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TESEKKUR

Egitim hayatim boyunca karsilastigim her tiirlii soruna kendi sorunuymus gibi
¢Ozlim arayan, Yogun is temposu olmasma ragmen degerli vaktini bana ayirarak,
hosgorii ile bana destek olan, bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren, bilimsel uyari

ve Onerilerinden yararlandigim danisman hocam Prof. Dr. Ertugrul KILIC a

Kariyer hayatima yon vermem konusunda bana yol gosteren ve beni bu
konuda her daim motive eden Ozgiir SAHIN, Deniz ATASOY ve Niliifer
ATASOY’a

Calisma siirecinde bana hem fiili hem de manevi desteklerini esirgemeyen

arkadasim Aysun CAGLAYAN’a

Bu siireci benimle beraber yasamis ve hayatimm her aninda her konuda

yanimda oldugunu hissettiren esim Gizem KIREN’e

Beni ben yapan, her diistiigiimde bana el uzatip tekrar denemem konusunda
bana destek olan ve motive eden, maddi manevi her zaman yanimda olan kardesim

Kutay KIREN, annem Ayse KIREN ve babam Mustafa KIREN’e

En igten duygularimla tesekkiir ederim.
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1.0ZET
LENTIiVIRAL MYDGF URETiMi, COGALTILMASI VE iLETiMi

Gen tedavisi, hastalia sahip hiicrelerde genetik bozukluklarin diizeltilmesi amaciyla
ilgili genlerin aktarimi olarak tanimlanan bir tedavi yontemidir. Terapdtik gen olarak
adlandirilan tedavi edici bu genlerin aktarim amaci, mutasyon sonucu olusan
fonksiyon kayiplarimi geri getirmek veya eksik olan gen iiriiniiniin ekspresyon
seviyesini fizyolojik olarak normal seviyelere getirmektir. Ekpresyon artirma,
bastirma veya gen onarma gibi ihtiyaglara gore iretilen terapotik gen vektor adi
verilen genetik materyali cesitli hiicrelere, dokulara ve tiim organlara tasiyan araglar
olan vektorler araciligla yiiklenmektedir. Gen tedavisinde tastyici olarak rol alan
vektorler viral ve viral olmayan vektorler olarak iki sinifa ayrilir. Viral vektorler,
viral olmayan vektorlere gore daha etkin bir gen tedavi firsati sunmaktadir. Lentiviral
vektorler, giliclii transdiiksiyon Ozelliklerine ve kararli ifade yeteneklerine sahip
olduklarindan dolay1 gen tedavisinde etkin yontemlerden biri olarak kabul edilirler.
En 6nemli ozelliklerden biri ise sadece boliinen degil, bolinmeyen hiicreleri de
enfekte edebilme yetenekleridir. Miyeloid tiirevli biiyiime faktorii (MYDGF) kemik
iligi kaynakli monositlerden/makrofajlardan salgilanan parakrin etkili bir proteindir.
MYDGF, MAPK1 / 3-, STAT3- ve CCND1 aracil sinyal yolaklar1 tizerinden endotel
hiicre ¢ogalmasini diizenler. PI3K / AKT'ye bagiml sinyal yolaginda ise kardiyak
miyosit 6liimiinii inhibe eder. Bu tezde, miyokardiyal enfarktiis, romatoid artrit,
hepatoselliiler kanser gibi c¢esitli hastaliklara tedavi secenegi sunmak adina
MYDGF’yi lentiviral vektor olarak {iiretmek, c¢ogaltmak ve hiicreye aktarimim
saglamak amaclanmigtir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan MYDGF geni, SH-SY5Y
hiicre hattindan elde edilmistir. MYDGF, pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektoriine
klonlanip uygun paketleme plasmidleri yardimiyla HEK293T hiicrelerine verilerek
lentiviral vektorii iiretilmis, ¢cogaltilmig ve hedef hiicreye aktarimi saglanmistir. Bu
caligmadaki lentiviral vektor yardimi ile MYDGF geninin hiicreye aktarilma yontemi
gelecekte yapilacak olan MYDGF geni ile ilgili hastalilarin gen tedavisi

caligmalarina yardime1 olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Gen tedavisi, Lentiviral vektorler, MYDGF geni



2.ABSTRACT
LENTIVIRAL MYDGF PRODUCTION, REPRODUCTION AND TRANSMISSION

Gene therapy is a treatment that is defined as the transmission of genes of interest in
order to correct genetic disorders in the cells with disease. The therapeutic purpose of
these genes called therapeutic genes, is to restore functional loss resulting from
mutation or to bring back the level of expression of the missing gene product to
physiologically normal levels. The therapeutic gene produced according to needs
such as expression enhancement, suppression, or gene repair is carried by vectors,
which act like a vehicle to the genetic material transportation, into a variety of cells,
tissues and all organs. These carrier vectors in gene therapy are divided into two
classes as viral and non-viral vectors. Viral vectors offer a more efficient gene
therapy compared to non-viral vectors. Lentiviral vectors are considered to be
effective methods in gene therapy because of their strong transduction properties and
stable expression abilities. One of the most important features is the ability not only
to divide but also to infect non-dividing cells. Myeloid-derived growth factor
(MYDGF) is a paracrine-effective protein secreted from bone marrow-derived
monocytes / macrophages. MYDGF regulates endothelial cell proliferation through
MAPK1 / 3-, STAT3- and CCND1 mediated signaling pathways. In the PI3K / ACT-
dependent signaling pathway, it inhibits cardiac myocyte death. The aim of this
thesis is to produce, reproduce and transfer the MYDGF as a lentiviral vector to
provide treatment alternatives for various diseases such as myocardial infarction,
rheumatoid arthritis, and hepatocellular cancer. The MYDGF gene used in this thesis
was obtained from SH-SY5Y cell line. The MYDGF was cloned into the pLenti-
CMV-GFP-2A-Puro vector and delivered to HEK293T cells with the help of
appropriate packaging plasmids, produced as lentiviral vector, amplified and
transfered to the target cell. Thanks to this study, in future, the method of transferring
the MYDGF gene to the cell with the help of the lentiviral vector will help the gene
therapy for the patients with MYDGF generelated disease.

Keywords: Gene therapy, Lentiviral vectors, MYDGF gene



3.GIRIS VE AMAC

Gen tedavisi, hastanin hiicrelerini genetik olarak degistirerek hastanin hastalik
durumunu tedavi etmek veya saglik durumunu iyilestirmek i¢in kullanilan prosediir
olarak tanimlanir (1). Hem kalittimsal hem de edinilmis hastaliklarin tedavisinde,
terapotik bir gen materyali ve bununla iligkili diizenleyici elementleri g¢ekirdege
ileterek benzersiz bir yaklagim saglar. Bu yaklasimin nedeni mutasyonun neden
oldugu fonksiyon kaybini diizeltmek veya eksik gen iirtiiniiniin fizyolojik olarak
normal seviyelerde ifade edilmesini saglamaktir (2). Giiniimiizde tedavisi zor veya
imkansiz olarak nitelendirilen birgok hastaligin, tek bir gende veya mutasyon
nedeniyle bir dizi gende meydana gelen kusur nedeniyle meydana gelistigi iyi

belgelenmistir.

Gen terapisi, enzim/protein replasman tedavisine alternatif olarak kabul edilir.
fkame tedavinin karsilastigi in vivo temizlenme veya iiretim maliyeti gibi
dezavantajlar1, gen terapisini ¢esitli nadir genetik bozukluklar i¢in potansiyel bir
tedavi alternatifi haline getirir. Birgok farkli gen terapisi ¢esidi olmasina ragmen,
tedavi hastaligin nedeninden sorumlu olan mutant genin tanimlanmasi ile baglar. Bir
sonraki adim ayni1 saglikli geni klonlamaktir. Klonlanan bu gene terapotik gen veya
transgen denir. Terap6tik gen, bir ekspresyonu arttirma, bastirma veya tamir etme
ithtiyacina gore uyarlanir. Terapotik gen {iretildikten sonra, vektdr adi verilen bir
araca yliklenir. Vektoriin islevi, terapotik geni hastadaki hedef hiicreye iletmektir.
Vektor, hedef hiicreye ulastiktan sonra genetik materyali ¢ekirdege iletir. Cekirdekte,
genetik materyal DNA'ya biitiinlesmis olur ve kusurlu veya mutasyona ugramis geni
diizeltir. Gen terapisinde basariya ulasilmasinda en kritik adim vektorlerin

secilmesidir.

Vektorler, genetik materyali cesitli hiicrelere, dokulara ve tiim organlara
tasinmasinda feribot gorevi yapan tasitlardir. Optimum vektdr ve iletim sistemi,
hedef hiicrelere, hedef hiicrelerin 6zelliklerine, ekspresyon siiresine ve vektore dahil
edilecek genetik materyalin boyutuna baglidir (3,4). Gen terapisi i¢in kullanilan
mevcut vektorler genis Olclide viral vektorler ve viral olmayan vektorler olarak

smiflandirilir.



Lentiviral vektorler, niikleer membrandan gegerken hedef hiicrenin kalici
olarak degistirilmesinde olduk¢a basarilidir. MYDGF, MAPK1/3-, STAT3- ve
CCNDI sinyal yolaklari iizerinden endotel hiicre ¢ogalmasini, PI3K/AKT- sinyal
yolagi lizerinden kardiyak miyosit apaptozunu inhibe eder. MYDGF genindeki
mutasyon miyokardiyal enfarktlis sonrasi kalbin onarilmamasi ve kasilma
fonksiyonunda aksama gibi saglik problemleri yaratabilmektedir. Bu tezin amaci
farkl1 yolaklarda rol oynayan MYDGF genini lentiviral yontemler kullanarak

iiretmek, cogaltmak ve hiicre i¢erisine sokulmasini saglamaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Gen tedavisi

Genler, kaliim igin temel islevsel birim olarak kabul edilen ve genellikle
proteinler olmak iizere belirli molekiillerin olusumu i¢in bilgi depo eden kiiciik DNA
boliimleridir. Genlerinin bir¢ogunun her insanda ayni olmasinin yam sira sadece
%1’den az bir kismi insandan insana farklilik gostermektedir. Viicuttaki her bir
hiicrenin gorevlerini dogru zamanda ve dogru sekilde yapmalar1 genler tarafindan
olusturulan proteinlere baghidir. Genlerdeki mutasyonlar, bu genlerin olusturdugu
proteinlerin fonksiyonlarinda kayiplar olmasina veya olusmasi beklenen proteinlerin
hic olusmamasina neden olabilirler. Mutasyon sonucunda etkilenen proteinler
vuciidun normal gelisimini bozabilir veya tibbi bir durum yaratabilir. Ornegin, kistik
fibroz, birlesik immiin yetmezlik sendromlari, kas distrofisi, hemofili ve kanser gibi

birgok hastaliklar, kusurlu genlerin varligindan kaynaklanir (5,6)

Mutasyonlarin sadece kiigiik bir ylizdesi saglik iizerinde olumsuz bir etki
gosterir. Genetik bir hastaliga neden olabilecek gen mutasyonlari, genellikle
hastalikla ilgili proteinler iiretilmeden enzimler tarafindan farkedilip onarilir.
Mutasyonlar sonucunda onarilamayan genler cesitli genetik hastaliklara neden
olmaktadir. Baz1 durumlarda bu hastaliklar1 tedavi etmek i¢in geleneksel ilaglarin
kullanim1 yetersiz kalmaktadir. Tedavi siirecinde geleneksel ilaglara ek olarak faydali
genlerin veya kisa oligoniikleotidlerin aktarimi amaciyla kullanilan ve gen terapisi
olarak tanimlanan yeni bir yontem kullanilmaktadir. Gen tedavisi temel olarak,
hiicresel bir islev bozuklugunu diizeltmek veya yeni bir hiicresel islev saglamak i¢in

genetik materyalin hedef hiicreye aktarilmasi olarak tanimlanir (7).

Gen transferi tekniklerinin kullanimi sayesinde belirlenen DNA dizilimi,
genin fonksiyonunu bozabilir, kaybolan bir fonksiyonu geri getirebilir veya yeni bir
fonksiyonun ortaya c¢ikmasina neden olabilir. Gen terapisi, DNA’nin hiicreye
girmesi, girdigi bolgeden hedef hiicrenin ¢ekirdegine gitmesi ve bu gene bagl
liriiniin hiicre icerisinde {retilmesi seklinde {i¢ basamaktan olusur. Basarili gen
tedavisi, dogru geni se¢me, bu genin hiicreye aktarimi i¢in dogru yontemi se¢gme,
yeterli transfeksiyon, gen iiriinlerinin dogru ve yeterli tiretimi, diisiik yan etki profili

ve ilag tedavisinden daha etkin bir sonug elde etme gibi faktorlere baghdir (8).



4.2.Gen Tedavisi Tarihi

Gen aktarimi kullanan ilk klinik ¢alisma olarak bildirilen Rosenberg ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, neomisin diren¢ markorii genini metastatik melanomali
bes hastadan elde edilen tiimor infiltrasyonlu lenfositlere transfer etmek igin bir
retroviral vektor kullanilmistir. Bu lenfositler in vitro olarak genisletilmis ve daha
sonra ilgili hastalara yeniden infiize edilmistir. Bu ilk ¢alisma, retroviral gen
transferinin giivenli ve pratik oldugunu gostermesinden dolay1 bir¢ok baska ¢alisma

icin yol gosterici olmustur (9).

1963 ve 1990 arasinda gen terapisini miimkiin kilan, rekombinant DNA
teknolojisinin gelismesidir. 1989'dan beri diinya ¢apinda 900'den fazla klinik ¢alisma

onaylanmaistir.

2005 yilmin Kasim aymnda Cin, bazi kotii huylu tiimoérlerin tedavisi igin ilk
gen terapisi ilaglarin1 onaylamistir. Agresif tliirden bir beyin tiimdriiniin tedavisi igin,
bir gen tedavisi ilacinin onayina yonelik ilk Avrupa bagvurusu 2005 yilinda Avrupa
Tibbi Uriinleri Degerlendirme Ajansina (EMEA) sunulmustur. Teknik uygulamadaki
biiyiik zorluklara ragmen, gen tedavisinin uygulanabilirligi giiniimiiz sartlarinda
kabul edilmektedir. Ornegin, son bes yilda agir kalitsal immiin yetmezlik hastaliklar:
olan hastalar i¢in basarili tedaviler gelistirilmistir. Bu tedavilerin hayati tehlike arz
eden hastalara fayda sagladigi goriilmektedir. Fakat ABD'de bir hastanin 1999'da
sistemik olarak uygulanan ¢ok yiiksek bir adenoviral vektér dozu sonucu 6liimii, halk

tarafindan gen terapisi i¢in bir engel olarak goriilen trajik olaylardan biridir (10).

Bununla birlikte, ayn1 prensipler, diger tibbi miidahalelerde oldugu gibi gen
terapisi i¢in de gecerlidir. Etkili prosediirler, altta yatan mekanizmalarin anlagilmasi
sonucu prosediirlerin iyilestirilmesiyle azaltilabilen potansiyel yan etkilerle
iligkilidir. Alman bilim insanlari, bu alanda oncii olup vektor-konak etkilesiminin
temel arastirmalarini yaparak klinik ¢alismalara kadar olan siirece 6nemli katkilarda
bulunmuslardir. Bu calismalarin yani1 sira, 2006'da yetiskin hastalarda ciddi bir

immiin yetmezligin gen tedavisi yoluyla diizeltildigini bildirilmistir (10).



4.3. Gen tedavisinin siniflandirilmasi

4.3.1. Ex vivo gen tedavisi

Ex vivo gen terapisi, Amerikan Gen ve Hiicre Terapisi Dernegi tarafindan,
hastanin hiicrelerinin toplandigi, laboratuarda yetistirildigi ve bir diizeltici veya
terapotik gen tasiyan vektorler ile inkiibe edildigi ve sonunda yeni genetik bilgi
iceren bu hiicrelerin tiiretildigi hastaya tekrar nakledigi bir gen terapisi tiirii olarak

tarif edilir.

In vivo gen terapisi ile iliskili &zgiilliik eksikligi, diisiik verimlilik, nakil
vektoriine  sistemik  maruz kalma (6rnegin, neoplastik ve enflamatuar
komplikasyonlar) ve tekrar tedaviye sebep olan diisiik cevaplar (11-14) gibi
sinirlamalar in vivo gen terapisindeki yan etki olasiligini artirmaktadir. Gen
terapisine ex vivo bir yaklasimla, bu sorunlarin bazilariin ¢o6ziildiigii goriillmektedir
(15-16). Genel olarak, bugiine kadarki en basarili ex vivo gen terapisi ¢alismalari
hedef hiicrelerde yeni fonksiyon, artirilmis terapotik gen dozaji ve gelismis bagisiklik

hedeflenmesi gibi amaglarla tiretime yoneliktir.
Hedef Hiicrelerde Yeni Fonksiyon

Ex vivo gen terapisi, hiicrelere yeni bir fonksiyon vermek amaciyla yaygin
olarak kullanilir. Ornekler arasinda yiiksek doz anti-tiimdr kemoterapi rejimlerine
izin vermek i¢in ila¢ direncinin indiiklenmesi (17) ve interferona indiiklenme
sayilabilir. Timor hedefleyen makrofajlarda ekspresyon, daha sonra tiimorleri arar ve

oldiirebilir (18).
Artirilmis Terapotik Gen Dozaji

Genetik manipiilasyon, hedef hiicre gen dozajini1 supra-normal seviyelere
yiikseltmek i¢in kullanilabilir (19,20).

Gelismis Bagisiklik Hedeflemesi

Losemide yapilan son c¢alismalar, kanserde immiinoterapinin giiclinii
gostermistir  (21-23). Allojenik T hiicreleri kanser hiicrelerini taniyabilir ve
oldiirebilir, ancak bu esnada saglikli dokularin taninmasi da “graft-versus-host

hastalig1" ile sonuglanabilir. Bir intihar geninin bu donér lenfositlere aktarilmasi, bu



gibi toksik etkileri azaltabilir (21). Otolog insan T lenfositleri ayrica CD19'u hedef
alan kimerik antijen reseptorlerini eksprese etmek i¢in bir lentiviral vektor
kullanilarak genetik olarak modifiye edilmistir. Bu hiicreler, gelismis kronik
lenfositik 16semili ti¢ hastaya infiizyon edilmistir. Tasarlanan T hiicrelerinin in vivo>
1000 kat genisledigi, kemik iligine ¢ekildigi, en az 6 ay boyunca hastaligin tamamen
diizelmesiyle sonuglandigi ve en az 6 ay boyunca fonksiyonel CAR'lar1 yiiksek
seviyelerde ifade etmeye devam ettigi gozlemlenmistir (22). Bununla birlikte,
hipogamaglobiilinemi gibi toksik yan etkiler goriilmiistiir (23). Bu tiir ex vivo gen
terapisi yaklasimlari, preklinik ve hatta klinik ¢aligmalarda avantajli oldugunu

kanitlamigtir (24-27).

4.3.2. In vivo gen tedavisi

Genin diizeltilmis bir kopyasinin sistematik olarak enjeksiyon yoluyla
verilmesi, bir transgeni hastanin viicuduna transfer etmenin oldukca etkili bir
yoludur. In vivo ydntemin en biiyiik sorunu verimsiz hedeflemesidir. Viral veya viral
olmayan bir vektor vasitasiyla viicuda verilen transgen viicutta bagisiklik tepkisi
uyandirir. Vektore karsi bagisiklik tepkisi, transgenin gecici ifadesine ve vektoriin
viicuttan temizlenmesine yol agar. Notrlestirici antikor, vektoriin ikincil

enjeksiyonuna izin vermez (28).

Notralize edici antikorun azaltilmasi, gen terapisi vektoriinlin iletimini
tyilestirmek i¢in mevcut aragtirma alanidir. Tiim gen terapisi uygulama protokolleri,
transgenin plazma membranin1 gegmesini ve ¢ekirdegin igine girmesini gerektirir. En

biiyiik engel, hala transgeni etkili bir sekilde hiicre i¢i bolmeye iletememektir.

Genin dokuya hedeflenmesi i¢in viral vektorlerde ve ayrica viral olmayan
vektorlerde birgok modifikasyon onerilmistir. Ornegin, Herpes simpleks viriisiiniin
bir proteini olan VP22, bir hiicreden digerine yayilma ozelligine sahiptir ve bu

ozellik vektorlerin tasarlanmasinda bagariyla uygulanmistir (28).

In vivo gen terapisi, direkt enjeksiyon olarak veya biyolojik gen tabancalar
kullanilarak uygulanabilir. Transgen ayrica viral veya viral olmayan vektorler
yoluyla da aktarilabilir. Rekombinant viriisler, transgeni dokuya 6zel promotor ile

tagiyacak sekilde tasarlanir. Alternatif olarak, transgeni igeren DNA, hastalara



lipozom ile birlikte enjekte edilebilir. Plazmid DNA, ayrica bir gen tabancasi gibi

mekanik araclarla da hedeflenebilir.

In vivo olarak, transgen, hastanin klinik durumuna ve vektdriin tasarimina
bagh olarak ¢esitli yollardan dogrudan enjekte edilebilir. Hedefe 6zel gen terapisi,
benzersiz promotorlerin yardimi ile miimkiindiir. Ornegin, karacigere yonelik gen
tedavisi genellikle tiroid baglayicit globulin promotorii (TBG) ile yapilirken, kas
hiicrelerini yonlendirmek i¢in sitomegaloviriis (CMV) promotorii kullanilmaktadir

(28).

In vivo gen terapisi, somatik hiicre gen terapisi ve esey hiicresi gen terapisi

olmak {izere iki tiirlii uygulanabilir.

4.3.2.1. Somatik Hiire Gen Terapisi

Insan viicudundaki esey hiicreleri harig biitiin hiicreler somatik hiicre olarak
adlandirilir. Somatik gen terapisi DNA’nmin kemik iligi hiicreleri gibi somatik
hiicrelere aktarilmasidir ve DNA esey hiicrelerine girmedigi i¢in, somatik hiicre gen
terapisi kalitsal degildir. Diger bir deyisle somatik hiicre gen tedavisi sadece genetik
hastaliga sahip bireydeki genetik hastaligin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir.
Aktarilan DNA, hastadaki mutasyonu veya hastaliga ait allelleri diizeltir. Bu gen

transferi viriis aracili veya lipozom aralici olur (28).
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4.3.2.2. Esey Hiicresi Gen Tedavisi

Esey hiicresi gen terapisi, DNA’nin yumurta ve sperm {ireten {ireme
hiicrelerine aktarilmasidir. Bu terapi ile nesiller aras1 aktarimi kesin olarak goriilen
genetik hastaliklarin tedavisi amaglanmaktadir. Esey hiicresi tedavisi, esey hiicreler
dollenmeden hemen Once veya blastomerin ilk asamasinda olmak {izere iki sekilde
uygulanabilir. Esey hiicreleri dollenmeden once genetik yapidaki modifikasyonlar
sonraki kusaklara direkt olarak iletilmektedir. Blastomerin ilk asamasinda yapilan
genetik degisikliklerde ise hiicrelerin gelisip boliinmesine izin verilir, ancak bu

hiicrelerden sadece diisiik bir yiizdesi istenilen genetik materyale sahip olur (28).
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Sekil 4.2 Esey hiicrelere gen aktarimi yapilmis ve yapilmamis bebekleri

gostermektedir.
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4.4, Vektorler

Genetik bilginin bir hiicreye aktarilmasini kolaylastirmak, vektor adi verilen
araglar ile olusturulmaktadir. Vektorler, viral ve viral olmayan seklinde iki dagitim
sistemine ayrilabilir. En yaygin kullanilan viral vektorler, retroviriis, adenoviriis ve

adeno-iligkili viriisten (AAV) tiiretilir.

Daha az yaygin sekilde kullanilan diger viral vektorler, herpes simpleks
virisi 1'den (HSV-1), vaccinia viriisiinden veya bakulovirlisten tiiretilir. Viral
olmayan vektorler, bakterilerde gogalan ¢ift zincirli bir DNA ¢emberi olan plazmid
deoksiriboniikleik asit (DNA), oligodeoksiniikleotitler veya bunlara benzeyen

kimyasal olarak sentezlenmis bilesikler olabilir (29).

Optimum vektdor ve iletim sisteminin belirlenmesinde g6z Oniinde
bulundurulmas1 gereken Onemli noktalar sunlardir: (a) hedef hiicreler ve
karakteristikleri, yani viral olarak ex vivo doniistiiriilme ve hastaya tekrar enjekte
edilme kabiliyeti, (b) gereken ekspresyonun miktar1 ve (c) transfer edilecek genetik

materyalin boyutu (29).

4.4.1. Viral olmayan vektorler

Viral olmayan transfeksiyonun en basit yontemi direkt DNA enjeksiyonudur.
Ciplak DNA  plazmidlerini enjekte eden klinik c¢aligmalar  basariyla
gergeklestirilmistir. Daha biiylik basarilara ulasan ¢iplak PCR firtinleri ile denemeler
yapilmugstir (30).

Aragtirmalarda, elektroporasyon (plazma zarinda elektrik alani kaynakli
gozeneklerin olusturulmasi), sonoporasyon (hiicre zarini bozmak ig¢in ultrasonik
frekanslar), manyetofeksiyon (DNA ile kompleks hale getirilmis manyetik partikiil
kullanimi1), gen tabancalar1 gibi bircok viral olmayan metot gen aktariminda

kullanilmistir. Her yontemin kendine ait avantajlar1 ve dezavantajlart vardir (31).

Cesitli viral olmayan yaklagimlar arasinda, reseptdr aracili gen transferi su
anda en ¢ok kullanilanlardan biridir. Bu uygulama, 6zgiil proteinlerle, bir lipozomla
veya her ikisiyle birlikte konjlige edilmis DNA'nin kullanimini igerir. Deneysel ex-
vivo kosullar altinda, DNA igeren lipozomlarin, sonraki gecici eksojen ile endositoz

yoluyla hiicresel olarak alindig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, endositoz DNA'nin
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istikrarli entegrasyonu icin kullanilabilecek yontemler, hedefleme yeteneginde,
transfeksiyon etkinliginde ve DNA tagima kapasitesinde bir gelisme oluncaya kadar

bu yaklasimin uygulanmasi muhtemelen sinirli kalacaktir (31,32).

Son zamanlarda, sentetik oligoniikleotitlerin kullanimi1 (hedef gene Ozel
antisens kullanilarak kusurlu genlerin etkisiz hale getirilmesi), lipopleksler (anyonik
ve notr lipitlerden olusan) ve polipleksler (DNA ile polimerlerin kompleksi) gibi
birka¢ kimyasal yontem kullanilmistir. Ayrica iki veya daha fazla teknigi birlestiren
baz1 hibrit yontemler gelistirilmistir (33). Ornegin, lipozomlar: inaktive edilmis bir
HIV veya influenza virlisii ile birlestiren virozomlardir. Bunun, solunum epitel
hiicresinde, yalnizca viral veya yalnizca lipozomal yontemden daha etkili bir gen
transferine sahip oldugu gosterilmistir. Diger melez yontemler, viral vektorlerin
katyonik lipidlerle karistirilmasin1 igerir. Arastirmacilar ayrica yapay insan
kromozomun hedef hiicrelere dahil edilmesini denemislerdir. Bu kromozom, standart
46 boyunca Ozerk bir sekilde var olur, ¢alismalarini etkilemez veya herhangi bir
mutasyona neden olmaz. Kompleks olmayan veya protein kompleks DNA'nin
kimyasal, mekanik, elektriksel, partikiill bombardimani yontemi veya yapay
kromozom yontemiyle dogrudan transferi, nispeten biiyilk DNA fragmanlarinin
aktarilmasi avantajina sahiptir. Bununla birlikte, bu islemler hala yetersizdir, ex-vivo

gen transferi ile sinirlidir ve tanimlanmamus sitotoksik etkileri vardir (30).

4.4.1.1. Viral Olmayan Vektorlerin Kullanmanin Gerekcesi

Transfeksiyon yapan konake1 hiicrelerin etkinligi, viral olmayan yontemlere
kiyasla viral vektorlerle nispeten yliksektir. Virilis vektorlerini kullanmanin temel
sakincalari, immiinojenikligi ve sitotoksisitesidir. Gen terapisi klinik ¢alismasinin ilk

iligkili fatalitesi, viral vektore (adenoviriis) karsi enflamatuar reaksiyonla ilgilidir.

Viral gen aktarim aracinin kullanilmasina iliskin diger bir endise nedeni, ek
mutajenez olarak bilinen fenomendir, yani viral DNA'nin ektopik kromozomal
entegrasyonu, tiimor baskilayict gen ekspresyonunu bozar veya hiicrelerin malign
transformasyonuna yol agan onkojeni aktive eder. Patojenitesinde azalma, diisiik
maliyet ve iliretim kolaylig1 nedeniyle, viral olmayan vektorler viral yaklasimlara
gore onemli avantajlara sahiptir. Viral olmayan vektorleri kullanmanin en biiyiik

avantaji biyolojik gilivenligidir. Bununla birlikte, viral olmayan gen aktariminin
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uygulanmasi, diisik verim ve transgenlerinin diisiik gecici ifadesi nedenleriyle
kismen goz ardi edilmistir (34). Viral olmayan vektorler, daha az
immiinotoksisitesinden dolay1 6nem arz etmektedir. Viral olmayan vektorlerin klinik
calismalarda kullanimi 2004 yilindan 2013 yilina yiikselirken bu durum sebebiyle
viral vektorlerin kullanimi 6nemli 6lgiide azalmistir. Verimlilik, o6zgiillik, gen
ekspresyon siiresi ve gilivenlikte kaydedilen ilerlemeler, klinik deneylere giren viral

olmayan vektor iirlinlerinin artmasina neden olmustur.

4.4.1.2.Viral Olmayan Gen transferinde teknik zorluklar ve sinirlamalar

Bagarili bir gen terapisine ulasilmasindaki ana teknik sinirlamalar veya kritik
adimlar kategorilere ayrilir (35-38) Vektor tasinmasinin etkinligi ve hedef hiicrelere
bosaltilmasi, aktivite, bagisiklik tepkisi, diizenleyici konular, etik kaygilar ve
ticarilestirme bu kategorilerdendir. Bu kategorilerin her biri, hastaligin etkin bir
sekilde tedavi edilmesi i¢in gen terapisine biiyiik bir meydan okuma teskil etmektedir

(39).

Viral olmayan vektorler genellikle asagidaki niikleik asit tiirlerini transfer etmek

i¢cin kullanilir (40,41).

e Kiiciik DNA (Oligodeoksiniikleotitler) veya kimyasal olarak sentezlenen
ilgili molekiiller.

e Biiyilk DNA molekiilleri (Plazmid DNA, pDNA)

¢ RNA (Ribozimler, Si RNA, m RNA)

4.4.1.3. Viral olmayan vektor cesitleri

Virlis tiirevli vektorlerle karsilagtirildiginda, viral olmayan vektorlerin,
immiinojenik olmayan uygulama giivenligi, neredeyse sinirsiz transgen biiyiikligii ve
tekrarlanan uygulama olasilig1 gibi ¢esitli avantajlar1 vardir (42). Viral olmayan gen
verme sistemleri genellikle li¢ kategoriden olusur: (a) ¢iplak DNA teslimi, (b) lipit

bazli ve (c) polimer bazli teslimi (43).
Ciplak plazmid DNA

Viral olmayan gen aktarimimin en basit teknigi ciplak DNA denilen

kullanimidir. Son yillarda ¢iplak plazmid DNA kullanilarak bir sitotoksik T-lenfosit
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antijen 4-immiinoglobiilin (CTLA4-Ig) geninin verildigi c¢iplak plazmid DNA
transfer yontemi rapor edilmistir (44). Fetal karaciger kinaz-1 geninin verildigi

antianjiyogenik tedavi icin ¢iplak DNA kullanilmistir (45).

Dogal sadeligi olan ¢iplak DNA, ¢ekici bir viral olmayan vektordiir ve ayrica
standart rekombinant DNA teknikleri kullanilarak bakterilerde ve manipiilasyonlarda
tiretim kolayligi, viral olmayan gen verme sistemi olarak kullaniminin 6nemini
gosterir. Ciplak DNA gen iletim sistemi kullanilmasindaki diger 6nemli avantaj,
dogumun ardindan uzak boélgelerde cok az yayilma ve transfeksiyon gosterme
kabiliyetidir ve ayrica kendisine karsi herhangi bir antikor tepkisi

gosterilmemesinden dolayi birkag kez uygulanabilir (46,47).

)
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Sekil 4.3 Plazmid Vektor Yapisi
Katyonik lipitler

Katyonik lipozomlar, negatif yiikli DNA'y1 tasimak i¢in uygun olan énemli
bir bilesik sinifidir. Bununla birlikte, in vivo olarak bu reaktiflerin kullanimi, i¢sel
toksisiteleri ile rahatsiz edicidir. Katyonik lipitler, pozitif yiiklii bir bas grubu, bir
hidrofobik kuyruk ve kafayr kuyruk grubuna baglayan bir baglayicidan olusur.

Yiiklenen bas gruplar1 genellikle kuaterner aminlerdir, kuyruklar doymus veya
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doymamis alkil zincirleri veya kolesteril gruplaridir. Katyonik lipozomlar, araca
DNA uygulamasi gerektiren notr ve anyonik lipozomlarin aksine, negatif yiiklii DNA
ile kompleksler olusturur. Ayrica pozitif yiikleri, negatif yiiklii hiicre zar1 ile

etkilesime izin verir ve bdylece hiicreye niifuz etmesine izin verilmistir (48).
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Sekil 4.4 Katyonik Lipid, gen tedavisinde en ¢ok kullanilan tipleri

Viral olmayan gen verme vektorleri olarak cesitli katyonik lipitlerin kullanimi1
hakkinda ¢ok sayida rapor vardir. Katyonik lipozomlarm kullanimi hakkindaki
raporlardan biri olan, Felgner ve ark.'min ilk raporu arasinda yer alan Nabeleta'nin
diinyanin ilk insan gen terapisi klinik denemesi 1987'de yapilmistir (49). Katyonik
lipozomlar ile aktarimda son zamanlarda sik¢a kullanilan siRNA iletimidir. Sato ve
arkadaglar1 karaciger parankimal hiicre segici siRNA seleksiyonu i¢in galaktosile
edilmis katyonik lipozomlarla komplekslenmis siRNA’y1, siRNA'nin niikleaz
sindirimine ve idrar bosaltimina maruz kalmadigini, ayrica karacigere etkili bir
sekilde verildigini ve karaciger parankimal hiicrelerinin yerine parankimal hiicrelerde
tespit edilmedigini gostermistir. Karacigerdeki endojen gen (ubcl3 geni)
ekspresyonu, farelere ubcl3-siRNA ve galaktosillenmis lipozom kompleksleri

uygulandiginda %80'e kadar inhibe edilmistir (50).

Bununla birlikte, katyonik lipozomlar, in vitro transfeksiyon ajanlari olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Fakat in vivo basar1 toksisite sebebiyle
engellenmistir. Son zamanlarda yapilan bir c¢alismada, katyonik lipozomlarin

toksisitesinin arkasindaki mekanizmanin biiyiik 6l¢iide apoptoz indiiksiyonu oldugu
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bulunmustur. Bir cDNA mikroarray calismasi apoptozis, transkripsiyon diizenleme
ve immiin yanitla ilgili 45 genin yiikseltilen diizenlenmesinin lipofeksiyondan

kaynaklandigini géstermistir (51).
Polimerik gen tasiyicilari

Sentetik polikasyonik polimerler, gen iletimi i¢in viral olmayan vektorler
olarak biiyiikk ilgi gormiistiir. Etkiledikleri ¢esitli mekanizmalar1 ve ayrica bu
sistemlerin ¢esitli biyokimyasal ve terapotik yonlerini gosteren bir dizi inceleme ve
kitap yaymlanmistir. Bu polimerler, DNA'nin fosfat gruplari ile polisikasyon
polimerinin karsit yiiklii gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesimin bir sonucu

olarak kendiliginden olusur (52-54).

PEI (polietilenimin), viral olmayan gen iletimi i¢in bir altin standart olarak
belirlediginden kullanimi1 uygundur. Biiyik DNA molekiillerini yogunlastirma
kabiliyetleri ve sonunda 100nm biiyiikliigiinde veya daha az homojen kiiresel
molekiillere doniistirme yetenekleri sayesinde hem in vitro hem de in vivo olarak

verimli bir sekilde hiicrelere transfekte edilebilirler (53).

Gen sunumunda {imit verici sonuglar veren diger bir sentetik polimer, poli-L-
lisindir. Peptidik dogasi nedeniyle viriis dist gen teslimi i¢in c¢alisilan ilk
polimerlerden biridir, yani biyolojik olarak parcalanabilirdir ve bu nedenle in vivo

kullanim i¢in daha uygundur (55).

Imidazol iceren polimerlerin de etkili transfeksiyon 6zelliklerine sahip olduklari
bildirilmistir. Histidin veya diger imidazol igeren yapilarla yapilan cesitli
yaklasimlarda, modifiye edilmemis poli-L-lisinden daha iyi transfekte edici ajanlar
olduklar1 kanitlanmistir (56-59).

4.4.1.4. Viral olmayan gen tedavisi icin fiziksel vektorler

Gen materyalini transfer etmek fiziksel araclarla daha basit oldugu icin bu
gen terapisi aragtirmacilarinin ilgisini ¢cekmektedirler. Bu yontemlerle, hiicrelerin zar
bariyerini engellemek i¢in fiziksel gii¢ kullanir, boylece genetik materyalin hiicre ici

dagitimi kolaylastirilir.

Igne: Ilgilenilen genetik materyal, bir igne yardimiyla dokuya veya bir damara

sistemik enjeksiyonla uygulanir. Herhangi bir tasiyict olmadan, gen transferinin en
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basit ve en giivenli yontemidir. Uygulanabilir aday dokular kas, cilt, karaciger, kalp
kas1 ve kati tiimorlerdir. Bununla birlikte, serumdaki niikleazlarin hizli bozunmasi

nedeniyle verim diisiiktlir ve mononiikleer fagosit sistemi tarafindan temizlenir

(60,61).

Balistik DNA: Parcacik bombardimani, mikroprojektil gen transferi veya gen
tabancasi balistik DNA i¢in kullanilan diger terimlerdir. Bu yontem ilk dnce bitkilere
gen transfer teknigi olarak kullanilmistir. Metot, hedef dokuyu belli bir hizda gegerek
DNA kapl agir metal pargaciklar1 saglama prensibine dayanir. Yeterli hiz, yiiksek
voltajli elektronik bosalma, kivilctm bosalma veya helyum basinci bosalma ile elde
edilir. Gaz basinci, pargacik biiyiikligl, doz frekansi, gen transferinin etkinligini
belirlemede kritik parametrelerdir. Altin, tungsten ve giimiis metal pargaciklar olarak
kullanilir ve tipik olarak 1 um ¢apindadirlar. Gen tabancasinin en biiyiik avantaji,
DNA dozlarinin tam olarak verilmesidir. En sik olarak yumurtalik kanserinin gen

terapisi aragtirmalarinda kullanilir (60,62).

Elektroporasyon: Elektroporasyon igin kullanilan diger terimler gen elektro
enjeksiyonu, gen elektrot transferi, elektrik aracili gen terapisi, elektrojen
transferidir. Elektroporasyon, plazmid DNA'y1 iletmek igin giivenilir bir fiziksel
yontem olarak ortaya g¢ikmistir. Membran kapasitansindan daha biiylik olan bir
elektrik alanin uygulanmasi, zit polarite yiiklerinin hiicre zarmin her iki tarafinda
siralanmasina neden olacak ve boylece hiicre ylizeyinde belirli bir noktada potansiyel
bir fark yaratacaktir. Sonu¢ olarak bu yontemle, zarin pargalanmasi bir gozenek
olusturur ve molekiiliin ge¢mesine izin verir. Gozenek olusumu yaklagik 10
nanosaniyede gerceklesir. Membranin gézenegi alan kuvveti ve darbe siiresine baglh
olarak geri dontisiimlii olabilir. Tersinir ise, hiicreler canli kalir, aksi takdirde hiicre
Olimii ile sonuglanir. Geri doniisiimsiiz elektroporasyon kanser tedavisinde kanser
hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilir. Zarin gen aktarimina gegirgenligi, nabiz genligi
ve siiresi ile kontrol edilir. Su anda kullanilan alan kuvveti, kisa darbeli
(mikrosaniye) veya uzun darbeli (milisaniye) yiiksek alan kuvveti [> 700V / cm]
veya diisiik alan kuvvetidir [<700V / cm]. Bu degisken kombinasyon hedef doku
tarafindan belirlenir. Genel olarak, kanser hiicreleri uzun bir nabizla diisiik alan
kuvveti gerektirirken, kas hiicreleri yliksek alan kuvvetli bir kisa nabiz gerektirir.

Tedavi intradermal, intramiiskiiler veya intratumoral olarak verilebilir (62-64).
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Sonoporasyon: Sonoporasyon, hiicrenin DNA alimina izin vermek i¢in hiicre zarint
gecici olarak gecirgen hale getirmek amaciyla ultrason dalgasimi kullanan invaziv
olmayan bolgeye 6zgii bir tekniktir. ilgili genetik materyal, mikro-kabarcik igine
dahil edilir ve sistemik sirkiilasyona uygulanir. Bunu harici ultrason uygulamasi
takip eder. Ultrason dalgalari, mikro kabarciklari hedef dokunun mikro dolagimi
icinde kavite eder, terapotik genin hedeflenmis transfeksiyonunun olusmasiyla

sonuglanan biyo etkileri iiretir.

Mikro kabarciklar, perflorokarbon veya kiikiirt heksafloriir gibi yiliksek
molekiil agirlikli gaz dolu gekirdekten [hava / azot / atil gaz] olusur. Dis kabuk,
lipitler, proteinler veya sentetik biyopolimerler gibi biyo-uyumlu bilesiklerden
olusur. Mikro kabarciklar ise dolasimdaki kirmizi kan hiicrelerine benzetilmektedir

(ortalama 2-4 pm c¢apinda).

Sonoporasyon teknigi genellikle beyin, kornea, bobrek, periton boslugu, kas
ve kalp dokularinda kullanilir. Gen iiriinleri, agsagidaki ii¢ yoldan herhangi biriyle
mikro kabarciklarla eslestirilmistir (65).

1. Gen firiinii ile baglantili olarak mikro kabarciklar tiretmek [DNA, kabuga veya

limene dahil edilir].

2. Sarj baglamast (DNA’nin c¢akisma ve elektrostatik etkilesim ile kabuga

baglanmas).
3. Baglantisiz (birlikte ¢alisan mikro kabarcik ve genetik materyal).

Fotoporasyon: Bu fiziksel yontem, DNA'nin hiicreye girmesini saglamak amaciyla
hiicre zar1 lizerinde gecici gozenekler tiretmek i¢in tek bir lazer darbesini kullanir.
Lazerin odak noktas1 ve darbe frekansi verimliligi kontrol eder. Transgen ekspresyon
seviyesinin elektroporasyon ile ayni oldugu iddia edilmektedir. Bu teknik

belgelenmis kanitlardan yoksundur (66).

Manyetofeksiyon: Manyetik olarak hedeflenen ila¢ dagitimi hipotezine dayanir.
Teknik, terapdtik genin manyetik nanoparcacik ile birlestirilmesine dayanir. Bu
kompleks hiicre kiiltiirtine dahil edilir. Hiicre kiiltiiriiniin altina yerlestirilen toprak
elektromiknatislarinin  {irettigi alan gradyani kompleksin tortullasmasini  ve

transfeksiyon hizimi arttirir. In vivo durumda, terapotik gen-manyetik pargacik
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kompleksi, intravenéz olarak uygulanir. Giiglii ve yiiksek gradyanli miknatislar
kullanilarak, kompleks hedefe yakalanir ve tutulur. Genetik materyal, c¢apraz
baglanan molekiiliin enzimatik boliinmesi, yiik etkilesimi veya matrisin bozulmasi ile
serbest birakilir. Bu teknik ¢ogunlukla primer hiicreleri ve baska yollarla transfekte

edilmesi zor olan hiicreleri transfekte etmek i¢in in vitro arastirmalarda kullanilir

(67,68).

Hidroporasyon: Hidrodinamik gen transferi olarak da adlandirilir. Teknik olarak
hiicre zarina niifuz etmek i¢in hidrodinamik basin¢ kullanir. Hidrodinamik basing,
zamanin bir boliimiinde biiyiilk hacimli DNA ¢ozeltisi enjekte edilerek olusturulur.
Bu, kilcal endotelyumun gegirgenligini arttirir ve parankim hiicrelerini ¢evreleyen
plazma zan icinde gdzenekler olusturur. Ilgili terapdtik gen, gdzenekler yoluyla
hiicreye ulasabilir ve zar gozenekleri daha sonra kapatilarak genetik materyali hiicre
icinde tutar. Bu teknik en sik hepatik hiicrelerde gen tedavisi arastirmasi igin

kullanilir (60,69).

Mekanik Masaj: Karacigerin mekanik masajinin, birka¢ dakika boyunca gecici
membran defektleri olusturdugu, bu da plazmid DNA'nin hepatik hiicrelere
difizyonla girmesini kolaylastirdigi hipotezine dayanir. Ancak bu oldukga
tartismalidir ve mekanik masajin gen aktarim sekli olarak kullanilmasi konusunda
calismalar azdir (63).

4.4.1.5. Viral olmayan gen tedavisi icin kimyasal yontemler

Kimyasal vektorler genis Olciide inorganik parcaciklar, lipit bazli, polimer

bazli ve peptid bazli olarak siniflandirilir.
Genellikle amaglarina gore kategorize edilir (63,70).

1. Onlar niikleazlardan ve diger kan bilesenlerinden korumak i¢in terapdtik gen ile

yogunlastirilmis kompleks olusturanlar.
2. Belirli hiicreleri hedef almak i¢in tasarlananlar.

3. Genetik materyalin sitosol veya c¢ekirdege iletimini artirmak igin tasarlanmig

olanlar.

4. Sitosolde DNA / RNA'dan ayrismak icin tasarlanmis olanlar.
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5. Terapétik genin dokuda siirekli salinmasi veya kontrollii salimi igin tasarlananlar.

Kimyasal viral olmayan niikleik asit verme sistemleri genellikle DNA /
Katyonik lipid (Lipopleksler), DNA / katyonik polimer (Polipleksler) ve DNA /
katyonik Polimer / katyonik Lipid'dir (Lipopolipleksler) (40).

Inorganik parcaciklar: Genellikle retikiiloendotelyal sistemden kagmak veya
stkigmis bir molekiilii bozulmaya karst korumak icin boyut, sekil ve gozeneklilik
bakimindan degiskenlik gosterebilen nanopartikiillerdir. Kalsiyum fosfat, silika,
altin, manyetik bilesikler, kuantum noktalari, karbon nanotiipleri, fullerenler,

supramolekiiler sistemler bu kategoride en ¢ok incelenen boliimdiir (36).

1.Kalsiyum fosfat: Bu sistemde ilk kullanilan kalsiyum fosfat parcaciklaridir.
Biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilirdirler. Kalsiyum endositozda hayati bir
rol oynar, kolayca emilme avantajina sahiptir ve yiiksek baglanma afinitesi olusturur.
Bununla birlikte, kalsiyuam fosfat nanokristalleri zamanla biiyiir ve depolanma

kapasitelerini azaltir. Bu problem daha sonra magnezyum ekleyerek asilir (36).

2.Silika: Insanlar tarafindan kum ve cam gibi yaygin olarak kullanilan malzemelerin
ana bilesenidir. Goreceli iglevsellestirme kolayligi, gen dagitim aract olarak
kullanilmasii cazip kilmaktadir. Gen dagitim maddesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilan silika, diisiik toksisitesinden dolayr nanopartikiillerin amino silikonlarla
islevsellestirilmesiyle elde edilir. Serum proteinleri arasindaki etkilesime bagl olarak
serum igeren ortamlarm varliginda iletim veriminin diigmesi major sinirlayict bir

faktordiir (36).

3.Altin: Hazirlik kolayligi, smirsiz ylizey karakterizasyonu ve etkisiz doga gibi
Ozellikler —arastirmacilari  altin  nanopargaciklara dogru c¢ekmistir.  Altin
nanopartikiiller kizil otesi bolgeye yakin giiclii 151k emilimine sahiptir. Yakin
kizil6tesi 151k dokulara derinlemesine niifuz edebilir. Altin yilizeyinin DNA ile
degistirilmesi, fototermal etki kullanilarak hiicreyi transfekte etmek i¢in kullanilabilir
(36). Fototermal etkinin neden oldugu termal denatiirasyon, gen salimimin kontrol
edilmesine yardimci olur. Arastirmalar, altin ile transfeksiyon verimliliginin, in vitro
olarak daha diisiik toksisite ile lipoplekslerle karsilastirilabilir oldugunu kanitlamistir.
Diger bir taraftan, yiiksek kimyasal stabilitesi nedeniyle hiicre icerisinde kolayca

¢Oziinmez ve hiicre i¢inde birikerek hiicre biliylimesine zarar verebilir (36).
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Manyetik nanopartikiiller (siiper manyetik demir oksit, gogunlukla manyetit),
fullerenler (¢oziilebilir karbon molekiilleri), karbon nanotiipleri (silindirik
fullerenler), kuantum noktalar1 (yar1 iletken nanomalzemeler) ve supramolekiiler
sistemler, tiim invitro ve hayvan modellerinde umut verici sonug 6ne siirmektedir. Bu
inorganik nanopargaciklarin yiizeyi, DNA baglanmasin1 kolaylagtirmak i¢in
kaplanabilir. Hipotezler, kii¢iik pargacik boyutunun, fizyolojik ve hiicresel engellerin
cogundan etkili bir sekilde gecebilecegi ve daha yiiksek transfeksiyon verimi
iiretebilecegi iizerinedir. Transfeksiyon verimi, islevsellik etkisi ve klinik
uygulamalarin hizlanmas1 ig¢in tip, biiyiikliik ve gilivenlik iizerine uzun vadeli

calismalar yapilmasi gerekmektedir (36).
4.4.2. Viral Vektorler

4.4.2.1. Retroviriisler

RNA genomlarmin ¢ift sarmalli DNA kopyalarini olusturabilen bir viriis
smifidir. Genomunun bu kopyalari, konak¢i hiicrelerin kromozomlarina entegre
edilebilir. Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) bir retroviriisdiir. Retroviriisler
kullanarak yapilan gen terapisinin problemlerinden biri, integral enzimin, viriisiin
genetik materyalini konak¢it genomunda rastgele bir pozisyona sokabilmesidir.
Genetik materyal, konak¢1 hiicrenin orijinal genlerinden birinin ortasina sokulursa,
bu gende ekleme mutajenezi goriiliir. Mutasyon sonucu olusan gen hiicre
boliinmesinde rol alip kontrolsiiz boliinmeye sebep olursa, kanser gibi tehlikeli
hastaliklar riski yaratir. Bu problem, yakin zamanda, ¢inko parmak niikleazlar
kullanarak veya belirli kromozomal bolgelere entegrasyon bolgesini yonlendirmek
icin beta-globin lokus kontrol bolgesi gibi baz1 sekanslar1 dahil ederek ele alinmaya

baglamistir (71).

4.4.2.2. Adenoviris

Genleri yanlis yerlere sokma probleminden kacinmak i¢in, bazi arastirmacilar
diger wviriis tlirlerine yonelmistir. Adenoviriisler solunum, bagirsak ve goz
enfeksiyonuna neden olabilen ¢ift iplikli DNA genomlu bir virlis sinifidir. Bu
viriisler bir konak¢1 hiicreye bulastiginda, DNA molekiillerini konak¢iya sokarlar.

Adenovirilisiin genetik materyali, konak¢r hiicrenin genetik materyali i¢ine dahil
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edilmez. DNA molekiilii, konak¢1 hiicrenin ¢ekirdeginde serbest kalir ve bu ekstra
DNA molekiiliindeki talimatlar, diger herhangi bir gen gibi kopyalanir. Adenovirtis,
ayrica, akciger hiicreleri gibi daha yavas boliinen hiicreler de dahil olmak iizere,
retroviriisten daha ¢ok c¢esit hiicreleri enfekte edebilir. Diger bir taraftan,
adenovirlisiin hastanin bagisiklik sistemi tarafindan da saldiriya ugramasi daha
olasidir ve genellikle istenmeyen bir enflamatuar tepkiyi tetikler. Dezavantajlarina
ragmen, bu vektor sisteminin karaciger ve yumurtalik kanserini tedavi etmek igin
kullanilmas1 planlanmistir ve ayrica bas ve boyun kanserini tedavi etmek i¢in lisans

verilen ilk gen terapisi lirlinii Gendicine adenoviral tirtintidiir (72,73).

4.4.2.3. Adeno-iliskili viriisler [AAV]

En umut verici potansiyel vektdrlerden biri hem boéliinen hem de boliinmeyen
hiicreleri igeren genis bir hiicre yelpazesini enfekte eden AAV adi verilen yeni
kesfedilen bir viriistir. AAV’ler, parvovirus ailesinden, tek zincirli bir DNA
genomuna sahip kiiclik virlislerdir. Adenoviriislerin aksine AAV’ler patojenik
degildir. Arastirmacilar, cogu insanin hastaliga neden olmayan ve bagisiklik tepkisi
saglamayan AAV tasidiklarina inaniyor. Bilim adamlar1 genetik kusurlar diizeltmek
icin AAV Kkullanarak hayvan deneyleri yapmaktadirlar. Kalitimsal kan hastalig:
hemofili, kas ve goz hastaligin1 tedavi etmek icin AAV’ler 6n c¢alismalarda
kullanilmaktadir. AAV’lerin dezavataji ise tercihen kromozom 19 olmak iizere,
konak hiicrenin genomuna entegre olmalarindan dolayr olusabilecek istenmeyen
genetik hasarlardir. Bu problemden kacinmak igin, ters terminal sekanslarindan ve
entegrasyon i¢in gerekli rep geninden yoksun rekombinant AAV’ler gelistirilmistir.
AAV’lerin diger biz deavantajlar1 ise diisiik tagima kapasiteleri ve iiretimlerindeki

zorluklardir (74).

4.4.2.4. Herpes simpleks viriisleri (HSV)

Belirli bir hiicre tipini veya ndronlar1 enfekte eden c¢ift sarmalli bir DNA virtis
smifidir. Herpes simpleks viriis tip 1, insanlarda soguk yaralara neden olan yaygin
bir patojenidir. Cogunlukla sinir sisteminde gen aktarimi igin kullanilan bir insan
norotropik virlisdiir. Diger viriislere kiyasla biiyiik bir genoma sahiptir, bu da bilim
insanlariin birden fazla terapdtik genin tek bir virlise sokmasini ve birden fazla gen

kusurunun neden oldugu rahatsizliklarin tedavisinin Oniinii agmasini saglar. HSV,
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kas, karaciger gibi ¢ok c¢esitli dokular1 enfekte edebildigi i¢cin ideal bir vektor

olusturur.
Zarf
Lipid Zar (Hiicresel)
Viral Glikoprotein uglarla birlikte
— 1 Zar
Viral Proteinler

Bl E

2 8 Kapsid
5| &

Genom
. Dogrusal, ¢sDNA, 152 Kb

Sekil 4.5 HSV Tip-1 vektor yapisi

Viriisler, konak hiicreler tizerinde yiiksek etkinlik diizeyinde replike olabilme
kabiliyetine sahiptirler. Dolayisiyla, tedavi edici genlerin hedef hiicreye tasinmasi ve

ekspresyonu agisindan ¢ok uygun vektorlerdir. Asagidaki sekilde viriislerin vektore

doniisiim diyagrami sunulmaktadir.
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Sekil 4.6 Viriisiin vektore doniistiiriilmesi
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4.5. Lentiviral vektorler

Lentiviral vektorler retroviriis ailesine ait olan lentiviriislerden {iretilirler.
Lentiviris ailesinin en ¢ok kullanilan tiiri insan immiin yetmezlik viriisi-1 (HIV-1)
‘dir. Lentivirtsler konak¢1 hiicreye 6nemli miktarda genetik bilgi aktarma yetenegine
sahip oldugu i¢in, bu vektorlerin kullanimi gen tedavisinde gen iletiminin en etkili
yontemlerinden biri olarak kabul edilir. Lentiviral genom temel olarak gag / pol ve
env genlerinden olusur. Memran iliskili matris proteini, ¢ekirdek olusturan kapsid
proteini ve viral RNA’ya baglanan niikleokapsit proteini gibi biitiin yapisal proteinler
gag bolgesi tarafindan kodlanir. Pol geni proteaz, tersinir transkriptaz ve entegraz

gibi viral enzimlerin olusumunu saglar. Env geni ise zarfi kodlar (76).

Viral gen, promotor, transkripsiyon sonu, poly adenilasyon sinyalleri ve viral
entegrasyon i¢in gerekli baglanma yerini tasiyan uzun iki 6zdes sonlandirma tekrari
ile cevrilidir. Kapsiilleme sinyali (V) genomik RNA’nin viral pargaciklara
paketlenmesini diizenler. Bu genom yapisi, retroviriis ailesinin bir iiyesi olan miirin
16semi viriislerinden tiiretilen y-retroviriisiiniin yedi tiiriinde de ortaktir. HIV-1 gibi

lentiviriislerde ise ek olarak tat, rev, nef, vif, vpu ve vpr gibi genler vardir (76).

MLV
w%_

HIV-1

5LIR v

Sekil 4.7 MLV ve HIV-1 genomunun sematik gosterimi

vpr

Lentiviral vektorlerin giiclii transdiiksiyon 6zelligi ve kararli ifade yetenegi
bu vektorlerin gen tedavisinde kullaniminda biiyiik avantaj saglamaktadir.
Lentivirtisleri y-retroviriislerden ayiran en dnemli 6zelliklerden biri ise

sadece bolinen degil, bolinmeyen hiicreleri de enfekte edebilme yetenegidir.
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Niikleer zarin mitotik dagilmasina ihtiya¢ duymazlar. Bunun yerine niikleer pordan

gecebilecek niikleer tasiyici proteinlere dayanirlar (77).

4.5.1. Lentiviral vektor sistemleri

Lentiviriislerin bulasici dogasinin olusturdugu giivenlik endiseleri sebebi ile

lentiviral paketleme sistemleri 3 ve 4 plasmid sistemleri olmak tizere ayrilmistir.

Birinci nesil lentiviral vektorler: Giivenligi artirmak ve lentiviriislerin bulasiciligr ile
ilgili endiseleri gidermek amaciyla birinci nesil HIV-1 tiirevli lentiviral vektorler,
vektor bilesenlerini i¢ plasmide boldii: (i) bir paketleme plasmidi (ii) bir viral
glikoproteini kodlayan zarflama plazmidi ve (iii) bir transfer vektorii genom yapisi.
Vektor parcacilarina aktarilmalari 6nlemek ve hazirlanan vektorlerdeki RCL'lerin
(replikasyon uyumlu lentiviriisler) iiretimini azaltmak amaciyla paketleme ve

zarflama plasmidleri 6zel olarak tasarlandi (78,79).

Ikinci nesil lentiviral vektorler: Vif, Vpu, Vpr veya Nef gibi gen proteinlerinin
degistirilmesi ile ikinci nesil lentiviral vektorler iiretilmistir. Bu yardimci proteinler,

baz1 insan lenfoid hiicre hatlarinda viral replikasyonu etkilemeden silinebilir (80,81).

Uciincii nesil lentiviral vektorler: Bu vektor sistemi, ii¢ yardimer plazmid ve bir TV

plazmidinden olusan dort plazmitli bir sistemdir (82).
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Sekil 4.8 Lentiviral sistemlerin sematik gosterimi

4.5.2. Vektor iiretimi icin kullanilan hiicresel hatlar

HEK?293 hiicre tipi 1973 yilinda Hollanda’nin Leiden sehrinde bulunan Alex
van der Eb’in laboratuvarinda insan embriyonik bdbre hiicrelerinin transforme
edilmesi yontemi ile tiretilmistir. Transforme olan hiicreler yasal olarak aldirilan
fetiis hiicrelerinden alinmigtir. 293 sayis1 ile Eb’in post doktora 6grencisi olan Frank
Graham’in deneylerini numaralandirma aligkanligindan gelmektedir. Mevcut
lentiviral vektOr iiretimi i¢in en sik kullanilan HEK293 hiicre tiirevi HEK293T dir,
HEK293T hiicreleri SV40 adi verilen biiyiik T-antijenine sahiptirler (83-85). Bu
antijen SV40 orijini tasityan vektorler icin amplifikasyon kolayligi saglayan bir
yontem firsatt sunmaktadir. Bu sistem ge¢ici transfeksiyon sonucu elde edilen
ekspresyon seviyelerini Onemli seviyede artirmaktadir. Diger HEK293 hiicre
tirevleri farkli Gzellikler gosterse de biiyimedeki giivenilirlik ve transfeksiyon

kolaylig1 en ¢ok ilgi ¢eken 6zelliklerdendir (86).
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4.5.3. Lentiviral vektor iiretimi

Lentiviral vektor iiretimi, kullanim amaglarina gore kiiciik 6lgekli ve biiyiik
Olgekli olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Lentiviriis sistemlerindeki, ilgilenilen
transgenler ve titrasyon yontemlerindeki farkliliklar, her iki tiretim yonteminin kendi
icinde farkli performanslara ve farkli verimliliklere sahip tekniklerle

gerceklestirilmesine sebep olmaktadir.
Kiiciik ol¢ekli vektor tiretimi

Ar-Ge amaciyla gerceklestirilen kiigiik 6lcekli iiretimler genellikle petri
kaplar1, T-siseleri veya hiperflasklar icerisinde yetisen yapiskan hiicreler kullanilarak
gerceklestirilir. En ideal birlesme sirasinda hiicreler kalsiyum-fosfat protokolii veya
yeni gelistirilmis polietilenimin (PEI) metodu kullanilarak transfekte edilirler.
PEDl’lar kiiltiir ortamlarindan bagimsiz olmalari, transfeksiyon sonrast medyum
degisimine ihtiya¢ duymamalar1 ve siispansiyon kiiltiirlerinde uygulanabilirlik gibi
avantajlara sahiptir. Prensip olarak, kiiciikk olgekli uygulamalarda, lipofektamin,
figen ve 293fektin gibi ¢ok etkili katyonik transfeksiyon ajanlarinin kullanimi da
yiiksek ekspresyon seviyeleri ile sonuglanmaktadir. Ausubel ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢alismada farkli hiicre kiiltiir sistemleri karsilastirilmis ve bu
sistemlerle tiretilen vektor titreleri arasinda farklilik gézlemlenmemistir (85). Kuther
ve arkadaslan tarafindan yapilan ¢alismada ise hiperflaskstaki kiiltlirlerinde artmis
oksijen seviyesi sayesinde geleneksel kiiltiir ortamlarina goére 10 kat fazla lentiviral
vektor Ttretildigi ve ham vektdr {irlinliniin hiicresel proteinler ve niikleik asit
tarafindan daha az kontamine oldugu gozlemlenmistir (88). Silindir seklindeki
siselerde ise, HEK293T hiicrelerinin kiiltiir yiizeylerine baglanmasi ¢ok giiclii
olmadigindan dolay1 vektor iiretimi daha zordur ve hiicreleri yilizeye bagh tutmak

icin transfeksiyon kosullari ¢ok i1yi optimize edilmelidir.
Biiyiik olcekli vektor iiretimi

Lentiviral vektor kullanimi, klinik ¢alismalara dogru ilerledik¢e, daha biiyiik
vektor kisimlarina ihtiyag duyulmaktadir ve iiretim yontemlerinin gelistirilmesini
gerektirmektedir. Bu durum ek {iretim {initeleri veya yapisik hiicre kiiltiirlerine gore
cok daha 1yi Olceklenebilirlik saglayan siispansiyon kiiltlirleri kullanilarak
gerceklestirilebilir.
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Yapiskan hiicreler kullanarak biiyiik dl¢ekli vektor iiretimi

Bu yontemle yapilan biiytik 6lgekli lentiviral vektor tiretimi, ek kiiltiir veya ek
{iretim birimi kullanarak kiiltiir yiizeyinin artirrmi ile gergeklesmektedir. Uretimler,
cok sayida coklu tepsi sistemi ile paralel kiiltiirlerde gerceklestirilir (Sekil 2.9).
Kullanim kolaylig1 nedeniyle genellikle 10’Iu tepsi sistemi tercih edilmektedir fakat
tecriibeli bir el 40’11 tepsi sitemini ayni rahatlikta kullanabilmektedir. Fakat bu
sistemde orta tabakalardaki kiiltiirler i¢in gaz degisimi ayni olmayabilir ve 40’l1

tepsilerde biiyiime kontrolii amagli mikroskop kullanimi olduk¢a zordur (84,85).

Sekil 4.9 10’1u tepsi sistemindeki paralel hiicre kiiltiirleri
Siispansiyon kiiltiirleri kullanarak vektor iiretimi

Yapigkan hiicrelerin transfeksiyonu, lentiviral vektor iiretimi i¢in altin
standart yontem olarak kabul edilse de bu sistem 6lgeklenebilirlik agisindan olduk¢a
sinirlidir. Endiistriyel iiretimler i¢in biiyiik biyoreaktorlerde hiicre kiiltiirii genellikle

en uygun yaklasimdir.

Biyoreaktorlerde iiretim, iiretici hiicrelerin siispansiyon halinde genislemesini
gerektirir. Lentiviriis {iretimi i¢in kullanilan birkag hiicre hatti (293T, 293FT ve
293SF-3F6), kimyasal olarak tanimlanmis ortamlarda mikro tasiyicilara ihtiyag
duymadan kolayca siispansiyon halinde biiyiimektedir. Buna ek olarak, kiiltir
ortaminda si1gir serumu ve hayvansal bilesenlerin yoklugu, harici ajanlar tarafindan
olusan kontaminasyon riskini azalttig1 i¢in, klinik iiretimler i¢in en uygun durumdur

(90-92).
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Bir siispansiyon kiiltiirtindeki hiicreler sallama siseleri, cam biyoreaktorler,
paslanmaz c¢elik biyoreaktorler, dalga torbalari ve tek kullanimlik karigtirilmis
tanklar gibi farkli tipte kaplarda genisletilebilir (90). Kiultiirii stirekli olarak
karistirma gerekliligi nedeniyle kalsiyum fosfat kullanarak DNA c¢oktiirmesinin,
siispansiyon hiicrelerini transfekte etmek i¢in daha az etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Bu sebeple, katyonik polimerler gibi diger transfeksiyon ajanlar1 daha sik
kullanilmaktadirlar. 293T ve 293-EBNAI1 hiicrelerinde en yiiksek transfeksiyon
verimliligi lineer 25-kDa PEI tarafindan indiiklenmektedir ve bu durum transfekte
olan hiicrelerin %75'inin yesil flioresan protein (GFP) haberci plazmidini
kullanmasina yol agmaktadir (93). Ayn1 PEI formu, Marceau ve Gasmi patentinde
lentiviral vektor iiretimi i¢in kullanilmis ve GFP-pozitif hiicrelerin oran1 %90 olarak
belirlenmigtir. Fakat bu ¢aligmada transfeksiyon etkinligi transfeksiyondan 48 saat
sonra Ol¢iilmistiir. Bu nedenle, GFP sinyali ayrica neosentize lentiviral vektoriin

sebep oldugu hiicre transdiiksiyonundan da kaynaklanabilir (90).

PEI aracili transfeksiyonun dezavantaji, yiiksek transfeksiyon verimine
ulagmak igin gereken plazmid DNA miktaridir. Cok miktarda DNA, yiiksek bir
hammadde maliyetini temsil eder (92,94). PEI ile ilgili bir diger sorun ise, PEI
molekiiliiniin saflastirilmis vektor preparatinda tespit edilmesi i¢in gelistirilmis bir
yontemin bulunmamasidir. Bu nedenle, PEI'nin vektorle beraber kalmaya devam
etmesinin, vektoriin enfekte etmek kabiliyeti ve stabilitesi i¢in zararli olup olmadigi

acik degildir.

Yapisik hiicrelerde lentiviral vektoriin kiiltlir siipernataninin, bir giinde en az
iki kez hasat edilebilir olmasi bu islemin maliyet etkinligini artirmaktadir.
Siispansiyonda ise, kiiltiir ortami1 hiicrelerden bagimsiz olarak toplanamayacagi i¢in

bdyle bir uygulama yapilamaz.

Sonug olarak, silispansiyon hiicrelerinin gegici transfeksiyonu kullanilarak
lentiviral vektorlerin biiyiik 6lcekli {iretimi miimkiindiir ve umut verici verimlilik
gostermektedir. Bu teknolojiyi endiistriyel {iretime aktarmadan Once biiyiik
miktarlarda plazmid DNA gerektiren ve iretim islemini olduk¢a maliyetli kilan

transfeksiyon prosediiriiniin optimize edilmesi gerekmektedir (95).
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4.5.4. Lentiviral vektor saflastirma

Klasik saflagtirma protokolleri vektor preperatlarinin konsantrasyonunu
artirmak i¢in ultrasantrifiij kullanimina dayanmaktadir. Fakat santrifiij kullaniminin
Olgeklendirilme limitleri, zaman kaybina sebep olmasi ve enflamatuar veya
immiinojenik reaksiyonlara neden olan kirlilige sebep olmasi gibi dezavantajlar
vardir (96). Hiicre zar1 ve kromatografi siirecine dayanan giincel stratejiler ise, vektor
preperatlarindaki protein ve DNA Kkirliliklerini azaltmak ig¢in birka¢ basamagin
kombinasyonuna ihtiyag duymaktadir. Mikrofiltrasyon, retroviral vektor yiginlarinin
saflastirilmasinda sik olarak kullanilan tekniklerden biridir. Calismalarda, filtre
boyutundaki azalmanin, filtrasyona ugrayan retroviral pargaciklardaki bozulmayi
azalttigr gosterilmistir (97). Ultrafiltrasyon gibi hiicre zar1 bazli yontemler viral
vektorlerin konsantrasyonunu artirmak igin yeterli tekniklerdir. Ornegin, tegetsel akis
filtrasyonu (TAF) kisa siirede dlgeklenebilirlik, verimlilik ve zamandan kazang gibi
avantajlar saglayarak lentiviral vektorlerin kismi saflastirilmasinda ve konsantre

edilmesinde kullanilmistir (98).

Lentiviral vektorlerin saflagtirilmasinda heparin etkilesimli kromatografi,
anyon-degisimli kromatografi ve jel filtasyonu gibi kromatografik ydntemler
kullanilmaktadir (99, 100). Anyon-degisimli kromatografi, lentiviriisleri saflastirmak
amaciyla, negatif yiike sahip viral pargaciklarin pozitif ylike sahip hiicre zarina
baglandigi ve sonrasinda aywrma sivilart ile ayrildigi bir yontemdir (101).

Kromatografik yontemler ii¢ genel prensibe dayanmaktadir.

1. Yakalama: Hedef molekiilin hiicre kiltiiriinden ilk saflagtirllmasidir ve ana

kirleticilerin ortadan kaldirilmasini saglar.

2. Ara saflagtirma: Proteinler, DNA ve endotoksinler gibi belirli safsizliklarin
uzaklagtirilmasiyla sonuclanan adimdir.

3. Parlatma: Aktif, giivenli ve saf bir {irlin birakmak amaciyla, geriye kalan ve
safsizliga neden olabilecek maddelerin uzaklastirilmasiyla sonuglanan adimdir.

Kromatografik yontemlerin kullanimi, lentiviral vektdrlerin geri kazanim
oranint %70’e c¢ikarmis ve konak hiicre DNA’sinin ayrisma oranimt %99’a

cikarmistir (84, 102).
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4.6. Miyeloid kaynakh biiyiime faktorii (MYDGF)

C190rf10 olarak da bilinen insan miyeloid tiirevli biiylime faktorii (MY DGF)
UPFO0556 ailesine ait olup, miyokard infarktiisiinden sonra doku onarimini ve
korunmasini saglayan kemik iligi kaynakli monositlerden/makrofajlardan salgilanan
bir parakrin etkili proteindir (103). MYDGF dalak, prostat ve akcigerde kuvvetli, sol
ventrikiil ve karacigerde zayif bir sekilde eksprese edilmektedir. MYDGF, MAPK1 /
3-, STAT3- ve CCNDI aracihi sinyal yolaklar1 {izerinden endotel hiicre ¢ogalmasini
diizenler. PI3K / AKT'ye bagiml sinyal yolaginda ise kardiyak miyosit §limiinii
inhibe eder (104). Baz1 insanlarda hepatoseliiler karsinomlarda C190rf10 mesajinin
arttigit ve bunun sonucunda rekombinant proteinin fazla ekspresyonu veya
eklenmesinin AKT fosforilasyonu ve karaciger kanseri hiicre hattinin gogalmasiyla

sonuglandigi goriilmiistiir (105).

MYDGTF, insan embriyonik bobrek 293 (HEK293) hiicrelerinde C-terminal
afinite etiketleri ile eksprese edilen iyi karakterize edilmemis ve putativ salgilanan
proteinler arasindan secildi. Rekombinant proteinler, serum agligina sahip,
kiiltirlenmis neonatal sican ventrikiiler miyositler tizerindeki sitoprotektif etkileri
incelemek amaciyla test edildi. MYDGF nin sagladigi sitoproteksiyon AKT'nin
fosforilasyonu ve apoptozun inhibisyonu ile iligkili bulunmustur (106,107).

Eksojen olarak ilave edilen MYDGF, insan koroner arter endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu tesvik etmistir (104). Son olarak, gelisimsel kusurlar1 olmamasina
ragmen, MYDGF genetik nakavtli farelerde, WT farelerine kiyasla daha biiyiik
enfarktiis yaralar1 goriilmiistiir ve hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez infarkt sinir
bolgesinde azalmistir. Normal kemik iliginin transplantasyonu veya iskemi ve

reperfiizyon ardindan uygulanan rekombinant MYDGF bu etkiyi tersine ¢evirmistir
(104).

31



5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyaller

Bu ¢alismada, E.coli Stbl3 susu (Thermo Fisher Scientific) ve Lenti-GDNF
ve Lenti-VEGF, PAX, PMD2 plazmidler (Applied Biological Materials Inc)
kullanilmistir. Ayrica ¢alismada SH-SY5Y ve HEK293T hiicre hatlari (cat. no. CRL-
11268), insan osteosarkom (HOS) hiicreleri (cat. no. CRL-1543) ATCC

firmalarindan satin alinmstir.

5.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada DMEM yiiksek glikoz (GIBCO, katalog numarasi: 11995),
UltraCULTURE Serumsuz besiyeri (Lonza, katalog numarasi: 12-725F), 1s1 ile
etkisiz hale getirilmis FBS (GIBCO, katalog numarasi: 26140-079), Glutamax
(GIBCO, katalog numarasi: 35050), Penisilin-streptomisin (GIBCO, katalog
numarast: 15140-122),% 0,25 Triptsin-EDTA (GIBCO, katalog numarasi: 3197),
PBS, kalsiyum kloriir ve magnezyum kloriir icermeyen PBS (GIBCO, katalog
numarast: 14190), 0,25 mM EDTA (Invitrogen, katalog numarasi: No Y02353),
DNasel Amplifikasyon derecesi (Invitrogen, katalog numarast: 18068015), CaCl,
(Sigma, katalog numaras1 C-2536), H,O (GIBCO, katalog numarasi: 10977-015),
ReliaPrep RNA Cell Miniprep System Kiti, PureLink® Quick Gel Extraction Kiti,
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, [Proof High-Fidelity PCR kit, 10 Fast
Digestion Green Buffer, Fast Digest Enzyme, Rapid DNA Ligation Kiti,

kullanilmastir.

5.1.2. Kullanilan Ekipman ve Cihazlar

15 mL"ik falkon tiipti, 75 cm?'lik flakslar, mikrosantrifiij tiipler, PCR tiipleri,
500 mL'lik erlen, 100 mL'lik meziir, 150 cm? kaplar (Nunclone, katalog numarast:
168381), T150 doku kiiltiirii siseleri, T25 doku kiiltiirti flakslari, 6 kuyucuklu hiicre
kiltiirti plakalar1 (Applied Biosystems, katalog numarasi: N801-0560), Polistiren
yuvarlak tabanli tiipler (5 ml, 12 mm, 75 mm) (Becton Dickinson, katalog numarasi:
352005), 0,45 mm PES filtre {initeleri (Corning, katalog numarasi: 430768), 0,22
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mm PES filtre tiniteleri (Corning, katalog numarasi: 431096), 2. seviye biyogiivenlik
kabini, Doku kiiltiir kaputu( hood), inkiibatér, Bekman ultra santrifiij (Beckman
Coulter), SW28 ultra santrifiij rotoru (Beckman), SW28 santrifiij tiipleri (Beckman,
katalog numarasi: 344058), Beckman Avanti J-25 I santrifiij (Beckman), Sabit Acil1
Rotor, JLA-10.500 (Beckman), 250 ml'lik kapak takimlar1 olan polipropilen genis
agizli sise(Beckman, katalog numarasi: 356011), bu tez kapsaminda laboratuarda

kullanilan cihaz ve ekipmanlardir.

5.2. Metot

5.2.1. MYDGF klonlama

5.2.1.1. cDNA'dan PCR yoéntemiyle full length MYDGF amplifikasyonu

5.2.1.1.1. SH-SY5Y Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin standart baslangi¢ temizlik prosediirii olan 30
dakikalik UV 151k ile laminar flow kabin sterilizasyonu, ¢alisma alani ve deney
esnasinda kullanilmas1 Ongoriilen ara¢ gereglerin %70’lik etanol ¢ozeltisi ile
temizligi yapilmistir. Calisma igin sec¢ilen SH-SYSY hiicre hatti, dondurulmus olarak
bekletildigi stoktan c¢ikarilmis, 37 °C olarak ayarlanan su banyosunda 2 dakika
icerisinde bekletilerek c¢oziindiiriilmiistiir. Konteminasyonu oOnlemek amact ile
icerisinde SH-SYS5Y hiicre hatti bulunan kap %70’lik etanol ile temizlenmistir.
Coziilmiis halde bulunan SH-SYS5Y hiicreleri daha onceden hazirlanan 15 mL’lik
falkonun i¢indeki 9 mL’lik medyumlarin igerisine eklenmistir. Falkon 7 dakika
boyunca 125 g ile santriflij edilmistir. Bu islemden sonra falkondaki siipernatant
olarak adlandirilan suyun iistiinde yiizen bolim ¢ikarilmis, pelet olarak adlandirilan

dibe yapismis topak bolim 3 mL medyum kullanilarak resiispanse islemi

gerceklestirilmistir. 75 cm®lik flask icerisine pH degeri 7,3 olarak ayarlanmig 10mL
meydum eklenmistir ve 3mL meydum ile siispanse edilmis SH-SY5Y hiicreleri
flasktaki medyumun igerisine ilave edilmistir. Flask igerisindeki yapmismis SH-
SY5Y hiicrelerinin oran1 %80 doluluga ulasana kadar 37 °C ‘lik etiive konulmustur.
Yapigsmis olan hiicreleri flask yiizeyinden ayirmak amaci ile Tripsin EDTA
soliisyonu ¢ozeltisi flaska eklenmis ve flask hafifce sallayarak calkalanmistir.

Hiicrelerin ylizeyden ayrildiklart mikroskop kullanilarak onaylandiktan sonra flaska
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8 mL biliyiime medyumu eklenmistir. Flasktaki hiicreler, flask basina ortalama 5x10°

hiicre/cm” olacak sekilde yeni flasklara aktarilmistir. Yeni hazirlanan flasklar 37 °C

‘lik etiive konulmustur.

5.2.1.1.2 RNA izolasyonu

37°Clik etiivde yetistirilen SH-SYSY hiicreleri, 5x10*  hiicre/cm®
konsantrasyona ulastiktan sonra steril santrifiij tiipiine aktarilip 5 dakika boyunca 300
g ile satriflij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra tiipteki siipernatantlar alinmis ve
dipteki pelet 1xPBS ile yikanmigtir. Sonrasinda hiicreler tekrar 5 dakika boyunca 300
g ile satrifiij edilmis ve siipernatant tiipten alinmistir. Bu islemden sonra dipteki pelet
BL+TG Buffer ile yikanmis ve tiizerine %100’liik izopropanol eklenip 5 saniye
boyunca hafif¢e vortex islemi uygulanmistir. SH-SY5Y hiicrelerini i¢eren bu karisim
tizerine mini kolon yerlestirilmis olan mikrosantrifiij tiipline konulup 25 °C’de 30
saniye boyunca 13000 g ile santrifiij edilmistir. Mikrosantrifiij tiipiinde biriken sivi
atildiktan sonra mikrosantrifiij tiipiine tekrar yerlestirilen mini kolon 500 uLL RNA
yikama soliisyonu ile yikinip tekrardan 30 saniye boyunca 13000 g ile santrifiij
edilmistir. Mikrosantrifiij tliplinde biriken s1v1 tekrardan uzaklastirildiktan sonra mini
kolona 30 pL DNaz-I inkiibasyon karisimi ekleyip 15 dakika boyunca 25 °C’de
inkiibe edilmistir. 15 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda mini kolona 200 uL
kolon yikama soliisyonu eklenip 15 saniye boyunca 13000 g’de santrifiij edilmistir.
Bu islemden sonra mini kolona 500 pL RNA yikama soliisyonu eklenip 30 saniye
boyunca 13000 g ile santrifiij edilmistir. igerisinde RNA yikama soliisyonu olan
mikrosantrifij tiipti atilip mini kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildikten
sonra 300uL RNA yikama soliisyonu eklenerek yiiksek hizda 2 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra mini kolon eliisyon tiipiine konulup
15uL niikleaz free su eklenerek 1 dakika boyunca 13000 g ile santrifiij edilmistir.
Son olarak mini kolon ¢ikarilip purifiye edilmis RNA igeren eliisyon tiipii -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

5.2.1.1.3 RNA’dan cDNA Sentezi

First Strand cDNA Synthesis Kit’indeki gerekli malzemeler ¢oziilerek buz
icerisine yerlestirilmistir. Protokoliin ilk agsamasinda 100 ng RNA ve 2.5 pg primer
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iceren, geriye kalan kisma su eklenerek hazirlanan 13 pL’lik karisim hazirlanmigtir.
RNA’nin ikincil yapilarinin denatiirasyonu garantiye almak adina karisim 10 dakika
boyunca 65°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda bu karisim igerisine, 4uL
Transcriptor RT Reaction Buffer (5x), 0.5uL Protector RNase Inhibitor (40 U/ul),
2uL dNTP-Mix, 10 mM ve 0.5 pL Transcriptor Reverse Transcriptase olmak iizere
toplamda 7 pL’lik karisim eklenmistir. Son karisim 30 dakika boyunca 55 °C’de
inkiibe edildikten sonra transkriptor ters transkriptazi inaktive etmek amaciyla 5
dakika boyunca 85 °C’de isitilmistir. Son olarak, elde edilen cDNA kullanilacagi
zamana kadar -20 °C’de saklanmustir.

5.2.1.1.4 PCR Reaksiyonu

PCR reaksiyonu komponentleri asagidaki verilen protokole uygun olarak

standardize edilmistir.

Tablo 5.1 PCR reaksiyonu komponentleri

Komponent 20pL’lik Reaksiyon icin Gereken Hacim
5X HF Buffer 4uL
dNTP karigimi 0.5uL
Ileri Primer 0.5uL
Geri Primer 0.5uL
DNA 1uL
Steril HoO 13.3uL
DNA Polimeraz 0.2uL
TOPLAM 20pL

ileri Primer : AGTCAGAATTCATCCGCAGCCCCGGGATGG

Geri Primer : AGTCAGCGGCCGCTCACATCAGGACTTCTGAGCCTTC
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Hazirlanan PCR karisimi1 asagida verilen sicakliklarda PCR islemine alinmustir.

Tablo 5.2 PCR reaksiyonu sicaklik ve siireleri

Basamak Sicaklhik Zaman Devir

[k Denatiirasyon 98°C 2 Dakika 1
Denatiirasyon 98°C 10 Saniye

30
Yapisma 62°C 30 Saniye
Uzama 72°C 30 Saniye

Son Uzama 72°C 10 Dakika 1

Stoklama 4°C 0 ©

PCR iiriinleri -20°C’de stoklanmuistir.

5.2.1.2. Jel Elektroforez ve Jel Ekstraksiyonu

PCR iiriinlerinin elde edilmeye calisilan DNA bdliimleri olup olmadigim
anlamak amaciyla jel elektroforez yontemi kullanilmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda
1g agaroz, 100 mL TAE (Tris/Asetik asit/ EDTA) igerisinde 1sitma islemi yardimi ile
coziindiiriilerek %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. Isitma islemi sonrasinda soguma
esnasinda olan jel ¢ozeltisine 4 pL Safe-Red adli niikleik asit boyasi eklenmistir.
Hazirlanan jel elektroforez tankina dokiiliip katilasincaya kadar sogumaya
birakilmistir. Katilasmis jele oncelikle 5 pL Ladder ve sonrasinda 4 pL yiikleme
boyasi ile karigtirllmis 1pL PCR diriinleri her bir vele yiikklenmistir. Jel 30 dakika
boyunca 100 V ile ¢alistirildiktan sonra, Ladder ve PCR o6rnekleri UV 1sik altinda
goriintiilenmigstir. Ladder referans alinarak istenilen DNA parcalar1 keskin bir bistiiri
yardimi ile ¢ikarilmistir. Cikarilan jel dilimi hacminin ii¢ kati olacak sekilde jel
¢oziicii buffer ile bir mikrosantrifiij i¢inde konusmustur. Jel 10 dakika boyunca
50°C’de inkiibe edildikten sonra jel hacmi kadar izopropanol tiipiin igerisine
eklenmistir. Coziimmils durumdaki jel ¢ozeltisi pipet yardimi ile jel ekstraksiyon

kolonu olan yikama tiipiine bosaltilmistir. 1 dakika boyunca 12000 g ile santrifiij
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islemi yapildiktan sonra tiipte kalan siv1 ¢ikarilmistir. Kolon tekrar tiipe yerlestirilip
500 pL etanol igeren yikama buffer1 eklenmistir ve tiip tekrardan dakika boyunca
12000 g ile santrifiij edilmistir. Tiipteki siv1 tekrardan bosaltildiktan sonra igerisinde
kolon olan tiip maksimum hizda 1-2 dakika daha santrifiij edilmistir ve tiipteki siv1
bosaltilmistir. Kolon tiipe yerlestirilip 50 pL eliisyon buffer1 eklendikten sonra 1
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilip 1 dakika boyunca da 12000 g ile
santriflij edilmistir. Saflastirilan DNA -20°C’de stoklanmustir.

5.2.1.3. Restriksiyon Enzimi ile Parcalama

Restriksiyon enzimi, restriksiyon buffer1 ve saflastirilan DNA belirlenen
miktarlarda su ile karigtirllmistir ve 5 dakika boyunca 37°C’lik su banyosunda
inkiibe edilmistir. Bu islem sonunda DNA istenilen parcalara ayrilmistir. Ayni1 islem

pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektoriine de uygulanip kesim islemi gergeklestirilmistir.

5.2.1.4. Ligasyon

Restriksiyon islemi sonrasi kesilen pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektorii ve
DNA, uygun miktarlarda ligaz enzimi, ligasyon buffer1 ve su bir tiip icerisinde
karigtirilip 5 dakika boyunca 22°C’de inkiibe edilmistir. Bu islem sonunda ligasyon
gerceklesmistir.

5.2.1.5. Plazmid Uretimi ve Transformasyon

Bu boliimde oncelikle ligasyon isleminde elde edilen iirlinlerin 1s1l islemle
sok uygulama metodu kullanilarak bakteriye sokulmasi amaglanmistir. ilk olarak
E.coli Stb13 susundan 100puL alinarak 1.5ml’lik tiipiin i¢erisine konulmustur. Tiip bir
siire buzda bekletildikten sonra tiipiin icerisinde 50ng ligasyon {iriinii konulup 10
dakika daha buzda bekletilmistir. DNA ve E.coli igeren tiip 45 saniye boyunca
42°C’lik su banyosua konulmustur. E.coli hiicrelerine gelebilecek zarar1 azaltmak
amaciyla tlip 2 dakika boyunca tekrardan buza konulmustur. Tiip buzdan alindiktan
sonra igerisine 900uL antibiyotik igermeyen LB medyum konulup 1 saat boyunca
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu siire bittikten sonra tiipten 100 pL alinarak
plasmidlerin diren¢ sagladigi uygun antibiyotikleri igeren agar besiyerlerine ekilip
gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Cogaltilmig olan bakteriler bir

sonraki isleme kadar dondurulup stoklanmuistir.
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Sekil 5.1 Plazmid Uretimi ve Transformasyon

5.2.1.6. Koloni secimi ve dogrulamasi

Agar besiyerindeki plasmid iceren bakteri kolonilerinden en izole olanlardan
biri se¢ildikten sonra cogaltma islemi i¢in LB medyum igerisine konulup 1 gece
boyunca calkalayicida bekletilmistir. Cogaltma igslemi sonrasi bu karisim 10 dakika
boyunca 5500 rpm ile santrifiij edilmis, sonrasinda siipernatant kisim ¢ikarilip dipte
pelet olarak bulunan hiicreler 250 pL siispansiyon ¢ozeltisi ile slispanse edilmistir.
Stispanse islemi sonrasinda tiipe 250 pL Lizis ¢ozeltisi eklenip hafifce vortex islemi
uygulanmistir. Bu islemden sonra tiipe 350 pL nétralizasyon ¢ozeltisi eklenip hafifce
vortex islemi uygulandiktan sonra tiipler 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde
edilen siipernatant kisim i¢inde GeneSpin kolonu bulunan mikrosantrifiij tiipiine
eklenip 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi tiipteki sivi
bosaltilip, kolon tekrar tiipe yerlestirildikten sonra yikama eklenerek 60 saniye
boyunca santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir mikrosantrifiij tlipiine konulup 50 pL
elisyon buffer1 eklendikten sonra 2 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Tiipte

toplanan temizlenmis plasmid bir sonraki kullanim i¢in -20°C’de stoklanmustir.
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Son olarak temizlenmis olan plasmide restriksiyon islemi uygulanip %1°lik

agaroz jelde yiiriitiillerek istenilen DNA parcalar1 gézlemlenmistir.
5.2.2. Pseudoviriis Uretimi

5.2.2.1. Lentiviral vektorlerin iiretilmesi

Calismanin bu kismma HEK293T hiicreleri 8x10° yogunlukta olacak sekilde
15 mL DMEM, %10 FBS, %1 Glutamaks ve %1 penisilin-streptomisin iceren
besiyeri dolu T75 flasklara ekilip 20 saat boyunca, 37°C’de, %5 CO, igeren
inkiibasyon ortamma birakilmistir. inkiibasyon isleminin sonlarina dogru 1,3 pmol
psPAX2, 0,72 pmol pMD2.G ve 1,64 pmol transfer edilecek terapotik gen igeren
plasmid ve kalan kistm 500uLl’e tamalanacak sekilde serum igeren karigim
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim HEK293T ekilmis flasklara dikkatlice eklenip 18
saat boyunca 37°C’de, %5 CO, igeren inkiibasyon ortamina birakilmistir. 18 saatlik
inkiibasyon sonrast medyum 15ml’lik taze DMEM ile yenilenip 37°C’de, %5 CO,
iceren inkiibasyon ortamina birakilmistir. 48, 72, 96’nc1 saatlerde meydumlarin
toplanma ve yenilenme islemleri yapilmistir. Toplanmis olan meydumlar 10 dakika
boyunca 500 g ile santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant 0,45nM’lik PES
filtresi ile filtrelenip -80°C’de stoklanmustir.

5.2.3. Viral Transdiiksiyon

5.2.3.1. Gereken Viriis Miktarinin Hesaplanmasi
Genel hesaplama formiilii olarak asagidaki iki formiil kullanilmistir.

I.  Thtiya¢ Duyulan Viriis Miktar1 =

Ekilen Hiicre Sayisi x Enfekte Etme Orani

fhtiyag Duyulan Viriis Miktari
Viral Titre

II.  Ihtiyag Duyulan Viriis Microlitresi =
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5.2.3.2 Hiicre EKimi

Transdiiksiyon isleminde 1 giin 6nce 3,5x10" hiicre 500 uL meydum igerisine

ekilmistir. Hiicre yapismasindan sonra 1.5 mL ekstra medyum eklenmistir.

5.2.3.3 Transdiiksiyon

Uretilen lentiviriis ¢oziilerek buza konulmustur. Img/ml konsantrasyonunda
8uL polibren 957uL. meydum ile karistirilmistir. Yukaridaki hesaplamara gore
3,5x10* hiicre icin 35ul terapotik gen igeren lentiviriis uygun goriliip
polibren/meydum karisimina eklenmistir. Polibrenin son konsantrasyonu 8ulL/ml
olarak  ayarlanmistir.  Hiicrelerinin  ekildigi —meydum  bosaltilip  yerine
lentiviriis/polibren/medyum karisimi eklenmistir. Gece boyunca 37°C’de inkiibe
edildikten sonra lentiviriis/polibren/medyum karisimi bosaltilip yerine taze medyum
eklenmistir. Hiicre kiiltiirii bir sonraki islem olan goriintiime i¢in tekrardan 37°C’de

inkiibasyona birakilmaistir.
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6.ARASTIRMA BULGULARI

6.1. PCR Yontemiyle cDNA Kullanilarak Cogaltilmis MYDGF Geninin Jel
Goriintiisit

DNA Mass
(ng/5 pl)

Resim 6.1 PCR yontemiyle ¢ogaltilmis MYDGF geninin jel goriintiisii

MYDGEF geni PCR yontemi ile ¢ogaltilmis olup jel elektroforez yontemi ile
goriintiilenmesi yapilmistir. 580 baz ¢ifti biiyiikliiglindeki MYDF geninin jeldeki
goriintlisii, DNA markerinda 580 baz ciftinin bulundugu araliga denk gelmekte ve
MYDGTF geninin dogru bir sekilde ¢ogaltildigin1 gostermektedir.

6.2. Transformasyon Sonrasi Olusan Kolonilerin Se¢cimi ve Dogrulamasi

Resim 6.2 Transformasyon sonrasi olusan tiim koloniler ve igerlerinden segilenler

MYDGF geninin E.Coli’ye transformasyon islemi gergeklestirilmis olup,
diger kolonilerden izole olan koloniler segilmis ve jel elektroforez yontemi ile

dogrulamalar1 yapilmstir.
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6.3. Lentiviral Vektorlerin Uretilmesi

Resim 6.3 HEK293T hiicrelerinin lentiviral vektoriiniin olmadigi 1s1k mikroskopu

goruntiisu

Resim 6.4 HEK293T hiicrelerinin viriisi tirettigine dair 48 ve 72 saat

sonundaki hiicre goriintiileridir.

Resim 6.4, HEK293T hiicrelerinde virlis varligini ve bu hiicrelerin 48. ve 72.
saatlerdeki ekprese ettikleri yesil floresan proteini eksprese géstermektedir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Literatiirlerde yer alan kaynaklar incelendiginde, MYDGF geninin mutasyonu
sonucunda sagliklt bireylerde miyokardiyal enfarktiis ve hepatoselliiler kanser
olugma riski oldugu gosterilmektedir (104,107,108). MYDF ile yapilan adenoviriis
aracilt gen tedavisinin miyokard enfarktiisiinden sonra olusan enfarktiis boyutunu ve
sistolic disfonksiyon olusumunu azalttig1 gosterilmektedir (108). MYDGF genin ile
yapilan gen terapisi ¢alismalar1 oldukga azdir ve bu calismadaki lentiviral MYDGF

vektori liretimi ileride yapilacak gen terapisi ¢aligmalarina model olacaktir.

MYDGEF geninin aktarilmasi amacli yapilan bu ¢alismadaki lentiviral vektor
tiretimi, ¢ogaltilmast ve hiicre hattina aktarilmasindaki asamalar literatiirdeki viral

vektor iiretim protokollerine uygun olarak yapilmistir.

Bu caligmadaki modellemede iiretim, ¢ogaltma ve hiicre hattina aktarim

olmak tizere ii¢ hedef secilmistir.

HEDEF I: MYDGF geni ile iliski hastaliklara gen tedavisi olarak kullanilabilecek

lentiviral vektor tretimi

GERCEKLESME: Oncelikle SH-SYSY hiicre hattindan RNA izole edilmis ve bu
RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA, PCR metoduyla amplifiye
edilmis ve sonrasinda jel elektroforez yontemi kullanilarak MYDGF genine ait DNA
pargalart goriintiilenmistir (Sekil 6.1). Jelden bistiiri yardimiyla gikarilan MYDGF
geni restriksiyon enzimi ile kesilen vektorle ligasyon islemine sokulmustur. Ligasyon
isleminin iirlinii E.coli susu olan Stbl3’e transforme edildikten sonra ¢ogaltilip uygun
kolonilerin se¢imi yapilmistir (Sekil 6.2) Plasmid DNA ve paketleme plazmidlerinin

birlestirilmesi sonucunda lentiviral vektor liretimi gerceklesmistir (Sekil 6.3)
HEDEF II: Lentiviral vektori iiretilen MYDGF geninin ¢ogaltilmasi

GERCEKLESME: Uretilen lentiviral vektdriin ¢cogalma islemi 48’inci ve 72’nci

saatlerde goriintiilenmistir (6.4).
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HEDEF 111: Uretilen ve ¢ogaltilan lentiviral vektorler araciligiyla MYDGF geninin

hiicre hattina aktarilmasi

GERCEKLESME: Gerekli virlis miktar1 hesaplanip uygun sayida hiicre ekildikten
sonra MYDGF genini igeren izole edilmis hiicreler %10 FBS ve %1 PSA igeren
DMEM besiyeri igerisine ekimi yapilip 37°C’de %5 CO, inkiibe edilmistir.
Polibrenin son konsantrasyonu 8 pl/ml olarak ayarlandiktan sonra hiicrelerinin
ekildigi meydum bosaltilip yerine lentiviriis/polibren/medyum karisimi eklenmistir.
Gece boyunca 37°C’de inkiibe edildikten karisimin taze medyum degisimi yapilip

tekrardan inkiibasyona birakilmistir.

Bu tez calismasinda, MYDGF geni pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektorii ile
birlestirilip paketleme plazmidleri yardimiyla HEK293T hattina verilerek lentiviral
vektor liretimi gerceklestirilmis, bu lentiviral vektorler cogaltilmis ve hedef hiicreye
basariyla aktarilmistir. Bu ¢alisma MYDGF geni ile iliskili hastaliklara gen tedavisi

uygulanabilmesi i¢in lentiviral vektor kullanimi segenegini sunmaktadir.

44



8. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

Strachan T, Read AP. Human molecular genetics. Wiley-Liss, Newyork. 1999.
Gloves DJ, Lipps HJ. Towards safe non viral therapeutic gene expression in
humans. Nat Rev Genetics. 2005;6:299-310.

Somia N, Verma IM. Gene therapy: Trials and Tribulations. Nat Rev Genet.
2000;1(2):91-99.

Ponder KP. Vectors in gene therapy. In An introduction to molecular medicine
and gene therapy. Edited by Kresnia TF, John wiley & sons Inc, Newyork,
USA. 2000;77-112....

Cavazzana-Calvo M, Hacein-Bey S, Yates F, de Villartay J P, Le Deist F and
Fischer A. Gene therapy of severe combined immunodeficiencies. J Gene Med.
2001; 3: 201-206

Cavazzana-Calvo M, Hacein-Bey S, de Saint Basile G, Gross F, Yvon E,
Nusbaum P, Selz F, Hue C, Certain S, Casanova J L, Bousso P, Deist F L and
Fischer A. Gene therapy of human severe combined immunodeficiency
(SCID)-X1 disease. 2000; 288: 669-72.

Culver K. Gene Therapy—A Handbook for Physicians. Mary Ann Liebert,
Inc., New York. 1994; 78-86.

Cavazzana-Calvo M and Fischer A. Gene therapy for severe combined
munodeficiency: are we there yet? J Clin Invest. 2007; 117: 1456-65....
Rosenberg S A, Aebersold P, Cornetta K., Kasid A, Morgan R A, Moen R,
Karson E M, Lotze M T, Yang J C and Topalian S L. Gene transfer into
humans—immunotherapy of patients with advanced melanoma, using tumor-
infiltrating lymphocytes modified by retroviral gene transduction. N Engl J
Med, 1990; 323: 570-78.

Edelstein M L, Abedi M R, Wixon J and Edelstein R M. Gene therapy clinical
trials worldwide 1989-2004—an overview. J Gene Med. 2004; 6: 597-602.
McCormack MP, Rabbitts TH. Activation of the T-cell oncogene LMO?2 after
gene therapy for X-linked severe combined immunodeficiency. N Engl J Med
2004; 350: 913-922.

Kaiser J. Clinical trials. Gene transfer an unlikely contributor to patient's death.
Science 2007; 318: 1535.

45



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Smith RH. Adeno-associated virus integration: virus versus vector. Gene Ther
2008; 15: 817-822.

Bushman FD. Retroviral integration and human gene therapy. J Clin Invest
2007; 117: 2083-2086.

Gerrard AJ, Hudson DL, Brownlee GG, Watt FM. Towards gene therapy for
haemophilia B using primary human keratinocytes. Nat Genet 1993; 3: 180—
183.

Fenjves ES, Yao SN, Kurachi K, Taichman LB. Loss of expression of a
retrovirus-transduced gene in human keratinocytes. J Invest Dermatol 1996;
106: 576-578.

Sorrentino BP. Gene therapy to protect haematopoietic cells from cytotoxic
cancer drugs. Nature Rev Cancer 2002; 2: 431-41.

De Palma M, Mazzieri R, Politi LS, et al. Tumor-targeted interferon- delivery
by Tie2-expressing monocytes inhibits tumor growth and metastasis. Cancer
Cell 2008; 14: 299-311.

Biffi, A, Capotondo A, Fasano S, et al. Gene therapy of metachromatic
leukodystrophy reverses neurological damage and deficits in mice. J Clin
Invest 2006; 116: 3070-82.

Visigalli 1, Delai S, Politi LS, et al. Gene therapy augments the efficacy of
hematopoietic cell transplantation and fully corrects mucopolysaccharidosis
type | phenotype in the mouse model. Blood 2010; 116: 5130-9.

Ciceri F, Bonini C, Stanghellini MT, et al. Infusion of suicide-gene-engineered
donor lymphocytes after family haploidentical haemopoietic stem-cell
transplantation for leukaemia (the TKOOQ7 trial): a non-randomised phase I-11
study. Lancet Oncol 2009; 10: 489-500.

Kalos M, Levine BL, Porter DL, et al. T cells with chimeric antigen receptors
have potent antitumor effects and can establish memory in patients with
advanced leukemia. Sci Transl Med 2011, 3: 95ra73.

Porter DL, Levine BL, Kalos M, Bagg A, June CH. Chimeric antigen receptor-
modified T cells in chronic lymphoid leukemia. N Engl J Med 2011; 365: 725-
33.

46



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Qu D, Li J, Li Y, et al. Angiogenesis and osteogenesis enhanced by bFGF ex
vivo gene therapy for bone tissue engineering in reconstruction of calvarial
defects. J Biomed Mater Res A 2011; 96: 543-51.

Kerns HM, Ryu BY, Stirling BV, et al. B cell-specific lentiviral gene therapy
leads to sustained B-cell functional recovery in a murine model of X-linked
agammaglobulinemia. Blood 2010; 115: 2146-55.

Boztug K, Schmidt M, Schwarzer A, et al. Stem-cell gene therapy for the
Wiskott-Aldrich syndrome. N Engl J Med 2010;363: 1918-27.

Naldini L. Ex vivo gene transfer and correction for cell-based therapies. Nat
Rev Genet 2011; 12: 301-15.

Herrero, M. J., Sendra, L., Miguel, A., & Alifio, S. F. (2017). Physical Methods
of Gene Delivery. In Safety and Efficacy of Gene-Based Therapeutics for
Inherited Disorders (pp. 113-135). Springer, Cham.

Misra, S. (2013). Human gene therapy: a brief overview of the genetic
revolution. J Assoc Physicians India, 61(2), 127-133.

Wolff JA, Malone RW, Williams P, et al. Direct gene transfer into mouse
muscle in vivo. Science 1990;247:1465-68.

Wagner E, Curiel D, Cotton M. Delivery of drugs, proteins and genes using
transferring as a ligand for receptor-mediated endocytosis. Adv Drug Deliv
Rev 1994;14:113-135.

Curiel DT. Receptor-mediated gene delivery employing adenoviruspolylysine
DNA complexes. In Wolff JA (ed). Gene Therapeutics Methods and
Applications of Direct Gene Transfer, Birkhuauser Boston, Cambridge, Mass,
1994:99-117.

Pierce EA, Liu Q, lgouchera O, Dmarrudin R, Ma H, Diamond SL, et al.
Oligonucleotide-directed single base DNA alteration in Mouse embryonic stem
cells. Gene Therapy 2003;10:24-33.

Nayerossadat N, Maedeh T, Ali PA (2012) Viral and nonviral delivery systems
for gene delivery.Adv Biomed Resl: 27.

Wang W, Li W, Ma N, Steinhoff G. Non-viral gene delivery methods. Curr
Pharm Biotechnol. 2013;14(1):46-60.

47



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Al-Dosari MS, Gao X. Non viral gene delivery: Principle, limitations and
recent progress. AAPS J. 2009;11(4):671-81.

Kay MA. State-of-the-art gene-based therapies: the road ahead. Nat Rev Genet.
2011; 12(5):316-28.

Mingozzi F, High KA. Therapeutics in vivo gene transfer for genetic disease
using AAV: progress and challenges. Nat Rev Genet. 2011;12(5):341-55.
http://en.wikipedia.org/wiki/Alipogene_tiparvovec.

Midoux P, Pichon C, Yaounac JJ, Jaffres PA. Chemical vectors for gene
delivery; a current review on polymers, peptides and lipids containing histidine
or imidazole as nucleic acid carriers. Br J Pharmacol. 2009;157(2):166-78.
http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/ assessed on march
20th 2014.

Gardlik R, Palffy R, Hodosy J, Lukacs J, Turna J & Celec P. Vectors and
delivery systems in gene therapy. Med. Sci. Monit., 2005; 11(4): 110-121.

Par, T G, Jeong J H and Kim S W. Current status of polymeric gene delivery
systems. Adv Drug Del Rev. 2006; 58: 467-486.

Yoshino H, Hashizume K and Kobayashi E. Naked plasmid DNA transfer to
the porcine liver using rapid injection with large volume. Gene Ther. 2006; 13:
1696-1702.

H, Murakami T, Li HM, Back T, Kurosaka K and Suzuki Y. Hydrodynamics-
based gene delivery of naked DNA encoding fetal liver kinase-1 gene
effectively suppresses the growth of pre-existing tumors. Cancer Gene Ther.
2006; 13: 993-1001.

Cemazar M, Golzio M, Sersa G, Rols MP and Teissie J. Electrically-assisted
nucleic acids delivery to tissues in vivo: where do we stand? Curr Pharm Des.
2006; 12: 3817-3825.

Wolff JA and Budker V. The mechanism of naked DNA uptake and
expression. Adv Genet. 2005; 54: 3-20.

Jafari M, Soltani M, Naahidi S, Karunaratne DN and Chen P. Nonviral
approach for targeted nucleic acid delivery. Curr med chem. 2012; 19: 197-
208.

48



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Nabel EG and Nabel GJ. Direct gene transfer: basic studies and human
therapies. Thromb Haemost. 1993; 70: 202-203.

Sato A, Takagi M, Shimamoto A, Kawakami S and Hashida M. Small
interfering RNA delivery to the liver by intravenous administration of
galactosylated cationic liposomes in mice. Biomaterials. 2007; 28: 1434-1442.
Nguyen LT, Atobe K, Barichello JM, Ishida T and Kiwada H. Complex
formation with plasmid DNA increases the cytotoxicity of cationic liposomes.
Biol Pharm Bull. 2007; 30: 751-757.

Rolland A. Gene medicines: the end of the beginning? Adv Drug Deliv Rev.
2005; 57: 669-673.

Azzam T and Domb AJ. Current developments in gene transfection agents.
Curr Drug Deliv. 2004; 1: 165-193.

Chesnoy S, Durand D, Doucet J and Couarraze G. Structural parameters
involved in the permeation of propranolol HCI by iontophoresis and enhancers.
J Control Release. 1999; 58: 163-75.

Wolfert MA, Dash PR, Nazarova O, Oupicky D, Seymour LW and Smart S.
Polyelectrolyte vectors for gene delivery: influence of cationic polymer on
biophysical properties of complexes formed with DNA. Bioconjug Chem.
1999; 10: 993-1004.

Benns JM, Choi JS, Mahato RI, Park JS and Kim SW. pH-sensitive cationic
polymer gene delivery vehicle: N-Ac-poly(L-histidine)-graft-poly(L-lysine)
comb shaped polymer. Bioconjug Chem. 2000; 11: 637-645.

Fajac I, Allo JC, Souil E, Merten M, Pichon C and Figarella CI. Histidylated
polylysine as a synthetic vector for gene transfer into immortalized cystic
fibrosis airway surface and airway gland serous cells. J Gene Med. 2000; 2:
368-378.

Midoux P and Monsigny M. Efficient gene transfer by histidylated polylysine/
pDNA complexes. Bioconjug Chem. 1999; 10: 406-411.

Wolfert MA, Schacht EH, Toncheva V, Ulbrich K, Nazarova O and Seymour
LW. Characterization of vectors for gene therapy formed by self-assembly of
DNA with synthetic block co-polymers. Hum Gene Ther. 1996; 7: 2123-2133.

49



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Gene therapy. In Gene therapy —tools and potential application. 2013.
www.inthechopen.com [Assessed on March 31st 2014].

Herweiger H, Wolff JA.Progress and prospects: naked gene transfer and
therapy. Gene ther. 2003;10:453-58.

Li SD, Huang SL.Gene therapy progress and prospects; Decade strategy. Gene
Ther. 2006;13:1313-19.

Su CH, WU YJ, Wang HH, Yeh HI. Non viral gene therapy targeting
Cardiovascular system. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2012;303:H629-38.
Shirley S, Heller R, Heller L; Electroporation gene therapy. In Gene therapy of
cancer. 3rd edition. Edited by lattime EC, Gerson SL. Sandiego[USA].
Elsevier: 2013;93-106.

Newman CM, Bettinger T. Gene therapy progress and prospects: Ultrasound
for gene transfer. Gene ther. 2007;14(6): 465-75.

Li SD, Huang L. Non viral is superior to viral gene delivery. J Cont releae.
2007; 123[3]:181-83.

Dabson J. Gene therapy progress and prospects; magnetic nano particle based
gene delivery. Gene therapy. 2006;13:283-87.

Jones CH, Chen CK, Ravikrishnan A, Rane S, Pfeifer BA. Overcoming non
viral gene delivery barriers: perspective and future. Mol Pharm.
2013;10(11):4082-98.

Herweiger H, Wolff JA.Progress and prospects: Hydrodynamic gene delivery.
Gene ther. 2006;14:99-107.

Jin L, Zeng X, Liu M, Deng Y, He N. Current progress in gene delivery
technology based on chemical methods and nano carriers. Theranostics.
2014;4[3]:240-55.

Durai S, Mani M, Kandavelou K., Wu J, Porteus M.H, Chan-drasegaran S.
Nucleic Acids Res. 2009; 33: 5978-5990.

Peng Z. Current status of Meddicine in China: Recombinant Human agent for
treatment of Cancers. 2005; 16: 1016-1027.

Sibbald B. Death but one unintended consequence of gene therapy trial. CMAJ,
2001; 164: 1612.

50



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

AMT being able to produce AAV in adequate amounts (http://www.
ots.at/presseaussendung/OTE_20080526_OTE0002).

Walther W and Stein U. Viral vector for gene transfer: a review of their use in
the treatment of human disease. Drug. 2000; 60: 249-271.

Delenda, C (2004). Lentiviral vectors: optimization of packaging, transduction
and gene expression. J Gene Med 6 (suppl. 1): S125-S138.

Curran, MA, Kaiser, SM, Achacoso, PL and Nolan, GP (2000). Efficient
transduction of nondividing cells by optimized feline immunodeficiency virus
vectors. Mol Ther 1: 31-38.

Ramezani, A and Hawley, RG (2002). Overview of the HIV-1 lentiviral vector
system. Curr Protoc Mol Biol (Chapter 16: Unit 16.21).

Lu, X, Humeau, L, Slepushkin, V, Binder, G, Yu, Q, Slepushkina, T et al.
(2004). Safe two-plasmid production for the first clinical lentivirus vector that
achieves >99% transduction in primary cells using a one-step protocol. J Gene
Med 6: 963-973.

Rohll, JB, Mitrophanous, KA, Martin-Rendon, E, Ellard, FM, Radcliffe, PA,
Mazarakis, ND et al. (2002). Design, production, safety, evaluation, and
clinical applications of nonprimate lentiviral vectors. Methods Enzymol 346:
466-500.

Levine, BL, Humeau, LM, Boyer, J, MacGregor, RR, Rebello, T, Lu, X et al.
(2006). Gen transfer in humans using a conditionally replicating lentiviral
vector. Proc Natl Acad Sci USA 103: 17372-17377.

Dull, T, Zufferey, R, Kelly, M, Mandel, RJ, Nguyen, M, Trono, D et al. (1998)
third generation lentivirus vector with a conditional packaging system. J Virol
72: 8463-8471.

Gama-Norton, L, Botezatu, L, Herrmann, S, Schweizer, M, Alves, PM, Hauser,
H et al. (2011). Lentivirus production is influenced by SV40 large T-antigen
and chromosomal integration of the vector in HEK293 cells. Hum Gene Ther
22: 1269-1279.

Merten, OW, Charrier, S, Laroudie, N, Fauchille, S, Dugué, C, Jenny, C et al.
(2011). Large-scale manufacture and characterization of a lentiviral vector

51



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

produced for clinical ex vivo gene therapy application. Hum Gene Ther 22:
343-356.

Ausubel, LJ, Hall, C, Sharma, A, Shakeley, R, Lopez, P, Quezada, V et al.
(2012). Production of CGMP-grade lentiviral vectors. Bioprocess Int 10: 32—
43.

Smith, SL and Shioda, T (2009). Advantages of COS-1 monkey kidney
epithelial cells as packaging host for small-volume production of high-quality
recombinant lentiviruses. J Virol Methods 157: 47-54.

Marino, MP, Luce, MJ and Reiser, J (2003). Small- to large-scale production
of lentiviru vectors. Methods Mol Biol 229: 43-55.

Kutner, RH, Zhang, XY and Reiser, J (2009). Production, concentration and
titration of pseudotyped HIV-1-based lentiviral vectors. Nat Protoc 4: 495-505.
Patel, M, Wilcox, DA, Giddings, AM, McKay, TR, Olsen, JC (2004).
Modification of HEk 293 cell integrin expression profile allows convenient
large-scale roller bottle production of lentiviral vectors. Mol Ther 9:S33.
Marceau, N and Gasmi, M, Scalable lentiviral vector production system
compatible with industrial pharmaceutical applications, WO 2013076309 Al
(2013).

Witting, SR, Li, LH, Jasti, A, Allen, C, Cornetta, K, Brady, J et al. (2012).
Efficient large volume lentiviral vector production using flow electroporation.
Hum Gene Ther 23: 243-249.

Ansorge, S, Lanthier, S, Transfiguracion, J, Durocher, Y, Henry, O and
Kamen, A (2009). Development of a scalable process for high-yield lentiviral
vector production by transient transfection of HEK293 suspension cultures. J
Gene Med 11: 868-876.

Durocher, Y, Perret, S and Kamen, A (2002). High-level and high-throughput
recombinant protein production by transient transfection of suspension-
growing human 293-EBNAL1 cells. Nucleic Acids Res 30: EO9.

Tom, R, Bisson, L and Durocher, Y (2008). Transfection of HEK293-EBNAL1
cells in suspension with linear PEI for production of recombinant proteins.
CSH Protoc 2008: pdb.prot4977.

52



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Merten, O. W., Hebben, M., & Bovolenta, C. (2016). Production of lentiviral
vectors. Molecular Therapy-Methods & Clinical Development, 3, 16017.
Baekelandt, V., Eggermont, K., Michiels, M., et al. (2003). Optimized
lentiviral vector production and purification procedure prevents immune
response after transduction of mouse brain. Gene. Ther. 10, 1933-1940

Reeves, L., and Cornetta, K. (2000). Clinical retroviral vector production: step
filtration using clinically approved filters improves titers. Gene Ther. 7, 1993—
1998

Geraerts, M., Michiels, M., Baekelandt, V., et al. (2005). Upscaling of
lentiviral vector production by tangential flow filtration. J. Gene Med. 7, 1299—
1310.

Segura, M.M., Kamen, A., Trudel, P., et al. (2005). A novel purification
strategy for retrovirus gene therapy vectors using heparin affinity
chromatography. Biotech. Bioeng. 90, 391-404.

Rodrigues, T., Carvalho, A., Roldao, A., et al. (2006). Screening anion-
exchange chromatographic matrices for isolation of onco-retroviral vectors. J.
Chromatogr. B. Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 837, 59-68.

Schweizer, M., and Merten, O.W. (2010). Large-scale production means for
the manufacturing of lentiviral vectors. Curr. Gene Ther. 10, 474-486.
Slepushkin, V., Chang, N., Cohen, R., et al. (2003). Large-scale purification of
a lentiviral vector by size exclusion chromatography or Mustang Q ion
exchange capsule. BioProcess. J. 2, 89-95

Bortnov V, Annis DS, Fogerty FJ, Barretto KT, Turton KB, Mosher DF.
Myeloid-derived growth factor is a resident endoplasmic reticulum protein. J
Biol Chem. 2018 Aug 24;293(34):13166-13175.

Korf-Klingebiel, M., Reboll, M. R., Klede, S., Brod, T., Pich, A., Polten, F.,
Napp, L. C., Bauersachs, J., Ganser, A., Brinkmann, E., Reimann, I., Kempf,
T., Niessen, H. W., Mizrahi, J., Schonfeld, H. J., et al. (2015) Myeloidderived
growth factor (C190rf10) mediates cardiac repair following myocardial
infarction. Nat. Med. 21, 140-149

53



105.

106.

107.

108.

Weiler, T., Du, Q., Krokhin, O., Ens, W., Standing, K., EI-Gabalawy, H., and
Wilkins, J. A. (2007) The identification and characterization of a novel protein,
¢190rf10, in the synovium. Arthritis Res. Ther. 9, R30.

Weeraphan, C., Diskul-Na-Ayudthaya, P., Chiablaem, K., Khongmanee, A.,
Chokchaichamnankit, D., Subhasitanont, P., Svasti, J., and Srisomsap, C.
(2012) Effective enrichment of cholangiocarcinoma secretomes using the
hollow fiber bioreactor culture system. Talanta 99, 294-301.

Sunagozaka, H., Honda, M., Yamashita, T., Nishino, R., Takatori, H., Arai, K.,
Yamashita, T., Sakai, Y., and Kaneko, S. (2011) Identification of a secretory
protein c190rfl0 activated in hepatocellular carcinoma. Int. J. Cancer 129,
1576-1585.

Shinde AV., Frangogiannis NG. (2015) Mediators secreted by myeloid cells
may protect and repair the infarcted myocardium. Circulation
Research.117:10-12

54



9.0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Mustafa Can Soyadi Kiren
Dogum Yeri Zonguldak Dogum Tarihi 30.08.1990
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 69589146356
E mail m.cankiren@gmail.com | Telefon +90 555 345 0270
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Lisans Ihsan Dogramaci Bilkent
Universitesi/Fen Fakiiltesi/Molekiiler 2014
Biyoloji ve Genetik
Yiiksek Lisans TED Zonguldak Koleji Vakfi Ozel 2007
Lisesi
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire
Yerli Uzman OSYM 2018-Giincel
Yabanci Dilleri Okudugunu Konusma Yazma
Anlama
Ingilizce Cok iyi Cok Iyi Cok Iyi
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES 81.08 82.43 72.25
YDS 81.25



mailto:m.cankiren@gmail.com

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma Becerisi
Microsoft Office Programalari Cok lyi
Matlab Iyi
Java Iyi
Sertifikalar
Istanbul Medipol Deney Hayvanlari 2016
Universitesi Kullanim Sertifikas1

56




