.
Iki goriintiide de goriildiigii gibi cogu viral partikiiller doludur.
Bos/dolu oram1 ve bos partikiillerin ylizdesi sekilde
gosterilmistir. sScAAV9-SMN partikiilleri ssAAV9-SMN’den 12
kat daha iyi paketlenmistir. Kismi paketlenmis ya da bos .olan

partikiiller okla gosterilmistir .............oooviiiiiiii i 51

12 adet yeni dogan farenin genotiplendirme sonuclari. Wild tip
farelerde sadece 750 bp PCR iiriinii goriiniir iken (1, 4, 6, 9, ve
10), homozigot mutant (hasta) farelerde sadece500 bp PCR
iirlinii goriilmistiir (2 ve 8). Heterozigot farelerde ise hem 750

hem de 500 bp PCR iiriinleri goriilmistir (3, 5, 7, 11 ve
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SEKILLER DiZINI (devam)

Yeni dogan fare yavrulari. a) 7 glinlik (P7) SMA’l ve wild tip
fare yavrulari. SMA’ll fare yavrulari postnatal (P)1. giinde
hastalik semptomlarin1 géstermemektedirler. Ancak postnatal 4.
giinden (P4’den) sonra hastalik semptomlar1 goriiniir bir sekilde
ortaya ¢ikmaktadir. Siddetli kas hipotonisi hayatin ilk haftasinda
ortaya ¢ikmaktadir ve bu yavrular P13-15’de olmektedir. b)
P14°de olan SMA’l1 ve wild tip fareler. 3 adet SMA’l1 yavrularin

timii fotograf cekiminden 1 giin sonra

OIMUSIErdir ...

Vajinal plak. a) ¢iftlestirilmemis disi fare. b) ciftlestirilmis ve

vajinal plak olusturulmus disi fare.  Vajinal  plak

ok ile gOSterilmiStir .........oooiuiiii 54

E14-15°de IU enjeksiyonu. a) IU-ICV seklinde enjekte edilmis
embriyo. Fotografda ok ile gosterildigi gibi eger dogru olarak
LV ig¢inde enjeksiyon gergeklestirilirse boya hemen hilal

seklinde goriiniir. b) IU-IP enjeksiyonu. Enjeksiyondan hemen

sonra yesil boya biitiin plasentaya homojen yayilir .......................... 54

IVIS Sonuglari. a) P1 yavrularin posterior goriintiisii [U-ICV
yontemi ile enjekte edilen yavru farelerin beyinlerinde en fazla
eGFP proteinine bagli floresans yogunlugu goriilmiistiir. b) P1
yavrularin anterior goriintiisti; IU-IP yontemi ile enjekte edilen
yavru farelerin i¢ organlarindan en fazla karacigerinde yiiksek

GFP ekspresyonu goriilmektedir. ¢ ve d) P14 yavrularin
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4.14.

4.15.
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SEKILLER DiZINI (devam)

sirastyla posterior ve anterior goriintiileri; Hem ICV hem de IP
yontemleri ile enjekte edilen yavru farelerde., 6zellikle BAT
yerlesim dokulart olarak bilinen interscapular (dorsal goriintii)

ve inguinal (anterior goriintii) bolgelerde yiiksek GFP

ekspresyonu gorilmektedir ............coooiiiiiiiiii

IU teknigi ile enjekte olmus farelerin A) Beyin, ve B)
omuriliginde eGFP ekspresyonu. 4X objektifi. a) kontrol, b) IU-

ICVVEC) TU-IP Lo e

Sekil 4.13. Koroid pleksus bolgesindeki hiicrelerin scAAV9-
eGFP ile transfeksiyonu. a) 1U-ICV enjeksiyonu, b) IU-IP
enjeksiyonu, c) Kontrol. Prenatal donemde scAAV9-eGP
enjekte olmus embryo farelerde hem ICV hem de IP
enjeksiyonlarinda  koroid pleksus bolgedeki hiicrelerin

transfeksiyonu saglanmistir. Yesil: .eGFP, Mavi:. DAPI.. 20X

OBFEKEIT oo

IU-ICV ve IU-IP teknikleri kullanilarak enjekte olmus farelerin
Korteks ve omuriliga ait IF goriintiileri. a) beyinlerin korteks
kisminda eGFP pozitif hiicreler, ve b) omuriligin anterior
kismindaki eGFP pozitif hiicreler. 20X objektifi. C) IU-ICV ve
IU-IP teknikleri kullanilarak enjekte olmus farelerin korteksinde

SCAAV9-eGFP ile transfekte olmus hiicrelerin yiizdesi.

(P<0.001). OM; omuriliK ......oooiiii e 58

Prenatal donemde scAAV9-eGFP ile enjekte olmus farelerin

omuriligin anterior kisminda yer alan motor néronlarinin eGFP

ekspresyonu. 20X objektifi ... 59



Sekil

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

XXiii

SEKILLER DiZINI (devam)

IU-ICV ve IU-IP teknikleri kullanilarak enjekte olmus farelerde
DG Dbolgesindeki eGFP pozitif hiicrelerin  kiyaslamali
incelenmesii. A) [U-ICV ve B) IU-IP. eGFP pozitif hiicrelerin
sayist ICV teknigi kullanilarak enjekte olmus farelerin

orneklerinde IP 6rneklerine gore ¢ok daha fazladir. Yesil; eGFP,

Kirmizi; NeuN, Mavi; DAPI. 20X objektifi ...................oooiiiin

SVZ bolgesindeki Noral Kok Hiicreler (NKH)’in scCAAV9-
eGFP ile transfeksiyonu. a) IU-ICV ve b) IU-IP enjeksiyonu.
Prenatal donemde scAAV9-eGP enjekte olmus embryo
farelerde hem ICV hem de IP enjeksiyonlarinda SVZ bolgedeki
NKH’in transfeksiyonu saglanmistir. ICV yontemi ile enjekte
olan farelerin 6rneklerinde transfekte olmus NKH’in sayis1 daha

fazladir. Yesil: eGFP, Kirmizi: Nestin: Mavi: DAPI. 20X

ODJEKEITT .. v

IU teknigi kullanilarak scAAV9-eGFP ile enjekte edilmis
farelerin beyinlerinden izole edilmis NKH’in 5. Pasajlarindaki
gortintiisii. a) IU-ICV ve b) IU-IP teknigi kullanilarak enjekte
olmus fareler. c) kontrol. ICV yontemi ile sScAAV9-eGFP vektor
enjekte edilmis farelerde daha fazla

sayida NKH transfekte edilebilmistir. 20X objektifi ........................ 61

Izole edilmis NKH’lerin eGFP pozitiflik yiizdesi ve eGFP/Sox2
ekspresyonlarinin qRT-PCR analiz sonuglari. a) ICV teknigi
kullanilarak enjekte edilmis farelerden izole edilmis NKH’in
%11.6’s1 eGFP protein eksprese ederken, IP yontemi ile enjekte
olanlarda sadece %3.1 eGFP pozitif hiicreler goriilmistiir
(P<0.003). b) Sox2 gen ekspresyonu NKH’lerde 1 olarak kabul



Sekil

4.20.

4.21.
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edilirse, ICV teknigi kullanilarak enjekte olanlarda eGFP protein
ekspresyonu Sox2’ye gore yaklagik 0.45 ve IP 6rneklerinde ise

0,125 KALEIT « oottt et e e e e e e e e e e e e e e e ee e eeeeeeeneenns 61

omuriligin anterior kismindaki glia ve astrositlerin scAAV9-
eGFP vektor ile transfeksiyonu. a) IU-ICV, b) IU-IP, ve c)
kontrol. Prenatal donemde ICV yada IP teknigi kullanilarak
enjekte olan biitiin farelerde astrositlerin transfeksiyonu
saglanmigtir. IU-IP  Orneklerinde astrosit ve glialarin

transfeksiyonu [U-ICV teknigine goére daha fazladir. 20X

OBJEKLIT et

Western blot ve RT-PCR sonuglari. a ve b) prenatal donemde
SCAAVI9-eGFP ile enjekte olmus farelerin MSS’nin farklh
bolgelerindeki eGFP ekspresyonunu gostermektedir. En ¢ok
eGFP miktar1 ICV teknigi kullanilarak enjekte olmus farelerin
hipokampusunda (26 kat) ve omurilikte (17 kat) saptanmigtir. C
ve d) I¢ organlar arasinda en ¢ok eGFP miktar1 IP seklinde
enjekte olan farelerin karaciger (19.76 kat) ve BAT (18 kat)
dokularinda saptanmistir. P<0.0001. E) RT-PCR sonuglarina
gore merkezi sinir siteminin farkli bolgelerinde en ¢ok eGFP
protein miktari, western blot sonuglarindaki gibi, ICV teknigi
kullanilarak enjekte olmus farelerin Hipokampus (38.12 ve) ve
omurilik (32.5 kat) dokularinda, ve IP enjekte olmus farelerin
karaciger (33.8 kat) ve BAT (32 kat) dokularinda goriilmiistiir,
(P<003). SC: omurilik, Ctx: Korteks, Hip: Hipokampus, Thal:
Talamus, Crb: serebellum, Li: Karaciger, BAT: Kahverengi
adipoz doku, Ki: Bobrek, Lg: akciger, SM: iskelet Kasi,
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SMA’l1 fibroblastlarin in vitro kosullarinda rAAV9-SMN
vektorleri ile transfeksiyon sonuglari. a) IF mikroskobi
sonuclarl. ssSAAV9-SMN ile transfekte edilmis hiicrelerin
¢ekirdeklerinde scAAV9-SMN ile transfekte edilmis olanlara
gore daha fazla Gem multiprotein yapilar1 goriilmiistiir. b)
floresan  mikroskobi  sonuglar1 RT-PCR analizi ile
dogrulanmistir. RT-PCR sonuglarina goére ssAAV9-SMN ile
transfekte olmus hiicrelerde SMN ekspresyonu 3.25 kat artmis
iken, scAV9-SMN ile transfekte olan hiicrelerde SMN

ekspresyonu 2 kat artmigtir. P<0.0001 ...,

Prenatal donemde ssAAV9-SMN vya da scAAVI9-SMN
vektorleri ile enjekte olmus farelerin yasam siireleri ve viicut
agirlig1 sonuclari. a) normal wild tip fareler ortalama 405 giin
hayatta kalir iken, SMA’ll fareler 13+2 giin hayatta
kalmaktadirlar. Prenatal donemde ssAAV9-SMN ile enjekte
olan SMA’l1 fareler ortalama 63430 ve sc ile enjekte olmus
olanlar 150 + 50 giin hayatta kalmiglardir. b) SCAAV9-SMN ile
enjekte olmus farelerin viicut agirligi ssAAV9-SMN ile enjekte
olanlara gore wild tip farelere daha yakindir. Ancak, her iki

tedavi grubunun da viicut agirliklart saglikli wild tip farelerden

daha dUSUKLUr ..o

Omuriligin servikal bolgesindeki motor néronlarin P14’deki IF
gorilintiisii. a) SMA’I1 farede motor noronlarin sayisi azalmistir
ve morfolojileri degismistir. b) Wild tip fare.; ¢) ssAAV9-SMN
ile, ya da d) SCAAV9-SMN ile enjekte olmus farelerin P14’deki
motor noron sayis1t SMA’l1 fareden daha fazladir. D 6rnegindeki

motor noronlarin  yapist P14’ deki wild tip Ornege
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DENZEMEKEEAIT ..o 69

P14°deki fare omuriliginin servikal bolgesindeki motor ndron
sayist. Tedaviden sonra motor ndron sayist her iki tedavi
grubunda artis gostermistir. Tedavi edilmis SMA, wild tip,
sSAAV9 ve scAAV9 ile enjekte edilmis farelerin motor néron

sayist sirastyla 11+£2, 27+3, 18+2, ve 23+4’diir. P <

P14 farelerin GC kaslarinin HE boyamasi. a) SMA’l1, b) Wild
tip, ¢) sSAAV9-SMN ve d) sScAAVI-SMN ile enjekte olmus

farelerin GC kas morfolojisi. 20X objektifi ...............cooviiiiin.s. 71

Prenatal donemde rAAV9-SMN ile enjekte edilmis farelerin
beyin, omurilik ve GC kaslarinda SMN protein ekspresyonunun
analiz sonuglari. Farkli gruplardaki farelerin; a) MSS’deki, ve b)
kas Orneklerindeki SMN protein miktart. ¢) western blot
sonuclarinin kantitatif degerlendirilme sonuglari. ss ve scAAV9-
SMN vektorleri ile enjekte edilmis farelerde SMN protein
miktar1 beyinde 12 ve 14.2, omurilikte 9.28 ve 11.79, ve kasta
0.66 ve 0.97 olarak saptanmistir. d) SMN proteinin kat degisimi.
ss ve sSCAAVI-SMN vektorleri ile enjekte edilmis farelerde
SMN protein kat degisimi beyinde 1.35 ve 1.68, omurilikte 2.85
ve 3.62, ve kasta 021 ve 0.35 kat artis

gostermektedir. GC: GastroCnemius ..........coovvvviiiniiiiieeeienenen,

RT-PCR sonuglari. Enjekte edilmis iki ¢calisma grubunda SMN

protein ekspresiyonu beyin, omurilik ve Kkaslarda artis
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gostermistir. En ¢ok SMN ekspresiyon artisi sScAAV9-SMN ile

enjekted edilmis farelerinin omuriliginde (saglikli fare’ye gore

6.11 kat art1g) SaptanmiStir ...........ovviieiiniiiiiiiieieieneaaas.

Farkl1 gruptaki farelerin P14°deki fenotipleri. Tedavi edilmemis
SMA’lT farede agir bir hipotoni goriilmektedir (2.5 gr).
Heterozigot ve wild tip fareler tamamen saglikli goriiniirler
(yaklasik 6 gr). ss ve scAAV-SMN ile enjekte edilmis fareler
wild tip ve heterozigot farelere gore daha kiiciiktiirler (sirastyla

3.6 gr ve 4.65 gr). Ancak, hareket konusunda saglikli farelere

DENZEMEKEIEAITIEN ...

SCAAVI9-SMN ile E14-15. giiniinde ICV teknigi ile enjekte
edilmis farenin 2.5 aylikkenki goriintiisii. Viicudu saglikli

farelerden daha kiigiiktiir ancak hareketlilik acisindan saglikli

farelere benzemeKtedir ........ovvvreee



Sekil

3.1

3.2.

4.1.

4.2.

XXViii

CIZELGELER DiZINi
Sayfa
PCR Programi .......vveiii e e 23
Elde edilmis plazmidlerin dizi analizinde kullanilmis primerler .......... 26
Pilot calismada, E14-15" de IU seklinde enjekte edilmis
embriyolarinin canlt dogum orani ...............cooviiiiiiiiiii, 55

Prenatal déonemde rAAV9-SMN vektorler ile enjekte olan

embriyolarinin hayatta kalma orant ..................oooiiiiiii. . 67



XXiX

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama
°C Santigrat

g Yer ¢ekimi
mg Miligram
ml Mililitre
mM Milimolar
ul Mikrolitre
uM Mikromolar
um Mikrometre

Kisaltmalar

AAV Adeno iligkili viriis

Cap kapsid

ASO Antisens oligoniikleotid

BAT Kahverengi Adipoz dokusu (Brown Adipose Tissue)
CO2 kardon dioksit

DAPI 4", 6-diamidino-2-fenilindol, dihidrokloriir

ddH20 Bidistile Saf Su



XXX

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi (devam)

Simgeler

DMEM

DMEM-F12

EGF

ITR

NKH

PBS

Pen-Strep

Rep

RNP

SCAAV

SDS-PAGE

SMA

SMN

SSAAV9

UTR

Aciklama

Dulbecco’s Modification of Eagles Medium

Dulbecco’s Modification of Eagles Medium F12

Epidermal Biiyliime Faktori

Ters terminal tekrar

Noral kok hiicre

Tuzlu Fosfat Tamponlu

Penisilin-Streptomisin

Replikasiyon

Ribontikleoprotein

kendi kendini tamamlayicit Adeno iligkili viriis (self-

complementary Adeno-Associated Virus)

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Spinal mukiiler atrofi

survival motor neuron

tek zincirli Adeno iligkili viriis (single stranded adeno-

associated virus)

Cevrilmemis bolge



1. GIRiS

Spinal miiskiiler atrofi (SMA) hastaligi; her yasta goriilebilen, ilerleyici
paraliziye neden olan kalitsal hastaliklarin en 6nemli ve heterojen gruplarindan biri
olarak bilinmektedir. Bati’da SMA, goriilme siklig1 agisindan beyaz irkta, kistik
fibrozisden sonra ikinci sirayr almaktadir. Otozomal resesif olarak kalitilan
SMA’nin tasiyicihik orami  1/40-1/60 ve prevalanst 1/6000-1/10,000°dir.
Tirkiye’deki SMA prevalansi bilinmemekle birlikte, akraba evliliklerinin yliksek
olmasi prevelansin gelismis iilkelerden daha fazla oldugunu diisiindiirmektedir.
Kollarda ve bacaklarda gii¢siizliik ve atrofiyle seyreden bu hastaligin en agir
formunda, solunum kaslarda etkilenerek erken yasta Gliimle sonuglanirmasidir
(Brichta et al., 2006). Cocukluk ¢agi SMA hastaligi baslangi¢ yas1 ve klinik
siddetine gore 4 tipe ayrilmaktadir: Tip I (Werding-Hoffmann hastaligi) en siddetli
form olup hastalar yardimsiz oturamaz ve 2 yasindan once hayatlarini kaybeder
gozlenmistir. Ara form olan tip II (Intermediate form-subakut form)'de hastalar
oturabilir fakat yiiriiyemezler, tip III (Kugelberg-Welander hastaligi) ve tip IV
(yetisikin formu) ise daha hafif formlar olarak bilinmektedir (Striano et al., 2004).
SMA’dan sorumlu genin 15. kromozomda SMN1 ve SMN2 olmak iizere iki kopyasi
bulunmaktadir. SMN1 gen delesyonlart SMA hastaligiyla sonuglanirken, SMN2
(pseudogene) kopya sayisindaki bireysel farkliliklar ise hastaligin agirligini
etkilemektedir. SMA hastalarinin %95-98’inde SMN1 geni 7. ve 8. ekzonlarinda
homozigot delesyonlar gériilmektedir (Wirth, 2000).

Gen tedavisi, kalitsal hastaliklar i¢in en uygun tedavi yontemi olarak
goriilmektedir. Saglikli SMN genini viral vektor araciyla hiicrelere aktarmak bir
diger ilgi ¢ekici tedavi yontemidir. Bu yontemde en ¢ok kullanilan viral vektor
Adeno iliskili Virus (AAV) vektoriidiir. Simdiye kadar postnatal (P)’m 1. giiniinde
rAAV9 vektori kullanilarak yapilan klinik dncesi ¢alismalar ile oldukga basarili
sonuglar elde edilmistir. P14 (Postnatal 14. giin)’de 6len SMA’l1 fare bu yontem ile
tedavi oldugunda ortalama 200 giin yasayabilmistir ve hastaliklarin semptomlarinin
cogu iyilestigi gozlemlenmistir (Armbruster et al., 2016). Bu gen tedavisi
yonteminin faz 1 klinik calismalar1 tamamlanip faz 2 ¢alismalarina baslanmistir
(Rashnonejad et al., 2016a). SMA’nin prenatal donem gen tedavisindeki en biiyiik

dezavantaji olduk¢a maliyetli olan tekrar dozlara ihtiyag¢ duyulmasi ve



semptomlarinin = %100 iyilesmemesi 1ile birlikte bazi dokularda nekroz
olusturmasidir. Tedavi edilmis farelerin boyutlarinin, saglikli farelerden daha
kiigiik oldugu gozlenmistir. Daha kii¢lik boyut, SMN proteinin embriyonik bir rol
oynadigimi distindiirmektedir (Foust et al., 2010). SMNI1 proteininin yiiksek
konsantrasyonu, hamileligin son aylarinda ve dogumdan hemen sonra motor
noronlarin ve ardindan kaslarin normal gelismesi i¢in ¢ok 6nemlidir (Le et al.,
2011). Ote yandan SMA hastaliginin molekiiler patolojisi prenatal dénemlerde
baslayip fetiisiin anne rahminde daha az hareket etmesi gibi bazi semptomlar
gostermektedir. Postnatal gen tedavisinin en biiyiik problemi verilen tedaviye karsi
bagisiklik sistemi tarafindan olusturan immiin yanitlardir. Bu yiizden postnatal
dénemde aktarilan gen daha az eksprese olup tekrarli dozlarin verilmesi
gerekmektedir. Dogumdan sonra yapilan gen tedavileri iyilestirici tedaviden ziyade
hafifletici tedavilerdir ve kisa araliklarla tekrar edilmelidir (David and Peebles,
2008; Pearson and Flake, 2013).

Prenatal gen tedavisi 6zellikle embriyonik donemde ortaya c¢ikan kalitsal
hastaliklar icin umut vaat eden bir tedavi yaklasimi olabilir. Tlk defa 1990’larin
basinda agir kombine immun yetmezlik ve talasemi hastaliklarinin tedavisi igin
umbilikal venden transkutan ultrason yardimiyla fetal karaciger hiicrelerine
minimal invazif girisimle gen tedavisi uygulanmigtir (Touraine, 1992). 1995°de,
kemirgen ve koyun fetuslarina marker genlerin direkt uterus i¢ine farkli yontemler
ve vektorler ile transfeksiyonu gergeklestirilmistir  (Hatzoglou et al., 1990;
Hatzoglou et al., 1995; Mccray et al., 1995; Pitt et al., 1995; Tsukamoto et al.,
1995). Daha sonra, bu yontemler farkli organlari da hedefleyebilmek i¢in birkag
hayvan modelinde gelistirilip uygulanir hale getirilmistir (Waddington et al., 2005).
Glinlimiizde baz1 hastaliklar i¢in prenatal gen tedavisinin klinik 6ncesi ¢alismalari

devam etmektedir (Coutelle and Waddington, 2012).

Prenatal gen tedavisinin; a) kalitsal hastaliklarin erken semptomlarinin ve
doku hasarlarinin 6nlenmesi; b) fetal donemde c¢ok sayida bulunan ve viicuda
yayilip farklilagabilen kok hiicre populasyonuna ve postmitotik dokulara transfekte
edilerek genetik hastaliklarin kalici diizeltilmesi; ¢) vektor ya da transgenin, immiin
sistem tamamen gelismeden Once fetusa aktarilmasi ile vektdr ve transgenik

proteine kars1 gelistiren immiin yanitlarin 6nlenmesi; d) ileri donemde ulagmasi zor



olan ancak embryonik donemde kolaylikla erisebilen ve yara izi birakmadan
diizelebilen doku ve organlara ulagmasini saglamak gibi cesitli avantajlar

olabilmektedir.

Bu tez kapsaminda saglikli SMN c¢DNA’smi tasiyan rAAV9 vektorleri
prenatal donemde, embriyonk giin 14-15 (E14-15)’de hasta farelere aktarilarak,
hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan once hastalifin tedavi edilebilmesi, tedavi
edilmis hasta farenin sag kalim siiresini artirmasi, doku nekrozunu 6nleyebilmesi,
aktarilan transgen ve viral vektore karsi bagisiklik adaptasyonu gelistirip transgen
ekspresiyonunu daha uzun siirede saglayabilmesi ve giiniimiize kadar postnatal
SMA gen tedavisi caligmalarinda hastalik ile ilgili ¢oziilememis problemleri

¢Ozebilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal muskular atrofi (SMA) hastaligi

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA), infantil hipotoninin en 6nde gelen genetik
sebeplerinden biri olup, otozomal resesif kalitim gdsteren norodejeneratif bir
hastaliktir. Hastalik, SMN1 mutasyonu ya da delesyonu sonucu meydana gelmekte,
omurilikte 6n boynuz hiicrelerinin ve alt beyin sapinda kranial motor ndron
cekirdeklerinin dejenerasyonuna, dolayisiyla da kas gii¢siizliigi, atrofi ve olgularin
onemli bir kisminda erken Sliimlere yol agmaktadir. insidans1 6000-10000 canli
dogumda 1 ve tastyici siklig1 1/40-60 olan, hastaligin baslangi¢ yasi ve klinik gidis
acisindan birbirinden farkli dort tipi vardir (Brichta et al., 2006).

Simiflandirma:

SMA Tip 1 (infantil SMA ya da Werdnig-Hoffman hastalig1), en sik goriilen
ve en agir klinik tabloya sahip olan tipidir. Klasik olarak yenidogan déneminde
bulgu verirse de, gebelikte fetal hareketlerde azlik seklinde dogumdan once
basladig1 bilinmektedir. Semptomlar ¢ok hizli gelisir, ilk 6 ayda tablo oturur, 2

yasindan dnce olgularin cogu kaybedilir.

SMA Tip 2 ve SMA Tip 3 (Kugelberg-Walender hastaligi) daha geg
baglangich ve daha hafif gidisli olup, SMA Tip 2 genellikle 2-15 aylar arasinda,
SMA Tip 3, 1 yasindan sonra hafif kas gii¢siizliikleri ile baglayip kronik forma

doniisiir.

Eriskin tip SMA (SMA Tip 4) hayatin genellikle 2. ya da 3. onyilinda ortaya
¢ikmakla birlikte klinik olarak SMA Tip 3’e benzerlik gostermektedir (Striano et
al., 2004).

Klinik Bulgular:

Tiim SMA formlarinda hastalarin yaygin, simetrik, alt ekstremitelerde daha
belirgin proksimal kas giicsiizliigli vardir. Derin tendon refleksleri genel olarak

kaybolmustur ya da azalmistir. SMA 1 olan bebeklerde agir diizeyde, simetrik,



gevsek paralizi vardir ve bu bebekler genellikle desteksiz oturamazlar. Ust kraniyal
sinirler korundugu i¢in, SMA 1 hastalarinda normal goz hareketleri, ¢atik kaslar ve
uyanik bir yiliz ifadesi vardir. Bulber tutulum nedeniyle aglamalar1 ve emmeleri
zayiftir, yutma refleksi etkilenmis oldugundan agizdan salya akmasi, aspirasyon ve
dilde fasikiilasyon goriilebilir. Neonatal baslangi¢li hastalarda bazen artrogripozis
miiltipleks saptanabilir. Bu hastalarda ayrica polihidramniyoz, intrauterin biiylime
geriligi, iskelet anomalileri ve ¢oklu artikiiler kontraktiirler ve pulmoner hipoplazi

saptanabilir.

SMA 1’de daha belirgin olmak iizere, tim SMA tiplerinde, restriktif,
progresif solunum yetmezligi goriiliir. Interkostal kaslar klasik olarak diyaframdan

daha ¢ok etkilenir, paradoksal solunum goriiliir (Lunn and Wang, 2008).
Tan:

SMA siiphesi olan bir hastada ilk yapilacak tanisal test SMN1’de homozigot
delesyon aragtirmaktir. Bu testin % 95 duyarlilig1 ve % 100 6zgiilligii vardir. SMN1
geninde ekzon 7 homozigot delesyonunun mutasyon analizi ile belirlenmesi tani
koydurucudur. Ekzon 7°deki mutasyon c¢ok siktir ancak nokta mutasyonlar1 da
goriilebilmektedir. Eger genetik testler negatif saptandi ise diger tetkikler ve

elektrofizyolojik incelemeler yapilabilir.

Elektromiyografi/Biyokimyasal testler

SMA hastalarinda elektromiyografik olarak denervasyon potansiyelleri
goriliir. Motor {init potansiyellerinin siiresi ve amplitiidii artmistir, polifazi siklikla
eslik eder. Sinir ileti ¢alismalar1 normal ya da ileti hiz1 hafif¢e diistik bulunabilir,
duysal yanitlar ise korunmugtur. Serum kreatin kinaz diizeyleri genellikle normal

ya da hafifce artmig saptanabilir (Hausmanowa-Petrusewicz and Karwanska, 1986).



Kas Biyopsisi

Kas biyopsisinde hipertrofiye olmus Tip 1 liflerin arasina dagilmis olarak
sirkiiler atrofik Tip 1 ve 2 kas lifleri izlenir (grup atrofisi). Genislemis, hipertrofiye
lifler, hayatta kalan sinirlerin filizlenmesi ile olusur, normalin 3 ya da 4 kat1 kadar
genisleme izlenebilir. Yenidoganda histolojik tan1 koymak zordur, ¢iinkii sadece
atrofiye ugramig lifler saptanir. Ancak sonraki biyopsilerde hastalik bulgular
oturduktan sonra hipertrofik ve atrofik lifler birlikte goriilir (Zalneraitis et al.,
1991).

2.1.1. SMA hastahgin genetik mekanizmasi

SMA hastalig1 ile iligkili olan kromozom 5q13 lokusu 1990 yilinda
bulunmustur. Survival Motor Neuron (SMN) geninin hastaligin molekiiler
etiyolojisindeki rolii ise 1995 yilinda belirlenmistir (Kolb and Kissel, 2011).
Kromozom 5q13 bdlgesinde yer alan SMA lokusu ters duplikasyonu ile ortaya
cikmistir ve yaklasik 500 kb uzunluktadir (Melki et al., 1994).

Farkl1 insan populasyonu ve hominidlerinin incelenmesi sonucunda SMN gen
duplikasyonunun yeni bir olay oldugu, kemirgen ve primatlarin birbirinden
ayrilmasindan sonra yaklasik 5+7 milyon yil 6nce ortaya ¢iktigi gosterilmistir
(Rochette et al., 2001). Sempanzelerde her bir diploid genomda SMN geninin 2-7
kopyas1 bulunmaktadir. Simdiye kadar 7. ekzondaki G>T nokta mutasyonu hicbir
primatta bulunamamistir. Bu sayede SMN1 ve SMN2’nin transkriplerindeki ekzon
7’nin farkli splicing (kirpilma)’lerinin varligi ve sonugta SMA hastaliginin

insanlara 6zgii oldugunu soyleyebiliriz (Sendtner, 2001).

SMN geninin telomerik kopyas: (SMN1, tSMN)’ndaki en kiigiik delesyonlar
veya missens, non-sens yada kirpilma bolge mutasyonlari gibi intragenik
mutasyonlarinin varligt SMA hastalifina sebep olmakta ve bu genin SMA i¢in
sorumlu oldugunu gostermektedir(Melki et al., 1994; Lefebvre et al., 1995; Brahe
et al., 1996).



SMNL1 duplikasyonu sonucunda SMN2 adi verilen ve SMNL1 ile yiiksek bir
homoloji gosteren genin 2. kopyasi (psddogen) ortaya ¢ikmistir. SMN geninin iki
kopyasi da insanlarda ekprese olmaktadir. SMA hastalarinin %98’inden fazlasinda
SMN1 geninin delesyonlarinin sorumlu oldugu fonksiyon kaybina yol agan
mutasyonlar saptanabilmektedir. Ancak, bu olgularda SMN2’nin en az bir kopyasi
bulunmaktadir. SMN2’nin bulunmasi ve az da olsa ifade edilmesi, SMN1 delesyonu

sonucu olusan klinik tabloyu telafi edemez.

SMN1 ve SMNZ2 arasinda sadece 5 niikleotid fark vardir, bu farkliliklar hi¢bir
amino asit degisikligine sebep olmaz (Lefebvre et al., 1995). Bunlardan birisi 280.
kodonda, ekzon 7’nin +6 pozisyonunda (SMN1’de C, ve SMN2’de T) yer
almaktadir ve SMN2 transkriptlerine 6zgii olacak sekilde ekzon 7’nin alternatif
kirpilmasina neden olmaktadir. Tam boyuttaki transkriptler 6zellikle SMN1
tizerinden kodlanir iken, SMN2’nin kodladig1 transkriptlerde ekzon 7 eksikligi
vardir (Lefebvre et al., 1995; Lorson et al., 1999). Ekzon 7 eksikligi nedeniyle bir
ucu eksik olan (trunkat) transkriptler, C-terminal kisminda 16 aminoasidi eksik olan
(SMNAY7) proteinini kodlar. SMNATY proteini stabil olmayan ve kolayca yikilan bir
protein olup SMN1 defekti bulunan hastalarda yeterli protein fonksiyonunu
saglayamamaktadir (Lorson and Androphy, 2000; Cifuentes-Diaz et al., 2001).
SMN1 ve SMN2’nin aym1 anda iki kromozomda birlikte mutasyonlar
raporlanmamistir. Boyle bir genotip, ¢cok agir bir SMA tipine neden olup fetiisiin
abortusuna yol agmaktadir. Bu hipotez, SMN2 (SMN1 genin ortologu) bulunmayan
diger canlilarda, SMN knock out’un erken embriyonik o&ldiiriiciilik o6zelligini

gostererek giiclendirilmistir (Lorson et al., 1999; Monani et al., 1999).

2.1.2. SMIN: multifonksiyonel bir protein

SMN, tiim hiicrelerde eksprese olan 294 amino asit iceren, 38kDa agirliginda
olan, ve bagka proteinler ile anlamli bir homoloji gostermeyen, proteindir. SMN
birkag¢ protein ile baglanir ve biiylik bir multiprotein kompleksini olusturur. SMN
geni tiim hiicrelerde eksprse olup hiicrelerinin hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte
goriilmektedir. SMN kompleksi hem sitoplasmada hem de ¢ekirdekte ‘gem’ (
‘gemini of coiled bodies’) ad1 verilen yapilarda bulunmaktadir, ve ¢ogu zaman

analiz edilen hiicre ve doku tipi Cajal cismi (Cajal bodies, coiled bodies) ile



iligkilidir (Liu and Dreyfuss, 1996). Bu kompleksde, SMN ile bagli olan proteinler:
Gemin 2 (ya da SP1, SMN intracting protein 1), Gemin 3 (daha 6nce dp103 olarak
adlandirilan DEAD box motifini iceren RNA helikaz), Gemin 5, kii¢iik niikleer
splisozomla Sm riboniikleoprotein (RNP), Lsm proteini, fibrillarin ve GAR1’1
iceren kii¢iik niikklear RNP, heterojen RNP-Q ve SMN snRNP’nin splisozom i¢inde
sitoplasmada  toplanmasint  kolaylastirir. Bu  kompleks pre-mRNA’larin
kirpilmalarin1 katalize eden biiylik bir RNA-protein kompleksidir. Cekirdekte,
SMN proteini direkt pre-mRNA’larinin kirpilmalarinda, ve ribozomla RNA’larinin
transkripsyonu ve metabolizmasinda rol oynarlar (Charroux et al., 2000). SMN
direkt olarak Bcl-2 ve p53 gibi apopitozisde rol oynayan proteinler ile
etkilesimdedir. Boylece apopitozisde etkili oldugu diistiniilmektedir (Rossoll et al.,
2002). FUSE-binding protein, profilin 1l, ZRP1, RNA helikaz A, RNA polimeraz
II, ve RNA gibi SMA ile direkt ya da indirekt isbirligi yapan proteinler (Yong et
al., 2002) SMN’nin bir multifonksiyonel protein oldugunu ve gesitli gorevleri
oldugunu gosterir. SMN proteini hiicrenin hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir. SMN
proteini biitlin hiicrelerde eksprese olur ancak farkli hiicreler hayatta kalmak icin
SMN proteininin farkli miktarlarina ihtiya¢ duymaktadirlar. Bdylece ozellikle
iskelet kaslarinda ve nordnlarda SMN proteinin baska gorevleri oldugu

diistintilmektedir (Yong et al., 2002).

2.1.3. Neden Motor Noronlar benzersiz bir sekilde SMN protein

eksikligine hassasdir?

SMN proteininin az bir miktar1 tiim hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in
gereklidir. Prenatal (McWhorter et al., 2003) ve erken postnatal (Le et al., 2011)
donemlerde sinir sisteminin gelisimi 6zellikle SMN protein miktarma oldukc¢a
bagimhidir. Fonksiyonel SMN proteini bulunmayan Nematod, sinek ve fare
modellerin tiimiinde ayni sekilde erken embriyonik 6ldiiriicti fenotip goriilmiistiir
(Miguel-Aliaga et al., 1999). SMN proteininin az miktarlarinin motor néronlarda
bozukluga sebep olan mekanizmalart hala tam olarak bilinmemektedir. Bir
olasilikla, motor néronlara 6zgii bir sekilde yiiksek bir snRNA toplamas: ve mRNA
islemine ihtiyagc duymaktadirlar. Alternatif olarak, snRNA’larimin yetersiz

toplamas: bir ya da birden fazla motor néronlara 6zgii mMRNA'larinin yersiz



(uygunsuz) kirpilnasina sebep olur ve bodylece bu durum hiicrelerinin hayatta

kalmasini etkiler (Sumner, 2007).

SMN proteinin motor noronlarda aksonal mRNA trafigi gibi spesifik bir
fonksiyonu oldugu, ve bdylece motor néronlarin SMN eksikliginine ¢cok duyarli

olduklari ileri siirilmektedir (Zhang et al., 2006).

2.1.4. SMA hastah@inda tedavi stratejileri

SMA tedavisinde, giinlimiizde vyiiriitilen c¢aligmalarin 1s18inda yeni
secenekler ortaya ciksa da temel bozuklugun tedavisi miimkiin degildir ancak
destekleyici tedaviler uygulanir. Solunum ve beslenme destegi onemli olup
giicsiizliglin yol agtig1 komplikasyonlarin dnlenmesi amaglanir. Fizik tedavi ve
nororehabilitasyon  yardimcidir, skolyozun Onlenmesinde, sekresyonlarin
mobilizasyonunda ve temizlenmesinde faydali olsa da her tipinde semptomlar
ilerleyicidir ve SMA tip 1 hastalar1 bebeklik doneminde kaybedilir (Kolb and
Kissel, 2011).

Kiiciik molekiil tedavileri

SMN miktarim1 arttiran farkli bilesikler SMA hayvan modellerinde
denenmistir. Bu c¢alismalar sonucunda, histon deasetilaz inhibitorleri,
aminoglikozidler ve quinazolin derivatiflerinin nispeten etkili oldugunu
gostermiglerdir. Valproik asid, sodyum butirat, fenilbutirat, ve trichstatin A gibi
cesitli histon deasetilaz inhibitorleri SMN2’nin promoterini aktive ederek, SMN
proteinin miktarin1 artirmaktadir. Fare modelinde beklenen sonuglarin elde
edilmesine ragmen klinik ¢alismalar basarisizlikla sonuglanmistir (Kolb and Kissel,

2011).

RNA bazh tedavi

SMN2 pre-mRNA kirpilmasimi degistirerek ekzon 7’yi igeren olgun
mRNA’lar1 elde etmek ve sonugta normal uzunlukta SMN proteininin
ekspresyonunu saglamak, umut vadeden SMA tedavi stratejilerdendir. Bu yontem

SMN2 pre-mRNA’nin intron ve ekzonlarinda bulunan cis-acting dizi motifleri
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arasinda miikemmel bir iletisim kurarak ekzon 7’nin kirpilmasini diizenler.
Antisens oligoniikleotid (ASO)’ler, intron ya da ekzonda yer alan kendi
komplementer dizilerine baglanabilen sekilde tasarlanmis terapotik RNA
molekiilleridir. Ekzon 7’nin SMN2 pre-mRNA’lardan kesilip atilmasim
engellemek ve tam uzunlukta olan SMN mRNA’sinin miktarini1 arttirmak igin
yapilan ilk ASO tedavilerinde, ekzon 8’in kirpilma bdlgesini inhibe eden ASO’lar
tasarlanmistir (Lim and Hertel, 2001). Baska kirpilma bdélgeler tanimlanmis ve
ASO’larin kimyasal stabiliteleri diizeltilmistir. Tanimlanan bagka bir kirpilma
regiilator bolgesi SMN2 geninin intron 7’sinde yer alan intronik kirpilma dnleyen
(splicing silencer) N1°dir (Singh et al., 2006). Kiiltiire edilmis fibroblastlarda,
intronik kirpilma 6nleyen N1°i bloke eden ASO’lar ekzon 7’nin olgun mRNA’larda
yer almasini saglayip SMN1 proteininin miktarinin artmasina sebep olur (Hua et
al., 2008). 2016 yilinda SMA hastaligin tedavisi i¢in ilk ASO bazli tedavi ilct FDA
onayini alip piyasaya girmistir (Ottesen, 2017).

SMA hastaligina Gen Tedavisi

SMA tedavisinde en direkt yontem, bozulmus SMN1 geni yerine fonksiyonel
saglikli geni yerlestirmektir. sScAAV9 aracilifiyla yapilan gen tedavi ¢aligmalari,
agir SMA fare modelinde basarili sonuglara sebep olmustur (Foust et al., 2010). Bu
caligmada fare yavrulara postnatal 1. giinde (P1) 5 x 10 viral vektorii tek
intravendz enjeksyonu ile verilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda, motor néronlarin
%60’1nda SMN1 ekspresyonu saptanmistir. Motor néron fonksiyonu ve giicii, kas
fizyolojisi, ve farenin hayat siiresi diizeltilmistir. Hasta fare 16 giin hayatta kalirken
tedavi edilmis fare ise 400 glinden daha uzun bir siire yagayabilmistir. Bu yontem
diger gruplar tarafindan SMN1’1 motor ndronlara aktarmak i¢in AAV serotip 8 ve
9 kullanilarak denenmistir (Passini et al., 2010).

Bizim 6nceki in vitro SMA gen tedavisi ¢calismamizda gen hedefleme kaseti
(gene targeting cassette ) kullanilarak homolog rekombinasyon yontemi ile SMA’l1
fibroblast hiicre hattinda SMN ekspresyonunun diizeltilebilecegi gosterilmistir

(Rashnonejad et al., 2016b).
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Gen hedefleme kasetinde yer alan homolog diziler SMN cDNA’sinin genoma

integre edilmesini ve SMN protein ekspresiyonun artmasini saglamisti.

2.2. SMA’l Fare Modeli:

Farelerde SMN geni 13. Kromozomda yer almaktadir. Farelerde sadece bir
SMN geni mevcuttur ve fonksiyon olarak insandaki SMN1 geni ile esdegerdir. Fare
SMN geni iizerinden kodlanan protein insan SMN1 proteinine % 82 oraninda
benzemektedir (DiDonato et al., 1997). Farelerde SMN2 geni bulunmadig: igin
SMN1’deki homozigot delesyonlar ya da mutasyonlar o6ldiiriicii fenotiplere ve
embriyonik dénem abortlara sebep olur. SMN1 geni ac¢isindan homozigot knockout
fareler embriyonel donemde kaybedildigi i¢in, SMA arastirmalarinda uygun bir
model degildir. Bu nedenle en az 1 kopya SMN2 bulunduran transgenik SMA fare
modeli kullanilmaktadir (Monani et al., 2000). SMA gen tedavisinde en g¢ok
kullanilan SMA fare modeli [SMN1-/-; SMN2 +/+] veya [SMN1-/-; SMN2 +/+;
SMNA7+/+] modelleridir. Birinci fare modeli ikincisine gore daha agir SMA
semptomlar1 gostermektedir. [SMN1-/-; SMN2 +/+] fare modelinin yagsam siiresi 5
giindiir ve insanlarda SMA tip 1’e karsilik gelmektedir. [SMN1-/-; SMN2 +/+;
SMNA7+/+] fare modeli ise daha hafif semptomlar gostermektedir ve insanlardaki
SMA tip 2’ye karsilik gelmektedir (Sleigh et al., 2011).

2.3. Prenatal Gen Tedavisi

Gebelik ve embriyonun gelisimi, fizyolojik kosullar, endojen fetal ve
maternal stres faktorlerinden veya dissal stres faktorlerinden kaynaklanan olumsuz
etkilere kars1 oldukca savunmasizdir. Tiim bunlar, Fetal Tip'in bir uzmanlik alani
olarak gelismesini saglamistir. Fetal Tip, hamile kadinlara ve ¢ocuklarina en iyi
bilimsel temelli saglik bakimini saglamak icin dogum (obstetrics), neonatoloji,
pediyatrik cerrahi ve genetik dallar1 dahil olmak {izere multidisipliner alanlar1 bir
araya getirir. Konjenital malformasyonlar ve bazi genetik hastaliklar gibi fetal risk
faktorlerini tasiyan gebeliklerde; ultrason taramasi, karyotipleme ve DNA analizi
icin amniyotik sivi veya koryonik villiis Orneklemesi ile tanimlanabilir.
Gilinlimiizde, prenatal genetik teshisi genellikle aile Oykiisiinde genetik hastalik

riski barindiran ¢iftler i¢in Onerilir. Sonuglara gore, aileler etkilenen bir ¢ocugun
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dogum sonrasi semptomatik bakimina hazirlikli olmak veya gebeligin
sonlandirmast arasinda se¢im yapmak i¢in umutsuz bir ikilemde birakilirlar

(McCandless et al., 2004).

Gen Tedavisi genetik hastaliklarin en mantikli tedavisidir. ideal olarak,
genetik hastaliklarin tedavileri tek doz vektor kullandiktan sonra uzun vadede ya da

miimkiinse dmiir boyu etkisini koruyabilmelidir.

Bir¢ok gen tedavi yonteminin amaci hasta kisinin hiicrelerine normal gen
dizisini aktararak bozuk genin patolojik gen ekpresyonunu diizeltmektir. Simdiye
kadar tiim klinik gen tedavisi denemeleri postnatal donemlerde ve ¢ogunlukla
yetiskin hastalarda uygulanmistir. Ancak, genetik hastaliklarin birgcogu hayatin ¢ok
erken donemlerinde kendini gosterir ve zamanla gen tedavisi gibi postnatal
tedaviler uygulanabilir. Ancak hastaligin sebep oldugu hasarlar genellikle geri
dondiiriilemez. Bu da daha sonra normal gen ekspresyonu degistirilse bile gecikmis
tedavi yaklasimi iyilesmeyi engelleyebilir. Terapdtik gen dizisinin prenatal
donemde aktarilarak erken ve geri doniisii olmayan hasarlarin 6nlenebilmesinin ilk
fikri 1990’larin basinda konjenital malformasyonlarinin tedavisi i¢in gelistirilen
cerrahi yontemler ile ortaya ¢ikmistir. Bu miidahaleler fetal hayatta yara izi
birakmayan iyilesmeler gibi avantajlara sahiptirler, ve bu tip miidahaleler ilk defa
intrauterin cerrahi teknikleri (Flake and Harrison, 1995) ve ardindan fetoskopik
yontemler (Harrison, 2000) ile ortaya ¢ikmistir. {1k uygulamalar 1985 yilinda ex-
Vvivo orta gebelik kordon kani hiicrelerine retroviral gen transferi ve ardindan koyun
ve primatlara gen transplantasyonu ile baglamistir ve hematopoetik hiicrelere 2

yildan daha fazla siireyle gen transferi yapilmistir (Anderson et al., 1986).

[k defa 1990’larm basinda agir kombine immun yetmezligi ve talasemi
hastaliklarinin tedavisi i¢in umbilikal venden ultrason yardimiyla fetal karaciger

hiicreleri minimal invazif girisimle enjekte edilmistir (Touraine, 1992).

1995°de, kemirgen ve koyun fetuslarina marker genlerin direkt uterus igine

farkli yontemler ve vektorler ile transfeksiyonu baslamistir (Hatzoglou et al., 1990).
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Daha sonra, bu yontemler farkli organlar1 da hedefleyebilmek icin birkag

hayvan modelinde gelistirilip uygulanir hale getirilmistir (Waddington et al., 2005)

Senut et al., (1998) otolog plasenta hiicreleri ve primer fibroblastlarin ex vivo
genetik modifikasyonlarini ve onlarin plasentaya transplantasyonunu, transgenik
marker proteinin ekspresyonunu ve fetusun viicudunda bulundugunu gostererek bu
yontemin terapdtik  proteinlerin - gecici  olarak iretilip, kullanilabilecegini
onermislerdir. Prenatal gen tedavisinin; a) kalitsal hastaliklarinin erken
semptomlarinin ve doku hasarlarinin 6nlenmesi; b) entegre olabilen vektorler
kullanilarak fetal donemde ¢ok sayida bulunan ve viicuda yayilip farklilagabilen
kok hiicre populasyonuna transfekte etmek yada postmitotik dokulara entegre
olmayan vektorler ile tekrar transfeksiyon yapilarak genetik hastaliklarin kalici
diizeltilmesi; c) vektor ya da transgenin, immiin sistem tamamen gelismeden 6nce
fetusa aktarilmasi ile vektor ve transgenik proteine karsi gelistiren immiin yanitlarin
onlenmesi; d) ileri donemde ulagmasi zor olan ancak kolaylikla erigebilen ve yara
izi birakmadan diizelebilen doku ve organlara ulasmasini saglamak gibi cesitli

avantajlar1 olabilmektedir (Coutelle and Waddington, 2012).

NIH Rekombinant DNA Danisma komitesi (The NIH Recombinant DNA
Advisory Committee), prenatal gen tedavisi igin aday hastaliklarin, fetiis ve yeni
dogan i¢in ciddi (6nemli) morbidite ve mortalite risklerini tasimasi, hicbir etkili
postnatal tedavisi bulunmayan hastaliklar olmasi gibi gerekliliklerden
bahsetmektedir. Talasemi ya da lizozomal depo hastaligi gibi, 6liimciil olmayan
ancak postnatal ve yetiskin donemlerde gen transferi yararli olmayan kalitsal
konjenital hastaliklar i¢in, prenatal gen tedavisi daha giivenli ve etkili goriiliirse
uygulanabilir. Ancak, fetal bliylimenin kisitlanmasi gibi obstetrik kosullarda da
hedef gen tedavi yontemleri kullanilabilir. Her hastalikta, durumun antenatal tarama
ya da prenatal tani yoluyla tan1 konmus olmasi gerekmektedir (Coutelle and
Waddington, 2012).

Cogu genetik hastalik i¢in yapilan tedavi yaklagimlari, hastalig1 iyilestirici
etkiden ziyade hafifletici etkilere sahiptir. Hastanin yagsam siiresi uzatilirken, hayat
kaliteleri hala ¢ok diisiik kalmaktadir. Bu durum 6zellikle kistik fibroziste siklikla
gorilmektedir, KF’nin hayatta kalma siiresi 1955 yilindaki okul yasindan
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giiniimiizdeki otuzlu yaslara kadar uzamistir. Hastalar bu silireye ulagmak igin;
giinlik gogiis fizyoterapisi, antibiyotik tedavisi, beslenme destekleri, diabet
mellitus i¢in insiilin tedavisi ve ¢ogu zaman immun baskilayici tedaviler gerektiren
akciger transplantasyonuna ihtiya¢ duymaktadirlar. Intrauterin tedaviler genetik
hastaliklar1 tedavi edebilir, ya da hastaligin ilerlemesi iizerinde etkili olabilir

(Coutelle and Waddington, 2012).

2.3.1. Baz1 hastaliklar icin Prenatal yontemlerin avantajlari

1- Prenatal gen tedavisi, erken donemlerde ortaya ¢ikan, organlarda dogum
oncesinde ya da dogumdan hemen sonra geri doniilmez patolojik hasarlara yol agan
genetik hastaliklar i¢in belli avantajlar saglar (Coutelle and Waddington, 2012). Bu
tip hastaliklarin cogunda, kistik fibrozisde akcigerde, ya da iire dongii
bozukluklarinda beyinde, ya da epidermolizis biillozada deride oldugu gibi,
organlarda dogum sonrasi tedavisi zor olan hastaliklar i¢in prenatal tedavi avantajli

olabilmektedir.

2- Bazi obstetrik hastaliklar da prenatal gen tedavisi icin uygun aday olabilir.
Altinda genel obstetrik kosullar yatan uteroplasental dolasim yetmezligi ve
potansiyel genetik biiyiimesine ulagmayan fetal biiylime kisitlamas (fetal growth
restriction, FGR) gibi tedavisi olmayan problemler i¢in prenatal gen tedavisi
uygulanabilir. Bir tedavi yontemi olarak hedeflenmis lokal gen transferi ile dolagim
iyilesmesi denenmis ve bazi basarili sonuglara ulasilmistir (Coutelle and

Waddington, 2012).

3- Fetiis boyutu 6zellikle transgenik protein ekspresyonun miktarinin énemli
oldugu durumlarda konjenital hastaliklarin tedavisi i¢in dnemli bir faktordiir. Klinik
diizeyde kullanilabilen vektorlerin iretilmesi zaman alici ve pahalidir. Bu durumda,
fetusun kiiciik boyutlar1 vektdr dagilimini yetiskinlerde kullanilanlara benzer

dozlarda artmasini saglayabilir.

4- Fetlis yetiskinlere gore fonksiyonel olarak olgunlagsmamis immun sisteme
sahiptir. Bu 0Ozellik bazi hastaliklarin prenatal tedavisi ic¢in avantaj olarak

sayilabilir. Diinya capinda yetiskinlerin %350’sinde normalde gen tedavisi
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calismalarinda kullanilan adenoviriis ve adevno iliskili viriislerin serotiplerine karsi

onceden mevcut olan humoral bagisiklik goriillmektedir (Eglitis et al., 1987).

Ustelik, énceden var olan immun sensitivitesi yoklugunda bile, yetiskinlere
vektor uygulanmasi immun yanitlara sebep olarak siire¢ ve transgen ekspresyonu
miktari azaltabilir. Ornek olarak, yetiskin Duchenne muskiiler distrofisi bulunan
farelere distrofin geni tasiyan adenoviriis vektorlerinin kas igine enjeksiyonundan
sonra, distrofin proteinine karsi gelisen antikorlar saptanmustir (Kantoff et al.,
1989).

Bu komplikasyonlar, gen iirlinlinlin tamamen yoklugunda ortaya ¢ikan

genetik hastaliklarin diizeltilmesi s6z konusu oldugunda ¢ok dnemli olabilmektedir.

Diger ¢ogu terapdtik yontemler gibi, prenatal gen tedavisinin riskleri ve
etkinligi hala iyi bilinmemektedir. Bu konuda, NIH Rekombinant DNA Danigma
komitesi (The NIH Recombinant DNA Advisory Committee) Touraine (1992) ilk

prenatal gen tedavisi uygulamalarini asagidaki hastaliklar i¢in dnermistir;

1- Fetiis i¢in; uterus i¢ine ya da postnatal donemlerde ciddi morbidite

ve mortalite riskleri tagiyan hastaliklar.

2- Etkili bir postnatal tedavisi olmayan, ya da mevcut postnatal

tedaviler ile diisiik sonug¢ gdsteren hastaliklar.

3- Ciddi anomaliler tasiyan ve gen tedavisi ile diizeltilemeyen
hastaliklar,
4- Kesinlikle uterus i¢inde teshis edilebilir ve 1y1 bir genotip/fenotip

korelasyonu olan hastaliklar,

5- Uterus i¢ine gen transferi i¢in insandaki hastaligi simgelemek i¢in

hayvan modeli mevcut olan hastaliklar.

Prenatal gen tedavisi i¢in uygun aday olan bazi hastaliklar Tablo 1°de

Ozetlenmistir (Coutelle and Waddington, 2012).
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2.4. Adeno liskili Viral Vektor;

Adeno iliskili viriisler (AAVs) Parvoviriislerin Dependovirus cinsinin

yardimci (helper) bagimli (depended) tiyeleridir (Berns and Giraud, 1996).

Bir AAV enfeksiyonu, yardimci elemanlarinin islevlerine (fonksiyonununa)
ihtiya¢ duymaktadir bu da yardimci virsler ile birlikte enfekte olarak ya da DNA
hasarlarina yol agan ajanlarla saglanabilir. Adenoviriis Ve herpes simpleks viriis
helper viriis olarak AAV replikasyonunu destekleyebilirler. Yardimer viriisler,
AAV genin ekspresyonunu ve ¢ogalmasini kolaylastiracak hiicresel ortam
degisikliklerini meydana getirirler. Insan populasyonunda yaygin olarak
goriilmesine ragmen, AAV herhangi bir insan hastaligi ile iliskili bulunmamugtir.
AAYV enfeksiyonunun basarisi, yasam dongiisiliniin her asamasinda viriis ve konake1
hiicresi ile arasindaki molekiiler etkilesimler tarafindan belirlenir. AAV’ler sinirh
kodlama kapasitesine sahip kiigiik virtislerdir ve bu nedenle hiicresel ¢evre ve
makinelere (mekanizmalara, machinery) oldukca bagimlidirlar. Yardimer viriisiin
yoklugunda, AAV birgok hiicre tipinde latent bir enfeksiyonuna sebep olabilir, bu
latent durumu daha sonra yardimci viriis enfeksiyonu ile aktiflesebilir. AAV2
virtisleri genllikle 19’uncu insan kromozomun belirli bir yerine spesifik sekilde
entegre olur ve bu entegrasyonu da viriisiin Rep proteinine baglidir (McCarty et
al.,, 2004; Samulski et al., 1991). AAV vektorleri, ozellikle kendi kendine
tamamlayic1 (self-complementary, sc) rAAV vektorleri, istenilen geni konak
hiicrelere tagimak icin sinirl kapasiteye sahiptirler (AAV’nin genom uzunlugu ~
4.7 kb dir) (Grieger and Samulski, 2012). AAV vektor ile aktarilan genin asir
ekspresyonunun indiiklenmesi igin AAV vektor genomuna olusturan cis-plazmidler
genellikle CMV gibi ¢ok gii¢lii bir promoter, enhancer, ve polyA sinyali
icermektedir. AAV vektorleri iiretmek i¢cin HEK293 hiicreleri cis- , trans-, ve
helper- plazmidleri ile transfekte edilir. Sadece ITR dizileri igeren cis-plazmidler
HEK293 hiicrelerde sentezlenmis yeni kapsidlerde paketlenebilmektedirler
(Grieger and Samulski, 2012).
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2.4.1. AAV Genom yapisi;

AAV'nin en ¢ok calisilan serotipi, tip 2 (AAV2) olup AAV ailesi i¢in bir
prototip olarak hizmet etmektedir. AAV genomu 4.7 kb tek zincirli DNA
molekiiliinden olusmaktadir. Pozitif ve negatif zincirler esit verimliligi ile ayri
olusmus partikiillerde paketlenir. Genomun her iki ucunda T-seklinde ve baz
eslesmesi yapisinda olan hairpinleri (base-paired hairpin structures) olusturan ug
bolgesindeki ters tekrar (inverted terminal repeats, ITRs) dizileri, ve viriisiin
replikasyonu ve paketlemesi igin gereken cis-elementleri bulunmaktadir. AAV’nin
genomunda Rep ve cap olmak iizere iki gen yer almaktadir. Bu genler, yapisal
olmayan ancak replikasyonu i¢in gereken Rep78, Rep68, Rep52, ve Rep40
proteinleri ve viriis kapsidini olusturan VP1, VP2, ve VP3 olmak iizere 3 yapisal
proteini eksprese eder. AAV’nin genomunda p5, p19, ve p40 olmak iizere 3 adet
viral promotoru yer almaktadir. Farkli AAV serotiplerinin transkripsiyon profilleri
farkli olmasmma ragmen (Qiu and Pintel, 2008), AAV2’nin biitiin
transkripsiyonlarinda tek bir intron bulunmaktadir. kirpilma olmamis
(olgunlasmamis) RNA’lar Rep78 ve Rep52’°yi kodlar iken, Rep68 ve Rep40 ise
splice olmus RNA’lardan kodlanur.

rAAV vektorlerinin iretilmesinin temeli rep ve cap genlerinin viral
genomundan silinmesi ve trans-plazmid adi verilen ayri bir plazmid iginde
klonlanmasina dayanmaktadir. Viral genlerin yerine transgen ve onun
transkripsiyonal elementleri yerlestirilir ve boylece 4.5 kb biiyiikliigiinde olan ve 2
adet ITR ile ¢evrelenen vektor genomu olusturulur. rAAV vektoriin iiretilmesi ve

saflastirilmasi igin gesitli yontemler kullanilabilir (Zolotukhin, 2005).

Saflastirma protokolleri sezyum kloriir yogunluk gradienti (cesium chloride
density gradients) aracilifiyla ultrasantrifiigasyon, iyonik olmayan iyodiksanol
gradient (nonionic iodixanol gradients) kullanilmasi ve g¢esitli kromatografi
kolonlarin kullanilmasiyla yapilabilir. rAAV’nin kiiciik genomun ig¢inde
paketlenecek genlerinin dogal sinirlamalarin bazilar1 temel vektoriin genomunda
milkemmel manipiilasyonlar1 yapilarak bertaraf edilmistir. Bunlar, rAAV’ nin
paketleme kapasitesini genisleten ikili vektor sistemi (Ghosh and Duan, 2007) ve

viriisiin tek zincirli DNA’sim1 ¢ift zincirli DNA’ya doniistiirme basamaklarini
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atlayan, kendi kendini tamamlayabilen (self-complementary, scAAV) vektorler
kullanilmaktadir. Ikili vektorler, iki adet ayr1 viriislerden olusmaktadir (McCarty,
2008). Her birisi transgen kasetinin bir kismuni tasir ve ko-enfeksiyon (co-
infection)’dan (ikisi ayn1 anda hiicreye transfekte ettiginden) sonra hiicre iginde

yeniden yapilanip birlesirler.

Ikili vektorlerden 6rnek olarak, ekzonlari iki ayr1 trans-splicing vektor iginde
yerlestirilmis ve daha sonra hiicre iginde kirpilma asamasinda yeniden birlesen(Sun
et al., 2000) ve homologus rekombinasyonu tetikleyen tist iiste gelen (g¢akismali)
vektorleri (Duan et al., 2001) sayabiliriz. Bu vektorler, geleneksel tek zincirli
vektorlere nazaran 2 kat daha fazla kapasiteye sahiptir. sScAAV vektorler ise,
genomun biiyiikliigiinii normal viriis genomunun yarisina kadar, yani 2500 bp’e
kadar azaltarak, tretilirler. scAAV vektorleri iiretmek i¢in genellikle bir ITR’1n
terminal resolution site (TRS) dizisi silinip dimer genomu olusur (McCarty et al.,
2001; McCarty et al., 2003). scAAV virisii hiicre i¢inde soyulma (uncoating)
islemine ugradiktan hemen sonra viriis genomu iist iiste katlanarak, bir ucunda
kovalent baglariyla kapanmis ITR yapisi olan, ¢ift zincirli DNA hairpin molekiilii
olusturur. Bu scAAV vektorler transgeni tagimak i¢in kisitl bir kapasiteye sahip
olmasina ragmen geleneksel vektorlere gore daha hizli bir transduksiyon ve gen

ekspresyonunu saglayabilirler (McCarty et al., 2011).

2.4.2. AAV serotipleri ve varyantlari

AAV serotipleri, primat ve diger tiirlerden (kus ve sigir gibi) adenoviriis
hazirlanmasi sirasinda kontaminasyon iriinii olarak izole edilmistir. AAV’nin 2.,
3., 5., ve 6. Serotipleri insan hiicrelerinden izole edilmis iken, serotip 1, 4, 7-11 ise

insan olmayan primatlarda bulunmustur (Gao et al., 2002; Gao et al., 2004).

Parvoviriis genomunun genel organizasyonu, replikasyonu ve yapisal genleri
biitin AAV tiirlerinde korunmustur, ancak transkripsiyon profillerinde bazi
farkliliklar goriilmiistiir (Qiu and Pintel, 2008).

Dogal AAV varyantlarindan elde edilmis vektorler farklt doku tropizmasi
(yonelim, dogrulum) gostermektedirler (Gao et al., 2005; Wu et al., 2006a; Wu et
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al., 2006b). Farkli kapsidlerde ayni vektér genomunu kullanan ¢apraz paketleme
vektorleri, farkli serotiplerin dogrudan karsilastirilmasint saglamiglardir ve
tropizmanin in vivo kosullarda farklt dokular arasinda farkli oldugunu
gostermislerdir (Rabinowitz et al., 2002; Wu et al., 2006a; Wu et al., 2006b). AAV
kapsidlerinin yapilar1 arasindaki karsilagtirmalar, yakindan iligkili serotipler
arasindaki antijenik benzerligi ve hiicre i¢i trafik yollar1 farkliliklarint belirten
ylizey topolojilerinde hiicre yiizeyine baglanma ve reseptdr kullanimindaki

cesitliligi gostermektedir (Nam et al., 2007).

Dogal AAV kapsidleri ile ilgili elde edilmis bilgiler, spesifik 6zelliklere sahip
kapsidlerin tasarlanmasint saglar. Farkli serotiplerinin kapsid proteinleri
birbirleriyle karistirarak mozaik vektorlerin (Rabinowitz et al., 2004) ya da kimerik
virionlarimin (Perabo et al., 2006) olusturulmasini saglamistir. Kapsid proteinlerinin
kombinasyonel kiitiiphanesi, gelismis islevsellikleri olan vektorleri izole etmek igin
DNA shuffling ve error-prone PCR yontemleri kullanilarak olusturulmustur
(Perabo et al., 2006). Hedeflenen transdiiksiyon ve immiin sistemden kagma, alana
yonelik mutagenez, peptid yerlestirme ve kimyasal konjligasyon araciligiyla kapsid

manipiilasyonu ile basarilmistir (Muzyczka and Warrington, 2005).
2.4.3. Insanlarda AAV enfeksiyonu

Insan popiilasyonun yaklasik %80’i anti-AAV antikorlar1 i¢in seropozitiftir.
Bu antikorlar genellikle serotip 1, 2, 3, ve 5 karsisinda gelistirilmistir.
Popiilasyonun yaklasik %60’inda ise 10 yaslarinda notralize antikorlar
bulunmaktadir ve genellikle yetiskinlikde de devam etmektedir. Simdiye kadar
AAV ile ilgili hi¢bir hastalik ve patolojik tablo insanlarda raporlanmamistir
(Rabinowitz et al., 2002). Bu nedenle, AAV ve konak arasinda ideal bir iligki (bag)
gelismis oldugu diisliniilmektedir. Kosullar miisait olunca, 6rnegin yardimeci
virlislin varliginda, AAV hiicre basina 100,000-1,000,000 kopyaya kadar anlamli
miktarlarda ¢ogalabilir. In vivo kosullarda AAV viriisiin hayat dongiileri
incelendiginde, AAV partikiilleri sadece akut bir Ad enfeksiyonu varliginda izole
edilebilmistir (Blacklow et al., 1967). Ayrica, AAV, ya herpes ya da papilloma
virtisleri ile birlikte cinsel yolla aktarilabilecegi diisiiniilmektedir (Walz et al.,

1998).
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Epidemiyolojik ¢aligmalar, saglikli kadinlarin %85’inin AAV i¢in seropozitif
iken, servikal kanser hastalarin %14’unde AAV antikorlar1 saptanmis oldugunu
gostermektedir (Mayor et al., 1976). Onceki ¢alisma ile tutarli olarak baska bir
calismada, saglikli kadinlardaki AAYV titreleri servikal kansere yakalanan kadinlara
gore ¢ok daha fazla oldugunu gosterilmistir (Georg-Fries et al., 1984). HPV
enfeksiyonu tasiyan kigilerde AAV enfeksiyonu bulundugu takdirde servikal
neoplazi gelistirme riskleri azalmaktadir. Giinlimiizde, bu olaylarin hi¢ birisinin
mekanizmasi agiklanmamistir ve sadece birka¢ tane hipotez One siirtilmiustiir

(Agorastos et al., 2008).

2.4.4. AAV: iyi giivenlik profili ancak diisiik insort kapasitesi

AAV vektorleri baslangicta ¢ok umut verici olmuslardir. AAV2 sikga
insanlarda bulunmasina ragmen simdiye kadar insanlarda hi¢bir hastalikla iligki
gostermemistir. Ancak, AAV2 vektorleri sadece 4.7 kb yabanci DNA’y1
yerlestirebilir ve hedef hiicreleri ¢ok smirlidir. Bu vektorler ana viriisiin bolge-
spesifik entegrasyon yetenegini kaybedip ¢ogunlukla epizomal sekilde kalip bazen
konak hiicrenin genomuna rastgele entegrasyon Ozelligi gdsteren ve
uygulanmasindan sonra maksimum transgen ekspresyonunu saglamak icin birkag
hafta zamana ihtiya¢ duyan vektorlerdir. Bunlar tiremek i¢in Adeno- ya da Herpes-
yardimci viriislere ihtiya¢ duyarlar ve herpes viriis olmadan yiiksek titre ve saflikta

tiretilmeleri ¢ok zordur (Coutelle and Waddington, 2012).

Fetal dokularmin hizli hiicre ¢ogalmasi nedeniyle AAV2 vektorlerinin
beklenen ekspresyon diizeyine girmeden dnce kaybolmasi ¢ok aciktir, bu yiizden
bu vektorler ozellikle uterus igine gen transferi i¢in uygun vektorler degillerdir
(Douar et al.,1996). Postnatal gen tedavisinde bile, AAV vektorlerin ekspresyonu
uzun zaman almaktadir. Saf vektorii yiiksek titrede tiretmek ¢ok zor ve pahalidir.
AAV2 vektorii kullanilarak Hemofili B hastaliginin tedavisinin ilk klinik
denemelerine devam edilmemistir ¢linkii vektor dizileri tedavi edilmis hastanin
germ hiicrelerinde (semen, sperma) gegici olarak bulunmustur ve hafif hepatotoksik
immun reaksiyona neden olmustur. Son yillarda AAV vektoriin etkisi ve tiretilme
durumu, sc vektorlerin tiretiminin gelistirilmesi ile, AAV vektorlerin hiicre

tropisminin genisletilmesi ile, ve en 6nemlisi, AAV vektor tiretimini iyilestirilmesi
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ile dramatik bir sekilde degistirilmistir. Yetiskinlerde birka¢ umut verici klinik
deneme, bu vektor ile yiiriitiilmektedir. Ancak, AAV vektoriiniin siirlt kapasitesi,
bliyiik gen dizilerinin transferi i¢in hala 6nemli bir engel olarak kalmaktadir. Uterus
icine AAV1 vektorii kullanimi ilk kez Pompe hastaliginda kemirgen modelinde
uygulanmistir bunun yanisira konjenital korliik, Mukopolisakaridosis tip VII,
Duchenne muskiiler distrofisi (DMD) , ve Hemofili B ig¢in de uygulanmustir.
AAV2/8 uterus i¢ine uygulanmasi olaganiistii etkili olmus ve bu nedenle bu vektor
erken baslangicli kas hastaliklarinin tedavisi i¢in miitkemmel bir platform olarak
diistiniilmiistir. Yukarida belirtildigi gibi AAV vektorleri hiicre bdliinmesi
sirasinda kayboldugu icin intrauterin kullanimi sinirhdir. Ancak, toksisitesi
olmadan yiiksek titrelerle verildiginde bu ilerleyici kaybi telafi edebilir. ikinci
trimesterin baslarinda AAV2/5, AAV2/9, ve AAV2/10’un intratorasik veya
intramiyokardiyal enjeksiyonu ile primatlarin kaslarinda Lusiferazin CMV
promoter kontroliinde uzamis ekspresyonu, insan faktorii IX cDNA'y1 kodlayan
AAV2/8 vektorlerin fetal enjeksiyonu ile koyunda ve makaklarda faktor IX’un
uzamis ekspresyonu goriilmiistiir. Prenatal gen tedavisi fetusda transgenik terapotik
proteine karsi tolerans kazanmasini saglar, boylece gerektiginde postnatal
donemlerde vektoriin tekrar dozlar verilebilir. Cok yakin zamanda, AAV2/9’un
intravendz verilmesi farelerde ve insan olmayan primatlarda merkezi ve periferik
sinir sisteminin ndronlarina etkin bir gen transferini sagladigi gosterilmistir.
Simdiye kadar AAV vektorlerin uterus i¢ine uygulamasi ile ilgili hi¢bir yan etki
raporlanmamugstir; ancak, p-glukuronidazi eksprese eden AAV vektorlerin
yenidogan  farelerde  kullanilmasindan  sonra  hepatoseliiler  tiimdrler
gozlemlenmistir. Bu olaylarin mekanizmalar1 hala spekiilatiftir, ancak diger
potansiyel vektor sistemleri gibi, insan fetlis uygulamasina gegmek i¢in uzun vadeli
hayvan c¢alismalarina ihtiya¢ oldugunu belirtmemiz gerekir (Coutelle and
Waddington, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Onay1

Tiim deney hayvan ¢alismalari, Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’na bagvurularak gereken izin ve onaylar alindiktan (etik onay no: 2014-
019) sonra gerceklestirilmistir. Tim Deney Hayvanlar1 ¢alismalari, Ege
Universitesi Ilag Gelistirme & Farmakokinetik Arastirma-Uygulama Merkezi
(ARGEFAR) Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Amerika’da bulunan Jackson Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin
edilen, seksiiel olgunluga erismis agirliklar1 23-30 gr arasinda degisen ve SMN-/+,
SMN2+/+, SMN2A7+/+ olan 005025 albino SMA disi ve erkek fareler, %45-75
nem ve 24 °C’de, 12 saat aydinlik ve karanlik donemlerle, serbest su ve gida
saglanarak arastirmaya alinmistir. Yem ve su giinliik olarak degistirilmistir.
Caligsma siiresinde hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve {istiinde ¢elik 1zgara bulunan
ozel kapali havalandirma sistemi ile havalandirilan deney grubuna gore isaretlenmis
kafeslerde (19X12X12 cm) tutulmustur. Fare kafeslerine yatak olarak ahsap

talaslar1 konulmustur.

Hayvanlarin saglik durumu giinliik olarak kontrol edilmistir. Saglikli wild tipi
olan SMN+/+, SMN2+/+, SMNA7+/+ disi ve erkek fareler pilot galismasi igin
kullanirken, SMN-/+, SMN2+/+, SMN2A7+/+ heterozigot disi ve erkekler ana

calismada kullanilmstir.
3.2. Yenidogan farelerinin genotiplendirilmesi

Farelerin genotiplendirme analizi i¢in kullanilan DNA ornekleri, 6 mm
kuyruk ya da kulak (yeni doganlar i¢in 2 mm) biyopsi 6rneklerinden, invitrogen
DNA izolasiyon kiti kullanilarak elde edilmistir. Ornekler steril bistiiri ya da kiigiik
cerrahi makasi kullanilarak kesilip isaretlenmis steril 1.5 ml’lik tiiplere konularak
DNA izolasyonu i¢in hemen laboratuvara getirilmistir yada ¢alisincaya kadar -

80°C’de saklanmustir.
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Genotiplendirme analizi igin farelerin SMN1 geni agisindan mutant ya da wild
tip oldugunu, 5’-CTC CGG GAT ATT GGG ATT G-3'forward primeri, 5-GGT
AAC GCC AGG GTT TTC C-3" Revers Mutant primerive 5’-TTT CTT CTG GCT
GTG CCT TT-3" Revers Wild tip primeri kullanarak, AmpliTag Gold 360 Master
Mix Kiti (AB Applied Biosystems, CA, USA) ile, PCR yontemi ile arastirilmistir.
PCR tiiplere 6.25 pl Master Mix, 1 pl Forward primer, 0.75 pl Revers Wild tip
primeri, 0.38 ul Revers Mutant primeri, 3 ul ddH20 ve 60 ng DNA eklenerek
toplam 12 pl PCR karisimi hazirlanmistir. PCR kosullar1 ise Cizelge 3.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. PCR programi.

Step Sicakhik Aralik (Siire) Dongii
(O

Denaturasyon | 94 11 dk 1
Denaturasyon | 94 30 sn
Yapisma 58 1dk 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 7 dk 1
Bekleme 4 Analiz zamanina

kadar

PCR iiriinleri %1.5 gel lizerinde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
3.3. AAV vektorlerin iiretilmesi

Bu ¢alismada kullanilan tim AAV9 vektorleri Gao laboratuvarinda, Horae
Gen Tedavi Merkezinde, Massachusetts Universitesi Tip Fakiiltesi, Worcester,
MA, ABD’de, daha 6nceki ¢alismamizda agiklandigi gibi iiretilmistir (Rashnonejad
et al., 2016a). ss ve SCAAVI-SMN vektorleri ise bu proje kapsaminda iiretilmistir.

SCAAV9-eGFP ise hediye olarak Gao laboratuvari tarafindan temin edilmistir.
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3.3.1. Gereken plazmidlerin klonlanmasi

Bu calismada, kullanilan plazmidler PubMed ve Ensembl DNA ve protein
veri tabanlar1 kullanilarak, Vektor NTI programi (Invitrogen) ile tasarlanmistir.
Homo sapiens survival of motor neuron 1 (hRSMN1, NCBI Reference Sequence:
NM _000344.2) cDNA sekansi (CDS) bu c¢alismada kullanilmistir. Tam uzunlukta
olan SMN cDNA’s1 ve onun spesifik UTR’larini i¢eren plazmid, pCMV6-XL5-
SMN (OriGene, SC128237, Rockville, MD, USA), hazir olarak satin alinmstir.
Satin alinmis SMN c¢DNA dizisinin dogrulugu DNA veri tabanlar1 kullanilarak
DNA Blast yontemi ile kontrol edilmistir. SMN ¢cDNA’s1 restriksiyon enzimleri ile
kesilip pAAV-CB6-PI (4409 bp) yada pAAVsc-CB6-PI plazmid’lerde (Gao’s Lab.,
Gene Therapy Center, UMass Medical School, Worcester, MA, USA)
klonlanmigtir. pAAV-CB6-PI plazmidi i¢inde klonlanan SMN c¢cDNA’s1 genin 6zel
UTR’larmi igerir iken, pAAVsc-CB6-PI plazmid iginde klonlanan SMN cDNA’s1
genin 6zel UTR dizilerini i¢ermemektedir. Plazmidler ampisiline direngli geni

tasimaktadir.

ss ve SCAAV-SMN cis-plazmidleri asagidaki yontemle elde edilmistir;

sSAAV9-SMN Cis plazmid;

ss viral vektoriin Uretilmesi i¢in gereken cis-plazmidin backbone’unu elde
etmek i¢in 1 ug pAAV-CB6-PI plazmid DNA’s1 steril 1.5 pl’lik tiipe eklenmistir.
Tiipe, 1 ul EcoRI ve Kpnl (New England Biolabs, MA, USA) restriksiyon enzimleri
eklenerek 37°C su banyosunda 1 saat bekletilmistir. UTR’larin1 igceren SMN
cDNA’sin1 elde etmek i¢in pPCMV6-XL5-SMN plazmidi ise baska steril 1.5’lik tiipe
eklenerek tizerinde 1 pul Notl (New England Biolabs, MA, USA) restriksiyon
enzimi ilave edilip 37°C su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Kesilmis plazmidler
%1 agaroz gel tizerinde yiritilmistir. pAAV-CBG6-PI ile ilgili 4393 bp ve
UTR’lart iceren SMN cDNA ile ilgili 1629 bp DNA bantlar1 QIAquick gel
extraction kiti (Qiagen, Boston, MA, USA) kullanilarak agaroz jelden izole

edilmistir.
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SCAAV9-SMN Cis plazmid;

sc viral vektorlin Uretilmesi icin gereken cis-plazmidin backbone’unu elde
etmek icin 1 pg ng/ul pAAVsc-CB6-PI plazmid DNA’s1 steril 1.5 pl’lik tlipe
eklenmistir. Tipe, 1 pl Agel and Sacl (New England Biolabs, MA, USA)
restriksiyon enzimleri eklenerek 37°C su banyosunda 1 saat bekletilmistir.
UTR’larmi igeren SMN ¢DNA’sin1 elde etmek i¢in pCMV6-XL5-SMN plazmidi
ise bagka steril 1.5°lik tiipe eklenerek iizerine 1 pl Bgl 1l (New England Biolabs,
MA, USA) restriksiyon enzimi ilave edilip 37°C su banyosunda 1 saat
bekletilmistir. Kesilmis plazmidler %1 agaroz jel tlizerinde yiritiilmiistiir.
pAAVsc-CB6-Plile ilgili 4339 bp ve UTR’lar1 igeren SMN cDNA ile ilgili 937 bp
DNA bantlar1 QIAquick gel extraction kiti (Qiagen, Boston, MA, USA) kullanarak

agaroz jelden izole edilmistir.

Ligasyon;

Elde edilmis biitin DNA fragmanlart QIAquick PCR piirifikasyon kiti
(Qiagen, Boston, MA, USA) ile saflastirilmistir. DNA oOrneklerinin kalite ve
miktarlar1 NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, MA, USA) ile dl¢lilmiistiir. Daha
sonra DNA 6rneklerinin her birinden 100 ng %1°lik agaroz jel iizerinde yiiriitiilerek
DNA fragmanlariin saflig1 ve kaliteleri kontrol edilmistir. T4 DNA Ligaz enzimi
(New England Biolabs, MA, USA) ligasyon reaksiyonu igin kullanilmistir. Bir tiipe
25 ng plazmid DNA, 25 ng insort DNA, 1 pl ligasyon buffer (NEB), ve 0,5 ul T4
ligaz enzimi eklenerek karistirilmistir. ddH20O eklenerek son hacim 10 pl’ye
tamamlanmistir. Ligasyon karigimi 16 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin
Kompatent Escherichia coli DH5a (ThermoFisher Scientific, 18258012) bakteriler,

ligasyon karigimi ile transforme edilmistir.

Elde edilmis plazmidleri bakterilerde ¢ogaltmak

Hazir olarak satin alinmis Kompatent Escherichia coli DH5a (ThermoFisher
Scientific, 18258012) bakterileri plazmidlerin klonlanmasi i¢in kullanilmistir. Buz
tizerinde 16 saatlik 10 pl ligasyon karisimi kompetent DHS o bakterilere
aktarilmistir. Bakteriler iizerine 900 ml S.0.C medyumu eklenmistir ve 37°C’de
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calkalayici lizerinde 1 saat bekletilmistir. Bakteriler 100 pg/ml ampicillin (Sigma,
A5354) igeren Terrific broth (TB) agar plate’lere aktarilmistir. Plateler 37°C’de 16-
18 saat inkiibe edilmistir. QIAprep spin miniprep kiti (Qiagen, Boston, MA, USA)
kullanilarak  her bir plate’in 20  kolonisinden plazmid izolasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilmis plazmidlerin yapilari restriksiyon enzim analizi ve
DNA dizi analizi ile kontrol edilmistir. DNA dizi analizi ticari olarak McLab (CA-
USA) tarafindan gergeklestirilmistir (http://www.mclab.com/). DNA dizi analizi
i¢cin kullanilan primer dizileri Cizelge 3.2.’de gdsterilmistir. Cis-plazmid’de yer
alan AAV vektoriin Ters ug tekrarlar1 (inverted terminal repeats, ITR)’larinin

biitiinliikliigli Sma I ve Ava I enzimleri ile kontrol edilmistir.

Cizelge 3.2. Elde edilmis plazmidlerin dizi analizinde kullanilmig primerler.

Plazmid | Primer ad1 | Dizi

pAAV- Sv40intron- | TATCAAGGTTACAAGACAGGTTT
CB6-PI- | f
SMN SMN1-R GTTACCCATTCCACTTCCTT
pAAVsc- | g629-861-f | TGACACCTACTCAGACAATG
CB6-Pl- | g562-5041- | CTGCTCCTCAGTGGATGTTG
SMN r

3.3.2 Plazmidlerde klonlanmis SMN gen ekspresyonunun western blot

yontemi ile arastirilmasi

Transfeksyondan 24 saat énce 1 x 10° HEK293 hiicreleri 6 well’lik platelerin
her bir kuyucuguna eklenip 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler %50 yogunluguna
geldiginde Lipofectamine 2000 Kiti (invitrogen, 11668-019) kullanilarak elde
edilmis plazmidler ile transfekte edilmistir. 2 ayri tiipe 150 pl optimem eklenmistir,
tiiplerden birine 6 pl Lipofectamine 2000 ve digerine 3 pg plazmid DNA’sindan
eklenip vorteks ile karigtirilmistir. Bir tiipiin igerisindeki karisim diger tiipe damla
damla eklenip vorteks ile karistirilmistir. Oda sicakliginda, hiicre kiiltiir kabininde
15 dakika bekletilip damla damla hiicrelere eklenmistir. Hiicreler 48 saat 37°C’de
inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuktaki besi ortami uzaklastirilarak 2.5 ml 1X
PBS eklenmistir. Uc kere pipetlenerek hiicreler kaldirilmis ve PBS igerisinde steril
1,5’1ik tiiplere aktarilmistir. 2500X g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti
tizerinde protease inhibitor cocktail’i  (Roche) igeren 100 ul RIPA
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(Thermoscientific) buffer eklenerek 6 kere pipetlenmistir. 40 dakika buz {izerinde
bekletilmistir ve hiicrelerin daha iyi pargalanmasi i¢in inkiibasyon sirasinda 4-5
kere vorteks ile karistirilmistir. Ultrasantrifiijde 27000X g’de, +4°C’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant toplanip yeni steril 1.5’lik tiiplere aktarilmistir ve western

blot analizi yapilana kadar -80°C’de saklanmistir.

3.3.3 AAV9 viral vektorlerinin iiretilmesi

Bu calismada kullanilan tAAV9 vektorlerin iiretilmesi igin tiglii gegici
transfeksiyon yontemi kullamilmistir (Gao and Sena-Esteves, 2012). HEK 293
hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in %10 FBS, %1 pen-strep, %1 L-glutamin igeren DMEM

kullanilmastir.

Transfeksiyondan 24 saat 6nce HEK293 hiicreleri 40 adet 15 cm’lik petri
kaplar iginde kiiltiire ekilmistir. Petri kab1 basina 7x10® HEK293 hiicresi eklenip
tizerine 20 ml besi ortami eklenmistir. Hiicreler %70-80 yogunluga geldiginde

plazmidler ile transfeksiyonu gergeklestirilmistir.

1- Tranfeksiyon giiniinde besi ortami1 yenilenmistir.

2- Transfeksiyon karigimi asagidaki protokole gore 125 ml’lik kap

iginde hazirlanmistir;

Steril-Ultra saf su Son hacim 54 ml’ye tamamlayana kadar
CaCl2 (2.5M) 5,2 mi

pAF6 adeno yardimci plazmidi 1040 (Gao lab)

trans plazmid 520 ug (Gao lab)

Cis plazmid 520 pg (bu ¢alismada tiretilmistir)

3- 50 ml’lik falkon i¢ine 12,5 ml 2X HBS eklendi. Her birisine 4.

basamaktaki DNA karisimindan 12,5 ml eklendi. Vorteks ile iyice karistirildiktan

sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
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4- Besinci basamakta hazirlanan karisimdan 2,5 ml damla damla her

bir hiicre kiiltiir petri kabina eklenmistir.

5- Plateler 37°C’de, %5 CO: ile inkiibe edilmistir

6- Transfeksiyondan 6 saat sonra besi ortami yenilenmistir.

7- Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler hiicre kaziyici (scraper) ile
kaldirtlmistir.

8- Biitlin platelerinin hiicre siispansiyonu tek bir 500 ml’lik santrifiij

kabina aktarilmistir.

9- 4000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra

stispansiyon uzaklastirilmistir.

10- Hiicre pelleti tizerinde 15 ml 50 mM Tris (pH 7.4), ImM MgCl;

iceren buffer eklenmistir. Hiicreler 50 ml’lik falkona aktarilmistir.

11- Hiicreler buz iizerinde %25 giicii ile 1 dakika sonike (sonicate)

edildi. Bu islem iki kere 2 dakika aralik ile tekrar edilmistir.

12- 150 ul Benzonase (EMD Chemical, Gibbstown, NJ) (Son

konsantrasyon 100 U/ml) eklenip yavasca alt Gist edilerek iyice karistirilmustir.

13- 37°C’de 20 dakika bekletilmigtir.

14- 1.25 ml %10 deoksikolik asit eklenip karistirilmistir.

15- 37°C’de 10 dakika bekletilmistir.

16- 20 dakika buz tizerinde bekletilmistir.

17- 4000 rpm’de ve 4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
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18- Her 1 ml hiicre lizat1 bagina 0,454 g ultra saf CsCl eklenmistir.
19- Alt tiste edilerek iyice karistirilmistir.

20- 9 ml agir ve 9 ml hafif CsCl soliisyonlarindan, sirasiyla SW28

santrifiij tiiplere aktarilmistir.

21- 20 ml hiicre lizatindan CsCl kromatografi siitii tizerine eklenmistir.

22- 25000 rpm’de 15°C’de 20 saat santrifiij edilmistir.

23- Santrifiijden sonra SW28 santrifiij tiipli dik olarak sabitlenmistir ve

18 gauge igne ile tiiplin alt kismina girilmistir.

24- Ik 11 ml gradiyan soliisyonu alindiktan sonra geri kalan atilmistir.

25- Geri kalan 16 ml i¢in her bir Iml’si ayr1 bir 1,5 mI’lik tiipe alinmistir.
Her bir tiipten 5 pl alimip refraksiyon (refraction) indeksi refraktometre
(refractometer) ile okutulmustur. Refraktif indeksi 1.3650-1.3760 olan tiiplerin
rAAV vektor icerdigi kabul edilmistir. Diger tiipler atilmistir.

26- Ikinci CsCl gradiyani yapilmasi igin uygun indeksini gosteren tiim

tiipler birlestirilmistir ve 70.1 Ti Quick-Seal santrifiij tiiplere aktarilmistir.

27- Uzerine 1.4 g/ml CsCl igeren hafif CsCl soliisyonu eklenmistir.

28- 60,000 rpm’de 15°C’de 24 saat santrifiij edilmistir.

29- 18 guage igne ucu ile tiiplin altina girilerek ilk 13 ml gradiyan
soliisyonu toplanip her bir ml ayr1 bir 1.5 mI’lik tiipe eklenmistir. Her bir tlipten 5
ul alinip refraksiyon indeksi refraktometre ile okutulmustur. Refraktif indeksi
1.3650-1.3760 olan tiipler rAAV vektor icerdigi kabul edilmistir. Diger tiipler ise

atilmastir.

30- 3. CsCl gradiyani i¢in 28-31. basamaklar tekrarlanmistir.
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31- Toplanan en son viriisler Slide-A-Lyze kaseti (invitrogen) ve diyaliz

cihazi kullanilarak tuzlari uzaklastirilmig ve saflastirilmistir.

32- Diyalizden ¢ikan son iiriinii 15 ml’lik falkon i¢ine alinmustir.

33- Elde edilmis vektoriin safligi ve kalitesi elektron mikroskobu

kullanilarak ve SDS-PAGE giimiis boyama yontemleri ile kontrol edilmistir.

34- Elde edilmis rAAYV vektorler -80°C’de saklanmastir.

3.3.4 Elde edilen rAAYV vektorlerinin kalitesi ve safliginin incelenmesi

Elde edilen viral vektorlerin morfolojilerini ve dolu ya da bos olduklarini
incelemek igin transmission electron microscopy analizi ticari olarak UMass Tip
Fakiiltesi Elektron Mikroskobi Merkezinde (Worcester, MA, ABD) yapilmistir.
Elektron mikroskobik goriintiilerininde merkezleri koyu renkte olan bazi viriis
partikiilleri bos veya kismen paketlenmis kapsidleri gosterir iken tamamen beyaz
olan viral partikiilleri dolu vektorleri gostermektedir (Gao and Sena-Esteves, 2012).
ITR dizileri ve paketleme sinyalleri igermeyen trans-plazmid ve yardimci-

plasmidler, genomlarini hiicrelerde tiretilmis yeni kapsidlere aktaramazlar.

AAV viryonlarmin ana kapsid proteinleri VP1, VP2 ve VP3’diir. Yiiksek
diizeyde saflagtinlmis AAV vektorleri, SDS-PAGE jelinde ayristirildiginda ve
glimiis boyama yontemi ile goriiniir hale getirildiginde normalde sadece 87, 73 ve
62 kD agirhiginda olan bu 3 kapsid proteinleri sirasiyla 1: 1: 18 oraninda
goriilmektedir. Elde edilen yeni bir viral vektoriin konsantrasyonunun yari kantitatif
tahmini, VP1, VP2 ve VP3 proteinler ile ilgili bantlarin bilinen referans standartla

karsilagtirilmasiyla elde edilebilmektedir (Gao and Sena-Esteves, 2012).

SDS-PAGE giimiis boyas1 ve qPCR analizleri ise UMass Tip Fakiiltesi Gen
tedavisi Merkezinde, Vektor Uretme Merkezi (Gao lab, Worcester, MA, ABD)
tarafindan yapilmistir. Viriisiin safligi giimiis boyama analizinde viral kapsid
proteinlerinin incelenmesi ile belirlemis iken, elde edilen viral vektor titreleri ve

genom kopya sayisi ise Real-Time qPCR ile belirlenmistir.
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3.4. SMA fibroblast hiicre hattinin rAAV9-SMN vektorleri ile
transfeksiyonu

Transfeksiyon isleminin 24 saat éncesinde 1x10° hiicre 6 kuyucuklu plate’in
her bir kuyucuguna kiiltiire edilmistir. Hiicreler %70 yogunluga geldiginde
multiplicity of infection (MOI) degerine gore 10° virus/hiicre oraninda ile transfekte
edilmistir. Hiicreler 37°C’de 5% CO2 igeren inkiibator i¢inde inkiibe edilmistir. 7
giin sonra SMN protein ekspresyonu florasan mikroskobu ve qRT-PCR yontemi ile

incelenmistir.
3.5. Intrauterin (1U) enjeksyon

Disi ve erkek fareler 1 disi/1 erkek ya da 3 disi/l erkek olarak c¢iftlesmeye
birakilmistir. Ciftlesmenin sonraki giintinde, disi fareler kontrol edilmis ve vajinal
plak goriilen fareler isaretlenmistir. Vajinal plagin goriildiigii giin gebeligin birinci
giinii olarak kabul edilmistir. Gebeligin 14-15. giiniinde (Embriyonik 14-15. giin,
E14-15) intrauterin enjeksiyon gerceklestirilmistir. Gebeligin 14-15. giiniinde, disi
fareler solunum yoluyla verilen izofluran (%2 izofluran + %6 oksijen) ile anastezi
altina alimmistir. Anestezi dncesinde ve sonrasinda bir analjezik olan Meloksikam
subkutan yolla ya da igme suyu i¢inde verilmistir. Cerrahi sirasinda kornealar1
nemli tutmak i¢in gozlere oftalmik merhem uygulanmistir. Ameliyattan hemen
once farelere 2 mg/kg Meloksikam subkutan yolla uygulanmistir. Farelerin karin
bolgesi tiras edilip alkol ve batikon ile sterilize edilmistir. Steril kosullar altinda
karin bolgesinde orta hatta 2 cm laparotomi yapilarak uterus boynuzlar1 disariya
cikartilmistir. Uterus boynuzu basina embriyo sayisi hesaplanmistir. Biitiin
enjeksiyonlar steril 34-guage Hamilton igneleri ile gergeklestirilmistir. Intrauterin
ICV enjeksiyonu igin 2 pul (4 x 10%° vektor genomu kopyasi, vgk) scAAV9-eGFP,
ya da 2 ul (4 x 10 vektdr genomu kopyasi, vgk) sSAAV9-SMN ya da 4 pl (4 x
10%° vgk) scAAV9-SMN, embriyonun bir lateral ventrikiiliiniin (LV) i¢ine enjekte
edilmistir. Lateral ventrikiilii bulmak icin kafatasinda lambda ve orta hattan 1-2 mm
uzaklikta enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyon dogrulugunu incelemek i¢in bazi
embriyolara rAAV9-SMN ile birlikte %0.5 FastGreen (Sigma) boyasi karigtirtlip
verilmistir. Enjeksiyon uygun olarak yapilabilmis ise rengin iki hemisferde hilal

seklinde dagildig1 gdzlenmistir. IP enjeksiyonu igin, 5 pl (1 x 10* vg) plasenta igine
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enjekte edilmistir. Embriyolar tizerlerine 37°C PBS ile 1slatilarak cerrahi sirasinda
nemli tutulmuslardir. Enjeksiyon islemleri bittikten sonra embriyolar nazikge karin
bosluguna yerlestirilmistir. Karin boslugu 100 mg/kg sefazolin i¢eren 1 ml 1lik PBS
ile doldurulduktan sonra kas ve deri insizyonu 0.5 emilebilen dikis ile kapatilmistir.
Gebe farenin viicut sicakligini korumak ve hipotermiyi 6nlemek igin, fareler cerrahi
sirasinda Deltaphase Isothermal Pad (Braintree scientific Inc.) tizerinde
tutulmuslardir. Agr1 kesici olarak cerrahiden sonra 3 giin boyunca igme suyuna 1.5
mg/kg Meloksikam eklenmistir. Cerrahi olmus gebe fare ayr1 bir kafese konularak

doguma kadar saglik durumu diizenli olarak kontrol edilmistir.

Wild tip erkekler ile giftlestirilmis 6 adet wild tip disi disi pilot ¢alisma igin
kullanilmistir. Pilot g¢alismada scAAV9-eGFP vektoriin beyin, Omurilk ve i¢
organlarda dagilimini incelemek ve gen tedavisi ¢alismasi igin en iyi enjeksiyon
yolunu belirlemek amaciyla vektor fetlislere E14-15. giinde intraserebroventrikiiler
(ICV) ve intraplasental (IP) yolla aktarilmistir. Pilot ¢alismada kontrol olarak bazi

fetiisler sadece PBS ile enjekte edilmistir.

Asil gen tedavisi ¢alismasinda heterozigot erkek fareler ile ciftlestirilmis

heterozigot 59 adet gebe disi fareler ¢calismaya dahil edilmistir.

3.6. eGFP ekspresyonunun canli hayvan goriintiileme cihazi (IVIS)

kullanilarak incelenmesi

Embriyonik donemde enjeksiyon yapilmis yeni dogan farelerin farkl
dokularinda eGFP ekspresyonu, P1 ve P14. giinlerde izofluran anestezi altinda canli
hayvan goriintiileme sistemi (IVIS Spectrum imaging system, Caliper Life
Sciences, USA) ile goriintiilenmistir. eGFP floresanini algilamak i¢in cihazin GFP
filteri kullanilarak eGFP ekspresiyonu 465 nm - 560 nm dalgaboyutlarinda farelerin
farkli organlarinda goriintiilenmistir. Her bir goriintiiyli almak i¢in hayvanlar 0.2
saniye uygun dalga boylara maruz kalip Living Image program version 4.5.2

programi kullanilarak otomatik olarak fotograflar ¢ekilmistir.
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3.7. Kardiyak perfiizyon

Yenidogan fareler analiz edilene kadar anneleri ile aymi kafes iginde
birakilmistir. Pilo ¢alismasi igin P30 ve asil gen tedavi ¢alismasi i¢in P14 ya da P90
giinlerde sakrifiye edilerek doku histolojisi ya da gen ekspresyon analizleri
gergeklestirilmistir. 250/150 mg/kg Ketamin/kesilazin ile agir anestezi altinda olan
farelerin derisi karin bolgesinden baglayarak diyaframa kadar agilmistir. Cerrahi
makast ile gogls kafesinin tabani ve kaslar kesilmistir. Daha sonra diyafram
kesilerek gogiis kafesine ulagilmistir. Gogiis kafesinin kaburga kemikleri sag ve sol
kenarlarindan kesilmistir. Kaburgalar ve ksifoid yukariya dogru kaldirilarak gogiis
boslugu acilmistir. Boylece kalp perfiizyonu degerlendirebilmek igin goriilebilir
hale getirilmistir. Kalp kontraksiyonlari devam eder iken 26 guage igne ucu ile sol
ventrikiile (protrusion) girilmistir. 25,000 U/l Heparin iceren 1X PBS yavasca
enjekte edilmis ve kalp ve viicuda dagilmasi saglanmistir. Kan ve yikama
sollisyonlarinin viicuttan disartya akabilmesi i¢in cerrahi makas ile atriyum
kesilmistir. Cikan kan tamamen temizleyene kadar PBS ile yikamaya devam
edilmistir. Perfliziyon un uygunlugunu degerlendirmek amaciyla karacigerin
renginin acilip sare rengine doniismesi gozlemlenmistir. Doku fiksasyonunu
saglamak icin 50 ml 1X PBS sonrasinda 50 ml %4 paraformaldehid (PFA)
soliisyonu verilmistir. Daha sonra beyin, omurilik ve kas gibi incelenmesi gereken
dokular ¢ikarilmis ve %4 PFA i¢inde doku biiyiikliigiine gore 1-2 giin +4°C’de
bekletilmistir.

3.8. Frozen doku kesitleri (cryosectioning)

PFA soliisyonunun uzaklastirilmasi i¢in dokular 1X PBS icinde yarim giin
4°C’de bekletilmistir. Daha sonra dokular %30 siikroz i¢inde konularak ¢okiinceye
kadar 4°C’de bekletilmistir. Dokular istenilen pozisyonda OCT Tissue-Tek
compound (Sakura Finetek, Torrance, CA) iginde gomiiliip sivi azot iginde
dondurulduktan sonra kesilinceye kadar —80 °C’de saklanmustir. 15 pum doku
kesitleri Cryostat (Microm HM 560 Cryostat, Thermo Fisher Scientific™ Inc.,

Germany) cihazi kullanilarak kesilmis ve farkli boyamalar i¢in kullanilmastir.
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3.9. Parrafin doku takip islemi

Kaslarin histolojisini incelemek i¢in parafin doku takibi uygulanmistir.

1- 30’ar dakika %80°’den %100’e artan etil alkol serilerinden gegirilmistir

(dehidratasyon amaciyla).

2- Ornekler 10-20 dakika ksilen iginde seffaflastirma amaciyla birakilmustir.

3- 45’er dakika 2 kez parafin ile 60°C’lik etiivde immersiyonu saglanmaistir.

4- Blok kaplarina alinarak parafin icinde gomiilmiis ve oda sicakliginda

tamamen kapanincaya kadar birakilmistir.

5- 5 um’lik doku kesitleri mikrotom ile alinmustir.

3.10. Hematoksilen eozin boyamasi

1- 5 um’lik parafin kesitleri deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik

etiivde birakilmustir.

2- Onar dakika 3 kez ksilene tabi tutulmustur. En son ksilenden ¢ikan doku

ornekleri oda sicakliginda iyice kurulmustur.

3- 2’ser dakika %100’den %80’e azalan alkol serilerinden gecirilerek

rehidratasyon islemi yapilmistir.

4- 5 dakika distile su ile yikanmugtir.

5- Hematoksilen (Dako) ile 2.5 dakika boyanmustir.

6- Boyanin fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika akan suda yikanmaistir.

7- Pembe renge donene kadar asit alkol i¢ine batirilip ¢ikartilmigtir.

8- Kesitler 5 dakika akan su ile yikanmistir.
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9- 2 dakika Eozin (Dako) boyasi ile boyanmastir.

10- Sirasiyla % 95 ve %100’1lik alkol serilerinden gegcirilip havada

kurutulmustur.

11- Kesitler 10’ar dakika 3 kez ksilende tutulmustur.

12- Kesitler entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatilmistir.

3.11. Doku kesitlerinin floresan mikroskobik analizi

1- Doku Kesitleri Silane adhesive coated slide’ler (Isotherm) {izerine

aktarilmis ve oda sicakliginda 1 saat kurutmaya birakilmistir.

2- Kesitler 1X PBS iginde 30 dakika bekletildikten sonra %2 Triton-X100
(Fisher, Pittsburg, PA) ve %0.5 Tween 20 (Bio-Rad, USA) igeren PBS i¢inde 30

dakika oda sicakliginda permeabilizasyon icin tutulmustur.

3- Spesifik olmayan antijen/antikor baglamalarini 6nlemek i¢in kesitler 1 saat
oda sicakliginda %4 BSA (Sigma) ve %1 Triton-X100 igeren PBS i¢inde inkiibe

edilmistir.

4- Kesitler daha sonra 1/1000 rabbit anti-GFP (abcam, ab6556), 1/250 goat
anti-GFAP (abcam, ab53554), 1/500 rabbit anti-NeuN (abcam, ab104225), 1/50
goat anti-ChAT (EMD Millipore, AB144P), 1/200 rabbit anti-Nestin (sigma,
N5413), 1/200 monoklonal Mouse anti SMN ya da monoklonal Mouse anti coilin

2 (Santacruz) primer antikorlarda 4 °C’de 18-20 saat inkiibe edilmistir.

5- Doku kesitleri 3 kere 30’ar dakika %0,5 Triton X-100 ve % 0,2 Tween 20
iceren PBS ile yikanmistir.

6- Kesitler daha sonra 1/200 dilue edilmis goat anti rabbit Alexaflor 488
(abcam, ab150081), goat anti rabbit Alexaflor 594 (abcam, ab150084), donkey anti
goat Alexaflor 594 (abcam, abl150140), goat anti Mouse Alexaflor 586
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(Thermoscientific), goat anti Mouse Alexaflor 488 (abcam) sekonder antikorlari ile
4°C’de 18-20 saat boyunca inkiibe edilmistir.

7- Doku kesitleri 3 kere 30’ar dakika %0,5 Triton X-100 ve %0.2 Tween 20
iceren PBS ile yikanmustir.

8- Kesitler 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) igeren Vectashield
mounting media (Vector Laboratories, Burlingame, CA) ile kapatilip Olympus

florasan mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japan) ile incelenmistir.

9- eGFP eksprese eden noronlar1 ya da omuriliktrki motor néron sayilarini

hesaplamak i¢in her bir fareden 4 adet ayr1 doku kesiti kullanilmistur.

3.12. Eembriyonik donemde scAAV9-eGFP enjeksiyonu yapilan fare

beyinlerinden noral kok hiicre (NKH) izolasyonu

Noral kok hiicre (NKH) izolasyonu i¢in daha 6nce Azari et al. (2011)
tarafindan agiklanmig yontem degistirerek kullanilmigtir. NKH’ler 3-4 haftalik
farelerden izole edilmistir. 250/150 mg/kg Ketamin/kesilazin ile agir anestezi
altinda olan farelerin kafa derileri %70 alkol ile temizledikten sonra makas ile
kesilmistir. Steril kosullarinda kafa derisi ve kafatas1 kesilerek acilmistir. Ince uclu
bir pens yardimiyla kafa tabanindaki kemikler nazik¢e soyuldu ve beyin tek parca
seklinde cikarilip PBS ile yikandiktan sonra %1 Pen-Strep iceren DMEM-F12
iginde konulmustur. Biitiin beyin ¢ikarildiktan sonra 3 kere yukardaki besi ortami
ile ytkanmugtir. Beyinler steril bir petri kabina alinmistir. Dorsal gériintiiden beyaz
renkli optik kiyazmalarin oldugu yerden kesilerek LV’lerin etrafindaki dokular
cikarilmistir. Cikarilan dokular bistiiri ile iyice pargalanip 250/ml DNase I (Qiagen)
iceren 1 ml 9%0,05 Tripsin-EDTA i¢inde 37°C’de 7 dakika inkiibe edilmistir. 300X
g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicreler steril bir tiipe alinarak 1000 pl’lik pipet
ucu yardimiyla 4-6 kere pipetlenmistir. Daha sonra 15 ml besi ortami1 eklenip 40
um’lik hiicre siizgecinden gecirilmistir. 300X g’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra hiicreler 500 pl, %5 FBS, %1 pen-strep, %1 L-glutamin, 2ug/ml Heparin, 20
ng/ml FGF-2, 20 ng/ml EGF ve glutamax igeren DMEM-F12 biiyiime ortami iginde
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12 well’lik plate i¢cinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler koloni olusuncaya kadar

37°C’de %5 CO2 ile inkiibe edilmistir. Besi ortami 3 giinde bir yenilemistir.

3.13. Real Time PCR analizi

Total RNA izolasyonu;

Steril kosullarda 200 mg doku 6rnekleri alinarak 1 ml TRizol (ThermoFisher
Scientific, 15596018) i¢inde buz iizerinde laboratuvara aktarilmistir. Total RNA
izolasyonu i¢in doku ornekleri ilk 6nce sonikasyon yontemi ile (maksimum giicte
5 saniye, 2 dongili) homojenize hale getirilmistir. 5 dakika oda sicakliginda
bekletidkten sonra 200 ul kloroform eklenmis ve 15 saniye vorteks ile
karigtirilmistir. 3 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 12000 g’de 4°C’de 15
dakika santrifiij edilmistir. En st seffaf tabakasi steril bir tiipe alinip 400 pl %70
etanol eklenerek 15 saniye vorteks ile karistirilmistir. Biitiin karistm RNA izolasyon
stitununa eklenerek 12000Xg ’de 15 saniye santrifiij edilmistir. DNA’larin
parcalanmasi i¢in 100 pul DNase I enzimi eklenerek 15 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Uzerine 500 pl yikama soliisyonu I (Roche, 11828665001) eklenip
12000X g’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Bu islem yikama soliisyonu II ile tekrar
edilmistir. Filtre bos seklinde 12000X g’de 3 dakika ¢evrilmistir. Daha sonra filtere
steril 1,5’lik tiipe konulmus ve 50 pl su filtreye eklendikten sonra 14000X g’de
santrifiij edilerek total RNA’lar toplanmistir. izole edilmis total RNA’larin miktar

ve safliklar1 Nanodrop kullanilarak ile dl¢iilmiistiir.

cDNA sentesi;

1 pg (12 pl) izole edilmis total RNA’lar komplementer DNA (cDNA)
sentezlenmesi i¢in kullamilmistir. ¢cDNA sentezlenmesi i¢in Transcriptor first
Strand cDNA Synthesis kiti (Roche) kullanilmistir. Kitin protokoluna goére total
RNA’dan cDNA elde etmek icin iki basamakli bir ¢alisma caligma protokolii

uygulanmustir.
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[lk basamakta tiiplere asagidaki karisim eklenmis ve 65°C’°de 10 dakika

denatiire edilmistir;

Total RNA 12 ul
Anchored-oligo (dT):g Primer, 50 pmol/ul 1 ul
Toplam 13 ul

Daha sonra, ayn1 tiiplere asagidaki maddeler eklenip 55°C’de 30 dk, 85°C’de
5 dk ve 4°C’de 5 dk revers transkripsyon iglemi gergeklestirilmistir;

Transcriptor Revers Transcriptase Reaction Buffer, 5x 4 ul
Protector RNase Inhibitor, 40 U/ul 0.5 ul
dNTP Mix, 10 mM each 2 ul
Transcriptor Revers Transcriptase, 20 U/ul 0.5ul
Toplam 7 ul

Toplam hacmin 13+7 pl = 20 pl olmas1 saglanmastir.

cDNA iiriinti kisa stire i¢in 4°C’de ve uzun siire i¢in -20°C’de saklanmistir.

RT-PCR karisiminin hazirlanmast

eGFP gen ekspresyonu eGFP i¢in spesifik primer ve problari iceren TagMan
Gene Expression Assays Kit (ThermoFisher scientific, 4331182, Mr03989638_mr)

kullanilarak hesaplanmustir.

Fare gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (Mm-GAPDH) genine spesifik prob
ve primerleri igeren TagMan gene expression kiti (ThermoFisher scientific,
4331182) kullanilmustir.
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SMN gen ekspresyonunu incelemek icin SMN1 mRNA’nin 6. ve 7. ekzonlar1
arasindaki bolgeyi cogaltan ve isaretleyen 5'-
TTAAGAGAGAAACCTGTGTTGTGG-3" forward  primeri ve  5'-
TCGGACAGATTTTGCTCCTC-3" revers primerleri ve Probe #47 (cat. no.
04688074001)(acactgga) (Universal ProbeLibrary, Roche) kullanilmistir.

SMA’11 insan fibroblast hiicrelerinin RT-PCR analizlerinde ise LightCycler
h-G6PDH Housekeeping Gene Set (Roche, 03261883001) kiti kullanilmustir.

Her 6rnek i¢in iki tiip hazirlanmistir: bir tanesi hedef gen (T), digeri ise

referans gen (R).

T tiipleri i¢inde asagidaki karisim hazirlanmistir;

cDNA 2,5u
Forward primer 1 ul
Revers primer 1 ul
Prob 1l
Enzim 2 ul
H20 2.5 ul
Toplam 10 ul

R: House-keeping genin ekspresyonunu gosterir. R tiipleri i¢ine asagidaki

karisim eklendi;

cDNA 2.5l
Primer mix 1.5
Prob 1.5l
Enz. 2ul

H20 2.5ul

Total Hacim 10 pl
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RT-PCR Programi;

Hazirladigimiz tiipler spin edilip LightCycler 480 cihazin 6zel platelerine
aktarildi. Plateler 6zel kapaklar ile kapandi ve kisa bir spin sonras cihaza

yiiklenmistir. Tiim RT-PCR c¢aligmalarda asagidaki program kullanilmistir.

Denatiirasyon 95°C —»10dk — 1 siklus

Denatii 94°C —10 sn -
enatiirasyon — 40 siklus

Anealing/enzim-prob ¢alismasi 60°C — 1dk

Cooling 40°C —1 siklus

Data Analizi;

RT-PCR islemi sonucunda, Cycle Threshold (C:) degerleri elde edilmistir.
Her 6rnek i¢in iki Ct degeri vardir, birtanesi Cr digeri Cir. Ct degerleri kullanilarak
her 6rnek i¢in A(ACy) degeri hesaplanmistir. Daha sonra test gruplarinin A(ACy)
dgerleri kontrol A(ACy)’sine boliinerek kat degisimi elde edilmistir.

ACt= Cir —Cr

A(ACy) = 27 (A

Kat degisim (FC) = Transfekte A(ACt) / Kontrol A(ACt)’si

Eger FC 1°den kiiciik ise — - FC
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3.14. Western Blot analizi
Total protein izolasyonu;

100 mg doku pardalar steril kosullarinda protease inhibitor cocktaili (Roche)
igeren 400 ul RIPA lysis buffer i¢inde laboratuvara getirildi. Dokular sonikasyon
yontemi ile homojenize hale getirildi. 10 dk buz iizerinde bekletildikten sonra
14000 xg’de 4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatant steril bir tiipe alind1 ve -
80°C’de saklanda.

Protein miktar tayini;

Thermoscientific BCA kiti kullanilarak protein miktar tayini yapilmistir. 96
kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna BSA protein standart seti ya da protein
orneklerinden 25 pl eklenmistir. Her birisine 200 pl boya eklenerek proteinler 8
kere sulandirilmistir. 30 saniye 400 rpm calkalayici iizerinde karigtirilmistir. Plate
37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Orneklerin absorbanslari, Mikroplak okuyucu,
Thermoscientific spektrofotometre cihazi kullanilarak 595 nm dalga boyunda
Olglilmiistiir. Standartlarin absorbansi ve protein konsantrasyonlari kullanilarak
standart grafigi cizilmistir. Bu standarda gore Orneklerin protein miktari

hesaplanmustir.
SDS-PAGE jel elektroforezi

50 g total protein, 7.5 ul LDS Sample Buffer (4x), 3 ul Reducing (10x%) ile
karistirilmis ve son hacim su ile 30 pl’e tamamlandiktan sonra 10 dakika 95

derecede denatiire edildi. Bu ¢alismada hazir olarak satin alinmis %4-12 Bis-Tris

SDS-PAGE jellere yiiklenerek 200 mA 60 dakika ytiriitilmistiir.
Protein Transferi

SDS-PAGE jelde yiiriitiiliip protein agirliklarina gore birbirinden ayrilmis
proteinlerin PVDF kagitlara transfer etmek i¢in iBlot Gel Transfer System, iBlot
Gel Transfer Stacks PVDF Regular kullanilmistir. Transfer sandvi¢i hazirlandiktan
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sonra protein transferi 7 dakika icinde gergeklestirilmistir. PVDF kagidi 5 dakika

ultra saf su ile yikadiktan sonra immunodeteksiyon islemi gerceklestirilmistir.

Immunodeteksiyon

Proteinlerin immunodeteksiyon islemi i¢in Western Breez kit, Chromogenic
Immunodetection System (novex, invitrogen, WB7105) kullanilmistir. PVDF kagidi
10 ml hazir Blocking soliisyonu iginde oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.
PVDF Kagid1 iizerine 1/5000 sulandirilmis anti eGFP, anti SMN, ya da anti B-
Tubulin primer antikorlar1 eklenmis ve 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayici tizerinde
beklenmistir. 3 kere 5 dakika boyunca 20 ml Antibody Wash soliisyonu ile
yikanmistir. PVDF kagidi lizerine kitte bulunan ve kullanima hazir sekonder antikor
eklenip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 3 kere 5’er dakika 20 ml
Antibody Wash soliisyonu ile yikanmistir. 2’ser dakika 20 ml ultra saf su ile
yikanmigtir. 5 ml Chromogenic Substrate eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Mor bantlar ortaya ¢iktiktan sonra 2’ser dakika 20 ml ultra saf su ile
yikanmistir. Membran, kurutma kagitlar1 arasinda kurumaya birakilmistir. Western
blot sonuglarini degerlendirmek igin ImageJ program (https://imagej.nih.gov/ij/ )

kullanilmistir.

3.15. Enjeksiyon yapilmis farelerin hayat siiresi ve viicut agirhklareini

incelenmesi

Farelerin genel durumu her giin gézlemlenmistir. Viicut agirliklart her giin
Olclilmiistiir. E14-15. giinde terapotik viral vektor enjekte edilmis bazi SMA’I
fareler, saglikli wild tipler, ve enjekte olmamig SMA’l1 fareler rastgele olarak
secilip hayat siirelerinin hesaplamasi i¢in gozlemlenmistir. Calisma sonunda tim

degerlerin ortalamalar1 hesaplanarak grafikler olusturulmustur.

3.16. Statistical Analysis

SPSS 15.0 software (Chicago, IL, USA) kullanilarak tiim sonuglar Student’s

t-test ile degerlendirilmistir. Biitiin sonuclar ortalama + standart sapma (SD)
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seklinde gosterilmistir. 0.05’den kii¢lik (P < 0.05) olan P degerleri anlamli olarak

kabul edilmistir. Biitlin ¢calismalar ez az 3 kere tekrar edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klonlanms cis-plazmidler

rAAV9-SMN vektorleri tiretmek igin gereken cis-plazmidlerinin yapist sekil
4.1°de gosterilmistir. pAAV-CB6-PI-SMN plazmidinde SMN c¢DNA’s1 gene
spesifik UTR’lar1 ile birlikte bulunur iken, pAAVsc-CB6-PI-SMN plazmidinde
SMN cDNA’s1 genin spesifik UTR’larmi icermemektedir. Bunun nedeni de

SCAAV’nin cis-plazmidinin sinirli gen tasima kapasitesidir.

Her iki cis-plazmid, transgen ekspresyonu ig¢in gerekn CMV enhancer/
chicken beta-actin (CB) promoter’i, CMV IE enhancer’i, TATA box, ve polyA
sinyali i¢cermektedirler. Transgenin kirpilmasini desteklemek igin promoter ve
insersiyon bolgesi arasina bir adet kiiciik intron dizisi eklenmistir. CB promoter’i,
CMV enhancer’i, poly A sinyali ve SMN cDNA’s1 2 adet AAV ITR ile
cevrelenmistir. sScAAV vektorii gelistirebilmesi i¢in pAAVsc-CB6-PI plazmidinin
ITR dizileri degistirilmistir. ITR dizileri transgenin virion i¢inde paketlenmesi i¢in

gereklidir.

Sekil 4.2°de gosterildigi gibi elde edilmis cis-plazmidlerinin biitiinligii
restriksiyon enzimleri ile kontrol edilmistir. ilk olarak VNTI programinda cis-
plazmidleri kesebilen uygun enzimler bulundu ve in silico enzim kesme analizi
yapildi. Daha sonra se¢ilmis enzimler ile cis-plazmidler kesildi ve %1 agaroz jel
tizerinde yiritiildiikten sonra jel goriintiileri in silico sonuglar ile kiyaslandi.
Sonuglara gore istenilen genler dogru bir sekilde plazmidlerde klonlanmisti.
pAAV-CB6-CI-SMN plazmidi Smal, Aval, Ncol/ Nael, ve Sapl/ Sphl enzimleri ile
kesilir iken, pAAVsc-CB6-PI-SMN plazmidi ise Alel/ Ncol, Smal, enzimleri ile
kesildi.

Daha sonra restriksiyon enzimi ile kesilip goriintiisii istenilen DNA bantlarini
saglayan plazmidler spesifik primerler kullanilarak sekanslandi (Sekil 4.3). Dizi

analizi sonuglarina gore en iyi klonlar se¢ildi.

Secilmis plazmidler E. Coli DH5a bakterilerde ¢ogaltildi. Plazmidin iginde

klonlanmig SMN cDNA protein ekspresyonunu kontrol etmek i¢cin western blot
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analizi yapildi. Sekil 4.4’de gosterildi gibi pAAV-CB6-PI-SMN ve pAAVsc-CB6-
PI-SMN ile transfekte edilmis HEK293 hiicreler transfekte olmamis kontrol
hiicrelerine gore sirasiyla, 4.853-kat ve 2,321-kat daha fazla SMN proteini eksprese
etmislerdir (P < 0.001). pAAV-CB6-PI-SMN ise pAAVsc-CB6-PI-SMN’ye gore
yaklasik 2 kat daha fazla SMN ekspresyonunu saglamistir.
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Sekil 4.1. Plazmidlerin genetik ve restriksiyon haritalari. (a) pCMV6-XL5—SMN Notlile,ve (b)
pAAV-CB6-PI EcoRlI ve Kpnl ile kesilerek, (c) pAAVsc-CB6-PI-SMN plazmidi elde edilmistir. (d)
pCMV6-XL5-SMN Bagl llile, (e) pAAVsc-CB6-PI Agel ve Sacl ile kesilerek,(f) pAAVsc-CB6-PlI-
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SMN elde edilmistir. Elde edilmig cis-plazmidlerinin biitiinliigiinii incelemek i¢in kullanilan

restriksiyon enzimleri ¢ ve f goriintiilerde gosterilmistir.

Sekil 4.2. Elde edilmis plazmidlerin biitinliigiinnii restriksiyon enzimi kullanilarak kontrol edilmesi.
a) pAAV-CB6-CI-SMN; 1) Smal; 2883, 1601, 1172, 343, 11, 11 bp, 2) Aval; 2883, 1601, 1127,
333, 45, 11, 11, 10 bp, 3) Ncol/ Nael; 4351, 1670 bp, 4) Sapl/ Sphl; 4329,ve 1692 bp. b) pAAVsc-
CB6-PI-SMN; 1) Alel/ Ncol; 4339, and 855 bp, 2) Smal; 2883, 1352, 937, 11,ve 11 bp, ve 3)
kesilmemis plazmid. DNA markérii M ile gosterilmistir (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo

Scientific).
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Similarity
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Sekil 4.3. pAAV-CB6-PI-SMN DNA dizi analizi sonuglart. DNA dizi analizi sonuglari SMN
cDNA’sinin dogru bir sekilde plazmidde klonlandigint gostermektedir.

a kontrol pAAVsc-CB6-PI- pAAV-CBG-PI-
SMN SMN

ﬁ-tubuline A —
e
SMN —————— C——

@

SMN proteinin kontrol’e gore fold degisikligi

2,321
2
1 .
| -
Kontrol PAAV sc-CB6-PHSMNL PAAV-CB6-PI-SMN1

Sekil 4.4. Cis-plazmidler ile transfekte edilmis HEK293 hiicrelerinin western blot sonuglari. a)SMN
ve B-Tubulin protein miktarlari. b)Hem pAAVsc-CB6-PI-SMN hem de pAAV-CB6-PI-SMN
plazmidleri ile transfekte edilmis hiicrelerde kontrol hiicrelerine gére daha fazla miktarda SMN
proteini goriildii. Ancak, pAAV-CB6-PI-SMN plazmidi ile pAAVsc-CB6-PI-SMN’ye gore 2 kat
daha fazla SMN ekspresyonu saglandi. P <0.001
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4.2. Elde edilmis rAAV9-SMN

Bu caligmada scAAV9-eGFP, sSSAAV9-SMN, scAAV9-SMN olmak lizere 3
ayr1 viral vektor kullanilmistir. scAAV9-eGFP vektorii Guangping Gao’nun
Laboratuvarindan (UMass, Massachusetts, ABD) temin edildi. sSSAAV9-SMN ve
SCAAV9-SMN ise bu calisma icin Gao laboratuvarinda (Horae Gen Tedavi
Merkezi, UMass Tip Fakiiltesi, Worcester, MA, ABD ) iiretildi. Bu c¢aligmada
kullanilan vektorler 3°1i gegici transfeksiyon (triple transient transfection) yontemi

ile tretildi. HEK293 hiicreler asagidaki 3 adet plazmid ile ayn1 anda transfekte
edildi;

1- Cis-plasmid: promoter, transgen, poly A signal, enhancer, ve ITR

dizilerigibi transgen ekspresyonu i¢in gereken biitiin elemanlar1 igerir,

2- Trans-plasmid: virion paketleme hiicrelerinde rAAV vektorlerinin
Kapsid proteinlerinin sentezlenmesi, ve viral genomun kapsid i¢inde paketlenmesi

icin gereken Rep ve Cap genlerini igerir,

3- Adenoviriis  helper (yardimci) plazmidi; virion paketleme
hiicrelerinde AAV genomunun c¢ogalmasini saglayan ve kapsid iginde

paketlemesine yardimc1 olan adenoviriis trans-acting yardimci faktorlerini igerir.

Bu ¢alismada rAAV trans-plazmidi ve adenoviriis helper plazmidleri hazir
olarak Guangping Gao’nun Laboratuvarindan temin edildi. rAAV9-SMN
vektorlerinin tiretilmesi i¢in gereken pAAV-CB6-PI-SMN ve pAAVsc-CB6-CB6-
SMN cis-plazmidler ise bu tez calismasi sirasinda klonlanmigtir. qRT-PCR
sonuglarina gére scAAVI-SMN ve sSAAVI-SMN vektorlerinin titreleri sirasiyla,

1 x 108 ve 2 x 10 genom kopyasy/ml’dr.
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Sekil 4.5. Elde edilmis rAAV9 vektorlerinin SDS-PAGE gilimiis boyamasit sonuglari. A ve B
goriintiilerinde rAAV2-CMW-LacZ (1 x 10%%) referans standard: olarak kullanilmistir. A ve B
goriintillerinde a, b, ¢, d, e siitunlarisirasiyla TAAV2-CMW-LacZ’nin 0.5, 1, 2, 3, 4 ul’lik
miktarlarin1 gostermektedir. Saflastirilmis viral vektorlerden 2 pl SDS-PAGE jele yiiklenmistir.
VP1, VP2 ve VP3 kapsid proteinleri giimiis boyamast ile boyanip analiz edilmistir.

Izole edilmis vektdrlerin saflig sekil 4.5°de gosterilmistir. Giimiis boyama
yonteminde sadece virlisiin kapsid protein leri goriildiigli i¢in viral vektorler saf

olarak kabul etmektedir.

Elde edilmis AAV vektorlerinin biitiinliiglinii ve kapsidlerinin dolu ya da bos
oldugunu incelemek igin transmission electron microscopy (TEM) analizi
yapilmustir. Sekil 4.6’de gosterildigi gibi viral kapsidler i¢inde scAAV9-SMN
vektorlerinin genomu ssSAAV9-SMN’ye gore daha iyi paketlenmistir. Bos kapsid
sayis1t SCAAV9-SMN’de % 0.89 iken sSAAV9-SMN’de ise % 10.5 dir.
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SCAAVI-SMN $SAAV9-SMN
Bos/dolu = 0.008/1 Bos/dolu =0.107/1
% 0.89 bog % 10.5 bos

Sekil 4.6. izole edilmis viral vektérlerin elektron mikroskobik gériintiileri (skala bari, 200 nm). ss
ve SCAAVI-SMN vektorleri negatif boyamasi igin uranil asetat ile boyanip TEM ile incelenmistir.
iki goriintiide de goriildiigii gibi gogu viral partikiiller doludur. Bos/dolu oran1 ve bos partikiillerin
yiizdesi sekilde gosterilmistir. scAAV9-SMN partikiilleri sSAAV9-SMN’den 12 kat daha iyi

paketlenmistir. Kismi paketlenmis ya da bos olan partikiiller okla gosterilmistir.

4.3. Farelerin ¢cogalmasi ve genotiplendirilmesi

Bu ¢aligmada, Jakson laboratuvarindan (ABD) SMN1 geninin delesyonu i¢in
heterozigot olan, SMN-/+, SMN2+/+, SMN2A 7+/+ genotipi gosteren 4 adet disi ve
4 adet erkek fare satin alindi. 2.5 aylik olan bu fareler 1 disi / 1 erkek yada 3 disi /
1 erkek seklinde ciftlestirilmeye birakildi. Mendel genetik kurallarina gore,
otozomal resesif bir hastalik i¢in anne ve baba heterozigot oldugunda ¢ocuklarin
%25°1 homozigot saglikli, %25°1 homozigot hasta, ve %50’si heterozigot tasiyici
olacaktir. SMA hastaligi, otozomal resesif bir hastalik olup erkek ve disi fareler
tastyict olduklari igin yeni dogan farelerin %25’i homozigot saglikli (wild type),
%25°’t homozigot hasta (mutant), ve %>50’si heterozigot tasiyict olmalidir.
Homozigot saglikli disi ve erkekler pilot ¢calisma i¢in kullanildi. Heterozigot disi ve
erkekler ise asil gen tedavisi uygulamalari i¢in ¢iftlestirilmede kullanildi. Farelerin
genotipini belirlemek i¢in PCR analizi yapildi. Kullandigimiz forward primeri hem
wild tipi hem de mutant geni i¢in ortak bir primerdir. Ancak reverse primerlerinden

birisi wild tip genini ¢ogaltirken digeri ise mutant genini ¢ogaltir. PCR sonuglari
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sekil 4.7°da gosterilmistir. Genotiplendirme PCR iiriinleri sonucu ve hasta farelerin

goriintiileri sirasiyla sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Sekil 4.7. 12 adet yeni dogan farenin genotiplendirme sonuglari. Wild tip farelerde sadece 750 bp
PCR iiriinii goriiniir iken (1, 4, 6, 9, ve 10), homozigot mutant (hasta) farelerde sadece500 bp PCR
iriinii goriilmistiir (2 ve 8). Heterozigot farelerde ise hem 750 hem de 500 bp PCR firtinleri

goriilmiistiir (3, 5, 7, 11 ve 12).

Sekil 4.8. Yeni dogan fare yavrulari. a) 7 giinlitk (P7) SMA’l1 ve wild tip fare yavrulari. SMA’l1 fare
yavrular1 postnatal (P)1. giinde hastalik semptomlarin1 géstermemektedirler. Ancak postnatal 4.
giinden (P4’den) sonra hastalik semptomlart goriiniir bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Siddetli kas
hipotonisi hayatin ilk haftasinda ortaya ¢ikmaktadir ve bu yavrular P13-15’de 6lmektedir. b) P14’de
olan SMA’l1 ve wild tip fareler. 3 adet SMA’l1 yavrularin tiimii fotograf ¢ekiminden 1 giin sonra

Olmiislerdir.
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4.4. Pilot cahsma: Intrauterin (IU) olarak aktarilmis rAAV9-SMN

vektorlerinin dagilimm
4.4.1 1U enjekte edilmis embryolarin hayatta kalma oram

Heterozigot (Smn+/—, SMN2+/+, SMNA7+/+) disi ve erkeklerin saglikli wild
tip (Smn+/+, SMN2+/+, SMNA7+/+) yavrulart pilot ¢alisma i¢in kullanilmstir.
Wild tip disi ve erkekler 2.5 ayliga geldiginde ciflestirilmeye birakildi.
Ciftlestirilmenin ertesi giiniinde disi fareler vajinal plak olusturmasi agisinda
kontrol edildi. Vajinal plak (Sekil 4.9b) gorildigi giin gebeligin 1. gilini
(embriyonik giin 1, El) olarak kabul edildi. E14-15 giiniinde disi farenin karin
boslugu izofluran anestezisi altinda acilip uterus boynuzlar1 nazikce disariya

cikarildi. Boynuz basinda embryo sayilar1 hesaplandi.

Toplam olarak, 52 fetus (erkek ve disi) E14-15°de IU teknigiyle enjekte
edildi. 52 fetusten 12 tanesine sadece PBS enjekte edilmistir ve kontrol grubudur.
Geri kalan fetiislerden 21 ‘ine ICV ve 19 ‘una IP enjeksiyonu ile sirasiyla 2 pl (4 X
10%) ve 5 ul (1 x 10') scAAV9-GFP vektériiuygulanmstir. 1U-ICV ve 1U-IP
teknikleri ile enjekte olan E14-15 embriyolar sekil 4.10°da gosterilmistir. ICV
enjeksiyonu dogru yapildiginda boya hemen hilal seklinde goriiniir (8A) ve birkag
saniye igersinde diger ventrikiillere dagilirken, IU-IP enjeksiyonu dogru

yapildiginda ise yesil boya hemen biitiin plasentaya yayilir.

Tablo 4.1°de enjekte olan embriyolarin canli dogum oranini gostermektedir.

Genel olarak enjekte olmus embryo farelerin % 87’si canli olarak dogmustur.
4.4.2 TVIS sonuclan

IU olarak scAAV9-eGFP ile enjekte olan fareler P1 ve P14’de eGFP
ekspresyonu i¢in canli hayvan goriintilleme sistemi (IVIS) ile goriintiillenmistir.
Fareler izofluran anestezisi altinda cihaza konulmus ve cihazin GFP filtresini ve
Living Image program 4.5.2 versiyonunu kullanilarak otomatik olarak
goriintiilenmistir. eGFP ile ilgili floresent 15181n siddeti Sekil 4.11°de gosterilmistir.
Sekil 4.11A’da gosterildigi gibi P1°de en ¢ok floresan miktar1 IU-ICV grubunun
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beyninde saptanmistir. Bu grupta floresan miktar1 P14’de omurilikte artmistir. ICV
ve IP gruplarinda interskapular alanda (omuzlar arasi) P14’de floresan miktarinda
arttg gortilmistiir. Anterior goriintiilerde ise IP enjekte olmus farelerin P14°de en
cok eGFP miktarlar1 ozellikle karaciger ve inguinal (Kasik) bolgelerinde
saptanmistir. eGFP protein ekspresyonunun hiicresel diizeyde incelenebilmesi i¢in

Floresan mikroskobi analizleri yapilmistir.

Sekil 4.9. Vajinal plak. a) giftlestirilmemis disi fare. b) ¢iftlestirilmis ve vajinal plak olusturulmus
disi fare. Vajinal plak ok ile gosterilmistir.

Sekil 4.10. E14-15de TU enjeksiyon. a) IU-ICV seklinde enjekte edilmis embriyo. Fotografda ok
ile gosterildigi gibi eger dogru olarak LV iginde enjeksiyon gerceklestirilirse boya hemen hilal
seklinde goriiniir. b) IU-IP enjeksiyonu. Enjeksiyondan hemen sonra yesil boya biitiin plasentaya

homojen yayilir.
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Cizelge 4.1. Pilot ¢alismada, E14-15’de IU seklinde enjekte edilmis embriyolarinin canli dogum

orant.
Enjekte [ | Viral |
edilmis Enjeksiyon  vektor {Canhdogum
Grup | embriyolar 'miktari(ul) titreleri |Canhdogum | oram(%)
HU-ICV| 21 | 2 | 4x10" 18 | 85.71
IC-IP 19 5 Ix10" 17 89
| Toplam| 40 | - | - 35 87
d
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Sekil 4.11. IVIS Sonuglari. a) P1 yavrularin posterior goriintiisii [U-ICV ydntemi ile enjekte edilen
yavru farelerin beyinlerinde en fazla eGFP proteinine bagl floresans yogunlugu goriilmiistiir. b) P1
yavrularin anterior gorintiisii; [U-IP yontemi ile enjekte edilen yavru farelerin i¢ organlarindan en
fazla karacigerinde yiiksek GFP ekspresyonu goriilmektedir. ¢ ve d) P14 yavrularin sirasiyla
posterior ve anterior goriintiileri; Hem ICV hem de IP yontemleri ile enjekte edilen yavru farelerde.,
ozellikle BAT yerlesim dokular1 olarak bilinen interscapular (dorsal goriintii) ve inguinal (anterior

goriintii) bolgelerde yiiksek GFP ekspresyonu goriilmektedir.
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4.4.3. Pilot calismanin floresan mikroskobi sonug¢lari

Embryonik donemde rAAV9-eGFP ile enjekte edilmis fareler P30’de
sakrifiye edilip histoloji injemeler gerceklestirilmistir. Sekil 4.12 A ve 12 B’de
gosterildigi gibi hem ICV hem de IP gruplarinin beyin ve omuriliginde eGFP
ekspresyonu saptanmistir. ICV grubunda eGFP ekspresyonu daha fazladir.

DAPI Merged

AP Merged

Sekil 4.12. 1U teknigi ile enjekte olmus farelerin A) Beyin, ve B) omuriliginde eGFP ekspresyonu.
4X objektifi. a) kontrol, b) IU-ICV ve ¢) 1U-IP.
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Beyinin korteks, Dentate Gyrus (DG) ve Koroid pleksus hiicreleri scAAV9-
eGFP vektori ile transfekte olmustur. eGFP ekspresyonu IP grubunda, ICV
grubuna gore daha az olsa da tiim beyinde daha homojen bir sekilde goriilmiistiir.
IU-ICV grubundaki beyin kesitlerinde en yiiksek eGFP ekspresyonu DG bolgesinde
saptanmistir. Omuriligin hem dorsal hem de anterior bolgelerindeki hiicreler hem
IU-ICV hem de IU-IP teknigi ile enjekte edilen gruplarda transfeksiyon basarili
olmustur, ancak, eGFP ekspresyonu IU-IP 6rneklerinde IU-ICV’ye gore daha azdir.

Sekil 4.13. Koroid pleksus bolgesindeki hiicrelerin scAAV9-eGFP ile transfeksiyonu. a) IU-ICV
enjeksiyonu, b) IU-IP enjeksiyonu, c¢) Kontrol. Prenatal donemde scAAV9-eGP enjekte olmus
embryo farelerde hem ICV hem de IP enjeksiyonlarinda koroid pleksus bolgedeki hiicrelerin

transfeksiyonu saglanmistir. Yesil: eGFP, Mavi: DAPI. 20X objektifi.

Sekil 4.13’de gosterildigi gibi hem IU-ICV hem de IU-IP olarak enjekte
edismis farelerde korois pleksus hiicreleri scAAV9-eGFP ile transfekte olup ¢ogu
hiicreler eGFP ekspresiyonu gostermislerdir. Sekil 4.14a ve 4.14b’de gosterildigi
gibi IU-ICV teknigi kullanilarak enjekte olmus farelerde scAAV9-eGFP vektor ile
tranfekte olmus hiicrelerinin sayis1 ICV farelerinin korteksinde 43.3 + 7% iken, IP
farelerinde 12 + 2.5% dir. ICV teknigi kullanilarak enjekte olan farelerin
korteksinde transfekte olan hiicreler IP teknigi kullanilarak enjekte olanlara gore

daha siddetli bir yesil floresans gostermislerdir. ICV Orneklerinde omuriligin
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anterior kismindaki ¢ogu néronlar eGFP ekspresyonu gosterirken, IP drneklerinde

transfekte olmus hiicrelerin sayisi ¢ok azdi. (Sekil 4.14b).

Omurilikteki motor noéronlarinin  scAAV9-eGFP ile transfekte olup
olmadiklarimi incelemek igin bazi doku kesitleri anti-choline acetyltransferase
(ChAT) antikoru ile boyanmigtir. Sekil 4.15°de gosterildigi gibi motor noronlar
hem ICV hem de IP 6rneklerinde transfekte olmustur. Ancak, ICV 6rneklerinde

transfekte olan motor néronlarin sayisi IP 6rneklerine gore daha fazladir.

Sekil 4.16’de gosterildigi gibi ICV farelerinin DG bolgesinde transfekte olan

ndronlarin sayist IP 6rneklerine gore ¢cok daha fazladir.

C KorteksdCV Korteks-1P OM-IP

% Transduced Newurons ™ -~

v P

Sekil 4.14. IU-ICV ve IU-IP teknikleri kullanilarak enjekte olmug farelerin Korteks ve omuriliga ait
IF gorintiileri. a) beyinlerin korteks kisminda eGFP pozitif hiicreler, ve b) omuriligin anterior
kismindaki eGFP pozitif hiicreler. 20X objektifi. ¢) IU-ICV ve IU-IP teknikleri kullanilarak enjekte
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olmus farelerin korteksinde scAAV9-eGFP ile transfekte olmus hiicrelerin yiizdesi. (P<0.001). OM;

omurilik. Yesil: eGFP, Kirmuzi: Neun.

ChAT

ICV

Kontrol

Sekil 4.15. Prenatal donemde scAAV9-eGFP ile enjekte olmus farelerin omuriligin anterior

kisminda yer alan motor néronlarinin eGFP ekspresyonu. 20X objektifi.

Sekil 4.16. IU-ICV ve IU-IP teknikleri kullanilarak enjekte olmus farelerde DG bolgesindeki eGFP
pozitif hiicrelerin kiyaslamali incelenmesit. a) IU-ICV ve b) IU-IP. eGFP pozitif hiicrelerin sayisi
ICV teknigi kullanilarak enjekte olmus farelerin 6rneklerinde IP 6rneklerine gore cok daha fazladir.

Yesil; eGFP, Kirmizi; NeuN, Mavi; DAPI. 20X objektifi.
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Sekil 4.17. SVZ bolgesindeki Noral Kok Hiicreler (NKH)’in scAAV9-eGFP ile transfeksiyonu. a)
IU-ICV ve b) IU-IP enjeksiyonu. Prenatal donemde scAAV9-eGP enjekte olmus embryo farelerde
hem ICV hem de IP enjeksiyonlarinda SVZ bolgedeki NKH’in transfeksiyonu saglanmistir. ICV
yontemi ile enjekte olan farelerin 6rneklerinde transfekte olmus NKH’in sayist daha fazladir. Yesil:

eGFP, Kirmizi: Nestin: Mavi: DAPI. 20X objektifi.

SVZ bolgesindeki NKH’in scAAV9-eGFP ile transfeksiyonunu incelemek
icin baz1 kesitler NKH markeri olan anti Nestin antikoru ile boyanmustir. Sekil
4.17°de gosterildigi gibi eGFP ve Nestin ko-lokalizasyonu hem ICV hem de IP
orneklerinin SVZ bolgesindeki bazi hiicrelerde saptanmustir. Ancak, Nestin pozitif-
transfekte hiicrelerin sayis1 ICV 6rneklerinde daha fazladir. IU-ICV ve IP teknikleri
kullanilarak enjekte olmus farelerden (her gruptan 3’er adet fare), NKH izolasyonu
gerceklestirilmis ve eGFP ve Sox2 genleri i¢in qRT-PCR analizi yapilmistir. Sekil
4.18’de izole edilmis NKH’ler goriilmektedir ve sekil 4.19a’da eGFP pozitif
hiicrelerin yiizdeleri hesaplanmistir. Sox2, Nestin ile birlikte NKH’in markor’
olarak kabul edilmektedir. Bu yiizden, bu calismada NKH’lerdeki eGFP
ekspresyonu Sox2 geninin ekspresyonuna gore ICV ve IP 6rneklerinde orantili bir

sekilde hesaplanmistir (Sekil 4.19b).
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Nestin JAPI

Sekil 4.18. 1U teknigi kullanilarak scAAV9-eGFP ile enjekte edilmis farelerin beyinlerinden izole
edilmis NKH’in 5. Pasajlarindaki goriinttisii. a) IU-ICV ve b) IU-IP teknigi kullanilarak enjekte
olmus fareler. ¢) kontrol. ICV yontemi ile scAAV9-eGFP vektor enjekte edilmis farelerde daha fazla
sayida NKH transfekte edilebilmistir. 20X objektifi.

a 11,5 b
N
,,:u mS0X2
=
i m Kontrol 3 eGFP Kontrol
w
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1 =
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Sekil 4.19. izole edilmis NKH’lerin eGFP pozitiflik yiizdesi ve eGFP/Sox2 ekspresyonlarmin qRT-
PCR analiz sonuglari. a) ICV teknigi kullanilarak enjekte edilmis farelerden izole edilmis NKH’in
%11.6’s1 eGFP protein eksprese ederken, IP yontemi ile enjekte olanlarda sadece %3.1 eGFP pozitif
hiicreler goriilmiistiir (P<0.003). b) Sox2 gen ekspresyonu NKH’lerde 1 olarak kabul edilirse, ICV
teknigi kullanilarak enjekte olanlarda eGFP protein ekspresyonu Sox2’ye gore yaklasik 0.45 ve IP

orneklerinde ise 0.125 kattir.
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Prenatal donemde scAAV9-eGFP ile enjekte olan farelerde astrosit ve glialarin
transfeksiyonunu incelemek i¢in bazi omurilik Kesitleri anti-GFAP antikoru ile
boyanmuistir. Sekil 4.20°de gosterildigi gibi hem ICV hem de IP teknigi kullanilarak
enjekte olan farelerde astrosit ve glialarda transfeksiyon saglanmistir. eGFP ve
GFAP i¢in pozitif olan hiicrelerin sayis1 IP 6rneklerinde ICV 6rneklerine gore daha

fazladir.

GFAP Merged

Sekil 4.20. omuriligin anterior kismindaki glia ve astrositlerin scAAV9-eGFP vektor ile
transfeksiyonu. a) IU-ICV, b) IU-IP, ve c¢) kontrol. Prenatal dénemde ICV yada IP teknigi
kullanilarak enjekte olan biitiin farelerde astrositlerin transfeksiyonu saglanmigtir. 1U-IP

orneklerinde astrosit ve glialarin transfeksiyonu [U-ICV teknigine gore daha fazladir.20X objektifi.
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4.4.4 eGFP protein ekspresiyonunu Western blot ve RT-PCR ile

incelenmesi

eGFP’in mRNA ekspresyonu ve protein miktarlarin1 farelerin farklh
dokularinda incelemek i¢in RT-PCR analizleri ve western blot yapilmistir (Sekil
4.21).

Western blot sonuglarina gore en ¢ok eGFP protein miktar1 ICV 6rneklerinin
hipokampus (26-kat) bolgelerinde gortlmistiir (Sekil 4.21a ve 4.21b). Sekil 4.21c
ve 4.21d’de gosterildigi gibi, i¢ organlarda en ¢ok eGFP protein ekspresyonu IP
seklinde enjekte olmus farelerin karaciger ve kahverengi adipoz dokusunda (Brown
adipose tissue, BAT) sirasiyla 19.76-kat ve 18.6-kat seklinde saptanmistir. ICV
teknigi kullanilarak enjekte olmus fare beyininin farkli béliimlerinin IP 6rneklerine
gore daha fazla eGFP ekspresyonu ve protein miktart gosterdigi hem RT-PCR’da
hem de western blot’da gosterilmistir. Ancak, IP 6rneklerin talamus bolgesi ICV
orneklerinin talamusundan daha fazla miktarda eGFP proteini eksprese etmistir
(Sekil 4.21a ve 4.21b). ICV 6rneklerinin omuriliginde de eGFP protein miktari 17
kat artmis iken IP 6rneklerinde 4.5 artis goriilmiistiir. Western blot sonuglar kalict

bir AAV9 transfeksiyonunun saglandigini géstermektedir.

Western blot sonuglarini teyit etmek i¢in RT-PCR analizi de yapilmistir. Sekil
21E’de gosterildigi gibi eGFP mRNA miktar1 ICV seklinde enjekte olmus farelerin
hipokampus, omurilik, ve serebellum bolgelerinde sirasiyla 38.12 kat, 32 kat, ve 25
kat artis gdstermistir. I¢ organlar arasinda, eGFP mRNA ekspresyonu IP seklinde
enjekte olmus farelerin karaciger ve BAT inda maksimum miktarda (sirasiyla 33.8

kat ve 32 kat) saptanmugtir (Sekil 4.21e).
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Sekil 4.21. Western blot ve RT-PCR sonuglari. a ve b) prenatal donemde scAAV9-eGFP ile enjekte
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olmus farelerin MSS’nin farkli bolgelerindeki eGFP ekspresyonunu géstermektedir. En ¢ok eGFP
miktar1 ICV teknigi kullanilarak enjekte olmus farelerin hipokampusunda (26 kat) ve omurilikte (17
kat) saptanmustir. ¢ ve d) I¢ organlar arasinda en ok eGFP miktar1 IP seklinde enjekte olan farelerin
karaciger (19.76 kat) ve BAT (18 kat) dokularinda saptanmstir. P<0.0001. ¢) RT-PCR sonuglarina
gore merkezi sinir siteminin farkli bolgelerinde en ¢ok eGFP protein miktari, western blot
sonuglarindaki gibi, ICV teknigi kullanilarak enjekte olmus farelerin Hipokampus (38.12 ve) ve
omurilik (32.5 kat) dokularinda, ve IP enjekte olmus farelerin karaciger (33.8 kat) ve BAT (32 kat)
dokularinda goriilmiistiir, (P<003). SC: omurilik, Ctx: Korteks, Hip: Hipokampus, Thal: Talamus,
Crb: serebellum, Li: Karaciger, BAT: Kahverengi adipoz doku, Ki: Bobrek, Lg: akciger, SM: iskelet
Kasi, Ht: Kalp.
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4.4.5. Elde edilmis ssAAV9-SMN ve scCAAV9-SMN vektorlerinin gen

ekspresyonlarinin in vitro kosullarda kontrolii

Bu caligmada {iretilmis rAAV9-SMN vektorlerin ¢alisip ¢alismadigini
kontrol etmek i¢in in vitro kosullarinda SMA’l1 fibroblast hiicrelere multiplicity of
infection (MOI) degerine gére 10° virus/hiicre oraninda rAAV9-SMN vektorii
transfekte edilip IF ve RT-PCR analizler ile SMN ekspresyonu incelenmistir. IF
analizlerinde SMN ile birlikte Gem multiprotein yapilarinda yer alan anti Coilin 2
antikoru SMN boyamasi ile birlikte kullanilmistir. Sekil 4.22A’da SMA’L1, Ss ve
SCAAV9-SMN transfekte edilmis ve wild tipi- saglikli hiicrelerde IF goriintiilerinde
SMN ve Coilin 2 ko-lokalizasyonu goriilmektedir.

Saglikli fibroblast hiicrelerde 3-4 adet Gem yapis1 goriiniir iken SMA’I1
fibroblastlarda Gem yapis1 goriilmemektedir. ssAAV9-SMN ile transfekte edilmis
fibroblastlarda SCAAV9-SMN ile transfekte olanlara gore Gem sayisi daha fazladir
(Sekil 4.22a). Yapilan RT-PCR analizlerinde sSAAV9-SMN ile transfekte olmus
hiicrelerdeki SMN ekspresyonu saglikli Fibroblastlara gore 3.25 kat ve SCAAVO-
SMN ile transfekte olanlarda 2 kat artis gostermektedir (Sekil 4.22b).
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a Coilin2
VAR T

SCAAV9-SMN

Wild SMA ssAAVO-SMN scAAVO-SMN

Sekil 4.22. SMA’l1 fibroblastlarin in vitro kosullarinda rAAV9-SMN vektorleri ile transfeksiyon
sonuglari. a) IF mikroskobi sonuglart. ssAAV9-SMN ile transfekte edilmis hiicrelerin
¢ekirdeklerinde scAAV9-SMN ile transfekte edilmis olanlara gére daha fazla Gem multiprotein
yapilari goriilmiistiir. b) floresan mikroskobi sonuglart RT-PCR analizi ile dogrulanmistir. RT-PCR
sonuglarina gore ssAAV9-SMN ile transfekte olmus hiicrelerde SMN ekspresyonu 3.25 kat artmis
iken, sScAV9-SMN ile transfekte olan hiicrelerde SMN ekspresyonu 2 kat artmigtir. P<0.0001.

4.4.6. rAAVI-SMN vektorleri Kkullanilan prenatal gen tedavisinin

sonuclari

Pilot ¢alismada yapilan analiz sonuglarina gore ICV enjeksiyonu IP
enjeksiyonuna gore merkezi sinir sistemi (MSS)’nde daha fazla sayida néronlarin
transfeksiyonunu sagladig i¢in ve 6zellikle de omurilikteki motor néronlara daha
fazla transfekte edilebildigi icin asil gen tedavisi ¢aligmalarinda IU-ICV

enjeksiyonlari ile devam edilmistir.
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Heterozigot, SMN+/—, SMN2+/+, SMNA7+/+, disi ve erkek fareler
ciflestirilmeye birakilmistir. Gebeligin 14.-15. (E14-15) giiniinde daha 6nce pilot
calisma kisminda yapildigi gibi karin boslugu agildi ve uteruslar disariya ¢ikarilmis
ve farelerin beyinlerine ICV enjeksiyonu ile 3 pl (3x 10*%) ssAAV9-SMN vyada
SCAAVI-SMN enjekte edildi. Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi bu ¢alismada 180
adet embriyo ssAAV9-SMN ile, 165 adet SCAAV9-SMN ile, 53 adet embriyo PBS
(kontrol grubu) ile enjekte edilmistir. Boylece toplam 417 embriyo (59 gebe fare)
enjekte edilmistir. Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi ortalama olarak enjekte olmus
SMA’l1 embriyolarin %43.85’1, heterozigot embriyolarin %82.15’1 ve wild tipi

embriyolarin ise % 82.24°{ canli olarak dogmustur.

Cizelge 4.2. Prenatal donemde rAAV9-SMN vektorler ile enjekte olan embriyolariin hayatta kalma

orani.

ssAAVI-hSMN scCAAVI-hSNN PBS
enjekte

enjekte edilmis| canl enjekte edilmis| canh edilmis | canh Topla
embriyo dogum | % embriyo dogum| % | embrivo |doSum| % |m %

Wild 50 41 82 42 35 |81.39 18 15 |83.33[82.24
Het 86 68 |79.06 84 71 |84.52 35 29 |82.85|82.15
SMA 44 19 143.18 39 16 |41.02 19 9 147.36[43.85
Total 180 128 |71.11 165 122 |68.98 72 53 |71.18]69.41
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Farelerin dogduktan sonra viicut agirliklar1 giinliik olarak kontrol edilip
hayatta kalma siireleri de hesaplanmistir. Tedavi edilmemis SMA’l1 farelerin
hayatta kalma siiresi 13 + 2 giindiir. Bizim ¢calismada ARGEFAR Deney Hayvanlar1
Laboratuvarinda tutulan, %3 yag ve % 28 protein ile beslenen normal saglikli
farelerin hayatta kalma siireleri ortalama 405 + 90 giindiir. ssAAV9-SMN ile E14-
15°de ICV ile enjekte olmus farelerin hayatta kalma stiresi 63 + 30 giindiir. Aynm
sekilde scAAV9-SMN ile enjekte olmus farelerin hayatta kalma stiresi ise 105 + 50
giindiir (Sekil 4.23a).

P14’de SMA’l1 farenin viicut agirligr 2.66 gr iken, Wild tip farenin viicut
agirlign 5.9 gr’dir. ssSAAV9-SMN ve scCAAV9I-SMN ile enjekte olmus farelerin
viicut agirhigi ise P14’de sirasiyla 3.6 ve 4.65 gr’dir (Sekil 4.23b). Bir aylik wild tip
farenin agirhigr yaklasik 12.5 gr iken, ss ve scAAV9-SMN ile enjekte olmus
farelerin viicut agirligi sirasiyla 5.57 ve 9.64 gr’dir (Sekil 4.23b). Sekil 4.23b’de
goriildiigii gibi her iki grupta enjekte olmus farelerin viicut agirliklari normal wild
tip fareden ¢ok daha diisiiktlir. Ancak, scAAV9-SMN ile enjekte olmus farelerin

viicut agirhigr saglikli wild tip farelerin agirliklarina daha yakindar.

Q
o

Vileut Agirlig

Hayat siiresi

Giin

Sekil 4.23. Prenatal donemde ssAAV9-SMN ya da scCAAVI-SMN vektorleri ile enjekte olmus
farelerin yasam sireleri ve viicut agirhigi sonuglari. a) normal wild tip fareler ortalama 405 giin
hayatta kalir iken, SMA’l1 fareler 1342 giin hayatta kalmaktadirlar. Prenatal donemde ssAAV9-
SMN ile enjekte olan SMA’l1 fareler ortalama 63430 ve sc ile enjekte olmus olanlar 150 + 50 giin
hayatta kalmiglardir. b) SCAAV9-SMN ile enjekte olmusg farelerin viicut agirligi ssAAV9-SMN ile
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enjekte olanlara gore wild tip farelere daha yakindir. Ancak, her iki tedavi grubunun da viicut

agirliklart saglikli wild tip farelerden daha diigiiktiir.

SMA hastaliginda omuriligin anterior bolgesindeki motor néronlar apoptoza
girerek kaslarda atrofi ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada tedavi edilmis
farelerin omuriligin anterior bolgesindeki motor néron sayisi, yapist ve morfolojisi
P14 farelerde, IF analizleri ile incelenmistir. Sekil 4.24’de gosterildigi gibi SMA’I1
farelerin motor néronlarinin sayist ¢ok azdir ve morfoloji agisindan wild tip
ornekleri ile kiyasladiginda saglikli hiicre morfolojisi gostermemektedir. Ss ya da
SCAAV9-SMN ile enjekte olmus farelerin motor noronlari, 6zellikle sScAAV9-SMN
ile enjekte olmus Orneklerde daha belirgin olmak tizere saglikli fare 6rneklerine
benzemektedir (Sekil 4.24). Motor ndron sayilari da iki grupta SMA’l1 gruba gore
daha fazladir.

Sekil 4.24. Omuriligin servikal bolgesindeki motor néronlarin P14’deki IF goriintiisii. a) SMA’l
farede motor néronlarin sayist azalmistir ve morfolojileri degismistir. b) Wild tip fare.; ¢) SSAAV9-
SMN ile, ya da d) SCAAVI9-SMN ile enjekte olmus farelerin P14’deki motor néron sayisi SMA’h
fareden daha fazladir. D Ornegindeki motor ndronlarin yapist P14’deki wild tip Ornege

benzemektedir.
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P14’deki SMA’l1 ve saglikli wild tip farelerinin servikal motor noron sayisi
ortalama 11 £+ 2 ve 27 + 3 olarak saptanmistir (Sekil 4.25). Ayni yasta olan ve
prenatal donemde ss ve scCAAV9-SMN enjeksiyonu ile tedavi edilmis farelerinin
servikal motor noron sayisi ise sirasiyla 18 + 2 ve 22 + 4 olarak saptanmustir (sekil
4.25).

Farkli gruplarin P14°deki kas morfolojileri sekil 4.26°de gdsterilmistir.
Parafin takibinden gecen Gastrocnemius (GC) kasi orneklerinden 5 um kesitler
alinmis ve Hematoksilen-Eozin ile boyanmis. P14’deki SMA’li farenin kasi
tamamen atrofiye ugramis iken tedavi gruplarinin kas ornekleri wild tip kasa
benzemektedir. Farkli gruplarin P14°deki kas morfolojileri sekil 4.26°de
gosterilmistir. Parafin takibinden gecen GC kas1 6rneklerinden 5 um kesitler alindi
ve Hematoksilen-Eozin ile boyandi. P14’deki SMA’l1 farenin kasi tamamen

atrofiye ugramis iken tedavi gruplarinin kas 6rnekleri wild tip kasa benzemektedir.
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Sekil 4.25. P14’deki fare omuriliginin servikal bolgesindeki motor ndron sayisi. Tedaviden sonra
motor néron sayist her iki tedavi grubunda artis gostermistir. Tedavi edilmis SMA, wild tip, SSAAV9
ve scAAVO ile enjekte edilmig farelerin motor ndron sayisi sirasiyla 11 £2,27 £3, 18+ 2, ve 23 +
4°diir. P <0.003
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Sekil 4.26. P14 farelerin GC kaslarimin HE boyamasi. a) SMA’I1, b) Wild tip, ¢) sSAAV9-SMN ve
d) sScCAAV9-SMN ile enjekte olmus farelerin GC kas morfolojisi. 20X objektifi.

Histolojik analizlerden sonra, SMN protein ekspresyonu MSS ve kaslarda
western blot ve RT-PCR analizleri ile incelenmistir. Western blot i¢in P14°de fare
dokularindan izole edilmis 50 pg total protein SDS-PAGE jele yiiklenmistir.
Proteinler PVDF kagida transfer edildikten sonra anti SMN ve anti -Tubulin ile
boyanmistir. Western blot sonuglart sekil 4.27°de gosterilmistir. Western blot
sonuglarma gore SMA’l1 farenin beyin, omurilik ve kaslarinda SMN proteini
saptanmamigtir. Tedavi gruplarinda SMN protein ekspresyonu wild tip fare
orneklerine gore daha fazladir (Sekil 4.27a, 4.27b, ve 4.27c¢). Sekil 4.27d’de
gosterildigi gibi SMN protein miktari western blotta kontrol olarak kullanilmig (-
Tubulin protein miktara gore degerlendilirdiginde en ¢ok SMN protein miktari
wild tip farelerin kaslarinda saptanmistir. SSAAV9-SMN ile enjekte edilmis farenin
beyin, omurilik, ve kasinda SMN protein ekspresyonu saglikli wild tip fareye gore
sirasiyla 1.4, 1.53 ve 0.25 kat artis gostermistir (sekil 4.27d). SCAAV9-SMN ile
enjekte edilmis farelerde ise beyin, omurilik ve kas orneklerinde SMN protein
miktar1 sirasiyla, 1.8, 2.47 ve 0.4 kat daha fazla artis gostermektedir (sekil 4.27d).
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En ¢ok SMN protein kat degisikligi SCAAVI-SMN ile enjekte edilmis farelerinin

omurilsklerinde saptanmistir.
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Sekil 4.27. Prenatal donemde rAAV9-SMN ile enjekte edilmis farelerin beyin, omurilik ve GC
kaslarinda SMN protein ekspresyonunun analiz sonuglar1. Farkli gruplardaki farelerin; a) MSS’deki,
ve b) kas 6rneklerindeki SMN protein miktari. ) western blot sonuglarinin kantitatif degerlendirilme

sonuglart. ss ve SCAAV9-SMN vektorleri ile enjekte edilmis farelerde SMN protein miktari beyinde
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12.75 ve 14.43, omurilikte 11.99 ve 22.86, ve kasta 3.19 ve 5.17 olarak saptanmistir. d) SMN
proteinin kat degisimi. ss ve SCAAV9-SMN vektorleri ile enjekte edilmis farelerde SMN protein kat
degisimi beyinde 1.4 ve 1.8, omurilikte 1.53 ve 2.47, ve kasta 0.25 ve 0.4 kat artig gostermektedir.
GC: Gastrocnemius, P<0.001

Western blot sonuglart RT-PCR analizi ile dogrulanmistir. Tedavi gruplarinin
beyin, omurilik ve kaslarindaki SMN protein ekspresiyon miktar1 saglikli fare SMN
protein ekspresiyon miktariyla kiyaslanarak degerlendirildi (Sekil 4.28). SMN
protein ekspresiyonu, sSAV9-SMN ile enjekte edilmis farelerde saglikli fareye gore
beyinde 1.63, omurilikte 1.95 ve kasta 0.36 kat artis gosterirken, sc ile enjekte
edilmis farelerde ise beyin, omurilik ve kas dokusunda sirasiyla 2.5, 6.11, 0.55 kat
artig gostermistir (Sekil 4.28). enjekte edilmis farelerin genel durumu Sekil 4.29 ve
Sekil 4.30°de gosterilmistir.
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Sekil 4.28. RT-PCR sonuglar1. Enjekte edilmis iki ¢alisma grubunda SMN protein ekspresiyonu
beyin, omurilik ve kaslarda artis gostermistir. En ¢ok SMN ekspresiyon artist sScAAV9-SMN ile

enjekted edilmis farelerinin omuriliginde (saglikli fare’ye gore 6.11 kat artig) saptanmustir.
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Sekil 4.29. Farkl1 gruptaki farelerin P14’deki fenotipleri. Tedavi edilmemis SMA’l1 farede agir bir
hipotoni goriilmektedir (2.5 gr). Heterozigot ve wild tip fareler tamamen saglikli gériiniirler
(yaklasik 6 gr). ss ve scAAV-SMN ile enjekte edilmis fareler wild tip ve heterozigot farelere gore
daha kiicliktiirler (swrasiyla 3.6 gr ve 4.65 gr). Ancak, hareket konusunda saglikli farelere

benzemektedirler.

Heterozigot

SCAAV9-SMN

Sekil 4.30. sCAAV9-SMN ile E14-15. giiniinde ICV teknigi ile enjekte edilmis farenin 2.5
aylikkenki goriintiisii. Viicudu saglikli farelerden daha kiiciiktiir ancak hareketlilik agisindan saglikli

farelere benzemektedir.
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5. TARTISMA

Gen tedavisi genetik hastaliklar1 i¢in en kesin tedavi yOntemi olarak
bilinmektedir. Postnatal gen tedavisinin en biiylik problemi (dezavantaji), ekzojene
kars1 bagisiklik sistemi tarafindan olusturan immiin yanit ve genin daha az
ekspresyonudur. Uterus igi tedaviler gelistirildiginde, hastaligin semptomlari ortaya
ctkmadan dnce hastaligi tedavi etme olasilig1 daha da artacaktir. Fetiisiin en 6nemli
Ozelligi, olgunlasmamis bir immiin sisteme sahip olmasidir. Boylece disardan
verilen vektdr ve genlere karsi immiin yanitlar gelismemektedir ve daha uzun siireli
gen ekspresyonu saglanabilmektedir. Diger yandan, fetiisiin kok hiicre popiilasyonu
yetiskinlere gore daha fazla oldugu i¢in gen tedavisinde transfekte olan hiicre sayisi
daha fazla olacaktir. Dogumdan sonra yapilan gen tedavileri iyilestirici tedaviden
ziyade hafifletici tedavilerdir ve kisa araliklarla tekrar edilmelidir (David and
Peebles, 2008). Tiim bunlardan yola ¢ikarak, bu ¢alismada, rAAV9-SMN vektorii
kullanilarak SMA’l1 farelerde prenatal gen tedavisinin arastirilmasi amaglanmstir.
SMA gen tedavisi calismalarinda, en ¢ok kullanilan viral vektdr tipi tAAV

vektorudiir.

Bu calismanin pilot kisminda kullanilan scAAV9-eGFP vektorleri hazir
olarak Guangping Gao (Horae Gen Tedavi Merkezi, Massachusetts Universitesi
Tip Fakiiltesi, Worcester, MA, ABD) tarafindan temin edilirken, diger 2 viral
vektorler, ss ve sScAAV9-SMN’ler ise Gao lab’da bu proje kapsaminda iiretilmistir.
Bu caligmada, elde edilen ssAAV9-SMN cis-plazmidleri (pAAV-CB6-PI-SMN)
SMN cDNAs1 ve onun spesifik 5' ve 3' cevrilmemis bolgeler (untranslated regions,
UTRs)’i igerir iken, sScAAV9-SMN cis-plazmidi (pAAVsc-CB6-PI-SMN) ise SMN
genin spesifik UTR’leri icermemektedir (sekil 4.1). iki farkli vektdriin kullanimi
sahip olduklar1 tasima kapasitelerindeki farktan kaynaklanmaktadir. Daha 6nceki
caligmalar, scAAV9 vektorlerinin ssAAVY9 vektorlere gore daha az tasima
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (Grieger and Samulski, 2005; Grieger and
Samulski, 2012; Wu et al., 2007). Bu calismada SMN protein ekspresiyonu, elde
edilmis cis-plazmidler ile transfekte olmus HEK293 hiicrelerde westren blot analizi
ile incelenmistir (sekil 4.4). Western blot sonuglara gére, SMN genin UTR
dizilerini igermeyen sSAAVO cisplazmidler scAAV9cis-plazmidlere gore yaklagik
2 kat daha fazla SMN protein ekspresiyonuna sebep olmuslardir (sekil 4.4). Larsen
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and Howard'm (2014) calismalarmda, DMD UTR’lerinin gen ekspresiyonununun
distrofin gen ekspresyonu i¢in ¢ok onemli oldugunu gostermislerdir. Yapmis
olduklar1 ¢alismada 6zellikle DMD’nin 3° UTR dizisinde yapilan her hangi bir
degisikligin distrofin ekspresiyonununda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Bu
calismada, Larsen and Howard'm (2014) sonuclarindan yola ¢ikarak ssAAV9
cisplazmidlerin, UTR i¢cermeyen scAAV9 cis-plazmidlerine gore 2 kat daha fazla
gen ekspresyon profili sergilemesi, UTR'lerin gen ifadesinde sahip olduklari 6nemli
roller nedeniyle, bu dizilerin yoklugu transgenin azalmis ekspresyonuna neden

olabilecegi diistintilmektedir.

Bu calismada, elde edilmis ss ve scAAV9-SMN vektorlerinde Gilimiis
boyama ile sadece 87, 73 ve 62 kD agirliginda olan VP1, VP2, VP3 olmak iizere 3
kapsid proteini gozlenmistir (sekil 4.5). Bu sonuglar Zolotukhin et al. (1999), Lia
et al. (2012), ve Gao, and Sena-Esteves (2012) sonuglart ile yiikksek oranda bezerlik
gosterip izole edilmis vektorlerin safliginin  olduk¢a yiiksek oldugunu

vurgulamaktadir.

Ss ve sSCAAVI-SMN vektorlerinin TEM goriintiilerinde merkezleri koyu
renkte olan bazi viriis partikiilleri bos veya kismen paketlenmis kapsidleri
gosteriyor iken, AAV9 viryonlarinin c¢ogunlugunu tamamen paketlenmis
partikiiller olusturmaktadir. Ss ve scAAV9-SMN vektorlerinin elektron
mikrograflarinda az sayida bos kapsid goriilmektedir (sekil 4.6). Ozellikle sSAAV-
SMN vektoriiniin bos kapsid sayisinin scAAV9-SMN vektoriine gore 12 kat daha
fazla oldugu saptanmistir. TEM mikrograf goriintiileri, Grieger et al. (2006) ¢alisma
sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Ren et al. (2005), scAAV vektorlerinin ¢if
zincirli genomlarmin sSAAV’nin genomlarina gore daha stabil oldugunu
gostermislerdir. Ozellikle Horowitz et al. (2013), yiiksek sicakliklarda scAAV nin
daha dayanikli oldugunu ve sicaklifa maruz kalan scAAV vektorlerinin bos kapsid
sayisinin sSAAV vektorlere gore daha az oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada,
SSAAV-SMN vektoriinlin bos kapsid sayisinin scAAV9-SMN vektoriine gore 12
kat daha fazla oldugunun saptanmasi ¢aligsma sirasinda, viral vektorleri iiretirken
virtisler degisik islemlere maruz birakildigindan dolayr scAAV’nin ¢ift zincirli
genomunun, sSAAV’nin tek zincirli genomuna gore daha saglam ve bozulmamis

sekilde kaldigin1 diistindiirmektedir.
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Izole edilmis viral vektdrlerden bos kapsidlerin tamamen temizlenmesi
oldukca zordur, ancak saflastirma en cok istenen bir ozelliktir. CsCl gradyan
yontemi, bos kapsidlerin tamamen temizlenmesi i¢in en iyi yontem olarak
bilinmektedir (Lock et al., 2010). Bu nedenle, elde edilmis viral vektorler bu
calismada CsCl gradyan yontemi ile saflastirilmistir. Yapilan biitiin analizlerin
sonuclari, bu calismada iiretilmis rAAV-SMN vektorlerinin istenilen kalitede
oldugunu kanitlamaktadir. Bu nedenle, planladigimiz sonraki in vivo SMA gen

tedavisi arastirmalarinda bunlarla ¢alismalara devam edilmistir.

Gen tedavisi ¢aligmalarinin ilk asamasinda, prenatal donemde ICV ve IP
olmak iizere iki farkli yontem ile E14-15 embriyolara aktarilmis scAAV9
vektoriinliin biyodagilimi arastirilmistir. Her iki calisma grubunda da eGFP
ekspresiyonu beyin ve spinal kordda saptanmistir (sekil 4.12). Hem IU-ICV hem
de IU-IP yontemleri ile enjekte edilmis farelerde koroid pleksus hiicreleri (sekil
4.13), hipokampus ve talamus bolgeleri MSS’nin en iyi transfekte olmus bolgeleri
olarak tespit edilmislerdir. Bu bulgularin yani sira, ICV seklinde enjekte edilmis
farelerde, iyi transfekte olmus diger bir MSS bolgesi omurilik olarak saptanmuistir.
Haddad et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismalarda da E15’de rAAV5-GFP ya da
rAAVI-GFP ile enjekte edilmis farelerde en ¢ok GFP ekspresyonu koroid
pleksus’de saptanmistir. Bu ¢alisma sirasinda elde edilen bulgular, Haddad et al.
(2013) calisma sonuglar1 g6z d6nilinde bulundurularak, embriyonik donemde enjekte
edilmis rAAV9 vektorlerinin MSS’nin Hipokampus, Talamus, koroid pleksus ve
omurilik bolgeleri icin diger bolgelere gore daha yiiksek bir tropizm sergiledigini
diisiindiirmektedir. Ayrica bu sonuclar, rAAV9 vektorlerinin yliksek bir verimlilik
ile Alzheimer ve Oliimciil ailesel uykusuzluk gibi Hipokampus, Talamus, ya da
koroid pleksusu ilgilendiren hastaliklarin tedavilerinde kullanabilecegini
gostermektedir. AAV9 vektoriiniin beynin bazi bolgelerinde ve omurilikte daha
yogun dagilim gostermesi, bu bolgelerin beyinin BOS’la daha genis temas yiizeyine
sahip olmas1 ve bu nedenle BOS i¢indeki vektore daha fazla maruz kalmalarindan
kaynaklanabiliyor olabilecegi Guo et al. (2016) tarafindan One siiriilmiistiir.
Hipokampus, talamus ya da koroid pleksus disinda rAAV9’un IU-ICV
enjeksiyonunun, rAAV1, rAAV8 ve rAAV9 enjeksyon sonuglartyla benzer olarak
genis bir nordnal ve glial hiicre transdiiksyonuna sebep oldugu bir¢ok arastirmaci

tarafindan gosterilmistir (Karolewski and Wolfe, 2006; Rahim et al., 2012; Haddad
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et al., 2013). Bu aragtirmacilarin elde ettikleri sonuclardaki kadar genis bir
transdiiksiyon saptanmamis olmasina ragmen, bu c¢alismada da rAAV9
vektorlerinin ICV enjeksiyonunda, noral ve glial hiicrelerin transdiiksiyonlari
saptanmistir (sekil 4.14 ve 4.20). Hordeaux et al. (2015), postnatal ICV
enjeksiyonundan sonra saptamig oldugu periferal dagilim ile tutarli olarak bu

calismada da ICV enjeksiyondan sonra periferal dagilim saptanmaistir.

Bu ¢alismada, prenatal donemde rAAV?9 ile enjekte edilmis farelerde SVZ
bolgesindeki NKH’nin rAAV9 ile transfeksiyonu ilk kez saptanmustir (sekil 4.17
ve 4.18). Bu NKH’ler ¢ogalip farklilasarak Hipokampus ve Talamus gibi yakin
bolgelere dagilabilmektedirler. Bdylece, Hipokampus ve Talamusta iyi
transfeksiyon  belirlenmesinin  nedeni, onlara yakin NKH‘ler olarak
diisiiniilmektedir. Bu diislinceden yola ¢ikilarak, transfekte edilmis NKH’lerden
farklilagan yeni ndronlar MSS’de daha yliksek bir transgen ekspresyonu saglayarak,

tedavi sonuglarinin daha kalic1 olmalarini saglayabilecekleri de diigiiniilmektedir.

Embriyonik donemde ICV ve IP enjeksiyon yontemleri ile fare embriyolarina
aktarilan rAAV9 vektorii korteksdeki noronlar icin diger bolgelere gore en az
tropizm gostermistir (sekil 4.14). ICV yontemi ile enjekte edilmis farelerin
omuriliginde motor ndronlarin transdiiksiyonu IP yontemi ile enjekte edilmis
farelerle karsilastirildiginda, belirgin olarak daha yiiksek oranda saptanmistir.
Ancak, ICV yontemi ile enjekte edilmis farelerin omuriliginde goriilen glia
transdiiksiyonu ve i¢ organlarda transgenin ekspresyon diizeyi rAAV9
vektorlerinin, aksonlar i¢inden gegerek veya kan dolasimindan dagitilarak ig
organlara ulasabilecegi Guo et al. (2016) tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Bu ¢aligmada,
Hordeaux et al. (2015) sonuglari da dikkate alinarak ICV veya diger BOS
enjeksiyonlarinin, MSS hiicrelerinin rAAV9 ile transdiiksiyonunu saglamak i¢in en

etkili yontem oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, rAAV9’un periferal dagilimmin o6zellikle IP yontemi ile
enjekte edilmis farelerde hem karaciger hem de BAT'de yiiksek transgen
ekspresyonu sagladigi gosterilmistir (sekil 4.21). Mattar et al. (2015), 1U-vitellin
damar ici enjeksiyon yoluyla fare fetiislarina aktarilan ss ve scAAV9-GFP

vektorleri kas kalp, bobrek, dalak, karaciger gibi periferik organlarda ¢ok genis ve
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yiiksek bir gen ekspresyonu oldugu gosterilmistir. En cok GFP miktari sirastyla kas,
deri karaciger ve bobrekte saptanmistir (Mattar et al.,, 2015). Bizim
caligmalarimizda ise IU-IP yontemi ile enjekte edilmis farelerde en ¢ok GFP
ekspresyon miktar1 karaciger ve BAT de saptanmustir (sekil 4.11 ve sekil 4.21).
IVIS sonuglart interskapular (hem ICV hem de IP enjeksiyonu) ve Inguinal (IP
enjekte yontemi ile edilmis orneklerde) bolgeleri gibi BAT’in bulundugu
alanlarinda siddetli floresan emisyonu gostermistir (sekil 4.11). Bu sonuglar rAAV9
vektoriiniin akson veya kandan gecerek BAT ve karaciger gibi i¢ organlara girdigini
diisiindiirmektedir. Iskelet kaslarinda ve akcigerde anlamli bir AAV9 vektoriin
dagilimi  gbzlemlenmemistir. ICV farelerinin kalp, karaciger, BAT ve
bobreklerinde ¢ok diisiik bir transgen ekspresyonu saptanmis iken IP yontemi ile
enjekte edilmis farelerde ¢ok daha fazla oranda saptanmistir (sekil 4.21). Guo et al.
(2016) tarafindan, rAAV9 vektoriin tropizminin doku o6zgiinligiine ilaveten,
BOS'un lenf sistemine drenajinin rAAV'in farkli organlara ve kan dolasimina
dagiliminda 6nemli bir role sahip oldugu 6nerilmistir. Viral kapsidlerin farkl tiirleri
ile birlikte, konake¢r dokunun c¢esitli viral reseptorleri, hiicre i¢i engelleri
(Nonnenmacher and Weber, 2012) ya da dokunun spesifik gen diizenleme
mekanizmalar1 gibi (Liu et al., 2008) konakg1 doku ile ilgili bir dizi faktorler

transgenin ekspresyonunu etkileyebilmektedir.

Bu calismada, SVZ’deki NKH’lerin rAAV9 vektorleri ile transfeksiyonu hem
IU-ICV hem de IU-IP yontemleri ile enjekte edilmis farelerde goriilmiistiir (sekil
4.17 ve sekil 4.18). KH’lerin transfeksiyonu fetal gen tedavisinin en biyiik
avantajlarindan biridir. Kotterman et al. (2015), AAV2, AAV4, AAV6, ve AAV
r3.45’nin postnatal enjeksiyonlarinda, fare beyninin DG bdlgesindeki NKH’lerin
transfeksiyonu gosterilmistir. Ancak, ayn1 ¢alismada postnatal donemde enjekte
edilmis AAV2, AAV4 ve AAV6’nin NKH’leri transfeksyon verimliliginin
AAVr3.45’e gore daha diisiik oldugu gosterilmistir. Fakat kok hiicrelerin sayilar
embriyonik donemde daha fazla oldugu i¢in bu dénemde yapilan enjeksiyonlar
daha fazla sayida NKH transfeksyonuna yol acabilir ve béylece tedavinin sonuglari
daha kalici olabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alismada, embriyonik donemde
SCAAV9-eGFP ile enjekte edilmis farelerin beyinlerinden izole edilmis NKH’ler
(sekil 4.18 ve sekil 4.19) GFP’yi eksprese eden hiicre sayilarinda ve floresan

1s1masinda herhangi bir degisiklik olmadan 1’aya kadar pasajlanmistir. Bu sonuglar,
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in vitro kosullarda transfekte edilmis NKH’lerin belli bir siire boyunca GFP
ekspresyonunu siirdiirdiigiinii gésteren Jang et al. (2011), ¢alismalari ile oldukca
uyumludur. Rahim et al. (2011) ¢alismalarinda, AAV9'un prenatal ve postnatal
donemlerde enjeksiyon sonuglar1 karsilastirildiginda, transgen ekspresyonunun
MSS'lerin ¢esitli hiicre tiplerinde iki enjeksiyon doneminde onemli farkliliklar
gosterdigi raporlanmistir. AAV9'un dogum oOncesi enjeksiyonu, ndronlarin ve
motor ndronlarin baskin bir transdiiksiyonunu saglar iken, vektoriin dogum sonrasi
enjeksiyonu baskin olarak astrosit transdiiksiyonuna sebep olur. Ayrica prenatal
gen aktarimi, postnatal enjeksiyon ile kiyaslandiginda, fetal gen tedavisinde verimli
bir transgen ekspresyonunu elde etmek i¢in vektorlerin daha diisiik dozlarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Prenatal gen tedavisinde, hem diisiik miktarda enjekte
edilmis viral vektorler hem de fetiisiin olgunlasmamis bagisiklik sistemi, vektore
kars1 "bagisiklik adaptasyon"u (immune adaption) gelistirmeye yardimci olur. Bu
da fetal gen tedavisinin diger bir avantajidir ve aktarilmis transgenin dmiir boyu
ifadesini saglamaktadir (Coutelle and Waddington, 2012). Embriyonik dénemde
rAAV ile enjekte edilmis farelerde postnatal donemlerde AAV ya da transgene
karsi notralize antikor gelismedigi daha Onceki c¢alismalarda gosterilmigtir
(Lipshutz et al., 2001).

Bu c¢alismanin  sonuglar1  beklenildigi gibi, MSS’nin hiicrelerin
transdiiksiyonun IP yontemi ile enjekte edilmis farelerde ICV 6rneklere gore daha
az oldugunu ve IP enjeksiyonunun BAT ve karaciger gibi organlarin trandiiksiyonu
icin verimli bir enjeksiyon yontemi oldugunu goéstermektedir. MSS hiicrelerin
transdiiksiyonu i¢in ICV enjeksiyonu en 1iyi yoOntemdir. Postnatal ICV
enjeksiyonlar bazi ciddi komplikasyonlara yol agtigindan (Cohen-Pfeffer et al.,
2017), NKH’lerin transdiiksiyonu, viriisiin enjekte edilen diisiik dozlar1 ve
bagisiklik sisteminin adaptasyonu gibi [U-ICV yonteminin avantajlar1 nedeniyle bu
caligma kapsaminda tercih edilmistir. Bu ¢aligmada IU-ICV enjeksiyon yonteminin
diger tercih nedeni, AAV9’un prenatal donemde (immiin sistemin tam gelismedigi
donem) aktarilmasi karaciger toksisitesini engelleyerek postnatal donemde tedavi
verimliligini artirmak icin ihtiya¢ duyulan steroid ve immiin siipresif gibi ek
tedavilerin uygulanmasini ortadan kaldirtyor olmasidir (Armbruster et al., 2016).
Prenatal donemde aktarilmis transgene karsi gelistirilen immiin adaptasyon

nedeniyle sag kalim devam ederken postnatal donemde her hangi bir immiin yanitin
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olusmas1 engellenmektedir ve gerektigi takdirde postnatal donemde tekrarh
dozlarin verilmesi immiin adaptasyon sayesinde tedavi verimliligini olumsuz yonde
etkilememektedir. Prenatal transgen aktarimina kiyasla, postnatal donemde
aktarilmis transgene karsi immiin adaptasyon gelismez. Postnatal transfeksiyonda
hastalik semptomlarinin hafifletilmesi i¢in gerekli olan tekrarli dozlarda, aktarilan
her tekrar doza karsi gittikce artan immiin yanit gelisir ki bu durum tedavi
verimliligini olumsuz yonde etkilemektedir. AAV vektorin  BOS igine
enjeksiyonunun diger bir avantaji potansiyel immiin yanit karsisinda ortaya
¢ikmaktadir. Insanlarda, anti-AAV antikorun miktar: BOS’ da seruma gore daha az
bulunmaktadir. Anti-AAV9 antikorun yiiksek miktarlar1 transgenin MSS’deki
ekspresyonunu baskilamaktadir (Haurigot et al., 2013). Ote yandan, bizim pilot
calisma sonuglarimizda gosterildigi gibi vektoriin az miktarda transfeksiyonu (2 pl)
beyinde yiiksek bir transgen ekspresiyonu saglayabiliyorken, daha yiiksek vektor
dozlar1 (5 pl) IP (kan igine) enjeksiyon ile verildiginde MSS’de daha az oranda
transgen ekspresyonuna sebep oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar Armbruster et
al. (2016) ve Haurigot et al. (2013), ¢alismalarin sonuglari ile olduk¢a tutarlidir.
Bizim g¢aligmamizda IP yontemi ile enjekte edilmis farelerde trangenin yiiksek
ekpresyonu karaciger ve BAT’da saptanmistir. Transgenin asirt miktarda
ekspresyonu T hiicrelere bagl karaciger toksisitesine neden olmaktadir. Bunun
sonucunda karaciger hasarinin meydana gelmesi, kacinilmaz bir son olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Meyer et al., 2015).

Didonato et al. (2003) tarafindan SMN geni tasiyan AAV ile hastalardan elde
edilen fibroblast hiicre hatlarini transfekte ettikten sonra gen protein sayisinin arttig
gosterilmistir. Bu ¢alismada, SMA’l1 hiicre hatlarina ilk kez normal SMN geni
aktarilmasi saglanmis ve gen tedavisinde bir umut olmustur (DiDonato et al., 2003).
Su ana kadar SMA hastalif1 i¢in yapilan ¢ogu gen tedavisi arastirmalar1 viral
vektorler ve oOzellikle AAV vektorler araciliyla yapilmistir ve bu hastaligin
semptomlarinin kismen hafiflemesine sebep olmustur. Bu caligmada, prenatal gen
tedavisi i¢in hem ssAAV9-SMN hem de sCAAV9-SMN vektorleri kullanilmistir.
Elde edilmis AAV vektorlerin fonksiyonellik testleri ilk olarak in vitro kosullarda
arastiritlmistir. Normal saglikli fibroblastlarda ortalama 3-4 adet Gem yapisi
goriilirken SMA’l1 farelerde Gem yapilart hi¢ goriilmemistir (sekil 4.22a).
SSAAVI-SMN vektorii ile transfekte edilmis hiicrelerde sc-AAV9-SMN vektorti ile
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transfekte edilmis hiicrelere gére Gem’lerin sayis1 daha fazla olarak saptanmistir
(sekil 4.22a). Her iki viriis ile de transfekte edilmis hiicrelerdeki Gem sayisinin
normal saglikli fibroblastlardakilere gore ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir. IF
sonuglar1t RT-PCR analizi ile dogrulanmistir (sekil 4.21b). Gem’lerin sayis1 SMA
hastaliginin siddetini ters orantili olarak etkilemektedir (DiDonato et al., 2003).
Buradan yola ¢ikarak, Gem’lerin sayisi arttik¢a hastaligin semptomlarinda
hafifleme goriilmesi, Gem’lerin sayisinin azalmast ya da goriilmemesi
durumlarinda hastaligin agir fenotipik semptomlarin belirgin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Gem’lerin miktarlar1 ile SMN protein miktar1 arasinda
hastaligin seyir siddetinden farkli olarak dogru orantili bir iliski bulunmaktadir.
Yani SMN protein miktarinda meydana gelen azalma, Gem’lerin sayilarinin

azalmasina sebep olmaktadir (Arnold et al., 2002).

Bu ¢aligsmada, in vitro kosullarda ssAAV'nin verimliliginin scAAV'ye gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmesine ragmen, Wu et al. (2012) scAAV'nin in vivo
kosullarda ssAAV’den daha yiiksek verimlilige sahip olduklarini gostermislerdir.
scAAV ile enjekte edilmis SMA'll embriyolarin sag kalim siirelerinin sSAAV ile
enjekte edilmis embriyolardan daha uzun oldugunun saptanmasi (sekil 4.23a) Wu
et al. (2012) sonuglariyla yiiksek oranda tutarlidir. ssAAV’nin diisiik verimliliginin
en Onemli nedeni bu virlisiin tek zincirli DNA’sindan ¢ift zincirli DNA’y1
sentezlemesi i¢in konakg1 hiicreye ihtiyag duymasidir ve bu basamak da hiicre
tipinden tipine gore farklilik gostermektedir (Nakai et al., 2000). scAAV’nin daha
yiiksek verimliliginin nedeni, scAAV’ nin ¢ift zincirli genoma sahip olmasidir
(McCarty et al., 2003). Yani, scAAV’nin kapsidi i¢inde viral vektdriin negatif ve
pozitif DNA zincirleri mevciit iken ssAAV nin kapsidlerinde sadece pozitif ya da
sadece negatif zinciri vardir (Grieger et al., 2006). Cift zincirli DNA’ya sahip olan
scAAV vektorlerin genomu hiicrelere girdikten hemen sonra transgenin
ekspresyonu baglar. Oysa ki, ssAAV’ nin tek zincirli genomu hiicrelere girdikten
sonra ilk kendi komplementerini sentezler ve daha sonra protein ekspresiyonu i¢in
hazir olur (McCarty et al., 2003). scAAV’nin ¢ift zincirli DNA’s1 ssAAV nin tek
zincirli DNA’sina gore daha stabil ve dayaniklidir ve boylelikle scAAV vektorleri
daha uzun siire hiicrelerde kalabilir ve gen ekspresyonuna sebep olabilirler
(Horowitz et al., 2013). Bdylece, scAAV vektorleri ssAAV’lere gore transfekte

ettigi hiicre tiplerinde daha fazla eksprese olabilir.
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SMA fare modelleri iizerine yapilan son gen tedavisi aragtirmalar1 hastaligin
seyri ve siddeti agisindan 6nemli sonuglar ortaya koymaktadir. insan SMN proteini
eksprese eden AAV vektorlerin potnatal enjeksiyonu SMA fenotipini iyilestirerek
agir SMA tipi olan SMNA7 fare modelinde sag kalim sliresini uzatmistir
(Dominguez et al., 2011).

Tedavi arastirmalarinda kullanilmig farkli stratejilerin = birbirleri ile
kiyaslanmalari farkli enjeksiyon yontemleri, doz, enjeksiyon alan yasi, viral vektor
serotipi ve transgen ekspresyon kasetinden dolayr olduk¢a zordur. Nationwide
Children’s Hospital’da (Ohio State University, Columbus USA; trial ID:
NCT02122952) 2014 yilinda baglayan faz 1 ve faz 2 klinik ¢aligmalarindan yola
cikilarak hastalara IV yontemi ile aktarilmis SMN1 geni eksprese eden scAAV9
vektorii giivenlik ve etkinlik agisindan SMA hastalarinin tedavisi i¢in umut vaat

eden bir yontemdir.

Bu calismada, prenatal dénemde 4 x 10'® vg/kg dozda kullanilmis olan
sSAAV9-SMN ya da scAAV9-SMN ile enjekte edilmis farelerinin sagkalim
stireleri sirasiyla, 60+£30 ve 105 £+ 50 giin olarak saptanmistir (sekil 4.23a).
SCAAV9-CBA-SMN vektoriin 3 x 102 vg/kg dozda ICV ydntemi ile postnatal
donemde SMNAT7 fare yavrularina aktarildiginda, bir ¢alismada en fazla 282 giin
(Meyer et al., 2015) ve diger ¢alismada en fazla 406 giin (Armbruster et al., 2016)
raporlanmisken, ayni vektoriin IV ve IM enjeksiyonu sirasiyla, 163 ve 199 giin
hayatta kalmalarini saglamistir (Dominguez et al., 2011).Vektér miktarinin 7.5 x
101 vg/kg’e kadar artmasi hasta farenin 500 giine kadar hayatta kalmasini
saglamigtir (Armbruster et al., 2016). Kullanilan doz miktar1 6nceki bazi
calismalara gore daha azdir. Bu nedenle, bu ¢alismada enjekte edilmis farelerinin
daha kisa sagkalim siireleri daha diisiik vektdr dozlerin kullanilmasina bagh
olabilir. Farelerin sagkalma siiresini etkileyen diger 6nemli faktor, ¢evre kosullar
olabilir. Butchbach et al. (2009) tarafindan gosterildigi gibi farkli ¢alisma
gruplarindaki SMA’l farelerin hayatta kalma siiresini etkileyen ¢evre faktdrlerden
biri annenin diyetidir (maternal diet). Farkli yemler ile beslenmis SMN-/+,
SMN2+/+, SMN2A7+/+ disi farelerin SMA’l1 yavrularinin sagkalma siirelerinin
%25’e kadar arttig1 gosterilmistir (Butchbach et al., 2009). Bizim ¢alismamizdaki

fareler %3 yag ve %28 protein igeren kuru fare yemleri ile beslenmistir. Halbuki
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Jackson laboratuvariin 6nerdigi fare yemleri %6 yag ve %24 protein igermektedir.
Butchbach et al. (2009) ¢alismalarinda %5.2 yag ve %22.6 yemleri ile beslenmis

disi farelerin SMA’l1 yavrularinn sagkalma siirelerinde %25 artig gostermistir.

ICV yontemi ile BOS’a enjekte edilmis AAV9’un kan beyin bariyerinden
gecgebildigi saptanmistir (Armbruster et al., 2016). Bu nedenle ICV yontemi ile
enjekte edilmis embriyolarin periferik organlarinda gerek bu ¢alismada (sekil 4.27
ve sekil 4.28) gerek ise Armbruster et al. (2016) ¢alismasinda, SMN protein
miktarinda artis gozlenmistir. Yapilan calismalar ile tutarli olarak bizim
calisgmamizda prenatal donemde enjekte edilmis farelerin iskelet kaslarinda artmis
SMN proteini saptanmasi (sekil 4.27 ve sekil 4.28) vektorlerin kan beyin

bariyerinden gegebildiklerini géstermektedir.

Bu c¢alismada, tedavi edilmemis SMA’l fare kas orneklerinde goriilmiis
hipertrofiye olmus lifler ve bunlarin arasina dagilmis olarak sirkiiler atrofik kas
lifleri gozlenmistir (sekil 4.26a). Tedavi edilmis her iki gruptaki kas ornekleri
normal saglikli kasa yakin bir fenotip gdstermistir (sekil 4.26). Ozellikle liflerin
cap1 tedavi edilmemis SMA farelerde kii¢iilmiis iken, tedavi edilmis farelerde
ozellikle scAAV ile tedavi edilmis gruplarda liflerinin ¢ap1 artmistir ve normala
yakin bir fenotip gostermistir. Bu sonuglar, Glascock et al. (2012) ¢alismalarin
sonuglart ile tutarhdir. lyer et al. (2015) ve Armbruster et al. (2016) kaslarin normal
fonksiyonu i¢in SMN proteinin ¢ok diisiik miktarlarinin yeterli oldugu
gosterilmistir. Armbruster et al. (2016) ¢alismalarinda sadece ICV enjeksiyonu
hastaligin tedavisi i¢in yeterli iken, iskelet kaslar1 ve kalp gibi periferik dokulara
yapilan enjeksiyonlarda hastaligin semptomlarinda belirgin olarak hafifleme
saptanmamistir. SMN proteininin ¢ok az miktar1 kaslarin normal sekilde ¢aligsmasi
icin yeterlidir. En son SMA gen tedavisi ¢alismasinda, ICV enjeksiyon yontemi ile
aktarilmis scAAV9-SMNI1 vektoriiniin, agir SMA modeli olan SMNA7’nin hastalik
semptomlarinin  iyilesmesi i¢in yeterli oldugu gosterilip, ICV ve IV
enjeksiyonlarinin birlikte kullanilmasi, beklentilerin aksine, kas ve kalpte iyilesme
kriterleri acisindan yliksek oranda etkinlik gdstermedikleri raporlanmistir

(Armbruster et al., 2016).
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Onceki gen tedavisi ¢aligmalarda saptanan kuyruk, kulak gibi doku nekrozlar
(Dominguez et al., 2011; Foust et al., 2010; Narver et al., 2008), bu ¢alismada higbir
farede saptanmamistir. Nekroz nedeni SMA’l farelerde goriilen vaskiiler endotel

hiicrelerinin bozuklugundan kaynaklanabilir (Foust et al., 2010).

Bu c¢alismada prenatal donemde yapilan intrauterin AAV9 enjeksiyonu
SMA’l1 farelerin abort oraninin artmasina sebep olmustur (gizelge 4.2). Abort
olmus IU-enjekte edilmis SMA’l farelerin beyinlerinde kanamalar goriilmiistiir.
Bunlarin nedeni SMA’ll farelerde goriilen vaskiiler endotel hiicrelerinin
bozukluklugu olabilir (Foust et al., 2010). AAV ve GFP vektorleri genellikle
zararsiz ve giivenli olmalaria ragmen rAAV kapsidine ya da transgen iirliniine
kars1 gelisen herhangi iltihap ya da toksik etkiler goz ardi edilemez (Flotte et al.,
2007; Salegio et al., 2012). rAAV vektorleri iiretme ve saflagtirma protokoluna
bagli en son iiriinde kontaminasyon olarak kalan lipopolisakkaridler ve diger
endotoksinler yiliksek 6liim oraninin diger olasi agiklamasi olabilir (Haddad et al.,
2013). Ancak, pilot calisma ve asil gen tedavisi calismasinin sonuglari
karsilastirildiginda embriyonik dénemde enjekte olmus farelerin hayatta kalma
orani birbirlerine ¢ok yakin olmakla birlikte PBS enjekte edilmis kontrol farelere
benzerlik gostermektedir. Boylelikle olast endotoksin toksisitesi de ¢ok zayif kalir.
Tiim bunlardan yola ¢ikarak bizce SMA’li embriyolarin beyinlerinde goriilen
kanamalarin en muhtemel nedeni onceki caligmalarda gosterildigi gibi SMA’I1

farelerin vaskiiler bozukluklar1 (Foust et al., 2010) olabilir.

In vitro kosullarda ssAAV9 tarafindan ekprese edilmis SMN protein
miktarinin scAAV9’dan daha diisiik oldugu saptanmis olmasina ragmen scAAV9
(105 £+ 50 giin) ile transfekte edilmis farelerin sag kalma siireleri ssAAV9
(63+30giin) ile transfekte edilmis farelerden daha uzundur. Bunun en 6nemli
nedeninin, in vivo kosullarda scAAV9’un daha fazla hiicreye girebilme potansiyeli,
duplike genoma sahip oldugu icin hiicrelerde daha uzun siire kalabilmesi ve
transgen ekspresiyonunu daha uzun bir siire boyunca saglayabilmesi oldugu

diistiniilmektedir.

SMA hastaliginda, omuriligin anterior kisminda motor ndronlarin (lower-

motor ndron) sayist azalmaktadir. Bu ¢alismada, tedavi edilmis farelerin alt motor
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ndronlarmin sayilart her iki grupta da normal saglikli fareye yakin olarak
saptanmistir (sekil 4.24). scAAV9 ile transfekte edilmis farelerin alt motor
noronlarin sayist ve morfolojileri tamamen saglikli farelere benzemektedir. Bu
sonuglar, Armbruster et al. (2016) ve Passini et al. (2010) tarafindan saptanan
postnatal gen tedavisi ¢alisma sonuglari ile tutarlidir. Prenatal (McWhorter et al.,
2003) ve erken postnatal (Le et al., 2011) donemlerde sinir sisteminin gelisimi
ozellikle SMN protein miktarina olduk¢a bagimlidir. Gelisimin her agamasinda,
SMN proteini karaciger, dalak, omurilik, kalp ve kas gibi tiim insan embriyonik
dokularinda tespit edilmistir (Novelli et al., 1997). SMN gen ekspresyonu
omuriligin motor néronlarinda oldukga yiiksektir (Hao et al., 2013). SMN protein
miktariin azalmasi1 motor akson gelisiminde bozukluklara neden olup kas

glicsiizliigiine ve felce yol agmaktadir (Brichta et al., 2006).

Bizim caligmamizda tedavi edilmis biitliin fareler boyut agisindan saglikli
farelerden daha kiigiik kalmistir (sekil 4.29 ve sekil 4.30). Bu sonuglar, Armbruster
et al. (2016) tarafindan saptanan postnatal gen tedavisi ¢alisma sonuglari ile

tutarlidir.

Genel anlamda, prenatal gen tedavisinin karmasik manipiilasyonlarinin
gerekliligine ek olarak en biiylik dezavantaji enjekte edilmis viral vektoriin
maternal kan dolagimina girebilme riskidir. Anne ve fetlis arasindaki plasenta
yoluyla genis materyal degisimi, maternal germ hiicrelerin transdiiksiyonu veya
viral vektore karsi bagisiklik yanitlarin gelisimine sebep olabilir. Bu tip muhtemel
dezavantajlar prenatal gen tedavisinin bilinmeyen 6zellikleri ve komplikasyonlari
faz Oncesi ya da ileri klinik faz calismalarinda kapsamli olarak arastirilmasi

gerekmektedir.

Onceki calismalarda, arastirmacilar periton ici ya da yolk kesesi damar
yoluyla AAV2 ile prenatal donemde (E15’de) enjekte edilmis farelerin
gonadlarinda ya da sonraki nesillerinde AAV vektérin DNA’sinin bulunup
bulunmadigini aragtirmislardir (Jackob et al., 2005). Arastirmanin sonuglarinda,
hem periton i¢i hem de damar yoluyla enjekte edilmis farelerin gonadlarinda nested
PCR analiz yontemi ile vektdr DNA’s1 saptanmustir. Ozellikle, damar yoluyla

enjeksiyonu gonadlara daha fazla bir gen transferine sebep olmustur. Ancak, vektor
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DNA’s1 ne sperm genomunda ne de sonraki nesillerde saptanmamistir (Jackob et

al., 2005).

Tim bu sonucglardan yola ¢ikarak, prenatal gen tedavisi SMA hastaligin
tedavisi i¢in yeni umut vaat eden bir yaklasim olmasmma ragmen prenatal gen
tedavisinin olast dezavantajlar1 ya da komplikasyonlar1 faz oncesi ¢aligmalar ile

detayli olarak incelenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, SMA hastaliginda prenatal gen tedavisi bu hastaligin
semptomlarinin hafiflemesini ve hasta farenin sagkalim siiresinin artmasini
saglamistir. Embriyonik donemde aktarilmis ss ve scAAV9 vektorleri fare sagkalim
stiresini bazi prenatal ¢aligsmalarda goriildiigii gibi 400 gline kadar artiramamis
olmasina ragmen Onceki postnatal SMA gen tedavisi ¢aligmalarinda saptanan doku
nekrozlari; kulak ve kuyruk gibi bu ¢alismada embriyonik donemde tedavi olmus
hi¢bir farede saptanmamuistir. Bunla birlikte prenatal gen tedavisinde transgen ve
viriise karst gelisen immiin adaptasyon, postnatal donemde tekrar dozlarin
verilmesini saglar. Hem ss hem de scAAV9’un prenatal donemde enjeksiyonu
SMN gen ekspresiyonun artmasini saglamistir ancak scAAV9 ile enjekte edilmis
farelerin sag kalim siireleri ssAAV9O ile enjekte edilmis olanlara karsi1 daha uzun
oldugu saptanmistir. Prenatal gen tedavisi SMA hastaligin tedavisi i¢in umut vaat
eden bir yaklagim olmasina ragmen prenatal gen tedavisinin viriisiin plasenta
yoluyla anne dolasim sistemine ge¢mesi, anne ve embiyonun germ hiicrelerinin
transdiiksiyonu gibi dezavantajlarinin faz Oncesi ya da ileri klinik faz
caligmalarinda kapsamli olarak arastirilmasi gerekmektedir. Tedavi edilmis farenin
yakalama refleks testleri (grasping test), elektromiyografi/Biyokimyasal testler,
tedavi edilmis farelerin daha kiiciik kalma nedeni, farkli dokularda viral vektoriin
kopya sayis1 ve viriisiin genoma entegre olup olmamasi gibi ¢esitli test ve analizler

yapilarak uygulanan prenatal gen tedavisinin etkinlik diizeyi degerlendirilebilir.
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