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Pediyatrik birinci basamakta karsilasilan en yaygin kronik tibbi durumlardan olan ndrogelisimsel hastaliklar bilissel islevler, motor beceriler,
hafiza, iletisim ve davranis alanlarinda bozukluklarla karakterlidir. Nobetler ve beyin malformasyonlari eslik edebilir. Etiyolojiden siklikla genetik
faktorler sorumludur, ancak cogunda hastalik yapici mekanizmalar tam anlasilamamistir. Bunun temel nedenlerinden biri, nérogelisimsel

hastaliklarin mekanizmalarini anlamada hayvan deneyleri veya postmortem incelemelerin, canli néronal hicrelerin yerini tutmamasidir.
Dolayisiyla bu yikici hastaliklari iyilestirecek hedefe yonelik bireysel tedavilerin gelistirilmesi zorlasmaktadir. Bu ihtiyaca yanit olarak,
ginumuzde ulasilan kok hicre ve yeniden programlama teknolojileri devrim yaratmistir. Bu calismada, ileriye donlk fonksiyonel arastirmalarin
yvapiimasina olanak saglamak Uzere, islevi tam olarak bilinmeyen KATNAL2 geninde patojenik bir varyant (p.Ser392Pro) saptadigimiz zihinsel
vetersizlik, epilepsi ve otistik belirtileri olan bir hastanin (Resim 1,2) fibroblastlarindan Yamanaka faktorleri kullanarak ilk asamada uyariimis
pluripotent kok hicreler (iPSC-KATNAL2 mut) gelistirilmistir. Ikinci asamada ise ileriye dénik mikrotubul-iliskili yapilarin fonksiyonel

analizlerini gerceklestirmek tizere, mutant ve kontrol iPSC hiicreleri, noral progenitor hticrelere (NPC) farkhlastirilmistir.

YONTEM:

Ik olarak hasta dermal fibroblastlarinin epizomal plazmid yontemiyle yeniden programlanmalari saglanmistir. Elde edilen iPSC’lerin, fare
embriyonik fibroblast (MEF) hicreleri Gzerinde ve HESC medium varliginda cogaltilarak uygun sayiya ulasmalari saglanmistir. Her giin besiyeri
colonileri MEF htcreleri Gzerinden alinarak matrijel kaplh kuyucuklara aktarilmistir.
colonileri “Monolayer Kultir Protokoll” ile tek hiicrelere ayrilmis ve SMAD inhibisyonu
Induction Kit” kullanilmistir. Ilk Gc¢ pasaj boyunca verilen néral indiksiyon besiyeri ile

degisikligi yapilan ve yeterli buyuklige ulasan iPSC
Farklilastirma baslatmak icin, yeterli sayiya ulasan iPSC
ile noral indikleme saglayan “STEMdiff™ SMADi Neura
merkezi sinir sistemi tipi noral oncul hicreler indiklenmis ve sonrasinda “STEMdiff™ Neural Progenitor Medium”a gecilerek yeterli sayida NPC
elde edene kadar kiltur devam ettirilmistir (Resim 3,4). Uretilen NPC’lerin karakterizasyonu icin, farklhlastirma sireci boyunca floresan
mikroskop altinda htcrelerin morfolojisi incelenmis ve Pax6, Nestin, Sox1 ve Oct4 antikorlari ile immunfloresan boyamalari gerceklestirilmistir.

BULGULAR:

Farkhlastirilan NPC’lerin uygun morfolojik 6zellikleri sagladigl ve pluripotensi belirteci olan Oct4 icin negatif, ndral oncul hicre belirteci olan
Nestin, Pax6 ve Sox1 icin pozitif oldugu gosterilmistir (Resim 5). iPSC-KATNAL2 mut hcreler ile yabanil-tip NPC’ler arasinda bu belirtecler icin
belirgin bir farklihk g6zlenmemistir.
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Resim 3: Hastadan deri biyopsisi alinmasi ve primer fibroblast kultirinin eldesi
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SONUC:

Resim 4: iPSC hucrelerinin noéral progenitor hiicrelere farkhlastirilma asamalari

Bu calismada ilk defa patojenik KATNAL2 mutasyonu tasiyan hasta hicrelerinden dnce iPSC, daha sonra NPC hiicre modelleri olusturulmustur.

Devam eden ve gelecek calismalarda bu modeller kullanilarak KATNAL2 nin nérogelisimdeki ro
yonelik olarak ilac ve gen tedavi calismalar gerceklestirilebilecektir. Insan beyninin karmasi

miktarlarda Gretim kolayligl, daha az degiskenlik gostermesi ve uzerinde cok sayida kontro
modeller, norogelisimsel hastalik mekanizmalarinin anlasiimasinda ileri fonksiyonel calismalarin yapilmasina olanak saglayacak énemli araclardir.
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