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1. 0OZET

MIYELINIiZASYON MEKANIGINIiN FLORESAN GORUNTULEME
YONTEMLERI ILE ARASTIRILMASI

Merkezi sinir sisteminde bulunan oligodendrositler, noronlara trofik destek saglayan
ve elektrik sinyallerini daha hizli ve daha verimli iletmelerini kolaylagtiran miyelin
kilifinin olusumundan sorumludur. Bu nedenle, miyelin kilifi saglikli bir sinir
sisteminin gelisiminde énemli bir rol oynar. Fare embriyonik kok hiicre bazli bir in
vitro miyelinasyon sistemi gelistirilmistir ve bu sistem SARAPE adi verilen
miyelizasyon modelini olusturmak i¢in kullanilmistir. Bu modelde, miyelinazyonun
capa atma evresi ndron ve oligodendrosit membran arasindaki ilk temastir. Caspr
proteinin ndronlarin yiizeyindeki Contactin'e baglandigi ve daha sonra, miyelinasyon
siirecinin basindan sonuna kadar kirilmayan bir etkilesim olusturmak igin
oligodendrosit membrani tizerindeki NF155 proteinine baglandig: bilinmektedir. Ana
amacimiz, bu proteinleri kullanarak uzun siireli canli gériintiilemeye uygun molekiiler
araclar ve protokoller gelistirerek, miyelin zarinin olusumunun arkasindaki ayrintili
mekanizmay1 anlamaya yardimeci olmaktir. Bu amagla NF155, Caspr ve Contactin
proteinlerinin  floresan etiketli versiyonu, lentiviral plazmitler igerisindeki
oligodendrosit ve norona spesifik promotdrler altina klonlanmis ve lentiviriisler elde
edilmistir. Daha sonra, zenginlestirme islemi yapilarak NPH’ler de kalic1 Caspr ifadesi

saglanmig ve hiicreler canli goriintiilemeye uygun hale getirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oligodendrosit, canli goriintiileme, miyelin, multipl skleroz

Bu tez ¢alismas: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)

tarafindan 316S026 numarali proje ile desteklenmistir.



2. ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FLUORESCENCE IMAGING TOOLS FOR
INVESTIGATION OF MYELIN MECHANICS

Myelin, produced by oligodendrocytes in the central nervous system and schwann
cells in the peripheral nervous system, is one of the main components required for the
efficient functioning of the nervous system. By virtue of the myelin membrane, the
speed and efficiency of signal transmission increases, trophic support is provided to
neurons and it is easier for them to survive. Therefore, myelin sheath plays essential
role in the development of a healthy nervous system. A mouse embryonic stem cell-
based in vitro myelination system is developed and used to create a myelization model
called SARAPE. In this model, anchoring phase of the myelination is the first contact
between neuron and oligodendrocyte membrane. It has been studied that Caspr bind
to Contactin on the surface of neurons. Then, they interact with their binding target on
the oligodendrocyte membrane, NF155, to form an interaction which is never broken
from the beginning to the end of the myelination process. Our main aim is to help
understanding the detailed mechanism behind the formation of the myelin membrane
by generating molecular tools and protocols using these proteins, compatible with
long-term live imaging. For this purpose, fluorescent tagged version of NF155, Caspr
and Contactin proteins were cloned under the oligodendrocyte and neuron specific
promoters in lentiviral constructs and by using cloned constructs, lentivirus particles
were obtained. Next, by performing enrichment process, NPCs with permanent Caspr
expression were generated. Finally, these cells were shown to compatible for live

imaging.

Keywords: Oligodendrocyte, live imaging, myelin, multiple sclerosis

This project is supported by The Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK) with the project number: 316S026.



3. GIRIS VE AMAC

Merkezi sinir sisteminde oligodendrositler, periferik sinir sisteminde (PSS) ise
schwann hiicreleri tarafindan iiretilen miyelin, sinir sisteminin verimli ¢aligmast i¢in
gerekli baglica materyallerden biridir. Miyelin membrani sayesinde sinyal iletiminin
hiz1 ve verimi artar, noronlara trofik destek saglanir ve onlarin yasamlarim
stirdiirebilmeleri kolaylastirilir [1, 2]. Miyelinizasyon bozuklugu veya miyelin hasari,
noronlarda elektriksel sinyal iletiminin aksamasina ve noronlarin atrofiye
ugramalarina neden olur [2-5]. Ortaya ¢ikan kalici sinir sistemi islevsel bozukluklar
basta Multipl Skleroz (MS) olmak iizere, Pelizacus—Merzbacher hastaligi (PMD),
adrenolokodistrofi vb. hastaliklar ile sonuglanir. MS, PMD ve diger miyelin

bozukluklarina karsi hala kesin bir tedavi bulunmamaktadir.

Yeni tedavi yontemlerinin ve ilaglari gelistirilmesi i¢in miyelin olusumunun
daha iyi anlasilmast elzemdir. Bunun i¢in gilinlimiize kadar birgok
imminohistokimyasal ve mikroskobik yontemler kullanilmistir. Ancak miyelin
membranini olusturacak hiicre uzantilar1 oldukca dinamik bir yapida oldugu icin kisa
zamanl goriintiilemeler aksonlarn nasil sarildigin1 ve kompakt miyelin olustugunu
tam goOsterememistir. Bu sebeple, gilinlimiizde miyelin membraninin aksonu nasil
sardigina dair bircok model 6ne siiriilmiistiir. Modellerden biri olan “yo-yo” modelin
de oligodendrosit ve akson membranlar1 arasinda ilk temas ile kurulan bagin
stirekliliginin korundugu ve bu kopmayan bagin oligodendrosit tarafinda NF155 ile
onun akson membranindaki karsitlar1 olan Caspr ve Contactin proteinleri arasinda

oldugu agiklanmstir [6].

Kerman ve digerleri tarafindan miyelin olusumunun dogrudan uzun siireli
gbzlemlenebilmesi, ¢esitli miyelin hastaliklarinin in vitro ortamda modellenebilmesi
ve hastaliklarin tedavisinde kullanilacak aday ilaglarin test edilebilmesi amaciyla bir
in vitro miyelinizasyon sistemi gelistirilmistir [7]. Bu sistem kok hiicre temelli olacak
sekilde kurulmustur. Zira, kok hiicreler kolayca saklanip tasinabilir ve stirekli
replikasyon ozelliklerinden dolayr goreceli olarak birbirinin ayn1 ve genis bir
poplilasyon olusturabilirler. Ayrica kok hiicrelerin farklt hiicre tiplerine

farklilastirilabilme ozellikleri onlar1 gelistirilmis bu ortak-kiiltiir sisteminin tabani



haline getirir. Fare embriyonik kok hiicrelerinden (f-EKH) iiretilen oligodendrositler,
ortak-kiiltiirde yine f~-EKH’lerden iiretilen noronlar1 sarmalarlar. Olusturulan bu ortak-
kiiltiir sistemi sayesinde SARAPE (kesfet (survey), ¢apa at (anchor), sarmala (wrap),
genisle (expand) kelimelerinden olusturulmus bir kisaltmadir) ad1 verilen bir
Miyelinizasyon modeli olusturulmustur [7]. SARAPE miyelinizasyon modelinde
miyelinizasyon oligodendrositin uzantilariyla g¢evresini kesfetmesiyle baslar ve
uzantilarin akson iizerinde bir veya iki noktaya sabitlemesi, yani ¢apa atmastyla devam
eder. Bu ¢apa atma noktalar1 haricinde serbestce hareket eden oligodendrosit uzantilari
bir siire sonra aksona sarilirlar. Daha sonra, uzantinin serbest uglar1 biraz daha hareket
ettikten sonra katlanarak aksonu sarar. Aksonun sarilmasindan sonra oligodendrosit
membrani akson lizerinde ve birbiri iizerinden kayarak paranodlara dogru genisler.

Olusan ¢ok katli membran yapi bir siire sonra kompakt miyeline dontisiir.

Gelistirilmis SARAPE Miyelinizasyon modelindeki miyelin olusum evreleri
hakkinda daha ¢ok bilgiye ihtiyag vardir. Ozellikle modelde ileri siiriilen ¢apa atma
evresinde kurulan bagin stirekli oldugu ve kompakt miyelinizasyonun sonuna kadarda
bozulmadig1 6ne siiriilmektedir. Capay1 olusturan proteinler bilinmese de Caspr,
Contactin ve NF155 proteinleri aday olarak 6ne ¢ikarlar ¢ilinkii “yo-yo” modelinde
aralarinda kurulan bagin kirilmadigt onerilmistir [6]. Caspr ve Contactin ndronlarda
bir kompleks olusturup oligodendrosit membranindaki NF155’e baglanarak paranod
baglantisin1 kurarlar [6, 8, 9]. Bu sebeple Caspr, Contactin ve NF155 proteinleri

kontak bolgelerinde bulunduklarindan canli goriintiileme de kullanilabilirler.

Bu tez c¢alismasinin amaci miyelinizasyonun c¢apa atma evresinin
gozlemlenebilmesi i¢in canli gorilintiilemeye uygun yeni araglarin gelistirilmesi ve bu
sayede miyelin mekaniginin incelenebilmesine olanak saglamaktir. Bu amaca yonelik
olarak 1) NF155, Contactin ve Caspr proteinlerin floresan protein bagli versiyonlari
ndron ve oligodendrosite 6zgli promotorler altina klonlanmais; 2) Bu klonlar tasiyan
lentiviral partikiiller {retilmis ve 3) Bunlari kullanarak miyelinizasyon

goriintiilenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Miyelin ve Miyelin Olusumu

Miyelin lipid ¢esitleri bakimindan olduk¢a zengin, ¢ok katmanli 6zellestirilmis
bir membran yapisidir [10]. MSS’de oligodendrositler, PSS’de ise schwann hiicreleri
tarafindan sentezlenen miyelin tabakasi, néronlarin uzun ¢ikintilar1 olan ve akson
olarak adlandirilan uzantilar1 kat kat sararak onlarin iizerinde sikilagmig bir kilif gibi
tabaka haline gelir (Sekil 4.1.1). Miyelin kilif ndronlar {izerinde ger¢eklesen ve
aksiyon potansiyeli adi1 verilen elektirik iletiminin hizlanmasi1 saglar. Ayni zamanda

noronlara trofik destek saglayarak onlarin sinyal iletim aktivitelerini kolaylastirir.

Noron

Y

Miyelin Kilif

Oligodendrosit

U
Ranvier nod

[
Internod

Sekil 4.1.1: Oligodendrosit tarafindan akson {izerinde olusturulan miyelin tabakasinin sematik dis
gorliniisii.



Miyelin tabakas1 sarildig1 bolgedeki kapasitansi diisiiriir ve ayn1 zamanda o
bolgedeki elektrik direncini arttirir. Yiiksek direngle karsilasan elektrik akimi1 miyelin
tabakasinin bulundugu boélgeyi atlayarak bir sonraki direnci diigiik bolgeye geger ve
iletimine devam eder [11]. Elektirik akimmin atlayarak yol almasina atlamali
(saltatory) iletim adi verilir. Zira, aksonlar ¢ok uzun birer elektrik kablosu olarak hayal
edilecek olursa, direnci diisiirmek i¢in kablonun ¢ap olarak olduk¢a kalinlagmast
gerekir. Ancak, gelisimsel acidan canlilar i¢in bu genislikte yapilarin kullanilmast
miimkiin olmadigindan, miyelin tabakasi evrimlesmistir. Miyelin tabakasi temel
olarak 3 kisimda incelenir; internod, juxtaparanod ve paranod [12]. Atlamali iletim
icin, internod ve ranvier nod adi verilen 6zellesmis bolgeler gereklidir (Sekil 4.1.1).
Internodlar, aksonlar {izerinde uzun ve bdliinmiis halde bulunan miyelin kilifin sarili
oldugu bolgelerdir. Voltaj-kapili-sodyum kanallar1 icermedikleri ve yiiksek dirence
sahip olduklari i¢in elektrik akimi bu bolgelerden atlayarak Ranvier nodlara ulasir.
Ranvier nodlar internodlar arasinda bulunan Voltaj-kapili-sodyum kanallar
bakimindan olduk¢a zengin, elektrik direnci diigiik bolgelerdir [13]. Bu sebeple sinyal

iletiminin ger¢eklesmesini saglarlar.

Miyelin tabakasi olusumu sayesinde sinyal iletimi olduk¢a hizlanmistir.
Kompakt miyelin olustugunda miyelin katmanlar1 internodlarin iki ucunda bulunan
paranodlarda akson yiizey proteinleri ile baglanti kurarlar. Benzer sekilde bu
baglantilar paranodlarin hemen yaninda bulunan juxtaparanod bolgesinde de devam
eder. Internodlar kompakt hale geldikten sonra sitoplazma icermezken, paranodlarda
aksona tutunmus katmanlar icerisinde sitoplazma goriiliir [14]. Miyelin materyali cok
yogun miktarda lipid icermektedir. Ozellikle kolesterol, spingolipid ve
galactoserebrosid miktar1 bakimindan ¢ok zengin olan miyelin yapist dis goriiniis
itibari ile beyaz renge sahip oldugu icin sinir sisteminde yogun olarak yerlesim
gosterdigi bolgeler ak madde adint almistir [15]. Lipid igeriginin yaninda, bu yapi1
cesitli miyelin spesifik proteinler de icermektedir. Kuru agirliginin %70-%80 arasi
lipid, %15-%30 aras1 proteinden olusmaktadir [16]. Protein igerigi PSS ve MSS
arasinda bazi farkliliklar gostermekle birlikte fonksiyon olarak benzer 6zellikler tasir.
Miyelin kilifin kalinlig1 aksondan aksona degiskenlik gostermektedir. Bu sebeple g-

ratio adl1 bir oran hesab1 yapilarak belirlenen bolgelerdeki miyelin kalinlig1 goreceli



olarak hesaplanabilir. Kisaca, akson ¢apinin (d) akson-miyelin toplam ¢apina (D) orant
ile bulunur (Sekil 4.1.2). Bu sebeple, g-ratio sonucunun diisiik ¢iktig1r bolgelerde
miyelin kilifin kalinliginin arttig1 kabul edilir.

Miyelin Sarmal Kompakt Miyelin

Sekil 4.1.2: Oligodendrosit tarafindan olusturulan miyelin tabakasinin yan kesit goriintiisii. Sari:
miyelin tabakasi, mavi: akson. d: akson ¢ap1, D: akson-miyelin toplam ¢api.

4.2. Oligodendrositler

Oligodendrosit kelimesi yunanca kokeni bakimindan 3 ayr1 kelimenin
birlesiminden olugmaktadir. Sirasiyla; “oligo” birkag, “dendro” dal/uzanti ve “cyte”
ise hiicre anlamina gelmektedir. isimlerinden de anlasilacag: {izere oligodendrositler
uzantili yapiya sahip bir hiicre grubudurlar ve yalnizca MSS’de bulunurlar. Baslica
gorevleri beyin ve omurilikte bulunan aksonlari membran uzantilari ile sararak miyelin
tabakasi olusturmaktir [17]. Bu sayede sinyal iletim hizin1 diizenlerler. Miyelin
tabakas1 olusturma gorevlerine ek olarak oligodendrositler, ndronlar ile ¢cok yakin
temas halinde bulunduklarindan dolayi ¢esitli faktorler salgilayarak onlara metabolik
destek saglarlar [18]. Bu sayede noronlarda gergeklesen sinyal iletimi hem hizlanir
hem de noéronlar i¢in kolaylastirilmis olur. Bir oligodendrosit yaklasik olarak 40 ayri
uzant1 ¢ikarabilir ve bu uzantilar ile aksonlar1 kat kat sararak miyelin tabakasi

olusturabilir [19].



Embriyonik dénemde noral ektodermden gelisen noral tiip beyin ve omurilik
dokusunu olusturur. Noral tiipiin ventrikiiler bolgesinde bulunan noéral progenitor
hiicreler (NPH) oligodendrosit, astrosit ve ndranlara farklilagarak beyin ve omurilik
yapisini olustururlar. Oligodendrositler spesifik olarak, gelismekte olan beynin birkag
farkli bolgesinden (diensefalon, telensefalon, mezensefalon) ve yine gelismekte olan
omuriligin ventrikiiler bolgesinden tiirerler [20]. Bu bolgelerde bulunan NPH’ler
oncelikle oligodendrosit progenitdr hiicrelerine (OPH) farklilagirlar. Daha sonra
OPH’lar olgunlasmamis oligodendrositlere ve son olarak da olgunlagmis,

miyelinleyen oligodendrositlere doniistirler.

OPH’ler dan baslayarak miyelinleyen olgun oligodendrosit iiretimine kadar
gerceklesen bu basamaklarda, hiicreler bulunduklari agamaya bagli olarak farkli
proteinler iiretirler. Ik olarak, NPH’lerden farklilasan OPH’ler kendilerine 6zgii
belirte¢ proteinler olan olig2, Ng2 ve trombosit kdkenli biiyiime faktori reseptorii-o
(Pdgfra)’y1 sentezlerler [21]. ikinci asama hiicreleri olan olgunlasmamis OPH’ler ise
iistteki proteinlere ek olarak O4 proteinini sentezlemeye baslar. Son asamada ise
olgunlagmis oligodendrositler baslica, miyelin bazik protein (MBP), proteolipit
protein (PLP), miyelin iliskili glikoprotein (MAG), galaktoserebrozidaz (Galc) ve
miyelin-oligodendrosit protein (MOG) proteinlerini sentezleyerek miyelin iiretimini
gerceklestiren hiicre grubu haline gelirler [21]. Olgun oligodendrosit olusum
asamalarinda tiretilen farkli proteinler bu hiicreleri birbirinden ayirmada birer belirteg

olarak kullanilmaktadir (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1: Oligodendrosit hiicresinin gelisimsel evreleri ve bu evreler sirasinda ifade ettigi bazi
belirteg proteinler.

4.3. Merkezi Sinir Sisteminde Miyelinizasyon

Sinir sistemi bir viicutta bulunan en karmasik yapilardan biridir. Bir bolgeden
diger bolgeye ¢esitli sinyaller gondererek o canlinin eylemlerini, duyusal bilgilerini
koordine eder ve gerekli cevaplari olusturur [22]. Omurgali hayvanlarda sinir sistemi,

merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olarak adlandirilan iki ayr



boliimden olusmaktadir. Merkezi sinir sistemi ise temelde iki par¢adan olusur; beyin
ve omurilik. Ak madde ve boz madde adi verilen yapilar, beyin ve omurilik i¢inde
goriilen olusumlardir [22]. Beyinde dis kisim boz madde, i¢ kisim ak madde olarak
ayrilirken bu durum omurilikte tam tersidir. Ak madde i¢inde bulunan ndronlara ait
akson uzantilarin biiyiik bir ¢ogunlugunun miyelinlenmesinden dolay1 bu yap1 agik
renkli goziikiir. Boz madde de ise néron gdvdeleri ve miyelinlenmeyen akson

uzantilar1 vardir.

Tamami oligodendrositler tarafindan gerceklestirilen MSS miyelinizasyonu,
goreceli olarak belirli bir kronolojik siray1 takip eder [14]. Ilk énce miyelinlenen
bolgeler, daha ¢ok temel homeostaz ile iliskili yerlerdir. ikincil olarak miyelinizasyon,
cok daha karmasik islevleri kontrol eden MSS’nin diger bdlgelerine dogru ilerler ve
son olarak ¢ok yiiksek diislinsel (entelektiiel) beceri isteyen bolgerde miyelinizasyon
tamamlanir [23]. Benzer sekilde, aksonlarin miyelinlenizasyon hizi islev olarak daha
basit bolgelerde ¢ok daha hizli ve tamamlanmis halde iken, iselevsel karmagikligin
yogun oldugu -frontal kortex gibi- bdlgelere dogru giderken yavaslar ve
tamamlanmasi zaman alir [14]. MSS’de yalnizca miyelinli ve miyelinsiz akson
uzantilar1 bulunmaz. Bunlara ek olarak yar1 miyelinlenmis akson uzantilar1 da
mevcuttur ve bu yar1 miyelinlenmis néronlarin biiyiik bir kismi kortekste bulunan

parvalbumin-ifadeli internéronlardir [24].

Oligodendrositlerin hangi aksonlar1 miyelinleyecegini nasil segtikleri tam
olarak bilinmemekle birlikte, genel olarak ¢ap1 1 um ve istii kalinliktaki aksonlar1
sardig1 goriilmiistiir. Ayrica, 0.2 um’den kiiciik ¢aplt aksonlarin da biiyiik boliimiiniin
hi¢ miyelinlenmeden kaldigi bilinmektedir [25]. Bu da oligodendrositler tarafindan
miyelinlenecek aksonun seg¢iliminde cap kalinliginin biiyiik dlclide belirleyici rol
oynadigin1 gostermektedir [26]. Ancak, tek etkenin cap kalinligi olmadigi, sinir
sisteminde bulunan miyelinsiz aksonlar, yar1 miyelinli aksonlar, dendrit uzantilar1 ve
benzeri yapilarin miyelinlenmeden kalmasina bakilarak anlasilabilir. Heniiz
tanimlanmamis noron-oligodentrosit arasi sinyallemelerde sliphesiz akson segiliminde

gorev almaktadir.
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4.4. Miyelinizasyon Modelleri

MSS’de  gorillen  miyelinizasyonun  oligodendrositler ~ tarafindan
gerceklestirildigi bilinmektedir. Oligodendrositlere ait membran uzantilar1 aksonu
tanir ve onu kat kat sararak kompakt miyelin tabakasini olusturur. Ancak tiim bu
bilgiler halen bir oligodendrositin bir aksonu nasil sardigini, kullandig1 mekanizmay1
ve bu mekanizmanin dinamigini aciklayamamaktadir. Gilinlimiizde, yapilan ¢esitli
aragtirmalar miyelin olusum mekanizmasi {iizerine bircok farkli model ileri
stiriilmesine sebep olmustur. Olusturulan modellerden ilk akla gelen hali yuvarlanma
(Carper-crawler) adli modeldir (Sekil 4.4.1). Adindan da anlasildig1 {izere,
oligodendrosit uzantilar1 akson ile temasa gectikten sonra diizlesir ve genislemeye
baglar. Daha sonra da aksonu adeta yuvarlanan bir hal1 gibi sarmaya baglar [27]. Diger
bir model de ise, oligodendrosit uzantisinin aksonu spiral bir bicimde sardig1 ve daha
sonra iist iiste binen tabakalar halinde genisledigi ileri siiriilmiistiir (Sekil 4.4.1). Bu

modele yilan (serpent) modeli denmektedir [28].

/N
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Sekil 4.4.1: Hali yuvarlanma (sol) ve yilan (sag) miyelinizasyon modellerinin sematik gosterimi [27].
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Miyelin sarmal modellerinden bir digeri ise sivi kruvasan (liquid croissant)
adli modeldir (Sekil 4.4.2). Buna gore, oligodendrosit uzantisi aksonu stirekli olarak
sarar ve sarilmis miyelin materyali ayni sekilde genisleyerek miyelin tabakasini

olusturur [29, 30].

Sekil 4.4.2: Sivi kruvasan miyelinizasyon modelinin sematik gosterimi [30].

Olusturulan miyelin modellerinden bir digeri de “yo-yo” adl1 modeldir (Sekil
4.4.3). Buna gore, akson ve oligodendrosit membranlari arasindaki ilk temas kalicidir
ve miyelinizasyonun sonuna kadar devam eder. Miyelin membran bir yo-yo gibi
aksonu sarar ve daha sonra lateral olarak iist {iste binen katmanlarin 6n kenarlarindan

genigler ve paranodlara yaklasir [6].

12



septa
_-r cag O AXON
=. contactin
— NF155

Sekil 4.4.3: Yo-yo miyelinizasyon modelinin sematik gosterimi [6].

4.4.1. SARAPE Miyelinizasyon Modeli

Miyelin kilifin olusum dinamigini ve mekanizmasini agiklamak i¢in ileri
stiriilmiis bir model de SARAPE miyelinizasyon modelidir (Sekil 4.4.1.1). SARAPE
miyelinizasyon modelinde miyelinizasyon oligodendrositin uzantilariyla c¢evresini
kesfetmesiyle baslar. Uzantilar uygun aksonu bulduktan sonra o akson iizerinde bir
veya iki noktaya sabitlenir ve bu islem ¢apa atma evresi olarak adlandirilir. Capa atma
noktalar1 haricinde serbestge hareket eden oligodendrosit uzantilar bir siire sonra
aksona sarilirlar. Daha sonra, uzantinin serbest uglar1 biraz daha hareket ettikten sonra
katlanarak aksonu sarar. Aksonun sarilmasindan sonra oligodendrosit membrani akson
izerinde ve birbiri lizerinden kayarak paranodlara dogru genisler ve ortaya ¢ikan ¢cok

katli membran yap1 kompakt miyeline doniisiir.
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Sekil 4.4.1.1: Akson sarilimmin 3 boyutlu olarak yeniden yapilandirilmast ile olusturulmus gdsterimi.
Ok uglart, EM gortintimlerinin konumlarint gostermektedir [7].

Bu modele evrelerin Ingilizce isimlerinden olusturulmus (Survey, Anchor,
wRap, Expand) ve Meksika’da soguktan korunmak i¢in sarilan sal anlamina gelen

SARAPE adi verilmistir (Sekil 4.4.1.2) [7].

SURVEY

N\
A\

Sekil 4.4.1.2: SARAPE miyelinizasyon modelindeki evrelerin sematik gdsterimi [7].

Process

Anchor Point
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4.5. Oligodendrosit-Noron Arasi Yiizey Baglantilar:

Bilindigi iizere, miyelin tabakasi olusumu sirasinda oligodendrositlerin birer
plazma membran uzantis1 olan kollar1 uygun aksonu bulur ve onu kat kat sararak
kompakt miyelin kilifi olustururlar [14]. Her bir uzanti tarafindan olusturulan bir
miyelin kilifi temelde 3 ayr1 boliimden olusur; paranod, juxtaparanod ve internod.
Paranodlar miyelin kilifin iki kenarinda bulunan ve oligodendrosit membranini bir
nevi akson tizerine sabitleyen domainlerdir [14]. Oligodentrosit ve akson yiizeylerinin
paranodlarda sabitlenmesi internod bolgesinin Ranvier nod bolgesinden de ayrilmasini
saglar. Bu sayede, miyelin kilifin sarili oldugu bolgede elektrik izolasyonu saglanmis
olur ve aksonlarda goriilen atlamali iletimin ger¢eklesmesi saglanir. Ancak,
olusturulan siki paranod baglantisi i¢inde halen kiigiik molekiillerin diffiiz edebilecegi
kadar biiytikliikte belli agikliklar bulunur. Bu sayede, internod bdlgesine iyon ve ¢esitli

metabolitlerin gegisi saglanir [31].

Paranod bdlgesinde olusturulan siki baglantilar temelde 3 ayr1 protein
tarafindan gercgeklestirilir. Akson membrani {izerinde bulunan Contactin proteini ile
Contactin-iliskili protein (Caspr) bir araya gelerek yiizeyde bir kompleks olustururlar
ve bu komplekse oligodendrosit membraninin yilizeyinde bulunan neurofascin 155
(NF155) proteini baglanir [32-34]. Olusturulan ii¢lii paranod baglantis1 daha sonra
hem noéron hem de oligodendrosit tarafinda bulunan iskelet proteinlerine baglanir.
Caspr ve Contactin ile kompleks olusturan oligodendrosit tarafindaki NF155 icerden
ankyrinG iskelet proteinine, néron tarafindaki Caspr ve Contactin ise igerden PBII
spectrin, all spectrin ve 4.1B iskelet proteinlerine baglanir [35, 36]. Tiim miyelin
katmanlarinda goriilen bu baglanti sayesinde oligodendrosit membrani (miyelin)

akson ylizeyine sabitlenmis olur (Sekil 4.5.1).
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Sekil 4.5.1: Miyelin katmanlarinin sonlarinda bulunan paranod bdlgesinin ve igerdigi oligodentrosit-
noron yiizey baglantilarinin 6rnek goriintiisi.

Miyelin kilif olusumu sirasinda oligodendosit-néron ylizeyleri arasinda
gorlilen bir diger baglanti ise juxtaparanod bdlgesinde gerceklesir. Juxtaparanod
bolgesinde, akson yiizeyindeki Caspr2 proteini oligodendrosit ylizeyindeki Contactin2
proteinine baglanir. Olugan bu kompleks voltaj-kapili-sodyum kanallari i¢in bir kapan
gorevi goriir ve onlar1 nod- internod arasinda ayirir [37, 38]. Miyelin kilifin internod
bolgesinde ise akson ile oligodendrosit arasinda kurulan baska bir bag bulunur. Buna
gore, oligodendrosit yilizeyinde bulunan miyelin-iligkili glikoprotein (MAG), akson
membraninda bulunan ¢esitli gangliositler ile etkilesime girer [39]. MAG-gangliosit
baglantis1 sonucunda hem oligodendrositte hem de ndronda cesitli asagi yolaklar
aktive olur. Noronda aktiflesen baslica yolaklardan biri Cdk5 ve ERK1/2 tarafindan
gergeklestirilir ve bunun sonucunda akson da bulunan iskelet proteinlerinin

olgunlagmasi saglanir. Buda akson ¢apinin kalinlasmasina sebep olur [40, 41].

4.6. Miyelin Bozukluklar:

Yukarida da aciklandigi iizere, miyelinizasyonun diizgiin ve sorunsuz bir
bicimde gergeklesmesi sinyal iletimini hizlandirdigindan dolayi, sinir sisteminin
kusursuz isleyisine yardimci olur ve buna bagli olarak da viicudun fizyolojik akisinin
diizenlenmesinde Onemli gorev istlenir. Dolayisiyla, miyelin materyalinde ve
oligodendrosit hiicre grubun da meydana gelen bir bozukluk ya da miyelinizasyonun

sorunlu veyahut hatali ¢aligmasi ¢esitli hastaliklara sebebiyet vermektedir.
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Miyelin bozukluklarina bagli olarak ortaya cikan hastaliklar genel olarak iki
baslik altinda toplanir; genetik yapiya bagli miyelin bozukluklari ve sonradan
kazanilmig miyelin bozukluklar1 [42]. Genetik yapida meydana gelen mutasyonlar
sonucu olusan miyelin hastaliklarinin basinda Pelizaeus-Merzbacher hastaligi (PMD)
gelmektedir. PMD X-bagimli bir bozukluktur ve %60-70 oraninda PLP duplikasyonu
sonucu meydana gelir [43]. PLP geninde meydana gelen bu mutasyon sonucunda
MSS’de miyelinizasyon miktar1 diiser ve kiside c¢esitli rahatsizliklar meydana gelir
[44]. Diger bir genetik mutasyon sonucu olusan miyelin rahatsizligl ise
Adrenolokodistrofi (ALD) olarak adlandirilan yine X-bagimli genetik bir hastaliktir.
ABCDI1 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu ¢ok-uzun-zincirli-yag asitleri
birikmeye baglar ve bunun sonucunda da demiyelinizasyon goriiliir [20].
Demiyelinizasyon kisaca, olusturulmus miyelin tabakasinin yok olmasi veya
cozlinmesi anlamina gelmektedir. Ancak, ¢cok-uzun-zincirli-yag asitlerinde meydana
gelen birikmenin demiyelinizasyona tam olarak nasil sebep oldugu heniiz kesin olarak

bilinmemektedir.

Miyelin bozukluklarina bagli olusan hastaliklarin toplandigi diger bir baslik ise
sonradan kazanilan miyelin hastaliklaridir. Bu hastaliklarin baginda ise Multipl
Skleroz (MS) gelmektedir. MS diinya {izerinde en ¢ok goriilen/bilinen miyelin
hastaliklarinin baginda gelir ve istatistiklere gore kadinlarda erkeklerden daha sik
goriiliir [14, 45]. MSS’de meydana gelen enflamasyon sonucu olusan ve bagisiklik
sistemi ile iligkilendirilen bir hastaliktir [46]. Diinya genelinde yaklasik olarak 2,5
milyon insani etkilemektedir [47]. MS hastalarinda yapilan incelemeler 1518inda,
hastalik sonucunda yalnizca demiyelizasyon goriilmedigi, buna ek olarak noral kayip
da yasandigini belirtilmistir [48]. Hastalik dort ayr1 basaktan olusur ve hastalardaki
seyri bulunduklar1 basamaga gore degiskenlik gosterir. Yaklasik olarak MS
hastalarinin %80-85’1 relapsing-remitting olarak adlandirilan basamakta yer alir [42].

Bu basamagin siddeti goreceli olarak diger basamaklara gore daha diigiiktiir.
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4.7. Floresan Goriintiileme

Mikroskoplarin icadindan sonra bilimde biiylik ilerleme kaydedilmistir.
Nitekim, ortalama bir hayvan hiicresinin 10-20 pm boyutunda oldugu diistiniiliirse,
mikroskoplarin icadindan 6nce bilim insanlarinin en basit bir hayvan hiicresini bile
goriintiilemesi oldukg¢a zordur. Zira, ¢iplak goz ile bir insanin gérebilecegi en kiigiik
madde bile ortalama biiyiikliikteki bir hiicre boyutunun kat kat fazlasidir. Bu sebeple
151k mikroskoplar1 gelistirilmis ve bir¢ok hiicre, doku ve benzeri organizmalara ait
materyaller gézlemlenebilmistir. Ancak, hayvan hiicrelerinin renksiz olusu onlar
ayrintili  bir sekilde incelemeyi engeller niteliktedir. Proteinlerin, hiicre igi
kompartimanlarin ve birgok hiicre materyalinin goriinlir hale getirilebilmesi igin
oncelikle onlarin renklendirilmesi ve sonra da renkli versiyonlarini goriintiileyebilecek
bir mikroskop gelistirilmesi gereklidir. Bu amag¢ dogrultusunda floresan mikroskoplar

gelistirilmistir (Sekil 4.7.2).

Floresan maddeler, belli bir dalga boyunda gelen 15181 absorbe ederek daha
yiiksek bir dalga boyunda geri yayan 6zel molekiillerdir [49]. Isik ile uyarilmis olan
floresan molekiiliine ait elektron daha uzun dalga boyunda bir 151k fotonu yayarak
taban durumuna geri doner. Bu islem sirasinda da floresan 1s31ma meydana gelir [49].
Floresan mikroskoplar temelde normal bir 151k mikroskopu ile benzer 6zellikleri tasir.
Ancak, floresan 1s1may1 yakalayabilmek amaci ile bu mikroskoplarda iki ayr filtre
bulunmaktadir. Ilk filtre 151k kaynagindan gelen 1s1g1in yalnizca istenilen dalga
boyunda gegisine izin verir. Orneklemek gerekirse, istenen dalga boyu 450 — 490 nm
arasinda ise ilk filtre bu dalga boyuna gore ayarlanir ve diger dalga boylarinin gegisi
engellenir. Ilk filtreden gegen 151k ikinci olarak dzellestirilmis bir aynaya (beam-
splitting mirror) carpar [49]. Bu ayna, ilk filtreden gegen 15181 Ornegin iizerine
yansitirken 0rnekten yayilacak olan daha yiiksek dalga boyundaki floresan 1518a da
gecirgenlik saglar. Ornekten yayilan ve aynadan gecen 151k daha sonra ikici filtreye
carpar. Ikinci filtre ise, yine ilk filtrede oldugunu gibi yalmizca istenilen dalga
boyundaki 1$181in gecisine izin verir ve Ornekten yansiyan istenmeyen isimalar
filtreler. Bu sayede, arka plan sinyali ve giiriiltii olmadan yalnizca belirlenen dalga

boyundaki goriintii elde edilir [49].
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1

Sekil 4.7.1: Floresan mikroskobunun temel isleyis goriintiisii.

4.8. Floresan Isaretleme Metotlar

Bir hiicreyi floresan 1sima yapar hale getirmenin bir¢cok yolu vardir.
Glinlimiizde ¢ok siklikla kullanilan metotlarin basinda ise floresan molekiil ile
isaretlenmis antikorlar gelir. Antikorlar aslinda bir savunma mekanizmas: iirtinleridir
ve genellikle plazma hiicreleri tarafindan patojenlere 6zel olarak sentezlenirler [50].
Bu o6zellikleri antikorlarin mikroskobik arastirmalarda kullanilacak birer ara¢ haline
gelmelerine sebep olmustur. Hedef antijen cesitli hayvanlara enjekte edilerek o
hayvanin kaninda spesifik antikor iiretilmesi tetiklenir. Daha sonra, hayvanin kanindan
antikorlarin tiimii izole edilir ve poliklonal antikor adin1 alir [51]. Poliklonal antikorlar

hedef antijene spesifik olsalar bile, o antijen iizerinde bulunan farkli epitoplara
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baglanma egilimindedirler. Tek bir epitopa 0zel {iretilmis antikorlara ise monoklonal
antikor ad1 verilir ve bu antikorlar immortalize edilmis tek bir hiicre klonu tarafindan
salgilanir [52]. Dolayisiyla, floresan molekiilii ile isaretlenmis antikorlar hedef
proteine baglandiklarinda belirli dalga boylarinda 1s1ma yaparlar. Cogu floresan
mikroskoplar1 yesil, kirmizi ve mavi renkli 1s1may1 gecirebilecek filtre diizenegi ile
kurulurlar dolayisiyla farkli antikorlarca isaretlenmis hiicreler bu filtreler yardimiyla

goriintiilenebilir.

4.8.1. Floresan Protein ile isaretleme

Floresan proteinlerin hiicre iginde iiretilebilmesi i¢in bunlar1 ifade eden
DNA’larin hiicreye transfer edilmesi gerekir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilan
genetik olarak modifiye edilmis, dogal floresan 151ma yapan proteinler bulunmaktadir
[53]. Bu proteinler herhangi bir bagka protein ile eslendigi zaman o protein ile beraber
floresan 151ma yapmaya baslarlar. Bu sayede hedef protein floresan mikroskopu altinda
takip edilebilir hale gelir [54]. Orneklemek gerekirse, hedef protein bir floresan protein
ile birlestirildigi ve hiicreye tanitildigi zaman hiicre o proteinin floresan isaretli
versiyonunu da iiretmeye baglar. Floresan isaretli hedef protein sayesinde o proteinin
iiretiminden itibaren takip ettigi yolaklarda benzer sekilde takip edilebilir hale gelir.
Dolayistyla, hedef proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu, {iretim yeri, zaman1 ve olusum

deseni floresan mikroskopu kullanilarak goriintiilenebilir ve analiz edilebilir [55].

Floresan proteinler tek basina da isaretlemede kullanilabilirler. Hiicre-spesifik
promotorler altina koyulan floresan protein dizileri hedef hiicreye transfer edildigi
zaman o hiicre genel morfolojisini belli edecek sekilde floresan 1s1ma yapmaya baslar.
Bu durum hiicre i¢erisinde ifade edilen floresan proteinin yine yalnizca o hiicreye 6zgii
genel bir promotdr altinda olmasi ile saglanabilir. Ek olarak, dogal floresan proteinler
genel memeli ifadesi i¢in kullanilan promotorler ile de hiicrelere tanitilabilir. Bu metot
sayesinde, hiicre secilimi yapilmadan, istenilen tiim hiicre gruplar floresan
isaretlenmis hale getirilebilir [54]. Dogal floresan proteinlerin baslicalari, yesil
floresan protein (GFP), kirmiz1 floresan protein (RFP), sar1 floresan protein (YFP),
mCherry ve benzerleridir [53].
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4.8.2. Floresan Isaretlemede DNA Transferi

DNA transferi sirasinda siklikla kullanilan ilk metot viriis ile isaretlemedir.
Viriis isaretlemesi canli materyal i¢cin uygun bir yontemdir, zira viriis enfeksiyonu
sonucunda hedef hiicrenin onu ifade etmesi gerekmektedir. Lentiviriisler floresan
isaretlemede kullanilan baslica viriis ¢esitlerinden biridir. Lentiviriisler hem boliinen
hem de boliinmeyen hiicre ve dokular1 enfekte etme egiliminde olduklari i¢in birgok
mikroskobik aragtirmada basi ¢ekerler [56]. Dogal floresan proteinler benzer sekilde
viriis partikiilleri igerisine yerlestirilip hiicreleri enfekte etmede kullanilir. Dolayisiyla,
hiicrenin DNA’sina yerlesen floresan protein sekansi sayesinde enfekte olmus hiicre

grubu da floresan 151ma yapar hale gelir.

Hedef gene 6zel isaretleme yapan lentiviriis liretimi i¢in temelde iki ayr1 yol
takip edilmektedir: 2. Jenerasyon lentiviriis ve 3. Jenerasyon lentiviriis iiretimi.
Lentivirtisler “gag, env ve pol” adlar1 verilen temelde 3 ana gene sahiptirler [57]. Gag
geni lentiviriislerin konak hiicreyi enfekte etmesini saglarken env geni lentiviriisiin
yiizey glikoproteinlerin iiretilmesinden sorumludur. Bu sayede, viriis konak hiicreye
RNA materyalinin girigini saglar. Pol geni ise ters-transkriptaz enziminin
iiretilmesinden sorumlu olan gendir ve RNA materyalinin hiicre i¢erisinde DNA’ya
donmesine saglayarak virilisiin genetik materyalinin konak hiicre DNA’sina entegre
olmasina sebep olur [57]. 2. Jenerasyon lentiviriis iiretimi sirasinda yukarida
bahsedilen ve viriisiin hiicre i¢inde olusumunu saglayan genler, hedef gen dizisi ile
birlikte 3 ayr1 plazmite boliinmiis halde bulunur [57]. Bu sayede lentiviriis iiretimi
sirasinda ihtiyag duyulan giivenlik seviyesi arttiritlmis olmaktadir. 3. Jenerasyon
lentiviriis liretimi ise bahsedilen genlerin hedef gen dizisi ile birlikte toplamda 4 ayr1
plazmite boliinmesi ile olusturulmustur [56]. Ek olarak, hedef gen dizisini tasiyan
plazmitte bulunan Uzun Terminal Tekrar1 (Long Terminal Repeats, LTRs) bdlgeleri
modifiye edilmis haldedir. Bu sayede virlis olustuktan sonra hiicre icinde tekrar
cogalmasi engellenmekte ve arastirmacilar igin lentiviriis iiretimi daha gilivenli hale

getirilmektedir.
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Floresan isaretlemede kullanilan bir diger metot ise transfeksiyon ile hiicrelere
floresan protein dizisine sahip DNA materyali transfer etmektir. Transfer edilen
floresan dizi hiicre igerisinde gegici veyahut kalici olarak ifade edilmeye baslar ve bu
sayede hiicre floresan 151ma yapar hale gelir. Genetik materyal transferi i¢in kullanilan
baglica metotlar elektroporasyon ve katyonik polimer aracili transferdir. Kisaca,
elektroporasyon bir elektrik alan uygulanmasi sonucu hiicre zarinda bosluklar
olusturma ve bu sayede hiicrenin hedef materyale kars1 olan gegirgenligini arttirma
prensibine dayanir [58]. Katyonik polimer aracili transfer ise DNA materyalinin
negatif yiiklii olmasina bagl olarak olusturulmus bir sistemdir. Cesitli katyonik
polimerler (PEIL lipofektamin) DNA ile ayni ortama konuldugunda ona baglanma
egilimi gosterirler [59]. Olusan DNA-polimer kompleksi daha sonra yine negatif yiiklii
hiicre yiizeyine tutunarak DNA’nin endositoz yardimi ile hiicre igerisine girmesini
saglar. Bu sayede hiicre icerisine salinan floresan dizili DNA materyali ifade edilmeye

baslanir ve hedef hiicre floresan 1s1maya sahip olur.
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5. MATERYAL ve METOD

5.1. Floresan Proteinlerin Klonlanmasi

NF155-mCherry’nin  oligodendrosit  spesifik ekspresyonu i¢cin MBP
promotdriine sahip lentiviriis vektorii [60]; Caspr-GFP ve Contactin-GFP’nin néron
spesifik ekspresyonu i¢in ise Synapsin I (Syn) [61] promotoriine sahip lentiviriis
vektori kullanilmistir (Sekil 5.1.1). NF155-mCherry, Caspr-GFP ve Contactin-GFP
plazmidleri Faivre-Sarrailh grubundan temin edilmistir (Sekil 5.1.3.1) [62]. Daha
sonra NF155-mCherry, pCSC-MBP-LckN-tdTomato lentiviriis vektoriinde MBP
promotoriin arkasina; Caspr-GFP ve Contactin-GFP, pCSC-Syn-LckN-tdTomato

lentivirlis vektoriinde Syn promotdriin arkasina tdTomato’nun yerine klonlanmastir.

Kullanilan plazmitler i¢in optimize edilmis klonlama protokolii asagida (Tablo

5.1.1) ana hatlari ile detaylandirilmigtir.

Klonlama islemi i¢in Oncelikle MBP-LckN-TdTomato ve Syn-LckN-
TdTomato plazmitlerinden LckN-TdTomato parcast Mssl ve Sgsl enzimleri (Tablo
5.1.1.2) kullanilarak kesilip ¢ikartilmigtir. Restriksiyon kesimi islemi asagida belirtilen

protokole uygun olarak gerceklestirilmistir.
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MBP-LckN-TdTomato Plasmid
11296 bp &

pCSC-Synapsin-LckN-tdTomato(2)
~ 9809 bp

Sekil 5.1.1: MBP-LckN-TdTomato plazmidi: Sar1 renkli kissm MBP promotoriinii, kirmizi renkli kisim
TdTomato sekansini gostermektedir. Syn-LckN-TdTomato: Yesil renkli kisstm Syn promotdriini,
kirmizi renkli kissm TdTomato sekansini gostermektedir. Her iki vektorden de cikartilan LckN-
TdTomato pargast 1506 bp uzunlugundadir. Kesilmis MBP vektorii 9790 bp, kesilmis Syn vektorii ise
8303 bp uzunlugundadir.
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5.1.1. Restriksiyon Kesimi

Tablo 5.1.1.1 de belirtilen sekilde kimyasallar bir tiipte birlestirilmis ve tiip
termal dongiileyiciye yerlestirilmistir. Daha sonra, reaksiyon diizenegi 37°C'de 30
dakika ve 80°C'de 20 dakika olacak sekilde ayarlanmis ve bu islem 3 ayr1 plazmit

icinde tekrarlanmistir.

Tablo 5.1.1.1: Restriksiyon kesimi reaksiyonu igerigi.

Vektorler igin: 2x 'e gore:
Vektorler: 1wl
FastDigest Buffer: 4 ul
FastDigest Enzim 1 (Mss]): 2 ul
FastDigest Enzim 2 (Sgsl): 2ul
Su (niikleaz igermez): 31 ul
Total: 40 ul

Tablo 5.1.1.2: Klonlama i¢in belirlenen restriksiyon enzimleri ve tanima dizileri.

Enzim Ad1 Enzim Tanima Dizisi
ThermoFisher FastDigest Mssl GTTT/AAAC
ThermoFisher FastDigest Sgsl GG/CGCGCC

5.1.2. Vektor Defosforilasyonu
Elde edilen vektorlerin tekrar kendi i¢lerinde baglanmasinin engellenmesi i¢in

defosforilasyon kiti kullanilarak agikta kalan uglar1 defosforile edilmistir. Bu iglem

tablo 5.1.2.1 takip edilerek iki vektor i¢inde ayri ayri gerceklestirilmigtir.
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Tablo 5.1.2.1: Vektor defosforilasyon reaksiyonu igerigi.

Vektorler 40 ul
10x FastAP Buffer Il

Fast AP (enzim) 2.5 ul
Su (niikleaz i¢ermez) 6.5 ul
Total 50 ul

MBP-LckN-TdTomato ve Syn-LckN-TdTomato vektorlerinin dogru yerlerden
kesildiginden emin olmak ve TdTomato parcalarindan kurtulmak amaciyla, kesilmis
ve defosforile edilmis olan vektorler %1°lik agaroz jelde yiirlitiilmistiir (Sekil 6.1.1).
Daha sonra jel izolasyon kiti kullanilarak istenilen vektorlerin bulundugu jel bolgesi

kesilerek vektorler izole edilmistir.

NF155-mCherry, Contactin-GFP ve Caspr-GFP proteinlerinin DNA dizilerinin
bulundugu plazmitlerde, vektorlerin kesimi i¢in kullanilan enzim bdlgeleri
bulunmadigir i¢in, bu iic DNA dizisi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmistir. Bu sebeple, PZR icin tasarlanan primerlere (Tablo 5.1.3.3) belirlenen
enzim bolgeleri (Mssl ve Sgsl) eklenmis ve PZR islemi asagidaki protokole uygun
olaracak sekilde gerceklestirilmistir.

5.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Protokolii
3 ayr1 plazmit i¢in 3 ayr1 PZR tiipii isimlendirilmistir. Tiiplere tablo 5.1.3.1

takip edilerek kimyasallar eklenmis ve daha sonra tablo 5.1.3.2 de ki sekilde PZR

diizenegi kurulmustur.
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Tablo 5.1.3.1: PZR reaksiyonu igerigi.

Plazmit DNA: 1.5 ul
Forward Primer: 1 ul
Reverse Primer: Il

Taq Mix: 25 pl
Su: 21.5ul
Total: 50 ul

Tablo 5.1.3.2: NF155-mCherry, Contactin-GFP ve Caspr-GFP plazmitleri i¢in olusturulan PZR

diizenegi.
1) |95°C 4 dk
2) | 95°C 30 sn
3) | 60°C 30 sn
4) | 72°C 6.30 dk
5) | Adim 2’ye git | (34X)
6) | 72°C 5dk
7) | +4 o

Daha sonra PZR iirilinleri olan NF-mCherry (Sekil 6.1.2, 4664 bp), Contactin-
GFP (Sekil 6.1.2, 4022 bp) ve Caspr-GFP (Sekil 6.1.2, 6272 bp) %1 ‘lik agaroz jelde

yiiriitiilmiis ve jel izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir.
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contactin clone . casprimaginary clone

7829 bp 10079 bp

NF155 imaginary clone
8471 bp

Sekil 5.1.3.1: NF155-mCherry, Contactin-GFP ve Caspr-GFP DNA dizilerinin bulundugu plazmitlerin
gorintisii.

Tablo 5.1.3.3: NF155-mCherry, Contactin-GFP ve Caspr-GFP plazmitleri i¢in tasarlanan primer ¢ifti.
MBP ve Syn vektorlerine yapistirabilmek i¢in forward primerlere Sgsl tanima bolgesi (yatik harfler)
reverse primerlere Mssl tanima bdlgesi (yatik harfler) eklenmistir.

PZR Primeri Primer Dizisi (5°23°)
NF155-mCherry, Contactin- | TTGGCGCGCCTTTTAGTGAACCGTCAGAT
GFP, Caspr-GFP forward

primer
NF155-mCherry, Contactin- | TTGTTTAAACTTCAGGTTCAGGGGGAGGTG
GFP, Caspr-GFP Reverse

primer
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Jelden izole edilmis PZR iirlinleri olan NF155-mCherry, Contactin-GFP ve
Caspr-GFP DNA dizileri, vektorlerin kesiminde kullanilan Mssl ve Sgsl enzimleri ile
yukarida belirtilen protokole uygun olarak kesilerek vektorler ile uyumlu 5’-uglar1 ve
3’-uglar1 olusturulmustur. Daha sonra asagida belirtilen ligasyon protokolii
uygulanarak, NF155-mCherry DNA dizisi MBP vektdriiyle, Contactin-GFP ve Caspr-
GFP DNA dizileri ise Syn vektoriiyle birlestirilmistir.

5.1.4. Ligasyon

Restriksiyon kesimi ve defosforilasyon sonrasinda elde edilen vektorlerin
konsantrasyonlart NanoDrop cihazi yardimi ile dl¢iilmiistiir (Sekil 5.1.4.1). Aym
zamanda, PZR ile elde edilen insertlerin konsantrasyonlar1 da benzer sekilde

Olciilmiistiir (Sekil 5.1.4.1).

Tablo 5.1.4.1: Elde edilen vektor ve PZR iirtinlerinin NanoDrop’ta alinmig konsantrasyon 6lgtimleri.

DNA 30 uliginde  A260/280 = A260/230
Syn vektorii 14,4 ng/pl 1.80 0.54
MBP vektorii 52,1 ng/pl 1.82 1.11
Contactin PZR iirtinii 64,5 ng/ul 1.75 1.29
Caspr PZR {iriinii 25 ng/ul 1.75 0.81
Nf155 PZR iiriinii 18,5ng/ul 176 0.10

Tim vektorler 50 ng olacak sekilde sabitlenmis ve insert orani vektor/insert

hesaplama araci ile 50 ng vektdre gore hesaplanmistir (Sekil 5.1.4.2).
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Tablo 5.1.4.2: Vektor/insert orant sonucu elde edilen miktarlar.

1:3 Orani

MBP vektor: 50 ng NF155 insert: 71,55 ng
SYN vektor: 50 ng Contactin: 72,26 ng
SYN vektor: 50 ng Caspr: 113,81ng

Tablo 5.1.4.3: MBP:NF155-mCherry plazmiti i¢in olusturulmus Ligasyon reaksiyonu icerigi.

MBP:NF155 Ligasyonu:

Vektor MBP 0,96 ul
NF155 PZR iiriini 3.8 ul
Ligation Buffer 4 ul
Ligase S5ul
PEG 2 ul
Su, (niikleaz igermez) 4,24 ul
Total: 20 ul

- 50 ng= MBP Kons. x Hacim

50 ng =52.1 ng/ul x 0,96 ul
—>71,55 ng= NF155 Kons. x Hacim
71,55 ng =19 ng/pul x 3,8 pl

MBP:NF155-mCherry ligasyon reaksiyonu igin 1:3 vektor/insert orani
kullanilmistir. Daha sonra, Tablo 5.1.4.3 takip edilerek tiim kimyasallar bir tiipte

birlestirilmis ve tiip 16°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

SYN:Contactin-GFP ve SYN:Caspr-GFP ligasyon reaksiyonu igin 1:3
vektor/insert oran1 kullanilmistir. Daha sonra Tablolar 5.1.4.4 ve 5.1.4.5 takip edilerek
tiim kimyasallar her plazmit i¢in ayr bir tiipte birlestirilmis ve tiipler 16°C’de gece

boyunca inkiibe edilmistir.
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Tablo 5.1.4.4: SYN:Caspr-GFP plazmiti i¢in olusturulmus Ligasyon reaksiyonu igerigi.

SYN:Caspr Ligasyonu:

Vektor SYN 3.47 ul
Caspr PZR {irlinti 4.55 ul
Ligation Buffer 4 ul
Ligase S5ul

Su, (niikleaz igermez) 297 Wl
Total: 20 ul

—50 ng= SYN Kons. x Hacim
50 ng = 13.6 ng/ul x 3.68 pl

- 113,81 ng= Caspr Kons. x Hacim
113,81 ng = 25 ng/ul x 4.55 nl

Tablo 5.1.4.5: SYN:Contactin-GFP plazmiti i¢in olusturulmus ligasyon reaksiyonu igerigi.

SYN:Contactin Ligasyonu:

Vektor SYN 3,47 Wl
Contactin PZR {irlinti 1,12 wl
Ligation Buffer 4 ul
Ligase 2 ul
PEG 2 ul
Su, (niikleaz igermez) 6,41 ul
Total: 20 ul

—50 ng= SYN Kons. x Hacim
50 ng =14.4 ng/ul x 3.47 pl

- 72,26 ng= Contactin Kons. x Hacim
72,26 ng = 64.5 ng/pl x 1.12 pl



Birlestirilmis plazmitler, bakterilere transforme edilmis ve bakteriler
amfisilinli plakalarda biiyiitiilmistiir. Transformasyon islemi agsagida agiklanan

protokole uygun sekilde gergeklestirilmistir.

5.1.5. Transformasyon

Her plazmit i¢in birer tiip Stbl3 kompetent bakteri hizlica buza alinmis ve
kendiliginden buz i¢inde erimesi beklenmistir. Kisa bir ¢oktiirme yapildiktan sonra
eriyen bakterilerin lizerine 5 pl ligasyon iiriinii koyulmus ve 30 dakika buz iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra, 42°C de 45 saniye sicak plaka iizerinde, 2 dakika buz
izerinde inkiibasyon yapilmistir. Her tiip bakterinin iizerine 200 ul oda sicakliginda
SOC siv1 besi yeri eklenmis ve 1 saat 37°C’de calkalayici iizerinde inkiibasyon
yapilmistir. 1 saat sonunda c¢ogalan bakteriler 2:30 dakika boyunca 1000 rpm de
sentrifuj edilmis ve ¢Oken bakteriler tekrar daha az miktarda sivi besi yerinde
coziilerek amfisilinli plakalara yayilmistir. Plakalar gece boyunca 37°C’ de

bekletilmigtir.

MBP:NF155-mCherry, Syn:Contactin-GFP ve Syn:Caspr-GFP klonlar1 i¢in
birer koloni se¢ilmis ve amfisilinli sivi besi yerinde biiyiitiilerek mini plazmit
izolasyonu kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Klonlamanin dogrulugunu
gostermek amaci ile elde edilen plazmitlere Sall enzimi ile yukarida belirtilen
restriksiyon iglemi tekrarlanmistir. Ayrica, plazmitlere yine yukarida belirtilen PZR

islemi yapilarak istenilen parganin vektorde oldugu bir kez daha gosterilmistir (Sekil

6.2.1, Sekil 6.2.2).

Tiim kontrolleri yapilan plazmitler (MBP:NF155-mCherry, Syn:Contactin-
GFP ve Syn:Caspr-GFP) daha sonra virlis yapimi i¢in 400 ml sivi besi yerinde
cogaltilmistir. Elde edilen plazmitlere, maxi plazmit izolasyonu, kit protokoliine
uygun olarak yapilmistir. Elde edilen plazmitlere tekrardan PZR yapilarak bir
kontrolden daha geg¢irilmis ve gliserol kullanilarak stoklanmistir (Sekil 6.2.3).
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Tablo 5.1.1: Klonlama sirasinda yapilan optimizasyonlarin 6zeti.

UOASBULIOJSUR I,

duRNIUNIOD

uoAseqmyuy

Ddd
ng
Jng
LIEPIA] WIZU
LIEP[IAL 10DPA
TURIO JIISUI/IOPI A

U0Ase3Iy

uisywe | UIISywe | UIISyWe | UlISgwe | UIISYWe | UISYWe | ulisgwe | ulisgwe
0001/1 | 0001/T | 000I/I 000Z/1 000Z/T | 000Z/T  000T/T 0002/1
MIIASJRS | MITAJES | MIIAJRS | MIIAJES | MOIAJES  MIIAJES | MIIAJES I[OAIA [RISLIY

MPTDOT APT DT AP T D91
AP ST DT N/O D91 Jees T I ees LY | 1es 7L | N/O D091 | N/O D91 N/O D o91

- 8 - - - ne ne -
uySiIgo | uoySido | uoyS1I3o@q | udySido@ | uoySiZog | uoySi3o@ | uoySi3o@q - uoySido(g
[y [y ny ny ny ny ny ny
[ [ i i [ ne mne mne
3u 001 3u g 3u 0g 3u g 3u g 3u g 3u 0§ 3u 0§

e 1 [T Sl S-1 €1 el el el

QUWIAUA([ '] JWAUI(] 7 dWUI([ '€ JWAUI([ ‘p OWAUI( 'S OWAUI([ ‘9 SWAUI([ *L dWAUI( 'Y

33



Tablo 5.1.1° de goriildiigii lizere ligasyon sirasinda yapilan optimizasyonlar
yesil siitunlarda, goriintiileme sirasinda yapilan optimizasyonlar mavi siitunda ve
transformasyon sirasinda yapilan optimizasyonlar ise turuncu siitunda gosterilmistir.

Toplamda 8 deneme yapilmis ve son iki deneme de (7. ve 8.) basariya ulagilmistir.

5.2. Lentiviriis Uretimi ve Isaretlemesi

HEK-293T hiicreleri 2 gece dnceden 150 mm’lik plakalara ekilerek %80 yogunluga
gelmeleri beklenmistir. Hiicreler uygun yogunluga ulastiktan sonra asagida belirtilen

transfeksiyon protokolii uygulanmistir.

5.2.1: PEI Transfeksiyonu

Asagida belirtilen Tablolar 5.2.1.1, 5.2.1.2 ve 5.2.1.3 takip edilerek her plazmit
icin ayr1 olmak tizere tim DNA’lar OPTIMEM besi yerine eklenmis ve iistiine yine
belirtilen miktarda PEI eklenerek vortexleme yapilmistir. 10 dakika oda sicakliginda
bekletilen karisimlar 12°ser adet 150 mm’lik hiicre ekili plakalara esit sekilde
dagitilmastir.

Tablo 5.2.1.1: SYN:Caspr-GFP plazmitinin viriis yapimu i¢in gergeklestirilen transfeksiyon igerigi.

DNA 150mm plaka  DNA 150mm 12 -150 mm
konsantrasyonu = Kons. Plaka pl plaka total

SYN:Caspr- 24,4 ng 2.428 10,05l 120 pl

GFP png/ul

MDL MEGA 16,2 pug 4.461 3,63 ul 43,56 ul
png/pl

Rev RSV 6,2 ug 0,822 7,54 ul 90,48 ul
png/pl

VSVG 8,2 ug 2,014 4,07 pl 48,84 ul
png/pl

OPTIMEM 1 ml 12 ml

PEI 200 pl 2,4 ml
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Tablo 5.2.1.2: SYN:Contactin-GFP plazmitinin viriis yapimi i¢in gergeklestirilen transfeksiyon igerigi.

DNA

SYN:Contactin-

GFP
MDL MEGA

Rev RSV

VSVG

OPTIMEM
PEI

150mm plaka DNA
konsantrasyonu = Kons.
244 ng 0,510
ng/pl
16,2 ng 4.461
ng/pl
ng/pl
8,2 ug 2,014
ng/pl
1 ml
200 ul

150mm

Plaka pl
48,8 ul
3,63 ul
7,54 wl

4,07 pl

12 -150 mm
plaka total

241 Wl
87,2 ul
181 pl
97,72 ul

24 ml
4,8 ml

Tablo 5.2.1.3: MBP:NF155-mCherry plazmitinin virlis yapimi igin gergeklestirilen transfeksiyon

icerigi.

DNA

MBP:NF155-
mCherry
MDL MEGA
Rev RSV
VSVG

OPTIMEM
PEI

150 mm plate = DNA conc.
concentration
244 ng 2.6 ng/pl
16,2 ug 4.461
ng/pl
6,2 ug 0,822
ng/pl
8,2 ug 2,014
ng/pl
1 ml
200 pl

150mm
Plate ul

9,38 ul
3,63 ul
7,54 ul

4,07 pl

12 -150

mm plate

total
112,6 ul
43,56 pl
90,48 ul
48,84 ul

12 ml
2,4 ml

Transfeksiyon isleminden 4 saat sonra eski besi yerleri ¢ekilmis ve yerine 20

ml taze DMEM-5%FBS-HEPES (10mM) konulmustur. Hiicreler 72 saat boyunca

inkiibatorde bekletilmistir ve bu iglem 3 plazmit i¢inde ayr1 ayr1 tekrarlanmigtir.

72 saat sonunda lentiviriisiin bulundugu besi yeri toplanmisg ve 0.45um CA

Millipore filtre ile filtrelenmistir. Sonrasinda Ultra-santrifiij tiiplerine dagitilarak 4 saat

20.000 g de ve 4°C sicaklikta gevrilmistir. Santrifiij sonunda tiiplerden mediumlari

tamamen c¢ekilmis ve 1’er ml Ca/Mg yoksun PBS ile viriis ¢okeltisi ¢oziilmiistiir. Daha
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sonra tiim PBS tek bir ultra-santrifiij tiipiinde toplanmis ve tekrar 4°C ve 20.000 g de
4 saat santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iistte kalan PBS ¢ekilmis ve 100 ul PBS
eklenmistir. Cokeltinin kolay ¢oziilebilmesi icin PBS eklenmis ¢okelti gece boyunca
4°C’ de bekletilmistir ve ertesi giin 1’er ul olacak sekilde boliinerek -80 de

saklanmustir.

Kullanilan  SYN:Caspr-GFP ve MBP:NF155-mCherry  plazmitlerinin
boyutlarinin biiyiik olmasi viriis titrasyonunun HEK293T hiicre hatti kullanilarak
belirlenmesini engellemistir. Bu sebeple, kullanilmas1 gereken optimum viriis miktari
direkt olarak proteinlerin spesifik oldugunu hiicre gruplar1 olan oligodendrosit ve

ndronlar lizerinde hesaplanmaigtir.

Oligodendrosit ve noron hiicreleri 5.3’te anlatildig1 sekilde noral progenitor
hiicrelerden (NPH) farklilastirilmistir. NPH’lar dncelikle 8 kuyucuklu plakaya ekilmis
ve 4 kuyucuk oligodendrosit 4 kuyucuk da nérona farklilagtirilacak sekilde ayrilmistir.
On birinci giin sonunda elde edilen oligodendrositlere 0.5 pl, 1 pl, 1.5 pl ve 2 pl olacak
sekilde MBP:NF155-mCherry virlisii verilmis (Tablo 5.2.1.4) ve olgunlagmanin
tamamlanmasi i¢in 15 giin beklenmistir. Ayni sekilde noronlara da SYN:Caspr-GFP
viriisii verilmis (Tablo 5.2.1.4) ve 15. giin beklenmistir. LSM800 Konfokal

mikroskopu kullanilarak hiicrelerden 16. giinde goriintii alinmistir.

Tablo 5.2.1.4: 8-kuyucuklu plaka deney dizayni.
Oligo 0,5 ul 1 ul LSul  2ul
Noron 0,5 pl Il 1,5 ul 2 ul

SYN:Caspr-GFP ve MBP:NF155-mCherry viriislerinin optimum c¢aligsma

miktarmin 50.000 hiicre i¢in 1 pl viriis seklinde oldugu hesaplanmistir.

Lentiviriis iiretimi sirasinda uygulanan optimizasyonlarin ana hatlar1 Tablo

5.2.1.5’te aciklanmustir.
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Tablo 5.2.1.5: Lentiviriis iiretimi sirasinda yapilan optimizasyonlarin dzeti.

1. Deneme 2. Deneme 3. Deneme

12,2 pg Plazmit 24,4 pg Plazmit 24,4 pg Plazmit
DNA DNA DNA
Transfeksiyon | +15,3 pug yardimer | +30,6 pg yardimer | +30,6 pug yardimer

DNA’lar DNA’lar DNA’lar
DMEM+%10 FBS | DMEM+%10 FBS | DMEM+%10 FBS
Inkiibasyon +HEPES 10mM

69.000 g, 2 saat 69.000 g, 2 saat 20.000 g, 4 saat

Toplama | 0.22 um Filtre 0.45 pm Filtre 0.45 pm Filtre

Yiikselme ivmesi:4 | Yukselme ivmesi:4 | Yiikselme ivmesi:1

5.3. Ortak kiiltiiriin olusturulmasi

Ortak kiiltiirin ilk asamasi1 olarak, daha dnceden hazirlanmis ve -80°C de
saklanmakta olan NPH’ler ¢6zdiiriilerek laminin kapl plakalara ekilmistir. NPH’ler
%80-85 civarinda konfluent oluncaya kadar proliferasyon besi yerinde (20 ng/ml
Epidermal biiyiime faktorii (Epidermal growth factor (EGF)), 20 ng/ml Fibroblast
biiylime faktorii-bazik (Fibroblast growth factor-basic (bFGF)), 1:100 N2 ve 1:50 B27
eklenmis DMEM/F12 vasati) biyiitiilmiistiir. Elde edilen hiicrelerin bir kismi

oligodendrosite ve bir kism1 da nérona farklilastirilacak seklide ayrilmistir.

5.3.1. Oligodendrosit Farkhilagtirmasi

Oligodendrosit iiretimi i¢in, NP hiicrelerinin besi yeri farklilagma besi yeri
(N2/B27°1i DMEM/F12 vasati icine 10 ng/ml Insiilin benzeri biiyiime faktérii (Insulin-
like growth factor 1 (IGF-1)) ve 10 ng/ml Trombosit kokenli biiytime faktorii (Platelet-
derived grow factor-a (PDGF-a)) eklenmistir) olarak degistirilmistir. 7 giin boyunca
farklilagsma besi yerinde biiytitiillen hiicreler, 8. Giin de olgunlagsma besi yerine
(N2/B27°li DMEM/F12 vasati igine 10 ng/ml Siliar norotrofik faktér (Ciliary
neurotrophic factor (CNTF)), 5 ng/ml Norotrofin (Neurotrophin-3 (NT3)) ve 40 ng/ml
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Triiodothyronine (T3) eklenmistir) alinmistir. Bir hafta boyunca da olgunlagma besi

yerinde tutulan hiicreler 15. giin sonunda olgun oligodendrositler halinde elde

edilmigtir (Sekil 5.3.1.1). Hiicreler 15 giinlilk farklilasma siireci boyunca %5

karbondioksit ve 37°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

D-5 D-4 DO D1 D8 D15
1 ]
NPC Generation Oligodendrocyte Differentiation
ESC NPC Myelination
expansion expansior Co-culture
mESC Medium N2/B27 Medium N2/B27 Medium +T3
+LIF + Noggin + EGF +|GF1 + PDGF-AA + CNTF + NT3 + T3 Myelination
+ bFGF Differentiation Medium Maturation Medium Medium
Transfer to low Dissociate EBs Differentiation Maturation Mature Plate on
attachment dishes Begins Begins Oligodendrocytes neurons

Sekil 5.3.1.1: Noral progenitor hiicrelerden (NPH) oligodendrosit farklilagtirma zaman ¢izelgesi [7].

5.3.2. Noron Farkhlastirmasi

Noron tiretimi i¢in, NP hiicreleri N2/B27°li DMEM/F12 vasatina 20 ng/ml

Glial hiicre hatti tiirevli norotrofik faktoér (Glial cell derived neurotrophic factor

(GDNF)), 500 pg/ml siklik-AMP (cAMP) ve 0.2 uM askorbik asit eklenmis besi

yerine alinmistir. Hiicreler iki hafta boyunca bu besi yerinde olgunlastirilarak olgun

noronlar elde edilmistir (Sekil 5.3.2.1). Hiicreler 15 giin boyunca %35 karbondioksit ve

37°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

D-5 D-4 DO D1 D15
1

E NP Myeli

e expal C
t . '

mESC Medium N2/B27 Medium N2/B27 Medium +T3

+LIF + Noggin + EGF g Myelination

99 +bFGF +CAMP + GDNF + L-AA Madium

Transfer to low Dissociate EBs Differentiation Mature Plate with

attachment dishes Begins Neurons .
oligodentrocytes

Sekil 5.3.2.1: Noral progenitor hiicrelerden (NPH) ndron farklilastirma zaman ¢izelgesi.
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5.3.3. Transdiiksiyon

Farklilasmanin 11. Giiniinde oligodendrositler MBP:NF155-mCherry viriisii,
noronlar ise SYN:Caspr-GFP viriisii ile enfekte edilmistir. Bu islem i¢in, yukarida
belirlenen uygun viriis miktar1 hiicre sayisina gore oranlanmis ve hiicrelere verilmistir.
Viriis ile enfekte edilmis hiicreler %5 karbondioksit ve 37°C sicaklikta muhafaza
edilmis ve 16 saat sonunda hiicrelerin lizerinden eski besi yeri ¢ekilerek taze besi yeri

eklenmistir.

Iki haftalik siirenin sonunda, elde edilen olgun oligodendrositler Accutase
enzimi ile kaldirilip yine farklilasma sonucu elde edilen néronlarin {izerine ekilmistir.
Olusturulan ortak-kiiltiir miyelinizasyon besi yerinde (ndron besi yerine eklenmis 40
ng/ml T3) ve 37°C sicaklikta muhafaza edilmistir. Ayrica besi yeri iki giinde bir
yenilenmistir. Ortak kiiltiiriin 3. giinii oligodendrosit ve noronlar LSM800 Konfokal

mikroskobu kullanilarak goriintiilenmistir.

5.4. Hiicre Hatt1 Gelistirme

Kullanilan SYN:Caspr-GFP ve MBP:NF155-mCherry plazmitlerinin
boyutlarinin biiyiik olmasi viriis titrasyonunun yapilan tiim optimizasyonlara ragmen
istenilen seviyeye ¢ikmasini engellemistir. Bu sebeple, hiicrelere kalici transfeksiyon
islemi gergeklestirilerek hedef genin ifadesinin zenginlestirilmesi hedeflenmistir.
Hedef geni alan hiicrelerin segilimi yapilabilmesi i¢in oncelikle uygun antibiyotik

dozu 5.4.1 de belirtilen sekilde bulunmustur.

5.4.1. Antibiyotik Egrisi

Noral progenitdr hiicreler Tablo 5.4.1.1 de gosterildigi sekilde 36 kuyucuga
esit bir bicimde ekilmis ve %50 yogunluga gelmeleri beklenmistir. Hiicreler %50
yogunluga ulastiklar1 glin yine yukarida belirtildigi gibi antibiyotik miktarlar1 sirasiyla
her kuyucuga 3 tekrarli olacak sekilde verilmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubu da

antibiyotiksiz birakilmistir. Hiicrelerin besi yeri ayn1 oranda antibiyotik ile birlikte her
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2 giinde bir degistirilmis ve hiicreler bu sekilde 9 giin boyunca %5 karbondioksit ve

37°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Tablo 5.4.1.1: Antibiyotik egrisi i¢in olusturulmus 96-kuyucuklu plaka dizayni.

90 ug | 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | Kontrol

/ml ug |ug |ug (Mg |mMg | Mg Mg Mg |pg | pg | Oupg/ml
/ml | /ml |/ml |/ml | /ml |/ml |/ml |/ml | /ml | /ml

90 ug | 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | Kontrol

/ml ug | ug |ug (Mg |mug | Mg Mg |mg | pg | pg | Oupg/ml
/ml | /ml |/ml |/ml | /ml |/ml |/ml |/ml | /ml | /ml

90 ug | 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | Kontrol

/ml ug | ug |ug (Mg |mMg | Mg Mg Mg |pg | pg | Oupg/ml
/ml | /ml |/ml |/ml | /ml |/ml |/ml |/ml | /ml | /ml

Optimum doz antibiyotik 9. Giin sonunda tiim hiicreleri 6ldiiren miktar (190

pg/ml) olarak belirlenmistir. Bu dozun alt1 tiim hiicreleri 6ldiirmezken, iistii ise bir

haftadan kisa siirede 6ldiirdiigii i¢in toksik doz olarak kaydedilmistir.

Antibiyotik egrisi olusturulduktan sonra hiicreler 5.4.2 ve 5.4.3 de anlatildig

lizere iki ayr1 metot ile kalici transfekte edilmeye calisilmistir.

5.4.2. Elektroporasyon

T25 flaskta tam yogunluga ulagincaya kadar noral progenitor hiicreler (NPH)

biiytitiilmiisttir. 3.000.000 hiicre olan NPH’ ler tripsin enzimi ile kaldirilmis ve

¢oziiliirken 300 pl optimem kullanilmistir. Hiicre soliisyonundan 100’er pl alinarak 10

pg MBP:NF155-mCherry plazmiti ve kontrol plazmiti ile ayri ayr karistirilmis ve

elektroforez kiivetlerinin i¢ine konulmustur. Tablo 5.4.2.1 de agiklanan 1 numarali

ayar kullanilarak elektroporasyon yapilmaistir.
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Tablo 5.4.2.1: Elektroporasyon sirasinda uygulanan akim miktar: diizenegi.

Poring Pulse Transfer Pulse
# AV Length | Interval | No. D. Polarity \% Length | Interval | No. D. Polarity
(ms) (ms) Rate (ms) (ms) Rate
(%) (%)
1[275] 03 50 2 10 + 20 | 50 50 5| 40 +/-
21275| 05 50 2 10 + 20 | 50 50 5| 40 +/-

Daha oOnceden besi yerleri hazirlanmis 24-kuyucuklu plakalara, transfekte

olmus hiicreler ekilmistir (Tablo 5.4.2.2). Ayn1 islem pozitif kontrol plazmiti i¢inde

tekrarlanmigtir. Kalan 100 pl ise negatif kontrol olarak direk ekilmistir. Hiicreler 48

saat boyunca %35 karbondioksit ve 37°C sicaklikta muhafaza edilmistir. 48. saat

sonunda hiicrelere yukarida belirlenen optimum antibiyotik miktar: ile birlikte taze

besi yeri verilmistir. Besi yeri her 3 giinde bir degistirilerek hiicreler 2 hafta boyunca

37°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Ayni1 islemler bir kez de Tablo 5.4.2.1 de agiklanan

2 numaral1 ayar kullanilarak tekrarlanmigtir.

Tablo 5.4.2.2: 24-kuyucuklu plaka deney dizayni.

5.4.3. Lipofektamin ile Transfeksiyon

Noral Progenitor hiicreler 8-kuyucuklu plakaya Tablo 5.4.3.1° de belirtildigi

gibi ekilmis ve %50 yogunluga gelmeleri beklenmistir. Istenilen yogunluga ulastiktan
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sonra hiicrelere lipofektamin ile transfeksiyon islemi asagida anlatildigi sekilde

gerceklestirilmistir.

Tablo 5.4.3.1: Kalic1 transfeksiyon i¢in 8-kuyucuklu plaka deney dizayni

Negatif | MBP:NF155-mCherry

Noral

Kontrol | + 190 pug/ml ab
Progenitor

Negatif | MBP:NF155-mCherry
Hiicre

Kontrol | + 190 pug/ml ab

2,5 ug MBP:NF155-mCherry plazmiti ve 7,5 pl lipofektamin kimyasali1 50’ser
pl Optimem besi yerine ayri ayri eklenmistir. Daha sonra, DNA-optimem karisimi,
Lipofektamin-optimem karigiminin iizerine eklenmis, vorteksleme yapilmis ve 10
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen karigim, 10 dakikalik
inkiibasyondan sonra Tablo 5.4.3.1° de belirtildigi sekilde hiicrelere verilmistir. Iki

tekrarli olmasi sebebiyle ayni islem diger kuyucuk iginde tekrarlanmistir.

Uygulanan iki ayr1 transfeksiyon metoduna ragmen NPH’lerin kalici
transfeksiyon islemi basarilamamistir. Bu sebeple, NPH’ler farklilagtirma yapilmadan
lentiviris ile transdiiksiyon iglemine tabii tutulmus ve hedef gen ifadesinin hiicrelerde

zengilestirilmesi saglanmstir.

5.4.4. Zenginlestirme

Daha o6nceden yapilmis olan SYN: Caspr-GFP viriisii hiicre sayisina gore
oranlanmis ve hiicrelere verilmistir. Viriis ile enfekte edilmis hiicreler %5
karbondioksit ve 37°C sicaklikta muhafaza edilmis ve 16 saat sonunda hiicrelerin
iizerinden eski besi yeri ¢ekilerek taze besi yeri eklenmistir. Bu islem birer giin ara ile
3 defa tekrarlanmistir. Elde edilen hiicreler tripsin enzimi ile kaldirilmis ve 1200 rpm
de 3 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra, hiicrelerin yaris1 %10 DMSO igeren
proliferasyon besi yerinde (5.3) c¢oziilerek dondurulmustur. Diger yarist da

farklilagtirilmak tizere laminin kapl plakaya ekilmistir.
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5.6. Immiinositokimyasal Boyama ve Mikroskobik Inceleme

Ortak kiiltlirii olusturulan hiicreler oncelikle canliliklart korunacak sekilde
goriintiilenmisdir. Daha sonra yiiksek ¢oziintirliikte goriintii almak amactyla hiicreler
fikse edilip antikorlar ile isaretlenmistir. Fiksasyon MBP (diliisyon 1/100), anti-GFP
(diliisyon 1/1000), DAPI kullanilarak yapilmistir [7]. Kisaca, %4 paraformaldehit-
PBS ile fikse edilen hiicreler serum c¢ozeltisinde bloklandiktan sonra primer
antikorlarla gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan petri PBS ile yikanip
sekonder antikorlar ile inkiibasyondan sonra oOrnekler goriintiilemeye hazir hale
getirilmistir. Goriintiileme, REMER biinyesinde bulunan LSM800, LSM880 Airyscan

ve 151k mikroskoplari ile gergeklestirilmistir.

5.7. Malzeme Listesi

Malzeme Firma-Katalog No
DMEM Multicell, 319-005-CL
DMEM-F12 Capricorn, DMEM-12-A
FBS Sigma-F4135

PBS Sigma-P4417

N2 Supplement Thermo Fisher, 17502048
B27 Supplement Thermo Fisher, 12587010
Epidermal biiylime faktorii (EGF) R&D Systems, 233-FB-025
Fibroblast biiytime faktorii (FGF) R&D Systems, 236-EG-200
Laminin Sigma, L2020
Poly-L-Ornithine Sigma, P3655

Tripsin Enzim Gibco, 25200-056
Accutase Enzim Capricorn, ACC-1B
Trombosit kokenli biiyiime faktori-a | Biovision, 4482-10
(PDGF-a)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) | Biovision, 41119-100
Triiodothyronine (T3) Sigma, T6397
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Norotrofin-3 (NT3)

Biovision, 4306-10

Siliar norotrofik faktor (CNTF)

Biovision, 4017-20

Glial hiicre hatt1 tirevli norotrofik faktor

(GDNF)

Biovision, 4097-10

siklik-AMP (cAMP)

Sigma, A9501

L-askorbik asit

Sigma, A0278

NucleoSpin. Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, 740609.50

Ligasyon kiti ThermoFisher, K1423
PZR kiti Abm, GO13-dye

Stb13 Bakteri Thermofisher, C737303
SOC Besi Yeri Invitrogen, 15544-034

Mini plazmit izolasyon kiti

Macherey-Nagel, 740588.50

Maxi plazmit (Endofree) izolasyon kiti

Qiagen, 12362

0.45um Millipore CA filtre

Millipore, S2GPUO2RE

Ultra-centrifuge tiip (38.5 ml)

Beckman Coulter, 344058

PEI

Polysciences, 23966

Optimem

Thermofisher,51985034

Blemisin antibiyotik

Kocak Farma

Lipofektamin

Invitrogen, 11668-019

Ultra-centrifuge tiip kiiciik

Beckman Coulter, 344059

DMSO OriGen, CP-10

Agarose Multicell, D1-LE

LB broth Biomatik, A8521

LB Agar Sangon biotech, A507006-0250
Amfisilin Wisent Bioproducts, 450-110-EL
Kanamisin Biomatik, A3102

DNA Ladder BioLabs, N0550S

SafeView Abm, G108

Restriksiyon Kiti ThermoFisher, K1991
Anti-GFP antikor Abcam, Ab13970

MBP antikor Biorad, MCA409S
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Sigir Serum Albumin (BSA)

Sigma-A9418

Goat serum Sigma-G9023
Tween-20 Sigma-P9416
Triton-X Sigma-T8787

DAPI Sigma — D9542
Flouromount Sigma, 1002728406
Mega izolasyon kiti Qiagen, 12381

PEG Sigma, P5413-1KG

Antibiyotik/antimikotik

Wisent Bioproducts, 450-115-EL

Defosforilasyon kiti

ThermoFisher, EF0651

Gliserol

Multicell, 800-040-EL

488 anti tavuk antikoru

Abcam, A11039

555 anti sigan antikoru

Biotium, 20233
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6. BULGULAR

6.1. Vektorlerinin dogrulanmasi

Restriksiyon kesimi yapilmig MBP ve SYN vektorlerinin tdTomato
parcalarindan ayrildigin1 gdsteren jel goriintiisii Sekil 6.1.1°deki gibi elde edilmistir.

Parca biiyiikliiklerine bakilarak, vektorlerin dogru yerlerden kesildigi anlasilmaktadir.

z
X
3]
=
o
@
b=

TdTomato
Syn-LckN-
TdTomato

MBP vektori

Syn vektorii

TdTomato TdTomato

Sekil 6.1.1: Mssl ve Sgsl enzimleri ile kesilmis MBP ve Syn vektorlerinin jel goriintiisii. MBP
vektoriiniin 9790 bp, Syn vektoriiniin 8303 bp ve TdTomato parcalarinin da 1506 bp uzunlugunda
oldugu goriilmekte ve enzimlerin dogru yerlerden kestigi gosterilmektedir.
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NF155-mChermry
Contactin-GFP
Caspr-GFP

Sekil 6.1.2: NF155-mCherry (4664 bp), Contactin-GFP (4022 bp) ve Caspr-GFP (6272 bp)
proteinlerinin PZR ile ¢ogaltilmis %1°lik jel goriintiisii.

PZR kullanilarak ¢ogaltilmis NF155-mCherry, Contactin-GFP ve Caspr-GFP
insertlerinin jel goriintiisii Sekil 6.1.2°deki gibi elde edilmistir. Parca biiyiikliiklerine
bakilarak, insertlerin dogru bolgelerden ¢ogaltildiklar1 anlasilmaktadir.

6.2. Klonlanms plazmitlerin dogrulanmasi

Klonlama sonrasi restriksiyon kesimi ve PZR ile dogrulanmig MBP:NF155-
mCherry plazmitinin jel goriintiileri Sekil 6.2.1°deki gibi elde edilmistir.
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Sekil 6.2.1: MBP:NF155-mCherry plazmitinin dogrulama jel goriintiileri. a: Sall enzimi ile kesilmis
plazmidin jel goriintiisii. Toplam plazmit biiyiikliigi 14458 bp. Beklenen bant biiyiikliikleri 8270 bp,
3966 bp, 2222 bp. b: NF155-mCherry PZR iiriiniiniin jel goriintiisii. Beklenen bant biiyiikliigii 4664 bp.

PZR sirasinda kullanilan primerler inserte 6zgii oldugu i¢in ve elde edilen Sekil
6.2.1.b’deki goriintiide bulunan bant boyunun NF155-mCherry ile ayn1 biiyiikliikte
olmasindan dolay1 klonlama islemi basarili kabul edilmistir. Benzer sekilde,
restriksiyon kesimi sirasinda kullanilan enzimlerin inserti kesecek sekilde
ayarlanmasi, Sekil 6.2.1.a da elde edilen 3 bantli goriintiiniin ikinci bir dogrulama

olarak kabul edilmesini saglamistir.
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Sekil 6.2.2: Syn:Contactin-GFP ve Syn:Caspr-GFP plasmitlerin dogrulama jel goriintiileri. a: Sall
enzimi ile kesilmis plazmitlerin jel goriintiisii. Syn:Contactin-GFP i¢in toplam plazmit biyiikligi
12329 bp. Beklenen bant biiyiikliikleri 6126 bp, 3981 bp, 2222 bp. Syn:Caspr-GFP i¢in toplam plazmit
biiylikligii 14579 bp. Beklenen bant biiyiikliikleri 8380 bp, 3977 bp, 2222 bp. b: Syn:Contactin-GFP
ve Syn:Caspr-GFP PZR iiriinlerinin jel goriintiisii. Beklenen bant biiyiikliigii Syn:Contactin-GFP i¢in
4022 bp, Syn:Caspr-GFP i¢in 6272 bp.

Klonlama sonrasi restriksiyon kesimi ve PZR ile dogrulanmig Syn:Contactin-
GFP ve Syn:Caspr-GFP plazmitlerinin jel goriintiileri Sekil 6.2.2°deki gibi elde
edilmistir. Hedeflenen bant biiyiikliiklerinin elde edilmesi klonlamanin dogru bir

sekilde basarildigini géstermistir.

49



MBP-NF155-mCherry
Syn-Contactin-GFP
Syn-Caspr-GFP

Uw

Sekil 6.2.3: MBP:NF155-mCherry, Syn:Contactin-GFP ve Syn:Caspr-GFP plazmitlerinin maxi kiti ile
izolasyonu sonrasi kontrol PZR’1. MBP:NF155-mCherry plazmiti i¢in beklenen bant biiyiikliigii 4664
bp, Syn:Contactin-GFP plazmiti igin beklenen bant biiyiikliigii 4022 bp ve Syn:Caspr-GFP plazmiti i¢in
beklenen bant biiytikligii 6272 bp.

Maxi plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen plazmitlerin PZR ile ikinci bir
dogrulamaya tabii tutulmasindan sonra elde edilen jel goriintiileri Sekil 6.2.3’teki
gibidir. Hedeflenen bant biiyiikliikleri saglandigi i¢in maxi plazmit izolasyonu
sirasinda bir hata yapilmadigi ve klonlanan plazmitlerin dogru bir sekilde elde edildigi

anlasilmistir.

6.3. Uretilmis Lentiviriislerin Dogrulanmasi ve Farkhlastirilan

Hiicrelerde Isaretlenmesi:

Sekil 6.3.1°deki goriintiilerden, SYN:Caspr-GFP plazmiti kullanilarak elde

edilen virlislerin ndron hiicreleri {lizerinde fonksiyonel oldugu anlagilmistir. Ayrica
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sekil 6.3.1.a goriintiileri detaylica incelenerek, SYN:Caspr-GFP viriisiiniin optimum
calisma miktarinin 50.000 hiicre i¢in 1 pl viriis seklinde oldugu hesaplanmistir. 1
pl’nin altinda protein ifadesi goriilmezken, tistiindeki degerlerde (sekil 6.3.1.b) hiicre

canliliginda diisiis oldugu saptanmuistir.

SYN:Caspr-GFP 1 ul viriis
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b) SYN:Caspr-GFP 1.5 ul viriis

v

¥

s

Kol iy ikl

Sekil 6.3.1: SYN:Caspr-GFP viriisii ile enfekte edilmis noronlarin Konfokal mikroskopu altindaki
goriintiileri. a) 1 pl viriis verilmis noronlarin goriintiisii. b) 1.5 pl viriis verilmis noronlarin goriintiisii.

Noronlarda goriilen duruma benzer olarak, oligodendrositlerde de
MBP:NF155-mCherry viriisiiniin optimum ¢alisma miktarinin 50.000 hiicre i¢in 1 ul
viriis seklinde oldugunu goriilmiistiir (sekil 6.3.2.a). Yine ayni sekilde iist degerlerde
(sekil 6.3.2.b) canlilik kayb1 yasanmistir. Ayrica, yalnizca morfolojik olarak uyumlu
ve iki ayr1 kanaldan uyarilma yapilmasinin sonucunda kendinden 1g1ma yapmayanlar

(autofluorescence) pozitif hiicre olarak kabul edilmistir.
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MBP:NF155-mCherry 1.5 ul viriis

Sekil 6.3.2: MBP:NF155-mCherry virlis ile enfekte edilmis oligodendrositlerin Konfokal mikroskop
altindaki gortintiileri. a) 1 pl virlis verilmis oligodendrositlerin goriintiisii. b) 1.5 ul viriis verilmis
oligodendrositlerin goriintiisii.

Sekil 6.3.1 ve 6.3.2°deki goriintiiler baz alinarak, oligodendrosit ve ndron
hiicrelerine verilecek olan viriis miktart her 50.000 hiicrede bir 1 pl olacak sekilde

hesaplanmuistir.
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6.4. Ortak kiiltiirde lentiviriis ile isaretlenmis oligodendrosit ve

noronlarin goriintiilenmesi:

Oligodendrositlerin noronlar {izerine ekilmesiyle olusturulan ortak-kiiltiir
sonucunda miyelinizasyonun gergeklestigi ve ndronlarin sarildigi gorilmustiir.
Ayrica, goriintiilerde yesil noron ve kirmizi oligodendrosit goriilmesi, bu hiicrelerin

basaril bir sekilde viriis ile enfekte edildigini gostermektedir (Sekil 6.4.1).

MBP:NF155-mCherry

MBP:NF 155-mCherry
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Syn:Caspr-GFP

. Syn:Caspr—GFP

Sekil 6.4.1: MBP:NF155-mCherry (a) ve SYN:Caspr-GFP (b) viriisleri ile ayr1 ayr1 enfekte edilmis,
oligodendrosit ve ndronlardan olusan ortak kiiltiiriin Konfokal mikroskop altindaki goriintiileri.

Ancak, takip i¢in gerekli olan floresan isaretli hiicreler iki grup i¢in de yeterli
sayida elde edilememistir. Bu sebeple, floresan isaretli oligodentrosit ve ndronlarin

ayni anda yan yana gelme ihtimalleri olduk¢a diigmiistiir.
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6.5. Hiicre Hatt1 Gelistirme

Yeterli viriis titresine ulagilamadig i¢in farkl bir strateji izlenerek, hiicrelerin
hedef protein ifadesi bakimindan sabitlestirilmesi amaclanmistir. Bu amag
dogrultusunda sabitlesen hiicre grubunu ayirt etmek icin antibiyotik egrisi yapilmistir.
Antibiyotik egrisi sonucunda elde edilen verilere gore, optimum doz antibiyotik
miktari, antibiyotik direncine sahip olmayan hiicrelerin tamamini1 10 giin igerisinde

6ldiiren minimum doz olan 190 pg/ml seklinde bulunmustur (Tablo 5.4.1.1).

6.5.1. Elektroporasyon

Elektroporasyon denemelerinin ardindan hiicreler 10 giin boyunca
antibiyotikte inkiibe edilmis ve transfekte olan hiicrelerin bu inkiibasyon siiresi
boyunca yasatilarak c¢ogaltilmasi hedeflenmistir. Ancak, denenen iki ayr
elektroporasyon diizenegine ragmen (Tablo 5.4.2.1) higbir hiicre transfekte

edilememis ve bunun sonucunda 10. giiniin sonunda tiim hiicreler 61ii goriilmiistiir.

6.5.2. Lipofektamin ile Transfeksiyon

Lipofektamin denemelerinin ardindan hiicreler 10 giin boyunca antibiyotikte
inkiibe edilmis ve transfekte olan hiicrelerin bu inkiibasyon siiresi boyunca yasatilarak
cogaltilmas1 hedeflenmistir. Ancak, lipofektamin ile transfeksiyon sonrasinda (Tablo
5.4.3.1) higbir hiicre transfekte edilememis ve bunun sonucunda 10. giiniin sonunda

tiim hiicreler 6lii goriilmiistiir.

6.5.3. Zenginlestirme

Zenginlestirme islemi hedef protein bakimindan sabitlesen hiicrelerin,
sabitlesmeyen diger hiicrelerden ayirt edilmeden ayni popiilasyonda tutulmasina
verilen addir. Saf hiicre hatt1 elde edilemeyen durumlarda hedef protein ifadesinin
olabildigince ¢ok hiicrede sabitlestirilerek bu protein bakimindan o hiicre grubunda

zenginlestirme yapilmasi ana amacidir. Bu dogrultuda, noral progenitor hiicrelere 3
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tekrarli olacak sekilde, daha dnceden diisiik titreli olarak elde edilen SYN:Caspr-GFP
lentiviriisler ile transdiiksiyon (5.4.4) yapilmistir ve olabildigince ¢ok hiicrenin Caspr-
GFP bakimindan sabit ifadeye sahip olmasi hedeflenmistir. Hiicreler daha sonra
norona farklilagtirmiglardir. Sonrasinda ise ortak kiiltiire konulan hiicrelerin (5.3.2)

hedef proteinin ifadesi bakimindan zenginlestirildigi goriilmiistiir (Sekil 6.5.3.1).

Sekil 6.5.3.1: SYN:Caspr-GFP lentiviriis transdiiksiyonu ile zenginlestirilmis noral hiicre grubu
goriintiisii. Beyaz oklar GFP pozitif hiicreleri gostermektedir. Yesil: SYN:Caspr-GFP ifade eden
hiicreler.
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6.6. Immiinositokimyasal Boyama ve Mikroskobik Inceleme

Zenginlestirilmis NPH’ler ile olusturulan ortak kiiltiirler anti-GFP, anti-MBP
antikorlart ve DAPI ile isaretlenmistir ve zenginlestirme sonucunda elde edilen
hiicrelerdeki hedef protein ifadesinin tespit edilebilecek 1s1ma diizeyine ¢ikarilmasi
amaglanmistir. Anti-GFP, anti-MBP antikorlar1 ve DAPI ile isaretlenen oligodentrosit-
noron (zenginlestirilmis) ortak kiiltiirtiniin LSM880 Konfokal mikroskopu altindaki
goriintiileri Sekil 6.6.1°deki gibi elde edilmistir.

BIRLESTIRILMIS
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4

Sekil 6.6.1: Zenginlestirilmis NPH’lar ile olusturulan oligodendrosit-néron ortak kiiltiiriiniin
immiinositokimya goriintiileri.

Gorintiiler incelendiginde, miyelinleyen olgun oligodendrositlerin basarili bir
sekilde farklilastirildigi anlagilmaktadir. Ayni zamanda, Caspr-GFP proteini
ekspresyonunun  NPH’ler den farklilastirilan ndronlarda  sabitlestirildigi

anlagilmaktadir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Miyelin tabakasinin olusumu ve miyelinizasyon islevsel bir sinir sistemi igin
gerekli en temel yapilardan biridir. Miyelin tabakasi sayesinde noronlarin
gerceklestirdigi sinyal iletimi canli icin iglevsel bir hale girer ve canlinin yagamini
stirdiirebilmesi i¢in gerekli olan hayati fonksiyonlarin yerine getirilebilmesine olanak
taninir [2]. Nitekim, miyelin tabakasinda meydana gelen bir hasar veya sinir sistemi
miyelinizasyonunda olusan aksakliklar ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir. Miyelin
hasarina bagl olarak ortaya ¢ikan bu hastaliklarin basinda Multipl Skleroz (MS)
gelmektedir.

Multipl Skleroz, diinya tizerinde bir¢ok insani etkileyen ve kisilerin hayati
fonksiyonlarin1 yerine getirmesini engelleyen ciddi bir rahatsizliktir [14, 45]. Heniiz
kesin bir tedavi gelistirilememis olmasi ve bagisiklik sistemi dahil birka¢ yonlii
bozukluklardan kaynaklaniyor olmasi, MS hastaligi tedavisi i¢in gereken
arastirmalarin farkli agilardan ele alinmasi gerekliligini ortaya ¢ikarir [46]. Bu agidan
bakildiginda miyelin tabakasinin olusum mekanizmasi ¢esitli miyelin rahatsizliklari
icin 6nem kazanir. Zira, miyelin tabakasini olusturan oligodendrosit hiicrelerinin
ndron aksonunu nasil sardig1 ve sonunda fonksiyonel bir kompakt miyelin tabakasin
nasil olusturduklar1 heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Bu sebeple, miyelin olusum

mekanizmasini agiklayan ¢esitli modeller ileri siiriilmistiir [6, 7, 27-30].

Bu tez calismasinda kullanilan SARAPE miyelinizasyon modeli, miyelin
olusum mekanizmasini dort temel adimda aciklar; kesfetme, ¢apa atma, sarma ve
genigleme [7]. Oligodendrosit tarafindan ndron aksonuna dogru uzatilan hiicre uzantisi
aksonu buldugu yerde sabitlendigi (¢apa atma) ve kurulan bagin siirekli oldugu,
miyelin olusumunun sonuna kadar da bozulmadig diisiiniilmektedir [6, 7]. Bu sebeple
de c¢apa atma evresinin miyelin mekanigini anlamaya yonelik olusturulan
arastirmalarda ilk bakilmasi gereken en Onemli adimlardan biri oldugu
anlasilmaktadir. Capa atma sirasinda gorev alan proteinler kesin olarak bilinmese de
NF155, Contactin ve Caspr adli proteinler aday olarak 6ne ¢ikarlar ¢ilinkii “yo-yo” adli

modelde bu {i¢ protein arasindan kurulan bagin siirekli oldugu aciklanmistir [6].
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Miyelin  olusum mekanizmasint agiklayan aragtirmalarin  ¢ogunda
gerceklestirilen mikroskobik incelemelerin fikse edilmis hiicre gruplari iizerinde
gerceklestirilmesi, mekanizmanin dogasini anlamayi gii¢ hale getirmistir. Ancak canlt
goriintilleme yOntemlerine uygun araglar gelistirilmesi halinde, miyelin olusum
dinamiginin aragtiritlmasinin ¢ok daha kolay hale gelecegi ve miyelin mekaniginin
coziilebilmesine olanak saglayacagi disiinlilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda
hazirlanan tez calismasinda, miyelin olusumunu canli goriintiilenmeye uygun hale

getirmeye yonelik araclar gelistirilmesi hedeflenmistir.

Oncelikli olarak, hedef olarak secilen NF155, Contactin ve Caspr adli genlerin
floresan etiketli versiyonlar1 plazmit DNA olarak elde edilmistir [62]. Floresan etiketi
kullanimi hedef hiicreyi veya dokuyu floresan mikroskopu altinda farkli dalga
boylarinda 1s1ma yapar hale getirir [63]. Benzer sekilde dogal floresan 1s1ma yapan
proteinlerin DNA dizileri hedef protein DNA dizileri ile eslenik hale getirilirse, hiicre
eslenik proteini ifade ettigi sirada, yine o protein dogrultusunda floresan isima

yapmaya baslar. Bu sayede hiicreler floresan mikroskopu altinda segicilik kazanir.

Floresan proteinlerin ilgili hiicrelerde iiretilebilmeleri i¢in DNA dizisinin 6nce
hiicre i¢ine verilmesi gereklidir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilan en 6nemli araglarin
basinda lentiviriisler gelmektedir. Lentiviriisler dogalar1 geregi hiicreleri enfekte etme
ve sahip olduklar1 RNA’y1 DNA materyaline ¢evirerek konak hiicrenin DNA’s1 ile
birlestirme 6zelliklerine sahiptirler. Sahip olduklar1 bu 6zellik sayesinde arastirmacilar
tarafindan uzun yillardir yeni gen aktarimi, gen ifadesini arttirma ve/veya azaltma, gen
ifadesini susturma, floresan isaretleme gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadirlar [64].
Hedef protein DNA dizisi lentiviral vektorlere yerlestirilir, bu vektor ile lentiviriis
iiretimi gergeklestirilir ve elde edilen lentiviriis ile hedef hiicre enfekte edilirse
amaglanan gen manipiilasyonu gergeklestirilmis olur. Bir hiicreyi lentiviris ile enfekte
etmek i¢in fikse edilmesi gerekmediginden, canli hiicre ve dokularda gergeklestirilmek
istenilen manipiilasyonlar bu araglar ile saglanir. Dolayisiyla, capa atma evresini canlt

goriintiilemeye uygun hale getirmek amaci ile lentiviriisler arag olarak se¢ilmistir. Bu
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ama¢ dogrultusunda floresan etiketli NF155, Contactin ve Caspr genleri lentiviral

vektorlere klonlanmistir.

Hedef gen dizilerinin biiyiikligii 4 kb ve iizeri oldugu icin (Sekil 6.1.2)
klonlama sirasinda cesitli optimizasyonlara ihtiyag duyulmustur. Oncelikle, jelden
izolasyon asamasinda kullanilan UV radyasyonunun biiyilk DNA sekanslarinda
mutasyon oranini arttirdigi ve klonlama verimini diistirdiigii bilgisine ulagilmis ve
goriiniir 1g1kta izolasyon i¢in kristal viyole boyasi tercih edilmistir [65]. Vektor ve
insertlerde meydana gelebilecek mutasyonlar minimuma indirildikten sonra klonlama

basarili olamadigi i¢in ligasyon agamasi optimize edilmistir.

Ik olarak ¢esitli inkiibasyon siireleri denenmis ve en iyi ¢alisan siirenin
16°C’de gece boyunca inkiibasyon oldugu sonucuna varilmistir. Nitekim, ligasyon
reaksiyonu sirasinda kullanilan “ligase” adli enzimin ¢alisma araliginin genis oldugu
ancak en iyi 25°C’de calistig1 bilinmektedir [66]. Plazmit boyutlar1 baz alindiginda,
ortamin kinetik enerjisinin sicakliga bagl degisiminin diigiiriilmesi gerektigine kanaat
getirilmis ve ayni zamanda enzime gorevini tamamlamasi i¢in daha uzun siire
taninmistir [66]. Daha sonra, cesitli vektor/insert oran1 denenmis ve en iyi ¢alisan
oranin reaksiyon sirasinda kullanilan vektér ve insertlerin kesim sonrasinda
olusturduklar1 serbest uglara ve boyutlarina bakilarak 1:3 olduguna kanaat getirilmistir
[67]. Aynt zamanda, kullanilan enzim miktarinin yetersiz geldigi diistiniilerek
reaksiyon basma diisen enzim miktar1 5 katina cikartilmistir. Ayrica, reaksiyon
sirasinda enzim, insert ve vektoriin yan yana gelme olasiligini arttirmak amaci ile %50
PEG ¢ozeltisi kullanilmistir. Zira PEG molekiiliiniin = “blunt-end” ligasyon
reaksiyonlarinda enzimin c¢alisma verimini arttirdigi goriilmiistiir [60]. Yapilan

optimizasyonlar sonucunda ligasyon reaksiyonu basarili goriilmiistiir.

Bir ileriki adim olan transformasyon sirasinda ise besi yeri i¢in kullanilan
antibiyotik miktar1 yariya indirilmis ve ligasyon sonucu olusan biiyiik plazmit
boyutunun bakteri tarafindan okunmasina zaman taninmistir. Tiim optimizasyonlar

sonucu (Tablo 5.1.1) basarili bir sekilde hiicre spesifik promotdrler altina klonlanan
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insertler ile olusturulan plazmitler MBP:NF155-mCherry, SYN:Contactin-GFP ve
SYN:Caspr-GFP (Sekil 6.2.1 ve 6.2.1) lentiviriis iiretimi i¢in kullanilmistir.

Dogal bir HIV-1 tabanli lentiviriisiin sahip oldugu genetik materyal boyutu
yaklasik olarak 9.7 kb kadardir [68]. Dolayisiyla, lentivirilis liretimi sirasinda bu
boyutun asilmasi viriis titresinin ciddi sekilde diismesine ve fonksiyonel olmayan virtis
partikiillerinin iiretimine sebebiyet vermektedir. Klonlanarak elde edilen plazmit
boyutlarinin ortalama 14 kb ve paketlenen kismin ise yaklagik 10 kb olmasindan dolay1
lentivirlis liretiminde de gesitli optimizasyonlara ihtiya¢ duyulmustur. Lentiviriisler
ortamin pH’sina asir1 duyarli oldugu i¢in hiicrelerin besi yerlerine HEPES eklenmistir
ve transfeksiyon sirasinda kullanilan DNA miktarlar1 iki katina ¢ikarilmistir [69]. Bu
sayede hiicre basma diisen plazmit sayist arttirilarak {iretilen virlis miktarinin
arttirtlmas1 hedeflenmistir. Ayni zamanda, toplama sirasinda kullanilan filtre boyutu
bliylitiilmiis ve viriisiin ¢oktiirildiigii ultra-santrifiij ayarlar1 degistirilmistir (Tablo
5.2.1) [70]. Bu sayede, elde edilen lentiviriislerin toplanma ve ¢oktiirme sirasinda
maruz kaldig1 kayma gerilmesi (shear stress) azaltilmigtir ve viriislerin biitiinligi
bozulmadan elde edilmesi hedeflenmistir [70]. Uygulanan optimizasyonlar sonucunda
hedef genlerin floresan etiketli versiyonlarini ifade ettirmeyi basaran diisiik titre de

fonksiyonel lentiviriisler elde edilmistir (Sekil 6.3.1 ve 6.3.2).

Viriislerin verilecegi hiicre grubu olan, néral progenitdr hiicrelerden
farklilagtirilan, oligodendrositler ve noronlar elde edilen viriisler ile enfekte
edildiginde, hiicre canlilifin1 zarara ugratmadan verilebilecek maksimum viriis
miktarmin 50.000 hiicre basina 1 pl oldugu hesaplanmistir (Sekil 6.3.1.b ve 6.3.2.b).
Ancak bu miktarin, ortak kiiltiir olusturulduktan sonra oligodendrosit ve ndron
arasindaki baglantiy1 gostermek icin yeterli olmadigi anlasilmistir. Zira yapilan ortak
kiiltiir denemelerinde, virlis enfeksiyonu sonrasinda c¢ok az sayida noron ve
oligodendrositin floresan proteini ifade ettigi goriilmiis ve bu sebeple ayni anda
floresan isaretli oligodendrositle yine floresan igaretli néronun yan yana gelerek takip
edilebilir bir baglanti kurma ihtimallerin oldukc¢a diisiik oldugu anlasilmistir (Sekil
6.4.1).
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Benzer islemlerin primer ndéron ve oligodendrosit ortak kiiltiirlerinde
uygulanamamasinin ana sebebi ise, primer hiicrelerin devamliliginin olmayist ve
hiicrelerin miyelinizasyon takibi i¢in gerekli olan ve giinler boyu siiren uzun
inkiibasyon siirelerine dayanamiyor olmalarindan kaynaklanmaktadir. Farkli bir
strateji izlenmesi gerektigine karar verilerek, hedef proteinlerin floresan isaretli
versiyonlarini ifade eden noral progenitdr hiicreler kullanilarak elde edilecek yeni bir
hiicre hatt1 gelistirilmesi sonucuna varilmistir. Gelistirilen hiicre hatt1 kullanilarak yine
benzer sekilde oligodendrosit ve ndron ortak kiiltiir olusumu saglanmasi ve miyelin
tabakas1 olusumu sirasinda gergeklesen ¢apa atma evresinin canli takibinin bu yol ile

goriintiilenmesi hedeflenmistir.

Hiicre hatt1 gelistirme sirasinda gereken en onemli adimlardan biri hedef
protein ifadesi bakimindan sabitlesen hiicrelerin digerlerinden ayrilmasini
saglamaktir. Ancak, hedef genlerin noéron ve oligodendrosit spesifik promotorler
altinda bulunmasi1 floresan isaretin yalnizca hiicreler tamamen ndron ve
oligodendrosite farklilastiginda ifade edilmeye baslamasina sebebiyet vermistir.
Dolayistyla, hedef gen bakimindan sabitlesen hiicrelerin floresan isaret yardim ile
ayirt edilmesi miimkiin olmamistir. Benzer sekilde, klonlamada kullanilan vektorlerde
antibiyotik diren¢ geni olmasma ragmen, bu genin lentivirlis paketinin diginda
kalmasindan dolayi lentiviriis transdiiksiyonu ile saf hiicre hatti olugturmak imkéansiz
hale gelmistir. Olusan tiim sinirlamalardan dolayi sabit hiicre hatt1 gelistirmek {izere
ilk elektroporasyon metodu ile noral progenitor hiicrelere (NPH) DNA transferi

yapilmasina karar verilmistir.

Elektroporasyon metodu plazmit boyut sinir1 olmaksiniz, ¢ok genis ¢apta farkl
hiicre gruplarina genetik materyal aktarimi yapilmasina imkan saglayan bir metot
olmasindan dolay1 Oncelikle tercih edilmistir [71, 72]. Bu amag¢ dogrultusunda ilk
once, yalnizca hedef proteinin ifadesine sahip olan hiicreleri ayirt etmek i¢in memeli
hiicrelerini dldiirme 6zelligi olan ve ayn1 zamanda hedef gen dizisinin klonlandig:
lentiviral vektdrde bulunan blemisin antibiyotigi secilim yapmada kullanilmistir. Bu
sayede aktarilmak istenilen gene sahip plazmiti alan ve onu kalici bir sekilde ifade

eden hiicreler antibiyotige direngli hale getirilerek, hedef protein ifadesi olmayan
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hiicrelerden ayrim saglanmasi amaclanmigtir. Daha 6nce NPH’lere uygulanan bir
elektroporasyon diizenegi literatiirde bulunamamasindan dolayi, eletroporatdr cihazini
ireten firma ile iletisime ge¢ilmis ve NPH’lara uygun olan en yakin protokol
istenmistir (Tablo 5.4.2.1). Elde edilen protokole uygun olarak 2 tekrar halinde
NPH’lara elekroporasyon ile MBP:NF155-mCherry plazmiti transfer edilmis ve
yaklagik 10 giin boyunca hiicreler antibiyotikli besi yerinde tutulmustur. Ancak, 2
tekrarli denenen 2 ayr elektroporasyon diizenegine ragmen hiicreler kalic1 transfekte

edilememis ve tamami 6li bulunmustur.

Basarisiz elektroporasyonun baslica sebeplerinden biri hiicrelerin metabolik
aktivitelerinin yliksek olmasina ragmen zor transfekte edilen hiicre gruplari arasinda
yer almasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir [73]. NPH’lar noral hiicre grubu
yolagina girmis olsalar bile tamamen farklilasmis olmadiklarindan dolay1 hiicre
zarlarinda ifade ettiklerin proteinler ve tasidiklart molekiiller bakimimndan tamamen
farklilagmis hiicrelere gore farkliliklar gostermektedirler [74]. Bu 6zelliklerinin hiicre
zarlarinin  elektriksel karakteristigini etkilemis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Dolayistyla, uygulanan elektriksel akim sonucunda hiicreler plazmiti almig olsalar bile
verilen akimdan 6tiirii olusan zardaki bosluklari iyilestiremeyip 6lmiis olma ihtimalleri
bulunmaktadir. Elektroporasyon sonrasi yasayan ve antibiyotikte inkiibe edilen
hiicrelerin ise akima maruz kalmayan ve/veya yeterli akimi almayan hiicreler oldugu
ve bu sebeple belirli bir siire daha inkiibe edilebildikleri diisiiniilmektedir. Nitekim,
antibiyotik ile muamele edilmesinden sonra, kalan bu hiicrelerinde 6lmiis olmasi bu
goriisii destekler niteliktedir. Ayrica, hiicrelerin pasaj numarasi diisiik olmasina
ragmen uzun siiredir stokta bekletiliyor olmasi, onlar1 disaridan yapilacak herhangi bir

muameleye karsi ¢cok daha hassas hale getirmis olabilecegine inanilmaktadir.

Ikinci olarak NPH’lara katyonik bir lipit ajan olan lipofektamin ile
transfeksiyon yapilmasma karar verilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, hiicreler
protokole uygun olarak lipofektamin ile muamele edilmistir ve benzer sekilde tiim
hiicreler 10. giiniin sonunda 6lii bulunmustur. Lipofektemin katyonik olmasindan
otiirli negatif yiiklii DNA molekiiliine baglanma egilimindedir [75]. Ayn1 zamanda

lipit yapida olmasindan Otiiri hiicre zarina baglanma 6zelligi tasir. Ancak, noral
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progenitdr hiicrelerin ifade ettikleri hiicre-ylizey reseptorleri farkli karakteristik bir
yapiya sahip olabileceginden, kullanilan lipit ajanin hiicre yiizeyinde baglanacak
yeterli sayida reseptor bulamamasina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebeple,
hiicre-yiizey reseptorleri aktive edilememis ve baglanan DNA-lipit kompleksi hiicre
icine endositoz ile alinamamis olma ihtimalini ortaya ¢ikmistir. Denenen iki ayr1 kalict
transfeksiyon metodunun basariya ulasamamasindan dolayi, NPH’lar kullanilarak
olusturulmak istenilen hiicre hattinda yeni bir strateji takip edilmis ve secilim yaparak
saf hiicre hatti olusturmak yerine, hedef gen ifadesi bakimindan zenginlestirme

yapilmasi gerektigine karar verilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda, daha 6nceden elde edilen diisiik titreli SYN:Caspr-
GFP lentivirlisii ndral progenitdr hiicrelere 3 tekrarli olacak sekilde araliklarla
verilmigstir. Hiicrelerin farklilagsmamalarindan ve aktif boliinme kapasitelerini koruyor
olmalarindan dolay1 yiiksek miktar lentiviriisii canliliklarinda anlamli bir kayip
olmadan kaldirabildikleri diisiiniilmektedir. Cogaltilan ve stoklanan hiicreler daha
sonra zenginlestirilmenin basarilabildigini anlamak adina noérona farklilagtirilmigtir.
Farklilastirma sonucu elde edilen noronlarin hedef gen ifadesi bakimindan
zenginlestirildigi goriilmektedir (Sekil 6.5.3.1). Bu tez cercevesinde gelistirilen
zenginlestirme stratejisi sabit hiicre hatt1 elde edilemeyecek durumlarda arastirmacilar

tarafindan kullanilabilir hale biirlinmiistiir.

Caspr-GFP proteinin hali hazirda néronlarda ifade ediliyor olusundan dolayz,
lentiviris ile tekrar aktarimi sonrasinda ifadesinde belirli bir miktar artis oldugu ve bu
yiizden de ylizey proteini olmasimna ragmen hem yilizeyde hem de sitoplazmada
goriilityor oldugunu diisiiniilmektedir. Ayrica, hedef proteinin néron spesifik promotor
altinda bulunmasindan dolay1, yalnizca olgun noronlara farklilagmayi bagaran
hiicrelerde goriildiigii, tamamen olgunlagsmamis néronlarda da hedef genin ifadesinin
olabilecegi ancak floresan mikroskopu altinda tespit edilecek kadar gii¢lii olmadigi

distintilmektedir [61].

Bu diislinceler 1518inda, zenginlestirilmis NPH’ler ile olusturulan ortak

kiiltiirler anti-GFP, MBP ve DAPI antikorlar ile isaretlenerek zenginlestirme sonucu
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elde edilen hiicrelerdeki hedef protein ifadesinin tespit edilebilecek 1s1ma diizeyine
cikarilmast ve oligodendrositler ile olan etkilesiminin gosterilmesi amaglanmistir
(Sekil 6.6.1). Nitekim elde edilen veriler 1s18inda, zenginlestirilen ve ndrona
farklilastirilan hiicrelerin hedef gen ifadesi bakimindan canli gériintiilemeye uygun
olacak sayiya ulastigi goriilmektedir. Ayrica, oligodendrositler ile zenginlestirilen
ndronlarin etkilesime girebildigi ve bu bakimdan ndronlarda yapisal bir soruna yol

acilmadigi anlagilmaktadir (Sekil 6.6.1).

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda uygulanan tiim teknikler ve bulgular ele
alindiginda ¢apa atma evresinin canli goriintiilemeye uygun hale getirilebilmesi i¢in
gereken araclarin gelistirilmesine olanak saglanmistir ve bu sayede miyelinizasyon
dinamiginin anlasilir hale getirilerek ¢esitli miyelinizasyon bozukluklar1 sonucu ortaya
cikan rahatsizliklara karsi tedavi gelistirilmesinde yardimci rol {istlenecegi
diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, ileride NPH’lerden farklilagtirilarak olusturulan
oligodendrositlerin de hedef protein bakimindan ayni metotla zenginlestirilebilecegi
ve ortak kiiltlirin bu iki hiicre arasinda fonksiyonel olarak olusturulabilecegine

inanilmaktadir.
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