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1 OZET

KCNQ1 GENIi CRISPR/CAS9 SISTEMi IiLE DUZENLENMIS INSAN
UYARILMIS PLURIPOTENT KOK HUCRE KAYNAKLI
KARDIYOMIYOSITLERIN KARAKTERIZASYONU

Kalp ritim bozukluklarindan klinikte siklikla rastlanan kaliimsal Uzun QT
(UQT) sendromu, hastaya 6zgii uyarilmis pluripotent kok (UPK) hiicre kokenli
kardiyomiyositler kullanilarak in vitro modellenebilmektedir. UQT sendromu Tip 1
tanist konulmus hastalardan irettigimiz UPK hiicrelerinde var olan heterozigot
KCNQI ¢965 C/T gen mutasyonu CRISPR sistemi ile vahsi tip alele
laboratuvarimizda cevrilmistir. Tez kapsaminda, CRISPR/Cas9 genom diizenleme
sonrast homolog olmayan uglarin birlesmesini esas alan DNA tamir mekanizmasi ile
diizenlenen 3 farkli KCNQI delesyon varyanti TA klonlama yontemi ile ayrigtirildi.
Yeni gelisen mutasyonlarin ikisi KCNQ! protein sekansinda ¢ergeve kaymasina sebep
olurken, bir varyantta erken durdurucu kodon olusturdugu 6n goriildii. CRISPR ile
diizenlenen ve koken aldiklar1 saglikli ile mutant UPK hiicrelerinden elde edilen
kardiyomiyositler, molekiiller ve elektrofizyolojik olarak incelendi. KCNQI
varyantlarina sahip olan kardiyomiyositlerin farklilasma siireclerinde, iirettikleri gen
ve protein miktarlarinda saglikli hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Yapilan Ca'*a bagli Fluo-4 goriintiileme analizlerinde, hastalarda
gozlenen QT aralifindaki uzamaya benzer olarak mutant KCNQ/! geni ifade edilen
kardiyomiyositlerin kasilma-gevseme mesafesinin saglikli kardiyomiyositlere gore
uzadig1 gozlendi. KCNQI kanal modiilatorit ML277 ve JNJ303, saglikli, mutant ve
genetik olarak diizenlenmis hiicrelerde uygulanarak elektrofizyolojik etkileri
incelendi. Gelecek calismalarda olusturulan bu in vitro modelde ve farkli iyon kanali
mutasyonuna sahip kardiyomiyositlerde farkli ilaclar ve dozlar1 incelenebilir. Boylece
ila¢c molekiillerinin klinikte UQT sendromunun tedavisine yonelik yeni uygulamalar

gelistirilebilir ve hastalik mekanizmasi detayli incelenebilir.

Anahtar kelimeler: Uzun QT Sendromu Tip 1, Uyarilmis Pluripotent K6k (UPK) Hiicre, UPK Hiicre
Kokenli Kardiyomiyosit, CRISPR/Cas9, Homolog Olmayan Uglardan Birlesme
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tarafindan 213S192 nolu proje ve Istanbul Medipol Universitesi BAP Komisyonu tarafindan 2018/17
nolu proje kapsaminda desteklenmistir.



2 ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF CRISPR/CAS9 EDITED KCNQI GENE
VARIANTS IN HUMAN INDUCED PLURIPOTENT STEM CELL-DERIVED
CARDIOMYOCYTES

Hereditary Long QT (LQT) syndrome is frequently encountered in the clinic
and it causes cardiac rhythm disorders. LQT syndrome can be modelled in vitro using
patient specific induced pluripotent stem cells (iPSCs) derived cardiomyocytes.
Genome editing studies were performed by targeting the heterozygous ¢.965 C/T
mutation in KCNQI gene of iPSCs obtained from patients diagnosed with Long QT
(LQT) syndrome type 1. After genetic modification by CRISPR/Cas9 system, random
deletions were detected in 3 different variants of iPSCs which edited DNA repair
mechanism by NHEJ. Heterozygous sequences generated after genome editing were
separated by TA subcloning. Newly developed mutations were shown to cause frame
shifts in the KCNQI protein sequences while producing an early stop codon in one
variant. Cardiomyocytes obtained from CRISPR-edited cells and from healthy and
mutant iPSCs were examined at the molecular and electrophysiological level. In the
differentiation processes of cardiomyocytes with KCNQ! variants, there was no
statistically significant difference in expression of cardiac specific genes and proteins
when compared to healthy cells. However, in electrophysiological analyses, the QT
interval of cardiomyocytes with mutant KCNQI gene were found to be longer than
healthy cells similar to the clinical phenotype. Several drug candidates allosterically
interacting with KCNQ] protein, such as ML277 and JNJ303, have been studied for
therapeutic potential in genome-edited iPSCs derived cardiomyocytes. In the future
studies, therapeutic application can be screened in the in vitro platform developed in
this study that has various forms KCNQ/ mutations. This way, disease mechanism can
be explored in greater detail and new drug candidates can be developed.

Key words: Long QT Syndrome Type 1, Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs), iPSCs-Derived
Cardiomyocytes, CRISPR/Cas9, Non-Homologous End Joining
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3 GIRIS VE AMAC

Somatik hiicreler embriyonik kok hiicrelere 6zgii Oct-4, Sox2 ve KIf4 gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktarilmasiyla yeniden programlanarak uyarilmis
pluripotent kdk (UPK) hiicrelere doniistiiriilebilmektedir. Kisiye veya hastaya 6zgii
elde edilen ve laboratuvar ortaminda sinirsiz iiretilebilen UPK hiicreleri son yillarin en
onemli bilimsel buluslari igerisinde yer almaktadir. UPK hiicreleri, in vitro ortamda
hiicresel sinyal mekanizmalarini manipiile edebilen kii¢iik molekiiller kullanilarak
kardiyomiyositler de dahil c¢esitli 0Ozellesmis hiicrelere farklilagtirilmaktadir.
Boylelikle hasta bireylerden elde edilen UPK hiicrelerinden koken alan
farklilastirilmis hiicreler kullanilarak in vitro hastalik modelleri olusturularak hastalik
mekanizmalarinin aydinlatilmas1 amaglanmaktadir. UPK hiicrelerinden elde edilen
kardiyomiyositler basta olmak iizere farklilastirilan hiicreler, saglikli ya da hasta
bireyin genetik bilgisini tamamen tasidigindan genotip-fenotip iliskisini in vitro

inceleme olanag1 vermektedir.

In vitro kardiyak hastallk modelleri kalitimsal kalp hastaligina sahip
bireylerden iiretilen UPK hiicrelerinin kardiyomiyositlere farklilastiriimasiyla
olusturulabilmektedir. Toplumda 1:2000 siklikta goriilen (1) ve dliimciil kalp ritim
bozukluguna sebep olan Uzun QT (UQT) sendromu UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositler kullanilarak modelleyebilmekteyiz (Makale gonderim agamasinda).
UQT sendromu en yaygin alt tipi olan Tip 1 teshisi konulan hastalarin kan ve deri
hiicrelerinden elde edilen UPK hiicrelerini ¢ogaltip, Wnt sinyal yolagin1 diizenleyen
kiigiik molekiiller kullanarak hastaya 6zgii kardiyomiyositleri iiretebilmekteyiz (2).
Son yillarda gelistirilen en ileri genom diizenleme sistemi olan CRISPR teknigi ile
knock-out, knock-in veya baz degisikleri yapilmak istenen sekans bolgesine 6zgii
tasarlanan rehber RNA ile Cas9 hedef bolgeye yonlendirilebilmekte ve genetik
degisiklik yapilabilmektedir (3). Genetik olarak diizenleme sirasinda Cas9 enzimi
tarafindan ¢ift zincirde olusan kesik homolog rekombinasyon (HDR) veya serbest
uclarin homolog olmayan baglanmasi (NHEJ) ile tamir edilmektedir. HDR ile
diizenlenen DNA’da kayip bazlarin eslenmesi kalip DNA zinciri kullanilarak yapilir.
Bdylece orijinal sekans dizisi korunur. NHEJ ile kirik zincir uglarin birlestirilmesi

kalip bir DNA kullanilmadan ¢ok hizli bir sekilde gerceklestirilmektedir. Bu sebeple



NHE]J ile diizenlenen hiicreler fonksiyonel olarak farkli fenotipte hastalik modeli
olusturabilecegi gibi fonksiyonel diizelmeye sebep olabilecek c¢esitli yeni

mutasyonlara neden olabilir.

Laboratuvarimizda TUBITAK destekli tamamlanan bir ¢alisma kapsaminda
hastaya 6zel {iretilen UPK hiicrelerinde KCNQ! gen bolgesinde bulunan heterozigot
c.965 C/T mutasyonu saglikli tipe; saglikli hiicrelerde ise mutant tipe CRISPR/Cas9
teknolojisi kullanilarak doniistiiriilebilmistir. Genetik degisiklige sahip olan
hiicrelerden NHEJ ile meydana gelen UPK hiicrelerinde mutasyonlar gézlemlenmistir.
Bu yiiksek lisans tez projesi kapsaminda CRISPR/Cas9 sistemi ile NHEJ DNA tamir
mekanizmasint segerek genetik diizenlenen UPK hiicrelerinden farklilagtirilan
kardiyomiyositler; molekiiler, morfolojik ve elektrofizyolojik diizeyler incelenerek
karakterize edilmistir. UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin uygulanan ¢esitli ilag
adaylar ile saglikli ya da mutant tipte ¢.965 C/T mutasyonunun etkileri incelenmesine
yonelik caligmalar baglatilmistir.

Elde edilen hasta ve saglikli bireylere spesifik UPK hiicreleri molekiiler olarak
karakterize edilmislerdir. Embriyonik kok hiicreye 6zgii olan pluripotensi genleri olan
Oct4, Sox2 ve Nanog ile Tral-60 ve Tral-80’nin hem RNA hem de protein diizeyinde
ifade edildigi tespit edilmistir. Yapilan immunositokimyasal boyamalar, pluripotent
kok hiicrelere 6zgii olan yilizey ve niikleer proteinlerini iirettiklerini gdstermistir.
Pluripotent kok hiicreler 3 germ yapragi olan ve gelisimsel siiregte ektoderm,
endoderm ve mezoderm tabakalarmma dontisebilmektedir. Yapilan qRT-PZR
caligmalari ile UPK hiicrelerinin spontan farklilagma yetenekleri gosterilmistir.

Genetik diizenleme sonrasinda heterozigot sekans bilgisi iceren NHEJ ile
olusmus 4 varyant hiicre secilmistir. Hem saglikli hem de mutant allellerden gelen
sekans bilgileri alt klonlama tekniklerinden olan TA klonlama ile ayrigtirilmistir.
Varyant dizileri Sanger sekanslama sonrasinda incelenerek UPK hiicrelerinde
meydana gelen delesyonlar tespit edilmistir. Mutant SP2-9 hiicresinde yapilan genetik
diizenleme sonucunda elde dilen cr211 hiicresinde 2 bp’lik delesyon olugsmusken,
crl152 hiicresinde 1 bp’lik delesyon ile cerceve kaymasi meydana gelmistir. Saglikli
SP1-2S hiicresinde izogenik kontrol amagli yapilan CRISPR/Cas9 diizenlemesi
sonrasinda olusan cr36 15 bp’lik delesyona sahiptir. Cr152 kolonisinin protein sekansi

incelendiginde meydana gelen delesyonun erken durdurucu kodona sebep oldugu



dolayisiyla kesilmis KCNQ1 proteinini kodlayacagi tespit edilmistir.

Tez kapsaminda saglikli SP1-2S, mutant SP2-9 ve bu hiicrelerden koken
alinarak CRISPR/Cas9 sistemi ile olusturulan delesyonlara sahip UPK hiicreleri kiigiik
molekiiller ve ticari protokoller kullanilarak kisiye 0zgli kardiyomiyositlere
farklilagtirildilar.  Kardiyomiyositler —matiirasyonu saglayan D50-65 giinleri
arasindayken izole edilen RNA ve proteinler kullanilarak molekiiler olarak karakterize
edilmiglerdir. Gen ekspresyon analiz sonuglarina gore olusan delesyonlarin kardiyak
genlerin ekspresyon seviyesini etkilemedigi goriilmiistiir. Diger iyon kanallari
izerinde de bir etki gézlemlenmemistir.

Saglikli ve mutant allele sahip UPK hiicre temelli kardiyomiyositlerde KCNQ1
protein boyutu ve seviyesi Western Blot ¢alismalariyla incelemeler yapildi. Elimizde
bulunan tii¢ farkli ticari markadan KCNQI1 antikoru ile optimizasyon caligsmalari
yapildi. Sonu¢ olarak Abcam marka KCNQI proteinini amino ucundan taniyan
antikorun, Alomone ve Santa Cruz marka KCNQI antikorlarina gore literatiirle tutarl
ve spesifik sonuglar tespit edildi. cr152 UPK, cr211 UPK ve saglikli kontrol olarak
EKH kokenli kardiyomiyositlerinden elde edilen proteinler Western Blot ¢alismasi ile
analiz edildi. Tiim orneklerde ~75 kDa civarinda KCNQI1 protein ekspresyonu
gozlendi. Yiikleme kontrolii kullanilan a-Tubulin protein ekspresyonlarinin hiicreler
arasinda farkliliklar gostermesinden her bir O6rnegi kendi kontrol proteinine
oranlayarak kantitatif protein analizi yapildi. Cr152 UPK hiicresinde NHEJ sonrasinda
olusan 1 bp’lik delesyonun mutant allelde erken durdurucu kodon olusturdugu 6n
goriilmektedir. Bu ylizden yapilan Western Blot calismalarinda cr152 UPK hiicre
kokenli kardiyomiyositlerde KCNQ1 protein ekspresyonunun saglikli allel tarafindan
sentezlendiginden membran iizerinde goriilmektedir.

KCNQI1 geninde meydana gelen mutasyon LQT sendromu tip 1 tanisi konulan
hastalarin EKG’lerinde QT araliklarinin uzamasi seklinde goriilmektedir. Dolayisiyla
hastalardan elde edilen UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin klinikle benzer fenotip
gostermesi  beklenmektedir. Saglikli SP1-2S, mutant SP2-9 ve CRISPR ile
diizenlenmis hiicreler Ca*? bagimli floresan bir boya olan Fluo-4 kullanilarak
elektrofizyolojik olarak atimlar1 gozlemlenmistir. MATLAB programi kullanilarak
yazilmis analiz programi ile hiicrelerin kasilip-gevsemesi sirasinda sitoplazmaya

saldiklar1 Ca*™ yogunlugu hesaplanarak olusturulan atim sikliklar1 incelendi. Mutant



allele sahip hiicrelerin QT araliginin saglikli olan hiicrelere gére uzun oldugu tespit
edilmistir. Boylelikle verilerimiz klinik veriler ile ortiismektedir.

Literatiirde sinirli bilgi bulunan, KCNQ1 kanal proteini ile direkt olarak iliskili
ilag aday molekiiller olan ML277 ve JNJ303 UPK kokenli hiicrelerde uygulandi.
ML277 molekiiliiniin IK;’yi arttirarak QT araliginin kisalmasina sebep olurken yapilan
ilag ¢alismalarinda literatiirle farkli olarak QT araliklarinin uzadig tespit edildi. IK;
blokdrii olan JNJ303 molekiiliiniin uygulamasi sonrasinda literatiirle ters olarak QT
araliginm kisaldig1 goriildii. Istatiksel analizlerin yapilabilmesi amaciyla ila¢ doz
uygulamalarinin arttirilmasi planlandi. [-adrenerjik antagonist olan isoproterenol
uygulamasit sonucunda CRISPR ile diizenlenmis UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerin bir dakikadaki atim sayilar1 artmistir. Boylelikle elde ettigimiz
kardiyomiyositlerde bulunan KCNQI mutasyonlarinin f-adrenerjik reseptorler
tizerinde olumsuz etkileri saptanmamagtir.

Bu tez calismasi kapsamimmda KCNQI geninde gerceklesen farklh
mutasyonlarin kardiyomiyositlerin morfolojik yapisinda ve kanal proteinleri disinda
kardiyak hiicrelere 6zgii olan genlerin ekspresyonunda etkileri molekiiler diizeyde
aragtirtlmaktadir. Protein anomalisine sebep olacak diizeydeki agir mutasyonlarin
ilaclarla ve/veya mutasyonun oldugu kanal ile allosterik iliskide bulunan ila¢ aday1
molekiillerin tedaviye yonelik yaklasimlari incelenmesi i¢in degerli bir model ortaya
konmugtur. Farkli mutasyonlar bulunduran KCNQI geninin kardiyomiyosit
elektrofizyolojisi lizerindeki etkileri ilk defa incelenmesi yoniiyle 6zgiin degere

sahiptir.



4 GENEL BIiLGILER

4.1 1Insanda Kalp Gelisimi ve Fizyolojisi

Insan kalbi, embriyogenez sirasinda ilk fonksiyonellik kazanan organdir.
Fertilizasyon sonrasinda ilk 20-22 giin arasi siiregte kalp kasilmaya ve kan
pompalamaya baslamaktadir. Kalp, i¢ tabakasini ve atria-ventrikiiler bosluklari
kaplayan endokardiyum, koroner damarlarca zengin olan ve kasilmay:1 saglayan
miyokardiyum ve dis yiizeyi saran epikardiyum tabakalarindan olusmaktadir.
Miyokardiyum elektriksel iletkenlik sayesinde kalbin biitliinsel olarak kasilip
gevsemesini senkronize edebilmektedir (4). Gastrulasyon sirasinda asimetrik bir
yapiya sahip olan kalbin olusumunda 6nemli rol alan kardiyak progenitdr hiicreler
embriyonun mezodermal kraniyal lateral bolgesine yerleserek primer kalp alanim
olustururlar. Olusan kardiyojenik bolgede vaskiiler endokardiyal tiipler insanda 15.
giinde gelisir. Kraniyal endodermden salgilanan vaskiiler endotel biiyiime faktorii
(VEGF) ile vaskiilogenez tetiklenir. Sadece endotelden olusan primitif kalp tiipii
atriyum, ventrikiil ve endokardiyum progenitdr hiicrelerini igerir (5). Ilkel
endokardiyal tiipler ve miyokardiyum, miyokardiyum tarafindan salgilanan kardiyak
jelly ile birbirinden ayrilir. BMP ve FGF sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol edilen
mezodermal hiicrelerden olusan miyokardiyumun dis ¢evresine go¢ eden hiicreler,
ektodermal yapiy1 olusturmaktadir (6). Wnt signal yolaginin regiilasyonu sonucunda
primer kalp alani olusumu devam ederken miyokardiyal hiicreler c¢ogalmaya
baslayarak arteriyal ve vendz bosluklar1 olusturur (4). Boylece sekonder kalp alani
olusmaya baglar. Posteriyor sekonder kalp alan1 olusumu Wnt sinyal yolag1 tizerinden
gerceklesirken; anteriyor sekonder kalp alani retinoik asit tarafindan diizenlenen

mekanizmalar lizerinden gergeklesmektedir (7).
4.2 Elektriksel Akimin Iletilmesi ve Elektrokardiyografi

Klinikte kalbin kasilip gevseme sirasinda sergiledigi elektrofizyolojik patern,
elektrokardiyografi (EKG) ile deriye elektrotlarin baglanmasi sonucunda
oOlgiilebilmektedir. Saglikli bir kalbin EKG sinyali; P, QRS kompleksi ve T dalgasi
olmak tiizere {li¢ dalgadan olusmaktadir (Sekil 4.2.1). P dalgas1 kulakgiklarin
kasilmasini (depolarizasyon), QRS kompleksi karinciklarin aktifleserek kasilmasini ve

T dalgas1 aktif halde bulunan kulakgiklarin gevsemesini (repolarizasyon) isaret



etmektedir. EKG sinyalinin analizi sirasinda dikkate alinan QT uzunlugu, QRS
kompleksinin baglangicindan T dalgasinin bitimine kadar olan siireyi gostermektedir

(8).

QRS
Complex

PR Segment T

PR Interval Q

Sekil 4.2.1. Insana ait sematik EKG gériintiisii.

QT Interval

Kalpte ritmik kasilmalar; sinoatriyal diiglimde olusan impulslarin, atriyum
miyokardindan ventrikiil miyokardina diizenli olarak yayilmasi sonucunda
olusmaktadir. Ritmik kasilmalar sebep olan elektriksel uyarilar kardiyomiyosit
membran potansiyelinde degisikliklere sebep olmaktadir. Ventrikiiler, miyokardiyal
ve purkinje liflerinden kayit edilen aksiyon potansiyelleri Faz 0, 1, 2, 3 ve 4 olarak

adlandirilmaktadir (9) (Sekil 4.2.2):

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

membran depolarizasyonu baglar.

Faz 1: Na' kanallar1 kapanir, Cl" hiicre igerisine girer ve kismi repolarizasyon

gerceklesir.

Faz 2: K" hiicre digina yavas olarak ¢ikarken; Na“" ve CI hiicre igine yavasca girer.

Plato faz1 olugtugundan dolay1 aksiyon potansiyelinin en uzun asamasi gercgeklesir.

Faz 3: Na* ve Ca'? yavas giris kanallar1 kapanirken K* hizli kanal aktivasyonu devam

etmektedir. Boylece repolarizasyonun son fazi gergeklesir.



Faz 4: Aksiyon potansiyeli biter ve sonrasinda dinlenme fazi1 baglar.
Kardiyomiyositler, Sodyum/Potasyum pompast kullanarak iyonlarin dinlenme

fazindaki hiicre i¢i konsantrasyonlarina dénmesini saglar.

(digan) (igerl) (digan
lor2  (gegici disadogru ) Is ( yavas K dogrultucu
kad (uzun

Cal

= k1 (igeri dogrultucu)

Sekil 4.1.2. Iyonlarin hiicre igine giris-gikislarmni gosteren ventrikiiler aksiyon potansiyeli

).
4.3 Uzun QT (UQT) Sendromu

Uzun QT (UQT) sendromu, konjenital kardiyak aritmi bozukluklarinin en
yaygin formlarindan biridir. Miyokardiyal repolarizasyonun gecikmesinin sonucunda
QT araliginin uzamasi ile karakterize edilmektedir (10,11). Saglikli bir erkekte QT
uzunlugu <440 milisaniye (ms); kadinda ise <460 ms’dir. Sekil 4.3.1°de saglikli bir
birey ile UQT sendromu’na sahip bireyler arasindaki QT uzunlugunda artis
goriilmektedir. QT araligimin 500 ms iizerine ¢ikmasi kalpte aritmilere sebep
olmaktadir. Bu sendromun toplumda goriilme siklig1 1/2000°dir (1). Kalitimsal olarak
aktarilan UQT sendromu ikiye ayrilmaktadir: 1. otosomal dominant olan Romano-
Ward Sendromu (12,13), 2. otosomal resesif olan Jervell and Lange-Nielsen Sendromu
(14). UQT sendromunun dominant veya resesif kalitim gosterebilen en az 17 farkl tipi
(UQT1-17) mevcuttur. Bu alt tipler arasinda hastalarin % 40-50 olusturan klinikte en

yaygin goriilen UQT sendromu Tip 1°dir (11,15).

UQT sendromu Tip 1, voltaj kapili potasyum kanalin1 kodlayan KCNQI
geninde mutasyon olugmasi sonucunda meydana gelmektedir (11). KCNQI geni yavas

gecisli potasyum (Ks) kanalinin a-altiinitesini kodlamaktadir. Fonksiyonel K kanali;



a-altlinitesi ile S-altlinitesi olan KCNE1 ve adaptor protein olan Yotiao’nun bir araya
gelerek makromolekiiler kompleks bir yapi olusturmasi ile fonksiyonel hale
gelmektedir (10, 16, 17). Yotioa proteini, Ks kanalinin ikincil mesajcilar iizerinden
kontrol edilmesinde gorev alirken; KCNQ1 geni kanali olusturan temel proteindir. Gen
tarafindan kodlanan KCNQI1 proteini, aksiyon potansiyeli olusumunda plato ve
repolarizasyon asamasinda gorev almaktadir. KCNQI geninde meydana gelen
mutasyonlar Ks kanalinin fonksiyonunun bozulmasina, aksiyon potansiyel siiresinin
(APD) uzamasina sebep olur (18). KCNQ! geninde tespit edilen yaklasik 300 farkli

mutasyonun UQT sendromuna neden oldugu bilinmektedir (19,20).

A R B R
. - . /T\
Q Q
S S
QT Interval QT Interval

Sekil 4.2.1. Saglikli ve UQT (A) Saglikli EKG goriintiisii, (B) UQT sendromuna ait EKG

goriintiisii (18).
4.4 Embriyonik ve Uyarilmis Pluripotent Kok (UPK) Hiicreler

Embriyolarin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler (EKH),
embriyonik gelisim siiresinde viicuttaki tiim doku ve organlar1 olusturma potansiyeline
sahip olduklarindan pluripotent karaktere sahiptirler. EKH’ler, fertilizasyon
sonrasinda gerceklesen ici bosluklu blastosist denen hiicre toplulugu yapisim
olusturmaktadirlar. Blastosistin i¢erisinde bulunan hiicreler ektoderm, endoderm ve
mezodermden olusan 3 germ yapragi hiicrelerine farklilasabilmektedir. Bu nedenden
dolay1 rejenerasyon yetenekleri yiiksektir. EKH’ler, telomeraz aktivitelerinin yiiksek

olmasindan dolay1 sinirsiz boliinme ve ¢ogalma 6zelliklerine sahiptirler (21).

Cesitli insan somatik hiicrelerine Oct-3/4, Sox-2, c-Myc ve K14 transkripsiyon

faktorlerinin viral transdiiksiyon yontemiyle aktarilmasiyla pluripotent 6zellikli insan



kok hiicreler elde edilmistir. Yapilan analizler sonucunda UPK hiicrelerinin EKH gibi
smirsiz boliinebildikleri, 3 germ yaprag: hiicrelerine doniisebildikleri ve pluripotent
hiicre belirte¢ genlerini lrettikleri tespit edilmistir (22). UPK hiicrelerinin sinirsiz
boliinebilme yetenegi sayesinde rejeneratif tip, yapay doku ve/veya organ iiretiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte UPK hiicreleri koken aldiklar1 somatik
hiicrenin genetik bilgisini tagidiklarindan kisiye 6zgii hastalik modellemelerinde ve
yeni tedavi yontemlerini destekleyici ilag denemelerinde yaygin kullanilabilmektedir
(23). Genetik hastalik tanis1 konulmus bir bireyden iiretilen UPK hiicreleri hastalik
fenotipi gosteren kardiyomiyositlere farklilastirilabildiklerinden dolay1 in vitro
hastalik modellenebilmektedir. Bdylece yeniden programlanma teknolojisi ile
olusturulan uyarilmis pluripotent kok (UPK) hiicreler, son yillarda kisisellestirilmis tip
gibi bireye 6zgli hastalik genotip ve fenotiplerin derinlemesine calisilabilmesi igin

onemli bir alan yaratmaktadir.

Laboratuvarimizda c¢aligilan ve aritmi ¢esidi olan UQT sendromuna sahip olan
hastalardan alinan somatik hiicrelerden yeniden programlanarak elde edilen UPK
hiicreleri farklilastirilarak olusturulan kardiyomiyositlerin hasta fenotipi sergiledigi
hem molekiiler hem de elektrofizyolojik olarak gdsterilmistir (Makale asamasinda).
Bu c¢alismalara ek olarak embriyonik kok hiicrelerde eksprese edilen NANOG,
OCT3/4, Sox2 ve Tral-60 gibi pluripotent genler UPK hiicrelerinde de

iretilebilmektedir.
4.5 Insan Temelli UPK Hiicrelerinden Kardiyomiyosit Farklilagsmasi

Hastadan elde edilen UPK hiicrelerinin farklilagtirilmas: ile elde edilen
kardiyomiyositler, kisiye ait mutasyon bilgilerini genetik materyallerinde
tagimalarindan dolay1 in vitro hastalik modellemelerinin olusturulmasinda temel rol
oynamaktadir (Sekil 4.5.1). UPK hiicreleri sinyal yolaklarinin ¢esitli kii¢lik molekiiller
ile regiilasyonu sonucunda olgun hiicre tiplerine farklilagtirilabilmektedir (2). Kalp
kasi hiicreleri olan kardiyomiyositlerin bdliinme yeteneklerinin kisithiligindan dolay1
hiicre kiiltiirii caligmalar1 sinirli olarak yapilabilmektedir. UPK hiicrelerinin sinirsiz
boliinme 6zelliklerinden faydalanarak elde edilen farklilagtirilmis kardiyomiyositler
sayesinde kardiyak doku caligsmalari, ilag denemeleri ve genetik diizenlemeler gibi pek

cok alanda ¢aligmalar yapilabilmektedir (24).
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Kardiyak gelisimde evrimsel olarak en onemli rol alan WNT ve TGF-beta
sinyal yolaklarinin regiilasyonu sonucunda kardiyomiyosit farklilagtirilmasi
yapilmaktadir. Fakat farklilagtirilma siiresince elde edilen hiicre kiiltiirlerinde
genellikle ventrikiiler, atrial, nodal vb. kalp hiicre tiplerinin bulundugu heterojen

kiltirler elde edilmektedir (2, 25, 26, 27).

Literatiirde bir¢ok farklilastirma metodu bulunmakla beraber sik¢a kullanilan
tek katmanli farklilagtirma metodudur. UPK hiicreleri direkt olarak bulunduklari
kiiltiir icerisine CHIR99021, IWP, BMP-4, aktivin A, askorbik asit gibi kimyasal
molekiiller ve/veya biiylime faktorleri ile manipiilasyon sonucunda kardiyomiyositlere

farklilastirilmaktadir (2, 25, 26, 27).

Somatik Hiicreler UPK Hiicresi Kardiyomiyosit [lag Gérintileme
Elektrofizyoloji
Gen Ekspresyonu
UPK Hucre Kardiyak Genetik Diizenleme
Yeniden Farklil
Programlanmasi arkirasma Hiicre Tedavisi

Sekil 4.5.1. Somatik hiicrelerin, UPK hiicrelerine yeniden programlanmasi ve UPK
hiicrelerinin kardiyomiyositlere farklilagmasi. UPK hiicre: uyarilmis pluripotent kok hiicre

(28).

4.6 Kisiye Ozgii UPK Hiicreleri Kullamlarak Kalp Hastaliklarinin

Modellenmesi

Genetik hastaliklarin patolojik mekanizmalarmin anlagilabilmesi i¢in son
yillarda UPK hiicreleri terapotik yaklagimlarin kesfi i¢in sikca kullanilmaktadir. /n
vivo hayvan modellemeleri hastalik mekanizmalarinin ¢éziimlenmesi i¢in uygun bir

arag iken; kisiye 6zgii hiicresel tedavi i¢in sinirlayict bir etkinliktedir (29).

UPK hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen hastalik modellemelerinde
oncelikle mutasyona sahip olan kisiden elde edilen UPK hiicreler elde edilmektedir.
Sonrasinda bu hiicreler kardiyomiyositlere farklilastirilarak ¢esitli kardiyak hastaliklar
modellenebilmektedir. CRISPR/Cas9 gibi genetik araglar sayesinde mutasyona sebep
olan degisim diizeltilerek ayni zamanda izogenik hat olusturularak mutasyon

mekanizmasi da ¢oziimlenebilmektedir. Ayni1 zamanda hastalig1 tedavi etmeye yonelik
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potansiyel ila¢ hedefleri belirlenebilmekte, bdylece kisiye 0Ozgii tedavi

yapilabilmektedir (Sekil 4.6.1).

Insan UPK hiicre teknolojisi sayesinde farkli kalitimsal mekanizmalara sahip
olan hastaliklar modellenebilmektedir: UQT Sendromu (29, 30, 31), Katekolaminerjik
polimorfik ventrikiiler tasikardi (32), ailesel dilate kardiyomiyopati (33), ailesel
hipertrofik kardiyomiyopati (34), aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati (35),
Brugada sendromu (36).

Yeniden Il’lS?ll leri
programlama faktorleri UPK Hicreleri CRISPR/Cas9
Sistemi
I 8 s zogenik UPK hiicrelerinin
elde edilmesi
Hasta
” g8 5y
kardiyomiyositlere
farklilagtirilmasi
UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler
-

Molekiiler hedeflerin
belirlenmesi | Hastalik fenotipinin
4—/ karakterizasyonu
r_l L"l‘/\J\‘,A Ji‘.u“.w',

Somatik hiicrelerin
yeniden programlanmasi

, ¢

&
)

888888

UPK hiicrelerinin
Kisisellestirilmis T1p

Sekil 4.6.1. UPK kok hiicre temelli hastalik modellenme basamaklarinin sematik gosterimi

(29, 30).
4.7 CRISPR/Cas9 Sistemi ile Genom Diizenleme

DNA boyutunda knock-out, knock-in veya baz degisiklikleri ile genomik
diizenlemeler yapilabilmektedir. Meganiikleazlar, ¢inko-parmak niikleazlar (ZFNs),
transkripsiyon aktivatorii gibi efektor niikleazlar (TALENSs) ve son yillarda gelistirilen
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clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR/Cas9) iliskili
niikleaz Cas9 yer almaktadir (Sekil 4.7.1). Genom diizenleme araglar1 sekans-spesifik
niikleazlarin (SSNs) mutasyona iliskili bolgelere yonlendirilerek DNA’da ¢ift zincir
yariklarinin olusturulmasi ve diizenlenmesini temel almaktadir (37). Hiicre icerisinde
iyonize radyasyon, replikasyon hatalari, okside edici ajanlar gibi etkenler DNA’da ¢ift
zincir kiriklart olusturabilmektedir. Gergeklesen kiriklar, homoloji gosteren taslak
DNA varliginda sirasinda iki tamir mekanizmasindan birini tercih etmektedir:
homoloji yonlendirmeli tamir (Homology directed repair, HDR) ya da homolog

olmayan uglardan birlesme (Non-homologous end joining, NHEJ) (38).

TALE protein

LTI 1 Ill HI IJ! I3 Hl IRRRIENI

1@15 !
“1atent —
l 200t «—n> SgRNA
-

ERIERRRNINRAQUERERRERRRERE

Homolog Olmayan Uglardan BlrleV \Homolop Yonlendirmeli Tamir

ERERRRRRARAREENR RN JIEEI]I Verici DNA

insersiyon

|
I LILTIITIT IUIIHIIH LTI

Delesyon Gen Degisimi

Sekil 4.7.1. Temel genom diizenleme mekanizmalari (39).

CRISPR/Cas9 genomik diizenleme sisteminden Once kullanilan TALENs
sisteminde hedef DNA’ya her bir niikleotidi tantyacak TALEN; ZFNs siteminde her
iic niikleotidi tanityan protein tasarimi yapilmaktadir (39). Bakteri ve arkealarda
CRISPR / Cas9 sistemi RNA yonlendirici adaptif bagisiklik sistemi olarak iglev goriir.
(3,40, 41, 42). CRISPR sistemi temel olarak iki bilesenden olugsmaktadir: DNA’y1 ¢ift
zincirinden ayni anda kesebilen Cas9 proteini ve hedef DNA bolgesini tantyabilecek
olan kisa yonlendirici RNA’dir (Sekil 4.7.2) (43). CRISPR/Cas9 sistemi ile knock-out,
knock-in veya baz degisiklikleri ile genomik diizenleme sirasinda DNA’da olusan ¢ift
zincir kiriklart tamir amagli HDR ya da NHEJ den birini segmektedir. HDR sisteminde
kardes kromatit zincirinin hasarli bolgeye invazyonu sayesinde olustugundan hata

orani bu tamir sisteminde diisiik iken NHEJ sisteminde ise yiiksektir. CRISPR/Cas9
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sistemi ile genomik modifikasyon sonucunda gergeklesen tamir mekanizmalarinda
NHEJ’in hiicreler tarafindan secilmesi istenmeyen delesyon, insersiyon ve baz

degisikliklerine sebep olabilmektedir (44).

Rehber RNA
PAM
sekans1
Genom sekansi ile
eslesme
Genomik DNA
LLLLLLLL T T
AMALLLLLL LALLLLLLLLLL “ JLLLLL
Tamir
NHEJ HDR
* InDel sonucunda erken durdurucu Genetik diizenlemenin gerc¢eklesmesi
kodon olusmasi
LLLALLLAREREEERE R aaazazazazasananass T T T
LU IAaaaaauaiai et idiiiididl] i LLLLALLLLLLL L)

Sekil 4.3.2. CRISPR/Cas9 sisteminin genetik diizenleme ve DNA tamir mekanizmasmin
caligmasi (45). NHEJ: homolog olmayan uglardan birlesme, HDR: homoloji yonlendirmeli

tamir, InDel: insersiyon ve delesyon.

Bakteride bulunan dogal CRISPR sistemi, hiicre igerisine giren viral DNA'da
bulunan kisa tekrarlarin bakteri genomuna dahil edilmesi ile bakterilerin viriislere
kars1 direng kazanmasini saglar. Bdylece bir bakteri kolonisi ayni viriis ile ikinci kez
enfekte oldugunda, bu genom tekrarlarinin transkriptleri istilaci viriisiin tamamlayici
DNA'sina bir niikleaz yonlendirir ve bdylece viral DNA'nin yikilmasi saglanir (41,
42). Okaryotik hiicrelerde gen hedefleme kapasitesini saglamak i¢in CRISPR/Cas9
sistemi ii¢ temel bilesen kullanmaktadir: Cas9, spesifiklik belirleyici CRISPR RNA
(ctRNA) ve yardimci trans-aktive edici RNA (tracrRNA). CrRNA ve tracrRNA
ikilileri kimerik bir tekli olusturmak ic¢in kaynastirilabilir boylece kilavuz RNA
(sgRNA) olusturulur. sgRNA'nin ilk ~20 niikleotitleri, hedef DNA dizisine
tamamlayicidir. Bu bolgeyi takip eden tipik bir NGG dizisi olan protonpacer bitisik
motif (PAM), bulunmaktadir (44, 45). PAM motifi ve sgRNA’nin Cas9'u
yonlendirmesi sonucunda hedefleme 6zgiinliigii siki bir sekilde kontrol edilmektedir.
Buna ragmen sgRNA yonlendirici sekansin PAM-distal kismindaki {i¢ ila bes baz ¢ifti

uyumsuzlugu bile potansiyel olarak hedef dist DNA zincirlerinin kesilmesini miimkiin

14



kilmaktadir (45). DNA f{izerinde gergeklestirilen konformasyonel deneyler, PAM
bolgesinin disinda PAM’a dogrudan bitisik olan crRNA tamamlayici dizisinin 3 '
ucunun tanima kapasitesi de Cas9 baglanmasi 6zgilinliiglinii ve niikleaz aktivitesinin
baglamasini etkilemektedir. Buna ek olarak yapilan ¢alismalar gdstermistir ki farkl
kilavuz RNA vyapilarinin, hedef ve hedef dist DNA zincirlerinin kesilmesini
etkilemektedir (46, 47).

4.8 Kardiyak Aritmilerde Terapatik Genom Diizenlemeleri

Genetik kardiyovaskiiler hastaliklar gen diizenleme teknolojisi kullanilarak
tedavi edilebilmektedir. Genom diizenlenerek monogenik kardiyovaskiiler hastaliklara
sahip bireylerin yavrularindan kalici olarak genom bozukluklar1 ¢ikartilabilir.
Literatiirde yaygin olarak kullanilan birka¢ teknigin yan etkileri bulunmasina ve
caligmalarin heniiz kii¢lik hayvan modellerini gegememesine ragmen somatik genom
diizenlemeleri c¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in yararli olabilir. Teknik olarak
uygulanabilir olan bu tedavi yontemi yakin gelecekte insanlar tarafindan etik olarak

tartisilacaktir (48).

Hipertrofik kardiyomiyopati, kardiyak kaslarda meydana gelen ve ventrikiiler
hipertrofi, aritmi egilimi, senkop ve kalp yetmezligine sebep olan kalitimsal bir
hastaliktir. MYBPC3 geninde meydana gelen mutasyon popiilasyonda iicte bir
oraninda gézlemlenen kalitimsal kardiyomiyopatiye sebep olmaktadir. Insan kaynakli
germ hiicrelerinde MYBPC3 geninde meydana gelen mutasyonun CRISPR/Cas9

genetik diizenleme sitemi ile saglikli tipe diizenlendigi gosterilmistir (49).

Duchenne muskular distrofi, X’e bagli olarak kalitilan, iskelet kaslarinda
zayifliga neden olan ve 6liimciil kardiyomiyopatidir. Hastaliga sebep olan distrofin
geni 79 ekson uzunlugundadir. Farelerde yapilan CRISPR/Cas9 genetik diizenleme
caligmalarinda mutasyonun diizenlendigi genin uzun olmasindan dolay1 stabil sonugalr

elde edilememistir. Yapilan ¢aligmalarin arttirilmasi gerekmektedir (50).

Kalitimsal olarak aktarilan iyon kanali bozukluklar1 ve diger kardiyak
aritmilerde de CRISPR/Cas9 sistemi ile genetik diizenlenme c¢aligmalar
yapilmaktadir. Popiilasyonda 1:2000 oraninda gozlemlenen ve 17 alt tipi bulunan UQT

sendromu literatiirde sikg¢a genetik diizenleme calismalari i¢in kullanilmaktadir.
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Kalsiyuma baglanan ve L-tipi kalsiyum kanal1 ile yakin iliskide bulunan kalmodulin
proteinini kodlayan gende (CALMI, CAML?2 ve CALM3) meydana gelen mutasyon
sonucunda aksiyon potansiyel siiresi uzamaktadir. Mutasyon sonucunda CALMI,
CAML2 ve CALM3 genleri mRNA seviyesinde yiiksek ifade edilmektedir.
CRISPR/Cas9 sistemi ile yapilan ¢alismalar sonucunda in vitro kosullarda mRNA
ekspresyon seviyesinin azaldigi goriilmektedir. In vivo ¢aligmalar ve UQT

sendromunun diger tiplerinde yeni ¢alismalar yapilmalidir (51).
4.9 Kardiyak Hiicrelerde in vitro Elektrofizyolojik Analizler

UPK hiicrelerinden farklilagtirilan kardiyomiyositler somatik hiicrenin elde
edildigi hasta veya saglikli bireyin klinik fenotipini sergilerken ayn1 zamanda hasta
veya saglikli bireyde goézlemlenen benzer elektrofizyolojik ¢iktry1 da yansitmaktadir
(Sekil 4.9.1). Hiicre bazli elektrofizyolojik ¢iktilar; Ca*™ goriintiileme, goklu elektrot
dizileri veya yama kiskaci ile hiicre kiiltiiriinde tespit edilebilmektedir (52, 53, 54).

EKG Aksiyon Potansiyeli Alan Potansiyeli Ca*? Gegisi Kasilma

j - JF J

Sekil 4.9.1. Hasta ve saglikli bireylerde UPK kok hiicre temelli kardiyomiyositlerin

Saghkh
q\' UQT Sendromu
| \
| \

elektrofizyolojik ¢iktilarmin sematik olarak gosterimi.
4.9.1 Ca*? Goriintiileme

Kalbin miyokardiyum hiicrelerin kasilip-gevsemesi sirasinda hiicre i¢i iyon
akis1 degismektedir. Elektriksel sinyal ile hiicre disinda yogun olan konsantrasyonu
yogun olan Na* iyonu hiicre igine girerken olusturdugu elektriksel potansiyel degisimi
ile voltaj duyarli Ca*? kanallar1 agilir ve hiicre i¢ine Ca*? girisi gerceklesir. Hiicre i¢i
Ca*? seviyesindeki artis sarkoplazmik retikulumdaki Ca*? rezervlerinin bosalmasina
ve kas kasilmasmna sebep olmaktadir (55). Bu nedenle Ca* iyonunun
konsatrasyonunun ve hiicre igi-dis1 arasindaki gegcislerinin  goriintiilenmesi
kardiyomiyosit hiicrelerinin elektrofizyolojik incelenmesinde basvurulan 6nemli bir

+29

tekniktir. Bu nedenle, hiicre i¢i serbest Ca™*’ya baglanabilen floresan 6zellikli Fluo-4,
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Fura-2 ve Rhod-2 gibi kalsiyum degisimine duyarli sentetik boyalar sayesinde hiicre
ici kalsiyumun degisimi boyalarin sahip oldugu floresan siddetinin degisiminden tespit
edilebilmektedir (56). Kalsiyum metabolizmasinin takibi sayesinde hiicrelerin

elektrofizyolojisi incelenebilmektedir (57, 58).

Kardiyomiyosit kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda Ca* goriintiileme hiicrelerin
saglik durumlar1 veya uygulanan miidahalenin incelenmesinde siklikla bagvurulan bir
tekniktir (59, 60). Benzer sekilde, UPK hiicre temelli kardiyomiyosit ¢caligmalarinda
da kullanilan Ca*? goriintiileme kardimiyosit hiicrelerinin karakterizyonuna ve ilag
molekiillerinin etki mekanizmasini incelemeye olanak saglamaktadir (61). UQT
Sendromu’na sahip UPK hiicre temelli kardiyomiyositlerin Ca*? degisimleri saglikli
hiicrelere gore daha uzun siirede gergeklesmektedir. Bu nedenle Early After
Depolarization (EAD) veya Delayed After Depolarization (DAD) gézlemlenmektedir.
EAD’ler, kardiyomiyositlerin repolarize olma haline gegtikleri fazda birden
gerceklesen aksiyon potansiyel sonucunda beklenmeyen depolarizasyonun
gerceklesmesidir. Hiicreler tamamen repolarize olduktan sonra depolarizasyon

oldugunda DAD gerceklesmektedir . DAD, aritmi baslangici ile dogru orantilidir (62).

EKG Aksiyon Potansiyel  Alan Potansiyel Ca Goruntileme
QRS Kompleks

— : APD
> 8 | S N U I 1

! M\

i
: J\_
g
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N\ _ g

Sekil 4.9.1.1. EKG, aksiyon potansiyel, alan potansiyel ve Ca™ goriintiileme yontemleri
kullanilarak saglikli ve UQT sendromuna sahip kardiyomiyosit hiicrelerinden elde edilen
sinyallerin 6rnek gosterimi. EKG: Elektrokardiogram, APD: Aksiyon Potansiyel veya Alan
Potansiyel Siiresi, VT: Saglikli hiicre (28).
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Literatiirde Fura-2 boyasi ile yapilan gozlemlerde hasta kokenli UPK
hiicrelerden farklilastirilan kardiyomiyositlerin kasilma kinetigi ve aksiyon potansiyel
stirelerinin klinik veriler ile dogru orantili oldugu gézlemlenmistir. Fura-2 ile yapilan
bir ¢aligmada UQT Sendromu Tip 1 hastaligina sahip UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerin kasilmasinin saglikli kardiyomiyositlere gore uzun siirdiigii ve bu
hiicrelerin aksiyon potansiyel siirelerinin de uzun oldugu gosterilmistir (Sekil 4.9.1.1).
Bu ¢aligma sayesinde Ca™ goriintiileme tekniginin UPK hiicre kokenli kardiyak

hastalik modeli ¢alismalarinda kullanabilecek bir metot oldugu gosterilmistir (63, 64).

UQT sendromu tip 1 ve UQT sendromu tip 2 kdkenli UPK hiicrelerden
farklilagtirilan kardiyomiyositlerde Fluo-4 ile yapilan farkli bir ¢alismada kalsiyum
degisiminin saglikli hiicrelere gére uzun siirede gergeklestigi gozlemlenmistir.
Kalsiyum goriintiileme ile es zamanl olarak alinan yama kiskaci kayitlar1 Ca™
floresan degisimi ile elektriksel aktivitenin benzer profile sahip oldugu gosterilmistir.
Bu calisma ile, alt tipleri farkli olan UQT sendromuna sahip kardiyomiyositlerin
kasilma kinetikleri serbest Ca*?’ye baglanabilen Fluo-4 molekiilii ile saptanabilecegi
gosterilmistir. Boylece hastalikli ve saglikli kardiyomiyositlerin QT uzunluklar: arasi

fark tespit edilebilmektedir (64).
4.9.2 Coklu Elektrot Dizileri (MEA)

Coklu elektrot dizi (Multi Electrode Array, MEA) sistemlerinin icerisinde
bulundurdugu elektrotlar sayesinde hiicrelerin anlik kasilip-gevsemeleri ve
empedanslar1 dl¢iilebilmektedir. Bu sistemler sayesinde Ol¢iilen kardiyomiyosit alan

potansiyeli ile organ bazli 6l¢iilen EKG kayitlarinin ortlistiigti gosterilmistir (52, 53).

MEA sistemleri igerdikleri elektrotlarin fonksiyonel yapilarina gore
cesitlenmektedirler. Bu elektrotlar sayesinde MEA sistemleri hiicrelerin empedans ve
alan potansiyelini Ol¢ebilmektedir. Empedans elektrotlart bulunan sistemlerde
elektrotlarin {izerine ekilen kardiyomiyositlerin yogunlugu dolayistyla canliligin1 ve
ylizeye baglanma giiciine paralel olan degeri Olgmektedir. Ayni zamanda
kardiyomiyositlerin kasilip gevseme durumlar1 anlik empedans degisimleri olarak
kay1t edilmektedir. Eger empedans elektrotlarinin tizerine ¢ogalabilme 6zelligine sahip

olan hiicreler ekilirse zamana bagli olarak hiicre sayisindaki artis miktar1 da
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hesaplanabilmektedir (52). Alan potansiyeli Olgen elektrot bulunduran MEA
sistemlerinde ise hiicrelerdeki aksiyon potansiyel degisimi toplu olarak
goriintiilenebilmektedir. Grup halinde bulunan kardiyomiyositlerin aksiyon
potansiyelindeki anlik degisim, hiicre dis1 alandaki anlik dalgalanmalar elektrotlar
sayesinde Ol¢iilerek saptanabilmektedir. Kardiyomiyositler tarafindan iiretilen aksiyon
potansiyeli birbirleri arasinda ilgili elektrota gdre yayilirken alan potansiyelinde

meydana gelen degisimler MEA tarafindan 6l¢iiliir (52, 53).

Iyon kanallarinin aktivitesinde meydana gelen degisimler alan potansiyelinde
zamana bagli sapmalara neden olabilir. Voltaj-kapili Na" kanalinin hizla agilip
kapanmas1 kardiyomiyositlerin depolarize olmasina ve alan potansiyelinde hizli bir
artis-azalisa neden olur. KCNQI gibi gecikmeli dogrultucu tipteki potasyum
kanallarinin agilip hiicre digina K* iyonu gegisi kardiyomiyositlerin tekrar repolarize
olmasina ve alan potansiyelinde EKG grafigine benzer bir T-dalgas1 olugsmasina sebep

olur (52).
4.9.3 RTCA xCELLigence CardioECR

Organ bazli EKG olglimlerindeki QT araligmin hiicresel karsiligi
kardiyomiyositlerin depolarize ve tekrar repolarize duruma gelmeleri arasinda gecen
zamana denk gelmektedir. Bu silire¢, alan potansiyeli siiresi (FPD) olarak
adlandirilmaktadir. Elektrotlar ile 6lgiilebilen FPD sayesinde kardiyomiyositlerin hem
elektriksel aktivitelerindeki anlik degisimler gozlemlenebilmektedir hem de kasilma

kinetikleri 6l¢iilebilmektedir.

Empedans elektrotlarim1  igeren sistemler kardiyomiyositlerin kasilma
kinetigindeki anlik degisimleri 6l¢ebilmektedir. Fakat yapilan literatiir ¢aligmalarinda
kalp ile ilgili klinik vakalarda ve yapilan klinik ile karsilastirmali deneysel
caligmalarda, organ ve hiicre diizeyinde elektriksel uyarim ve kontraktilitenin her
zaman es zamanli ya da diizenli gergeklesmedigi gozlemlenmistir (65). Boyle farkli
elektrofizyolojik c¢iktilarin  degerlendirilebilmesi i¢in hem FPD’yi hem de
kontraktiliteyi es zamanli 6l¢ebilecek bir MEA sistemi gelistirilmistir (52).

2014 yilinda firetilen xCELLigence RTCA CardioECR sistemi igerisinde

bulunan  elektriksel  potansiyel ve  empedans elektrotlar1  sayesinde,
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kardiyomiyositlerin, hem elektriksel uyarimi hem de kasilma aktivitesini

Olcebilmektedir (Sekil 4.9.3.1).

Ticari olarak elektriksel aktiviteyi ya da kardiyomiyositlerin kontraktilitesini
etkileyen molekiiller ve ilaglar bulunmaktadir. xCELLigence RTCA CardioECR
cihaz1 ayn1 anda iki farkli elektrot sistemi bulundurdugundan hem hasta hem de
saglikli hiicrelerden elde edilen UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlere uygulanan
ilaclar analiz edilebilir. Boylece piyasaya siiriilecek ilaglarin toksisite testleri hizli bir

sekilde yapilabilmektedir (52, 66, 67).

Empedans Elektrotlari

hUPK-CM

Sekil 4.9.3.1. xCELLigence RTCA Cardio ECR cihazinin elektrotlarla kapl ticari hiicre
kaplarmin 1g1k mikroskobu altinda goriintiisii. FP: Alan Potansiyeli, hUPK-CM: Insan
kaynakli UPK hiicre kdkenli kardiyomiyosit.

4.9.4 Yama Kiskaci (Patch Clamp)

Tek hiicreye ait elektriksel aktivitenin, aksiyon potansiyelinin ve iyon kanali
kinetiginin 6l¢iilmesi yama kiskaci (patch clamp) sayesinde gerceklestirilmektedir.
Literatiirde gosterilen ¢aligsmalar gore yama kiskaci ile kayit alinan UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerin iyon kanali kinetiklerinin klinikte elde edilen elektrofizyolojik

kayitlarla benzer oldugu saptanmistir (52, 53, 54).

Yama kiskaci, aksiyon potansiyelini Olgen voltaj kiskaci ve iyon kanal
kinetigini 6l¢en akim kiskacindan olugmaktadir. Voltaj kiskacinda hiicrenin sahip

oldugu elektriksel potansiyel sabit tutularak akim degisikleri Slgiilmektedir. Ayn
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zamanda akim kiskacinda ise akim sabit tutularak hedef hiicredeki voltaj degisimleri
ya da aksiyon potansiyeli kaydedilmektedir. Akim kiskact metodu kullanilarak UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerden alinan aksiyon potansiyel sinyallerinde frekans,
genlik ve sinyal olusum siiresi kullanilarak kardiyomiyositler kulak¢ik benzeri,

karincik benzeri ve nodal benzeri olmak tlizere siniflandirabilmektedir (Sekil 4.9.4.1)

WA

v
400 ms Ventrikiiler Benzeri Atrial Benzeri Nodal Benzeri

Sekil 4.9.4.1. Yama kiskaci ile kardiyomiyositlerden alinan aksiyon potansiyelinin

siniflandirilmasi (68).

UQT Sendromu hastalarindan elde edilen UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerden alinan yama kiskaci kayitlar1 hastaligin klinik fenotipine benzer

aksiyon potansiyel siiresinde de uzama gozlemlenmektedir (68, 69) (Sekil 4.9.4.2).
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Sekil 4.9.4.2. Yama kiskac ile saglikli ve hasta UPK hiicre kokenli kadiyomiyositlere ait
aksiyon potansiyel ve kanal gegirgenliginin 6rnek gosterimi. (A) Voltaj-akim orami grafigi,

(B) Voltaj kenetleme ile iyon gegirgenligi.

Literatiire bakildiginda UQT sendromu tip 1 hastalarindan elde edilen UPK
hiicre kokenli kardiyomiyosit ¢alismalarmi ilk defa Moretti ve arkadaslar1 ortaya
koymustur (29). Bu ¢alismada, hasta fenotipine benzer elektriksel aktivite sergileyen

UPK hiicre temelli kardiyomiyositlere K bloklayicis1 Chromanol 293B ve K.
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bloklayicist E4031 eklenerek iyon kanallarin kinetikleri incelenmistir. Yapilan voltaj
kiskact kayitlart sonucunda KCNQ/1 gen mutasyonlarinin K fonksiyonel bozukluguna
sebep oldugu elektrofizyolojik diizeyde tespit edilmistir. UQT sendromu hastalarindan
iiretilmis UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerle yapilan ¢alismalarda yama kiskaci
ile hastaligin karakterizasyonun yaninda ilag taramalar1 da bu teknik kullanilarak test
edilmektedir (29). Wang ve arkadaglar1 tarafindan KCNQI ve KCNH2 gen
mutasyonlarini tastyan UPK hiicre temelli kardiyomiyositlerden alinan yama kiskaci
kayitlarinda aksiyon potansiyel siliresinde normale gdre uzama tespit edilmistir.
Klinige benzer fenotip sergileyen hiicrelere Ca*?iyonun hiicre igine girisini engelleyici
bir ilag olan Nifedipin uygulannstir. ilag uygulamasi sonunda AP zamanin kisaldig
ve normal fenotipe yaklastig1 tespit edilmistir (70) Bir baska calismada ise UQT
sendromu tip 1 hastasindan elde edilen UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde
aksiyon potansiyel siiresinde uzama gozlemlenmistir. Uygulanan K aktivatori
ML277 ile aliman yama kiskaci kayitlarinda aksiyon potansiyel siiresinin normal

stireye yaklastig1 tespit edilmistir (71).
4.10 iyon Kanah Modiilatorleri ve Beta Blokorler

Cesitli genetik ve/veya epigenetik degisimler sonucunda sinoatriyal diigiimde
olusan impulslarin miyokarda iletilmesi sirasinda aksakliklar meydana gelebilir. Kalp
ritim bozukluklarinin tedavisine yonelik anti-aritmik ilaglar siklikla klinikte

kullanilmaktadir (72).

Tasiaritmik ilaclar etki mekanizmalarina gore yapiya 6zgii olan ve olmayanlar
olmak iizere ikiye ayrilir. Reseptorlerle kompleks olusturarak etki gosteren beta-
blokdrler yapiya 6zgii; membran yiizeylerine birikerek membran bilesenlerinin yiizey
basinct artis1 ile gorevlerini yapmasini engelleyen yapiya 6zgli olmayan ilaglardir.
Bunlarin yani sira tasiaritmik ilaglar kardiyak etki potansiyellerine gore asagidaki

sekilde siniflandirilmaktadirlar (72):

Smif I: membran stabilize edici Na+ kanal blokorleri (lidokain, meksiletin,
flekainit vb.) Faz 0 asamasinda kalp hiicrelerine Na+ girisini yavaslatir. Boylece Faz
0’1 hiz1 ve seviyesi diiserek aksiyon potansiyel amplitiidii azalir. Na+ antagonistleri,

membran stabilizatdrleri veya antifibrilan olarak adlandirilirlar . Ornegin, flekainit (N-
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(2-Piperidinilmetil)-2,5-bis(2,2,2-trifluoroetoksi)benzamit) Na* kanallarinin yan1 sira
K* kanallarimi da kuvvetli bicimde bloke eder. Boylece ventrikiiler aritmilerle birlikte

atriyal aritmileri de dnlemektedir.

Smmif II: beta-adrenerjik blokorler (propranolol vb.) kardiyak beta-
adrenoreseptorlerin bloklanmasi1 ve miyokardiyal cevap inhibisyonu, membran

stabilizasyonu gibi iki mekanizma ile etkilerini gosterirler.

Smmif III: aksiyon potansiyelini dolayisiyla repolarizasyon siiresini uzatan
ilaglardir (amiodaron, sotalol vb.). Faz 0’1n hizini, amplitiidiinii ve dinlenme membran
potansiyelini etkilemeden Faz 3’lin yavaslamasini ve potasyum kanallarinin
inhibisyonunu saglarlar. Diger antiaritmik ilaglara cevap vermeyen ventrikiiler

tasikardi ve ventrikiiler fibrilasyon tedavisinde kullanilirlar.

Smf IV: Ca' kanal bloklayicilart (verapamil, diltiazem vb.) yavas
depolarizasyondan sorumlu olan kalsiyum iyonlarimin sinoatriyal (SA) ve

atriyoventrikiiler (AV) diigiim hiicrelerinden girisini inhibe etmektedirler.
Sinif V: diger antiaritmikler (kalp glikozitleri, magnezyum vb.)

Literatiirde bulunan hiicresel calismalarda ve klinikte sik¢a kullanilan
ventrikiiler ve atriyal aritmileri Na® kanalin1 bloklayarak diizenleyen Flekainit,
Meksiletin; sempatik sinirlerin uyarilmasiyla ritmi diizenleyen Propranolol,;
repolarizasyon siiresini uzatan Amiodaron, Sotalol ve Ca*? bloklayan Varepamil gibi
ilaglar UQT sendromuna i¢in kullanilmaktadir. Fakat UQT sendromunun genetik bir
hastalik olmasindan dolay1 hastalik i¢in bir tedavi degil, hastalik belirtileri i¢in kalic1
bir ¢oziim olmamakla beraber hastalik belirtilerinin  iyilestirilmesinde

kullanilmaktadir.

Anti-aritmik ilaglar kalp ritmini diizenleyerek tasikardi gibi olagan dis1 atim

paternlerini 6nlemek i¢in sikca klinikte kullanilmaktadir (73). (Flecainit vb.),

ML277: UQT sendromu tip 1 hastalifinda direkt olan rol alan KCNQI
proteinine yonelik direkt etki gosterme potansiyeline sahip olan literatiirde belirtilen
iki temel molekiil bulunmaktadir. ML277 kii¢iik molekiilii, potasyum kanalinin yavas

dogrultucu akimi (adrenerjik-duyarl kardiyak potasyum akimi-IKS) arttirarak aksiyon
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potansiyel siiresini kisaltarak aritmiyi diizenlemektedir (74, 75). UQT sendromuna
sahip hastadan elde edilen UPK hiicrelerinden farklilastirilan kardiyomiyositlerin
ML277 eklemesi sonucunda aksiyon potansiyel siiresinin normale yaklastig

gosterilmistir (76).

JNJ300: IKs’1 bloklayarak aksiyon potansiyel siiresini uzatmaktadir (76). IKs
kanali, IK; kanalinin aktivasyonu iizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. IK; kanali
hERG tarafindan sentezlenmektedir. hERG kanalinda meydana gelebilecek bir
mutasyon repolarizasyonun yavaslamasini dolayisiyla APD’nin uzamasina sebep
olmaktadir. APD’nin uzamasi 6liimlere sebep olabilecek aritmilere sebep olmaktadir.
Herhangi bir bagka kanal iizerinde etkisinin olmadig1 belirlenen JNJ303 molekiilii

kullanilarak direkt olarak 1K kaynakli aritmiler tedavi edilebilmektedir (77).
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S MATERYAL VE METOT

5.1 Deney Dizaym

Tez ¢aligmasi kapsaminda izlenen basamaklar Sekil 5.1.1°de grafiksel olarak

Ozetlenmistir.
UPK hiicrelerinin heterozigot mutasyon kaynakli karmagik
CRISPR/Cas9 sistemi ile sekans bilgilerinin TA klonlama ile ayristiriimasi
diizenlenen UPK A
hiicrelerinin segilmesi I KCNQ!1 \

CodonCod &
S 4 .
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olan UPK hiicrelerin kardiyomiyositlere
farkhilagtirilmast
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KCNQI mRNA ekspresyonunun
qRT-PZR yontemi ile tespit edilmesi

- Ca*? goriintiileme

KCNQI protein ekspresyonunun
Western Blot yontemi ile tespit edilmesi

Sekil 5.1.1. Tez ¢calismasinin grafiksel 6zeti (78).
5.2 Kullanilan Sarf Malzemeler ve Besiyerleri

Yapilan tez ¢aligmast kapsaminda uygulanan tiim molekiiler tekniklerde Tablo

5.2.1°de yer alan sarf malzemeler kullanilmistir.

Tablo 5.1. Molekiiler tekniklerde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
QIAamp DNA Mini Kit (50) Qiagen 51304

QIAquick PCR Purification Kit (50) Qiagen 28104

DNasel Set, RNase-Free (50) Qiagen 79254

iScriptTM Advanced cDNA Synthesis | Bio-Rad 172-5037

Kit for RT-qPCR

iTaq Universal SYBR Green Supermix | Bio-Rad 172-5124
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SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen S33102

TriDye™ 1 kb Plus DNA Ladder Thermo N3270S
Scientific

One Taq Hot Start Mix BioLabs MO0488L

Gel Loading Dye Purple BioLabs B7024S

Agarose Jel Multicell 800-015-EG

Rnase/Dnase Icermeyen Su Sigma W4502

Qubit RNA HS Assay Kit, 100 Assays | Invitrogen Q32852

Individual PCR Tubes 8-Tube Strip Bio-Rad TLS0801

Eppendorf Tiipleri Axygen MCT-150-R

CRISPR/Cas9 genetik diizenlemesi sonucunda NHEJ ile olusan UPK
hiicrelerinin karigik sekansi alt klonlama teknigi olan TA klonlama ile ayristirilmistir.

Kullanilan tim malzemeler Tablo 5.2.2°de sunulmustur.

Tablo 5.2. TA Klonlanmada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Taq DNA Polimeraz BioLab M0320S

pGEM-T Vektor Promega A1360

LB Broth (Miller) Biomatik A8515

LB Agar (Miller) Biomatik A8517

Ampisilin (100mg/ml) Multicell 450-110-EL
Plazmid Isolation Kit AMBRD Laboratories 10-13-01-010
Plastik Oze ISOLAB S.082.01.003.010
100 mm Bakteri Petrisi Corning CLS430167

UPK hiicre, UPK hiicre kokenli kardiyomiyositle ve insan kaynakl
fibroblastlarin pasajlanmasi, bakimi ve dondurulmasi gibi temel hiicre kiiltiirii

tekniklerinde kullanilan sarf malzemeler Tablo 5.2.3’de listelenmistir.
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Tablo 5.3. Hiicre kiltiiriinde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Matrigel Matrix Corning 354277
%0.05 Tripsin/EDTA Gibco 25300054
%0.25 Tripsin/EDTA Gibco 25200056
TrypLE Express Gibco 12604-013
ROCK Inhibitor (Y-27632) | Millipore SCMO075
DPBS (-CaCl,,-MgCl) Gibco 14190-094
Primocin InvivoGen ant-pm-2
Normocin InvivoGen ant-nr
Stem-Cell Banker ZENOAQ CB046
mFreSR Stem Cell Technologies | 05853
Fluo-4, AM Life Technologies F14201

6 well plate Corning 3516

12 well plate Cell Star 665 180
E-Plate CardioECR 48 ACEA 00 300 600 940
15 ml Falkon Falcon 352096

50 ml Falkon Falcon 352070
Cryotube Vial Nunc 363401

0.22 pum Filtre Millipore SLGP0O33RS
0.22 pm Filtre — 13mm Thermo Scientific 720-1320
Multipipet GILSON, pipetman FA10009

UPK ve UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin bakimi, farklilastirilmasi ve

dondurulmasinda kullanilan temel besiyerlerinin i¢erikleri Tablo 5.2.4°te belirtilmistir.
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Tablo 5.4. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri icerikleri

Sarf Malzeme Miktar Marka Katalog
Numarasi
UPK Hiicre Besiyeri-1
Essential 8 Basal Medium 500 ml Gibco A15169-01
Essential 8 Suppement 50X Gibco A15171-01
P/S %1 Gibco 15140-122
UPK Hiicre Besiyeri-2
mTESR1 Basal Medium 500 ml Stem Cell Technologies | 05851
mTESR1 5X Supplement 5X Stem Cell Technologies | 05852
P/S %1 Gibco 15140-122
UPK Hiicre Dondurma Besiyeri
FBS %90 Gibco 10270-106
DMSO %10 ATCC 4-X-5
Kardiyak Farkhlastirma Besiyeri
RPMI 500 ml Gibco 52400-025
B-27 Minus Insulin 50X Gibco A18956-01
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
P/S %1 Gibco 15140-122
1-Thioglycerol 40000X | Sigma Aldrich M6145
STEMdiff Kardiyomiyosit Farkhilastirma Kiti
Supplement A 10X Stem Cell Technologies | 05012
Supplement B 10X Stem Cell Technologies | 05013
Supplement C 10X Stem Cell Technologies | 05014
Kardiyomiyosit Bakim Besiyeri
RPMI 1640 500 ml Gibco 52400-025
B-27 Supplement 50X Gibco 17504-044
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
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P/S %1 Gibco 15140-122
1-Thioglycerol 40000X | Sigma Aldrich M6145
L-ascorbic asit 50 pg/ml | Sigma Aldrich A4544
Laktat Besiyeri

lé{’i\élgse)l 640 (without/ D- 500 ml Multicell é 5LO-O6O-
Sodium L-Lactate 560 mg Sigma-Aldrich 71718
HEPES Buffer (1M) 40X Sigma-Aldrich HO0887
STEMdiff Kardiyomiyosit Bakim (Maintenance) Kiti

Maintenance Supplement 50X Stem Cell Technologies | 05016
FEF Besi Yeri

DMEM %87 Gibco 41966-029
FBS %10 Gibco 10270-106
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
P/S %1 Gibco 35050-61

Total protein izolasyonu ve Western Blot c¢alismasinda kullanilan sarf

malzemeler Tablo 5.2.5’te listelenmistir.

Tablo 5.5. Protein izolasyonu ve Western Blot ¢alismalarinda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Amonyum Persiilfat (%10) | Bio-Rad 161-0700

TEMED Bio-Rad 161-0800

Precision Plus Protein Dual | Bio-Rad 161-0374

Color Standards

4x Laemmli Sample Buffer | Bio-Rad 161-0747

Pierce ECL Plus Western | Thermo Fischer 32132

Blotting Substrate
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Tablo 5.6. immunokimyasal boyamalarda kullanilan birincil ve ikincil antikorlar

Sarf Malzemeler Firma Katalog Konsantrasyonu
Numarasi
cTNT Thermo MS-295-P 1:500
Scientific
Birineil Sarcomeric a Actinin Sigma A7811 1:2500
Antikorlar -
DAPI Sigma D9542 1:1000
Ikincil Alexa Flour 488 Cell 4408S 1:1000
Antikorlar Signaling
Alexa Flour 633 Moleculer | A21050 1:500
Probes
Cekirdek 1:1000
DAPI Sigma D9542
Boyasi

5.3 Cihazlar

Tez ¢aligsmasi kapsaminda kullanilan tiim cihazlar Tablo 5.3.1°de belirtilmistir.

Tablo 5.3.1. Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihaz/Yazilm Programi Marka Model

Konfokal Mikroskopu Zeiss LSM780

Spinning  Disk  Konfokal _

Mikroskopu zeiss )

Santrifiij Thermo Scientific ST16R

Elektroforez Cihazi BIO-RAD PowerPac Basic Power
Jel goriintiileme Cihazi BIO-RAD ChemiDoc

Thermal Cycler BIO-RAD T100

Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R
NanoDrop Thermo Scientific NanoDrop One
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5.4 Kontrol ve Hasta Grubuna ait Hiicrelerin Belirlenmesi

Laboratuvarimizda daha 6nce sonuglandirilan 2135192 proje numarali 1003
TUBITAK projesi kapsaminda, UQT sendromu Tip 1’e sebep olan KCNQ! geninde
bulunan T322M mutasyonu CRISPR/Cas9 genetik diizenleme yontemi kullanilarak
diizeltilmistir. Genetik diizenleme sonucunda DNA tamir mekanizmalarindan biri olan
NHEJ’i segen hiicrelerde mutasyonlar olugsmustur. Tez kapsaminda genomunda ¢esitli
uzunluklarda delesyonlar meydana gelen cr36, cr211 ve crl152 kodlu UPK hiicreleri
secilmistir. Olusan delesyonlarin kardiyomiyositlerin morfolojik, fizyolojik ve

elektrofizyolojik karakterlerine olan etkileri arastirilmak istenmistir.
5.5 1Insan UPK Hiicre Kiiltiirii ve Karyotip Analizleri

Fibroblast ve/veya vendz kandan elde edilen somatik hiicrelerin genoma
entegre olmayan yontemler kullanilarak yeniden programlama teknolojisi ile kisiye
0zgii olusturulan kok hiicreler; insan fizyolojisi, patofizyolojisi ve hiicre temelli ilag
denemeleri gibi kisisellestirilmis tip ¢alismalarinda kullanilmaktadir. UPK hiicreleri
besleyici igermeyen (feeder-free) Matrigel ekstraseliiler matriks proteini ile kaplanmis
coklu kuyucuklu ticari hiicre kiiltiirii kaplarinda E8 ya da besiyeri ile kiiltiir edildi.
Kiiltiir edilen hiicreler 37°C ve %5 CO: ortamda inkiibe edildi. Giinliik gézlem yapild1
ve besiyeri degistirildi. UPK hiicreleri %80-90 yogunluga ulastiklarinda pasajlandilar.
DPBS (-Ca*?, -Mg"?) yikamasi yapilan UPK hiicreleri 0.5mM EDTA soliisyonu

sayesinde enzimatik olmayan yontemle pasajlanarak ¢ogaltildi.

UPK hiicreleri kisiye 6zgii kardiyomiyosite farklilagtirilmadan 6nce 35 mm’lik
Matrigel kapl petri kaplarina ekildi. Hiicreler % 70-80 yogunluga ulastiklarinda
Istanbul Genetik Grubu, Genetik Tam1 Merkezi’'ne teslim edilerek karyotip analizi

yapilabilmesi i¢in hizmet alimi1 yapildi.

5.6 Insan UPK Hiicrelerinin Kardiyomiyositlere Farklilastirilmasi, Kiiltiirii ve

Yeniden Ekim Protokolii

% 80-90 yogunluga ulasan UPK hiicrelerini kardiyomiyosite tek katmanl
tabaka halinde farklilasabilmesi i¢in hiicreler insiilin icermeyen kardiyak

farklilagtirma besiyeri alindi. GSK-3 inhibitérii olan CHIR99021 (Tablo 5.6.1)
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molekiilii igeren besiyeri ilk 24 saat icerisinde UPK hiicrelerin Brachury protein
ekspresyonunu artirarak mezodermal hiicrelere doniismesini tesvik eder. Bu sathadan
sontra Wnt sinyal yolagmin inhibisyonu ile mezodermal hiicreler kardiyak
farklilagmaya yonlendirilirler. IWP2, IWP4 ve/veya IWRI1 (Tablo 5.6.1) kiiciik
molekiilleri farklilasmanin 3-5. giinlerinde kiiltiire eklenerek Wnt sinyal yolaginin
inhibisyonu gergeklestirilir. Kiiltiiriin 7-8. gilinlinden itibaren insiilin igeren iceren
kardiyomiyosit bakim besiyeri ile degisim gerceklestirildi. Besiyeri degisimine paralel

olarak spontan kasilmalar gézlemlendi.

Tez c¢alismas1 kapsaminda Lian ve arkadaglarimin raporladigi temel
farklilagtirma yontemi; farklilastirma giinleri, kullanilan kiicik molekil ve
konsantrasyonlar1 degistirilerek gesitli protokollerde uygulanmistir (2). Ek olarak -
adrenerjik reseptor agonisti olan isoproterenol destekli kardiyomiyosit farklilastirma
protokoliil de optimize edilmistir. Kullanilan protokoller Tablo 5.6.1°de gdsterilmistir.
Farklilastirma siirecinde kullanilan tiim kiigiik molekiiller (Tablo 5.6.2) insiilin
icermeyen RPMI/B27 besiyeri ile hazirlanmistir. Kiiltiirlerde spontan kasilmalar
goriilmeye basladiktan sonra iki giinde bir insiilin iceren RPMI/B27 ile kiiltiirlerin

besiyeri degistirilmistir.

Tablo 5.6.1. Kardiyak farklilastirmada kullanilan protokoller D: Farklilastirma Giinti

Protokol Ad1 Farkhlastirma Siireci

Temel Protokol (IWR1) DO0-1: 6uM CHIR99021

D1-2: RPMI/B27-instilin

D3-5: 5uM IWR1 + Smg/ml Vitamin C
D5-7: RPMI/B27-instilin

D7’den sonra spontan kasilmalar

Temel Protokol (IWP4) DO0-2: 6uM CHIR99021

D2-3: RPMI/B27-instilin

D3-5: 10uM IWP4 + S5mg/ml Vitamin C
D5-7: RPMI/B27-instilin

D7’den sonra spontan kasilmalar

Protokol 4 DO0-1: 6uM CHIR99021
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D1-2: RPMI/B27-instilin

D3-5: 5uM IWR1 + Smg/ml Vitamin C
D5-8: 5uM IWR1 + Smg/ml Vitamin C
D8’den sonra spontan kasilmalar
Protokol 6 DO0-2: 6uM CHIR99021

D2-3: RPMI/B27-instilin

D3-5: 5uM IWR1 + Smg/ml Vitamin C
D5-8: 5uM IWR1 + Smg/ml Vitamin C

D8’den sonra spontan kasilmalar
Protokol 7 DO0-3 aras1 hergiin: 20ng/ml BMP4 +
10ng/ml Activin A + 10ng/ml FGF2 +

Smg/ml Vitamin C + 3uM Isoproterenol
+ 2uM CHIR99021

D3-10: 5uM IWR + 20ng/ml BMP4 +
Smg/ml VitC

D10’dan sonra spontan kasilmalar

Literatiirde yer alan ve hiicrelerimize gore optimize edilen kiigiik molekiil
yonlendirmeli kardiyak farklilasmanin yaninda ticari olarak satilan STEMdiff
Cardiomyocyte Differentiation Kit marka farklilagtirma besiyeri temin edildi (Tablo
5.2.2). Ticari protokole (Sekil 5.6.1) uyularak farklilastirma islemi tamamlandi.

Kiiltiirlerde 8-10. glinden itibaren spontan kasilmalar gdzlemlendi.

%95

Besiyeri UPK Hiicre UPK Hiicre
Degisikligi Yogunlugu Kokenli Kardiyomiyositler
A 4 v
| | Besiyeri A | Besiyeri B | Besiyeri C | Besiyeri C |
Farklilagsma -2 -1 0 2 4 6 8 15

Giinii

STEMiff Kardiyomiyosit Farklilagtirma Besiyeri A, B & C

Besiyeri

Farklilasma Siireci Kardiyomiyosit Bakim Siireci

Sekil 5.6.1. STEMdiff kardiyomiyosit farklilagtirma kit protokolii
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Tablo 5.6.2. Kardiyak farklilagtirmada kullanilan kii¢iik molekiiller

Kii¢iik Molekiiller Firma Katalog Numarasi
CHIR99021 Sigma Aldrich SML1046
endo-IWR1 Tocris 3532

IWP4 Stemgent 04-0036

IWP4 Tocris 5214

BMP4 RD Systems 314-BP

Activin A RD Systems ACFP338

FGF2 (bFGF) Millipore GF003AF-MG
Isopropanol Sigma 35100

Vitamin C (Askorbik Asit) Sigma Aldrich A4544

Kardiyak farklilagmanin 12-15. giiniinden itibaren hiicreler elektrofizyolojik
analizlerinin yapilabilmesi i¢in cam kapli petrilere ve/veya XCELLigence RTCA
cihazina ait olan kuyucuklari altinda elektrotlar: bulunan ticari petri kaplarina yeniden
ekildi. Yeniden ekim asamasinda hiicrelerin besiyerleri ¢ekildi. DPBS (-Ca*?, -Mg*?)
ile 5 dakika boyunca hiicreler oda sicakliginda inkiibe edildi. DPBS (-Ca*2, -Mg*?)
cekilip atilarak 1 ml TrypLE (Tablo 5.2.4) eklendi. 37°C’de 3-5 dakika inkiibasyon
sonrasinda enzim yardimiyla dokulasmis hiicre katmalari homojen hale gelene kadar
pipetaj yapildi. Enzimi inaktif hale getirebilmek i¢in icerisinde FBS bulunan FEF
besiyeri (Tablo 5.2.2) kullanildi. Kardiyomiyositler 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij

edildikten sonra elektrofizyolojik analizlerin yapilacagi ticari kaplara ekildi.
5.7 TA Klonlama Stratejisi

CRISPR/Cas9 ile genetik diizenleme sonucunda NHEJ ile olusan UPK
hiicrelerinin sekans bilgileri, olusan heterozigot degisikliklerden dolay1 kullanilan
CodonCode Aligner ve SnapGene Viewer gibi dizi analizi programlart ile
ayristirilamadilar. En hizli ve etkili klonlama yontemlerinden biri olan TA klonlama

kullanild1. Sekil 5.7.1.-A’da gosterildigi gibi 3° uclarinda A niikleotidi bulunan insert
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ile lineer halde bulunan ve 3’ ucunda T niikleotidi i¢eren vektor ligasyonu sonucunda
klonlama islemi gerceklesir (78). Ticari olarak temin edilen pGEM-T (Promega)
vektorii (Sekil 5.7.1-B) 3’ uclarinda yer alan serbest T niikleotidlerinin, insert
DNA’nin 3’ uglarinda bulunan serbest A niikleotidleri ile eslesmesi sonucunda hizli

bir alt klonlama yapildu.

TA Klonlama

Sekil 5.7.1. Klonlama sirasinda kullanilan (A) TA klonlama stratejisi, (B) pGEM-T vektorii
(Promega).

5.7.1 Genomik DNA’dan KCNQI Bolgesinin Cogaltilmasi

Kiiltiir kosullarinda biiyiitiilen UPK hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu
kit (Tablo 5.2.1) kullanilarak yapildi. NCBI Primer-BLAST programi kullanilarak
tasarlanan hedef bolgeyi taniyan Tablo 5.8.2.1°de bulunan KCNQI primerleri
sayesinde izole edilen genomik DNA’lardan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi
gerceklestirildi (Tablo 5.7.1.1). PZR islemi sirasinda reaksiyonda olusan her {iriiniin
sonuna serbest A niikleotidi ekleyen Taq polimeraz tercih edildi. 3’ ucunda A
niikleoitidi bulunduran insert, pGEM-T vektoriiniin icerisine aktarilabilecek hale
getirildi. PZR reaksiyonu cr211 ve cr152 numarali hiicrelerden 200 ng, cr36 numarali
hiicreden ise 150 ng genomik DNA kullanilarak yapildi. PZR islemi gerceklestirilirken
Tablo 5.7.1.2°de bulunan protokol izlendi.

Tablo 5.7.1.1. Genomik DNA’dan yapilan PZR’de kullanilan malzemeler

Malzemeler Final Konsantrasyonu | cr36/cr211/cr152
10X Taq Buffer 1X 2.5 ul
25 mM MgCl2 1.5 mM 1.5 ul
10 mM dNTP 0.2 mM 0.5 ul
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10 mM KCNQI F 0.2 mM 0.5 ul

10 mM KCNQI R 0.2 mM 0.5 ul

Taq Polymerase (5000 units/ml) | 0.625 units 0.125 ul
Genomik DNA 150-200 ng 0.2-2 ul

H>O - 19.175-17.375 ul
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 5.7.1.2. Genomik DNA’dan yapilan PZR’de kullanilan protokol

Sicakhik Zaman

95°C 1 dakika

95°C 30 saniye (34 Dongii)
58°C 1 dakika (34 Dongii)
72°C 1 dakika (34 Dongii)
72°C 5 dakika

12°C o0

PZR sonrasinda ornekler % 1’lik agaroz jelde Tablo 5.3.1°de bulunan
Chemidoc jel goriintiileme cihazi kullanilarak incelendi. Tiim PZR {iriinleri Qiagen
PCR Purification Kit kullanilarak temizlendi. Saflagtirilan 6rneklerin konsantrasyonu

NanoDrop cihazi kullanilarak 6l¢iildii.
5.7.2 Vektor Icerisine KCNQ1 Geninin Klonlanmasi

TA klonlamada kullanilan pGEMT vektorii lineer oldugundan tekrar
restriksiyon enzimleri ile kesilmedi. Sekil 5.7.2.1°deki formiile gore kullanilacak olan
vektor ve insert orani belirlendi. Klonlama olasiligini arttirmak amaciyla insert:vektor
orani 3:1 olarak belirlendi. Klonlama sirasinda pGEMT vektorii 40 ng olacak sekilde
kullanildi. Ligasyon islemi i¢in kullanilan malzemeler ve hesaplanan vektor ve insert
miktarlar1 Tablo 5.7.2.1°de gosterilmektedir. Ligasyon islemi sirasinda vektoriin kendi
iizerine kapanip kapanmadigini (self-ligasyon) 10 ng sadece vektor kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyon ile test edildi. Reaksiyon 1 saat oda kosullarinda (20-25°C)
veya gece boyunca 4°C’de yapildi.
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Vektor (ng) x Insert (kb)
Vektor(kb)

x Insert: Vektor (Molar) = Insert(ng)

Sekil 5.7.2.1. Klonlama sirasinda kullanilan hesaplama.

Tablo 5.7.2.1. Ligasyon islemi sirasinda kullanilan malzemeler

Malzemeler cr36/cr211/cr152 Sadece Vektor
T4 Enzim 1 w1 (0.4 units) 1 w1 (0.4 units)
10X T4 Buffer 1 ul (1X) 1 ul
Insert 0.86-1.40 ul -

(18.92 ng insert)
Vektor 0.8 ul 0.2 ul

(40 ng vektor) (10 ng vektor)
H>O 5-7 ul 7.8 ul
Toplam Hacim 10 10 pl

Vektoriin DHSa Bakterisine Transfeksiyon Protokolii

Transfeksiyon islemine baslamadan once LB agar 40 g/L olacak sekilde
hazirlandi. Otoklavlanip soguduktan sonra 100 ug/ml Ampisilin eklenerek bakteri
petrilerine dokiildi. LB besiyeri 25 g/L olacak sekilde hazirlandi ve otoklavlandiktan
sonra kullanildi. Transfeksiyon asamasinda kullanilan LB besiyeri i¢erisine Ampisilin

eklendi (Tablo 5.2.2).

Insert eklenmesi ile halkasal bir form alan pGEMT vektorii kompotent bir

bakteri olan DH5«a’ya asagidaki basamaklar izlenerek transfeksiyonu gergeklestirildi:

1) -80°C DHS5a bakterileri transfeksiyon iglemine baslanmadan 5 dakika once
cozlilmeleri i¢in buz igerisine alindi. Ayni zamanda sogumasi i¢in 1.5 ml
mikrosantrifiij tiipler de buza konuldu.

2) Her Ornek igin tiipler isaretlendi ve 50 ul DHS5a tiiplere dagitildi.

3) Vektor+insert ornekler 2.5 ul olacak sekilde tiip icerisinde konuldu. Pipetleme

islemi yapilmadan nazik¢e karistirildi.
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4) 30 dakika boyunca buz igerisinde inkiibasyon yapildi.

5) Inkiibasyon sonrasinda 42°C’de 20 saniye 1s1 soku yapildi. Is1 soku sirasinda tiipler
sicak su igerisinde ¢alkalanmadan tutuldu.

6) Is1 soku sonrasinda tiipler hizlica buz igerisine alind1 ve 2 dakika boyunca inkiibe
edildi.

7) Oda sicakliginda bulunan 500 ul LB Broth (-Ampisilin) hiicrelerin {izerine eklendi.

8) Tiipler 37°C’de 1 saat boyunca 225 rpm’de c¢alkalandi.

9) Inkiibasyon sonrasinda iki farkli konsantrasyonda drnekler tiiplerden almarak tek
kullanimlik 6ze yardimiyla agarli petri kaplarina ¢izgi yontemiyle ekildi. 200 ul
ornek direkt olarak tiip i¢erisinden alinarak diliie halde ve tiipte kalan 6rnekler 5
dakika 6000 rpm’de santrifiij edilerek konsantre halde ekildi.

10) Petriler gece boyunca 37°C’de inkiibe edilerek halkasal hale gelen vektorleri alan

bakterilerin koloni halinde biiylimesi saglandi.
Pozitif Kolonilerin Se¢ilmesi

pGEMT vektoriiniin igerisinde ampisilin diren¢ geni bulundugundan vektorii
icerisine alan DHS5Sa bakterileri, 24 saat sonra agar kapli petri kaplarinda
biiyliyebilmektedirler. Biiyiiyen ve agar {izerinde beyaz renkli noktalar halinde goriilen
koloniler secildi. pGEMT vektorii igerisinde bulunan M13 (Tablo 5.7.2.2) primerleri
kullanilarak koloni PZR yapildi (Tablo 5.7.2.3). Koloni PZR reaksiyonu Tablo
5.7.2.4’te belirtilen prosediir izlenerek gerceklestirildi. % 1.5’lik agaroz jelde PZR
bant boylar1 gozlemlendi. PZR sonucu pozitif ¢ikan koloniler restriksiyon enzim

kesimi ile dogrulandi.

Tablo 5.7.2.2. M 13 primer sekanslar

M13 — F. Primer Dizisi TCA CAC AGG AAA CAGCTATGAC
M13 — R. Primer Dizisi CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC

Tablo 5.7.2.3. Koloni PZR’de kullanilan malzemeler

Malzemeler Final Konsantrasyonu | Kullanilan Miktar
2X One Taq Hot Start Mix | 1X 12.5 ul
10 mM MI3 F 0.2 mM 0.5 ul
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10 mM M13 R 0.2 mM 0.5 ul
Koloni DNA - Sul

H>O - 6.5 ul
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 5.7.2.4. Koloni PZR’da kullanilan prosediir

94°C 30 saniye

94°C 30 saniye (34 Dongii)
57°C 1 dakika (34 Dongii)
68°C 1 dakika (34 Dongii)
68°C 5 dakika

4°C 00

5.7.3 Diyagnostik Kesim ve Plazmid izolasyonu

CRISPR/Cas9

ile genetik olarak diizenlenen UPK hiicrelerine Kpnl

restriksiyon enzimi kesim bdlgesi de eklenmistir. Boylece pozitif ¢ikan kolonilerde

hiicrelerin KCNQ! genine sahip olan insert DNA’lar1 alip almadig kontrol edilmek

amaciyla Kpnl enzimi ile diyagnostik kesim yapildi (Tablo 5.7.3.1). Beklenen bant

boylar1 % 2’lik agaroz jel dokiilerek gézlemlendi.

Tablo 5.7.3.1. Kpnl diyagnostik kesimde kullanilan malzemeler

Kpnl-HF (Neb) 0.2 ul
10X Cut Smart 1 ul
Koloni PZR Uriinii 3ul
H>O 5.8 ul
Toplam Hacim 10 pl

Kesim sonrasinda pozitif oldugu gbézlemlenen plazmidler AMBRD plazmid

izolasyon kiti (Tablo 5.2.2) kullanilarak izole edildi. izolasyon sirasinda ticari protokol

izlendi. Izole edilen plazmidler NanoDrop kullanilarak 6l¢iildii
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Kpnl enzimi ile kesilip kontrol edilen pozitif 6rnekler, 500 ng olacak sekilde
hesaplanarak 10 uM M13 R primeri kullanilarak tek yonlii Sanger sekanslama yapildi.
Sanger sekanslama igin Istanbul Medipol Universitesi Genetik Tan1 Merkezi’nden

hizmet alim1 yapildi.
5.8 Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)
5.8.1 Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

CRISPR/Cas9 sistemi ile genetik olarak diizenlenen UPK hiicreleri ve onlardan
koken alinarak kisiye 6zgii farklilagtirilan kardiyomiyosit hiicrelerinden total RNA’lar
RNeasy Plus Mini Kit (Tablo 5.2.1) kullanilarak izole edildi. UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositler 30-60 giin araliklarinda olacak sekilde kiiltiire edildikten sonra

RNA lar1 izole edildi. izole edilen RNA’lar NanoDrop cihazi ile &l¢iildii.

Olgiim sonucunda elde edilen A280/260 degeri izole edilen RNA’lar igin ~2
olanlar tercih edildi. Bu orandan yiliksek veya diigiik degerler niikleik asit
kontaminasyonunu goéstermektedir. Bu durumdaki RNA’lara tekrar DNasel (Tablo
5.2.1) uygulamast yapildi. RNA’lar sodyum asetat ¢oktliirmesi ile saflastirildi.

Saflastirma sirasinda agagidaki basamaklar izlendi:

1) Her 6rnekten ~1 ug RNA alindu.

2) 10 ul DNasel tizerine RDD buffer eklendi ve pipetlemeden karigtirildi.

3) RNA’lar DNasel karisimi ile birlestirilerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi.

4) Final konsantrasyonu 0.3 M olacak sekilde sodyum asetat eklendi.

5) Toplam hacmin 2.5 kat1 olacak sekilde buzda sogutulmus EtOH (% 100) eklendi
ve -20°C’de gece boyunca inkiibasyon yapildi.

6) Ornekler +4°C’de 13.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

7) Pelletlerin tizerine 200 ul buzda sogutulmus EtOH (% 75) yavas¢a eklendi ve
tekrar ornekler +4°C’de 13.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

8) Supernatantlar atildiktan sonra pelletlerin iizerinden EtOH’un ugabilmesi icin
eppendorflarin kapaklar1 30-45 dakika oda sicakliginda agik birakildi.

9) 10 ul RNase ve DNase’dan temiz H>O ile RNA pelletleri sulandirildu.

10) RNA konsantrasyonlari tekrar NanoDrop kullanilarak 6l¢iildii.
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100-200 ng arasinda RNA alinarak iScript Advanced cDNA Synthesis Kit for
RT-gqPZR (Tablo 5.2.1) kullanilarak cDNA sentezi (Tablo 5.8.1.1) ger¢eklestirildi.
Tablo 5.8.1.2°de bulunan protokol izlendi.

Tablo 5.8.1.1. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler

5x iScript advanced reaction mix 4 ul

iScript advanced reverse transcriptase | 1 ul

RNA Ornegi 0.5 - 1.30 ul (200ng)
H>O (-DNase, -RNase) 14.7 - 15.5 ul
Toplam Hacim 20 pl

Tablo 5.8.1.2. PZR’de kullanilan prosediir

25°C 5 dakika
42°C 30 dakika
85°C 5 dakika
4°C 0o

5.8.2 Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qQRT-PZR)

Sentezlenen c¢DNA’lar 1:10 oraninda dilue edildikten sonra qRT-PZR
reaksiyonu iTaq (Tablo 5.2.1) ile gergeklestirildi. Reaksiyon sirasinda kullanilan tiim
primerler Tablo 5.8.2.1°de listelenmistir. Reaksiyon Tablo 5.8.2.2°de yer alan
malzemeler kullanilarak Tablo 5.8.2.3’te bulunan protokol izlenerek gergeklestirildi.
Analizlerde relatif gen ekspresyonu GAPDH’ye gore normalize edildi ve qRT-PZR

sonuglar1 delta Ct yontemiyle hesaplandi.

Tablo 5.8.2.2. qRT-PZR’de kullanilan primer ¢iftleri

qRT-PZR | Primer dizisi

primeri

NANOG-F | GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG
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NANOG-R

CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC

OCT4-F CCCGGTACGCTCAAAAAGAA
OCT4-R GGTTTTTGCGTGAGTGTGGAT
. SOX2-F TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC
Insan UPK
Hiicre SOX2-R AATGTATCGAAGGTGCTCAA
Primerleri
KIf4-F TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG
Klf4-R TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG
c-Myc-F AGTCCCAAAGGCAAACAACCCACTTC
c-Myc-R TGCTGGAGGCTGAGGTATTTCTGTCTC
CTNT-F TTCACCAAAGATCTGCTCCTCGCT
CTNT-R TTATTACTGGTGTGGAGTGGGTGTGG
Kardiyomiyosit | MYH6-F GGGATAACCAGGGGAAGCACCAAGA
Primerleri
MYH6-R TGCCTCCCTCCCGGGACAAAAT
MYH7-F TTGAGTAGCCCAGGCACAGCCAT
MYH7-R TGCCACCCTCTCGAGACACGAT
KCNQI-F AACCTCATGGTGCGCAT
KCNQI-R | CCGCGATCCTTGCTCTT
Kardiyak iyon KCNH2-F CACCGCCCTGTACTTCATCT
Kanalh
KCNH2-R | AGGCCTTGCATACAGGTTCA
Primerleri
HCN4-F GACTGCTGGGTGTCCATCAA
HCN4-R AGAGCGCGTAGGAGTACTGCTT
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AFP-F GAATGCTGCAAACTGACCACGCTGGAAC

AFP-R TGGCATTCAAGAGGGTTTTCAGTCTGGA
3 Germ Tabaka
Primerleri MSXI1-F CGAGAGGACCCCGTGGATGCAGAG

MSX1-R GGCGGCCATCTTCAGCTTCTCCAG

Housekeeping | GAPDH-F | CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTG

Gen Primeri

GAPDH-R | GCTCCTGGAAGATGGTGATGGGATTT

Tablo 5.8.2.3. qRT-PZR’da kullanilan malzemeler

Malzemeler Final Konsantrasyonu | Kullanilan Miktar
100-200 ng cDNA 10-20 ng 1 ul

2X iTaq SYBR Mix 1X Sul

10 mM Primer-F 0.2 mM 0.5 ul

10 mM Primer-R 0.2 mM 0.5 ul

H>O - 3ul

Toplam Hacim 10 ul

Tablo 5.8.2.4. qRT-PZR’de izlenilen prosediir

95°C 3 dakika

95°C 10 saniye (45 Dongii)
58°C 10 saniye (45 Dongii)
72°C 30 saniye (45 Dongii)

5.9 Immiinositokimyasal (ICC) Boyamalar

UPK ve UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositlerde protein ekspresyon diizeyi ve
hiicre i¢i lokalizasyonunu belirlemek amaciyla immiinositokimyasal boyamalar

yapildi. Hiicrelerin besiyeri ¢ekildi ve iki kez fosfat tampon soliisyonu ile yikanarak
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besiyeri tamamen ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyini kaplayacak kadar % 4
PFA eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek hiicreler fikslendi. PBS ile
yikama sonrasi bloklama soliisyonu (Tablo 5.9.1) ile 45 dakika oda sicakliginda
muamele edildi. Tablo 5.2.3’de belirtilen konsantrasyonlarda birincil antikorlar
eklendi ve gece boyunca 4°C’de inkiibasyon yapildi. Hiicreler tekrar PBS ile
yikandiktan sonra birincil antikorlar1 taniyip baglanabilen floresan 6zellikli ikincil
antikorlar kullanildi. Tablo 5.2.3’de belirtilen konsantrasyonlarda ikincil antikorlar
petriye eklendi. Isiga duyarli olduklari i¢in karanlikta oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyon yapildi. Birincil ve ikincil antikorlar dilusyon soliisyonu (Tablo 5.9.1) ile
hazirlandi. Floresan boyama sonrasi hiicreler ti¢ kez % 0.02 Tween-20 PBS ile
yikanarak baglanmamis antikorlar ortamdan uzaklastirildi. Goriintiileme Oncesi
hiicrelere ¢ekirdek boyas1t DAPI eklenerek 3 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edildi. DAPI ile boyama islemi tamamlandiktan sonra kurumamasi i¢in PBS eklenen

ornekler Zeiss 780 veya 800 konfokal floresan mikroskobu ile goriintiilendi.

Tablo 5.9.1. Bloklama ve diliisyon soliisyonlari

Bloklama Soliisyonu PBS (+Ca™, +Mg™) igerisinde
hazirlandi:

% 3 BSA

% 1 Goat Serum

% 0.01 Triton-X

Diliisyon Soliisyonu PBS (+Ca™, +Mg"™) igerisinde
hazirlandi:

% 3 BSA

% 1 Goat Serum

% 1 Tween20

5.10 Total Protein izolasyonu ve Western Blot Analizleri

Total protein izolasyonu yapilmadan 6nce kullanilacak tiim ependorflar ve
hiicre kaldiricr plastikler (cell lifter) sogutuldu. Tiim protein izolasyon iglemleri buz

iistiinde yapildi. Hiicre lizatlari, 1 M Tris HCI, 5 M NacCl, % 1 Triton X-100, 0.5 M
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EDTA iceren liziz tampon ¢dzeltisi kullanilarak elde edildi. Ornekler 5’er dakika
arayla 5-6 kez pipetaj yardimiyla homojenize edildikten sonra 4°C’de 12000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Supernatantlar, konsantrasyonu Qubit 3.0 cihazinda

oOl¢iildiikten sonra -20°C’de sakland1 (Tablo 5.10.1).

Tablo 5.10.1. Orneklerden izole edilen protein konsantrasyonlari (D: Faklilasma Giinii, hESC:

insan kaynakli embiyonik kok hiicre)

Insan Fibroblast Hiicresi 1.36 pg/ml
UPK Hiicresi 2.21 pug/ml
hESC D57 4.54 pug/ml
hESC D93 1.67 pug/ml
AKY D61 2.19 ug/ml
SP2-9 D62 1.08 pg/ml
cr211 Dés 2.14 pug/ml
cr152 D59 1.57 pg/ml
crd3 D65 5 ug/ml

Fare Embriyonik Kalbi 1.74 pg/ml

Protein konsantrasyonlar1 toplam hacim 40 pl olacak sekilde 20 ug olarak
hesaplandi. Hazirlanan orneklere Laemmli Buffer (4X) ve beta-mercaptoetanol
eklendi ve 95°C’de 5 dakika proteinlerin denatiirasyonu yapildi. Ornekler %10’luk
SDS-PAGE jel (Bio-Rad) kullanilarak 100 V akimda toplam 135 dakika yiiriitiildii.
Transfer oncesinde PVDF membran metanol icerisinde 2-3 dakika inkiibe edilerek
aktiflestirildi. Jeldeki proteinler membrana transfer edildi. TBS-T (NaCl, Tris-HCI,
Tween 20) ile yikanan membran ve % 5 yagsiz siit tozu eklenerek 1 saat boyunca oda
kosullarinda inkiibe edilerek bloklandi. Bloklama sonras1 TBS-T ile membran yikanip
primer antikorlar eklendi (Tablo 5.10.2). Antikorla muamele edilen membran 4°C *de
gece boyunca inkiibe edildi. TBS-T yikama sonrasinda ikincil antikorlar (Tablo
5.10.2). eklenerek 1 saat oda kosullarinda inkiibasyona devam edildi. inkiibasyon
sonrasinda TBS-T yikamasi ile ortamdan fazla olan ikincil antikor uzaklastirildi.
Membran, Pierce ECL Soliisyonu ile 5 dakika oda sicakliginda muamele edildi ve

Chemidoc goriintiileme cihazinda membran goriintiileri alindi.
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Tablo 5.10.2. Western Blot’da kullanilan birincil - ikincil antikorlar ve diliisyonlar

Antikor Marka Katalog Diliisyon
Numarasi
a-Tubulin Proteintech | 11224-1-AP | 1:1000
Birincil | KCNQI Abcam ab84819 1:1000
Antikorlar | KCNQI Alomone APC-022 1:1000
KCNQI (G-8) Santa Cruz | sc365186 1:1000
Goat Anti Rabbit IgG Bio-Rad 170-6515 1:3000
Ikincil | (H+L)-HRP Conjugate
Antikorlar | Goat Anti Mouse IgG Bio-Rad 170-6516 1:3000
(H+L)-HRP Conjugate

Kullanilan KCNQ! antikorlariin dogru proteini taniyip tanimadigini test
etmek ve protein diizeyinde KCNQI’1n ekspresyon seviyesini belirleyebilmek igin
Ingel Digestion Mass Spectrophotometry yapildi. Istanbul Medipol Universitesi
Genetik Tan1 Merkezi’nden hizmet alimi yapildi. Ornekler hazirlanip % 10°luk SDS-
PAGE jelde yiritiildiikten sonra Coomassie Brilliant Blue (Tablo 5.2.5) ile oda
sicakliginda 1 saat calkalayici iizerinde jel boyandi.Yaklasik 70 kDa’da bulunan
proteinler jelden kesilerek ayristirildi. Coomassie blue boyasindan jeli ayristirabilmek
amaciyla 60°C’de % 30 etanol kullanilarak yaklasik 1 saatlik yikama yapildi. Jellerin

seffaflagtig1 goriildiikten sonra analiz i¢in teslim edildi.
5.11 Elektrofizyolojik Analizler
5.11.1 Ca*? Goriintiileme

Spontan kasilan UPK hiicre kokenli kardiyomiyosit hiicre topluluklari
farklilagmanin 12-15. giinleri arasinda olgunlasmaya baslamaktadirlar. Olgunlasan
kardiyomiyositlerin elektrofizyolojik 6zellikleri Fluo-4 (Life Technology) kalsiyum
goriintlileme ile incelendi. 990 ul insiilin igceren RPMI/B27 besiyeri igerisine 5 ul 5
uM Fluo-4 ve 5ul pluronik asit eklendi. Hazirlanan karisim UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerin {izerine eklenerek 30 dakikalik oda sicakliginda gerceklesen

inkiibasyon edildi. Uygun fizyolojik kosullarda kalsiyum degisikligini saptayabilmek
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amaciyla mediumu degistirilen kardiyomiyositler 15 dakika boyunca 37°C’de tekrar
inkiibasyon edildi. Inkiibasyon sonrasinda Zeiss Spinning Dics Mikroskobu ile alinan
gercek zamanl floresan kardiyomiyosit goriintiileri Image-J (Fiji) ile analiz edildi.
Hiicrelere 6zgii yazilan ve her bir Ca*? salinnminda % 90°lik depolarizasyon olma

durumu hesaplayan MATLAB programi kullanilarak analizler yapilmaistir.
5.11.2 XCELLigence RTCA Cardio ECR ve ila¢ Analizleri

Hastalik ve saglikli fenotipine sahip olan UPK hiicre kaynaklh
kardiyomiyositler elektrofizyolojik olarak incelenmek amaciyla enzimatik
yontemlerle kaldirilarak XCelligence Cardio ECR cihazina 6zel olarak tiretilmis 48
kuyucuklu elektrot kapl ticari petrilere ekildi. Tablo 5.12.1°de bulunan iyon kanal
modiilatérleri DMSO igerisinde dozun en az 1000 kat1 olacak sekilde ¢oziilerek 0.1,
I, 10 ve 100 uM konsantrasyonunda kardiyomiyositlere uygulandi. Uygulama
sirasinda ilaglar kardiyomiyosit bakim besiyeri ile sulandirilacak ve filtrelenip 37°C’de
15 dakika inkiibe edildi. Ilaglarm UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlere
eklenmesinden sonra belirli araliklarla kayitlar alindi. 1 saatlik ila¢ uygulamasindan
sonra kardiyomiyositler yikanarak ila¢ sonrasi kasilma oOzellikleri (frekans, alan

potansiyeli, Ca*? gegisi) gozlemlendi.

Tablo 5.11.2.1. Kullanilan ilaglar ve uygulama konsantrasyonlar

Tlaclar Firma Katalog Numaras: | Konsantrasyonu
ML277 Tocris 4777 300 nM
JNJ303 Tocris 3899 300 nM
Isoproponol Sigma 35100 100 nM

5.12 Istatistiksel analizler
Normal dagilim gostermis iki grubun istatistiksel analizi Student’s t-test

kullanilarak yapildi. Detayli ila¢ analizi ¢alismalarinda Two Tailed Paired T-Test
kullanilds. Istatistiksel anlamlilik <0.05 olarak kabul edildi.
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6 BULGULAR

Laboratuvarimizda TUBITAK destekli tamamlanan 213S192 proje numarali
calisma kapsaminda Sekil 6.1°de gosterilen soy agacina sahip hasta ve saglikli
bireylerden UPK hiicreler elde edilmistir. Proje kapsaminda ilerleyen c¢aligmalarda
hastaya ozel tretilen SP2-9 UPK hiicrelerinde KCNQI gen bolgesinde bulunan
heterozigot ¢.965 C/T (p.T322M) mutasyonu saglikli tipe; saglikli SP1-2S UPK
hiicrelerde ise mutant tipe CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak dontstiiriildi.
Genetik diizenleme sirasinda NHEJ ile meydana gelen UPK hiicrelerinde mutasyonlar
gozlendi. Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda sagliklt SP1-2S ve mutant SP2-
9 hiicreleri ile CRISPR-Cas9 sistemi NHEJ ile genetik diizenlenen cr211 ve cr152
hiicrelerine ait veriler dncelikli olarak sunulmustur. CRISPR-Cas9 sonucunda NHEJ
ile olusan cr36 ve HDR ile olusan cr43 hiicrelerinden elde edilen molekiiler ve
elektrofizyolojik verilerden yararlanilmistir. Tablo 6.1°de tez calismasi kapsaminda
kullanilan tiim hiicreler, hiicrelerin genetik durumlart ve CRISPR/Cas9 sistemi ile
diizenlenme sonucunda segilen DNA tamir mekanizmalar1 ve sekans bilgileri 6zet

halinde sunulmustur.

‘ KCNQ1 +/pT322M

OO Mewm

SP1-2S SP2-9
QTc: 426 sn QTc: 469 sn

Sekil 6.1. UPK hiicrelerinin koken aldigi ailenin soy agact. QTc: Dogrulanmis QT uzunlugu

Tablo 6.1. Tez calismas1 kapsaminda kullanilan hiicrelere ait genel bilgiler (Cr: CRISPR,
NHEJ: Homolog olmayan uglardan birlesme, HDR: Homoloji yonlendirmeli tamir)

Hiicre Hiicrenin Genetik CRISPR Genetik Diizenleme
Adi Durumu DNA Tamir Sekans Bilgisi
Mekanizmasi
SP1-2S Saghkh - -
SP2-9 KCNQ1+pT322M _ _
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cr2ll | KCNQ1*PT322M _>Qashkhi NHEJ 2 bp delesyon
cr152 | KCNQ1*PT322M _>Qashkhi NHEJ 1 bp delesyon
*cr36 Saglikli->Mutant NHEJ 15 bp delesyon
*cr43 Saglikli->Mutant HDR -

*Hiicrelerden elde edilen molekiiler ve elektrofizyolojik verilerden yararlanilmistir.

6.1 Insan UPK Hiicrelerinin Molekiiler Karakterizasyonu

6.1.1 Insan UPK Hiicrelerinin qRT-PZR Yéntemi ile Molekiiler Olarak

incelenmesi

Saglikli ve mutant kolonilerin pluripotent &zelliklerinin varliZt mRNA
ekspresyonu seviyesinde incelendi. Kok hiicrelere ait olan OCT4, SOX2 ve NANOG
gibi niikleer ifade edilen pluripotent marker genlerin ekspresyon seviyesi analiz edildi
(Sekil 6.1.1.1). Elde edilen saglikli KCNQI geni igeren SP1-2S ve mutant KCNQ1
proteini iceren SP2-9 UPK hiicreleri kdken aldiklari somatik hiicreye gore istatiksel

olarak pluripotent kok hiicre belirteg¢ genlerini ifade etmektedir.

A B (o)
45 35 5 10
= 40 = £ 9
H g z
35 > 8
g £25 g7
30 B
& & 2
255 220 = 6
=) =)
~ N Qs
N 20 >°< 15 g 4
8 15 1] <
] =10 z 3
ERU k] g2
g5 g 5 g1
0 0 T T 0
PBMC SP1-28 SP2-9 PBMC SP1-28 SP2-9 PBMC SP1-28 SP2-9

Sekil 6.1.1.1. Saghkli ve mutant hiicrelere ait pluripotensi genlerinin RNA diizeyinde
incelenmesi. (A) OCT4, (B) SOX2 (x10%), (C) NANOG. (n=3).

Pluripotent kok hiicreler, EKH’lerin karakteristik 6zellikleri olan ektodermal,
mezodermal ve endodermal 3 germ yapragma doniisebilmektedirler. Saglikli ve
mutant hiicrelerden elde edilen UPK hiicrelerinin pluripotent karaktere sahip oldugunu
gosterebilmek amaciyla ektoderm (MSX17), mezoderm (PAX6) ve endoderme (4FP)
ait olan genlerin ekspresyon seviyeleri incelendi (Sekil 6.1.1.2). Tez caligmasi
kapsaminda kullanilan temel hiicrelerin 3 germ yapragini temsil eden marker genleri

iirettigi tespit edilmistir.
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Sekil 6.1.1.2 Saglikli ve mutant hiicrelere ait 3 germ yapragi genlerinin RNA diizeyinde
incelenmesi. (A) AFP, (B) PAX6, (C) MSX1. (n=3).

6.1.2 Insan UPK Hiicrelerinin Immunositokimyasal Incelenmesi

SP1-2S saglikli ve SP2-9 mutant UPK hiicreleri ile CRISPR-Cas9 sistemi ile
genetik olarak diizenlenmis UPK hiicrelerinin EKH benzeri pluripotent kok hiicre
ozelligi tasidigi ait olan belirtec proteinler ile immunositokimyasal olarak tespit edildi.
Pluripotensi genleri olarak bilinen OCT4, SOX2, NANOG gibi transkripsiyon faktorleri
ile TRA1-60 ve TRA1-81 gibi yiizey belirteclerinin varligit CRISPR genetik diizenleme
sonras1 UPK kolonileri karakterize edildi. EKH hiicrelerinin membran ve niikleer var
olan proteinler ile karsilagtirmali olarak incelenen UPK hiicre kolonilerinin tiim
pluripotensi proteinlerini iirettigi gozlemlendi. Ek olarak ¢ekirdek igerisinde bulunan

transkripsiyon faktorlerinin, c¢ekirdek boyasi olan DAPI ile kolokalize olduklari
gozlemlendi (Sekil 6.1.2.1).
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Birlesik

Birlesik

Sekil 6.1.2.1 UPK hiicrelerinin immunositokimyasal karakterizasyonu (A) SP1-2S, (B) SP2-
9, (C) cr211, (D) cr152 hiicrelerinde Oct4 ve Tral-60 (yesil), Nanog ve Tral-81 (kirmizi),
DAPI (mavi) ve birlesik floresan mikroskop gériintiileri. Olgek ¢ubugu: 50 um.

6.1.3 1Insan UPK Hiicrelerinin Karyotip Analizleri ve Kiiltiirleri

Yeniden programlama sirasinda hiicrelerde nadiren de olsa kromozomal
anomaliler ger¢eklesebilmektedir. Bu sebeple tez kapsaminda kullanilacak olan SP1-
2S sagliklt hiicresi, KCNQ1 geninde ¢.965 C/T mutasyonu tastyan SP2-9 hiicresi ve
CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak elde edilen cr211, cr152, cr36 ve cr43 hiicreleri i¢in

Istanbul Genetik Tan1 Merkezi’nde karyotip analizi hizmeti alind1.

Sagliklt SP1-2S ve KCNQI geninde ¢.965 C/T mutasyonu tagiyan SP2-9
mutant UPK hiicrelerinde kromozomal bir bozukluk olmadig: tespit edildi (Sekil
6.1.3.1.A-B). Mutant SP2-9 UPK hiicrelerinden CRISPR/Cas9 sistemi ile KCNQI

mutasyonu genetik diizenlenmesi sonucunda NHEJ ile olusan cr211 ve cr152 UPK
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hiicrelerinde CRISPR/Cas9 diizenleme kaynakli makro diizeyde kromozomal
bozukluk gozlemlenmedi (Sekil 6.1.3.1.C-D).
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Sekil 6.1.3.1. UPK hiicrelerine ait karyotip analiz sonuglari (A) SP1-2S, (B) SP2-9, (C) cr211,
(D) crl52.

Saglikli SP1-2S hiicresinde CRISPR/Cas9 genetik diizenleme araci ile KCNQ!
geninde ¢.965 C/T mutasyonu olusturularak izogenik UPK hiicreleri elde edilmistir.
DNA tamir mekanizmalarindan NHEJ ile cr36 ve HDR ile cr43 UPK hiicreleri
olusmustur. Bu hiicrelerde yapilan karyotip analizi sonucunda kromozomal bir

anomali gézlemlenmemistir.
6.2 Genetik Olarak Diizenlenmis UPK Hiicrelerinde Sekanslarin Ayristirilmasi

Sanger sekanslama sonucunda NHEJ ile olusan cr211, crl52 ve cr36

kolonilerine ait DNA dizileri CRISP-ID (http://crispid.gbiomed.kuleuven.be/)

programi kullanilarak allelerine ayristirildi. Herbir allel Snap Gene Viewer ve Codon

Code Aligner gibi programlar kullanilarak incelendi. Ancak net bir DNA dizi bilgisine
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ulagilmadi (Sekil 6.2.1). Genetik diizenleme sonucunda meydana gelen heterozigot
formdaki delesyonlar, kullanilan dizi analizi programlarmin ATGC niikleotitleri
yerine Sekil 6.2.1°de dikdortgen icerisinde gosterilen MRSK gibi ayn1 anda iki farkl
niikleotiti ifade eden harf kodlar1 koymasina neden olmustur. Sekans bilgisini
netlestirmek ve heterozigot halde bulunan dizilerin ayristirilabilmesi i¢in TA klonlama

yapilmasina karar verildi.

B v N 7 I RN SRR

0 L___1330 3400 L. 350

Sekil 6.2.1. CRISPR/Cas9 ile genetik olarak diizenlenmis UPK hiicrelerine ait heterozigot
formdaki DNA sekans bilgisi.

6.3 TA Klonlama Sonrasi Sekanslar1 Ayristirllan Genetik Diizenlenmis UPK

Hiicreleri

CRISPR/Cas9 sistemi ile mutant hiicreden saglikli UPK hiicresi ve saglikli
hiicreden mutant UPK hiicresi elde edilirken NHEJ ile olusan cr211, cr152 ve cr36
UPK hiicrelerinin DNA sekanslariin TA klonlama ydntemi ile ayrigtirilmasi
amaglandi. TA klonlama sisteminde kesik uglarinda T niikleotidi bulunduran PGEMT
vektorii kullanildi (Sekil 6.3.1.A). Cr211, cr152 ve cr36 UPK hiicrelerinden genomik
DNA izole edildi ve KCNQ! primerleri kullanilarak plazmid igerisine aktarilmak
istenen DNA bolgesi PZR ile ¢ogaltildi. Olusan 473 bp’lik {iriinler tek bant halinde %
I’lik jel icerisinde gozlemlendi (Sekil 6.3.1.B). Cogaltilan DNA bdlgesinin ligasyon
sirasinda vektoriin serbest T uglariyla eslesebilmesi icin PZR’de olusan {iriiniin sonuna
A niikleotidi ekleyen Taq polimeraz kullanildi. Jel igerisinde tek bant halinde goriilen

PZR iiriinleri saflagtirildiktan sonra transformasyon gerceklestirildi.
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Sekil 6.3.1. TA klonlama isleminde kullanilan (A) pGEM-T vektorii (Promega), (B) KCNQI
primerleri kullanilarak cr211, cr36 ve cr152 hiicrelerine ait DNA PZR sonrasinda olugan 473
bp boyundaki iiriinler.

Vektoriin igerisinde bulunan ampisilin direng geni, insert DNA ile ligasyon
sonrasinda secilim i¢in kullanildi. Insert igeren plazmid, DHS5« hiicrelerine transforme
edildikten sonra ampisilin iceren agar kapli petrilerde gece boyunca biiyiitiildiiler.
Ertesi gilin yapilan gozlemlerde plazmidi alan kolonilerin Sekil 6.3.2.A-C’de okla
gosterilen sekilde koloni olusturarak biiytidiikleri gozlendi. Kontrol amagli insert
icermeyen ligasyon islemi yapildiginda vektdr kapanamadigindan ampisilin direng
geni iretilmemis ve koloni gozlemlenmemistir (Sekil 6.3.2.D). Bdylece secilen

kolonilerin insert ile vektoriin ligasyonu sonrasinda gelistigi tespit edildi.

Sekil 6.3.2. DH5a hiicrelerine verilen vektorlerin insertle beraber ligasyon reaksiyonu
sonucunda gézlemlenen (A) cr36 insert, (B) cr211 insert, (C) cr152 insert ve (D) Sadece vektor

iceren koloniler.

Secilen kolonilerin insert DNA bdlgesini icerme durumunu tespit edebilmek
amactyla M13 primerleri kullanilarak koloni PZR yapildi. Igerisine ilgili DNA
bolgesini bulunduran plazmidi alan kolonilerin M13 primeri ile PZR sonucunda %

I’lik agaroz jel igerisinde 721 bp’lik DNA fragmanlar1 beklendi. Sekil 6.3.3°te
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icerisine plazmid alan ve/veya almayan vektorlerin PZR sonuglarini temsil eden bir jel
gorilintlisii bulunmaktadir. Jel goriintiisiinde 1-3 ve 7-12 numarali kolonilerden
cogaltilan PZR firiinlerinin boylar1 beklenen 721 bp uzunlugunda olmasi nedeniyle
plazmidlerin insert i¢cerdigi diisiiniildii. Dort numarali koloniden ¢ogaltilan 500 bp’lik
DNA beklenen bant boyunun altinda oldugundan insert igermedigini gostermektedir.
5 numarali koloniden yapilan PZR sonucunda elde edilen iiriinde hem 721 bp’lik {iriin
gozlemlenirken hem de 500 bp’nin altinda {iriin gézlemlenmistir. Bu koloninin tek bir
plazmid yerine hem insert iceren hem de ilgili DNA boélgesini bulundurmayan en az
iki adet plazmid aldig1 seklinde yorumlandi. Plazmid igermeyen 6rnekler ve M13 PZR

sonucunda tek bant yerine ¢oklu bant gdzlemlenen koloniler ¢caligsma dist birakilmastir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ey

RO R T Ry 1 U 2
1000 bp R A | . |
!:—v~—| e ——— — — —

500 bp

Sekil 6.3.3. M 13 primerleri ile koloni PZR sonucunda jel goriintiisii. 1-3 ve 7-12: insert i¢eren

plazmidler, 5: iki plazmid igeren koloni, 4 ve 6: tanimlanamayan insert.

6.3.1 TA Klonlama Sonras1 Enzim Kesimi ile Seleksiyon

Calismanin bu tez Oncesi asamalarinda, CRISPR-Cas9 ile genetik olarak
diizenlenen kolonilerin diizenlenme durumunu kontrol edebilmek amaciyla tasarlanan
sgRNA igerisine Kpnl restriksiyon enzim kesim bolgesi aminoasit sekansini
degistirmeyecek sekilde eklenmistir. Boylelikle TA klonlama sonucunda ayristirilan
plazmid sekanslarin igerdikleri insertlerin vahsi tip KCNQI ya da mutant KCNQI
allellerinden hangisine sahip oldugunun bu strateji kullanilarak tespit edilebilecegi
diislintildii. Bu amagla, plazmid izolasyonu yapilmadan 6nce MI13 koloni PZR
sonucunda pozitif ¢ikan kolonilerde Kpnl enzim kesimi yapildi. Enzim kesimi
sonrasinda olugan 314 ve 407 bp’lik iki bantin ayrigsabilmeleri amaciyla %1.5’lik
agaroz jelde inceleme yapildi. Jel elektroforezi sonucu yapilan goézlemler iki bantin
tamamen ayrisamadigi ve tek bir kalin bant olduklari tespit edildi (Sekil 6.3.1.1). Kpnl
enzim kesimi sonucunda kesimin gerceklesmedigi 2, 7, 8, 9 ve 11 numarali bantlarin
KCNQI geni PZR sonucunda elde edilen ve hi¢ kesilmemis 12 numarali kontrol banti
ile ayn1 boyda oldugu tespit edildi. 1, 3, 4 ve 5 numarali 6rneklerde ise hem kesilmemis

bant oldugu hem de kesilen bantlarin oldugu goriildii. Kesim sonucunda bu kolonilerin
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ayni anda iki farkli plazmid aldiklar1 diigiiniildii ve ¢alisma dist birakildi. 6 ve 10
numara ile gosterilen bantlarin Kpnl kesim sonucunda ~400 bp olduklar tespit edildi

(Sekil 6.3.1.1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

1000 bp ks
500 bp

Sekil 6.3.1.1. Insert iceren plazmid PZR DNA fragmanlarinin Kpnl enzim kesim sonuglari. 2,
7-9, 11: kesim olmayan plazmidler, 1, 3, 4, 5: hem mutant hem de saglikli insert igeren

plasmidler, 6,10: kesilen plazmidler, 12: kesim yapilmayan kontrol plazmid.
6.3.2 TA Klonlama Sonrasi Sanger Sekanslama

Insert DNA’y1 alan ve Kpnl kesimi ile dogru insert oldugu dogrulanan
plazmidlerde Sanger sekanslama ile cr211, cr152 ve cr36 hiicrelerinin dizi analizi
yapildt. cr211 UPK hiicresinde 2 bp’lik delesyon (Sekil 6.3.2.1.A), cr152 UPK
hiicresinde 1 bp’lik delesyon (Sekil 6.3.2.1.B) ve cr36 UPK hiicresinde 15 bp’lik
delesyon (Sekil 6.3.2.1.C) oldugu saptandi. Delesyonlarin bulundugu bolgeler Sekil
Sekil 6.3.2.1°de ok ile gosterildi.

A SP1-2S GACIYXGTG « 4 “CAG/\4TGGGTC ATC Saglikh KCNQI
cr2ll GAC CAG G--TC ATC  Mutant— Saghikh

~
- ~

- ~
- ~

. ~

-
- S
e ~ao
-
-

T‘ATGGGGACAAGGTGCCCCAGACGTGTCGGGAAGACCATCGCCTCC

S
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B SP1-28 ATG TGC Saghkh KCNQI
crl52 | ATG c- Mutant — Saghkh

.
- S
.

~

~
~

GCTATGGGGACAAGGTACCCAGACGTGGGTCGGGAAGACCATCGC

o I

330 320 310 30

CAA GACGTG GAAGAC @Y Saghkh KCNQ1
CRIMCTATGG - CAA - GAC e —— 489 Saglikh — Mutant

Sekil 6.3.2.1. CRISPR/Cas9 ile genetik olarak diizenlenen UPK hiicrelerinde NHEJ
sonucunda olusan delesyonlar (A) cr211, (B) cr152 ve (C) cr36.

Kpnl restriksiyon enzimi ile kesilen 6rneklerle beraber kontrol amagli olarak
kesilmeyen orneklerde de Sanger sekanslama islemi gerceklestirildi. Sekanslama
sonrasinda  kesimin gergeklesmedigi kolonilerde enzim kesim bdlgesinin
olusmamasina ragmen NHEJ sonrasinda mutasyonlarin olustugu tespit edildi. Bu
nedenle Kpnl enziminin CRISPR/Cas9 sonucunda NHEJ ile diizenlenen hiicrelerin

belirlenmesi i¢in sekanslama ile dogrulanmasi gerektigi diisiiniildi.

UPK hiicrelerinde olusan delesyonlarin protein sekanslarma neden olcagi
ongoriilen degisiklikler etkileri Snap Gene Viewer ve/veya Codon Code Aligner
programlar1 kullanilarak incelendi. cr211 gerceklesen delesyon sadece cerceve

kaymasi1 mutasyonuna sebep olurken cr152’de meydana gelen 1 bp’lik delesyonun
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DNA sekansinda erken durdurucu kodonun (early stop codon) olusmasina hem de
cergeve kaymasi mutasyonuna sebep oldugu tespit edildi. cr36’da 15 bp’lik delesyon
5 aminoasitin silinmesine sebep olmustur. Sekil 6.3.2.2°de cr152 UPK hiicresine ait
olan protein sekansinda kirmizi dikdortgen igerisine aliman bolgelerde durdurucu
kodonlar gosterilmektedir. Erken durdurucu kodonlarin olugmasindan dolay1 crl152
UPK hiicrelerinin kesik proteine sahip oldugu 6n goriildii. Ayn1 zamanda 1 bp’lik
delesyon crl152 protein sekansinda cergeve kaymasi mutasyonuna sebep olmustur.
Cerceve kaymasi mutasyonu sonucunda olusan protein sekansi saglikli KCNQI1
protein dizisi ile karsilastirildiginda delesyonun olustugu bdlge sonrasinda aminoasit
dizisinin farklilagtig1 tespit edilmistir. Sekil 6.3.2.2°de protein sekansinin

farklilagmaya basladig1 aminoasit ok ile belirtilmistir.

fval val @ o 1le W AsplBval_ GHln. TrpVal

I L0 rie CllysPhe  ValllPhe  Ilell _PhePhe |

T el teu M val B Trovallilrhe. Trfbleuleu
KCNQ1 151 DRGNS SRITENEN ST FRESI EAG RN
28 Valcinfisncinclu Ml Lefluleuclu 1 IleLeuG]

251 (EE

1 AR RSN MSET) (SUETRGA oA roRuse
s1 FMAroffB SEFPRGPEGH WESERYTISE FICTRGSEN RGSERTI

erts2 101 FNERATAR 5 e\ AFGENICTY] TGO [SERYYn
151 T OTYN N:vofEN SRSl TR
201 NRCIARS

Sekil 6.3.2.2. cr152 UPK hiicresinde meydana gelen 1 bp’lik delesyonun erken durdurucu
kodon olusturmasi. Ok ile sekans degisikliginin baslangici, kirmizi ¢izgi ile STP belirtilmistir.
STP: Durdurucu kodon.

6.4 UPK Hiicre Kokenli Kardiyomiyositlerin qRT-PZR Yo6ntemi ile Molekiiler

Olarak incelenmesi

Mutant KCNQI proteininin kardiyomiyosit fonksiyonu iizerine etkilerini
incelemek amaciyla spontan olarak kasilan insan UPK hiicre kokenli

kardiyomiyositlerin morfolojik olarak 151k mikroskobu ile gbzlemlenmesinin yani sira
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kardiyak belirte¢ genleri olan CTNT, MYH6, MYH7 ve KCNQI gen ekspresyonu
seviyeleri incelendi. Yapilan qRT-PZR analizlerinde incelenen kardiyak genlerin
kontrol amacl kullanilan ve bu genleri ifade etmesi beklenmeyen UPK hiicrelerine

gore qQRT-PZR analizleri yapildu.

Saglikli1 SP1-2S UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin CTNT gen ekspresyon
seviyesinin diger UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlere gore yliksek oldugu
tespit edildi (Sekil 6.4.1.A). SP2-9 mutant hiicre kaynakli kardiyomiyositlerin CTNT
gen ekspresyon seviyesi saglikli kardiyomiyositlere gore diisiik oldugu tespit edildi.
CRISPR/Cas9 sonucunda NHEJ ile genetik olarak diizenlenen UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerin CTNT gen ekspresyon seviyesinin saglikli kardiyomiyosit
kiiltiirlerine gore diisiik iken mutant SP2-9 kardiyomiyosit kiiltiirlerine gore yiliksek

oldugu gozlendi (Sekil 6.4.1.A).

MYH6 (miyozin agir zincir a) ve MYH?7 (miyozin agir zincir 3) gibi kardiyak
genlerin negatif kontrol olan UPK hiicrelerine gore mRNA ifadesinin arttig1 qRT-PZR
analizi ile tespit edildi (Sekil 6.4.1.B-C). UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin
kardiyak gen ekspresyon seviyelerine karsilastirmali olarak bakildiginda MYH?7 gen
ekspresyonunun MYH6 gen ekspresyonuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. MYH7
geni insan kokenli yetigkin kardiyomiyositlerde MYH6’ya gore baskin olarak ifade
edildiginden D60-80 giin araliginda bulunan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin
olgun kardiyomiyosit olduklari tespit edildi. Atrial kokenli kardiyomiyositlerde MYH6
geni baskin olarak ifade edilmektedir. Sekil 6.4.1.B’de saglikli UPK hiicre olan SP1-
2S kokenli kardiyomiyositlerde MYH6 gen ekspresyon seviyesinin mutant UPK hiicre
olan SP2-9 ve CRISPR/Cas9 ile genetik olarak diizenlenen UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlere gore yiiksek oldugu tespit edildi. Boylece SP1-2S UPK hiicre
kokenli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde atrial kaynakli kardiyomiyositlerin diger UPK
hiicre kokenli kardiyomiyosit kiiltiirlerine gore fazla oldugu goriildii. KCNQ1 geninde
mutasyona sahip olan SP2-9 UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositlerin MYH6 ve MYH7
kardiyak genlerini saglikli SP1-2S UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlere gore diisiik
ifade ettigi tespit edildi. cr152 ve cr211 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin olgun
kardiyomiyosit belirteci olan MYH7 genini MYH6’ya gore istatiksel olarak yiiksek
ifade ettigi belirlendi (Sekil 6.4.1.C).
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Sekil 6.4.1. UPK kdok hiicre kaynakli kardiyomiyositlerin RNA diizeyinde incelenmesi. (A)
CTNT, (B) MYH6, (C) MYH7, (D) KCNQI, (E) CTNT ye gbre normalize edilmis KCNQI

genlerinin ekspresyon seviyeleri. (n=1-3)

Kardiyak genlerin karakterizasyonunun yaninda KCNQ/! kanal protein geninin
ekspresyon seviyesi RNA diizeyinde olciildii (Sekil 6.4.1.D). UPK hiicre kokenli
kardiyomiyosit kiiltiirlerinin hiicre ¢esitliligi acisindan heterojen olmasindan dolay1
KCNQI gen ekspresyonu CTNT gen ekspresyonu ile karsilastirmali olacak sekilde
incelendi (Sekil 6.4.1.E). Boylece kardiyomiyosit hiicrelerinde ifadelenen KCNQI1
gen ekspresyonlari karsilastirildi. SP2-9 ve CRISPR/Cas9 sonucunda HDR ile mutant
karakter kazandirilmis cr43 kardiyomiyosit kiiltiirlerinin CTNT ekspresyon seviyeleri
benzer olarak gozlemlenmigken, cr43 kardiyomiyosit kiiltiirlerinin - SP2-9
kardiyomiyosit kiiltiirlerine gore yliksek KCNQ1 geni sentezledigi tespit edildi.
CRISPR/Cas9 sistemi sonucunda NHE] ile diizenlenen UPK hiicre kokenli cr36, cr152
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ve cr2ll kiiltiirlerinde CTNT gen ekspresyon seviyesi benzer goézlemlenirken,
cr211’in cr36 ve crl152’ye oranla daha yiikksek KCNQI sentezledigi tespit edildi.
cr152’de bulunan erken durdurucu kodon KCNQI1 ifadesinin diisiik olmasina sebep
olabilir. cr36’nin 15 bp’lik delesyona sahip olmasi diger CRISPR ile diizenlenen
hiicrelere oranla KCNQ1 gen ekspresyonunun diisiik sentezlenmesinin sebebi olabilir

(Sekil 6.4.1.E).

6.5 UPK Hiicre Kokenli Kardiyomiyositlerde KCNQI Protein Diizeyinin

Western Blot Yontemiyle Incelenmesi

CRISPR/Cas9 genetik diizenlemesi sonucunda NHEJ ile olusan UPK
hiicrelerinde meydana gelen delesyonlarin KCNQI protein ekpresyon seviyesinde
meydana getirdigi degisiklikleri incelendi. Farklilasmanin 60. giiniinde total protein
izolasyonu yapilarak UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde Western Blot yontemi
kullanilarak KCNQI protein ekspresyon seviyesi arastirildi. UPK hiicre kiiltiir
ornekleri ve insan kaynakli fibroblastlar KCNQI protein ekspresyonu
yapmadiklarmdan negatif kontrol olarak kullanildi. Insan doku ®6rnegine
ulagilamadigindan dolay1 13.5 giinliik embriyonik fare kalp dokusundan elde edilen
total protein KCNQ1 protein ekspresyonu analizi i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi.
Potasyum iyon kanal1 i¢in anti-KCNQ! antikoru kullanilirken 6rnek yiikleme kontrolii

olarak a-Tubulin antikoru kullanildi.

KCNQI proteinini Western Blot analizlerinde spesifik olarak tespit
edilebilmek amaciyla temin edilen Alomone, Santa Cruz ve Abcam marka ii¢ farkl
KCNQI birincil antikorlart kullanildi (Sekil 6.5.1). Antikorlarin optimizasyon
caligmas1 ayni Orneklerden elde edilen total proteinler kullanilarak yapildi. KCNQI
protein ekspresyonu i¢in pozitif kontrol olarak saglikli ve mutant KCNQ/ transfekte
edilmis HEK293FT hiicrelerinden elde edilen hiicre lizati kullanildi. Ek olarak,
KCNQI transfeksiyon kontrolii amaclh transfeksiyon yapilmamis HEK293FT
hiicrelerinden izole edilen proteinler de incelendi. Ayn1 zamanda EKH kaynakli D93
kardiyomiyositlerinin KCNQ! protein liretim seviyesi de incelendi. Proteinler SDS-
PAGE jeli kullanilarak ayrnistirildi. Jelde bulunan proteinler, membranlara

aktarildiktan sonra ii¢ farkli birincil KCNQI antikoru kullanilarak karsilastirmali
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incelemeler yapildi. Literatiirde KCNQ/! proteini i¢in degisik izoformlar ve modifiye

formlar 37-75 kDa araliginda bulunmaktadir.

m Hiicre Dis1

Hiicre Zar1

Hiicre ici

Abcam Epik

2-101 aa

NH, (1.aa)

COOH (676.aa)

Sekil 6.5.1. Abcam, Santa Cruz ve Alomone marka KCNQI antikorlarinin KCNQI kanal

proteinini tanima bdlgeleri. aa: aminoasit

Alomone marka KCNQ! antikor epitopu, proteini karboksil (-COOH) ucunda
bulunan 661-676 aminoasit bolgesinden tanimaktadir (Sekil 6.5.1). Sekil 6.5.2.A’da 1
numara ile gosterilen EKH D93 kardiyomiyositlerde ~75 kDa civarinda bir bant
gbzlemlenmektedir. Ayni1 zamanda 2 numarali insan kaynakli fibroblast ve 3 numarali
KCNQI transfeksiyonu yapilmamis Orneklerde bant gozlemlenmedi. Saglikli ve
mutant KCNQ! transfeksiyonu yapilan hiicrelerde ~75 kDa civarinda KCNQ!
proteinine ait spesifik bantlar oldugu goriildii. HEK293FT hiicrelerine transfeksiyon
sonucunda protein iiretimi tesvik edildiginden goézlemlenen kalin bantlar, hiicrelerin
yliksek seviyede protein lirettigini gostermektedir. Membran {izerinde 4 ve 5 numaral
orneklerde farkli kDa seviyelerinde bantlarin gdzlemlenmesi transfeksiyon sonucunda
birden fazla proteinin ekspresyonunun arttig1 gostermektedir. Literatiire gére 6 numara
ile gosterilen embriyonik fare kalbinde 37 kDa civarinda ikili bir bant ve 25 kDa
civarinda tek bant olarak 3 farkli bant gormemiz gerekirken ~37 kDa civarinda tek
bant gézlendi. KCNQ! proteinin var oldugu diisiiniilen 1, 4 ve 5 numarali 6rneklerde
~37 kDa’da bulunan bantlar KCNQ! proteinin degredasyonu sonucunda olusmus

protein parcalarini temsil ettigi diistintildii.
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Santa Cruz
L 1 2 3 4 5 6 L 1 2 3 4 5 6 L 1 2 3 4 5 6

Alomone

Sekil 6.2.2. KCNQI antikorlarmin Western Blot analiz optimizasyonu. Ornekler: 1-EKH D93,
2-Insan kaynakli fibroblast, 3-KCNQI transfeksiyonu yapilmamis HEK293FT, 4-Saglikl
KCNQI1 transfeksiyonu yapilmis HEK293FT, 5-Mutant KCNQI1 transfeksiyonu yapilmig
HEK293FT, 6-Embriyonik fare kalbi. L: Protein belirteci.

Santa Cruz marka KCNQ/ antikor epitopu, proteini karboksil (-COOH) ucunda
bulunan 649-676 aminoasit bolgesinden tanimaktadir (Sekil 6.5.1). Sekil 6.5.2.B’de
bulunan 6rneklerde 75 kDa’da net bantlar gozlenmedi. Net bantlarin gézlenmemesi
protein ekspresyonunun diisiik seviyede olmasindan kaynakli olabilecegi diistintildii.
2 numarali negatif kontrol 6rnegi olan insan kaynakli fibroblast drneginde bant
goriilmezken, 4 ve 5 numarali KCNQ/ transfekte edilmis HEK293FT hiicrelerinde de
75 kDa’da bant goriilmedi. Ayni1 zamanda 4 ve 5 numarali 6rneklerde 150 kDa
iizerinde yogun bant birikmesi gozlemlendiginden bu Orneklerin yiiksek miktarda
glikozillenme oldugu diisiiniildii. Ayn1 zamanda HEK293FT hiicrelerine dis kaynakli
yiiksek seviyede KCNQI1 proteininin iirettirilmesi proteinlerin oligormerlesmesine
sebep olmus olabilir. 6 numarali embriyonik fare protein drneginde literatiirle tutarl
~75, 50 ve 37 kDa’da bulunan ti¢ farkli KCNQ! protein izoformu gozlendi., ancak
insan kaynakli hgcrelerde KCNQ1 proteini beklenen molekiiler biiyiikliikte tespit

edilemedi.

Abcam marka KCNQ! antikor epitopu, proteini amino (-NH>) ucunda bulunan
2-101 aminoasit bolgesinden tanimaktadir (Sekil 6.5.1). Sekil 6.5.2.C’de 2 numarali
insan kaynakli fibroblast ve 3 numarali HEK293FT UPK hiicrelerinde 75 kDa’da bir
bant gdzlemlenmedi. Dort ve 5 numarali KCNQ! transfeksiyonu yapilan HEK293FT
75 kDa’da yiiksek yogunlukta bantlar gozlendi. Bu 6rneklerde 20-37 kDa arasinda
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bulunan bantlarin negatif ornekler olan insan kokenli fibroblast ve HEK293FT
hiicrelerinde de gozlenmesi bu spesifik olmayan bir reaktiviteye isaret ettigi
diistintildii. Fare embriyonik kalbinde beklenilen 3 bant da gézlenmesi Abcam marka
KCNQI antikorunun Alomone ve Santa Cruz marka KCNQI! antikorlarina gore
spesifisitesinin yiiksek oldugunu disiindiirdii. Bdylece UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerden elde edilen total proteinlerde KCNQ1 protein analizleri Abcam

marka antikor kullanilarak gerceklestirilmesine karar verildi.

Orneklerin miktar olarak birbirleriyle esit yiiklendigini kontrol etmek amaciyla
a-Tubulin proteini standart olarak kullamldi. Ug farkli jelde de ayni miktarlarda
protein konsantrasyonu ve ayni lizatlar kullanilmasindan dolay1 tek bir membran
secildi ve deterjan ile beta merkaptoetanol kullanilarak KCNQ! blotlama yapilan
membran temizlendi. Yeniden blotlanan membranlarda yapilan 50 kDa civarinda a-

Tubulin ait bantlarinda birbirleriyle esit oldugu goriildii (Sekil 6.5.2).

A
B
L 1 2 3 4 5 6 B 7

250 kDa- ..

150 kDa- : 70 q

100 kDa- o — & % : . 5 60 1

75kDa- (e L L T 1 5
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Sekil 6.5.3. UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositlerde Western Blot yontemi ile KCNQ1 protein
analizleri. (A) Ornekler: 1-UPK hiicresi, 2-insan kaynakli fibroblast, 3-EKH D93, 4-AKY
D61, 5-cr152 D59, 6-cr211 D60, 7-embriyonik fare kalbi, B: bosluk, L: protein belirteci, (B)
karsilastirmali kantitatif KCNQ1 protein konsantrasyon grafigi, IF: insan kaynakli fibroblast,
EK: embriyonik fare kalbi.

Antikor optimizasyon sonrasinda saglikli ve hasta kaynakli kardiyomiyositler
ile CRISPR/Cas9 ile diizenlenen hiicre kaynakli kardiyomiyositlerde elde edilen
KCNQI1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmek istendi. EKH, saglikli AKY,
mutant SP2-9 ve CRISPR/Cas9 genetik diizenlemesi sonucunda NHEJ ile olusan UPK
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hiicre kokenli kardiyomiyositlerden D50-95 giinleri arasinda izole edilen total
proteinlerde KCNQI1 protein konsantrasyon seviyeleri karsilastirmali olarak incelendi
(Sekil 6.5.3). Sekil 6.5.3.A°da saglikli KCNQI proteini iceren 3 numarali D93 EKH
kokenli kardiyomiyosit ve 4 numarali pozitif kontrol olarak kullanilan saglikli UPK
hiicre kokenli AKY D61 kardiyomiyositlerinde diisiik konsantrasyonda KCNQI
protein bantlar1 ~75 kDa’da gbzlendi. CRISPR/Cas9 sonucunda NHEJ ile diizenlenen
ve KCNQI proteininde erken durdurucu kodon bulundugu 6n goriilen 5 numara ile
gosterilen cr152 kolonisinde ~75 kDa’da saglikli allelin kodladigi protein
gozlemlendi. KCNQ1 geninde bulunan ¢.965 C/T mutasyonunun heterozigot
karaktere sahip olmasi saglikli allelden KCNQI1 proteinin sentezlenmesine sebep
olmustur. Altt numara ile gosterilen cr211’de saglikli UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlere gore KCNQI protein ekspresyonunun daha fazla oldugu gézlendi.
Literatiirde embriyonik fare kalbinde 3 farkli izoformda KCNQ1 proteini bulunurken
jel sonucunda gore ~75 kDa’da tek bir bant tespit edildi. Bir numarali UPK hiicresinde
KCNQI1 protein ekspresyonu gozlenmezken insan kaynakli fibroblast hiicresinde
literatiirle farkli olarak KCNQI1 protein ekspresyonu tespit edilmistir (Sekil 6.5.3.A).
Yiikleme kontrolii olarak kullanilan a-Tubulin protein ekspresyonlar: arasinda fark
oldugu i¢in her 6rnege ait olan KCNQI1 protein konsantrasyonu, a-Tubulin protein
ekspresyonuna oranlanarak kantitatif protein ekspresyon analizi yapilmistir (Sekil
6.5.3.B). cr211 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositin KCNQ1 protein ekspresyonunun
diger hiicrelere oranla yiliksek oldugu tespit edilmistir. Mutant allelinde erken
durdurucu kodon oldugu 6n goriilen cr152 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositin
KCNQ1 protein ekspresyonunun saglikli  UPK hiicre kokenli olan AKY
kardiyomiyositlerine oranla diislik oldugu gozlendi. Literatiire gore KCNQI protein
ekspresyonu gergeklestirmeyen insan kaynakli fibroblast hiicrelerinden elde edilen
KCNQI protein konsantrasyonunun diger UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlere
oranla yliksek oldugu saptandi (Sekil 6.5.3.B).
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1 1-- 250 kDa ve iistii
2 2--250-150 kDa
3 3-- 100-50 kDa
4-- 50-37 kDa
4
5--37-25 kDa
5 6-- 25-10 kDa

Sekil 6.5.4. Jel igerinde bulunan proteinlerde kiitle spektrofotometri analizi (A) Coomassie
brilliant blue ile jel igerisinde bulunan protein bantlarinin gosterilmesi, (B) Kiitle

spektrofotometri analizi i¢in kesilen jel pargalarmin agirliklari.

KCNQI proteinini tantyan antikorlarin birbirleriyle tutarsiz sonu¢ vermeleri,
Western Blot c¢alismalart sonucunda elde edilen reaktif bantlarin literatiirle
uyusmamasi ve UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin izole edilen proteinlerin diisiik
konsantrasyonlarda olmasindan dolay1 jel igerisinde bulunan proteinlerden kiitle
spektrofotometri analizi yapildi (Sekil 6.5.4). Yapilan analizin optimizasyonunun
yapilabilmesi i¢in Oncelikli olarak UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler yerine
KCNQI transfeksiyonu yapilmis HEK293FT hiicrelerinden edlde edilen proteinler
kullanild1. Belirli protein boylarinda jeller kiigiik pargaciklar halinde kesilerek analiz
edildi (Sekil 6.5.4.A). Literatiire gére KCNQI protein bantlarini Sekil 6.5.4.B’de 3
numarali jel araligi olan 100-50 kDa’da gérmemiz gerekirken analiz sonucuna gore
sadece 5 numaral1 37-50 kDa araliginda bulunan jel bolgesinde tespit edildi. KCNQI
proteinin 70-75 kDa araliginda bulunmasi gerekirken daha kiigiik protein bolgesinde
tespit edilmesi KCNQI transfeksiyonu yapilmis HEK293FT hiicre kaynakli total
proteinin degrede oldugunu gostermektedir. Jel igerisinde yapilan analize ek olarak
total protein lizat1 da kiitle spektrofotometrisinde kontrol olarak analiz edildiginde
KCNQI transfeksiyonu yapilmis HEK293FT hiicresinin KCNQ1 proteinini iirettigi
tespit edildi.
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6.6 UPK Hiicre Kokenli Kardiyomiyositlerin Elektrofizyolojik

Karakterizasyonu
6.6.1 UPK Hiicre Kokenli Kardiyomiyositlerde Ca*? Goriintiileme

Ca*? iyonunun kas kasilma ve gevsemesi sirasinda salinimi incelenerek UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerin karakterizasyonu yapilabilmektedir. Hiicre i¢i Ca™
degisimini tespit edebilmek amaciyla serbest Ca*?'ya baglanabilen Fluo-4’u kullanild.
Ca*? varliginda yesil floresan 151k yayan Fluo-4 ile yiiklii hiicreler Spinning konfokal
mikroskobu altinda gzlendi. Sekil 6.6.1.1.A’da temsili olarak gosterilen yesil floresan
isaretli UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositler ImagelJ/Fiji programi kullanilarak analiz
edildi. Sekil 6.6.1.1.B’de kasilan UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerin 10

saniyelik zamana bagl floresan degisimi gosterilmektedir.
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Sekil 6.6.1.1. UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerde Ca’? goriintiileme. (A) Fluo-4 ile
isaretlenmis UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerin mikroskop altinda goriintiisii, (B)
cr152 UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerin 10 saniyelik zamana bagli floresan degisim

grafigi. Olcek cubugu: 30 pum.

Saglikli SP1-2S, mutant SP2-9 ve CRISPR/Cas9 sistemi ile genetik olarak
diizenlenen UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerde yapilan Fluo-4 analizi
sonucunda cizilen 10 saniyelik atim grafigi Sekil 6.6.1.2°de gosterilmistir. Mutant
KCNQI genine sahip olan SP2-9 kokenli kardiyomiyositlerin kasilma sikliginin
saglikli UPK hiicre kokenli SP1-2S’e gore seyrek oldugu gozlendi. Kasilmanin
baslama noktasi ile bitis noktasi arasinda ok ile gosterilen mesafenin mutant hiicrelerde
saglikli hiicrelere gore uzun oldugu tespit edildi. Mutant SP2-9 hiicresinde bulunan

c.965 C/T degisiminin CRISPR/Cas9 genetik diizenleme ile saglikli UPK hiicresi
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olusturma strateji izlenirken NHEJ ile diizenlenerek olusan cr152 UPK kok hiicre
kokenli kardiyomiyositlerin  kasilma sikligi, saghikli UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerin kasilma sikligina yakin oldugu gozlendi. Bununla birlikte
cr152’ye ait olan kasilma baslama ve bitis noktas1 arasinda bulunan mesafenin mutant
SP2-9 UPK hiicre kaynakli kardiyomiyositlere gore kisa oldugu tespit edildi (Sekil
6.6.1.2-A).
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Sekil 6.6.1.2. UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerin Ca™ bagimli Fluo-4
yogunluklarinin incelenmesi. (A) SP1-2S, SP2-9 ve cr152 hiicrelerinin karsilastirmali

analizleri, (B) cr211 hiicresinin Ca'? analizi.

Kardiyomiyositlerin kasilip gevseme sirasinda sitoplazmaya salman Ca'
yogunlugu hiicrelere 6zgii atim patternlerini yansitmaktadir. Saglikli SP1-2S, mutant
SP2-9, cr211 ve crl152 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin ortalama floresan

degerlerine bagli Ca*? aktivitesi MATLAB programinda yazilan hiicrelerimize 6zgii
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kod kullanilarak analiz edildi. Analiz sonucunda her bir hiicre i¢in Sekil 6.6.1.3°de
ornek olarak gosterilen atim patternleri program tarafindan c¢izildi. Sekil {izerinde “*”
ile belirtilen noktalar Ca* saliniminin en diisiik oldugu zamani gosterirken; “o0” ile
gosterilen noktalar maksimum siddette Ca™ salimminin %90°lik  oranini
gostermektedir. Dolayisiyla “o” isaretli noktalar kardiyomiyositlerin depolarizasyon
stirelerine isaret etmektedir. Boylece her “o” isaretli bolge arasindaki mesafenin

ortalamasi alinarak UPK kdkenli kardiyomiyositlerin QT araliklar1 belirlenmek

1stenmigtir.
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Sekil 6.6.1.3. MATLAB programi tarafindan c¢izilen kardiyomiyositlerin kasilma grafigi. (A)
SP1-2S (B) SP2-9 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler. (au:arbitrary unit)

CRISPR/Cas9 genetik diizenlemesi sonucunda NHEJ ile 1 bp’lik delesyon
meydana gelerek olusan cr152 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin Ca*? kasilma
analizlerinde Sekil 6.6.1.4’te goriildiigli sekilde tek bir keskin tepe yerine iki tepe
gozlendi. Tespit edilen farkli fenotipteki kasilmalarin yaklasik ~%70-80 araligindaki
hiicrelerin sekilde temsili olarak gosterilen grafik ile benzer oldugu tespit edildi.
cr152’de bulunan erken durdurucu kodon olusturan 1 bp’lik delesyonun hiicrelerde
depolarizasyonun tamamlanamadan yeni bir aksiyon potansiyelinin olustugunu

diisiindiirdii.
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Sekil 6.6.1.4. cr152 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde gézlemlenen farkli fenotipteki

kasilma grafigi. (au:arbitrary unit)

Ca*? bagimli floresan degisiminin isaret ettigi tiim QT araliklarinin her bir UPK
hiicre kokenli kardiyomiyosit hiicresi i¢in ortalamasi alindiktan sonra Sekil 6.6.1.4’te
bulunan grafik c¢izilmistir. UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerin analizi
yapilirken dakikada 12-36 araliginda atim sayisina sahip olan kardiyomiyositler
birbirleriyle karsilagtirilmigtir. UQT sendromu tip 1 hastalik kokenli SP2-9 UPK hiicre
kokenli kardiyomiyositlerin QT aralig1 saglikli olan SP1-2S kardiyomiyositlerine gore
uzun oldugu klinikle benzer sekilde gozlenmistir. CRISPR/Cas9 sistemi ile SP2-9
UPK hiicresinde bulunan mutasyonun genetik olarak diizeltilmesi sirasinda elde edilen
cr2l1  hiicrelerinin ortalama QT araliklart1 SP2-9 mutant hiicre kokenli
kardiyomiyositlere gore uzamis oldugu tespit edilmistir. Saglikli SP1-2S
kardiyomiyositleri ile NHEJ sonucunda sekans bilgilerinde 1 bp ve 15 bp delesyon
bulunduran cr152 ve cr36 kardiyomiyositleri karsilastirildiklarinda QT araliklarinin
saglikli hiicre kokenli kardiyomiyositlere oranla kisaldig: belirlendi (Sekil 6.6.1.5).
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Sekil 6.6.1.5. UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin karsilastiriimali Ca*? analizi.
6.6.2 Beta Blokor ve Ila¢ Denemeleri

UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin alan potansiyellerinin ve kasilma
sikliklarinin Slgtilebildigi xCelligence RTCA Cardio ECR cihaz1 i¢in 6zel olarak
tasarlanmig icerisinde altin elektrotlar bulunan ticari petrilere ekildiler. Atim
gozlemlendikten sonra kiiltiirlerde cesitli ilag denemeleri yapildi. Yapilan tiim ilag
denemelerinde kontrol olarak ilaglarin ¢oziim tastyicist %1 DMSO kullanildi. Bu
ylizden uygulanan ilaglar analiz edilirken DMSO’nun etkisinin goriilmesinin
tamamlandig1 30. dakikadan sonraki veriler kullanildi. KCNQ1 proteini ile allosterik
iliskili olan 300 nM ML277 molekiilii ile IKs’yi bloklayarak aksiyon potansiyeli
stiresini uzatan 300 nM JNJ303 molekiilleri saglikli SP1-2S UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerinde incelendi. ML277 molekiiliiniin aksiyon potansiyelini
kisaltmasi beklenirken, yaptigimiz deneylerde uygulama oncesi ve sonrasinda bir fark
goriilmedi  (Sekil 6.6.2.1.A). JNJ303 molekiili uygulandigi zaman aksiyon

potansiyelinin ilag deneme 6ncesine gore kisaldigi Sekil 6.6.2.1.B’de goriildii.
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Sekil 6.6.2.1. Saglikli SP1-2S kardiyomiyositlerinde ilag denemeleri. (A) 300 nM ML277, (B)
300 nM JNJ303. Pre: Ilag uygulama &ncesi. Post: ilag¢ uygulama sonrasi.

300 nM ML277 ila¢g molekiili cr211, cr152 ve SP2-9 UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerde uygulandi. cr152 ve SP2-9 UPK  hiicre kokenli
kardiyomiyositlerde ML277 uygulamasi sonrasinda aksiyon potansiyel siiresinin
uzadigr gozlendi (Sekil 6.6.2.2.A-B). cr211 kokenli kardiyomiyositlerde ML277
uygulamasi ile aksiyon potansiyel siiresinin diistiigii gozlendi (Sekil 6.6.2.2.C). Ug

farkli hiicrede de yapilan analizlerde DMSO’nun da ayn1 zamanda aksiyon potansiyel
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stiresini ML277 ile dogru oranda arttirdign ya da azalttigi goriildii. Dolayisiyla
ML277’nin bu deney kapsamindaki sonuclarinda DMSO’nun etkisi oldugu tespit
edildi.

300 nM JNJ303 ila¢g molekiili cr211, cr152 ve SP2-9 UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerde uygulandi. cr152 ve SP2-9 UPK  hiicre kokenli
kardiyomiyositlerde JNJ303 uygulamasi sonrasinda aksiyon potansiyel siiresinin
kisaldig1 gozlendi (Sekil 6.6.2.2.A-B). cr211 kokenli UPK hiicrelerinde aksiyon
potansiyel siiresinin uzamasina sebep olmustur (Sekil 6.6.2.2.C). Cr152, cr211 ve SP2-
9 UPK hiicrelerinde yapilan tiim ilag denemelerinde istatiksel anlamlilik
bulunmamaktadir. 300 nM ML277 ve JNJ303 molekiilleri literatiire goére en uygun doz
olmasina ragmen tez ¢alisma kapsaminda kullanilan UPK kokenli kardiyomiyositler
icin uygun olmayabilir. Bunun icin ilerleyen c¢alismalarda ila¢ deneyleri

tekrarlanacaktir ve uygun doz denemeleri yapilacaktir.
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Sekil 6.6.2.2. Ila¢ aday molekiillerinin uygulanmasi. 300 nM ML277 ve 300 nM JNJ303
molekiillerinin (A) cr152, (B) SP2-9, (C) cr211 UPK kokenli kardiyomiyositlerde
uygulamalari. (D) cr211 kardiyomiyositinde 100 nM Isoproterenol uygulamasi
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B-adrenerjik antogonisti olan isoproterenol 100 nM olacak sekilde DMSO
icerisinde hazirlandiktan sonra cr211 hiicresine uygulandi. ilag dncesi ve sonrasinda
kaydedilen videolar MUSCLEMOTION uygulamast ile analiz edildikten sonra Sekil
6.6.2.2.D’de goriildiigii gibi hiicrelerin atim hizlarini arttirmistir. Béylece CRISPR ile
genetik olarak diizenlenmis UPK kokenli kardiyomiyositlerde NHEJ sonucunda
olusan delesyonlarin  f-adrenerjik reseptdrlerin  uyarilmasim1  etkilemedigi

gorilmiistiir.
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7 TARTISMA ve SONUC

Kalp hastaliklar1 {ilkemizde ve diinya genelinde Oliimle sonuglanan
hastaliklarin baginda gelmektedir. Kalp ritminin diizensizlesmesi ve anormal kalp atig1
sonucunda olusan kalitsal aritmiler. Kardiyak iyon kanallarinda meydana gelen
mutasyonlar sonucunda iyon gegislerinde bozukluklar sonucu goriiliir. Kardiyak aritmi
hastaliklarindan biri olan UQT sendromu, EKG grafiginde QT araliginin uzamasi
olarak tanimlanmaktadir. Klinikte, UQT sendromunun 17 farkl: alt tipi bulunmaktadir.
Toplumda goriilme siklig1 1:2000 olan UQT sendromu, yilda yaklasik diinyada 3000-
4000 ani 6liime sebebiyet vermektedir (10, 11). Ritim bozukluguna bagl fibrilasyon,
ani kalp durmasi, senkop ve sara benzeri ndbetler UQT sendromu hastalik
belirtilerindendir. Hastaligin tedavisi i¢in genellikle kalp ritmini diizenleyici etkisi
olan beta blokdrler ya da cerrahi olarak kardiyak defibrillator veya aritmojenik bolge

ablasyonu yapilmaktadir (11).

Somatik hiicrelerden yeniden programla sonucunda olusturulan kisiye 6zgii
UPK hiicrelerinden elde edilen kardiyomiyositler ile in vitro kosullarda UQT
sendromu dahil bir¢ok hastalik modellemeleri yapilabilmektedir (79, 80). Bu sayede
saglikli veya kalitimsal olarak hastalik genotipi tasiyan bireylerden elde edilen UPK
hiicrelerinden koken alan kardiyomiyositlerin, bireylerin klinikte gosterdikleri
fenotipe 6zgii molekiiler, fizyolojik ve elektrofizyolojik benzerlik gdstermesi in vitro

modellerin gelistirilmesine olanak saglamistir (69, 70).

Laboratuvarimizda UQT sendromu tip 1 hastaligina neden olan KCNQI
geninde bulunan heterojen ¢.965 C/T mutasyonu, CRISPR/Cas9 sistemi ile
hedeflenerek laboratuvarimizda ilk kez 213S192 numarali TUBITAK projesi
kapsaminda diizeltildi. Paralel olarak saglikli bireylerde ¢.965 C/T mutasyonu
CRISPR/Cas9 ile olusturularak sadece KCNQI geninde mutasyona sahip izogenik
hatlar elde edildi. Genetik diizenlenme sirasinda degisim olan DNA zincirlerinde
aminoasit sekansini degistirmeyecek sekilde Kpnl restriksiyon enzim kesim bolgesi
eklenerek hiicrelerin molekiiler olarak belirlenmesi ve seleksiyonu amaglandi.
CRISPR/Cas9 sistemi ile genetik diizenleme sirasinda DNA zincirlerinde meydana
gelen cift zincir kiriklar tamir edilirken kullanilan HDR sonucunda genetik olarak

diizenlenen DNA zincirlerinde herhangi bir degisiklik olusmazken, NHEJ sonucunda
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farkl1 sayida insersiyon ve delesyonlarin olusabilmektedir (44). Literatiirle benzer
sekilde KCNQ! geninde bulunan ¢.965 C/T mutasyonu CRISPR/Cas9 diizenlemesi
sonucunda HDR sistemi ile genetik degisikligin oldugu hiicreler diginda NHEJ ile
diizenlenen hiicreler de gozlemlendi. Bu tez c¢aligmasi kapsaminda CRISPR/Cas9
genetik diizenlemesi sonucunda NHEJ ile meydana gelen UPK hiicrelerinde olusan
mutasyonlarin  UPK  hiicre kokenli kardiyomiyositlerin genotip ve fenotipleri
morfolojik, fizyolojik ve elektrofizyolojik karakterleri {izerindeki etkileri

arastirilmastir.

CRISPR ile genetik diizenleme sirasinda Cas9 enzimi ile ¢ift zincir kirigi
olusturulan DNA zincirleri tamir olurken NHEJ sistemini sectiklerinde kalip bir DNA
zinciri kullanmazlar (38). NHEJ yontemi ile genetik olarak diizenlenmis UPK
hiicrelerinin DNA sekans bilgileri SnapGene Viewer ve CodonCode Aligner gibi
programlar kullanilarak incelenmistir. NHEJ sonrasinda birlesen DNA zincirlerinde
meydana gelen heterozigot degisiklikler, programlarin “A, T, G, S” niikleotitleri
yerine “M, R, S, K gibi gegerliligi olmayan ifadeler koymasina neden olmustur. Bu
nedenle UPK hiicrelerinde olusan insersiyon ve delesyonlar, allellerin birbirlerinden
ayristirillarak ¢oziimlenmesi amactyla hizli ve etkili klonlama yontemlerinden biri olan
TA klonlama ve ardindan Sanger sekanslama yapildi. TA klonlama sonucunda cr211
kolonisinde 2 bp, cr152 kolonisinde 1 bp ve cr36 kolonisinde 15 bp ile sekans bilgileri
heterozigot ayristirilabildi.

Literatiir calismalarinda UPK hiicrelerinin EKH gibi sinirsiz boliinebildikleri,
3 germ yapragi hiicrelerine doniisebildikleri ve pluripotent hiicre belirte¢ genlerini
iirettikleri tespit edilmistir (21). Tez kapsaminda, insan somatik hiicrelerinden elde
edilen UPK hiicrelerinin ve CRISPR/Cas9 ile genetik olarak diizenlen UPK
hiicrelerinin  pluripotent ozelliklerinin  karakterizasyonu yapilmigtir.  Yapilan
immunositokimyasal boyamalar sonucunda UPK hiicrelerinin EKH’lere 6zgii olan
Tral-60 ve Tral-81 membran proteinleri ile Oct4 ve Sox2 gibi niikleer proteinleri
iirettikleri goriildii. Immunositokimyasal boyamalara ek olarak SOX2, OCT4 ve
NANOG genleri icin yapilan qRT-PZR calismalarinda UPK hiicrelerinin kdken
aldiklart somatik hiicrelere gore istatiksel anlamli yiiksek seviyede olarak EKH

genlerini ifade ettikleri belirlendi. UPK hiicrelerinin 3 germ yapragina doniisebilme
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potansiyelleri AFP (endodermal), PAX6 (mezodermal) ve MSX! (ektodermal) gen
ekspresyon caligmalar1 ile gosterildi. Yapilan qRT-PZR c¢alismasina gore UPK
hiicrelerinin istatiksel olarak 3 germ yapragina ait genleri ifade etmesi gelisimsel

potansiyelini dogrulamaktadir.

UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositler kullanilarak bir¢cok kalitimsal aktarilan
kardiyak hastaliklar modellenebilmektedir (30-36). Elde edilen saglikli ve ¢.965 C/T
mutasyonunu tastyan UPK hiicreleri ile CRISPR/Cas9 sistemi ile genetik diizenleme
sonucunda mutasyonlarin olustugu UPK hiicreleri in vitro kardiyomiyositlere
farklilasgtirildilar. Lian ve arkadaslarinin (2) kullandiklar1 kardiyak farklilasma
metodunu UPK hiicrelerimize gore yeniden diizenlenmesine ragmen ayni hiicrenin
farkli pasajlarinda kardiyak farklilagsmanin verimli ger¢eklesmedigi UPK hiicrelerinin
kardiyomiyosit disinda farkli hiicrelere farklilastiklar1 tespit edildi. Kardiyak
farklilasmanin  verimini arttirmak amaciyla kullanilan kiiclik molekiillerin
konsantrasyonlar1 ve/veya uygulama giinlerinin degistirilmesine ragmen kardiyak
farklilagmada yasanilan tutarsizlik sonucunda ticari olarak satilan kardiyak
farklilagtirma kiti kullanildi. Kit kullanim1 sonucunda UPK kokenli kardiyomiyosit

farklilagmasinin yiizdesel olarak arttig1 gozlemlendi.

UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerden farklilasmanin 60-80 giin araliginda
erigkin fizyolojisini daha iyi yansitan kiiltiirde gen ifade analizleri yapildi. Saglikli
SP1-2S, mutant SP2-9 ve CRISPR/Cas9 sonucunda NHEJ ile genetik olarak
diizenlenen UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler karsilastirildiginda, CTNT gen
ekspresyon seviyesinin saglikli kardiyomiyositlerde yiiksek oldugu goriildi. UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerin kardiyak gen ekspresyon seviyelerine
karsilagtirmali olarak bakildiginda MYH7 gen ekspresyonunun MYH6 gen
ekspresyonuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. MYH7 geni insan kokenli yetiskin
kardiyomiyositlerde MYH6’ya gore baskin olarak ifade edilmektedir (81). Literatiire
gore D60-80 giin araliginda bulunan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositler
olgunlagmiglar. KCNQI geninde ¢.965 C/T mutasyona sahip olan SP2-9 UPK hiicre
kokenli kardiyomiyositlerin MYH6 ve MYH?7 kardiyak genlerini saglikli SP1-2S UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlere gore diisiik ifade ettigi tespit edildi. cr152 ve cr211
UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin olgun kardiyomiyosit belirteci olan MYH7

76



genini MYH6’ya gore yliksek ifade ettigi gozlendi. Atrial kokenli kardiyomiyositlerde
MYHG6 geni baskin olarak ifade edilmektedir (81). Yapilan qRT-PZR ¢aligmalarinda
saglikli UPK hiicre olan SP1-2S kokenli kardiyomiyositlerde MYH6 gen
ekspresyonunu mutant UPK hiicre olan SP2-9 ve CRISPR/Cas9 ile genetik olarak
diizenlenen UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlere gore yiiksek oldugu tespit edildi.
Boylece SP1-2S UPK hiicre kokenli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde atrial kaynakl
kardiyomiyositlerin diger UPK hiicre kdkenli kardiyomiyosit kiiltlirlerine gore yiiksek
oldugu tespit edildi. Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan protokoller UPK hiicrelerini
ventrikiiler, atrial ya da nodal olarak spesifik kardiyomiyositlere farklilagtirma
ozelligine sahip olmadigindan kardiyak kiiltlirlerimiz tiim kardiyomiyosit alt tiplerini
bulundurmaktadir. Bu sebeple bir kiiltiirde atrial kardiyomiyositler daha yogun iken

bir bagka kiiltiirde ventrikiiler kardiyomiyositler yogun olarak bulunabilmektedir.

UPK  hiicrelerinden  farklilagtirilarak  elde  edilen  kardiyomiyosit
kiiltiirlerimizde boélgesel kasilan kardiyomiyositlerin yaninda tanimlanamayan ve
kardiyomiyosit morfolojisi gdstermeyen hiicrelerde bulunmaktadir. Bu sebeple
kardiyak kiiltiirlerimiz heterojen bir kimlige sahiptir. Kardiyak Kkiiltlirlerden elde
edilen total RNA’da yapilan qRT-PZR c¢alismasinda kardiyak o6zgli KCNQI
ekspresyon seviyesini belirleyebilmek amaciyla KCNQI gen ekspresyonu CTNT
ekspresyon seviyesine gore normalize edilmistir. Boylece sadece UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerden elde edilen KCNQ! ekpresyon seviyesi karsilastirmali olarak
incelenmistir. SP2-9 ve HDR ile diizenlenerek mutant karakter kazandirilmis cr43
kardiyomiyosit  kiiltiirlerinin CTNT  ekspresyon seviyeleri benzer olarak
gozlemlenmisken, cr43 kardiyomiyosit Kkiiltlirlerinin  SP2-9  kardiyomiyosit
kiiltiirlerine gore yiiksek KCNQ1 geni sentezledigi tespit edildi. CRISPR/Cas9 sistemi
sonucunda NHE] ile diizenlenen UPK hiicre kokenli cr36, cr152 ve cr211 kiiltiirlerinde
CTNT gen ekspresyon seviyesi benzer gdzlemlenirken, cr211’in cr36 ve cr152’ye
oranla daha yiiksek KCNQI sentezledigi tespit edildi. cr152’de bulunan erken
durdurucu kodon KCNQ! geninin ifade seviyesinin diisiik olmasmna ya da cDNA
sentezinde sadece saglikli allelin ¢ogaltilmasina sebep olmus olabilir. Cr36’da NHEJ
sonucunda 15 bp’lik delesyon olmasi sekansta ¢er¢eve kaymasi mutasyonuna sebep
oldugundan qRT-PZR c¢alismasinda kullanilan KCNQ! primerlerinin baglanmasina
engel olmus olabilir. Bundan dolay1 KCNQI gen ekspresyonu diisiik gozlenmis
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olabilir. Ilerleyen ¢alismalarda delesyonlar bulunan cr152, cr211 ve cr36 kolonilerinin
on goriilen DNA sekans bilgilerine gore spesifik KCNQI primerleri tasarlanacaktir.
Boylece mutasyonlar sonucunda elde edilen irilinler karsilastirmali olarak

incelenecektir.

KCNQI proteininde tespit edilen delesyonlarin protein seviyesindeki etkisini
gozlemleyebilmek amaciyla Western Blot analizleri yapildi. Gergeklestirilen gen
ekspresyon caligmalarinda insan kaynakli UPK hiicrelerinin KCNQI genini ifade
etmesinden dolay1 ikinci bir negatif kontrol secildi. Yapilan literatiir arastirmalar
sonucunda insan kaynakli fibroblast hiicrelerinde KCNQI gen ekspresyonu oldugu
fakat kardiyomiyositlere oranla ¢ok diisiikk miktarda protein sentezlendigi goriildii
(71). Bu nedenle Western Blot analizlerinde insan kaynakli fibroblast hiicrelerinden

elde edilen proteinler kullanilmaya baglanda.

Ug farkli firmadan temin edilmis KCNQ! proteini tantyan birincil antikorlart
Western Blot deneylerinde karsilastirmali olarak incelendi. UPK hiicre kaynakli
kardiyomiyositlerde yapilacak olan ¢alismalardan ©nce antikor spesifikliginin
belirlenebilmesi amaciyla KCNQ! trasnfeksiyonu yapilmig HEK hiicreler lizatlar
kullanildi. Alomone ve Santa Cruz markali KCNQ! antikorlar1 proteine karboksil
ucundan baglandiklar1 i¢in proteinin u¢ bolgesinde meydana gelmis olabilecek
proteolitik islemlerden dolay1 antikorlarin baglandig1 epitop bdlgesi hasar gormiis
olabileceginden proteinler taninmamis olabilir. Bununla birlikte kullanilan total
protein donup ¢6zme kaynakli sicaklik farkindan etkilenerek KCNQ1 proteini degrede
olmus olabilir. Ayn1 zamanda Santa Cruz ile analiz edilen Western Blot ¢calismasinda
150 iizerinde yogun bir bant goriilmektedir. Proteinlerin glikozillenme gibi post-
translasyonel modifikasyonlar gecirmesi ya da HEK293T hiicrelerine yliksek seviyede
protein iiretmesinin tesvik edilmesi oligomerlesmis protein yapilarina sebep olabilir.
Dolayistyla antikorlar protein icerisinde bulunan spesifik epitoplar agik olmadigindan
tantyamamig olabilirler. Abcam marka KCNQI antikoru proteine amino ucundan
baglanmaktadir. Insan kaynakli fibroblast ve HEK293FT hiicrelerinde KCNQ! protein
ekspresyonunun gézlenmemsi KCNQ/ transfeksiyonu yapilan HEK293T hiicrelerinde
75 kDa’da goriilen yogun protein bantlarinin spesifik oldugunu gosterdi. KCNQI

protein iiretimi yapmayan insan kaynakli fibroblast ve transfeksiyon yapilmamis
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HEK293FT hiicreleri dahil tiim 6rneklerde 20-37 kDa arasinda protein bantlarinin
bulunmasi bu bantlarin antikor kaynakli spesifik olmayan bantlarin oldugu belirlendi.
Abcam marka KCNQ! antikoru ile fare embriyonik kalbinden elde edilen proteinler
incelendiginde literatiirle benzer olarak 3 farkli bant gozlenlendi. Béylece Abcam
marka KCNQ! antikorunun Alomone ve Santa Cruz marka KCNQ/ antikorlarina gore
spesifik proteine daha iyi reaktivite gosterdigi tespit edildi. UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerden elde edilen total proteinlerde KCNQ! protein analizleri Abcam
marka KCNQ]I antikoru kullanilarak gerceklestirildi. NHEJ ile diizenlenen cr152
genine ait sekanstaki 1 bp’lik bir delesyon proteinin karboksil ucunda erken durdurucu
kodon olusturmaktadir. Dolayistyla KCNQ! proteinini karboksil ucundan taniyan
antikorlar mutasyona ugramis proteini taniyamayacaklardir. Yapilan antikor
karsilagtirmali Western Blot ¢alismalarinda proteini amino ucundan tantyan Abcam
antikoru kullanildiginda cr152 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerden elde edilen
KCNQI protein bantlar1 net bir sekilde goriilmektedir.

EKH, saglikli UPK hiicre, mutant SP2-9 ve CRISPR/Cas9 genetik diizenlemesi
sonucunda NHEJ ile olusan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde KCNQ! protein
konsantrasyon seviyeleri Abcam marka antikor kullanilarak karsilastirmali olarak
incelendi. EKH kokenli, saglikli UPK hiicre kokenli AKY ve cr2ll
kardiyomiyositlerinde ~75 kDa’da KCNQ!1 proteini gozlendi. Literatiirde embriyonik
fare kalbinde 3 farkli izoformda KCNQI proteini bulunurken jel sonucunda ~75
kDa’da tek bir bant tespit edildi. Kullanilan embriyonik fare kalbinin degrede
olabileceginden 75kDa altinda kalan diger 2 izoform bantlar membran iistiinde
gbzlenmedigi 6n goriildii. Her hiicrede esit oranda sentezlenen a-Tubulin proteininin
farkl1 konsantrasyonlarda olmasi1 proteinlerin jele yiiklenirken esit olmadiklarim
gosterdi. Bundan dolayr UPK kok hiicre kokenli kardiyomiyositlerin KCNQ! protein
ekspresyon seviyesi her 6rnege ait olan a-Tubulin protein ekspresyonuna oranlanarak
kantitatif protein ekspresyon analiz edildi. Delesyon bulunduran cr211 UPK hiicre
kokenli kardiyomiyositin KCNQI protein ekspresyonunun diger hiicrelere oranla
yiiksek oldugu tespit edildi. Bunun sebebi total proteinin izole edildigi kiiltiirdeki
hiicre miktarmin diger kiiltiirlerden fazla oldugunu diisiindiirdii. Mutant allelinde
erken durdurucu kodon oldugu 6n goriilen cr152 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositin

saglikli allel tarafindan sentezlenen KCNQI protein ekspresyonunun membranda
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gozlendi. Bu ylizden Western Blot calismalarinda cr152°de kesik KCNQ! protein

tespiti yapilamadi.

Western Blot ¢alismalari i¢in temin edilen 3 farkli KCNQ1 antikorda bulunan
tutarsizliklar, antikorlarin literatiirdeki bilgilerle uyugsmamasi ve UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerden elde edilen proteinlerin konsantrasyonlarinin diisiik olmasi
sebebiyle ileri protein analizine ihtiya¢ duyuldu. Yapilan optimizasyon ¢alismalarinda
kullanilan KCNQ! transfeksiyonu yapilmis HEK293T hiicrelerinden elde edilen
protein Ornegi jelde yiiriitiildiikten sonra protein agirliklarina gore jeller kiiclik
parcalara boliinerek In-Gel digestion kiitle spektrofotometri analizleri yapildi. Protein
ornekleri kiitle spektofotometrisi kullanilarak analiz edildiginde literatiirde 75 kDa
civarinda tespit edilen KCNQI proteinlerinin 50-37 kDa araliinda oldugu
saptanmugtir. Orneklerin degredasyona ugradig diisiiniildii. Jel igerisinde yapilan kiitle
spektrofotometrisine kontrol olarak tiim lizat 6rnegi LS/MS’de analiz edilmistir.
Analiz sonucunda disaridan KCNQ/ transfeksiyonu yapilan HEK293T hiicrelerinde
KCNQI proteinin sentezlendigi tespit edilmistir.

UQT sendromu tip 1 hastalarina 6zel gelistirdigimiz UPK hiicre kokenli
kardiyomiyosit kiiltiirlerinin elektrofizyolojik analizlerini ¢oklu elektrot dizileri ve
Ca*? degisim analizleri ile gergeklestirildi. Kalsiyuma baglanarak 1sima verebilen bir
boya olan Fluo-4 kullanilarak spontan kasilan kardiyomiyositlerde 10 saniyelik
kasilma grafikleri ¢izildi. KCNQI geninde nokta mutasyonu tagiyan SP2-9 kdkenli
kardiyomiyositlerin kasilma sikliginin, saglikli UPK hiicre kdkenli SP1-2S’e gore
seyrek oldugu kiiltiirlerde gozlendi. Hiicre igine Ca*? girisi ile baslayan kasilmanin
noktasi ile bitis noktasi arasinda bulunan mesafenin mutant hiicrelerde saglikli
hiicrelere gore uzun oldugu tespit edildi. Mutant SP2-9 hiicresinde bulunan ¢.965 C/T
degisiminin CRISPR/Cas9 genetik diizenleme ile saglikli UPK hiicresi olusturma
strateji izlenirken NHEJ ile diizenlenerek olusan cr152 UPK kok hiicre kokenli
kardiyomiyositlerin kasilma siklig1, saglikli UPK hiicre kdkenli kardiyomiyositlerin
kasilma sikligina yakin oldugu tespit edildi. Bununla birlikte cr152’ye ait olan
kardiyomiyosit kasilma baslama ve bitis noktasi arasinda bulunan mesafenin mutant
SP2-9 UPK hiicre kaynakli kardiyomiyositlere gore kisa oldugu gdzlendi. Yapilan tiim

Ca'? analizlerinin KCNQ1 mutasyonu tasiyan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin
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kasilma dongiileri arasinda bulunan mesafenin saglikli UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerden elde edilen kasilma mesafesinden uzun oldugu belirlendi.
Mutasyon tagiyan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositten elde edilen sonu¢ kdken
aldig1 hastanin klinikteki EKG fenotipinde uzun QT araligini isaret etti. Yapilan
analizlerde dakikada kasilma sayis1 benzer olan hiicreler kullanildigindan sayica az ve
elenmis bir popiilasyon incelenebildi. Istatistik anlamlilik analizleri igin Ca'?

goriintiileme deneylerin arttirilmasi gerekmektedir.

CRISPR/Cas9 genetik diizenlemesi sonucunda NHEJ ile olusan cr152 UPK
hiicresinde erken durdurucu kodon oldugu 6n goriilmektedir. cr152 UPK hiicre kdkenli
kardiyomiyositlerde yapilan Ca'? analizleri sonucunda hiicreler tam repolarize
olmadan yeni bir depolarizasyonun baglamasi ile ritim bozukluguna isaret eden
EAD’ler alinan verilerin %70-80 gibi yiliksek bir oraninda gozlemlendi. KCNQI
proteinin kesik olugsmasindan dolay1 kanal protein kompleksi tamamen etkin hale
gecemediginden kardiyomiyositler repolarizasyonu tamamlayamadan yeni bir sinyal
ile tekrar aksiyon potansiyelin yilikselmesi ile abnormal depolarizasyon gergeklesmis

olabilir.

Literatiirde kisith bilgi bulunan ML277 ve JNJ303 ila¢ aday molekiillerinin
farkli KCNQIvaryant genleri iizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla kullanildilar.
UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerin eldesinin gili¢ olmasi ve elektrofizyolojik
analizlerde kullanilacak olan multielektrot dizi analizi cihazinda gergeklesen teknik
problemlerden dolay1 iki ila¢ molekiilii i¢in literatiirde etki goriilen en yaygin doz olan
300nM her iki ilag i¢in de denendi. Calisma kapsaminda ilaglar DMSO igerisinde
¢ozlindiigiinden DMSO’nun kardiyomiyositlerin bazi kiiltiirlerinde QT degisimi

yaptig1 goriilmiistiir.

Tez kapsaminda c¢aligilan UQT sendromu tip 1 hastaliginda direkt olarak rol
alan KCNQI proteinine ML277 kiicilk molekiilii direkt etki gdsterebilmektedir.
Potasyum kanalinin yavas dogrultucu akimmi (IKs) arttirarak aksiyon potansiyel
siiresinin kisalmasini ve aritminin diizenlenmesini saglamaktadir (75). Cr152 ve SP2-
9 UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde literatiirle ters olarak ML277 uygulamasi
sonrasinda aksiyon potansiyel siiresinin uzadigi gozlenmistir. Cr211 kokenli

kardiyomiyositlerde ML277 uygulamasi ile aksiyon potansiyel siiresi diismiistiir. Ug
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farkli hiicrede de yapilan analizlerde DMSO’nun da ayn1 zamanda aksiyon potansiyel
stiresini ML277 ile dogru oranda arttirdig1 ya da azalttig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla
ML277’nin bu deney kapsamindaki sonuclarinda DMSO’nun etkisi oldugu tespit
edildi. JNJ303, IKy’i bloklayarak aksiyon potansiyel siiresini uzatmaktadir (77).
Boylece aksiyon potansiyel siiresinin kisalmasinda rol oynamaktadir. Cr152 ve SP2-9
UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde literatiirle benzer olarak JNJ303 uygulamasi
sonrasinda aksiyon potansiyel siiresinin kisaldig1 gézlenmistir. Literatiir ile ters olacak
sekilde cr211 kokenli UPK hiicrelerinde aksiyon potansiyel siiresinin uzamasina sebep
olmustur. Cr152, cr211 ve SP2-9 UPK hiicrelerinde yapilan tiim ila¢ denemelerinde
istatiksel anlamli bir fark ¢ikmamaistir. 300 nM literatiire gére en uygun doz olmasina
ragmen tez ¢alisma kapsaminda kullanilan UPK kokenli kardiyomiyositler i¢in uygun
olmayabilir. Bunun i¢in ilerleyen ¢aligsmalarda ilag deneyleri tekrarlanacaktir ve uygun
doz denemeleri yapilacaktir. CRISPR/Cas9 ile genetik olarak diizenlenen hiicreler ve
mutant KCNQ! genine sahip SP2-9 hiicre analizlerine kontrol amagli SP1-2S UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerde de ila¢ uygulamalari yapildi. Literatiire gore
ML277 molekiiliiniin aksiyon potansiyelini kisaltmas1 beklenirken, yaptigimiz
deneylerde uygulama Oncesi ve sonrasinda bir fark goriilmedi. JNJ303 molekiilii
aksiyon potansiyelini kisalttig1 goriilmesine ragmen sonuclar istatistiksel olarak

anlamligin tespiti i¢in drnek sayist gelecek caligmalarda arttirilabilir.

NHEJ sonrasinda olusan mutasyonlarin etkisinin farkli reseptorlerde bir yan
etkisinin olup olmadigini arastirmak amaciyla 2 bp’lik delesyon bulunduran cr211
kokenli kardiyomiyositlerde f-adrenerjik antogonisti olan 100 nM isoproterenol
uygulandi. lag uygulamas: sonrasinda hiicrelerin atim hizlarimi arttirdig: belirlendi.
Boylece CRISPR ile genetik olarak diizenlenmis UPK kokenli kardiyomiyositlerde
NHEJ sonucunda olusan delesyonlarin [-adrenerjik reseptdrlerin uyarilmasini

etkilemedigi tespit edildi.

Tez caligmas1 kapsaminda ¢esitli KCNQ! gen varyantlaria sahip olan UPK
hiicre kokenli kardiyomiyositlerde farkli mutasyonlarin potasyum kanali tizerindeki
etkileri incelendi. CRISPR/Cas9 sonrasinda olusan heterozigot DNA dizileri
ayristirilan UPK hiicre kokenli kardiyomiyositlerde ve atasal hiicreleri olan saglikli

SP1-2S ile mutant SP2-9 kardiyomiyositlerinde yapilan analizler karsilastirmali olarak
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incelendi. Yapilan Ca*? analizlerinde klinikle benzer olarak mutant hiicrelerde QT
araliklarmin saglikli hiicrelere gore uzadigi gozlemlendi. Yapilan ila¢ ¢alismalarinda
ML277 ile elde edilen veriler literatiirden farkli olarak aksiyon potansiyel siiresini
uzatirken; JNJ303 literatiirle benzer olarak aksiyon potansiyel siiresini kisaltmaktadir.
Yapilan ila¢ denemelerinin istatiksel olarak anlamliligini incelemek igin
tekrarlanmalar1 gerekmektedir. Cr152 UPK hiicresinde 6n goriilen erken durdurucu
kodonun mutant allelden kesik protein iiretimine sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak yapilan Western Blot caligmalarinda saglikli allelden iiretilen proteinler
goriildiigiinden ileri teknikler olan proteomiks ve/veya kiitle spektrofotometri

analizleri yapilmasi planlanmistir.

Sonug olarak, CRISPR/Cas9 sistemi ile NHEJ tamir mekanizmasini sonucunda
KCNQI genlerinde meydana gelen tanimlanmamis mutasyonlar alt klonlama ile
ayristirilarak incelenmistir.  Yeni gelisen mutasyonlarin UPK hiicre kokenli
kardiyomiyositlerdeki molekiiler ve elektrofizyolojik karakterizasyonu yapilmistir.
KCNQI gen mekanizmasi iizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan kalsiyum
goriintiileme analizlerinde, mutant hiicrelerin temin edildigi hastalarda gézlenen QT
araligindaki uzamaya benzer olarak mutant KCNQI geni ifade eden
kardiyomiyositlerin kasilma-gevseme mesafesinin saglikli kardiyomiyositlere gore
uzadig1 gozlendi. ilag aday molekiilleri olan ve KCNQI kanal iistiinde aktif rol alan
ML277 ve JNJ303, saglikli, mutant ve genetik olarak diizenlenmis hiicrelerde
uygulanarak elektrofizyolojik etkilerini incelemek amaciyla 6n caligmalar yapildi.
Ilerleyen ¢alismalarda olusturulan bu in vitro UPK hiicre kokenli kiiltiirlerde farkli
dozlart incelenebilir. Bdylece ila¢ molekiillerinin klinikte UQT sendromunun
tedavisine yonelik yeni uygulamalar gelistirilebilir ve hastalik mekanizmasi detayl

incelenebilir.
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