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Gen Susturulmasinda Plazmit-siRNA ile Lentiviriis-siRNA Temelli Sistemlerin

Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

OZET

Memeli genlerinin kalic1 ve stabil olarak susturulmasinda endojen siRNA eksprese eden
vektorlerin - kullamimi  yayginlagsmaktadir. Genlerin fonksiyonlarin1t  6grenmek ve
hastaliklarla iligkili genlerin hastaliktaki rollerini belirlemek icin uygun siRNA ekspresyon
sisteminin belirlenmesi 6nemlidir. Bu calismada siRNA eksprese eden lentiviriis pFIV-
H1/U6 ve plazmit pPK-H1 vektor sistemlerinin hedef MDK geninin memeli kiiltiir hiicre
hatlarinda ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkinlikleri revers-transkriptaz PZR teknigi
kullanilarak analiz edilmis ve karsilagtirllmistir. Analizler sonucunda lentiviriis sisteminin
hedef gen iizerinde etkisinin olmadigi buna ragmen plazmit vektoriin etkin bir sekilde
hedef geni susturdugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: siRNA, gen susturulmasi, plazmit temelli RNAI, lentiviriis temelli RNAI,
SIRNA vektorii



Comparison of Effectiveness of Plasmid-siRNA and Lentivirus-siRNA Based Systems
for Gene Silencing

ABSTRACT

Use of vectors expressing endogenously siRNAs that allows permanent and stable
silencing of mammalian genes is becoming widespread. It is essential to determine
appropriate siRNA expression system to understand the functions of genes and determine
their roles associated with diseases. In this study, efficacies of siRNA expressing lentivirus
pFIV-H1/U6 and plasmid pPK-H1 vectors systems on target gene MDK expression levels
in cultured mammalian cell lines is analyzed and compared by reverse-transcriptase PCR
assay. As a result of analysis it has been determined that lentivirus system has no effect on
the target gene expression nevertheless the plasmid system effectively silenced the target
gene.

Keywords: Lentivirus based RNAi, plasmid based RNAi, gene silencing, siRNA, siRNA

vector
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1. GIRIS ve AMAC

DNA’nm kalittm materyali oldugunun kesfedilmesinden bu yana, biyolojik bilimlerdeki ana
tema, genlerin hiicresel siireclerde ve yolaklarda oynadiklari rolii gostermek amaciyla onlari
uzaklagtirmak ya da mutasyona ugratmak olmustur. Model sistemlerde genetik manipiilasyon
yapilabilmesi de sayisiz bulusun Oniinti agmistir (Paddison 2008). Ancak bu zamana kadar
molekiiler yolaklarin altinda yatan temel sorular memelilerde yanitsiz kalmis, bu genetik engel
ozellikle de kanser arastirmalarin1 olumsuz yonde etkilemistir. Arastiricilar kanser hiicrelerinin

zayif yanlarini ortaya cikartacak giivenilir araclardan yoksun kalmustir.

siRNA temelli gen susturulmasi teknigi olarak bilinen RNA interferans, molekiiler biyolojide
son on yilin en Onemli tekniklerinden biri haline gelmistir. Genlerin transkripsiyon sonrasi
asamada susturulararak fonksiyonlarinin ortaya cikartilmasinda ve hedefteki istenmeyen
genetik aktivitenin durdurulmasi yoluyla hastalik tedavisinde 6zgiin bir yaklasim sunmaktadir
(Schepers 2005). insan Genom Projesi’nin tamamlanmasi ¢ok biiyiik bir devrim olmasina
karsin yarattigi heyecan ¢ok uzun siirmemistir. Ayni1 yil memeli hiicrelerinde RNAi’nin
kesfedilmesi Science dergisi tarafindan yilin devrimi (Couzin 2002) olarak adlandirilmistir.
RNA interferans teknolojisi, temel olarak ilgilenilen bir genin fonksiyonunu c¢alismak ya da
hastaliklarda patojenik gen ifadesini engellemek i¢in arastiricilara oldukca islevsel bir arag
sunmaktadir (Schmitz and Schepers 2004). RNAi’nin memeli sistemlerinde kesfedilmesi ile
birer ¢ift iplikli RNA olan siRNA ya da shRNA’lar kullanilarak insan ya da fare genomundaki
herhangi bir gen giivenilir bir sekilde susturulabilmektedir. Bundan sonraki 10 yil igerisinde
biyomedikal bilimlerde siRNA’lar ve shRNA’lar in vivo rodent ve primat sistemlerinde ve in
vitro hiicre temelli sistemlerdeki hastalik sistemlerinin valide edilmesi, siiphelenilen hedeflerin
ortadan kaldirilmasiyla ila¢ aktivitelerinin valide edilmesi, genom ebadinda fonksiyonel
genomik caligmalarla yeni ila¢ adaylarinin tanimlanmasi ve son olarak klinikte tedavi amaglh
molekiiller olarak hastaliklarla miicadele edilmesinde kullanilmalar1 s6z konusudur (Paddison

2008).

Her ne kadar klasik gen knock-out sistemlerinde oldugu gibi gen ifadesini tamamen ve siirekli

olarak ortadan kaldirmak RNA interferans teknolojisi ile miimkiin olmasa da, bu sistemin en
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etkin ve kalici sekilde calistigi platformun tayin edilmesi gerekmektedir. Kullanim alani
acisindan Ozellikle kanserde rol alan molekiillerin fonksiyonlarinin arastirilmasinda ve diger
hastaliklarda da etken molekiiliin tanimlanmasinda kullamlan bir yontem olan siRNA
sisteminin etkinligi artirilarak tedavi amagh kullanimi i¢in yogun ¢alismalar vardir. Ayrica son
yillarda bu sistem kullanilarak farkli viriislerin inaktif hale getirilmesine yonelik caligmalar

yapilmaktadir. Bu hedefleri en etkin sekilde saglayan teknigin belirlenmesi 6nemlidir.

siRNA/shRNA’larin kullanimiyla ilgili olarak iki ana sinirlama karsimiza ¢ikmaktadir;

e Susturmanin etkinligi, yikilan mRNA miktari,

¢ Susturma siiresinin uzunlugu.

Bu iki simirlamanin iistesinden gelebilmek amaciyla shRNA/siRNA ekspresyon vektorleri
gelistirilmistir. Bu vektorler genellikle RNA polimeraz III promotorlari olan insan H1 ya da
fare U6 promotorlarim kullanarak hedef mRNA’y1 yikacak siRNA/shRNA’lar1 eksprese
ederler. En sik kullanilan vektor sistemleri olarak da plazmitler ve lentiviral vektorler

karsimiza ¢cikmaktadir.

Bu calismada ileride in vivo caligmalarda kullamlacak olan lentiviriis temelli siRNA
ekspresyon vektoriiniin in vitro hiicre kiiltiirii ortamda plazmit temelli siRNA vektorii ile
etkinlik bakimindan karsilastirilmast amaglanmistir. Lentiviriis temelli siRNA sistemi i¢in
daha onceki ¢aligmalarda heniiz denenememis olan cift RNA polimeraz III promotorlu pFIV-
HI1/U6 sistemi kullanilmistir. pFIV—paketleyici vektorii ile birlikte Hek293 hiicre hattinda
istenen gen bolgesini bulunduran lentiviriis sistemi izole edilmis ve hedef hiicrede infeksiyonu
saglanarak hedeflenen MDK geni ekspresyon seviyesindeki degisimler revers transkriptaz
PZR ile mRNA ekspresyon analizi yapilarak arastirilmistir. Plazmit temelli siRNA sistemi i¢in
pPK-HI1 vektor sistemi kullanilmigtir. Bu sistemde lentiviriis siteminde kullanilan olan
niikleotid dizileri plazmit vektoriine klonlandiktan sonra hedef hiicreye transfekte edilerek ve
gen ekspresyon analizleri yapilmistir. Bu analizlerin sonunda plazmit ve lentiviriis temelli

RNAI platformlarinin etkinlikleri karsilagtirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. RNA interferans Teknigi

RNA interferans (RNAi), evrimsel olarak biiyiilk oranda korunmus, c¢ift iplikli RNA
(dsRNA)’nin hiicreye girisiyle birlikte homolog mRNA’larin dizi-spesifik yikimina yol agcan
bir post-transkripsiyonel gen susturma mekanizmasidir. Ik defa 1998 yilinda Andrew Fire ve
Craig Mello tarafindan bir nematod olan Caenorhabditis elegans adl1 kurt¢ukta kesfedilmistir

(The RNAi Web, 2004-2008).

Disaridan verilen dsRNA hedefi ile miikemmel homoloji gosteriyorsa hedef mRNA’nin
yikilmasinda biiylik oranda secicidir. Genin transkripsiyonu normal seyrindeyken, protein
translasyonu onu kodlayan mRNA’nin spesifik yikimi ile engellenir. Dahasi, DNA dizisi
icinde bulunan intronlarla veya promotor bolge dizileriyle homoloji gosteren dsRNA’larin
herhangi bir etkisi bulunmadigi gosterilmistir. Bu da susturmanin post-transkripsiyonel
diizeyde cereyan ettigine isaret etmektedir (Fire et al. 1998, Montgomery and Fire 1998,
Montgomery et al. 1998).

Cokca calisilan model organzimalarin ve insan genomunun tamamen sekanslanmasiyla “loss-
of-function” fenotipe sahip canliyr elde etmek iizere diger genleri etkilemeden yalnizca
ilgilenilen genin mRNA’sin1 spesifik olarak yikacak dsRNA’lar1 secmek miimkiindiir.
Homolog mRNA, substokiyometrik miktardaki dsRNA ile 2-3 saaat icinde biiyiik oranda
yikilir. Bazi canli tiirlerinde RNAI1 fenotipi hiicre sinirlarin1 agip organizmanin progenilerine
kalitilabilir (Zamore et al. 2000). Dahasi, dsRNA’larla transfekte edilmis kiiltiir hiicreleri 9
boliinmeye kadar RNA1 fenotipi devam ettirebilir (Tabara et al. 1998).

Bugiin, RNA1 ad1 verilen post-transkripsiyonel RNA susturulmasi, dkaryotik hiicrelerin RNA
viriisleri ve konak genomuna dahil olabilen parazitik hareketli DNA parcaciklar1 olarak
bilinen transpozonlarin infeksiyonuna karsi eski bir savunma mekanizmas: olarak

degerlendirilmektedir (Ketting et al. 1999, Tabara et al. 1999).



2.2. RNA interferans Tarihce

Cift iplikli ds-RNA ile indiiklenmis gen susturulmasinin etkileri ilk defa bitkilerde (Napoli et
al. 1990) gozlemlenmistir. Jorgensen ve arkadaslar1 genetik transformasyon caligmalar ile
petunyada pigmentasyonu katalizleyen bir enzim olan chalcone syntase (chs)’in
ekspresyonundan sorumlu olan bir genin aktivitesini diizenleyerek daha mor petunyalar elde
etmeye calismislardir. Ancak petunya bitkisine ekzojenik transgenin aktarilmasi, beklenildigi
gibi ¢icek rengini daha koyulastirmak yerine alacali pigmentasyon ile daha beyaz petunyalarin
elde edilmesine neden olmustur. Petunya bitkisine chs geninin ekstra kopyasinin aktarilmasi,
onun ekspresyonunda beklenilen artigin aksine azalmaya neden olmustur. Yapilan caligmalar
bu azalmanin sitozolik chs mRNA’sinin transkripsiyonunun azalmasi ile ilgili olmadigin1 ve
izole edilen nukleusda transkripsiyonun devam ettigini gostermistir. Dolayisiyla bu durum
transkripsiyon sonrast RNA parcalanmasini ifade eden transkripsiyon sonrasi gen baskilama

(post-transcriptional gene silencing, PTGS) olarak tanimlanmistir. (Napoli et al. 1990).

1995 yilinda Guo ve Kemphues adli arastiricilar C. elegans’ta Ser/Thr Kinaz enzimini
kodlayan par-1’in fonksiyonlarini ortaya ¢ikartmaya calistiklart makalelerinde genin embriyo
polaritesinden sorumlu oldugunu kesfetmisler, ayrica sens RNA’nin da en az antisens RNA
kadar gen ekspresyonunu baskilamada etkili oldugunu gézlemlemislerdir. Her 100 kurtcuk
embriyosundan 52 tanesi par-1 antisens RNA, 54 tanesi de par-I sens RNA injekte

edildiginde 6lmiistiir (Guo and Kemphues 1995).

RNAi’nin asil kesfi ise C. elegans’ta sens kontrol RNA’nin beklenmedik sekilde antisens
RNA kadar yiiksek susturma aktivitesi gostermesi deneyini (Guo and Kemphues 1995)
aciklamaya calisan A. Fire ve C. Mello tarafindan 1998 yilinda yapilmistir. Sens ve antisens
RNA’nin beraber injeksiyonunun yalnizca antisens ya da sens RNA’nin injeksiyonuna nazaran
10 kat daha etkin olan bir susturma mekanizmasin tetikledigini ve eksojen dsSRNA’nin hedef
mRNA’nin mevcut miktarin belirgin bir sekilde azalttigini gostermislerdir (Fire et al. 1998).

Bu yeni kesfedilen fenomen RNA interferans ya da RNAi olarak terimlesmistir.



2000 yilinda Zamore ve arkadaslar1 daha 6nceden gelistirmis olduklar in vitro Drosophila
sisteminde RNAi’nin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 kesfetmeye calismislar ve uzun
dsRNA ipliginin RNaz III (Dicer) tarafindan 21-23 niikleotidlik fragmentlere islendigini
bildirmisglerdir (Zamore et al. 2000)

Ik basta RNAi’nin nematodlara has bir 6zellik oldugu diisiiniilse de, dsSRNA temelli gen
susturulmasinin memelilerde de bulundugunun gosterilmesi gegen yillarin en biiyiik siiprizi
olmustur. RNAi’nin altinda yatan c¢ekirdek sistem tiim deneysel Okaryotik organizmalarda
korunmustur. RNAi teknigini memeli fonksiyonel genomigine uygulamalariyla Tuschl ve
arkadaglar1 bir devrim yaratmistir (Elbashir et al. 2001a). Bu grup, 21-23 niikleotid
uzunlugundaki siRNA’larin memeli kiiltiir hiicrelerinde interferon cevabina yol agmadan RNA
interferans mekanizmasini harekete gecirebileceklerini kesfetmistir. Bu siRNA’lar biiyiik
olasilikla interferon cevabini tetiklemek icin ¢ok kisa ve homolog mRNA’larin dizi spesifik

yikimini yonlendirecek potansiyele sahiptir (Hutvagner et al. 2000).

2002 yilinda Paddison ve arkadaglar kisa sa¢ tokast RNA’larin (shRNA) memeli hiicrelerinde
dizi spesifik gen susturulmasini indiikleyebilecegini gostermislerdir. Daha 6nce de endojen
olarak eksprese edilen yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki small temporal RNA’lar olarak
bilinen shRNA Onciillerinin Dicer tarafindan 21-23 niikleotidlik aktif RNA’lara islendikten
sonra hedef mRNA’lar1 komplementerlik esasina gore bulmakta oldugunu gozlemleyen
aragtiricilar ayn1 esasa gore isleyen bir sistem gelistirmislerdir. RNA Polimeraz III
promotorlarini kullanarak endojen shRNA eksprese eden sistem dizayn etmisler ve hedeflenen
genin ekspresyonunu baskilamayr bagsarmislardir. Boylece stabil ve kalitilabilir RNA1 fenotipi
sergileyen hiicre hatlar1 ve hayvan modelleri olusturulabilmesinin Oniinii agmislardir

(Paddison et al. 2002).

2003 yilinda ise Van Parijs ve arkadaslari, ShRNA ekspresyon vektorleri ve retroviriislerle
yapilan uygulamalara kars1 Onemli hiicre tiplerinin in vivo ve in vitro ortamda direng
gostermesinin RNA1’yi sinirladigini gormiisler ve bu simirlamalart agabilmek i¢in boliinen ve
bolinmeyen memeli hiicreleri, kok hiicreler, zigotlar ve onlarin farklilagsmis progenilerinde

shRNA eksprese eden lentiviral bir sistem tanimlamislardir. Bu sistemi kullanarak cesitli
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hiicre tiplerinde ve trangenik farelerde gen ekspresyonunu spesifik, yiiksek oranda stabil ve

foksiyonel olarak susturmay1 basarmislardir (Rubinson et al. 2003).

Bu gelismeler 1s181inda arastiricilar RNAi sistemini terapotik amaclar i¢in kullanilabilir hale
getirme calismalarina yonelmislerdir. Liebermann ve arkadaglar1 siRNA’larin ilk defa
hayvanlarda tedavi amagh olarak kullanilabilecegini gostermislerdir. Fas temelli apoptozis
bircok karaciger hastalig1 ile yakindan iligkilidir ve hepatosit hiicrelerinin 6liimiine yol acar.
Farelerde iki model otoimmiin hepatiti hastaliginda karacigeri iflas etmekten ve fibrozisten
korumak i¢in, Fas reseptoriinii kodlayan Fas genini hedef alan siRNA’lar olusturup in vivo
etkilerini aragtirmislardir. Fas siRNA’larin intravendz injeksiyonu neticesinde Fas proteini
kodlayan mRNA’larda biiyiik miktarda azalma gozlemlenmis ve etkileri 10 giin boyunca
siirmiistiir. Kontrol grubu farelerin tamami oliirken Fas siRNA uygulanan farelerin %82’si

iyilesmistir (Song et al. 2003).

Nihayet 2004 yilinda insanlarda RNAi temelli hastalik tedavisinde ilk defa bir ilag
gelistirilmistir, Acuity Pharmaceuticals adli bir sirket gozlerde olusan yaslanmayla iligkili
makiiler dejenerasyon (AMD) hastaliginin tedavisi i¢in Bevasiranib adli siRNA ilacin faz |

klinik denemelerine baglamistir.

Bu gibi gelismelerin ardindan RNAi teknolojisini temel alan ¢alismalarin sayisi hizla artmis ve

kayda deger basarilar saglanmistir. Bunlara asagidaki drnekler verilebilir;

e Deli Dana hastaligina neden olan katlanmis PrPsc proteninin nodronlarda
birikmesi RNAIi yoluyla biiyiik oranda geciktirilmistir (Pfeifer et al. 2006)

e Meme kanseri metastazinda etkili SATB/ geninin RNAI ile susturulmasi timor
gelisimini durdurmus ve siireci tersine dondiirmiistiir (Han et al. 2008)

e TFarelerde hepatoseliiler karsinoma hastaliinda STAT3 geninin RNAi ile

susturulmasi in vivo tiimor gelisimini engellemistir (Sun et al. 2009)



¢ Anylam Pharmacaeuticals adli sirket RSV, Karaciger kanserleri, , Huntington
hastaligi, Hiperkolerostelomia hastaliklarinin tedavisinde kesif ve gelistirme
asamasini tamamlamistir.

e Acuity Pharmacaeuticals adli sirket AMD hastaligina kars1 gelistirdigi

Bevasiranib adli ilacin faz II deneylerini tamamlamustir.

2.3. RNAi Mekanizmasi ve Bilesenleri

Kesfinden bu yana, C. elegans (Qiao et al. 1995, Smardon et al. 2000) , Arabidopsis
(Mourrain et al. 2000) , N. crassa (Cogoni and Macino 1997, 1999), Drosophila ve
memelilerdeki RNA1 olaylariyla iliskili genlerin tanimlanmas:1 ve karakterize edilmesine
yonelik biiyiilk asama kaydedilmistir. En ©6nemli mekanistik basamaklar ve molekiiler
bilesenler C. elegans, D. melanogaster ve bitkilerde kesfedilmis, RNAi'nin bircok farkli
proteinle ve kiicik RNA’larla iliskili oldukca kompleks bir mekanizmaya sahip oldugu
anlagilmistir (Schepers 2005). RNAi defektli mutantlar1 olan Arabidopsis, N. crassa,ve C.
elegans ile yapilan genetik calismalar RNaz III iligkili niikleazlari, Argonat ailesinin
elemanlarin1 ve RNA bagimli RNA polimerazlar1 (RdRP) giin 15181na ¢ikarmistir. Omurgasiz
sistemlerinde RNAi’nin bilesenlerinin ve biyokimyasal karar vericilerinin ortaya c¢ikarilmasi
ve karakterize edilmesi (Hannon 2002), RNAi’'nin memelilerde genetik bir ara¢ olarak

kullanilmasina 6n ayak olmustur (Paddison 2008).

C. elegans’taki mekanistik calismalar esnasinda lin-4, let-7 miRNA’lar yaklasik 70
niikleotidlik 6nciil sa¢ tokas1 RNAdan islendikten sonra olusan 22 niikleotidlik RNA’lardan
elde edilmistir. Buna ek olarak Dicer-1 defektli (Dcr-1) C. elegans mutantlarin gelisiminde,
tiremede ve RNAi fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelmistir (Grishok et al. 2001,
Ketting et al. 2001a, Knight 2001). Cekirdekte yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda tek sag
tokasina sahip RNA’lar olan pre-miRNAlar1 kodlayan daha uzun 6nciil pri-miRNA’lar vardir.
Kendi iizerine katlanmis olan bu yap1 RNazlIII ailesinden bir enzim olan Drosha tarafindan
pre-miRNA’lara parcalanir. Bu pre-miRNA’lar niikleusta bulunan Exportin-5 ad1 verilen bir

transferaz tarafindan sitozole tasinir (Lund et al. 2003).



Sekil 2.1. RNA interferans mekanizmasi (Schepers 2005).

RNAI ile ilgili olarak Drosha ilk defa “pre-miRNA” larin Dicer ile islenmesinden Once
cekirdekte, birden fazla pre-miRNA iceren birincil yapilar olan pri-miRNA’larin tekli pre-
miRNA’lara doniistiiriilmesinde vurgulanmistir. Drosha’nin, insan niikleus ekstraktlarinda

bulunan pri-miRNA’larin yikimindan sorumlu oldugu bulunmustur (Lee et al. 2003b). Drosha
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500-600 kDa agirliginda bir “mikroislemci” olan genis bir niikleer komplekstir (Denli et al.
2004, Gregory et al. 2004, Han et al. 2004). Kofaktorii olan DGCRS8/Pasha ile interaksiyona
girerek, pri-miRNA’lara baglanmasini ve aktivitesini saglar (Denli et al. 2004, Gregory et al.
2004, Han et al. 2004, Landthaler et al. 2004). pri-miRNA’larin yikimina ssRNA-dsRNA
ayrimi ile karar verilir, miRNA’nin tabanindaki sa¢ tokasindan sonraki 11 niikleotidlik
kisimdan itibaren pri-miRNA kesilir (Han et al. 2002). Sonugta olusan pre-miRNA
3’uclarinda 2 niikleotid bulunduran bir sa¢ tokasidir. Drosha yikimindan sonra pre-miRNA 3’-
2 niikleotidlik overhang yapilarina baglanan Exportin-5 ile niikleusu terkeder (Li et al. 2003,
Bohnsack et al. 2004, Lund et al. 2004). Drosha sadece hayvanlarda korunmustur (Filippov et
al. 2002, Wu et al. 2000, Fortin et al. 2002). Her ne kadar bitkiler genis bir ¢esitlilikteki
miRNA’lar1 eksprese etselerde Drosha homologu barindirmazlar. Bunun yerine bu basamak

bir Dicer homologu olan Dicer-like 1 proteini ile yiiriitiiliir (Kurihara and Watanabe 2004).

Farkli canli tiirlerindeki tiim farklihlk ve benzerliklerine ragmen RNA susturma
mekanizmasinin ortak bir baslangic basamagi vardir. Uzun dsRNA (sentetik dsRNAlar ya da
niikleus kaynakli pre-miRNA, shRNA), kisa dsRNA fragmentlerine parcalanir (siRNA) ve
efektor basamakta bu fragmentler bir protein kompleksine dahil olduktan sonra acilarak
homolog mRNA’nin tanmimast ve yikilmasi i¢in rehber dizi olarak kullanilirlar (Schmitz and
Schepers 2004). Tim RNA susturma yolaklarinin ortak karakteristik ozelligi dsRNA
tarafindan baslatilmasi, uzun dsRNA’nin ¢ift iplik spesifik RNaz olarak adlandirilan “Dicer”
tarafindan yikilmasidir (Bernstein et al. 2001). Dicer, dsRNA’yr 21-25 niikleotid
uzunlugundaki “short interfering RNA” ya da kisaca siRNA dublekslerine ayirir. Onceki
calismalar siRNA’larin kendilerine has 3’uglarinda 2 niikleotidlik overhang yapilarinin
oldugunu (Hamilton and Baulcombe 1999, Parrish et al 2000), fosforile olmamis hidroksil
gruplarinin bulundugunu (Elbashir et al. 2001b), ve bunlarin da diger RNAi bilesenlerini
tanimada hayati rol oynadiklarin1 ortaya koymustur (Schepers 2005). Cesitli ¢alismalar bu

islemin sitozole 6zgii oldugunu gostermistir (Zeng and Cullen 2002).

siRNA'’lara benzer sekilde endojen miRNA’lar da Dicer-spesifik kesim sonucu 5’monofosfat
ve 3’hidroksil gruplarina sahiptirler (Elbashir et al. 2001a-b , Hutvagner et al. 2001). Ancak

miRNA’lar hedeflerini miikemmel olmayan eslesme ile bulmaktadirlar. Bu miikemmel
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olmayan eslesmeden dolayr hayvanlarda miRNA’larin olas1 hedeflerini ve fonksiyonlarini
tahmin etmek giiclesmektedir (Schepers 2005). siRNA ve miRNA’larin fonksiyonel olarak
degisken olabildikleri bulunmustur. Eger sentetik siRNA’lar diisiik komplementerlik
yiizdesine sahipse hedef translasyon, degradasyon yerine inhibisyona ugrarken (Ambros et al.
2003b) miRNA’lar miikkemmel eslesme gosterdikleri zaman mRNA yikimina neden olurlar

(Hutvagner and Zamore 2002a, Zeng and Cullen 2003, Doench et al. 2003).

19-nucleotide-duplex

2 overlapping nuclectides

Sekil 2.3. 21-23 niikleotid uzunlugundaki siRNA

Dicer tarafindan 21-23 niikleotidlik siRNA’lara islendikten sonra RISC adi verilen RNA
indiikli sessizlestirme kompleksi bu siRNA’lar1 tanir ve helikaz aktivitesi yardimiyla cift
ipligi birbirinden ayirir, serbest kalan antisens iplik¢igi kendine baglar. Kompleks, mRNA’nin
komplementer ipligini taniyabilme yetenegindedir ve bu mRNA’y1 yapisinda barindirdigi

Ago?2 proteini aktivitesiyle yikar (Liu et al. 2004, Song et al. 2004).

RNAI ile yapilan ilk mekanistik ¢alismalarda yeni olugsmus siRNA’larin bazi bilinmeyen
proteinlerle riboniikleotid kompleksleri olusturdugu varsayiliyordu. Bu, RNA dubleksinin
acilmasint ATP bagimli bir sekilde sagliyor ve “RISC” adi verilen RNA indiikli
sessizlestirme kompleksinin final aktivasyonuna yonlendiriyordu. Sonunda bu kompleks de
siRNA’'nin antisens ipligini alip hedef mRNA’ya gidiyordu (Zamore et al. 2000). Son
caligmalar Dicer ile RISC’in bazi bilesenlerinin birlikte saflastirilabildigini, bunun da
baslangic ve efektor kompleksi arasinda bir iliski bulundugunu, Dicer’in de final hedef
yikiminda gerekli olmadigini ortaya koymaktadir. Bu iki reaksiyon basamagi arasindaki
baglant1 siRNA’nin transferi kismudir, cilinkii siRNA sitoplazma icinde serbestce kendi basina
hareket edemez (Schepers 2005). Protein kompleksi ile ilgili son ¢aligmalar RISC’in DEAD-

box helikaz ve niikleaz icerdigini gostermistir. RISC kompleksinin anahtar bileseni Ago
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proteinleridir. Ago ailesi proteinleri kiiciik RNA’larin rehber olarak kullanilip gen hedeflerinin
susturuldugu efektor basamakta siirece dahil olurlar. Ago ailesi proteinleri yiiksek oranda
korunmus, PAZ ve PIWI adinda fonksiyonlar1 i¢in ¢ok Onemli iki adet domain icerir. PAZ
domaini rehber antisens RNA’nin 3’- ucuna baglanilmasini saglar (Song et al. 2003b). PIWI
domain ise DDH motifi iceren RNaz H enzimlerinin ¢ekirdek domainine yiiksek oranda
benzerlik gostermektedir. Bu {i¢ amino asidin varligi, Ago ailesi iiyelerinin ig¢sel slicer
aktivitesini saglar. Ne var ki slicer aktivitesi, mRNA hedefine rehber RNA’nin
komplementerligi ile belirlenir. Eger rehber RNA ve hedef mRNA tam olarak uyusuyorsa,
RISC, hedef mRNA’ya baglanan RNA’nin 5°- ucundan itibaren 10 niikleotid ilerisine denk
gelen noktadan mRNA’y1 keser (Elbashir et al. 2001). Eger komplemeterlik yiiksek
Okaryotlardaki bir cok miRNA gibi miikemmel degilse birka¢ durum mevcuttur; translasyonel
baslangic ya da uzamanin inhibisyonu, deadenilasyon, niikleaz degradasyonu icin sitoplazmik
P cisimciklerine transferi ya da bu ii¢ durumun kombinasyonu gerceklesir (Valencia — Sanchez

et al. 2006).

Kimyasal olarak sentezlenmis kisa dsRNA’larla yapilan caligmalar sadece 21-23 baz cifti
uzunlugundaki siRNA’larin RISC’e integrasyon yapabilme yeteneginde oldugunu gostermistir
(Hammond et al. 2000). Ayrica 19-29 niikleotidlik tek iplikcikli antisens RNA da daha az
etkili bir sekilde RNA1 yolagina katilabilir (Martinez et al. 2002, Schwarz et al. 2002).

Memeli Ago protein ailesi 8 liyeden meydana gelir. 4 tanesi ubikutoz eksprese olan Ago alt
ailesi, ve 4 tanesi de germ hiicrelerinde eksprese olan Piwi ailesidir (Hall et al. 2005). Ago alt
ailesine mensup her bir Ago proteini ; Agol, Ago2, Ago3 ve Ago4, miRNA’lar ile iliski kurar
ve translasyonel represyonla ilgilidir (Liu et al. 2004, Meister et al. 2004, Pillai et al. 2004).
Ne var ki, sadece Ago2 antisens RNA ile baz ¢ifti olusturan mRNA’y1 bu dubleksin ortasindan
yikabilmektedir (Liu et al. 2004, Meister et al. 2004, Song et al. 2004).

miRNA ve siRNA temelli post-transkripsiyonel gen susturulmasi (PTGS)’ye ek olarak Ago
proteinleri transkripsiyonel gen susturulmasinda da efektor olabilir. Mekanizmasi bitkilerde ve

Schizosaccharomyces pombe’de karakterize edilmis olan Ozellesmis Ago kompleksleri
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niikleusa girer ve kromatin yapisini etkiler, baskilayici histon modifikasyonlar1 gerceklesir

(Irvine et al. 2006).

siRNA’nin hangi iplik¢iginin RISC’e entegre olacaginmi ve hangi iplik¢igin yikilacagim 5°-
uclarin stabilitesi belirler (Schwarz et al. 2003). A-U baz eslesmesi ile baslayan 5’-u¢lar, G-C
baz eslesmesi ile baglayan 5°- uglara tercih edilmektedir, yani daha az stabil 5’- ucuna sahip
olan iplik¢ik RISC tarafindan tercih edilir. Dogal ve sentetik siRNA’lar iizerinde yapilan
caligmalara dayanilarak , fonksiyonel iplikciklerin 5°- ugtan itibaren 9-14 bazlik bolgelerin
daha az stabil oldugu ortaya ¢ikmistir (Khorova 2003). 5’- instabilitesinin, sarmalin DEAD-
box helikaz tarafindan birbirinden ayrilmasi i¢in gerekli oldugu da diisiiniilmektedir (Nykénen

et al. 2001).

Bir miktar siRNA ipliginin hiicreye girisiyle nasil olupta biiyiik miktardaki hedef mRNA’nin
yikimini saglayabildigi arastirilmistir. RNA1’nin antisens yaklasimdan neden ¢ok daha etkin
oldugu sorusu arastiricilart RNA-bagimli RNA polimerazlar , “RdRp”ler iizerinde calismaya
yoneltmistir. RARP’ler karakteristik olarak RNA-virus replikasyonunda RNA’y1 kalip olarak
kullanarak komplementer RNA’lar sentezlenmesiyle iliskilendirilmistir (Schepers 2005).
RdRp’ler hedef mRNA’y1 kalip, yikilmis birincil siRNA’lar ise primer olarak kullanir. Bu da
ikincil siRNA popiilasyonu olusturur, bu durum daha fazla sayida aktif RISC kompleksine ve
dolayisiyla daha fazla mRNA’nin yikimina yol acar (Lipardi et al. 2001, Sijen et al. 2001).
RdRp ailesinin iiyeleri C. elegans (Smardon et al. 2000,Sijen et al. 2001, Simmer et al. 2002) ,
Arabidopsis (Dalmay et al. 2001, Mourrain et al. 2000), Neurospora’da (Cogoni ve Macino
1999) tanimlanmis ancak Drosophila ve insanlarda ikincil siRNA’larin olusumu icin hiicresel
RdRp’ler tanimlanmamistir (Stein et al. 2003). Bu ylizden RNAi’nin yiiksek verimde
gerceklesmesi RISC kompleksinin katalitik dogasiyla miimkiin olmaktadir.

2.4. Memelilerde RNA interferans

C. elegans ve Drosophila’da gozlemlenen RNAi tekniginin uygulamaya yonelik merak
uyandiric1  Ozellikleri bu teknigin memelilere ve dolayist ile insan hiicrelerine adapte

edilmesine yonelik arastirmalara odaklanilmasina yol agmistir. Memelilerin parazitik ve viral
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dsRNA’larla basa c¢ikabilmek i¢in omurgasiz hayvanlar ve bitkilerden farkli yolaklar
gelistirmis olmasi bu canli grubunda RNAi’nin uygulanmasini bir siire i¢in engellemistir.
Ciinkii memeli hiicrelerinde dsRNA interferon cevabina yol agmaktadir. Bunun sonucunda
Rnaz L aktive olup ayrim gozetmeksizin tiim mRNA transkriptlerini degrade eder. Ayni anda
y-interferon, protein kinaz R (PKR) nin aktivasyonunu tetikler, bu da transkripsiyon faktorii
ElF20’nin fosforilasyonuna dolayisiyla inaktivasyonuna neden olur. Sonucta protein sentezi
global olarak durur ve apoptozis, yani programli hiicre 6liimii meydana gelir (Clemens 1997,

Clemens and Elia 1997). Bu sebepten otiiri memeli hiicrelerinde RNAi’nin

dsllNA

/ iSRG W \

indiiklenemeyecegi diistiniilmiistiir.

Protein kinaz R l 2’,5’-oligoniikleotid sentetaz l
elF-2a’nin fosforilasyonu 1 RNaz-L aktivasyonu ]

l l

Protein biyosentezinin tamamen

durmasi «— Non-spesifik RNA degradasyonu ]

Apoptozis

Sekil 2.4. Memelilerde dsSRNA ve interferon cevabi mekanizmasi

RNAi’nin memeli hiicrelerinde uygulanamayacagina iliskin tartismalara ragmen birkac
bagimsiz grup, interferon makinesinden yoksun hiicre hatlarina dsRNA girisiyle ya da dsSRNA
tireten vektorlerle memeli hiicrelerinde RNA1 yolaginin varligin1 géstermistir. Bu gruplar fare

oositleri ya da embriyonik fare kanser hiicre hatlar ile ¢alismuslardir (Wianny and Zernicka-
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Goetz 2000, Billy et al. 2001). Ne varki ¢cogu somatik memeli hiicresi bu yaklagima ¢ok giiclii
bir sitotoksik cevap gostermistir. Bitki ve nematodlarin aksine, memeli hiicre hatlarinda
RNAr1’'nin ¢ok giiclii sinirlamalart vardir ve ¢ogu memeli hiicre tipine biiyiik dsSRNA girisi

yaklasimi miimkiin degildir.

Memelilerde dsSRNA’nin gen susturulmasini tetikleyebilecegine iliskin ilk kanit fare oostileri,
pre-implantasyon embriyolart (Svoboda et al. 2000, Wianny and Zernicka-Goetz 2000) ve
embriyonik hiicre hatlar1 (Billy et al. 2001, Yang et al. 2001, Paddison et al. 2002a). Bu hiicre
tiplerinde cogu somatik hiicre hattinda bulunan antiviral cevaplar bulunmaz. Bu tiir cevaplar
protein kinaz R (PKR) ve RNaz L yolaklarini igerir, 30 baz ciftinden uzun dsRNA tarafindan
tetiklenir ve sonugta non-spesifik translasyonel represyon ve apoptozis gerceklesir. Bu bilgiler
1s51ginda gen susturmanin, RNA1 yolaginin anahtar oyunculart olan Dicer ve Ago’nun giiglii
korunmuslugu goze alindiginda ve somatik hiicre tiplerinde non-spesifik dsRNA cevabinin
kaldirilmasi durumunda miimkiin olabilecegi diistiniilmiistiir. Ne var ki, non-spesifik dsSRNA
cevaplart hiicrelerden uzaklastirnldiginda bile, viral inhibitorler ya da uzun dsRNA, gen
ekspresyonunun non-spesifik represyonunu tetiklemistir (Abraham et al. 1999, Paddison et al.
2002a). Bu tip non-spesifik dsSRNA cevaplarinin agilmasinda bir yol olarak, 30 baz ciftinden
kisa dsRNA kullanimi Onerilmistir. Bu uzunluktaki dsRNA’lar PKR ve Rnaz L’yi harekete
gecirmeden RNA1’yi tetikleyebilirler.

RNAI teknigini memeli fonksiyonel genomigine uygulamalariyla Tuschl ve arkadaslarn bir
devrim yaratmigtir (Elbashir et al. 200la). Bu grup, 21-23 niikleotid uzunlugundaki
siRNA’larin memeli kiiltiir hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimii cevabina yol agmadan
RNA interferans mekanizmasini harekete gecirebileceklerini kesfetmistir. Bu siRNA’lar
biiyiik olasilikla interferon cevabini tetiklemek icin ¢ok kisa ve homolog mRNA’larin dizi
spesifik yitkimin1 yonlendirecek potansiyele sahiptir (Hutvagner et al. 2000). Daha sonra
Tuschl ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismalar 21 baz c¢iftinden kisa ve 25 baz c¢iftinden uzun
dsRNA’larin ve kiit uclu siRNA’larin RNAi mekanizmasini baglatmakta yetersiz oldugunu
ortaya koymustur (Elbashir et al. 2001c¢).

15



Memeli hiicrelerinde dizi spesifik gen susturulmasini antiviral cevaplar1 aktive etmeden
harekete gecirebilecek iki kisa dsRNA yapis1 bildirilmistir, bunlar siRNA’lar ve shRNA
“lardir. Kiiciik dsRNA’larin memelilerde RNA1’yi tetikleyebilecegine iliskin ilk basilan
makale (Elbashir et al. 2001) ve shRNA’larin Dicer tarafindan islenmis iiriinlerinin memeli
hiicrelerinde dizi spesifik gen susturulmasin tetikleyebilecegi (Caplen et al. 2001) Tuschl ve
arkadaslar tarafindan yayinlanmistir. siRNA’lar homolog mRNA hedeflerini tanimlayabilmek
icin 19 niikletotidlik ¢ift zincir RNA ve 3’- uglarinda 2 niikleotidlik overhang yapisi
bulunduran 21-23 niikleotid uzunlugundaki yapilardir ve bu yapilar Dicer islenmesini es gegip
Ago iceren komplekslere direkt inkorpore olarak susturma yolagina katilabilirler. Ayni
zamanda alternatif bir strateji olarak, cesitli gruplar memeli hiicrelerinde kiiglik dsRNA’larin
in vivo ekspresyon yapilarini gelistirmislerdir, bunlar endojen olarak eksprese olan kisa
sactokast RNA’lar yani shRNA’lardir (Paddison et al. 2002b, Brummelkamp et al. 2002a,
McManus et al. 2002, Paul et al. 2002, Sui et al. 2002, Yu et al. 2002, Zeng et al. 2002). Bu
yapilar siRNA’lardan farkli olarak, sacgtokas: yapisi bulundururlar, optimal olarak 23-29
niikleotidlik RNA dubleksi olustururlar ve RNAi yolagina katilabilmek i¢in Dicer tarafindan
islenmeleri gerekir. Sadece 3’- yapiskan ucunda 2 niikleotid bulunan dsRNA’lar, Dicer’in
dogal olarak aktif iiriinleridir ve RNA1’nin etkin elemanlaridir. Bu teknoloji ile memelilerde
somatik primer noronlar bile RNAi fenotipleri olusturulmasinda basarili sonuglar vermistir

(Krichevsky and Kosik 2002).

shRNA’lar, hangi RNA polimeraz tarafindan eksprese edildiklerine gore kategorize
edilebilirler. En popiiler strateji, 19-25 baz c¢iftlik basit sa¢ tokalari, RNA polimeraz III
tarafindan; insan/fare U6-snRNA ya da insan RNazP (H1) RNA promotorlar ile eksprese
ettirilir ve sonug olarak 3’uglarinda 2 niikleotidlik overhang yapisi1 barindirirlar. Tkinci ShRNA
ekspresyon stratejisi ise RNA polimeraz II promotorlarinin kullanimidir. Ne var ki, basit sa¢
tokasinin yerine, bu shRNA’lar RNA polimeraz Il promotorlarinca eksprese edilen endojen
miRNA’lar incelendikten sonra modellenmistir. miRNA temelli shRNA’larin basit sagtokasi
yapilarina kars1 bazi iistiinliikleri vardir. Ilki, sSARNA ekspresyon platformlarma biiyiik bir
esneklik saglar, iy1 karakterize edilmis olan Ornegin tet-regiile ya da doku spesifik promotora
sahip Pol II ekspresyon sistemlerinden eksprese ettirilebilirler (Yu et al. 2002, Dickins et al.

2005, Stegmeier et al. 2005, Shin et al. 2006). Ikincisi, tam 22 niikleotidlik dizi Drosha ve
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Dicer islenmesi olmadan direkt RISC ile biitiinlesir. Eksprese shRNA’lara ek olarak, kimyasal
ya da in vitro sentezlenmis olan shRNA’larin kullanimi da oldukga efektiftir (Siolas et al.
2005). Kimyasal olarak sentezlenmis 25-29 niikleotidlik dsRNA’lar ve 2 niikleotidlik 3’-
overhang yapilar1 ayn1 hedef diziye yonelik siRNA’lardan 5- 10 kat daha az konsantrasyonda
bile daha etkindir (Paddison 2008). siRNA’lardan daha etkin olmasinin sebebi, direkt RISC ile

biitiinlesmektense Dicer ile yolaga girerek RNAi’yi tetiklemek olabilir.

siRNA, shRNA ve gecici olarak transfekte shRNA vektorlerin asil kisitlayici yonleri,
memelilerde stabil ya da indiiklenebilir gen susturulmasini saglayamamalaridir. Memeli hiicre
sistemlerinde, gec¢ici RNALI tetikleyicilerinin transfeksiyonu, 6rnegin uzun dsRNA, siRNA ve
shRNA’larin gecici etkileri vardir. Memeliler ve Drosophila disindaki sistemlerde var olan
amplifikasyon basamaklarindan yoksun olmalar1 sebebiyle bu etki 2-7 giin siirer. Bu yiizden,
siRNA’larin belirli yar1 omiirleri ve her bir hiicre boliinmesiyle ve RISC kompleksinden
gecmeleri dolayisiyla diliie olmalart s6z konusudur. Ne var ki, iyi karakterize stabil
ekspresyon teknolojileri sayesinde, shRNA ekspresyonu ile kombine olarak memelilerde in
vitro ve in vivo olarak stabil gen susturulmasin saglanabilmektedir. Son raporlar
dogrultusunda, stabil RNAI, plazmit integrasyonu, (Brummelkamp et al. 2002a, Paddison et
al. 2002b, Carmell et al. 2003), epizomal plazmit girisi (Miyagishi and Taira 2002) ve
retorviral tasinim (Paddison and Hannon 2002, Brummelkamp et al. 2002b, Devroe and Silver
2002, Barton and Medzhitov 2002, Qin et al. 2003, Tiscornia et al. 2003, Hemann et al. 2003)
kullamlarak bildirilmistir. Ozellikle retroviriisleri; adenoviriisleri ya da adeno-iliskili viriisleri
kapsayan tasinma stratejileri RNAi’yi in vitro olarak manipiile edilmesi zor olan primer

hiicrelerde ¢alistirmak icin cazip araglardir.

Eksprese shRNA kullanarak somatik hiicrelerde RNA1’yi tetikleme yetenegi, bu RNAi
yapilarinin hayvanlarda hedef genin baskin transgen supresorii olarak kullanilabilecegini
akillara getirmistir. Cesitli gruplar bu dogrultuda transgenik farede (Carmell et al. 2003,
Rubinson et al. 2003), transplante fare hematopoietik kok hiicrelerinde (Hemann et al. 2003,
Qin et al. 2003) ve erigkin fare karacigerinde (McCaffrey et al. 2002, Song et al. 2003a)

shRNA-temelli gen susturulmasini bildirmislerdir.
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2.5. siRNA Tasarmminin Temel Kurallar:

Memeli hiicrelerinde RNA1’yi tetiklemedeki ilk basarili denemede kisa dsRNA’lar, RNAi
yolagindaki siRNA ara basamagini taklit etmek i¢in kullanildilar (Elbashir 2001). Ne var ki in

vitro olugturulan siRNA, RISC atrafindan taninabilmek ve etkin bir sekilde RNAi’yi

yiiriitebilmek icin bir takim niteliklere sahip olmalidir;

21-23 niikleotidlik olan siRNA’lar en etkin olanlardir.
21 baz ciftinden kiigiik, 25 baz ¢iftinden biiyiik dsSRNA’larin etkinligi ¢cok azdir.
30 baz c¢iftinden biiylik dsRNA’lar interferon cevabina neden olurlar.

Ekzojen siRNA’larin cift iplik olan 19 niikleotidlik kismu ve 3’- uglarinda 2

niikleoditlik overhang yapilart bulunur.Bu durum siRNA’larin tip III RNazlar

tarafindan taninmalar1 i¢in elzemdir.

Tuschl ve ark. tarafindan belirtildigi iizere 3’-UU uclar1 ya da DNA’daki

karsiliklar1 3°-TT, siRNA’larin stabilitesini artirir ve genelde diger dizilere tercih

edilir (Elbashir et al. 2001a).

Sens iplik¢ikteki uclarda yapilan kimyasal modifikasyonlar (floresan problar

eklenmesi gibi) genelde tolere edilirken, antisens iplik¢ikteki en ufak degisimler

bile etkinlikte dramatik diisiislere yol agmaktadir. (Chiu and Rana 2002).

Hedef taninmasi siireci fazlasiyla dizi spesifiktir, fakat siRNA’nmin tiim dizilimleri esit hedef

tanimlanmasina yol agcmaz. siRNA dupleksinin merkezindeki yanlis eslesmeler hedef mRNA

yikimini engelleyebilir (Elbashir et. al. 2001c¢).

Diger calismalar da nokta mutasyonlarinin susturma potansiyelinde ¢ok kiiciik etkisinin

oldugunu, bunun da susturma makinesinin miikemmel eslesmeye ihtiyac1t olmadigini

desteklemektedir (Boutla et al. 2001, Holen et al. 2002). Antisens iplik¢igin yarisinin 5°-

tarafinin integrasyonu RNAI i¢in onemlidir, bu da ipliklerin ayrilmasinin baglatilmasinda

siRNA’'nin taninmasinin asimetrik dogasina isaret eder (Chiu and Rana 2003). Detayl

mutasyon taramalart 5°- uctan itibaren ilk 10 niikleotidte olusabilecek yanlis eslesmelerin
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RISC-temelli hedef mRNA yikiminda ¢ok daha 6énemli oldugunu ortaya koymustur (Elbashir
et al. 2001c, Chiu and Rana 2003). 3’- uctaki yanlis eslesmelerin etkileri cok hayati degildir
(Amarzguioi et al. 2003). siRNA’nin sadece antisens degil sens iplik¢igin 11 tane uyusan
niikleotidi olsa bile hedeflenmemis genlerin susturulmasina yol acabildigi bildirilmistir
(Jackson et al. 2003). Bu susturma etkisine “off-target effect” yani yanlhs hedef etkisi adi
verilir. Etkin bir RNAi deneyi yiiriitebilmek icin, yanlis hedef etkisi hesap edilmeli ve
siRNA’lar buna gore tasarlanmalidir. Tasarlanan siRNA’lar olas1 baska hedefler icin BLAST
analizinden gecirilmelidir. 5°- ucu komplementer iplik¢igine zayif baglanan iplikcik RISC ile
daha kolay inkorpore olur. Bu yiizden 5’- ucunda A/U bulunan iplik¢igin antisens iplik¢ik
olmasina dikkat edilmelidir (Schepers 2005).

2.5.1. Etkin siRNA Tasarimi

En etkin siRNA’y1 tasarlamak icin bircok kural mevcuttur ve bunlar matematik
algoritmalardan ziyade siRNA validasyon deneylerinden elde edilen tecriibelere dayalidir. Bu
algoritmalarin biiyiik bir bolimii web’de arastiricilarin hizmetindedir ve %70-90 oraninda
verimle calisan siRNA’lar olusturacaklarimi garanti etmektedirler. Eksojen siRNA’lar tipik
olarak 19 baz ciftlik, c¢ift iplik¢ikli kisimdan ve 3’ucglarinda 2 niikleotidlik overhang
yapilarindan olugurlar.

1. mRNA i¢inde %45-50 oraninda G/C igerigi bulunan bir bolge secilir.

Not: Eger hedef bolge AA ile baslamiyorsa, % G/C oranim bulabilmek i¢in genin kodlama
bolgesinden 23 niikleotidlik bir dizi secin.

Not: %50 G/C oranina sahip bir siRNA genelde iyi sonug¢ verir, ancak daha yiiksek oranlara
cikildik¢a susturma aktivitesinde azalmaya neden olur.

2. Ustiiste ¢oklu baz tekrarlarindan kacinilmalidir, 3’ten fazla Guanozin, Sitozin ve 4’ten fazla
Adenozin ayni sirada yer almamalidir.

Not: Coklu G ve C dizileri siRNA susturma mekanizmasini engelleyebilecek aglomeratlar
olusturabilir, poliA dizileri de prematiire transkripsiyon terminasyonuna yol acarak shRNA

sentezini engelleyebilir.
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3. 5’-UTR bolgelerinden kacimilmalidir, ¢linkii protein baglanma bolgeleri icerebilirler ve
bunun sonucunda hedef taninmasini bloke edebilirler, bu yiizden AUG kodonundan en az 100
niikleotid ilerdeki bolgelerden arastirmaya baglaniimalidir.

Not: 3’-UTR boélgeleri uygun hedef dizileridir ve korunmusg genlerin istenmeyen knock- down
edilmesini 6nlemek i¢in cok 6zgiil bolgeler olabilir.

4. Coklu gen hedeflenmesini engellemek icin secilen siRNA’nin sens dizisine BLAST

(nucleotide BLASTN) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ya da Smith-Waterman algoritmasini

kullanan http://www.paralign.org/ internet sitelerinde kapsamli bir homoloji arastirmasi

yapilmalidir.

Not: BLAST kullanim1 kolay ve %100 basaril1 bir sekilde sonucu garanti etmektedir.

5. Istenmeyen yanlis gen hedeflenmesi riskini azaltmak icin ayn1 homoloji arastirmasi antisens
iplik¢ik icin de yapilmalidir.

6. Farkli siRNA’larin susturma etkisinin spesifikligini kontrol etmek icin ayni hedefe yonelik
en az iki tane siRNA tasarlanmalidir (Schepers 2005).

Ayrica Khvorova ve ekibince (Reynolds et al. 2004) hazirlanan kriterler de etkin siRNA

tasariminda arastiricilara yardimcei olabilir (Tablo 2.1.)

Kriter L G/C yiizdesi = 30-52 %

Kriter II. 15-19 pozisyounda 3 ya da daha fazla
A/U (sens iplik¢ik) olmamal

Kriter III. Sac tokas1 tahmini (internal tekrarlar ya da
palindromlar olmamali) Tm<20°C

Kriter 1V. Pozisyon 19°da A (sens iplik¢ik)

Kriter V. Pozisyon 3’te A (sens iplik¢ik)
Kriter VL Pozisyon 10°da T (sens iplik¢ik)

Kriter VIIL Pozisyon 19°da G ya da C olmamali (sens
iplikcik)

Kriter VIII. | Pozisyon 13’te G olmamali (sens iplik¢ik)

Cizelge 2.1. Etkin siRNA tasariminda Khrorova ve ekibi tarafindan hazirlanan kriterler
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2.6. siRNA Olusturma Yontemleri

Kullanilacak amaca yonelik olarak uygun sistem belirlenmeli ve uygulanmalidir.siRNA elde

edebilmek icin kullanilan yontemler ana olarak ikiye ayrilmaktadir;

1. in vitro/kimyasal yontemler
e Kimyasal sentez
e [nvitro transkripsiyon
e Uzun dsRNA’larin Rekombinant Dicer ile islenmesi
e Ticari olarak satilan hazir siRNA kiitiiphaneleri
2. Ekspresyon vektorleri
¢ Plazmit vektorler

e [ entiviral vektorler

2.6.1. In vitro / Kimyasal Yontemler

2.6.1.1. siRNA’larin Kimyasal Sentezi

RNA setezi 1yi bir kimya bilgisi ve laboratuvar donanimi gerektirmektedir. Eger bunlardan
herhangi biri yetersiz ise, en iyisi ticari bir kaynaktan siRNA siparis etmek olacaktir. Ciinkii
bu siiregler oldukca pahalidir. DNA oligoniikleotidlerinin elde edilisi biiyiik oranda optimize
edilmistir ancak RNA sentezinde durum oldukg¢a farklidir. RNA interferansin memelilerde
indiiklenebileceginin kesfedilmesi ile RNA oligoniikleotidlerinin kimyasal sentezinde

gelismeler olmustur.

DNA molekiiliinden farkli olarak RN A molekiiliinde her bir riboz halkasinin 2’- pozisyonunda
bir tane fazladan hidroksil grubu vardir, bu da RNA’nmin normal sartlar altinda
destabilizasyonuna yol acar. RNA sentezinde en zor basamak 5°- ve 2’- hidroksil gruplarinin
solid faz kimyasinda simiiltane olarak korunmasidir. Raslantisal olarak ek bir 2’-OH koruyucu

grup bazi dzelliklere sahip olmalidir; sentezin sonunda kantitatif olarak uzaklastirilabilmeli ve
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tiim reaksiyon sartlarinda stabilitesini koruyabilmelidir. 2’- OH koruyucu gruplar temel olarak

tic sinifa ayrilabilir;

. Asit (Scaringe et al. 1998)
o Foto (Ohtsuka et al. 1974, Scwartz et al. 1995, Pitsch et al. 1999)
. Floridlabil (Beaucage and Caruthers 1996)

Gecen birkag yil icinde 2 6zgiin siRNA/RNA iiretim stratejisi rapor edilmistir;

1.Fosforamidlere 2’-OH pozisyonunun korunmasi icin 2’-O-[(triizopropilsilil)oksi]metil,
kisaca TOM eklenmesi (Pitsch et al. 1999) yontemidir ve Qiagen tarafindan kullanilmaktadir.
2.Daha yeni olarak da, Dharmacon tarafindan uygulanan asit labil 2’-ortoester (bis(2-
asetooksietoksi)metil  kisaca  (ACE)  ortoester ve bir 5’-silil  eter  grup
(bis(trimetoksiloksi)siklododesisiloksilil kisaca (DOD) eter kombinasyonuna dayanan

yontemdir (Scaringe 2001).

Sonug olarak kimyasal olarak sentezlenmis olan siRNA’lar olduk¢a pahalidir ancak enzimatik
sentez de kimyasal prosesin sunmus oldugu saflik ve verimle yarisamamaktadir. Secilen
siRNA’Nm yiiksek verimle calisacagi %100 garanti degildir ve aym hedefe yonelik birden
fazla siRNA olusturulup validasyonu saglanmalidir (Schepers 2005).

2.6.1.2. In vitro Transkripsiyon

siRNA’lar kimyasal sentezin yanisira daha ucuz ve daha hizli bir yontem olan in vitro

transkripsiyonla da hazirlanabilir. Ticari olarak satilan cesitli kitler mevcuttur.

Bunlara 6rnek olarak Promega’nin sunmus oldugu T7RiboMAX Express RNAi System uzun
dsRNA ve siRNA sentezi icin uygundur. Kisa DNA oligoniikleotidleri G(N17)CTT motifine
sahip 21niikleotidlik diziler kodlar. 5’- ugtaki Guanozin T7 RNA Polimeraz enziminin tanima
sekansidir. 3’- ucta da 2 tane Timin bulunur. Enzimin etkin bir sekilde transkripsiyonu

baslatabilmesi i¢in GTP’ye ihtiyact vardir ve bundan dolayr sentezlenmek istenen dizi
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secilirken bu durum goz Oniine alinmalidir ve ayn1 hedefe yonelik 3 ayr1 oligo tasarlanmalidir.
Optimal transkripsiyon baslangicit icin GGG ve bunlar takip eden 17-22 gen spesifik
niikleotid gereklidir ve A/T’den ilk 3 bazda kaginilmasi verimi biiylik oranda artirir ancak
susturmanin etkinligini de azaltir. Enzim tarafindan olusturulan siRNA’larin fosfataz ile 5°-
fosfat gruplar1 alinir, elde edilen RNA iplikleri siRNA’lar1 olusturur. Kalan tek iplikli RNA’lar
ve DNA niikleaz digesyonu ile ortamdan uzaklastirilir. Elde edilen siRNA izopropanol

coktiirme yontemi ile saflagtirilir ve RNAi uygulamalarinda kullanilabilir hale gelir.

Baska bir ornek ise Ambion firmasinin gelistirdigi Silencer platformudur. Avantaji, siRNA’lar
G ya da GGG ile baslamak zorunda degildir. Kalip DNA sistemine yerlestirilir ancak siRNA
dizisinin bir parcast degildir. Daha sonra mevcut siRNA’dan RNaz digesyonu ile
uzaklastirlabilir. DNA dizisi 29 niikleotidlik olup ilk 8 baz T7 promotor primerinin 5’-
ucundakilerle komplementer olmalidir. siRNA’nin etkinliginin artirilmasi i¢in niikleotid
karistmi modifiye UTP icermelidir. Olusan dsRNA 5°- terminal tek iplikli ilder diziler, 19
niikleotidlik hedefe spesifik dSRNA ve 3’- terminal UU icermektedir. Kalip DNA DNaz ile
sindirilir, ucta kalan tek iplikcikli T7 promotor oligoniikleotid de tek iplige spesifik

riboniikleaz ile uzaklastirilir. RNaz T1, UU overhang yapisina dokunmaz.

Bu 2 6rnegin temsil ettigi in vitro transkripsiyon yontemi siRNA elde etmek i¢in kullanilan en
ucuz yontemdir. Zaman ve malzemeden tasarruf saglarken elde edilen en etkin siRNA hedefi
%90 oraninda susturabilir. Yontem uygulanirken gen basina 3-5 farkli siRNA tasarlanmali ve
kontrol i¢cin G3PDH ya da ACTB genlerine spesifik siRNA’lar da kullanilmalidir. Bu yontem
ile elde edilen siRNA’lar interferon cevabina yol agabilir (Kim et al. 2004). 5°- uctaki iiclii
fosfat bolgesi defosforilasyon enzimleri ya da RNaz T1 ile uzaklastirilirsa interferon cevabi

riski ortadan kalkar (Kim et al. 2004).

2.6.1.3. Uzun dsRNA’nin Enzimatik Yikimi ile siRNA Elde Edilmesi

siRNA elde etmenin bir baska yolu da uzun dsRNA’larin rekombinant Drosophila Dicer ya da
E. coli RNaz III tarafindan enzimatik yikimidir (Yang et al. 2002a). Eger rekombinant enzim

ekspresyonu laboratuvarda yiiriitiilebilirse oldukca kolay ve ucuz bir yontemdir. Okaryotik
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organizmalardan fare (Nicholson and Nicholson 2002), insan (Provost et al. 2002, Zhang et al.
2002, Kawasaki et al. 2003, Myers et al. 2003) ve Drosophila (Schepers, 2005) Dicer enzimi
klonlanmistir. Tiirden tiire degisiklik gostermekle beraber, Dicer enzimi 215-250 kDa
agirliginda bir polipeptidtir ve bu agirligindan dolayr rekombinant olarak bakteri hiicrelerinden
ziyade Okaryotik bocek ya da memeli hiicrelerinde ifade ettirilmelidir (Provost et al. 2002,
Kawasaki et al. 2003, Myers et al. 2003). Dicer RNAi yolagina katildiktan sonra
dsRNA’lardan 21- 23 niilkeotid uzunlugunda siRNA’lari olusturmaya baslar. In vitro
rekombinant insan Dicer’1 yikim siirecinde Mg+2 ye hitiya¢ duyar ancak ATP’nin bu siirecte
gerekli olmadigr gosterilmistir (Provost et al. 2002, Zhang et al. 2002). Rekombinant Dicer ile
uzun dsRNA’nin digesyonu sonucunda aym: hedef mRNA i¢in birden fazla siRNA’nin
olusturdugu bir havuz meydana gelir. Neticede ayn1 gen ailesindeki mevcut hedef mRNA ile
homolog olan dizilerden kacinilmahidir. %70’ten fazla verim alinabilmektedir. Elde edilen
siRNA’lar ana dsRNA’dan jel filtrasyon kromatografisi ya da jel piirifikasyon basamaklariyla

birbirinden ayrilabilir.

Okaryotik Dicer’in prokaryotik sistemlerde eksprese edilemeyecek kadar biiyiik olmasi,
prokaryotik sistemde daha verimli protein lretilebilmesi ve iiretilen proteinin saflastirma
islemlerinin daha kolay olmasi bazi gruplar1 ve sirketleri E. coli RNaz III (30 kDa) elde etme
caligmalarina yoneltmistir. E. coli RNaz IlI, E. coli hiicresinde glutatyon-S-transferaz (GST)
fizyon proteini olarak eksprese ettirilerek rekombinant enzimin piirifikasyonu saglanabilir.
dsRNA’nin digesyonu GST fiizyon sapkas: kaldirlmadan da gergeklestirilebilir, bu
endoriboniikleaz ile elde edilen siRNA (esiRNA) daima 12-25 baz c¢ifti uzunlugundadir.
Digesyon sartlarinin optimizasyonu ile 21 niikleotidlik siRNA’lar elde edilebilir. Uzun
dsRNA’nin aksine esiRNA, kiiltiire edilmis memeli hiicrelerinde belirgin non-spesifik etki
yaratmadan etkin RNA interferans saglar. Cogu sirket artik sadece 21-23 niikleotidlik
fragmentler olusturan modifiye rekombinant E. coli RNaz III gelistirmistir. Buna 6rnek olarak

da “New England Biolabs -Shortcut RNAi Kit” verilebilir.

Gelisim safthasindaki memeli embriyolarinda gen ekspresyonunun susturulmasina yonelik ilk

denemelerde esiRNA’lar noral tiip limenindeki spesifik bolgelere injekte edilmis ve
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yonlendirilmis elektroporasyonla noro-epitelyal hiicrelere taginmistir ve en az siRNA’larla

oldugu kadar yiiksek verimle istenilen genler susturulmustur (Calegari et al. 2002).

2.6.1.4. Ekspresyon Vektorleri

Sentetik siRNA’larin uygulanmasinin bazi sinirlayict yonleri bulunmaktadir, bunlar ; diisiik ile
orta arasi transfeksiyon verimi ve gen ekspresyonunun kisa vadede baskilanabilmesidir. Bu iki
engeli agmak i¢in arastirma gruplart ekspresyon vektorleri ve pre-miRNA’lan taklit ederek
Dicer tarafindan islenmek {izere shRNA ekspresyon kasetleri iizerinde caligmaya
yonelmislerdir (Brummelkamp et al. 2002, Lee et al. 2002, Miyagishi and Taira 2002b,
Paddison et al. 2002a, Paul et al. 2002, Sui et al. 2002). Bu yapilar tipki sentetik siRNA’lar
gibi RNA1’yi indiiklemek i¢in hedef mRNA ile miikemmel eslesme icin tasarlanirlar. Basarili
bir susturma i¢in shRNA transkripti etkin bir bicimde c¢ekirdekten sitoplazmaya
ulagabilmelidir ki burasi, transkriptin Dicer ve RISC tarafindan tanminip islendigi yerdir.
shRNA eksprese eden plazmitler hem kalic1 hemde gecici olarak gen ekspresyonunu spesifik
olarak baskilamak i¢in tasarlanmiglardir. Bu sayede uzun zaman alan gelisim evrelerinde
gerekli olan RNAi fenotipleri elde etmemize olanak tanir. Sentetik siRNA’lar ile
kiyaslandiklarinda shRNA’lar, memeli hiicrelerinde RNAi'yi baslatmak i¢in benzer

potansiyele sahiptirler.

2.6.1.4.1. Promotorlar

Cogu RNAI ekspresyon vektorii ShRNA’larin ekspresyonunu kontrol etmek igin giicli RNA
polimeraz III promotorlarina sahiptir (Brummelkamp et al. 2002, Lee et al. 2002, Miyagishi
and Taira 2002b, Paddison et al. 2002a, Paul et al. 2002, Sui et al. 2002). Bunlar insan H1 ve
fare U6 promotorlaridir. RNA polimeraz III enzimi daima 5S RNA, tRNA, 7SL RNA, U6
snRNA ve RNA islenmesinde gorevli diger kiiciik stabil RNA’lar1 iceren sinirh sayidaki gene
spesifiktir (Paule and White 2000). RNA polimeraz III promotoruna sahip ekspresyon
sistemleri in vivo ve in vitro ortamlarda stabil siRNA’larin ekspresyonu icin kullanish
promotorlardir. Her ne kadar U6 snRNA ve H1 RNA promotorlar fonksiyonel olarak benzer

goriinseler de, U6 transkripsiyonu baslangi¢ (+1) niikleotidine karst daha hassastir, optimal
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ekspresyon i¢in guanozin olmas: tercih edilir. Cogu zaman U6 ekspresyon Kkasetleri
shRNA’lar1 ilk 27 niikleotidlik kism1 endojen U6 snRNA olacak sekilde eksprese eder (U6 +
27). Not etmek gerekirse, RNA polimeraz III kaynakli gen ekspresyonu iiriinleri, RNA
polimeraz II transkriptlerinden farkli olarak 5’- sapka ve 3’- poli A kuyruktan yoksundur,
bunun yerine 4-6 timidin (T) rezidusu ile sonlanir, ancak bazi pol III genlerinde bulunan T

rezidular1 terminasyon sinyali olarak algilanmaz (Gunnery et al 1999).

RMA pol Il expression

+1
shRMA
& (shRNAJEE oty )

Sekil 2.5. RNA polimeraz III promotoru ile shRNA transkripsiyonu (Schepers 2005).

RNA polimeraz II temelli siRNA kasetleri CMV ya da EFla gibi promotorlar kullanilarak
elde edilmistir (Diallo et al. 2003a, Xia et al. 2003). RNA polimeraz II kaynakli shRNA’larin
3’-poliA kuyruklar1 ve 5’-sapka yapilart vardir. shRNA ekspresyonundan ziyade, doku-
spesifik ekspresyon i¢in kullanilabilirler. Yine de bu promotorlar ile potansiyel olarak raportor
bir genin 3’-UTR bolgesine shRNA dizisi eklenip ekspresyonu saglanabilir (Zeng and Cullen
2003).

RMA pol Il expression mTG Jcap
tem loo
[ poly A signal JEeae xS
NTITEE (shRNA) gnal OB

Sekil 2.6. RNA polimeraz II promotoru ile RNA ekspresyonu (Schepers 2005).
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2.7. Plazmit Temelli RNAi

2.7.1. shRNA eksprese eden plazmit vektorler

Cesitli firmalar tarafindan bircok amaca yonelik shRNA ekspresyon vektorleri iiretilmistir. En
iyi bilineni ilk jenerasyon shRNA ekspresyon vektorlerinden olan pSUPER, Agami ve
arkadaslan tarafindan gelistirilmis olup (Brummelkamp et al. 2002) hala en popiiler vektor
sistemidir. Bu sistem yine ¢ok bilinen pBSK (Stratagene) omurgasi, icine insan H1 RNA Pol
IIT kaseti sokularak modifiye edilmistir. Ayrica memeli hiicre hatlarinda secilebilmesi icin
puromisin antibiyotigine diren¢ geni de mevcuttur. Bu vektor igine birbirine komplementer
olacak sekilde 19 niikleotidlik sens ve antisens dizi ve bunlar1 birbirinden ayiran ve bu
dizilerle homoloji gdstermeyen 9 niikleotidlik bir bolge iceren 64 merlik DNA oligoniikleotidi
yerlestirilerek islevsel hale getirilir. Insan H1 RNA Pol III promotoru kontrolii altinda
eksprese edildiginde, RNA transkripti kendi iizerine katlanir ve 19 baz ¢ifti uzunlugunda cift
iplikli bir kisa sactokast RNA meydana gelir. Insert i¢indeki loop yapisini olusturacak dizinin
ilk iki 5’- baz1 Uridin olacak sekilde tasarlanir ve dsSRNA’nin RNaz tarafindan yikimindan
sonra 3° UU overhang yapis1 olusur. Ayrica sactokas: transkriptin 3’- ucunda T5 terminasyon
dizisini olusturmak ic¢in 2 tane fazladan Uridin bulunur. Sonuc¢ta shRNA transkripti Dicer
enzimi i¢in optimal bir substrat haline gelir, sactokas1 yapisini tanir ve 3’- uglarinda UU
overhangleri olusacak sekilde islem yapar. Vektor plazmit, 64 mer’lik hibridize
oligoniikleotidin yapiya dahil olabilmesi i¢in yapiskan uclu restriksiyon endoniikleaz kesim
bolgelerine sahip olmalidir. Oncelikle oligoniikleotidler kendi arasinda birlesir ve bunu
takiben vektor igcine ligasyon gerceklestirilir. Insert’in vektore klonlanmasi icin ligasyon Uriinii

kompetan bakteri susuna transforme edilir.
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Sekil 2.7. pSUPER .puro shRNA ekspresyon vektoriiniin klonlama haritasi

http://www.biovisualtech.com’dan alinmustir.

Sactokas1 transkriptler farkli biiyiikliiklerdeki halka yapilar1 tarafindan test tedilmistir.

pSUPER ile yapilan denemelerde; 5,7,9 niikleotid uzunlugundaki yapilardan 9 niikleotidlik

loop yapisi bulunduran shRNA en etkin susturmayi saglamistir (Brummelkamp et al. 2002).

Bgi Ii
5 -garcccc MEFEYP T TPTTTGGAAA-3
3' -GGG -Ansmrcrmmuccwwﬁ- 5!
Hind I
shRNA
transcription

- Uy
3' -guu IS o @  SPRNA

Sekil 2.8. shRNA eskpresyon vektoriine klonlanacak taslak DNA oligoniikleotidi
ekspresyon sonrast olusan shRNA (Schepers 2005).
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Tuschl ve ekibinin 30 niikleotidten kisa siRNA’larin interferon cevabi olusturmadigina iligkin
gozlemine karsin, endojen olarak eksprese olan shRNA’larin indiikledigi non-spesifik etkilere
dikkat cekilmistir. Hem siRNA transfeksiyonunun hem de shRNA transkripsiyonunun Jak-
STAT yolaginin interferon temelli aktivasyonuna ve niikleustaki interferonla iligkili genlerin
global artisina sebep oldugu gosterilmistir (Bridge et al. 2003, Sledz et al. 2003). Bu etki 21-
23 niikleotidlik siRNA’larin hiicresel varligi ile aktive edilen ve IFN-o’nin ve diger muhtemel
hiicresel sinyal molekiillerinin artist icin gerekli olan ds-RNA bagimli Protein kinaz (PKR)
tarafindan olusturulur. Bunlar hala tartisilan sonuglardir, shRNA uygulanmasinin ardindan
giiclii bir sekilde interferon cevabina yol acan siRNA’lar ve onlarin shRNA benzerlerinin
interferon indiiksiyonu iizerine yapilan karsilastirmali caligmalar mevcuttur (Bridge et al.
2003). Not etmek gerekirse, neredeyse biitiin plazmit vektorler tasidiklar icerikten bagimsiz
olarak transfeksiyondan sonra interferon cevabini indiikleyebilirler. Bu durum sadece temel
arastirmalarda degil, olas1 tedavi uygulamalarinda da dikkate alinmalidir (Gitlin et al. 2002,
Jacque et al. 2002). Calismalarda oncelikle uygulanan siRNA/shRNA sisteminin interferon
cevab1 test edilmelidir. Alinabilecek en temel Onlem en diisiik etkin miktarin belirlenip

uygulamaya gidilmesidir (Bridge et al. 2003).

siRNA’larin knock down etkisinin transfeksiyondan itibaren 7-10 giin ile sinirli olmasi, uzun
donemli calismalar icin kullanigsiz araglar oldugunu ortaya koymaktadir. ShARNA ekspresyon
vektorleri bu sinirlamay1 asabilecek sistemlerdir. Antibiyotik diren¢ kasetlerine sahip
vektorlerin uzun siiren gelisim evrelerinde ihtiya¢c duyulan RNAi fenotiplerin analizine izin
verecek birkac hafta ya da daha uzun siirelerde spesifik gen ekspresyonunun baskilanmasini
sagladiklar1 gosterilmistir. Hiicrelerin floresan 1s1ma yoluyla ya da gecici segici marker
uygulamalar ile secilmeleri diisiik transfeksiyon verimini dengeleyecek sekilde icinde vektor
bulunduran hiicrelerin sayisinin artisini saglayabilir. Dahasi, yeni nesil vektorler shRNA
ekspresyon kastelerinin memeli konakg1 hiicresinin genomuna entegre olmasini saglayabilir

(Rubinson et al. 2003).

shRNA ekspresyon vektorlerinin kullaniminda klonlama siirecinden dolayr hazir siRNA
kullaniminda oldugu gibi hizl1 validasyon saglanamaz. Zaman alicidir ve secilen shRNA’nin

gen ekspresyonunu yeterli diizeyde baskilayacaginin bir garantsi yoktur. Ancak bu smirlama
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gen susturma yapisinin bilyilk miktarlarda {iiretilebilme yetenegiyle dengelenebilir. Etkin
olmayan siRNA’larin klonlanmasindan kag¢inmak i¢in en etkin siRNA’nin gecici RNAi
deneyleriyle arastirilmasi uygun olacaktir. Gegici RNA1 yaklasimindakine benzer sekilde,
shRNA dizisinin dogru tasarimi etkin gen susturulmasi i¢in hayati onem tasgimaktadir. ShRNA
eksprese eden hiicre klonlarinin saflastirllmasindan sonra bile, hicbir calismadan gen
ekspresyonunun tamamen susturulduguna iligskin heniiz bir veri yoktur. Benzer sekilde Tuschl
ve ekibi de, kullandiklar1 sentetik siRNA’lar ile %80-90 oraninda knock-down orani
yakalayabilmislerdir (Elbashir et al. 2001a). Inhibisyon oranimin nasil artirilacagina iliskin
yollarin bulunmasi énemlidir; deneylerde birden fazla siRNA kullanilmasi, farkli shRNA’lar
eksprese eden vektorlerin birlikte transfeksiyonu gibi yollar daha verimli susturma etkileri

gostermistir (Ji et al. 2003, Yang et al. 2002a).

2.8. Lentiviriis Temelli RNAi

HIV-1 viriisii tiirevli lentiviral vektorler in vivo ve in vitro boliinen ve bolinmeyen hiicrelerin
genomlarina integre olabilme yetenegindedir (Naldini and Verma 1999, Vigna and Naldini
2000). Lentiviral vektorler hematopoietik kok hiicreleri gibi multipotent kok hiicrelerin
kendilerini yenileme, organ repopiilasyon kapasitelerini engellemeksizin transdiiksiyonunu
saglayabilir (Miyoshi et al. 1999, Woods et al. 2000). Bu, Maloney Murine Leukemia Virus
(MoMLV)’den tiiretilmis olan onkoretroviral vektorlere karsi onemli bir avantaj saglar,
genetik olarak modifiye edilmis kok hiicrelerin (hematopoietik, noral, epidermal)
transplantasyonu ile diabet, multipl-sklerozis, kanser ve AIDS’i de iceren hastaliklara karsi
potansiyel bir tedavi olanag: sunar. Yillar siiren arastirmalar lentiviral vektorlerin hem tasarim
hem de paketlenmesi bakimindan 6nemli Olc¢iide gelismesini saglamistir; HIV yapisal ve
diizenleyici sekanslart hem transfer hem de paketlenme yapilarinda minimize edilmis ve HIV
tiirevi ile insan hiicrelerinin transdiiklenmesi fikriyle ortaya ¢ikan giivenlik endiseleri sona
ermistir (Vigna and Naldini 2000). Bu vektorler artik transplantabl kok hiicreleri, ex vivo
merkezi sinir sistemi ya da karaciger gibi post mitotik hiicrelerin in vivo transdiiksiyonunda

umut vadeden vektorler olarak karsimiza ¢cikmaktadirlar (Federico 2003).
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2.8.1. Lentiviriislerden Lentiviriis Vektorlere

Lentivirus grubu iiyesi olan At Infeksiy6z Anemi Virusu (EIAV), 20. yiizyilin ilk on yili
icinde kesfedilen ve bitkisel olmayan ilk viriistii (Vallee and Carré 1904). O giinlerden beri
lentiviriisler, 1980’lerin basinda HIV-1 viriisii izole edilinceye kadar gizemlerini
korumuslardir. Lentiviriisler, zarf yapisina sahip, tek iplikli pozitif (kodlayic1) RNA’dan iki
kopya tasiyan, insan, primat, kedi, at, koyun ve kecilerin de icinde bulundugu genis bir
yelpazedeki hayvan tiirlerinde goriilen immiin yetmezlik sendromlarinin etiyolojik ajanlari
olarak bilinmektedirler. Bu sendromlar ¢oklu organ hastaliklarinda gelisirler ve potansiyel
immiinolojik cevaba kars1 viral varligin devamimi saglayan ve uzunca zaman alan bir
inkubasyon siiresince pasif olarak kalirlar. Lentiviriis ad1 (Latincede lenti : yavas), hastalig
indiikleyebilmesi icin viriisiin ihtiyact olan, aylardan yillara kadar uzun zaman alan
inkubasyon siirecinden ileri gelmektedir. Lentiviriisler, Retroviridae viriis ailesinin alt ailesi
olan Lentiviridae alt ailesine mensuptur. Ayni ailede Lentiviridae alt ailesinden bagka, biiyiik
cogunlugu hiicre transformasyonunu indiikleyen viriislerden olusan Oncoviridae ve non-
patojenik infeksiyonlara yol acan kalict viriislerin icinde bulundugu Spumaviridae alt aileleri

vardir (Coffin 1997).

Lentiviriis vektorlerinin davranis modu, parental lentiviriislerin biyolojisi ile yakindan
iliskilidir. Bu viral genusun prototipik iiyelerinin yapisina benzerlik gosterebilecek bazi
araglara sahip olmalar1 gerekmektedir. Genomlari, lentiviral vektorlerin yapiminda siklikla
ara¢ olarak kullanilan ve aym ailenin iiyeleri olan HIV-2, simian immunodeficiency virus
(SIV), feline immunodeficiency virus (FIV) ve bunlardan minimal yapisal farkliliklar gosteren
HIV-1 ’den esinlenilerek olusturulmustur. Bunlarin yaninda daha az popiiler lentiviriisler olan
EIAV, caprine arthritis encephalitis virus, bovine leukemia virus ve foamy virus gibi iiyeler de

alternatif lentiviriis vektorleri tasarlanmasinda arag olarak kullanilmistir (Federico 2003).

2.8.2. Viral Genomun Yapisi

Konak¢r genomuna entegre olan viral ¢cDNA, yani provirusun biiytikliigii ortalama 9-10

kb’dir. Retroviridae ailesinin diger bilesenleriyle benzer olarak, lentiviral proviruslarin her iki
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ucu da 600-900 niikleotid uzunlugunda homolog bolgelerden (LTR : long terminal repeats)
meydana gelir, bu bolgeler virus replikasyonu, integrasyonu ve ilgili genlerin ekspresyonu i¢in
gereklidir. Proviral LTR’ler sematik olarak i¢ kisma ayrilirlar; U3, R ve US. R bdlgesinin ilk
niikleotidi transkripsiyon baslangicina isaret eder. Bu, viral genomik RNA yapisinin
provirusun tamamu ile Srtiisemeyecegine isaret eder. Ozellikle Genomik RNA U5 ve RLTR
bolgelerini 5°- ucunda, U3 ve R bolgesini de poliadenilasyon sitesinde dogru 3’- ucunda
bulundurur. Sonu¢ olarak da viral genomun siralanmasi; R-U5-Genler-U3-R yapisi
seklindedir. Viral transkripsiyon aktivitesi, U3 bolgesinde ve R ve U5’deki ek bolgelerde
konumlandirilmis olan dizilerde bitisik Gag lider sekanslar1 ve konak¢i baglanma faktorlerini
de iceren hiicresel faktorlerin interaksiyonuna ihtiya¢ duyar (Pereira et al. 2000). U3 bolgesi
bazal-, enhansir- ve modiilator- elemanlar1 bulundurur, R bolgesi ise Tat-temelli
transaktivasyonda kritik olarak gorev alan, biiyliyen RNA molekiilleri i¢cindeki stabil kok loop
yapilarini olusturan dizileri igerir, sonuncu olarak da, R blgesindeki LTR’ler RNA sapkalama

(transkriptlerin 5°- ucu) ve poliadenilasyon sinyallerini icerirler (Federico 2003).

Yeni lentiviral vektorler dizayn edilirken, LTR fonksiyonlarinin biiyiik bir kstminin farkl
bolgelere dagilmis olmasmna dikkat edilmelidir ¢iinkii, bunlardan herhangi biri vektor
replikasyonu ve integrasyonunu engellemeden promoting aktivitesini manipiile edebilir.
Biyogiivenlik ag¢isindan bakilacak olursa, hiicreleri lentivirus vektorlerle transdiiklemedeki ana
kaygi, 3’- ugtaki viral promotorun tam bir kopyasinin varligidir. Konak¢1 genomuna bir kere
integre olduktan sonra, teorik olarak devaminda yer alan bolgelerdeki hiicresel genlerin
transkripsiyonunu degistirir ve beklenmedik gen deregiilasyonuna yol acar. Bu yiizden son
jenerasyon lentivirus vektorler olan self-inactivating (SIN) vektorlerde klinik arastirma
perspektifinden dolayi, lentiviral promotorlarin bazal-enhansir elemanlar1 etkin bir sekilde
heterolog viral ya da hiicresel promotorlarin transkripsiyonel kontrol elemanlariyla

degistirilmistir (Federico 2003).

Lentiviruslaran genomu {ii¢ yapisal onciil proteini kodlar; Gag, Pol ve Env. HIV-1°de, gag ve
pol genlerinin, virus tomurcuklanmas: esnasinda ya da hemen sonra viral proteaz tarafindan
olgun iiriinlere doniistiiriilen triinleri, p55 Gag ve pl60 Gag-Pol polipeptid Onciillerinden

meydana gelir. 55 kDa agirligindaki Gag Onciiliiniin yikilmas: matriksi (p17 MA), kapsidi
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(p24 CA), niikleokapsidi (p9 NC) ve p6 proteinlerini olusturur (Freed 1998). Diger bir yandan,
160 kDa agirligindaki Gag-Pol onciiliiniin islenmesi, herbir Gag olgun iiriiniiniin yaninda viral
proteaz (pl2 PR), Gag-Pol onciiliiniin yikimina bagli olarak genomik RNA’dan viral cDNA
sentezlenmesinde benzersiz bir rol oynayan revers transkriptaz (p51/66 RT) ve viral DNA’nin
konag1 genoma integrasyonu i¢in gerekli olan integraz (p31 IN) enzimlerinin olusmasinda rol
oynar (Li et al. 1997). Hem Gag, hemde Gag-Pol onciilleri tam uzunluktaki viral RNA
tarafindan olusturulur, ikincisi p55 Gag oOnciiliine gore 1:20 oraninda daha diisiik yiizdelerde
ribozomal cerceve kaymasi tarafindan olusturulur. env geni 160 kDa agirlifinda bir onciilii
kodlar, yikimi hiicre proteazlar tarafindan gerceklestirilir, yiiksek oranda glikozile olmus viral
yiizey ve transmembran (TM) zarf glikoproteinleri olmak iizere iki iiriine doniisiir. Bunlar
hiicre resptor taninmasinda ve virusun hiicre membranlarina fiizyonunda islev goriirler (Wyatt

and Sodroski 1998).

Ozellikle lentiviriisler, retroviruslarden acik okuma cerceveleri tarafindan kodlanan daha az
sayidaki giris ya da daha uygun bir ifadeyle diizenleyici gene sahip olmalar ile ayrilirlar. Bu
genlerin viral hayat dongiisiindeki rolleri sekilde Ozetlenmistir. Lentiviriis gen miihendisligi
stratejileri agisindan, vektor transdiiksiyon etkinligi iizerindeki diizenleyici genlerin
ekspresyonunun etkileri, hiicre sisteminden hiicre sistemine degisiklik gosterir. Ornegin,
sadece HIV-1 Rev proteininin ekspresyonu, paketleme yapsindaki, gelisimi durmus hiicre
hatlarin1 transdiiklemek i¢in gerekli lentiviral partikiiller olusturmakta yeterli olmustur (Kim et
al. 1998), ancak durgun ex vivo lenfositlerin etkin transdiiksiyonu, paketleyici hiicrelerdeki
tiim HIV-1 proteinlerinin ekspresyonu ile asilabilmistir (Chinnasamy et al. 2000). Bu yiizden
hem viral replikasyonda hem de transdiiksiyondaki lentiviral vektorler her bir diizenleyici

proteinin etkilerinin bulundugu 6zet bir ara¢ olmalidir.
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Sekil 2.9. HIV-1, SIV/HIV2 ve FIV viriislerinin genom yapilart (Federico 2003).

Vif : “Viral Infectivity Factor” Viral replikasyonun hiicresel inhibitoriinii bloke eder

Vpr: “Viral Protein R” Sadece HIV-1’de bulunur. Preintegrasyon kompleksinin niikleusa
goclinii saglar. Hiicrelerin G2 evresinde tutuklu kalmalarina neden olur.

Tat: “TrAnscripTion factor” heniiz olgunlasmamuis viral transkriptlerin etkin elongasyonu
icin gereklidir.

Rev: “REgulatory Viral protein” RRE dizilerini baglar, birlestirilmemis ya da tekli
birlestirilmis viral RNA’larin sitoplazmaya taginmasina imkan saglar.

Vpu : “Viral Protein U” Hiicre membraninda lokalize olmustur. Viral salinimi saglar.

Nef: “ NEgative Factor” Hem viral salinimi1 hem de infektiviteyi saglar.

Vpx: “Viral Protein X preintegrasyon kompleksinin niikleusa gocii ile ilgili bir proteindir.

ORF-2: “Open Reading Frame-2” viral genom transkripsiyonundan sorumludur.
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2.8.3. Lentiviriis Hayat Dongiisii

Viral replikasyon esnasinda diizenleyici proteinlerin kritik rolleri lentiviriislerin hayat
dongiilerini Retroviridae ailesinin diger iiyelerinden ayirt etmede biiyiik Oneme sahiptir.
Lentiviral partikiiller tipik olarak B ve T lenfositleri, makrofajlar, astrositler ve mikroglial
hiicreler gibi hedeflerine zarf glikoproteinleri ile spesifik hiicre reseptorlerine (primatlarda
CD4, FIV i¢in CD9 ve kemokin reseptorii, CXCR4, CCRS) baglanarak dahil olur (Clapham
and McKnight 2001). Viral kapsidin hedef hiicreye gelisi viral zarfin hiicre membrani ile pH
bagimsiz olarak fiizyonu ile gerceklesir. Once sitoplazma icine tasinr, viral kapsid agilir,
retrotranskripsiyon siireci baslar ve c¢ift iplikli viral DNA olusur. Revers transkripsiyon ¢ok
karmasik bir siire¢ olarak goriilebilir (Jonckheere et al. 2000) ve pol geninin {iriinii olan revers
transkriptaz enzimi ile gerceklestirilir. RNA ve DNA bagimli DNA polimeraz ozelligi
gosterir, RNaz H aktiviteleri gibi DNA sentezi lizin tRNA’sinin (tRNA Lys3) hiicresel sinyali
ile baglatilir. Gag lider dizilerindeki komplementer diziler baglanir. Bir kez retrotranskribe
olduktan sonra, 5’- LTR, genomun 3’- ucundaki R bolgesine atlar, RNA/DNA hibrit
molekiiliiniin olugma siireci baglatilir ve RNA bileseni agsamali olarak RNaz H aktivitesiyle

revers transkriptaz enzimi tarafindan degrade edilir (Federico 2003).

DNA/RNA viral cift iplik formlari, MA, IN ve Vpr viral proteinleri ve hiicresel faktorler ile
birlikte preintegrasyon kompleksi olusturur. Lentiviriisleri diger retroviriislerden ayiran en
onemli Ozellik, cDNA’sim1 hiicre boliinmesinden ve dolayisiyla niikleer membranin
ayrilmasindan bagimsiz olarak entegre edebilme yetenegidir. HIV-1’de, hem MA hem de IN
proteinleri importin-o hiicre proteini tarafindan tanman tipik niikleer lokalizasyon dizileri
tasirlar. Boyle bir interaksiyon; PIC’i niikleer membran porlarina hedefleme yetenegindeki bir
protein olan importin-f ile baglanmayr saglar. Vpr, PIC’in niikleer girisine importin-a’nin
niikleer lokalizasyon dizilerine ilgisini artirirken, importin-f3’nin analogu gibi davranir (Gallay

et al. 1997, Haffar et al. 2000).

Niikleusta proviriis 2’- LTR halkasal formu olusturur ve her iki proviral uctaki kesilmeyi
takiben IN aktivitesi ile stabil integrasyona girer. Viral ¢cDNA’nin her bir sonlanma

bolgesindeki 4-6 niikleotid integrasyon siireci ile dogrudan iligkilidir; lentiviral genomun
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konakg1 hiicresinin kalic1 bir eleman: olmasim saglar. Ozellikle, konak¢r DNA’s1 lentiviral
proviriis ile tercih edilen integrasyon bolgeleri olmadan da erisilebilir bir durumdadir

(Katzman and Katz 1999).

Viral genlerin ekspresyonu siki bir sekilde koordine edilmistir. Nef, Tat ve Rev, coklu
birlestirilmis Rev-RRE bagimsiz viral RNA’lar tarafindan erken asamada kodlanan
proteinlerdir. Tat ve Rev’in erken ve gereginden fazla iiretimi lentiviriis replikasyonunun
dinamiginden dolay1 agik bir sekilde farkedilmektedir, Nef’in de ani olarak biiyiik miktarlarda
goriilmesi de hala merak uyandiran bir olgudur. Rev-RRE interaksiyonu sitoplazma icindeki
birlestirilmemis ve tekli birlestirilmis viral RNA’larin tasinmasina olanak verir; ek

diizenleyici, yapisal ve viral proteinlerin sentezini saglar (Federico 2003).

Lentiviriis hayat dongiisiiniin gec evreleri ile retroviriislerinki arasinda belirgin bir fark goze
carpmamaktadir. Hiicre membranina ulasan viral yapisal proteinler viral genom ve diger giris
molekiilleri ile beraber (Or; lizin tRNA3,Vpr, ve Nef proteinleri), Gag, Gag-Pol ve Env
onciilleri ile aktif {irlinlerine yikimu sirasinda ya da yikildiktan sonra hiicre i¢inde olgun viral
partikiillerine doniisiirler. Yaygin kamya gore cogu HIV-1 Gag islenmesi hiicre
membraninda, Gag Onciillerinin yikimi da hiicre sitoplazmasinda gergeklesir (Kaplan and
Swanstrom 1991). Olusan olgun viriis partikiilit US bolgesi 5°-LTR dizisindeki komplementer

dizilerle birbirine baglanmis tam uzunlukta 2 viral RNA kopyasi icerir.

2.8.4. Uygun Paketleyici Hiicre Tiplerinin Secimi ve Kullanim

Eksojen genleri hedef hiicrelere transfer eden transdiikleyici lentiviral vektorler viral
replikasyon i¢in tipik olarak defektiftir ¢iinkii en azindan viral proteinleri kodlayan trans-
acting dizileri silinmistir. Vektor virlisiin ¢ogalmasi igin, viral proteinleri eksprese eden
plazmitlerin gecici transfeksiyonuyla veya hiicre genomlarina stabil olarak integre olmus viral
ekspresyon plazmitlerine sahip paketleyici hiicreler kullanilarak viral proteinler elde edilebilir
(Buchschacher and Wong-Staal 2000). Paketleyici hiicreler retroviral vektor virlisii
cogaltmadan bir giivenlik avantaj1 saglarlar, ciinkii replikasyon kompetan (RC) viriis iiretimine

yol acabilecek rekombinasyon olasiligim azaltirlar. Paketleyici hiicrelerin gelisimi esnasinda
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ekspresyon plazmitleri farkli zamanlarda dizisel olarak igeri sokulabilirler ve bdylece hiicre
genomunda farkli yerlere yerlesirler. Buna ek olarak ayni anda tiim trans-acting bilesenlerin
birlikte transfeksiyonundan kag¢inmak, daha sonraki asamalarda rekombinasyon benzeri bir

durum olma riskini azaltir (Mann et al. 1983).

Lentiviral vektorler kismi olarak insan immiin yetmezlik viriisii tip-1 (HIV-1)’den
tiretilmigstir. Sistem icinde ek giivenlik elemanlar1 yerlestirilmistir, bir¢cok aragsal ve
diizenleyici protein kodlayan gen uzaklastirilirken, vektoriin etkin bir sekilde hedef hiicreleri
indiikleme yetenegine dokunulmamistir. Dahasi, giivenlikten emin olmak icin, paketleyici ve
yardimer iretici hiicreler ile transdiikleyici vektorii iceren hiicrelerde RC viriisii varlig

periyodik olarak takip edilmelidir.

Lentiviral paketleyici hiicreleri iiretirken arastiricilarin karsisina ¢ikan bir zorluk da hiicreler
izerinde sitotoksik etki gOsterebilecek olan bazi yapisal proteinlerin ekspresyonudur. Bu
zorlugun istesinden gelebilmek igin, tetrasiklin ya da ekdizon temelli indiiklenebilir

ekspresyon sistemleri kullanilabilir.

Lentiviral vektorler ve paketleyici hiicre sistemleri icin en azindan ii¢ potansiyel uygulama

mevcuttur;

1. Boliinen ve boliinmeyen hiicrelere etkin gen transferi
2. Antiviral ila¢ tarama protokolleri

3.Viral replikasyonun temel biyolojisini aydinlatma ¢aligmalari

Spesifik uygulama kullanilacak paketleyici hiicre tipini de belirler. ilk amag igin siradan bir
paketleyici hiicre kullanilmasi yeterli olurken, ila¢ tarama veya replikasyon i¢in daha uygun
olabilecek tiim lentiviral proteinleri eksprese eden paketleyici hiicre kullanilmasi yerinde

olacaktir (Federico 2003).
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2.8.5. Rekombinant Lentiviriis Partikiillerinin Elde Edilmesi

Lentiviriislerin detayli olarak ortaya cikarilmis biyolojik verileri lentiviriis vektor
teknolojisinin gelisitirlmesinde kritik 6nem tagimaktadir. Lentiviriis vektor tasarlanmasinda
teorik yaklasim konsept olarak yeni degildir ve uygulamada da onkoretroviriis temelli
vektorlerin gelistirilmesinde basart saglanmistir. Ne varki, diizenleyici proteinlerin varhidi,

lentiviriis vektorlerin tasarimini daha kompleks hale getirmistir (Federico 2003).

Lentiviriis temelli transfer tekniklerinin kullanimu, ilgilenilen transgenin tasinabilecegi, yiiksek
oranda silinmis viral genoma sahip rekombinant lentiviral partikiillerin in vitro iiretimi
temeline dayanmaktadir. Ozellikle, rekombinant lentiviriis partikiilleri paketleyici (permisif)
hiicre hatlarinda; Gag-Pol onciilleri ile Rev ifade eden paketleyici vektor, heterolog dogasi
olan Env reseptorii ifade eden vektor ve replikasyon,inkapsidasyon ve ekspresyonu icin
gerekli dizileri barindirirken kalan tiim ORF bolgeleri ¢ikarilmis viral DNA’y1 barindiran
transfer vektoriin in-trans koekspresyonu ile elde edilebilir. Not etmek gerekirse, paketlenme
stireciyle iligkili dizilerin disindaki yapisal protein transkriptleri, transfer vektoriinden

saglanan RNA’lar ile lentiviral partikiillere inkorpore olurlar (Federico 2003).

Rekombinant lentiviral vektorler genellikle yiiksek oranda transfekte edilebilen hiicre
hatlarinda (6rnegin insan embriyonik bobrek hiicreleri; Hek293 hiicre hatti) gecici tiglii
transfeksiyonlarla elde edilebilirken, sadece transfer vektoriiniin transfeksiyonu ile lentiviriis
partikiillerinin elde edilebilecegi etkin paketleyici hiicre klonu izole etmeye yonelik caligmalar
yapitlmaktadir (Farson et al. 2001, Xu et al. 2001). Herhangi bir durumda vektdr hedef
hiicreleri tek bir hiicre dongiisiinde abortif infeksiyon yapar ve hiicre replikasyonuna ihtiyac
duymaksizin konak¢1 hiicre genomuna stabil olarak integre olur. Bu siire¢ post mitotik hiicre

tiplerine kadar genis bir yelpazede yeni uygulamalarin 6niinii agmaktadir.

Kompetan lentiviriislerin replikasyonunun yiiksek oranda patojenik dogasindan otiiril,
arastiricilar lentiviriis vektorlerinin son jenerasyonlarini gelistirirken gereksiz viral sekanslarin
varligini minimize etmek i¢in siirekli bir caba icindedirler. Benzer sekilde, bir sonraki

etkileyici gelisme de bazi cesaret verici ancak hala giris seviyesindeki sonuclara dayanilarak,
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hem hedeflenebilir hemde injekte edilebilir lentiviriis vektorleri vasitasiyla tedavi amach

transgenlerin in vivo tasiniminin gergeklestirilmesiyle olacaktir (Federico 2003).

2.8.6. Lentiviral RNAi Vektorii

Memeli hiicrelerinde shRNA/siRNA temelli RNAi uygulamasi icin ¢esitli lentiviral vektorler
mevcuttur. Baz1 vektorler infektivite belirteci olarak yesil floresan proteini (GFP), Lusiferaz
proteini (Luc) gibi knock-down hiicreleri es zamanli olarak gdormemizi saglayan genlerin
yaninda puromisin, neomisin gibi infekte hiicrelerin besi ortaminda secilmelerini saglayan
antibiyotik diren¢ genleri icerirler. Bunlara ek olarak, ortama gore degisiklik goOsteren
lentiviral RNAi vektorleri de mevcuttur, kullanic1 deney esnasinda ortama verdigi maddeler

vasitast ile RNA1 aktivitesini agip kapatabilir.

shRNA/siRNA vektoriinii olusturmak icin de RNA polimeraz III promotorundan hemen
sonraki bolge bir ¢ok ticari vektdrde dnceden restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilmis
ve icine istenen oligoniikleotidlerin yerlestirilebilmesi icin lineer olarak gelir. Kullaniciya
kalan sadece Onceden siparis etmis oldugu, siRNA ya da shRNA’lar1 olusturacak olan
komplementer DNA oligoniikleotidlerini once birbirleri ile hibridize etmek, daha sonra da

lineer vektor icine klonlamaktir.

2.8.7. shRNA/siRNA Viriisiin Uretimi ve Kullanim

Paketlenme, DNA vektorlerinden kompetant viriisiin hazirlanmasidir. RNAi viriisiiniin
paketlenmesi, cDNA tasiyan lentiviriisiin paketlenmesi ile temelde aymidir. DNA vektorleri
gecici olarak hiicre hattina transfekte edilir, Hek293 gibi hiicre hatlarinda 2-3 giin icinde
supernatant bolgede viriis birikimi gozlenir. Esas olarak yukarida da belirtildigi iizere,
lentiviral vektor tretim sistemleri “dagitim sistemi” iizerinde kuruludur. Dogal viriisiin
minimize edilmis genomu tek tek yardimci plazmitlere dagitilimistir. Farkli viral elemanlarin
3 ya da 4 ayn vektore dagitilmis olmasi lentiviral genomun tesadiifi rekombinasyonu yoluyla
replikasyon kapasitesine sahip viriis olusturmasi riskini ortadan kaldirir. Lentiviral sistem

secilirken, arastiricinin dar veya genis konukcu hiicre profili secme opsiyonu vardir. Esas
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olarak, viral yiizey zarf proteini tiir spesifikligini de belirler. Lentiviral iiretimin daginik
olmasindan dolay1 bu kilif proteini kullanimi da anahtarlanabilir. Ornegin, vezikiiler somatitis
viriis G glikoproteini olan VSV-G, genis konukcu yonelimi sergilerken, ekotropik maltoz

baglayici yilizey glikoproteini de dar bir konukgu profili sergiler.

Yiiksek titrede viriis elde edilmesi, paketlenmenin etkinligine baghdir. Genel olarak, DNA
vektorlerinin  transfeksiyon verimini artirmak icin, viral titrasyonun da artirilmasi
gerekmektedir. Kaba bir hesapla, %90-100 arasinda bir transfeksiyon verimliligi gereklidir.
DNA’nin, hiicrelerin ve transfeksiyon kosullarinin kalitesi optimizasyon asamasinda g6z

oniinde busundurulmasi gereken potansiyel degiskenlerdir.

Lentiviriisiin paketlenmesi i¢in genellikle %90-100 oraninda transfeksiyon yiizdesine sahip
olan insan Hek293 hiicre hatt1 kullanilmaktadir. Tiim transfeksiyonlar i¢in miimkiin oldugunca
en az pasajlanmaya ugramis hiicreler kullanilmalidir. Ve her ne kadar Hek293 hiicreleri
adherent hiicreler olmalarina ragmen pipetlenme esnasinda ya da ufak bir sarsilma sonucunda
konfluent halde bile petri yiizeyinden kolaylikla kalkabilmektedirler. Bundan dolay:
transfeksiyonun %80 konfluentlik oraninda yapilmas: tavsiye edilmektedir. 36-48 saat
itibartyle hiicreler istenen konfluentlik yiizdesine ve maksimum viriis liretme kapasitesine

ulagirlar.

Hiicrelerin optimal transfeksiyonu basarildiktan sonra, viral icerikli supernatantin hiicrelerden
ayrilmas1 gerekmektedir. Bu islem supernatantin 0.45 um siringa filtreden gegirilmesiyle
saglanabilir. Bunun ardindan supernatant direkt olarak deneylerde kullanilabilir. Farkli hiicre
tipleri farkli verimlerle transfekte olurlar. Transfekte edilmesi zor hiicre tipleri i¢in polibrene
gibi yiik notralize edici ajanlar kullanilabilir. Ancak bu yodntem, supernatantin konsantre
edilmesini gerektiren hiicre tiplerinde yardimci olmayabilir. Bazi hiicre tipleri iginse “spin
infeksiyonu™ adi verilen, viriisiin ve hiicrelerin birlikte ¢ok diisitk hizda santrifiij edildigi

yontem uygulanarak infeksiyon oranlari artirilabilir.
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2.8.9. Gen Susturulmasinin Test Edilmesi

Oncelikle ilk denemelerde transfeksiyon verimi istenen diizeyde gergeklesmisse, hedeflenen
gen ekspresyonunda azalma beklenir. Transfeksiyonun verimi de kontrol overekspresyon
vektoriintin transfekte edildigi hiicrelerde hi¢ transfekte edilmemis hiicrelere nazaran
ilgilenilen genin ekspresyonunda artis gézlenmesiyle anlasilir. siRNA/shRNA eksprese eden
viriisiin infekte edildigi hiicrelerde de hi¢ transfekte edilmemis hiicrelerdeki gen eksresyonuna
gore nisbi azalma goriilmiigse sistemin calistigindan emin olunur. Bu asamadan sonra infekte-
transfekte hiicrelerin saflastirilmas1 agsamasina gegcilir. Hiicreler infekte olduktan sonra, infekte
olmayan kontamine edici hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmast zorunludur. Genel olarak,
hiicrelerde RNAi temelli gen susturulmasini analiz etmenin ve oncesinde saflagtirmanin iki
yolu vardir; infekte hiicre popiilasyonunun tamamu incelenir ve se¢ilmis olan sayidaki mevcut
klonal hiicre hatlart incelenir. Hangi stratejinin uygulanacagi, deneyin dogasina baglh oalrak
degisiklik gosterir. Eger tiim popiilasyonlar analiz edilecekse, GFP ya da antibiyotik diren¢
geni yardimiyla se¢im yapilabilir. Eger ki yapisal shRNA eksprese eden vektor kullanildiysa
hiicrelerin prosediir boyunca canliliklarin1 ve gelisimlerinin gézlemlenmesi 6nemlidir. Bazi
hayati genlerin susturulmas: yavas gelisime ya da oOliimciil fenotiplerin olusmasina neden
olabilir. Bu da infekte hiicrelerin antibiyotik se¢imli tayinlerini giiclestireceginden bunun
yerine GFP marker tercih edilebilir. Alternatif olarak da indiiklenebilir RNAi vektorleriin
kullanimi Onerilebilir. Bir diger alternatif de, basit olarak diisiik yogunluktaki hiicreleri
petrilere aktarmak ve ilgili kolonileri analiz i¢in toplamak olabilir. Eger viriis GFP eksprese
ediyorsa, hiicre kolonileri floresan mikroskop 15181 altinda alinabilir, bu da sadece yesil
hiicrelerle analize devam edilmesine olanak verir. Her koloninin istenilen hiicre hatti

oldugundan emin olunmalidir ve saf olduklar1 kesinlestirilmelidir.

Eger miimkiinse gen susturulmasinin analizi protein diizeyinde de yapilmalidir. Bu da western
blotlama gibi fonskiyonel analizlerle yapilabilir. Ayrica mevcut tiim hatlarda gen
susturulmasinin ayni diizeyde gozlemlenmesi beklenmemelidir. Once iyi bir sekilde genin
RNAI ile susturulmus oldugu hatlar elde edilmeli, ondan sonra en azindan 2-3 aym hat ile

deneysel analiz yiiriitiilmelidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Vektorler

3.1.1.1. Plazmit siRNA Vektorii

Deney sistemimizde plazmit vektorii olarak ‘“PromoKine pPK-H1 shRNA Vector Kit (PK-
MB-P100100)” kullanilmistir. Vektor 2921 b¢ uzunlugunda olup, i¢cinde HI RNA Pol. III
promotoru, bakteriyel Kanamisin, okaryotik Neomisin antibiyotiklerine kars1 diren¢ genleri
tastyan temel Ozelliklere sahip bir plazmittir (Sekil 3.1). Lineer yapidaki plazmit birbirine
yapisamayacak sekilde bir ucunda BamHI, diger ucunda EcoRI yapiskan uclarini olusturan
niikleotidlere sahiptir. Bu uclara uygun oligoniikleotid dizisi yerlesmedikce plazmit halkasal
hale gelemez ve ¢ogalmasi engellenir. HI RNA polimeraz III promotoru sens ve antisens
sekanslar1 birbirine komplementer shRNA eksprese eder ve olusan shRNA Dicer tarafindan
islenerek 21-23 niikleotidlik siRNA’ya doniistiiriilir ve RNA1 yolagina katilir. Vektoriin
eksprese edecegi shRNA’y1 olusturacak 62 niikleotidlik DNA dizisi Sekil 3.2’de belirtilmistir.

& HSVTK BamH |

Foly A pPK-H1
(2921 bp)

siRNA Cloning site

EcoR |

pAmp/
5V

Kan/Meo p/

Sekil 3.1. pPK-H1 plazmit vektoriin genel yapist.
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Sence target Hairpin loop stucturs Anticence target

sequance [ 19mer) with Hind [II sequence sequence (19 mer)
BamH1 }\ (bold) )II\
r’ { ‘ﬁ
B _GATCC (G) NNNNNNNNNNNENNNNNN GARGETTE NN NN NN NN NN NN Y TTTPTTGERAG- 3
37 -G (ONINNNMNNNNNNHNNNNNNNN CTTCGRAC] NNNNHMNNNNNNNNNNNNNN AL LA L CTTZTTRE -5

EcoR 1

UG promoter

-
| |

TTATATATCTTGTGGARRAGGRACGCGE é'::lm AATTCCACTACGTGARCCATCACCC
AATATATRAGRACACCTTTCCTGCGCCCTAG, ing GGETGATGCACTTGGTAGTGGG
Site
BamH |
overhang

Sekil 3.2. pPK-H1 plazmit vektoriin siRNA klonlama bolgesine yerlestirilecek olan 62

niikleotid uzunlugundaki kalip oligoniikleotid dizilimi ve yerlesim bolgesi.

3.1.1.2. Lentiviral siRNA Vektorii

Deney sistemimizde lentiviral vektor olarak U6-H1 c¢ift promotora sahip Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) temel alinarak hazirlamis System Biosciences pFIV-H1/U6-
Puro™ siRNA Cloning and Expression Vector (Cat. # SI110A-1) kullanilmistir. Lentiviral
vektor plazmit, 6345 b¢ uzunlugunda olup siRNA’y1 olusturan sens ve antisens RNA’lari
karsilikli olarak ekprese eden U6 ve HI c¢ift promotora, bakteriyel ampisilin, Okaryotik
puromisin antibiyotik diren¢ genleri, ve lentiviriis i¢in gerekli olan yapisal gag ve RRE Onciil
genleri ve lentiviral genomun 3’LTR ve 5’- LTR boélgelerini igermektedir (Sekil 3.3). U6
promotor sens, H1 promotor ise antisens iplik¢igi kodlar, bu iplikcikler eksprese olduktan
sonra hibridize olarak 21-23 niikleotidlik siRNA’y1 olustururlar (Sekil 3.4). Dicer tarafindan
islenmeye ihtiyac duymaksizin direkt olarak RNAi yolagia katilirlar. Ekspresyon kasetine
yerlestirilecek olan siRNA kodlayan oligoniikleotidler 23 niikleotidliktir ve her iki ucunda

Bbsl yapiskan uglarina sahip olmalidir. Lineer vektore bu yapiskan uglar1 sayesinde dahil olur.
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CMV-5'LTR

gag
RRE
cPPT

pFIV-H1/U6-Puro —
SUC ORI 6345 bp
Puro
SV40 ORI W& .
SV40 Poly-A * g
Ub ~ Hi
FALTR

Sekil 3.3. pFIV-H1/U6-Puro™ lentiviral vektoriin genel yapisi

+
. P | |
' U6 promoter T:‘“ //‘F; H1 promoter
i J\N
1 Bbsl  +1
SEROAIRARE | . v v s n s e tttttagagtg--
i e h v | u ) vl e ) o R e o e g S .atctcac--
T Ligation
Sense (top)
5" - AAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -3’
37 - NNNNNNNNNNNNNMNNNNNNAAAA -5

Anti-sense (bottom)

Sekil 3.4 pFIV-H1/U6-Puro™ lentiviral vektoriin siRNA klonlama bolgesine yerlestirilecek

olan 23 niikleotid uzunlugundaki kalip oligoniikleotid dizilimi ve yerlesim bolgesi.
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3.1.1.3. Memeli Ekspresyon Vektorii

Deney sistemimizde transfeksiyon verimliligini kontrol edebilmek amaciyla daha Once
laboratuvarimizda hazirlamis oldugumuz MDK eksprese eden 5427 bg¢ uzunlugundaki
Invitrogen pcDNA 3.1. memeli ekspresyon vektorii kullanildi. pcDNA 3.1 plazmit vektorii
cogu memeli hiicre hattinda yiiksek diizeyde stabil ve replikatif olmayan gecici ekspresyon
imkan1 sunmaktadir. Cok c¢esitli memeli hiicrelerinde protein gen ekspresyonu saglayabilmesi
icin insan CMV promotoru icermektedir. Stabil hiicreler olusturabilmek i¢inse Neomisin

direng¢ geni kodlamaktadir. Sekil 3.5°de vektoriin genel yapist goriilmektedir.

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

g2

basaes 1022-1039

Sekil 3.5. pcDNA 3.1 memeli ekspresyon vektoriin genel yapisi
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3.1.2. Memeli Hiicre Hatlar:

Insan karaciger kanser hiicreleri (Hep G2) ve pankreas kanser hiicreleri (Panc I) Johns’
Hopkins Universitesi Patoloji Onkoloji boliimiinden, insan embriyonik bobrek hiicreleri
(Hek293) Ankara Universitesi Biyoteknoloji Ensitiitsii Merkez Laboratuvar1 Molekiiler Hiicre

Biyolojisi Birimi’nden temin edildi.

3.1.3. Primerler ve Amplifikasyon Bolgeleri

3.1.3.1. ACTB (B-Actin)

F:5- AGAAAATCTGGCACCACACC
R: 5’- AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG

5’-AGAAAATCTGGCACCACACCttctacaatgagetgegtgtggetcccgaggageaccecgtgetgetgacega
gcececctgaaccccaaggecaaccgegagaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagecatgtacgttgctatcca
ggctgtgctatcectgtacgectetggecgtaccactggeategtgatggactccggtgacggggtcacccacactgtgeccatctacg
aggggtatgcccteccccatgecatectgegtetggacctggetggecgggacctgactgactacctcatgaagatcctcaccgageg
cggctacagcttcaccaccacggecgagegggaaatcgtgecgtgacattaaggagaagetgtgctacgtcgeectggacttcgagea
agagatggccacggcetgcttccagetecteectggagaagagetacgagetgectgacggecaggteatcaccattggeaatgageg
gttccgetgeeetgaggcaCTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 3°- 594 be

3.1.3.2. MDK (Midkine)

F: 5’- AGGATGCAGCACCGAGGCTTC 3’-
R: 5’- GTCTTCTGGCACTGAGCATTG 3’-

5’AGGATGCAGCACCGAGGCTTCctectectcacectectegeectgetggegetcacctccgeggtecgecaaaaa
gaaagataaggtgaagaagggcggcccggggagegagtgcgetgagtgggcctggggaccctgcaccecccagecagecaaggattg
cggegtgggtttccgegagggcacctgeggggcccagacccagegeatccggtgcagggtgecctgecaactggaagaaggagtttg
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gagccgactgcaagtacaagtttgagaactggggtgcgtgtgatgggggcacaggcaccaaagtccgeccaaggeaccctgaagaag
gcgegctaCAATGCTCAGTGCCAGGAGAC 3’- 359 be

3.1.3.3. pPKH1 Plazmitinde Bulunan H1 Ekspresyon kaseti

F: AGG AAT TCG ACC TCT GACTTG
R: TGG TTC ACG TAG TGG AAT TC

5’ACCTCTGACTTGagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgccageaacgeggecttt
ttacggttcctggecttttgctggecttttgctcacatgtgatatttgcatgtcgetatgtgtictgggaaatcaccataaacgtgaaatgtettt
ggatttgggaatcttataagttctgtatgagaccactcg_siRNA_Klonlama_Bolgesi_gatcccgGAATTCCACTA
CGTGAACC 3’- 304 bg

3.1.4 siRNA Olarak Eksprese Edilen Oligoniikleotidler ve MDK ¢DNA’daki Konumlari

3.1.4.1. Mid1

Sens 1 5-CTGGAAGAAGGAGTTTGGA 3’-
Antisens : 3’-GACCTTCTTCCTCAAACCT 5°-

5’ gtgctcceggaaaggeactgggegaccgeaccegtggctttetetgggegaccgggteccagactceceecageacageagage
gctteectgeccacccgeggaaaccgecccaggtgggecgegeccecteeccageagecageagggegeecagggetgageegge
cgtggaggggagcgggtcccgegggttatacaggegecgggecteccgeggeaggatgcageaccgaggcettectectectcaccct
cctcgeectgetggegetcacctecgeggtecgecaaaaagaaagataaggtgaagaagggeggeccggggagegagtgegetgag
tgggectggggacccetgecaccecccageagecaaggattgeggegtgggtttccgegagggeacctgeggggcccagacccagegea
tccggtgcagggtgccctgcaaCTGGAAGAAGGAGTTTGGAgccgactgcaagtacaagtttgagaactggggtge
gtgtgatgggoocacaggcaccaaagtccgecaaggeaccctgaagaaggegegetacaatgetcagtgecaggagaccatccge
gtcaccaagecctgecacccccaagaccaaagcaaaggecaaagecaagaaagggaagggaaaggactagacgecaagecetggat
gccaaggagceccctggtgtcacatggggcectggeccacgeccteccteteccaggeccgagatgtgacccaccagtgecttctgtetg

ctcgttagctttaatcaatcatgccctgecttgtcectctcactccccagecccaccectaagtgeccaaagtggggagggacaagggatt
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ctgggaagcttgagcctcccccaaagceaatgtgagtcccagageccgcttttgttcttccccacaattccattactaagaaacacatcaaa

taaactgactttttccccccaataaaagctcttcttttttaatataaaaaaaaaaaaa 3’-

3.1.4.2. Mid2

Sens : 5’-TGCTCAGTGCCAGGAGACC 3’-
Antisens :  3’- ACGAGTCACGGTCCTCTGG 5°-

5’ gtgetcceggaaaggeactgggegaccgeacecegtggcetttctetgggegaccgggteccagacteccceccageacageagage
gctteectgeccaccecgeggaaaccgecccaggtgggecgegeccectececcageagecageagggegeecagggetgageeggc
cgtggaggggagegggtcccgegggttatacaggegeecggggcteegeggeaggatgeageaccgaggcettectecteetcacect
cctegecectgetggegetcaccteccgeggtcgecaaaaagaaagataaggtgaagaagggeggeccggggagegagtgcgetgag
tgggectgggggecctgecaccecccageageaaggattgeggegtgggtttccgegagggeacctgeggggeccagacccagegea
tccggtgcagggtgccctgecaactggaagaaggagtttggagecgactgcaagtacaagtttgagaactggggtgcgtetgatgggg
gcacaggcaccaaagtccgecaaggcaccctgaagaaggegegetacaa| GCTCAGTGCCAGGAGACCCatecge
gtcaccaageectgecacccccaagaccaaagcaaaggecaaagecaagaaagggaagggaaaggactagacgecaagectggat
gccaaggagceccctggtgtcacatggggcectggeccacgecctecctetcccaggeccgagatgtgacccaccagtgecttctgtetg
ctcgttagctttaatcaatcatgccctgecttgteectctcactccccagecccaccectaagtgeccaaagtggggagggacaagggatt
ctgggaagcttgagcctcccccaaagceaatgtgagtcccagageccgcttttgttcttccccacaattccattactaagaaacacatcaaa

taaactgactttttccccccaataaaagctcttcttttttaatataaaaaaaaaaaaa 3’-
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3.2. Memeli hiicre hatlarinda MDK Geninin Plazmit-siRNA ve Lentiviriis-siRNA Vektor

Sistemleri Kullanilarak Susturulmasi
Memeli hiicre hatlarinda MDK geninin Plazmit-siRNA ve Lentiviriis-siRNA vektor sistemleri
kullanilarak susturulmasinda etkinliklerinin karsilastirilmast amaciyla yapilan ¢alismanin akis

semas1 asagidaki gibidir;

A. Plazmit-siRNA vektorii ile MDK Geninin Susturulmasi

Sens ve antisens DNA oligoniikleotidlerin baglanmasi
vektore ligasyon

v

Mini Prep ve Pozitif Klonun belirlenmesi

v

transformasyon

v

Pozitif Klon Plazmit DNA’nin ¢cogaltilmasi

Plazmit DNA miktarinin 6l¢timii

v

Hiicre hattina plazmit transfeksiyonu

36 saat sonra hiicrelerden RNA ekstraksiyonu

v

RNA miktarinin tayini ve cDNA yapilmasi

cDNA’lardan PZR yapilmasi ve ekspresyon analizi
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. Mid1 ve Mid2 shRNA’y1 Birlikte Eksprese Eden Plazmit Vektor Elde Edilmesi

pPKH1-Mid1 plazmitin EcoRI enzimi pPKH1-Mid2 plazmitin HI promotoru
ile kesilmesi ve shRNA eksprese eden 304 b¢’lik
bolgesinin PZR ile amplifikasyonu

l l

FastAP ile defosforilasyon Amplifiye PZR {iriiniiniin Ecorl
enzimi ile kesilmesi

Ligasyon

l

Transformasyon

l

Mini Prep

l

Validasyon — Hind III ile kesim
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C. Lentiviriis-siRNA Vektorii ile MDK Geninin Susturulmasi

sens ve antisens DNA oligoniikleotidlerin baglanmasi

v

Lentiviral vektore ligasyon

v

Transformasyon

v

Mini prep

v

PZR ile i¢inde pozitif klon vektorlerin dogrulanmasi

v

Pozitif klon vektoriin ¢ogaltilmasi

v

DNA miktarlarinin 6l¢iimii

|

Paketleyici ve vektor plazmitlerin paketleyici hiicre hattina birlikte
transfeksiyonu

!

48 saat sonra olgun viriis partikiillerinin hiicre ortamindan alinmasi ve hedef
hiicre hattina infeksiyonu

'

Infekte hiicrelerden RNA izolasyonu

v

Elde edilen RNA’lardan cDNA yapilmasi

v

cDNA'’lardan PZR yapilmasi ve ekspresyon analizi
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D. H1-Mid2 shRNA Ekspresyon Kaseti Iceren Lentiviral Plazmit Vektor Olusturulmasi

pFIV lentiviral vektor plazmitin pPKH1-Mid2 plazmitin HI promotoru
EcoRI enzimi ile kesilmesi ve shRNA eksprese eden 300 bp’lik
bolgesinin PZR ile amplifikasyonu

l l

FastAP ile defosforilasyon Amplifiye PZR {irtiniiniin Ecorl
enzimi ile kesilmesi

Ligasyon

l

Transformasyon

l

Mini Prep

l

Validasyon — H1-Mid?2 ekspresyon
kaseti sekansina spesifik primerlerle
PZR ve sonrasinda Ecorl ile kesim
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3.2.1. Ligasyon

Ligasyon islemi i¢in ; Kit ile beraber gelen 10X ligasyon tamponu ile T4 ligaz enzimi ve daha
once piirifiye edilmis hedef PZR {iriinii veya klonlanacak oligoniikleotid ve plazmit kullanilir.
Ligasyon islemi; tiip icerisinde klonlanacak PZR ile amplifiye edilmis DNA dizisinin yada
oligoniikleotidin klonlamada araci vektor olarak kullanilacak plazmit DNA’sinin igine
kovalent bag olusturularak sokulmasi islemidir. Ligasyon reaksiyonu belirtilen tampon ve T4
ligaz enzimi uygun miktarlarda karistirilip toplam hacim genel itibariyle 10-20 pl olacak

sekilde +4 °C’de 16 saat siire ile inkiibasyona tabi tutularak gerceklestirilir.

3.2.2. Transformasyon

Plazmit DNA’nin kompetant bakteriye 1s1 soku metodu ile sokulmasi islemidir. Plazmit DNA,
icine girdigi bakteri hiicresini kodladig: antibiyotik diren¢ geni sayesinde o antibiyotige karsi
diren¢ kazandirir. Kullandigimiz plazmit DNA’larin kompetant E. coli susu olan DHS5a’ya
transformasyonu i¢in, -80° C den cikarilan 50 pul DH5a bakteri hiicresi elde ¢oziildii. 2 ng
DNA (plazmit) ilave edilip ve pipetaj yapildi. 20 dk. buz iizerinde inkiibe edildi. 37°C’ de 3 dk
sicaklik farki ile hiicreler soka tabi tutuldu. Tekrar buz iizerinde 1 dk. inkiibe edildi. Oda
1s1sindaki LB tamponundan 1000 pl. ilave edilip ve pipetaj yapildi. 37°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra LB agarli petrilere kiiltiire edildi.(LB agarli plate hazirlanirken klonlamada
kullanilan plazmitlerin sahip oldugu antibiyotik diren¢ genine uygun antibiyotik besi ortamina

ilave edildi). 37°C’lik etiivde gece boyunca inkiibasyona tabi tutuldu.

3.2.3. Alkalin Lizis Yontemi Ile Plazmit DNA Izolasyonu (Mini/Maxi Prep)

Bakteri hiicrelerinde hem plazmit hem de genomik DNA bulunmaktadir. Alkalin lizis yontemi
ile plazmit DNA haricinde genomik DNA ile birlikte tiim hiicre icerigi uzaklastirilir. Bakteri
hiicreleri 10 dk 10000xg’de santrifiijlendikten sonra siipernatant atildi ve hiicrelerin iizerine
(mini prep 100 pl/ maxi prep 5 ml) Alkalin Lizis Soliisyon I eklenip pipetaj yapildi. 2 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra Alkalin Lizis Soliisyon II (mini prep 200 ul/ maxi prep 10

ml) eklendi ve yavasca 3-4 kere alt- iist edilip 5 dk buzda bekletildi. 5 dk dolduktan sonra
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(mini prep 150 pl / maxi prep 7,5 ml) Alkalin Lizis Soliisyon III eklendi ve 5-10 defa alt iist
edildikten sonra 10 dk buzda bekletildi. Buzdan alindiktan sonra 10 dk 10000 rpm’de santrifiij
edildi. Siipernatant yeni tiipe aktarildi ve (mini prep 3ul/ maxi prep 10 pl) RNaz
eklendi.Karigim vortekslenip ve 30 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra tizerine (mini prep
500 pl /maxi prep 2 ml) fenol kloroform eklendi Vortekslenip (mini prep 1 dk 10000xg/ maxi
prep 5 dk 5000xg)’de santrifiijlendi. Ustte kalan s1v1 kisim yeni tiipe aktarild: ve iizerine (mini
prep 600 ul/ maxi prep 30 ml) saf etanol eklendi ve ¢alkalandiktan sonra +4°C’de 10000 rpm
‘de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve tizerine (mini prep 600 ul/ maxi prep 30 ml)
%75 ‘lik etanol eklenip vortekslendikten sonra +4°C’de 10000 rpm ‘de 10 dk santrifiij
edildi.Stipernatant dokiildiic ve DNA’lar 30 dk kurumaya birakildi. Kuruma islemi

tamamlandiktan sonra peletin iizerine (mini prep 45 pl/ maxi prep 500 ul) ddH,O eklendi.

3.2.4 R. Endoniikleaz enzimleri ile kesilen DNA’larin 5’- Uc¢larimin Defosforilasyonu

Bu islemde Fermentas FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase kullanilmistir. DNA,
RNA ve niikleotidllerin 5’- ve 3’- fosfat gruplarinin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir.
FastAP, icine DNA parcas: yerlestirilmek istenen lineer vektor plazmitin fosfat gruplarini
elimine eder ve icine ligand yerlesmeden birlesmesini engellemis olur. Calismamizda 1 pg
plazmit DNA i¢in 2 pl 10x reaksiyon tamponu, 1 pl FastAP™ enzim karisitmina 20 pl son
hacim olacak sekilde ddH,O eklenip, vortekslendi ve 10 sn santrifiijlendikten sonra 10 dk
37°C’de reaksiyon gerceklestirildi.

3.2.5. DNA Piirifikasyonu

DNA piirifikasyon islemi “Ultra Clean GelSpin DNA Purification Kit” ile yapild.
Temizlenmek istenen DNA’nin i¢cinde bulundugu reaksiyon ya da soliisyonnun hacminin 3
kat1 kadar GelBind tampon eklendi ve pipetajla homojenize edildi. Karisim toplayicr tiipiin
icinde bulunan spin kolona aktarildi ve 10 sn 10000xg’de santrifiijlendi. Toplama tiipiinde
biriken s1v1 atild1 ve spin kolon tizerine 300ul GelWash yikama tamponu eklendi. Tekrar 10 sn

10000xg’de santrifiijlendi ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarildi. Uzerine istenen
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miktarda ddH,O eklendi ve 30 sn 10000xg’de santrifiijlendi. DNA toplama tiipiine aktarilmis

oldu ve spin kolon atildi.

3.2.6. DNA Miktar ve Saflik Tayini

Konsantrasyon tayini su formiilasyona gore yapildi;
(260 nm DNA - 260 nm ddH20) x diliisyon faktorii x DNA sabiti x kuvars kristali malzeme
sabiti.

DNA sabiti : 50 pg/ml, Kuvars kristali malzemenin sabiti: 2

Saflik tayini su formiilasyona gore yapildi :

(260 nm DNA - 260 nm ddH20)/ (280 nm DNA - 280 nm ddH20)

3.2.7. Vektor ve Paketleyici Plazmitlerin Biiyiik Hacimlerde Uretilmesi

Secilen mini prep plazmit DNA’lardan DHS5a hiicrelerine transformasyon yapildi. Petride
olusan kolonilerden aksam saatlerinde 200 pl 250 mg/ml antibiyotik iceren 400 ml LB
besiyerine bir tanesi ekildi ve calkalamali etiivde 210 rpm 37°C’de 1 gece inkubasyona

birakildi. Ertesi sabah plazmit DNA bakterilerden alkalin lizis yontemi ile izole edildi.

3.2.8. Hiicre kiiltiirii

Insan karaciger hiicreleri (HepG2) ve pankreas kanser hiicreleri (Pancl) Johns Hopkins
Universitesi Patoloji Onkoloji béliimiinden, insan embriyonik bobrek hiicreleri (Hek293)
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Ensitiitsii Merkez Laboratuvar1 Molekiiler Hiicre Biyolojisi
Birimi’nden temin edildi. Hiicreler %10 fetal bovine serum iceren ve 100 U/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin, katkili Dulbecco's Modified Eagles's Medium (DMEM) icersinde 5%
CO; 1i 37 °C inkiibatorde iiretildi. Hiicre pasajlar1 ve deneyler i¢in 0.1% tripsin ve 10 uM
EDTA in phosphate-buffered saline (PBS) kullanilarak hiicreler petrilerinden ayristirildi.
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3.2.9. Hiicre Hatlarma Plazmit DNA Transfeksiyonu

24 kuyucuklu petri ortaminda bulunan memeli hiicre hatlarina plazmit DNA’lar Lipofectamine
2000 reaktifi ile transfekte edildi. Her bir kuyucuk i¢in 0,8 pg plazmit DNA ve 2 ul
Lipofectamine 2000 reaktifi karisimi kullanildi. Oncelikle transfeksiyondan 1 giin 6nce 0.5-2
x 10° adet hiicre antibiyotik icermeyen 500 pl besi ortamina eklendi ve transfeksiyon
yapilacagl zaman % 90-95 konfluent hale gelmis olmasina dikkat edildi. Her bir kuyucuk icin
plazmit DNA 50 ul serumsuz besin ortamu ile seyreltildi ve pipetaj yapilarak homojenize hale
getirildi. Lipofektamin kullanilmadan ©6nce hafifce alt iist edildi ve 50 ul serumsuz besin
ortamina eklendi. 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra i¢cinde plazmit DNA ve serumsuz
besin ortami bulunan karigimla birlestirildi birkac¢ kere alt iist edildikten sonra 20 dk oda
sicakliginda bekletildi. 100 pl karisim kuyucuklarin kenarindan hiicre ortamina eklendi.

Hiicreler 37°C’ de %5’lik CO; inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi.
3.2.10. Kiiltiir Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu

24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerdeki her bir kuyucuk i¢in (5-10x10° hiicre bagina) 1 ml
TRIZOL (Invitrogen) reaktifi hiicrelerin iizerine aktarild: ve iyice pipetaj yapildi. Daha sonra
hiicreleri iceren lizat 1,5 ml eppendorf tiipiine aktarild: ve 5-10 dk oda sicakliginda bekletildi.
Uzerine 0,2 ml kloroform eklendi ve eppendorf tiipii hizli bir sekilde 15 sn boyunca
calkalandi. 2-3 dk oda sicakliginda bekletildi ve +4°C’de 12.000xg de 15 dk santrifiij edildi.
Ustte kalan seffaf kisim altindaki faza dokunulmadan yeni eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine
0,5 ml izopropil alkol eklenip ve 5-10 defa alt iist edildi. 10 dk oda sicakliginda bekletilip ve
+4°C’de 12.000xg de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve iizerine %75 etanol eklendi.
+4°C’de 7500xg de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atildi ve RNA’lar 15-20 dk kurumaya
birakildi. Kuruma bittikten sonra RNA’larin {izerine 50 pul ddH,O eklendi ve 5-10 dk oda

sicakliginda belkletildikten sonra buza alindi.
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3.2.11 RNA Miktarimin Hesaplanmasi

Konsantrasyon tayini su formiilasyona gore yapilmistir;
(280 nm RNA — 260 nm ddH20) x diliisyon faktorii x RNA sabiti x Ol¢iimde kullanilan
kuvars kristal malzemenin sabiti

RNA sabiti : 40 pg/ml , Kuvars kristali malzemenin sabiti: 2

3.2.12. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢cin “Fermentas RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” kullanildi. 1-2
ug RNA,I pl oligodT ve ddH,O eklenerek toplam hacim 12 pl’ye tamamlandi. Karisim
haffice vortekslendi. Isitici blokta 70 °C’de 5 dk bekletilip buza alind1 ve karistma 4 pl 5x
reaksiyon tamponu, 1 pul RNaz inhibitorii ve 2ul dNTP karsimi eklendikten sonra hafifce
vortekslendi ve 10 sn santirfiijlendi. 37°C’de 5 dk bekletildi. 1ul Revers transkriptaz enzimi
eklendi. Hafifce vortekslenip 1s1 blogunda 42 °C’de 1 saat reaksiyon gerceklestirildi ve
cDNA’lar elde edildi.

3.2.13. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA amplifikasyon islemi 5 pl 10x PZR tamponu, 1.5 mM (1 ul) MgCl,, 100 uM (1ul) ANTP
0, 5 uM (1pl) oligoniikleotid primer, 2.5 iinite (1ul) Taq DNA polimeraz eklenerek steril
ddH,O eklenerek 50 ul’ye tamamlandi ve 0.2 ml steril PZR tiipiinde yapild1. Isil dongii cihazi
kullanilarak, kalip DNA ilk olarak 94 °C de 2 dakika ayristirilip, daha sonra 30-40 dongii, her
biri 94 °C de 30s, 58-60 °C de 45 s ve 72 °C 45 s olacak sekilde tamamlandi. Ayrica uzama
fazinin tamamlanmasi ic¢in reaksiyon karisimi ek olarak 72 °C de 10 dakika devam ettirildi.
PZR DNA iiriinleri %1,5 agaroz jelde (TBE) EtBr; varliginda yiiriitiilerek UV transilliiminator

ile goriintiilendi.
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3.2.14. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yontemi hem agaroz jeller icin hem de poliakrilamid jeller i¢in kullanilan DNA’
nin negatif yiikiinden yararlanilarak DNA 6rneklerinin elektirik akiminin gegisine izin verecek
tampon cozeltiler (TBE) araciligi ile negatif yiikli kutuptan pozitif yiiklii kutuba dogru
kosturulmasi islemidir. Bu teknik kullanilarak DNA dizilerinin molekiiler biiyiikliiklerine gore
ayrimi yapilmis olur. Farkli konsantrasyondaki jeller kullanilarak farkli biiyiikliikteki DNA
dizileri kolaylikla tanimlanabilir. DNA dizilerinin ultraviyole 11k altinda goriintiilenmesi i¢in
cift sarmal DNA dizisi icinde yer alan karsilikli bazlarin arasina giren ve U.V. ile 1s1ma veren
etidyum bromiir kullanlir. Farkli konsantrasyondaki agaroz jeller 1X TBE tamponu ile agaroz
agirlik/ hacim 1X TBE olarak farkli yiizdelerde hazirlanir. Agaroz jele yiiklenen klon plazmid
veya PZR ornekleri elektroforez tankinin hacmine ve drneklerin 6zelliklerine baglh olarak 50-

150 V akimda 30-45 dk yiiriitiiliir. U.V. iizerinde goriintiilenerek fotograflanir.

3.2.15. Plazmit Vektoriin Hazirlanmasi

3.2.15.1. shRNA i¢in Oligo Tasarim

llgilenilen MDK genine 6zgii Midl ve Mid2 olmak iizere 2 tip 19 niikleotidlik birbirine
komplementer sens ve antisens DNA oligolar1 onceden belirlendi ve Sekil 3.3. de gosterildigi
sekliyle toplam 62 niikleotid olacak sekilde tasarlanip siparis edildi. Bu 62 niikleotidlik
oligolarin tam ortasinda olusacak shRNA’nin sactokasi yapisina denk gelen bolgede plazmitin
hi¢cbir bolgesinde bulunmayan Hind III enzim kesim bolgesi bulunmaktadir. Bu kesim bolgesi

pozitif klonlarin secilmesi i¢in 6zellikle yerlestirilmistir.

Mid1:5’ GATCCGCTGGAAGAAGGAGTTTTGAGAAGCTTGTCAAAACTCCTTCTTCC
3’-GCGACCTTCTTCCTCAAAACT CTTCGAACAGTTTTGAGGAAGAAGG

AGTTTTTTGGAAG 3’ -

TCAAAAACCTTCTTAA 5’-
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Mid2: 5’GATCCGTGCTCAGTGCCAGGAGACCGAAGCTTGGGTCTCCTGGCACTGAG
3’-GCACGAGTCACGGTCCTCTGGCTTCGAACCCAGAGGACCGTGACTC

CGTTTTTTGGAAG 3’ -

GCAAAAACCTTCTTAA 5’-

3.2.15.2. Oligolarin Birbirleri ile Baglanmasi

62 niikleotidlik DNA oligolart 1 pg/ul konsantrasyon olacak sekilde sulandirildi ve asagidaki
gibi toplam 50 ul’lik karisim hazirlandi.

2 ulsens oligo

2 ul antisens oligo

46ul baglanma tamponu

50 pl toplam

Karisim vortekslendi ve 10 saniye santrifiijlenerek spin-down edildi. Karigim 1s1 blogunda 90
°C de 3 dk bekletildi ve sicaklik 37°C’ye diisene kadar beklendi (Yaklasik 1 saat). islem

tamamlandiktan sonra karisim tizerine 350 pl ddH,O eklenerek hacim 400 ul’ye tamamlandi.

3.2.15.3. Baglanan Oligolarin shRNA Ekspresyon Plazmitine Ligasyonu

1 ul shRNA ekspresyon vektorii
1 ul baglanmis oligo
1 ul T4 Ligaz Tampon (10x)
1 ul T4 Ligaz Enzim
6 ul ddH20

10 pul toplam

Yukaridaki karisim hazirlanip, vortekslendi ve spin down edildi. 1 gece +4°C de bekletildi.

Ertesi giin transformasyon yapildi.
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3.2.15.4.Mini Prep ve Pozitif Klonlarin Se¢imi

Ertesi giin olusan kolonilerden rastgele 8 tanesi belirlendi ve aksam saatlerinde her biri 3’er ml
Kanamisinli LB bulunan steril deney tiiplerine ekildi. Calkalamali etiiv 210 rpm hiza ve
37°C’ye ayarland1 ve bakteriler burada 1 gece iiremeye birakildi. Ertesi sabah alkalin lizis
yontemi ile bakterilerden plazmit DNA’larin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Pozitif klonun
belirlenmesi i¢in her bir plazmit DNA HindIII restriksiyon enzimiyle kesime birakildi. Bunun

icin asagidaki karisim hazirlandi;

2 pl plazmit DNA

1 ul HindIII enzim

1 u1 10x HindIII tampon
1 ul 10x BSA

5 ul ddH20
10 pul

Karisim vortekslenir ve spin-down edildikten sonra 2 saat boyunca 37°C’de inkubasyona
birakildi. Kesimin olup olmadigini anlamak i¢in % 1 konsantrasyondaki Agaroz jelde (TBE)

yiriitiildii. Kesimin gostergesi olan tek bant olusumu gozlendi.

3.2.15.5. Midl ve Mid2 shRNA’lar1 Birlikte Eksprese Eden Plazmit Vektoriin

Olusturulmasi

3.2.16.5.1. pPKH1-Mid1 plazmitin EcoRI Enzimi Ile Kesilmesi

10 ul Konsantre edilmis ve saflastirilmis plazmit DNA
5 ul Ecorl Enzim
10 pul 10x Ecorl Tampon
10 ul 10x BSA
55 ul ddH20

100 pl toplam
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Reaksiyon karisimi hazirlandi ve vortekslenip spin down edildikten sonra 50Oser ul hacimlerde
2 eppendorf tiipiine paylastirildi. 2 saat 37°C’de reaksiyona birakildi. 2 saat sonra DNA %1 lik
agaroz jelde yiiriitiilerek kesim kontrol edildi. Daha sonra reaksiyon karistmi Ultra Clean

GelSpin DNA Purification kit ile son hacim 43 ul olacak sekilde temizlendi.

3.2.15.5.2. EcoRlI ile Kesilen Plazmit DNA’nin 5’- Fosfat Gruplarimin Uzaklastirilmasi

Temizlenen DNA’nin kesim bolgesinde yer alan yapiskan uclarin tekrar birlesmemesi igin
defosforilasyon enzimi ile 10 dk inkube edildi. Karisim vortekslendi ve spin down edildikten
sonra 10 dk 37°C’de reaksiyona birakildi. Daha sonra reaksiyon karisimi enzimden ve
tuzlardan arindirmak amaciyla “Ultra Clean GelSpin DNA Purification Kit” ile son hacim 30

ul olacak sekilde temizlendi.

3.2.15.5.3. pPKH1-Mid1 plazmitin H1 Promotoru ve shRNA Eksprese Eden 300 b¢’lik
Bolgesinin PZR ile Amplifikasyonu

Konsantre edilmis ve saflastirilmis plazmit DNA 100 kere sulandirildiktan sonra PZR
reaksiyonu gerceklestirildi. 60°C baglanma sicakliginda 35 siklusta PZR reaksiyonu
gerceklestirildi. Reaksiyondan sonra PZR iiriinii %1,5 agaroz jelde yiiriitiillerek dogrulandi.
Tiim PZR reaksiyon karsimi enzimden ve tuzlardan arindirmak amaciyla “Ultra Clean

GelSpin DNA Purification Kit” ile piirifiye edildi.

3.2.15.5.4. Amplifiye PZR Uriiniiniin EcoRI Enzimi ile Kesilmesi

20 pl PZR iiriinii
3 ul Ecorl enzim
5 ul 10x enzim tampon
5ul 10x BSA

17 ul ddH20

50 pl toplam
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Reaksiyon karistmi hazirlandi ve vortekslenip 10 sn santrifiij edildi. 2 saat 37°C’de
reaksiyona birakildi. 2 saat sonra DNA %1 lik agaroz jelde yiiriitiilerek kesim kontrol edildi.
Daha sonra reaksiyon karisimi “Ultra Clean GelSpin DNA Purification Kit” ile piirifiye
edildi.

3.2.15.5.5. Ligasyon

EcoRI enzimi ile kesilip 3’ uglar1 defosforile edilmis pPKH1-Mid2 plazmit ile pPKH1-Mid1
plazmitinden PZR ile amplifiye edildikten sonra EcoRI enzimi ile her iki ucunda EcoRI
yapisma bolgesi bulunduran H1-Midl ekspresyon kaseti ile ligasyona birakildi. Ertesi giin

transformasyon yapildu.

3.2.15.5.6. Mini Prep ve Pozitif Klonlarin Secimi

Ertesi giin olusan kolonilerden rastgele 8 tanesi belirlendi ve aksam saatlerinde her biri 3’er
ml Kanamisinli LB bulunan steril deney tiiplerine ekildi. Calkalamal1 etiiv 210 rpm hiza ve
37°C’ye ayarland1 ve bakteriler burada 1 gece iiremeye birakildi. Ertesi sabah Alkalin Lizis
yontemi ile bakterilerden plazmit DNA’larin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Plazmit DNA’lar
%1’lik agaroz jelde yiiriitiildii HindIII restriksiyon enzimiyle kesime birakildi. Herbir plazmit

DNA i¢in asagidaki karisim hazirlandi;

2 ul plazmit DNA
1 ul HindIII enzim
1 pl 10x HindIII tampon
1 ul 10x BSA
5 ul ddH20
10 pl
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Karisim vortekslendi ve 10 sn santrifiij edildikten sonra 2 saat boyunca 37°C’de inkubasyona
birakildi. Kesimin olup olmadigini anlamak icin % 1 konsantrasyondaki Agaroz jelde (TBE)

yiiriitildi.

3.2.16. Lentiviriis Vektoriin Hazirlanmasi

3.2.16.1. siRNA icin Oligo Tasarim

U6 ve HI cift promotora sahip lentiviral plazmit lineer olarak gelmektedir. U6 promotorun
eksprese edecegi kissma AAAG ile baglayan toplam 23 niikleotidlik gen spesifik sens oligo,
H1 promotorum eksprese edecegi kisima AAAA ile baslayan toplam 23 niikleotidlik antisens
oligo tasarlanip siparis edildi. Bu oligolarin 19 niikleotidi 21-23 niikleotidlik siRNA’nin cift
iplik oldugu komplementer dizilerini olusturmaktadir. Bu sistemden eksprese olan siRNA’lar
Dicer tarafindan isleme tabi tutulmadan dogrudan RISC ile inkorpore olup RNAi yolagina

katilirlar.

Mid1: U6 Promotor — 5°- AAAG CTGGAAGAAGGAGTTTGGA 3’-
3’-GACCTTCTTCCTCAAACCTAAAA 5°- H1 Promotor

Mid2: U6 Promotor — 5’- AAAG TGCTCAGTGCCAGGAGACC 3’-
3’-ACGAGTCACGGTCCTCTGGAAAA 5’- H1 Promotor
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3.2.16.2. shRNA i¢in Oligo Tasarim

Kurdugumuz deney sisteminde ¢ift promotordan siRNA iplik¢iginin sens ve antisens olmak
tizere birer ipligini eksprese ettirmenin yaninda, her bir promotordan kendi iizerine katlanan 7
niikletoditlik sa¢ tokasina sahip shRNA eksprese ettirerek 2 kat fazla siRNA olusturmayi
hedefledik. Bunun icin asagidaki oligoniikleotid dizilimlerini kullandik;

d-Mid1

5’-AAAGCTGGAAGAAGGAGTTTGGACTCTTGATCCAAACTCCTTCTTCCAG 3’-
GACCTTCTTCCTCAAACCT GAGAACT AGTTTGAGGAAGAAGGTCAAAA

d-Mid2

5’-AAAG TGCTCAGTGCCAGGAGACCCTCTTGAGGTCTCCTTGGCACTGAGCA 3’-
ACGAGTCACGGTCCTCTGGGAGAACTCCAGAGGAACCGTGACTCGTAAAA

Olusacak olan shRNA’lar oncelikle Dicer aktivitesi ile siRNA’ya doniistiiriilecek daha sonra

RISC ile inkorpore olarak RNA1 yolagina katilacaklardir.
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3.2.16.3. Oligolarin Birbirleri ile Baglanmasi

23 niikleotidlik DNA oligolar1 1 pg/ul konsantrasyon olacak sekilde sulandirildi ve asagidaki
gibi toplam 50 ul’lik karisim hazirlandi.

2 ul Sens oligo
2 ul Antisens oligo

46 ul baglanma tamponu

50 pl toplam

Karisim vortekslendi ve 10 saniye santrifiijlenerek spin-down edildi. Karisim 1s1 blogunda 90
°C de 3 dk bekletildi ve sicaklik 37°C’ye diisene kadar beklendi (Yaklasik 1 saat). islem

tamamlandiktan sonra karigim tizerine 350 ul ddH20 eklenerek hacim 400 ul’ye tamamlandi.

3.2.16.4. Baglanan Oligolarin siRNA Ekspresyon Plazmitine Ligasyonu

1 ul shRNA ekspresyon vektorii
I pl baglanmis oligo
1 ul T4 Ligaz Tampon (10x)
1 ul T4 Ligaz Enzim
6 ul ddH20

10 pl toplam

Yukaridaki karisim hazirlanip, vortekslendi ve 10 sn santrifiij edildi. 1 gece +4°C de bekletildi.

Ertesi giin transformasyon yapildi.

3.2.16.5. Mini Prep ve Pozitif Klonlarin Secilmesi

Ertesi giin olusan kolonilerden rastgele 12’ser tanesi belirlendi ve aksam saatlerinde her biri
3’er ml Ampisilinli LB bulunan steril deney tiiplerine ekildi. Calkalamal etiiv 210 rpm hiza

ve 37°C’ye ayarland: ve bakteriler burada 1 gece liremeye birakildi. Ertesi sabah alkalin lizis
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yontemi ile bakterilerden plazmit DNA’larin ekstraksiyonu gergeklestirildi. Daha sonra pozitif
klonlarin oldugu plazmitleri belirlemek icin secilen 4 plazmit DNA’ya U6 promotor
sekansina spesifik primerler ile PZR yapildi. PZR icin plazmit DNA’lar 100 kere sulandirild:
ve reaksiyon karisimi hazirlandi ; karisim vortekslendi ve 10 sn santrifiij edildi. Reaksiyon

58°C baglanma sicakliginda 40 siklusta gerceklestirildi.

3.2.16.6. pPKH1-Mid2 vektor plazmitte yer alan H1-Mid2 ekspresyon kasetinin pFIV

lentiviral vektor plazmite klonlanmasi

Mid1l ve Mid2 shRNA’lar1 ayn1 anda eksprese eden pPKHI1 vektor plazmit olusturulmasinda
uygulanan yontem ayni sekliyle HI-Mid2 ekspresyon kaseti iceren pFIV lentiviral vektor
olusturulmasinda da kullanildi. Ancak pozitif klonlarin ayirt edilmesi i¢in mini prep plazmit
DNA’lar ve H1-Mid2 ekspresyon kaseti sekansina spesifik primerler ile PZR ger¢eklestirildi.
Reaksiyon 58°C baglanma sicakligi ve 40 siklusta gerceklestirildi.

3.2.16.7. infektif Viriis Partikiillerinin Olusturulmasi

Calismamizin temeli olan RNAi sistemini lentiviriis sistemi igerisinde kullanarak
hedefledigimiz gen iiriinii olan MDK RNA’sm susturmak amaciyla ¢ift promotor tasiyan
pFIV-H1/U6-Puro vektoriinii kullanildi. RNA dizilimine uygun olarak hazirlanan DNA
niikleotid diziliminin iki ucuna Bbsl kesim bolgesi sekansi olacak sekilde yaptirildiktan sonra
pFIV-H1/U6-Puro vektorii igersine klonlandi. DNA niikleotidinin vektor icersindeki H1 ve U6
primerleri ve MDK spesifik primerlerle arastinldt ve MDK siRNA bolgesinin vektor
icerisindeki varlig1 teyit edildi. Icerisinde MDK genine spesifik DNA bulunduran vektor
secildi. Daha sonraki asamada lentivirus olusumunu saglamak amaci ile Hek293T hiicre
kiiltiirii icersine hazirlanan vektor ve viriis olusumunu saglayacak diger vektorler ile birlikte
lipofektamin kullamilarak transfekte edildi. Hiicre mediumunda bulunan lentiviriisler toplandi
ve icerisinde % 10luk FCS bulunduran DMEM icesinde iiremekte olan Pancl pankreas kanser
hiicresine infekte edildi. 48 saat sonra hiicre serilerinden elde edilen RNAdan cDNA yapilarak

MDK RNA ekspresyon diizeyleri RT-PZR yontemi ile arastirildi.
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3.2.17. Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyonunun rolatif analizi i¢cin National Institute of Health tarafindan iicretsiz olarak
sunulan ImageJ 1.43u adli program kullanilarak 34 siklus ve 60° baglanma sicakliginda
gerceklestirilen PZR neticesinde {iriinlerinin agaroz jelde UV 15181 altinda olusturduklari
bantlarin verdikleri 1s1ma miktarlar1 6l¢iiliip gen ekspresyonlar1 sayisal veriye doniistiiriildii.
MDK geni ekspresyon seviyelerinin ACTB gen ekspresyon seviyelerine oram1 bulundu ve

kontrol hiicre grubundaki eskpresyon seviyelerine gore kiyaslandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Plazmit siRNA Vektorlerinin Hazirlanmasi

Sekil 4.1.de Plazmit vektor pPKH1 icine Midl ve Mid2 oligoniikleotidlerinin

klonlanmasindan sonra elde edilen mini prep plazmit DNA’lar %1’lik agaroz jelde (TBE)
120V’ da yiiriitiilmiistiir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 4.1. pPKHI-Midl ve Mid2 mini prep jel goriintiisii. K 1-10 pPKH]1 kontrol plazmit
DNA, K 2-9 pPKHI- Midl mini prep plazmit DNA’lar,K11-18 pPKHI1- Mid2 mini prep
plazmit DNA’lar
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Sekil 4.2°de Plazmit vektor pPKHI1 i¢ine Mid2-2 oligoniikleotidinin klonlanmasindan sonra
elde edilen mini prep plazmit DNA’lar %1°lik agaroz jelde (TBE) 120V da yiiriitiilmiistiir.

Sekil 4.2 pPKH1-Mid2-2 Mini prep jel goriintiisii K1: pPKH1 kontrol plazmit DNA K2-7:
pPKH1-Mid2-2 mini prep plazmit DNA’lar1

Sekil 4.3’de pPKHI-Midl, pPKHI1-Mid2 ve pPKHI-Mid2-2 Plazmit DNA’lar pozitif
klonlarin belirlenmesi amaciyla her gruptan ilk 4 tanesi HindIII enzimi ile kesime konulduktan
sonra %]1’lik agaroz jelde (TBE) 120V’da yiiriitiilmiistiir; Neredeyse tiimiiniin HindIII ile

kesilmis olmasi pozitif klon olduklarin1 gostermektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

2983 be

Sekil 4.3 HindIII ile kesilmis pPKH1 mini prep plazmit DNA’lari. K 1,6,11: Kesilmemis
kontrol plazmit DNA, K 2-5: Hind III ile kesilmis pPKH1-Midl plazmit DNA’lar, K 7-10:
HindlIII ile kesilmis pPKH1-Mid2 plazmit DNA’lar, K 12-15: HindIII ile kesilmis pPKH1-
Mid2-2 plazmit DNA’lar
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Sekil 4.4’de pPKH1-Mid?2 vektor plazmitin Ecorl enzim ile kesim sonucu goriilmektedir.

2983 be

Sekil 4.4 EcoRI ile kesilmis pPKHI-Mid2 plazmit DNA. Kl:Kesilmemis kontrol plazmit
DNA, K2:EcoRlI ile kesilmis pPKH1-Mid2 plazmit DNA

Sekil 4.5°de pPKH1-Mid1 vektor plazmit i¢cindeki HI promotor ve Mid1 oligoniikleotid iceren

ekspresyon kaseti PZR ile amplifiye edildikten sonra %1.5 agaroz jelde 120V’da

yiirlitiilmiistiir.

304 be

Sekil 4.5 pPKH1-Mid1l H1 ekspresyon kaseti PZR jel goriintiisii. K1:200-600 b¢ marker , K2:
H1 promotor ve Mid1 oligoniikleotid iceren 300 b¢ PZR iiriinii
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Sekil 4.6’da Ecorl enzimi ile kesilip defosforile pPKH1-Mid2 plazmit ile pPKHI1-Midl
plazmitten amplifiye edilip EcoRI ile kesilen H1 promotor ve Midl oligoniikleotidi iceren
ekspresyon kasetinin ligasyonundan sonra yapilan mini prep plazmit DNA’lar %1’lik agaroz
jelde (TBE) 120V’da yiiriitiilmiistiir. Elde edilen bantlarin kontrol pPKH1-Midl plazmitten

daha agir olduklar1 goriilmektedir.

Sekil 4.6 K1: pPKH1-Midlplazmit kontrol DNA, K 2-9: pPKH1-Mid(1+2) mini prep plazmit
DNA’lar.
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Sekil 4.7°de pPKH1(Mid142) Midl ve Mid2 shRNA eksprese eden plazmit DNA’lar HindIII
ile kesildikten sonra tiimiinde ¢ift bant olusumu gozlemlendi. DNA’lar %1lik agaroz jelde
120V’da yiiriitiildii. Aynt anda hem Midl hem de Mid2 shRNA eksprese etmesini
sagladigimiz vektorde 2 tane HindIIl kesim bolgesi mevcuttur. Bu durumda HindIII ile

kesildikten sonra ¢ift bant olusumu gozlenmesi beklenmektedir.

2983 be

304 be

Sekil 4.7 K 1: 200-600 b¢ marker, K 2: Kesilmemis kontrol plazmit DNA, K 3-10 : HindIII
enzimi ile kesilmis pPKH1-Mid(1+2) plazmit DNA’lar.

4.2. Lentiviriis siRNA Vektoriin Hazirlanmasi

Sekil 4.8’de pFIV lentiviral plazmit vektore Midl oligoniikleotidin klonlanmasindan sonra
yapilan mini prepten elde edilen plazmit DNA’lar %]1’lik agaroz jelde (TBE) 120V’da
yiriitiildi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.8 K 1: pFIV kontrol plazmit DNA, K 2-11: pFIV-Midl mini prep plazmit DNA’lar1
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Sekil 4.9°da pFIV lentiviral plazmit vektore Mid2 oligoniikleotidin klonlanmasindan sonra
yapilan mini prepten elde edilen plazmit DNA’lar %]1’lik agaroz jelde (TBE) 120V’da
yiiriitiildii. Kontrol DNA ile aym biiyiikliige sahip olan plazmitler 3,4,8 ve 11 numarali

kuyucuklarda goriilmektedir.

Sekil 4.9 K1: pFIV kontrol plazmit DNA, K 2-11: pFIV-Mid2 mini prep plazmit DNA’lar1

Sekil 4.10’da pFIV lentiviral plazmit vektore d-Mid1 oligoniikleotidin klonlanmasindan sonra
yapilan mini prepten elde edilen plazmit DNA’lar %]1’lik agaroz jelde (TBE) 120V’da
yiiriitiildii. Kontrol DNA ile aymi biiyiikliige sahip olan plazmitler 3,4,5,6,7,8,9,10 numarali

kuyucuklarda goriilmektedir

Sekil 4.10 K1: pFIV kontrol plazmit, K 2-11 : pFIV-d-Mid1 mini prep plazmit DNA’lar1

73



Sekil 4.11°de pFIV lentiviral plazmit vektore d-Mid2 oligoniikleotidin klonlanmasindan sonra
yapilan mini prepten elde edilen plazmit DNA’lar %]1’lik agaroz jelde (TBE) 120V’da
yiiriitiildii. Kontrol DNA ile ayni biiyiikliige sahip olan plazmit DNA’lar goriilmektedir.

Sekil 4.11 K1: pFIV kontrol plazmit, K 2-11 : pFIV-d-Mid2 mini prep plazmit DNA’lar1
Sekil 4.12°de pFIV-Midl, pFIV-Mid2, pFIV-d-Midl ve pFIV-d-Mid2 klon plazmitlerin

validasyonu i¢in tasidiklar: oligoniikleotidler ve U6 promotor sekansina spesifik primerler ile

yapilan PZR sonucunda DNA’lar %1.5’1uk agaroz jelde (TBE) 120V da yiiriitiildii.

~130bg

Sekil 4.12 pFIV plazmitlerden yapilan PZR f{iriinlerinin jel goriintiisii. K1: Anaerob marker,
K2: pFIV-Midl, K3: pFIV-mid2, K4: pFIV-d-Mid1l, K5: pFIV-d-Mid2, K6: Negatif PCR

kontrol
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Sekil 4.13’de pFIV self ligasyon vektoriin EcoRI ile kesildikten sonra %1’°lik agaroz jelde
(TBE) 120V’da yiiriitiilmiistiir.

6345 be

Sekil 4.13 K1 : Kontrol pFIV lentiviral vektor plazmit DNA, K2: EcoRI ile kesilmis pFIV

lentivral vektor plazmit DNA

Sekil 4.14’de pFIV lentiviral vektor plazmit igine yerlestirilmek istenen pPKHI-Midl ve
pPKH1-Mid2 vektor plazmitler i¢inde yar alan 300 bglik H1 promotor ve Midl veya Mid2
oligoniikleotid iceren ekspresyon kaseti PZR ile amplifiye edildikten sonra %1.5’luk agaroz

jelde 120V’ da yiiriitiilmiistiir.

304 be

Sekil 4.14 K1 : Anaerob marker K2: H1 promotor ve Midl oligoniikleotid iceren 300 b¢ PZR
iirtinti, K3: HI promotor ve Mid2 oligoniikleotid iceren 300 b¢ PZR iiriinii, K4: Negatif

kontrol
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Sekil 4.15’de HI1-Midl ve H1-Mid2 ekspresyon kasetleri ile EcoRI ile kesildikten sonra
defsoforile edilmis pFIV vektor ile ligasyona birakildiktan sonra yapilan mini prep plazmit
DNA'’lara ekspresyon kaseti DNA dizilimine spesifik primerler ile PZR yapildiktan sonra
iriinler %1.5’luk agaroz jelde 120V’da yiiriitiilmiistiir. Olusmast beklenen 300 bg¢’lik iiriin
yalmizca 17 numarali kuyucukta goriilmektedir. pFIV vektore H1-Mid2 ekspresyon kaseti

klonlandigin1 gostermektedir.

1 23 4567 891011121314151617 18192021 2223242526

300 bg 304 be

Sekil 4.15 K 1,14: 300 b¢ kontrol DNA K 2-13: pFIV vektor ile H1-Midl ekspresyon
kasetinin ligasyon sonrasi elde edilen mini prep plazmit DNA’lardan 300 bglik ekspresyon
kasetine spesifik primerler ile yapilan PZR sonuclari, K 15-26: pFIV vektor ile H1-Mid2
ekspresyon kasetinin ligasyon sonrasi elde edilen mini prep plazmit DNA’lardan 300 bglik

ekspresyon kasetine spesifik primerler ile yapilan PZR sonuclari
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Sekil 4.16’da pFIV vektor ile HI-Mid2 ekspresyon kasetinin ligasyon sonrasi elde edilen mini
prep plazmit DNA’lardan 300 bglik ekspresyon kasetine spesifik primerler ile yapilan PZR
sonucunda amplifikasyon saglanan plazmit DNA, ekspresyon kasetinin her iki ucunda yer
alan Ecorl kesim bolgesi oldugu icin enzim ile kesildi ve %1’lik agaroz jelde 120V’da

yiiriitiildii. Kesim sonucu 300 b¢’lik bant olustu ve klon varligi dogrulandi.

300 be

Sekil 4.16 K1: pFIV lentiviral plazmit vektor kontrol DNA, K2: 300 bg biiyiikliigiinde kontrol
DNA, K3: EcoRI enzimi ile kesilmis H1-Mid2 ekspresyon kaseti klonlanan pFIV lentiviral
vektor plazmit DNA
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4.3. Gen Ekspresyon Analizi

Sekil 4.17’de HepG2 hiicrelerinde Midl, Mid2, d-Midl, d-Mid2 siRNA eksprese eden
lentiviriislerin infeksiyonundan sonra MDK geni ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler

goriilmektedir. Ekspresyon diizeyleri ol¢iildiikten sonra ACTB geni ekspresyon seviyeleri ile

kiyaslanarak artisg ve azalmalar % ekspresyon miktar1 olarak Sekil 4.19°de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6 7

ACTB (594 b)

MDK (359 bg)

Sekil 4.17. K1: pFIV-Midl, K2: pFIV-Mid2, K3: pFIV-Mid1+pFIV-Mid2, K4: pFIV-d-Midl,
K5: pFIV-d-Mid2, K6: pFIV-d-Mid14+pFIV-d-Mid2, K7: pFIV
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Sekil 4.18. MDK geninin lentiviriis ile infekte edilen HepG2 hiicrelerindeki ekspresyon

seviyeleri.
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Sekil 4.19°da Hek293 hiicrelerinde Mid1, Mid2, d-Midl, d-Mid2 siRNA eksprese eden
lentiviral plazmit vektorlerin transfeksiyonundan sonra sonra MDK geni ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler goriilmektedir. Ekspresyon diizeyleri Olgiildiikten sonra
ACTB geni ekspresyon seviyeleri ile kiyaslanarak artis ve azalmalar % ekspresyon miktari

olarak Sekil 4.20’de gosterilmistir.

1 2 3 4 5

Sekil 4.19. K1: pFIV-Midl, K2: pFIV-Mid2, K3: pFIV-d-Midl, K4: pFIV-d-Mid2, K5:
kontrol pFIV
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Sekil 4.20. MDK geninin pFIV lentiviral plazmitlerle transfekte edilen Hek293

hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri.

79



Sekil 4.21°de Pancl hiicrelerine MDK geni eksprese eden pcDNA plazmiti, bos pcDNA
plazmiti, pPKH1-Midl, pPKH1-Mid2 ve Midl ile Mid2 siRNA’larin1 ayn1 anda eksprese eden
pPKH1 plazmit transfeksiyonu yapildiktan sonra MDK gen ekspresyon seviyesideki
degismeler gozlenmektedir. Ekspresyon diizeyleri olgiildiikten sonra Aktin geni ile

kiyaslanarak artis ve azalmalar % ekspresyon miktari olarak Sekil 4.22’de gosterilmistir.

1 2 3 4 5

= .

Sekil 4.21. K1: pcDNA-Mid, K2: pcDNA, K3: pPKH1-Midl, K4: pPKH1-Mid2, KS: pPKH]1-

Mid(1+2)
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Sekil 4.22. MDK geninin pcDNA ve pPKHI plazmitleri ile transfekte edilen Pancl

hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri.
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Sekil 4.23’de pFIV lentiviriis sistemi icine pPKHI1-Mid2 plazmit vektoriin H1-Mid2
ekspresyon kaseti yerlestirildikten sonra ayr1 ayr1 lentiviriis ve lentiviral plazmit olarak Pancl
hiicrelerinde MDK geni ekspresyon seviyesini nasil etkiledigi gosterilmistir. Ayrica burada
pPKH1-Mid2 plazmiti ve Mid2 oligoniikleotidinin ters olarak yerlestirildigi pPKHI1-Mid2-2
plazmitinin de Pancl hiicrelerinde MDK geni ekspresyon seviyesini nasil etkiledigi
gosterilmistir. Ekspresyon diizeyleri olgiildiikten sonra ACTB geni ekspresyonu ile

kiyaslanarak artis ve azalmalar % ekspresyon miktari olarak Sekil 4.24’de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6

MDK (359 bp)

Sekil 4.23. K1: pcDNA, K2: pcDNA-Mid, K3: pFIV(H1-Mid2) lentiviriis , K4: pPKH1-Mid2,
K5: pPKH1-Mid2-2, K6: pFIV(H1-Mid2) plazmit
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Sekil 4.24. MDK geninin pCDNA, pPKHI, pFIV transfeksiyonu ve lentiviriis
infeksiyonundan sonra Pancl hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Memeli hiicrelerinde RNA interferans mekanizmasinin kesfinden sonra arastiricilar memeli
genlerinin fonksiyonlarini ortaya ¢ikartmak ve hastaliklarla iligkili genlerin ekspresyonlarinin
tedavi amac¢l manipiilasyonu i¢in bu teknigin en etkin bi¢gimde uygulanabilecegi yontemler

tizerinde yogunlagmiglardir.

Yapilan ¢alismalarin 6nemi goze alindiginda, bu tiir calismalarin etkin ve giivenilir sistemlerle
yiiriitilmesi gerekliligi ortaya g¢ikmaktadir. Calismanin amacina yonelik uygun vektoriin
secimi hayati onem arz etmektedir. Bu ¢alismada bir sonraki asamada in vivo kullanimi
ongoriilen lentiviriis RNAi sistemi ile bu sistemin in vitro hiicre Kkiiltiiri ortaminda
kiyaslanacag plazmit temelli RNAI1 sistemleri kullanilmis ve hedef gen lizerindeki etkinlikleri

arastirilmistir.

Calismamizda Oncelikle memeli hiicre hattinda daha 6nceki calismalarimizda etkinligi valide
edilmis siRNA dizilimlerine uygun siRNA'lar1 eksprese eden temelli RNAi sistemi
kullamlmistir. Ancak elde edilen sonuglarda sistemimizin hedef gen iizerinde herhangi bir
etkisi saptanamamistir. Memeli Hek293  hiicrelerine lentiviriis genomunu ve virlis
partikiillerini olusturacak olan plazmitlerin transfeksiyonuyla olusmasi beklenen infektif viriis
partikiilleri ile HepG2 hiicreleri infekte edilmis ve ardindan yapilan ekspresyon analizinde 85
hedef gen ekspresyonu iizerinde belirgin bir azalmaya yol acmadig gozlenmistir (Bkz. Sekil

4.17 ve Sekil 4.18) .

Daha sonra, lentiviral plazmitlerin ¢alisip calismadigin1 kontrol etmek icin transfeksiyonu
kolay Hek293 hiicrelerine Mid1, Mid2, d-Midl ve d-Mid2 siRNA'lar1 eksprese eden pFIV
lentiviral plazmitler transfekte edilmis ve yine hedef gen ekspresyonu iizerinde belirgin bir

azalma gozlenmemistir (Bkz. Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Bu asamada oncelikle transfeksiyon basamaginda bir problem olabilecegi diisiiniilmiis ve
plazmit temelli siRNA sistemi satin alinmigtir. Plazmit vektor icine lentiviriis sisteminde

kullanilan ayni dizilimlere sahip siRNA'lar1 olusturacak oligoniikleotidler klonlanmis ve hiicre
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hattinda hedef genin ifadesini azalttigi goriilmiistiir. Ayrica transfeksiyon veriminin daha 1yi
gozlemlenebilmesi icin hedef genin mRNA'sin1 eksprese eden memeli ekspresyon vektorii
pcDNA-Mid plazmiti kullamlmistir. Hedef gen ekspresyonunda %35 oraninda artis goriilmesi
de trasfeksiyonun basarili oldugunu gostermektedir. Ayni1 hedefe karsi farkli siRNA
dizilimleri eksprese eden plazmit vektorlerden pPKH1-Mid2 plazmitin hedef genin ifadesini
%37 oraninda azalttig1, pPKH1-Midl plazmitin neredeyse hi¢ etkisinin olmadig1 gozlenmistir.
Kendi olusturdugumuz hem Midl hem de Mid2 siRNA'lar1 ayn1 anda eksprese eden pPKH1-
Mid(1+2) plazmitin ise pPKH1-Mid2 plazmit ile hemen hemen ayni etkinlikle hedef gen
ifadesini azalttig1 gézlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalara sadece Mid2 siRNA eksprese eden

vektorlerle devam edilmesi kararlastirilmistir (Bkz. Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Lentiviriis sistemin c¢aligmama sebebi olarak c¢ift promotor mekanizmasinda bir hata
olabilecegi diisiiniilmiis ve plazmit vektor sisteminde kullanilan ve calistigi gosterilmis olan
HI promotoru ve Mid2 siRNA kodlayan oligoniikleotid iceren ekspresyon kaseti PZR ile
cogaltilip lentiviral plazmit vektdre klonlanmistir. Bu agsamada kurulan deney sisteminde Mid2
eksprese eden pPKH1 plazmit, H1-Mid2 ekspresyon kasetini iceren pFIV plazmit, bu plazmiti
iceren lentivirlis ve Mid2 diziliminin tam tersi dizilime sahip Mid2-2 siRNA eksprese eden
pPKHI1 plazmit vektorlerin Pancl hiicre hattindaki hedef gen ekspresyonu iizerindeki etkileri
arastirllmistir. HI-Mid2 ekspresyon kaseti iceren pFIV plazmit yapilan deneyde en yiiksek
susturma yiizdesine sahipken (%27) ayni plazmiti i¢eren lentiviriisiin gen ekspresyonunu
neredeyse hi¢ etkilememesi Lentivirlis sisteminin viriis paketleyici bilesenlerininde sorunlu
oldugunu diistindiirmiistiir. Ayrica Mid2 siRNA ile tersi dizilimde siRNA eksprese eden
pPKH1-Mid2-2 plazmitin hedef genin ekspresyonu iizerindeki etkisi de pPKHI1-Mid2
plazmite gore (%?23) daha zayif kalmistir. Burada Mid2 diziliminin dogru bir se¢im oldugu
ortaya konmustur (Bkz. Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).

Gen ifadesindeki azalig oranlarinin maksimum %35 lerde olmasi elde edilen RN A'larin sadece
transfekte hiicrelerden degil, ortamdaki biitiin hiicrelerden alinmasindan kaynaklanmaktadir.
Stabil hiicre hatlarinin elde edilmesi durumunda hedef gen ifadesinde azalmanin ¢ok daha

yiikksek verimlerde gozlenecegi acgiktir. Calismamizda asil hedeflenen lentiviriis ile plazmit
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temelli RNA1 sistemleri arasindaki etkinligin karsilastirilmas: oldugundan stabil hiicrelerle

devam edilmesi gerekliligi lentiviriis sisteminin ¢caligmamasi nedeniyle ortadan kalkmustir.

Sonu¢ olarak bu caligmada, bir sonraki asamada in vivo kullamimi diisiiniilen lentiviriis
sisteminin uygun bir se¢enek olmadigi kiiltiir hiicrelerinde in vitro diizeyde gosterilmistir.
Karsilagtirma amach kullandigimiz plazmit temelli RNAi sisteminin in vitro calismalarda
etkinliginin gosterilmesi bu fikrimizi desteklemektedir ancak bu sistemin in vivo kullanimi da
olduk¢a sinirhidir. Tam bir organizmada yapilacak calismalarda kalict RNAi fenotiplerinin
olusturulmasinda tiim doku ve hiicrelere ulasilabilmesi i¢in lentiviral platformlara ihtiyac
vardir. Daha sonra yapilacak olan in vivo ¢alismalarimizda kullanilmak iizere yaygin olarak
kullanim1 bildirilen giivenilirligi kanitlanmis lentiviriis temelli RNAi sistemlerinden biri

secilmesi daha uygun bir adim olacaktir.
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EK

Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Siv1 Besiyeri

Tripton 4 gr
Maya ekstrakti 2 gr
NaCl 4 gr
Antibiyotik 200 pl (250 mg/ml)
dH20 400 ml

Karisim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi.

Luria Bertani (LB) Agar Kati besiyeri

Tripton 4 gr
Maya ekstrakti 2gr
NaCl 4 gr
BactoAgar 6 gr
dH20 400 ml

Karisim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. 40-50 °C’ye kadar sogutulduktan
sonra 200 ul 250 mg/ml antibiyotik eklendi. Karistirildiktan sonra 100 mm petri kaplarina 20

ser ml paylastirildi ve polimerizasyona birakildi.

Hiicre Kiiltiirii besiyeri

DMEM 500 ml
Fetal Bovin Serum 50 ml
Penisilin/Streptomisin =~ 5 ml

L-Glutamin 5 ml
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Soliisyonlar

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Soliisyonlar ve icerikleri

Agaroz Jel (%1) Agaroz Jel (%1,5)
Agaroz 04 g Agaroz 0,6 gr
TBE 1x 40 ml TBE1x 40 ml
EtBr2 1,2 ul EtBr2 1,2 ul

Alkalin Lizis Soliisyonlan ve Icerikleri

Soliisyon I

ddH,O 90,5 ml

IM TRIS pH 8.0 2,5ml
0,5 MEDTApHS8.0 2,0ml
1M Glukoz 5,0ml
Toplam 100,0 ml
Soliisyon II

5 M Potasyum Asetat 60,0 ml
Glasiyel Asetik Asit 11,5 ml
ddH,O 28,5 ml
Toplam 100,0 ml

Soliisyon III (Taze hazirlanacak)

%10 SDS I ml
2M NaOH I ml
ddH,O 8 ml

Toplam 10 ml

TBE 5X

Tris-Base 54 gr
Borik Asit 27,5 gr
0,5M EDTA(pH 8.0) 20 ml
ddH20 980 ml
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Fenol-Kloroform

Fenol 100 g
Kloroform 96 ml
[zoamil alkol 4 ml

TE tampon 20 ml (1 M Tris-HCL pH 7,5 stoktan 10 mM, 0,5 M EDTA pH 8,0 stoktan 1
mM)
Karisim hazrilanir ve iyice karismasi saglandiktan sonra 10 dk karanlikta bekletilir. Daha

sonra Kahverengi cam siselere paylastirilarak +4 °C’de saklanir.

Kimyasallar ve Reaktifler

10x PCR tamponu (DyNAzyme™ II DNA Polymerase Kit ,F-551S)

Agaroz (VIVANTIS, AG6330)

Ampisilin (Ampisina Flakon,Mustafa Nevzat flac, 8699541270106)

Bakto-Agar (Biolab, BAA10500)

Borik Asit (LABKIM, 111000)

dNTP (Fermentas, 37)

DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium,Gibco,USA,12800)

DNA Molekiiler Belirtegleri (Dog. Dr Fikret Sahin)

DNA Piirifikasyon Kiti ( Baglayici Soliisyon, Yikama Soliisyon, Eliisyon Soliisyon, DNA spin
kolon ve kollektor tiip) (Mo. Bio. Laboratories, Inc.UltraClean™ GelSpin™ DNA Extraction
Kit, 12400-50)

EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz (SibEnzyme™ , E057)

EcoRYV Restriksiyon Endoniikleaz (SibEnzyme™ ,E059)

EDTA (MERCK, 70156890)

Etanol (MERCK, 1.00983)

Etidyum Bromiir (APPLICHEM, 1239458)

Fenol (MERCK A, 550101)

Fermentas FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas, #EF0651)

Fetal Bovin Serum (Hyclone ,1115-L)

GIBCO™ L-Glutamine (Invitrogen™ Life Technologies, 21051024)
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HindIII Restriksiyon Endoniikleaz (SibEnzyme™ , E073)

Izoamil Alkol (MERCK, K33548279 438)

Izopropanol (MERCK, M109634.2500)

Kanamisin (Kanovet, VET AS)

Kloroform (DOP, 001)

Magnezyum Kloriir (DyNAzyme™ II DNA Polymerase Kit ,F-551S)

Maya ekstrakt1 (Lab M, Q270481080)

Oligoniikleotidler ve Primerler (SBI)

Revers Transkriptaz (Fermentas RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit , #K1622)
RNaz (Ambion, AM2269)

Smal Restriksiyon Endoniikleaz (SibEnzyme™ , E178)

Sodyum Kloriir (MERCK K,28713500104)

Streptomisin/Penisilin (Gibco, 15070)

T4 DNA Ligaz (Fermentas Life Sciences T4 DNA Ligase, #EL0016)

Taq DNA Polimeraz (DyNAzyme™ II DNA Polymerase Kit, F-5515)
Transfeksiyon Reaktifi (Lipofectamine™ 2000 Reagent Invitrogen,11668-027)
Tripsin

Tripton (Pronadisa Micro Lab Bio, 1612.00)

TRIzol® Reagent (Invitrogen™ Life Technologies ,15596-026)

Xbal Restriksiyon Endoniikleaz (Jena Biosciences™, EN-143S)

Cihazlar

Mikrodalga firin (Vestel MD-17, Tiirkiye)

Mikro santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417C, Almanya)

Santrifiij (Herolab, Almanya)

Isil Dongii Cihazi (Biorad MJ Mini Personal Thermal Cycler, ABD)
Inkubator (Heraeus Function Line, Almanya)

Calkalamal1 inkubator (Shel Lab Shaking Incubator, ABD)

Kuru 1s1tic1 blok (HVD, Almanya)

Vorteks (HVD Biovortex, Almanya)
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Dijital Fotograf Makinasi (Canon Powershot G5, Kanada)
Elektroforez tanki (Sunrise, ABD)

Gii¢ kaynag (Biorad, ABD)

UV goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat TFX-20 M, Fransa)
CO, Hiicre Kiiltiirii Inkiibatérii (Sanyo, Japonya)
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