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OZET

Duchenne Miiskiiler Distrofisi (Dmd), Genetik Kas Zayiflig1 Hastaliinda Gen

Terapisi

Duchenne Miiskiiler Distrofisi (DMD) genetik bir hastalik olup X kromozomundaki
Xp21 bolgesinde gergeklesen mutasyonlar sonucunda olusur. Distrofin geninde olusan
bu mutasyonlar ile Distrofin proteini islevini kaybederek kas fonksiyonlarimin
bozulmasina sebep olmaktadir. DMD kas bozulmasi kas biiylimesini etkilediginden,
erken 6liim genellikle 30 yasindan 6nce olmaktadir. DMD tedavisinde gergeklestirilen
birgok terapotik miidahale ile hastalar iyilestirilmeye ve yasam kaliteleri arttirilmaya
calisilmistir: hiicre tabanli yaklasimlar, ¢esitli ilag ve gen terapi metotlari. Ancak DMD
hastaliginin tedavisinde heniiz tatmin edici standart bir protokol gelistirilememistir.
Dogal fenotip fonksiyonel Distrofin gen dizisinin kas hiicrelerine transferi, tiim
DMD’li hastalarin tedavisini saglayabilir. mikro-Distrofin kodlayan lentiviriis
kullanilarak, viral transfer yoluyla, kas hiicrelerinin genomuna islevsel mikro-
Distrofin gen dizilimi entegre edilip distrofik patolojnin azaltilmas1 hedeflenmektedir.
Projemizde, lentiviral-mikro-Distrofin gen terapi yOnteminin histopatolojik ve
fizyolojik-fonksiyonel rejenerasyon etkinligi, zamansal Distrofin ekspresyonundaki
degisim ve islevsellikleri, toksisite, immun tepkime diizeyleri, gen ekspresyonun ve
peptid ifadeleri karsilastirildi. Mikro-distrofinin viral gen transferi, DMD fare
modelinde intramiiskiiler ve intraperitoneal olarak uygulandi. Vektoriimiizle gen
terapisi tedavisi uygulandiktan sonra Distrofinin iskelet ve kalp kasinda eksprese
edildigi ge¢ evre dmd-mdx-4cv farelerinde gosterildi. Sonug¢ olarak, calismamiz,
lentiviriislerin, distrofik kasin islev ve patolojisinde dnemli bir gelisme saglayan DMD
hastalig1 i¢in etkili bir tedavi lireten mikro-distrofin gen terapisi i¢in kullanabilecegine

dair ikna edici kanitlar gdstermektedir.

Anahtar Soézciikler: Duchenne Miiskiiler Distrofi, DMD, distrofin, gen tedavisi,

lentiviris



ABSTRACT

Gene Therapy in a Genetic Muscle Weakness Disease, Duchenne Muscular

Dystrophy (DMD)

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a genetic disease resulting from mutations
in the Xp21 region of the X chromosome; with these mutations in the Dystrophin gene,
Dystrophin protein loses its function and causes disruption of muscle functions.
Because DMD muscle impairment affects muscle growth, early death is usually seen
before the age of 30 years. With many therapeutic interventions in the treatment of
DMD, patients have tried to improve and increase their quality of life: cell-based
approaches, various drugs, and gene therapy methods. However, a satisfactory
standard protocol has not yet been developed for the treatment of DMD. The transfer
of wild-type functional Dystrophin gene sequence to muscle cells can provide
treatment for all DMD patients. Therefore, we planned to integrate the micro-
Dystrophin gene sequence into the genome of muscle cells by viral transfer, using
micro-Dystrophin-encoding lentivirus to reduce the dystrophic pathology. In our
project, the histopathological and physiological-functional regeneration activities of
the lentiviral-micro-Dystrophin gene therapy methods will be compared along with
changes in temporal Dystrophin expression and their functionality, toxicity, and
immune reaction levels, gene, and peptide expression level. Micro-dystrophin's viral
gene transfer was administered intramuscularly and intraperitoneally in the DMD
mouse model. We have shown gene therapy treatment with our vector by restoring
dystrophin expression in late-stage dmd-mdx-4cv mice, where dystrophin is expressed
in the skeletal and cardiac muscle. Consequently, our work displays convincing proof
that lentiviruses can use for micro-dystrophin gene therapy producing an effective
treatment for DMD disease, which presents a significant improvement in function and

pathology of the dystrophic muscle.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy, DMD, dystrophin, gene therapy,

lentivirus



1 GIRIS VE AMAC

Duchenne Miiskiiler Distrofisi (DMD) genetik bir hastalik olup X
kromozomundaki Xp21 bolgesinde gerceklesen mutasyonlar sonucunda olusur (1).
Distrofin geninde olusan bu mutasyonlar ile Distrofin proteini islevini kaybederek kas
fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olmaktadir. DMD kas bozulmasi kas biiylimesini
etkilediginden, erken oliim genellikle 30 yasindan once olmaktadir (2,3). DMD
tedavisinde gergeklestirilen bir¢ok terapotik miidahale ile hastalar iyilestirilmeye ve
yasam kaliteleri arttirilmaya caligilmistir: hiicre tabanli yaklagimlar, ¢esitli ila¢ ve gen
terapi metotlar1 (4-6). Ancak DMD hastaliginin tedavisinde heniiz tatmin edici

standart bir protokol gelistirilememistir (7).

Distrofin gen diziliminde gerceklesen mutasyonlar rastgele bir dagilim profili
gosterdiginden, islevini kaybetmis Distrofin geni tamirinin hastaya 6zgli olmasi
gerekmektedir. Bu sebeple, mutasyona sahip Distrofin geni tamirine alternatif olarak,
dogal fenotip fonksiyonel Distrofin gen dizisinin kas hiicrelerine transferi, tiim
DMD’li hastalarin tedavisini saglayabilir. Boylelikle, spesifik hasta mutasyonlarini
hedef alan gen tamir stratejilerine kiyasla daha basit ve standart bir protokol olarak
klinikte uygulanabilir. Bu nedenlerden dolayi, islevsel Distrofin gen aktarim terapileri,

klinik uygulama i¢in en umut verici yaklasimlar olarak degerlendirilmektedir.

Gilinlimiizde mevcut tedavilerinin yetersizliginden dolayt DMD hastalarinin hayat
standartlar1 oldukea diisiik ve erken 6liimle sonuglanmaktadir. Cocuklarda genellikle
3 ila 5 yas arasinda teshis edildigi g6z Oniine alindiginda; DMD gen terapi yontemi
erken ve ge¢ donem gruplar olarak 6zel DMD modeli (Dmd-mdx-4Cv) farelerde
gerceklestirilecek ve Distrofin’in zamansal ekspresyonu ve islevselligi, dokularda
olusabilecek toksisite ve immun tepkime diizeyi 6zel DMD modeli farelerde test edilip
karsilastirilacaktir. Bu calismada hedef kas dokusunda %3’ten fazla Distrofin
ekspresyonu saglanmasi hedeflenmektedir. Bdylelikle, kas dokularinin yenilenmesi,
tedavi edilmesi ve hasta sag kalimlarinin artmasi1 6ngdriilmektedir. Yiiriime, rotarod,
On ayak tutus giicii testi gibi davranig deneyleri ile kas rejenerasyonu ve gelisimi

incelenecektir. Bununla birlikte, gen transferi yapilan kaslardan doku kesiti alinarak



distrofin gen anlatim seviyesinin kontrolii hispatolojik, gen ve proteomiks tabanl

yaklagimlarla incelenmesi hedeflenmektedir.

Kas dokusunda, omiks teknolojileri kullanilarak protein profillemenin ve
iyilesmenin kantitatif olarak gosterilmesini saglayacaktir. Proteomiks, nihai olarak
protein ekspresyon seviyelerinin dogrudan 6l¢limlerini ve ilgili proteinlerin aktivite
durumuna iliskin 6ngorii saglayan, protein ekspresyonu ve etkilesiminin global
analizini amagclar (8). DMD, monogenik bir hastalik oldugundan ve hastaliklt dokunun
iist yapisi, biyokimyasi ve fizyolojisi son birka¢ on yilda kapsamli bir sekilde
calisildigi i¢in proteomik yaklasim i¢in miikemmel bir adaydir (9,10). Literatiir i¢inde
bir ilk olan 6zellikle gen tedavisi sonrasi kasta protein profillemenin belirlenmesi; likit
kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) tabanli yaklasim ile gosterilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica, literatiirde de DMD kas dejenerasyonunun kas dokularinda
hastalik ve tedavi sonras1 durumlarda hangi molekiiler yolaklar: tetikledigiyle ilgili

fazla ¢aligmalar mevcut degildir.

Bunun sonucunda, klinik DMD gen terapisi i¢in ideal doz intervali belirlenecektir.
Bu sebeple, sunulan tez projemiz, zayiflamis kaslarin rejenerasyonunun ve normal
islevlerinin kazanilmasinin hedeflendigi bir seri biyoteknolojik yaklasimi

icermektedir.

Projenin basari ile tamamlanmasi, hastalarin yasam kalitesinin ve islevselliginin
artmasina, ig giicli kayb1 ve maliyet oraninin azalmasina yol agacaktir. Gelistirilecek
bu gen terapi modeli, hastalarin iyilesme ve hastanede yatis siirelerinin kisalmasini da

saglayacaktir.

Gilintimiizde kullanilmakta olan ila¢ ve kok hiicre gibi tedavi yontemlerinde hali
hazirda aciklanamamis tedavi siirecindeki belirsizliklere alternatif bir ¢éziim yolu
saglayacaktir. Bu sayede DMD tedavilerinde giinliik ihtiyaglarin giderilmesindeki
zorluklarin azaltilmasi, hayat kalitesinin arttirilmasi ve ailelerin 6nemli bir sorununa
¢ozlim olmasi beklenmektedir. Gelistirecegimiz bu yenilik¢i metodumuz ile diger gen

terapisi tedavilerinin de 6nii agilacaktir. Son yillarda hizla artan gen terapisi pazarinda,



DMD vakalarinin tedavisi baslangi¢ alinarak, katma degeri yiiksek diger genetik

tedavi iiriinlerinin ve yeni yaklagimlariin gelistirilmesine de cesaret verecektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Duchenne Miiskiiler Distrofisi

DMD, X bagimli ¢ekinik olarak kalitildigindan dolayr sadece erkek cocuklarda
goriilen prevalansi yiiksek ndromuskiiler bir hastaliktir. Etkilenen erkek c¢ocuklar
genellikle 3 ila 5 yas arasinda teshis edilir (3). 12 yasina gelindiginde, neredeyse tiim
hastalar tekerlekli sandalye kullanmakta ve ¢ogunda siddetli skolyoz gelismektedir
(3). DMD hastaliginda kas zarinda bulunan distrofin proteininin eksikligi, iskelet kasi,
diyafram ve kalp de dahil olmak iizere, kas dokusunun kademeli dejenerasyonuna yol
acarak, sakatlik ve genellikle 30 yasindan 6nce erken 6liim ile sonuglanir (2,3). DMD,
distrofin adli bir gendeki mutasyonun neden oldugu, zamanla koétiilesen, ciddi

prognozlu ve su anda tedavisi olmayan bir hastaliktir.

2.1.1 Etiyoloji

[k olarak DMD 1860'larda klinik olarak tanimlandi, ancak gen 1986'ya kadar ve

bir sonraki y1l protein iirlinii olan distrofin'e kadar tanimlanamadi (11,12).

Distrofin geninin biiyiikligi 2.1 MB’dir ve bu gendeki mutasyonlar DMD ve
Becker miiskiiler distrofisine (BMD) yol agar. Bozukluk, X'e bagli, c¢ekinik bir
diizende kalitilir ve diinya capinda yaklasik 3.500-4.000 yenidogan erkekten birini
etkiler ve bu da onu en yaygin kas distrofisi formu haline getirir. DMD tipik olarak
distrofin  proteininin  ekspresyonunu Onleyen bos allel mutasyonlarindan
kaynaklanirken, BMD ekspresyonu azaltan veya azaltilmis stabilite veya fonksiyonel
kapasiteye sahip dahili olarak truncated bir proteinin birikmesine yol acan
mutasyonlardan kaynaklanir. Distrofin eksikligi, artan yag ve bag dokusunun eslik
ettigi ilerleyici iskelet kasi kaybina yol acarken, kalp kasi1 artan fibrozis ve ilerleyici
genisletilmis kardiyomiyopati sergiler. Cogu DMD hastasi, yasamlarinin 3. ila 4. on
yillarinda solunum veya kalp yetmezligine yenik diiser. BMD daha geg bir yasta baslar
ve daha yavas ilerlemeye sahiptir (3). DMD/BMD'in c¢ekinik dogasi ve yavas



ilerlemesi, onlar1 etkilenen dokularda distrofin {iiretimini geri getirebilecek gen

terapileri i¢in ¢ekici adaylar haline getirir.

2.1.2 Distrofin ve distrofinle iliskili glikoprotein kompleksindeki rolii

Distrofin, miyofiberler igindeki hiicre ici iskeletinin y-aktin filamentlerini bazal
lamina ve hiicre dis1 matrise baglayan distrofin-glikoprotein kompleksinin veya
distrofinle iligkili glikoprotein kompleksinin (DGC) kritik bir bilesenidir (Sekil 1).
Distrofin, kalp ve iskelet kasi dokularinda sarkolemmanin sitoplazmik tarafinda
lokalize olan ve ¢ubuk seklinde (rod-shaped) bir hiicre i¢i proteindir. Biiytkliigii 427
kDa’dir (11,13,14).

Tam uzunluktaki distrofin 24 spektrin benzeri tekrara sahiptir ve dort fonksiyonel
alandan olusur: (i) F-aktine baglanan N-terminal bdlgesi, (ii) ek bir aktin-baglama
bolgesi iceren orta ¢ubuk alani yani sira bir néronal nitrik oksit sentaz (nNOS)
baglanma bolgesi, (iii) sistein agisindan zengin alan ve (iv) C-terminal alani. Dort daha
kisa kas olmayan izoform da asagi akis promotorlerinden gelen distrofin geninden
eksprese edilir ve en azindan tam uzunluktaki protein ile sistein agisindan zengin ve
COOH terminal alanlarini paylasir. Molekiiler agirliklarina gére isimlendirilen Dp260
(260 kDa distrofin proteini) retinanin dis pleksiform tabakasinda bulunur. Dp140
bobrek, retina ve beyinde bulunur ve Dpl16 esas olarak omurilikteki Schwann
hiicrelerinde eksprese edilir. Kalp ve iskelet kasinda bulunan tam uzunluktaki distrofin
izoformu Dp427 ile gosterilir. En kisa izoform olan Dp71, kalp kasi, retina, bobrek,
karaciger, akciger ve beyinde genel olarak ifade edilir. DMD'de kisa izoformlardaki
mutasyonlar, kas dis1 sendromlara katkida bulunur; ancak DMD'nin birincil etiyolojisi

tam uzunluktaki distrofinin bozulmasidir.

Tam uzunluktaki proteinin dort fonksiyonel alani vardir: N-terminali (NT), cubuk,
sistein acisindan zengin (CR) ve C-terminali (CT) alanlari. Distrofin, sarkolemmada
birka¢ transmembran (distroglikan, sarkoglikan, sarkospan) ve sitozolik (syntrophin,

distrobrevin (Dbr) ve nNOS) proteinlerini bir DGC halinde birlestirir (15).



Distrofin, NT, orta gubuk, CR ve CT alanlarini igerir. Orta gubuk alani, 24 spektrin
benzeri tekrardan (cizgideki sayisal sayilar, pozitif yiiklii tekrarlar beyaz renkle

isaretlenmistir) ve dort menteseden (hinge) (H1, H2, H3 ve H4) olusmaktadir.

Distrofin, iki tane aktin baglama bodlgesine sahiptir ve bunlar sirasiyla NT'de ve
11-15 tekrar bolgede yer almaktadir. 1-3 tekrarlari, negatif yiiklii lipid ¢ift tabakasi ile
etkilesime girmektedir. Tekrarlar 16 ve 17, (nNOS)-baglanma alanini olusturmaktadir.
Distrofin, 20-23 tekrarlar1 yoluyla mikrotiibiil ile etkilesime girmektedir. H4'lin bir
kism1 ve CR alani, distroglikanin (BDG) B-alt birimine baglanmaktadir. Distrofinin CT
alani, syntrophin ve Dbr ile etkilesime girmektedir. Distrofin, hiicre iskeletinin
bilesenlerini (aktin ve mikrotiibiil) hiicre dist matristeki laminin'e baglar.
Sarkoglikanlar ve sarkospan, distrofin ile dogrudan etkilesime girmezler, ancak
distrofin, DG, sarkoglikanlar, sarkospan, syntrophin, Dbr ve nNOS'tan olusan tiim

DGCl'yi gliglendirirmektedir.

Sarkoglikan kompleksi, DGC ve sarkolemmaya ek mekanik destek saglar. Bu
transmembran protein kompleksi, sarkospan'in (16,17) yani sira sarkoglikan a, 3, y ve
d'den olusur (18). Sarkoglikanlarin herhangi birinde yapisal kusurlara neden olan
mutasyonlar, tim kompleksin kararsizlasmasina, sarkolemmanin zayiflamasina ve
sarkoglikanopati ad1 verilen bir dizi /imb-girdle miiskiiler distrofisine yol agar (19—
21). o-sarkoglikan nakavt fareler, vaskiiler diiz kastaki sarkoglikan sarkospan

kompleksinin bozulmasina bagli olarak kardiyomiyopati gelistirir (22).

Bir distrofin homologu olan utrofin, distrofin ile ¢ok yiiksek amino asit dizisi
benzerligine sahiptir ve distrofin gibi sarkolemmay1 hiicre iskeletine baglamaktadir.
Distrofinden farkli olarak; utrofin RNA, kalp ve iskelet kasinin yani sira beyin, bobrek,
karaciger, akciger, dalak ve mide dahil olmak iizere yetiskin dokusunda eksprese
edilir. Normalde dogumdan sonra iskelet kasinda down-regiile edilen protein, siirekli

yenilenen mdx kasinin sarkolemmasinda birikmektedir (23).

Utrofin, distrofine benzer bir yapiya ve isleve sahiptir, ancak kritik nNOS baglama

bolgesinin yani sira iki spektrin benzeri tekrardan yoksundur (24,25). Hem farelerde



hem de insanlarda fetal gelisim sirasinda oncelikle iskelet kasinda eksprese edilir ve
dogumdan 6nce normal kasta down-regiile edilir (26). Distrofin yoklugunda, utrofin
genellikle up-regiile edilir, ancak proteindeki fonksiyonel farkliliklar nedeniyle insan
DMD'sindeki distrofini tam olarak telafi edemez (27). Hem DMD hem de BMD
hastalarinda yenilenen miyofiberler yiiksek seviyelerde utrofin gosterir. Ek olarak,
baz1 Duchenne hastalarinda utrofin ekspresyonu artmistir. Utrofinin distrofini kismen
telafi etme yeteneginin altin1 ¢izerek, bu tiir daha ytiksek utrofin ekspresyonu, hastalik

siddetinin azalmasiyla iliskilendirilmistir (28,29).

Hiicredeki DGC'ye ek olarak, integrinler; miyofiberlerin hiicre iskeleti ile hiicre
dis1 matris arasindaki etkilesimler igin kritik 6neme sahiptir. Integrinler, a ve P
zincirlerinden olusan heterodimerler olarak var olan transmembran glikoproteinlerdir.
Bugiine kadar tanimlanmis 18 a ve 8 B zinciri vardir. Hiicre tipleri arasinda var olan
biiytlik bir hiicre ylizeyi adhezyon reseptorleri ailesini olustururlar. a6p4 hari¢ tim
integrinler hiicre iskeletindeki aktin filamentlerine baglanir (30). Bir dizi integrin alt
birimi, miyogenez ve gelisim boyunca iskelet kasinda ifade edilir: al, a3, o4, a5, a6,
a7, a9, av, Bl ve B3 (31,32). al, a3, a6, a7 ve a9 integrin alt birimleri, laminin
baglayict integrinler olusturmak icin Bl ile dimerlesir. Yetigkinlerin kasinda
sarkolemmada sadece a 781 bulunur. DGC gibi, a7B1 integrin de iskelet ve kalp kas1
icin bir laminin-2 reseptoriidiir ve miyotiiplerin terminal farklilasmasi iizerine up-
regiile edilir. Benzer sekilde, a7B1 integrin, miyofiber sarkolemmanin stabilitesini
korumak i¢in kritik 6neme sahiptir ve DGC islevsizse bu acidan kismen telafi edebilir
(33). Hem DMD hastalarinin hem de mdx farenin iskelet kasinda, distrofin eksikligini
ve bunun sonucunda DGC'nin kararsizligini telafi etmek i¢in a7B1 integrin up-regiile

edilir (34).



Extracellular matrix
Laminin

T G

Microtubule g

Lipid bilayer

CH

[]fbtet

aDG
““

s
()

S 4 3
M99, Dystrophin o, S Cp
70 77 72 2 £2.07—\(L /

1344 s
15161718 -
" Actin e O Dorg

/74/08

Sekil 1. Distrofin ve distrofin ile iligkili glikoprotein kompleksinin (DGC) sematik
taslagi (35)

2.1.3 Distrofin geni ve mutasyonlar

Duchenne kas distrofisinde mutasyona ugramis Distrofin geni, insan
hiicrelerindeki en uzun genlerden biridir, yaklasik 11.200 baz. DMD hastaligina sebep
olan Distrofin gen diziliminde goriilen mutasyonlarin %65’1 delesyonlardan, %6-10"u
duplikasyonlardan ve %10’u diger kiiciik mutasyonlardan olusabilmektedir (36,37).
Bunun yani sira, delesyonlarin genellikle 44 ila 55. eksonlarda degiskenlik gostermesi
DMD hastaliginin karakteristik bir mutasyon 6zelligine sahip olmadigini gosterir (38).
Bozuklugun daha hafif bir versiyonu olan BMD, genellikle ¢erceve ici delesyonlardan

kaynaklanir ve bu da kesilmis distrofin sentezine neden olur (1).

Delesyon ve duplikasyon mutasyonlarinin sonucu iki yonlii olabilir. Silinen veya
kopyalanan eksonlardaki niikleotid sayist 3'e bdliinebiliyorsa, okuma g¢ercevesi
bozulmayacaktir. Bu, haberci riboniikleid asitin (mRNA), merkezde biraz daha kisa
veya daha uzun olmasina ragmen, aktin hiicre iskeletini hiicre dis1 matrise baglamak
icin ¢cok dnemli olan NT ve CT alanlarini igeren bir distrofin proteinine ¢evrilmesine
izin verecektir. Bu durumda distrofinler bir dereceye kadar islevini korur ve BMD'li
hastalarda goriiliir. Buna karsilik, silinen veya kopyalanan ekzonlarin niikleotitlerinin

sayis1 3'e boliinemediginde, okuma ¢ercevesi kaydirilir ve translasyon sirasinda
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anormal amino asitlerin proteine dahil edilmesine yol acar. Cogu zaman ise yanlig bir
okuma cergevesi bir¢ok durdurma kodonu igerir, bu da translasyonun erken
sonlandirilmasma ve kesilmig bir proteinin iiretilmesine yol acar. Ortaya cikan
distrofinler, ekstraseliiler matrikse baglanan kritik alandan yoksundur ve bu nedenle
islevsel degildir ve genellikle stabil olmazlar. Bu mutasyonlar DMD ile iligkilidir
(39,40).

Nokta mutasyonlari, bir amino asit kodonunu bir durdurma kodonuna
doniistlirebilir, bu da protein translasyonunun erken sonlanmasina neden olur. Son
olarak, nokta mutasyonlar1 veya kiiciik silmeler ve/veya eklemeler ekleme bolgesini
bozabilir. Ekleme islemi sirasinda, intronlar, ekleme dondriiniin (intronun ilk iki
niikleotidi GU) ve ekleme alicisinin (intronun son iki niikleotidi AG) taninmasinin ¢ok
onemli oldugu ekleme mekanizmasi tarafindan ¢ikarilir. Genel olarak, alici veya verici
ekleme bolgesinin mutasyona ugradigi bir ekzon, artik ekleme mekanizmasi tarafindan
taninmayacak ve eksonun mRNA'dan dislanmasina yol agacaktir. Bu nedenle, splice-
site mutasyonlar1 genellikle mRNA diizeyinde tek ekson silinmesine neden olur, bu da
atlanan eksonun gerceve ici veya c¢erceve disi olmasina bagl olarak kismen islevsel

veya islevsel olmayan bir distrofine yol acar.

Hastalarm %]l'inden azinda diger mutasyon tiirleri bulunur. Ornegin; derin
intronik mutasyonlar, bir intronik bélgenin ekleme mekanizmasi (kriptik) veya psddo-
eksonlar) tarafindan bir ekson olarak taninmasina ve bunun mRNA'ya dahil edilmesine
yol agabilir (39,40). Kriptik ekzonlar okuma ¢ercevesini bozabilir ve/veya fonksiyonel
distrofinin {retimini engelleyen durdurma kodonlar1 icerebilir. Yanlis anlamh
(missense) mutasyonlar DMD'li hastalarda nadir goriiliir. Bildirilen birkagi distrofinin
sisteinden zengin alaninda bulunur ve hiicre digi matrise baglanan B-distroglikan'a
baglanmayr ortadan kaldirir (40,41). Bu nedenle, aslinda bu yanlis anlamlh
mutasyonlar, aktin hiicre iskeleti ile hiicre disi matris arasindaki baglantiyr da
bozduklari i¢in diger DMD'ye neden olan mutasyonlara benzemektedir. Son olarak,
DMD genini igeren translokasyonlarin neden oldugu bir kisim vaka da bildirilmistir.

Bu mutasyonlar, genin bir boliimiinii digerinden ayirarak tam bir transkript
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iiretilmesini  engellemektedir. Ozellikle, DMD genini igeren translokasyon

mutasyonlari, kadinlarda bir DMD fenotipine neden olacaktir (42,43).

Normalde tasiyict kadinlar, mutasyona ugramis veya normal DMD genini tagiyan
kromozomlarin rastgele X inaktivasyonu nedeniyle %50'si pozitif distrofin kas lifleri
ile dogarlar. Bununla birlikte, translokasyon mutasyonlar ile, translokasyona dahil
olan otozomun daha diisiik bir dozaji nedeniyle, transloke edilmis DMD geninin
inaktive edildigi hiicreler hayatta kalamaz. Boylece etkilenmemis DMD geni her

zaman inaktive olur ve distrofin tretilemez.

DMD'ye, DGC ayrilmaz bir pargasini olusturan biiyiik 79-ekson genindeki 427-
kDa protein distrofini kodlayan mutasyonlar neden olur (44). DGC kompleksinin en
iyi rolii, F-aktin hiicre iskeleti ile hiicre dis1 matris arasinda mekanik bir sinyal
baglantisi olusturmasi ve kas zarinda kasilma kaynakli hasardan korumasidir. DMD'de
tanimlanan mutasyonlarin ¢ogu, tam bir distrofin kayb1 ve buna eslik eden DGC
kompleksinin diger proteinlerinde bir azalma ile sonuglanan cergeve kaymasi
mutasyonlaridir (45,46). Bu nedenle, membran biitiinliigiiniin kayb1 ile DMD

patolojisinin evriminde dnemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte, DGC kompleksinin bozulmasinin, muhtemelen DGC ile néronal
nNOS gibi ¢esitli molekiiller arasindaki yakin iliskiden dolayi, bir dizi sinyallesme
siireci icin yaygin etkileri vardir ve bu da her zamankinden daha karmasik bir DMD

patolojisi tablo olusturur (47—49).

2.1.4 insidans

Duchenne Miiskiiler Distrofisi 3600-6000 canli erkek dogumda 1'ini etkileyen X'e
bagli bir hastaliktir. Cesitli kalitsal néromiiskiiler hastaliklarin popiilasyon sikliklarina
iligkin 150'den fazla rapor edilmis ¢alismay1 iceren diinya literatiiriiniin bir aragtirmasi
yapilmistir. Veriler, yaygmn goriilen miiskiiler distrofinin (Duchenne, Becker),
miyotonik distrofi ve konjenital miyotonilerin, proksimal spinal miiskiiler atrofilerin

ve kalitsal motor ve duyusal noropatilerin bigcimleri i¢in sunulmustur.
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Her iki cinsiyet arasindaki genel prevalansin tahmini, yaklasik 286x10°, yani
popiilasyonun 3500%inden 1'inin, ¢ocuklukta veya sonraki yaslarda ortaya ¢ikan ve
sakat birakan kalitsal bir ndromiiskiiler hastaliga sahip olmasi1 beklenebilir. Siddetli
bozukluklar sadece bebeklik ve erken g¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikarsa (6rnegin
Werdnig-Hoffmann hastalig1 ve siddetli konjenital miiskiiler distrofi) ve nadir goriilen
distrofi ve miyopati formlar1 da dahil edilirse, genel prevalans 3000'de 1'i gegebilir

(50).

Ulkemizde tahmini 10.000 erkek cocugun (goriilme sikhigi, 3500 erkek cocukta
1) DMD hastaligina sahip oldugu diisiintilmektedir.

2.1.5 Semptom ve teshis

Etkilenen bireyler de hafif derecede gecikmis motor kilometre taslarina sahip
olabilir ve cogu proksimal kas zay1flig1 nedeniyle diizglin kosamaz ve ziplayamaz. Bu
da yerden kalkarken klasik Gowers manevrasinin kullanilmasina neden olur. Cogu
hastaya, fiziksel yetenekleri yasitlarina kiyasla belirgin sekilde farklilastigindan
yaklasik 5 yasinda teshis konur. Tedavi edilmediginde kas giicii giderek bozulur.
Erkek cocuklar, ergenlik ¢agina gelmeden tekerlekli sandalye kullanmaya ihtiyag
duyarlar. Solunum, ortopedik ve kardiyak komplikasyonlarin ortaya g¢ikmasiyla
miidahale olmaksizin ortalama &liim yas1 19 civarindadir. Ilerleyici olmayan bilissel

islev bozuklugu da mevcut olabilir (51,52).

Doktorlar, geng erkek cocuklar da bozulmus kas fonksiyonu, sik sik diismeler ve
Gower's belirtisi ile basvurdugunda DMD'den siiphelenmektedir (53,54). DMD'li geng
erkeklerde konugmada gecikme muhtemelen beyin distrofin  izoformunun
yoklugundan dolay1 siklikla goézlenir. Serum analizi ile yiiksek kas enzimlerinin
varligini kan dolasimina sizmasina bagl olarak ortaya ¢ikaracaktir (en dikkat ¢ekeni
kreatin kinaz (CK), ayrica aspartat transaminaz ve alanin transaminaz gibi
transaminazlar). Bu bulgular iizerine (gecikmis kas fonksiyonu, konugma da gecikme

ve yiiksek CK), hastalar genellikle hastanin DMD'ye sahip olup olmadigini
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dogrulamak icin DMD geninde genetik analizini talep eden ndéromiiskiiler uzmanlara

yonlendirilir.

Hasta ve yakinlar1 agisindan, ailede kaygiyr en aza indirmek ve hastaligin
tekrarlama riskini azaltmak i¢in tan1 koyma hizi son derece dnemlidir. Bu nedenle,
baz1 durumlarda hizli ve kesin bir tan1 koymak i¢in immiinohistokimya ile bir kas
biyopsisi ve distrofin analizi gerekebilir. Aileye uygun genetik danigmanlik, hastadaki
taninin bilgisine baghdir. izlenecek uygun prosediirler ve ydntemler belirlenirken bu
akilda tutulmahdir ve yaklasim, farkli testlerin ve tesislerin mevcudiyetine ve

ekonomik faktorlere bagli olarak farkli merkezlerde degiskenlik gdsterebilir (54).

Hastalarin ¢ogunda (%70) bir veya daha fazla ekzonun silinmesi ve
kopyalanmasinin bulundugu goz 6niine alindiginda, ilk 6nce bu mutasyonlar1 kontrol
etmek hem maliyet etkin ve emek agisindan verimlidir. Multipleks ligasyona bagh
prob amplifikasyonu (MLPA) analizi, tam olarak hangi ekzonlarin silme veya

tekrarlamalara dahil oldugunu belirlemek i¢in en giivenilir testtir (55).

MLPA, hastalarda ve tastyicilarda hem delesyonlar1 hem de tekrarlari tespit
edebilir. Bir ekson igerisindeki kiigiik mutasyonlar, probun o ekzona baglanmasin
onleyebilir ve bu nedenle, bu mutasyonlar MLPA yontemi kullanilarak tek ekson

(single-exon) silmelerini ortaya ¢ikabilir (56).

Distrofinopatinin genetik tanisi i¢in multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
onerilmez. Fakat, silmeleri tespit etmek icin alternatif, daha ucuz bir yaklasgim
sagladigi i¢in hala ¢ok sayida laboratuvarda kullanilmaktadir (57,58). Bu yaklagim
genellikle 1, 3,4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 47, 48, 50, 51, 52 ve 60 ekzonlarinin
varligini veya yoklugunu saptamak i¢in iki primer seti kullanir. Bu nedenle, DMD ve

BMD'li hastalarda delesyon mutasyonlarinin ¢ogunu yakalayabilir.
Bu nedenle, iyi dogum 6ncesi tani araglar1 ve bilinen vakalar i¢in aile danigmanligi

ile bile yeni vakalar ortaya ¢ikacaktir. Bu yiiksek mutasyon orani, DMD'li hastalar igin

tanimlanan genis mutasyon varyasyonunun da temelini olusturur (39).
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2.1.6 Dogum oOncesi tani

DMD/BMD i¢in dogum oncesi tani sadece erkek gebeliklerde yapilmalidir. Su
anda, bir DMD mutasyonu i¢in disi bir heterozigotun, bozuklugun herhangi bir
belirtisini gosterip gostermeyecegini tahmin etmek miimkiin degildir ve bu nedenle,

bir disi fetiis i¢in dogum Oncesi tan1 dnermek uygun olmaz.

Ailesel mutasyon s6z konusu ise tercihen erkek hamileliginde dogum Oncesi test
yapilarak dogrulanmalidir veya probandin DNA'sin1 bir kontrol olarak kullanarak
fetiisiin test edilmesine paralel olarak dogrulanabilir. Probanddaki mutasyonu
tanimlamak veya dogrulamak icin kullanilanla ayn1 teknik ile mutasyonu test etmek
icin kullanilabilir. Varhigt o6nemli diizeyde fetal sonucun yorumlanmasin
etkileyebileceginden, fetal DNA'min maternal hiicre kontaminasyonu kontrolii
yapilmalidir. Bu, Ornegin erkek fetiisiin delesyon igin test edilmesini kantitatif
olmayan bir PCR tabanli tahlil kullanilmasi sirasinda 6zel bir problem olabilir, ¢linkii
herhangi bir maternal DNA'nin varligi, etkilenen erkek fetiisteki bir delesyonun
varligint maskeleyecek ve bu da yanlis bir sonugla sonuglanacaktir. Bu sekilde
sonuclanmaya negatif tan1 denir. Maternal hiicre kontaminasyonu kontrolii, distrofin
gen bolgesinden gelen belirteglerle veya laboratuvarda rutin olarak kullanilan herhangi
bir polimorfik belirteg seti ile yapilabilir. Dogum 6ncesi numunelerde maternal hiicre
kontaminasyonunu kontrol etmek igin daha fazla ayrt1 ve dneri En Iyi Uygulama

Kilavuzlarinda mevcuttur (59).

2.1.7 Tirleri

Becker hastaligi, distrofin proteinini kodlayan gendeki mutasyonlarin neden
oldugu, niceliksel ve/veya niteliksel protein islev bozukluguna ve bunun sonucunda
kas dejenerasyonuna yol acan kalitsal bir kas distrofisidir. BMD, kas dokusunun
ilerleyici dejenerasyonu ve nekrozu ile karakterizedir. Kaslarin yerini fibro-adipoz

hiicreler alir.
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Daha hafif olan BMD ¢ok daha genis bir ciddiyet araligina sahiptir. Semptomlar,
ikinci on yilin sonlarinda ambulasyon kaybina yol acan uzuv-eklem zayifligindan,
genclik ve geng eriskinlikteki miyaljilerden olusan nadir sendromlara kadar
degisebilir. Ancak ge¢ yetiskinlige kadar ambulasyon iizerinde ¢ok az etkisi olabilir
(60). Hem DMD hem de BMD, X'e bagli DMD'deki mutasyonlardan kaynaklanir ve
mutasyonun okuma cercevesini kesip kesmedigi, protein iriinii olan distrofinin
yokluguyla sonucglanip sonuglanmadigi veya kismen islevsel bir distrofinin

ekspresyonuna izin veren bir okuma ¢ergevesini siirdiiriip siirdiirmedigine baglidir.

Hafif distrofinopatilerde prognostik indeksler ayrica 3 farkli hastalik seyrinin
tamimlanmasina izin verir: stabil, yavas ve hizli ilerleme (61). Ozellikle, hastalarda
hizli seyirde 6nemli Ol¢iide daha diisiik distrofin ve immiinohistokimyasal skor
gozlenir ve genin 5' ucundaki delesyonlar veya duplikasyonlar kotii prognoz ile

iliskilidir.

Klinik oncesi verilere dayanarak, bir bisiklet ergometresinde veya bir kosu
bandinda, kalp atis hizi maksimum oksijen alimlarinin <%65'inde egzersiz yapan
BMD olan hastalarda yapilan mevcut ¢caligmalar, aerobik egzersizin fiziksel bozulmay1
ve fonksiyonel kaybi Onledigini gostermistir. Bu bulgular, kas hasari ilerlemesinin
hizlanmasima dair énemli bir kanit olmaksizin, kas giicii, yorgunluk direnci ve el
becerisi kapasitelerinde bir artis yoluyla fiziksel performansta bir iyilesme oldugunu

gostermektedir (62).

2.1.8 Tedavi

Farmakolojik miidahaleler DMD'nin dogal seyrini degistirmeye baglamistir.
DMD'nin altinda yatan patoloji sebebiyle daha etkili tedavi potansiyel sahip kiiclik
molekiil ve gen terapileri dahil olmak iizere daha iyi bir seyir sunmaya devam
etmelidir. DMD'nin en yikici ve bariz etkisi, iskelet kas sisteminde gii¢ ve fonksiyon
kaybiyla sonuclanmasidir. Bir¢ok panel, glukokortikoidler gibi farmakolojik
miidahaleleri ve hafif egzersiz ve aktivite kullanimini igeren fizik tedavileri ve

kontraktiir ve deformiteyi onlemek yada en aza indirmek icin kas-iskelet sisteminin
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yOnetimini iceren giicii ve iglevi optimize etmeyi amaglayan tedaviler ele alinmaktadir

(53).

Glukokortikoidler, DMD'de kas giicii ve islevindeki diisiisli yavaslatan su anda
mevcut olan tek ilactir. Bu da skolyoz riskini azaltir ve akciger fonksiyonunu stabilize
eder. Bugiline kadarki smurli verilere dayanarak kalp fonksiyon bozuklugunda
ekokardiyografik Olclimlerde daha yavas bir gerilemeye isaret etmesi kardiyak
fonksiyonlarinda iyilesmeye isaret edebilir. Ancak bu Olclimler ile kardiyak
semptomlarini, belirtilerini veya kardiyak iliskili mortalitedeki gecikmeyi mutlaka

ongdrmeyebilir (63,64).

Prednizolon, Avrupa'da prednizon yerine siklikla kullanilir. Deflazacort, benzer
bir glukokortikoid birgok iilkede mevcuttur, ancak su anda ABD Gida ve ilag Dairesi
veya ABD'de Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi tarafindan kullanin
onaylanmamigtir, glinlik 0.9 mg/kg dozda benzer bir etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir ve hafif farkli kronik risk profiline sahiptir (65,66). Ayakta tedavi
edilebilen ¢ocuklarda glukokortikoid kullaniminin amaci, kronik glukokortikoid
uygulamasiyla iligkili iyi tanimlanmis riskleri hesaba katarak, ambulasyonun
korunmasi ve sonraki solunum, kardiyak ve ortopedik komplikasyonlarin en aza

indirilmesidir.

Koenzim Q10, karnitin, aminoasitler (glutamin, arginin), anti-inflamatuarlar/anti-
oksidanlar (balik yagi, E vitamini, yesil cay 6zli) ve digerleri gibi takviyeler bazi
ebeveynler tarafindan kullanilmaktadir ve bazilari  doktorlar tarafindan

onaylanmaktadir.

Uzman panelleri ayrica pentoksifilin veya gesitli bitkisel veya botanik ajanlar gibi
potansiyel hastalik degistirici ilaglarin degerini de tam olarak degerlendirilmemistir.
Bu, ek arastirmaya ihtiya¢ duyulan bir alan olarak belirlenmistir. Ailelerin, hasta
kayitlar1 ve klinik deneyler gibi DMD hakkindaki bilgilerin gelistirilmesine yardimci
olan faaliyetlere aktif katilim1 tegvik edilmektedir (53).
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DMD'li bir hastanin ve ailesinin tibbi bakimi, psikososyal iyilikleri i¢in destek
almadan tamamlanmis sayilmaz. Bir¢ok ebeveyn icin, ¢ocuklarmin psikososyal
sorunlarinin neden oldugu stres, hastaligin fiziksel yonleriyle iliskili stresi asiyor.
Ihtiyaglar, hastanin yas1 ve hastaligin evresine gore degiskenlik gdstermektedir (67—
69). DMD'de gozlenen psikososyal zorluklar, genel popiilasyonda kullanilan aym
etkili, kanita dayali miidahalelerle, 6nleme ve erken miidahaleye gii¢lii bir vurgu
yapilarak tedavi edilmelidir, ¢ilinkii bu potansiyel sonucu en iist diizeye ¢ikaracaktir

(70).

Genel olarak, DMD'li erkek ¢ocuklarin psikososyal uyumu, diger kronik tibbi
hastaliklar1 olan ¢ocuklarin durumlariyla benzerdir. Bununla birlikte, baz1 spesifik risk
alanlar1 6zellikle endise vericidir. Sosyal islevsellikteki zorluklar, sosyal yargilama ve
duygusal ayrimcilik gibi belirli biligsel becerilerdeki biyolojik temelli eksikliklerden
kaynaklanabilmektedir. DMD'nin sonuglari (yani fiziksel sinirlamalar) sosyal
izolasyon, sosyal olarak geri ¢ekilme ve sosyal aktivitelere erisimin azalmas ile
sonuclanabilir. Dil gelisimi, kisa siireli sozlii bellek ve fonolojik isleme dahil olmak
izere konusma ve dil agiklarinin Griintiisii ve ayrica bozulmus zeka ve 6zel 6grenme

bozukluklar1 dahil olmak {izere biligsel gecikmeler iyi belgelenmistir (71-73).

Bu hastalikta, protein distrofinin kusurlu ekspresyonunun neden oldugu nispeten
yaygin bir kalitsal bozukluktur. Bu hastalig1 tedavi etmek i¢in en dogrudan yaklagim,
kastaki distrofin tiretimini eski haline getirmek olacaktir. Son yapilan ¢aligmalar,
DMD'nin bagaril1 gen tedavisi igin beklentileri biiyiik dl¢iide artirdi. DMD ve BMD'yi
tedavi etmek i¢in izlenen bir¢cok yaklagimdan, adeno-iligkili viriis (AAV) aracil
mikrodistrofinin verilmesine dayanan gen tedavisi, bozuklugun nedenini tedavi etmek
icin en dogrudan ve umut verici yontemdir. Bu yaklasimin en biiyiik zorluklari,
mikrodistrofinin bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarmadan giivenli ve verimli bir sekilde
iletilmesini saglamaktir (74). Bu durum, genis bir mutasyon profiline sahip DMD
hastaliginin standart tedavisi i¢in biitiin hastalar1 kapsayici genel bir gen terapisi

yontemine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.
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2.2  Gen Terapi

Spesifik patojenik varyantlari olan hastalar i¢in alternatif Ribontikleik asid (RNA)
bazli stratejiler kullanilmis olsa da gen degistirme tedavisi, DMD i¢in en umut verici
potansiyel tedavi olarak ortaya ¢ikmistir. Zorluklar devam etse de bu yeni terapdtik

yaklagimlarin ¢ogu hastaligin tedavisi icin umut vaat ediyor (75).

Gen degistirme tedavisi, mikro veya mini distrofin genlerini iletmek i¢in viral
vektorler kullanir. DMD'li hastalarin tedavisinde farkli AAV serotiplerini kullanan
klinik denemeler, erken denemede distrofin ekspresyonunda giiclii bir artis ve

iyilestirilmis motor fonksiyonu sonucu ile umut vaat etmistir.

Ataluren, mRNA durdurma kodonlara karsi ribozomal duyarliligi azaltmayz,
boylece anlamsiz mutasyonlari olan hastalarda devam eden distrofin translasyonunu

tesvik etmeyi amaclayan kiiciik molekiillii bir tedavidir.

Ekzon atlama stratejileri, silinen digerlerine bitisik ekzonlar1 maskelemeye calisir.
Bu, okuma c¢ergevesinin yenilenmesi ile sonuglanir ve biraz daha kiiglik distrofin
iriiniiniin translasyonuna izin verir. Bu kategorideki terapiler, eteplirsen (ekson 51),
casimersen (ekson 45), golodirsen (ekson 53), viltolarsen (ekson 53) ve ayrica daha
verimli ve dayanikli olma potansiyeline sahip U7 kiigiik niikleer RNA'lar1 (snRNA)
icerir (75).

Bagka bir genom diizenleme stratejisi ise CRISPR/Cas9 platformu
kullanilmasidir. DMD  genindeki spesifik patojenik varyantlar1 hedefleme
potansiyeline sahiptir ancak hedef dis1 etkiler riski tasimaktadir (76).

2.2.1 DMD gen terapisi
Bu boyut, AAV veya lentiviriisler gibi popiiler viral vektorler ile gen terapilerinde

calismak i¢in ¢ok biiyiiktiir. Bundan otiiri, plazmid DNA ile aktarilabilen tam

uzunluktaki (~11 kb) ve viral yolla entegre edilebilen modifiye edilmis rekombinant
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mini veya mikro (6-8 kb) Distrofin gen dizilimlerinin distrofik fare veya kopek kas
dokularma aktarilmasiyla, distrofik patolojinin dramatik bir seviyede iyilestigi bircok
caligmada rapor edilmistir (77—79). Tedavi edici tam uzunluktaki Distrofin genini kas
hiicrelerinde ifade etmek icin viral olmayan plazmid DNA (pDNA) ile aktarilmasi, kas
hastaliklarini viral yontemlere kiyasla daha giivenli tedavi etmek i¢in kullanilan bir
yaklagimdir (78,80). Uzun siire stabil kalarak fonksiyonel 6zelliklerini koruyabilecek
sekilde donuk saklanabilen Distrofin kodlayan plazmid DNA, ayn1 zamanda biiyiik
miktarlarda tiretilmesi ve viral iiretime nispeten ucuz olmasindan 6tiirii daha avantajl

goriinmektedir (81).

Viral vektorlerden farkli olarak, pDNA’nin viicutta bagisiklik tepkisi olusturma
seviyesi oldukea azdir ve boylece DMD tedavisi i¢in tekrarli dozlarla hastaya transferi
miimkiindiir (82,83). Kas distrofisi i¢in ilk klinik deneme 2004 yilinda yayinlandi. Bu
deneme, MyoDys adi verilen tam uzunluktaki Distrofin kodlayan viral olmayan bir
plasmid DNA kullanilarak yapildi. Arastirmacilar, DMD hastalarinda plazmid
DNA’y1 dogrudan kas icine enjekte ettiler. Herhangi bir immunojenisite veya
toksisiteye neden olmamasina karsin ne yazik ki bu klinik ¢aligmada diisiik seviyede
ve etkinlikte Distrofin ekspresyonu saglanabildi (82). Tam uzunluktaki Distrofin geni
iceren pDNA’nin, intramiiskiiler enjeksiyon veya elektroporasyon ile, fare veya
primatlarin iskelet kasina lokal olarak verilmesiyle, kas liflerinde tutuldugu ve aylarca
farklilagmis iskelet miyofiberlerinde Distrofin iiretmeye devam ettigi rapor edilmistir

(84-86).

Diger yandan, insan immiin yetmezlik virlisii-1 (HIV-1)'den tiiretilen lentiviral
vektor ile iskelet kasi dahil olmak iizere bir¢ok boliinen ve boliinmeyen hiicrelerde
uzun siireli mini/mikro Distrofin ekspresyonunu saglanabilmistir (75,79,87). Distrofin
gen diziliminin son ekzonlarmin ¢ikarilmasiyla olusturulan mikro-Distrofin
diziliminden iretilen proteininin, pre-klinik DMD hayvan modellerinde eksprese
edildiginde, distrofik fenotipi kurtarmakta yeterli oldugu gdosterilmistir (87,88).
Neonatal Dmd-mdx-4Cv fare kaslarina lentiviral-mikro-Distrofin viriis enjeksiyonu
ile en az iki yil yaygin ve stabil Distrofin ekspresyonunun saglanabildigi rapor

edilmistir (87). Ancak, mini- ve mikro-Distrofin genleri ile yapilan fare ¢alismalarinda
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onemli bir islev sergiledikleri halde, tam uzunluktaki Distrofin protein fonksiyonlarin
yeterince sergileyemedikleri rapor edilmistir (89). Bununla birlikte, diisiik doz pDNA
ile aktarilan tam uzunluktaki Distrofin geninin, mini/mikro Distrofin ekspresyonunun
olusturdugu toksisite ve immunojenisiteye kiyasla daha az bir yan etki olusturdugu
belirtilmistir (86). Bu nedenlerden dolay1, tam uzunluktaki Distrofin kodlama dizisinin
gen terapilerde kullanilmasinin daha avantajli olabilecegi ongoriilmektedir. DMD
tedavisinde gerceklestirilen birgcok terapotik miidahale ile hastalar iyilestirilmeye ve
yasam kaliteleri arttirilmaya caligilmistir: hiicre tabanli yaklagimlar, ¢esitli ila¢ ve gen
terapi metotlar1 (4-6). Ancak DMD hastaliginin tedavisinde heniiz tatmin edici

standart bir protokol gelistirilememistir (7).

Diistiniilen gen terapi metodu ile lilke ekonomisine biiylik oranda katma deger
saglayacak yenilikg¢i bir gen terapi modelinin gelistirilmesi, hastalarin yasam kalitesini
ve Omriini arttiracaglr ongoriilmektedir. Gen terapi modeli, hastalarin iyilesme ve
hastanede yatig, siirelerinin kisalmasini da saglayacaktir. Glintimiizde kullanilmakta
olan ila¢ ve kok hiicre gibi tedavi yontemlerinde hali hazirda agiklanamamig, tedavi
stirecindeki belirsizliklere alternatif bir ¢6ziim yolu saglayacaktir. Bu sayede DMD
tedavilerinde giinliikk ihtiyaglarin giderilmesindeki zorluklarin azaltilmasi, hayat

kalitesinin arttirilmasi ve ailelerin 6nemli bir sorununa ¢6ziim olmasi beklenmektedir.

2.2.2 DMD gen tasarimi

Lentiviral, Lv-HSA-uDys/eGFP (lentiviral-mikro-Distrofin) vektoriinde, mikro-
Distrofin ekspresyonunu diizenleyen insan alpha-iskelet aktin geninden (HSA)
tiiretilmis giicli, iskelet kaslarina 6zgii bir promotor/gili¢lendirici (enhancer) eleman
kullanmigtir  (87). Lv-HSA-uDys/eGFP lentiviriisii ile transdiikte olan kas
dokusundaki miyofiblerin veya miyotiiplerin takibi i¢in ayrica, markdr gen olarak
eGFP’yi (Green fluorescent protein) kodlayan dizi Distrofin geni C-terminal ucuna
eklenerek flizyon protein olusturulmustur. Boylelikle kas hiicrelerinde mikro-Distrofin

proteininin varlig1 ve pozisyonu eGFP araciligiyla belirlenebilecektir.
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Iskelet alfa-aktin, memeli kalp dokusunda da eksprese edilir (90,91). Fetal
gelisimin ge¢ evresinde alfa-kardiyak aktin ana izoform haline gelir, ancak alfa-iskelet
aktin hala toplam ¢izgili kas aktin igeriginin neredeyse yarisini olusturabilir (92).
Tavuk kalbinde de benzer sonuglar gosterilmistir (93). Amfibi Xenopus laevis
embriyolarinin somit gelisiminde ayrica hem alfa-iskelet hem de alfa-kardiyak aktin
koordineli bir sekilde artmaktadir (94). Bununla birlikte, amfibi olmayanlar ¢izgili
kasta ifade edilen en az {i¢ farkli izoform ve diiz kasta ifade edilen sadece bir izoform

gibi goriinmektedir (95-97).

Bu gelisim paradigmasi, alfa-diiz kas izoaktininin ¢esitli miyofibroblast benzeri
hiicrelerde erken kalp ve iskelet kas1 gelisimi sirasinda da eksprese edildigini gosteren
caligmalarla daha da karmagsik hale getirilmistir (98,99). Simdiye kadar, bu ortak
ifadenin gercekten diizenlenmis bir ifadeyi yansitip yansitmadigi veya daha dogrusu
erken miyogenez sirasinda ilk yiliksek ifadeden kalici bir "sizintinin" (leakage) bir
sonucu olup olmadig tartigmali soruyu yanitlayacak dnemli bir kanit bulunamamustir.
"Sizint1" da olabilir, ¢ilinkii hiicresel veya ¢evresel uyaranlara ¢apraz yanit vermeyle
sonuglanan, kismen farkli diizenleyici 6gelerden olusur. Kalpte yiiksek alfa-iskelet
aktini eksprese eden bir mutant fare modelinde yiiksek dizi benzerligi ve patolojinin
olmamasina dayanarak, en azindan bu iki aktin izoformunun islevsel olarak fazla
oldugu varsayilir. Bu iki aktinin iglevi, muhtemelen protein kodlama bilgisinden ¢ok

uzay ve zamandaki farkli diizenlemeleriyle ilgilidir (100).

Distrofin transgeni, transgenik mdx farelerinde test edildiginde veya sistemik
olarak AAV vektorleri aracilifiyla mdx farelerine verildiginde oldukga islevsel oldugu
ve distrofik patolojiyi iyilestirebildigi gosterilen daha once tarif ettigimiz AR4-R23
uDys'e dayaniyordu. Son olarak, doniistiiriilmiis miyofiberlerin veya miyotiiplerin
verimli bir sekilde izlenmesine izin vermek i¢in, distrofinin C-terminal alanin1 eGFP'yi
kodlayan dizilerle degistirdik. Boyle bir ikamenin, aksi takdirde tam uzunluktaki veya

mini-distrofin fiizyon proteinlerinin islevselligini etkilemedigi daha 6nce gosterilmisti.

Son olarak, oa-iskelet aktin promotdrii ve giiclendirici (enhancer) kullanimi,

transgenin sadece farklilagan miyositlerde, miyotiiplerde ve miyofiberlerde eksprese
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edilmesine izin vererek, vektor tarafindan doniistiiriilebilecek miyojenik olmayan

hiicrelerde gen ekspresyonunu 6nledi (101).

uDys/eGFP flizyon proteini, rAAV vektorii tarafindan verilen mikrodistrofinleri
takiben elde edilene benzer bir sekilde histopatolojik anormallikleri diizeltme yetenegi
gosterdi (rAAV vektorleri tarafindan tasiman mikrodistrofinlerin, mevcut durumda

tutulan karboksi-terminal alanindan yoksundur) (101,102).

2.3 DMD Fare Modeli

Hastaligin temel biyolojisini daha iyi anlamak i¢in ¢ok sayida fare modeli
gelistirilmistir. Mdx genotipini, ek mutasyonlarla birlestirerek ciddi bir fenotip
eksikligi giderilmeye calisildi ve bdylece arastirmalar i¢in en yaygin kullanilan hayvan
modeli mdx faresi olmustur. 1980'lerin basinda, C57BL/10ScSn faresi kolonisinde
yiiksek CK ve histolojik miyopati kesfedilmistir (103). Distrofin eksikligine ragmen,
mdx fareleri minimal klinik semptomlara sahiptir ve yasam siireleri sadece ~%25

oraninda kisalmaktadir (104,105).

Mdx faresi birkag farkli genetik gegmise sahip olan farelerle ¢aprazlanmaktadir.
Bunlarin bazilari; albino, BALB/c, C3H, C57BL/6, DBA/2 ve FV ve ¢esitli bagisiklik

eksikligi olan suslardir. Farkli arka planlarda fenotipik varyasyonlar gozlenmistir.

Calismalarin ¢ogu, distrofinde mutasyon bulunan fare modellerinde yapilmistir.
DMD'nin ilk fare modeli, bir C57BL/10ScSn kolonisinde kendiliginden ortaya ¢ikan
Dmdmdx (mdx) ¢izgisiydi (106). Glikolitik enzim aktivitesi mutantlari kesfetmek i¢in
tasarlanmig bir ekranda tanimland1 ve kanda 3 kat daha yiiksek seviyede piruvat kinaz
aktivitesine sahip oldugu gosterildi (107). Molekiiler analizler, bu dizinin ekson 23'te
anlamsiz bir mutasyon tasidigini ve bunun erken bir sonlandirma kodonu ve kesilmis

(truncated) bir protein ile sonu¢landigi gosterildi (108,109).

Burada agiklanan double nakavt fare modellerinin yan1 sira ¢ogu ¢alisma, aksi

belirtilmedigi siirece mdx hayvanimi kullanmaktadir. Insanlardaki gibi, mdx’de iskelet
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kaslar1 da aktif miyofiber nekrozu, hiicresel infiltrasyon, c¢ok cesitli miyofiber
boyutlar1 ve ¢ok sayida merkezi ¢ekirdekli yenileyici miyofiber sergilemektedir. Bu
fenotip ayn1 zamanda, kas izometrik giiciinde yaklasik 5 kat azalma ile sonuglanan

ilerleyici dejenerasyon ve miyofiber kaybina ugrayan diyaframda gelistirilmistir (110).

Bununla birlikte, iskelet ve kalp kaslarinda distrofin olmamasina ragmen, yetiskin
mdx fareleri, insan DMD'sinin patojenik ilerleme 6zelligini sergilemez. Arka uzuv
kaslarinda nekroz ve rejenerasyon 3-4 haftalikken zirve yapar, ancak daha sonra

ilerleme yavaslar (111).

Distrofinin iskelet dis1 ve kardiyak izoformlarinin roliinii arastirmak i¢in alternatif
genetik modeller kullanilmistir. Mdx ve mdx®" aksine, mdx52, mdxP#®° ve Dmd-null
hatlar1, kalp ve iskelet kas1 disinda bulunan daha kisa distrofin izoformlarini etkileyen
mutasyonlara sahiptir. Mdx52 faresi, ekson 52'nin silinerek bir neomisin kaseti ile

degistirme yolu kullanilarak olusturulmustur (112).

Ik sistemik gen terapisi tedavisi, Gregorevi¢ ve arkadaslar1 tarafindan mdx
farelerinde gerceklestirilmistir (113). Ardindan utrofin/distrofin ve myoD/distrofin
dko farelerinde gergeklestirildi (114,115). Bu calismalarda, mikro-distrofin gen
tedavisi ile kas distrofisinde histolojik ve fizyolojik belirtilerini 6nemli &lgiide

tyilestirdi, CK seviyesini diislirdii ve yasam siiresini uzatti.

Mdx fare ve double nakavt modellerinde yillarca siiren kapsamli arastirmalar,
hastaligin iskelet kasi bileseni hakkindaki anlayis1 biiyiik 6l¢iide artirmistir. Utrophin
mdx/utr”’~ nakavt, birgok DMD hastasinda up-regiile edilen distrofine gelisimsel bir
homolog olan utrophinin telafi edici roliinii gdstermistir. Ayrica DGC'yi hedefleyen a-
dystrobrevin mdx/dtna™" double nakavt, bu yapisal kompleksin sinyalleme bileseninin

onemini, 6zellikle nNOS lokalizasyonunun roliinii géstermektedir (23).
Projede sunulmaktan olan DMD gen terapi modelinde testlerinin yapilacagi dmd-

mdx-4Cv faresi, kimyasal mutagenez ile gelistirilmistir ve C57BL/6 susuna geri

caprazlanmigtir. DMD-mdx-4Cv fareleri, distrofin geninin ekzon 53'linde bir erken

24



sonlandirma kodonuna sahiptir. Bu susun MDX-10ScSn susuna gore 10 kat daha az

doniisebilen miyofiberi vardir (116).

Fare fenotipinde DMD modeli, insanlara gore daha hafif distrofik patoloji
gostermektedir. Clinkii geng DMD farelerinde hastaligin siddetini azaltan telafi edici
mekanizmalar bulunmaktadir. Utrofin ve integrin ekspresyonu Distrofin yoklugunda
artarak regiilasyon ve boylelikle kas rejenerasyonu yavas da olsa devam etmektedir
(117). Bundan dolay1, geng¢ DMD-mdx fareleri, DMD ¢ocuklarinin aksine, bagarili bir
kas rejenerasyonu sergiler ve genis bir fibroz fenotipi gdstermez. Dmd-mdx farelerde
yapilacak fonksiyonel egzersiz testleri, bir tedavinin etkili olup olmadigini belirlemek
icin dmd-mdx-4Cv fare kaslarin1 zorlamak ve hastaligi siddetlendirmek igin
kullanilmaktadir (118). 18 aylik DMD-mdx farelerde, rejenerasyon kapasitesi giderek
azalmakta ve hastaligin ciddiyetinde eszamanli bir artis meydana gelmektedir. Bu
nedenle, 18. ay1 takiben yasli DMD-mdx fareleri tarafindan sergilenen muskiiler

distrofi, insan DMD'nin miyopatisine daha ¢ok benzemektedir (119).
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3 GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec

Tablo 1. Kullanilan hiicre hatlarinin listesi.

Hiicre Hatlar

Katalog numarasi, Markasi

HEK293T- Insan bébrek embriyonik
hatt1

CRI-3216, ATCC

Jurkat- Akut T hiicre 16semisi

TIB-152, ATCC

MKH-Mezankimal kok hiicre

Gobek bagindan elde edilmistir

Vero-Afrika yesil maymun bobrek

epitel hiicresi

ATCC

Tablo 2. Kit, soliisyon ve antikorlarin listesi.

Kit, soliisyon ve antikorlar

Katalog numarasi, Markasi

RPMI 1640 medyum

01-101-1A, Biological Industries

DMEM medyum

11965084, Gibco

Is1 inaktivasyonlu fetal sigir serum (FBS)

10500064- Gibco

Penisilin-streptomisin (10X)

03-031-5B, Biological Industries

DPBS (no calcium, no magnesium)

02-023-1A, Biological Industries

Isopropanol

A3928, PanReac Appli chem

MTT soliisyonu

CTO01, MercMillipore

Tripan mavisi

T8154, Sigma Aldrich

BX-795

Sigma Aldrich

Vectofusin-1

130-111-163, Miltenyi

QIAfilter Plamid Giga kit

12291, QIAgen

Lenti-X konsentrator

PT4421-2, Takara

Lenti-X™ Gostix™ Plus

631281, Takara

Fugene HD transfeksiyon reaktifi

E2312, Promega
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Tablo 2. Kit, soliisyon ve antikorlarin listesi (Devami).

Optimem

31985070, Gibco

MSC NutriStem® XF medyum

05-200-1A, Biological Industries

MSC NutriStem® XF Suppl. Mix

05-201-1U, Biological Industries

Insan serum albumin

Octapharma CSL Behring

Ficoll-Paque Plus

17-1440-02, Cytiva

LB agar

110283.0500, Merck

LB broth

110285.0500, Merck

Ampisilin 100mg/ml

AS5354, Sigma Aldrich

Tripsin EDTA soliisyon C

03-053-1B

Etanol

K50322786826, Millipore

Steril Distile su

21175005, OSEL

Magnezyum kloride, 25mM

157039999, QIAGEN

Direct-zol RNA MiniPrep Plus

R2072, Zymo Research

High capacity cDNA reverse

transcription kit

01079060, Appliedbiosystems

QuantiTect® SYBR® green PCR kit

204143, QIAGEN

UltaPure™ Agarose

16500100, Invitrogen

1 Kb plus DNA ladder

01105205, Invitrogen

50X TAE buffer

1610773, Biorad

Xpert Green DNA Stain Direct

GS020001, GRISP

Formalin soliisyon, neutral buffered, 10%

SLBT7772, SIGMA

Fare anti-distrofin antikor

NCL-DYS-1, LEICA

QuickTiter™ Lentivirus Titer Kit,

Lentivirus Associated HIV p24 Elisa kiti

120720147, Cell Biolabs

Deksametason 21-fosfat 8mg/2ml Ibrahim Etem
FASP Protein Digestion Kit Ab270519, Abcam
SDS page Biorad

Asetonitril hypergrade for LC-MS

51101, Thermo scientific
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Tablo 3. Ana ekipmanlarin listesi

Ana ekipmanlar

Katalog numarasi, Markasi

Sinif I biyolojik giivenlik kabini MN120, Niive

Isik mikroskopu Leica

Inkiibator 1C0150med, Memmert
FLUOstar Omega, Elisa okuyucu BMG LABTECH

Akis sitometrisi

Cytoflex, Beckman Coulter

Su banyosu

NB20, Niive

Santrifiij

Allegra X-30R, Beckman Coulter

Otomatik hiicre sayic1

T20, Biorad

Pipette aid

Pipetus, Hirschmann

Pipet (10, 100, 200, 1000 ul)

Axygen

Buzdolabi (+4°C ve -20°C)

1060TY, Argelik

Dondurucu (-80°C)

DW-86L628, Haier

Sivi azot tanki, LABS-40K

Worthington Industries

Nanodrop NanoDrop one, Thermo
Gel Doc™ EZ Imager Biorad

Lightcycler® 96 Roche Life Science
T100™ Thermal Cycler Biorad

GentleMACS™ Dissociator, Doku

pargalayict

Miltenyi Biotec

gentleMACS™ C-tube

5200427237, Miltenyi Biotec

Ultrasonik homojenizatér UP200St Hielscher
INCU-Line inkiibator VMR
Bilyal 6giitiicti, MM400 Retsch

Stericup quick release durapore 0.45pum

PVDF, 1000 ml

S2HVUI11RE, Millipore

Microfuge 200 centifuge

Beckman Coulter
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3.2 Yontem

3.2.1 Lv-HSA-pDys/eGFP lentivirus iiretimi ve etkinlik testleri

3.2.1.1 Plazmid tasarimi

Lentiviral, Lv-HSA-uDys/eGFP (lentiviral-mikro-Distrofin) vektoriinde, mikro-
Distrofin ekspresyonunu diizenleyen insan alpha-iskelet aktin geninden (HSA)
tiiretilmis giicli, iskelet kaslarina 6zgii bir promotor/gili¢lendirici (enhancer) eleman
kullanild1 (87). Lv-HSA-uDys/eGFP lentiviriisii ile transdiikte olan kas dokusundaki
miyofiblerin veya miyotiiplerin takibi i¢in ayrica, markor gen olarak eGFP’yi (Green
fluorescent protein) kodlayan dizi Distrofin geni C-terminal ucuna eklenerek flizyon
protein olusturuldu. Boylelikle kas hiicrelerinde mikro-Distrofin proteininin varligi ve
pozisyonu eGFP araciligiyla belirlendi. Projede kullanilacak plazmidler Addgene’den

temin edildi.

e Lv-HSA-uDys/eGFP (Addgene #26810) (120)
e pCMV-VSV-G (Addgene #8454) (121)
o psPAX2 (Addgene #12260) (psPAX2 was a gift from Didier Trono)
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Sekil 4. pPCMV-VSV-G plazmid.

3.2.1.2 Tranformasyon ve plazmid izolasyonu

Gen terapi amaciyla kullanilacak olan plazmidlerin (Lv-HSA-uDys/eGFP;
pCMV-VSV-G; psPAX2) cogaltilmast i¢in CaCl, metodu ile E. coli bakterisinin
(NEB®) DH-5 alfa susu DNA'y1 alabilen ve transforme olabilen (competent hiicre)
duruma getirilmistir. Boylelikle hiicre zar1 plazmid DNA's1 i¢in gegirgen hale
gelmistir. Kompetent hiicrelerin buz iistiinde 30 dakika bekletildikten sonra kisa bir
siire (20 saniye) i¢in 1s1 (42°C) sokuna maruz kalmasi sonucu ortamdaki plazmid
DNAs1 E. coli hiicrelerine aktarildi. Bakteriler LB Agar iizerinde 16-20 saat 37°C’de
cogaltild1 ve spesifik koloniler mini ve maksi kiiltiirli i¢in se¢ildi. Plazmid DNA

izolasyonu Qiafilter plazmid giga kiti ile firetici firmanin kullanim talimatlar

kullanilarak izolasyon gergeklestirildi.
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3.2.1.3 Jel elektroforez

%1°1ik Tris Asetik asit EDTA (TAE) tampon ¢ozeltisi icinde hazirlanmis %0.8’lik
agaroz jele yiiklenen Xpert Green DNA Stain Direct ile boyanan ortalama 40 ng DNA
ornekleri ve 1kb DNA merdiveni (DNA ladder) 60 dakika, 100 volt ve 60 mA ile
yiiriitiilerek bakteriyel DNA kontaminasyonunun varligt ve plazmid DNA’larin
biiytlikliigiine gore varligt degerlendirildi. Goriintiileme Gel Doc™ EZ Imager

cihazinda alindi.

3.2.1.4 Transfeksiyon ve lentiviriis iiretimi

HEK293T hiicreleri %10 1s1 inaktivasyonlu fetal sigir serum (FBS) ve %1
Penisilin-Streptomisin takviyesi ile hazirlanan DMEM high glucose (Gibco)
besiyerinde ¢ogaltildi. HEK293T hiicreleri her lot dncesinde mikoplazma ve sterilite
(endotoksin, mikrobiyal yiik) kalite kontrol testlerine tabi tutuldu. 21 ¢ok kath
flasklara 60x10° HEK293T hiicresi 100 ml HEK293T besiyeri igerisinde ekildi ve 24
saat sonra hiicreler flaskin %80’ini kapladiktan sonra her flaskin medyumu dokiildii
ve 75 ml OPTIMEM (%! penisilin-streptomisin) tim flasklara eklendi. 1-2 saat
37°C’de inkiibe edildikten sonra Promega marka FuGENE® HD Transfeksiyon
reaktifi, VSVG, psPAX2 ve Lv-HSA-uDys/eGFP plazmidleri kullanilarak HEK293T
hiicrelerinin transfeksiyonu iiretici firmanin talimatlarina gore gergeklestirildi. 16 saat
inkiibasyon sonrasi flasklardaki besiyer dokiilerek, 75 ml OPTIMEM (%1 penisilin-
streptomisin) eklendi. 48 ile 72 saat sonra slipernatantlar 45 um ile filtre edildikten
sonra Lenti-x konsentrator (Toplam hacmin 3’te 1’1 kadar) eklendi ve 4°C’de
muhafaza edildi. Toplanan siipernatantlar 1500xg 45 dakika 4°C’de santrifiij edilerek
pelletler OPTIMEM (%1 Penisilin-Streptomisin) besiyeri ile ¢dziindi (Sekil 5).
500,000 IFU’dan yiiksek oldugu Lenti-X™ Gostix™ Plus kullanilarak, 10 dakika
icerisinde iiretici talimatina uyarak test edildi. Toplanan lentiviriis sollisyonu kalite
kontrol analizleri i¢in ayrilan numune farkli viale alindiktan sonra -80°C’de muhafaza
edildi. Lv-HSA-uDys/eGFP titre testinin ardindan sterilite, saflik ve replikatif
kompetan lentiviriis (RCL) analizleri dahil olmak {iizere diger kalite kontrol testleri

yapildi. Uretilen plazmid ve lentiviriisiin tiim kalite kontrol testleri Acibadem Labmed
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Laboratuvari'nda akredite protokollerle gerceklestirildi. Kabul kriterleri (122) ile
tabloda sunulan yontemlere gore kalite kontrol testleri (Tablo 9) gergeklestirildi.
BACTEC kan Kkiiltiirii siselerinde BACTEC™ FX kan kiiltlirii sisesiyle birlikte
sterillik test edilmistir. Mikoplazma analizi, Mycoplasma tiirii 500 PCR kiti ve
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) ile belirlendi.

©O
HEK293T /

| ™
l / | -
OEE — 4"/ .
+
-
e — @& —
= — 72. saat sonra = A
— Lenti X
- Concentrator
% ' p24 ELISA :
m®mm g
-e e P 9.
— —————
- Lv-HSA-pDYS/eGFP -
L

- l
= Titrasyon —

Sekil 5. Lentiviriis tiretimi.

3.2.1.5 Lentiviriis titre hesaplama

Lentiviris titre hesab1 akim sitometri ve QuickTiter™ Lentivirus Titer (Lentivirus

Associated HIV p24) Elisa kiti kullanilarak iki dogrulama yapilarak hesaplandi.

10,000 mezankimal kok hiicre (MKH) 96 kuyucuklu plakaya 100 ul MKH
besiyeri igerisinde ekildi. MKH besiyeri olarak MSC NutriStem® XF medyum (MSC
NutriStem® XF Suppl. Mix ve %1 Penisilin-Streptomisin) kullanildi. Seri diliisyon
yapilarak lentiviriis 10 pl’den baslayarak en son 0.03 pl olarak Sekil 6’da gosterildigi
gibi eklendi. Sadece MKH grubuna viriis eklenmedi. 96 kuyucuklu plaka 3 giin
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boyunca 37°C’de inkiibe edildi. 3 giin sonrasinda kuyucuklar iyice karigtiralarak 50 pl

cam tiiplere aktarilarak akim sitometri cihazinda okutuldu.

Viriislerin titrasyonu 1:10 ve 1:100 dilisyon yapilarak viral QuickTiter™
Lentivirus Titer Kit, (Lentivirus Associated HIV p24 Elisa) kiti kullanilarak

hesaplandi. Kit {ireticinin talimatlarina uyarak yapildu.

9 9 1_0 1 172
O 0/0,0/0
S 00,00
C 0000
S 0/00/0
< 0/00/0
C 0000
-0 © 4= OO0
OO [ we OO0

viral titrasyon

Sekil 6. Lentiviriis titrasyonu i¢in 96 plaka hiicre ekimi.

3.2.1.6 Replikatif kompetan lentiviriis tayini

Lentiviriisiin transdiikte edilen hiicrelerde kendini kopyalama olasiligini test
etmek amaciyla Lv- HSA-uDys/eGFP enfekte edilmis MKH hatlarina ait siipernatant
ornegi MKH hiicrelerini eklenerek 21 giin kiiltiir sonunda akim sitometrisinde eGFP
ekspresyonu kontrol edildi (123). Beklenti <%]1 seklindedir (124). MKH besiyeri
olarak MSC NutriStem® XF besiyerinin i¢erisine MSC NutriStem® XF Suppl. Mix

ve %1 Penisilin-streptomisin eklenerek hazirlandi.
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3.2.1.7 In vitro HSA promotor testi

3.2.1.7.1 PKMH izolasyonu

30 ml periferik kan (Etik komite izni ve onay formu EK 2’ye eklendi.) sitratl kan
tiipiine alind1. Periferik kan monontikleer hiicresi (PKMH) ficoll-plaque kullanilarak
santrifiij yapildi. Tiip 800 xg 25 dakika 21°C’de santrifiij yapildi. PBMC kismi pipet
yardimiyla ¢ekilerek 50 ml falkon tlipe aktarildi. Yikama islemi i¢in Dulbecco'nun
fosfat tuz ¢ozeltisi (DPBS) eklenerek 400xg 10 dakika 21°C’de santrifiij yapildi.
Stipernatant1 uzaklagtirarak, tiipiin dibindeki pellet DMEM high glucose besiyeri
icerisine (%10 FBS ve %] Penisilin-streptomisin) kullanilarak ¢ozdiiriiliip, kiiltiire

alindi.

3.2.1.7.2 HSA promotor testi

HEK293T, Vero ve PKMH hiicrelerinin kiiltiirii icin DMEM high glucose
besiyeri, %10 FBS ve %1 Penisilin-streptomisin kullanildi. Jurkat hiicresinin kiiltiirii
icin RPMI1640 besiyerinin icerisine %10 FBS ve %1 Penisilin-streptomisin, %1 mem
vitamin, %1 mem nonessential aa ve %1 sodium pyruvate eklendi. 10,000 HEK293T,
Jurkat, Vero ve PKMH hiicreleri duplike ve ayr1 ayri olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakaya 100 ul besiyer igerisinde ekildi. 10 pl lentiviriis eklendi. Kontrol olarak sadece
hiicre grubuna viriis eklenmedi. 96 kuyucuklu plaka 3 giin boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. 3 giin sonrasinda kuyucuklar iyice karistirilarak 50 pl cam tiiplere aktarilarak

akim sitometri cihazinda okutuldu.

3.2.1.8 1In vitro sitotoksisite testi

96 kuyucuklu plaka (F) kullanilarak 10,000 MKH, 100 pul MKH besiyeri
icerisinde ekildi. MKH besiyeri olarak MSC NutriStem® XF besiyerinin igerisine
MSC NutriStem® XF Suppl. Mix ve %1 Penisilin-streptomisin eklenerek hazirlandi.

24 saat sonra kuyucuklardaki besiyer ¢ekilip, atildi. 100 pl yeni besiyer igerisinde 3,
5,7, 10 ve 15 MOI Lv-HSA-uDys/eGFP eklendi. Sadece MKH grubuna lentiviriis
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eklenmedi. Biitiin gruplar duplike olacak sekilde hazirlandi. 37°C’de 72 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra, besiyer kuyucuklardan uzaklastirildi ve tiim kuyucuklara 100
ul MTT soliisyonu (%10 FBS’li DMEM besiyeri ile 10’da 1 dillisyon yapildiktan
sonra kullanildi) eklendi. 4 saat sonrasinda ise 100 pl isoproponol eklendi. 96
kuyucuklu plaka 200 rpm’de 10 dakika calkalayicinin {izerinde durduktan sonra Elisa

okuyucusunda 570 nm okutuldu.

3.2.1.9 Transdiiksiiyon

3.2.1.9.1 Yontem 1

24 kuyucuklu plaka igerisine 200,000 MKH hiicresi 500 pl MKH besiyeri
kullanilarak ekildi. 3 MOI ve 5 MOI Lv-HSA-uDys/eGFP, BTX795 ile birlikte
eklendi. 6 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra 300xg 10 dakika santrifiij
yapildi. Daha sonra 24 kuyucuklu plakada 5 giin boyunca ¢ogaltildi. eGFP

ekspresyonu akim sitometri cihaziyla 6l¢iildii.

3.2.1.9.2 Yontem 2

24 kuyucuklu plaka igerisine 200,000 MKH hiicresi 500 pl MKH besiyeri
kullanilarak ekildi. 3 MOI ve 5 MOI Lv-HSA-uDys/eGFP eklendi. 400xg 60 dakika
34°C’de santrifiij yapildiktan sonra 16 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra
24 kuyucuklu plakada 5 giin boyunca c¢ogaltildi. eGFP ekspresyonu akim sitometri

cihaziyla olgiildii.

2 farkli transdiiksiiyon yontemiyle elde edilen ekspresyon sonuglari karsilastirildi.

3.2.2 Deney hayvanlarinin temini ve bakimi

Arastirmada, 18 aylik/ 4 haftalik/ 10 aylik C57Bl/6 ve dmd-mdx-4Cv fare
kullanildi. C57Bl/6 ve dmd-mdx-4Cv fareleri Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Kerem Aydmlar Kampiisii'nde faaliyetlerini siirdiiren ACU-Deney

Hayvanlar1 Merkezi’nden (DEHAM) tedarik edildi. Tiim hayvanlar IVC (Bireysel
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havalandirmali kafesler) kafeslerde yasamakta olup, kafes i¢i sicaklik (22°C +1°C),
nem (50 +15%) ve hava sirkiilasyonu elektronik olarak diizenlenip takip edildi.
Merkezde aydinlik/karanlik periyodu 12/12 saat seklinde ayarlandi. Farelerin kafes
temizligi en az haftada iki kez DEHAM’da ¢alisan uzmanlar tarafindan yapildi.
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan (ACU-HADYEK) onay alinmistir (EK-3 eklenmistir). Deney planinin

uygulanmasindan sonra, farelere servikal dislokasyon yoluyla 6tenazi yapildi.

3.2.2.1 Hayvan deneylerinin planlanmasi

3.2.2.1.1 Giic (Power) analizi

Deney planinda kullanilacak fare sayisinin belirlenmesi i¢in gii¢ analizi G-Power
v3.1.9.2 yazilimi kullanilarak yapildi. Kantitatif analiz kullanilan deneysel
yaklagimlarda giiciin minimum %80 olmas1 gerekmektedir. 4 grubunun birbiri ile
karsilastirilmasi, tek yonli ANOVA (alpha=0,05) kullanilarak yapilacaktir. G-Power
programinda yapilan gii¢ analizine gore, %80 gii¢ ve 0,75 etki biiyiikliigii ile tasarlanan
deney plani i¢in 4 grubun her grubunda n=6 olacak sekilde orneklem biiyiikliigii
belirlenmistir. Sekil 7’de Orneklem biiyiikliigiiniin (n) ve giiclin herhangi bir
kombinasyonu igin tespit edilebilen ortalama farkliliklar1 verilmistir. Sonug olarak;

Grup bagina 6 fare ile testin giicii 0.80, toplam fare 24 olarak hesaplandi.

F tests - ANOVA: Fixed effects. omnibus. one-way
Number of groups = 4. a err prob = 0.05. Effect size f = 0.75

00
0000’ Eflectsize

o— =075

Total sample size
[~
b
g
pS

0.6 0.65 0.7 0.75 08 0.85 0.9 0.95
Power (1-B err prob)

Sekil 7. Orneklem biiyiikliigiiniin (n) ve giiciin herhangi bir kombinasyonu igin tespit
edilebilen ortalama farkliliklar.
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3.2.2.2 Dmd-mdx-4Cyv farelerin dogrulanmasi

Sekanslama icin 3 erkek ve 6 disi dmd-mdx-4Cv farelerin kulaklarindan parga
alindi ve 53. ekzon bolgesi PCR ile c¢ogaltildi. ileri (forward) primer
‘tttccactgtcttctettgagt’ ve geri (reverse) primer igin ‘ggcactcatctgtagtettga’ kullanildi.
Ileri primerin Tm sicaklig1 55.7°C ve geri primerin ise 55.4°C. Yeni nesil dizileme

caligmas1 Acibadem Labgen tarafindan gerceklestirildi.
3.2.2.3 Lv-HSA-pDys/eGFP enjeksiyon icin gruplarin belirlenmesi

DMD gen terapisi i¢in agagida belirtilen yontemler; bakteriyel transformasyon,
plazmid DNA izolasyonu, lentiviriis liretimi ve titrasyonu, mikrobiyolojik ve etkinlik
kalite kontrol testleri tamamlandi ve etik kurul onayli pre-klinik fare test ¢caligmalari
ve farkli yas gruplarinda olan dmd-mdx-4cvfarelerde DMD gen tedavisi test edildi.
Tedavi Oncesi 12. ve 2. saate ve tedavi sonrasi 4. saatte 5 mg/kg Dexamethasone Lv-
HSA-uDys/eGFP uygulanan dmd-mdx-4cv farelerine ve pozitif kontrol grubuna
intraperitoneal (IP) olarak enjekte edildi (Sekil 8) (125). Lv-HSA-uDys/eGFP gen
tedavisi IP ya da intramiiskiiler (IM) olarak gruplarda belirtildigi iizere enjeksiyon
gerceklestirildi. Pozitif kontrol grubu icin sagliklt C57B1/6 fareleri kullanildi. Negatif
kontrol grubu DMD’li dmd-mdx-4Cyv farelerine hicbir tedavi uygulanmamastir.

O &

Dexamethasone Dexamethasone Lv-HSA-uDys/eGFP Dexamethasone
enjeksiyon enjeksiyon enjeksiyon enjeksiyon
s O 3 ? 0
-12 sa -2 sa 0 sa 4 sa

Sekil 8. Tedavi uygulanacak dmd-mdx-4Cv fare gruplari i¢in enjeksiyon zamanlari.
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3.2.2.3.1 18 aylik dmd-mdx-4cv farelere uygulama

Dmd-mdx-4Cv farelere 18 aylikken 3 farkli enjeksiyon (IP/IM, IM, IP) ile gen

transferi yapilmistir ve aylar icerisindeki Distrofin gen ekspresyonu degisimleri takip

edildi. 18 aylik Dmd-mdx-4Cv farelerindeki 1. gruba IP ve IM enjeksiyon, 2. guruba

sadece IM enjeksiyon ve 3. gruba sadece IP enjeksiyon olarak gen tedavisi uygulandi.

Lv- HSA-uDys/eGFP, grup 1, 2 ve 3’e 5x10° TU/ 200 ul DPBS seklinde verildi.

Tedavi Oncesi -12. ve -2. saatte ve tedaviden 4 saat sonra 100 pg Dexamethasone IP

olarak enjekte edildi (125). Her grupta 4 fare mevcuttur ve takip siiresi 6 ay olarak

belirlendi. 3. ayin sonunda her gruptan 2 fare sakrifiye edildi, geri kalan farelere 2.

Doz olarak Lv- HSA-uDys/eGFP 5x10° TU/ 200 pl DPBS Lv- HSA-uDys/eGFP

enjekte edildi. 6.aym sonunda geri kalan farelerin sakrifikasyonu gerceklestirildi

(Sekil 8) (Tablo 4).

Tablo 4. 18 aylik dmd-mdx-4cv farelere uygulama. Caligma asagidaki tabloda

ayrintilar1 verilmis olan gruplar lizerinde test edilecektir.

GRUPLAR

UYGULAMALAR

IM/TP

M

IP

Kontrol

Dmd-mdx-4Cv

* Dmd-mdx-4Cv farelerine, 5x10° TU IM/IP Lv-
HSA-uDys/eGFP enjeksiyon

* Tedavi oncesi ve sonrast IP yolla
Dexamethasone

* Dmd-mdx-4Cv farelerine, 5x10° TU IM Lv-
HSA-uDys/eGFP enjeksiyon

* Tedavi dncesi ve sonrast IP yolla
Dexamethasone

* Dmd-mdx-4Cv farelerine, 5x10° TU IP Lv-
HSA-uDys/eGFP enjeksiyon

* Tedavi oncesi ve sonrast IP yolla
Dexamethasone

* C57Bl/6 farelerine, IP yolla Dexamethasone
uygulanacaktir

* Lv- HSA-uDys/eGFP uygulamasi
yapilmayacaktir

* Dmd-mdx-4Cyv farelerine, higbir uygulama
yapilmayacaktir
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3.2.2.3.2 4 haftallk dmd-mdx-4cv farelere uygulama

4 haftalik erkek Dmd-mdx-4Cv farelere IP ve intramuskiiler IM olarak 2 farkh
doz verildi (Tablo 5). Lv-HSA-uDys/eGFP, Doz 1 grubuna 5x10° TU/200ul DPBS ve
Doz 2 grubuna 1.5x10% TU/200ul DPBS IP/IM olarak enjekte edildi. Tedavi 6ncesi

12. ve 2. saate ve tedavi sonrasi 4. saatte 100 ng Dexamethasone IP olarak Doz 1, Doz

2 ve pozitif kontrol grubuna enjekte edildi (Sekil 8) (125). Her grupta 6 fare mevcuttur

ve takip siiresi 2 ay olarak belirlenmistir. 2.

gerceklestirildi.

Tablo 5. 4 haftalik dmd-mdx-4cv farelere uygulama. Calisma asagidaki tabloda

ayrintilar1 verilmis olan gruplar tizerinde test edilecektir.

GRUPLAR

UYGULAMALAR

Doz 1

Doz 2

Kontrol

Dmd-mdx-4Cv

* Dmd-mdx-4Cv farelerine, 5x10° TU IP/IM
Lv-HSA-uDys/eGFP enjeksiyon

* Tedavi oncesi ve sonrast IP yolla
Dexamethasone

* Dmd-mdx-4Cv farelerine, 1.5x10° TU IP/IM
Lv-HSA-uDys/eGFP enjeksiyon

* Tedavi dncesi ve sonrast IP yolla
Dexamethasone

* C57BI/6 farelerine, IP yolla Dexamethasone
uygulanacaktir

* Lv-HSA-uDys/eGFP uygulamasi
yapilmayacaktir

* Dmd-mdx-4Cv farelerine, hi¢bir uygulama
yapilmayacaktir

aym sonunda sakrifikasyon
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3.2.2.3.3 10 ayhk dmd-mdx-4cv farelere uygulama

Erkek 10 aylik dmd-mdx-4Cv farelere IP ve intramiiskiiler IM olarak 2 farkli doz
verildi (Tablo 6). Lv-HSA-uDys/eGFP, Doz 1 grubuna 5x10° TU/200ul DPBS ve Doz
2 grubuna 1.5x10° TU/200ul DPBS IP/IM olarak enjekte edildi. Tedavi 6ncesi 12. ve
2. saate ve tedavi sonrasi 4. saatte 100 pg Dexamethasone IP olarak Doz 1, Doz 2 ve
pozitif kontrol grubuna enjekte edildi (Sekil 8)(125). 2 hafta sonra 2. Doz olarak Doz
1 grubuna 5x10° TU/200ul DPBS ve Doz 2 grubuna 1.5x10° TU/200ul DPBS IP/IM
olarak enjekte edildi. Tedavi Oncesi 12. ve 2. saate ve tedavi sonrasi 4. saatte 100 pg
Dexamethasone IP olarak Doz 1, Doz 2 ve pozitif kontrol grubuna enjekte edildi. Her
grupta 5 fare mevcuttur ve takip siiresi 1 ay olarak belirlendi. 1. ayin sonunda

sakrifikasyon gergeklestirildi.

Tablo 6. 10 aylik dmd-mdx-4cv farelere uygulama. Calisma asagidaki tabloda
ayrintilar1 verilmis olan gruplar tizerinde test edilecektir.

GRUPLAR UYGULAMALAR N
* Dmd-mdx-4Cv farelerine, 5x10° TU IM/IP Lv- 5
Doz 1 HSA-uDys/eGFP enjeksiyon
* Tedavi Oncesi ve sonrasi IP yolla Dexamethasone
Doz 2 * Dmd-mdx-4Cv farelerine, 1.5x10° TU IM/ IP Lv- 5
HSA-uDys/eGFP enjeksiyon
* Tedavi 6ncesi ve sonrasi IP yolla Dexamethasone
Kontrol  * C57Bl/6 farelerine, IP yolla Dexamethasone 5
uygulanacaktir
* Lv- HSA-uDys/eGFP uygulamasi yapilmayacaktir
Dmd-mdx- * Dmd-mdx-4Cv farelerine, hi¢bir uygulama 4
4Cv yapilmayacaktir
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3.2.2.4 Motor performans analizi

Kas goriinlimiinde histolojik iyilesmeler degerlendirilebilmesine ragmen
fizyolojik ve fonksiyonel bir iyilesmenin de pre-klinik ¢aligmamizin klinik insan
caligmasina gegmeden Once tespit etmeyi amaglamaktayiz. Bu nedenle Dmd-mdx-4Cv
farelerde kas fonksiyonunu degerlendirmek icin birtakim teknikler kullanildi. Gen
transferinin ardindan, pre-klinik gelisim testleri olarak, fonksiyonel kas gelisiminin
incelenmesi i¢in 6n ayak tutus giicii testi, bir tel ya da bir 1zgara ile asma testi, yliriime
(tracking) testi gibi davranis deneylerinin uygulanmasi 4 haftada bir olacak sekilde

planlandi (Sekil 9).

Enjeksiyon sonrasi motor fonksiyonlarn analizi

’:—.:‘ \

Rotarod Testi Tracking testi Kavrama giicii testi Ayak izi testi

Sekil 9. Enjeksiyon sonrasi her grupta yapilacak olan motor performans analizleri
(Created with BioRender.com).

3.2.2.4.1 Kavrama giicii testleri

Gen transferini takiben DMD modeli farelerde denge, koordinasyon ve kas
durumu, aski testleri (Hanging Test) ile degerlendirilmesi planlandi. Bu prosediire
gore; ilk olarak aski aparatt kurulumu yapildi. Aparat kurulumu i¢in 2 mm
kalinligindaki metal bir aski bir rafa sikica sabitlenerek yaklasik 37 cm mesafe
birakild1 (126). Fare 1zgaraya yerlestirilerek ve dort pengeleriyle kavramasi saglandi

ve zamanlayiciyr baslatildi. Giigsiiz olan farelerin normalin disinda olarak telin
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iizerinde durmak veya kasith olarak atlamak gibi asilmaktan kacis davranislar
sergilemesi beklenmektedir. Eger fare telden diigiiyorsa zamanlayici durdurularak asili

kaldigi siire kaydedildi. Maksimum asili kalma siiresi kaydedildi.

3.2.2.4.2 Rotarod testi (Rotarod Running)

Kas giicili, koordinasyon, denge ve durum belirlenebilmesi i¢in Rotarod testi
(Rotarod Running) uygulanmasi amaglanmaktadir. Bunun i¢in ilk olarak aparat
kurulumu yapilacaktir: farelerin donen bir tiip lizerinde ¢alismasi gerekecektir. Sabit
hizin dakika bagina 5 rpm ayarlandigindan ve hiz bagladiginda ilk 15 saniyede 5-45
rpm'den arttirildi. Bu artis sonrasinda hiz sabitlendi. Rotarod tiipii 5 rpm'lik yavas sabit
bir hiz doniisiine ayarlandigt zaman fareler tiip iizerine yerlestirildi. Fareler
konumlandirildiktan sonra kosu baslatilatildi. Tlk 15 saniyede, tiipiin hiz1 5-45 rpm'e
kadar hiz1 arttirildi. Fareler kosu siiresince gézlemlendi. Calisma siiresi siirekli olarak
kaydedildi. Fare diistiigiinde caligma siiresi otomatik olarak durduruldu. Farelerin

maksimum kosum siiresi olan 500 sn doldugunda test oturumunu sonlandirildi.

3.2.2.4.3 Ayak izi analiziyle yiiriiyiis testi (Footprint)

47 cm lik yiiriiyiis mesafesi baz alinarak farelerin arka sol ve sag ayaklar1 farklhi
renklerde boyanip (mor/yesil), bir kagit listiinde yiirtitiildii. Cetvel ile iki adim arasi

mesafesi Olgiilerek, sag ve sol taraf olarak cm cinsinden kayita gecildi (127).

3.2.2.4.4 Tracking testi

Klinik 6ncesi testlerin onemli bir kategorisi, kas distrofisinin murin modellerinde
siklikla degistirilen bir parametre olan istemli hareketin dl¢iilmesidir ve genellikle agik
alan aktivitesinde izlemeye dayali testler ile test edilir. Ethovision XT9 programa ile 6
dakika boyunca sessiz bir odada, acik alanda uzunlugu 80 cm x 80 cm ve 40 cm
yiiksekligi olan kutu i¢erisinde yukartya monte edilen kamera ile kaydedildi. Her fare
tek tek kayit altina alindi. Hiz (cm/s), hareket (s) ve hareket edilen mesafe (cm)

sonuclari karsilastirildi (128).
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3.2.2.5 Sonlandirma

Her seyin yolunda gitmesi durumunda belirtilen haftalarda sonlandirma yapilarak,
organ histopatolojik ve proteomiks analizlerin de degerlendirilmesi ¢alisma fazina

gecildi (Sekil 10).

..................... §
T d
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Negative

Sekil 10. Sakrifikasyon sonrast A. Serum elde edildikten sonra CK, AST, LDH
ol¢limii, B. Dokular parafine gémiildiikten sonra immunohistokimya/ toksikoloji
analizleri, C. Kas dokusunda LC-MS/MS analizi, D. Kas ve Kalp dokusu
kullanilarak ger¢cek zamanli-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)
analizi. (Created with BioRender.com)

3.2.2.6 Kan analizi

Gen terapi metotlarini takiben olusabilecek kas hasarin1 degerlendirmek igin,
farelerden alinacak kandan 800 xg 25 dakika santrifiij edilerek serum elde edildi ve
serum icerisindeki CK, aminotransferaz (AST) ve laktat dehidrogenaz (LDH) 6l¢iildii
(81). Kan parametreleri i¢in serum Ornekleri VETLAB veteriner teshis laboratuvari

tarafindan bakildi.
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3.2.2.7 Immunohistokimyasal analizler

3.2.2.7.1 Kalp ve iskelet kas1 dokularinin alinmasi ve parafin doku takibi

Fareler sakrifiye edildikten sonra hemen ¢ikarilan kalp ve iskelet kasi dokulari
DPBS icerisine alind1. Iskelet kaslar1 bistrii ile transvers sekilde kesilip bir pargasi
frozen kesit i¢cin Cryomatrix (Thermo) jeli igerisine gomiildii diger parcast ise %10
’luk formalin icerisine alinarak fikse edildi. Kalp dokular1 ise longitudinal olarak
kesilip yine bir par¢as1 Cryomatrix (Thermo scientific) jeli igerisine diger parcasi ise

%10 ’luk formalin icerisine alinarak fikse edildi.

%10 ’luk formalin ile fikse edilen kalp ve iskelet kas1 dokular1 48 saat sonunda
fiksatifin uzaklastirilmast i¢in dokular 1 gece akar ¢esme suyu altinda yikandi.
Dokular, suyun uzaklastirilmasi i¢in artan konsantrasyonlardaki alkol serilerinden
gecirildi. Ksilen (16446, Sigma-Aldrich) ile seffaflastirma yapilarak tiim dokular
parafine gdmiildii. Ayrintili parafin doku takibi protokolii Tablo 7’°de verildi.

Tablo 7. Parafin doku takibi protokolii.

Kullanilan kimyasal madde Siire (saat)
%10’luk formalin 48
%60 alkol 1
%70 alkol 1
%380 alkol 1
%90 alkol 1
%100 alkol 1
%100 alkol 1
Ksilen-alkol (1:1) 1/2
Ksilen 1
Ksilen 1
Ksilen-Parafin (1:1) 1/2
Parafin 1
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Tablo 7. Parafin doku takibi protokolii (Devamu).
Parafin 1

Parafine gdbmme

3.2.2.7.2 Kalp ve iskelet kas1 dokularindan kesitlerin alinmasi ve morfolojik

analizi

Kalp ve iskelet kas1 dokularindan Cryostat cihazinda (CM1900, Leica) 5 um
kalinliginda kesitler alind1 ve kesitler immiinohistokimyasal boyama yapilincaya
kadar -20°C ’de saklandi. Parafin bloklardan ise mikrotom (RM2245, Leica) ile 10 pm
kalinhiginda kesitler alindi. Immiinohistokimyasal boyama yapilacak kesitler lizinli

lam tuzerine alindi.

3.2.2.7.3 Kalp ve iskelet kas1 dokularinin immiinohistokimyasal analizi

Kalp ve iskelet kasi dokularindan Cryostat cihazinda 5 pm kalinliginda alinan
kesitler 5 dakika DPBS ile yikandi. Doku gecirgenligini saglamak i¢in 37°C ’de 10
dakika Tripsin (TA-125-TR, Thermo scientific) ile muamele edildi. Kesitler 3 defa
5’er dakika DPBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek igin
kesitler 5 dakika %3’liik H>O2’de (K31355100303, Merckmillipore) oda sicakliginda
bekletildi. Tekrar 3 kez 5’er dakika DPBS ile yikandi. Ticari olarak satin alinan kitte
hazir olarak gelen bloklama soliisyonunda (TA-060-UB, Thermo scientific) kesitler 1
saat oda sicakliginda bekletildi. Ardindan primer antikor boyamasi i¢in anti-Distrofin
(NCL-DYSI, Leica) eklenerek 1 gece +4°C ’de bekletildi. Daha sonra kesitler 3 defa
5’er dakika DPBS ile yikandi. Ticari kit ile gelen biotinli sekonder antikor (TP-060-
BN, Thermo scientific) ile 30 dakika oda sicakliginda muamele edildi ve ardindan
tekrar 3 kez 5’er dakika DPBS ile yikandi. Yine ticari kit ile gelen Streptavidin
peroksidaz (TS-060-HR, Thermo scientific) ile 30 dakika oda sicakliginda muamele
edildi ve kesitler 3 defa 5’er dakika DPBS ile yikandi. Immiinoreaktivitenin
goriiniirliigiinii saglamak i¢in Diaminobenzidin (DAB) boyasi (TA-125-HD, Thermo
scientific) ile 5 dk boyama islemi yapildi. Kesitler 5 dakika DPBS ve 5 dakika distile
su ile yikandiktan sonra artalan boyamasi olarak Mayer’s Hematoksilen (05-M06002,
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Bio-Optica) ile 5 dakika boyandi. Kesitler 3 defa 5’er dakika distile suda yikanarak
%8011k alkolde 2 dakika, %90’lik alkolde 2 dakika bekletildikten sonra 1 saat ksilende
tutuldu ve son olarak entellan (1079610500, Merckmillipore) ile kapatildi. Kamera
entegreli 151k mikroskobu (Olympus DP26-CU; Leica MD750) ile fotograflandi.

Immiinohistokimya boyamalarindaki yogunluklar Image J (Software, version
2.0.0- Beta4) analiz yontemi ile degerlendirildi. Bu yontemde her grup icin rastgele 10
farkli alan segildi. DAB pozitif boyanma, kahverengi renkli hiicre goriiniimii ile
kanitlandi. Elde edilen Optik Densite (OD) degerleri istatistiksel analizler ile

karsilastirildi.

3.2.2.8 Toksisite analizi

Distrofin gen terapi metodunun klinik testler i¢in uygunlugunu saglamak {izere
toksisite takibi agisindan biitiin farelerin davranis degisiklikleri, kilo degisimi,
karaciger ve dalak biyopsileri histolojik analizleri yapildi. Karaciger ve dalak
tartilarak, kayit altina alindi. Karaciger, dalak, bobrek ve beyin numuneleri,
histopatolojik inceleme i¢in %10 nétral formalin solusyonunda tespit edildi. Karaciger
dokusunun doku takip prosediiriinii takiben parafinde bloklandi. Bu bloklar 5 mikron
kalmliginda mikrotom ile kesilerek hematoksilen-eosin (H&E) ile boyanip 151k

mikroskobuyla (Zeiss) incelendi.

3.2.2.9 Protein ekspresyonunun incelenmesi

Kas dokusunundaki distrofin ekspresyon profillerine etkisi farkli proteomik
yaklagimlar kullanilarak arastirildi (Sekil 11). Buna gore, yiiksek ¢oziiniirlikli ve
genis spektrumda protein profillerinin arastirilmasina imkan taniyyan LC-MS/MS
yontemi kullanildi. LC-MS/MS icin direk olarak taze kas dokular1 -80°C 'de
saklandiktan sonra kullanildi. Bu sayede, kapsamli bir proteomik analiz

gerceklestirildi.
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3.2.2.9.1 LC-MS/MS ile protein analizi

Kas dokular1 50 mM amonyum bikarbonat iginde, sonikasyon ile pargalandi.
Homojenizatlar, lizis ¢ozeltisi ile 1 saat +4°C 'de ¢alkalayici {izerinde inkiibe edildi.
Ardindan 30 dk +4°C 'de 14000 rpm'de santrifiij edilerek, slipernatant protein ekstrakti
olarak alinacaktir. Protein konsantrasyon tayini mikro BCA yontemi ile

gerceklestirildi.

3.2.2.9.2 Protein ekstraktlarinin diyalizi

Ornekler 2 kDa PES molekiiler kiitle membran zarli 0,5 ml tiiplerde gece boyu
+4°C 'de inkiibe edildi. inkiibasyon, S0mM amonyum bikarbonat ¢dzeltisi igerisinde

gece boyu manyetik karistirici iizerinde gerceklestirildi.

3.2.2.9.3 Triptik peptitlerin hazirlanmasi

50 pg protein karisimi alinarak, triptik peptitlerin elde edilmesi i¢in, lizis tampon
cozeltisi igerisindeki DTT ile disiilfit baglar1 kirilmis olan proteinler, 6 M iire ile 30
kDa cut-off tiiplerde yikanacak ve 10 mM iodoacetamid ile karanlikta 30 dk inkiibe
edilerek alkilasyonu tamamlandi. Yaklasik 16-18 saat boyunca 37°C'deki etiivde, 50
mM amonyum bikarbonat i¢inde 1:100 (tripsin:protein) oraninda tripsin ile inkiibe
edilerek proteinlerden triptik peptitlerin elde edilmesi saglandi. Inkiibasyondan sonra
elde edilen triptik peptitlerin konsantrasyonlari, kolorimetrik peptit konsantrasyon
kitleri kullanilarak 6l¢iildii ve 100 ng/ul olacak sekilde %0,1formik asit ile muamele

edilerek, 200 pl'lik PTFE LC viyaline konuldu.
3.2.2.9.4 Kromatografik ayristirma

Peptit 6rnekleri C18 tuzak kolonunda alikonur ve ardindan asetonitril gradienti ile
tuzak kolondan ayrilan peptitler C18 analitik kolonunda hidrofobik etkilesimler ile

ayristirlldi.  Peptit karigimimin karmagiklik derecesi goz Oniine alinarak, farklh

uzunlukta nano kolonlar kullanildi. 300 nL/dk akis hizinda 120 dk'lik ters faz
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kromatografisi, 1,7 um BEH C18 75 um x 250 mm nano LC kolonu kullanilarak
gergeklestirildi.

3.2.2.9.5 MS ve MS/MS deney kurulumu

Asetonitril ylizdesi 3-40 aralifinda artirilarak kolondan ayrilmasi saglanacak
peptitler, ESI iyonlagmasi sonucu kiitle spektrometrisinde analiz edildi. Xevo G2-Xs
QToF (Waters,UK) kiitle spektrometrisi sistemi kullanilarak yapilacak analizlerde m/z
50-1900 araliginda tanimlanabilecek peptitler i¢in veri toplandi. 0,7 sn kadar MS
analizi ile peptitin biitiinii ve miktar1 hakkinda toplanan bilgiyi takiben 0,7 sn kadar
gerceklestirilecek MS/MS analizi ile de peptitin par¢alanmasi ve sekans bilgisinin elde

edilmesi saglandi.

@ Protein ekstraksiyon

o g Bradford
Doku pargalama o
IERATS — ——— S

@Peptidlerin hazirlanmasi : SDS-Page

NG !

@ LC-MS/MS ve Data analizi

LC-MS/MS analysis Sequence assignment Relative quantitation

Sekil 11. LC-MS/MS deneyine hazirlik agamalari. (Created with BioRender.com)

3.2.2.10 RT-qPCR
Distrofin gen ekspresyonunu 6lgmek adina bacak kas dokularinda ve kalp

dokusundan RNA izolasyonu (Zymo Research Direct-zol™ RNA Miniprep Plus) kiti
kullanilarak gerceklestirildi. Kas ve kalp dokusu C-tube’leri (Miltenyi Biotec)
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kullanilarak homojenizator (GentleMACS™ Dissociator, Miltenyi Biotec) ile lizat
haline getirilerek, daha sonra kit protokiiliine uygun sekilde RNA izolasyonuna devam
edildi. RNA’dan cDNA (QuantiTect Reverse Transcription Kit) elde edildikten sonra,
tasarlanan distrofin primeri (5'—3’); mikrodistrofin: aacaaagtgccctacta (forward) ve
aggttgtgctggtcca (reverse) ve ribozomal RNA 18S: ttgacggaag ggcaccaccag (forward)
ve gcaccaccacccacggaatcg (reverse) (Sentromer) ve SYBR Green Master karigimi
(Qiagen) ile RT-qPCR yapilarak Roche Light Cycler 96 cihaziyla Cq degerleri elde
edildi (129). Her bir 6rnek iki tekrarli ¢alisildi. Distrofin ekspresyonu gruplar arasinda
karsilastirildi (Sekil 12).
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Sekil 12. g-RT-PCR deneyine hazirlik agamalari. (Created with BioRender.com)

3.2.3 istatistiksel analizler

Farelerin CK o6l¢iimiindeki her bir deger bagimsiz drneklerin t-test’i ile kontroller
arasi incelendi. Istatistiksel anlamlilik icin p<0,05 degeri kabul edildi. Gruplar
arasindaki istatiksel anlamliligi; 2 farkli tedavi grubu (Doz 1 & Doz 2) ve kontrol
grubuyla istatiksel olarak SPSS Statistics programiyla tek yonli ANOVA testiyle
(varyans analizi) karsilastirildi. Tedavi verilen grup ve tedavi verilmeyen gruptaki her
bir deger bagimsiz Orneklerin t-test’i ile incelendi. Tedavi Oncesi ve sonrasi
karsilastirma paired-t test ile SPSS Statistics programiyla yapildi. Istatiksel program
olarak Graphpad Prism ve SPSS Statistics kullanildi.
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LC-MS/MS ile elde edilen proteinlerin analizinde, 6rneklerden ekstrakte edilen
proteinlerdeki ekspresyon farkliliklarinin analizi i¢in Progenesis QI-P (Nonlinear
Dynamics) modiili kullanildi. Bu biyoinformatik yazilimlar ile her bir o6rnek
gurubundaki proteinler tanimlanacak ve istatistiksel olarak anlam ifade eden proteinler
belirlendi. Her bir numune i¢in {i¢ teknik tekrar yapildi. Anlamli farkliliklar gézlenen
proteinlerin etki ettigi yolaklarin tespitini saglamak i¢in yolak analizi programlari
kullanildi. Projede elde edilen sonuglarin gilivenirliliginin test edilebilmesi, yiizlerce
ornegin ayni anda karsilastirilabilmesi ve anlamli bilgilere ulasilabilmesi icin ¢esitli

istatiksel hesaplamalar kullanildi.
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4 BULGULAR

4.1 Lv-HSA-uDys/eGFP Lentivirus Uretimi ve Etkinlik Testleri Sonuglar

Lv-HSA-uDys/eGFP lentivirus iiretimi i¢in pLenti-uDYS, PsPAX2 ve pCMV-
VSV-G plasmidleri kullanilmistir. Her ii¢ plazmid transformasyon sonrasi LB Broth
besiyeri icerisinde 37°C’de ¢ogaltildi. Plazmid izolasyon sonrasi ng/ul, A260/280 ve
A260/230 degerleri Tablo 8°de belirtildi. Plazmidlerin %0,8 agaroz jelde yiiriitiilen
band goriintiisii ise Sekil 13’de verildi. Kullanilan plazmid biiytikligi su sekildedir;
pLenti-uDys 10,709 bp, PsPAX2 10,709 bp ve pCMV-VSVG 6507 bp. jel elektroforez

goriintiisii verilen plazmid biiyiikliikleriyle uyusmaktadir.

Tablo 8. Plazmid izolasyon sonrasi Nanodrop 6l¢iim sonuglari

Plazmid ng/ul A260/4280 A260/4230
pLenti pDYS | 1. 6l¢lim 1850,7 2,0 2,49
2. Olglim 1843,2 2,0 2,48
psPAX2 1. 6l¢im 509,8 1,89 2,34
2. 6lgtim 570,0 1,90 2,36
pCMV-VSV-G | 1. dl¢lim 1262,1 1,91 2,38
2. Ol¢lim 1275,7 1,90 2,38
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Sekil 13. Plazmidlerin jel elektroforez goriintiisii. Gel Doc™ EZ Imager cihazinda
elde edilmistir.

HEK293T hiicresi ile Lenti-uDYS, psPAX2 ve pCMV-VSV-G plazmidleri,
transfeksiyon FuGene reaktif kullanilarak transfeksiyon gerceklestirildi. 72 saat
sonucunda stipernatant toplandiktan sonra lentiviriislerin 500,000 IFU’dan yiiksek
oldugu Lenti-X™ Gostix™ Plus ile test edildi (Sekil 14). Titre hesab1 p24 Elisa ve
akim sitometri kullanilarak hesaplandi (Sekil 15). Akim sitometri degerlerine gore

1,9x10° TFU/ml olarak hesaplandi. Lentiviriis kalite kontrol-sterilite sonuglar1 ise

Tablo 9°da belirtildi.

Pozitif Kontrol Lv-HSA-uDys/eGFP viriis

Sekil 14. Lentiviriis iiretimi sonrasi Lenti-X™ Gostix™ sonucu.
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Sekil 15. Lv-HSA-uDys/eGFP lentiviriis titre hesaplama A. 1. Uretim QuickTiter™
Lentivirus Titer (Lentivirus Associated HIV p24) Elisa kiti sonucu, B. 2. {iretim

QuickTiter™ Lentivirus Titer (Lentivirus Associated HIV p24) Elisa kiti sonucu C.
72 saat inkiibasyon sonrasi akim sitometri cihazi ile eGFP 6l¢iimii.

Tablo 9. Lv-HSA-uDys/eGFP lentiviriis iiretiminin kalite kontrol analizi.

Parametre Metot Kabul Kriteri Sonug
Goriiniim Goz ile Bulanik Bulanik
Viral Titre p24 Elisa >1.0x10° 2.25x10°
TU/ml

Sterilite Mikrobik biiyiime Steril Steril
Mikoplazma @ PCR Yok Yok
RCL MKH ile 3 hafta Yok, akis sitometri

boyunca kiiltiir cihazi ile Yok
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4.1.1 In vitro HSA promotor testi sonucu

Lv-HSA-uDys/eGFP lentiviral gen tedavimizin HSA promotoriiniin leakage
ozelligini test etmek i¢in farkli hiicre hatlarma ihtiya¢ duyulmaktadir. HEK293T
(Insan bdbrek embriyonik hatt1), Jurkat (Akut T hiicre 16semisi), Vero (Afrika yesil
maymun bobrek epitel hiicresi) ve PKMH hiicre hatlarini kullanilmasi planlandi. 72
saat inkiibasyon sonrasinda akim sitometri cihazi kullanilarak eGFP takibi yapildi.
Sirasiyla en fazla HEK293T, Vero ve Jurkat hiicre hatlarinda HSA promotdriiniin
leakage 6zelligi tespit edildi (Sekil 16). Oysaki, PKMH hiicrelerinde %1 olarak sonug
elde edildi (Sekil 16-D).

Sekil 16. HSA leakage promotor testi akim sitometri sonuglari. A. HEK293T B.
Jurkat C. Vero D. PKMH hiicrelerinde akim sitometri sonuglart E. Tiim hiicre
hatlarin1 % olarak karsilastirilmasi. Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi.
k3%

p<0,01
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Sekil 17. HSA leakage promotor testi akim sitometri sonuglart. A. HEK293T B.
Jurkat C. Vero D. PKMH hiicrelerinde akim sitometri sonuglar1 E. Tiim hiicre
hatlarin1 % olarak karsilagtirilmasi. Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi.

**p<0,01 (Devami)
4.1.2 Sitotoksisite testi sonucu

Sitotoksisite testi igin MKH hiicreleri lizerine 3, 5, 7, 10 ve 15 MOI olacak sekilde
Lv-HSA-uDys/eGFP lentiviriis eklendi ve inkiibasyona birakildi. Sadece MKH olan
grubuna kiyasla MOI arttirdikca istatiksel olarak anlamli bir sitotoksisite tespit
edilmedi (Sekil 17). Sonug olarak, yliksek MOI viriis kullanimi1 saglikli hiicreler igin
toksik bir etki yapmamaktadir.
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Sekil 18. Sitotoksite deneyinin absorbans degerleri grafigi. 450 nm’de okutuldu.
Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi.

4.1.3 2 farkh yontem ile transdiiksiyon denemesini sonuclari

Iskelet kaslariyla ayni tiirden olan MKH hiicrelerine 3 MOI ve 5 MOI lentivirus
eklendi. 1. yontemde transdiiksiiyon sirasinda BX795 kullanilarak 6 saat boyunca
37°C’de inkiibasyon yapildi. 3. Giinde sonucunda, 3 MOI transdiiksiiyon ile %8,81, 5
MOI transdiiksiyon ile %25,48 elde edildi (Sekil 18-A). 2. yontemde BX795 reaktifi
kullanilmadan 1 saat 400 g 37°C santrifiij yapilarak 16 saat inkiibasyona birakildi. 3.
Glinde sonucunda, 3 MOI transdiiksiiyon ile %3,76, 5 MOI transdiiksiiyon ile %5,18
elde edildi (Sekil 18-B). 1. yontem olarak yapilan transdiiksiiyon daha etkili sonug elde

edilmesini saglamistir.
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Sekil 19. Trandiiksiyon sonrasi 3. giinde eGFP ekspresyon sonuglar1 A. 1 yontem ile
yapilan transdiiksiiyon sonrasi, B. 2. yontem ile yapilan transdiiksiiyon sonrast akim
sitometrisindeki yiizdesel degerleri.
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4.2 In Vivo Deney Hayvanlar:

In vivo hayvan deneylerine baglamadan once, kullanilacak olan dmd-mdx-4Cv
farelerine Acibadem Labgen tarafindan yeni nesil dizileme yapildi. Sekanslama i¢in 3
erkek ve 6 disi farelerin kulaklarindan parca alindi ve 53. ekzon bolgesi PCR ile
cogaltildi. Tiim dmd-mdx-4Cv farelerde nokta mutasyonu olan Sitozin (C)
niikleotidinden Timin (T) niikleotidine degisme tespit edildi (Sekil 19). Kullanilan

farelerim mutasyonun dogrulanmis oldu.
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Sekil 20. Dmd-mdx-4Cyv farelerinde yeni nesil dizileme sonuglari. Toplam da 3 erkek
ve 6 disi dmd-mdx-4Cyv faresi kullanildi.

4.2.1 18 ayhk dmd-mdx-4Cyv farelerin gen terapisi sonuclari

4.2.1.1 Motor performans analizi

Daha onceki c¢aligmalar, mdx'de 9 ayda belirgin fibrozis ile distropatolojinin

ilerlemesinin rapor edildigi gosterilmisti (130,131). 18 aylik vahsi tip, kontrol, IM/IP,

IM, IP ve dmd-mdx-4cv (tedavi edilmemis) fare gruplari, gen terapisinin
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enjeksiyonundan once ve sonra kas fonksiyonunu degerlendirmek icin cesitli
tekniklerle incelendi. Tedavi gruplar1 arasindaki tek fark enjeksiyon ydntemidir.
Tedaviden sonra 6 ay boyunca gruplar takip edilmistir. Tedavi edilmemis dmd-mdx-
4cv farelerine enjeksiyon siiresi boyunca sadece DPBS uygulandi. Deneysel
enjeksiyon zaman dilimi Sekil 8'de belirtilmistir. Kavrama giicii testinde, 3 enjeksiyon
yontemiyle de 24. haftaya kadar istatiksel olarak anlamli bir ilerleme kaydedilmistir
(Sekil 20-A,B,C). 12. hafta ve 24. haftadaki yapilan ayak izi testinde enjeksiyon
gruplar1 arasinda bir fark olmasada, kontrol grubuyla aralarindaki fark tespit edildi
(Sekil 20-D,E). Ethovision XT9 programi kullanilarak analizleri yapilan tracking
testinin sonuglarina bakildiginda ise, hiz, hareket, kat ettigi mesafe ve hareket etmeme
oranlar1 karsilastirildi (Sekil 20-F,G,H,I). IM ve IP gruplar1 tedavi verilmeyen dmd-
mdx-4Cv grubuna goére daha etkili ¢iksada istatiksel olarak anlamli sonug elde
edilmedi. 6. haftadaki tracking goriintiilerine bakildiginda IM/IP, IM ve IP gruplar
dmd-mdx-4Cv grubuna kiyasla daha ¢ok hareket ettigi ve biitiin gruplar arasinda en

cok saglikli kontrol grubunun hareket ettigi gérselde belirtildi (Sekil 20-J).
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Sekil 21. Lentiviriis kodlayan mikro-distrofin uygulamasindan sonra motor
performans analizi. A. IM/IP grubu kavrama giicii testi. B. IM grubu aski testi. C. IP
grubu aski testi. D. 12. hafta ayak izi testi. E. 24. hafta ayak izi testi. F. Hiz testi. G.
Hareket edilen mesafeyi izleme testi. H. Hareketi testi. I. Hareket etmeme testi. J. 6.
hafta tracking testi Ethovision XT9 programindaki goriintiiler. Ethovision XT9
programi kullanildi. Test bagimsiz olarak {i¢ kez tekrarlandi. Sonuglar ortalama + SD
olarak gosterildi. *p <0,05, ***p<0,001
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Sekil 22. Lentiviriis kodlayan mikro-distrofin uygulamasindan sonra motor
performans analizi. A. IM/IP grubu kavrama giicii testi. B. IM grubu aski testi. C. IP
grubu aski testi. D. 12. hafta ayak izi testi. E. 24. hafta ayak izi testi. F. Hiz testi. G.
Hareket edilen mesafeyi izleme testi. H. Hareketi testi. I. Hareket etmeme testi. J. 6.
hafta tracking testi Ethovision XT9 programindaki goriintiiler. Ethovision XT9
programi kullanildi. Test bagimsiz olarak {i¢ kez tekrarlandi. Sonuglar ortalama + SD
olarak gosterildi. *p <0,05, ***p<0,001 (Devami).
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4.2.1.2 Tedavi sonrasi kandan serum analizi

Tiim DMD hastalar1 dogumdan beri ciddi sekilde yiiksek serum CK degerine
sahiptir (132). Bu nedenle, en kritik kas bozunma biyobelirteci olan CK serum
toplanarak analiz edildi. Tedavi edilmeyen dmd-mdx-4Cv farelerinin serum CK
seviyesi, yaklasik 4600 U/L (n=4) seviyesindeydi. Ancak Lv-HSA-uDys/eGFP gen
tedavisini aldiktan sonra IM/IP ve IP gruplarina ait farelerde CK seviyeleri tedavi
edilmeyen gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha diigiiktii (Sekil 21). Bu
sonuglar, tedavi edilen her iki gruptaki CK seviyelerinin, tedavi edilmeyen DMD
kontrol fareleriyle ilgili olarak vahsi tip kontrol grubundakine benzer sekilde dnemli
olgiide azaldigin1 gosterdi. Fakat yine tedavi verilen IM grubuyla; tedavi verilmeyen

dmd-mdx-4Cv grubuyla aralarinda bir fark bulunmada.
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Sekil 23. 18 aylik farelerde 3. ayin sonundaki serum Kreatinin Kinaz seviyesini
gosteren ¢ubuk grafik. Sonuclar ortalama + SD olarak gdsterildi. *p <0,05

4.2.1.3 Karaciger ve dalagin fizyolojik ve histopatolojik incelenmesi

Fizyolojik inceleme olarak 6 ay boyunca tedavi 6ncesi 0. giin ve tedavi sonrasi
olarak 12. hafta ve 24. hafta kilo dl¢tim grafigi Sekil 22°de belirtildi. Tedavi verilen
IM/IP, IM ve IP gruplari arasinda bir fark bulunmadi. IM/IP grubunda haftalar
ilerledikce kilo diisiisli saptandi. Bu diisiis saglikli kontrol ve tedavi verilmeyen

grupta da gozlendi.
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Sekil 24. Tedavi dncesi ve sonrasi in vivo fizyolojik degerlendirme. 0, 12 ve 24.
haftalardaki toplam viicut agirligint gésteren ¢ubuk grafik. Sonuglar ortalama + SD
olarak gosterildi.

Sakrifikasyon edildikten sonra organlar tartild1 ve karaciger ve dalakta kontrol,
tedavi edilmeyen ve doz gruplari arasinda 6nemli bir fark gézlenmedi (Sekil 23-A,B).
18 aylik farelerin karaciger ve dalak numuneleri, histopatolojik inceleme i¢in %10
ndtral formalin solusyonunda tespit edildi. Karaciger dokusunun doku takip
prosediiriinii takiben parafinde bloklandi. Bu bloklar 5 mikron kalinliginda mikrotom
ile kesilerek hematoksilen-eosin ile boyanip 151tk mikroskobuyla (Zeiss) incelendi.
Dalak ve karaciger doku orneklerinin histolojik goriiniimlerine bakildiginda kontrol
grubunda karaciger doku 6rneklerinin histolojik yonden normal yapiya sahip oldugu,
hepatositlerin ¢ogu hiicrelerin yuvarlak, merkezi yerlesimli, diizenli ¢ekirdege sahip
olduklar1 gozlendi. Siniizoid duvarlarinin genellikle normal yapida oldugu saptandi.
IM, IP ve IM/IP gruplarindaki karaciger goriintiileri kontrol grubu ile benzer
ozelliklere sahip idi. Dmd-mdx-4Cv grubunda dokuda infiltrasyon goriildii (siyah ok).
Kontrol, IP ve dmd-mdx-4Cv gruplarindaki dalaklarin IM ve IM/IP gruplarina kiyasla
genislemis kirmizi pulpa (kp) ve trabekdiller (kirmiz1 ok) gozlendi (Sekil 23-C).
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Sekil 25. Kontrol, IM/IP, IM, IP ve tedavi edilmemis dmd-mdx-4Cv fare grubunun
karaciger ve dalaginin histopatolojik incelemesi. A. Karaciger organlarini temsil
eden ¢ubuk grafik. B. Dalak organlarini temsil eden ¢ubuk grafik. Sonuclar ortalama
+ SD olarak gosterildi. C. Fare gruplarinin histopatolojik analizi. Dalak ve karaciger
parafilm boliimii H&E ile boyanmustir. Tiim resimler 100x biiylitmede gosterildi. bp:
beyaz pulpa sv: santral ven, sa: santral arter, kp: kirmizi pulp, t: trabekiil, yildiz:
interstisyel kanama, ok: hepatosit.

4.2.2 4 haftallk dmd-mdx-4cv farelerin gen terapisi sonuclari
4.2.2.1 Motor performans analizi

Farkli tek doz gen terapisi tedavisinden sonra, kavrama testinde doz gruplar1 dmd-
mdx-4cv farelerinden daha yiiksek saniye asili kaldi. Doz grubunun siiresi
karsilastirildiginda, iki grupta yaklagik olarak ayni saniye askida kalabildi. Tedavi
edilmeyen dmd-mdx-4Cv fareleri, kontrol grubu kadar asili kalamadi (Sekil 24-A).
Doz gruplarinin tedavi 6ncesi ve sonrasi karsilastirildiginda 8 hafta igerisinde kavrama
giiclinde anlaml bir gelisme saptandr (Sekil 24-B,C). Rotarod testi sirasinda doz 2
grubu, kontrol grubunda bile daha fazla kosabildi. Tedavi edilmeyen dmd-mdx-4Cv

grubuna gore doz 2 grubunda anlamli bir farklilik saptanirken; doz 1 grubunda fark
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bulunmadi (Sekil 24-D). Ayak izi testinden sonra, iki adim arasindaki mesafe Sl¢iildii
ve herhangi bir farklilik gézlemlenmedi (Sekil 24-E). Hiz, hareket edilen mesafe,
hareket ve hareket etmeme parametreleri bir tracking testi ile degerlendirildi.
Tedaviden sonra, doz 1, doz 2 ve tedavi edilmeyen grup arasinda fark saptanmadi.
Saglikli grup olan kontrol grubu en hizli grup oldu (Sekil 24-F). Kontrol grubu diger
gruplara kiyasla daha fazla hareket edilen mesafeye ve hareketine ulagsa bile istatiksel
olarak fark bulunmadi (Sekil 24-G,H). Tedavi edilmeyen dmd-mdx-4Cv grubu;
kontrol ile doz 1 ve doz 2 farelere gore zamana bagl olarak sekilde daha az hareket
gosterdi (Sekil 24-1). Kavrama giicii, rotarod ve hiz testleri sirasinda kontrol ve tedavi
edilmeyen farkliliklar belirgin bir sekilde tespit edildi. Tedavi edilen gruplar, tedavi
edilmeyen dmd farelere gore kavrama giicii ve rotarod testlerinde 6nemli 6l¢iide daha
iyiydi. Bu sonuglar, lentiviral doz tedavi grubunun her ikisinin de dmd model mdx

farelerinin motor islevlerinde istatistiksel olarak anlamli bir gelisme gosterdigini

gostermektedir.
A B. (¢
30+ * 20— 20 o
154 == — 15-
g 10 g 10
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0. hafta 8. hafta 0. hafta 8. hafta

Sekil 26. Lentiviriis kodlayan mikro-distrofin uygulamasindan sonra motor
performans analizi. A. 8. haftadaki kavrama giicii testi, B. Doz 1 grubunda tedavi
oncesi ve sonrasi, C. Doz 2 grubunda tedavi dncesi ve sonrasi, D. 8. haftadaki
Rotarod testi, E. 8. haftadaki ayak izi testi, F. Hiz testi, G. Hareket edilen mesafeyi
izleme testi, H. Hareketi testi, I. Hareket etmeme testi. Ethovision XT9 programi
kullanildi. Test bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlandi. Sonuglar ortalama + SD olarak
gosterildi. *p <0,05 **p<0,01
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Sekil 27. Lentiviriis kodlayan mikro-distrofin uygulamasindan sonra motor
performans analizi. A. 8. haftadaki kavrama giicii testi, B. Doz 1 grubunda tedavi
oncesi ve sonrasi, C. Doz 2 grubunda tedavi dncesi ve sonrasi, D. 8. haftadaki
Rotarod testi, E. 8. haftadaki ayak izi testi, F. Hiz testi, G. Hareket edilen mesafeyi
izleme testi, H. Hareketi testi, I. Hareket etmeme testi. Ethovision XT9 programi
kullanildi. Test bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlandi. Sonuclar ortalama + SD olarak

gosterildi. *p <0,05 **p<0,01 (Devami)

4.2.2.2 Tedavi sonrasi kandan serum analizi

En 6nemli kas dejenerasyon biyobelirteci olan CK i¢in serum toplanarak analiz
edildi. Daha sonra, tedavi edilen fare gruplarindaki CK seviyelerini belirlemek istedik.
Tedavi edilmeyen dmd-mdx-4Cv farelerinin serum CK seviyesi, yaklasik 3000 U/L
(n=6) seviyesindeydi. Ancak Lv-HSA-uDys/eGFP gen tedavisini aldiktan sonra doz 1

ve 2 gruplarina ait farelerde CK seviyeleri tedavi edilmeyen gruba goére oldukca

66



diistiktt (Sekil 25). Saglikli kontrol fareyle doz gruplarini kiyasladigimizda farklilik

saptanmadi.
*
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Sekil 28. 4 haftalik farelerde serum Kreatinin Kinaz (CK) seviyesini gdsteren gubuk
grafik. Sonuclar ortalama + SD olarak gosterildi. *p <0,05

4.2.2.3 Distrofin ifadesinin q-RT-PCR ile incelenmesi

Tedaviden sonra inceleme i¢in dondurulmus dokulardan distrofin ekspresyonunu
belirlemeyi amaciyla sirasiyla RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve q-RT-PCR
yontemleri sirastyla uygulandi. Iskelet ve kalp kasindan elde edilen mikro-distrofin
mRNA seviyelerinin, DMD ile tedavi edilmeyen kontrol grubuna gdére Lv-HSA-
uDys/eGFP uygulanan her iki grupta arttigini gdstermektedir. Tedavi sonrasi iskelet
ve kalp kasinda distrofin ekspresyonu saptanirken, tedavi edilmeyen grupta mRNA
ekspresyonu 0’a yakin olarak saptandi (Sekil 26). Doz 1 ve 2 gruplari, iskelet kasinda
kontrolden ve birbirinden 6nemli Olgiide farkliydi (Sekil 26-A). Diisiik doz
uygulamasindan sonra iskelet kasi hiicrelerinde yaklasik %35 distrofin eksprese edildi.
Bununla birlikte, daha yiiksek doz enjekte edildiginde, distrofin ifadesi yaklasik %25'e
ulagti. Kalp kasinda ise yaklasik doz 1 uygulandiktan sonra %15 ve doz 2 grubunda
%10 distrofin ekspresyonu saptandi. (Sekil 26-B). 4 haftalik mdx farelerinin iskelet ve

kalp kas1 hiicrelerinde anlamli uDys ekspresyonunun elde edildigi gosterildi.
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Sekil 29. iskelet ve kalp kasinda distrofin ekspresyonu. A. Iskelet kasinin mRNA
ifadesi. B. Kalp kasinin mRNA ifadesi. Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi.
*p<0,05 **p<0,01 ****p <0,0001

4.2.2.4 Karaciger ve dalagin fizyolojik ve histopatolojik incelenmesi

8. haftanin sonunda tiim gruplarin toplam viicut agirligr karsilagtirildiginda
anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 27-A). 0., 4. ve 8. haftalarda diizenli olarak tartim
islemi devam etti. Gruplarin kendi i¢indeki kilo artisinda istatiksel olarak anlamlilik

hesaplandi (Sekil 27-B).
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Sekil 30. Tedavi Oncesi ve sonrasi in vivo fizyolojik degerlendirme. A. 8. Haftada
sakrifikasyondan onceki toplam viicut agirligini1 gosteren ¢ubuk grafik. B. Her
grubun tedaviden 6nce ve sonra tartim sonuglari. 0. hafta tedavinin baglangicini ve 8.
hafta tedavi sonrasini temsil eder. Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi. *p<0,05

Sakrifikasyondan sonra elde edilen karaciger ve dalak organlarinin histapatolojik
inceleme Oncesi tartim islemi gergeklestirildi. Her iki organda da gruplar arasinda bir

fark saptanmadi (Sekil 28-A,B).

4 haftalik fare gurubunun histopatolojik degerlendirmesinde, kontrol gruplarina
ait karaciger dokusu sinusoidlerin 1sinsal yapida degildi ve damar c¢evresinde
mononukleer infiltrasyon goriildii (yildiz). dmd-mdx-4Cv grubunda vaskiiler (yildiz)
ve interstisyel hemoraji (ince ok) alanlar1 olmak {izere hiicresel hasarlar goriildii. Doz
1 ve doz 2 uygulanan gruplarda, lobiiller icerisinde vena centralis etrafinda 1sinsal
tarzda dizilmis hepatositler (ok) yer almaktadir. Hepatositler etrafinda karaciger
siniizoidleri diizglin gézlenmekteydi. Doz 2 uygulanan grupta interstisyel hemoraji
hafiflemis olarak saptandi (y1ldiz). Kontrol ve doz 1 uygulanan gruplarda kirmizi pulpa
ve beyaz pulpa morfolojisinde farklilik gériilmedi. Doz 2 grubunda folikiiller arasinda
hemoroji (yildiz) goriildii. Parensimde trabekiiler bag dokuya, ozellikle arterlerin
etrafinda daha belirgin olarak rastlandi (ok). Dmd-mdx-4Cv grubunda yaygin eritroid
precursorleri (y1ldiz) ve kii¢lilmiis beyaz pulpa (bp) ve genislemis kirmizi pulpa (kp)
saptandi (Sekil 28-C).
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Sekil 31. 4 haftalik kontrol, doz grubu ve tedavi edilmemis DMD fare grubunun
karaciger ve dalaginin histopatolojik incelemesi. A. Karaciger organlarini temsil
eden ¢ubuk grafikler. B. Dalak organlarini temsil eden ¢ubuk grafikler tartildi.
Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi. C. Fare gruplarinin histopatolojik analizi.
Dalak ve karaciger parafilm boliimii H&E ile boyandi. Tiim resimler 100x
bliylitmede gosterildi. bp: beyaz pulpa sv: santral ven, kp: kirmizi pulp, yildiz:
interstisyel kanama, ok: hepatosit.

4.2.2.5 LC-MS/MS ile kastaki proteinlerin tanimlanmasi

Sakrifikasyon sonrasi kontrol, doz 2 ve dmd-mdx-4Cv farelerin TA bolgesinde
kas dokular1 alinip, -80°C’de muhafaza edildi. Kas dokular1 bilyal1 6giitiicti yardimiyla
parcalandiktan sonra protein izolasyonu gerceklestirildi. Bradford yontemi ile protein
konstrasyonu belirlenip, FASP kiti kullanilarak peptid izolasyonu yapildi. Elde edilen
peptidler SDS-page jel elektroforez yontemi ile kontrol edildi. Kas dokularindan izole
edilen peptidlerin molekiiler kiitleleri ve biiytikliikleri benzerdir (Sekil 29). Her grubun
kendi icerisindeki 6rneklerin bantlar1 50 ile 25 kD bolgesinde saptandi.
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Sekil 32. SDS-PAGE jel elektroforez goriintiileri. Jel 70 Volt, 110 mA ve 25 dakika
siiresince yiiriitiildii.

Protein profilleme i¢cin LC-MS/MS cihazinda yiiriitillen 6rnekler ANOVA
kullanilarak p <0,05’ten kiigiik ve maksimum fold change (mfc) 1.5 olan peptidler
secildi. Gruplar ikili ve iiclii olarak Progenesis QI-P programi kullanilarak principal
components analysis (PCA) grafikleri ¢izildi. Doz 2 ve dmd-mdx-4Cv grubundaki
PCA grafiginde gruplarin ayrimi net olarak tespit edilmektedir (Sekil 30). Principal
component 1 %79,08 ve Principal component 2 %9,28 olarak hesaplandi. Dmd-mdx-
4Cv, kontrol ve doz 2 grubundaki PCA grafiginde dmd-mdx-4Cv ve doz 2 grubundaki
ayrim diger gruplardaki kadar net olmadi (Sekil 31). Principal component 1 %78,19
ve Principal component 2 %8,98 olarak hesaplandi. Doz 2 ve saglikli kontrol
grubundaki PCA grafiginde gruplarin ayrimi net olarak tespit edilmektedir (Sekil 32).
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Principal component 1 %81,48 ve Principal component 2 %7,68 olarak hesaplandi.
Tedavi verilmeyen dmd-mdx-4Cv ve saglikli kontrol grubundaki PCA grafiginde
gruplarin ayrimi net olarak tespit edilmektedir (Sekil 33). Principal component 1
%82,06 ve Principal component 2 %7,41 olarak hesaplandi.

Principal Components Analysis
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Sekil 33. Doz 2 ve dmd-mdx-4Cv gruplarinin PCA ve trendline grafikleri.
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Sekil 34. Dmd-mdx-4Cv, kontrol ve doz 2 gruplarinin PCA ve trendline grafikleri.
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Sekil 35. Kontrol ve doz 2 gruplarinin PCA ve trendline grafikleri.

Principal Components Analysis

o
®

o
>

o o
[N

°
o
o

< Principal Component2 (3 741%
5

3
.
.

05 04 03 02 0.1 00 01 02 03 04 05 0
Principal Component 1 >/ 206

Standardised Expression Profles

Standardised Normalised Abundance

Sekil 36. Kontrol ve dmd-mdx-4Cv gruplarinin PCA ve trendline grafikleri.

Tedaviuygulanan doz 2 grubu, dmd-mdx-4Cv grubuyla yapilan analizde istatiksel
olarak anlamli 19 tane protein bulundu. 7 tanesi dmd-mdx-4Cv grubunda up-regiile
olurken, 12 tanesi ise doz 2 grubunda up-regiile olmaktadir. Bu saptanan 19 protein
String web kaynag1 kullanilarak yolak analizi yapild1 (Sekil 34). Proteinlerin birbiri ile
olan ortak fonksiyon ve mekanizmalar1 saptandi. Baglica metabolik yolaklar,
glikoliz/glukoneogenez, oksidatif fosforilasyon, termojenez, solunum elektron tagima,
nigasta ve sakaroz metabolizmasi, elektron transfer aktivitesi gibi biyolojik yolaklarda

gorev almaktadir.
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Sekil 37. Doz 2 ve dmd-mdx-4Cv gruplarinda bulunan anlamli 19 proteinin yolak
analizi. String programi kullanilarak yapilmistir.

Tedavi uygulanan doz 2 grubu, saglikli kontrol grubuyla yapilan analizde
istatiksel olarak anlamli 51 tane protein bulundu. 11 tanesi kontrol grubunda down-
regiile olurken, 40 tanesi ise doz 2 grubunda up-regiile olmaktadir. Bu saptanan 51
protein String web kaynagi kullanilarak yolak analizi yapildi (Sekil 35). Baslica
fosfokreatin biyosentetik siireci, kreatin kinaz aktivitesi, kan mikropartikiil,
translasyon faktorleri, hiicre iskeletinin yapisal bileseni gibi hiicresel bilesenlerde ve

molekiiler fonksiyonlarinda yer almaktadir.
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Sekil 38. Kontrol ve doz 2 gruplarinda bulunan anlamli 51 proteinin yolak analizi.
String programi kullanilarak yapilmistir.

Tedavi uygulanmayan dmd-mdx-4Cv grubu, saglikli kontrol grubuyla yapilan
analizde istatiksel olarak anlamli 37 tane protein bulundu. 37 tanesi tedavi
uygulanmayan dmd-mdx-4Cv grubunda up-regiile olurken, kontrol grubunda higbir
protein up-regiile olmamigstir. Bu saptanan 51 protein String web kaynagi kullanilarak
yolak analizi yapild1 (Sekil 36). Protein domainleri (Histon H2B), niikleozom
cekirdegi, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi, postsinaptik aktin hiicre iskeletinin
yapisal bileseni, kromatin susturma negatif diizenlenmesi gibi hiicresel bilesenlerde ve

molekiiler fonksiyonlarinda yer almaktadir.

75



Serpinald

§ — Serpinata

Hist1h1t

ey

Histlhlc
)

3 Histlhle
=0

X
[
Ay,

e, S o

%\ \\, s 7 F
8 1 i

wg " 119,56
priprcizhoa R Sy ORI Hisuh:

EZg Hist1h2bn

Sekil 39. Dmd-mdx-4Cv ve kontrol gruplarin bulunan anlamli 37 proteinin yolak
analizi. String programi kullanilarak yapilmistir.

Lv-HSA-uDys/eGFP gen tedavisi uygulanan doz 2 grubuyla saglikli kontrol
grubunun ortak istatiksel olarak anlamli eksprese olan proteinlerinin regiilasyonunu
karsilagtirdigimizda; doz 2 grubunda 40 protein up-regiile (Tablo 10), 11 protein
down-regiile olarak saptandi (Tablo 11). Proteinlerin sorumlu gen adi, tanim, unique
peptid, giiven puani, p degeri ve mfc degerleri detayli olarak Tablo 10 ve 11°de

sunuldu.
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Tablo 10. Duchenne kas distrofisinin tedavi uygulanan mdx-4cv modelinde (Doz 2)
up-regiile edilmis kas proteinlerinin proteomik tanimlanmasi.

P51150
QYDBI1
Q9IWP6
P14602
QY9PTI
P47738

P18760
P09541
COHKE1;COHKE2;COHKE3;
COHKE4;
COHKES;COHKE6;COHKE7;
COHKES;
COHKE9;Q8BFU2;Q8CGP5;
Q8CGP6;
Q8CGP7;Q8R1M2;Q64523;Q
6GSS7;
POCO0S6;P27661;Q3THWS5;Q6
4522

P19536

P63101
P14131
QYD8NO

E9PV24
P24369

P97447

P10853;P10854;Q64475,Q644
78;
Q64525;Q6ZWY9;Q8CGP1;
Q8CGP2;Q64524;Q8CGPO;
Q9D2U9;P70696
P60843;P10630

P48036
P43274;P15864;P43277;Q071
33

P18242

P13020
P02301;P68433;P84228;P842
44

Q04447

A2AUCY

Q00623

P23927

Q64467

P17742

P62806
Q00897

QYIXT72
P20029

Q60854
P10126

P51881

P05213;P68369;P68373;P052
14

P99024

P20152

P07724

Rab7a
Pgaml
Serpina3
n

Hspbl
Arhgdia
Aldh2
Cfll

Myl4
H2ac4

Cox5b
Ywhaz
Rpsl16
Eeflg

Fga
Ppib
Fhil

H2bc7

Eif4al

Anxa5
H1-4

Ctsd
Gsn
H3-5

Ckb

Klhl41
Apoal
Cryab

Gapdhs

Ppia

H4cl
Serpinal
d

Hpx
Hspa$

Serpinb6
Eeflal

Slc25a5
Tubalb
Tubb5

Vim
Alb

RAB7A_MOUSE Ras-related protein
Rab-7a

PGAM1_MOUSE Phosphoglycerate
mutase 1

SPA3N_MOUSE Serine protease
inhibitor A3N

HSPB1_MOUSE Heat shock protein
beta-1

GDIR1_MOUSE Rho GDP-dissociation
inhibitor 1

ALDH2_MOUSE Aldehyde
dehydrogenase_ mitochondrial
COF1_MOUSE Cofilin-1

MYL4 MOUSE Myosin light chain 4

H2A1B_MOUSE Histone H2A type 1-B
COX5B_MOUSE Cytochrome ¢
oxidase subunit 5B_ mitochondrial
1433Z_MOUSE 14-3-3 protein
zeta/delta

RS16_MOUSE 40S ribosomal protein
S16

EF1G_MOUSE Elongation factor 1-
gamma

FIBA_MOUSE Fibrinogen alpha chain
PPIB_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B

FHL1_MOUSE Four and a half LIM
domains protein 1

H2B1F_MOUSE Histone H2B type 1-
F/J/L

IF4A1_MOUSE Eukaryotic initiation
factor 4A-1

ANXAS5_MOUSE Annexin A5

H14_MOUSE Histone H1.4
CATD_MOUSE Cathepsin D
GELS_MOUSE Gelsolin

H3C_MOUSE Histone H3.3C
KCRB_MOUSE Creatine kinase B-type
KLH41_MOUSE Kelch-like protein 41
APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-I
CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B
chain

G3PT_MOUSE Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase_ testis-
specific

PPIA_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A

H4 MOUSE Histone H4
A1AT4_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-
4

HEMO_MOUSE Hemopexin
BIP_MOUSE Endoplasmic reticulum
chaperone BiP

SPB6_MOUSE Serpin B6
EF1A1_MOUSE Elongation factor 1-
alpha 1

ADT2_MOUSE ADP/ATP translocase
2

TBA1B_MOUSE Tubulin alpha-1B
chain

TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain
VIME_MOUSE Vimentin
ALBU_MOUSE Albumin

(8]

w A

N W W

13
28

17,0285
32,0065
19,8149
17,798
18,9082
17,4872

26,0677
29,6452

41,1657
22,4508
27,6009
25,2733

23,9483
20,7913

24,2154

27,0945

49,2543

29,7058
31,352

32,1775
29,0312
27,0908

34,8618
35,574
39,5903
44,2034

54,9019

51,4448

50,3902
81,7387

63,7632
64,3131

62,8867
64,8624

97,1882
117,2778
107,105
95,5957

166,9817
3248116

0,00341712
0,00675315
0,01799303
0,04969416
0,00441798
0,01799841

0,00646849
0,00020997

0,00190809
0,03429655
0,01720932
0,00455965

0,01411523
0,02724021

0,00054915

0,04951412

0,0003559

0,0009892
0,00115436

0,00471555
0,00121207
0,001904

0,00114548
8,54E-06
0,02112836
0,0006109

0,02727527

0,00336542

0,00154769
0,00130566

0,00904197
0,0026475

0,00389286
2,26E-05

6,07E-05
0,02990933
0,00035655
0,00163519

0,00052784
9,48E-05

1,93474955
8,82862106
3,79249089
2,08205208
1,63320902
2,24415329

6,82264804
15,033542

2,46504692
1,65119267
2,71563699
2,23591748

2,25393258
2,68222514

2,9642716

2,87621165

2,46327742

1,66305206
3,96712799

2,66816003
3,73156577
1,56364526
2,30107982
5,08037025
1,70874401
2,30581346

2,45971899

2,26676032

2,50574799
2,24775948

1,97943152
3,28293653

2,45256142
2,99627049

7,20223589
2,74305696
5,77284007
15,7280921

3,60088715
2,3394938
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Tablo 11. Duchenne kas distrofisinin tedavi uygulanan mdx-4cv modelinde down-
regiile edilmis kas proteinlerinin proteomik olarak tanimlanmasi.

Accession  Gene name Description Unique Confidence Anova (p) Max fold

peptides score change

Ldhe LDHC_MOUSE L-lactate

P00342 dehydrogenase C chain 1 22,9635 0,03885129 1,53103955

Q8KOE8 Fgb FIBB_MOUSE Fibrinogen beta chain 2 22,1187 0,01199156 1,83991795
Plcll PLCL1_MOUSE Inactive phospholipase

Q3USB7 C-like protein 1 5 33,6646 0,01916949 1,98127735
Tnnc2 TNNC2_MOUSE Troponin Cmskeletal

P20801 muscle 9 108,6891 0,01590077 1,60741668

Q9ERD7 Tubb3 TBB3_MOUSE Tubulin beta-3 chain 1 84,8788 0,0151708 1,58428772

P32848 Pvalb PRVA_MOUSE Parvalbumin alpha 13 190,5444 0,01404117 1,66851421
Tpml TPM1_MOUSE Tropomyosin alpha-1

P58771 chain 12 354,8674 0,01253852 1,59271209
Ckm KCRM_MOUSE Creatine kinase M-

P07310 type 30 396,5952 0,00710873 1,6172132
Mybpc2 MYPC2_MOUSE Myosin-binding

Q5XKEO protein C_ fast-type 54 517,4354 0,00376169 1,64649659

088990 Actn3 ACTN3_MOUSE Alpha-actinin-3 50 691,2282 0,00756456 1,51917119

Q5SX39 Myh4 MYH4_MOUSE Myosin-4 48 2663,0041 0,00774665 1,55614449

Tedavi verilmeyen ve dmd patolojisi gosteren dmd-mdx-4Cv grubu kontrol
grubuyla olan ortak eksprese eden proteinler karsilastirildiginda; 37 tane protein dmd-
mdx-4Cv grubunda up-regiile olarak saptandi. Down-regiile olan protein tespit
edilmedi. Proteinlerin sorumlu gen adi, tanim, unique peptid, giiven puani, p degeri ve

mfc degerleri detayli olarak tablo’da sunuldu (Tablo 12).

Tablo 12. Duchenne kas distrofisinin mdx-4cv modelinde up-regiile olan kas
proteinlerinin proteomik tanimlanmasi.

Accession Description Unique Confidence Anova Max fold

peptides score (p) change

Q8VCM7 Fgg FIBG_MOUSE 25,0925 0,016288 8,596415
Fibrinogen gamma
chain

P09541 Myl4 MYL4 MOUSE 1 23,9908 0,003431 32,94859
Myosin light chain 4

QI9DBIJ1 Pgaml PGAMI_MOUSE 1 29,7221 0,005291 6,099182
Phosphoglycerate
mutase 1

P15864;P43274; H1-2 H12_MOUSE Histone 2 20,8623 0,008094 2,538451

P43277;P43275;Q07133 H1.2

P24369 Ppib PPIB_MOUSE 3 18,8643 0,000105 4,802764

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B

Q61171 Prdx2 PRDX2_MOUSE 3 20,3014 0,011211 1,562619
Peroxiredoxin-2

P29699 Ahsg FETUA_MOUSE 3 19,0913 0,009834 3,32404
Alpha-2-HS-
glycoprotein

P62962 Pfnl PROF1_MOUSE 3 20,576 0,000145 4,468743
Profilin-1

P97384 Anxall ANXI11_MOUSE 4 20,7733 0,000317 1,684041
Annexin A1l

Q61646 Hp HPT_MOUSE 4 21,8348 0,01547 4,168319
Haptoglobin

P19536 Cox5b COX5B_MOUSE 4 22,218 0,043876 1,509493
Cytochrome c oxidase
subunit 5B_
mitochondrial

P18760 Cfll COF1_MOUSE 3 27,6402 0,005172 6,329903
Cofilin-1
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Tablo 12. Duchenne kas distrofisinin mdx-4cv modelinde up-regiile olan kas
proteinlerinin proteomik tanimlanmasi (Devami).

P48036 Anxa5 ANXA5 MOUSE 4 25,1688 0,00365 1,593184
Annexin A5

P02301;P68433;P84228;P84244 H3-5 H3C_MOUSE Histone 4 27,325 0,002645 2,474194
H3.3C

COHKE!;COHKE2;COHKE3;COHKE4; H2ac4 H2A1B_MOUSE 2 42,2399 0,008877 2,174924

COHKES;COHKE6;COHKE7;COHKES; Histone H2A type 1-B

COHKE9;Q8BFU2;Q8CGP5;Q8CGP6;
Q8CGP7;Q8R1M2;Q64523;Q6GSS7;
P27661;Q64522

P48678 Lmna LMNA_MOUSE 4 24,1776 0,000708 2,728864
Prelamin-A/C

P09103 P4hb PDIA1_MOUSE 5 28,1718 0,005774 2,147113
Protein disulfide-
isomerase

P63038 Hspdl CH60_MOUSE 60 kDa 5 28,6326 0,028443 1,602625
heat shock protein_
mitochondrial

Q00623 Apoal APOA1_MOUSE 6 47,5404 0,023663 2,20087
Apolipoprotein A-I

P13020 Gsn GELS_MOUSE 7 40,4339 0,018328 5,225323
Gelsolin

Q60854 Serpinb6 SPB6_MOUSE Serpin 7 45,982 2,01E-07 2,237334
B6

P10853;P10854;Q64475,Q64478;Q64525 H2bc7 H2BIF_MOUSE 7 53,9616 0,000532 2,399047

;Q6ZWY9;Q8CGP1;Q8CGP2;Q64524 Histone H2B type 1-

;Q8CGP0;Q9D2U9;P70696 F/J/L

P62806 H4cl H4_MOUSE Histone 8 70,5622 0,002144 2,241463
H4

Q91X72 Hpx HEMO_MOUSE 8 62,1556 0,011312 3,82981
Hemopexin

Q61838 Pzp PZP_MOUSE 9 59,4474 0,031681 2,579706
Pregnancy zone protein

P20029 Hspa5 BIP_MOUSE 7 56,0891 0,00819 1,941568

Endoplasmic reticulum
chaperone BiP

P05213;P68369;P68373;P05214 Tubalb TBA1B_MOUSE 4 76,6204 0,000321 5,695366
Tubulin alpha-1B chain
P17742 Ppia PPIA_MOUSE 10 76,9991 0,002494 2,45001

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A

P10126 Eeflal EF1A1_MOUSE 3 90,1639 0,000423 6,851887
Elongation factor 1-
alpha 1

Q00897 Serpinald ~ A1AT4_MOUSE 2 86,5321 0,04236 2,217409
Alpha-1-antitrypsin 1-4

P07758;Q00896;P22599 Serpinala AIAT1_MOUSE 1 85,8666 0,008967 3,668319
Alpha-1-antitrypsin 1-1

P51881 Slc25a5 ADT2_MOUSE 4 131,2122 0,001103 3,239313
ADP/ATP translocase 2

Q92111 Tf TRFE_MOUSE 13 154,4404 0,018059 2,558225
Serotransferrin

P20152 Vim VIME_MOUSE 12 149,247 0,010461 3,236668
Vimentin

P31001 Des DESM_MOUSE 23 214,7936 0,016589 1,60832
Desmin

P60710;P63260 Actb ACTB_MOUSE Actin_ 8 318,8691 0,004735 2,619967
cytoplasmic 1

P07724 Alb ALBU_MOUSE 29 328,552 0,010832 2,744302
Albumin

Saglikli kontrol grubuna kiyasla; tedavi uygulanan doz 2 ve tedavi uygulanmayan
dmd-mdx-4Cv grubundaki up-regiile olan istatiksel olarak anlamli ve ortak proteinler
belirlendi. Sadece doz 2 grubunda eksprese olan 18 protein, sadece dmd-mdx-4Cv
grubunda bulunan 15 protein tespit edildi. Doz 2 ve dmd-mdx-4Cv grubunda ortak
olaraka eksprese olan 22 protein bulundu. Bu bilgilerin Venn diagrami Sekil 37-A’da
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belirtildi. String programi kullanilarak yapilan yolak analizi Sekil 37-B,C,D’de
gosterildi.

dmd-mdx-4Cv

Sekil 40. Kontrol grubuna kiyasla up-regiile olan proteinler. A. Kontrol grubuna gore
up-regiile olan proteinlerin Venn diagrami B. Sadece doz 2’de eksprese eden
proteinlerin yolak analizi. C. Doz 2 ve dmd-mdx-4Cv grubunda ortak olarak eksprese
eden proteinlerin yolak analizi. D. Sadece dmd-mdx-4Cv’de eksprese eden
proteinlerin yolak analizi. String programi kullanilarak yapilmistir.

4 tane dmd-mdx-4Cv ve 4 tane doz 2 grubunda ortak olarak kontrol grubuna gore
up-regiile olan ekspresyon seviyelerine gore ClustVis programi kullanilarak heathmap
cizildi. Heathmap goriintiisii hiyerarjik kiimelenmeyi gdstermektedir. 22 tane istatiksel
olarak anlamli olan ortak proteinler kullanildi (Sekil 38). Renk kirmiziya dogru
gittikce yiiksek ekspresyon, maviye dogru gittikce diisiik ekspresyonu belirtmektedir.
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Sekil 41. Doz 2 ve tedavi verilmeyen dmd-mdx-4Cv grubunun heathmap goriintiisii.

Heathmap ve yolak analizi sonuglarinda belirtilen 22 tane proteinin sadece 6
tanesi doz 2 grubunun ekspresyon seviyesi saglikli kontrol grubuna yaklagmaktadir.
Q60854, Q91X72, P07724, P20029, Q00897, P13020 ve P10126 proteinin boxplot
grafigi Sekil 39°daki gibidir. Q60854; SerpinB6, Q91X72; Hemopexin, P07724;
Albumin, P20029; Endoplazmik retikulum saperon BiP, Q00897; Alfa-1-antitripsin
1-4, P13020; Gelsolin, P10126; uzama faktorii 1-alfa 1 olarak tanimlanmustir.
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Sekil 42. 7 tane proteinin boxplot grafikleri. A. Q60854, B. Q91X72, C. P07724, D.
P20029, E. Q00897, F. P13020, G. P10126 proteinlerin kontrol, doz 2 ve dmd-mdx-
4Cv gruplarindaki ekspresyonlarini gosteren boxplot grafikleri.

4.2.3 10 ayhk dmd-mdx-4cv sonuclar:

Daha onceki ¢aligmalar, mdx'de 9 ayda belirgin fibrozis ile distropatolojinin
ilerlemesinin rapor edildigi gosterilmisti (130,131). 10 aylik mdx farelerde DMD
patolojisinin ilerlemesini performans testleri ile belirledikten sonra, dort grup olacak

sekilde lentiviral mikro-distrofin tedavisine baslandi. 10 aylik vahsi tip kontrol, doz 1,
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doz 2 ve dmd-mdx-4cv (tedavi edilmemis) fare gruplari, gen terapimizin
enjeksiyonundan once ve sonra kas fonksiyonunu degerlendirmek icin cesitli
tekniklerle incelendi. Doz gruplari arasindaki tek fark, doz 2 (1.5x10° TU) grubundaki
farelere doz 1 (0.5x10° TU) grubuna gore 3 kat daha fazla TU enjekte edilmis
olmasidir. Tedavi edilmemis dmd-mdx-4cv farelerine enjeksiyon siiresi boyunca

sadece DPBS uygulandi. Deneysel enjeksiyon zaman dilimi Sekil 8'de belirtilmistir.

4.2.3.1 Motor performans analizi

Iki doz gen terapisi tedavisinden sonra, kavrama testinde doz gruplar1 dmd-mdx-
4cv  farelerinden daha yiiksek saniye asili kaldi. Doz grubunun siiresi
karsilastirildiginda, doz 1 grubu fareleri daha iyi dayaniklidir. Tedavi edilmeyen dmd-
mdx-4Cv fareleri, kontrol gruplari kadar asili kalamadi (Sekil 40-A). Rotarod testi
sirasinda doz 1 grubu diger gruplara gore daha fazla kosabilmesine ragmen anlamli bir
degisiklik olmad1 (Sekil 40-B). Ayak izi testinden sonra, iki adim arasindaki mesafe
Ol¢iildii ve herhangi bir farklilik gozlemlenmedi (Sekil 40-C). Hiz, hareket edilen
mesafe, hareket ve hareket etmeme parametreleri bir tracking testi ile degerlendirildi.
Tedaviden sonra, doz 2 grubu, tedavi edilmeyen gruptan 6énemli dlciide daha hizliydi.
Doz 2 grubunun aksine doz 1 grubunda artis olmadi (Sekil 40-D). Doz 1 grubu dmd-
mdx-4cv'ye gore daha yiiksek mesafe hareketine ulast1 (Sekil 40-E). Doz 2 grubu,
kontrol ile ayn1 hizda hareket etti (Sekil 40-F). Tedavi edilmeyen dmd-mdx-4Cv
grubu; kontrol ile doz 2 farelere gore zamana bagli olarak gozle goriiliir sekilde daha
az hareket gosterdi (Sekil 40-G). Tiim motor fonksiyon testleri sirasinda kontrol ve
tedavi edilmeyen farkliliklar belirgin bir sekilde tespit edildi. Tedavi edilen gruplar,
tedavi edilmeyen dmd farelere gore kavrama giicli ve tracking testlerinde 6nemli
Olciide daha iyiydi. Bu sonuglar, lentiviral doz tedavi grubunun her ikisinin de dmd
model mdx farelerinin motor islevlerinde istatistiksel olarak anlamli bir gelisme

gosterdigini gostermektedir.
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Sekil 43. Lentiviriis kodlayan mikro-distrofin uygulamasindan sonra motor
performans analizi. A. Kavrama giicii testi, B. Rotarod testi, C. Ayak izi testi, D. Hiz
testi, E. Hareket edilen mesafeyi testi, F. Hareket testi, G. Hareket etmeme testi.
Ethovision XT9 programi kullanildi. Test bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlandi.
Sonuglar ortalama + SD olarak gdsterildi. *p <0,05

4.2.3.2 Tedavi sonrasi kandan serum analizi
Tiim DMD hastalar1 dogumdan beri ciddi sekilde yiiksek serum CK degerine

sahiptir (132). Bu nedenle, en kritik kas bozunma biyobelirteci olan CK serum

toplanarak analiz edildi. Daha sonra, tedavi edilen fare gruplarindaki CK seviyelerini
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belirlemek istedik. Tedavi edilmeyen dmd-mdx-4Cv farelerinin serum CK seviyesi,
yaklasik 1500 U/L (n=4) seviyesindeydi. Ancak Lv-HSA-uDys/eGFP gen tedavisini
aldiktan sonra doz 1 ve 2 gruplarina ait farelerde CK seviyeleri tedavi edilmeyen gruba
gore daha disiikti (Sekil 41). Bu sonuglar, tedavi edilen her iki gruptaki CK
seviyelerinin, tedavi edilmeyen DMD kontrol fareleriyle ilgili olarak vahsi tip kontrol

grubundakine benzer sekilde 6nemli 6l¢iide azaldigini gosterdi.
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Sekil 44. 10 aylik farelerde serum Kreatinin Kinaz (CK) seviyesi. Doz gruplarinda
CK diisiisiinii gosteren ¢ubuk grafik. Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi. *p
<0,05

4.2.3.3 Distrofin ifadesinin q-RT-PCR ve immiinohistokimya ile incelenmesi

Tedaviden sonra inceleme i¢in ayrilmis dokulardan distrofin ekspresyonunu
belirlemeyi amagladik. g-RT-PCR, iskelet ve kalp kasindan elde edilen mikro-distrofin
mRNA seviyelerinin, DMD ile tedavi edilmeyen kontrol grubuna goére Lv-HSA-
uDys/eGFP uygulanan her iki grupta arttigini gdstermektedir. Tedavi sonrasi iskelet
ve kalp kasinda distrofin ekspresyonu saptanirken, tedavi edilmeyen grupta mRNA
ekspresyonu saptanmadi (Sekil 42-A ve B). Doz 1 ve 2 gruplari, iskelet kasinda
kontrolden ve birbirinden o6nemli Olgiide farkliydi (Sekil 42-A). Diisiik doz

uygulamasindan sonra iskelet kasi hiicrelerinde yaklasik %10 distrofin eksprese edildi.
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Bununla birlikte, daha yiiksek doz enjekte edildiginde, distrofin ifadesi yaklasik
%20'ye ulastyordu. Lv-HSA-uDys/eGFP, kalp dokusundaki distrofin ekspresyon
seviyelerini doz gruplarinda pek farkli olmayan seviyelerde azaltt1 (Sekil 42-B). 10
ayllk mdx farelerinin iskelet ve kalp kasi hiicrelerinde anlamli p-distrofin
ekspresyonunun elde edildigi gosterildi. Tedavi edilmeyen grupta distrofin

ekspresyonu saptanmamustir.

A. B.
Fokokok koK
12 | dokkok  kokokok I 121 ,&l
1
oz 104 1.0
g2 e B
] g 0.8 1 g % 0.8
- D
2% 061 é 2 061
R E]
2% o044 %% 041
= & M ns
0.2 1 —— 0.2 4 1
-_— —
L
0.0 v v r 0.0 v v
Q N AN Q4 N >
b‘o & &W &° 'D.O & eﬂf\' &
& 9 9 ‘QQ & 9 9 ~$°°
& S
& S
4 &

Sekil 45. iskelet ve kalp kasinda distrofin ekspresyonu. A. Iskelet kasi1 géreli mRNA
ifadesi. B. Kardiyak kas goreli mRNA ifadesi. Sonuglar ortalama + SD olarak
gosterildi. ****p <0,0001

Insan p-distrofin geninin TA iskelet ve kalp kaslarindaki etkin ifadesi Sekil 43-
A'da gosterilmistir. Enjeksiyondan 4 hafta sonra TA kaslarinin immiinohistokimya
analizi, Lv-HSA-uDys/eGFP ile tedavinin distrofin ekspresyonlarinin seviyesini
onemli dl¢iide arttirdigini gostermektedir (Sekil 43-B). Yiiksek doz uygulama, iskelet
kasinda daha yiiksek distrofin ekspresyonuna yol acti. Ancak kalp dokusunda doz 1 ve
2 gruplart arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 43-C). Distrofin ekspresyonu,
tiim gruplar icin iskelet ve kalp dokularinda yaklasik olarak benzerdi. iskelet ve kalp
kas1 boliimlerinde, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak tedavi edilmeyen DMD

farelerinde distrofin azalda.
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Sekil 46. Distrofin antikoru ile boyandiktan sonra iskelet ve kalp kasinin
immiinohistokimya sonuglari. A. Her gruptan iskelet ve kalp kasindan elde edilen
kriyomatriks kesit goriintiisii. B. Iskelet kasinin immiinohistokimya analizi (OD
skoru). C. Kalp kasinin immiinohistokimya analizi (OD skoru). Sonuglar ortalama +
SD olarak gosterildi. ****p <0,0001

4.2.3.4 Karaciger ve dalagin fizyolojik ve histopatolojik incelenmesi

Lentiviriis kodlayan p-distrofinden tedavisinden Onceki giinden itibaren, viicut
agirhigr degisiklikleri her 2 haftada bir kontrol edildi. Grubun viicut agirliklari
karsilagtirildiginda 6nemli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 44-A). Ek olarak,
gruplar ayr1 ayn ele aldigimizda da tedaviden Once ve sonra Onemli bir agirlik

degisikligi olmad (Sekil 44-B).
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Sekil 47. Tedavi dncesi ve sonrasi in vivo fizyolojik degerlendirme. A.
Sakrifikasyondan 6nceki toplam viicut agirligini gosteren ¢ubuk grafik. B. Her
grubun tedaviden Once ve sonra tartim sonuglari. 0. hafta tedavinin baglangicini ve 4.
hafta tedavi sonrasini temsil eder. Sonuglar ortalama + SD olarak gdsterildi.

Histopatolojik degerlendirmeler karaciger, dalak, beyin ve bdbrek dokulart ile
yapildi. Sakrifikasyon edildikten sonra organlar tartildi ve karaciger ve dalakta
kontrol, tedavi edilmeyen ve doz gruplar1 arasinda dnemli bir fark gézlenmedi (Sekil
45-A ve B). H&E boyamasindan sonra, 10 aylik histopatolojik degerlendirmede,
kontrol gruplarina ait karaciger dokusu normal c¢ogunlukla normal yapida
hepatositlerden (ok) olusan karaciger parankim yapis1 gézlendi. Santral venden (sv)
1s1nsal seyreden hepatosit plaklari diizenli yerlesim gostermekteydi. Doz 1 uygulanan
grupta portal alan, periportal alan, hepatositler ve siniizoidler kontrol grubuna benzer
yapida ayirt edildi. Tedavi edilmeyen ve doz 2 gruplarin sitoplazmalarinda yaygin
vakuol icerigine sahip hepatositler (ok), sinlizoidal dilatasyon ve intertisyel hemaroji
(yildiz) saptandi. Doz 1 gruplara ait dalak kesitleri incelendiginde kontrol grubuna
benzer sekilde beyaz pulpa (bp), kirmizi pulpa(kp), sentral arter(sa) ve trabekiil (t)
belirgin olarak ayirt ediliyordu. Tedavi edilmeyen ve doz 2 gruplarda parensimde
trabekiiler bag dokuya, ozellikle damarlarin etrafinda (ok) daha belirgin olarak
rastland1 (Sekil 45-C). Yash farelere lentiviral mikro-distrofin gen tedavisinin

uygulandig1 goz oniine alindiginda her iki dozda da bile toksik olarak kabul edilmedi.
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Sekil 48. Kontrol, doz grubu ve tedavi edilmemis DMD fare grubunun karaciger ve
dalaginin histopatolojik incelemesi. A. Karaciger organlarinin agirligini temsil eden
cubuk grafikler. B. Dalak organlarmin agirligini temsil eden ¢ubuk grafikler.
Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi. C. Fare gruplarinin histopatolojik analizi.
Parafilm igerisine gomiilii olan dalak ve karaciger H&E ile boyanmistir. Tiim
resimler 100x biiyiitmede gosterildi. bp: beyaz pulpa, sv: santral ven, sa: santral arter,
kp: kirmiz1 pulp, t: trabekiil, y1ldiz: interstisyel kanama, ok: hepatosit.

Hipokampus kesitlerine bakildiginda, dmd-mdx-4Cv grubundaki néronlar net
sinirlarla yakin bir sekilde diizenli ve sitoplazma ile ¢ekirdek arasindaki sinirlar
belirlidir. Kontrol grubunda noronlar, net sinirlt ve normal morfolojidedir. Sitoplazma
ve ¢ekirdek arasindaki sinirlar agiktir ve belirgin bir anormallik gézlenmemistir. Doz
1 grubunda néronlarin normal morfolojisi ve yapida sitoplazma ve ¢ekirdegin sinirlari
nettir. Doz 2 grubunda ise ¢ekirdek ve sitoplazma sinirlari belirsizdir ve dagmiktir

(siyah ok) (Sekil 46-A).

Cerebellum kesitlerindeki dmd-mdx-4Cv grubundaki Purkinje tabakasi (PL)
apikal dendritleri (ok ucu) olan bir sira seklinde Purkinje hiicrelerini igeriyordu.

Graniiler katman (GL) kiiclik, siki bir sekilde paketlenmis graniil hiicrelerden
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olusmustur. Kontrol, grubunda PL'nin lineer organizasyonunda diizensiz, seyrek ve
kiigiilmiis Purkinje hiicrelerinden olusmaktadir (ok ucu). GL hiicreleri, derin lekeli
cekirdeklerle kiiglilmiis goriinmektedir. Doz 1 grubunda PL’de ¢ogu hiicreler normal
goriiniim gostermektedir ve dogrusal organizasyonunu korumaktadir. Doz 2
grubunda, kontrol grubuna benzer fakat daha hafif eozinofilik sitoplazmaya (ok) sahip
birkag¢ Purkinje hiicresinin varlig1 dikkat cekmistir. Molekiiler tabakadaki (ML) 'deki

graniil hiicreler, tiim gruplarda benzer morfolojiye sahiptir (Sekil 46-B).

Dmd-mdx-4Cv grubuna ait bobreklerde herhangi bir patolojik lezyonla
karsilasilmadi. Kontrol grubunda peritiibiiler inflamasyon (yildiz), tiibiillerde ise,
yaygin atrofi (ok basi) ile yer yer tubuler dilatasyonlar (ok) dikkati ¢ekmektedir.
Segmental proliferasyon saptamistir (ok basi). Az sayida alanda ise tubuler

dejenerasyon (ok basi) ve tiibiiller arasinda hafif hemoraji goriildii (yildiz).

Dmd-mdx-4Cv grubuna ait bobrek kesitinde korteks ve medulla ayrimi oldukga
belirgindi. Tiibiil ve glomertil yapilar1 belirgin olup normal morfoloji sergilemekte idi.
Kontrol deney grubuna ait bobrek kesitine bakildiginda proksimal tiibiillerin firgamsi
kenarlarinda yer yer hasar meydana geldigi ve tiibiillerin ¢evresinde inflamasyon
goriilmektedir. Dmd-mdx-4Cv grubunun bobrek kesiti ile karsilastirildiginda
glomeriillerin daha dagmik yerlestigi goriilmektedir. Doz 1 grubunda, bdbrek
tiibiillerinin limeni oldukca diizenliydi. Kortekste sekillenmekte olan glomeriil
yapilar1 diizenli olup bowman boslugu normal goriilmekteydi. Doz 2 grubuna ait
bobrek kesitinde glomeruller normal yapida idi fakat Doz 1 grubuna kiyasla bowman

boslugu daha genis goriilmekteydi (Sekil 46-C).
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Kontrol dmd-mdx-4Cv

Kontrol dmd-mdx-4Cv Doz 1

Sekil 49. Kontrol, doz grubu ve tedavi edilmemis DMD fare grubunun beyin ve
bobrek dokularinin histopatolojik incelemesi. Fare gruplarinin, A. hipokampiis B.
cerebellum C. Bobrek histopatolojik analizi. Parafilm icerisine gomiilii olan dokular
H&E ile boyanmistir. Hipokampiis ve bobrek resimleri 100x biiylitmede gosterildi.
Cerebellum kesitleri 200x biiylitmede gosterildi. PL: Purkinje tabakasi, ML:
Molekiiler tabaka, GL: Graniiler katman.
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5 TARTISMA

DMD o6liimciil bir genetik ndromiiskiiler bozukluktur, ancak DMD'nin heniiz
tedavisi yoktur (133). Gen tedavisi giliniimiizde potansiyel bir tedavi secenegidir.
DMD gen tedavisi sonuglari, kas hiicrelerinde distrofin ekspresyonunun geri
kazanilmasi i¢in dnemli 6l¢iide yliksek yanit oranlar1 gostermistir (134,135). Burada
yapilan ¢aligma, farkli enjeksiyon yollarinin denenmesi ile ge¢ evre ve erken evre

dmd-mdx-4cv farelerinde farkli dozlarin test edildigine dair kanit saglamaktadir.

Lentiviral gen tedavisinin iiretim sonrasinda bir dizi testlere tutulmustur. /n vivo
oncesinde etkinligini test etmek icin iskelet kasiyla ayni tiirden olan MKH hiicreleri
kullanilarak farkli MOI’lerde transdiikte edilip, sonucu akim sitometri cihaziyla takip
edilmistir. MOI ytikselttikce transdiikte oranininda arttigi tespit edilmistir. Yine
terapotik lentiviral tedavisinde tercih edilen HSA promotorii de test edilmistir. Cilinkii
HSA bir leakage promotor 6zelligi tasimaktadir ve test etmek i¢in farki hiicre hatlari
ile kiiltiire alinmigtir. Hiicre hatlarinda devamli farklilasma oldugu igin ister istemez
bir leakage olmaktadir, ama primer bir hiicre hattina (PKMH) baktigimizda belirli bir
eGFP ekspresyonu goremedik. Bu elde edilen sonugta gen tedavisinde kullanmak i¢in

dogru bir promotor sectigimizi gostermis olmaktadir.

Projede sunulmaktan olan DMD gen terapi modelinin testlerinin yapilacagi dmd-
mdx-4Cv faresi, kimyasal mutagenez ile gelistirilmistir ve C57BL/6 susuna geri
caprazlanmigtir. Dmd-mdx-4Cv fareleri, distrofin geninin ekzon 53'inde bir erken
sonlandirma kodonuna sahiptir. Bu susun MDX-10ScSn susuna gore 10 kat daha az
doniisebilen miyofiberi vardir (116). DMD modeli fare fenotipi, insanlara gére daha
hafif distrofik patoloji gostermektedir. Ciinkii gen¢ DMD farelerinde hastaligin
siddetini azaltan telafi edici mekanizmalar bulunmaktadir. Utrofin ve integrin
ekspresyonu Distrofin yoklugunda artarak regiilasyon ve bdylelikle kas rejenerasyonu
yavas da olsa devam etmektedir (117). Bundan dolayi, gen¢ dmd-mdx fareleri, DMD
cocuklarinin aksine, basarili bir kas rejenerasyonu sergiler ve genis bir fibroz fenotipi
gostermez. Dmd-mdx farelerde yapilacak fonksiyonel egzersiz testleri, bir tedavinin

etkili olup olmadigini belirlemek i¢in dmd-mdx-4Cv fare kaslarini zorlamak ve
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hastalig1 siddetlendirmek i¢in kullanilmaktadir (118,119). 18 aylik Dmd-mdx
farelerde, rejenerasyon kapasitesi giderek azalir ve hastaligin ciddiyetinde eszamanh
bir artis meydana gelmektedir. Bu nedenle, 18. ay1 takiben yasli dmd-mdx fareleri
tarafindan sergilenen muskiiler distrofi, insan DMD'nin miyopatisine daha c¢ok
benzemektedir (119). Projede gerceklestirilecek ilk in vivo deneyleri 18 aylik dmd

lentiviral enjeksiyonu ve testleri bu bilgiler 15181nda planlanlandi.

Uygulama yolu, viral vektorlerinin in vivo biyolojik dagilimini ve transdiiksiyon
verimliligini 6nemli 6l¢iide etkiler. Su anda, viral vektorler uygulamasindaki bir¢cok
yol, farkli terapdtik amaclart olan lokalize veya sistemik kas gen transferini
gerceklestirebilir (136). Ornegin; intramiiskiiler enjeksiyon, retrograd transvendz uzuv
perflizyonu, intrakoroner infiizyon, intraperikardiyal enjeksiyon, transendokardiyal

enjeksiyon, sirkiile uygulama, intraperitoneal enjeksiyon ve intravendz uygulama gibi.

Ik olarak 18 aylik fare calismasinda; IM ve IP ayr1 ayr1 ve her ikiside birlikte
olaraktan denenmistir ki deney sonucunda gore hangi enjeksiyon yolunu se¢gmemiz
gerektigi kararlagtirllmistir. Motor fonksiyon testlerinden kavrama giicli testinde,
tedaviden once ve tedaviden sonra 24. haftada giderek askida daha uzun siire
tutunmay1 basarmiglardir. Buna ek olarak; kas yikimi biyobelirteglerinden en 6nemlisi
olan CK degerlerinde de anlamli bir diislis saglamistir. Buradan ¢ikarim yaparak, en
cok IM ve IP enjeksiyonu birlikte uygulandigi zaman kas yikimmin oldukca
yavagladigin1 soyleyebiliriz. Ayrica, CK o6l¢iimii kandaki hemolizden oldukca
etkilenmektedir ve yiiksek standart sapmanin nedeni fareden alinan kandaki hemoliz

olusumudur.

18 aylik fare grubunda sakrifikasyon sonrasi iskelet kasi ve kalp kasi hizli bir
sekilde toplanmistir. Bu kas gruplarinda immunohistokimya calismasi ile distrofin
ekspresyonunu saptamak i¢in kriyo kesitlerin alinmasi gerekmektedir. Fakat zaman

asimindan dolay1, dokular otoliz oldugu i¢in ¢alisilamadi ve sonug¢ sunulamamaktadir.

Toksisite sonuglarina baktigimizda tedavi verilmeyen DMD grubunda infiltrasyon

saptanirken, tedavi verilen ve saglikli kontrol gruplarinda saptanmadi. Lentiviral
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tedavinin ileri yastaki farelerin karaciger ve dalagina toksik etkisi olmadig1 gibi
rejenerasyonuda tetiklemistir. Tedavi uygulanan tiim farelerde sag kalim gézlemlendi.
Distrofi patolojini en iyi gozlemledigimiz ileri yastaki DMD farelerinde 24 hafta
icerisinde kilo kaybi saptandi fakat tedavi verilen gruplarda anlamli bir degisim
saptanmadi. Bu durum, tedavi verilmeyen grupta kas yikiminin oldukca fazla
oldugunun ve tedavi uygulanarak distrofin ekspresyonu tetiklendigi i¢in kay kaybi

azaldig1 i¢in bu da kilo kaybini 6niline gegmektedir.

18 aylik Dmd-mdx farelerin klinik bulgular1 DMD hasta bulgularina benzemesi
nedeniyle On fizibilite caligmalar kapsaminda 18 aylik farelerde preklinik ¢alismalari
tamamlanmis, lentiviral Lv-HSA-uDys/eGFP  enjeksiyon sonrasi  motor
performanslarinin artti1 saptanmistir. Klinik olarak DMD hastalar1 3 ve 4 yaslarinda
teshis edildigi ve 12 yasinda motor kaslarmi kullanamadiklar1 gdz Oniine alininca,
erken donem olan 4 haftalik dmd-mdx farelerde benzer deneyin uygulanmasi

planlanmuistir.

Bu fare deneyi gruplarinda, kas hiicrelerinin genomuna entegre olabilecek ve
sadece kas hiicrelerinde mikro-Distrofin ekspresyonu saglayacak lentiviral-mikro-
Distrofin enjeksiyonu ile distrofi patolojisindeki iyilestirme etkinlikleri, toksisite,
immun tepkime diizeyleri, gen ekspresyonu ve peptid ifadesi karsilastirildi. Kavrama,
rotarod, tracking testi gibi davranig deneyleri ile kas rejenerasyonu ve gelisimi
incelendi. Bu caligmada hedef kas dokusunda %3’ten fazla Distrofin ekspresyonu
saglanmas1 hedeflenmektedir. Bdylelikle, kas dokularinin yenilenmesi, tedavi

edilmesi ve hasta sag kalimlarinin artmasi dngériilmektedir.

Lentiviral mikro-distrofini IM ile sag ve sol TA iskelet kaslarina ve IP
enjeksiyonuna basariyla aktarildi. Bu gen tedavisinin etkinligini histolojik,
fonksiyonel ve fiziksel gozlemlerle dogruladik. Motor fonksiyonu testlerine
baktigimizda; kavrama giicii, rotarod ve tracking testindeki hiz parametresinde tedavi
verilenlerin, tedavi edilmeyen gruba karsi istatiksel olarak anlamli bir gelisme
saptanmigtir. Tedavideki dozlarin etkili olmasmin motor kaslarindaki kas

dejenerasyonunun oniine ge¢ildigini sdyleyebiliriz.
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Kantitatif sonuglar1 ele aldigimizda doz 1 ve doz 2 grubunda da CK degerlerinin
tedavi edilmeyen gruba kars: diistiigii tespit edildi. g-RT-PCR sonuglarinda da doz 2
dozunda iskelet kasinda %35, doz 1 dozunda kalp kasinda %15’e yakin distrofin
ekspresyonu saptandi. Tedavi verilmeyen dmd-mdx-4Cv grubunda ufak bir yiizdede
olsa distrofin ekspresyonu saptanistir. Geng farelerde hala bir miktar distrofin
ekspresyonu devam ettigi icin bu deger oncesinde de beklenmektedir. Baslangictaki
hedefimiz %3’lin ¢ok daha istiinde gen tedavisi etkili bir sekilde aktarim saglanip,
rejenerasyonun dejenerasyondan daha fazla oldugu soyleyebiliriz. Testlerin
bazilarinda doz 1 bazilarinda doz 2 grubu daha etkin bulundu. Bunun sebebinin ise

grubun ‘n’ sayisma bagli oldugu, n sayisinin arttirilirsa bu varyasyon ortadan

kalkacaktir.

Kilo tartim sonuglarina bakildiginda, 4 haftalik olduklarinda baslattigimiz tedavi
stireci 8 hafta boyunca takip edildi. Kilo artisinin gruplar arasinda bir fark bulunmadi,
ama gruplarin kendi i¢inde anlaml bir kilo artis1 saptandi. Buda, biiyiime siirecinde

olan fareler i¢in olduke¢a aciklanabilir ve mantikli bir sonugtur.

Patoloji deneylerinden toksisiteye baktigimizda 18 aylik farelere verilen doza
kiyasla 3 kat1 fazla doz verilmistir doz 2 grubuna. Buna ragmen genc¢ farelerin
karaciger ve dalak organlarinda, saglikli kontrole kiyasla anlamli bir toksik etki
saptanmadi. Bu verilerde in vitro olarak MKH hiicreleri kullanarak yaptigimiz MTT

bazli sitotoksisite sonuglarin1 dogrulamaktadir.

18 aylik ve 4 haftalik dmd-mdx-4Cv fare gruplarimizda onceden belirlenen
immiinohistokimya deneyi distrofin ekspresyon artigini kanitlamak i¢in planlanmistir.
Sakrifikasyon sonrasi dokularin otoliz olmamasi i¢in hi¢ beklenilmeden dokular PBS
icerisinden alarak uygun sekilde bistrii ile kesildi ve bir parcast hizlica Cryostat
cihazinda kriyo ile kaplanarak kesitler alinmustir. {lk basta kesitlerin boyanmasinda
Dystrophin (N-terminus) (DY S3-CE, Dy10/12B2) (Leica Biosystems) kullanilmistir
(137). Sonug gorsellerinde, ¢cok fazla arka planda boyama olustu ve farkli diliisyonlar
calisilmaya baslandi. Fakat, yine de patolojik agidan degerlendirmeye uygun

bulunmadi ve grup farki olmaksizin asir1 boyanma saptandi. Farkli distrofin antikorlari
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denensede istenilen boyama basarili bir sekilde elde edilmedigi i¢in sonuglar
eklenmemistir. Daha sonra NACL-DYS-1 (Leica Biosystems) antikoru kullanilarak

10 aylik fare grubunda istenilen sonug ve gorseller elde edildi.

Elde etmekte sikinti yasadigimiz diger bir deney sonucu ise kandaki serumdan
bakmak istedigimiz AST ve LDH sonuglaridir. Farelerden ¢ikan serum az
toplanabildigi i¢in tiim farelerin tiim parametrelerini saptamak i¢in yeterli olmadi.
Oncelikle énemli olan sonu¢ CK oldugu i¢in AST ve LDH icin baz1 farelerde
bakilamadi. Bu yiizden AST ve LDH’1n sonug grafigi bulgular kismina eklenemedi.
LDH parametresi ile farenin dokularinda hasar veya yikim olup olmadigi kontrol
edilmek istenmistir. Ayn1 zamanda AST ise karaciger organinda olusabilecek hasarin

tespiti i¢in bakilmasi1 uygun goriilmiistiir.

Mikro-Distrofin lentiviral gen tedavisinin iskelet kas dokusundaki protein
ekspresyon degisimine LC-MS/MS yontemi kullanilarak incelendi. LC-MS/MS
hassas ve spesifik sonuglar veren nicel bir analizdir. Saglikli kontrole gore kiyasla up-
regiile olan proteinleri sectigimizde bir Venn diagrami olusturduk (Sekil 37-A).
Sadece tedaviyle ilintili olan 18 protein saptandi. Tedavi edilmeyen Dmd-mdx-4Cv
grubunda 15 protein DMD hastalik patolojisiyle iliskilendirildi. 22 tane protein ise
hem hastaliklarda hem de tedaviyle de alakali olabilir. Bu 22 proteinin sadece 7 tanesi
hastalikta artip; tedavi ile azalmis ve saglikli kontrol grubuna yaklagsmistir. Gen
tedavisi uygulamasi ile hastalik patolojisinde 7 proteine etkisi olumlu yonde bir
iyilesme saptanmistir. Ayrica, istatiksel olarak anlamli proteinlerde distrofinin
olmamasinin sebebi dmd-mdx-4Cv farelerindeki distrofin genindeki mustasyonlardan

kaynaklidir. Boylece, mevcut kiitiiphaneyle eslesme gerceklestirelememistir.

Gen tedavisinin etkili oldugu 7 protein; serpin B6, uzama faktor 1-alfa,
endoplazmik retikulum saperon, hemopexin, albiimin, gelsolin, alfa-1-antitripsindir.
Daha onceki calismalara bakildiginda; karacigerde sentlezlenen glikoproteinlerden
alfa-1-antitripsin saglikli kontrole kiyasla DMD ve BMD hastalarinda artig
gostermektedir (138). Serpin peptidaz inhibitor olan serpin B6 proteininde DMD
patolojisinde artis gostermektedir (139). Yine DMD hastaliginda peptid ifadesinde
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artis gosteren proteinlerden bir tanesi de albiimindir (140). Dmd-mdx-4Cv farelerin
ekstra okiiler kaslarinin analizinde, yliksek seviyelerde glikolitik enzimler ve
molekiiler saperonlarin yani sira mitokondriyal enzimlerdeki diisiisler de saptandi
(140). Distrofin eksikligi olan Mdx-4cv ekstra okiiler kaslarindaki bariz up-regiile olan
saperon proteinleri, saglam bir hiicresel stres yanitinin bir gostergesidir. Ceviri
baslatma ve uzama, iskelet kas1 dokusunda karmasik siire¢lerdir ve protein sentezini

diizenleyen yollar, gen ekspresyonunu diizenleyenlerden farkli olabilir.

Distrofin eksikligi sarkolemmay1 destabilize eder; kas liflerinde kasilma sirasinda
yaralanmaya duyarlt hale getirir ve distrofinle iligkili protein kompleksini bozarak
genel olarak kas sistemini etkiler, bdylece kalsiyum homeostazini ve sonug olarak
kasilma gevseme siireclerini etkiler. Mevcut ¢alismadan elde edilen sonuglar, kas
fonksiyonunun kaybina katkida bulunan distrofine kesinlikle bagimli olan oyunculara
genel bir bakis saglar. Diizensiz proteinlere bir bakis acis1 saglamak ve distrofinin yani
sira kas fonksiyonunun bozulmasiin temelinde hangi molekiiler organizasyonun ve

kritik molekiillerin oldugu anlamak i¢in tasarlanmistir.

Erken evre dmd-mdx-4Cv farelerinde, utrofin ekspresyonu nedeniyle fizyolojik
DMD profili zordur (141). Ancak 10 aylik veya daha ileri yastan sonra fizyolojik ve
fonksiyonel kas yikimi kolaylikla tespit edilebilir. Son deney grubumuz olan 10 aylik
dmd-mdx-4Cv farelere yapilan enjeksiyon sonuglarina bakildiginda; motor
performans testleri ile uygulamadan sonra iskelet kasi gelisimini gosterdigimizi
gostermektedir. Her ne kadar anlamlilik belirlenmemis olsa da doz 1 ve tedavi
edilmeyen dmd gruplarimin agirliklari, kas dejenerasyonu ve farelerin yaginin artmasi
nedeniyle bir ayda azaldi. Bununla birlikte, doz 2 gruplarinin agirlik degisimi kiigiiktii
ve kaslarda distrofin iyilesmesi nedeniyle agirliklari artti. Ileri yasta ¢ift doz
uygulamamiza ragmen karaciger ve dalakta toksisite gézlenmedi. Bobrek dokularina
bakildiginda ise kontrol grubunda inflamasyon saptanmasina ragmen doz gruplarinda
herhangi bir inflamasyon saptanmamuistir. Cerebullum kesitlerinde doz gruplar1 benzer
morfolojiye sahiptir. Fakat, hippokampiis kesitlerinde yiiksek doz olan doz 2 grubunda
cekirdek ve sitoplazma smirlart belirsiz ve dagmiktir. Istatiksel olarak anlamlilik

bulunmadig igin yiiksek doz toksik etkiye sebep olmustur denilemez. Ote yandan, Lv-
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HSA-uDys/eGFP'in kas fonksiyonunu ve distrofin ekspresyonunu korumak igin

DMD fare modelinde uzun vadeli etkisi belirlenmemistir.

Viral gen transferi, distrofin genleri kadar biiylik transgenleri teslim ederken
diisiik verimlilikle ¢alisan klinik olarak uygulanabilir viral vektorlerin paketleme
kisitlamalari tarafindan engellenir (135). Bununla birlikte, mikro-distrofin lentiviral
vektorlerin kullanilmasi bile yiiksek distrofin ekspresyonuna yol agmistir. Distrofinle
ilgili mRNA ekspresyon sonuglarinin yani sira, immiinohistokimya goriintiileri,
uygulanan doz gruplarindaki belirgin farki ve iyilesmeyi gostermektedir. Yiiksek doz
grubu (1.5x10° TU'luk ¢ift doz uygulama), kavrama giicli ve hareket etme testi ile
gosterildigi gibi, iskelet kasinin motor fonksiyonunu Onemli o6lgiide arttirdigini
gostermistir. Aski testinde zamanlayici, fareler dort uzuvlariyla (arka ve 6n ayaklar)
asiliyken baglatildi. Bu nedenle fareler teli dort uzvuyla kavramak zorunda kaldilar.
Boylece tiim sistemdeki gelismeyi inceleme firsati elde edilmistir. Her iki doz
grubunda da lentiviral gen tedavileri IM ve IP yoluyla uygulandi. Bunun nedeni, IM
uygulama ile kaslar iizerindeki etkiyi degerlendirirken, IP uygulama ile tiim sistemin

etkilemesini bekliyorduk.

Kandaki CK degeri, DMD hastalariin ve distrofik fare modellerinin serumunda
oldukca yiiksektir. Son c¢aligmamizda, mikro-distrofin transgen tedavisi, LV
enjeksiyonundan sonra tedavi edilmemis dmd farelerine kiyasla serum CK seviyelerini
normallestirme ve nihayetinde kandaki seviyeyi koruma yetenegine sahip oldugu
saptanmigtir. Lentiviral mikro-distrofin gen tedavi yontemimiz ile geri kazanildigim
ve yiiksek verimliligini dogrulamaktadir. Terapotik etkinligi daha da iyilestirmek igin,
kas fonksiyonunu ve stabil distrofin ekspresyonunu iyilestirdigi i¢in daha yiiksek doz

uygulamasi da tercih edilmelidir.

Yiiksek doz viral vektor gen dagiliminda klinik sonuglarda basartya ulagmak i¢in
kritik oldugu belirtilmistir. Potansiyel riskler nedeniyle bu dozlardaki ilk denemeler
hos karsilanmasa da caligmalarin (spinal miiskiiler atrofi gen tedavisi dahil (142))
yiiksek dozlari iyi tolere edilebilecegini ve yeterli transgen ekspresyonu saglayabildigi

gosterilmistir (143).
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Kantitatif veri elde ettigimiz RT-qPCR sonuglarina bakildiginda 10 aylik fare
deneylerinde doz 1 ve doz 2 gruplarinin ikisinde de belirtilen dozlar iki kere
uygulanmistir. 4 haftalik fare deneylerinde doz 1 ve doz 2 gruplarina bir kerelik
lentiviral enjeksiyon uygulanmistir. Fakat, sonuglari kiyaslamaya kalkarsak 4 haftalik
farelerde daha yiiksek distrofin ekspresyonun saptandi. Bunun sebebinin ise geng
farelerde hala bir miktar olan distrofin ekspresyonu ve erken evrede lentiviral tedaviye

daha yiiksek ve etkili sekilde yanit verebiliyor olmalarini sdyleyebiliriz.

Mdx fareleri, etkilenen DMD’li hastalar1 daha iyi taklit edebilen ve ¢ok sayida
mutasyon varyantt ile tamamlanmaktadir. Bununla birlikte, son on yildir
gelistirilmekte olan tedaviler klinik denemelere girdikce yeni sorular ortaya
cikmaktadir. Bu yeni sorularin cogu (AAV vektoriine kars1 bagisiklik tepkisi ve
sistemik olarak biiyiik 6l¢ekli gen transferi gibi), tam olarak karakterize edilmeyi

bekleyen bir model olan cDMD képekleri ile de daha iyi yanitlana bilinir (144,145).

AAV'nin gen tedavisinde kullanimi yaygin olmasina ragmen, AAV vektoriiniin
paketleme limiti nedeniyle LV tedavisi ile transdiiksiyon yapmay1 tercih ettik. Ancak
distrofin geninin boyutu diisiiniildiigiinde de lentiviral kullanmak dogru bir se¢imdi.
Ayrica LV, uygulamadan sonra daha az bagisiklik tepkimesi olusturmaktadir. AAV
ile DMD gen tedavisinin gelisimi hala belirsizdir ve ilerlemeye ihtiyaci vardir. Aksine
literatiirde kullanilan kreatin kinaz promotorii kalpte etkisizdir (146). Bu nedenle
caligmalarimizda HSA promotorii tercih ettik ve ek olarak IP enjeksiyonunun

yardimiyla da kalp hiicrelerinde distrofin ekspresyonunu indiikledik.

AAV'nin boyutu lentiviralden daha kiigiiktiir, bu nedenle oncelikle AAV
vektorleri kan-beyin bariyerini (BBB) gecemez. BBB'nin bloke olmasi nedeniyle,
vaskiiler diiz kas hiicreleri dahil olmak iizere ¢ok sayida dokuda distrofin ekspresyonu
geri yiiklenir, ancak beyin dokularinda (BBB) gecerli degildir (147,148). Bu nedenle
deneylerde merkezi sinir sistemi (CNS) lentiviral entegrasyona odaklanilmadi. Bunun
yerine, iskelet ve kalp kaslarinda distrofin ekspresyonunu eski haline getirilmesi
hedeflenmektedir. Vektoriimiizde, HSA promotoriinii miyojenik olmayan hiicrelere

transdiiksiyon yapamayan iskelet kasina 6zgii promotor/arttirict element olarak tercih
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edildigi i¢in karaciger, dalak, bobrek veya CNS'de herhangi bir lentiviral vektor

entegrasyonu beklenmemektedir (101).

Gen terapisindeki en Onemli bir engel, AAV'ye karsi Onceden var olan
bagisikliktir. Buda hastalar1 tedavi i¢in uygun olmayan hale getirmektedir. En biiyilik
ilerlemelerden biri, bu hastalara gen terapisinin uygulanmasina izin vermek i¢in AAV
antikorlarin1 onleyebilme yetenegi olacaktir. Plazmaferez veya T hiicre baskilamasi
icin Rituksimab ve Rapamisin gibi ilaglar kullanilmasi aktif bir aragtirma alanidir
(149). Bu yontemlerin dnceden var olan bagisiklik engelini agilabilecegini tahmin

etmek icin heniiz ¢ok erkendir.
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6 SONUC

Genetik hastaliklarin erken teshisi, hastaligin seyrini degistirmek i¢in yeni gen
tedavilerinin en etkili sekilde uygulanmasini saglayarak, hastanin yasam siiresini
uzatabilir. Sonug olarak, nadir hastaliklarda gen tedavisinin basarisi, gen transferinin
benzersiz yonlerini agiklayan klinik oncesi ve klinik arastirma tasarimina baghdir.
Tedavilerin hastalara sunulmasinda giivenlik ve etkinlik sonug¢larmin ikna edici bir
sekilde saglamak i¢in uygun tasarim ilkelerinin mantikli ve dikkatli bir sekilde

uygulanmasi gerekir.

Bir insan mikro-distrofin geninin ¢ift dozlu terapétik sonuglari, sadece patolojiyi
etkili bir sekilde gelistirmekle kalmadi, ayn1 zamanda ge¢ evre dmd-mdx-4cv fare
modelinde hem iskelet hem de kardiyak distrofik kaslarin islevlerini gelistirdigi
gosterilmistir. Ayrica sunulan sonuglar, klinik deneyler i¢in mikro-distrofin gen

versiyonunun lentiviral terapi ile potansiyel uygulamasinin bir gostergesi olmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile Tiirkiye’deki ilk DMD gen tedavisi ¢alismasi olmakla
birlikte, ileri evre farelerde Lv-HSA-uDys/eGFP enjeksiyon sonrasi ulusal

arastirmalar anlaminda da ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

Proje sonucunda, optimum DMD gen terapi protokolii kararlastirildi. Pre-klinik
hayvan testleri sonucunda belirlenen Distrofin gen terapi metodunun klinik DMD
hasta uygulamalarinda kullanilmak iizere gen konstraktinin (lentiviral vektor)
icerisinden markdr gen dizilimleri (eGFP) ¢ikartilmalidir. Boylelikle, insan kas dokusu
hiicrelerinde, sadece Distrofin geni kodlayacak yeni bir gen konstrakti/dizilimi
tasarlanmalidir. Ayrica pre-klinik DMD hayvan caligmasinda da tekrar test edilecek
olan bu tasarlanacak yeni gen konstraktinin, toksisite, teratojenite analizleri ve GMP
standardinda diger kalite kontrol testleri (saflik, sterilite, toksisite, stabilite, etkinlik,
replikatif olup olmadig1) yapilarak insan klinik ¢aligmalari i¢in etkinligi ve giivenirligi

test edilmelidir.
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Hedeflenen bu pre-klinik testler, 6zel DMD modeli (dmd-mdx-4Cv) farelerde
gerceklestirilmelidir. Yiiriime, rotarod, 6n ayak tutus giicii testi gibi davranis deneyleri
ile kas rejenerasyonu ve gelisimi incelenmelidir. Bununla birlikte, gen transferi
yapilan kaslardan doku kesiti alinarak Distrofin gen anlatim seviyesinin kontrolii
hedeflenmelidir. Proje sonunda optimum DMD gen terapi protokolii, intervali ve dozu
belirlenecek olup, beklenilen sonuglar elde edilmesiyle DMD hastalartyla klinik
calisma gerceklestirmek {izere, son basamak, kapsamli klinik proje basvurusu

hazirlanmalidir.
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