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OZET

MEZENKIMAL KOK HUCRELERDE REKOMBINANT TIROZIN
HIDROKSILAZ ENZIMININ EKSPRESYONU

Sunulan tez calismasinda amag¢ mezenkimal kok hiicreler (MKH) kullanilarak Parkinson
hastali@r gibi dopamin biyosentezine bagh baz1 hastahklarda énemli rol oynayan tirozin
hidroksilaz (TH) enziminin rckombinant olarak ifadesinin saglanmasi ve néral fakhlagma
siirecinde bu ckspresyonun hiicrelere olan etkisinin gozlenmesi hedeflenmistir. TH enzimi
katekolaminlerin biyosentezinde hiz sinirlayict olarak rol oynamaktadir. TH beyinde adrenal
medullada ve sempatik mnervasyonlu dokularda bulunmakta olup tirozmi hidroksilleyerck
3.4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA)” ¢ dénisimi saglar. TH ifadesinin - dizenlenmesi
katekolaminlerin norofizyolojideki kayda deger rolii nedeni ile ¢ok dikkat ¢ekmistir.
Parkinson hastaligi gibi nérolojik hastaliklarda 6nemli rol oynadigr gosterilmistir. TH

eksikligi sonucunda DOPA duyarh Dystonia ve Juvenil Parkinsonizm goriilmektedir.

Bu calismada sican kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (sKI-MKH) izole
cdilmis ve bu hiicrelere sican beyninin oksipital korteks dokusundan izole cdilen TH geninin

aktarim gergeklestirilmistir. Transforme edilmis bu kok hiicrelerin TH enzim ifadesini ve TH
gent aktarim sonrasinda bu aktarimin hiicreler tGzerindeki ctkist ayrica bununla birlikte TH
enzim veriminin arttirthmast dizerme ¢abisihmstir. TH gemn aktanlns MKIH (TH-MKIH)™ ler
ayrica farkl sireler i¢in norojenik farkhlastirmaya alimmistir. TH enzim veriminin 30 saatlik
inkiibasyonda en yiiksek oldugu gézlenmistir. Statik kiltirtin haricinde kurulan stirekhi kiiltir
sisteminde kiltire edilen TH-MKH” lerden salgilanan enzim miktarmin yaklagik ¢ kat daha
fazla oldugu goézlemlenmistir. Karakterizasyon amagli yapilan analizlerde ise bu hiicrelerin
a@ibt farklilasmaya acik fakat klasik MKH karakterinden bagimsiz, TH enzim salinimi

yapabilen dopaminerjik hiicre benzeri hiicrelere doniigmis olduklart gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal k6k hiicre, tirozin hidroksilaz, nérojenik farklilagsma.

Parkinson hastahgi



ABSTRACT

EXPRESSION OF RECOMBINANT TYROSINE HYDROXYLASE ENZYME in
MESENCYHMAL STEM CELLS

Purposc of thesis submitted mesenchymal stem cells (MSCs) on the biosynthesis of
dopaminc in certain discascs, such as Parkinson's discasce using the important role of tyrosine
hydroxylase (TH) as the expression of the recombinant enzyme. and neural differentiation in
the process of ensuring the observation of the effect of the expression of targeted cells. Rate-
limiting enzyme in the biosynthesis of catecholamines play a role in TH. TH is located in the
brain tissues innervated by the sympathetic adrenal medulla and tyrosine hidroksilleyerck 3.4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) to provide transformation. TIH expression regulation has
reccived much attention because of the role of catecholamines in ncurophysiology
remarkable. Ncurological discases such as Parkinson's discase has been implicated as

important. DOPA and Juvenile Parkinsonism Dystonia is a result of the lack of Tl-sensitive.

In this study, the rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells (rBM-MSCs)
were isolated and those cells isolated from rat brain tissuc occipital cortex was TH gene
transfer. These stem cells that have been transformed and TH gene expression in the TH
enzyme After transferring the transfer effect on the cells also increase the yield of enzyme Tl
however studied. TH-MSCs were also differentiate neurogenic for different durations. TH
cnzyme has been observed that the highest yicld of 30 hour incubation. Static culture.
continuous culture system was cstablished except for the amount of enzyme seereted by
cultured TH-MSCs were observed to be approximately twice as much. As in the analysis for
the characterization of these cells to differentiate in the open, but independent of the classic
character of MSCs, TH enzyme release was observed to be capable of morphing into

dopaminergic neuron-like cells.

Key Words: mesenchymal stem cells, tyrosine hydroxylase, Parkinson’s Disease. neurogenic
differentitation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

pg: mikrogram

um: mikrometre

pL: mikrolitre

APS: Otoimmiin Poliendokrin Sendromu
b-FGF: Basic fibroblast growth factor
dk: Dakika

DNA: Deoksiribontiikleik asit

EGF: Epidermal growth factor

EKH: Embriyonik kok hiicre

FBS: Fetal Sigir Serum

HBSS: Hank's Buffered Salt Solution
HRP: Horse Radish Peroxidase

IBMX: 3-1sobutyl-1-mcthylxanthine
IVE: in vitro Fertilizasyon

L-DMI:M: Dulbecco’s Moditied Eagle’s Medium-Low Glucose
L-DOPA: 3,4-dihidroksifcnilalanin
MKH: Mezenkimal kok hiicre

NKH: Noral kok hiicre

ng: nanogram



nm: Nanometre

PBS: Fosfat salin tamponu

PCR: Polymerase Chain Reaction
Pen/Strep: Penisilin/Streptomisin

PFA: Paraformaldehit

PMMA: poli-metil-metakrilat

RNA: Riboniiklcik asit

s Saniye

SDS: Sodium dodecyl sulfate

sKI-MK: Sican kemik iligi kok hiicreler
TH: Tirozin Hidrokstlaz

TH-MKH: TH geni aktarilimig mezenkimal kdk hiicre

YEP: yesil floresan protein

Xi
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1. GIRIS VE AMAC

Giinlimiizde Alzheimer (bunama)’ dan sonra hiicre kaybiyla seyreden ve en sik
rastlanan beyin hastaligi Parkinson hastahigidir. Parkinson hastaligi tedavisinde yaklasik
30 yildan beri kullanilmakta olan en énemli ilag Levodopa® dir. Beyine ulasan Levodopa
burada dopamine ¢evrilir. Tirozin Hidroksilaz (TH) enzimi is¢ dopamin biyosentezinde

hiz smirlayici olarak rol oynar.

Insan  beyninde substantia nigra bolgesinde yogunlasmis  bir durumda
dopaminerjik noronlar bulunmaktadir. Dopamin vicut hareketlerini kontrol eden,
substantia nigra ile diger bolgeler arasmda mesaj ileten  bir  nérotransmitterdir.
Dopaminerjik néronlarim %60 ile %80 1 kayba ugradiginda ya da hasar gordiigiinde
yeterli miktarda dopamin iretilemez. Bu durumda, Parkinson hastaliginin motor
belirtiler1 ortaya ¢ikmaktadir. Kullanilan ilaglar ya cksik dopamini saglar. ya dopamin
gibi etki yapar ya da dopaminin pargalanmasmi engelleyerek kullanimimi arttinr. Bu
sayede, hastada Parkinson hastaligina bagli harcket problemlerinin ontine ge¢ilmeye
cahisilir. Son zamanlarda, kok hiicreler 6zellikle de mezenkimal kok hiicrelerin (MKH)
yenileyici tip ve doku mihendisligi  alanlarinda  ¢ok  imit  verici  olduklar:
distiniilmektedir. Bu baglamda. bu kok hiicrelerde genetik modifikasyon uygulanmasi
davramis kontrolinde ve bu hicrelerin kaderini belirlemede giiglii bir arac olabilir.
Boylece, Parkinson hastahgr gibi hastaliklarda yeni hiicresel tedavi duzenlemeleri igin

kullanilabilir (Santos ct al. 2011).

Bu calismada. dopamin tiretiminde ¢cok énemli rol oynayan T enziminin MKIT
ler kullanilarak rekombinant olarak cldesi ve bu cldevi takiben enzim ckspresvon
veriminin arttirilmasi hedeflenmistir. Ayrica, enzim verimine olan ctkisini gostermek
amagh statik kiiltir haricinde siirckli kiltiir sistemi kurulmug ve TH geni aktanilmig
mezenkimal kok hiicreler (TH-MKH) farklh siirelerde nérojenik farklilasma ortamlarinda

inkiibe edilerck TH enzim ifadesinin degisimi arastirilmistir.



Rekombinant TH enziminin MKH’ ler tarafindan verimli bir sekilde iirctimi
gergeklestirildigi takdirde dopamin salgilama defektlerinin var oldugu Parkinson hastaligs
gibi hastaliklarda gelecekte otolog bir bigimde uygulanabilir bir tedavi olanag:

saglanabilir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler

insan viicudu kayda deger bir rejencrasyon kapasitesine sahiptir. Tarih boyunca
msanhk hastaliklara ¢are bulmaya ve viicutta var olan bu rejenerasyon kapasitesinden
faydalanmaya calismistir. Bu prensibe dayanan yenileyici tip ve hiicresel tedavi bilim

adamlarmin ilgi odagi halinc gelmistir.

Hiicre csash tedavinin (hiicresel tedavinin) amaci, hasar géren bir hiicre/doku
veya organin biyolojik 1slevini yerine koymak, tamir etmek veya genisletmektir. Bir
hedef organa, o organm iglevlerini eski haline getirmeye yetecek sayida ve kalitede izole
edilmis ve ozellikleri belirlenmis olan hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir.
Yenileyici (rejeneratif) veya tamir edici (reparatif) tip olarak da adlandirilan bu alanda
“kok hicreleri™ oldukga 6nemli kullanilma potansiyeli gostermektedir (Karadz ve Ovall,

2004).

Kok hiicreler. viicudumuzdaki farkli  0zellesmis hiicrelere  doniisebilme
kapasitesine sahip, kendini yenileyebilen ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesi bulunan onciil
hiicrelerdir (Hayes, 20060). Bu hiicrelerde. her bolinme sonucunda kisalan telomer ads
verilen Deoksiriboniikleik asit (DNA) bélgelerini (insanda TTAGGG) kendi Riboniiklcik
asit (RNA) kalibimi kullanarak ifade cden, tclomeraz cnzim aktivitesi yiikscktir. Bu
durum onlara boliinmelerinin teorik olarak sinirsiz olmast 6zelligi kazandirir. Bunun
aksine, sdz konusu enzim. viicut hiicrelerinde aktif olmadig: i¢in, belli bir béliinmeden

sonra viicut hiicreleri canlihgim yitirecektir (Yui et al. 1998, Karasz ve Ovali, 2004).

Farklhlasmamis kok hiicrelerin, diger hiicrelerden farkh olarak baslangictaki
hiicrenin  karakteristik 6zelliklerini tasityan en az bir benzer hiicre olusturabilme
yeteneginin yani sira; tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farkhlasabilme yetenegi
ve bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasi 6zellikleri vardir (Karaéz ve

Ovali, 2004).
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K&k hiicreler, farklilagma kapasitesi bakimindan simflandirilmak istenildiginde;
totipotent, pluripotent ve multipotent olmak tizere 3 grup altinda toplanabilir. Bu
gruplarin en st swasmda totipotent hiicreler yer almaktadir. Totipotent hiicreler,
embriyoyu ve embriyoya ait ckstra-embriyonik membran ve dokular olusturabilirler
(Gerecht-Nir and Itskovitz-Eldor, 2004). Totipotent hiicrelerin bir alt basamagmda
pluripotent hiicreler yer alir. Pluripotent hiicreler (embriyonik kék hiicreler), embriyoya
ait ii¢ germ yapragindan gelisen tiim hiicreleri olusturabilirler fakat ckstra embriyonik
yapilar1 olusturamazlar. Pluripotent hiicreler blastosistin i¢ hiicre kitlesinden clde
cdilirler. Gelisim devam cttikge hiicreler pluripotensi 6zclliklerini kaybederck daha
ozellesmis hiicrelere donisiarler. Bulunduklart dokuya 6zgii hiicreleri olusturabilen kok
hiicreler ise multipotent kok hiicreler diye adlandirihr. Son dénemde multipotent kok
hiicrelerle yapilan galigmalarda, sadece bulunduklari dokuya ait hiicreleri degil farkl
dokulara ait hiicreleri de meydana getirebildikleri gosterilmistir (Gritti, 2002). Bu tip
farkhilasma transdifferansivasyon veya plastisite olarak adlandirilir. Hiyerarsinin en
altinda 1sc unipotent kék hiicreler ya da progenitor hiicreler bulunur. Progenitor hiicreler,

sadece spesifik hatlara farklilasma egilimi gosterirler (Gardner, 2002).

K&k hiicreler esas itibariyle iki farkli kaynaktan elde edilirler. Bu kaynaklar
cmbriyonik gelisim siirecinin erken donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde
cdilen embriyonik kok hiicreler (EKH) ve embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen
kok hiicreler olarak belirtilebilir (Karaéz ve Ovali, 2004). EKH’ ler basli bagma bir grubu
olustururken embriyonik olmayan kok hiicreler elde edildikleri kaynaklar acisindan farkli

gruplara ayrilmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kok hiicre kaynaklar1 (Inan ve Ozbilgin, 2009).

2.2. Kok Hiicre Cesitleri

2.2.1. Embriyonik Kék Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH), blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
pluripotent hiicrelerdir ve ilk olarak 3,5 giinliik fare blastosistlerinin i¢ hiicre kitlesinden
elde edilmistir (Evans and Kaufmann, 1981). EKH’ ler germ hiicrelerini de
olugturabildiklerinden dolayi totipotent hiicre olarak da tanimlanabilmektedirler. EKH’
ler tiim viicut hiicrelerine farklilagabilmesine ragmen embriyonun zarlarini meydana
getiren trofoektoderm hiicrelerine farkhilagamaz (Smith, 2001). EKH’ ler, alci

blastosistlere transfer edildiklerinde pluripotent 6zelliklerini korurlar ve organizmanin
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primitif {i¢ katmanma ait (endoderm, mezoderm ve ektoderm) hiicrelere ve hatta germ
hiicrelerine de farkhilagabilirler (Stravidis and Smith 2003). Bu hiicreler embriyoya geri
verildiklerinde esey hatti da dahil olmak iizere tiim dokularin olusumuna istirak ederek

kimerik canlilarin olusumunu saglarlar (Arat, 1999).

EKH™ ler viicuttaki tiim hiicreleri dretebilir ancak fonksiyonel ve tam bir
orgamzmay: kendi kendine olusturamazlar. Fare EKH™ lerinden clde edilen deneyim
insan EKH’ lerinin kiltire edilmesinde ve farkhilasma ¢ahsmalarinda ipuglari saglamistir.
ilk ¢alismalarda, 1980° li yillarm ortalarinda in vitro Fertilizasyon (IVF) sonrasi elde
edilen fazla embriyolar kullamlmis fakat embriyolarin dondurulmasinda karsilasilan
zorluklar asilana kadar bagari bir izolasyon yapilamamistir. Thomson ve ekibi 1995
yilinda ik primat cmbriyonik koék hiicrelerini izole ctmiglerdir.  Primat  EKH
izolasyonunun ardindan 1998 yilinda ayni ekip ilk insan EKH hatlarini clde etmistir.

Bunu takip cden yillar igerisinde birgok EKH hatti elde edilmistir.

EKH’ ler morfolojik olarak bu hiicreler bol sitoplazmali ve biyiik ¢ekirdekli
yapilara sahiptirler.  Bu hiicrelerin  temelde  karakteristik  6zellikleri, pluripotent
farkhilasma kapasitelerinin ve alkalen fosfataz enzim aktivitelerinin yiiksek olusu, Oct3/4
ve Sox2 gibt pluripotensi genlerinin ifadesi (Yu and Thomson, 2006) ve¢ hiicre

sikluslarinda kisa G1 fazina sahip olmalaridir (Rohwedel 1999, Guan 1999).

EKH’ Ter birgok hastaliga ¢are olma potansiyeline ragmen embriyonik kok hiicre
aragtirmalart basta etik olmak iizere din ve politik nedenlerden dolayr yasal olarak
kisitlama ve smirlamalar 1le karsi kargiyadir. Clinkii EKH elde etmek embriyoyu

hasarlamak ve hatta cmbriyoyu 6ldtirmek olarak anlasilmaktadir (Friedrich, 2004).

2.2.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Embriyonik olmayan kok hiicreleri kaynaklarina gore birgok farkli grupta

siniflandirabiliriz.
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a)  Eriskin kok hiicreleri (Doku 6zgiin kok hiicre, postnatal kok hiicre)
b)  Fetis kok hiicreleri

¢)  Kadavradan elde edilen kék hiicreler

d)  Partenot hiicreleri (Partenogenezis)

e) Gobek kordonu ve plasenta kok hiicreleri (Karadz ve Ovali, 2004)

Eriskin kok hiicrelerinin, diger tiim koék hiicreler gibi iki 6nemli dzelligi vardir.
Uzun siire kendilerini kopyalayabilme 6zelligine sahiptirler ve eriskin dokulardaki éncii
ve ozellesmis hiicrelere farklilasma yetenegindedirler. Daha ¢ok elde edildikleri dokuya
dontigme potansiyelleri vardir ve multipotent kok hiicrelerdir (inan ve Ozbilgin, 2009).
Eriskin kok hiicreler, EKH™ lerde var olan teratom olusturmasi riski, ctik sorunlarin
olmamas1 ve dokuya 6zgii olabilmesi nedeniyle, yenileyicl tipta tedaviye yonelik

arastirmalarda cok sik olarak tercih edilmektedir.

Bazi  hastalik  durumlarinda  viicudun  kendini  tamir  ctme  girisiminin
engellendigine inanilmaktadir (6rnegin tip 1 diyabet). Iste, bu gibi durumlarda eriskin kdk
hiicrelerinin tedavide kullanilmasina iligkin farkli segencklerin kullanilmasi giindeme
gelmistir. Eriskin kok hiicrelerini; hematopoietik kok hiicreleri, stromal kok hiicreler
(mezenkimal kok hiicrelert), organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri seklinde

sintflayabilinz (Karacz ve Ovali, 2004).

Hematopoctik kok hitcreleri, erigkin imsanlardan i1zole edilebilen az sayidaki kok
hiicrelerden biridir. Esas itibariyle, kemik iliginde yerlesik olan hematopoietik kok
hiicreleri normalde fetiisiin karacigerinde, dalaginda, gébek kordonunda. plasentada ve
criskin periferik kanmda bulunurlar. Bugiin i¢in hematopoetik kok hiicrelerle iliskili
arastirmalar;  kemik 1hgt, periferik kan ve kordon kanit kok hiicrelert iizerinde

yogunlagmigtir (Karadz ve Ovah, 2004).

Organa veya dokuya 6zgii hiicrelert gerektiginde olusturmak veya olusmasma
destek vermek i¢in organ ya da dokularin ¢esitli kisimlarina yerlesmis onciil hiicrelerdir.
Bu hiicrelere cn belirgin 6rnckler, ¢izgili kasta bulunan ve suskun halde bulunarak
gerektiginde hasar goren kas liflerini onaran satellit hiicreleri ile pankreastaki insiilin

tireten langerhans adactklarinda bulunan adacik k6k hiicreleridir (Karagz ve Oval, 2004,
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Meyer et al. 2009). Bazi durumlarda, 6zellikle kemik iligi kok hiicrelerinin
mobilizasyonu temcline dayanan yontemlerin kullanilmasi invazif olmayan bir secenek
saglamaktadir. Bunun yaninda, son zamanlarda doku ya da organlardaki (beyin gibi) kok
hiicreleri aktive edebilmek i¢in disaridan biuyime faktérleri ve hormonlar vermenin

olumlu sonuglar1 bildirilmigtir (Oberpriller, 1991).

2.2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH" ler, 1lk kez fetal buzagr serumu ig¢eren kemik iliginin ortama yayilmasi
sonrasinda kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen
yapiskan hiicre kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenshtein tarafindan 1982 yilinda
tanmimlandi. MKH’ lerin ana kaynagi kemik 1lig1 olmakla beraber bir¢ok dokudan izole
edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularm baslicalari, dental pulpa. sinoviyal sivi. adet
kani ve yag dokular1. kordon kani ve matriksidir. Bu hiicreler bulunduklari dokularda.
Mezengenezis  hipotezine gore ¢ogalma, yonelim, seviye ilerleme, farkhlagma
asamalarindan gegerek ilgih hticre tipine farklilasirlar. Boylece viicutta doku onarmmmin

basrol oyunculari olarak gorev alirlar (Karadz ve Ovali. 2004).

Kemik iligindek1 mezenkimal 6nciillerin sadece mezenkimal 6nciil hiicreler icin
degil, aynr zamanda kemik iliginde bulunan hematopoetik oncillerin ve mezenkimal
kokenlt olmayan diger stromal hiicrelerin gelisimi i¢in de uyarici/diizenleyici sinyaller
ireten stromal bir mikrogevrenin olusumuna ve islev gérmesine katki sagladigina iliskin

bulgularr teskil etmektedir (Karagz ve Ovali, 2004).

MKH" lerde karakteristik ozellik olarak yuzeye yapisabilir olma, kolonizasyon
gOsterme, yiizey antijen ckspresyonu ve osteojenik, adipojenik, kondrojenik farklilasma
cgilimi sayilabilir. Hicrelerin izolasyon ve kiiltiriiniin kolay olmasi ayrica yiiksek ex vivo
potansiyelinin olmasi bu hiicreleri tedavi edict bir arag haline getirmektedir. Bunun yani
sira tim dokularda, destck hiicreleri olan stromal hiicrelerin de kékenini  teskil

etmektedirler.



MKH” lerin kesin bir yiizey belirtecleri olmamakla birlikte bu hiicreler klinik
veya arastirma amagh kullanilmadan 6nce akim sitometrisi yontemiyle mutlaka CD 13,
CD 29, CD 44, CD 90, CD 73, CD 105, CD 46, CD 166, HLA ABC pozitif; CD 3, CD 8,
CD 11b, CD 14, CD 15, CD 19, CD 33, CD 34. CD 45, CD 117 ve HLA-DR negatif

olmalart agisindan karakterize edilmelidir (Dominici et al. 2006 ).

MKH” ler bugiin 6zcllikle immunorcgiilator  dzellikleri ve  rejencrasyon
kapasitcleri nedeniyle klinik kullanima girmeleriyle Avrupa Birligi (AB) tip ajansi
tarafindan Ilag¢ Hiicre (Cell Drug) kapsamima alinmistir (Sensebe. 2008). MKH’ lerin,
ozellikle rejencratif tip uygulamalart i¢in en ¢ok ilgi ¢eken 6zelligi, bu hiicrelerin uygun
mikrogevre kosullarmnda bagta baglayict doku olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerine

farkltlasabilme potansiyeli varligmin gosterilmis olmasidir.

Gok sayida yeni ¢alisma MKH’ lerin mezodermin disinda kalan endotel.
norocktoderm ve endoderm dahil olmak {izere cok cesitli hiicrelerin karakterlerini
kazanabileceklerint bildirmektedir. MKII™ lerin kullamildigr tim ¢ahsmalarda in vitro
olarak ¢ok sayida pasajdan gegirilerek kilturt yapilmig hicreler kullamldigr igin bu
calismalar. plastisitesi olan hiicrelerde kendini yenileme 6zelliginin de  oldugunu

gostermektedir (Weissman, 2000).



immiinolojik Etki
Gostermeyen

.‘ ‘“ Y Yerlesim

N4 ’\.\‘ I e DI

Genetik Olarak Y Etik
Modifiye

Gogaltilabilir

Gok Yonlii Farkhilagma
Potansiyeli

Sekil 2.2. MKH tedavisinin avantajlari (Hodgkinson et al. 2010).

MKH’ lerin 6zellikleri hiicresel tedavi amagl kullanimlari a¢isindan énemlidir.
Bu 6zellikleri kolay izole edilebilmeleri ve ex vivo manipiile edilebilmeleri, immiinolojik
olarak etikleri, hasarli bolgeye go¢ edebilme yetenekleri ve farkli hiicre dizilerine
farklilagabilme kapasitelerini kapsamaktadir. MKH' lerde genetik miihendisligi bu
hiicrelerin hayatta kalma ve hiicrelerin bolgeye yerlesmeleri (engraftmanti) bunun
yaninda iyilestirme mekanizmalarini hizlandirma kapasitelerini geligtirmeyi amaglamigtir

(Sekil 2. 2).
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MKH tedavileri bugiine kadar diger tedavi yontemleri ile yeterli sonug
alinamayan pck c¢ok degisik hastahgmn tedavisinde gelecek vaat eden bir biyolojik tedavi
yontemidir. MKH’ nin kolay elde edilebilirhgi, kiltiirlerde ¢ogaltilabilmesinin miimkiin
olmasi, multipotansiyel 6zellikleri ve farkli dokulara yonelebilmesi (migrasyon) bu tedavi
yontemini dikkat ¢ckici hale getirmistir (Horwitz et al. 2005). MKH’ lerin hasarh
hiicreyle flizyon yetenegine sahip olmast da doku tamirine katki saglar (Schneider et al.
2008). Ayrica, criycbilen faktorler (biyume faktorleri, sitokin, kemokinler gibi)
salgilayarak hasarli hiicre/doku tamirine katk: saglarlar. Enzim salgilayarak da kalitsal
hastaliklardaki cnzim defektlerinin yerine koyulabilme potansiyeli vardir (Wilson and

Trumpp 20006).

MKH?” lerin klinik kullanim i¢in belki de en avantajh 6zclliklerinden birisi de, bu
hiicrelerin immiinojenitesinin diistik olmasi ve immiinsiipresif olmalanidir. Gen aktarimi
kolayhgr ve aktarima dayanikli olmalari nedeniyle gen tedavisi i¢in uygun hedef olarak
gosterilmeleri bu kok hiicrelerin avantajlarindandir. MKH” ler graft versus-host hastaligi.
kalp yetmezligi ve multiple skleroz gibi bircok hastalik icin hali hazirda klinik

denemelerde kullamiimaktadir.

Klinik ¢alismalarda gézlemlencn bulgular Cizelge 2.1° de 6zetlenmistir. Bu 6n
calismalarin sonuclart umut verict olmakla birlikte suanda MKH’ lerin aktif olarak
kullanildigr 100° den fazla c¢alisma Birlesmis Milletler” de yapilmustir (Clinical -

Trial.gov) (Hodgkmson ct al. 2010).



Cizelge 2.1. MKH’ ler ile yapilan 2001-2010 wyillar1 arasinda yapilan bazi klinik

calismalar (Hodgkinson ¢t al. 2010).

 Hastabk

~ Referans

Amiyotrofik lateral sklerozis
Akut graft-versus-host Hastaligi
Kardiyovaskiiler Hastaliklar
Kardiyomiyopati

Crohn Hastalig1

Diyabctik Ayak

Hurler Sendromu

Cene Defekti

Bacak Iskemisi

Karaciger Sirozu

Mide Ulseri

Cam Kemik Hastalig:
Parkinson Hastahg1
Skleroderma

Omurilik Hasan

Sistemik Lupus Eritematozus

Maﬁzini et al. (201/0) —
Ball et al. (2008)

Assmus ct al.(2002)
Arguero et al. (2006)
Garcia- Olmo ct al. (2009)
Vojtassak ct al. (2006)

Koc et al. (2002)

Meijjer et al. (2008)

Lasala et al. (2010)
Kharaziha et al. (2009)
Dash et al. (2009)

Horwitz ct al. (2011)
Venkataramana et al. (2010)
Tyndall and Furst (2007)
Moviglia et al. (2006)

Sun et al. (2009)

2.2.2.2. Mezenkimal Kok Hicrelerde Gen Aktarinm

Rekombmant DNA teknolojisindeki stirath gelisme gen aktiviteleri ile ilgili
calismalar yapmak i¢in yemi firsatlar ortaya ¢ikarmis bu sebeple gen aktarim teknikleri
giin gectikge daha biiyiik 6nem kazanmustir (Arslan ve Akyiiz, 2009). Gen aktariminin
1928 yilinda Griffith tarafindan

yapilabilecegini  gosteren 1lk  denyesel calisma,

gerceklestirilmistir.



Gen aktariminda, klonlanan genlerin potansiyel kullanimi iki genel katcgoride
toplanir; protcin triinii clde ctmck ve genin ¢ok sayida kopyasini hazirlamak. Gen
aktarimi teknikleri ¢esitli olsa da hayvan hiicrelerine yabanct DNA’ nm transferinde
kullanmlan ve bagarilt oldugu bildirilen gen aktanim yontemi clektroporasyondur. Szii
edilen bu yontemde hiicre membraninin gegirgen 6zelliginden yararlanilir. Elektrik akimi
verilerek hiicre membranida olugan gegici porlardan DNA’ nin aktarimi saglanmaktadir
(Arslan ve Akyiiz, 2009). Peister ve ark., insan ve sigan MKH® ler i¢in onlarin
ckspansiyonlarindan sonra farklilasma kapasitelerini durduran stabil aktarim kosullari

(600V* da 100 ms) gelistirmistir (Santos et al. 2011).

Basarili gen tedavisi teknolojisi, tedavi Grintn uygun hedef hiicreye aktarimina
baghdir. Ozellikle MKH” ler gen aktarimi sistemlerinde dikkat ¢ekici hedeflerdir ¢iinkii
¢esitli molckiler sinyallerle uyarildiklarmda belirhi hiicre tiplerine farkhlasabilirler.
MKH" ler hizli boliintir ve yiiksck ampotrofik reseptor seviyeleri nedeniyle entegre
olacaklar1 vektoriin aktarimina hazirdirlar ve in vitro/in vivo transgen ckspresyonunu

devam cttirebilirler (lzadpanah and Bunnell, 2008 ).

Gen aktarim yontemi, MKH ve diger kok hiicrelerde en siklikla YFP (yesil
floresan protein) aktarimi i¢in yapilmaktadir. Bir isarctgi olarak rol oynayan bu protein in
vivo ve in vitro ¢ahsmalarda siklikla tercih  edilmektedir. MKH” lerde  genetik
modifikasyonlar bu hiicrelerin terapotik potansiyelini arttirmada dikkat ¢ekici bir segcenek
olarak gosterilmektedir. Gen tedavist ¢ogunlukla klinik dncesi ve klinik uygulamalar
stiresince  genetik materyalin viriis aracili transferi olarak degerlendirilmistir.  Viral
vektorler genellikle yuksek infektivite ve genis yonelim ile karakterize edilmelerine
ragmen transdiiksiyon verimi hedef hiicreye bagh olarak farklihk gosterebilir. Insan gen
tedavisi ¢ahsmalarinda genctik  bilgi aktarimi igin en sikhikla kullamilan tasiyicr

adenovirisler. lentivirisler ve retroviriisler olarak belirtilmistir (Hoxie and June, 2013).

Farkli tirden MKI™ lerin hem adenoviral hem de retroviral olmak iizere iki
yolla da verimli bir sekilde transdiikte edilebilecegi belirtilmistir (McMAhon et al. 2006).
Viral gen aktariminda kullanilan vektérlerinin yani sira, hiicrelerin ya da dokularin viral

olmayan genctik modifikasyonlart icin efektif teknikler gelistirilmektedir.



Viral gen aktarimina karsin, daha az toksik ve daha az immiin yanit uyaran

sentctik vektorler giindemdedir.

MKH* ler mikemmel tedavi potansiyellere sahiptir. Cinkii  kiciik
aspirat/doku/organ parcaciklarindan kolayca 1zole edilebilir ve tek hiicre kolonisi
olusturabilirler. Ayrica bu hiicrelerin  ilgi ¢ekici olmalarinin nedeni  kendilerini
yenileyebilmelert ve bir¢ok dokunun hiicrelerine farkhilagabilmeleridir. MKIT® leri
kaltirde ¢cogaltmak kolaydir ve ck sitokinc ihtiya¢ duymaksizin ckzogenlerce transdiikte
edilebilirler. Bu ozellikleri onlarin gen tedavilerinde tercih edilmelerini saglamaktadir
(Aerts and Wagemaker, 2006). MKH’ lere gen aktarimu ile ilgili yapilan birkag calismada
hem msan hem hayvan yapisict stromal hiicrelert, kok hicre 6zellikleri kaybolmaksizin
cesitli vektorlerle transdiikte edilebilmekte olduklart ve uzun siireli transgen ifadelerini
stirdtirebildikleri goézlemlenmisti. MKH™ ler biiytime faktorleri ve sitokinlerin genleri
icin transdiikte edildiklerinde hem in vivo hem de in vitro da protein ifadelerinin varhign

tespit edilebilmektedir (Nolta, 2006).

Kemik 1lig1 kok hiicrelerinin dopaminerjik néron-benzeri hiicrelere farklilagma
cgiliminin kisith olmasi nedeniyle dopaminerjik benzert hiicre eldesi verimini ve
kalitesini arttirmak i¢in genetik manipiilasyonlar yapilmaktadir. Ornegin, sican kemik
iligi kok hiicreleri (sKI-MKH) TH-tip 2 ve GTP siklohidrolaz-1 (GC) ile transdiikte
edilmistir (Battler and Leor, 2006).

2.3. Tirozin Hidroksilaz Enzimi

Twozin  Hidroksilaz  (TH) c¢nzimy aromatik  aminoasit  hidroksilaz  cnzim
ailesinden olup katckolaminlerin biyosentez yolagi bu cnzim ile baglamaktadir (Sekil
2.3). TH beyinde adrenal medullada ve sempatik innervasyonlu dokularda bulunmakta
olup tirozini hidroksilleyerek 3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA)’ ¢ doniisimi saglar ve

biyosentezde hiz smirlayici faktorlerdendir. L-DOPA™ nin dekarboksilasyonu ile olusan
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dopamin beyinde sinyal iletimine yardimci olarak beyindeki fiziksel hareketleri ve

duygusal davranislar kontrol edebilmeyi olanak saglar.
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Sekil 2.3. TH’ nin katekolamin biyosentez basamagimmdaki yeri.
(http://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine hydroxylasc)

TH genindeki bir mutasyon sonucu TH aktivitesinin azalmast sonucu dopamin,
epinefrin ve norepinefrin diizeylerinde azalma gorilir. Beyin dokusunda TH ifadesinin
fizyolojik ve farmakolojik faktorler. sinir biiylime faktorleri ve stres ile degistigi
belirlenmistir (Nestler et al. 1990). Bazi hayvan model ¢alismalari ve insanlar iizerinde
yapilan c¢alismalarda TH ifadesindeki degisimin majoér depresif hastabklarla iliskili
oldugu belirtilmistir (Baumann ct al. 1999).
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Sekil 2.4. Tirozin hidroksilaz enzimi ve 4 alt birimi.
(http://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine _hydroxylase)

TH ifadesinin diizenlenmesi, katekolaminlerin nérofizyolojideki kayda deger
rolii nedeni ile ¢ok dikkat ¢ekmigtir. Parkinson hastaligi gibi nérolojik hastaliklarda
onemli rol oynadi@1 gosterilmistir (Kessler et al. 2003). TH eksikligi sonucunda DOPA
duyarlh Dystonia ve Juvenil Parkinsonizm goriilmektedir (Latmark et al. 1999). Ayrica,
TH geninin hipoksi diizenleyici bir gen oldugu bilinmektedir. Sigan beyinlerinin farkl
bolimlerinde siirckli ve aralikli hipoksi kosullarnda TH mRNA, protein ve aktivite
degisimleri gézlemlenmis ve hipoksi arttik¢a ifadesinin arttigi belirlenmistir (Gozal et al.

2005).

TH., tirozini L-Dopa’ ya gevirir ve dopamin iiretiminde hiz smrrlayict enzim
olarak anahtar rol oynadigi bilinmektedir. TH aktivitesi Parkinson hastalarmda substantia
bélgesindeki dopaminerjik ndronlarin kaybiyla beraber siirckli olarak diisiis gosterir. TH
geninin efektif kullanim: Parkinson’ lu hayvan modellerinde semptomlari geligtirir

(During et al. 1994; Kaplitt et al. 1994).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  TH Geninin Izolasyonu

3.1.1. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

TH geninin sican beyin dokusundan izolasyonu i¢in 6ncelikle RNA izolasyonu
yapilmistir. izolasyon i¢in 4 aylik 220-250 g agirliginda Wistar albino tipi disi sicana 50
mg/kg ketamin hidrokloriir ve 4 mg/kg ksilazin hidroklorit verilerek ancstezi altina
sokulmustur. Daha sonra dolasim sistcminden yiiksck miktarda kan alinarak canhda
Otenazi gergeklestirilmistir (14.06.2011 tarihli Etik Kurul Karari: KOU HADYEK 6/4-
2011 e uygun olarak). Beynin oksipital (n=3) ve parictal (n=3) lob bolgelerinden olmak
iizere sercbral korteksten (n=6 toplam) yaklasik lem® doku par¢asi almarak RNA
1zolasyonu yapilmistir. Dokunun sigan beyninden alinip 1zolasyon yapilincaya kadarki
gecen siirede RNA™ nin yikimint engellemek i¢in. doku pargalari RNA stabilizasyon

stvist (RN Alater, Qiagen) ile birlikte buz i¢erisinde saklanmuistir.

Dokular. yumusak doku tipinde olduklarindan, bir pipet yardimiyla i¢inde
bulundugu soliisyonun igerisinde stspanse edildikten sonra Total RNA izolasyon Kkiti
(Roche) ile 2x10° hiicre 200 pL fosfat salin tamponunda (PBS. Gibco) igerisinde,
hiicreler siispanse edildikten sonra lizis tamponu cklenerck hiicrelerin par¢alanmasi ve
kolondan gecirilerck RNA’ nin kolona baglanmas: saglanmistir. DNaz enzimi ile DNA
kalntilarinin - oda  sicakhiginda  parcalanmasi  saglanmis  ve  yikanarak ortamdan
uzaklastirtlmistir. Iris tampon ¢ozeltist (0.1 mM, pH 7.5) icerisinde RNA” min ¢oziinmes:
saglanmigtir. RNA 1zolasyonu yapildiktan sonra 6rnegin safh@i ve Konsantrasyonu

Picodrop cihazimm yardimi ile 260 ve 280 nm’ de dl¢iilmustir.

cDNA scntezi i¢in Transcriptor High Fidelity ¢DNA Sentez Kiti (Roche)
kullamlmstir. En az 0,5 pg RNA 6rnegi kullanilarak ¢cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
Devaminda 6rnek igerisinde hedeflenen genin (firozin hidroksilaz-TH) varliginin tespiti

icin gene Ozel primler dizilimleriyle, Tag DNA polimeraz kullanilarak cogaltilmstir.
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3.2.  Gen Ekspresyonu Belirlenmesi (RT-PCR ve Real Time PCR)

TH geninin PCR 1le ¢ogaltilarak gen ifadesi gosterilmistir. TH gen izolasyonu
icin oksipital korteks kaynakli ¢cDNA’ lar kullanilarak genin tamami PCR ile
cogallmistir. PCR primerleri (fTH f / rTH r, Cizelge 3.1) tasarlanirken veri
tabanlarinda yer alan dizilimi kullanilmistir (GeneBank Acc. No: NM 012740). Veri
tabanindaki bilgilere gore enzimin geni baglangic kodonundan ilk stop kodona kadar olan
kismi 1497 baz uzunlugundadir. Primerler belirtilen uzunluktaki segmenti gogaltacak
sekilde tasarlanmigken ayni zamanda 5° ucuna da ek bélgeler eklenmistir (Cizelge 3.1).
Bu bolgeler, klonlama asamasinda ckspresyon vektortine belirli bir yonde girmesini
saglayacak. geni kesmeyen HindlIl (aagett) ve BamHI (ggatec) restriksiyon kesim
dizileridir. PCR ile TH geni rTH fve rTH r primerleri ile 6nce Tag-DNA ve sonra 3°-5°

ckzo-niikleaz (proof-reading) aktivitesine sahip DNA polimeraz ile ¢ogaltilmistir.

TH genine yonclik primerleri, dNTP ve Taq DNA polimeraz (Fermentas,
Vilnius. Litvanya) i¢eren karisim igerisine ¢cDNA  fragmanlar1 katilarak reaksiyon
baslatilmistir. 94°C/30 s, 60°C (TH geni primerlerine 6zgiin)/30 s, 72°C/90 s sicaklik
degerlerinde 30 dongii boyunca DNA fragmanlart ¢ogaltilmistir. Sonuglar %1 agaroz jel

tizerinde markor esliginde yuritilerek gosterilmistir.

TH geni klonlama amaciyla ¢ogaltilmadan 6nce hangi kaynagin bu cnzimi daha
iyt direttigini belirleyebilmek i¢in Real-time PCR yéntemi kullamilmustir. SYBR iceren
master soliisyonu ile rcaksiyon kurulmus ve Rcal-Time PCR cihazi (Lightcycler 480,
Roche) ile DNA pargalarmim ¢ogalmasi 6l¢tilmistir. Ekspresyon analizi igin TH802 /
THI1509 primerleri (Cizelge 3.1) kullamlmistir. Ornekler daha sonra melting-curve

analizi ile tek bant ¢cogalmasi gosterilmistir.



Cizelge 3.1. TH Geni Amplifikasyonu icin Tasarlanmig Primer Dizileri.

THS02 5’-GCTACCGAGAGGACAGCATC-3'

THI1509 S'-GGATCCTAAGCTAATGGCACTC-3'

rTH f 5-AAGCTTATGCCCACCCCCAGCG-3'

rTH r 5-GGATCCGCTAATGGCACTCAGTGCGTG-3'
rTH2 f S TACAAGCTTATGCCCACCCC -3

rTH2 r 5“GTGGATCCTTAGCTAATGGCACTCA-3'

TIL LP 60 5-AAGCTTGCCGTCTCAGAGC-3'

TH RP_1429 5-GGGCTGTCCAGTACGTCAAT-3'

*ATo qzil ntikTeotidler primerTer dizilimine cklenmiy restrikstyon enzimi Kesim bdTgesimt gostermekiedir.

Gen lzolasyonu, Vektor Tasarimi ve Sub-Klonlama

istenen boyutta DNA bandi goriildiikten sonra hata denetleyen (proof-reading)

DNA polimeraz ile ¢ogaltilip agaroz jel iizerinden kesilerek saflastiriimistir. Saflastirilan

DNA once Escherichia coli® de ¢ogaltilmast 1¢in PCR {irtint klonlama kiti ile uygun

vektore (pFLAG-CMV-3. Sigma) (Sekil 3.1 ) takilip kompotent bakteriye aktarilmistir.



pFLAG-CMV-3 (6.3 kb) S T=ro=C

=alll

CMV promoter hGH polyA

SV40 origin

f1 origin

N-Terminal
pFLAG-CMV

amp'’

pBR322 origin

Sekil 3.1. pFLAG-CMV Vektor tasarimi.

E.coli (XL-1) plazmid karisimi 15 dakika buzda bekletildikten sonra 42°C” de 90

s bekletilmis ve hemen buza alinarak iizerine LB besin ortami eklenmigtir ve 1 saat 37°C’

de inkiibe edildikten sonra ampisilin (Roche) igeren (50 pg/mL) LB agar iizerinde koloni

olusturmasi saglanmistir. Bakteriden plazmid izolasyonu i¢in PureLink Quick Plasmid

Miniprep Kiti (Invitrogen) kullamlmustir.
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Vektorden gen, BamHI ve Hindlll kesim enzimleri (Fermentas) yardimiyla
¢ikartilarak memeli ekspresyon vektor sistemine T4 DNA ligaz (Fermentas) ile 14°C” de
16 saat inkiibe edilerek takilmistir. Takilan genin yonu farkli kesim enzimleriyle (EcoRI,
Pstl) kesilerek ve boyut analizi ile kontrol edilmistir. Genin varligi ve yonii hem TH geni
1¢in tasarJanmis primerler hem de plazmid tizerindeki standart dizilim primerleri (CMV-

24 ve CMV-30) tle kontrol edilmistir.

3.4. sKI-MKH?’ lerin izolasyonu

sKI-MKH izolasyonu i¢in kullanilacak 220-250 g agirhginda Wistar albino tipi
1 adet disi sican (14.06.2011 tarihli Etik Kurul Karari: KOU HADYEK 6/4-2011 ‘e
uygun olarak) 50 mg/kg ketamin hidrokloriir ve 4 mg/kg ksilazin hidroklorit verilerek
anestezi altima sokulmus ve devamida dolasim sisteminden yiiksek miktarda kan
almarak canlida 6tenazi gergeklestirilmistir. Siganlarin femur-tibia kemikleri uygun steril
sartlarda ¢ikartilmigtir. Femur ve tibianin etrafindaki yumusak dokular ¢ikartildiktan
sonra %2 antibiyotik i¢eren (Penisilin/Streptomisin) Hank's Buffered Salt Solution
(HBSS, Gibco) igerisinde tasinmistir. Femur ve tibialarin kemik uglart makas ile
kestlmis, kanallardaki kemik 1ligi antibiyotikli besi yert igeren insilin enjektorii yardimi
ile santrifii) tiiplerine bosaltilmigtir. Pipet ile restispanse edilmig, 1300 rpm hizda 5 dk.
santrifiij edilmistir. Santrifij sonrasinda siipernatant uzaklastinlmig ve hiicre peleti
tizerme yikama islemi i¢in antibiyotikli besi yeri eklenmistir. 1300 rpm hizda 5 dk. tekrar
santrifuy cdilmis, santriftij sonrasmda sipernatant uzaklastirilmistir.  Hiicre  kiiltiir
kaplarma besi yeri, %10 FBS (Fctal Bovine Scrum), %1 Penisilin/Streptomisin
(Pen/Strep) igeren L-DMEM  (Dulbecco’s Modified Eagle’s Mcdium-Low  Glucose.
Gibco) cklendikten sonra ekim gergeklestirilmistir. 37°C. %5 CO> ve nemli ortamda

kiltire edilmistir.
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3.5. sKI-MKH Kiiltiirii

sKI-MKH kiiltiri %10 FBS, %! Pen/Strep igeren L-DMEM igerisinde
gerceklestirilmistir. Besi yeri eklendikten sonra 37 C., %5 CO, ve nemli ortamda kiiltiire
edilmistir. T75 flaskin tabani yaklasik %70 oraninda hiicreler ile kaplaninca (yaklasik
olarak 14-25. giinler arasinda) tripsinizasyon islemiyle yapisan hicreler kaldirilip
yeniden kiiltiire edilmistir ve bu 1lk pasaj (alt-kiiltiir) olarak dcgerlendirilmistir. Hiicre
sayimi Thoma Lami kullanilarak trypan bluc boyasi ile yapilmis ve 1-1.5X10° hiicre
olacak sckilde (1:3 veya 1:4) T75 kiiltir kaplarina (BD Bioscicnees) ckim yapilmustir.
Bu islemler iciincti pasaja kadar tekrarlanmis ve 3. pasajin sonunda elde edilen

hiicrelerin karakterizasyon ¢aligmasina baglanmistir.

3.6. sKIi-MKH’ lerin Karakterizasyonu

3.6.1. sKi-MKH’ lerin Akim Sitometri ile Karakterizasyonu

-

Cahsmada kullamlacak olan hiicreler 3. pasajin sonuna geldiginde akim
sitometri cihazi (BD Biosciences FACSCalibur) ile CellQuest yazihmi (BD Pharmingen)
kullanilarak uygun konjuge monoklonal antikorlar (CD45, CD29, CD90, CD54. CDI106.
MHC Simif I, MHC Smif I1) ve izotipleri i¢in karakterize edilmistir.

3.7. Gen Aktarimi (Elcktroporasyon)

sKI-MKII" lere TH geni aktarimi igin Neon Transfeksiyon Sistemi (MPKS5000,
Invitrogen) ve 10 pl Neon Kiti kullaniimistir. EndoFree Plazmid Maxi Kiti (Qiagen)
kullanilarak vektor saflastirilmis ve elde edilen yiiksek kalitede, endotoksin i¢ermeyen
plazmid DNA” s1 1 pg/ul konsantrasyonunda deiyonize su i¢erisinde ¢6ziilmiistiir. Elde

edilen plazmid ¢ézeltisi, 35 mm capindaki petri kabr icerisinde %60-70 sikihiga kadar
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cogaltilmis kok hiicrelerin bes yeri icerisine 2 ul verildi. 3 giin kiltir sonrasinda

hiicrelerin morfolojik degisimlert mikroskop altinda incelenmistir.

Aktarim basma 1x10° diisecek kadar hiicreler cogaltilmistir. Tripsin (0,25 %)
yardimiyla hiicreler kiiltiir kabmdan kaldirihp, Ca™  ve Mng icermeyen PBS iki kez
yikanmis ve “Resuspension Buffer R” tampon ¢ozeltisi ile son hiicre yogunlugu 1 ml
basma 10 hiicre olacak sekilde siispanse edilmistir. Aktarim parametreleri daha 6nceden
optimize cdildigi degerlere ayarlanmistir (kemik 1ligi icin 990 V, 40 ms). Steril 1.5 ml
mikro santrifiij tlpi iccrisine transfcksiyon basma 2 pg plazmid DNA® s1 ve
transfeksiyon basmna 10 ul hiicre kanstirilmistir. Neon transfer pipeti ile yavasga tip
icerisine 10 pl DNA-hiicre siispansiyonunun ¢ekilmis ve pipet istasyonu igerisine
yerlestirilmistir. Gen aktarilmmg hiicreler hizlica 6nceden sitilmis serum igeren besi
yerine aktarilmistir. Kiltiir kabt hicrelerin esit dagilmast i¢in daiwresel harcketlerle
karistirdlmustir. Hiicreler standart kosullarda ¢ogaltilmistir.

3

Transformasyon sonrasinin 3’ iincii giiniinde besi yeri degistirilerek besi yeri
tazelenmistir. Ancak bu noktadan itibaren sc¢i antibiyotik olan G418 (Gibco) cklenmistir.
Kalicr olarak gen ekspresyonu igin 5-6 hafia (3 pasaj) boyunca G418 (200 pg/ul) iceren

besin yerinde hiicreler antibiyotik direncine gore secilmistir.

Gen aktarimt  sonrasinda G418 antibiyotigi 1le  kalicr  (stabil)  hatlarin
olugturulmaya ¢ahsilmigtir. Transfeksiyon verimini takip edebilmek i¢in YFP geni igeren
plazmid (pGFP-N, ClonTech) 1:10 oraninda TH geni ile birlikte aktanldi. Bu hiicre hatti
protein salmmm analizlerinde kullamlmamis, sadece klonlama verimi ¢lgiimlerinde

kullanilmistur.

3.8.  Gen Transfeksiyon Verimi Ol¢iimii (Akim Sitometresi)

TH geni aktarihirken hicrelerin bir kismi ayni zamanda YFP geni ile ko-
transfekte edilmistir (10:]1 plazmid oranmda). Gen aktariminin verimliligi bu hiicre hatti
ile akim sitometresi kullanilarak §l¢ilmistir. 2x10° hiicre/200 pL PBS icerisinde

FACSCalibur (BD Biosciences) akim sitometre cihazi kullanilarak YFP hiicreler
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belirlenmistir. Kontrol olarak YFP geni icermeyen KI-MKH benzer sckilde hazirlanip ve

okunmustur. Veriler Cell Quest programi (BD Biosciences) ile hesaplanmustir.

3.9. TH-MKH-* lerin Kiiltiirii

TH geni transfekte edilmis TH-MKH kiiltiira %10 FBS, %1 Pen/Strep ve 200
pg/pul G418 igeren L-DMEM igerisinde gergeklestirilmistir. Besi yeri eklendikten sonra
37C. %S CO, ve nemli ortamda kiiltiire edilmistir. Gen transfeksiyonu  sonrasi
proliferasyon hizlar: artan hiicreler yaklasik 3 ila 5 giin i¢inde tripsinizasyon islemiyle
yapisan hiicreler kaldinlip yeniden kiiltiire hiicre sayini Thoma Lami kullanilarak trypan
blue boyasi ile yapilmis ve 1-1.5X10° hiicre olacak sekilde (1:3 veya 1:4) T75 kiiltiir

kaplarma (BD Biosciences) ekim yapilmigtir.

3.10. TH-MKH® lerin Karakterizasyonu

3.10.1. TH-MKH" lerin Akim Sitometri ile Karakerizasyonu

(Calbsmada kullanmilacak olan TH-MKH" ler 3. pasajin sonuna geldiginde hiicreler
akim sitometri cthazi (BD Biosciences FACSCalibur) ile CellQuest yazilimi (BD
Pharmingen) kullanilarak uygun konjuge monoklonal antikorlar (CD45, CD29. CD90.
CD54, CD106, MHC Class I. MHC Class II) ve izotiplert i¢in karakterize edilmistir.

3.10.2. Hiicre Siklusu Analizi

Hiicre siklusu deneylerinde sKi-MKH ve TH-MKH hatlar1 karsilastirilnustur.
Kontrol olarak, si¢an periferal kan mononiikleer hiicreleri kullamlmistir. Deney
CycleTEST PLUS DNA Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz i¢in ModFit LT

yazilim kullantimistir.



3.10.3. Norojenik Belirtecler A¢isindan Immiinfloresan Karakterizasyon

TH-MKH" ler nérojenik belirtegleri degerlendirmek tizere 1x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. %10 FBS, %1 Pen/Strep ve
200 pg/uLl G418 iceren L-DMEM besi yerinde kiltire edildikten sonra uygun
konfluensiye ulastiklarmda  immunfluorcsans  ¢alismalar  igin  sc¢ilmis  norojenik
belirteglert (Nestin, c-Fos, GFAP, B-Tubulin, NF, 33-Tubulin, BDNF, CNTF, FLAG-M2,

TH) ile boyanarak gorantiilenmistir.

3.11.  Farkhilastirma Cahsmalari

3.11.1. Osteojenik Farkhilastirma

TH-MKH" leri osteojenik farklilastirmaya yonlendirmek icin hiicreler 1x10°
hiicre/kuyucuk  olacak sckilde 6 kuyucuklu hiicre kiltir kaplanina ekilmistir. Uygun
konfluensiye eristiginde hiicreler (yaklasik ckimden 48 saat sonra) %10 FBS,
Deksametazon (l()’x M), B-Gliserofosfat (10 mM). Askorbik Asit (50 ug/ml), %]l
Pen/Strep igeren L-DMEM besi yerinde yaklasik 25 giin bekletilmigtir. Her 2 giinde bir
kiiltiir ortamu degistirilerck morfolojik degismeler zit-faz mikroskopta takip cdilmistir.
Kontrol olarak, ¢s zamanl ckilen %10 FBS, %]1 Pen/Strep i¢eren L-DMEM besi yeri ilc

kiiltire edilmig hicreler kultaniimustir.

Kemik hiicrelerine yonlendirilen hiicreler yaklagik 25 giin sonra morfolojik
gozlemlerle kalsiyum nodillerinin varhgr belirlenmistir. Bu - gézlemlerin sonunda
hiicreler %707 lik alkol ile 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edilerck fikse edilmistir. Fiksasyonu
takiben, distile su igersinde %2 Alizarin Red-S (Fluka) olacak sckilde Alizarin Red-S
¢ozeltist hazirlanmistir. Boyanm pH™ s14.0-4.3 olarak ayarlanmigtir. Bu boya ile hiicreler
45 saniye inkiibe edilmistir. Osteojenik farklilastirmanin varligi Alizerin Red-S boyasmin

kalsiyum nodiillerini boyamasi ile belirlenmistir.
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3.11.2. Adipojenik Farkhlastirma

TH-MKH"* leri adipojenik farklilagtrmaya yonlendirmek i¢in hiicreler 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiltiir kaplarina ekilmistir. Hiicreler
uygun konfluensiye erigtiginde (yaklasik ckimden 48 saat sonra) %10 FBS, indometacin
(200 pM), insilin (10 pg/mL), 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (0.5 mM),
deksametazon (10° M) ve %1 Pen/Strep iceren L-DMEM besi yerinde yaklagik 20 giin
bekletilmistir. Kontrol olarak, es zamanlt ekilen %10 FBS, %1 Pen/Strep iceren L-

DMLEM besi yerti ile kiiltiire edilmis hiicreler kullanibmistir.

Adipositlere yonlendirilen hiicreler %4 Paratormaldehit (PFA. Merck) ile 15 dk.
oda sisinda inkiibc cdilmistir. Ardindan sirastyla PBS ve distile su ile yikanan cam slayt
lizerindeki hiicreler son olarak %60 2-propanol (Sigma-Aldrich) ile 5 dk. oda 1sisinda
inkiibasyona brrakilarak fiksasyon islemi tamamlanmigtir. Fiksasyondan sonra,
isopropanol ile Oil Red O (Sigma-Aldrich) 1:3 oranminda kanigtinlarak stok soliisyon
olusturulmustur. Ardindan stok solisyon ile distile su 3:2 oraninda kanstirilarak,
hiicrelerle yaklasik Isaat boyunca 37°C” de inkiibe edilmistir. Boylece, yag vezikiillerinin

varligr O1l Red O boyasi ile boyanarak adipojenik farkhilagsma belirlenmistir.

3.11.3. Norojenik Farkhlastirma

TH-MKH" leri nérojenik farkhlastirmaya yonlendirmek icin hicreler 1x10°
hticre/kuyucuk olacak sckilde 6 kuyucuklu hiicre kiltiir kaplarina ckilmistir. Hiicre uygun
konfluensiye eristiginde (yaklasik ekimden 48 saat sonra), b-FGF (basic fibroblast growth
factor) (10 ng/ml), -wsobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (0.5 mM), %10 Necurocult NSA
(Stem Cell Technologies). EGF (cpidermal growth factor) (10 ng/ml) ve %1 Pen/Strep
igeren L-DMEM  besi yerinde 20 saat. 30 saat, 10 gin olmak tizere cesitli zaman

araliklarinda farklilasmaya birakilmistir.
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Kontrol olarak, es zamanli ekilen %10 FBS, %1 Pen/Strep i¢eren L-DMEM besi
yeri ile kiltire edilmis hiicreler kullanmilmistir. Ek olarak, TH-MKH’ lcrin yaninda
kontrol olarak sKi-MKH’ ler ayni sartlar altinda norojenik farklilastrmaya alinarak TH-

MKH ile olan farkl ifadeler incelenmistir.

Norojenik farklilasmaya yonlendirilen htcreler oncelikle PBS ile iki defa
yikandi. Yikama islemlerini takiben hiicreler Metanol ile 10 dk. -20°C* dc fikse
cdilmistir. Fiksasyon sonrast uygun antikorlar kullanilarak imminfloresan boyamalar:

gergeklestiriimistir.

3.11.4. immiin Boyamalar

Hiicreler saf metanol ile fikse edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1,5 blok serum
iceren PBS™ de 30 dk. inkibe edilmistir ve Antikor Diluent ile uygun oranlarinda diliie
edilen primer antikorlar eklenerck oda sicakhgmda 2 saat sureyle inkiibe bekletilmistir.
PBS ile 3 kere 2 dk. yikama isleminden sonra immuntloresans ¢aligmalar i¢in uygun
floresan (FITC, TR) isarcthi sekonder antikorla oda sicakhgmda 30 dk. inkiibe edilmis.
son asama niiklcer boya (DAPI) iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting) ilc
kapatilmistir.  Floresan mikroskopta (Leica DMI 4000B Microsystems) incelenerek

fotograflanmustar.

3.12. Siirekli Kiiltiir Sisteminin Kurulmasi

Sistem. siirckli akan best yert. sivinin pH™ sioistenen degerde tutan sabit
havalandirma ve 37°C* de 1s1y1 sabitleyen birtakim diizencklerden olusmaktadir (Sekil
3.2). MKH* m bu sistemde kullanilabilmesi igin 6nceden kolajen tip-1 ile kaplanmis
PMMA  (poli-metil-metakrilat) veya borashikat kiirecikler tzerine tutuklanmalar:
saglanmistir. Sisteme enjekte edilen havanin kompozisyonu su sekildedir: %95 hava ve

%5 CO- (0.1 MPa, 20°C). Sistem kapali bir devre olup kolon basinct (1 atm) sabittir.
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Sistem igerisinde kullanilacak besi yeri kompozisyonu duragan (statik) kiltiir ile
Ozdestir. Sadece kopilirmeyi engelleyen (anti-foaming) F-68 (%0.05) kiiltir eklentisi
karigtima eklenmistir.  Bu kimyasal ile rezervuar igerisindeki havalandirmadan

kaynaklanan kdpilirmenin kimsen oniine gecilmistir.

Reaktor sirasinda kullanilan kiirecikler 6nce iki kez PBS, ii¢ kez %70 etanol ve 3
kez PBS ile yikanmiglardir. Hiicre tutunmasi igin uygun ortami saglamak igin yiizeyler
kolajen tip-1 (Bovine, Sigma) ile kaplanmistir. Kaplama sonrasinda yiizeylerin protein
miktar1 BCA metoduyla 6lgiilmiistiir. Reaktor oncesinde hiicreler (1x10°) 16-24 saat

oncesinde kolajen kapli kiirecikler ile inkiibe edilmistir.

N

/

N

Sekil 3.2. MKH i¢in siirekli kiiltiir sisteminin semasi. A- Filtre (0.2 pm), B- Rezervuar,
C- Isitic1 tabla, D- Peristaltik pompa, E- Isitic1 gomlek, F- Dolgulu kolon.

3.13. Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi (ELIZA)

TH enziminin miktari ELIZA kiti kullamlarak olgiilmiigtiir (Rat tyrosine
hydroxylase ELIZA Kit, USCN Life Science Inc.).
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Besi yerine salgilanan TH miktar1 6lgmek i¢in 200 pL sivi kiiltir sivisi alinarak
biitiin 6rnckler toplanincaya kadar -80°C °de saklanmustir. Olgiim éncesinde biitiin sivilar
oda sicakhgma getirildikten sonra her o6mnekten 100 pL sivi alinarak ELIZA
kuyucuklarina cklenmistir. iki saat boyunca 37°C’ de inkiibe edildikten sonra kit ile
birlikte gelen Detection Reagent A kangimindan 100 pL cklenmistir. Inkiibasyon
sonrasinda (1 saat 37°C’ de) kuyucular yikama soliisyonu (Washing Buffer) ile 3 defa
yikandi. Her kuyucuga 100 pl. Detection Reagent B cklendikten sonra 37°C” de 30 dk.
bekletilmistir. Yikama asamast ayni ¢ozcelti ile 5 kez tekrarlandiktan sonra ortama 90 plL
substrat soliisyonu cklenmis ve 20 dk. inkiibasyon sonrasinda reaksiyon asidik soliisyon
(Stop Reagent) ile durdurularak spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda absorbans
oletlmistiir. Olgiimler her 6rnek i¢in ii¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen degerler EXCEL
ortaminda standart Ol¢timler ile kargilagtirlarak enzim miktart hesaplanmistir. TH
standard1 hesaplamasr igin kit ilec birlikte gelen 40 ng TH enzimi dilisyon tampon
¢ozeltisi kullaniimigtir. 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1,25 ng/mL, 0.625 ng/mL, 0,312
ng/mL ve 0,156 ng/mL standartlar1 hazirlanarak absorbans degerlerine karsilik standart
dogru olusturulmugtur. Kitin hassasiyet degeri en az 0,057 ng/mlL olarak iiretici firma

tarafindan vertlmigtir. Uriin ile ilgili olarak gapraz reaksiyon belirtilmemistir.

3.14. Western Blot Yéntemi

Hicrelerin proteinleri M-PER lizis ¢ozeltisi (Thermo Scientific) ile izole
cdilmistir. Bu asamada kiltir kabina yapisik hiicreler mekanik olarak &zel hiicre
kaziyicilariyla kaldmilms ve PBS tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Lizis tamponu ve
proteaz inhibitérd eklenerck hiicrelerin parcalanmast saglanmistir. Santriftij asamasi
(13000 g. 15 dk.) sonrasi proteimnler yikleme tamponu ile karistirlmis ve 2 dk.
kaynatilmistir. %]12' lik poliakrilamid jele proteinler yiiklenmig ve 180 V gerilimde
clektroforez yardimiyla molckiiler agirhiklarma gore ayristinilmistir.  SDS-PAGE
uygulandiktan sonra, elektro-blotting yontemiyle proteinler bir membrana aktarilmistir
(iBlot Nitrosellilloz, Invitrogen). Daha sonra ¢esithi soliisyonlarla isleme tabi tutulan
membrandaki proteinlere TH’ a 6zgiin antikorlar baglanmistir. Bu antikora 6zgiin HRP

(Horse Radish Peroxidase) 1saretli sekonder antikorla muamele edilmis ve son asamada
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substrat yardimiyla gortintiileme cihazinda bu kimyasal 1s1ldama (kemiliiminesans) tespit
cdilmigtir.  BenchMark Pre-Stained Protein  Ladder (Life Technologics) belirteg

kullanilarak proteinin varligi ve boyutu kesinlesmistir (EK3).

3.15. Notralizasyon Deneyi

Aktarilan TH geninin proliferasyona olan ctkisini gézlemlemek i¢cin TH-MKH
kiltir ortaminda var olan TH protein diizeyinde nétralize etmek amaciyla notralizasyon
deneyr diizenlenmistir. TH nétralizasyonu i¢in TH-MKH besi yerine 0.2 pg/ ml TH
antikoru eklenerek kiltiir devam ettirilmigtir. Bu besi yerindeki hiicrelerle ardisik 3 giin

icin WST-1 boyamasi gergeklestiriimistir.

3.16. WST-1 Boyamasi

Notralizasyon deneyi analizi i¢in yapilan WST-1 boyamasinda hiicre sayisin
belirlenirken WST-1 soliisyonu (Roche) kullanilmigtir. Deney diizencegi 96 kuyucuklu
kiiltiir kabinda gergeklestirilmistir. Deneyde: deney grubu (notralizasyon uygulanmis TH-
MKH) ve kontrol gruplart (nétralizasyon uygulanmanus TH-MKH ve noétralizasyon
uygulanmamis MKH ) kullanilmistir. Kaltiir ortamina 1:10 oraninda WST-1 soliisyonu
eklenerek 2 saat 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda inkiibe edilmistir. Siire sonunda
kuyucuklar icerisindeki sivilarin 480 nm dalga boyunda absorbans degerleri dlciilmistiir.
Elde edilen degerler ile absorbansa karsi hiicrelerin standart egrisi belirlenercek biiytime

hiz1 hesaplanmistir.



3.17. Real-Time PCR Deneyleri

TH gent igeren MKH ile bu geni icermeyen MKH’ lerin ekspresyon profillerini
karsilastirmak amach gen ifadelerinin  sayisal degeri icin Real Time PCR
gerceklestirilmistir. Deneyde SYBR Green-SABioscience RT * Profiler'™ PCR Array
(Qiagen) master soliisyonu ile reaksiyon kurulmus ve Real-Time PCR cihazi (Lightcycler
480, Roche) ile DNA pargalarinin ¢ogalmasi lgiilmistiir. Ornekler daha sonra melting-

curve analizi ile tek bant cogalmasi gosterilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Tirozin Hidroksilaz Geninin izolasyonu

4.1.1. RNA lIzolasyonu ve cDNA Sentezi

Sican beyin korteks dokusunun oksipital ve parietal bolgest olmak tizere iki ayri
bolgeden RNA izolasyonu yapilmistir (Sekil 4.1). Her iki bolgeden de yaklagik 1 cm’

ornck ahnarak izolasyon gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.1. Sican beyin korteks dokusu bélgeleri(http://media.wiley.com/CurrentProtocols)
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Izole edilmis orneklerin safliklar1 6lgiilmiis ve oksipital korteks i¢in 73,2 ng/uL

(A260280=1.995); parietal korteks i¢in 73,2 ng/uL (Aze0280=1.941) olarak belirlenmistir.

4.1.2. Gen ifadesinin Belirlenmesi (RT-PCR ve Real Time PCR)

TH geni klonlama amaciyla ¢ogaltilmadan 6nce hangi kaynagin bu enzimi daha
iy1 urettigini belirleyebilmek i¢in kullanilan Real-time PCR yéntemi ile &l¢iim
sonuglarinin hesaplanmasi sonrasinda oksipital korteks bolgesi ile parietal korteks bolgesi

TH geninin ifadesi agisindan karsilastirilmisgtir.

5 Tirozin Hidroksilaz Ekspresyonu ( \ \C,)

S 4

x

c

o

o 3

£

a 2

=4

[«

>

3

a 1

L

i N
0 3

oksipital korteks parietal korteks

Sekil 4.2. Farkli serebral korteks bolgelerinde TH ekspresyon analizi.

TH her iki dokuda ifade edilse de oksipital korteks bélgesi TH genini yaklagik 5
kat daha fazla ifade etmekte oldugu goriilmistiir. Real-Time PCR deneyinde HPRT
(hypoxanthine phosphoribosyl-transferase) geni standart olarak kullanilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. TH geni amplifikasyonu. M- Belirteg, 1-Oksipital Korteks, 2-Parictal Korteks,
3-Negatif Kontrol.

TH geni oksipital (1) ve parietal (2) korteksten elde edilmis ve ¢cDNA' lar
kullantlarak PCR™ da rTH f ve rTH r primerleri ¢cogaltilnustir. Reaksiyon sonrasinda her
iki kaynaktan yaklasik 1500 baz uzunlugunda DNA clde edilmistir. Negatif kontrol (3)
reaksiyonu hazirlanirken ortama ¢DNA eklenmemistir (Sekil 4.3). Ornckler %1 lik
agaroz jel tzerinde yiritilmis olup boyut igin DNA belirtect (1 kb plus, GeneRuler.

Fermentas) ile karsilastirilmistir,

4.1.3. Gen Izolasyonu, Vektor Tasarimi ve Sub-Klonlama

Elde edilen kolonilerden rastgele segilerek vektoriin TH genini tasidigr PCR ile
gosterilmistir (Sekil 4.4). DNA inserti igermeyen plazmidler pCR-Blunt-1I vektori
tizerinde bulunan ccdB apoptotik geni sayesinde koloni olusumunu engellerken (pozitif
secim) ortamdaki antibiyotik kokteyll plazmid igermeyen E.coli’ lerin ¢ogalmasini

Onlemistir (negatif secim).
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Sekil 4.4. Sccilen £ .coli kolonilerinden 1zole edilen plazmidlerin TH geni tasidiklarinin
PCR ile belirlenmesi. Plazmid (1-4), negatif kontrol (-) ve pozitif kontrol (+). M- DNA
markorid (1 kb plus, GeneRuler, Fermentas). Sekilde goriillen 1. ve 4. siitundaki
fragmanlar ayni reaksiyondan alinmis olup boyutlarinin aynt oldugunu géstermek icin
tekrar yiiklenmistir.

Gerekli optimizasyon ayarlarindan sonra PCR (T 4p=55°C: Mg‘2:2.5 mM) 1le
tek bant Grini edilmistir (Sekil 4.5).



<31500baz

1500 baz =»2"

Sekil 4.5. TH geni tagima olasihgr yiksek plazmidlerin rTH2 f ve rTH2 r primerleri ile
PCR' da cogaltilmasi. Dizilim analizi oncesi plazmidler (n—=3) yeni bir primer seti ile
amplifiyc cdilerck vektoriin tek bant icerdigi gosterilmistir. M- DNA belirteci (1 kb plus,
GeneRuler, Fermentas)

Dizilim (sckans) analizi i¢in saflastirilan {i¢ plazmid analize uygun miktar ve
saflikta hazirlanarak lontek Ltd. Sti.” ne (Istanbul) génderilmis olup dizilim analizi,
evrensel sekanslama primerleri M13 _{ (CMV-30) ve MI13 r (CMV-24) primerleri ile
gerceklestirilmistir. TH geni yaklagik 1500 baz ¢ifti uzunlugu ile sekanslama yonteminin
kisitlamalarindan dolayr tek okumada dizilim elde edilememigtir. Batin diziyi okumak
icin genl igeriden genin ortasma baglanarak ¢ogaltacak iki primer. TH LP_60 ve
TH RP 1429 (Cizelge 3.1) kullaniimigtir. Ug plazmid dort farkh primer kullanilarak
analiz edilmistir. Sonuglar daha sonra tek bir dizilim verecck sekilde birlestirildikten
sonra ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) programi kullanarak bilgi
tabanindakt dizilimle (NM 012740 / Rattus norvegicus tyrosine hydroxylase) hem

niiklcotid hem de aminoasit diizeyinde karsilastiriimistir (EK1 ve EK2).

Niikleotid dizileri karsilastinldiginda plazmidler tizerindeki genlerin TH oldugu
anlagimistir. Dizinin veri tabanindaki dizilim ile %99 oraninda ayni oldugu program
tarafindan hesaplanmis olup ti¢ noktada mutasyon goriilmiis olup. ekspresyon vektoriine
uygun bir sekilde durdurucu kodon (TTA) bilingli olarak GGA olarak primer {izerinde
degistirilmistir (1495.-1496. baz). Ancak, diger 1ki mutasyon (507. baz. A-G; 1073. baz,
G-C) rastgele olup biiyiik olasilikla DNA polimerazin aktivitesinden kaynaklanmaktadir.

Bu mutasyonlardan ilki peptit dizisi {izerinde herhangi bir ctkisi olmazken ikinci



mutasyon 358. aminoasit glisini(G) alanine(A) ¢cevirmistir (G358A). Bu degisimin enzim
aktivitesi tizerinde belirgin bir ctkinin olmasi beklenmemektedir. Aminoasit dizi veri

tabanindaki dizi ile %99 oraninda benzerlik gostermektedir (EK2).

TH geninin baglanma yoniinin dogrulu igin iki yontem kullamlmustir. [iki,
EcoRI ve Pstl kesim enzimlerini kullanarak plazmid tizerinden istenen boyutta parcalarin
¢tkmasma bakilmistir. 500 bp ve 1300 bp boyutlarinda bantlar goriilmiistir. Ikinci
yontemde olarak PCR yontemi kullanilmustir. DNA parcast ¢ogaltilmasi i¢in gerekli
primerlerden biri TH geni tizerine baglanirken bir digeri de vektér iizerine baglanmustir.
DNA  polimerizasyonu yoni olan bir reaksiyon oldugundan dogru baglanti DNA
fragmani ¢ogalmasi ile kendisini gostermistir. Kullanilan primer ¢iftleri CMV30 ile TH r

lle CMV24 ile TH fscklindedir.

4.2.  sKI-MKH’ lerin izolasyonu

Sicanlarin femur-tibia kemiklert uygun steril sartlarda ¢ikartildiktan sonra kemik
uglarinin kesilerek ve uygun yontemle KI-MKH izolasyonu gergeklestirilmistir (Sekil

4.6).



Sekil 4.6. Sican femur ve tibialarin kemik ug¢larinin makas ile kesimi.

4.3. sKi-MKH’ lerin Kiiltiirii

Sican kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicreler uygun sartlarda

kiiltiire edilmigtir. Morfolojik takipleri zit-faz mikroskopi ile yapilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. sKI-MKH’ lerin 3. pasajda morfolojik goriintiileri izlenmektedir (Bar
cubuklari: A- 200 um, B- 100 pm).
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Ugiincii pasaj sonuna gelen sKi-MKH lar cesitli karakterizasyon deneylerine
hazir hale getirilmistir.

4.4. sKI-MKH’ lerin Karakterizasyonu
4.4.2. sKI-MKH’ lerin Akim Sitometri ile Karakterizasyonu
Yapilan akim sitometri analizi sonucunda sKI-MKI1* lerin yiizey belirteci olarak

CD 29, CD 90, CD 54 yoniinden pozitif, MHC Smif I yoniinden disik pozitif, CD 45,
CD 106 ve MHC Smif I agisindan negatif olduklari gosterilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. sKI-MKH" lerin akim sitometri yontemi ile yiizey belirte¢lerinin analizi. CD
29, CD 90, CD 54 yoniinden pozitif, MHC Sinif 1 yoniinden diisiik pozitif, CD 45, CD
106 ve MHC Sinif I agisindan negatif olduklart izlenmektedir.

4.5. Gen Aktarimi (Elektroporasyon)

Plazmid igerisinde TH geninin varhigi ve yoni kesinlestikten sonra pCMV3

vektorii icerisindeki TH geni ile birlikte sKI-MKH igerisine aktarilmistir.
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Aktarim Oncesinde plazmid, endotoksinleri ortamdan uzaklastiracak izolasyon
kiti ile saflastinlmig ve plazmid hiicre kiltiira ortamina eklenerek hiicreler iizerinde
toksik ctkiye yol agmadigi gosterilmistir. Gen aktarimindan 5 giin sonra immiin
boyamaya gerek kalmadan alinan goriintillerde 6len hiicrelerin yaninda yesil 151k veren

hiicreler goriinmektedir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Transformasyon sonrasinda sKi-MKH’ ler, 6len hiicrelerin yaninda yesil 151k

veren hiicreler olarak (YFP') izlenmektedir (Bar ¢ubugu: 200 um).

TH geni (TH-pCMV-3) ile YFP (pYFP-N) geni ayn1 anda hiicreye aktarilmigtir
(ko-transfeksiyon). Se¢im asamasi devam ederken YFP ifade eden hiicreler (yesil) ayni
zamanda TH proteini de ifade etmektedir. Goriintl, hiticreler kiiltir ortamindayken

floresan mikroskobu altinda alinmustir.
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4.6. Gen Transfeksiyon Verimi Ol¢iimii (Akim Sitometresi)

Hiicrelerdeki farkl 1s1ima miktarlar1 gen kopya sayilan ile dogru orantilidir. Bu
hiicrelerin kiltiirine G418 igeren L-DMEM ortaminda devam edilmis ve 3. pasajin
sonuna gelindiginde hiicreler YFP' hiicre oranlari i¢in akim sitometresinde incelenmistir.
Hiicre sayimlart sonucunda bu hiicrelerin %92.09 + 5.88° sinin YFP™ olduklar:

bulunmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Akim sitometresinde YFP' hiicrelerin sayilmasi. YFP' hiicreler FL1 (525 nm

—yesil) okumasi ile sayilart belirlenip toplam hiicre sayim (FL2) igerisinde %92.09 +
5.88’ inin yesil floresan 1gumasi oldugu hesaplanmgtir.

4.7. TH-MKH’ lerin Kiiltiirii

Elektroporasyon yoéntemi ile TH gen aktarimi gergeklestirilmis sKI-MKH® lerin
morfolojik olarak takibi gerceklestirilmistir. Morfoloji bakimindan normal MKH’ leri
andirsalar da daha ags1 yapida ¢ogalma egiliminde ve daha sik1 temas halide olduklar

gozlemlenmistir (Sekil 4.11).
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CD 106 ve MHC Smif II agisindan negatif olduklar1 gosterilmistir
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Sekil 4.12. TH-MKH’ lerin akim sitometri yontemi ile ylizey belirteclerinin analizi. CD
29, CD 90, CD 54 yoniinden pozitif, MHC Smif I yoniinden diisiik pozitif, CD 45, CD
106 ve MHC Simif Il agisindan negatif olduklari izlenmektedir.
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4.8.2. Hiicre Siklusu Analizi

TH-MKH’ ler igin hiicre siklusu analizi yapilmis ve analiz sonucu grafikle

gosterilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. TH-MKH hiicre siklusu analizi.

sKI-MKH ve TH-MKH hiicre sikluslarii karsilastirmak amacli analizler

yapilmistir. Her iki hiicre hattinin hiicre siklus analiz sonuglari karsilastirmah olarak

verilmistir (Cizelge 4.1).

45



Cizelge 4.1. sKI-MKH ve TH-MKH hiicre siklusu analiz bulgularmmn karsilastiriimasi.

sKI-MKH | THVKH
Gl 7723 53¢
G2 ¢ o 8,00 6.08
S 14.77 o

4.9. Farkhilastirma Cahismalan

4.9.1. Osteojenik Farklilastirma

Ostcojenik farkhilastirma amaglht hiicreler osteojenik farklilasma besi yerinde
yaklagik 25 giin inkiibe edilmistir ve bu inkiibasyon sonrasi Alizarin-Red-S boyamast ilc
kalsiyum nodiillerinin - varhgi gosterilmigtir.  Gergeklesen  osteojenik  farkhilasmanin
killtirin tamaminda var oldugunu gostermek amagli boyama sonuglari mikroskopi

goruntiistiniin yaninda makro olarak da gostertlmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. TH-MKH’ lerin kemik yonde farklilasmasinin gorintiisii. A-C- Kontrol, B-D
Osteojenik farklilasma besi yeri ile kemik farkhilagmasma alinmis kalsiyum nodiillerinin
Alizarin-Red S ile boyanma sonrasi goriintiileri izlenmektedir.

Kalsiyum nodiillerinin boyanmasinin sonucunda zit-faz mikroskobik inceleme
sonuglarimizda da Alizarin-Red S ile boyannus kemik nodiilleri izlenmistir (Sekil. 4.15.
C ve D). Herhangi bir farklilasma besi yeri uygulanmayan TH-MKH’ lerde ise kalsiyum
fosfat nodiilleri biriktirmedigi ve dolayisiyla da Alizarin Red boyasi ile pozitif reaksiyon

vermedi@i tespit cdilmigtir (Sekil. 4.15. A ve B).
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Sekil 4.15. TH-MKH kemik yonde farklhilasmasi. A-B- Kontrol, C-D- Osteojenik
farklilasma besi yerinde kemik farkhlagsmasina alinmis kalsiyum nodiillerinin boyanma
sonrasi goriintiileri izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A-C- 200 pum, B-D- 100 um).

4.9.2. Adipojenik Farkhlastirma
TH-MKH’ ler1 adipositlere yonlendirmek i¢in alinan adipojenik farklilasma

ortaminda yaklasik 20 giin sonunda mortfolojik olarak degisimler gézlenmistir (Sekil

4.16).
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Sekil 4.16. TH-MKH adipojenik farklilastirmasinin zit-faz mikroskopide goriintiilenmesi.
A- Kontrol, B-C- Adipojenik farklilagma besi yerinde adipositlere yonlendirilmis TH-
MKH" lerin morfolojik goriintiileri izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A- 100 pm, B- 50 pm,
C- 20 pum).

TH-MKH" lerin 20 giinlik adipojenik farkhlagma besi yeri ile inkiibasyonu
sonunda sabitlenerek Oil Red O boyasi ile boyandiginda, deney grubunda olusan yag
vezikiillerinin Oil Red O boyasi ile reaksiyona girerck kirmmizi renk verdigi, herhangi bir

farklilasma besi yeri uygulanmayan TH-MKH’ lerin isc adipojenik farklilasma yoluna

gitmedigi ve dolayisiyla Oil Red O boyasi ile pozitif reaksiyon vermedigi goriilmiistiir

(Sekil 4.17).

Sekil 4.17. TH-MKH adipojenik farklilastirmasinin Oil Red O boyasi ile boyanmasinm
immiinfloresan mikroskopisi ile goriintiileri. A- Kontrol, B- TH-MKH adipojenik
farklilagsma (Bar ¢ubuklar:: A-B- 50 um).
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4.9.3. Norojenik Farkhlastirma

TH- MKH’ ler 20.saat, 30.saat ve 10. giin olmak iizerc farkli siirelerde nérojenik
farkhlagtirmaya almmustir. 30 saatlik inkiibasyon sonucunda en verimli nérojenik
farklilagma elde edilmis olup morfolojik olarak takibi gerceklestirilmistir. 30 saat
sonunda TH-MKH’ lerin néron benzeri hiicrelere farklilastign gozlemlenmistir (Sekil

4.18).

Sekil 4.18. TH-MKH’ lerin norojenik farklilagma besi yerinde 30 saat inkiibasyon sonrasi
zit-faz mikroskopta morfolojik goriintiileri. A- TH-MKH Kontrol. B-C-D- 30 saatlik
ndrojenik farklilasma (Bar ¢ubuklari: A- 200 pm, B- 100 pm, C- 50 um, D- 20 um).
Farklilagmaya alinnug norojenik farklilasma besi yerinde 30 saat inkiibe edilmis TH-
MKH?’ lerin néron benzeri hiicrelere doniistiikleri izlenmektedir.

TH-MKH’ ler farklilastirmaya alinmadan once normal kiiltiir besi yerinde

biiyttiilmiis olup kontrol olarak nérojenik belirte¢ paneli i¢in karakterize edilmistir.
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Gergeklestirilmis olan karakterizasyon panelinde Nestin, c-Fos, GFAP, B-
Tubulin, NF, TUBB3 antikorlar1 ile immiin boyama gergeklestirilmistir.

Sekil 4.19. TH-MKH’ lerin néral belirtegler i¢in immiinohistokimyasal boyamalarinin
sonuglar1 (Bar Cubuklari: A-L- 50 pm). TH-MKH" ler Nestin (B, D), GFAP (F, H) ve
TUBB3 (K, L) i¢in pozitif reaksiyon verirken c-Fos (C), B-Tubulin (G) ve NF (J) i¢in
negatif reaksiyon verdikleri izlenmektedir.



Yapilan bu norojenik belirteg esash karakterizasyon immiin boyamasinda TH-
MKH’ ler i¢in Nestin, GFAP ve TUBB3 ifadcleri gozlenirken; c¢-Fos, B-Tubulin, NF,

ifadeleri gozlenmemistir (Sekil 4.19).

Farkli siireler i¢in alinan nérojenik farkhlastirmalar sonrasi rekombinant DNA
tcknolojilerinde  sik¢a  kullamilan flizyon proteini FLAG antikoru ile boyama
gergeklestiriimistir. TH geninin basaril tiim transfcksiyonlarinda FLAG antikoru ifadesi

beklenmektedir.
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Sekil 4.20. TH-MKH" lerin 10. giin, 30. saat ve 20. saattc nérojenik farklilagtirma
kosullar1 altinda FLAG antikoru ile immiin boyamasmin floresan mikroskopi ile
gorintilenmesi. A-C, G-1, M-O- Kontrol. D-F- 10 giin nérojenik farklhilastirma. J-K- 30
saatlik norojenik farklilastirma. P-S-20 saatlik norojenik farklilagtirma (Bar Cubuklar::
A-S-50 um).
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Norojenik farklilasma besi yerinde inkiibe edilen TH-MKH’ lerde 10. giinde
(Sekil 4.20. A-F), 30. saat (Sekil 4.20. G-L) ve 20. saat (Sekil 4-20. M-S), FLLAG ifadesi
gozlenmistir. FLAG ifadesinin her i¢ durumda da pozitif oldugu saptanmistir. Kontrol
grubu olarak norojenik farklilastrmaya alinmayan TH-MKH’ ler kullaniimistir (Sekil
4.20. A-C, G-I, M-0).

Norojenik farklilagsma alinan TH-MKH® ler i¢cin nérojenik belirte¢lerden olan
GFAP (Glal fibrillary acidic protein), B-Tubulin, Nestin ve c¢-Fos antikorlar ile

immiinfloresan boyama gerceklestirilmistir.

Norojenik farklilasma besi yerinde kiibe edilen TH-MKH’ lerde 10. giinde
(Sekil 4.21. A-H), 30. saat (Sekil 4.21. I-P) ve 20. saat (Sekil 4.21. R-Z), GFAP ve B-
Tubulin ifadclerine bakilmigtir. Sonug olarak GFAP (Sekil 4.21. B, D,F, H, J, L., N, P, S,
U, V, Z) pozitif rcaksiyon verirken, B-Tubulin (Sekil 4.21. C, G, K, T, Y) i¢in ncgatif
reaksiyon verdikleri gézlenmektedir. Sadece 30 saat norojenik farkhlastirma grubunda f3-
Tubulin (Sekil 4.21. O, P) pozitif reaksiyon verdigi gézlemlenmektedir. Kontrol grubu

olarak ndrojenik farkhlagtirmaya alimmayan TH-MKH" ler kullanmilmistir.
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DAPI GFAP BTUBUUN

-
.
Sekil 4.21. TH-MKH’ lerin 10. giin, 30. saat ve 20. saatte norojenik farklilastirma
kosullar1 altinda GFAP ve [-Tubulin antikoru ile immiin boyamasmm floresan
mikroskopi ile goriintilenmesi. A-D, I-L, R-U- Kontrol. E-H- 10 giin nérojenik

farklhilagtirma. M-P- 30 saatlik norojenik farklikastrma. V-Z- 20 saatlik norojenik
farklilagtirma (Bar Cubuklari: A-S- 50 pum).

10 GUN

30 SAAT

20 SAAT
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Norojenik farklilasma besiyerinde inkiibe edilen TH-MKH’ lerde 10. ginde
(Sekil 4.22. A-H), 30. saat (Sekil 4.22. I-P) ve 20. saat (Sckil 4.22. R-Z) Nestin ve c-
Fos ifadelerine bakilmistir. Sonug olarak Nestin (Sekil 4. 22. B, D, F, H, J, L, N, P, S, U,
V, Z) pozitif reaksiyon verirken, c-Fos (Sekil 4.22. C, G, K, T, Y) i¢gin negatif reaksiyon
verdikleri gozlenmektedir. Sadece 30 saat norojenik farklilastirma grubunda c-Fos (Sekil
4.22. O, P) pozitif reaksiyon verdigi gozlemlenmektedir. Kontrol grubu olarak nérojenik

farkhilastirmaya alimmayan TH-MKH’ ler kullanilmistir.



DAPI NESTIN C-FOS

30 SAAT 10 GUN
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20 SAAT

Sekil 4.22. TH-MKH’ lerin 10. giin, 30. saat ve 20. saatte norojenik farklilastirma
kosullar1 altinda Nestin ve c-Fos antikoru ile immiin boyamasmin floresan mikroskopi ile
goriintiilenmesi. A-D, I-L, R-U- Kontrol E-H- 10 giin nérojenik farklilagtirma. M-P- 30
saatlik norojenik farklikastirma. V-Z- 20 saatlik nérojenik farklilastirma (Bar Cubuklar:
A-Z- 50 pm).

TH gen transfeksiyonu sonrasinda farkl siirelerde nérojenik farklilasmaya

alinan TH-MKH?" ler i¢in TH antikoru i¢in boyama gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.23. TH-MKH’ lerin 10. giin, 30. saat ve 20. saatte norojenik farklilastirma
kosullar1 altinda TH antikoru ile immin boyamasmm floresan mikroskopi ile
goriintiilenmesi. A-C, G-1, M-O- Kontrol. A-F- 10 giin nérojenik farklilastirma. G-L- 30
saatlik norojenik farklilagtirma. M-S- 20 saatlik norojenik farkhlagtirma (Bar Cubuklar::
A-S- 50 pm).

10 GUN

30 SAAT

20 SAAT
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Norojenik farklhilagsma besi yerinde inkiibe edilen TH-MKH" lerde 10. giinde
(Sekil 4.23. A-F), 30. saat (Sekil 4.23. G-L) ve 20. saat (Sekil 4.23. M-S) TH ifadelerine
bakilmigtir. Sonug¢ olarak TH sadecc 30 saat norojenik farklilastirma grubunda (Sekil
4.23. K, L) pozitif reaksiyon verdigi gézlemlenmektedir. Kontrol grubu olarak nérojenik

farklilagtirmaya alinmayan TH-MKH’ ler kullanilmistir.

Norojenik farklilasma haricinde TH genini igerseler de TH-MKH’ ler antikor
boyamas: olarak TH antikorunu immiinfloresan olarak ifade edecek kadar yiiksek oranda
TH proteini tasimadiklar1 gézlemlenmistir. Ancak 30 saatlik norojenik farklilasma besi
yerinde inkiibe edilmis TH-MKH® ler TH antikorunu 6zgiin bir sekilde ifade
edebilmektedirler (Sekil 4.23).

30 saathik norojenik farklhilasma besiyerinde inkiibe edilen TH-MKH’ ler igin
norotrofik faktorlerden olan BDNF ve nérotransmitter sentezini destekleyen bir protein

olan CNTF antikorlari ilec boyama gergeklestirilmistir.

DAPI BDNF CNTF
- -

Sekil 4.24. TH-MKH?’ lerin 30. saatte norojenik farklilastirma kosullar1 altinda BDNF ve
CNTF antikoru ile immiin boyamasmin floresan mikroskopi ile goriintillenmesi. A-D
Kontrol. E-H- 30 saatlik nérojenik farklikastirma (Bar Cubuklari: A-H- 50 pm).

59



Norojenik farklilasma besi yerinde 30 saat inkiibe edilen TH-MKH’ lerde BDNF
ve CNTF ifadelerine bakilmistir. Sonug olarak BDNF kontrol ve deney grubunda (Sekil
4.24. B, D, F, H), pozitif reaksiyon verirken CNTF isc sadece 30 saatlik ndrojenik
farklilagtirma  grubunda (Sekil 4.24. G, H) pozitif reaksiyon gosterdigi
gozlemlenmektedir. Kontrol grubu olarak nérojenik farklilagtirmaya alinmayan TH-

MKH’ ler kullaniimigtir.

4.10. Siirekli Kiiltiir Sisteminin Kurulmasi

TH-MKH’ ler TH enzim verimini karsilastirmak agisindan statik kiiltiiriin
yaninda ayrica siirekli kiltiir sistemi kurularak da kiiltiire edilmiglerdir (Sekil 4.25).
Hiicreler hem duragan (statik) hem de akan (dinamik) sistemlerde inkiibe edilmis, 3

giinliik inklibasyonlar sonunda TH enzimi aktivitesi lgilmiistiir.

Sekil 4.25. Siirekli kiiltiir sistemi izlenmektedir.
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Stirekl kiiltiir sisteminde 3 giin boyunca kiiltiire edilen TH-MKH?’ ler daha sonra

statik kiltiirle karsilagtirilmistir.

Kurulan siirekli kiltiir sistemi temel olarak hiicrelerin tutunacagi bir tasiyici,

hiicrelerin kiiltiirii igin besi yeri ve gerekli gaz akislar1 gibi parametreleri kapsamaktadir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Siirckli kiiltiir sistemi parametrelert.

Siirekli Kiiltiir Sistemi Parametreleri

Taslyici PMMA (poli-metil-metakrilat)
Kolajen Kaplanma 1,14 mg/cm?

Orani

Tutunan Hicre Sayisi  16.000 hiicre/cm?

Besiyeri Akis Hizi 9,8 cm/dak (17,35 ml/dak)

Besiyeri icerigi L-DMEM +2% FBS +2% Antibiyotik
Gaz Akis Hizi 70 ml/dak

Gaz Igerigi %95 hava, %5 CO,; 0.1 MPa, 20 °C

Siirckli kiiltiir sistemi TH-MKH" ler i¢in uyarlanmis olup rezervuar sicaklhigmi
optimum 39°C, havalandirma hizin1 70 mL/dk ve akis hizini da 250 pum/s (pompa) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.26. Siirekli kiiltiir ortammda Borasilikat kiireler iizerinde hiicrelerin dagilimu.
DAPI boyamast hiicre dagilimlar izlenmektedir (Bar Cubuklari: A- 200 pm B- 100 pm).

Siirekli kiiltiir ortaminda 3 giin boyunca hiicreler kolajen kiirecikler {izerinde

kiiltiire edilmistir. Islem sonrasinda hiicre dagilimlari incelenmistir (Sekil 4.26).

4.11. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi (ELIZA)

TH-MKH’ lerin statik ve siirekli kiiltirde enzim aktivitesi ELIZA yontemi ile

Olgiilerek karsilastirilmistir. Bu 6lgtim O ve 3.giinler arasi yapilmustir.
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Sekil 4.27. TH-MKH 0-3. giinler aras1 TH enzim aktivitesinin 6l¢timii.

TH cnzim aktivitesinin dlgiimii igin yapilan ELIZA dencyi sonucunda statik
kiiltiir ve stirekli kiiltiir kosullarinda 0-3 giin arasi 6lgtimlerde TH enzim aktivitesi her iki
kiiltiir sartinda da goriilmekle birlikte stirekli kitltiir sisteminde kiiltiire edilen TH-MKH’

ler de yaklasik iki kat daha fazla enzim varligi belirlenmistir (Sekil 4.27).
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4.12. Western Blot

TH-MKH’ lerin kiiltiir sonras1 gen ifadesinin yaninda TH protein ifadesini
belirlemek i¢in Western Blot deneyi yapilmigtir. Ayrica TH-MKH’ lerde goriilmesi

beklenen FLAG fiizyon proteini ifadesi de belirlenmistir.

FLAG TH

~64 kDa*

i RRERE s ey

e e G  weee

~49 kDa

Sckil 4.28. TH ve FLAG proteinleri icin Western Blot analiz sonuglar.

TH protemi yaklagik 60 kDa boyutundadir ve Western Blot analiz sonuclarma
gore TH-MKH" lerde TH proteini 64 kDa ile 49 kDA arasinda bant vermistir. Fiizyon
proteini olan FLAG proteinin de TH proteint tle ayni boyutta bant verdigi gdzlenmistir

(Sekil 4.28).
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4.13. Nétralizasyon Deneyi

4.14. WST-1

Hiicre c¢ogalmasindaki artisin TH geninin transfeksiyonundan kaynaklanip
kaynaklanmadigimi belirleyebilmek amacli TH-MKH’ lerin 3 giin siiren kiltiriinde TH
icin antikor temelli bir ndtralizasyon deneyi uygulanmigtir. 0, 1, 2 ve 3. giinlerde 6rmekler

alinarak WST-1 boyamasi gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.29. Notralizasyon sonrast1 WST-1 boyamasi ile hiicre sayisinin zamana gore

degisimi. DGO. Deney grubu (Nétralize TH-MKH). KGO0.Kontrol grubu (TH-MKH). Wt0.
Gen aktarilmamig grup (sKI-MKH).
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Notralizasyon deneyinde: nétralizasyon besi yerinde kiiltire edilmis TH-MKH
dency grubu (DGO), normal besiyerinde kiltiire edilmis TH-MKH (KGO0) ve gen transfer
edilmemis sKi-MKH (Wt0) olmak iizere ti¢ grup kullamlmistir.

WST-1 boyamasi analiz sonuglarinda DGO ve KGO ayni zamana baglh hiicre
sayis1 artisi olarak benzer paterni gosterirken Wt0O farkli bir paternde ¢ogalma egrisi
gdstermistir. Bu da ¢ogalma indekslerinin gen transfcksiyonu gergeklestirilen hiicrelerde
daha farkli oldugunu gostermistir. Ayrica TH-MKH’ lerin nétralizasyon dencyinde
(DGO) notralize edilmeyen gruba (KGO) goére daha disik proliferasyon hiz

gdzlenmektedir.

4.15. Real-Time PCR Deneyleri

Erken norojenik belirteglert (Pax6, C-Fos, Sox9) ve geg¢ norojenik farklhilastirma
belirtecleri (Tubb3, Nestin), ghal belirte¢c GFAP ve pluripotensi belirteci Rex! ifadeleri
TH 1fadesi ile birlikte karsilagtirmalt olarak incelenmistir. Gen ekspresyonu analizleri

sonrasinda norojentk belirteglerinin ifadelerinde artis gézlemlenmistir,
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Sekil 4.30. TH-MKH’ lerin norojenik farklilagtirma sonrasi bazi noérojenik belirtegler
acisindan gen profillerindeki degisim oranlari.

Norojenik farklilagtirmaya alimmanug TH geni aktarilmig hiicrelerde hem erken
hem de ge¢ donem norojenik belirteglerde artis gozlemlenmigtir. Bu artis simirhi da olsa
Pax6 vc c-Fos gibi crken donem belirteglerde daha yiiksek olmustur (Sekil 4.30). TH geni
ifadesi isc yaklagik 5 kat artmugtir.

Rex!1 belirteci ifadesindeki artis hiicrenin farklilagtirma potansiyelinin artisini
1sarct cdebileceg@i gibi hiicre gogalmast artigini da gosterebilir. Bu genin ifadesindeki artis

hiicre ¢gogalmasi ile paralellik gostermektedir.

30 saatlik norojenik farklilagtirma sonrasi TH geninin ifadesinde 5 kat artig ve
diger genlerdeki degisimler Real-Time PCR analizi ile gosterilmistir. Daha once artis
gozlenen norojenik belirteglerin ifadelerinde norojenik farklhilagsma sonrasinda bir takim
degisikliklerin oldugu gézlemlenmistir. Erken donem belirteci olan Pax6” nin ifadesinde

diisme gozlemlenirken c-Fos ve Sox9’ da artis gozlemlenmistir.
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Ge¢ donem belirteglerinde ise artig, yani norona doniisme potansiyelinde

yiikselis gorilmiistir. TH geni ifadesi ciddi oranda artarken buna karsin GFAP (Glial

belirteg) 1fadesi azalmistir.

TH-MKH" lerde c¢esitli hiicrelerin belirtegleri ve kok hiicre belirteglerinin
ifadelerindeki degisimi belirlemek i¢in Real Time PCR analizi yapilnistir (Sekil 4.31 ve
Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. TH-MKH’ lerde TH geni aktarimi sonrasinda ¢esitli hiicre belirte¢lerinin
ifadelerindeki degisim.
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Sekil 4.32. TH-MKH’ lerde TH geni aktarimi sonrasinda c¢esitli hiicre belirte¢lerinin
ifadelerindeki degisim.
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5. TARTISMA

Son yillarda TH enzimi sentezleyen hiicre elde etmek ve bu hiicrelerin Parkinson
hastah@1 gibi hastaliklarda verimli bir sekilde kullanabilmek adina bazi ¢alismalar
yapilmistir (During ct al. 1994, Shi ct al. 2011). Literatirde ¢ogunlukla TH geni
aktartlarak  modifiye edilmis hiicreler deneysel hayvan hastalikk modellerinde
kullantlmigtir (Lu et al. 2005). Calismamizda MKH” lere TH geni aktarildiktan sonra bu
hiicrelerin detayh olarak karakterizasyonu yapilmis ve hiicrelerin davranslart in vitro

kosullarda incelenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, TH geninin izolasyonunda sigan beyninin  kortcks
dokusunun oksipital ve parietal olmak iizere farkl iki bolgesinden izolasyon yapilmis
olup oksipital korteks bolgesinde TH gen ifadesi yaklasik 5 kat fazla oldugu gorillmiistiir.
TH enzimmin tim merkezi sinir sistemi, periferal sempatik noronlar ve adrenal
medullada mevcut oldugu bilinmekle beraber (Nagatsu et al. 1995) calismamizda
gereeklestirllmis olan kargilastirma sonucunda oksipital korteksin TH gen izolasyon
verimi agisindan daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Normal kosullarda bu durum korteks
bolgesi i¢in beklenmemekle beraber ileriye yonelik arastirmalarla bu durum agikliga

kavusturulabilir.

TH geni aktarimi i¢in uygun hiicre hatti olarak sKI-MKH" ler dasiniilmiistir.
Son zamanlarda, csas karakterlert nedeniyle MKH' lerin yenileyici tip ve doku
mihendisligi alanlarinda ¢ok mit verici olduklart distiniilmektedir. Bu baglamda,
genetik modifikasyon. davranis kontroliinde ve bu hiicrelerin kaderini belirlemede giiclii
bir ara¢ olabilir ve veni hiicresel tedavi diizenlemelerinde  kullamlabilir.  Ciinkii,
literatirdeki bazi ¢ahigmalari takiben MKH® lerin transplante cedildikleri sinirsel hasar
bolgesinde sag kalimi ve oradaki ndronlarm rejencrasyonunu trofik faktdrler iireterek

fonkisyoncl 1yilesmeyi tetikledigi diistiniilmektedir (Crigler ct al. 2006).

Yapilan bir ¢ahismada KI-MKH® leri zenginlestirilmis va da standart besi
yerinde kiiltlire edilip Parkinson hastalik modeli olusturulmus sicanlarin straitumuna graft

edilmigtir (Sauer and Oecrtel 1994, Przedborski et al. 1995: Deumens et al. 2002). Calisma
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eriskin kemik 1ihigi MKH’ lerinin graftindan sonra fonksiyonel (davranissal) ve

norokimyasal iyilesmenin var oldugunu géstermektedir (During ct al. 1994).

Dopaminerjik  noronlarm EKH kaynakli eldesi ile ilgili birgok rapor
bulunmaktadir (Buytaert-Hoefen et al. 2004). Fakat EKH” ler teratom olusturabilir ve
transplantasyon i¢in uygulandiginda immiin red gostermesi muhtemeldir. Noéral kok
hiicreler (NKH) hiicre dizisinin 6zclligini devam cttirirler ve sinir sistemi hiicrelerinden
herhangi birine farkhlagsma kapasiteleri vardir (Lic ct al. 2002). Bunun yaninda NKH” ler
noral hastaliklar i¢in tedavi edici de8er gosterseler de NKH-kaynakli dopaminerjik
noronlar verimlilik ve hiicre hatti polarizasyonu a¢isindan bazi dezavantajlari vardir
(Snyder et al. 2005). Bu durum NKH ve EKH® lerin arastirmadan klinige
gidemeycccklerint - gostermemektedir.  Yiiksck  verimde  dopaminerjik  néron
olusturabilecck yctenckte olan diger kok hiicrcleri karakterize ctmek i¢in ¢alismalar
yapilamaktadir. Fetal beyin noral kok hiicreleri kaynakli dopaminerjik néron cldesi
izerine yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Bu hiicrelerin tercih edilmelerinin nedeni in
vivo cahsmalara gecildigine timér olusturma ve immiin red riskinin disik olusudur
(Mimcault and Batra, 2006). MKH" ler graft versus-host hastaligi, kalp yetmezligi ve
multiple skleroz gibi bir¢ok hastalik i¢in hali hazirda klinik denemelerde kullanilmaktadir
(Glordano et al. 2007). Ayrica MKH' lerin alt populasyonlarimin néral onarimi
destcklemek gibi dogal bir dogal bir yetenegi vardir (Phinney ct al. 2005). Bu gibi

nedenlerle ¢alismamizda TH geninin aktarimi igin MKH” ler tercih edilmistir.

TH geni aktarilmis MKH’ lerde normal sKI-MKH’ lere gore morfoloji olarak
cok farkhilik gézlenmese de hiicrelerin daha agst bir yapi olusturdugunu ve birbirleri ile
daha siki temasta olduklarr gézlenmistir. Hicre-hiicre iliskisint diizenleyen hiicre tipine
6zgiin bir¢ok protein vardir. Yaptigimiz bu ¢ahsmada Recal Time PCR gen ifadesi
analizlerine  gore  N-Cadherin  ifadesi  arttigr E-Cadherin - ifadesinin - ise  diigtiigii
gozlemlenmigtir. Her iki proteininde hiicre- hiicre temasini destekleyici rolii olsa da N-
Cadherm” in noronal hiicrelerde ifadesinin yiiksek oldugu bilinmektedir (Chalasani et al.

2011).
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Gen aktarimi sonrasinda epitelyum hiicre belirteci olarak kabul géren (Roy et al.
2008) E-Cadherin geninde disme gozlemlenmistir. Bu bulgu hiicrenin gen aktarmmn
sonrasinda noron benzeri hiicre karakterine daha yakin oldugunu gosterebilir. Bu gézlem
ayrica kok hiicre belirtegleri panelinde incelenen genlerden N-Cadherin genindeki artis

ile desteklencbilir (Tan et al. 2010).

TH-MKH" ler i¢in gen aktarimi sonrasinda karakterizasyon amagli yapilan akim
sitometri analizleri sonucuna gorc gen aktarimi yapilmamis sKI-MKH® ler ile
karsilagtirildiginda her iki hiicre hattinda da yiizey belirteci olarak CD 29, CD 90, CD 54
yontnden pozitif, MHC Sinif | yoniinden diistik pozitif, CD 45, CD 106 ve MHC Simf 11
agisindan negatif’ olduklar gosterilmigtir. Bu sonuglarin 1s18inda yiizey belirtecleri
agismdan TH-MKH’ lerin gen aktarumi sonrasinda da kdk hiicre  ozelliklerini

kaybetmedikleri séylenebilir.

(ahsmamizda hticre proliferasyonunsa WST-1 ile baktigimizda TH-MKH" lerin
¢ogalma hizlarmin gen aktarilmamiy olan hiicrelere gore daha fazla oldugu bulunmustur.
TH geni nétralizasyon ¢alismasinda hiicre ¢ogalmasiin TH geni inaktive olduktan sonra
diistigli gozlemlenmistir. Bu durum bize TH geni ifadesinin hiicre i¢i mekanizmalari
ctkileyerek hiicre dongiistini hizlandirdiging isaret etmektedir. Buna karsin, hiicre siklusu
analizinde ¢ogalma kapasiteleri bakimmdan ciddi bir fark gézlenmemistir. Bu veri, bize
gen aktarnimi sonrasinda hiicrelerin kanser benzeri bir davrams igersine girmedigini
gostermektedir.  Ancak. smirh olarak G1 fazmda digme ve S fazinda yiikselme
gozlemlenmigtir. Bu degisim. TH gen aktanimmm hiicre ¢ogalma hizi tizerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calisgmamizda, hiicre dongiist tizerinde G1/S faz1 gegisini
denetleyen Cyclin E gen ifadesinde ciddi oranda diisme saptanmistir. Cyclin E proteinin
hiicre boliinmesini destekleyict bir ctki yaptigi bilinmektedir (Bresnahan ct al. 1996).
Normal kosullarda. Cyclin E ifadesindcki azahs ile G1 fazinda artig ve S fazinda disme
goriilmest beklenmektedir. Oysa, meveut ¢alismada G1 fazinda diisme ve S fazinda
yikselme  saptanmasmi CXCLI12  geninin &  kat artisi  ile  agiklanabilecegini
disinmekteyiz. CXCL12, dogrudan Cylin D1’ 1 ctkilemektedir (Wu et al. 2009).
CylinD1" in CXCL12 ile etkilesimi sonrasinda miktarinin artmasi ile hiicre siklusunda
G1/S gegisinin hizlandigr bilinmektedir (Wu et al. 2009). Cylin D1 deki artisla hiicrenin

kanscr benzeri ¢ogalma kapasitesine ulasmast beklense de ortiisen islevselligi ile Cylin
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E1 bu etkiyi dengelemektedir. Bu sekilde hiicre ¢ogalmasi kanser kadar hizli olamamakla
birlikte hizlanmistir.  Ilging olarak, TH-MKH’ lerde JAG! ifadesinde artis
gdzlemlenmistir. Bu genin Cyclin D1 ile dogrudan etkilesime girerck hiicrenin G1/S
kontrol noktasini atlamasinda rol oynadigi bilinmektedir. Sonug olarak, JAGI genindeki

artis ve DII3 genindeki azahis ile hiicredeki Notch yolagmin aktive oldugu séylenebilir.

Notchl yolagmin embriyonik kok hiicrelerde pluripotent hiicrelerin néron 6nciil
hiicresine farklilasmasinda ctkin bir rol oynadigr gdésterilmistir. Notch  yolaginin
uyarilmast ile néron hiicre farklilasma kapasitesine sahip 6nciil hiicreler olugmaktadir.
Ancak. bu yolakla hiicrelerin ileri derecede farkhilagmasini engelledigi de g6sterilmistir
(Cohen ct al. 2010). Cahsmamizda TH-MKH™ lerde noral hiicre belirtect Sigmarl
proteini ifadesinde goriilen diisme Notchl yolagmin uyardmasi ile agiklanabilir. TH-
MKH’ ler crken noral belirtegleri ifade ederken gee noral belirteglern (Nestin ve
B3Tubulin) ifade ctmedigi gorilmustiir. Norojenik farklilastirma kosulunda bu ifadelerde
artisin - gozlemlenmesi  Notchl yolagmm etkinliginin azalmas: ile farklilasmanin
indiikklendigi soylenebilir. Sonugta hiicrede dogrudan ya da dolayli olarak Notchl

yolaginm inhibisyonu ile erken néronal hiicre farklilasmasi gozlemlenmistir.

TH-MKH" lerde Wntl geninin ckspresyonunda 4 kat disme gézlemlenmistir.
Bu diisme ilc hiicrede Wnt yolaginin daha az ctkin duruma gegtigi séylenebilir. Wnt/Shh
yolaginin etkin olmasi1 nérojenik farklilagmayr engelledigi bildirtlmistir (Kessler et al.
2007). Bizim ¢alismamizda gézlemlenen Watl geninde gozlemlenen disiig, hicrelerin
noéron benzeri hiicrelere, hatta dopaminerjik hiicre benzeri hiicrelere farklilagma
potansiyelini destecklemektedir. Buna benzer bir gézlem embriyonik kok hicrelerin

dopaminerjik farklilasmalarinda bildirilmistir (Cajanck et al. 2009).

Norojenik farklilastrma kosullarimda elde cttigimiz hiicreler, Wnt yolaginin
daha fazla baskilanmasi ile bu hicrelerde i¢sel TH genmnin ifadesinde de artis
gdzlemlenmistir. Sonug olarak imminfloresan boyamasi, ELIZA ve gen ifade analizler:

ile TH ifadesinin artist goriilmistiir.

TH-MKH" lerin norojenik farklhilasma potansiyellerini gézlemlemek ve bu
norojenik farklilasmamn TH gen ve enzim ifadesine olan etkisini belirleyebilmek ic¢in
farkh stirelerde nérojenik farklilagtirmaya alinmustir. Deney gruplart 20 saat, 30 saat ve
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10 giin olmak iizere tasarlanmustir. Morfolojik olarak néron benzeri hiicrelere farklilagsma
¢ grupta da goriilse de 10 giinlitk farklilasmada hiicre canliligimin az bir oranda devami

s6z konusudur.

Karakterizasyon amach gerceklestirilen immiin boyamalar ile ndrojemk
belirteglerin  ifadelerinde  TH-MKH'™ lerin  Nestin, GFAP ve TUBB3 ifadeleri
gbzlemlenmigtir. Nestin (Dahlstrand ct al. 1995) ve TUBB3 (Levallet ct al. 2012) énemli
noron belirteglerinden olup GFAP ifadesi daha ¢ok crken donem néron farklilagsmada ve
glial hiicre farklhilasmasinda gézlemlendigi bildiritmistir (Brahmachari et al. 2006). Akson
yapisina sahip olgun néron hiicrelerinde goézlemlenen c-Fos. B-Tubulin. NF ifadeleri

boyamalarimizda rastlanmamistir.

TH-MKH" lerde her {i¢ norojenik farkhlastirma grubunda da FLAG antikoru
ifadest gorilmektedir. Gen aktarimi sonrasinda hiicrelerde TH geni ekspresyon vektéri
tizerinde bulunan 23 aminoasitlik peptiti kodlayan dizi ile birlikte ifade edilmistir. Bu
fizyon proteininin hiicre i¢indekt ifadesi FLLAG antikoru ile gosterilmistir. Farklilastirma
kosullar1 sonrasinda yapilan immiin boyamalar sonucunda FLAG-TH fiizyon proteini gen
ckspresyonun ifade edildigini gostermektedir. 10 giinlitk farkhlastirma grubunda hiicre

canliliginda azalis gériilse de fiizyon proteint FLAG ifadesi devam ctmektedir.

Noérojenik farklilasmaya alinan TH-MKH’ ler icin norojenik markdorlerden
GFAP, B-Tubulin, Nestin ve C-Fos antikorlart ifadelert gosterilmistir. GEAP ve Nestin
ifadelert 10 giinltk, 30 ve 20 saatlik gruplarm hepsinde goriilmekte iken f3 Tubulin ve c-
Fos 1fadest sadece 30 saatlik norojenik farkhilastirma grubunda gézlemlenmistir. Ayrica

30 saatlik grupta morfolojik olarak da néron benzeri yapilar goriilmektedir.

Ayrica alinan nérojenik farkhlasma gruplarindan sadece 30 saatlik farkhlasma
grubunda TH antikoru ifadesi 6zgiin bir sekilde goriilmektedir. Normal sartlarda TH gen
aktarimi nedeniyle hali hazirda TH antikoru ifadest her kosulda beklense de TH proteini
Ozgunligi ¢ok yliksek bir protein olmasi nedenti 1le dogal olarak ifade edilen hiicrelerde
dahi disiik pozitiflik géstermektedir. Bu nedenle TH antikorunun immiinfloresan boyama
yontemi ile pozitiflik vermesi i¢in 20 saatlik farklilastirmanin yetersiz kaldigi, 30 saatlik

farkhlastirmanm ise TH antikoru ifadesi i¢in yeterli oldugu saptanmistir. 30 saatlik

farkhlastirma grubunda var olup 10 giinliik farkhilagsmada gorilmeyen ifadeler mevcut
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olan hiicre canliligi azahsma baglanabilir. 10 giin siireyle devam ettirilen nérojenik
farklilagmalarda hiicreler tamamen 6lime gitmemekle birlikte sayilart olduk¢a azalmistir.
Bu etki kiiltir ortam igeriklerinin detayli bir sekilde gelistirilerek 30 saatlik siirede
goriilen ekspresyonlarin devami saglanabilir. Ayrica, 30 saatlik norojenik farklilagtirma
deney grubunda BDNF ve CNTF antikorlarmin pozitif reaksiyon vermesi s6z konusu
proteinlerin islevlerinden dolayr TH-MKH’ ler i¢in bu farklilasgtrma kosulu altinda

noronal destek acisindan elverisli hicreler olduklarnt diisiindiirmektedir.

TH geni aktarilan hiicrelerle yapilan literatiirdeki diger c¢aligmalarda bu
hiicrelerin  farklilasma potansiyellerimin  incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Calismamizda TH-MKH’ lerin osteojenik ve adipojemik farkhilagtuma potansiyelleri
incelenmistir  ve uygun kiiltiir  kosullarinda bu  hiicrelerin - kalsiyum  nodiillerini
olusturabildikleri ve adipositiere yonelebildikleri gosterilmistir. Boylece, TH-MKH® lerin
en azindan yag ve kemik hiicrelerine farkhilagmalar: literatiirdeki MKH 6zellikleri ile
kismen benzer olduklarim (Karadz ve ark. 2009) ve TH geni aktarimi sonrasinda

oligopotent 6zelliklerini kaybetmedikleri dngoriilebilir.

Gen ckspresyon analizlerinde TH-MKH” lerin Colllal geni ifadesinde artis
gozlemlenmistir. Ancak Coll2ala, Aggrecan ve BMP3 gen ifadelerindeki dists hiicrenin
kondrojenik farklilasma potansiyelinin diigtiigiinti gosterebilir. Benzer olarak, Pdx1 dcki

diistis hiicrelerin endoderm farklilasmasina yatkin olmadigint géstergesi olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada TH' MKH’ leri gen aktarim yontemi ile clde
etmede basariya ulasilmistir. Béylece giiniimiizde tedavi potansiyeli yiitksek olan MKH’
ler kullanilarak bu hiicrelere rekombinant olarak TH enzimin eldesi saglanmistir.
Parkinson gibi hastaliklarda TH enziminin biyosentez verimi arttirildigi takdirde ve
hastanin kendi MKH" lerinden bu enzimin eldesi saglandiginda otolog bir tedavi olarak
kullanilabilmesi dnerilebilir. Ayrica, bu enzimin rekombinant olarak clde cdilmesi, daha

ileri diizey ¢aligmalarla gelistirilerek endustriyel agidan dretime olanak saglayabilir.

Calismamizda, TH-MKH’ ler i¢in gerekli tim karakterizasyonlarm
gergeklestirilmesinin - ardindan TH ifadest verimini arttirmak i¢in ¢esitli deneyler
gergeklestirilmistir.  Statik  kiiltiirin - yaninda  enzim  veriminden  sirekli  olarak
faydalanmak i¢in biyorcaktor temelli bir sirekli kiiltiir sistemi tasarlanarak TH enzim
verimi yaklagik ki kat arttirilmistir. Ayrica, denenen c¢esith norojenik  farklilagsma
kosullariyla da TH protein ifadesi belirlenebilmis ve gen ifadesi agisindan 5 kat artis
gozlemlenmistir. Bu bulgularm 1s13inda, gelecekte TH-MKH’ ler kullanilarak Parkinson
hastabk modeli olusturulmus hayvanlarda in vivo denemeler gergeklestirilerek  bu
hiicrelerin direttigt rekombinant TH enzimi olasi bir destekleyicer tedavi yontemi olarak
ongoriilebilir. Bu olast tedavi yontemi dopaminerjik néron kaybina etki etmekten ¢ok

hasarli dopamincrjik néronlarm onarmminda ctkili bir destek olarak disiiniifebilir.

(alismanin ileri sathalarinda bu hiicrelerin /n vivo denemelerde kullanimindan
once daha gelismis bir enzim aktive 6lgimi 1gin HPLC anahizi (Hhigh-Pertrormance
Liquid Chromotography) onerilebilir. Bununla birlikte verimli sonuglar clde edildigi

takdirde hastalik modelleri tizerinde ¢alismalar yapilabilir.
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EKI1. lIzole edilen plazmidin tasidigi gen ile bilgi tabamindaki TH genin

karsilastirilmasi.  Karsilastirma analizinde NM 012740/Rattus

norvegicus rozin

hidroksilaz gen dizilimi temel almarak Clustalw2 programi

(http://www .cbi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) kullanitmistir,
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EK2. izole cdilen plazmidin tasidigr gen ile bilgi tabanindaki TH genin aminoasit
dizilimlerinin karsilastirilmasi.
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Karsilagtrma analizinde NM_012740/Rattus norvegicus tirozin hidroksilaz
geninin aminoasit dizilinmi temel alinarak ClustalW2 programi
(http://www ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  kullamilmistir.  Bir  noktada rastgele

mutasyon (G358A) gerceklesmistir.



EK3. Western Blot analizinde kullanilan protein boyutu icin belirtec.
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EK4. Real Time PCR i¢in bakilan tiim genlerin listesi
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