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1.0ZET

LENTIiVIRAL MERTK URETiMi, COGALTILMASI VE iLETiMi

Gen tedavisi; hastaligin gelismesinden sorumlu olan kalitsal ya da sonradan kazanilan
genetik bozukluklarin diizeltilmesi amaciyla hiicrelere faydali genler ve kisa
oligontikleotid dizilerinin aktarimi olarak tanimlanir. Gen tedavisinde saglikli
hiicrelere genleri vermek ve gen hasarlarini onarmak i¢in gen ilavesi, gen degisimi,
gen ifadesinin baskilanmasi, insersiyon ve 6zel hiicrelerin Oldiiriilmesi yontemleri
kullanilmaktadir. Genlerin alict hiicreye aktarilmasi laboratuvar ortaminda ya da
dogrudan hastanin viicudunda gergeklestirilebilmektedir. Hiicre igine genin
eklenmesinde viral (transdiiksiyon olarak) ve viral olmayan (transfeksiyon olarak) iki
genel yaklasim bulunmaktadir. Viral vektorler viral olmayan vektorlere gore daha
etkili bir gen tedavi yontemidir. Gen tedavisi uygulamalarinda bir¢ok viral vektor
sistemi gelistirilmistir. Ancak, ¢ogu vektor transgenezin yararliliginit sinirlamaya
neden olan biitiinlesmeyi yapamamaktadir. En iyi karakterize edilmis viral vektor,
genomik DNA'ya entegre olabilme 6zelliginden dolay: Retroviridae ailesidir. Fakat,
onkoretroviral vektorler, biitlinlesmeyi gerceklestirebilmesi i¢in hiicre replikasyonu
gereksinimi bulunmaktadir. Bu nedenden dolayr da sinirlt bir basar1 gostermektedir.
Lentiviral vektorler boliinmeyen hiicrelerde de transdiiksiyon yetenegini sahip oldugu
icin onkoretroviral vektorler ile karsilastirildiginda daha etkili bir transgen ifadesi
olusturabilmektedir. MERTK; LGALS3, TUB, TULP1 ve GAS6 gibi ¢esitli ligandlara
baglanarak hiicre dis1 matristen gelen sinyalleri sitoplazmaya yonlendiren tirozin kinaz
reseptoriidir ve MER/AXL/TYRO3 reseptor kinaz ailesinin bir {iyesidir. Apoptotik
hiicrelerin hiicre sagkalim, go¢, farklilasma ve fagositoz dahil birgok fizyolojik
stirecinde diizenleyici olarak gorev almaktadir. MERTK geninde meydana gelen
mutasyon sonucunda retina bozuklugu, kanser tipleri, melonama, cesitli sklerotik
lezyonlar meydana gelmektedir. Bu tezin amaci, ¢esitli hastaliklarin (retina bozuklugu,
melonamo, ¢esitli kanser tiirleri vb.) iyilestirilmesi icin MERTKyi lentiviral yontemler
kullanarak tiretebilmek, ¢ogaltmak ve bir hiicre hattina iletimini saglayabilmektir. Bu
tez ¢alismasinda; SH-SYSY hiicre hattindan elde edilen MERTK geninin pLentiCMV-
GFP-2A-Puro vektoriine klonlanip uygun paketleme plazmidleri ile birlikte 293T

hiicre hattina verilerek lentiviriis vektorii iiretilmig, inkiibasyona birakilarak



cogaltilmis ve hedeflenen hiicreye iletimi basariyla gerceklestirilmistir. Elde edilen
MERTK geninin lentiviral vektor ile hiicre hattina aktarilma metodunu ileride
yapilmasimi planlanan MERTK geni ile ilgili gen tedavisi c¢alismalarinda

kullanilabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Gen tedavi, Lentiviral vektorler, MERTK geni



2.ABSTRACT

LENTIVIRAL MERTK PRODUCTION, MULTIPLICATION
AND TRANSMISSION

Gene therapy is described as transfer of short oligonucleotides and genes, which are
beneficial for curing genetics disorders that are responsible for development of illness.
In gene therapy, many methods are utilized. These methods include adding gene to
cure gene disorders, changing gene, repressing gene expression, Killing special cells
and insertion. Transfer of genes' to receiver cells occurs directly in human body or in
laboratory. There are two methods in adding gene to intracellular. These are viral
(transduction) and non- viral (transfection) methods. Viral method is more efficient
than non- viral method in gene therapy.Many viral vector systems have been developed
in implementation of gene therapy. However, unification that limits beneficial of
transgenez couldn't be achieved by vast majority of these vector systems. Retroviridae
family is most characterized viral vector due to its aspect of being able to integrate
genomic DNA. But, onkoretroviral vectors need cell replication to make unification.
It shows limited success because of that. Lentiviral vectors shows better transgen
expression than onkoretroviral vectors due to its ability to show transduction in non-
diving cells. MER/ AXL/ TYRO03 is a member of receptor kinase family and MERTK
is tyrosine Kinase receptor, which directs signals coming from matrix of extracellular
to cytoplasm by connecting many ligands (LGALS3, TUB, TULP1 AND GAS6). It
takes duty for survival, migration, differentiation and phagocytosis of apoptotic cells
as a regulatory. Mutation in MERTK gene results in retina disorders, cancer, melonama
and various sclerotic lesions. The aim of the theisis is to produce, propagate and
transmit MERTK to a cell line by using lentiviral methods for the treatment of various
diseases (retinopathy, melonamo, various cancers, etc.). In this thesis study; The
MERTK gene obtained from the SH-SY5Y cell line was cloned into the pLenti-CMV-
GFP-2A-Puro vector and given to the 293T cell line together with appropriate
packaging plasmids, the lentivirus vector was produced, amplified by incubation, and
the targeted cell transduction was successfully performed. The method of transferring

the obtained MERTK gene into the cell line with the lentiviral vector can be used in



gene therapy studies related to the MERTK gene which is planned to be performed in

the future.

KEYWORDS: Gene therapy, Lentiviral, MERTK gene



3. GIRIS VE AMAC

Gen, fonksiyonel polipeptidlerin sentezi i¢cin gerekli niikleik asit dizileri olarak
tanimlanmaktadir [1]. Bir organizmanin gelisimi ve islevi biliylik oranda genler
tarafindan kontrol edilmektedir. Genlerin meydana getirdigi kodlanmis bir proteinin
yapisinda degisiklige veya onun ifadesinde kayba mutasyonlar yol agmaktadir [2]. Bu
mutasyonlar gamet hiicrelerinde ya da somatik hiicrelerde olabilmektedir [1].
Hiicrelerde meydana gelen ve mutasyon sonucunda olusan eksik ya da kusurlu genler
hastaliga yol agmaktadir. Hastaligin iyilestirilmesi icin geleneksel ila¢ bilesenlerinin
yaninda tedavisel molekiil olarak faydali genler ya da kisa oligoniikleotidlerin
kullanildig1 yeni tedavi metotlar1 kullanilmaktadir [3,4,5]. Bu metotlar gen tedavisi
olarak tanimlanmaktadir. Gen tedavisin temel amaci, hiicrelerde hastaliga yol agan
eksik ya da kusurlu gen ve ya genlerin yerine saglam kopyalarinin hiicreye

yerlestirilmesidir [3,6].

Gen tedavisine 1870 ile 1880 yillarinin baslarinda iki deneme ile baglanmistir.
Ik deneme, Arjinaz eksikligi sendromuna sahip iki geng¢ kiza arjinaz enzimini
kodlayan gen verilmesiyle gergeklestirilmistir. Ikinci denemede ise, P-talesimi
hastalig1 i¢in ex vivo gen tedavisi iki hastaya uygulanmistir. Halk tarafindan uygun
bulunmadig i¢in her iki denemede durdurulmustur. Ancak tedavi esnasinda hastalarda
olumlu ya da olumsuz herhangi bir sonu¢ alimamamistir [7,8]. 1989 yilinda French
Anderson’un, savunma sisteminin normal fonksiyonlarimi yerine getirebilmesi i¢in
gerekli Adenozin deaminaz (ADA) geni tarafindan iiretilen enzimin eksikligine sahip
bireylere uyguladigi gen tedavisi basariyla sonuglanmistir [9]. 1989'da insan {lizerinde
ilk gen tedavisinden bu yana gecen 28 yil i¢inde dnemli 6l¢iide degisiklikler meydana

gelmistir [10].

Gen tedavisinde kullanilan saglikli genin aktarimi ya hiicreler hastadan alinip
hiicre kiiltiirii ortaminda g¢ogaltilarak klonlanan (ex vivo) ya da dogrudan hastanin

viicuduna verilmesiyle (in vivo) gergeklestirilmektedir [11].



Gen tedavisinde gen aktarimi igin iki vektor sistemi mevcuttur. Bunlardan biri
viral olmayan vektorler; hiicre membranina kars fiziksel kuvvet uygulanarak yapilan
fiziksel vektorler (igne, balistik DNA, elektroporasyon, sonoporasyo, fotoporasyon,
magnetofeksiyon, hidroporasyon ve mekanik masaj) [12] ve kimyasal vektorlerdir
(Katyonik lipid (Lipopleks), DNA / katiyonik polimer (Polipplexler) ve DNA /
katyonik Polimer / Katyonik Lipid (Lipopolyplexes)) [13].

Bir digeri de viral vektorlerdir (retroviral vektorler, adenoviral vektorler,
adeno-asosiye viral vektorler, herpes simplex viriis (HSV) vektorler, lentiviral
vektorler) [14]. Viral vektorler viral olmayan vektorler ile kiyaslandiginda virak

vektorlerin gen transdiiksiyon verimliligi daha yiiksektir [12,15,16,17,18].

Gen tedavisi uygulamalarinda bir¢ok viral vektor sistem gelistirilmis olmasina
ragmen ¢ogu vektor transgenezin yararliligini sinirlamaya neden olan biitiinlesmeyi
yapamamaktadir. En iyi karakterize edilmis viral vektor, genomik DNA'ya integre
olabilme 6zelliginden dolay1 Retroviridae ailesidir. Ancak, onkoretroviral vektorler,
biitiinlesmeyi gerceklestirebilmesi i¢in hiicre replikasyonu gereksinim duydugundan
gen aktariminda smirl basari gostermektedir. Retroviridae ailesinin bir iiyesi olan
lentiviral vektorler, boliinmeyen hiicrelerde de transdiiksiyon yetenegini sahip oldugu
icin onkoretroviral vektorler ile karsilastirildiginda daha etkili bir transgen ifadesi
olusturmaktadir [19]. Lentiviral vektorler, konak hiicre genomuna istikrarli bir sekilde
integre olabilmekte [20,21], ¢ok yonlii, bir veya daha fazla gen igerisinde organize
edebilmekte ve 9 Kbp'ye kadar heterolog DNA verebilmektedir. Dahasi, lentiviriisler,
hiicresel hizlandiricilardan uzaklasmaya egilimli olduklari i¢in eklemeli mutagenez ve
onkojenite riski diisiiktiir [22,23]. Ayrica Lentiviral vektorler, diisitk immiinojeniteye
sahiptir [24]. Bu nedenlerden dolay1 tez i¢in viral vektorler icerisinden lentiviral

vektorii sectik.

MERTK (UniProt katilm Q12866), reseptdr tirozin kinaz (TAM (Tyro3, Axl
ve MERTK) ailesine ait tek gecisli bir transmembran reseptordiir. MERTK; monosit /
makrofajlar, dendritik hiicreler, NK hiicreleri, NKT hiicreleri, megakaryositler,
trombositlerde ve retinal pigment epitelyumu dahil olmak iizere epitelyal hiicrelerde

yiiksek olciide eksprese olmaktadir [25-29]. Insan MERTK geni, 2. kromozom



(2q14.1) lizerinde bulunur [30,31] ve tahmini olarak 110 kDa'lik bir molekiil agirligina
sahiptir. 999 amino asit proteini kodlayabilen 19 ekzondan olusmaktadir [25]. MERTK
reseptort, iki immunoglobulin benzeri C2 (IgGC2) ve iki fibronektin tip I (FN-I11)
alanina sahip hiicre dis1 bir bolgeye, oldukca korunumlu bir tirosin kinaz alanini igeren
bir hiicre i¢i bolgeye ve transmembran bolgesine sahiptir [27,32]. MERTK,
protoonkojen gibi davranir ve NIH / 3T3 ve B-lenfosit hiicrelerinin hiicresel
transformasyonunda rol oynamaktadir [33,34]. Monositlerde, makrofajlarda ve retinal
pigment epitel hiicrelerinde olusan fagositik siirecleri yonlendirmektedir [35-38].
Ayrica, MERTK'nin aktivasyonu ve PI3K / Akt, PLCGamma, VAV1 ve MAPK /ERK
yoluyla asag1 akish sinyallesme; hiicre sag kalimi, proinflamatuvar sitokin tiretimi ve
aktin yeniden yapilanma / hiicre goc¢iinde MERTK hiicresel islevlere aracilik

etmektedir [25,39].

MERTK geninde otozomal resesif gecisli mutasyon sonucunda retinal
bozukluklarin meydana geldigi gdzlemlenmistir [26,40,41,42]. Ilk olarak bir
protoonkojen olarak tanimlanmaktadir [27]. MERTK; 16semi [25,27,43], lenfoma
[25,44], kolorektal kanser [45], prostat kanseri [46] meme kanseri [47], gastrik kanser
[48], rabdomiyosarkoma [49], Astrocytoma/Glioblastoma [50,51] ve hipofiz adenomu
[52] gibi cesitli kanser tiirleri ile ilgisi bulunmaktadir. Ayrica; Melanomda
(p-Pro802Ser) [53,54], multipl miyelomda (p.Thr6901Ile, p.Glu823GlIn) [55], bobrek
kanseri ve karsinomda (p.Ala446Gly, p.Ala708Ser) [56] somatik degisiklikler
bulunmaktadir. Ek olarak, ¢esitli sklerotik lezyonlarda MERTK ekspresyonunun arttig1
gozlemlenmistir [57,58]. Ayrica, MERTK geninde ki bozukluk sonucunda ramotoid
artrid ve lopus gibi otoimmiin hastaliklar, fagositozda bozukluk ve apoptotik

hiicrelerin araliginda bozukluklar meydana gelmektedir [25,26,59].

Farkli yolaklarda (hiicre canliligi, farklilagma gibi) 6nemli rol oynayan ve gen
tizerinde meydana gelen bozukluklar sonucunda olusan cesitli hastaliklar (retina
bozuklugu, melonamo, ¢esitli kanser tiirleri vb.) yol agan MERTK geninin lentiviral
yontemler kullanarak iiretilmesi, ¢cogaltmasi ve bir hiicre hattina iletilmesi bu tez

kapsaminda ger¢eklestirilmistir.

MERTK geninin ¢ogaltilmasinda, transgenezin yararliligini sinirlamaya neden



olan biitlinlesme isleminin tam olarak gerceklestirebilen ve ayrica bunu
gerceklestirmek igin replikasyon gereksinimi duymayan lentiviral vektor tercih

edilmistir.

Bu tez caligmamizin nedeni; apoptotik hiicrelerin hiicre sag kalimi, gog,
farklilasma ve fagositoz dahil bir¢ok fizyolojik siirecte diizenleyici role sahip MERTK
geninin ugradigl mutasyon sonucunda olusabilecek retina bozukluklar, ¢esitli kanser
tipleri, otoimmiin hastaliklar, melonama, ¢esitli sklerotik lezyonlar gibi hastaliklarin
etkin olarak uygulanabilecek uygun gen tedavisi yontemini olugturmaktir. Bu neden
MERTK geninin lentiviral yontemler kullanarak iiretilmesi, ¢ogaltmast ve bir hiicre

hattina iletilmesi bu tezde hedeflenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Gen Tedavisi

Gen, fonksiyonel polipeptidlerin sentezi i¢in gerekli niikleik asit dizileri olarak
tanimlanmaktadir [1]. Bir organizmanin gelisimi ve islevi biliylik oranda genler
tarafindan kontrol edilmektedir. Genlerin meydana getirdigi kodlanmis bir proteinin
yapisinda degisiklige veya onun ifadesinde kayba mutasyonlar yol agmaktadir [2]. Bu
mutasyonlar gamet hiicrelerinde ya da somatik hiicrelerde olabilmektedir [1].
Hiicrelerde meydana gelen ve mutasyon sonucunda olusan eksik ya da kusurlu genler
hastaliga yol agmaktadir. Hastaligin iyilestirilmesi i¢in geleneksel ilag bilesenlerinin
yaninda tedavisel molekill olarak faydali genler ya da kisa oligoniikleotidlerin
kullanildig1 yeni tedavi metotlar1 kullanilmaktadir [3.,4,5]. Bu metotlar gen tedavisi
olarak tanimlanmaktadir. Gen tedavisin temel amaci, hiicrelerde hastaliga yol agan
eksik ya da kusurlu gen ve ya genlerin yerine saglam kopyalarinin hiicreye
yerlestirilmesidir [3,6]. Gen tedavisi, hiicrelerde iiretilen eksik ya da hatali enzim veya
proteinlerden kaynaklanan monojenik veya onkogenik hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kistik fibroz, Adenozin deaminaz (ADA) yetersizligi, ailesel

hiperkolesterolemi gen tedavisinin kullanildig: hastaliklara drnektir [3,60,61].

4.2. Ge¢cmisten Giiniimiize Gen Tedavisi

Yaklasik 10000 y1l 6ncesinde insanlar anne-babalarin 6zelliklerinin yavrularina
aktarabileceklerini  anlamislardir. Bu 6zelliklerin nasil aktarildigi  hakkinda
spekiilasyonlart eski Yunan bilim adamlar1 yapmustir ve onlarin teorilerinin bazilari
birkag yiizyil boyunca favori olarak kalmistir. Genetik iizerine bilimsel arastirmalar
1850'1 yillarda Avusturya kesisi Gregor Mendel' in yesil bezelyeler ile yaptig1 bir dizi
deney ile baglamistir; bu deneyler kalitimi agiklamaya yardimer olmustur. Mendelin
caligmalar1 daha sonraki bilimsel basarilarin temelini olusturmaktadir. Gen olarak
bildigimiz ayr1 {initelerin araciligiyla kalittimin gerceklestigini ortaya koymustur.
Ancak; 1850 yilma kadar, genin fiziksel yapist hakkinda yeterli bilgi

bulunmamaktaydi. Amerikan biyokimyaci James Watson ve Ingiliz fizik¢i Francis



Crick' in devirli ¢ift zincirli sarmal DNA modelini gelistirmesi ile genin fiziksel yapisi

ile ilgili fikir sahibi olunmaya baslandi [62,63].

1958 yilinda Medawar adli aragtirmaci fareler lizerinde yaptig1 deneyde deri
nakli sirasinda baskin geni tasiyan DNA dizilerini gdzlemlemistir. Ilk kez 1966 yilinda
teorik olarak gen tedavisi ortaya ¢cikmistir. 1966 ile 1969 yillart arasinda hiicrelerde
hastaliga neden olan eksik ya da hatali genlerin yerine saglam genin viriis aracilifiyla

aktarilabilecegi tartismalar1 baslamistir [64].

1970 yilinda Martine Cline tarafindan ilk kez gen tedavisi fikri ortaya atilmistir.
Martine Cline, virtislerin transformasyon mekanizmalarini inceledigi sirada viriislerin
genetik materyallerini konak hiicre genomuna aktardigin1 gozlemlemistir. Bunun
tizerine hiicrelere gen transferini gerceklestirmek igin ara¢ olarak viriislerin

kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢cikmistir [7,65].

1970 ile 1980 yillarinin baslarinda gen tedavisi uygulamalarina iki deneme ile
baslanmistir. Ilk deneme, Arjinaz eksikligi sendromuna sahip iki gen¢ kiza arjinaz
enzimini kodlayan gen verilmesiyle gerceklestirilmistir. Ikinci denemede ise, Ptalesimi
hastalig1 i¢in ex vivo gen tedavisi iki hastaya uygulanmistir. Halk tarafindan uygun
bulunmadig i¢in her iki deneme de durdurulmustur. Ancak tedavi esnasinda hastalarda

Olumlu ya da olumsuz herhangi bir sonug¢ alinamamaistir [7,8].

1989 yilinda French Anderson’un, savunma sisteminin normal fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi i¢in gerekli Adenozin deaminaz (ADA) geni tarafindan {iretilen

enzimin eksikligine sahip bireylere uyguladig1 gen tedavisi basariyla sonu¢lanmistir

[9].

Elde edilen umut verici sonuglarin ardindan klinik denemeler i¢in hazirlanan

300'den fazla protokol onaylanmig ve hastalara gen tedavisi uygulanmstir.

2002 yilinda yapilan gen tedavisi sirasinda 3 yasindaki bir ¢ocukta 16semi
benzeri bir durumun gelismesi ve yapilan 10 kisilik gen tedavisi denemesinde
bireylerinde hayati tehlike yagamasi gen tedavisinin gerilemesine neden olmustur. Gen
tedavisi alaninda yaganilan gerilemenin 6niine gegmek i¢in yeni stratejiler gelistirilmis

ve olusabilme ihtimali olan risklerin arastirilip ortan kaldirilmasina ¢alisilmistir [66].
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2017 yilinda Eichler ve arkadaslari, ABCD1 genindeki degisimi ile ALD proteininin
kayb1 sonucunda goriilen X’e bagl adrenolokodistrof hastaliginin iyilestirilmesi i¢in
yapilan lentiviral gen tedavisi ¢alismasi serebral adrenolokodistrofi tedavisi i¢in uygun

oldugu goriilmiistiir [67].

1989'da insan tizerinde ilk gen tedavisinden bu yana gegen 28 y1l iginde dnemli

Olclide degismistir [10].

First LV gene therapy product
Licensed in Europe (Strimvelis)

I
First human gene therapy product
Licensed in Europe (AAV1-LPL, Glybera)
|
l RNA-guided DNA editing by CRISPR/Cas9 I

[
Discovery of RNAI i Clinical efficacy of AAV8-FIX in hemophilia I

I First human gtx with AAV2: CF trial I l Clinical efficacy of AAV2-rpe65 in retina J

I

l First human gtx with Ad5: CF trial l | Alternative AAV serotype in clinic (AAV1): AAT and LPL |

| l

I First human gene therapy: RV for SCID-ADA Di y of wide di ity of AAV yp [

I l I [ |

I First human gene marking trial: RV in TIL I [ Serious complication in Ad-OTC trial I

1989 2000 2010 2017

Sekil 4.4.1 Insan gen tedavisinin tarihsel gelisimi.

Sekil 4.2.1° de insan gen tedavisinin tarihsel gelisiminde dnemli bazi olaylar
sekilde gosterilmistir. Sekilde bulunan kisaltmalar: AAV?2; adeno iliskili viriis tip 2,
AdS5; adenoviriis tip 5, CF; kistik fibroz, CRISPR, kiimelenmis diizenli aralikli kisa
palindromik tekrarlar, FIX; pihtilagma faktorii IX, LPL; lipoprotein lipaz, OTC; ornitin
transkambamilaz, RNAI; RNA inhibisyonu, RPE65; 65 kilo-Dalton retinal pigment
epitel proteini, RV; gamaretroviriis, SCID-ADA; adenosin deaminaz eksikligine bagl

ciddi kombine bagisiklik yetersizligi, TIL; timdr sizdiran lenfositler [10].
4.3. Gen Tedavisinin Simiflandirilmasi

Gen tedavisi iki sekilde siniflandirilmaktadir.
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4.3.1. Esey Hiicre Gen Tedavisi:

Esey hiicre gen tedavisi, esey hiicre igine fonksiyonel gen girdikten sonra esey
hiicrenin genomu ile fonksiyonel genin biitiinlesmesi saglanilarak yapilan gen tedavi
yontemidir. Hedeflenen eseysel hiicrelerdeki genetik ve kalitsal hastaliklarin tedavisi
yapilmakta ve yeni nesillere tedavi kalitsal olarak aktarilmaktadir. Genetik tedavi
yiiksek verimlilikte olmasina ragmen, etik ve teknik nedenlerden dolayr esey

hiicrelerinde gen tedavisi su anda insanlar iizerinde denenmemektedir [6,15,68,69].

Insanlar iizerinde neredeyse higbir zaman test edilmemesine ragmen, diger
tiirler lizerinde bazi farkli transgenik teknikler kullanilarak esey hiicre gen tedavisi

denenmistir [70]. Bunlara 6rnek olarak:

* Metafaz evresindeki somatik hiicrelerden alinan ¢ekirdeklere gen aktarimi
[71,72].

*  Yumurta hiicrelerinin ex vivo degistirilmesi ve devaminda in vitro fertilizasyon
[73,74].

» Farkli gen verme sistemleri ile in vitro kiiltiir esnasinda farenin embriyonik kok

hiicre manipiilasyonu [74,75].

* Bir cam igne ile eksojen DNA soliisyonunun proniikleer mikroenjeksiyonu
[76].
* Testis ya da diger genital sistemlere dogrudan veya dolayl olarak enjeksiyon

ile sperm hiicrelerinin igine transgenin verilmesi [77,78].

4.3.2. Somatik Hiicre Gen Tedavisi

Somatik hiicre gen tedavisi, genetik hastaliga sahip somatik hiicrelerin igindeki
genoma fonksiyonel genlerin aktarilmasi islemidir. Somatik hiicreye uygulanan
genetik tedavi sonucunda olugan her degisim ve her etki bireysel hastalar ile sinirhidir,
hastanin doliine veya gelecek nesillere aktarilmaz. Somatik hiicre gen tedavisi kisa
siirmektedir. Ciinkii ¢cogu dokunun hiicreleri belirli yasam siirecini tamamladiktan
sonra 6lmekte ve yerine yeni hiicreler gegmektedir. Somatik gen tedavisinde hedef
hiicrelere fonksiyonel genin verilmesinde problemler olmasina ragmen somatik hiicre

gen tedavisi ¢ogu hastalik i¢cin uygun bulunmaktadir [6,15,68,70,79,80].
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Bazi bilim adamlar1 somatik gen tedavisinin esey hiicre gen tedavisinden daha
iyi olduguna inanmaktadirlar. Somatik gen tedavisi esey hiicre tedavisiyle
kiyaslandiginda daha kolay uygulanmaktadir. Somatik gen tedavisi esey hiicrelerine
etki etmedigi i¢in herhangi bir degisime ve dolayli olarak zarara neden olmamaktadir.

Hastalifa neden olan genetik bozukluklarin sebep oldugu semptomlar1 tedavi

edebilmektedir [61,81,82].
4.4. Gen Tedavi Stratejileri

Gen tedavi alaninda ilerlemede iki fakli strateji gelistirilmistir [11].

4.4.1. Ex vivo Gen Tedavisi

Genetik bozukluga sahip hiicre hastadan alinir, hiicre kiiltiirii ortaminda
cogaltilarak klonlanan gen aktarilir. Daha sonra gen aktariminin gerceklestigi hiicreler

secilerek hiicre kiiltiirlinde in vitro olarak ¢ogaltilarak hastaya verilme seklinde yapilan

gen tedavisi stratejisidir [6,15,83,84].
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Sekil 4.4.1.1 Ex vivo gen tedavisinin adim adim uygulanig sekli [85].
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Sekil 4.4.1.1°de goriildiigii iizere, uygulanma sekli sirasiyla; bir hastadan
genetik kusurlu hiicreler izole edilir, kiiltire almman hiicreler biyiitiiliir, gen
bozuklugunu diizeltmek i¢in tedavisel gen tanitilir, genetik olarak diizeltilmis hiicreler
secilir (kararh transformanlar) ve biyiitiilir, degisiklige ugramis hiicreler hastaya

nakledilerek tedavi tamamlanir [85].

Bu stratejide, hastanin bagisiklik sistemi tarafindan gen tedavisi i¢in kullanilan
hiicrelerin viicut tarafindan reddedilmemesi i¢in miimkiin oldugunca hastanin kendi
hiicreleri (otolog hiicreler) tercih edilmektedir. Hastadan alinabilecek hiicrelere

hematopoetik ve deri hiicreleri 6rnek olusturmaktadir.

Ex vivo gen tedavisi uygulamasi sadece 6zel organlara hedeflenen tedavisel

stratejidir [86].

Ex vivo gen tedavisi akciger, beyin ve kalp gibi i¢ organlar hedeflendiginde
daha az kullanish olmaktadir. Immiin yamit yoklugunda ex vivo gen tedavisi avantajli
olmaktadir [61,87]. Ayrica, hedef hiicrelerde protein salinim kaynagi olarak veya

kanser tedavisi i¢in as1 olarak kullanilmaktadir [88,89].

4.4.2. In vivo Gen Tedavisi

Genetik bozukluga sahip hiicrenin in vitro kiiltiiriiniin yapilamadigi veya
kiiltiiri  yapilabilen hiicrelerin re-implantinin etkin bir sekilde yapilamadig
durumlarda uygulanan gen tedavi stratejisidir. Bu strateji, hedeflenen hiicrelere

fonksiyonel genin dogrudan aktarilmasi seklinde uygulanir [15,61].

@ —{— Target
tissue
—0
Thera;eulic
gene

Patient

Sekil 4.4.2.1Tedavisel genin hastanin belirli bir dokusunun hedef hiicrelerine

dogrudan gonderilmesi seklinde uygulanan in vivo gen tedavisi [90].
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In vivo gen tedavisinde kullanilan fonksiyonel gen hiicrenin kromozomuna
girer ya da epizom olarak kalir. Kromozom i¢ine entegre olmasi hiicrenin boliinerek
cogalmasi asamasinda fonksiyonel geninde ¢ogalmasi icin tercih edilmektedir.
Kromozomda istenilen noktanin disinda bir noktaya entegre olmasi beklenmeyen

etkilere ve gen ifadesinin hatali ya da eksik olmasina yol agmaktadir.

In vivo gen tedavisinin basarili olmast,

1. Fonksiyonel genin hedeflenen hiicreler tarafindan alinacak sekilde veya
sadece hedeflenen hiicrelerde gen ifadesi olacak sekilde tasarlanmis olmasina, 2. Gen

aktarimi ve ifadesinin (ekspresyonunun) etkinligine,
3. Hiicre icine giren genin bozulmamasina, baghdir [15].

4.5. Vektorler
Hiicre i¢ine gen aktarilmasinda iki temel yaklasim vardir.

4.5.1. Viral Olmayan Vektorler

Viriis olmayan vektorler, viral vektorler haricindeki tiim fiziksel ve kimyasal
vektorleri kapsamaktadir [12,15,16,17,18]. Viral olmayan vektorlerin klinik
arastirmalarda kullanilmasi, 2004 yilindan 2013 yilina kadar artarak ilerlemektedir.
Verimlilik, 6zgiilliik, gen ekspresyon siiresi ve giivenlikteki gelismelerden dolayi viral
olmayan vektorler klinik arastirmalara girmistir [12]. Viral olmayan vektorler viral
vektorler ile kiyaslandiginda; hedef hiicrelere transfekte etme etkinligi nispeten yiiksek
olmasi, immunojenite ve sitotoksisite acisindan kullanimda elverisli olmasi, daha
uygun maliyette olmasi ve trangenik DNA'nin boyutunda sinir olmamasi gibi
ozelliklerinden dolay1 daha kullanishh oldugunu gostermektedir. Ancak; gen
transdiiksiyonunda verimliligin diisiik olmasi gen tedavisi g¢alismalarinda viral

vektorlerin kullanilmasina yonlendirmistir. [12,15,16,17,18].
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4.5.1.1. Viral olmayan gen tedavisi icin fiziksel vektorler

Gen tedavisi arastirmacilari, daha basit oldugu i¢in gen materyalini nakletmek
igin fiziksel araglara daha fazla ilgi duymaktadirlar. In vitro ve in vivo gen iletimi i¢in
uygulanan fiziksel yontemler, hiicre membranina karsi fiziksel kuvvet uygulanarak

yapilmaktadir. Boylece genetik materyalin hiicre igi iletimi kolaylasmis olmaktadir

[12].

4.5.1.1.1. igne
Fonksiyonel genetik materyal siringa kullanilarak hedeflenen dokuya

verilmektedir. Gen aktariminda herhangi bir tasiyiciya ihtiya¢ duyulmadan uygulan bir
yontem oldugu i¢in basit ve giivenlidir. Uygulama alanmi olarak; kas, cilt, karaciger,
kalp kas1 ve kat1 timorlerdir. Serum icinde niikleazlar tarafindan hizla bozulma ve
mononiikleer fagosit sistemi ile temizlenme etkinlerinden dolay: etkinligi dugsiiktiir

[91,92,93].

Ciplak DNA; cilt, timus, kalp kasi, iskelet kas1 ve karaciger hiicrelerine direkt
olarak enjekte edilmektedir [94,95]. Ciplak DNA enjeksiyonu giivenli ve basit bir
yontem olmasina ragmen, gen aktarimi i¢in verimi diisiik oldugundan DNA asilamasi

gibi baz1 uygulamalar i¢in uygundur.

4.5.1.1.2. Balistik DNA
Parcacik bombardimani, mikro mermi gen aktarimi veya gen tabancasi balistik

DNA i¢in kullanilan diger terimlerdir. Bu yontem ilk olarak bitkiler i¢in gen transferi
teknigi olarak kullanilmistir. Yontemin uygulanma sekli; metal partikiiller ile kapl
DNA'nin hedef dokuya belirli bir hizla verilmesine dayanir. Metal partikiil kaph
DNA'nin hedef dokuya ulagsmasi igin gerekli hiza; yiiksek voltajli elektronik desarj,
kiviletm desarj1 veya helyum basing desarji ile saglamaktadir. Bu yontemin gen
aktarim etkinliginin belirleyen kritik parametreler; gaz basinci, parcacik boyutu ve doz
frekansidir. DNA'nin kaplanmasi i¢in kullanilan metal partikiiller; altin, tungsten veya

giimiistiir ve bunlar genellikle 1 um c¢apinda olmaktadir. Gen tabancasinin en biiyiik
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avantaji, DNA dozlarinin tam olarak verilmesidir. Genellikle over kanserinde gen

tedavisi arastirmalarinda kullanilmaktadir [91,92,96].

4.5.1.1.3. Elektroporasyon
Gen elektro enjeksiyonu, gen elektro transferi, elektriksel olarak aracilik edilen

gen tedavisi ve elektro gen aktarimi elektroporasyon i¢in kullanilan diger terimlerdir.
Elektroporasyon; hiicre yiizeyinin belirli bir noktasina membranin elektrik
kapasitesinden daha biiyiik bir elektrik alan uygulanarak olusturulan potansiyel fark ile
gen tedavisi icin kullanilan fonksiyonel genin hiicre sitoplazmasina ve
niikleoplazmasina ge¢mesini saglayabilecek delik agilarak yapilan yontemdir.
Elektroporasyon plazmid DNA'y1 aktarmak icin giivenili bir fiziksel yontem olarak
ortaya c¢ikmistir [91,92,96,97,98,99]. Bu yontemde; i¢ dokulara elektrot
yerlestirilmesinde cerrahi zorluklarin bulunmasi, dokuya uygulanan yiiksek gerilim
nedeniyle organlara zarar verme ihtimalinin olmasi ve genomik DNA stabilitesini gibi

sorunlar yasanmaktadir [100].

4.5.1.1.4. Sonoporasyon

Sonoporasyon, ultrason dalgalari kullanilarak hiicre zar1 gecirgenliginin
arttirilarak genetik tedavi ig¢in uygulanacak fonksiyonel genin aktarilmasini saglayan
naninvaziv bir tekniktir. Bu teknikte; fonksiyonel genetik materyal mikro kabarciga
dahil edilip sistemik dolasima verilmektedir. Bunu ultrason uygulamasi takip
etmektedir. Ultrason dalgasi, hedef dokunun mikro sirkiilasyonundaki mikro
kabarciklar1 kavite eder ve tedavisel genin hedeflenen transfeksiyonunun ¢okelmesine
yol acan biyolojik etkileri tiretir. Mikro kabarciklar, perflorokarbon veya siilfiir
hekzafliioriir gibi yiiksek molekiiler agirlikli gaz dolu ¢ekirdekten [hava / azot / inert
gaz| olusmaktadir. D1s kabuk; lipid, protein veya sentetik biopolimer gibi biyolojik
olarak uyumlu bilesiklerden olugmaktadir. Mikro kabarciklar dolasimda kirmizi1 kan
hiicrelerine benzemektedir (ortalama c¢ap 2-4 um). Sonoporasyon teknigi genellikle
beyin, kornea, bobrek, periton boslugu, kas ve kalp dokusunda kullanila bilmektedir

[101].

Bu teknikte; plazmid DN A'nin boyutu ve konsantrasyonu sistemin etkinligi i¢cin

biiyiik rol oynamaktadir [102,103]. Teknigin 6zellikle in vivo verimliligi diistiktiir.
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4.5.1.1.5. Fotoporasyon
Bu fiziksel yontem, gen tedavisi igin kullanilmasi hedeflenen genetik

materyalin hiicreye girmesini saglamak ic¢in hiicre zari iizerinde gecici gozenekler
olusturmaktadir. Bunun i¢in tek lazer palsi kullanilmaktadir. Bu yontemde kullanilan

lazerin odak noktas1 ve darbe frekansi yontemin verimliligini kontrol etmektedir [ 104].

4.5.1.1.6. Magnetofeksiyon
Magnetofeksiyon, bir sistemde nonviral biyokimyasal (katyonik lipidler veya

polimerler) ve fiziksel (elektroporasyon, gen tabancasi) transfeksiyon sistemlerinin
avantajlarina sahip olan basit, etkili, diisiik verimlilik ve toksisite gibi sakincalarini
ortadan kaldiran bir transfeksiyon yontemidir. Bu yontemde kullanilan manyetik
alanlar, niikleik asit igeren parcaciklari hedef hiicrelere aktarmak icin kullanilir
[105,106]. Yontem, tedavisel genin manyetik nanopargacikla birlestirilmesine
dayanmaktadir. Bu teknik manyetik pargaciklarla tedavisel genin birlesmesiyle
yapilmaktadir. Hiicre kiiltlirlinde kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirliniin  altina
yerlestirilen toprak elektromiknatisin iirettigi gradient alan ile sedimentasyon ve
transfeksiyon hizi arttirilmaktadir. In vivo durumda tedavisel gen-manyetik pargacik
kompleksi intravenoz olarak uygulanir. Bu kompleksin yakalanip hedefe
gonderilmesinde yiiksek gradientli harici miknatislar kullanilmaktadir. Gen
tedavisinde kullanilan fonksiyonel genetik materyal; capraz bagli molekiillerin
enzimatik boliinmesi, yiik etkilesimi ve maktriks bozulmasi esnasinda serbest
kalmaktadir. Bu teknik primer hiicreleri transfekte etmek i¢in ve diger yollar ile
transfekte edilmesi zor olan hiicreleri transfekte etmek icin uygulanmaktadir

[107,108,109].

4.5.1.1.7. Hidroporasyon
Hidrodinamik gen aktarimi olarak da adlandirilir. Bu teknik, gen tedavisi igin

kullanilacak fonksiyonel genetik materyalin hiicre membranina girebilmesi igin
hidrodinamik basing uygulanarak yapilmaktadir. Hidrodinamik, suda ¢oziiniir
bilesiklerin ve pargaciklarin i¢ organlara dogrudan intraseliiler olarak verilmesi i¢in

basit ve etkili bir yontemdir [92,110,111].

Bu basit yontemin in vivo verimliligi, herhangi bir nonviral sisteme gore daha

yiiksektir. Ayrica, fare ve sican gibi kemirgen hayvanlar iizerinde yapilan
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caligmalarda; hayvanlarin karacigerine yapilan gen transplantasyonu sonucunda
hemofili faktorlerinin [112], sitokinlerin [113], eritropoietin [114] ve hepatik biiylime
faktorlerinin [115] ekspresyonlarinda basari elde edilmistir. Ancak ayni basari

insanlarda elde edilememistir.

4.5.1.1.8. Mekanik Masaj
Gen tedavisinin uygulanacagi hedef organdaki hiicreye plasmid DNA'nin

difiizyon yoluyla girmesini kolaylastiran ve hiicre zarinda gecici bozulmalar meydana

getirilerek uygulanan bir yontemdir. Bu metot ile gen tedavisi ¢alismalari azdir [116].

4.5.1.2. Viral olmayan gen tedavisi icin kimyasal vektorler

Kimyasal sistemler fiziksel yontemlerden daha yaygindir. Genellikle asagidaki
sekilde;

1. Niikleazlar ve diger kan bilesenlerinden korunan tedavisel genleri

igeren yogun kompleks tasarimlar,

2. Belirli hiicreleri hedef alanlar,
3. Genetik materyalin sitozol veya g¢ekirdege verilmesini arttirmak icin
tasarimlar,

4, Sitozol'deki DNA / RNA'dan ayrigsmak iizere tasarimlar,

S. Dokulardaki terapdtik genin siirekli veya kontrollii salinmasi igin

tasarlanmaktadirlar [116,117].

4.5.1.2.1. Inorganik parcaciklar
Genellikle, retikiilo endotel sistemden kagabilmesi veya bozulmadan

baglanabilmesi i¢in boyut, sekil ve porozite degisiklikleri tasarlanarak hazirlanan
pargaciklardir. Bu inorganik nanoparcaciklarin ylizeyi genetik materyal ile kaplanip
kiiciik parcacik boyutuna getirilerek fizyolojik ve hiicresel engellerin ¢ogunu etkili bir
sekilde asabilmektedir. Bu yontemin transfeksiyon etkinligi yiikdektir. Inorganik
parcacik olarak ilk kullanilan kalsiyum fosfat parcacigidir. Bu parcacik biyolojik
olarak uyumludur ve pargalanabilmektedir. Kalsiyum, endositozda hayati bir rol

oynamaktadir. Ayrica kolaylikla emilme avantajmma ve yiiksek baglanma afinitesi
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sahiptir. Ancak, kalsiyum fosfat nano kristalleri zamanla biiyiir ve depolama kapasitesi
azalir. Bu daha sonra magnezyum ilave edilerek giderilmeye caligilmistir. Diger
inorganik parcacik olarak silika; islevsel ve kullanim kolaylig1 saglamaktadir. Ancak;
serum proteinleri arasindaki etkilesime bagli olarak serum igeren ortam varliginda
veriminin azalmasi 6nemli bir sinirlayici faktordiir. Bir diger inorganik pargacik olarak
altin; hazirlanma kolaylig1, sinirsiz yilizey karakterizasyonu, kizil tesi bolgeye yakin
1s181in  kuvvetli emilimi ve atil doga gibi Ozellikleri arastirmacilar1 altin
nanopartikiillerin kullanimya yoneltmistir. Ancak altinin yiiksek kimyasal kararliligi
sahip olmas1 hiicrede kolay ¢oziinememesine ve dolayisiyla hiicre biiylimesine zarar
vermektedir. Inorganik pargacik olarak; manyetik nanopartikiiller (siiper manyetik
demir oksit cogunlukla manyetit), fullerenler (¢6ziiniir karbon molekiilleri), karbon
nanotiipleri (silindirik fullerenes), kuantum noktalar1 (yar1 iletken nanomateryal) ve
supramolekiiler sistemler, in vitro olarak hayvan modellerinde umut verici sonuglar

vermistir [107].

4.5.1.2.2. Sentetik / dogal biyolojik parcaciklar
Katyonik lipozom / katyonik polimere ait polikatyonik nanomerik pargaciklara

sikigtirllmis  negatif yikli niikleik asitleri igeren nanomerik komplekslerdir.
Nanomerik komplekslere lipoplex / poliplex denilmektedir. Hiicre i¢ine endositoz
yoluyla nanomerik kompleks bilesenlerin alinmasiyla niikleik asit boncuklar1 yeterli
miktarda tiretilmektedir [118]. Katyonik vektor; diger viral olmayan vektorlere ve viral
vektorler ile kiyaslandiginda toksisite ve antijeniklik agisindan avantajlidir. Fakat bu

sistemin verimliligi distiktiir.

Katyonik lipidlerin siniflandirilmas;

. Monovalent katyonik lipidler,
. Cok degerli katyonik lipitler,
. Guanidin igerenler,

. Kolesterol tiirevi bilesikler,

. Katyonik polimerler,
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. Lipid-polimer melezi, seklinde siniflandirilir [119].

Katyonik partikiillerin gen aktarma mekanizmasi; katyonik partikiiller ile hiicre
ylizeyi arasindaki spesifik olmayan etkilesimin ardindan endositoz vezikiillerinin
yardimiyla endositoz seklinde olur. Olusan endozom igerisindeki genetik materyal
endozomdan birakilir ve membran reseptorleri tarafindan ¢ekirdege translokasyonu

gerceklesir ve transgenik ifade olusur [120].

4.5.1.2.2.1. Katyonik lipozomlar
Katyonik lipozomlar, nanomerik komplekslerin olusumuna neden olan

kompakt negatif yiiklii niikleik asitler olan mevcut nonviral polikatyonik sistemlerden
daha Onemlidir. Katyonik lipozomlar; diisiik toksisite, bagisiklik sisteminin
aktivasyonu olmamasi ve biyoaktif bilesiklerin etki alanina hedeflenmis olarak
verilmesi gibi hidrofilik ve hidrofobik ilaglar1 dahil etme kabiliyeti gibi kendine 6zgii
ozellikleri vardir [121,122]. Hem retikiiloendotelyal sisteme bagl lipozomlarin hizla
bozulmas1 hem de uzun vade de ila¢g vermenin basarisizliga ugramasi gen verme

sistemlerinin dezavantajlaridir [126,124].

Katyonik lipozomlar, akciger, iskelet kaslari, dalak, bobrek, karaciger, testis,

kalp ve deri hiicrelerinin gen iletiminde kullanilmaktadir [125,126].

4.5.1.2.2.2. Katyonik polimerler
DNA'ya sahip katyonik polimer karisimi polipleks olarak adlandirilan

kompleksin nano boyutundaki olusumudur. Lipopleks yapilardan daha kararlidir.
Polietilenimin (PEI), in vivo ve in vitro gen transferi i¢in altin bir standart olarak kabul
edilmektedir. Katyonik polimerler, yliksek yogunluklu amin grubu icermektedir. Bu,
ozmotik basing alan i¢inde kloriir akiskanligina yol agmaktadir. Endozom membranin
kopmasina ve sismesine neden olmaktadir. Citosan, katyonik polisakarit esasl dogal
bir polimerdir. En ¢ok c¢alisilan viral olmayan vektorlerden biridir. Yiiksek
konsantrasyonlarda bile zehirsizdir. Glukozaminden olusan dogrusal bir katyonik
polisakkarittir. Citosanin pozitif yiikii, negatif yiiklii DNA ile elektrostatik olarak
baglanir. Muko yapiskan 6zelligine sahip ¢itosan / DNA polipleksler oral ve burun gen
terapisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Poli DL-Laktid (PLA) ve Poli DL-
Laktidko-glikozid (PLGA) bulk hidrolize maruz kalarakbiyolojik olarak
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parcalanabilen poliesterlerdir. Bozulan tiriinler sitrik asit dongiisii ile giderilir. PLGA,
protein verilmesi i¢in ara¢ olarak FDA tarafindan onaylanmistir. 10 pm'den daha
kiiciik boyutta, antijen sunan hiicre tarafindan kolaylikla fagositize olabilmete ve

bagisiklik reaksiyonu indiikleyebilmektedir [127].

4.5.2. Viral Vektorler

Basarili gen tedavi yontemlerinden biri de viral vektorlerdir [128]. Viral
vektorler; etkin gen veriminde replikasyon ve ekspresyon gibi viriislerin evrimsel
mekanizmalarindan dolay1 gen tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [129]. DNA
ve RNA  viriislerinin genomlarinda degisiklik yapilarak gen tedavisinde
kullanilmaktadir. Boylece vektdr amaciyla kullanilan viriisler daha giivenli hale
getirilmistir. Ancak gen tedavisinde viral vektorler belirgin immiinojenite, toksin
tiretimi, insersiyonel mutagenezi ve 6liim gibi bazi problemler olusturmaktadir. Ayrica
viral vektorlerin transgenik kapasite boyutu da smirhdir [14,130]. Viral vektor
sistemleri; in vitro, ex vivo ve in vivo gen transferi i¢in gelistirilmistir. Viral vektorler;
enfeksiyon, hiicre tipine 6zel ekspresyon, giivenilirlik, enfekte edebilme yetenegi ve
hiicre popiilasyonunda hizla biiyiime 6zelliklerine gore se¢ilmektedirler. Bu vektorler
ile yapilan ¢aligsmalarda transgenlerin verimli bir sekilde ekspresyona tabi tutulmasi
icin onlarin giivenligini aritmak ve gen transferinin hedeflenmesini iyilestirmek

gereklidir [14,131].

4.5.2.1. Retroviral vektorler

Retroviriisler, 7-11 Kbp'lik pozitif iplik¢ikli iki kopya halinde tek sarmal

sekilde bulunan RNA genomuna sahip, kapsid iceren zarfl virtislerdir.

Retroviral genomun da 5 've 3' uglarinda iki uzun terminal tekrarlar (LTR)
bolgeleri ve gag, pol, env adli ii¢ biiylik okuma bolgelerini bulundurmaktadir. LTR;
sirastyla  kapsid proteinleri, replikasyon enzimleri ve zarf glikoproteinlerini
kopyalayan gag, pol ve env ifadelerini tesfik edici ve diizenleyici olarak hareket
etmektedir. Viral yasam dongiist ile ilgili olarak, kapsid konakg¢i hiicrenin igine
girdiginde, viral RNA genomu ters transkriptaz enzimi sayesinde ¢ift zincirli DNA'ya

dontisiir. Olusan ¢ift zincirli DNA (Cift zincirli DNA'nin kromozoma ulasmasi i¢in
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¢ekirdek memraninin kaybolmasi gerekmektedir ve bu da boéliinebilen hiicrelerde
gerceklesir) molekiilii ¢ekirdege tasinir, ¢ekirdek i¢cinde daire seklini alir ve sonunda

konakg1 hiicre genomu ile integre olmaktadir [132].

Retroviral vektorler yabanci genlerin hedef hiicrelere aktarmak i¢in uygulanan

etkin bir sistemdir. Bu vektorler gen tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [14].

Gen tedavisinde retroviral vektorlerin; konagin genomuna kararli biitiinlesme 6zelligi,
verimli gen aktarimi i¢in yeterli viral titrelerin iiretilmesi ve makul boyutlarda yabanci
genleri tagima yetenegi [<8 kb] avantajlarini olusturmaktadir. Bu 6zellikler, transgenin
doniistiiriilmiis hiicrelerde ve onlarin soy hiicrelerinde kaliciliginin temini i¢in gerekli
On sarttir. Hastalik fenotipini diizeltmek ve tedavisel etkiler olusturmak i¢in transgenin
uzun vadeli ve yiiksek diizeyde ifade olusturmasini saglamaktadir [14]. Ancak,
ozellikle klinik uygulamalarda engeller yaratan dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar;
bazi retroviral vektorlerin istikrarsizligi, konak¢t DNA'ya rasgele viral biitiinlesme
sonucu olasi rastgele ekleme mutajenezi, diisiikk verimlilik, immiinojenik problemler
ve boliinmeyen hiicrelerde kullanilamamasi gibi nedenlerden dolay: baska viriisler ile

calisilmaya yonlendirmistir [14,133,134].
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Sekil 4.5.2.1.1 Retroviral vektorlerin gen tedavisinde ¢aligma prensibi.[14].
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4.5.2.2. Adenoviral vektorler

Adenoviriisler; zarfsiz, 100nm'lik ikozahedral kapside sahip, yaklasik 36 kb'lik
dogrusal ¢ift zincirli DNA viriistidiir. 50'den daha fazla serotipi bulunmaktadir. Bu
serotipler; hemaglutinasyon ozelligine dayanarak A'dan F'ye kadar alt gruplara

ayrilmaktadir [132].

Adenoviral vektorler 7.5 kb'lik bir gen tagima kapasitesine ve boliinebilen ve
boliinmeyen hiicrelere bulasma 6zelliklerine sahiptir [135]. Bu 6zellikleri in vivo gen
tedavisinde avantaj saglamaktadir. Bu viral vektdor konagin genomuna integre

olamamaktadir [136].

Adenoviral vektorlerin genomu biiyiik oldugundan dolay1 genomda bazi
degisiklikler yapilmistir. Bu degisiklikler: birinci kusak vektorlerde E1 bolgesi ikinci
kusak vektorler de El'e ilaveten E2 ve E4 bolgeleri, tiglincti kusak vektorler de viral
genomu kodlayan kisminin biiyiik boliimii ¢ikarilarak olusturulmustur. Onkolitik

vektorler de ise E1B geni disinda tiim viral genomu tasiyacak sekilde degistirilmistir.

Bu degisikliklerin uygulandig1 genlerin 6zellikleri:

* EI geni: Erken fonksiyonlar: diizenler ve viriis replikasyonu i¢in gereklidir.

* E2 geni: Replikasyonda rol oynayan proteinleri ve DNA polimerazi
kodlamaktadir.

* E3 geni: Patojenitede 6nemlidir. Enfekte olmus hiicrelerin yiizeyine MHCI'in
gelmesini engeller ve enfekte hiicrelerin lizisini onlemektedir.

* E4 geni: Gen ekspresyonunu diizenleyen genleri kodlamaktadir.

Adenoviral vektér genomunda Erken (E ile gosterilir) ve diger diizenleyici
genler silinip, silinen genlerin yerine gen tedavisi i¢in kullanilacak olan fonksiyonel
gen aktarilarak degisime ugratilir. Daha sonra elde edilen viriisii hedef hiicreye infekte

edilmektedir. Hedef hiicre iginde viral partikiiller sitoplazmik endozoma girer ve
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sitoplazmik endozom da tedavisel geni barindiran viral DNA'yr c¢ekirdege
gondermektedir. Cekirdege ulasan tedavisel geni barindiran viral DNA’nin gen ifadesi

epikromozomal viral DNA'da ger¢eklesmektedir [14,132,137].

Adenoviral vektorler; yiiksek niikleer transfer etkinligi, genis doku tropizmi ve
diisiik patojenite Ozellikleri agisindan avantaj saglamaktadir. Adenoviral vektorler
uzun siireli ifade olusturamamasindan dolay1 dezavantajlidir. Adenoviriislere karsi
dogal ve akut immiinolojik yanitlarin olugsmasindan dolay1 klinik uygulamalarin birkag
doku ile simrli kalmasi da dezavantajlarindandir. Ayrica, dogal adenoviriis
enfeksiyonunun takipde ciddi hastalik riskinin nadir olmasi ve viral genomun hedef
hiicre genomuna entegre olamamasina ragmen; gen tedavisi sonucunda ciddi kotii yan

etkilere ve hatta 6liim ile sonu¢lanabilmektedir [138,139,140].

DSH
[ H (o IR 55 soqrces ]

Adenovirus vector

Complementing plasmid

epichromosomal
viral DNA

Sekil 4.5.2.2.1 Adenoviral vektorlerin gen tedavisinde ¢alisma prensibi [14].
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4.5.2.3. Adeno-asosiye viral vektorler (AAV)

Adeno-iliskili viriisler (AAV), Parvoviriis ailesine ait zarfli, tek iplikgikli bir
DNA viriistidiir [141]. Adeno iliskili vektorler (AAV) 6zellikleri agisindan adenoviral
vektorlere benzemektedir, ancak adenoviral vektorlerin replikasyonunda ve
patojenitesinde bazi eksikliklere sahip oldugundan Adeno iligkili vektorler (AAV )
daha giivenlidir [142]. AAV'nin diger bir 6zelligi, 19. kromozomdaki spesifik bir
bolgeye integre olabilme yetenegidir. AAV genomu kiiciik (5 Kbp'den az) ve sadece
iki gen icermektedir. Bunlar: rep (replikaz, viral genom replikasyonu i¢in gerekli) ve
kap'tir (yapisal proteinlerini kodlar). Rep ve cap genleri, kisa ters terminal tekrarlar

(ITR'ler) igermektedir.

AAV'ler replikasyon dongiisiinii tamamlamak i¢in yardimer viriislere ihtiyag
duymaktadir [132]. Bu yardimci viriisler, adenoviriis veya herpes simpleks viriistiir.
Insanlarda AAV'lerin herhangi bir hastalikla iliskisi bulunmamaktadir. Ayrica, ciddi
konak immiin yanitina neden olmamaktadir. AAV, béliinebilen ve bdliinemeyen
hiicreler de uzun vadeli transgen ifadesi olustura bilmektedir [143,144]. Ayrica; 6zel
bir bolgeye spesifik integrasyonu, in vitro veya in vivo olarak bdliinebilen ya da
boliinemeyen hiicreleri infekte edebilmesi gen aktarimi ic¢in cazip oldugunu
gostermektedir [144]. Fakat klonlama kapasitesinin ¢ogu terap6tik gen i¢in sinirh ve
uygun olmamasi, gen ifadesi olusmadan 6nce tek sarmallit AAV DNA genomunun iki
katina ¢ikarilmigs DNA'ya doniistiiriilmesine gerek duymasi [145] ve 6zel integrasyon

alan1 olan rep delesyon islemi kaybolmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir [146].

4.5.2.4. Herpes simplex viriis (HSV) vektorleri

Herpes simpleks viriis 70-80 gen kopyalayabilen 152kb'lik dogrusal ¢ift zincirli
DNA'ya sahip viriistiir. Viral replikasyonunun gereksinimlerine gore esas ve esas
olmayan genlere kategorize edilmis 80'den fazla geni kapsayan norotopik biiyiik DNA
virlistidiir [147]. Herpes simplex viriis (HSV) vektorii, yiiksek bulasiciliga sahiptir.
HSV  vektorli; boliinebilen veya boliinemeyen hiicrelere gen aktarimini
yapilabilmektedir. Bu viriis, konagin genomuna integre olmaz ve bu da enfekte hiicre
popiilasyonlarinda gecici ifade olusturmasina neden olmaktadir [148]. Norojenik

timorler ve kanserler i¢in uygulanabilecek gen tedavisinde kullanilan fonksiyonel
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DNA’nin genis yerlestirme kapasitesine sahip olmasi ve noronal hiicrelere yonelik
dogal tropizmi Herpes simplex viriis (HSV) vektoriinii ilgi odagi haline getirmistir
[148]. Fakat; sitotoksisite, konak hiicre genomuna integre olamamasi, transgenlerin
gecici ifade olusturmasi, Latents herpes simpleks viriisii ile enfekte olmus hiicrelerle
rekombinasyon riski ve Onceden var olan bagisikligin yiiksek seviyeleri gibi

dezavantajlart bulunmaktadir [132].

4.5.2.5. Lentiviral vektorler

Lentiviriisler, Retroviridae ailesinin  yedi cinsinden biri  olarak
smiflandirilmaktadir. Lentivirus cinsi, primat ve primat olmayan retroviriisleri iceren
dokuz viriis tiirii (Bovine immunodeficiency virus, Caprine arthritisencephalitis viriis,
Equine infectiousanemia viriis, Feline immunodeficiency virus, Human
immunodeficiency virus1, Human immunodeficiency virus 2, Puma lentiviriis, Simian
immunodeficiency virus, Visna/maediviriis) tarafindan olugmaktadir [149]. Tim
Retroviriis ailesi; yapi, genetik organizasyon ve replikatif ozellikleri bakimindan
birbirine benzemektedir. Lentiviriislerin ¢ap1 yaklasik 80-120 nm'dir ve iki adet pozitif
yiiklii tek sarmalli RNA iceren bir genoma sahiptir. Ayrica, viral RNA'nin, hiicresel
genoma integre edilmis iki katli DNA'ya ters transkribe edildigi benzersiz bir replikatif
stratejiye de sahiptir [150]. Replikasyon ve niikleokapsidi olusturan yapisal proteinler
icin gerekli olan enzimlere sahiptir. Ayrica, ¢ift lipid membran ile Ortiilii proteik

kapside sahiptir [151].

Lentiviriislerin genomlarinda kanonik yaygin retroviral genlerin 6tesinde ¢esitli
diizenleyici genlerin varlig: ile ileri veya daha karmasik retroviriisler olarak kabul
edilmesine sebep olmustur. Bu diizenleyici genler, konak hiicre savunmalarini etkisiz
hale getirme, bagisiklik tepkilerini koreltme ve viral replikasyonu diizenleme gibi
farkli ve son derece 6zel islevlere sahiplerdir. Ayrica; proteinlerin bir kismi infekte
olabilecek parcaciklar halinde paketlenip viral replikasyonun ilk evresinde
sentezlenebilmektedir [152,153]. Lentiviral vektorler in vivo veya in vitro kosullarda
bdliinen ve boliinmeyen hiicrelerin genomlarina integre olabilme yetenegine sahiptir

[154].
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Lentiviriisin genomu yaklasik olarak 9-10 kb'dir. Lentiviriislerin her iki
ucunda, virus replikasyonu, integrasyonu ve ilgili genlerin ifadesi i¢in gerekli 600-900
niikleotid uzunlugunda homolog bolgeleri (LTR: long terminal repeats)
bulunmaktadir. Bu homolog bélgeler (LTR: long terminal repeats); U3, R ve U5
kisimlarina ayrilmaktadir. Ayrica tiim retroviriislerde ortak olan gag, pol ve env
genlere ek olarak diizenleyici ve yardimci protein kodlayan bazi dizileri de
icermektedir. Gag geni, viral proteaz (PR) tarafindan matris (MA), kapsid (CA) ve
niikelokapsid (NC) olarak {i¢ ana yapisal proteine proteolitik olarak parcalanabilen bir
polipeptidi kodlamaktadir [155]. Pro gen; ters transkriptazdan (RT) ve integrazdan
(IN) olusmasinda rol alan bir polipeptidi kodlamaktadir [155]. Env geni; SU (ylizey)
ve TM (transmembran) (bu iki protein; konakei hiicrenin hiicresel reseptorleri ile
etkilesime girerek, viriisiin hiicrenin i¢ine girmesini saglayan Env proteininin yapisal
birimlerini olusturmaktadir) protein alt birimlerine hiicresel proteaz yardimiyla
ayirilabilen popipeptidi kodlamaktadir [156]. Bu enzimler viral polipeptidlerin
(viriisiin olgunlagsmasiyla da ilgilidir) boliinmesi, viral RNA'nin ¢ift iplikli DNA'ya
(provirus) ters transkripsiyonu ve lentivirlisiin hiicresel genoma biitiinlesmesi gibi
lentiviriislerin yasam dongiisiinde kritik rolleri bulunmaktadir [155]. Lentiviral

genomun yapist: R-U5-Genler-U3-R seklindedir.

Gen tedavisi uygulamalarinda birgok viral vektor sistemi gelistirilmistir.
Ancak, cogu vektor transgenezin yararliligini sinirlamaya neden olan biitiinlesmeyi
yapamamaktadir. En 1y1 karakterize edilmis viral vektor, genomik DNA'ya integre
olabilme 6zelliginden dolay1 Retroviridae ailesidir. Fakat onkoretroviral vektorlerin
biitlinlesmeyi gerceklestirebilmeleri ig¢in hiicre replikasyonuna gereksinimleri
bulunmaktadir. Bu nedenden dolayr da sinirli bir basar1 gostermektedir. Lentiviral
vektorler (LV), boliinmeyen hiicrelerde de transdiiksiyon yetenegine sahip olduklari
icin onkoretroviral vektorler ile karsilastirildiginda daha etkin bir transgen ifadesi

olusturmaktadir [19].

Lentiviral vektor olarak cogunlukla HIV-2, simian immunodeficiency virus
(SIV), feline immunodeficiency virus (FIV) ve HIV-1 viriisler kullanilmaktadir.
EIAV, caprine arthritis encephalitis virus, bovine leukemia virus ve foamy virus gibi

tiyeleri ise daha az kullanilmaktadir. Lentiviral vektorlerden insan immiin yetmezlik
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viriis (HIV) tiirii etkin gen aktarim sisteminde oldukga sik kullanilmaktadir. Lentiviriis
genomunda uygun degisiklikler yapilarak; hematopoietik prekiirsorler, ndronlar,
lenfoid hiicreler, makrofajlar ve digerleri gibi canliligin1 kaybetmis ve transdiiksiyona

zor hiicreler de dahil olmak iizere cok cesitli hiicreler hedeflenebilmektedir

[144,157,158,159].
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Sekil 4.5.2.5.1 Lentiviriis vektor tasarimi i¢in kullanilan HIV-1, SIV/HIV2 ve

FIV viriislerinin genom yapilari [160].

Sekil 4.5.2.5.1” da goriilen Vif (Viral Infectivity Factor): Viral replikasyonun
hiicresel inhibitoriinii bloke edebilmektedir. Vpr (Viral Protein R): Sadece HIV-1’de
bulunur ve preintegrasyon kompleksinin niikleusa gogiinii saglamaktadir. Ayrica,
hiicrelerin G2 evresinde tutuklu kalmalarina neden olmaktadir. Tat (TranscripTion
factor): heniiz olgunlagmamus viral transkriptlerin etkin elongasyonu i¢in gereklidir.
Rev (Regulatory Viral protein) RRE dizilerini baglamayr ve viral RNA’larin
sitoplazmaya tasinmasin saglarmaktadir. Vpu (Viral Protein U): Hiicre membraninda
lokalize durumda olup viral salinimini saglamaktadir. Nef (Negative Factor): viral
salinimin1 ve infektiviteyr saglamaktadir. Vpx (Viral Protein X): preintegrasyon
kompleksinin niikleusa gocii ile ilgili bir proteindir. ORF-2 (Open Reading Frame-2):

viral genom transkripsiyonunu saglamaktadir [160].

Lentiviriislerin yasam dongiisii
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Lentiviral partikiillerin zarf glikoproteinleri ile hedeflenen hiicrenin spesifik
hiicre reseptorlerine (primatlarda CD4, FIV i¢in CD9 ve kemokin reseptorii, CXCR4,
CCRY5) baglanmaktadir. Lentiviral partikiiliin kapsidi hedef hiicreye gelip viral zarf ile
hiicre zar1 kaynasip viral ¢ekirdek hiicrenin i¢ine girmektedir. Hiicrenin i¢ine girdikten
sonra kapsid ¢oziilmeye baslamaktadir. Akabinde transkripsiyon siireci baglamakta ve
cift iplikli viral DNA olusmaktadir. Olusan ¢ift zincirli viral DNA ile viral proteinler
(RT, IN, NC, Vpr ve MA) kompleks olusturup ( dnceden entegrasyon kompleksi (PIC)
olarak adlandirilan hiicresel proteinlerdir) ATP'ye bagli bir sekilde hiicre ¢ekirdegine
aktarilmaktadir. Retroviriislerin aksine boliinmeyen hiicreler de lentiviriislerin
transdiiksiyon islemini yapmasina izin veren bu enerjiye baglanma mekanizmasidir.
Cekirdekte dogrusal virlis, integraz tarafindan hiicresel genoma integre olmaktadir.
Artik yeni viriisler liretmek icin gereken tiim sartlar saglanmakta ve viral DNA,
hiicresel RNA polimeraz II tarafindan mRNA'ya kopyalanmaktadir. Cekirdegin i¢inde
hala bazi transkriptler birlestirme olayina maruz kalmaktalardir. mRNA transkriptleri,
cekirdekten sitoplazmaya verilecek sekilde ihra¢ edilir ve iki tam uzunlukta RNA
transkript yerlestirilerek viral parcaciklar: olusturulmaktadir. Viral proteinler ve viral
RNA hiicresel membranin yakininda (Lipid sallar olarak adlandirilan bu bolge,
kolesterol ve sfingolipid bakimindan zengindir) bir araya gelmektedir. Olgunlagsmamis
viral partikiiller tomurcuklanarak hiicreden salinmaktadir. Hiicreleri terk ettikten
sonra, viral proteaz, nihayet olgun bir enfeksiy6z virion iiretmek ilizere Gag ve Pol

protein Onciillerini parcalamaktadir [150,156].

Lentiviral vektorlerin avantajlar

Lentiviral vektorler, boliinen ve boliinmeyen hiicrelerde kullanilmakta ve
konak hiicre genomuna istikrarli bir sekilde integre olabilmektedir. in vitro ve ya in
vivo olarak uzun vadeli bir transgen ekspresyonu da elde etmek i¢in essiz bir kabiliyete
sahiptir. [20,21]. Lentiviral vektorler ¢cok yonliidiir ve bir veya daha fazla gen
icerisinde organize edebilmektedir. Ayrica, 9 Kbp'ye kadar heterolog DNA
verebilmektedir. Dahasi lentiviriisler hiicresel hizlandiricilardan uzaklagmaya egilimli
olduklar1 i¢in eklemeli mutajenez ve onkojenite riski diisliktlir [22,23]. Lentiviral
vektorler, diisiik bazal ve uyarilabilir yiikseltici aktiviteye sahip LTR'lere sahiptir

[161,162]. Lentiviral vektorler diisiik immiinojeniteye sahiptir [124]. Lentiviriislerin
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insanlara bulastiric1 degildir. Insan popiilasyonunda 6nceden var olan bagisiklig

yoktur [132].

4.6. MERTK Geni

MERTK (UniProt katilm Q12866), reseptdr tirozin kinaz (TAM (Tyro3, Axl
ve MERTK) ailesine ait tek gegisli bir transmembran reseptordiir. MERTK; monosit /
makrofajlar, dendritik hiicreler, NK hiicreleri, NKT hiicreleri, megakaryositler,
trombositlerde ve retinal pigment epitelyumu dahil olmak tizere epitelyal hiicrelerde
yiiksek olgtide eksprese olmaktadir [25,26,27,28,29]. Yiiksek diizeyde MERTK
ekspresyonu, yumurtalik, prostat, testis, akciger, retina ve bobrekte de tespit edilmekte
ve daha diisiik MERTK seviyeleri, kalp, beyin ve iskelet kasinda bulunmaktadir [27].
Ayrica, upregiilasyon veya ektopik MERTK ifadesi habis hiicrelerin bir spektrumunda
bulunmaktadir [25].

Insan MERTK geni, 2. kromozom (2ql4.1) iizerinde bulunur [130,131] ve
tahmini olarak 110 kDa'lik bir molekiil agirhigina sahiptir [25]. MERTK geni, 999
amino asit protein kodlayabilen 19 ekzondan olusmaktadir [25]. Ekzon 1-9 hiicre dis1
alani, ekson 10 transmembran alanin1 ve ekzon 11-19 hiicre i¢i alan1 kodlamaktadir
[31]. MERTK reseptorii, iki immunoglobulin benzeri C2 (IgGC2) ve iki fibronektin tip
Il (FN-III) alanina sahip hiicre dist bir bdlgeye, olduk¢a korunumlu bir tirosin kinaz

alanini igeren hiicre i¢i bolgeye ve transmembran bolgesine sahiptir [27,32].
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Sekil 4.6.1 MERTK gen yapisi [31].
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Hiicre dis1 bolge, genel olarak yapisma molekiillerine benzemekte ve K
vitamini bagimli modifiye ligandlar1 baglamaktadir [26]. MERTK, iki biiyiik vitamin
K bagimli ligand1 vardir: biiyiime durdurma spesifik gen 6 (Gas6) ve protein S
[26,163,164]. Gas6, oligodendrositler yoluyla miyelinasyon siirecinde onemlidir

[165]. Protein S, vitamin K bagimli antikoagiilasyon faktoriidiir.

Hiicre i¢i bolge, tirozin kinaz alanini (aa 600-848) icermektedir [27]. MERTK
reseptor dimerizasyonu ve tirozin otofosforilasyonu hiicre i¢i alanda olugmaktadir.
Kinaz alanmin aktivasyon halkasi icindeki ii¢ tirozin (Y749, Y753 ve Y754)
otofosforilasyonu gergeklestirmektedir [ 166].

MERTK'nin PI3K / Akt, PLCGamma, VAV1 ve MAPK / ERK sinyal yolaklari
bulunmaktadir [25,34]. MERTK ile sinyal iletimi; ligand hiicre disina baglandiktan
sonra MERTK reseptoriiniin dimerizasyonu / oligomerizasyonu ve sitoplazmik alanda
otofosforilasyon gerceklesmektedir [166]. Ligand baglanmasi, aktivasyon halkasi
tirozin (Tyr749, Tyr753 ve Tyr754) otofosforilasyonuna [166], bagdastirici
proteinlerin (Grb2, LimD4 ve Vavl) ise alimima [33,34,167,168] ve asag1 akis
enzimlerinin (PI3K, MAPK ve GTPaz) aktivasyonuna [34,169] neden olmaktadir.
MAPK / ERK sinyal yolagi, Grb2 ile Mer'in birlesimi ve Shc'nin fosforilasyonuna
kadar Raf ve p90RSK kinaz aktivasyonu kurmaktadir. PLC gamma ile PI3K / Akt
sinyal yolunun fosforilasyonu ve aktivasyonu, SH2 alanlarindan birinin dogrudan
endojen fosfo-MERTK'ye baglanmasiyla gerceklesebilmektedir [170]. Son olarak,
VAV1'in yapisal olarak MERTK ile etkilesime girdigi ve ligand baglh MERTK
aktivasyonu tizerine VAV 1'in salinmas1 Rho ailesinin {iyelerinin aktivasyonuna yol

agmaktadir [168].
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Sekil 4.6.2 Mer (MERTK) sinyal yolaklar1 trombosit agregasyonu, hiicre
hayatta kalimi, proinflamatuvar sitokin {retiminin regililasyonu ve aktin

sitoskeletonunun diizenlenmesine yol ac¢tigini gosteren sekildir [171].

Sekil 4.6.2° de mavi molekiillerin, dogrudan veya dolayl: etkilesim yoluyla Mer
ile iligkili oldugu gosterilmistir. Mer kinaz alani1 i¢indeki Tirosinler 749, 753 ve 754

(sar1 daireler), otofosforilasyon alanlardir [171].

MERTK, proto-onkojen gibi davranir ve NIH / 3T3 ve B-lenfosit hiicrelerinin
hiicresel transformasyonunda rol oynamakta ve [33,34] monositlerde, makrofajlarda,
retinal pigment epitel hiicrelerinde olusan fagositik siirecleri yonlendirmektedir
[35,36,37,38]. Ayrica; MERTK'nin aktivasyonu ve PI3K / Akt, PLCGamma, VAV1 ve
MAPK / ERK yoluyla asag1 akigl sinyallesme ile; hiicre sagkalimi, proinflamatuvar
sitokin iiretimi, aktin yeniden yapilanma ve hiicre go¢iinde MERTK hiicresel islevlere

aracilik etmektedir [25,165].
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4.6.1. MERTK Mutasyonu ve Hastahkla iliskisi

MERTK geninde otozomal resesif gecisli mutasyon sonucunda retinal
bozukluklarin meydana geldigi gozlemlenmistir [26,40,41,42]. Bu mutasyon retinitis
pigmentosa (RP) olarak tanimlanmaktadir [25,31]. Gece korliigii, gorme alaninda
azalma, retinal vaskiilatiir zayiflama, optik solgunlugu ve kemik sikiil pigmentleri

asamali olarak retinitis pigmentosa (RP) hastaliginda ortaya ¢ikmaktadir [172].

MERTK geni bir proto-onkojen olarak tanimlanmaktadir [127]. MERTK;
16semi [25,27,43], lenfoma [25,44], kolorektal kanser [45], prostat kanseri [46] meme
kanseri [47], gastrik kanser [48], rabdomiyosarkoma [49], Astrocytoma/Glioblastoma
[50,51] ve hipofiz adenomu [52] gibi ¢esitli kanser tiirleri ile ilgisi bulunmaktadir.
Ayrica melanomda (p.Pro802Ser) [53,54], multip] miyelomda (p.Thr690lle,
p.Glu823Gln) [55], bobrek kanseri ve karsinomda (p.Ala446Gly, p.Ala708Ser) [56]
somatik degisiklikler bulunmaktadir. Ek olarak, ¢esitli sklerotik lezyonlarda MERTK

ekspresyonunun arttig1 goézlemlenmistir [57,58].

Patojenik olmayan MERTK varyantlar1 p.Arg20Ser, p.Aspll18Ser,
p.Ala282Thr, p.Arg293His, p.Arg466Lys, p.Asp498Ser, p.lle518Val ve p.Val870lle
olarak tamimlanmustir [31,172,173,174]. MERTK geninde meydana gelen
p.Glu540Lys, p.Ser661Cys, p.lle871Thr degisimlerin hem hasta hem de
ebeveynlerinde mevcut olan bazi heterozigot missense substitusyonlarinin patolojik
etkileri net olmasada tanimlanmistir [31]. MERTK geninde meydana gelen
p-Glu540Lys, p.Ser661Cys, p.lle871Thr degisimleri sonucunda olusan Leber
Konjenital Amaurosis hastaligt  heterozigot mutasyon olarak diger gen

bozukluklarindan ayrilmistir [175].

Ayrica, MERTK geninde ki bozukluk sonucunda ramotoid artrid ve lopus gibi
otoimmiin hastaliklar, fagositozda bozukluk ve apoptotik hiicrelerin araliginda

bozukluklar meydana gelmektedir [25,26,59].
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyaller

Bu ¢alismada kullanilan E.coli Stbl3 susu Thermo Fisher Scientific firmasindan
ve Lenti-GDNF ve Lenti-VEGF, PAX, PMD2 plazmidler Applied
Biological Materials Inc firmasindan temin edilerek laboratuvara getirilmistir. Ayrica
calismada SH-SY5Y ve 293T hiicre hatlar1 (cat. no. CRL-11268), insan osteosarkom
(HOS) hiicreleri (cat. no. CRL-1543) ATCC firmasindan temin edilerek laboratuvara

getirilmistir.
5.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan DMEM yiiksek glikoz (GIBCO, katalog numarasi: 11995),
UltraCULTURE Serumsuz besiyeri (Lonza, katalog numarasi: 12-725F), 1s1 ile etkisiz
hale getirilmis FBS (GIBCO, katalog numarasi: 26140-079), Glutamax (GIBCO,
katalog numarasi: 35050), Penisilin-streptomisin (GIBCO, katalog numarasi:
15140122), % 0.25 Triptsin-EDTA (GIBCO, katalog numarasi: 3197),PBS, kalsiyum
kloriir ve magnezyum kloriir icermeyen PBS (GIBCO, katalog numarasi: 14190), 25
mM EDTA (Invitrogen, katalog numarasi: No Y02353), DNasel Amplifikasyon
derecesi
(Invitrogen, katalog numarast: 18068015), CaCl2 (Sigma, katalog numarasi1 C-2536),
H20 (GIBCO, katalog numarasi: 10977-015), ReliaPrep RNA Cell Miniprep System
Kiti, PureLink® Quick Gel Extraction Kiti, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit, [Proof Hihg-Fidelity PCR kit, 10 Fast Digestion Green Buffer, Fast Digest
Enzyme, Rapid DNA Ligation Kiti, kimyasallar firmalardan temin edilmistir.

Ayrica PCR i¢in gerekli primerler de (F: 5 — AQTCA gAATTC ATC CgC AgC
CCC ggg ATg g — 3” (30 bases) EcoRI, R: 5 — AgTCA gCggCCgC TCA CAT CAg
gAC TTC TgA gCC TTC — 3’ (37 bases) Notl) firmalardan temin edilmistir.
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5.3. Kullanilan Ekipman ve Cihazlar

15 mL'lik falcon tiipii, 75 cm?'lik flakslar, mikrosantrifiij tiipler, PCR tiipleri,
500 mL'lik erlen, 100 mL'lik meziir, 150 cm2 kaplar (Nunclone, katalog numarasi:
168381), T150 doku kiiltiirii siseleri, T25 doku kiiltiirii flakslar1, 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiri plakalart (Applied Biosystems, katalog numarasi: N801-0560), Polistiren
yuvarlak tabanli tiipler (5 ml, 12 mm? 75 mm) (Becton Dickinson, katalog numarasi:
352005), 0,45 mm PES filtre {initeleri (Corning, katalog numarasi: 430768), 0,22 mm
PES filtre niteleri (Corning, katalog numarasi: 431096), 2. seviye biyogiivenlik
kabini, Doku kiiltiir kaputu( hood), inkiibator, Bekman ultra santrifiij (Beckman
Coulter), SW28 ultra santrifiij rotoru (Beckman), SW28 santrifiij tiipleri (Beckman,
katalog numarasi: 344058), Beckman Avanti J-25 I santrifiij (Beckman), Sabit Acili
Rotor, JLA-10.500 (Beckman), 250 ml'lik kapak takimlar1 olan polipropilen genis
agizli sise(Beckman, katalog numarasi: 356011), bu tez kapsaminda laboratuarda

kullanilan cihaz ve ekipmanlardir.
5.4. Yontem

5.4.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi 5.4.1.1. 23 HEPES-buffered saline (HBS) ¢ozeltisi
(50 mM HEPES, 1.5 mM

Na2HPO4, 280 mM NaCl, 10 mM KCl, 12 mM siikros)

Son hacim 1,800 mL olacak sekilde 2X HBS c¢ozeltisi, 23,8 g HEPES, 32,0 g
NaCl, 4,32 g UltraPure siikroz, 1,48 g DEPC ile iyilestirilmis sulu KCl ve 2 mL 1,5 M
Na2HPO4 eklenerek stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanmis ¢6zelti 450 mL olacak
sekilde dorde boliinerek stoklanmistir. Sirastyla dort stokun pH degerleri 7.07, 7.09,
7.11, 7.13 olmas1 i¢in 1 N NaOH kullanilarak gereki ayarlamalar yapilmistir. Her stok
500 ml olacak sekilde su ile tamamlanip otaklavlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozelti 4°C’de

1 ay ve -20°C’de bir y1l saklanabilmektedir.

Not: HBS’nin optimum transfekiyonu i¢in pH degeri 6nemlidir.
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5.4.1.2. 2 M CaCl: stok ¢ozeltisi

Son hacmini 100 mL olacak sekilde 14,7 g CaClz suda ¢oziindiiriiliip temiz
filtreden geg¢irilerek hazirlanmistir. 15 mL’lik koni tiiplerin i¢ine 13,5 mL konularak
20°C’de 1 yil saklanabilmektedir.

5.4.1.3. DNasel

DNasel tizerine 275 - 80 pL su eklenerek hazirlanmaktadir.

5.4.1.4. BL + TG Buffer
1500 pL Tiogliserol ve 150 mL BL Buffer eklenerek hazirlanmaktadir.

5.4.1.5. Column Wash Solution

24 mL Clumn wash solution ve 36 mL % 95'lik etanol ile hazirlanmaktadir.

5.4.1.6. RNA Wash Solution
350 mL % 95 etanol ve 206 mL RNA wash solution ile birlikte

hazirlanmaktadir.

5.4.2. MERTK klonlama 5.4.2.1. cDNA'dan PCR yontemiyle full length MERTK
amplifikasyonu
(amplification of MERTK gene)

Hiicre kiiltiirii caligmasina baglamadan once; laminar flow kabini 30 dk siireyle
UV 15181 altinda sterilize edilmistir. Kabin i¢i ve deney esnasinda kullanilacak arag ve
geregler % 70’lik etanol ile temizlenmenmistir. Hiicre hatt1 olarak SH-SYSY hiicre
hatti ¢caligma i¢in secilmistir. Stokta dondurulmus olarak bulunan SH-SY5Y hiicre hatt1
¢oziinme hiz1 yaklasik 2 dakika olacak sekilde 37°C’lik su banyosunda eritilmistir.
Coziinme islemi tamamlandiktan sonra SH-SYS5Y hiicre hattinin bulundugu kap % 70
etanol ile hizla temizlenerek olas1 dekontaminasyon Onlenmistir. 15 mL’ lik falcon
tiipiiniin icine 9 mL medyum ilave edilmistir. Uzerine ¢dziinmiis SH-SYSY hiicre hatt1
ilave edilip 125 g’de 5-7 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
kisim uzaklastirilip hiicre pelleti 3 ml’lik medyum da resiispanse edilmistir. pH’1 7 ile

7,6 arasinda olacak sekilde ayarlanan medyumdan 10 mL 75 cm?lik flaska
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konulmustur ve lizerine medium-+hiicre siispansiyonu pipet yardimiyla ilave edilmistir.

Mikroskopta bakilarak 37°C’ lik etlive kaldirilmastir.

Flaks tabanin da % 80 dolulukta hiicre yapismasi olana kadar 37 °C’ lik etliv
de bekletilmistir. Baglanma tamamlandiktan sonra kiiltlir ortam1 uzaklastirilmistip,
flaks yiizeyindeki hiicre tabakasini kaldirmak i¢in 2-3 mL Tripsin EDTA (% 0,25
(w/v) Tripsin, 0,53 mM EDTA) soliisyonu eklenmistir. Hiicre tabakasi tamamen
daginik halde olana kadar flaks ters yiiz edilmistir. Mikroskop altinda hiicrelerin kalkip
kalkmadiklar1 incelenmistir. 6-8 mL tam biiyiime medyumu flaksa eklenmistir. Yeni
flakslara 2 x 10% -6 x 10% canl hiicre/cm? olacak sekilde eski flakstan medyum-+hiicre
karigimi aktarilmistir. Yeni flakslar 37 °C’lik etiiv de bekletilmistir. Alt kiiltiiriin hiicre

konsantrasyonu 6-7 x 10* canli hiicre /cm?’dir.

SH-SYS5Y hiicresinden RNA elde edilmesi i¢in ReliaPrep RNA Cell Miniprep
System kullanilmistir. RNA izolasyonuna baglamadan énce DNasel, BL+TG Buffer,
Column wash solution ve RNA wash solution ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hiicreler steril
santrifiij tiiptine almip 300 g’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernatantlar atilmistir. Santrifiij tiipiinde kalan peletler soguk 1X PBS ile
yikanmigtir. Daha sonra 300 g’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda
tim siipernatantlar uzaklastirilmistir. Geriye kalan peletler BL+TG Buffer ile
yikanmistir. Yikanma isleminden sonra karistirma ve tiip kenarinda kalan pargaciklarin
tiip tabanina birikmesi icin dondiirme yapilmistir. Uzerine izopropanol eklenip 5

saniye karistirtlmistir.

Mikrosantrifiij tiipliniin tizerine mini kolan yerlestirilmistir. Hazirlanmis lizat
mini kolonun ortasindan dikkatlice bosaltilmistir. Mikrosantrifiij+kolon tiipleri 25°C
sicaklikta 12000-14000 g’de 30 saniye santrifiij yapilmistir. Kolon mikrosantrifiij
tiiptinden uzaklastirilip mikrosantrifiij tiiplinde toplanan siipernatantlar atilmistir.
Kolon tekrar mikrosantrifiij tlipline yerlestirilmistir. 500 uLL RNA wash solisyonu ile
kolon yikanmistir. Kolon+mikrosantrifiij tiipii 12000-14000 g’de 30 saniye santrifiij
yapilmistir. Kolon mikrosantrifiij tliplinden uzaklastirilip mikrosantrifiij tiiptinde
toplanan siipernatantlar atilmistir. Kolon tekrar mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.

Ornek basina 24 pL Yellow core buffer, 0,09 M MnCl. ve 3 pL DNasel sarf
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malzemeleri kullanilarak buz iizerinde karisim hazirlanmigtir. Hazirlanan karigim
kolon iizerine aktarilmistir. Mikrosantrifiij+ kolon 20-25°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kolon iizerine 200 pL Column wash soliisyonu
eklenmistir. Kolon+mikrosantrifiij tiipi 12000-14000 g’de 30 saniye santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonrasinda i¢inde siipernatant bulunan mikrosantriflij tiipl
atilmistir. Yeni mikrosantrifiij tiipiine kolon takilarak tizerine 300 pL RNA wash
soliisyonu eklenmistir. 2 dakika boyunca yiiksek hizla santrifiij yapilmistir. Kolonu
Eliisyon tiipiine yerlestirilmistir. Kolon yiizeyi niikleaz free su ile yikanip 1200014000
g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda kolon atilarak elde edilen RNA

kullanilana kadar — 80°C’de saklanmustir.

SH-SYS5Y hattindan izole edilen RNA’dan cDNA sentezi i¢in Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit kullanilmigtir. Deneye ilk olarak Temolate-Primer
Mix hazirlanmasiyla baslanilmistir. Temolate-Primer Mix son hacmi 13 pL olacak
sekilde RNA (100ng),primer ( 2,5 uM) ve su kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra
hazirlanan mix iizerine transcriptor reverse transciptase reaction buffer, 5X conc. (§nM
MgCl,), protector Rnase Inhibitor (40 U/uL), Deoxynucleotide Mix (10 mM) ve
Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/uL) sarf malzeleri kullanilarak karisimin
son hacmi 20 pL olacak sekilde uygun miktarlarda eklenerek hazirlanmigtir.
Hazirlanan karisim pipet yardimiyla homojen hale getirilip kisa spin yapilmistir. Daha
sonra 55°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 85°C’de 5
dakika Transcriptor Reverse Transcriptase aktivitesi durdurulmustur. cDNA

kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

cDNA’ dan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile MERTK geninin
tamaminin ¢ogaltilmasi igin IProof Hihg-Fidelity PCR kit kullanilmistir. 5X IProof HF
buffre, ANTP mix (200 uM), Primerler, SH-SY5Y hattindan izole edilen RNA’dan
sentezlenen cDNA, iProof DNA Polymerase (0,02 U/uL) ve steril H.O uygun

miktarlarda eklenerek karisim hazirlanmistir.

PZR’da kullanilacak primerler
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F: 5 — AgTCA gAATTC ATC CgC AgC CCC ggg ATg g — 3’ (30 bases)
EcoRl

R: 5~ AgTCA gCggCCgC TCA CAT CAggAC TTC TgAgCC TTC -3 (37
bases) Notl

Hazirlanan PZR karisim1 BioRad thermal cycler cihazina yerlestirilmistir.

Gradient PZR metot kosullar1 verilmistir.

98 derece 1dk

98 derece 10 sn

64 derece-59 derece (30 sn gradient) 35 cycle
72 derece 30 sn

72 derece 5 dk

4 derece sonsuz

Gradient PZR metodu tamamlandiktan sonra PZR friinleri -80°C’de

saklanmustir.

5.4.2.2. Jelde yiiriitme/Kesme/Temizleme

PZR yoOntemiyle istenilen gen bolgesinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigint anlamak
icin 1 g agaroz, 100 mL TAE (Tris/Asetik asit/ EDTA) ve 4 uL red safety kullanilarak
% 1°lik agaroz jel hazirlanmigtir. Hazirlanan jele 5 pL Ladder ve Pcr iiriinleri 1 pL 6X
Loading Dye ile 4 pL PZR iiriinii karistirilarak jele 5 pL ytiklenilip 100V’da 30 dakika

jelde yiirtitiilmiistiir. Yarim saat sonunda UV transliminatorde jel goriintiillenmistir.

Istenilen DNA fragmentleri jel iizerinden temiz bir ustura bigagi yardimiyla
kesilerek jel dilimi alinmigtir. 0,001 g hassasiyete sahip tartt yardimiyla kesilen jel

dilimi tartilmistir. 1,5-5mL’lik mikrosantrifiij tiipiine jel dilimi ve jel hacminin ii¢ kat1
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kadar Gel Solubization Buffer (L3) konulmustur. Mikrosantrifiij tiipii 50°C” de su
banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Jel ¢éziinmesi tamamlaninca jel
hacmi kadar izopropanol eklenmistir. Quick Gel Extraction tiip+kolonu {izerine
¢Oziinmiis jel soliisyonu dikkatlice dokiilmiistiir. Quick Gel Extraction tiip+kolon
12000 g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Santriflij sonunda Quick Gel Extraction
tiipden kolon ¢ikarilarak tlip igindeki sivi bosaltilmistir. Quick Gel Extraction tiip
tizerine geri kolon takilmistir. Kolon {izerine ethanol ile hazirlanmis Wash Buffer 1
(W1)’den 500 puL konulmustur. Quick Gel Extraction tiip+kolon 12000 g’de 1 dakika
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda Quick Gel Extraction tiipden kolon ¢ikarilarak
tiip i¢cindeki s1v1 bosaltilmistir. Quick Gel Extraction tiip tizerine geri kolon takilmistir.
Kolon iizerinde kalan siviyr Quick Gel Extraction tiiplinii ge¢irmek igin hizla 1-2
dakika hizla santrifiij yapilmistir. Kolon yeni Quick Gel Extraction tiipiine
konulmustur. Kolon iizerine 50 puL Elution Buffer (E5) konulup oda 1sisinda 1 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 12000 g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

Kolon atilir ve tiipte kalan saf DNA kullanilana kadar -20°C” de saklanmistir.

5.4.2.3. Restriksiyon enzimi ile ¢ift yonlii kesim

Elde edilen saf DNA, 10 Fast Digestion Green Buffer, Fast Digest Enzyme ve
streil su uygun miktarlarda karistirilmistir. Karisim nazikge karistirip spin yapilmistir.
Karisim 37°C’ de 5 dakika su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Boylece DNA’a

restriksiyon enzimi kullanilarak ikili kesimi yapilmustir.

pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektoriiniin 10 Fast Digestion Green Buffer, Fast
Digest Enzyme ve streil su uygun miktarlarda karistirilmistir. Karisim nazikce
karigtirip spin yapilmistir. Karigim 37°C* de 5 dakika su banyosunda inkiibasyona
birakilmigtir. Boylece pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektorii restriksiyon enzimi

kullanilarak ikili kesimi yapilmustir.

5.4.2.4. Ligasyon

Restriksiyon enzimi ile kesilen saf DNA ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
vektoriin ligasyonu i¢in Rapid DNA Ligation Kiti kullanilmistir. Ligasyon islemi
klonlanacak PZR ile amplifiye edilmis DNA dizisi ile klonlamada arac1 vektor olarak

kullanilacak plazmit DNA’sinin kovalent bag olusturarak birlestirilmesi islemidir.
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Restriksiyon enzimi ile kesilen saf DNA ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektorii, 5X
rapid buffer, T4 DNA ligase (5 U/uL) ve su belirli oranlarda tiipe eklenip
kanstirilmistir. Karisim spin yapilip 22°C’ de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.

5.4.2.5. Plazmid iiretimi ve Transformasyon
Ligasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinler 1s1 soku metodu

uygulanarak kompetant bakteri igerisine sokulmasi iglemidir.

Lentiviral sistemi igerisine yerlestirilecek olan ve GFP iceren Lenti-GDNF ve
Lenti-VEGF plasmidlerini ¢ogaltmak i¢in Oncelikle E.coli Stbl3 bakteri susuna
transforme edilmistir. Bu islemi Oncelikle LB Broth (Klonlamada kullanilan
plazmitlerin sahip oldugu antibiyotik diren¢ genine uygun antibiyotik ilave edilerek
hazirlanmistir.) besi ortamina ilave edildi sivi1 besiyeri icerisine 6nceden belirlenmis
bir miktarda bakteri koyularak bir gece boyunca 37°C’de calkalayici iginde inkiibe
edilmesiyle baglanilmistir. Bu karisimdan 300 pl alinarak daha biiyiik bir hacimde LB
Broth icine konulup bakteri hiicrelerinin ¢ogaltilmasi saglanmistir. 37°C’de 4 saat
calkalayicida inkiibe edilen hiicreler, 10 dakika buz tistiinde bekletildikten sonra 4000
g’de 4°C’de 5 dakika santrifiije tabi tutulup, siipernatanti atildiktan sonra 15 ml CaCl2
(60 mM) eklenilmistir. Daha sonra 30 dakika buz iistiinde bekletilip 4000 g’de 4°C’de
5 dakika santriflij yapilmistir. Ardindan siipernatanta 1,5 ml CaClz eklenip yavasca
karistirtlmistir. Bu karigim 250 pl olacak sekilde tiiplere ayrilarak, her bir tiipe 40 ng
ligasyon iriinii eklenmigtir. Karigim 30 dakika buz iistiinde bekletilip 42°C’de 45
saniye inkiibe edildikten sonra 5 dakika buz {izerinde bekletilmistir. Her bir tiipe 1 ml
SOC besiyeri eklenilip g¢alkalayicida 37°C’de 1 saat bekletildikten sonra, 100 pl

alinarak petri kaplarindaki agar besiyerine ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibe edilmistir.

Cogaltilan bakteriler dondurulup stoklar halinde saklanmistir.
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Nhel Xmal Clal Mfel Scal
5’-- GCT AGC CCC GGG ATC GAT CAA TTG AGT ACT
SnaB! Kpnl
TAC GTA GGT ACC CCA GTG TGG TGG CCT GCA GGT
Ecorl Spel Agel Sall EcoRV
GAA TTC ACT AGT ACC GGT AGG CCT GTC GAC GAT

Notl BamHI Xbal
ATC GGG CCC GCG GCC GCT GGA TCC TCT AGA --3'

CMV prom.

= pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
N 8950bp

3LTR

Sekil 5.4.2.5.1 Lentiviral vektor plazmidi

‘wouid OyAS

5.4.2.7. Koloni se¢cimi ve dogrulamasi

Etrafindan iyi izole olmus bir plazmid kolonisi se¢ilmistir. Plasmid izolasyonu
icin bir miktar transforme olmus bakteri LB Broth icinde bir gece calkalayicida
bekletilmistir. Cogalan bakteriler 5500 rpm” de 10 dakika santrifiij sonrasi siipernatant
atilip pellet hiicrelerin lizerine 250 pL Resuspension ¢ozeltisi eklendikten sonra
peletler pipet yardimiyla siispanse edilmistir. Siispanse olan peletlerin tizerine 250 pL
Lysis ¢ozeltisi eklenerek 4-6 kez alt iist edilip karistirilmistir. Daha sonra tizerine 350
pL neutralization ¢ozeltisi eklenerek 4-6 kez alt tist edilip karistirilip 5 dakika santrifiij
yapilmistir. Mikrosantrifiij tliipline GeneSpin kolon yerlestirilmistir. Santrifiij sonrasi
elde edilen siipernatant kolan iizerine aktarilip 1 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasinda mikrosantrifiij tiipiinde toplanan sivi atilip kolon tekrar mikrosantrifiij
tiipline yerlestirilmistir. Kolon tiipii Wash ¢ozeltisi ile yikanip 30-60 saniye boyunca
santrifiij edilmistir. Kolon yeni mikrosantrifiij tlipline yerlestirilerek iizerine 50 pL
Elution Buffer eklenmistir. 2 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda
kolon atilip mikrosantrifiyj tiipiinde toplanan temizlenmis plazmid kullanilana kadar 20

°C'de saklanilmistir.

Elde edilen temizlenmis plazmid DNA, 10 Fast Digestion Green Buffer, Fast
Digest Enzyme ve streil su uygun miktarlarda karistirilmistir. Karisim nazikge
karistirtp spin yapilmistir. Karisim 37°C’de 5 dakika su banyosunda inkiibasyona

birakilmistir. Boylece temizlenmis plazmid DNA'nin restriksiyon enzimi yardimiyla
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ikili kesim yapilmistir. Daha sonra %1'lik agaroz jelde ikili kesimi yapilmis temiz

plazmid DNA yiiriitiilerek DNA fagmentleri gézlenmistir.

5.4.3. Pseudoviriis Uretimi

5.4.3.1. Lentiviral vektorlerin iiretilmesi

GDNF ve VEGF genlerini tasiyan lentiviriis yapilarinin iiretilmesi igin
HEK293T (Insan Embriyonik B&brek) hiicre hatti kullanilmistir. Bu hiicre hatti,
lentiviris iiretimi igin gerekli viral partikiillerle transfekte edildiginde viriis
tiretilebilme kapasitesine sahip bir paketleme hiicre hattidir. Kiiltiir kaplarina yapisma

kapasitesi ¢ok yiiksek degildir ve kolayca ylizeyden ayrilabilmektedir.

Calismaya ilk olarak Lentiviral vektorlerin iiretimi i¢in 293 T hiicrelerinin ekimi
ile baglanilmistir. Bu asama; 293 T hiicrelerinin biiyiitiilmesi i¢in {i¢ adet
semiconfluent T150 siselerine DMEM, % 10 FBS, % 1 Glutamaks ve % 1
penisilinstreptomisin konulmustur. Her bir 150 cm?lik kaplar icerisinde 8 x 10°
yogunlukta 293T hiicresi bulunacak sekilde 25 ml DMEM, % 10 FBS, % 1 Glutamaks
ve % 1 penisilin-streptomisin igeren besiyeri konulmustur. Mikroskop altinda yaklagik

%3040 miktarda, diizenli ve esit dagilimli oldugu gézlemlenmistir.

Hazirlanmis terapotik geni igeren plazmidler, PAX paketleme plazmidi ve
PMD2 (VSV-G ifade eden zarf plazmidi) plazmidleri Lentifektin ile kombine edilerek
serum icermeyen hazirlanmis DMEM besiyerindeki hiicrelere verilmistir. Daha sonra
48 saat besi yerinde inkiibasyona birakilmistir. 48 saatin sonunda medyum
toplanmistir. Sonra {izerine yeni medyum konulmus olup 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 48 saatin sonunda medyum toplanmistir. 37°C’de 48 saat % 5 CO2’lik
doku kiiltiir inkiibatdriinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda medyum
toplanilmistir. Sonra iizerine yeni medyum konularak tekrar 37°C’de 48 saat % 5
CO2’lik doku kiiltiir inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
medyum toplanilmistir. Toplanan medyumlar 25°C'de 10 dakika 500 g' de santrifiij
yapilmustir. 250 mL 0,45 mM PES filtre balonunun igine siipernatantlar toplanmistir.
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Sekil 5.4.3.1.1 Lentiviral vektor plazmidi
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5.4.3.2. Ultrasantrifiigasyon ile Lentiviral vektor stoklarinin konsantrasyonu

Ultra temiz santrifiij tiipii %70'lik etanol ile temizlendikten sonra laminer akig
davlumbazinin iginde UV 15181 altinda 30 dakika bekletilmistir. Ultra temiz santrifiyj
tiiplerinin her birine 32 mL filtre edilmis vektor iceren siipernatantlar konulmustur. En
fazla 12 mL % 20'lik siikroz ¢6zeltisi konulmustur. Her bir tiipiin agirhigi birbirinden
0,1 g fark olacak sekilde PBS konularak ayarlanmistir. Tiipler 25.000 rpm' de 41°C’de
2 saat santrifiij edilmistir. Tipleri ultra santrifiij rotorundan dikkatlice ¢ikarilds,
tiiplerden siipernatantlar bosaltildi ve 10 dakika boyunca ters ¢evrilmis bir kagit havlu
tizerine birakilmistir. Her pelete Ca / Mg olmadan 100 ml PBS eklenmistir. Ultra
santrifiij tlipleri 50 ml'lik konik tiiplerin igine yerlestirilip kapak ile kapagi
kapatilmigtir. Tiipler 4°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda her 20
dakikada yavasga girdaplar yapilmistir. Vektorii igeren siviyr toplamak icin tiipleri 500
g'de 25°C'de 1 dakika dondiiriilmiistiir. Kabarcik olusturmadan pelet siviy1r yavasga
yukar1 ve asagi pipetleyerek tekrardan siispanse edilmistir. Yeniden siispansiyon haline

gelmis sivilart bir ultra santrifiij tiipiinde birlestirilmistir.

5.4.5. Viral Transdiiksiyon

Izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmis hiicreler % 10 FBS ve %1 PSA
iceren DMEM besiyeri igerisine ekimi yapilip 37°C’de % 5 COz inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda biiyiime besiyeri polibren (2ug/ml) igeren besiyeri ile
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degistirilip farkli oranlarda iiretilmis olan terapotik genleri iceren ve kontrol GFP
genini bulunduran viriislerden eklenilmistir. Daha sonra hiicreler 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 hiicre besiyeri puromisin (plasmidi alms hiicreler i¢in

secici antibiyotik) iceren biiyiime besiyeri ile degistirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. cDNA'dan PCR yontemiyle full length MERTK amplifikasyonu

_‘p 999';'
R
!ﬁq.ug
s 5 3 %7
23333_
-

—

Resim 6.1.1 Full length MERTK amplifikasyonunun jel goriintiisii.

SH-SYS5Y hiicre hattindan izole edilen RNA’dan cDNA sentezlendikten sonra
PZR yontemi kullanilarak MERTK genine uygun primerler ile full length MERTK
amplifikasyonunu elde edilmistir. Elde edilen PZR amplifikasyonlar1 %]1’lik agaroz

jelde goriintiisii Resim 6.1.1°de goriintlilemistir.

6.2. Uretilen plazmidlerin transformasyonu sonucu koloni secimi ve dogrulamasi

Resim:6.2.1 Plazmid kolonilerinin goriintiiler

Restriksiyon enzimi ile PZR amplifikasyon iirlinii ve pLenti-CMV-GFP-2APuro

vektori ¢ift yonli kesildikten sonra ligasyon gerceklestirilmistir. Elde edilen ligasyon
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tirliniiniin E.coli stbl3 susuna transformasyonu sonrasinda elde edilen koloniler ve
koloniler i¢ginden istedigimiz koloniyi dogru sekilde secilip se¢ilmedigi resim 6.2.1°de

gosterilmektedir.

6.3. Koloni dogrulama

Resim 6.3.1 Transformasyon isleminden sonra segilen koloniden elde edilen

plazmid DNA'nin jel goriintiisii.

Resim 6.3.1°e gore birinci kuyuda vektor, ikinci kuyuda 1 kb'lik marker ve
ticlincii kuyuda transformasyone sonrasinda elde edilen plazmid DNA'nin ikili kesim

sonucunda elde edilen bantlar1 mevcuttur.
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6.4. Lentiviral vektorlerin iiretilmesi

Resim 6.4.1 Viriis iiretmeye uygun HEK 293T hiicrelerinin 151k mikroskobu

goruntust

Resim 6.4.1'de, lentiviral vektor iiretilmeden onceki HEK 293T hiicrelerinin

mikroskop goriintiisiidiir.

Resim 6.4.2 Virtis tireten hiicrelerin goriintiisii

Resim 6.4.2'deki ilk resim lentiviral vektor iiretiminden sonra ¢ogalmasi igin
48 saat sonraki inkiibasyon sonunda elde edilen vektoriin HEK 293 T hiicresini enfekte
ettigini gdsterern floresans filtreli goriintiisiidiir. Ikinci resimde de 72. saat sonunda
elde edilen vektoriin HEK 293T hiicresini enfekte ettigini gdsterern floresans filtreli

goriintlistidiir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Calismada MERTK geninin iletilmesinde kullanilacak olan lentiviral
vektorlerin iiretilmesi, ¢ogaltilmasi ve hiicre hattina iletilmesinde istenilen basariyi

elde etme hedefimizi literatiirdeki ¢calismalar ile desteklemekteyiz.

Literatiirlerde yer alan MERTK geninin mutasyonu sonucunda goriilen
hastaliklar {izerinde yapilan genetik tedavi calismalarinda cesitli viral vektorlerin
iretildigi gorilmektedir. Ancak kullandiklar1 bazi viral vektorlerin gen tedavisinde
istenmeyen sonuglar sergilediginden bahsedilmektedir [176,177,178,179]. Lentiviral
vektorlerin diger viral vektorlere kiyasla gen aktarma kapasitesinin yiliksek oldugu,
daha 6zel ve etkili aktarima uygun oldugu, transgen ekspresyonunun hizla basladigi ve

uzun vadeli oldugu da literatiirlerde yer almaktadir [180,181,182].

MERTK geninin iletilmesinde kullanilacak olan lentiviral vekotlerin iiretilmesi,
cogaltilmast ve hiicre hattina iletilmesi amaciyla gerceklestirdigimiz calismada
uygulanan her asama ve literatiirlerdeki benzer calismalar hakkinda bilgiler asagida

mevcuttur.

SH-SY5Y hiicre hattindan RNA izolasyonu yaparak RNA elde edilip, RNA'dan
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit kullanilarak ¢cDNA sentezlenmistir.
cDNA, MERTK genine &6zgii primerler ve iProof Hihg-Fidelity PCR kit kullanilarak
MERTK genini PZR yontemiyle kullanilarak ¢ogaltilmisgtir.

Cogaltilmis PCR dirlinleri agaroz jelde goriintilenmistir (Resim 6.1.1).
Literatiirlerdeki MERTK geninin iiretim protokii ile kiyaslandiginda uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

Vollrath et al. [176], Retinal distrofi fenotipinin iyilestirilmesi amaciyla
MERTK genini RCS siganina adenoviral vektor kullanarak gergeklestirdikleri gen
transferi ¢alismasinda, RCS siganlarinin noral retinasindan cDNA sentezleyip elde

ettikleri cDNA'den PZR yontemi kullanarak 3019 bp'lik MERTK genini iiretmislerdir.
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Smith et al. [178]. AAV aracili gen transferi ile pigmentosaya sahip RCS
sicanlarindaki fotoreseptor kaybini yavaslatmak amaciyla yaptiklari ¢alismada, farenin
retinasindan cDNA sentezleyip elde ettikleri cDNA'den PZR yontemi kullanarak 3037
bp'lik MERTK genini tiretmislerdir.

Restriksiyon enzimi ile MERTK geni ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektori
cift yonlii kesildikten sonra Rapid DNA Ligation Kiti kullanilarak ligasyon
gerceklestirilmistir.  Transformasyonda kullanilacak E.coli stbl3 elde edilen
plazmidlerin sahip oldugu antibiyotik diren¢ genine uygun antibiyotik eklenmis besi
yerinde ¢ogaltilmistir. Elde edilen ligasyon iiriinii E.coli stbl3 susuna yiiklenip 1s1 soku

uygulanarak transformasyon gerceklestirilmistir.

Resim 6.2.1' deki ilk resimde transformasyon sonrasi petri kabindaki plazmid
kolonilerinin i¢cinden MERTK genini i¢inde barindirdigimi diisiindiigiimiiz plazmid
kolonisi secildi. ikinci resimde de secilen plazmidin dogru secilip se¢ilmedigini

anlamak i¢in yaptigimiz antibiyotik diyagramin gosterimidir.

Transformasyon sonrasinda elde edilen plazmid kolonilerin izolasyonu yapilip
restriksiyon enzimi ile ¢ift yonli kesimi yapilarak agaroz jelde yiiriitiiliip

goriintiilenmistir (Resim 6.3.1).

Elde edilen MERTK genini igeren plazmid DNA ile PAX ve PMD2 paketleme
plazmidleri birlestirilerek HEK 293T hiicre hatt1 kullanilarak lentiviral vektor tiretilip

inkiibasyona birakarak ¢ogaltilmistir.

Resim 6.4.1' de, lentiviral vektor iiretilmeden 6nceki HEK 293T hiicrelerinin

mikroskop goriintiisiidiir.

Resim 6.4.2' deki ilk resim lentiviral vektor iiretiminden sonra ¢ogalmasi i¢in
48 saat sonraki inkiibasyon floresans filtreli goriintiisiidiir. Ikinci resimde de 72. saat

sonundaki lentiviral vektorlerin floresans filtreli goriintiistidiir.

Elde edilen lentiviral virlisler ultrasantrifiij ile saflagtirilip transdiiksiyonu

gerceklestirilmistir. Literatiirlerde var olan lentiviral vektor iiretimi, cogaltilmasi ve
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hiicre hattina iletimi yontemi ile calismamiz kiyaslandiginda kullanilan sarf

malzemeler de farkliliklar olsa da yontem ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Tschernutter et al. [182], MERTK geninin mutasyonu sonucunda meydana
gelen retinitis pigmentosa hastaliginin uzun vadede iyilestirilmesi i¢in lentiviral aracil
gen tedavisi calismalarinda, farenin retinasindan cDNA sentezleyip elde ettikleri
cDNA'den PZR yontemi kullanarak 3037 bp'lik MERTK genini iiretmislerdir.
Urettikleri MERTK genini pHR'SIN-cPPT-SEW vektoriine klonlayp paketleme
plazmidleri ile birlikte 293T hiicresine transfekte ederek vektor iiretimini
gerceklestirmisler. Daha sonra elde ettikleri vektorleri inkiibasyona birakarak ¢ogaltip

ultrasantrifiij ile saflastirdiktan sonra fare retinasina iletmislerdir.

Ana hedefler kapsaminda tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar bir biitiin
halinde sunulmus ve maddeler halinde Ongoriillen hedeflerin  basarisi

degerlendirilmistir.

HEDEF I: MERTK geninde meydana gelen mutasyonlari iyilestirmek icin
gerekli olan saglikli MERTK geninin Lentiviral yontem kullanilarak iiretilmesi

hedeflenmistir.

GERCEKLESME: SH-SY5Y hiicre hattindan izole edilen RNA'dan
sentezlenen cDNA PCR yontemi ile ¢ogaltilarak agaroz jeldeki MERTK genine ait
fragmentlerinden MERTK geni elde edilmistir (Resim 6.1.1). Ayni restriksiyon enzimi
ile kesilen vektor ve MERTK geni ligasyonu yapilip Stbl3 bakterisine transforme
edilmistir. Transforme isleminden sonra elde edilen plazmidlerin besiyerinde
cogalmast ve uygun koloninin se¢imi gerceklestirilmistir (Resim 6.2.1). Koloniden
elde edilen plazmid DNA temizlendikten sonra jel {izerinden yiiriitiiliip plazmid DNA
varligi gozlenmistir (Resim 6.3.1). Plazmid DNA ile paketleme plazmidleri ile

birlestirerek lentiviral vektor tiretimi gerceklestirilmistir (Resim 6.4.1).

HEDEF I1: Lentiviral yontem ile iiretilen saglikli MERTK geninin ¢ogaltilmasi

hedeflenmistir.

GERCEKLESME: Lentiviral vektoriiniin tiretiminden sonra 72 saat boyunca

cogalmasi gozlenmistir (Resim 6.4.1, Resim 6.4.2).
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HEDEF Ill: Cogaltilan MERTK geninin uygun hiicre hattina iletilmesi

hedeflenmistir.

GERCEKLESME: Ultrasantrifiij ile saflagtirilan Lentiviral yontem ile
tiretilen sagliklt MERTK geninin i¢inde bulundugu izole edilmis ve karakterizasyonu
yapilmus hiicreler % 10 FBS ve % 1 PSA iceren DMEM besiyeri igerisine ekimi yapilip
37°C’ de % 5 CO: inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda biiyiime besiyeri polibren
(2ug/mL) igeren besiyeri ile degistirilip farkli oranlarda iiretilmis olan terapotik genleri
iceren ve kontrol GFP genini bulunduran viriislerden eklenilmistir. Daha sonra
hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicre besiyeri puromisin
(plasmidi almis hiicreler i¢in secici antibiyotik) iceren biiylime besiyeri ile

degistirilmigtir.

Bu tez ¢alismasinda; SH-SY5Y hiicre hattindan elde edilen MERTK geninin
pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektoriine klonlanip uygun paketleme plazmidleri ile
birlikte 293T hiicre hattina verilerek lentivirlis vektorii iiretilmis, inkiibasyona
birakilarak cogaltilmis ve hedeflenen hiicreye iletimi basariyla gerceklestirilmistir.
Ileride yapilmasini planladigimiz MERTK geni ile ilgili gen tedavisi ¢aligmalarinda tez
kapsaminda elde ettigimiz MERTK geninin lentiviral vektor ile hiicre hattina aktarilma

metodunu kullanarak ger¢eklestirmemize yardimcei olabilecegi sonucuna varilmistir.
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