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OZET

SHARAFI P. Olgun Yag Hiicrelerinin Rekombinant Protein Ifade
Kapasitelerinin Incelenmesi. Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2013. Olgun yag hiicreleri, ¢ok sayida
adipokin ve sitokin salgilayan, protein yapimi yoniinden zengin hiicrelerdir. Tez
kapsaminda, yag hiicrelerinin protein salgi mekanizmasimin rekombinant protein
ifadesi ve salgis1 amaciyla kullanim imkanlarinin arastirilmasi amaclanmistir. ilk
olarak, yag hiicrelerine 0zgii hiicre i¢i salgisal proteinlere ait 7 farkli adipokinin
sinyal dizilerinin salgi etkinligi bakimindan karsilagtirilmas:t yapilmigtir. Bu
karsilastirma, yesil floresan protein (GFP) bildirici geninin bu dncii sinyal dizilerinin
“N” terminaline fiizyon ile ekleyip hiicre i¢i ve disinda takibi ger¢eklesmistir.
Farklilagsmis, olgun yag hiicreleri G1 evresinde olup boliinmemektedir. Bu nedenle
aktarilan vektorlerin gen ifade siirecinin bdliinen hiicrelere gore daha kalic1 olmasi
beklenmektedir. Ancak, gen ifadesinin korumasi ve ifade siiresinin daha da
uzatabilmesi amaciyla hazirlanan vektorlere scaffold/matrix baglanma bolgesi
(S/IMAR) dizilerinin eklenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, Interferon beta (IFNp) ve
Apolipoprotein B (APOB) genlerinin S/MAR dizileri, hazirlanan vektore
yerlestirilerek bildirici gen ifadesi siirecinin takibi yapilmis olunup en uzun slre gen
ifadesi saglayan S/MAR dizisi karsilagtirmali olarak ortaya konmustur. Olgun yag
hiicrelerinde rekombinant gen ekspresyonu ve salgisin1  saglayan yaklasimin
etkinliginin dominant-negatif etkili miyostatin (MSTNdn) araciligi ile hiicre
kilturinde gosterilmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma sonucunda en etkin 6nci dizisi
olarak Retinol baglama proteini (RBP4) genine ait oncii dizisi seg¢ilmistir. SIMAR
dizileri arasinda bir fark gértinmemistir. Calismanin son basamaginda yukarida
siralanan deneysel yaklasimlarla belirlenen en uygun salgi sinyali (RBP4), SIMAR
dizisi ve. MSTNdn igeren vektér omurgasinin etkinliginin gosterilebilmesi amaciyla

olgun yag hiicrelerince salgisi saglanarak etkinligi in vitro deneylerle gosterilmistir.

Anahtar kelime: Yag dokusu, Rekombinant protein ifadesi, Protein miihendisligi,

viral olmayan gen transferi.
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ABSTRACT

SHARAFI, P. Investigation of Recombinant Protein Expression Capacity Of
Mature Adipocytes. Hacettepe University Institute Of Health Sciences, PhD.
Thesis in Medical Biology, Ankara, 2013. This study postulates that the
extracellular transport of the secretory proteins of the adipocytes (adipokines) can be
utilized to achieve recombinant protein expression. Adipokines are exported outside
of the adipocytes by the help of leader sequences which deduce the extracellular
export traffic. It is aimed to achieve the expression of a recombinant protein
extracellularly by using the leader sequences of the 7 selected adipokines. This
approach will aid in production and extracellular secretion of the protein of interest
by mature adipocytes. The efficiency and intracellular- extracellular follow-up of
these export signals will be done by fusing these export signals to N- terminal of
Green Fluorescence Protein (GFP). The S/IMAR sequences increase the episomal
persistence of the transgenic vector where it is located to and prolong its expression
in mammalian cells. In this study, it is aimed to use this property of S/MAR
sequences by adding it to the vector construct to increase the episomal expression of
the transgenes in mature adipocytes (non-dividing cells). It is proposed to compare
the efficacy of two different S/IMARs in this study, the S/IMAR sequences of
Apolipoprotein B (APO-B) and Interferon B (IFN-B) genes. The efficiency of this
designed recombinant gene expression construct will be shown by expressing the
dominant-negative form of myostatin (MSTNdn), as a model of gene of interest, in
adipocytes and observing its effect on myoblast cells. As a result of this study, export
signal of Retinol Binding Protein (RBP4) has been selected as the most efficient
export signal. No differences have been observed between the selected SIMAR
sequences. At the end of this study, the in vitro efficiency of the designed vector
construct containing selected export signal (RBP4), SIMAR sequences, and MSTNdn
was shown by implementing the secretion of this model recombinant protein from

the transfected mature adipocytes.

Key words: Fat tissues, Recombinant protein expression, Protein engineering, Non-

viral gene transfer.
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1. GIRIS

Yag dokusu insan viicudunda en yaygin olarak bulunan yapidir (Viicut
kltlesinin %20-25’i). On yil Oncesine kadar yag hiicreleri daha ¢ok depo islevi
goren statik hiicreler olarak kabul gérmiistiir. Son yillarda yag dokusu ile ilgili
bilgiler, sanilanin aksine yag hiicrelerinin dinamik metabolik ve salgisal 6zellikleri
oldugunu ortaya koymustur. Eriskin insan viicudunda enerji beyaz yag dokusu olarak
adlandirilan hiicreler, temelde enerji deposu olarak islev gormektedir. Yag hiicreleri
uygun uyaranlara hizla cevap vererek, adipokin adi verilen, protein yapida
hormonlar1 ve sitokin olarak bilinen bagisiklik sistemini diizenleyen sinyal
molekdllerini tretebilmekte ve salgilamaktadir. Bu sinyal molekiilleri araciligi ile
yag hiicreleri temel metabolik aktiviteyi etkileyerek, viicudun enerji metabolizmasi,
yeme istegi, enerji kullanimi ve bagisiklik sistemini diizenleyebilmektedir. Bu
stirecte yag hiicreleri, yogun olarak memeli hiicrelerine 6zgiil salgisal peptid
yolaklarimi kullanir. Klasik salgisal peptid yolaklarinin hiicresel temelleri guntimuzde
1yl anlagilmistir. Bir salgisal proteinin salgi yolagina dogru tagimasi gereken dizi ve
yap1 Ozellikleri 1yi bilinmektedir. Bu bilgiler 15181nda, salg1 yolaklarinin kullanimi ile
arzu edilen bir proteinin yag hiicreleri tarafindan sentezlenmesi teorik olarak
mumkiindiir. Salgisal yolaga ait 6zgiil dizilerle yapimi arzu edilen proteinin
rekombinant DNA teknolojisi kullanimi ile bir araya getirilmesi miimkiindjir.

Rekombinant DNA teknolojisi 1980’lerin basinda uygulamaya konulan bir
biyoteknoloji kavramidir. Cesitli genlerin {izerinde yapilan degisiklikler sonucunda,
dogaldan farkli protein {irlinleri gelistirerek gen miihendisligi uygulamalarim
tanimlar. Burada amag, gen dizileri iizerinde degisiklikler olusturarak bu genlerin
kodladig1 proteinlerin daha dayanikli hale getirilmeleri, yikimlarimin engellenmesi,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozelliklerinin degistirilmesidir. Uygulamalari
arasinda, rekombinant enzim Gretimi ve saflastirilmasi, aragtirma amacli rekombinant
protein Uretimi ve saflagtirilmasi, as1 gelistirme amaci ile immiin cevap olusturacak
peptid epitoplarinin  iretimi, {iretim sanayinde kullanilmak Uzere endustriyel
enzimlerin eldesi sayilabilir. Glinlimiiz niikleik asit teknolojisi uygulamalari ile dogal
gen dizileri lizerinde yapilan degisikliklerle gen iirlinii proteinlerin hiicre trafiginin

yonlendirilmesi ve salgisal 6zellik kazandirilmasii da miimkiin hale getirebilir. Bu



2

amagla hazirlanan sentetik gen parcasinin hedef hiicre veya organizmaya uygun
sartlarda aktarimi gerekmektedir. Bu isleme gen transferi ad1 verilir.

Memeli hiicrelerine gen transferi iki farkli sekilde uygulanmaktadir.
Bunlardan birincisi, transfer edilen genetik elemanlarin (transgen) memeli hiicre
genomuna katilimi ile gen ifadesinin siirekliliginin ve kaliciliginin saglandig
durumdur. Bu duruma kalict gen nakli adi verilir. Ancak bu yaklasim cesitli
biyogiivenlik riskleri tasimaktadir (1) . Bu risklerin basinda transgenin hiicre
genomunda mutasyonlara (hatta kanserlesmeye) neden olmasi yer almakla birlikte,
entegre olan genin ifadesinin zaman i¢inde ortadan kalkmasi da miimkiindiir. Diger
bir yontem ise transfer edilen genin genoma katilmadan hiicre ¢ekirdeginde aktif
olarak kalmasi temeline dayanir (epizomal). Ancak, her hiicre boliinmesi ile birlikte
transgen kaybi da ortaya c¢ikabilmektedir. Boliinmeyen hiicrelerde transgen daha
stabil olarak kalmakla birlikte, yine de zamanla ortadan kalkmaktadir. Bu sorunun
olas1 bir ¢oziimii, transfer edilen genetik elemanlarin ¢ekirdek ici yapisal proteinlere
(scaffold/matrix) baglanmasini saglamaktir (2) .

Memeli gen dizileri icinde adenin ve timinden zengin S/MAR dizileri
tanimlanmistir. Giliniimiizde genom bilimin temel kavramlarma “bir gen — bir
S/MAR” goriisii eklenmistir (2) . Literatiirde en iyi tanimlanmis S/MAR dizileri
icinde apolipoprotein B (APOB) ve interferon beta (IFNS) genlerine ait diziler yer
almaktadir. Bu amagla memeli hiicresine aktarilan bir transgenin dmriiniin uzatilmasi
icin, rekombinant DNA teknolojisi kullanimi ile hazirlanan yapilarin igine scaffold /
matriks baglanma dizilerinin (S/MAR) ilave edilmesi miimkiindiir.

Olgun yag hiicrelerinin protein iiretim ve salglt islevinin etkinliginin
gosterilebilmesi i¢in hazirlanmas1 gereken DNA yapisinin yukarida siralanan
Ozellikleri icermesi gereklidir. Bu niteliklerin yaninda in vitro ve in vivo sartlarda
islevsel takibi miimkiin olan bir aday proteine de ihtiyag¢ vardir.

In vitro ortamda olgun yag hiicresi eldesi ve bu hiicrelerle ¢alismanm bazi
teknik giicliikleri ve sinirlar1 vardir. Olgun yag hiicreleri kisa donem caligmalarda
siklikla in vitro organ kiiltiirii veya organotipik kiiltiir olarak bilinen yag biyopsisinin
hiicre kiiltiirii ortaminda yasatilmas1 yontemi kullanilmaktadir. En ideal hicre kulttrd
kosullarinda dahi bu hiicrelerin iki haftadan daha uzun siire yasatilmalar1 miimkiin

degildir. Bu nedenle uzun siireli gozlemler i¢in bu yaklasim uygun degildir. Diger
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yonden, olgun yag dokusundan izole edilen yag onciilii hiicreler uzun siireli kiiltiire
edilebilir ve istenildiginde olgun yag hiicreleri olarak farklilastirilabilir (3) . Bu
farklilagsmay1 indiiklemek i¢in gesitli yontemler tanimlanmistir (4) . Bu tez ¢alismasi
kapsaminda yapilan calismalarda, sigan interskapular yag dokusundan elde edilen
primer adiposit oncull hicreler (preadiposit) ve 3T3-L1 adiposit 6nciilii hiicre hatti
kullanilmistir ve in vitro kosullarda farklilastirilmasi ile olusturulan olgun yag
hiicreleri kullanilacaktir (5) .

Miyostatin  TGF-g protein ailesinin bir (yesi olup, memelilerde kas
gelisiminin bir inhibitoridir (6) . Kas dokusundan salgilanan miyostatin peptidi,
hiicre diginda proteolitik kesime ugrayarak aktif hale gecer. Bu peptid, dimer
olusturarak kas dokusunda yer alan aktivin tip 2 reseptorlerine baglanarak kas
gelisimini (hipertrofi ve hiperplazi) durdurmaktadir. Diger yonden, miyostatin
propeptidi lizerinde yer alan proteolitik kesim bdlgesinin mutasyona ugratilmasi
sonucunda, dimerizasyon saglayan ancak aktivin tip 2 reseptdriine baglanamayan
dominant-negatif etkili bir rekombinant miyostatin izoformu olusturulabilmektedir
(7) . Bu yapay peptid, miyostatin’in kas gelisimini durdurucu etkisini ortadan
kaldirabilmesi nedeni ile yag hiicrelerinin salgi yolag: tarafindan iiretilmek iizere iyi
bir aday protein 6zellikleri tasimaktadir. Dominant negatif etkinin, in vitro sartlarda
etkinliginin gosterilmesi ve takibi mimkdindr.

Bu caligmanin amaci yag hiicrelerinin protein iiretim ve salgi mekanizmasini
kullanmak iizere rekombinant DNA teknolojisi yaklagimi ile hazirlanan tasarimlarla;
en etkin salgisal islevi gosteren yaklagimin segilerek, en uzun siireli gen ifade
yonteminin karsilastirilmast ve bunun sonucunda seg¢ilen en uygun yaklasim ile bir

protein iiretim modelinin etkinliginin gosterilmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yag Dokusu ve Ozellikleri

Yag dokusu insan viicudunda temelde iki farkli yerlesimde bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi, cilt altt dokusu olup, yag hiicrelerinin en yaygin bulundugu ve
en kolay erisilebilir hiicre kaynagidir. Cilt alt1 yag dokusunda yag hiicreleri yogun bir
stromal destege sahiptir ve bu stromayi olusturan bag dokusu hiicreleri de gereginde
cogalarak yeni yag hiicrelerine farklilasabilmektedir. Cilt alti yag dokusu stromasi
icinde bu bag dokusu hiicrelerinin yan1 sira yaygin bir kilcal damar ag1 da bulunur.
Bu kilcal damar ag1 yag dokusunun siirekli olarak kanlanmasini saglar ve yag
hiicrelerine hem efferent hem de afferent amaglarla destek olur. Insan viicudunda yer
alan ikinci onemli yag dokusu ise periton i¢i ve g¢evresinde bulunan karin ici yag
dokusudur. Cilt alt1 yag dokusundan daha farkli 6zelliklere sahip olan karin i¢i yag
dokusu daha statik durumda olup ilerleyen yasla birlikte kiitlesinde artis gozlenir.
Cilt altt ve karm i¢i yag dokusu temelde beyaz yag dokusu olarak isimlendirilir.
Erigkin insan viicudunda varlig tartismali olan bir diger yag dokusu ise kahverengi
yag dokusudur. Bu doku daha ¢ok yenidogan bebeklerde bas, boyun ¢evresi, sirt ve
gogiis bolgelerinde bulunur. Kahve rengi yag dokusunun en Onemli 6zelligi
mitokondriden zengin olusu ve “uncoupling” proteinleri yardimi ile 1s1
olusturmasidir. Bu doku, kemirgenlerin viicudunda bélgede, interskapular bélgede
beyaz yag dokusu ile birlikte yasam boyu yer alir. Kahverengi yag dokusu kdken

olarak kas dokusu ile benzerlikler gosterir ve beyaz yag dokusuna doniisebilir (8) .
2.1.1. Yag Dokusunun Farkhlasmasi

Adipositlerde farklilasma programu iki farkli temel mekanizma ile tetiklenir.
Bunlardan birincisi olan hticre ici yolak C/EBP ve C/EBPS transkripsiyon faktorleri
aracilig ile tetiklenir. Bu iki faktor, ikinci basamakta yer alan PPARy ve C/EBP o’ y1
indiikler. Bu ikinci basamak, yag farklilasma programima o6zgii biyokimyasal
fenotipin kazanimdan sorumlu tiim genlerin transkripsiyonundan sorumludur (Sekil
2.1.). Yag farklilasma programini baslatan ikinci yolak ise hiicre dis1 yolak olarak
adlandirilir. Hiicre dist uyaranlar araciligi ile indiiklenen SREBP-1 yukarida siralanan

ikinci basamak transkripsiyon faktorleri olan PPARy ve C/EBP «’y1 indiikler (9) .
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Sekil 2.1. Yag hiicresi farklilagsma yolaginda yer alan transkripsiyon faktorleri.

2.1.2. Yag Dokusunun Salgisal Ozellikleri

Insan viicudunda son on yila kadar yag dokusunun fazla kalori alimina bagl
yag depolayan ve temelde “depo” islevi goren pasif bir doku tipi olduguna
inanilirken 6zellikle son yillarda yapilan calismalarla yag dokusunun ¢ok &nemli
aktif metabolik gorevleri oldugu ortaya konmustur. Yag dokusunun o6zellikeri
arasinda bu tez ¢aligmasi agisindan en 6nemli yonu, yag dokusunun ¢ok giicll bir
endokrin salgi organi olarak da islev gormesidir. Yag dokusu uygun kosullarda ve
gereginde sayisiz sitokin, endokrin ve parakrin mediyator ve proteini isleyerek hizla
hiicre disina (dolasima) salgilayabilmektedir (Sekil 2.2.). Bu 6zelliginden dolay1 yag

dokusu tarafindan salgilanan bu peptid grubuna “adipokinler” adi verilmistir (10) .
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Sekil 2.2. Olgun yag hiicresi, viicudun fizyolojik durumuna bagli olarak sayisiz

adipokinleri salgilar.

Beyaz yag dokusu tarafindan salinan ve bu tez ¢alismasi kapsaminda yer alan

adipokin ve benzeri salgisal proteinler ve iglevleri asagida 6zetlenmistir.

Leptin: Gida alim1 sonrasinda karacigerden salgilanan yag asitlerine cevaben
beyaz yag dokusundan salinan leptin, hipotalamusta yer alan doyma merkezini
uyararak yemek yeme istegini baskilayan 16 kDa agirliginda bir peptid hormondur
(11) .

Apolipoprotein E (ApoE): Baslica karaciger ve yag dokusu tarafindan
sentezlenen (beyin, bobrek ve dalakta da bulunur) trigliseridden zengin
silomikronlarin yilizeyinde yer alan bir yapisal proteindir. Bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinden vitamin E metabolizmasina kadar sayisiz islevde yer almakla
birlikte kolesterol metabolizmasinda da 6nemli rol alir (12) .

Adiponektin  (AdipoQ): Glukoz ve yag asidi metabolizmasinin
diizenlenmesinden sorumlu bir adipokindir. Ozgil olarak yag dokusundan salgilanir
ve hedef organi olan karaciger ve diger periferik dokular iizerinde etki eder. Yag
dokusunda en fazla bulunan ve salgilanan protein olarak da tanimlanmistir (13) .

Plazminojen aktivator inhibitori-1 (PAI-1): Doku plazminojen aktivatoru (tPa)
ve urokinaz’in (uPa) 6zgul inhibitori olan PAI-1, olusmus olan kan pihtilarinin
pargalanmasi islemini dizenler. Temelde endotel tarafindan yapilmakla birlikte

beyaz yag dokusu tarafindan da siirekli bir bazal yapimi s6z konusudur (14) .
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Retinol baglama proteini-4 (RBP-4): Adipositler tarafindan salgilanan ve
retinoik asitin transportundan sorumlu lipokalin ailesi iiyesi tasiyict 6zellikte bir
proteindir (15) .

Adipsin: Alternatif kompleman aktivasyon yolaginin bir bileseni olan adipsin,
tripsin peptidaz ailesi Uyesi bir proteindir. Beyaz yag dokusundan yiiksek miktarda
sentezlenerek salgilanir. Yag dokusunun bagisiklik sistemi ile olan yakin iliskisinin
onemli kanitlarindan biridir (16) .

Yag dokusunun salgisal 6zelligini daha da 6nemli kilan bagka bir niteligi ise,
bu hiicrelerin farklilagsma siirecini tamamlamalar1 halinde yillar boyu kendilerini
idame etmeleridir. Bagka bir ifadeyle, faklilasmis yag hiicreleri hi¢ bir zaman eski
haline geri donmez (17) . Bu nedenle adipokinlerin sentezi ve salinimi bu hiicrelerde

yasam boyu devam eden bir islevdir.
2.1.3. Yag Dokusu ile Calisma Teknikleri ve Sinirlari

Obesite ve insiiliin direnci gibi hastaliklar yag dokusu ve metabolizmasi ile
yakindan iligkili yaygin saglik sorunlaridir. Bu nedenle, yag hiicrelerini konu alan
caligmalar siklikla yag dokusu biyokimyasi ve gelisimini sorgulamaktadir. Olgun
adiposit huicreleri ile in vitro ortamda ¢alismanin giicliikleri ve smirlar1 vardir. Tk
olarak, olgun yag hiicreleri proteolitik enzimlerle muameleye dayaniksiz olmalari
nedeni ile canli dokudan ¢ikartilarak kiiltiire edilemezler (18) . Dayaniksiz fiziksel
Ozellikleri nedeni ile mekanik ayristirma uygulamalarinin kullanimi da mumkdin
degildir. Olgun yag hiicreleri ile ¢alismanin pratik yollarindan biri in vitro organ
kiiltiirti veya organotipik kiiltiir olarak bilinen yag biyopsisinin hiicre kiiltiirii
ortaminda yasatilmasidir. Bu kosullarda yag biyopsisinin yiizeyinde yer alan
hlcrelerin manipulasyonu ve goézlenmesi mimkin olabilmektedir ve iyi hicre
kiiltiirti kosullarinda iki haftadan daha uzun siire gozlenebilmeleri miimkiin degildir
(5) . Diger yonden, in vivo yag dokusundan izole edilen yag onciilii hiicreler in vitro
sartlarda kiiltiire edilebilir ve istenildiginde olgun adipositler olarak farklilastirilabilir
(19) . Bu farklilasmayi indiiklemek i¢in ¢esitli yontemler tanimlanmistir (4) . Bu tez
calismasi kapsaminda, yag onciilii hiicreler sigan interskapular yag dokusundan izole
edilmis ve in vitro kosullarda farklilastirilarak olgun adiposit hiicreleri elde edilmistir

(5) . In vitro kosullarda farklilastirilan yag hiicreleri dokuda bulunan stromal yapi
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desteginin bulunmamasi nedeni ile hiicreler kirtllgan ve dis etkilere agik durumdadir.
Bu durumdan dolaytr hiicrelerin idamesini giiclestirmektedir. Bu tanimlanan
problemin diginda in vitro ortamda farklilastirilan yag hiicreleri ile ilgili bir diger
o6nemli sorun daha vardir. Olgun adipositlerin hiicre kaltirinden alinip basgka bir
islem i¢in farkli bir ortama tasinmasi miimkiin degildir. Bunun nedenlerinin basinda,
olgun adipositlerin proteaz enzimleri ile muamele edilememesi yer almaktadir.
Tripsin veya benzeri enzimlerle muamelesi ile olgun yag hiicreleri hizla 6lmektedir
(20) . Bu her iki problemin de asilabilmesi i¢in uygulanabilecek bir yaklasim, yag
hicrelerinin  tasmabilir, biyouyumlu  scaffold matriks  yapilart  iginde
olgunlastirilmasidir.

Scaffold  matriks  yapilari, Poli-Laktik-ko-Glukonik ~ Asit  (PLGA)
polimerinden Uretilebilmektedir. Laktik asit ve glukonik asit bilesenlerinin farkli
oranlarda karisimlari ile elde edilen ve yikim siiresi ayarlanabilen kati yapida
polimerik materyallerdir. Cesitli polimer hazirlama teknikleri ile istenilen por ¢apina
sahip yapilar olusturulabilecegi gibi uzun donemde suda ¢6ziinebilen yapilar, laktik
asit ve glukonik asit gibi iki biyouyumlu bilesige yikilmaktadir. Yag hiicrelerine
mekanik destek saglamak bakimindan dayanikli ve kat1 yapida olmasi nedeni ile in
vitro ¢alismalarda tercih edilmistir (5, 21) .

Primer yag dokusundan hiicre izolasyonunun 6nemli sorunlarindan bir digeri
de, bu dokunun yag hiicrelerinden baska diger hiicre tiplerini de zengin oranda
barindirmasidir. Yag dokusunda yag oncull hiicreler ile birlikte fibroblast, vaskuler
endotel hiicreleri, ve makrofajlar gibi ¢esitli bagisiklik sistemine ait hucreler bulunur
(22, 23) . Hicre Kkiltiri sartlarinda yag oOnciilii hiicreleri diger hiicrelerden
arindirmak pratik olarak miimkiin degildir. Izole edilen yag onciilii hiicrelerin saf
olmamalar1 hiicre kiiltiiriinde yapilan calisma sonuglarini, 6zellikle gen transferi
verimliligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu sorunun akilci ¢6ztmlerinden
biri de, hiicre hatlarinin kullanimidir. Primer yag hiicrelerinin tim 6zelliklerini en iyi

modelleyen ve en yaygin kullanilan hiicre hatlarindan biri 3T3-L1 hiicre hattidir.



3T3-L1 Hiicre Hattimin Ozellikleri

3T3-L1 hiicre hatt1 (Swiss Mouse embryonic fibroblast - adipose like cell line)
1963’te bir embriyonik fibroblast hiicre hatt1 olan 3T3 hiicre hattindan elde edilmistir
(24) . 3T3-L1 hicrelerin morfolojisi fibroblast hiicrelerine benzerlik gostermekte ve
uygun sartlar altinda farklastirilip yag hiicrelerine doniismektedirler, bu nedenden
dolay1r adipogenez caligmalarinda yaygin olarak kullanilan standart bir hiicre
modelidir. Farklasma siirecinde yiliksek insulin reseptoru ifadesi gostermelerinden

dolay1 diyabet ve obesite ¢alismalarinda da tercih edilen hicrelerdir (25) .

2.2. Biyolojik Sistemlerde Protein Salgi Mekanizmalar:

Okaryotik hticreler temelde iki farkli protein salg1 yolagini kullanmaktadir;

1. Klasik salg1 yolag: (endoplazmik retikulum — golgi yolagi)

2. Klasik olmayan salg1 yolaklari

Enzimler ve hormonlar gibi salgisal peptidlerin ¢ogu, klatrin ile kaplanmig
vezikdller icinde hiicre zarina yoneltilerek salgilanir. Bu klasik salgi yolagidir. Hiicre
disinda ozgiil islevleri olan sinirli sayida 6zel proteinler, endoplazmik retikulum
(ER)- golgi yolagini kullanmadan ve proteolitik degisime ugramadan klasik olmayan
salg1 yolaklart ile hiicre disina salgilanabilmektedir (26, 27) .

2.2.1. Okaryotik Klasik Salg1 Yolag

Hiicre i¢inde sentezine baglanan salgisal proteinlerin ¢ogu, klasik salgi yolagi
ile hiicre disina salinir. Bu salgisal islem oOzellikle memeli viicudunda karaciger,
pankreas ve yag dokusu gibi salgi yapma giicli yiiksek ekzokrin dokularin
hlcrelerinde énemli bir hiicresel aktivitedir (28) .

DNA Uzerinde yer alan genetik kodun kalip olarak kullanilmasi ile birlikte
yeni protein dizisine ait sifre mRNA molekiiliine aktarilir. Yeni sentezlenen mRNA
molekiiliiniin ¢ekirdegi terkederek sitoplazmaya ¢ikmasi ile birlikte protein sentezi
sitoplazmada baglar. Ribozomlarda mRNA molekiilii iizerinde yer alan genetik sifre
5’ ucundan 3’ ucuna dogru okunur ve karsilik gelen amino asitler N ucundan C

ucuna dogru dizilmeye baglanir. Yeni bir protein sentezinin ilk sentezlenen kismi
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amino ucu yani N terminalidir. Salgisal proteinlerde, bu N terminalinde yer alan
protein zincirinin 6ncii kismi, yeni sentezlenen proteinin hiicre i¢inde yerlesim yerini
belirleyen bir “6ncl dizi” igerir. Literatlirde “6ncl dizi”, sinyal dizi, sinyal peptid,
lider dizi gibi baska adlarla da anmilmaktadir. “Oncii dizi” bir sinyal gorevi gorerek
yeni sentezlenmekte olan proteinin gerekli hiicre i¢i kompartmanina yonlenmesine
aracilik eder. Oncii dizi ve ozellikleri 2.2.3 kisminda detaylandirilmistir. Bir 6ncl
dizi tasimayan proteinler, hiicrenin iginde, genellikle sitoplazmada kalir. Bir
proteinin N terminalinde yer alan “6nci dizi”, amino asit igerigine ve 6zelliklerine
gore hiicre tarafindan sentezlendikten sonra salgilanmasina aracilik eder (29) .

Oncii dizi tasiyan salgisal proteinler ribozomlarda sentezlenirken sinyal
tamima partikiilii (Signal recognition particle - SRP) adi verilen araci proteinler
tarafindan taninarak ER’a tasiir. ER, {lizerinde SRP 6zgiil reseptoriine baglanarak
salgisal proteinin sentezinin ER ltmeninin igine dogru devam etmesi saglanir. ER
liimeni i¢inde yer alan BIP saperonu, salgisal proteinin dogru katlanmasina aracilik
eder. Protein sentezinin sonlanmasi ile birlikte lider dizi sinyal peptidaz adi verilen
bir enzim tarafindan kesilir. Yeni sentezlenen salgisal proteinin, bir kanallar agi
yapisinda olan ER limenine diismesi saglanir (28) .

ER iginde tasinan salgisal protein golgi kompleksine aktarilir. Golgi
organelinde klatrin kapli vezikiillere paketlenen salgisal proteinler bu vezikillerin
hiicre zarina kaynamasi ile hiicre disina salgilanir (30) . Bu hiicresel isleve “klasik

salgi yolag1” ad1 verilir. Asagida Sekil 2.3.’te klasik salg1 yolagi sematize edilmistir.
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Sekil 2.3. Klasik salg1 yolagi ve hiicre i¢i trafigi.

2.2.2. Okaryotik Klasik Olmayan Salg1 Yolag

Klasik olmayan salg1 yolaklari ile salgindig1 gésterilmis proteinler arasinda,
sitokinler, blyime faktorleri, hiicre proliferasyonu, angiogenez, faklilasma ve
enflamasyon gibi fizyolojik olaylarda rol alan molekiiller siralanabilir (26) . Klasik
olmayan salg:1 yolaklar ile salgman proteinler iki alt sinifta gruplandirilabilir. Tk
olarak, baslica hiicre dis1 alanda fonksiyon gdsteren faktdrler yer alir. interlukin la
ve 1B bu smifta yer alir (31, 32) . Ikinci siniftaki proteinler sitoplazmada veya
cekirdekte yerlesim gosterir. Ancak, hiicre disindan gelen belirli bir uyar1 varliginda,
hiicre igerisinde sahip olduklari iglevden farki bir goreve aracilik etmek iizere hiicre
disina salgilanirlar (33) .

Literaturde, klasik olmayan salgi yolaklarinda sentezlenen proteinlerin dért
temel mekanizma ile hiicre digina salgilandiklari tartisilmistir. Bu yolaklar; lizozomal
salgi (34,35) , plazma membrani tasiyicilar: (36) , ekzozomlar (vesicular export), ve

ekzo-vezikiiller (tomurcuklanma) olarak adlandirimistir (33, 37) .
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2.2.3. Klasik Salg1 Yolaginda Oncui Dizi ve Ozellikleri

Hiicre i¢inde protein transportu konusundaki caligmalar1 ile 1999 yilinda
Nobel 6duli alan Glnter Blobel ve David Sabatini’nin hipotezine gore, bu 6nci
dizilerinde bulunan amino asit dizisi, sentezlenen proteinlerin hiicre zarina
hedeflenmeleri igin gereken bilgiyi tagimaktadirlar (38,39) . Giiniimiizde salgisal
proteinlerin N-terminalinde bulunan lider dizileri detayli karakterize edilmistir (40) .

Onci dizi, proteinlerin hedeflenmeleri ve hiicre ici salg1 sistemi boyunca
translokasyonunu duzenlemektedir (41) . Salgisal proteinlerin 6ncl dizilerinin amino
asit dizileri ve uzunluklar1 birbirlerinden farklidir. Ancak, tim sinyal peptidlerin
degismez ortak Ozellikleri vardir; sinyal peptidler genellikle 20-30 amino asitten
olusmaktadir. Bu dizi icinde 3 6nemli bélge (domain) bulunur. N-terminal kismi
genelde, metiyonin amino asidini takip eden, pozitif yukli amino asitler dizisinden
olusmaktadir. Bu bolgeyi takiben 7-13 hidrofobik amino asitten olusan H-bolgesi
(H-domain) yer almaktadir. H-bolgesi, 16sin, alanin ve valinden zengin bir bolgedir
ve bu nedenle alfa-heliks yapisi olusturma egilimindedir. En son kisim olan C-
bolgesi (C-domain), sinyal peptidazlar tarafindan taninarak kesilmektedir. Bu bélge
baslica alanin ve prolin olmak tzere polar amino asitlerden zengin bir kisimdir (Sekil
2.4.) (42,43) . Sinyal peptidlerin en 6nemli 6zelligi, H-bolgesinin hidrofobik icerige
sahip olmasidir. H-bdlgesin hidrofobik ozelligi ile, sinyal peptidi tanima proteini
“SRP” parcacig tarafindan tannir ve bu sekilde yeni sentezlenen protein ER’a
yonlendirilir. Sinyal peptidin hidrofobisitisinin bozulmasi, SRP’nin sinyal peptide

baglanmasini engeller (44) .
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Sekil 2.4. 2000 yilinda Ladunga tarafindan yayinlanan makaleye gore sinyal
peptidlerinde bulunan bdlgeler (domain) ve amino asitlerin oranlari.
Oncii dizinin N-terminalinde, metiyonin ile baslayan hidrofilik bir
bolgedir. Ardindan, 7-13 hidrofobik amino asitten olusan, 16sin, alanin
ve valin den zengin  H- bolgesi bulunmaktadir. Peptidin C-

terminalinde ise alanin ve prolinden zengin C-bolgesi bulunmaktadir.

Genom projesinin tamamlanmasi ile sinyal peptidlerin tahmini ile ilgili veri
tabanlart ve bircok sayisal tahmin algoritmalar1 tanimlanmistir. Bu veri analizi
yaklagimlarinin ¢ogu, 0karyot ve prokaryotlarin klasik salgi yolagi i¢in kullanilan
sinyal peptidleri 6ngorebilmektedir (45, 46) . Ayrica, klasik olmayan yolaklar
araciligi ile salgilanan proteinleri 6ngérmek Uzere de yaklasimlar vardir (45) . Klasik
yolaklar1 kullanarak salgilanan proteinlerin sinyal peptidlerini tanimlamaya yonelik
algoritmalarin arasinda, SignalP basarili bir uygulamadir

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (47) . Bu program, saglanan bir protein

dizisinin sinyal peptid tasiyip tasimadigim birden fazla algoritma ile 6ngorerek
peptidaz kesim noktasini da belirlemektedir (48) .
Salgisal olmayan bir polipeptid dizisinin N-terminal kismina bir “6ncii dizi”

yerlestirilmesi halinde, bu proteinin ER’a yonlendirilerek salgisal sistem boyunca


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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tasinarak hiicre disina salgilanmasi saglanabilir. Bu islem rekombinant protein

tasarimi ve gen mithendisligi teknolojisi ile gergeklestirilebilir.
2.3. Biyolojik Sistemlerde Gen Aktarimi ve Rekombinant Protein Tasarimi

Son yirmi yil i¢inde makromolekiillerin 6kary6t hiicrelere aktariminda gesitli
yontemler ve yaklagimlar gelistirilmistir. Bu yontemlerle DNA, RNA, oligonukleotid
ve protein gibi biyomolekdillerin canliya ve kultlrl yapilan hiicrelere aktarimi
mimkunddr. Basta DNA olmak Uzere, bu yaklasim, gen tedavisi, kanser gen tedavisi
ve viral enfeksiyon hastaliklar1 tedavisi yaninda ¢ok gesitli arastirma
uygulamalarinda da kullanilmaktadir (49, 50) . DNA temelli gen transferi
uygulamalari, rekombinant DNA teknolojisi aracilig ile islevsel gen dizileri tasarimi

ve hazirlamay1 gerektirir.
2.3.1. Rekombinant DNA Teknolojisinin Temelleri

Rekombinant DNA teknolojisi, genombilim alani i¢inde yer alan islevsel
caligmalar, biyokimyasal analizler ve protein eldesine yonelik ihtiyaclar sonucunda
ortaya ¢ikmistir. Bu teknoloji, ilgilenilen DNA pargasi tizerinde gerekli islevsel
incelemeleri yapabilmek amaciyla saf olarak elde ederek amaca uygun bir tasiyici
DNA dizisine (vektor) aktarimi olarak 6zetlenebilir. Rekombinant DNA teknolojisi
uygun DNA isleme enzimleri araciligt ile kirpilan DNA pargalarinin dogru bir
sekilde okunabilmesi ve igerdigi dizinin ifade edilebilmesi icin uygun vektorlerin
kullanim1 gereklidir. Bu amacla molekiler klonlama teknikleri ve klonlama
vektorleri  kullanilir. Klonlama c¢alismalarinda ¢embersel DNA yapilart olan
plazmidler en sik bagvurulan araci vektorlerdir. Gen tasiyan vektorler temelde {ig
gruba ayrilir. i1k olarak klonlama vektérleri dizi igeriginden bagimsiz sekilde bakteri
hiicresinde ilgilenilen geni ¢ogaltmak amaciyla kullanilir. ikinci olarak prokaryotik
ekspresyon vektorleri, ilgilenilen gen dizisinde kodlu olan protein dizisinin bakteri
hiicrelerinde eldesini amagclamaktadir. Ucgiincii olarak o6karyotik ekspresyon
vektorleri ise ilgilenilen dizide kodlu olan genin okaryot hiicrelerinde (siklikla
memeli hiicrelerinde) proteine donistiiriillmesini saglar (51) .

Plazmid vektorler zerinde aktarilan ve ilgilenilen DNA pargasinin bakteri

tarafindan g¢ogalabilmesi i¢in gereken genetik diziler mevcuttur (6r: replikasyon
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baslama dizisi). Ilgilenilen DNA pargasinin kirpilmasinda ve vektore eklenmesinde
gerekli olan bir diger 6nemli gere¢ ise DNA modifikasyon enzimleridir. Bu enzimler
icinde restriksiyon endoniikleaz enzimleri, DNA pargasinin dogru yonde ve dogru

yere yerlestirilebilmesi i¢in kullanilir (51,52) .

2.3.2. Memeli Hucrelerine Gen Aktariminin Temelleri (Kahc / Gegici
Gen Aktarimi)

Memeli hiicrelerine gen parcalarinin nakli i¢in g¢esitli yaklasimlar
gelistirilmistir. Bunlar temelde fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlar aracilig1 ile
saglanmaktadir. Fiziksel gen transferi, 1s1 soku veya elektroporasyon gibi yontemleri
icermekte ve daha ¢ok in vitro sartlarda uygulanmaktadir (53) . Kimyasal gen
transferi ise, DNA yapilarin1 dokulara ve hiicrelere tasimaya yardimci polietilenimin
veya lipozomlar gibi 6zellesmis yapilar araciligiyla saglanir (54) . Gen transferinin
biyolojik aracisi ise, viriislerdir (55) . Memeli hicrelerine gen transferi igin ¢ok
yaygin olarak kullanilan bu yontemde, transfer edilmesi amaglanan gen pargasi bir
virisiin genomuna ilave edilerek hedef hicreye yonlendirilmesi prensibini
tasimaktadir. Viral vektorler, viral olmayan gen aktarim yontemlerine gore daha
yiiksek basar1 saglamaktadir. Ornek olarak, HeLa hiicrelerine gen aktariminda,
plazmidlerin fiziksel yontemlerle aktarim etkinligi adenoviriislere gore 7000 kat daha
az oldugu gosterilmistir (56) .

Memeli hiicrelerine nakledilen DNA yapilariin kaderi hiicre ¢ekirdeginde iki
farkli sekilde devam eder. Birinci durumda, transferi uygulanan genetik elemanlarin
memeli hiicre genomuna kalict sekilde entegrasyonu ile gen ifadesinin siirekliligi
saglanir. Bu kalic1 entegrasyon canli uygulamalarinda biyogiivenlik agisindan ¢esitli
riskler tasimaktadir (2) . Bu risklerin icinde en onemlisi, gen transferi yapilan
hiicrede mutageneze baglh islev bozuklugu ve kanserlesmeye neden olma riskidir.
Transfer edilen genin bir diger olas1 kaderi ise DNA parcasinin genoma entegre
olmadan epizomal olarak c¢ekirdekte kalmas1 durumudur. Ancak, bu durumda, DNA
pargast, bir kromozom kadar stabil olamamaktadir. Her hiicre boltinmesi ile birlikte
transfer edilen DNA fragmentinin kaybi ortaya cikabilmektedir. Bolinmeyen
hlcrelerde transfer edilen gen pargalar1 daha uzun silre kalic1 olabilmekle birlikte,

yine de ¢esitli hiicre i¢i savunma mekanizmalar1 ve Oncelikle metilasyon islevi
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araciligi ile zaman icinde inaktive olabilmektedir. Kalici olmayan epizomal gen
transferi sonrasinda ortaya ¢ikan bu sorunlarin olasi bir ¢oziimii de, transfer edilen
genetik elemanlarin ¢ekirdek i¢i yapisal proteinlere (scaffold/matrix) tutunmasini
saglamaktir (2) . Bu konu asagida 2.4.’te detaylandirilmistir.

Kalici gen aktarimi (genoma entegrasyon) ve gegici gen aktariminin
birbirlerine ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Yakin zamanlara kadar, genoma
entegrasyonun amaglandigi kalict transfeksiyon yaklasiminda dogrusal DNA
parcalar1 kullanilmigtir. Nakli yapilan dogrusal DNA molekilinin kromozoma
entegre olmasi homolog olmayan DNA tamir mekanizmasi ile yeniden organize
olma olasiligina baghdir. Bu yaklasim, genetigi degistirilmis hiicre hatlar1 veya
genetigi degistirilmis hayvan eldesinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde bu yaklasimin
yerini genoma entegre olan viral vektorler almistir (retroviral / lentiviral). Transfer
edilen DNA’nin inaktive edilme olgusu ise hedef hiicrenin bir savunma mekanizmasi
niteligindedir; Genel olarak plazmid vektorler Uzerinde yer alan prokartoyik
replikasyon merkezi, ve antibiyotik rezistan geni gibi bakteriye ait DNA elemanlari
tekrarlayan CpG motifleri icermektedir (57, 58) . Bu dizi 6zellikleri nedeni ile bu
bakteriyel gen yapilari metillenerek inaktive edilmektedir. Diger yonden, Okaryot
organizmada bir islevi olmayan antibiyotik diren¢ geninin yatay gen gegis yolu ile
yayillmasi ve alici hiicrede kalici etkinlik yapmasi biyolojik risk olarak
algilanmaktadir (59) .

2.3.3. Okaryotik Gen Aktarimi ve Tedavide Kullanimi (Gen Replasman
Tedavisi)

Kalitsal hastaliklarin tedavisine yonelik olarak gen replasman tedavisi, son 20
yilin énemli arastirma konularindan birini olusturmaktadir. Hatali genlerin yeniden
dizenlenmesi veya gen aktarimi yoluyla saglikli genlerin nakledilmesi iki farkli
yaklagim olarak basi ¢ekmektedir.

Insanda ilk gen terapisi denemesini 1990'da Dr. French Anderson
gerceklestirmistir. Adenozin deaminaz enziminin (ADA) geninde meydana gelen
mutasyonlarla ortaya ¢ikan bu nadir tek gen hastalig1 agir kombine immun yetmezlik
tablosuna neden olmaktadir. EX vivo gen terapisi stratejisinin kullanildigi bu

girisimde, adenozin deaminaz enziminin (ADA) eksikliginden kaynaklanan
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hastaligin tedavisi amaglanmistir (60) . ADA eksikligi, bir nadir genetik hastaliktir.
Bu ilk insan gen terapisi denemesi 2 hasta ¢ocuk iizerinde gerceklestirilmistir.
Hastalarin T-lenfosit hiicreleri alinarak normal insan ADA geni, retroviriis vektorii
yardimiyla nakledildi. Diizeltilmis hiicreler tekrar hastalara geri verildi. Tedavi
sonucunda iki ¢ocukta da iyilesme kaydedildi. Bu ilk insan denemesinden sonra
kistik fibrosis, hiperkolesterolemi, bazi1 kanser tlrleri ve AIDS icin gen terapileri
tasarlandi. Yukarida basarili 6rnegi verilen viral gen aktarimi yaklagiminin yaninda
tedavi uygulamalarinin tartismali 6rnekleri de vardir (61) .

Vektorlerin uygun bir genomik bolgeye hedeflenmesindeki basarisizlik gen
tedavi yaklagimini gii¢lestirmektedir. Viral vektorlerin klonlama kapasiteleri genelde
siirlidir. Nakledilmesi istenen bazi gen dizileri viral vektorlerin kapasitesinin ¢cok
tizerinde uzunluga sahiptir (Distrofin geni). Viral vektorlerin hazirlanma ve analiz
islemleri zahmetli ve ¢aba gerektiren bir siiregtir. Hedefleme konusunda segiciliginin
yaninda, retroviriislar sadece boliinen hicrelere hedeflenebilir (62) . Uzun sureli gen
ifadesinin idamesi miimkiin olamamaktadir. Diger yo6nden, adenovirislar ise
imdnnojenik nitelikleri ve epizomal konumu nedeniyle canlida uygulanamaz ve gen
ifadesi yalnizca gecici niteliktedir (63) . Kromozomal organizasyon sirecinde bu gibi
sorunlar1 engellemek amaciyla yeni jenerasyon viral-olmayan vektorler giderek daha
fazla popiilerlik kazanmaktadir (64) .

Memeli hiicrelerine gen transferi ve yaklagiminin igermekte oldugu sorunlar
yukarida 6zetlenmistir. Bu sorunlarin asilabilmesi i¢in asagida olasi ¢6ziim yollari ve

alternatif yaklasimlar siralanmistir.

1. Viral vektorlerin yerine plazmit vektorleri kullanarak viral vektorlerin
kapasite simnirlarint agsmak miimkiindiir. Benzer sekilde viral vektorlerin
bagisiklik sistemi ve diger ilgili biyogiivenlik sorunlar1 bertaraf edilebilir.

2. Genoma entegrasyon yerine kaliciligr arttirilmis epizomal transfeksiyon
biyoguvenlik endiselerini azaltacaktir. Belirli bir hiicre veya organin
hedeflenmedigi, rekombinant protein {iretiminin amacglandigi durumlarda
asagidaki yaklasimlar ¢6zlim niteligi tasimaktadir:

a. Uretimi amagclanan proteinin hiicre disina salgilanmasini saglayan

mekanizmanin kullanimi (yukarida 2.2.3.’te tartigilmistir).
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b. Gen aktarim vektOriinin hiicre bolinmesinden bagimsiz olarak
kromatine tutunmasimi1 saglayan Ozellesmis S/MAR dizilerinin

eklenmesi (Asagida 2.4.’te tartisilmistir).

2.3.4. Prokaryotik Gen Aktarinm ve Bakterilerin Biyoteknolojide

Kullanim

Biyoteknoloji alaninda iki temel protein iiretim yaklasimi uygulanmaktadir.
Bunlardan ilki en yaygin lretim metodu olan prokaryotik protein iiretimidir.
Uretilmesi amaglanan rekombinant protein bu yaklasimda genellikle bir fermentator
icerisinde bir ekspresyon plazmidi aracilifi ile prokaryotik organizmalara
sentezlettirilerek hiicre disina salinimi saglanir. Bu amagla en sik kullanilan bakteri
tird E. coli olmakla birlikte “sec” yolagi olarak da bilinen klasik bakteriyel salgi
yolagi araciligi ile rekombinant iriiniin bakteri digina atilmasi saglanir (65) .
Fermentator ortaminda supernatan’dan saflagtirilan proteinin, endiistriyel skalada
tiretimi miimkiindiir. Ancak bu yaklagimin uygulanabilecegi ve uygulanamayacagi
farkli durumlar sdz konusudur. Ozellikle ve siklikla post-translasyonel protein isleme
basamaklarina ihtiyag duyan sayisiz dkaryotik proteinin bu sekilde tiretimi miimkiin
degildir. Prokaryotlarin fosforilasyon, glikozilasyon gibi 06zgiil modifikasyon
islevleri prokaryotlarda olmadigi gibi, dogru protein katlanmasini saglayacak saperon
sistemlerinin de bulunmamasi nedeni ile islevsel proteinlerin ve Ozellikle
rekombinant enzimlerin {iretimi i¢in uygun birer sistem degillerdir. Diger yonden
onemli translasyon sonrasi degisikliklerin gerekli olmadigr durumlarda prokaryot
tiretim teknikleri kullanilabilir. Bu duruma en iyi drnek, kigik boyutlu ve hafif bir

immunomodulatér sinyal molekili olan interferon-p tretimidir (66) .
2.3.5. Okaryotik Gen Aktarim ve Biyoteknolojide Kullanim

Prokaryotik ekspresyona uygun olmayan proteinlerin biyoteknolojik Uretim
ve eldesi i¢in ¢esitli Okaryotik sistemler kullanilabilir. Bu amagla en kolay uygulama
alan1 bulan organizmalar mayalardir. Memeli hiicrelerinin sahip oldugu pek ¢ok
modifikasyon enzimine sahip olan mayalar ginimizde rekombinant protein Uretimi
icin kullanilmaktadir. Ancak, maya hiicrelerinin de bu amacla bazi sinirlamalar

vardir. Yiiksek memelilerin icerdigi tim islevsel modifikasyon enzimlerine sahip
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olmamalarinin yaninda iretilen proteinlerin dogru katlanmasini1 saglayan memeli
saperonlarindan yoksun olmasi nedeni ile bazi proteinlerin iiretim ve saflagtirma
islemleri diisiik basari ile saglanmaktadir (67) .

Memeli proteinlerinin {iretiminde en gecerli ancak yukarida siralanan
yaklagimlara oranla en diisiik verim diizeyine sahip olan sistem ise memeli hiicre
kiiltiirii sistemleridir. Cesitli memeli hiicreleri rekombinant protein {iretimi ve eldesi
icin cesitli yaklasimlarla kullanilmaktadir. Bu yaklasimlarin hemen hepsinin
temelinde protein Greten bir hicresel sistem ve daha sonra bu proteinin
saflagtirllmasin1 amaglayan ikinci bir basamak yer almaktadir. Memeli hiicrelerinin
tedavi amagli ve insana verilecek kalitede protein iiretimi ile ilgili kisitlayici bazi
darbogazlar1 vardir. Bunlarin basinda da memeli hiicre kiiltiiriinlin giinlimiizde
hayvansal serum iiretimine bagimli bir sekilde siirdiiriiliiyor olmasi ve kullanilan
serumun bilinen tiim patojenlerden arindirilmis olmasi zorunlulugu gelmektedir.
Diger bir giiclik ise memeli hiicrelerinin kendi proteinlerinin saflagtirma
asamalarinda son iiriinii kontamine etme riskidir. Ozellikle tartisilan bu son noktanin
asilabilmesi i¢in tretilen proteinin hiicre disina salinabilmesi ve Uretimin idamesinin

saglanabilmesi 6nemli bir konudur (68) .
2.4. Okaryotik S/IMAR Dizilerinin Ozellikleri

Memeli hiicrelerine gen aktarimi alaninda énemli sorunlardan biri hiicreye
aktarilan genin kromozoma rastgele entegre olmasidir. Disaridan verilen bir genin
entegrasyonu, iki temel olumsuz etki yaratabilmektedir; bunlardan ilki, aktarilan
genin genomda yer alan Dbir genin yakin komsuluguna veya igine yerlesimi
durumudur. Bu durumda entegre oldugu bolgede yer alan genin islevini tamamen
bozabilir, etkisiz hale getirebilir veya tam aksi sekilde kapali bir gende islev
kazanimma neden olabilir. Genom anatomisinde genler, transkripsiyon uniteleri
niteligi tasimakta ve yakin komsuluktaki trans yerlesimli diger transkripsiyon
tinitelerinden etkilenmektedir. Diger bir deyisle, hizli ¢alisan bir promotor, yakin
komsulugunda yer alan diger promotorlari da tetikleyebilmektedir. Bu fenomene
genombilimde, konum-etkisi (position-effect) adi verilir. 2002 yilinda agir kombine
immun yetmezlik gen tedavi programinin durdurulmak zorunda kalinmasinin nedeni

de bu durumdur (61) . ikinci olarak, aktarilan gen yerlestigi bolgede yer alan diger
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elemanlarin durumuna bagl olarak susturulabilir. Bu fenomene engel olmak igin,
aktarilan gen dizisine kromatin yapisinda korunmus yapida bulunan houskeeping
genlerinin promotrlarinda veya virlis genomlarinda yer alan “long terminal repeats”
DNA dizileri eklenebilir. Bu elemanlar, nakledilen genlerin susturulmasina engel
olurken, onkogenler gibi ifadesi istenmeyen genlerin aktif hale gelmesine de neden
olur. Bu istenmeyen etkileri ortadan kaldirmak ve entegre olan genin etkisini
attirmak amaciyla bu yeni 6gelerin kulanimi1 son yillarda tercih edilmektedir. Bu
amacla DNA iizerinde yer alan elemanlarin pozisyona bagl etkilerini birbirinden
ayiran, bir smir veya izolator (insulator) dizilere bagvurulmaktadir. Bu diziler,
entegre olan genin etkisinin hetrokromatin tizerinde yayilmasini ve gen ifadesini
susturmasin1 (boundary activity), yakinda ya da uzakta bulunan enhancer ve
repressorleri tzerindeki etkisini (insulator activity) engellemektedir (69,71) .

Memeli hiicre ¢ekirdegi icinde liflerden (fiber) olusan bir ag yapi mecvuttur.
Bu yap1 “cekirdek matriksi” veya “cekirdek iskelesi” (nuclear scaffold) olarak
adlandirilmaktadir. Bu agyapi, hareketli ve dinamik bir yapiya sahiptir. Cekirdek
matriksi, molekullerin serbest gecisi igin gereken agik alanlara (kompartmanlara)
sahip bir suingere benzer (72) . SIMAR (scaffold/matrix attachment region) (MAR
veya SAR olarak da bilinmektedir) terimi, Okaryotik kromozomlarda bulunan ve
cekirdek matriksine tutunabilen DNA dizisidir. Kromatinin loop yapist goriisii ilk
olarak 1970 yilinda Laemmli ve ark. tarafindan ortaya atilmistir (73) . Kromatinin
loop bolgeleri seklinde diizenlenmesini saglayan S/MAR dizileridir. Oziinde, SIMAR
dizileri cekirdek iginde yer alan kromatinin yapisal organizasyonu yonetmekle
sorumludur. S/MAR eclemanlar1 kromatini ¢ekirdek iskelesine baglamak icin DNA
dizisi tizerinde bir ¢ipa gorevi gormektedir. Bu SIMAR bdlgeleri, cekirdek iskeletine
“ubiquitus” proteinler aracilig1 ile tutunmaktadir. Bu komplesin en dnemli islevsel
elemanlarindan biri Scaffold attachment factor A (SAF-A) proteinidir. Bu protein,
kromatin diiglimiiniin (loop) tabanini olusturarak birbirinden bagimsiz islevlere sahip
gen birimlerini (iinitelerini) olusturur (74) . SAF-A proteini, S/MAR elemanlari
aracilifiyla organize olan dinamik kromatin yapis1 ile gen ifadesinin
diizenlenmesinde 6nemli role sahip oldugu anlagilmistir (74) .

S/MAR’lar, genom igerisinde farkli yerlerde farkli islevler gostermektedir.

Kostitiitif S/MAR’lar, genin iki sinirinda bulunup bir replikonun siirlarini belirler.



21

Kromatin yapisindaki loop bolgeleri kostitiitif S/MAR’lar tarafindan sekillenmistir
(75) . Fakiiltatif S/MAR’lar ise, Kostitiitif S/MAR’lardan daha kisa dizilerden
olugmaktadir ve en ¢ok hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde fonksiyonel olarak
fakiiltatif S/MAR intergenik bdlgelerde bulunabilirler (76) . Bu sekilde
transkripsiyon bagladiginda, bu S/MAR dizileri kromatin matriksine tutunarak iki
ayr1 bolge olusturup aymi genden farkli bir transkript elde edilmesini saglar
(Sekil 2.5.).

Baglasma Transkripsiyon Sonlanma

v
Ayrisma

SIMAR
3 konstitiitif

3 3 Segmeli (etkin, etkisiz) |

Sekil 2.5. S/MAR dizilerin fonksiyonu: Devamli (constitutive) veya se¢meli
(Facultative): (I) bir kromatin domain’i ve her iki ucunda bulunan
S/MAR bolgeleri. (II) Genin fonksiyonel hale gelmesi gerektiginde
transkripsiyon faktorlerin (TF) baglanmasi ve  histon asetilasyon
destegiyile topolojik bir degisim meydane gelir ve genin birlesenleri
matrikse dogru yer degistirir. Gen transkripsiyon sistemine girdiginde
topolojik degisim gen iizerinde ilerlemeye devam eder. (III)
transkripsiyon sona erdikten sonra (IV) transkripsiyon birlesiginin

ayrigma hareketi gerceklesir.
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2.4.1. SIMAR Dizilerinin Avantajlar

- S/MAR dizileri transkripsiyon mekanizmasi {tizerinde farkli etkiler
gostermektedir. SIMAR dizileri, bir cis faktorii olarak islev gorerek, enhancer
yoklugunda, transkripsiyon baslatma hizimi arttirabilir (77, 78) bu 06zellikleri
augmentation etkinligi olarak tanimlanmistir (79) .

- S/IMAR’dizileri, transkripsiyon etkinligini arttirmadan da bir genin
susturulmasii engelleyebilmektedir. Housekeeping gen dizileri gibi yuksek ifade
hizina sahip olan lokuslarin, genomda yer alan S/MAR ’lar tarafindan yoneltildikleri
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (80, 81) .

- S/MAR’larn bir diger fonksiyonu negatif gerilim altindaki stipersarmal ¢ift
zincirli DNA’larini birbirinden ayrismanin baslatilmasidir (82) .

- SIMAR’lar genomda izolator olarak da fonksiyon géstermektedirler (80, 83)

- S/MAR dizilerine bazi transkripsiyon faktorlerin ve kromatin modelleme
faktorlerinin baglanmasi komsu genlerinin ifadesini susturma veya etkinlestirme
potansiyeline sahiptirler (84) . Yapilan galismalarda transkrisiyonel olarak etkin olan
lokuslarin metile olmalari, S/MAR dizileri tarafindan engellendigi desteklenmektedir
(85) .

S/MAR dizisinin en &nemli Ozelligi gen transferi ve gen tedavisindeki
roludur. S/IMAR dizisinin bir viral veya viral olmayan vektoriin yapisinda bulunmasi,
vektoriin  kromatin yapisina baglanmasin1 ve kromatin organizasyon dlzenine
girmesini saglar. Hiicre boliinmesi sirasinda yer aldigi hiicrenin genomunun bir
pargast gibi veya bagimsiz bir iinite olarak kopyalanabilir, boylelikle genoma entegre
olmadan, transgen varliginin idamesini ve ekspresyonun uzun siire siirdrilmesini

saglayabilmektedir (86) .
2.4.2. Memeli Genomunda Iyi Tamimlanan S/MAR Dizileri

1999 ve 2002 yillarinda yapilan ¢aligmalar S/MAR bdlgelerinin dagiliminin
ortalama gen yogunlugu ile ayni oldugunu gostermistir ve bu sonuca gore “bir gen-
bir SIMAR” hipotezi ortaya atilmistir (87) . Bununla birlikte, SIMAR’dizilerinin

matriks ile etkilesiminin, gen ve hicre tipine 0zgil olarak degisim gosterebildigi



23

onerilmistir (88) . Okaryot hiicrelerine gen transfer vektorlerinde en ¢ok kullanilan
ve tanimlanan S/MAR dizileri asagida 6zetlenmistir (2) ;

- Immiinoglobin agir zincir lokusune ait EuMAR: bu SIMAR dizisi B-hiicrelerine
Ozguldur ve intronik bolgede yer almaktadir. Yerlesim gosterdigi vektorlerde gen
ifadesini arttirir, kopya sayisi ve konuma bagimsiz gen ifadesini saglayabilir.

- Insan interferon-B lokusune ait insan IFN- SMAR: Dokuya ozgulluk gosterdigi
bilinmektedir. IFNg geninin 5' ve 3' bolgelerinde yerlesim gostermektedir. Yerlesim
gosterdigi vektor Gzerinde yer alan genin ifadesini ylksek dizeyde indukler. Her
zaman konumdan bagimsiz olarak etki gosterebilmektedir.

- Insan apolipoprotein B lokusuna ait ApoB MAR: Dokuya 6zgil olarak islev
gostermektedir. Sadece karaciger, barsak, plasenta, ve makrofaj hicrelerinde
kullanilabilir. Genin 5' ve 3' bolgesinde bulunmaktadir. Vektordeki aday proteinin
gen ifadesini arttirir.

- Tavuk lizozim lokusune aid LysMAR: Dokuya 06zgiil olarak kullanilmaktadir.
Genin 5' ve 3' bolgesinde bulunmaktadir. Gen ifadesini arttirir

- T-hucrelerinin  beta reseptér lokusune ait MARB: genin 5 boélgesinde
bulunmaktadir.

- MAR 1-68; X-29: in-silico'da tanimlanmis insan S/MAR'lar1 olarak tanimlanir.

Etkili bir sekilde transgenin ifadesinin artmasini ve stabilize olmasini saglar.

2.4.3. SIMAR Dizilerinin Tahmin Kurallan

S/MAR’larin fonksiyon hakkindaki bilgilere dayanarak S/IMAR dizileri ve
bulunduklar1 bélgeler tahmin edilebilir (89,90) .

- SIMAR dizileri, transkripsiyon faktorlerinin tanima ve baglanma bolgeleri ve
memeli replikasyon orijinleri de bulunan AT’den zengin bdlgelerdir.

- Baz1 genlerin 3’ bolgelerinde (3’UTR) TG’den zengin diziler halinde bulunur.

- Loop yapisinda olan DNA dizilerin 5* ve 3’ ug¢larinda bulunur. S/MAR dizilerin
igerigi TG, CA ve TA dinukleotid dizileri siklikla bulunmaktadir ve %90 AT tekrar
kutucuklar icermektedir.

- Topoizomeraz Il kesim bdlgeleri SIMAR dizilerin ortasinda bulunmaktadir.



24

Yukarida sirali olan 4 temel kural, MARfinder ve MAR-Wiz bilgisayar
algoritmalarinin temelini olusturmaktadir. Bu iki algoritmanin yaninda S/Mar

dizilerin incelenebilmesi amaciyla SMARtDB veritabani da kullanilmaktadir (91) .
2.5. Iskelet Kas1 ve Gelisiminin Temel Ozellikleri

Iskelet kasi, dokunun mekanik unitesi olan kas liflerinin demetler halinde bir
araya gelerek olusturdugu bir organdir. Yapisin1 olusturan lifler, embriyogenez
sirasinda  kas dokusunu olusturacak olan tek cekirdekli hicrelerin flizyon
mekanizmas1 ile birleserek, ¢ok c¢ekirdekli miyotiip yapilarini olusturmasiyla
meydana gelmektedir. Bu oOzelligiyle kas dokusu diger doku tipleriyle
karsilastirildiginda ileri diizeyde farklilasmig bir yapidir ve fizyolojik kosullarda ¢ok
diisiik ¢ekirdek boliinme oranina sahip olup, diger dokulara gére idame ihtiyaci da

daha azdir (92) .
2.5.1. C2C12 Fare Miyoblastik Hiicre Hatti

C2C12, fare embriyosundan izole edilmis bir miyoblastik hiicre hattidir (93) .
Kiltirde yuksek yogunluga (%90-100) ulastiktan sonra ¢ogalmayr indiikleyen
faktorleri iceren serum miktar1 azaltildiginda C2C12 hiicreleri boliinmeyi durdurup
farklilasmaya baslamaktadir. Bu sirecte uzantilar olusturarak flizyon olarak
tanimlanan bir islevle bu hiicreler birbirleri ile birlesmektedir. Cok c¢ekirdekli
miyotiip yapilarinin gelisiminden sonra kontraktil proteinlerin sentezlenmesiyle kalin
miyotiip yapilar1 olusmaktadir. Bu Ozellikleriyle C2C12 hiicre hatti, iskelet kasi

farklilagsmasinin in vitro modeli olarak yaygin kabul gérmastar.
2.5.2. iskelet Kas1 Farklhilasma Yolag

Kas farklilasma programi, 1yi anlasilmis transkripsiyon basamaklari
kontroliinde gelismektedir. Miyojenik farklilasmanin tetiklenmesinde en énemli rolii
MyoD transkripsiyon faktori Gstlenmektedir. MyoD, kas farklilasma programi iginde
yer alan genlerin regulatér bolgelerinde bulunan enhancer dizilerine baglanarak
sagladig1 transaktivasyon araciligi ile kas gelisimini tetikler (94) . Bir hlicrede MyoD
ekspresyonunu takiben miyojenik farklilasma programinin transkripsiyonu tetiklenir

(95) . MyoD transkripsiyon faktorii gérev ve islevi embryogenez sirasinda Myf5
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tarafindan da yiiklenilebilir (96) . Myf5 ve MyoD’nin miyojenik farklilasma igin
gerekli oldugu gostermistir. Farklilagsma programinin ilerlemesi ve olgun kas dokusu
fenotipinin kazanimi ise miyogenin ve MRF4 farklilasma faktorleri araciligi ile

gerceklesmektedir (97) . Kas farklilagsma yolagi Sekil 2.6.’da gosterilmistir.

(\:T:‘:Il:li: ::: Myotubes
Precursors Myaoblasts :
\l\ol) A l’rollfor ition AD Di[kronliullon
8 Myf§ b 1
Myostatin iﬁl’_{ Cdk"

Smad3 Myogenin
mad3 —" MyoD

Sekil 2.6. Kas hiicrelerindeki farklilasma yolagi. Kas farklilasma yolagi ve siirecinde
etkin olan transkripsiyon faktorleri ve miyostatin etki mekanizmasi

gosterilmistir.

2.5.3. Iskelet Kas1 Gelisimini Diizenleyen TGFfS Yolag Diizenleyicileri
(Miyostatin)

Miyostatin (MSTN), TGFp ailesi uyesi bir sinyal proteini olarak kas dokusu
gelisiminin negatif regiilatoriidiir. Embriyogenez doneminde, miyostatin gelismekte
olan kas hucrelerinde ifade edilmekte ve bu sekilde olusmunu tamamlamis kas
liflerinin sayisi, c¢apt ve ¢ekirdek igerigi sinirlandirilmaktadir (98) . Eriskin
insanlarda, miyostatin proteini iskelet kas hiicreleri ile birlikte, yag, kalp ve rahim
hiicrelerin tarafindan da sentezlenerek dolasima verilmektedir (99) .

Miyostatin protein dizisi, diger TGF-/4 aile elemanlarina ait olan dizilerden
farkli olmakla birlikte 6zellikle GDF-11"e (%90), 6nemli homololoji gdstermektedir
(100) . Miyostatin proteini, etkin hale gelebilmesi icin iki farkli proteolitik islemden
gecmektedir. Ilk olarak 6nciil bir protein olarak sentezlenir (100) . Post-translasyonel
modifikasyonun ilk basamagi olarak yukarida da anlatildign tizere, proteinin
hedeflenmesi icin gereken 24 amino asiten olusan Oncl dizisi uzaklastirilir. Peptidin

geri kalan C-terminal kismu, latent form olarak adlandirilmistir (101) . Ikinci kesim
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ise, latent peptidin RSRR (Arg-Ser-Arg-Arg) bolgesinden (240-243 amino asitler
arasindan) gerceklesir ve bu sekilde glikozile olmayan N-terminal (propeptid) ve C-
terminal olarak, 2 fragmana ayrilir. Bu fragmanlarin molekiiler agirliklari, sirasi ile,
27 kDa and 12,4 kDa’dur. Dolasimda, N-terminal peptidi, C-terminal dimeri, ve
latent formu olarak 3 farkli sekilde bulunmaktadir (101) . ikinci peptid kesiminden
sorumlu olan proteaz enzimi tanimlanmamistir. C2C12 hiicrelerinde yapilan
calismalarda, bu kesimden metaloproteinaz molekdllerinin  sorumlu oldugu

gosterilmistir (102) .
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Sekil 2.7. Miyostatin proteinin in vivo islenisi. Miyostatin proteini éncul formda
sentezlenir, daha sonra iki proteolitik kesimi ile N-terminal ve C-terminal
dimeri olarak iki fragman elde edilir (a). Ilk kesim sonras1 éncl dizi
uzaklastirilir. Peptidin geri kalan kismui (sar1 ve mavi bolgeler) latent
formu olarak adlandirilmaktadir (b). Metalloproteinazlar tarafindan
gerceklesen ikinci proteolitik kesim sonucunda latent formu C-terminal

(aktif form) ve N-terminal (propeptid formu) olarak iki pepide boltndr
(c, d).

Proteolitik enzimlerce kesildikten sonra disulfid bagi ile birbirine baglanmis
C-terminal dimer fragmani, miyostatin proteinin biyolojik olarak aktif formudur.
Miyostatin aktiflestiginde aktivin 1B reseptoriine (ActRIIB) yuksek affinite, Acvr2a
reseptorine ise (ActRIIA), zayif affinite gostermektedir (103) .

Kan dolasiminda bulunan miyostatin proteininin farkli formlari, kanda

bulunan diger proteinler tarafindan regiile edilebilmektedir. 6rnegin, kandaki latent
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formu gerektiginde metalloproteinaz ailesi (bone morphogenetic protein (BMP)-
1/tolloid) tarafindan kesime ugrayip etkinlesebilmektedir (104) . Aslinda miyostatin
proteinin latent ve propeptid yapilari, metalloproteinaz ailesinde bulunan tim dort
proteinaz Uyesinin tarafindan kesilebilmektedirler (Sekil 2.7.c). Kan dolasiminda
bulunan diger bir protein ise, C-terminal dimerine baglanip etkinligini engelleyen
Follistatin ~ proteinidir. ~ Follistatin, TGF-g  ailesindeki  tim  Uyelerine
baglanabilmektedir (103) . Folistatin, miyostatin proteinin bir antagonistidir ve hiicre
Uzerinde bulunan aktivin reseptorlerine baglanarak miyostatinin aktif formu olan
C-terminal dimerin baglanmasini engelleyerek miyostatin proteinin etkisini modle
eder (101) . Ayrica, follistatin, in vivo’da beyaz yag hiicrelerinde (105) , in vitro da
ise 3T3-L1 hiicrelerinde (106) yiiksek ifadesi bulundugu gosterilmistir. Ancak, yag
oncult hdcrelerin farklilasmasi siirecinde follistatin ifadesi ¢arpict bir sekilde
azalmaktadir. Son olarak, fare iizerinde yapilan calismalarda, follistatin proteinin
asir1 miktarda sentezlendigi durumlarda, kas biylmesinin carpici sekilde arttigi
gozlenmistir (107) , follistatin ifadesi susturudugunda ise kas kiitlesi azaldigi

anlasilmistir (108) .
2.5.4. Yag Hucreleri ve Miyostatin

Miyostatinin en ¢ok kas, kalp ve rahim dokularinda ifade edildigi, yag
dokusunda da sentezlenip hiicre disina salgilanmakta oldugu bildirilmistir (99) .
Miyostatin proteini, yag oOncili ve 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmalarini
Onlemektedir (109) . Ancak, miyostatin, farklilasmanin ilk asamasinda, hicrede
yuksek miktarda ifade ettirilirse ancak o zaman adipogenez inhibe edilmektedir. Bu
hlcrelerde glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (GPD1), CAAT Enhancer Bindig
Protein a (CEBPa), Ve peroxisome proliferator activated receptor y (PPARy), etkisi
azaldigi anlasilmistir. Ancak CEBPS ve leptin ifadelerinde bir degisiklik
gorinmedigi anlasilmistir (110) . Farklilasmamis yag hicrelerini ve 3T3-L1
hlcreleri, miyostatin proteinine maruz birakildiginda ise herhangi bir degisiklik
ortaya ¢ikmamaktadir (109) . Yag oncii hiicreleri farklilastirma faktorlerine maruz
birakildiginda, adipogenezi indukledigi bilinen CEBPa, PPARy, veya sterol
regulatory element-binding protein 1c (SREBP-1c) faktorlerinin MSTN gene
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promotoruna baglanarak miyostatin proteininin ifadesini arttirdigi gosterilmistir
(111).

2.5.5. Dominant Negatif Etkili Miyostatin Proteinin Kas ve C2C12

Hicrelerin Uzerindeki Etkisi

Dominant-negatif etkili miyostatin molekil, bloke edici anti-miyostatin
antikorlar1 gibi etki gdsteren bir protein olarak tanimlanmistir (7) . Miyostatin
proteinin ortadan kalkmasi ile kas gelisimi siirebilmekte ve kas Kkitlesi artisi
g6zlenmektedir (7,101) . Memelilerde miyostatin mutasyonlarinda, kas hiicrelerinde
hiperplazi (112) veya hipertrofi (7) gerceklestigi gosterilmistir. Mc Pherron ve Lee,
miyostatin mutasyonu tastyan farelerde kas kiitlesinde artig saptamistir. Bu artig, kas
liflerinin sayisinda (hyperplasia) ve boyutlarda (hypertrophy) artisin  bir
kombinasyonu olarak ortaya ¢ikmistir (100) . Heterozigot farelerde ise, homozigot
fareler kadar olmamakla beraber, kas kitlelerinde artis gézlenmistir (100) . Bu
gozlemler sonucunda, miyostatin etkisinin doza bagli oldugu anlagilmistir.

Miyostatin geni, miyoblast faklilasmasini engelleyerek miyoblast ¢ogalmasini
kontrol etmektedir. Bu nedenden dolayr C2C12 hiicrelerine MSTNdn proteini
gonderildiginde myogenin iizerindeki inhibisyon etkisi kalkmaktadir. Buna bagh
olarak kas hucreleri fizyonu devam etmekte ve miyotiip olusumu daha fazla
gelismektedir, Bu sekilde kas hicrelerinin blyume slreci devam etmekte ve
myogenin geninin ifadesi artmaktadir (bkz. Sekil 2.6.). Miyostatin, myogenin
geninin negatif regulatordir (113) . MyoG kas dokusuna 0zgul bir transkripsiyon
faktori olup MyoD transkripsiyon faktort ailesinin bir Gyesidir. M-kaderin
(Mcadherin) proteini, kas-1 transmembran protein ailesinin Gyesidir ve hucrelerin
birbirine baglanmasini saglar. Miyogenik farklilasma siirecinde ise miyogenik
regulator faktorleri (MRF), M-kaderin promotorunun E-box bolgesine baglanarak M-
kaderin ifadesinin artmasina neden olur. Bu artis terminal farklilagmanin bir
gostergesidir (114) . MHC3 geni memeli canlilarda embriyonik dénemde 6zellikle
miyotlp olusumunun ikinci giiniinde ifade edilmektedir (115) . C2C12 hiicrelerinde
cogalma durduldugunda veya farklilasmanin son basamaginda bu genin ifadesi
artmaktadir (116) . Kas hiicrelerinde farklilagma ve miyotip olusumu

baskilandiginda, hiicreler biiyiimeye ve flzyon yapmadan c¢ogalmaya devam
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etmektedir. Bu hucrelerde, tam anlamiyla hiicre proliferasyonu ile ilgili olan MKi67
proteininin ifadesi artmaktadir (117) .

2.6. Amag

Yag hiicreleri yiiksek salgisal aktiviteye sahip hiicrelerdir. Adipokin adi
verilen peptid yapida sinyal molekiilleri araciligi ile metabolizma ve bagisiklik
sistemi gibi temel homeostatik mekanizmalarin kontroliine aracilik etmektedir.
Yaygin sekilde salgiladiklar1 adipokinler klasik salgi yolagini kullanir. “Bu salgi
mekanizmasi yeniden programlanarak, istenilen bir memeli proteininin yag hiicreleri
tarafindan sentezlenerek salgilatilmasi miimkiindiir.” Bu hipotezi farkli yonleri ile
test etmek amaciyla rekombinant DNA teknolojisi yaklagimi kullanarak cesitli DNA
yapilar1 hazirlanarak etkilerinin karsilastirilmasi amacglanmastir.

Adipokinlerin salgilanmasim1 saglayan farkli oncii diziler yesil floresan
proteinin (EGFP) N-terminaline aktarilarak hazirlanan yapilarin yag hiicre kiiltiirii
sisteminde salgisal etkinlik basarisinin karsilastirilmasi planlanmistir. Bu yaklagim
ile yag hiicrelerinin salgisal islevinin kalitatif ve kantitatif karsilastirilmasi
hedeflenmustir.

Yag hiicrelerine aktarilan DNA yapilarina APOB ve IFNgS genlerine ait
S/MAR dizileri eklenerek yapilarin kaliciiginin  ve etkinliginin arttirmast
amaclanmistir. Farkli  S/MAR  dizilerinin  karsilastirilmast  sonucunda yag
hlcrelerinde sentezlenen rekombinant proteinin ifade slresini uzatabilen en etkin
dizinin tanimlanmasi planlanmistir.

Yukarida siralanan adimlar dogrultusunda hazirlanacak yapinin olgun yag
hiicrelerinde rekombinant protein iiretimi etkinliginin gosterilmesi amaglanmistir. Bu
yonde, bir kas dokusu farklilasma modeli secilmistir. C2C12 miyoblast hiicreleri
hiicre kiiltlirtinde farklilasarak c¢ok c¢ekirdekli miyotiip yapilart olusturmaktadir.
Rekombinant protein salgilayan olgun yag hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen C2C12
hiicrelerinin gézlenmesi ve incelenmesi miimkiindiir. Model olarak farklilagsmay1
pozitif yonde etkiledigi bilinen dominant negatif miyostatin sinyal molekili
hazirlanarak olgun yag hiicrelerine aktarilmasi amaglanmistir. Bu yaklagimda olgun
yag hiicrelerinden salgilanan sinyal molekiiliiniin C2C12 hiicrelerinin farklilagma

programini degistirmesi beklenmektedir.



3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Geregler
3.1.1. Bakteri Kulttru

Kompetan JM109 bakteri susu (Promega, P9751)
Agar, bakteriyoloji kullanimi safliginda (AppliChem)
Sivi Bakteri (LB) besiyeri (pH=7,0 - 7,2):

Tripton (Applichem) 10¢g
Maya 6zitu (Applichem) 59
NaCl (Sigma) 50
NaOH (Sigma) (1 M) 1ml

dH2O0 ile toplam hacim 1 L’ye tamamlanir, pH ayarlanir ve sterilize edilir.
Kat1 Bakteri (LB) Besiyeri :
%1,5Agar (Sigma) iceren s1vi LB besiyeri
Ampisilin (Ampisina IV flakon) (50 pg/ml)
Kanamisin (Sigma-Aldrich) (25 pg/ml)
IPTG (izopropil-_-D-1-tiyogalaktopiranozid) (su icerisinde, 1M)
X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid)
(dimetil stlfoksit icinde %5’lik ¢ozelti)
Miniprep Kiti (Qiagen, 27106)
Plasmid Midi Kiti (Qiagen, 12145)
Midiprep Endo-free kiti (Qiagen)

3.1.2. Klonlama

GoTaq® DNA Polymerase kiti (promega, M317)
SuperTaq Plus Polymerase kiti (Ambion, AM2054)
pGEM-T Easy vektorl (Promega, A1360)

pcDNA3.1(+) vektoru (Invitrogen, V790-20)

pSV-Bgal vektori (Promega, E1081)

Ligasyon tamponu: 2x Rapid Ligation Buffer (Promega)
Ligasyon tamponu: 10x Ligation Buffer (Promega, C126A)
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T4 DNA Ligaz (Promega, M180A)
Restriksiyon enzimler:

Apal (Promega, R6041)

BstBI veya Csp451 (Promega, R657)

EcoRI (Promega, R6011)

Kpnl (Promega, R6345)

Nhel (Promega, R6505)

Nsil (Promega, R6531)

Xbal (Promega, R6501)

Xhol (Promega, R6051)
Asetile dana serum albimini (BSA) (Promega, R3961)
Antartic dephosphatase (NEB, M0289)

3.1.3. Plazmid izolasyonu

Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, 27106)
Plasmid Midi Kit (Qiagen, 12145)
Etanol, %70

izopropanol

T4 DNA Ligaz (Promega, M180A)

3.1.4. Modifiye Agaroz Jelden DNA Izolasyonu

Agaroz, molekiiler biyoloji kullanimi safliginda (Prona)

Modifiye TAE tamponu konsantresi, 50x (Millipore, LSKG ELO 50)
Etidyum bromdir (Sigma), Img/ml distile su

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System kiti (Promega, A9282)
Molekdiler agirlik belirleyicisi : 1kb DNA Ladder (Promega)

3.1.5. DNA Dizi Analizi

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 4336917)
SP6 Promoter Primeri (Promega, Q5011)

T7 Promoter Primeri (Promega, Q5021)

BGH Reverse Primer (Invitrogen, N575-02)



pCMV Sequencing Primer (Clontech)
Sodyum asetat (3M)

Etanol (Riedel)

Formamid (Sigma, F7508)

3.1.6. Hicre Kilturu

3T3-L1 hiicre hatt1 (ATCC)

C2C12 fare miyoblast hucre hatt1 (Turkiye Sap Enstitusu — Ankara)
1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7.4) (Sigma P2194)
Ham’s F10 (Biochrome FG-0715)

L-Glutamin (Biochrome K0282)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Biochrome F-0425)
Fetal Dana Serumu (FBS) (Biochrome S0123)

At Serumu (Biochrome S9133)

Amfoterisin B (Biochrome A2612)

Streptomisin/Penisilin (Biochrome A2210) (1 mg/ml)

IBMX ( 3-izobutil-1-metil-ksantin) (Sigma) (50 mM)

At Serumu (Biochrome S9133)

Insiilin (Sigma) (500 pg/ml)

Poli-L-lizin (Sigma) (1 mg/ml)

Laminin (Gibco/Invitrogen) (16 pg/ml)

Tripsin EDTA (Gibco/Invitrogen)

Versene (Gibco/Invitrogen)

Nunc™ Lab-Tek™ Il Chamber Slide™ System (154526)
Glass Bottom petri kablar1 (MatTek corporation, P35G-0-10)
Hicre kalturd stizgeg (insert) (Merk Millipore, PIHP01250)
VersaMax ELISA Microplate okuyucu

3.1.7. Cerrahi Malzemeler

Ksilazin (Alfazin)
Ketamin (Ketalar)
Portegu



Penset
Hemostatik pens
Bisturi

Cerrahi makas

Steril igneli 4/0 katgut atravmatik emilebilir dikis malzemesi
3.1.8. Primer Miyoblast izolasyonu

Etanol (Riedel)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH: 7.4) (Sigma P2194)
Streptomisin/Penisilin (Biochrome A2210)

Amfoterisin B (Biochrome A2612)

Kollejenaz B (Roche 11 088 807 001)

Dispaz Il (Roche 04 942 078 001)

Elek Filtre (70 ve 40 um, Becton-Dickson)

%1 Ficoll ¢ozeltisi (Sigma D2532)

3.2.9. Hiicre Dondurulmasi

Dondurulma ortami
DMEM : % 80
FCS: % 10
DMSO : % 10

Her bir viale 1 ml ald1, buna gére dondurulma ortami hazirladi.
3.1.10. Transfeksiyon

MEM-alpha (Biological Industries)

FuGENE HD transfeksiyon ajan1 (Promega, E2312)

ECM 830 Electroporation System (45-0002)

BTXpress High Performance Electroporation Solution (45-0805)
[-Galactosidase Enzyme Assay System (Promega, E2000)
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3.1.11. Hiicre Canhilik Testi

Tripan mavisi boyasi (Sigma)

Thoma cami (C.A.HAUSSEN and SON, Phila., USA)
3.1.12. Hiicre DNA izolasyonu

Amonyum asetat:
Amonyum asetat 74 g
dH20 20 ml
37°C’de eridikten sonra dH20 ile 100 ml’ye tamamlanacaktir.

Cekirdek liziz tamponu (pH:8,2):

Tris-HCI (10mM) 121¢g
NaCl (400mM) 234 ¢
Na2EDTA.2H:0 (dihydrate) (2mM) 0,74 g

dH20 1L’ye tamamlanacaktir
Proteinaz K (Applicine) 10 mg/ml
%10 SDS (pH:7.2)

3.1.13. Hiicre ve Dokudan RNA izolasyonu

Fast Prep RNA Pro-green kit (QBiogene)
Trizol Reagent (Invitrogen, 15596-026)
Kloroform (Sigma, C7559)

Dietil pirokarbonat (DEPC, Sigma D5758 )
Etanol (Riedel)

3.1.14. cDNA Sentezi

ImProm-II™ tamponu, 5x (Promega)
ImProm-II™ RT (Promega) 1 pl/ reaksiyon
MgCl2 (Promega) 25 mM

Oligo(dT)15 primeri (Promega) 0,5 pg/pl



3.1.15. Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SYTQO9 (invitrogen, S34854)

GoTag® DNA Polymerase kiti (promega, M317)
dNTP karigimi (Promega) 10 mM, her birinden
MgCI2 (Promega) 25 mM

3.1.16. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Prona): Molekuler biyoloji kullanimi1 safliginda
Tris-asetat tamponu (pH 8.0):

Tris baz (Merck) 2M

Glasiyel asetik asit (Merck) 1.14 ml

Na2EDTA (Merck) 0.5M
Yukleme tamponu:

Gliserol (Merck) 5.5 ml

1X TAE tamponu 4.5 ml

Orange G boya (Merck) 0.01g

Etidyum bromur (Sigma): 10mg/ ml distile su
Molekuler agirlik belirleyicisi (Promega): 100bpDNA Ladder

3.1.17. immiinfloresan Boyama

Paraformaldehit (PFA) (Sigma)

1X PBS (pH: 7,4) (Sigma P2194)

Triton X-100 (Sigma)

Fotal Dana Serumu (FCS) (Biochrome S0123)

Primer antikorlar:
Mouse monoclonal, a- V5 tag [SV-Pk1](Abcam, ab27671)
Mouse monoclonal, ER marker [RL 90](Abcam, ab2792)

Mouse monoclonal, Clathrin, Heavy chain (Thermo Scientific, MAI-065)

Rabbit polyclonal to GOLPH4 [Golgy marker] (Abcam, ab28049)
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Sekonder antikorlar:
Alexa Fluor 568 Goat Anti-Rabbit IgG (Molecular Probes, A11036)
Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse IgG (Molecular Probes, A11029)

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (1mg/ml stok)

ProLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen)

Lamel kapatma soliisyonu

Oje

Dakocytomation Pen

Doku dondurma ortami (OCT/JUNG)

Kriyotom (Leica CM1900)

Leica DFC 320 floresan mikroskop

Carl-Zeiss LCM-510 konfokal mikroskop

3.1.18. Protein izolasyonu ve Kantitasyonu

Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units” (Millipore, UFC801096)
Proteaz inhibit6ri tablet (Roche, Complete Mini, 11 836 170 001)

Protein izolasyon tamponu (toplam 20ml):

Tris HCI (0,5M, pH=6,8) 2,5 ml
EDTA (0,5M) 200 pl
SDS (%20) 10 ml
Proteaz inhibitori tablet 2 adet
Distile su 7,3 ml

Sonikator (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23225)



3.1.19. Western Blot

%12°1ik ay1rici jel:

%30 Akrilamid / bisakrilamid 4,0 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5ml
%10 SDS 0,1 ml
%10 APS (amonyum persulfat) 0,1 ml
TEMED 0,004 ml
Distile su 10 mi

%S5’lik toplayic jel:

%30 Akrilamid / bisakrilamid 0,33 ml
1,0M Tris (pH 6,8) 0,25 ml
%10 SDS 0,02 ml
%10 APS 0,02 ml
TEMED 0,002 ml
Distile su 2ml

Elektroforez tamponu (pH 8,3):

Trizma baz 0,025 M
Glisin 0,192 M
SDS % 0,1
Distile su 25L

Mini Protein Il elektroforez seti (Bio-Rad)
Indirgeyici ajan: NUPAGE 10x Sample Reducing Agent (Invitrogen, NP0004)
Ornek tamponu: LDS 4x Sample Buffer (Invitrogen, NPO0O08)
Protein agirlik belirleyicisi: Novex Sharp Protein Standard (Invitrogen, LC5800)
ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range (NEB, P7711S)
Yari kuru elektroforetik transfer cihazi (Bio-Rad)
Ponceau S ¢ozeltisi (Sigma)
Coomassie Blue ¢ozeltisi:
Coomassie Blue R-250 % 0,025
Metanol % 40

Glasial asetik asit % 7
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10 X TBS (Tris buffered saline) (pH 7,6):

Trizma baz 619
NaCl 90 ¢
Distile su 1L

Tween 20 (Sigma) : 0,05% / PBS (h/h)

Yari kuru transfer tamponu:

Trizma baz 5829

Glisin 2,939
SDS (%10) 3,75 ml
Metanol 200 ml
Distile su 1L

Nitroselliloz membran (0,34 um kalinliginda) (Thermo Scientific)
Whatman filtre kagidi
Yagsiz st tozu
Birincil Antikorlar: Anti V5 tag antikoru [SV-Pk1](Abcam, ab27671)
Ikincil Antikorlar: Goat anti-mouse 1gG (H+L) HRP conjugate (Invitrogen, 21040)
Goruntileme kiti:
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific)
X 1511 goriintiileme filmi (Mediphot X — O/RP, Colenta, 528 9871)
Film kasedi (Kodak)
BioMax XAR Film, Scientific Imaging Film, 8 x 10 in. (Sigma Aldrich)
Film kasedi (Kodak)
Stripping ¢ozeltisi:

2-merkaptoetanol 0,375 ml
%210 SDS 10 mi
Tris-HCI (1M, pH 6,8) 125 ml
Distile su 50 ml

Fotograf filmi developer ¢ozeltisi (Defiks)
Fotograf filmi fikser ¢ozeltisi (Defiks)



3.2. YONTEMLER

3.2.1. Megaprimerlerin Tasarim

Tez onerisinde de ayrintilandirildigl gibi, aday genin (EGFP) 5° ucuna yag

hiicreleri tarafindan sentezlenerek hiicre disina salinan adipokinlere ait éncu dizinin

(lider dizi) takilmasi Ongoriilmiistiir. Bu amagla insan ve sicana ait cesitli

adipokinlerin 6ncii dizileri karsilastirmali olarak incelenmis ve denenmek iizere yedi

tanesi se¢ilmistir. Bu diziler ve ait olduklar1 genler Tablo 3.2.1’de verilmistir.

Tablo 3.2.1. Segilen adipokinlerin gen kodu ve 6ncii protein amino asit dizisi.

Genbankasi
gen kodu Genin ad1 Oncui Protein Amino asit Dizisi
(Gh)
4757760 Adiponektin MLLLGAVLLLLALP
4557715 Leptin MHWGTLCGFLWLWPYLFYVQA
<Zt‘ 10835159 Plazminojen aktivator inhibitorii-1 | MQMSPALTCLVLGLALVFGEGSA
% 55743122 Retinol baglama proteini-4 MKWVWALLLLAALGSGRA
~ 42544239 Kompleman faktor D (Adipsin) | MHSWERLAVLVLLGAAACAA
4557325 Apolipoprotein E MKVLWAALLVTFLAGCQA
62990185 Adiponektin MLLLQALLFLLILP
6981148 Leptin MCWRPLCRFLWLWSYLSYVQA
- 6981331 Plazminojen aktivator inhibitorii-1 | MOQMSSALTCLTLGLVLVFGKGFA
5 158187534 Retinol baglama proteini-4 MEWVWALVLLAALGGGSA
v 1117647197 Kompleman faktér D (Adipsin) | MHSSVYLVALVVLEAAVCVA
20301954 Apolipoprotein E MKALWALLLVPLLTGCLA
111494000 Miyostatin KPQMYVYI

Tablo 3.2.1.°den anlasilacagi ilizere insan ve si¢an arasinda secilen Oncii diziler

korunmustur. Bu Oncii dizilerinin tiim Okaryotlar i¢in gecerli olacagi 6ngoriilebilir.

Bu hipotezin deneysel olarak kanitlanabilmesi i¢in yukarida sirali yedi 6ncii diziyi

iceren klonlama primerleri Tablo 3.2.2.”de verilmistir.
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Tablo 3.2.2. Tasarlanan megaprimerlerin dizisi.

EGFP-F  |5-AAAGGTACCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3’

EGFP-R |5-AAAGAATTCTTACAGCTCGTCCATGCCGAG-3’

V5-B 5’GGTACCGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACG-3’
V5+6H |5 TCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCAC-3’
5’GGCTTTGGCCCTATCTTTTCTATGTCCAAGCTGGTACCGGTAAGCCTATC

LEP+V5-A i
CCT-3

LEpsvsp |5 AAAGCTAGCATGCATTGGGGAACCCTGTGCGGATTCTTGTGGCTTTGGC
CCTATCTTTTCTATG-3’
5’GGAGCTGTTCTACTGCTATTAGCTCTGCCCGGTACCGGTAAGCCTATCC

ADQ+V5-A :

CT-3

ADQ+V5-B |5’ AAAGCTAGCATGCTGTTGCTGGGAGCTGTTCTACTGCTATTAGCTC-3’
5 TGGGCCTGGCCCTTGTCTTTGGTGAAGGGTCTGCTGGTACCGGTAAGCC

PAI+V5-A
TATCCCT

oAlsvEE | ® AAAGCTAGCATGCAGATGTCTCCAGCCCTCACCTGCCTAGTCCTGGGCC
TGGCCCTTGTCTTTGGT-3’
5TGCTGTTGGCGGCGCTGGGCAGCGGCCGCGCGGGTACCGGTAAGCCTA

RBP4+V5-A
TCCCT-3’
AAAGCTAGCATGAAGTGGGTGTGGGCGCTCTTGCTGTTGGCGGCGCTGGG

RBP4+V5-B )

CAGC-3

ADS+VEA | ® TTCTGGTCCTCCTAGGAGCGGCCGCCTGCGCGGCGGGTACCGGTAAGCE
TATCCCT-3’

ADSHvsE |5 AAAGCTAGCATGCACAGCTGGGAGCGCCTGGCAGTTCTGGTCCTCCTAG
GAGCGGCCG-3’
5’CGTTGCTGGTCACATTCCTGGCAGGATGCCAGGCCGGTACCGGTAAGCC

APOE+V5-A ,

TATCCCT-3
5 AAAGCTAGCATGAAGGTTCTGTGGGCTGCGTTGCTGGTCACATTCCTGG
APOE+V5-B

CAG-3’
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3.2.2. Rekombinant Genin Modifikasyonlar: ve Tasarim

Planlanan c¢alismada ortaya konmasi amaglanan rekombinant genin tagimasi
ongoriilen 6zellikleri asagida siralanmistir:
- Sekil 3.2.1.°de teorik semasi verilen rekombinant kaset, ekspresyona oéncu dizi
sinyalinin birinci amino asidi olan metiyonin (ATG) ile baglamaktadir. Daha 6nceden
belirlenen yedi 6ncu dizi, 14-23 amino asit arasinda degisen uzunluklara sahiptir.
- Oncii diziyi takiben Kpnl enzim kesim bélgesinin kodladig: treonin (T) ve glisin
(G) amino asitleri ifade olmaktadir ve rekombinant transgenin oncu dizisinin son
amino asidinden sonra kesilerek hiicre disina salgilanmasi saglanmaktadir.
- Rekombinant EGFP veya her hangi bir model proteinin N-terminaline bitisik
sekilde ifade edilecek olan paramiksoviriis V5 yuzey antijeni etiketi (tag) 17 amino
asit uzunluktadir. Rekombinant proteinin geregi halinde saflastirilabilmesini
saglamak amactyla V5 ve enzim arasina alt1 adet histidin amino asidi yerlestirilmis,
gereginde bir metal afinite kolonu yardimi ile rekombinant proteinin saflagtirilmasi
amaclanmistir. V5 tag ve alti histidin amino asidinin toplam uzunlugu 23 amino
asittir.
- Oncli diziyi takiben EcoRI enzim kesim bélgesinin kodladigi glutamik asit (E) ve
fenilalanin (F) amino asitlerinin translasyonu ger¢eklesmektedir.
- Glutamik asit ve fenilalanin amino asitlerini takiben C ucunda rekombinant
proteinin kendisi gelmektedir. Kagak translasyonun engellenebilmesi amaciyla gen
ifadesi ikinci amino asitten baslatilmistir ve son amino aside dek devam etmesi
Ongorilmiistiir.
-Son amino asit pozisyonunda yer alan DUR (STOP) kodonu ile gen ifadesi sona

ermektedir.
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Sekil 3.2.1. Klonlama stratejisi ile olusturulan rekombinant gen dizileri.

3.2.3. Megaprimer Aracilihigiyla PZR Yontemi

Oncii diziler, V5 epitopu, ve 6xHistidin dizilerinin birbirine ardisik olarak
yerlestirilmesi islemi, “Gene-SOEIng” yontemi ile gergeklestirildi. PZR aracilikli
mutagenez isleminin temelinde komplementer DNA primerlerinin istenen dizileri
olusturmak {iizere tasarlanmasi yer almaktadir. PZR c¢ogaltiminda kullanilan
oligontikleotidler, birbirlerine kismen komplementer yapida olup, PZR araciligi ile
birbirlerine komplementer ¢ift iplikli DNA parc¢alar1 olusturmak iizere tasarlanmistir.
Kullanilan mega-primerlerin her iki ucuna yerlestirilmis olan restriksiyon enzim
tanima bolgeleri aracilifi ile bu gen fragmanlarmin istenilen plazmid dizilere
klonlanabilmesi de saglanmaktadir.

Bu yaklagim, ayni zamanda dogal bir gen dizisi lizerinde de mutasyon
olusturmak tizere kullanilabilir; mutasyon tasiyan primerlerin kullanimi ile dogal
diziye komplementer olmayan ve degisiklik yapilmak istenen bir veya birden fazla

baz olusturulan DNA dizilerine yerlestirilebilir. Bu sekilde kalip gorevi goren dogal
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DNA dizisi iizerinden yapilacak olan bir ¢ogaltimin iiriinii, i¢cine alacagi mutant

primer sayesinde istenilen mutasyon degisikligini igerir.

3.24. *“Gene-SOEing” Yontemi ile PZR Aracihikh Mutagenez

Olusturulmasi

PZR kullanimi ile iki asamali mutagenez isleminin temelinde DNA
fragmanlarmin  ¢ogaltiminda  kullanilan  primer oligoniikleotidler igerisine
gergeklestirilmek istenen mutasyon degisikliginin yerlestirilmesi bulunmaktadir.
PZR kullanilan iki primer oligoniikleotidinden biri, dogal diziye komplementer
olmayan ve degisiklik yapilmak istenen bir veya birden fazla bazi igerir. Bu sekilde
kalip gorevi goren dogal DNA dizisi iizerinden yapilacak olan bir ¢ogaltimin {irlind,

i¢cine alacagi mutant primer sayesinde istenilen mutasyon degisikligini igerir.

Primer A

-
Ll 4

Primer D*

1.Reaksiyon sonucunda olusan A-D fragmani

-
Ll -

o=

Sekil 3.2.2-A. Ilk asamada birinci tiipte gergeklestirilen mutagenez PZR reaksiyonu.

Mutasyon gerceklestirilmek istenilen nokta ortak olmak iizere dogal DNA
dizisinin 5> ve 3’ uglarma dogru iki ayr1 PZR amplifikasyonu farkli tiiplerde
gergeklestirildi. Bu amplifikasyon iirlinlerinin birinin 5’ ucunda, digerinin ise 3’
ucunda mutasyon iceren ve kismen Ortiisen (komplementer) iki PZR Grinl elde
edildi (Sekil 3.2.2-A ve B).
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Primer C*

= f—

Primer B
-

Ll 4
-

2. Reaksiyon sonucunda olusan C-B fragmani

Sekil 3.2.2-B. ilk asamada ikinci tiipte gergeklestirilen mutajenik PZR reaksiyonu.

Kalip DNA’dan arindirmak tizere bu iki PZR Uriinii agaroz jelden saflastirildi.
Ikinci asamada ise, bu iki PZR iiriinii ayn tiip i¢ine esit molar miktarlarda konarak
tekrar PZR reaksiyonu gerceklestirildi. Ust iiste ortiisen dizileri tasryan DNA
fragmanlarinin ortak dizileri “annealing” asamasinda birbirlerine birer primer gorevi
olusturarak 5’—3’ yoniinde DNA polimeraz enzimi tarafindan tamamlandi. Bu ikinci
reaksiyonun sonucunda mutasyon bolgesini bulunduran tam uzunlukta DNA
fragmani elde edildi. Agaroz jelden saflastirma ve ikinci asama PZR reaksiyonlari
Sekil 3.2.2.C’de gosterilmistir. V5 yiizey epitopu ve adipokinlere 6zgl 6ncu
dizilerinin olusturulmasi islemleri yukarida da agiklanan in vitro mutagenez yontemi
kullanomi  ile  gergeklestirildi. Sonraki asamalarda uygun restriksiyon
endoniikleazlarca kesilerek ekspresyon vektor omurgasina bu DNA pargalar

aktarildi.
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Jel Saflagtirmas:

=2 =

ikinci agama PCR reaksiyonu

C-B fragmam
A-D fragmani -~y

Lot ke

-

Denaturasyon ‘

=

-—H“"--f—/

Sekil 3.2.2-C. Ikinci asama mutagenez PZR reaksiyonu.

3.2.5. “Gene SOEing” Yontemi ile Oncu Dizilerinin Amplifikasyonu ve
V5+6H Epitoplarinin Eklenmesi

Oncii dizilerin olusturulmasi ve V5+ 6H epitop etiketleri mutagenik mega-
primerler kullanarak Sekil 3.2.3.’te gosterildigi sekilde “Gene SOEing™ yontemi ile
birlestirildi. Her bir 6ncii dizi i¢in dort farkli PZR reaksiyonu kuruldu. ilk
rekasiyonda V5 ve V5+6H primer dizileri birlestirildi.
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Sekil 3.2.3. Megaprimer aracligiryla PZR sonucunda elde edilen drin.
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Oncii dizileri, V5 ve 6xHistidin dizilerini birbirine ardistk olarak
sentezlenebilmeleri igin “Gene-Soeing” yontemi kullanildi. PZR kullanimi ile iki
asamal1 mutagenez isleminin temelinde DNA fragmanlarinin ¢ogaltiminda kullanilan
primer oligonukleotidler igerisine gergeklestirilmek istenen mutasyon degisikliginin
yerlestirilmesi ~ bulunmaktadir. PZR  ¢ogaliminda kullanilan iki  primer
oligoniikleotidinden biri, dogal diziye komplementer olmayan ve degisiklik yapilmak
istenen bir veya birden fazla baz igerir. Bu sekilde kalip gorevi géren dogal DNA
dizisi tlizerinden yapilacak olan bir ¢ogaltimin {iriinii, i¢ine alacagr mutant primer

sayesinde istenilen mutasyon degisikligini igerir.

GoTag® DNA Polymerase kiti kullanildi.
GoTaq® DNA Polymeraz 0,25 ul
5x GoTag®PZR Tamponu 10,0 pl

Primer-F (10uM) 1,0 ul

Primer-R (10uM) 1,0 ul

MgSO4 (25mM) 1,0 ul

dNTP (10mM karigim) 2,0 ul

Kalip DNA -

dH20 34,75 ul

Toplam 50 ul
Tepkime kosullart:

94°C 02:00

94°C 00:05

65°C 00:10

72°C 00:40 30 dongd

72°C 02:00

4°C o0

Birinci PZR reaksiyonunda kalip (template) kullanilmamaktadir. Bu
reaksiyon sonucunda elde edilen amplikon “Wizard® SV Gel and PZR Clean-Up
System” ile piirifiye edildi ve sonraki reaksiyonlar icin kalip olarak kullanildi.

Kullanilan PZR karigimi agsagida verilmistir.



GoTag® DNA Polymeraz 0,25 ul
5x GoTagq®PZR Tamponu 10,0 pl
Primer-F (10uM) 1,0 ul
Primer-R (10uM) 1,0 ul
MgSO4 (25mM) 1,0 ul
dNTP (10mM karigim) 2,0 ul
Kalip DNA 1,0 ul
dH,0 33,75 ul
Toplam 50 ul
Tepkime kosullari:

94°C 02:00

94°C 00:05

65°C 00:10

72°C 00:40 30 dangt

72°C 02:00

4°C 0

3.2.6. Cogaltilan Oncii Dizi ve EGFP Dizilerinin pGEM-T Easy

Vektoriine Klonlanmasi
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Birlestilerek ¢cogaltilan oncii dizi ve EGFP fragmanlari, modifiye agaroz jelde

yurutilerek uygun uzunlukta bantlar kesilerek jelden izole edildi.Bu amagla Wizard

SV Gel and PZR Clean-Up System kullanilarak amplikon ornekleri saflagtirildi.

Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda pGEM-T Easy vektorii ile cDNA ligasyonu

saglandi. Kompetan E. coli JM109 hicreleri, ligasyon Grunu transforme edilerek

X-Gal ve IPTG igeren, 50 pg/ml ampisilinli kati LB besiyerine ekildi. Beyaz

koloniler segilerek ¢ogaltildiktan sonra Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification

System kiti kullanilarak miniprep yontemi ile plazmid izolasyonu yapildi. Plazmid

igerisinde hedef dizinin varhigi EcoRI enzim kesimi kontrol edilip T7 ve SP6

primerlerinin kullanildigst DNA dizi analizi ile dogrulandi. Dogru diziyi iceren

Klonlar cogaltilarak Plasmid Midi Kit yardimi ile endotoksinden arindirilmig

izolasyon uygulandi.
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3.2.7. pGEM-T Easy Vektorii Icerisindeki Oncii Dizi ve EGFP Gen
Parcalarimin pcDNA3.1(+) Vektoriine Klonlanmasi

Hazirlanan dizilerin 5> ve 3’ uglarinda sirasiyla Nhel ve Apal restriksiyon
enzimleri icin kesim boélgeleri yer almaktadir (Sekil 3.2.4.). Midiprep yontemi ile
izole edilmis pcDNAS3.1(+) vektori ve RBP4-EGFP-pGEM-T Easy plazmidi, Nhel
ve Apal enzimleri ile kesilerek pcDNA3.1(+) vektor iskeleti ve gen fragmanlar
modifiye jel icerisinden saflastirildi. Ligasyon ve transformasyonun ardindan
bakteriler 50 pg/ml ampisilin igeren kat1 LB besiyerine ekildi. Segilen ve ¢ogaltilan
kolonilerden miniprep yontemi ile izole edilen plazmidler igerisinde hedef dizinin
varligi, Nhel, Kpnl, ve Apal enzim kesimi ile kontrol edilip T7 ve BGH-reverse
primerlerinin kullanildigit DNA dizi analizi ile dogrulandi. Dogru diziyi iceren
Klonlar c¢ogaltilarak midiprep yontemi ile endotoksinden arindirilmis izolasyon

uygulandi.

+),

pcDNA3.1 (+)
5428/5427 bp

Sekil 3.2.4. Hazirlanan 6ncii dizi ve EGFP amplikonun pcDNA3.1(+) plazmidine

eklenmesi.
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3.2.8. SIMAR Dizilerinin Amplifikasyonu ve Klonlanmasi

Son yillarda S/MAR fiizerinde yapilan calismalar, Interferon-Beta veya IFNS
(Gl: 224831235) geninin 5’ kisminda bulunan S/MAR boélgesinin uygun bir se¢im
oldugunu distindirmektedir (118) . Bu S/MAR bolgesinin uzunlugu 2.2 kb’dir.
Andreas ve ark., 2004 yilinda vektdr yapilarinin, c¢ekirdek icinde matrikse
baglanmasi icin gerekli en kisa S/MAR uzunlugunu 620 bg olarak tanimlanmistir. Bu
uzunluktan daha kisa olmasi halinde ise, DNA yapisinin kromozoma entegre
olabilecegini goéstermislerdir (119) . Bu nedenle, IFNg geninin 5’distal bolgesinde
bulunan 2.2 kb’lik S/MAR dizisi i¢inde AT den zengin ve daha kisa bir bdlge olan
830bg¢’lik kisim klonlanlak tizere se¢ilmistir (IFNB-S/MARS830). Bununla birlikte bu
kisim olarak 314 baz ¢ifti uzunlugundaki bolge de klonlanmak {izere seg¢ilmistir.
Secgilen bu bolge icin tasarlanan primerler, 314 bazlik AT’den zengin tekrarlari
barindiran 600 bg¢ uzunluktaki bir bolgeyi (IFNB-S/MAR314) kapsamaktadir. Bu ana
yapiya takilan S/MAR dizisinin 620 baz’dan daha kisa olmasi nedeni ile bu dizinin 2

ardisik kopya halinde vektore yerlestirilmesi tasarlanmaistir.
IFNB-S/MARB830 ve IFNB-S/MAR314 Dizilerin Amplifikasyonu

IFNS geninin 5° bolgesinde yer alan 2.2 kilobazlik S/MAR dizisinde AT
igerigi olan bir alt bolge gogaltilmistir (primer dizileri Tablo 3.2.3.’de verilmistir).
Bu primerlerin uglarinda BstBl ve Nsil (sirast ile 5° ve 3’ uglarda) enzim kesim

bolgeleri bulunmaktadir.

Tablo 3.2.3. IFNB-S/MARS830 bélgesi icin tasarlanan primerler.

IFNB-SMARO0.8-BF | 5’-AAATTCGAAGTTAGGCGACAGCACAGATAG-3’

IFNB-SMARO0.8-NR | 5’-AAAATGCATGCAGAAACGGAGAGACATAC-3’

PZR aracilikli ¢ogaltilan diziler agaroz jelde yiiriitiildii ve “Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System” yardim ile purifiye edildi. Saflagtirllan amplikon
dizileri, IFNB-S/MAR314 isimli amplikonun hazirlanmas: i¢in kalip olarak
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kullanild1. 600 b¢ uzunlikta olan bu dizinin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler
Tablo 3.2.4.’te gosterilmistir. Bu primerlerin 5’uglarinda (sirasi ile BstBl ve Nsil)

enzim kesim bolgeleri bulunmaktadir.

Tablo 3.2.4. IFNB-S/MAR314 dizisi i¢in tasarlanan primerler.

IFNB-SMAR314-BF | 5-AAATTCGAACTCTGATTTCTGAGATTGAGTTTC-3’

IFNB-SMAR314-NR | 5’-AAAATGCATGCAAAGCATGAGATGTGTGG-3’

Apolipoprotein-B S/IMAR Dizilerinin Cogaltilmasi

Apolipoprotein B veya APO-B (GI: 105990531) geni ile iliskili ti¢ farkli
S/MAR bolgesi tanimlanmistir. Genin 3° ve 5’ uglarmi g¢evreleyen iki S/MAR
dizisinin yaninda, 5’ distal bolge olarak adlandirilan 4-5 kilobaz uzaklikta bir
S/IMAR daha bulunmaktadir (120) . Bu bolgeler arasinda c¢ekirdek iskelesine
baglanma etkinligi bakimindan bir fark bulunmadig1 anlasilmistir (121) . AT igerigi
bakimindan daha zengin olmasindan dolayi, tez ¢alismasinda kullanilmak iizere,
genin 3’ ucunda tanimlanan S/MAR bélgesi secilmistir. Apolipoprotein beta genin 3’
S/MAR dizisi 700 baz ¢ifti uzunluktadir. Bu bolgenin ¢ogaltimi i¢in iki fakli
klonama primer seti hazirland1 (Tablo 3.2.5.). Bu yaklagimin amaci, dizileri farkli
yonelimlerde (orientasyon) olmalar1 ve bu yonelimin S/MAR etkinligi bakimindan
bir fark olusturup olusturmadigini arastirmaktir. Bu nedenle, segilen primer
dizilerinin 5° ve 3’ uglarinda sirasiyla BstBI ve Nsil enzim kesim bolgeleri
yerlestirilmistir. 5’—3” yonelimli diziye APOB-BN (BstBI- Nsil) adi1 verilirken
3’—5’ yonelimli klonlanan dizi APOB-NB (Nsil- BstBI) olarak adlandirilmistir.

Tablo 3.2.5. APOB genine ait SSMAR bolgesi i¢in tasarlanan primer dizileri.

APOB-CLBF 5’-AAATTCGAAAAAGACAGTGAAACGAGGGCATTG-3’

APOB-CLNF 5’- AAAATGCATAAAGACAGTGAAACGAGGGCATTG-3’

APOB-CLBR 5’- AAATTCGAACTAGCCATTCCTTCTCCACTCCTG-3’

APOB-CLNR 5’- AAAATGCATCTAGCCATTCCTTCTCCACTCCTG-3’
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PZR araciligr ile ¢ogaltilan S/MAR dizileri modifiye jelde ylriitiilerek
klonlamak tizere kesildi ve “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” yardim

ile saflagtirildi.

Reaksiyon sartlar1 (GoTag® DNA Polymerase kiti kullanildi):
GoTaq® DNA Polymeraz
5x GoTaq®PZR Tamponu
Primer-F (10uM)
Primer-R (10uM)
MgSO4 (25mM)

dNTP (10mM karigim)

Kalip (sigcan DNA’s1)

dH20

0,25 ul
10,0 pl
1,0 ul
1,0 ul
1,5 ul
2,0 ul
0,5 ul
33,75 Wl

Toplam

50 pl

Tepkime kosullar1 (Her dongiide sicaklik 1°C diistiriilerek touchdown PZR yapildi):

10 dongt

[ 20 dongii

94°C 02:00 dk
94°C 00:20  —
60°C-51°C  00:10
72°C 01:30 |
94°C 00:20
51°C 00:20
72°C 01:30 B
72°C 02:00
4°C o0

S/IMAR Dizilerinin Klonlanmasi

Hazirlanan IFNBS830,

I[FNB-314, APOB-BN, ve APOB-NB S/MAR

dizilerinin 5’ ve 3’ uglarinda enzim kesim noktalar1 bulunmaktadir. Tim S/MAR

dizileri PZR y6ntemi ile ¢ogaltildi ve saflastirildiktan sonra pGEM-Easy T-vektoriine

aktarildi. S/MAR dizilerinin dogrulugu uygun restriksiyon endoniikleaz enzim kesim
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analizi ile ve DNA dizi analizi yontemi ile kontrol edildi. Klonlama vektdrlerinden,
5’ ve 3’ uclarinda bulunan BstBI ve Nsil enzimleri ile kesilerek ¢ikartilan S/MAR
dizileri RBP4 6ncii dizi ve EGFP dizisini igeren pcDNA3.1 (+) omurgasina aktarildi.
Bu aktarim icin pcDNA3.1 omurgasinin okaryotik diren¢ geni bolgesine, kalici
entegrasyon i¢in kullanilan neomisin diren¢ geninin bulundugu bdlge hedeflendi.
Hazirlanan bu plazmidlerin dizisi DNA dizi analizi yéntemi ile kontrol edildi ve
dogrulanan plazmidler ¢ogaltilarak midiprep yontemi ile yeniden plazmid izolasyonu
yapildi. S/IMAR dizilerinin ana omurga yapilarina eklendigi bolge ve enzim kesim

noktalar1 Sekil 3.2.5."te gosterilmistir.

RBP4 + V5 + MSTN-dn |

RBP4 + EGFP |

N pBABE 3' - 1735 - Tm=58.6°C
Nsil - 1804 - A_TGCA'T
Nsil - 1876 - A_TGCA'T

==> EBV Reverse - 3214 - Tm=54.6°C
==> EBV Reverse - 3214 - Tm=54.6°C
BstBI - 2946 - TT'CG_AA

S/MAR dizisi

Sekil 3.2.5. pcDNA3.1 (+) vektdr omurganin haritasi.

IFNB-S/MAR314 Dizilerinin Ardisik Olarak Klonlanmasi

IFNS genin 5-’S/MAR bolgesinde yer alan AT’den zengin 314 baz cifti
uzunluktaki dizi klonlamak tizere secilmistir (122) . S/MAR dizi verimini arttirmak
amaciyla AT’den zengin bu dizini 2 ardisik kopya halinde vektore aktarilmasi
amaglandi. Bu yaklasim ile ilgili agiklayic1 diyagram Sekil 3.2.6.’da verilmistir.

Bu yontem ile iki farkli ardisik IFNS-314 dizisi iceren yapi elde edildi.
Bunlarn ilki, her iki IFNg-314 dizisini de ardisik olarak 5’—3’yOniinde tasiyan
yapidir (IFNB-314-BNBN). ikincisi ise, iki IFNB314 dizisinden birinin ters
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yonelimli olarak klonlanmas: sonucundan elde edilen dizidir (IFNB-314-BNNB).

Calismada gergeklestirilen tim S/MAR yapilari, Sekil 3.2.6.”da gosterilmektedir.

B
IFNB830 RBP4+ EGFP+ pcDNA3. 1+ B -::‘ N
(830bg) IFNB-830

IFNB314 RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ B |:>N

(600bg) IFNB-314
IFNB314x2(1.2Kb) RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ BS M 7B
(tandem - BNNB) IFNB314-BNNB
IFNB314x2(1.2Kb) RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ BS 'RI»B > N
(tandem - BNBN) IFNB314-BNBN %

APOB -BN RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+
(950 b APOB BN B M) N

APOB-NB RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+
(950 bg) APOBINE N s

Sekil 3.2.6. Klonlanmis S/MAR dizisi i¢eren plazmid vektorlerin semast.

3.2.9. MSTN cDNA Sentezi ve MSTNdn Dizisinin Olusturulmasi

Miyostatin mRNA’sina kaynak olusturmak tizere, 2 giinliik sigan kalp, bacak
kaslari, ve supraskapular yag dokulart diseksiyon mikroskobu altinda ¢ikartildi ve
total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen total RNA 6rneklerinden miyostatin oncii
dizisi igeren cDNA sentezi yapildi. Miyostatin ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan
primerler Tablo 3.2.6.”da verilmistir.

Tablo 3.2.6. Miyostatin cDNAs1 klonlama primerleri (6ncii dizisi icermektedir).

MSTN-F | 5’-AAAGCTAGCATTTTAAAATGATTCAAAAACCGCAA-3’

rMSTN-R | 5’-AAAGGGCCCTCACGAGCACCCACACCGGTCTACTACCAT-3’

Elde edilen cDNA 6rnekleri modifiye agaroz jelden purifiye edilerek, énci
dizi ve pre-miyostatin cDNAs1 arasina V5 epitop dizisi eklemek iizere Tablo 3.2.7.
teki primerler tasarlandi ve “gene soeing” yontemi ile PZR yapildi. Elde edilen iiriin
modifiye agaroz jelde yurutuldi ve klonlamak Uzere jelden “Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System” yardim ile purifiye edildi.
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Tablo 3.2.7. MSTN oncii dizisine V5 epitopu eklemek i¢in kullanilan primer dizileri.

5S’AAAGCTAGCATGATTCAAAAACCGCAAATGTATGGTACCGGTAA

MSTN-F3 GCCTATCCCTA-3’

rMSTN-R | 5’-AAAGGGCCCTCACGAGCACCCACACCGGTCTACTACCAT-3

Oncli dizi ve V5 epitopu iceren MSTN cDNAs1 pGEM-T Easy vektoriine
klonlandiktan sonra primerlerin 5° ve 3’ ucglarinda sirasiyla bulunan Nhel ve Apal
enzim kesimi ile ¢ikartildi ve pcDNA3.1 (+) ana omurgasina klonlandi. JM 109
kompetan bakterilere transforme edildi. Bakterilerden izole edilen plazmit, enzim
kesimi ve DNA dizi analiz yontemi ile kontrol edildi.

MSTN geninin 6ncu dizisinin EGFP N-terminaline eklemek (zere 6nci dizi,
Kpnl ve Apal restriksiyon enzim kesimi ile, pcDNAS3.1(+) plazmidinden ¢ikartilarak
yerine ayni enzim ¢ifti ile hazirlanan ve saflastirilan EGFP gen dizisi eklendi.
Hazirlanan plazmit yapist JM109 kompetan bakterilerine transforme edildi ve
cogalan bu bakterilerden midiprep kit yardim ile plazmit izolasyonu yapildi. Elde
edilen bu plazmit yapisi enzim kesimi ve DNA dizi analiz yontemi ile kontrol edildi.

Adipokin 6ncl dizilerinin C-terminal kismina eklenmek tizere oncii dizi
icermeyen miyostatin cDNAs1 hazirlamak Uzere Tablo 3.2.8.’deki primerler ile PZR
amplifikasyonu yapildi. Elde edilen iirlin modifiye agaroz jelde yiiriitiildl ve
klonlamak uzere jelden “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” yardim ile
purifiye edildi.

Tablo 3.2.8. Oncii dizi icermeyen miyostatin cDNAsin1 gogaltmak icin kullanilan

primer dizileri.

MSTN-F2 | 5’-AAAGAATTCGTTTATATTTACCTGTTTGTGCTGATTG-3'

rMSTN-R | 5’-AAAGGGCCCTCACGAGCACCCACACCGGTCTACTACCAT-3’

Miyostatin’in fizyolojik etkilerini tersine c¢eviren ve bloke edici anti-
miyostatin etkisi gosteren dominant-negatif miyostatin molekiiliiniin hazirlanmasi
icin Zhu ve ark. tarafindan uygulanan yaklagim kullanildi (7) . Bu deneysel
yaklagimda miyostatin proteininin plazma proteazlarinca taninarak kesilmesini
saglayan RSRR amino asit dizisi mutajenik primerler yardimi ile cDNA (zerinde
DLDG dizisine doniistiiriildii (Sekil 3.2.7.). Tablo 3.2.9.’da agiklanan primerler ile
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miyostatin cDNAs1 750 bg¢’lik 5” kisim (parga a) ve 370 b¢ uzunlugunda 3’ kisim
(parca b) olarak iki amplikon dizisi sentezlendi. Hazirlanan ve agaroz jelden
saflagtirilan bu iki amplikon esit molaritede bir araya getirilerek in vitro mutagenez

teknigi ile birlestirildi.

Tablo 3.2.9. Dominant-negatif etkili miyostatin amplikonunu sentezlemek igin

kullanilan primerler.

rMSTN-Fa 5-AAAGCTAGCATTTTAAAATGATTCAAAAACCGCAA-3’

rMSTN-NPRa |5-TCCGTCTAGACCCTTGGGTGTGTCTGTTACTTTG-3’

rMSTN-CPFb |5’-CACCCAAGGGTCTAGACGGAGACTTTGGGCTTGACTGTG-3’

rMSTN-Rb 5’-AAAGGGCCCTCACGAGCACCCACACCGGTCTACTACCAT-3’

Hazirlanan dominant negatif etkili MSTN cDNAs1 (MSTNdn), pGEM-T Easy
vektoriine klonlandiktan sonra primerlerin 5’ ve 3’ uglarinda sirastyla bulunan EcoRI
ve Apal enzim kesimi yapildi. Bu amplikon, ayni enzim kesimleri yapilan ana
omurgasi olan Oncii dizi, V5+ 6H epitopu, ve EGFP igceren pcDNA3.1(+) vektoriine,
EGFP dizisinin yerine ligasyon yapilarak eklendi ve JM 109 kompetan bakterilere
transforme edildi. Bakterilerden izole edilen plazmit, enzim kesimi ve DNA dizi

analiz yontemi ile kontrol edildi.
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Zhu et al 2000 klonlama stratejisi (RSRR dizisini GLDG'ye cevirme)

NotI/Eagl
Primer Fa—> 5' -TGEGCGGCCGCCACCATEATGCALAL MCTE

Loataagaacaagggasaaaaaaagattgtgectgatttttaaalatgatgcaaaaactgoaaatgtatgtttatat
ttacctgttecatgotgattgetgotggoccagtggatctaaatgagggocagtgagagagaagaaaatgtggaaaa
agaggggctgtgtaatgecatgtgogtggagacaaaacacgaggtactccagaatagaagocataaaaattcaaat
cctcagtaagectgogoctggaaacagoctectaacatcageaaagatgetataagacaact toctgocaagagogeo
toccactococgggaactgategatcagtacgacgtocagagggatgacagecagtga tggotoctttggaagatgacga
ttatcacgctaccacggaaacaatcattaccatgoctacagagtectgactitctaatgocaagoggatggoaagec
caaatgttgcttttttaaat ttagetctanaatacagtacaacansagtagtaaaagocccaactgtggatatatet
cagacccg tcaagactoctacaacagtgtttgtgoaaateoctgagactecatcaaacccatgaaagacggtacaag
gtatactggaatccgatctotgaaactigacatgagococcaggocactggtatttggeagagtattgatgtgaagac
agtgttgcaaaattggctcaaacagoctgaatccaacttaggoatigaaatcaaageotttggatgagaatggeca
tgatcttgctgtaaccttcoccaggaccaggagaagatgggetgaatcocctittta

ACAGRCACLAOCCRD. GLEAC-3' <— Primer Ra
Primer Fb —> 5 -RR: GAGACTTTGEGCTIGAD

Gaagtcaaggtgacagacacacccaagaggtoccoggagalgact ttgggottgactgegatgagecactocacggaa
tcocoggtgetgoogetaccococtocacggtogattttgaagect ttggatgggactggattatogocacoccaaaaga
tataaggococaattactgotcaggagagtgtgaattigtgtttttacaaaaatatcogeatacteatocttgbgeac
caagcaaaccccagaggotecagecaggoccttgetgocactocgacaaaaatgtetcocattaatatgetatat tit
aatggoasagaacaaataatatatgggaaaattocagocatggtagtagacecgetgtggg tgu:‘.t.u:‘.ag-:‘.t ttg

TAGACCECTETEEE TECTCAGRGCAGRAL

Sall
CTGATCAGCGRAGAGEATCT ATAGTCGACTC-3" <— Primer Rb

cattaggttagaaatttooccaagtocatggaaggtottooooctocaatttocgaaactgtgaattoaagocaccacagy
ctgtaggoocttgagtatgoctctagteacgtaagocacaagoctacagtgtatgaactaaaagagagaatagatgcasa
tggttggoattocaacoaccEaaaataaaccatacta

GLDG

RSRR
Nt — —C
N TR

Sekil 3.2.7. Zhu ve ark. tarafindan tanimlanan dominant negatif etkili miyostatin
eldesi klonlama stratejisi (RSRR dizisinin GLDG’ye doniistiiriilmesi).
Bu yaklasimda iki set primer ¢ifti (a ve b) araciligi ile miyostatin
cDNAs1 5 ve 3° kisimlar olarak iki pargaya boliinerek cogaltildi.
primer a c¢iftinin 3’ ucunda (reverse) ve primer b ¢iftinin 5° ucunda
(foreward) dizi degisikligini amaclayan mutajenik primerleri
icermektedir. Uygulanan PZR sonucunda iki a ve b amplikonlar1 elde
edildi, bu iki par¢ca amplikon ise ortak dizileri araciligi ile PZR yardimi

ile birlestirildi.
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PZR i¢in GoTag® DNA Polymerase kiti kullanildi.
GoTaq® DNA Polymeraz 0,1 pl
5x GoTaq®PZR Tamponu 4,0 pl

Primer-F (10uM) 0,8 ul
Primer-R (10uM) 0,8 ul
MgSO4 (25mM) 2,4 ul
dNTP (10mM karigim) 0,8 ul
Kalip (Kalp- cDNAs1) 4,0 ul
dH20 7,1 ul
Toplam 20 pl
Tepkime kosullari:

94°C 02:00 dk

94°C 00:05

51°C 00:10

72°C 00:15 30 déngt

72°C 02:00

4°C o0

3.2.10. Hiicre Kiiltiirii
Sican Yag Onciilii Hiicrelerin izolasyon ve Cogaltimi

Yag oOnciili hiicrelerin izolasyon ve ¢ogaltimi amaciyla 3 aylik erkek
Sprague-Dewley 1rki sican kullanilmistir. Bu amacla anestezi altinda % 70 etil alkol
ile dezenfeksiyonu takiben sirt cilt dokusu diseke edilerek yag dokusu cikartildi.
Interskapular yag dokusu, toraks arka duvarindan siyrilarak diseke edildi. Bu
diseksiyon sirasinda yiizeysel sirt kaslariin ¢ikartilan yag dokusunu kontamine
etmemesine Ozellikle dikkat edildi. Doku % 1 FCS igeren soguk PBS tamponu icine
kondu. Bu asamadan sonraki islemler kiiltiir kabini icinde siirdiiriildii. Cikartilan ve
soguk PBS tamponu i¢inde bekletilen interskapular yag dokusu tekrar bistiiri yardimi
ile miimkiin oldugunca kiigiik parcalara ayrildi. Bu pargalar, DMEM besi ortami
icinde ¢ozelti halinde hazirlanan 1:1 hacimde % 1’lik Diaspaz II ve % 1’lik

Kollajenaz B solusyonlar1 i¢ine kondu (Her iki enziminde son konsantrasyonu % 0.5
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olacak sekilde). Calkalamali su banyosunda 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi.
Ara ara pipetlenerek olasi1 doku gruplar1 dagitilmaya c¢alisildi. Inkiibasyonun sonunda
iki defa 50 ml %1 FCS iceren PBS tamponu i¢inde yikandi ve sirasi ile 70 ve 30
um’lik filtrelerden gegirildi. Bu iglem ile kiigiik capli mononiikleer hiicrelerin diginda
kalan yapilardan arinma saglandi. Bu yontemle elde edilen hiicreler ¢ogaltilmak
iizere, adiposit cogaltma ortami igeren 10 cm’lik doku kiiltiirii kaplarina, 10° hiicre
gelecek sekilde dagitildi. Hiicreler adiposit ¢ogalma ortami i¢inde yiiksek yogunluga
erismeden sik pasajlanarak ¢ogaltildi. Yeterli primer preadiposit elde edildiginde,
toplanan hiicreler, erken pasajlarda (1-3), 10° hiicre iceren viallerde sivi1 azot iginde
dondurularak saklandi.

Farklilagmanin indiiklenebilmesi ic¢in yiiksek yogunluga erisen hiicreler
adiposit farklilagma ortamina alinarak iki giin boyunca bu ortamda tutuldu. Daha
sonra her iki glinde bir besi ortaminin yaris1 alinarak adiposit idame ortami ile
degistirildi.

Sican Yag Onciilil Hiicrelerin Farklilastiriimasi

Hiicrelerin olgun yag dokusuna farklilasmalari i¢in % 90 yogunluga erisen
hiicre kulttrtne insulin, IBMX ve Dexamethasone kokteyli ilave edilerek farklilagma

baslatildi. Asagida Sekil 3.2.8.’da ¢ogalmakta olan (a) ve li¢ haftalik farklilasma
sireci sonunda izlenen genc adipositler (b) goriilmektedir.

Sekil 3.2.8. Yiiksek yogunlukta (a) ve farklilasmanin erken asamalarinda sigan yag

hicreleri (b).
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Adiposit farklilasmasinin 6nemli bulgularindan biri olan hiicre i¢i yag
vezikili depolarinin ortaya c¢ikmasi ve bu vezikiillerin biiyliyerek birbirleri ile
birlesmesi bulgusu sudan, “Oil Red O” veya benzeri yag boyalar1 ile

gosterilebilmektedir.

3T3-L1 Fare Adipogenez Hiicre Hattimmn Cogaltilmas1 ve

Farkhlastirilmasi

3T3-L1 fare adiposit hiicre hatti, ATCC temsilcisinden CL-173 satin alindi.
Hicreler, 2 ml adipojenik ¢ogalma ortami ile siispansiyon olusturacak sekilde
25cm?’lik flasklarda ¢ogaltildi. Her bir &rnegin iizerine yeteri miktarda adipojenik
cogalma ortami eklendi. Adipojenik ¢ogalma ortami, DMEM icerisinde % 10 FBS,
2mM L-Glutamin ve % 1 Penisilin/Streptomisin eklenerek hazirlandi. Ornekler,
37°C, % 5 CO2 iceren etiive kaldirildi. Boliinerek, petri yiizeyinde % 90 yogunluga
ulasan hiicreler pasajlandi. Yiiksek yogunluga ulasan hiicreler, % 5 DMSO (Dimetil
stlfoksit) iceren besi rtaminda sivi azot tankindan uygun sartlarda dondurularak
stokland1. Gereginde, hizlica 37°C su banyosunda coziildii. Icinde 10 ml besi ortamu
bulunan tipe alind1 ve 180 g’de 5 dk santrifiij edildi ve ¢ogalmaya birakildi

Farklilasma deneyleri icin % 90 yogunluga ulasan hiicrelerin besi ortami,
adipojenik farklilagma ortami ile degistirildi. Adipojenik farklilagma ortami, 1:1
oraninda Ham’s F10 ve DMEM karisimi i¢inde % 10 FBS, 2 mM L-Glutamin (% 1),
11.5 mg/mL IBMX (% 1), 167 uM insiilin (% 1), 10 mM Dexametason (1:10,000),
ve % 1 Penisilin/Streptomisin ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi. Besi ortamlart giin asir1
degistirildi. Farklilasmanin indiiklenmesinden sonra, 8. gilinde, hiicrelerin besi ortami
¢ogalma besi ortami ile degistirilidi.

Sureci tamamlayan hicreler 1ml Trizol ¢ozeltisi ile toplanarak, petri yiizeyine
yapismis olan hiicrelerin kalkmasi saglandi. Kalkan hiicreler 1.5 mI’lik tipe alinarak,

RNA izolasyonu iglemine kadar -80°C‘de sakland.
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Sekil 3.2.9. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma siireci ve morfolojisi (Zenbio,Inc).

3T3-L1 hiicreleri, farklilagmanin ilk giinlerinde multilokiiler yag vezikiilleri
olugsmaya baglar ve farklilagmanin ikinci haftasinin sonunda bu yag vezikiilleri

bilesip monolokiiler yag damlaciklar1 olustururlar (Sekil 3.2.9.).
C2C12 Fare Miyoblast Hiicre Hattinin Cogaltilmasi ve Farkhlastirilmasi

C2C12 fare miyoblast hiicre hatti, Sap Enstitiisi'nden satin alinarak,
miyojenik cogaltim ortaminda diisikk yogunlukta siirekli ¢ogalmaya birakilmistir.
Stoklamak amaciyla her vial icinde 1x10° hiicre gelecek sekilde dondurularak azot
tankinda. %10 DMSO iceren besiyerinde saklanmistir. Gerektiginde, saklanmakta
olan hiicreler hizlica 37°C su banyosunda ¢oziildii. iginde 5 ml besi ortam1 bulunan
tiipe alind1 ve 400 g’de 10 dk santrifuj edildi. Ust faz atild1. Pellet halindeki hiicreler,
2 ml miyojenik ¢ogalma ortami ile siispansiyon olusturacak sekilde karistirildi.
Hiicreler esit hacimde, 30 mm ¢apinda petri kaplarina paylastirildi. Her bir 6rnegin
lizerine miyojenik ¢ogalma ortami eklendi. Miyojenik c¢ogalma ortami, DMEM
icerisinde % 10 FBS, 2 mM L-Glutamin ve % 1 Penisilin/Streptomisin eklenerek
hazirlandi. Ornekler, 37°C, % 5 CO2 igeren etlivde tutuldu. Boliinerek, petri
yuzeyinde % 60 yogunluga ulasan hiicreler pasajlandi.

Farklilagma deneyleri igin % 90 yogunluga ulasan hiicrelerin besi ortamu,
miyojenik farklilasma ortami ile degistirildi. Miyojenik farklilasma ortami, 1:1
oraninda hazirlanan Ham’s F10 ve DMEM karisimimna % 2 at serumu, 2 mM L-
Glutamin, % 1 penisilin/ve streptomisin ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi. Besi ortamlari

giin asirt degistirildi. Hiicreler 7-9 giin arasinda farklilagtirma besi ortamina maruz



62

birakildi. Sureci tamamlayan hticrelerin tGzerine 1ml Trizol ¢6zeltisi eklendi ve petri
yiizeyine yapismis olan hiicrelerin kalkmasi saglandi. Kalkan hiicreler 1.5 mI’lik tlipe

alinarak, RNA izolasyonu islemine kadar -80°C*‘de saklandi.
Hemositometrede Hiicre Sayimi

Hiicreler tripsin yardimi ile kaldirdi. Kaldirilan hiicrelerden 100 pl pipet
yardimi ile alind1 ve 900 pl besiyeri igeren 1.5ml’lik tupe eklendi ve karigtirild.
Hiicre sayim1 bu karisimdan 10 ul alip hemositometre (LEVY and LEVY-HAUSSER,
Corpuscule Counting Chamber) yiizeyine eklendi ve mikroskop altinda hiicre sayimi

yapildi.
HUCRE SAYISI = Ortalama Hiicre Sayis1 x Sulandirim faktori (10) x Hacim x10*

Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihik Testi

Vektor transfeksiyonu yapilan hiicrelerde gézlenen EGFP protein ifadesine
Ozgul floresan oldugunu ve hiicre Sliimiine bagli otofloresan sinyali olmadigini
gostermek amaciyla, Tripan mavisi yontemi ile canlilik testi uygulandi (123) . Tripan
mavisi Olii hiicrelerin tespiti i¢in kullanilan bir boyadir. Tripan mavisi saglikli
hiicrelerin zarindan igeriye giremediginden, saglikli hiicreler renksiz kalirken, 6lii
hiicreler maviye boyanir. Bu deneyde, pozitif kontrol olarak serum achigi
uygulanarak hiicresel stres ve 6liim gergeklesen hiicreler kullanildi.

Tripan mavisi, ile muamele Oncesinde hiicre kiiltiirii sartlarinda ¢ogalan
hiicrelerin serumdan arindirilmast gerekmektedir. Bu amagla, hiicre kiiltiirleri
1xPBS ile 3 defa yikandi. Hiicrelerin lizerine 1xPBS ile 1:1 karistirilarak yogunlugu
%4’ten % 2’ye seyreltilen Tripan mavisi eklendi ve 1 dakika bekletildi. Tripan
mavisi uzaklastirildi ve hiicreler % 4 PFA (pH:7.5) ile oda sicakliginda 10 dakika,
veya 0°C’de 20 dakika sabitlestirildi. Hiicreler, 1XPBS ile 3-4 defa nazikce yikandi,

immersiyon yag1 eklenip lamel ile kapatilarak gozlendi.
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3.2.11. Poli-Laktik-Ko-Glukonik Asit (PLGA) Polimerlerin Hazirlanmasi

PLGA (poly-lactic-co-glycolic asit) polimer diskleri, 50:50 25:75 ve 10:90
oraninda laktik asit: glikolik asit i¢eren karisimlardan, kloroform iginde ¢oziilerek ve
70-100pum c¢aplt KCI tuz kristalleri igeren teflon kaplarin igine dokiilerek polimer
caplart 12mm ve kalinligit 2mm olacak sekilde hazirlandi. Tuz kristallerinden
arindirmak amaciyla hazirlanan bu yapilar, 24-48 saat dH20 igerisinde bekletildi ve
kurutuldu. Olusturulan yapilar etilen oksit araciligr ile sterilize edildi. Cesitli
oranlarda poli-laktik/glukonik asit (PLGA) iceren polimerler, Uzerine adiposit dncil
hiicreler yerlestirilerek farklilastirma icin hazirlandi. Bu islemlerin tiimii

biyogiivenlik kabini igerisinde gergeklestirilmistir.
3.2.12. Hiicre Kiiltiirii Lamlarinin Laminin ve Poli-I-lizin ile Kaplanmasi

Transfekte edilen 3T3-L1 hicrelerine immin floresan boyama uygulamak
Uzere, Nunc™ Lab-Tek™ [l Chamber Slide™ lamlar1 kullanildi. Bu lamlar,

kullanmadan 6nce, laminin ve poli-L-lizin ile kapland (Sekil 3.2.10.).

Sekil 3.2.10. 3T3-L1 hiicrelerine immiinboyama uygulamak i¢in kullanilan Nunc™
Lab-Tek™ Il Chamber Slide™ lamlari. Bu lamlarin bdlmeli olmalari

sayesinde daha az hiicre sayis1 ve antikor kullanilabilmektedir.

Ana stogu 100 pg/ml olan poli-L-lizin’den, 1:10 oraninda seyreltilerek 1
mg/ml ara stok elde edildi ve 30 mm’lik perti icerisinde yer alan lamellerin tzerini
kapatilacak sekilde ilave edildi. En az 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Soliisyonun fazlas1 pipet yardimiyla alindi ve 1xPBS ile ii¢ kez yikandi. Stok

konsantrasyonu 16 pug/ml olan laminin, 1xPBS ile seyretildi ve 4 pg/ml ara stok
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olarak hazirlandi. Bu ¢ozeltiden lamellerin ylizeyini kapatilacak kadar ilave edildi.
+4°C’de bir gece boyu ya da 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Lameller 3 defa 1xPBS ile
yikandi. Kaplanan malzemeler hemen kullanilmayacak ise 1xPBS ilave edildi ve

+4°C’de saklandi. Yeni hazirlanmis kiiltiir kaplari ile galigilmasi tercih edildi.
3.2.13. Gen Transferi Protokolleri ve Protein ifadesi Takibi
FuGene ile Gen Transferi Protokolii

Transfeksiyon Oncesinde uygulama yapilacak hiicreler PBS ile yikanarak
antibiyotikten arindirildi. Yiiksek transfeksiyon etkinligi ve dislk sitotoksik yan etki
amaciyla, FUGENE HD transfeksiyon reaktifi kullanildi. Oda sicakliginda 100 pl
DMEM iizerine sirastyla midiprep ile izole edilmis endotoksinden armdirilmis, 8 pl
FUGENE HD transfeksiyon ajani ve 2 pg plazmit eklendi (8:2 oraninda). Karisim
hafifce vortekslendikten sonra oda sicakliginda 45 dakika bekletildi. Yaklasik 1 —
2,5x10° yag onciilii hiicre iceren petri kabinin besi ortami gekilerek antibiyotiksiz
besiyeri ile degistirildi. Inkiibasyonu tamamlanan transfeksiyon karisimi, kuyunun
icine damlatilip hafifce karistirildi. Hiicreler, etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.
24 saat sonunda hiicreler Leica DMIL floresan donanimli ters mikroskop araciligi ile
gozlenerek Leica sayisal kamera ile goriintiilendi. Daha sonra bu hiicreler tripsinize

edilerek protein izolasyonu amaciyla -20°C’da donduruldu.
Elektroporasyon ile Gen Transferi Protokoli

Elektroporasyon ve gen transferi icin gereken malzeme ve sarflar BTX
Harvard apparatus firmasindan temin edildi. Bu firma tarafindan 6nerilen yéntem ve
protokol temel almarak yiiksek bir transfeksiyon verimi elde etmeye yonelik
optimizasyon yapildi.

75 cm? kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan hiicreler %80 -%90 yogunluga ulastiginda
I1xPBS ile yikanarak tripsin yardim ile toplandi. 1 milyon hiicre 250 ul 1xPBS,
DMEM veya BTX elektroporasyon solusyonu icgine pipetlenerek iizerine 30ug
plazmit ilave edildi ve elektroporasyon kiivetlerine dagitildi. Her hiicre tipi i¢in 6zgiil
olarak optimize edilen sartlar ile elektroporasyon islemi gerceklestirildi

(Tablo 3.2.10.). Transfekte olan hiicreler, 6-kuyulu kiiltiir kab1 kuyularina dagitild
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ve % 10 FCS igeren c¢ogalma besi ortami eklendi. Transfeksiyonun 24 saat
sonrasinda, hiicreler farkligma besiyerine maruz birakildir ve hiicrelerin morfolojisi

Leica DMIL floresan donanimli ters mikroskop araciligi ile takip edildi.

Tablo 3.2.10. Farkl: hiicre tipleri i¢in optimize edilen elektroporasyon sartlari.

Hucre tipi [_)NA Voltaj Siire Atm
miktari sayisi
Sigan yag-Oncull hiicreleri 30 pg | 400-500V | 1msn 4
3T3-Ij1 Hu'Cre hatt1 (F:arkhlasma 30 g 475\ 1 msn 4
oncesi transfeksiyon)
3T3-L1 Hiicre Hatt1 (F.arkhlasma 20 g 995 \/ 1 msn 4
sonrasi transfeksiyon)
C2C12 hiicre hatt1 10 ng 360 V 10 msn 1

Transfeksiyon oranini hesaplamak amaciyla transfeksiyonun 24. saatinde her
Ornek i¢in petri kabinda 10x biiylitme ile 10 farkli bolge segilerek her bolgede
bulunan EGFP sinyali i¢eren transfekte edilmis hiicre sayisi ve toplam hiicre sayisi

mikroskop altinda sayildi ve transfeksiyon orani hesaplandi.
3.2.14. Gen Transferi Yapilan Hiicrelerde ER Stres Incelenmesi

Transfekte edilen hucrelerde, plazmit icerisinde bulunan ve transkripsiyonu
diizenleyen CMV promotoru, yiiksek transkripsiyon hizina sahiptir. Bundan dolayz,
hiicre i¢inde yogun bir protein translasyonu ve ER iginde de tasinma ve paketlenme
s0z konusudur. Bu nedenden dolay1 ER’de, hatali katlanma ve proteinlerin agregat
olusturmasina bagh olarak transfekte edilen hiicrelerde ER stresi olusumu ihtimali
vardir. Rekombinant protein igeren vektdr ile transfekte edilen olgun yag
hicrelerinde ER stresi varligini incelemek amaciyla hiicresel ER  stresi
belirteclerinden biri olan XBP1 mRNAsmin kirpilma durumu (spliced - sXBP1)
incelendi. ER stres algisinda, sinyal iletiminden gorevli olan XBP1 mRNA’si,
normal sartlarda hiicre sitoplazmasinda kirpilmamis “unspliced” formdadir (UXBP1)
ve translasyonu gerceklesmez. ER stresi halinde o6zgilil bir enzim tarafindan

sitoplazmada kirpilarak islevsel olarak aktif XPB1 mRNAsima doniisiir ve XBP1
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transkripsiyon faktorii ¢ekirdege yonlenir. XBP1 transkripsiyon faktorl, hucre
cekirdegine girerek ER saperonlarinin gen ifadesini arttirir.

Bu ¢alismada, si¢an yag onciill hiicreler, RBP4 ve MSTNdn cDNAs1 igeren
pcDNA3.1 (+) vektor omurgas: ile transfekte edildi. Pozitif kontrol olarak hiicrelere
pEGFP.C1 vektorii aktarildi. Negatif kontrol olarak transfekte edilmeyen yag onciilii
hiicreler ¢cogaltildi. 48. ve 120. saatlerde 6rnekleme ikiserli olarak yapilmak {izere 6-
kuyulu petride hazirlandi. Trizol reaktifi yardimi ile hiicrelerden mRNA toplandi
cDNA sentezlendi. Sentezlenen cDNAlardan XBP1 primerleri kullanarak PZR
yapild1 ve elde edilen amplikonlar %3 agaroz jelde yiiriitiildii. XBP1 {izerinde yer
alan ve kirpilma bolgesini hedefleyen primerler dizileri Tablo 3.2.11.’de verilmistir.

Tablo 3.2.11. ER stres arastirmasi i¢in tasarlanan sigan XBP1 primerleri.

rXBP1-F 5" -CTCAGAGGCAGAGTCCAAGGG -3’
rIXBP1-R |5’-GAAGAGGCAACAGCGTCAGAATC-3’

3.2.15. Hiicre Kultiirii Orneklerinin immiinfloresan Boyamasi

Ik olarak, éncii dizilerinin kullandig1 salgisal yolagin rekombinant protein
Uretim kapasitesini arastirmak i¢in EGFP dizinin N-terminalinde klonlanan farkli
oncii dizileri iceren pcDNA3.1(+) ile hiicre kiiltiirli sartlar altinda transfekte edilen
hlcreler, transfeksiyonun 12, 16, 24, ve 36. saatlerde % 4 PFA ile tespit edildi.
Golgi, ve ER’a 6zgiil antikorlar ile immiinfloresan boyama yapildi.

Ikincil olarak, RBP4 ve MSTNdn igeren pcDNA3.1(+) vektor yapilari
araciligi ile saglanan rekombinant protein sentezi kinetigi ve hiicre i¢inde izledigi
salgisal yolak trafigi gosterilmeye c¢alisildi. Bu amagla, 3T3-L1 hcreleri,
RBP4+V5+MSTNdn dizisini iceren pcDNA3.1(+) plazmit vektorl ile transfekte
edildi ve laminin-poli-L-lizin ile kaplanmig Nunc™ Lab-Tek™ Il Chamber lamlar1
Uzerinde farklilasmaya birakildi. Bu farklilasma siirecinin 21. giiniide hiicreler tespit
edildi. V5, Klatrin, ve golgiye 6zgiil antikorlar ile ikili boyamalar yapildi ve analiz
edildi.

Uygulanan immiinfloresan boyama yontemi 7 agsamadan olugmaktadir:



67

1- Hucrelerin ortam1 gekilerek steril PBS ile yikandi. Lamlar, steril 1xPBS iginde
hazirlanmis % 4’luk PFA ¢0zeltisi eklendi ve 4°C’da 30 dakika inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda PFA cekilip lameller 3 defa 1xPBSile yikandh.

2- Hacimce % 0,2’lik Triton X-100/PBS ¢ozeltisi ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe

edildi. Bu yolla hiicre zarinin gegirgenligi saglandi.

3- Bloklama islemi sirasinda bloklama soliiyonu olarak adlandirilan %3 ke¢i serumu,
% 10 s1gir serum albumini ve % 0,1 Tween 20 igeren PBS ¢ozeltisi olarak taze olarak
hazirland1 ve lamlarin {izerine eklendi. Kurumay1 dnlemek i¢in nemli ortamda oda

sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi.

4- Bloklama ¢ozeltisi uzaklastirildi ve yerine uygun seyreltme oranlarinda hazirlanan
birincil antikorlar eklendi. Nemli ortamda oda sicakliginda 120 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra % 0,1 Tween 20 iceren PBS ¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. Kullanilan
birincil antikorlar1 olan a V5 epitopu 1/500, a golgi 1/400, o ER 1/100, ve

Klatrin 1/250 oranlarinda seyretilerek kullanildi.

5- Birincil antikor uygulamasindan sonra, bir kez daha bloklama ¢6zeltisi eklenerek
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. bu islemin devaminda, Sekonder antikorlar
(Alexa Fluor 568 Goat Anti-Rabbit 1gG ve/ya Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse
IgG) bloklama ¢o6zeltisi ile 1:1000 oraninda seyreltilerek birlikte uygulandi. Oda
sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, hiicreler % 0.1 Tween 20

iceren PBS ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi.

6- Son olarak hicrelerin c¢ekirdeklerinin goruntilenebilmesi igin 1dk streyle
bloklama ¢ozeltisi ile 1:2000 oraninda seyreltilerek DAPI boyamasi yapildi. 2 kez
yikama ¢ozeltisi (1x PBS i¢inde % 0,1 Tween 20) ile, ardindan 1 kez 1x PBS ile
yikama yapildi.

7- Boyamalarin bitiminde hiicrelerin iizerine Prolong Antifade kaplama sollisyonu
damlatild1 ve hiicrelerin {izeri kapatildi. Preperatlar 151k gérmeyecek sekilde 4°C’da
saklandi. Hazirlanan preparatlar, Carl-Zeiss LCM-510 konfokal ve Leica IM50

floresan mikroskoplar1 kullanilarak incelendi.
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Boyamalar, konfokal ve floresan mikroskobunda yiksek blyttmelerde ve iyi
cozunurlukte gorintl alabilmek igin tasarlanmigs Gzel petri kaplarinda yapildi
(Sekil 3.2.11.). Bu petri kaplarinin i¢ kisitmda, merkezde 14 mm ¢apinda bir ¢ukur
bulunmaktadir. Bu ¢ukurun alt kismi lamel benzeri bir cam ile kapatilmistir. Bu
cukur sayesinde, hucrelerin uzerine lamel kapatildiginda hiicreler ezilmemektedir.
3boyutlu yapilarint koruyan hiicreler, konfokal mikroskobunun 3 boyutlu tarama
Ozelligini kullanarak goriintiileme yapilmasina olanak vermektedir. Ayrica hiicre
icinde bulunan proteinlerin yerlesimlerinin arastirilacagi dikkate alindiginda, hiicre
yapisint dogru yansitan goriintiilerin elde edilmesi gerektiginden bu petri kaplarini

kullanmak oldukga 6nemlidir.

35mm Dish

Sekil 3.2.11. Boyamalar i¢in kullanilan 6zel petri kaplarinin goriintiisii. a) Petri

kabinin yandan goriiniisli b) Petri kabinin iistten goriiniimii.

3.2.16. B-galaktozidaz Aracihkhi Transfeksiyon Normalizasyonu

(8- galactosidase assay)

Farki plazmidler ile uygulanan transfeksiyon islemleri deneyler arasinda
transfeksiyon bagaris1 ve etkinligi bakimindan farkliliklar sergilemektedir.
Transfeksiyon teknigi sonrasinda yapilan Ol¢iim ve analizlerin giivenilirligi i¢in,
transfeksiyonda gozlenen varyasyonun teknik olarak normalize edilmesi gereklidir.
Islevsel dlgiimlerle yapilan karsilastirmalarin dogru, saglikli ve giivenilir olmast igin,
Transfeksiyon deneylerine bir i¢c kontrolin (internal kontrol) dahil edilmesi

gereklidir. Bu amagcla, butin transfeksiyon deneylerine sabit molar miktarda



69

B-galaktozidaz ifade vektort (pSV-BGal plazmidi) ilave edilerek deney sonuglarinda
B-galaktozidaz tayini yapilmistir.

Tez kapsaminda segilen Oncii dizilerinin protein salgi verimliliklerini
karsilagtirmak i¢in, GFP dizisinin N-terminalinde bulunan secilen farkli 6ncii dizileri
iceren pcDNA3.1(+) plazmidleri, beta galaktozidaz ifadesini saglayan pSV-BGal
plazmit vektorii ile 9:1 molar oranda karigtirilldi ve 3T3-L1 hicrelerine
elektroporasyon yontemi ile aktarildi. Pozitif kontrol 6rnegi olarak, hiicreler sadece
pSV-Bgal ile transfekte edildi. Transfekte edilen hucreler 12 kuyulu kdltir
kuyularina dagitildi (her plazmit 6rneginin 48. ve 120. saat dilimlerinde 3’er kez
bagimsiz olarak takibi amaglanmistir). Transfeksiyonun 48. ve 120. saatlerinde
hiicreler toplandi, hiicre lizatlar1 hazirlandi. Bu 6rneklerde, iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda pB-galaktozidaz tayini yapildi. B-galaktozidaz c¢alismasi igin, tiim
ornekler kolorimetrik yontemle 420 nm’de VersaMax ELISA Microplate okuyucu ile
okunarak hiicre lizatlarindaki beta galaktozidaz miktar1 olgiildii. Bu olgiimler,

asagida yer verilen florimetrik 6l¢glimlerin normalizasyonunda kullanildi.

3.2.17. Hucrelerde Sentezlenen ve Ortama Salinan Rekombinant EGFP

Sinyalinin Kantitasyonu

Salgisal oncii dizi igeren rekombinant EGFP protein ifade vektdr yapilar ile
transfekte edilen 3T3-L1 hiicrelerinden ortama salinan EGFP miktarlar1 ve ayrica,
hiicre govdelerinde yer alan EGFP miktarlar1 florimetrik kantitasyon yontemi ile
Ol¢iilmiistiir. Florimetrik Ol¢iimler 470 nm’de uyarim yaparak 510 nm’de 1s1ma
Olciimii yapmaktadir. Elde edilen Ol¢iim sonuglari, beta galaktozidaz sonuglarina
normalize edildi.

Rekombinant EGFP vektori iceren hiicrelerde bulunan EGFP proteininin
floresan ol¢iimlerinin yapilmasi amaciyla canli hiicre sayisina gore olgiilen floresan
miktarlart uygun standart egri ¢izilerek ol¢lim araligi saptanmistir. Bu amagla 96
kuyulu kiiltiir kab1 formatinda hazirlanan hiicrelere. EGFP plazmidi transfekte
edilerek saglikli 6l¢iim araligi hesaplanmistir. Bu ¢alismada bir standart egri cizilerek
EGFP floresan 1s1ma degerlerinin gilivenilir dogrusal ol¢iim araligi saptanmaya
calistlmistir. En az 750 ve en fazla 57000 (~60000) EGFP (+) hiicre Olculerek

standardizasyon yapilmistir.
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3.2.18. S/IMAR Dizileri i¢ceren Vektor Yapilarimn Hiicre Icinde Vektor

Kalicihigi ve Vektoriin ifadesine Etkisinin Karsilastirilmasi
Hiicre Kultiirii Orneklerinden DNA izolasyonu ve Kantitatif Cahsma

Bu ¢alismada S/MAR dizileri igeren plazmit yapilarinin, vektoriin kaliciligina
ve tasidig1 rekombinant gen ifadesine olast etkisi incelendi. Bu amag i¢in 3T3-L1
hiicreleri hazirlanan 6 farkli S/MAR dizisini iceren pcDNA3.1+ EGFP plazmit
vektorii ile transfekte edildi. Hucreler 25 cm?lik kiiltir kaplarma dagitilda.
Hucrelerin EGFP ifadeleri floresan mikroskop ile takip edildi ve goruntulendi. Deney
plani Sekil 3.2.12.°de gosterilmistir.

Bolinmekte olan 3T3-L1 hiicreleri % 80-% 90 yogunluguna ulastiklarinda,
tripsin yardimu ile kaldirilarak {i¢c kisma ayrildi. ilk 1/3 kismi pasajlanarak boliinme
siirdiiriildii. Ikinci 1/3 béliimii dondurularak -80°C’de saklandi. Son 1/3 kismu ise
DNA izolasyonu icin toplanarak pellet olarak -80°C’de saklandi. Bu islem,
hiicrelerin 6. pasajina kadar siirdiiriildii ve bu deney grubu “boliinmekte olan 3T3-L1
pasajlar1” olarak adlandirilmaktadir. Dondurulan hiicreler ise, 3-4 glin sonra yeniden
coziilerek, tekrar cogalma ortamina birakildi. Bu hiicreler kiiltiir kabinin %80-
%90’m1 doldurdugunda, tripsin yardimi ile tekrar kaldirildi ve DNA izole etmek
uzere pellet olarak -20°C de saklandi. Bu islem 6. pasaja kadar siirdiiriildii ve bu
deney grubu “dondurularak yeniden ¢Ozulen 3T3-L1 pasajlar1” olarak adlandirildi.
Negatif kontrol olarak S/IMAR dizisi icermeyen RBP4+RGFP+pcDNA3.1 vektor
yapist ile transfekte edilen 3T3-L1 hiicreleri yukarda aciklandig1 sekilde muamele
edildi. Dondurulmus pelletlerden, hiicre sayist ve plazmit sayisi kantitasyonu yapmak

Uzere DNA izolasyonu yapildi.
DNA izolasyonuna Yonelik Hiicrelerinin Toplanmasi

Yukarda anlatildig1 sekilde “boliinmekte olan 3T3-L1” ve “dondurularak
yeniden ¢oziilen 3T3-L1” hiicreleri her pasajin sonunda toplandi. 25 cm?lik kiiltir
kabinda besi ortamlar1 ¢ekildi ve hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicrelerin iizerini
kaplayacak kadar tripsin eklenerek 37°C’de 5 dakika inkibe edildi. Tripsin, esit

hacimli besiyeri ile inaktive edildi ve hiicreler toplanarak 180 g’de 5 dakika santrifij
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edildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra hiicreler DNA izolasyonu islemine kadar

-20°C’da saklanda.

1/3 pasal i 1/3 pasaj pre2
—h mm) —5b mm) —5b

1/3DNA 1/3DNA 1/3DNA
zolasyonu izolasyonu izolasyonu
FPIL W 1/3 don - gbz FPH2 o 1/3 don - g6z FP3 W 1/3 don gtz

g—  (—a —a

Y N N

DNA izolasyonu DNA izolasyonu DNA izolasyonu

Sekil 3.2.12. S/MAR dizilerin etkinligini karsilastirmak i¢in uygulanan deney

planinin semast.

3T3-L1 Hiicrelerinden DNA Izolasyonu

Yukarida agiklandigi sekilde toplanan ve -20°C’da saklanmakta olan hiicre
pelleti iizerine 500 pl ¢ekirdek lizis tamponu eklendi ve siispansiyon haline getirildi.
Uzerine 30 pl SDS (% 10), 30 ul proteaz K (10 mg/ml) eklenerek karistirildi ve
55°de geceboyu calkalanmaya birakildi. Ertesi giin, Orneklerin iizerine 250 pl
amonyum asetat eklendi ve karistirildi. Ornekler, oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edildikten sonra 20 dk 4500 rpm’de santrifiij edilerek proteinlerin ¢okmesi saglandi.
DNA igeren iist faz bagka bir tiipe alind1 ve {izerine 2 kat hacimde -20°C’de saf etil
alkol eklendi. Tiipler birkag defa alt-iist edilerek karigtirildiktan sonra -20°C’de 1 saat
boyunca DNA’nin ¢6kmesi beklendi. 4500 rpm’de santrifiij edilen 6rneklerin {ist fazi
uzaklastirildi. Elde edilen DNA pelleti, oda sicakliginda kurutilduktan sonra {izerine
20 pl dH20 eklendi. DNA o6rneklerin konsantrasyonu Nano-drop 1000 cihazi ile
ol¢iildii.
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DNA Orneklerinden Kantitatif Analizi

S/MAR dizilerinin verimliligini karsilastirmak {izere, hiicre basina diisen
plazmit sayilarinin kantitatif olarak hesaplanmasi gerekmektedir. Fare genomu igin
gecerli olan C-degeri (genom agirligl) uyarinca 20 ng genomik DNA 3000 hiicreye
karsilik gelmektedir (124) . Bununla birlikte tek kopya vektor plazmit yaklasik
6.6x101% ng’dir. Bu deneyde, izole edilen tiim 6rneklerin DNA’lar1 10 ng/pl olacak
sekilde sulandirildi. Transfeksiyon uygulanmayan 3T3-L1 DNA’s1 standart egrisi
hazirlamak tizere, 10 ng/ul olacak seklinde sulandirildi ve Tablo 3.2.12.°de
gosterildigi gibi EGFP geni iceren pcDNA3.1 plazmidiyle farkli miktarlarda
karistirildi. Bu deneyde, hiicre pasajlarindan izole edilen DNA Orneklerinde bulunan
vektor kopya sayist gercek zamanli PZR teknigi ile EGFP geni icinde yer alan bir
kisim gogaltilarak belirlendi. Hiicre basina diisen plazmit kopya sayis1 hesaplandi.
Bu sonuglara dayali bir karsilastirma ve degerlendirme yapildi. Gergek zamanli PZR
icin SYTO9 niikleik asit boyast kullanildi ve Ornekler t¢lii bagimsiz tekrarlar
seklinde c¢alisildi.

Tablo 3.2.12. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR ¢alismasinda standardizasyon amagl

kullanilan vektdr omurgasi dilusyonlar1 ve kopya sayilari.

Standartlar Kopya Sayisi Kullanilan Plazmit Miktar:
1 10 6.6 x10" g
2 10° 6.6 x10°° pg
3 10° 6.6 x10°° g
4 10* 6.6 x107 g
o 10° 6.6 x10°® g
6 102 6.6 x10° g

Bu caligma, Boéliinen pasajlar ve Dondurularak yeniden ¢oziilen pasajlar
olarak (hicreleri strese maruz birakmak amaciyila) her iki grup i¢in gergeklestirildi.

Alinan sonuglar farkli agilardan degerlendirildi.
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Bu ¢alismalarda kullanilan SYTO®?9 boyasi konsantrasyonu (5 mM stok) 100
kat sulandirarak ¢alisma stogu (50 uM) hazirland: ve -20°C’de 1s1ktan uzak sakland.

Kullanilan EGFP primerlerinin dizileri Tablo 3.2.2.de verilmistir.

Standartlar ve 6rnekler i¢in ger¢ek zamanli PZR reaksiyon sartlari:

GoTaq® DNA Polymeraz 0,1 ul
5x GoTaq®PZR Tamponu 2,0 ul
SYTO9 boyasi (50 mM) 0,4 wl
Primer-F (10 uM) 0,3 ul
Primer-R (10 uM) 0,3 ul
MgSO4 (25 mM) 0,4 wl
dNTP (10 mM karigim) 0,3 ul
Kalip DNA!-
1.Standartlar icin EGFP igeren pcDNA3.1(+) plazmit
dilusyonlar1 kullanilmstir. 1,0 wl
2.0rnekler icin ise transfekte edilen hiicrelerin DNAs1
kullanilmastir.
dH20 52 ul
Toplam 10 pl
Tepkime kosullari:

94°C 02:00 dk

94°C 00:10

60°C 00:10 45 dongii

72°C 00:15

3.2.19. Ko-Kiiltiir Calismalari

Miyostatin sinyal yolagi kas ve yag farklilasma programlar1 iizerinde
bagimsiz ve zit yonde etki etmektedir. MSTNdn aracilif1 ile olusturulan sinyal, kas
farklilasma programint pozitif yonde etkilerken, yag hiicrelerinin adipojenik
farklilagma stirecini ise inhibe etmektedir.

Bu tez caligmasinda, olgun 3T3-L1 yag hiicrelerinin protein salgi

mekanizmasinin kullanimi ile MSTNdn {iretim ve salgis1 amaglanmistir. Bu salgi
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etkinliginin islevselliginin gosterilebilmesi igin, bu hiicrelerle fiziksel temasa
girmeden ayni ortamda bulunan diger hiicrelerin degisen farklilagsma kinetiginin
gozlenmesi planlanmistir. Asagida siralanan deneysel yaklagimlar, MSTNdn
sinyalinin birbirinden bagimsiz iki deneyle yag ve kas farklilasma programlar
tizerindeki etkisini géstermek tlizere planlanmistir

Ko-kiiltiir ¢aligmalar igin hiicre kiiltiirlinde millipore markasina ait 0,4 pm
capinda gozenekleri olan stizgecler (insert) kullanildi (Sekil 3.2.13.). Bu ¢alisma igin
ilk olarak 3T3-L1 hiicreleri, %90 yogunluga kadar ¢ogaltildi ve APOB ve
IFNB314x2 S/IMAR dizilerini iceren RBP4+MSTNdn+pcDNA3.1 vektor yapilari ile
transfekte edildi. Bu galisma, biyolojik olarak iiclii bagimsiz tekrarlar seklinde
uygulandi (her plazmit igin 3 farkli siizge¢ hazirlandi).

Transfekte olgun
yag hiicreleri

C2C12 hicreleri

Sekil 3.2.13. Ko-kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan siizgegler. Siizgeclerin alt kismi,
polikarbonat membran filtreden olugmaktadir. Silizgec icine
yerlestirilen  hiicreler tutunarak cogalabilmektedir.  Siizgecin
yerlestirildigi hiicre kiiltiirii kab1 i¢inde yer alan hiicreler ile higbir
fiziksel etkilesime girmeden ayni ortami paylagmaktadir. Bu deney
yaklagiminda, transfekte edilen olgun yag hiicreleri siizgecler icine
yerlestirildi. C2C12 hiicreleri ise hiicre kiiltlirii petri kuyucuklarina
eklendi.
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MSTNdn Salgilayan Olgun 3T3-L1 Hucrelerinin Ko-Kiiltiir Ortaminda
C2C12 Hiicrelerinin Miyojenik Farklilasmas1 Uzerine Etkisi

Ilgili plazmidler ile transfekte edilen 3T3-L1 hiicreleri, PLGA (50:50)
polimerlerinin igerisinde hapsedilip siizgeclerin igerisine yerlestirildi ve 6 giin
adipojenik farklilasma ortamima maruz birakildi. Her bir siizgec icin yaklasik 5x10°
hiicre eklendiginden ve deneyin 1 ay siirdiiriilmesi planladigindan dolay1, transfekte
edilen hiicreler PLGA polimerlerine eklendikten sonra siizgeclere yerlestirildi. Bu
stire igerisinde C2C12 hicreleri, ¢ogaltildi ve %50 yogunluga geldiginde hiicreler
tripsin yaridimi ile kaldirilarak hiicre sayimi yapildi. Deneyin devaminda 6-kuyulu
kiiltiir kabinin her kuyusuna yaklagik 6500 C2C12 hiicresi kondu (farklilagsma ve
gbzlem i¢in en uygun hiicre yogunlugu 6500 hiicre ile saglanmistir). 24 saat sonra,
MSTNdn ifade eden vektor ile transfekte edilmis ve farklilasmis 3T3-L1 hicreleri
igeren siizgecler, C2C12 hiicrelerini igeren kuyulara yerlestirildi. Ko-kiltlir deneyi,
miyogenik farklilasma ortaminda baslatild1 (Sekil 3.2.14.). Miyojenik farklilagma
ortami % 2 at serumu icermektedir. At serumu, 3T3-L1 hiicrelerin adipojenik
farklilagsmas1 i¢in uygun olmamakla beraber, hali hazirda farklilagsmis olan hiicrelerin
idamesi i¢in herhangi bir sorun teskil etmemektedir. Farklilasmis 3T3-L1
hiicrelerinin canliliklarin1 ve olgun adiposit fenotipinde islevlerini idame ettirmeleri
icin uygundur (125) . Kontrol grubunda yer alan C2C12 hiicreleri ise, transfeksiyon
uygulanmayan 3T3-L1 hiicreleri ile ko-kultr edildi.

MSTNdn Salgilayan Olgun 3T3-L1 Hucrelerinin Ko-Kiiltiir Ortaminda
3T3-L1 Hiicrelerinin Adipojenik Farkhlagsmas: Uzerine Etkisi

Dominant negatif etkili MSTN proteinin adipojenik farklilagsma siireci
tizerindeki olasi etkisini gostermek amaciyla MSTNdn igeren vektor ile transfekte
edilen ve farklilastirilan 3T3-L1 hicreleri, gen transferi uygulanmayan 3T3-L1
hiicreleri ile yukarda anlatildig: sekilde ko-kiiltiir ortaminda farklilagsmaya birakildi.

Ko-kdltire besi ortamlari, iki giinde bir (3. 5. ve 7. gunlerde) protein izole
edilmek tizere toplandi ve yeni besi ortami eklendi. Deneyin 7. giiniinde ko-kultire
edilmis C2C12 hiicreleri trizol yardimi ile RNA izole edilmek {iizere toplandi.

Transfekte edilmis ve farklilasmig 3T3-L1 hiicreleri iceren silizgecler ise yukarida



76

anlatildigi gibi C2C12 hiicresi iceren yeni bir 6-kuyulu petri kabina alindi ve ayni
siire¢ tekrar edildi. Bu caligma anlatildigi sekilde 4 hafta boyunca 4 tekrarla

gergeklestirildi.
APOB IFNB-314x2
1 2 3 4

A Besi yerin Myostatin
OO toplamasi - ekspresyonunun

OQ. (3,5,7. giinleri) (V) takibi

\ RNA izol Gen
t;ﬂg;:\;onu - Ekspresyonu
(MyoG, Mcad)

\ J
!

Toplam 4 hafta

Sekil 3.2.14. Ko-kiiltiir caligsmalarinin 6zet semast.

RNA Izolasyonu i¢in C2C12 Hiicrelerinin Toplanmasi

Ko-kiiltire edilmis 12 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinda bulunan C2C12
hiicrelerin deneyin her 7. giiniinde petri kabindaki ortamlar1 ¢ekildi ve hiicreler steril
PBS ile yikandi. Hiicrelerin iizerini kaplayacak kadar tripsin eklenerek 37°C’de
5 dakika inkube edildi. Tripsin, esit hacimli besiyeri ile inaktive edildi ve hucreler
toplanarak 400 g’de 5 dakika santriftlj edildi. Supernatan uzaklastirildiktan sonra

hicreler RNA izolasyonu islemine kadar -80°C’de saklandi.
3.2.20. RNA izolasyonu

Ko-kiltir deneylerinde toplanan ve -80°C’de saklanan orneklerin RNA
izolasyonu asagida anlatilan siire¢ takip edilerek gerceklestirilmistir. Kullanilan tiim
malzemeler % 0,1 DEPC ile muamele edilmis sudan gecirilerek RNaz
kontaminasyonunun dnlenmesi saglanmistir. Bu 6nlemin disinda, miimkiin olan tiim
asamalarda RNA izolasyonu malzeme ve ylizeyleri (spor, pipet, elektroforez kabi

v.b.) RNase Zap soliisyonu ile temizlenmistir.
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-80°C’den ¢ikarilan rnekler eriyene kadar buz iizerinde bekletildi. Uzerine
200 pl kloroform eklendi ve karistirildiktan sonra +4°C’de 12000 g’de 15 dk
santrifiij edildi. Daha sonra, iist faz steril 1.5ml’lik tiiplere aktarild1 ve tizerine 750
ul, %100’lik etanol eklenip karistirildi ve -20°C’de 30 dk bekletildi. Bu siireg
sonrasi, 0rnekler +4°C’de 12000 g’de 10 dk santrifuj edildi ve {ist faz atildi. Pellet
tizerine 750 pl, %75’lik etanol eklendi ve tekrar +4°C’de 7500 g’de 5dk santrifuj
edildi ve {ist faz atildi. Kalan etanoliin ugmasi icin, pellet, 60°C’de 5 dk bekletildi ve
uzerine dnceden DEPC ile muamele edilmis steril su eklenerek RNA’nin ¢6ziilmesi
saglandu. Izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandu.

RNA Konsantrasyon Ol¢iimii

Izole edilen RNAlarm miktar1 ve saflig1, NanoDrop ND1000 spektrometre
ile 260, 280 ve 230 nm dalga boylarinda 6l¢iilerek standart yontemle hesaplandi.

3.2.21. cDNA Sentezi

Bu asamalarda kullanilan malzemeler RNase Zap ve % 0,1 DEPC ile
riboniikleazlardan arindirildi. cDNA sentezi i¢in ImProm-11™ Reverse Transcription
System (Promega) kullanildi.

1 pg RNA ve 1 pl Oligo (dT)15 primeri (0,5 pg), RNaz icermeyen distile su
ile 11,5 pl hacme tamamlanarak Karisim A hazirlandi. 70°C’da 6 dakika boyunca

denatiire edildi. Ardindan hizla buz {izerine alinip en az 5 dakika bekletildi.

Karisim B:  5x Improm-1l Tamponu 4ul
Improm-I1 Ters Transkriptaz Tl
dNTP karisimi (her birinden 10mM) Tl
MgCl2, 25mM 2,5ul
Toplam 8,5ul

Karigim A ve karisim B karigtirilarak (toplam 20ul) Gene Amplification PCR
System 9700 (Applied Biosystems) cihazinda 25°C’da 6 dakika, 42°C’da 60 dakika,
70°C’da 15 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA iizerine niikleaz igermeyen 60pul
distile su eklenerek -20°C’da saklandi.
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Primer Tasarmm

Kantitatif (ger¢cek zamanli) ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonunda
(KRT-PZR) kullanilacak primerler, Beacon Designer yazilimi (Primer Biosoft)
kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerlerin fare ve sigan transkriptleri i¢in uygun
olmalarina, sekonder yap1 olusturmamalarina, birbirleri ile komplementer
olmamalarina, yalnizca kantite edilmek istenen MRNA’ya 6zgil olmalarina dikkat
edildi (Tablo 3.2.13.). Normalizasyon icin housekeeping gen ifadesi kullanildi.
Bunun icin, B-aktin geni secildi (126) .

Tablo 3.2.13. Calismada kullanilan kRT-PZR primer dizileri.

Gen Primer dizileri Tm (°C)

B-aktin F-5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3’ 59
R-5-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3’ 58
MDES F-5-ACCTTCTCTGCTCTCAACTTCC-3’ 62
R-5-CTCGCTGACAACCTCTCCAT-3’ 60
MNCAM F-5 - CAAAGTGCCACAATCTCCTG - 3 60
R-5-ACTCCTGTCCAATACGGTTCA-3’ 59
mMyoD F-5 -CCTTCTACGCACCTGGAC -3’ 58
R-5’-TGTAATCCATCATGCCATCAGA-3’ 58
nMhY3 F-5 -GGACAGGAAGAATGTGTTGAG -3’ 59
R-5-CTTGTTCATCAGCCTCCTC-3’ 57
mMCad F-5 -CATCTCCCTCGTAGTCATAG -3’ 58
R-5’-GACATTGCCAACTTCATCAG-3’ 56
MMyoG F-5 -CCAACCCAGGAGATCATTTG -3’ 58
R-5-GGGAAGGCAACAGACATATC-3’ 58
MKIG7 F-5 -TCTGATGTTAGGTGTTTGAGG -3’ 57
R-5-ATGTCTTCATCCTCCTTCAG-3’ 57

PPARY F-5-CAGTGGGGATGTCTCATAATGCC -3’ 62,4

R-5’-CCTCGCCTTTGCTTTGGTCAG-3’ 61,8

: . |F-5’-CATCTCCTCCTCACTTCCATTCTG -3’ 62,7

Adiponektin - -

R-5-TGCCCGCCATCCAACCTG-3 60,5

GDP1 F-5-ATTTGAGGAAGACATTGGAG -3’ 49,9
R-5’-CTTGATGAACTGATG-3’ 51
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3.2.22. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Ters Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli (Real-Time) PZR, cDNA ya doniistiiriilen RNA molekiiliiniin
enzimatik tepkime ile in-vitro ¢ogaltilmasi temeline dayanmaktadir. Bu yontemde
kantitasyon, reaksiyon sirasinda olusan firiine baglanan boya ile birlikte artan
floresan isimanin 6l¢iilmesi ile yapilir (127) .

Deneylerde SYTO®9 floresan boya kullanildi. Boya, her bir reaksiyon
dongiisiinde meydana gelen ¢ift iplikli DNA {iriiniiniin kii¢iik oluguna baglanarak
1s1ma vermektedir. Reaksiyon sirasinda meydana gelen {iriiniin artisina dogru orantili

olarak, DNA- boya kompleksi meydana gelir ve orantili olarak floresan 1s1ma artar.

SYTO9 boyast (50mM) 0,4 ul
GoTag® DNA Polymerase 0,1 pl
5x GoTag®PZR Tamponu 2,0 ul

MgCI2 (25mM) 0,8 ul
F-Primer (10uM) 0,3 ul
R-Primer (10uM) 0,3 ul
dNTP (10mM karigim) 0,3 ul
cDNA 1,5ul
dH20 4,3 ul
Toplam: 10,0ul

Her 6rnek i¢in ti¢ tekrarli hazirlanan karisim ile kRT-PZR reaksiyonu Corbett

Life Sciences Rotor-gene 6000 cihazinda asagidaki kosullarda gercgeklestirildi:

Denaturasyon: 94°C 02:00 dk

Amplifikasyon: 94°C 00:02 dk -
60°C  00:15dk 45 dongu

Erime: 50°C’dan 99°C’a, her dakika 1°C artarak
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Her ampflifikasyon dongusiniin sonunda ve her erime basamaginda cihazin
SYTO®9 boyasina uygun yesil kanalinda 470nm’lik 151k kaynagi ve 510nm’lik
detektor ile 6l¢tim yapildi.

Verilerin analizi igin, Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 yazilimi
kullanildi. Erime egrileri cizilerek amplifikasyon 0zgullugl dogrulandi. Standart
diliisyonlar yardimiyla standart egri ¢izildi. Standart egriler kullanilarak goreceli
kantitasyon hesabi, AACt yontemi ile yapildi. Goreceli EGFP ifadesi, B-aktin
ifadesine gbre normalize edilerek incelendi. Amplifikasyon reaksiyonu drunlerinin

Ozgullugl, % 2,5’luk agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
3.2.23. Protein izolasyonu ve Kantitasyonu
Protein Izolasyonu I¢in Hiicrelerin Toplanmasi

Protein kantitasyon c¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanmak {izere
3T3-L1 hucreleri RBP4 oncu dizisi ve MSTNdn rekombinant geni igeren
pcDNA3.1(+) omurgas: ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 48. saatinde petri
kabindaki hiicrelerin besi ortamlar1 ¢ekildi ve hiicreler steril PBS ile yikandi.
Hicrelerin Gzerini kaplayacak kadar tripsin eklenerek 37°C’da 5 dakika inkiibe
edildi. Tripsin, esit hacimli besi ortami ile inaktive edildi ve hiicreler toplanarak
180g’de 10 dakika santriftij edildi. Supernatan uzaklastirildiktan sonra hiicreler

protein izolasyonu islemine kadar -20°C’da saklandi.
Hiicre Lizatindan Protein izolasyonu

-20°C’dan alinan hiicrelerin {izerine 50ul protein izolasyon tamponu eklendi.
Protein izolasyon tamponu igindeki hiicre érnekleri, 130W guciindeki sonikatérde
20 kHz frekans ve %50 genlikte her dongii arasinda 20sn ara verilmek iizere 8’er kez
20sn boyunca sonike edildi. Sonikasyonu tamamlanan 6rnekler +4°C’da maksimum
hizda 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Protein igeren silipernatan yeni bir tiipe

aktarildi ve -20°C’da saklandi.
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Hiicre Kulturi Orneklerinin Besi Ortamindan Protein izolasyonu

Ko-kiiltiire edilmis hiicrelerin besi ortamlar1 7 guinliik deney suresince 15’lik
falkon tiipline toplanildi. Toplanan besi ortamlarindan protein izolasyonu amaciyla
Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units kiti kullanildi. Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda toplanan besi ortamlar santrifiij edilerek filtreden gecirildi ve elde

edilen protein 6rnekleri yeni bir tiipe aktarildi ve -20°C’de sakland.
Protein Konsantrasyonu Olgiim

BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23225) kullanildi.

- %1 SDS kullanilarak kor ¢ozelti olusturuldu. 2 mg/ml derigimindeki
albumin standartlar1 %1 SDS ile seri seyreltilerek 50’ser pl hacminde standart
cozeltiler hazirlandi. 1zole edilmis protein 6rneklerinden 2,5 pl alinarak %1 SDS ile
20 kat seyreltildi (toplam 50ul).

- 50ml Reagent A ve 1ml Reagent B karistirilarak BCA indikator c¢ozeltisi
hazirland1 ve 6rnekler tizerine 1ml BCA indikator ¢ozeltisi eklendi.

- Karigimlar birkag saniye vortekslendikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda NanoDrop ND1000 spektrofotometrede standart
cozeltilerin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kullanilarak ND-1000
v3.5.2 yazilmi yardimiyla standart egri ¢izildi. Ornek ¢ozeltilerinin absorbanslar
ucer kez olcllerek standart egri tizerinden konsantrasyonlar1 hesaplandi.

- Bulunan konsantrasyon degerleri, dilisyon faktori olan 20 degeriyle

carpilarak stok protein ¢dzeltilerinin konsantrasyonlari elde edildi.
3.2.24. Western Blot

- Mini-Protein Il sistemi kullanilarak altta %12’lik ayirict jel, istte %5°lik
toplayici jel olacak sekilde SDS-poliakrilamid mini jel dokuldi.

- Jelin soguyup polimerlesmesinin ardindan elektroforez tankina yerlestirildi,
ustiini kaplayacak kadar elektroforez tamponu eklenerek kuyular ve cevresi tampon
yardimiyla temizlendi. 80 V’ta 15 dakika boyunca ornekler yiklenmeden jelden

akim gecirildi (pre-run).
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- Ornekler 2,4 ul indirgeyici ajan (10x) ve 6 pl érnek tamponu (4x) ile birlikte
toplam 24 pl hacimde olacak sekilde hazirlandi. Her kuyuya ko-kiltir besi
ortamindan izole edilmis proteinlerden ve MSTNdn ve RBP4 6ncl dizisi iceren
vektor transfekte pozitif kontrol 3T3-L1 hicrelerinden 100 pg protein alindi.
Indirgeyici ajan ve drnek tamponu ile karistirilan rnekler kaynar su iginde 5 dakika
bekletildikten sonra jele yuklendi.

- Orneklerin ve protein agirlik belirleyicisinin jele yiiklenmesinin ardindan
ornekler 6nce 80 V’ta 30 dakika boyunca yiiriitiildii; sonrasinda protein agirlik
belirleyicisi takip edilerek 110 V’ta 100-120 dakika boyunca elektroforeze devam
edildi.

- Mini jele uygun 9x6 cm boyutlarinda 4 adet Whatman kagidi1 ve 1 adet
nitroselliloz membran, kagitlarin ve membranin yiizeylerine dokunmamaya 6zen
gostererek kesildi.

- Elektroforez tamamlandiktan sonra jel tanktan cikarildi ve toplayici jel
kesilerek atildi. Jelin kalani (ayirici jel), membran ve Whatman kagitlart 20 dakika
boyunca taze hazirlanmis yar1 kuru transfer tamponu igerisinde bekletildi.

- Yar1 kuru blotlama cihazinin plaka elektrodlart gazli bez yardimiyla 6nce
distile su ile silindi ve elektrodlar tizerinde kalmis lekeler olabildigince uzaklastirildi.
Sonrasinda elektrodlar transfer tamponu ile silindi.

- Plakalar kurumadan alttaki plakanin {izerine sirasiyla 2 adet Whatman
kagidi, membran, jel ve tekrar 2 Whatman kagidi yerlestirildi. Membranin katoda,
jelin anoda yakin olmasina dikkat edildi. Her bir tabaka yerlestirildikten sonra
Uzerinden cam baget ile gegilereck tabakalar arasinda baloncuk ve fazla tampon
kalmamas1 saglandi.

- Blotlama cihazinin st plakasi sikica kapatildiktan sonra gili¢ kaynagi
300mA akim siddetine sabitlenerek 20 V’luk potansiyel fark gegilmemek kaydiyla
45 dakika boyunca transfer yapildi.

- Transfer sonrasinda membran Ponceau S, jel Coomassie Blue ¢ozeltisi igine
birakilarak proteinler boyand ve transfer etkinligi degerlendirildi.

- Ponceau S c¢Ozeltisi TBS(T) ile uzaklastirildiktan sonra membran TBS(T)
icinde hazirlanmis %10’luk siit tozu igerisinde oda sicakliginda 1 saat ¢alkalanarak

blokland:.
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- TBS(T) i¢inde hazirlanmis %5°lik siit tozu karisimi ile V5 epitopu antikoru
1:1000 oraninda seyreltildi. Bloklama tamamlandiktan sonra membran bu karisim
icerisinde +4°C’da 16 saat boyunca g¢alkalandi.

- Primer antikor ile inkiibasyonun ardindan membran oda sicakliginda 3 kez
10 dakika boyunca TBS(T) ile ¢alkalanarak yikandi.

- TBS(T) i¢inde hazirlanmis %5°lik siit tozu karisimi ile anti-mouse sekonder
antikor, 1:3000 oraninda seyreltildi. Yikamalar tamamlandiktan sonra membran bu
karigim igerisinde oda sicakliginda 1 saat ¢alkalandi.

- Sekonder antikor ile inkiibasyonun ardindan membran oda sicakliginda 3
kez 10 dakika boyunca TBS(T) ile ¢alkalanarak yikandi.

- Goriintiileme kitinin igindeki luminol ve peroksit soliisyonlar1 esit hacimde
karigtirildi ve membranin {izerini kaplayacak sekilde membran iizerine yayildi.
4 dakika beklendikten sonra membran 151k gegirmeyen kaset icine alindi. Uzerine
temiz asetat kagidi ve iizerine film kapatilarak istenilen siire boyunca pozlandi.
Pozlama stiresinin bitiminde film developer karisiminda c¢alkalandi, yikandi, fikser
karisiminda calkalandi ve yeniden yikandi. Goriintiileme ile ilgili tim islemler
karanlik odada yapildi.

- V5 epitop proteininin goriintiilenmesinin ardindan membran TBS(T) i¢inde
5 dakika calkalanarak goriintiileme soliisyonlar1 uzaklastirildi. Ardindan, 65 °C’da
30 dakika boyunca stripping ¢6zeltisi i¢inde ¢alkalandi.

- Stripping tamamlaninca membran 3 kez TBS(T) ile hizlica yikandi ve
sonrasinda 10’ar dakika boyunca 3 kez TBS(T) i¢inde hafifce ¢alkaland1 ve saklamak
uzere -20°C dolabina kaldirildi.

3.2.25. istatistiksel Ydntemler

Hiicre Orneklerindeki goreceli myojenik farklilasma belirteclerin mRNA
dizeylerinin karsilastirllmasinda varyanslar1 esit olmayan gruplarin ortalamalari
arasindaki farkin anlamliligin1 sinayan ANOVA testi kullanildi1 (128) . Hesaplamalar

i¢in Microsoft Excel yaziliminin 2003 siiriimii kullanildi.



84
4. Bulgular

41. PZR Araciikh Mutagenez Yontemi ile Aday Oncii Sinyallerini Iceren

EGFP Genlerinin Hazirlanmasi ve Klonlanmasi

Yag hiicrelerine ait protein salgt yolaginin yeniden programlanarak
rekombinant protein iiretim ve salgisinin saglanmasi amaciyla yedi farkli adipokine
ait “oncii dizi”’lerin EGFP geninin 5’ ucuna eklenmesi amag¢lanmistir. Bu yaklagimin
amaci, secilen adipokinlerin takip ettigi salgi yolagini EGFP araciligi ile kullanarak
kalitatif ve kanititatif degerlendirmeler elde etmektir. Bu yaklasimla hazirlanan DNA
yapilarina, sentetik oncii sinyal dizilerini takip eden ve 3’ pozisyonda yerlesimli V5
epitop dizisi yerlestirmek tizere yeni bir yaklasim da tasarlanmistir. Bu oligopeptid
dizisi, paramyxovirlisin V5 kapsiil proteinine ait bir kisim olan 14 amino asit
uzunlugundaki 6zgiil bir epitoptur (amino asit dizisi - GKPIPNPLLGLDST). Bu
yaklasimin amaci, rekombinant proteininin 6zgiil bir monoklonal antikor yardimu ile
taninabilmesi ve takip edilmesidir. Aynm1 yaklasimla, V5 dizisinin 3° kismina 6 adet
histidin amino asidi ardisik olarak yerlestirilmistir. Bu sayede, geregi halinde bir
metal afinite kolonu aracigi ile rekombinant proteinin saflagtirilabilmesi de
mumkdndr.

Bu amagcla ilk olarak PZR aracilikli mutagenez yaklagimi kullanilarak oncii
sinyal dizileri hazirlandi. Asagida, Sekil 4.1.te elde edilen 6ncu sinyal dizileri ve
ardisik V5 epitoplarina ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.1.”de agaroz jel elektroforez goruntusi verilen amplikonlar ilk olarak
pGEM-T Easy vektoriine klonlanarak kompetan E. coli bakterilerine transforme
edilmistir. Bu klonlama ¢alismasinin temel amaci dizilerin kalite kontroliiniin
yapilmasidir. ilk olarak plazmid igerisinde hedef dizinin varligi dizinin uglarinda
bulunan Nhel, Kpnl, ve EcoRI enzim kesimleri ile dogrulandi. Daha sonra,
hazirlanan dizilerin her biri her iki yonden de DNA dizi analizi ile incelenerek, PZR
stirecinde ortaya ¢ikabilecek her tiirlii mutasyon veya baz degisiminin bulunmadig:
dogrulanmistir. Ornek olarak Sekil 4.2.’te adiponektin ve leptin éncii dizilerine ait

DNA dizi analiz sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.1. PZR aracilikli mutagenez ile elde edilen Oncii dizilerine ve V5 epitopuna
ait DNA fragmanlarinin elektroforez goruntusa.

Gen nikleotid dizisi
Adiponektin  atgctgttgctgggagctgttctactgctattagcetctgecc

Leptin atgcattggggaaccctgtgcggattcttgtggctttggecctatcttttctatgtccaagcet
Adiponektin:

Nhel nI

AGCTAGCATGCTGTTGCTGGGAGCTGTTCTACTGCTATTAGCTCTGCECGGTACCT

“ﬂ““ﬂ_lﬂulﬂmhllmumhﬂmnm‘muh

Leptin:

Nhel
AGETAGEE ATTGGGELLTC

Sekil 4.2. Hazirlanan amplikonlarin pPGEM-T Easy vektoriine klonlama sonrasinda

DNA dizi analiz yontemiyle dogrulanmasi.
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pPGEM-T Easy klonlama vektoriinden ¢ikarilan 6ncii sinyaller, pPcDNA3.1(+)
omurgast i¢inde yer alan EGFP geninin N-terminaline yerlesecek sekilde aktarildi.
Kompetan bakterilere transforme edildi. Ampisilin ile secilen kolonilerden plazmid
izolasyonu yapilmasinin ardindan plazmid i¢inde dogru hedef dizinin varlhigi, Nhel,
Kpnl, EcoRI enzimi kesimi ve DNA dizi analizi ile tekrar kontrol edildi. Sekil 4.3.’te
uygulanan yaklagim ve hazirlanan sentetik gen yapilar1 gosterilmistir. pCDNA3.1
vektoriine klonlanan EGFP proteininin baslangi¢ kodonunun ¢ikartilmasinin amaci

kacak ekspresyonu dnlemektir.

Sekil 4.3. Yag hiicrelerine ait salgisal oncii dizilerin etkinliginin Olgiilebilmesi icin
olusturulan sentetik gen yaklasiminin semasi. Yedi farkli oncii dizi i¢in
bu yap1 ayrt ayrt hazirlanmigtir.  EGFP 237 amino asit (aa)
uzunlugundadir. Nhel, Kpnl ve Apal ise hazirlanan yapay gen dizisine
yerlestirilen restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin tanima bolgelerini

ifade eder.
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4.2. Adiposit Onciili Hiicrelerde Salgisal Protein Yolaklarmn Kinetik

Degerlendirilmesi

Klonlama ¢alismalari ile hazirlanan yedi ekspresyon vektorii adiposit onciilii
hiicrelere transfekte edilerek zamana karsi EGFP proteininin hiicre i¢i lokalizasyonu
gozlenmistir. Bu amagla, 12, 24 ve 48. saatlerde transfekte hiicreler tespit edilerek
golgi ve ER’a 6zgiil antikorlar ile immiin boyama yapilmistir. Bu deneyler oncii
sinyallerinin yag onciilii hiicrelerinde izlemedikleri yolu degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilmistir. Oncii sinyali ilavesi yapilmis EGFP’nin hiicre i¢i dagilim
morfolojisi oncii sinyali icermeyen EGFP’den ¢ok ¢ok daha farkli bir lokalizasyon ve
hiicre ici trafigi sergilemektedir. Oncii sinyali icermeyen protein sitoplazmanin
tamaminda yaygin bir sekilde gozlemlenebilmekte ve EGFP sinyali Ozellikle

cekirdekte daha yiiksek lokalizasyon sergilemektedir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. Onci sinyali icermeyen GFP molekiliiniin adiposit éncilii hiicrelerde
lokalizasyon bulgulart. A) EGFP sinyalinin hiicre sitoplazmasi ve
Ozellikle gekirdekte toplandigi izlenmektedir. B) kirmizi renkte ER ve
mavi renkte hiicre ¢ekirdegi goézlenmektedir. C) ER’ye ait kirmizi renk
boyama ile EGFP’nin yesil goriintiisti ¢akistirilmistir. D) ¢ekirdek, EGFP
ve ER goriintileri bir arada sunulmustur (GFP-yesil, ER-kirmizi,

Cekirdek-mavi, Cubuk = 10 um).

Diger yonden, oncii sinyali klonlanmis EGFP sinyalinin ise klasik onct
yolag1 trafigini izlemesi beklenmektedir. Klasik protein tasinma yolagi hiicre
cekirdegi disinda baslayan protein sentezinin birinci agsamada ERa oradan da golgi
organeline tasinmasi ile gergeklesir. Daha sonra ise hiicre i¢i vezikiiller yardimi ile

ayni proteinin hiicre digina tasinmasii gerektirir. Asagida verilen floresan
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mikroskopi goriintiileri zamana kars1 rekombinant EGFP’nin klasik protein taginma
yolagini takip ederek hiicre digina tagindigini kanitlamaktadir. Bu goriintiiden de
anlasilacag gibi, EGFP hicre icinde 6zgul olarak sitoplazmada ve daha ¢ok da hiicre

cekirdeginde yerlesim gosterme egilimindedir.

Sekil 4.5. Oncii dizisi iceren EGFP sinyalinin transfeksiyonun 18. saatinde yerlesimi.
PAI oncu dizisi igeren EGFP sinyalinin (A) ve ER kompartmani (B)
transfeksiyonun 18. saatlinde hiicre i¢inde yerlesimi gosterilmistir. ER
kompartman1 ve EGFP molekiiliiniin goriintiilerinin  cakistirildigi
resimlerde (C ve D) birliktelik kendini sar1 renk ile ifade etmektedir (GFP-
yesil, ER-kirmizi, Cekirdek-mavi, Cubuk = 10 um).

Oncii sinyali ilavesi ile yag onciili hiicrelerde zamana karsi EGFP
molekiiliiniin dagilim morfolojisi biiyiik degisiklik sergilemektedir (Sekil 4.5.). ilk
12-24 saat iginde sinyal, oncelikle ER’da lokalizedir. Daha sonraki saatlerde ise
EGFP sinyalinin golgi bolgesine lokalize oldugu saptanabilmektedir. Cekirdek ve
icerigi EGFP sinyali igcermemektedir. EGFP sitoplazmaya yayilmamakta, sadece
membran i¢i kompartmanda kalmaktadir. Sekil 4.5.’te yer alan gorintilerde ER
gortntiileri ile EGFP’ye ait 6zgiil yesil rengin bir arada bulunmadig1 ve dolayisi ile
EGFP sitoplazmada daginik sekilde bulunmadigi gdsterilmistir.

Asagida yer alan Sekil 4.6.’da daha blylk blyltmede transfeksiyonun 18.
saatinde, PAI oncu sinyali iceren yeni sentezlenmekte olan GFP molekilinin
adiposit onciilii hiicrede ongoriilen golgi bolgesine degil, ER’ye lokalize oldugu
anlagilmaktadir. Ayni goriintiide hiicre ¢ekirdegi ve periferi EGFP sinyali

icermemektedir.
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Golgi zonu

Sekil 4.6. Transfeksiyonun 18. saatinde, PAI onci sinyali iceren EGFP molekulinin
yerlesimi. Sentezlenen EGFP, ER’ye lokalize olmakta ve henliz 6ngoriilen
golgi bolgesine gecememektedir (GFP-yesil, ER-kirmizi, Cekirdek-mavi,
Cubuk =8 um).

Transfeksiyonun 24. saatinde EGFP, ER’dan golgiye gecis gostermektedir.
Asagida Sekil 4.7.’de PAI dncu dizisi iceren EGFP molekilinin 24. saatte ER’dan

golgiye dogru lokalizasyonu agik¢a gdzlenmektedir.

Golgi zonu Golgi zonu

Sekil 4.7. Transfeksiyonun 24. saatinde EGFP sinyalinin ER’den golgiye gecisi.
Transfeksiyonun 24. saatinde golgi zonu oldugu oOngoriilen bolgede
EGFP sinyali yogunlasmaya baslamaktadir (GFP-yesil, ER-kirmizi,
Cekirdek-mavi, Cubuk = 8 um).
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24. saati takip eden siiregte yapilan golgi incelemesinde, salgisal oncii sinyal
iceren EGFP molekilunun Sekil 4.8.’deki goriintiilerde agik sekilde golgi bolgesine

lokalize oldugu gdosterilmistir.

Golgi zonu

Golgi zonu

Sekil 4.8. Transfeksiyonun 30. saatinde EGFP molekilinin hicre iginde golgi
organeline yerlesimi. 24 saati takip eden zaman siirecinde EGFP
molekiiliiliin golgi zonunda birikmeye basladigt gosterilmistir (GFP-
yesil, ER-kirmizi, Cekirdek-mavi, Cubuk = 8 um).

24. saat ve sonrasina ait goriintiilerde izlenen floresan sinyal yogunlugunun
0zgul olarak golgiye lokalize oldugunu gostermek amaciyla, anti-golgi antikoru ile
immin boyama gerceklestirilmistir ve bu bulgu dogrulanmistir. Asagida
Sekil 4.9.’da PAI Oncu sinyali iceren EGFP molekdlinin golgide toplandigr asama

gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Transfeksiyonun 12. ve 30. saatinde EGFP sinyalinin golgiye
lokalizasyonu. Ust panel transfeksiyonun 12. saati, alt panel ise 30.
saatinde tesbit edilen hiicre gorintuleridir. Transfeksiyonun 12. saatinde
(ist panel) EGFP sinyalinin ER’a dagilimi  gbzlenmektedir.
Transfeksiyonun 24. saatini gecen orneklerde ise, EGFP sinyalinin
golgide toplandigi asama belirgindir (GFP-yesil, Golgi-kirmizi,
Gekirdek-mavi, Cubuk = 6 um).

24. saat ve sonrasindaki zaman dilimlerinde ise Oncii sinyali iceren EGFP
sinyali tamamen golgi bdlgesinde yogunlagsmakta bazi hiicrelerde, biiyiik vezikiiler
yapilar halinde g6zlenmektedir. 30. saate ait bir gorintd, Sekil 4.10.’da verilmistir.

Bu vezikiil benzeri yapilarin golgiden ayrilan klatrin kaph salgisal vezikiiller
oldugunu dogrulamak amaciyla transfeksiyonun 36. saatinde anti-klatrin antikoru ile
immiinboyama uygulandi ve konfokal mikroskop altinda gozlendi (Sekil 4.11.).
Konfokal gorinti, EGFP sinyali ve klatrin sinyallerinin bir arada bulunduklarini

gostermek amaciyla profil egrisi ile analiz edildi.
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Sekil 4.10. Transfeksiyonun 30. saatinde EGFP sinyalinin hiicre icerisinde golgi
cisimcigine lokalize olmakta ve yer yer vezikiiller halinde gorinim
sergilemektedir (EGFP-yesil, Golgi-kirmizi, Cekirdek-mavi,
Cubuk= 8 um).

Profil egrisi, iki farkli kaynaktan gelen sinyallerin yogunluklarimi segilen
mesafe boyunca gosteren bir analiz egrisidir. Bu nedenle bu egriler “siddet ve yer
profili” olarak da adlandirilmaktadir. Her iki kaynak ayni bolgede yogun sinyal
igeriyorsa, egrinin o bolgesinden gelen sinyaller cakigsmaktadir. Bu durum iki
kaynagin ayni bolgede esit sinyal verdigini gosterir. Kaynaklarin farkli yerlerde,
birbirlerinden bagimsiz yerlesim gostermesi halinde, egri tek bir sinyal kanal

bolgesinde yogunlasir ya da daginik bir profil gosterir.
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Sekil 4.11. Transfeksiyonun 36. saatinde EGFP ve Klatrin proteinlerinin hicre icinde

yerlesimi ve profil egrisi. Transfeksiyonun 36. saatinde sitoplazmada
yesil rekli GFP sinyali, ve kirmizi renkli klatrin sinyali bir arada
gosterilmistir. Her iki sinyalin ¢akismasi ise sar1 renk olusturmaktadir.
Beyaz renkli ok ile gosterilmis olan g¢ekirdek komsulugundaki bolge,
golgi aygita isaret etmektedir (A). Klatrin ve EGFP molekiillerinin bir
arada yerlesimini gostermek icin kirmizi renkli ok dogrultusunda profil
egirisi analizi yapilmistir (B). Profil egrisi sonuglar1 alt panelde
verilmistir. Yesil (Klatrin) ve kirmizi (EGFP) kanallardan gelen
sinyallerinin ¢akigmas1 bu birlikteligi dogrulamaktadir (GFP-kirmizi,
Klatrin-yesil).
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Sekil 4.11.’de profil egrisi analizi yapilan hiicrede, yesil (klatrin) ve kirmizi
(EGFP) kanallardan gelen sinyaller g¢akismakta ve segilen mesafe boyunca ayni
siddette oldugu sergilemektedir. Bu analizde kullanilan goriintiiniin, z-eksenindeki
kesit kalinlig1, 0,3 um olarak belirlenmistir. Konfokal goriintiilemede kullanilan rutin
z-ekseni kesit kalinlig1 1 um dir. Bu ¢alismada, incelenmesi amaclanan klatrin kaph
vezikullerin 60-100 nm ¢apinda olmasi nedeni ile konfokal mikroskopisinin teknik
siirlarinda calisilmis ve 6l¢iim sonuglarinin giivenilirligi giivence altina alinmaya
calisiimastir.

EGFP bildirici molekili N-terminaline yerlestirilen ve test edilen yedi
salgisal Oncii dizinin de basar ile ifade oldugu ve EGFP molekiiliiliin salgisal yolagi
takip ettigi gorsel olarak kanitlanmigtir. Gézlemlerde, yag hiicrelerinde farkli tasinma
sinyalleri arasinda klasik salgi yolagi bakimindan belirgin bir fark sergilemedikleri
anlasilmistir. Bu sonuglar kalitatif olarak, tiim salgi dizilerinden beklendigi iizere
klasik salgi yolagi araciligi ile rekombinant EGFP’nin hiicre disina salgiladigini
kanitlamaktadir. PAI disindaki Oncii sinyallerine ait gorsel bulgular, EK-1’de

sunulmustur.
4.3. EGFP Salg1 Etkinliginin Kantitatif Analizi

EGFP proteininin florimetrik kantitasyon ile 6l¢iilebilir nitelikte olusu, hiicre
kiiltiirtinde, yag hiicreleri tarafindan hiicre disina (ortama) salgilanan EGFP protein
miktarinin  kantite edilebilmesini saglamaktadir. Florimetrik kantitasyonun
degerlendirme smirlarim1  belirleyebilmek amaciyla standardizasyon deneyleri
yapilmistir. Transfekte olan hiicre sayisi ile orantili  floresan  6lgimuni
saglayabilecek uygun bir standart egri cizilerek en saghikli Olgiim araligi
belirlenmeye calisildi. Bu amagla farkli sayilarda hiicrelere EGFP.C1 plazmidi
transfekte edilerek hiicreler kiiltiir sartlarinda 48 saat idame ettirildi. 48 saat
sonrasinda, hiicreler patlatilarak lizatlar elde edildi ve iki bagimsiz cihaz aracilig ile
florimetrik Ol¢iimler yapildi. Hiicre lizat1 6lgiimleri en az 750 ve en fazla 60000
hiicre sinirlar1 arasinda gerceklestirildi. Sekil 4.12°de 6l¢lim yapilan farkli sayilardaki

hiicrelerin temsili yogunluk goriintiileri verilmistir.
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1500 hicre

6000 hucre

Sekil 4.12. Hiicre kiiltiirii ortamindan florometrik 6l¢iim yapilan farkli sayilarda
transfekte hiicrelerin hiicre kiltiirii kabindaki goriintiileri verilmistir

(Cubuk = 20 pm).

Versamax floroskopi cihazinda gerceklestirilen oOl¢iim sonuglart hiicre
sayisina karsilik gelen goreceli floresan degerleri ile birlikte Sekil 4.13.’te
verilmistir. Bu olgtim yaklasimi ile en az 5000 hiicreye ait floresan degeri saglikli

sekilde kantite edilebilmistir.
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Sekil 4.13. Versamax floroskopi cihazinda EGFP transfekte hiicre sayisina karsilik

gelen goreceli floresan degeri ¢izilmistir. Uclii bagimsiz deney tekrarlar

hata cizgileri ile verilmistir.

Ayni deneyin, Rotorgene 6000 florimetrik 6l¢iim cihazinda tekrart daha

yuksek hassasiyette sonuclar saglamistir. Asagida Sekil 4.14.’te Rotorgene 6000

goreceli floresan ol¢iim sonuglar1 verilmistir. Bu cihaz, 1500-2500 hiicreye kadar

saglikl floresan 6l¢lim imkani saglamstir.

Fl.

********************************************************************************

********************************************************************

Cycling &.Green (Page 1)
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Sekil 4.14. Rotorgene 6000 floroskopi cihazinda EGFP transfekte hiicre sayisina

karsilik gelen goreceli floresan degeri ¢izilmistir. Uglii bagimsiz deney

tekrarlar1 hata ¢izgileri ile verilmistir.



97

Bu sonuglar, GFP protein miktarinin transfekte hiicre sayisi ile orantili
sekilde basar1 ile kantite edilebilecegini gostermistir ve deneysel kavram kaniti
niteligindedir. Direk floroskopi yontemi ile Olciilebilen en az sayida hiicre sayisi
1500°diir. Bir sonraki deneysel adim, kiiltiir oramina (supernatan) salgilanan EGFP

protein miktarini 6lgmeye yoneliktir.

4.4. Doku Kiiltiiriinde Hiicre Tarafindan Sentezlenen EGFP Proteininin

Kantitasyonun Sonucuna Gére Oncii Sinyallerinin Karsilastirllmasi
4.4.1. Doku Kiiltiirii Ortamina Salinan EGFP Proteininin Kantitasyonu

EGFP bildirici gen iirliniiniin yukarida, 4.3’te aciklanan sonuglarla kantite
edilebilmesi ekspresyon kinetiginin ve hiicre digina salgilanan miktarinin
Olciilebilmesi i¢in uygun imkanlar1 saglamaktadir.

EGFP salg1 kinetiginin 6l¢iimii, transfeksiyon ortamindan gézlem siiresince
alman orneklerde 12, 24, 36, 48, 72, 96. ve 120. saatlerde yapilmistir. 48. ve 72.
saatlerde ise transfekte hiicreler toplanmis ve sonike edilerek hiicre lizatinda bulunan
GFP miktar1 da kantite edilmistir. Gegici transfeksiyon yontemi ile uygulanan bu
yaklasimla farkli oncii sinyalleri tasiyan EGFP molekiiliinii ne oranda hiicre disina
salgilandig1 6l¢iilmiistiir. Florimetrik yontemle yapilan EGFP 6l¢iim sonuglar1 3-gal
ifade sonuglarina normalize edilmistir. Ol¢iim sonugclar1 daha sonra ilk 6l¢iim zaman
noktas1 olan 12. saat degerine normalize edilerek ortama salinan EGFP ifadesi
zamana kars1 “kat artis1” olarak Sekil 4.15.’te sunulmustur.

Gegici transfeksiyon ile saglanan EGFP ifadesi zamana bagh olarak degisim
sergilemektedir. Transfer edilen vektér Uzerinde mRNA ekspresyonu, 12. saatte
baglamakla birlikte, 24 ila 36. saatler arasinda en yiiksek seviyeye erismekte, daha
sonraki zaman diliminde ise azalarak, 72. saat sonrasinda kaybolmaktadir. Bu durum,
gecici transfeksiyonun dogasindan kaynaklanmaktadir. Sekil 4.15.’te transgen

Uzerinden gergeklesen mRNA ekspresyon kinetigi kesikli ¢izgi ile ifade edilmistir.
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Sekil 4.15. Zamana karsi, hiicre disindan yapilan EGFP 6l¢lim sonuglari. Y ekseni,
goreceli floresan degisimini gostermektedir. Kesik ¢izgi egrisi ise, gecici

transfeksiyon sonrasi transkripsiyon aktivitesini gdstermektedir.

Gen transferini takiben zamana karsi, ortama salinan EGFP miktar1 dl¢iilerek,
gen transferi etkinligine normalize edilmistir. Bu dl¢limlerin sonuglar1 ve Slgiim
grafikleri Sekil 4.16.’da verilmistir. Protein 6ncii mekanizmasi ile ilintili olarak
asagida detaylandirilacagi iizere transfeksiyon sonrasti EGFP  molekillndn
translasyonu, ER dan golgiye gegisi ve daha sonra da hiicre digina salinim1 48. saat
ve sonrasinda gerceklesmektedir. 24. ve 72. saatlerde hiicre kiiltiiriine yeni besi
ortami1 ilave edilmis, bunun sonucunda Olciilen EGFP miktarlarinda diisiis
beklenmistir. 24. saati takip eden zaman noktasi olan 36. saate bu diisiis
gerceklesmis, ancak 72. saati takiben hizla artan protein salgi nedeni ile bu azalma
gozlenmemistir.  Sekil 4.15.°deki grafikten de anlagilacagi tizere hiicre
slpernataninda en yiiksek goreceli EGFP ifadesi Retinol baglama proteini-4
(RBP4) ve Adipsin oncii dizileri ile gozlenmistir. Farkli oncii sinyalleri ile hiicre

disina salinan EGFP miktarlar1 asagidaki sekilde siralanmastir.

RBP4>Adipsin>AdipoQ>PAl>Leptin>ApoE> MSTN
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4.4.2. Transfekte Hiicre Lizatinda EGFP Proteininin Kantitasyonu

Yukarida agiklanan sekilde transfekte adiposit onciilii hiicreler 48. ve 120.
saatlerde toplanarak hiicre ortamindan arindirilmis, sonikasyonla hiicre lizati elde
edilmis ve EGFP miktarlar1 kantite edilmistir. Ol¢iim degerleri gen transferi
etkinligine normalize edilmistir. Bu inceleme, hiicre disina salinan proteinlerin ne
kadar miktarinin hiicre i¢inde tutuldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma sonucunda

Sekil 4.16.”da yer alan bulgulara ulasilmistir.

Hiicre ici GFP miktari
25.00
20.00
2]
e
(]
8 15.00 +
oS ' m48sa
b5 W 120 sa
5] 10.00 +
2
8
5.00 7
0.00 - _— .
RBP4 PAI ApoE AdipoQ | Adipsin | Leptin MSTN
M 48 sa 17.23 15.07 12.22 11.25 9.24 12.05 20.03
W 120sa| 2.01 3.60 341 2.85 1.74 2.40 5.60

Sekil 4.16. Olgun yag hiicrelerince hiicre i¢i EGFP miktar1 degisimi.

Sekil 4.16.’da gozlenecegi lizere 120. saatin sonunda en diisiik EGFP miktar1
RBP4 ve Adipsin oncii sinyali ile alinmigtir. 48. ve 120. saatler arasindaki ifade
diistisii gecici transfeksiyonun zamanla kaybolmasina baglidir. Bu sonuglar doku
kiltiri  ortamina salmman EGFP molekiillerinden elde ettigimiz sonuglar ile
karsilastirildiginda EGFP proteinini hiicre i¢inde en az tutan ve en hizli hiicre disina
salgilayan oncii dizilerin RBP4 ve Adipsin oldugu sonucunu gostermistir.

Sonug olarak RBP4 o6ncii dizisi diger dizilere oranla rekombinant protein

saliniminda en islevsel diziye sahiptir.
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4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Sican Primer Yag Onciilii ve 3T3-L1 Fare

Hiicre Hatt1 Hiicrelerinde Farklilasma ve Gen Transferinin Standardizasyonu
4.5.1. Farkhlasma Siire¢lerinin Karsilastirilmasi

Bu tez ¢alismasinda, yag dokusu hiicre kiiltiirti modeli olarak iki farkli hiicre
kullanildi. Bu hiicreleri sican yag dokusundan elde edilen primer yag-onculleri
(preadipositler) ve 3T3-L1 hiicre hattidir. Bu hiicrelerin proliferasyon ve farklilasma
morfolojilerini gostermek ve dogrulamak amaciyla 30 giin boyunca farklilasma
ortaminda takip edildi. Morfolojik gozlemlere ve farklilasma kinetigine gore
protokol optimizasyonu yapildi.

Yag farklilasma morfolojisi ve siireci bakimindan karsilastirildiginda, 3T3-L1
hiicreleri farklilasma hiz1 primer yag onciilii hiicrelerden daha hizli seyretmektedir.
3T3-L1 gucrelerinde, 17. gunude gbézlenen monolukiler (monolocular) yag hiicresi
fenotipinin, primer yag onciilii hiicrelerinde aylar gerektirmekte oldugu anlagilmistir
(Sekil 4.17.). Farklilagma siireci ile ilgili bu temel bulgunun yaninda, farklilagma
ortaminda 3T3-L1 hiicrelerinin tamamina yakininin yag hiicre morfolojisi kazandigi
goriilmektedir. Primer yag oOnciilii hicrelerde ise hiicrelerin yalnizca belirli bir

kisminin farklilasma sergiledigi anlasilmaktadir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.17. 3T3-L1 hicrelerin farklilagsma siireci. Farklilasmanin 5. guniinde (A-faz
konstrast ve B) hiicrelerde yag damlaciklar1 goriinmeye baglamistir.
Farklilasmanin 7. gininde (C) damlaciklar daha belirgin olmaya
baglamistir. Farklilasmanin 13. ve 15. giinlerinde (D ve E) yag
damlaciklar1 birleserek daha biiylik yag damlaciklar1 olusmaktatir.
Farklilagmanin 17. giinde ise (F) ¢cok sayida monolokiiler tek damlacik

iceren hucreler gortlmektedir.



Sekil 4.18. Sican yag Onciilii ve 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagma siirecinin
karsilastirilmasi. Sigan primer yag 6nculi hiicrelerinde farklilasmanin
17. giinii (A) ve 7.5 aymnda (B) goriintiileri verilmistir. 3T3-L1
hlcreleri, ayn1t monolokiiler goriiniime, farklilasmanin 17. giiniinde

ulasabilmektedir.

45.2.  Transfeksiyon  Standardizasyonu ve  Verimliliklerinin

Karsilastirilmasi

Sican primer yag Onciilii hucreleri ve 3T3-L1 hiicre hatt1 igin transfeksiyon
sartlar1 optimize edildi ve karsilastirildi. Gen transferi i¢in elektroporasyon yontemi
kullanildi. Bu yontem i¢in, hiicrelerin tripsin ile kaldirilarak suspansiyon haline
getirilmeleri  gerekmektedir.  Primer yag  oOncili  hiicreler  farklilasma
indlksiyonundan sonra tripsinize edildiklerinde 6lmektedirler. Diger yonden, 3T3-L1
hiicreleri farklilasma siireci basladiktan 5 giin sonra dahi tripsin yardimi ile
kaldirilabilmekte ve transfekste edilebilir 6zelligini korumaktadir. Bu nedenle,
3T3-L1 hcreleri yiksek transfeksiyon verimliligi ve farklilasma orani sunmasi
yoniinden primer yag onciilii hiicrelerden daha avantajli bulunmustur. 3T3-L1
hiicreleri ile uygulanan bu yaklasim da transfeksiyon etkinligi karsilastirilma
deneyine dahil edilmistir.

Gen transferi optimizasyonu denemelerinde kullanilan yaklagim Sekil 4.19.’te

sematize edilmistir.
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* Primer yag dnciilii

*3T3-11 " 3731
A B
transfeksiyon transfeksiyon

<% <&

e

proliferasyon Geng adiposit Olgun adiposit

Sekil 4.19. Primer yag onciilii ve 3T3-L1 hucrelerinin transfeksiyon optimizasyonu
degerlendirme semasi. Bu calismada transfeksiyon orani, iki farkli grupta
degerlendirildi. A transfeksiyon grubunda iki farkli hiicre tipi (primer yag
onculi ve 3T3-L1 hiicreleri) bulunmaktadir. Bu hiicreler, ¢ogalma
sartlarinda tripsin yardim ile toplanip RBP4 6ncii sinyali ve EGFP igeren
vektor omurgasi ile transfekte edildi. B transfeksiyon grununda ise
3T3-L1 hiicreler, farklilasmanin indiiklenmesinden bes giin sonra tripsin

ile toplanarak transfeksiyon islemi yapilmistir.

Farklilasma gruplarinin transfeksiyon oranlar karsilastirildiginda (Sekil 4.20.
ve 4.21.)). Yukarida agiklanan A grubunda yer alan sican primer yag Onciilii
hlcrelerinde transfeksiyon orami % 38.8, 3T3-L1 hiicrelerinde ise % 27.7 olarak

hesaplanmustir.



Sekil 4.20. Sican yag oOncilii hiicrelerinde transfeksiyon standardizasyonu.

Elektroporasyon sonucunda en optimal sartlarda % 38.8 transfeksiyon
orant elde edilmistir (A-C). Transfekte hiicrelerin farklilastiriimasi

halinde 30. giine dek gen ifadesi gozlenebilmistir (D-F).

Transfeksiyon sonrasinda farklilasmaya birakilan sican yag Onciilii
hiicrelerinin 30 giinliik takibi siirecinde adipojenik farklilasmanin yavas ve ¢ok sinirli
oldugu gozlenmistir. Transfekte hiicrelerde yag birikimi gozlenememis veya c¢ok
sinirlt miktarda goézlenebilmistir. Gozlem siiresinde, az sayida gozlenebilen

farklilagsmis hiicrelerin sayilarinin da azaldigi anlasiimistir.
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Sekil 4.21. 3T3-L1 hiicrelerinde transfeksiyon standardizasyonu. Elektroporasyon

sonucunda en optimal sartlarda %27.7 transfeksiyon oran elde edilmistir
(A-C). Transfekte hiicrelerin farklilastirilmasi halinde 60. giine dek gen
ifadesi gozlenebilmistir (D-F).

3T3-L1 hicrelerinde elektroporasyon sonrasinda, primer hiicrelere oranla
daha diisik bir transfeksiyon orani elde edilmistir. Ancak, primer yag oOnciilii
hiicrelerinin aksine, basariyla transfekte edilen bu hiicrelerin iyi farklilastiklari
gozlenmistir. Yag vezikiillerinin birikimini saglayan ve iyi farklilagan bu hiicrelerde
vektor omurgasindan saglanan protein ifadesinin daha kalici oldugu goézlenmistir.
60. giine dek yapilan gézlemlerde, gen ifadesinin siirdiigii anlagilmistir.

Gen transferinin standardizasyonu c¢alismalarinda, son adim olarak, 3T3-L1

hiicrelerinde yag farklilasma programinin baslatilmasini takiben, 5. giinde hiicreler
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toplanarak elektroporasyon islemi gergeklestirildi ve tekrar farklilagma ortamina

aktarildr (Sekil 4.22.).

Sekil 4.22. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagsmanin 5. glinlinde yapilan elektroporasyon

islemi sonrasinda 7. giin goriintiisii.

3T3-L1 hiicrelerin farklilasma oncesi ve sonrasinda uygulanan transfeksiyon
sonuglart karsilastirildi. Farklilasma sonrasi uygulanan transfeksiyonda basari orani
cok daha disiik saptandi ve transfekte olan hiicrelerde yag birikimi gozlendi.
Farklilasmadan o©nce transfekte edilen hiicreler basar1 ile farklilagtiklart ve
farklilasmanin 60. giinde dahi gii¢lii gen ekspresyonu sergiledikleri gdzlendi. Bu
sonuglar 1s18inda siirdiiriilen ¢alismalarda, 3T3-L1 hicrelerine gen aktarimi

sonrasinda farklilagsma islemi uygulandi.
4.5.3. Elektroporasyon ile Gen Transferi Sonrasinda Canhlik Testi

Elektroporasyon araciligi ile gen transferi memeli hiicrelerinde énemli bir
hiicresel stres etkenidir. Elektroporasyon sonrasinda takip edilen floresan sinyalin
Ozgilliiglinlin kanitlanabilmesi i¢in, bu hiicrelere tripan mavisi araciligi ile canlilik
testi uygulanmistir. Elektroporasyon sonrasinda ¢ogalma ortamina birakilan 3T3-L1
hiicreleri serum agligir ile hiicre 6liimii indiiklenen hiicrelerle karsilastirilmistir.
Sonugta, elektroporasyon sonrasinda tekrar hiicre kiiltiir kabina tutunabilen

hlcrelerin %100 canliliga sahip olduklar1 gosterilmistir (Sekil 4.23.).



Sekil 4.23. Tripan mavisi ile hiicre canlilik testi. Elektroporasyon islemi sonrasinda
hiicre kiiltlir kabina tutunan 3T3-L1 hiicrelerinde tama yakin canlilik
saptanmistir (sol). Serum aglig1 araciligr ile olusturulan hiicresel stres,
canlilik testinin positif kontroliinii olusturmaktadir (sag panel). Siyah
oklar ile gosterilen hiicreler tripan mavisi ile boyanan 6li hicrelerdir,
beyaz ok ile gosterilen hucreler ise tripan mavisi ile boyanmayan

saglikli hiicrelerdir.

4.6. Epizomal Gen ifadesinin Siirdiiriilebilmesi Amaciyla Vektor Yapilarina

S/MAR Dizilerinin Aktarilmasi

S/MAR dizileri epizomal vektorlerin hiicre ¢ekirdegi iskelesine tutunarak gen
ifadesinin siirdiiriilebilmesine katkida bulunur. Bunu iki sekilde yapar. Bunlardan
ilki, vektoriin fiziksel olarak hiicre ¢ekirdegi i¢cinde kalmasini, hiicre boliinmesi veya
cekirdek ici trafikle kaybini engeller. Ikincil olarak vektdriin metillenerek islev
kaybini 6nler. S/MAR dizilerinin doku veya hiicre tipine gore etkinliginin degistigi
bilinmektedir. Bu nedenle yag hiicrelerine transfer edilecek bir DNA vektdriiniin de
bu hiicrelerde islevsel olacak bir S/MAR dizisi icermesi gerekmektedir. Bu gerekce
ile asagida detaylandirildigi lizere tez galismasina IFNS ve APOB genlerine ait
S/MAR dizileri dahil edilmistir. IFN-B geninin 5’ sinirinda yer alan S/MAR bdlgesi,
2.2 kb uzunlugundadir (118, 119) . IFNS S/MAR bolgesi ig¢inde yer alan farkli
islevsel kisimlar klonlama galismalar1 ile bir araya getirilmistir. APOB geninde Ug¢
farkli S/MAR bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgeler genin 3°, 5° ve distal 5’

bolgelerinde yer alir (120) . Tez ¢alismasi kapsaminda 3° S/MAR bolgesinin yaklasik
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700 be’lik kismi secilmistir. S/MAR dizileri ile ilgili olarak gergeklestirilen alt1 farkli

yap1 ve klonlama ¢alismalar1 Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. SIMAR dizilerinin RBP4 ve EGFP dizisi iceren pcDNA3.1 vektor

omurgasina eklenen plazmit dizileri.

Kisaltilmus isim Vektor Omurga Dizisi
IFNA830 (830h¢) RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ IFNB-830
IFNS314 (600bc) RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ IFNB-314

IFNS314-BNBN (1.2 Kb) (ardistk) | RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ IFNB314-BNNB

IFNS314-BNNB (1.2 Kb) (ardisik) | RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ IFNB314-BNBN
APOB — 950 b¢ BN RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ APOB-BN
APOB — 950 b NB RBP4+ EGFP+ pcDNA3.1+ APOB-BN

4.6.1. APOB ve IFNS S/MAR Dizileri Klonlama Sonuclari

PZR araciligr ile g¢ogaltilarak pGem-T-Easy klonlama vektoriine aktarilan
APOB ve IFNg S/MAR dizilerine ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri asagida
Sekil 4.24.’te verilmistir.

. . M IFNB314x2 M

(IKE) o e
3kb pGEM
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Sekil 4.24. Klonlanan S/IMAR dizilerinin jel goriintiileri. Klonlama g¢alismalarina
dahil edilen S/IMAR dizilerinin pGem-T-Easy klonlama vektorl ile

birlikte enzim kesim analiz sonuglar1 gosterilmistir. Soldan saga APOB,
IFNS, IENSX2, IFNS830 dizileri.
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4.6.2. IFNS ve APOB S/MAR Dizilerin Karsilastirilmasi

S/MAR dizilerinin plazmit omurgalarina eklenmesi ile beraber, plazmidlerin
yag hiicrelerinde kaliciligimin arttirilmasi planlanmistir. Bu kaliciligr test etmek igin
birbirinden farkli iki deney yaklasimi uygulanmistir. Bunlardan ilkinde, gen
aktarimini1 takiben, hiicreler ¢ogaltima birakildi. EGFP protein ifadesi floresan
mikroskop araciligr ile gozlendi ve goriintiilendi. Cogalan hiicreler, yiiksek
yogunluga ulastiginda (3 ila 4 giin) bu kiiltiirler, 1/3 oraninda pasajlanarak ilerleyen
pasajlar boyunca da vektdr omurgasinin varhg ve ifadesi takip edildi. Ikinci
yaklasgimda ise, yukarida bahsedilen ve yiliksek yogunluga ulasan kiiltiirler
pasajlanirken 1/3 oraninda donduruldu ve tekrar ¢oziilerek cogaltima birakildi. Bu
ikinci yaklagim, hiicresel stresin indiiklenmesine karsilik olarak vektor omurgasinin
kaliciligini takip etmeyi de amaglamaktadir.

Klonlanan farkli S/MAR dizilerini iceren vektdr omurgalar ile transfekte
edilen, siirekli cogalmakta olan veya dondur-¢6z sonrasi g¢ogaltima birakilan
hlcrelerde kantitatif ve kalitatif analizler yapilmistir.

Kalitatif analizler, 6. pasaja kadar GFP ifadesinin gézlenmesine dayali olup,
vektor omurgasinin transkripsiyon etkinligini gostermektedir. Kantitatif analizler ise,
pasajlar ilerledikge vektor omurgasmin boliinmekte olan hiicrelerde kaliciligini

gostermektedir.
Kalitatif Gozlem Sonuclari

Yukarida agiklandig iizere, 5. pasaja kadar takip edilmeye calisilan EGFP
protein ifadesi S/MAR dizisi igermeyen kontrol plazmidinde yalnizca birinci pasajda
gozlenebilmistir. Daha sonraki pasajlarda EGFP protein ifadesine rastlanmamustir.
Bu bulgu, boliinen hiicrelerde beklenen vektor kaybi olarak degerlendirilmistir. Alti
farkli S/MAR dizisi iceren vektér omurgalarinda ise EGFP protein ifadesi degisen
oranlarda olmakla birlikte pasajlar boyu izlenebilmistir. Bu goézlem, S/MAR
dizilerinin islevselligini kanitlamaktadir. Farkli S/MAR dizileri iceren vektorlerle
transfekte olan 3T3-L1 hicrelerinin floresan mikroskop goruntileri Sekil 4.25-31.’de

gosterilmistir.
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Devamli ¢ogalmakta olan pasajlar (SMAR igermeyen):

Dondur-¢6z sonrasi pasajlar (SMAR igcermeyen):

P1 P2 P3 P4 P5

Sekil 4.25. S/MAR igermeyen vektdr omurgasi (Negatif kontrol).

Devamli ¢ogalmakta olan pasajlar (IFNB 830):

PO P1 P2 P3 P4 P5

& *yow - )

f o : 3 § 8
A A . 2 % e
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Dondur-¢6z sonrasi pasajlar (IFNB 830):

At o] = =l - : A

Sekil 4.26. IFNB 830 iceren vektdr omurgasi.

P4 P5
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Devamli ¢ogalmakta olan pasajlar (IFNB 314x1):

Dondur-¢6z sonrasi pasajlar (IFNB 314x1):
P1 P2 P3 P4 P5

Sekil 4.28. IFNB 314x2 - BNBN iceren vektor omurgasi.
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Devamli ¢gogalmakta olan pasajlar (IFNB 314x2 - BNNB):

Pl P2 P3 P4 P5

Sekil 4.29. IFNB 314x2 - BNNB iceren vektor omurgast .

Devamli ¢ogalmakta olan pasajlar (APOB -BN):

Pl P2 P3 P4 P5

Sekil 4.30. APOB - BN - iceren vektor omurgasi.
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Devamli ¢gogalmakta olan pasajlar (APOB —NB):

Dondur-¢6z sonrasi pasajlar (APOB - NB):
P1 ] P2 P3 P4 P5

gt

Sekil 4.31. APOB — NB igeren vektér omurgasi.

Kantitatif Analiz Sonuclari

Farkli S/MAR dizileri igeren vektor omurga yapilan ile transfekte edilen,
devamli ¢ogalmakta olan ve dondurularak yeniden c¢oziilen 3T3-L1 pasajlarinda
kantitatif analizler yapilmigtir. Pasajlar boyunca alinan 6rneklerde, hiicre basina
diisen plazmid vektdor omurga sayisi gergek zamanli PZR araciligi ile kantite
edilmistir. Boliinen pasajlar boyunca her hiicre basina diisen vektor omurga sayisi

Sekil 4.32.’de grafik halinde verilmistir.
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Siirekli boliinmekte olan hiicrelerin pasaj sayilan

Sekil 4.32. Boliinen pasajlar boyunca her hiicre basina diisen vektér omurga sayisi.

Stirekli boliinen pasajlarda S/MAR dizisi igermeyen vektér omurgasi tagiyan
negatif kontrol 6rneginin 5. pasajinda her 10000 hiicrede tek bir plazmit var oldugu
hesaplanmistir. S/MAR  dizisi igeren Orneklerde ise bu miktar degiskenlik
gostermekle birlikte en az 100 hiicreye bir plazmid kadardir. Plazmid transfeksiyon
basarisinin yaklasik olarak % 30 oldugu g6z oniine alindiginda, 5. pasajin sonunda,
her 30 hiicreden birinde vektdr omurgasinin bulundugu ortaya ¢ikmaktadir.

S/MAR dizileri igeren vektor omurgalari ile transfekte olan tim 6rneklerin 5.
pasajindaki plazmit kopya sayilar1 birbirine yakin olmakla birlikte, IFNB-BNBN
S/MAR dizisi igeren plazmit en yiiksek kopya sayisina sahiptir.

Dondurularak yeniden ¢ozilen pasajlarda bulunan vektér omurga sayilarinin
kantitasyonu sonucunda, S/MAR dizisi icermeyen negatif kontrol vektori ile
transfekte hiicrelerde, 6. pasajda her bir milyon hicrede tek bir kopya plazmid
bulundugu hesaplanmistir. 25 cm?lik hiicre kiiltiirii kabinda 3 milyon 3T3-L1
hiicresi bulundugu ve transfeksiyon basarisinin da yaklasik % 30 oldugu goz oniine

alindiginda, 6. pasaj sonunda, her kiiltiir kabinda yalnizca tek bir plazmid kalmis



115

oldugu sonucuna varilabilir. S/MAR dizisi igeren 0rneklerde bu miktarin 1000 kati
kadardir. Dondurularak yeniden ¢dziilen pasajlar boyunca her hiicre basina diisen

vektor omurga sayist Sekil 4.33.°te grafik halinde verilmistir.

- 1
v
s
; \
@ 0.1
5 \
3 —NK
g 0.01
i‘:’ ~_ ——APOB-NB
9 0.001 == APOB-BN
c
3 \ § ——IFNB-830
5 00 \ \ —IFNB-314
on
_E 0.00001 ——|FNB-BNBN
5 ¥ IFNB-BNNB
¥ 0.000001 . . .
1 2 3 4 5 6
Siirekli boliinmekte olan hiicrelerin pasaj sayilan

Sekil 4.33. Dondurularak yeniden ¢dziilen pasajlar boyunca her hiicre basina diisen

vektor omurga sayisi.

Yukarida verilen iki iglevsel analiz sonuglari, zamana kars1 vektor omurga
kaybini bir kesir olarak saglamaktadir. Bu vektér omurga kaybi hizinin tiim zaman
noktalar1 dikkate alinarak karsilagtirilabilmesi amaciyla sayisal bir nicel analize
gerek duyulmaktadir. Bu amacla, farkli S/MAR miktar egrilerinin e§imleri
hesaplanmis ve birbirleri ile oranlanmistir. E§im, y ekseninde azalmay1 ifade eden,
0 ile 1 arasinda bir sayisal degerdir. Farkli S/MAR dizilerine ait egimler, 1 degerine
ne kadar yakin ise S/MAR kaybi o denli az, 0’a ne denli yakinsa o derece hizli vektor
kaybi anlamina gelmektedir. Boliinen pasajlar boyunca farkli S/MAR dizilerinin
vektor omurga kaybi egimleri Tablo 4.2.’de verilmistir. Bu degerler, SMAR dizisi
icermeyen negatif kontrol 6rnegi egimine oranlanarak Sekil 4.34.’te grafik olarak

verilmigtir.
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Tablo 4.2. Boliinen o6rneklerde farklt S/MAR dizilerinin pasajlar boyunca vektor

omurga kayb1 egim degerleri.

NK APOB- | APOB- IFNB- IFNB- IFNB- IFNB-
NB BN 830 314 BNBN BNNB
-702.0 -16.9 -7.6 -12.1 -12.1 -18.3 -17.3
100
80
£
& 60
o]
E 0
20
0 NK APOB-NB | APOB-BN | IFNB-830 | IFNB-314 |IFNB-BNBN|IFNB-BNNB
‘ 1 42 93 58 58 38 41
Boliinen hiicrelerde egim degerleri orani

Sekil 4.34. Boliinen pasajlarda S/MAR dizileri egim degerleri orani. Vektér omurga

kayb1 egim degerleri S/MAR dizisi i¢cermeyen negatif kontrol (NK)

vektor egimine oranlanmustir.

Dondurularak yeniden ¢doziilen pasajlar boyunca farkli S/MAR dizilerinin

vektor omurga kaybi egimleri Tablo 4.3.’te verilmistir. Bu degerler, S/MAR dizisi

icermeyen negatif kontrol 6rnegi egimine oranlanarak Sekil 4.35.te grafik olarak

verilmigtir.
Tablo 4.3. Dondurularak yeniden c¢oziilen orneklerde farkli S/MAR dizilerinin
pasajlar boyunca vektdr omurga kayb1 egim degerleri.
APOB- APOB- IFNB- IFNB-
NK NB BN IFNB-830 | IFNB-314 BNBN BNNB
-38281.0 -6.6 -5.5 -8.7 -58.5 -7.0 -24.7
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> N
0 [
NK APOB-NB | APOB-BN | IFNB-830 | IFNB-314 |IFNB-BNBN|IFNB-BNNB

‘ 1 5789 7011 4395 654 5441 1547

Dondurularak yeniden ¢éziilen hiicrelerde egim degerleri oram

Sekil 4.35. Dondurularak yeniden ¢oziilen pasajlarda S/MAR dizileri egim degerleri
orant. Vektdor omurga kaybi egim degerleri S/MAR dizisi icermeyen

negatif kontrol (NK) vektor egimine oranlanmustir.

Yukarida sonuglar1 verilen egim analizleri, S/MAR igeren vektor
omurgalarinin igermeyen negatif kontrole oranla kaliciliginin béliinen hiicrelerde 100
kata kadar, dondurularak ¢oziilen pasajlarda ise 10000’e kadar fark ortaya koydugu
anlasilmaktadir. Bu fark, vektor omurgasinda goézlenen kayip hizina ait bir
karsilastirmadir. Genel sonu¢ olarak S/MAR kullanilmadigt zaman ortaya ¢ikan
kayip hiz1 goz ontline alindiginda, farkli S/MAR dizileri arasinda kayda deger bir fark
olmadig1 anlagilmaktadir. Bu bulgular, tez calismasinda klonlanan ve analiz edilen
S/MAR dizilerinin hepsinin yer aldigr vektér omurgalarimin kaliciligini arttirdigin
ortaya koymaktadir. Dondurarak c¢oziilen pasajlardan elde edilen degerler,
beklentilere daha yakin sonu¢ vermistir. Sonraki asamalarda vektér omurga
uygulamalarinda kullanilmak tizere APOB-BN ve IFNB 314x2 (BNBN) dizilerini

igeren yapilar secilmistir.
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4.7. Rekombinant Protein ifadesi Modeli Olarak Kullanilmak Uzere Miyostatin
ve Dominant Negatif Miyostatin cDNAsmin Eldesi, Memeli Ekspresyon

Vektorine Klonlanmasi

Olgun yag hiicrelerinde rekombinant protein iiretimi etkinliginin gosterilmesi
amaciyla miyostatin sinyal molekili bir model protein olarak se¢ilmistir. Miyostatin,
kas dokusu farklilasma yolagmin bir negatif regiilatoriidiir (119) . Kas dokusu
farklilasmasini siirlayici yonde fizyolojik etkiye sahiptir. Dominant negatif etkiye
sahip miyostatin izoformu ise bu inhibitor etkiyi ortadan kaldirici yonde etkilidir.
Model olarak secilen dominant negatif etkili miyostatin izoformunun yag
hiicrelerinden salgilanarak, C2C12 miyoblast hiicre farklilasmasini pozitif yonde

etkilemesi beklenmektedir.

4.7.1. Miyostatin cDNAsmin Sentezlenmesi ve Memeli Ekspresyon

Vektorine Klonlanmasi

Miyostatin en yiiksek seviyede kas, kalp ve rahim dokularinda ifade edildigi
gibi yag dokusunda da simirli miktarda sentezlenerek salgilanmaktadir (99) .
Miyostatin cDNAsinin klonlanabilmesi igin 2 giinliik sicandan kalp, bacak kaslar1, ve
supraskapular yag dokular1 alindi. Bu dokulardan total RNA izolasyonu yapildi.
Uygun kalite kontrolii sonrasinda cDNA sentezi yapild1 ve gercek zamanli PZR ile
miyostatin mRNA ekspresyon seviyeleri karsilastirildi. Kalp, kas ve yag dokularinda
miyostatin amplifikasyon egrisi Sekil 4.36.’da  verilmistir. Amplifikasyon
egrilerinden de anlasilacag iizere, dokular arasinda gen ifadesi bakimindan bir fark
goriilmemistir.

Yag dokusundan izole edilen cDNA kiitiiphanesinden klonlma primerleri ile
tam uzunlukta miyostatin ¢cDNA amplifikasyonu yapilmistir. MSTN c¢DNAsi,
PGEM-T easy klonlama vektoriine ve sonrasinda da pcDNA3.1(+) memeli
ekspresyon vektoriine aktarilmistir. Klonlama asamalar1 tamamlanan bu bu MSTN
cDNAsi, MSTN genine 06zgiill Oncii diziyi de icermektedir. Bu oncii dizinin
degistirilebilmesi amaciyla 5’ ve 3’ uclarinda, sirasiyla, ECORI ve Apal enzim kesim

bolgeleri bulunan klonlama primerleri kullanilmistir.
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Sekil 4.36. Kalp, kas, ve yag dokularindan elde edilen cDNAlardan MSTN gen
ifadesinin karsilastirilmasi. Her iic dokuda da birbirlerine ¢ok yakin

miktarlarda MSTN mRNA ifadesi gozlenmistir.

Bu klonlama c¢alismalarinda yiiriitilen MSTN PZR sonuclar1 agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4.37.). Klonlama caligmasini takiben, DNA
dizi analizi ile cDNA kalite kontrolii yapilmistir.

M1 Kb} FLR Fa-R F2F M{1 ki)

Sekil 4.37. MSTN cDNA sentezi. Lider dizisi iceren (FIR — 1148 bg) ve igermeyen
(F2R ve F2F, 1116 bg) MSTN cDNA amplikonlar1 agaroz jel
elektroforezinde kontrol edilmistir (Marker: 1Kb).



120

4.7.2. Dominant Negatif Etkili Miyostatin cDNAsmnin Sentezlenmesi ve
Memeli Ekspresyon Vektdrine Klonlanmasi

Dominant Negatif Etkili Miyostatin (MSTNdn) bloke edici anti-miyostatin
antikorlar1 gibi etki géstermektedir (7) . Bu proteinin sentezlenmesi icin Zhu ve ark.
tarafindan uygulanan yaklasim kullanildi (7) . Bu deneyde miyostatin cDNAsin1
sentezlemek icin tasarlanan primerler ile birlikte yeni PZR aracilikli mutagenez
yaklasimi uygulanarak MSTN proteininin 4X-4Y'Y amino asitlerinde yer alan RSRR
dizisi, mutasyon yaratarak DLDG dizisine doniistiirtildii. Gene SOEing yontemi ile
gerceklestirilen PZR aracilikli mutagenezde, cDNAnm 5° ve 3° fragmanlan
mutagenik primerlerle c¢ogaltildi ve iki kissm PZR araciligi ile birlestirildi.
(Sekil 4.38.). Elde edilen MSTNdn cDNAs1 pcDNA3.1 (+) memeli ifade vektoriine
klonlanarak DNA dizi analizi ile kalite kontrolii yapildi. Bu sekilde mutagenezin

basarili olup olmadigi kontrol edildi (Sekil 4.39.).

Sekil 4.38. PZR aracilikli mutagenez ile MSTNdn eldesi. Gene SOEing in vitro
mutagenez teknigi uygulanarak miyostatin cDNAsindan 5° ve 3’
kisimlar1 halinde sirasiyla 750 b¢ ve 370 bg¢’lik mutasyon tasiyan
fragmanlar ¢ogaltilmistir. (A ve B) Saflastirmayi takiben, bu iki kismin
birlestirilmesi ile yaklasik 1100 b¢ uzunlugunda MSTNdn cDNAs1 elde
edilmistir (C), (Marker:1 Kb).
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Sekil 4.39. MSTNdn DNA dizi analizi sonucu. PZR aracilikli mutagenez ile MSTN
cDNA (zerinde yer alan RSRR dizisi, mutasyon yaratarak DLDG

dizisine doniistiiriildii.

Calismada islevsel model olarak kullanilmak iizere yukarida olusturulan
MSTNdn cDNAsi, EcoRI ve Apal restriksiyon enzim kesimi yardim ile vektor
omurgasina aktarildi. Bu vektdér omurgast okuma g¢ergevesi, 5°—3’ yOniinde
sirasiyla, RBP4 oOncii dizisi, V5 epitopu, 6xHis dizisi ve oncll dizisi olmayan

MSTNdn cDNAs1 icermektedir. Bu yap1 asagida Sekil 4.40.’ta sematize edilmistir.

—— 14-23aa — L 23aa —— i '
T > -
20— SO o E+F> 1130 bg |

Sekil 4.40. islevsel analiz i¢in rekombinant gen modeli. Yag hiicrelerine ait RBP4
salgisal oncii diziye ardisik olarak yerlestirilen V5 ve 6x histidin dizileri
yeni rekombinant proteinin N ucunda bulunmaktadir. Bu iki sentetik gen
pargasimin C-terminalinde ise Oncii dizisinden arindirilmis MSTNdn

CcDNAs1 yerlestirilmistir (1130 bg).
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4.8. Olgun Yag Hiicrelerinde MSTNdn Protein ifadesinin Saglanmasi ve Takibi

Yukarida siralanan ve EGFP rekombinant proteininin iiretim ve salgi
kinetigini iceren sonuglar, ¢ogalmakta olan yag oOnciilii hiicrelerde (preadipositler)
gosterilmistir. Rekombinant protein iiretimi ve salgisinin farklilasmis ve olgun yag
hiicrelerinde daha kalict olmasi beklenmektedir. Bu kalicili§in nedenleri arasinda bu
hiicrelerin boéliinmemesi de sayilabilir. Boliinmeyen ve farklilagsmis hiicrelerde
epizomal gen ifadesinin siiresinin takibi amaciyla tasarlanan MSTNdn igeren yapi,
olgun yag hiicrelerine aktarilmistir.

Hazirlanan rekombinant protein igeren vektoriin hiicrede ifadesinin
kaliciligimin takibi i¢in 3T3-L1 hiicrelerine RBP4+ VV5+ MSTNdn igceren pcDNA3.1
transfekte edildi ve farklilastirildi. Transfeksiyon sonrasi farklilastirma islemi
4.5.2.’de agiklandig: sekilde gergeklestirildi. Olgun yag hucrelerinin 21 glnlik takip
stiresinin sonunda tespit edilerek MSTNdn ifadesinin gosterilmesine yonelik olarak
V5 epitopuna hedefli immiinfloresan boyama yapildi. Bu goriintiileme ¢aligmasinda

V5 epitopu yaninda golgi ve ¢ekirdek de gosterilmistir (Sekil 4.41.).

Sekil 4.41. Olgun yag hiicresinde MSTNdn ifadesinin saglanmasi. 3T3-L1 adiposit

hiicrelerine gen transferi uygulandiktan sonra farklilagma indiiklenerek
21 giin boyunca olgun yag hiicrelerinin takibi yapildi. Siire¢ sonunda
olgun yag hiicreleri iginde MSTNdn protein ifadesi goriintiilendi (yesil:
V5, kirmizi: golgi, mavi, ¢ekirdek, Cubuk = 20 um).
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V5 antikoru ile yapilan boyama, rekombinant proteinin olgun yag hiicreleri
icinde ifadesinin devam ettigini gostermektedir. 3T3-L1 hicrelerinde epizomal gen
transferi sonrasinda rekombinant protein ifadesinin bdliinmekte olan hiicrelerde
72. saat ve sonrasinda azalarak kaybolmasi beklenirken, olgun yag hiicrelerinde

transfeksiyonun ii¢lincii haftasinda halen devam etmektedir.

4.9. Salgisal Protein Yolagl Aracih@ ile Rekombinant Protein ifadesine Bagh

Olasi ER Stres Olusumunun Incelenmesi

Tez c¢alismasi amaci olan hiicresel salgi yolagi kullanimi araciligi ile yag
hiicrelerinde rekombinant protein {retimi ve salgilanmasinin saglanmasi, hicre
icinde ER/golgi klasik salgi yolagimin islevsel basarisina baghdir. Yag onciilii
hiicrelerde yapilan gen transferi ¢caligmalarinda, zamana kars1 gozlemlerde, transgeni
yiiksek miktarda ifade eden bazi hiicrelerde rekombinant proteinin hiicre iginde

biriktigi yoniinde bulgular edinilmistir (Sekil 4.42.).
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Sekil 4.42. Onci sinyali ve MSTNdn igeren yapilar1 ifade eden hiicrelerde gozlenen
bazi morfolojik degisimler. Zamana kars1 yapilan protein ifadesi takibi
calismalarinda, gen transferinin ikinci giinlinde gortldigi tizere retikiiler
ER yapisi izlenmekte ve ifade olan protein yaygin sekilde ER’ye lokalize
olmaktadir. dordiincii gun gorintlsine sahip hiicrede rekombinant
proteini ER’de yogun sekilde bulunmakla birlikte periniikleer golgi
bolgesine gecisi gbzlemlenmektedir. Protein ifadesinin dordind ve
besinci glinlinde yogun protein agregatlarin1 anditran bir goriintl
izlenmektedir. Ancak, bu goriintii yalnizca yiiksek miktarda protein ifade
eden hiicrelerde goriilmektedir. Besinci giine ait goriintiide secilecegi
Uzere saglikli morfolojide hiicreler de yaygin olarak segilmektedir
(Cubuk =8 pum).

Yukarida yer alan gozlemden yola ¢ikarak hazirlanan vektor yapilarinin
hiicrelerde ER stresi olusumuna yol agip agmadigi incelendi. Bu amagla hiicresel ER
stres algisini baglatan XBP1 mRNA’sinin sitoplazmik kirpilma durumu incelendi.

XBP1 mRNA’sina ait PZR sonuglar1 asagida Sekil 4.43.’te verilmistir.
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EGFP.C1 RBP4+MSTNdn
r5.gi]n] [2.gﬂn] [5.gi]n] [2.g|:|n'| NK

s 200 be
—— G gD i 150 b

s 100 bg

90 bg

Sekil 4.43. Transfeksiyona bagli ER stresinin degerlendirilmesi. Transfeksiyon
isleminin 2. ve 5. giinlerinde hiicrelerde XBP1 ER stres belirteci PZR
ile analiz edilmistir. NK= transfeksiyon uygulanmayan hiicre,
EGFP.CI1, salgisal yolaga girmeyen EGFP ifade eden bir vektordiir.
Iki vektér arasinda ER stresi gelisimi bakimindan bir fark

bulunmamistir (Marker: 50b¢).

Kullanilan yontem ER stresi olusumuna neden olmamaktadir. Sekil 4.42.’de
5. giine ait goriintiide de goriilecegi ilizere yalnizca bazi hiicrelerde goriilmektedir. Bu
durumun gen transferinin dogasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Yiiksek kopya
sayisinda gen alan hiicreler daha fazla protein ifadesi yapmakta, diger yonden, diisiik
kopya sayisinda vektor yapisi alan hiicreler ise daha az miktarda rekombinant protein
tiretmektedir. Sekil 4.43.’te yer alan ve daha az kopya gen almig (silik gorinimli)
oldugu diisiiniilen adiposit Onciilii hiicrenin sitoplazmasinin retikiiler ER yapisini
korudugu gozlenmektedir. 6. giine gelindiginde yaygin sitoplazmik agregatlar
sergileyen hiicrelerin ¢ekirdek morfolojileri saglikli goriilmekte, apoptoz ile ilgili bir

bulguya rastlanmamaktadir.

4.10. MSTNdn Yapisimmn C2C12 Miyoblast Hiicrelerinde Etkinliginin

Gosterilmesi

Calisma kapsaminda, olgun yag hiicreleri tarafindan {iretimi saglanmak tizere
secilen dominant-negatif etkili miyostatin yapisinin etkinliginin C2C12 miyoblast

hiicrelerinde gosterilmesi amaglanmistir. C2C12 miyoblast hiicrelerinin farklilasma
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kinetigini etkilemesi beklenen gen yapisi, bu hiicrelere aktarilarak islevsel 6zellikleri
incelenmistir.

Hiicre kiultirii sartlarinda, cogalmakta olan C2C12 hiicrelerine S/MAR
dizileri iceren MSTNdn cDNAs1 pcDNA3.1 vektorii tizerinde elektroporasyon yolu
ile aktarilmigtir. Gen transferi sonrasinda C2C12 hiicreleri farklilagsmaya birakilmig
ve yedi giin boyunca morfolojik degisimleri takip edilmistir. Bu siirecin sonunda
hiicre kiltiirlerinden mRNA izolasyonu yapilarak kas farklilasma slrecinin

molekiiler belirteclerinin gen ifadeleri incelenmistir.

4.10.1. MSTNdn Yapisimin C2C12 Farkhlasma Siirecine Morfolojik
Etkisi

C2C12 hicreleri MSTNdn ile transfeksiyon sonrasinda farklilagsmanin yedinci
ginine dek izlendi. MSTNdn ile transfekte C2C12 hicrelerinde miyotip
olusumunun daha hizli gergeklestigi gozlendi. Kontrol (transfekte edilmemis C2C12)
hiicrelerine oranla daha uzun miyotiip yapilart izlenmekle birlikte, miyotiip
yapilarinin i¢inde yer alan ¢ekirdek sayilarinin da daha fazla oldugu gozlendi.
MSTNdn ile transfekte C2CI12 hiicrelerinin daha fazla fiizyon gergeklestirdigi
gozlendi (Sekil 4.44.)

Sekil 4.44. MSTNdn yapisinin C2C12 hiicrelerinde farklilagma morfolojisi iizerine
etkileri. IFNS SIMAR dizisi iceren MSTNdn vektor yapisi ile transfekte
olan C2C12 hucrelerinin (A) kontrol hiicrelere gore (B) daha uzun ve

daha fazla miyotiip olusturduklar1 gdzlendi.
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4.10.2. Mstndn Yapisimin C2C12 Hiicrelerinde Kas Farkhlasma
Belirtecleri Uzerine Etkisi

MSTNGdn ile transfekte edilen ve kontrol C2C12 hiicrelerinden farklilasmanin
7. glinlinde mRNA izole edilerek kas farklilasma silirecinin temel belirteclerinin
gercek zamanli PZR ile karsilagtirmast yapildi.

Kas farklilasma programi siirecinde miyotiip olgunlagsmasinin belirteci
niteliginde olan myogenin ifadesi analiz edildi. MSTNdn ile transfekte edilen C2C12
hiicrelerinde myogenin ifadesinin kontrol C2C12 hiicrelerine gore daha diisiik oldugu
gozlendi (Sekil 4.45.). Myogenin yaninda, ifadesi incelenen ve bir fiizyon belirteci
olan M-kaderin (M-Cad) gen ifadesinin IFNS S/MAR dizisi igeren drneklerde artmis
oldugu gozlendi (Sekil 4.46.). Bu bulgu, morfolojik gozlemleri destekler niteliktedir.
Kas farklilagsma siirecinin en 6nemli belirteglerinden biri olan miyozin agir zincir

(MHC) ifadesi ise 6rnekler arasinda bir farklilik sergilemedi (Sekil 4.47.).

MyoG

14

1.2

e
o

Goreceli Kat Degisimi
=)
o

<
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0
APOB-NB IFNB-314x2

\ MyoG 1 0.72 0.65

Sekil 4.45. MSTNdn vektor yapilar ile transfekte edilen C2C12 hiicrelerinde ve
kontrol hiicrelerde farklilagmanin 7. giiniinde miyojenik regulator

faktorlerinden miyogenin ifadesi.
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Sekil 4.46. MSTNdn vektor yapilar ile transfekte edilen C2C12 hiicrelerinde ve

kontrol hiicrelerde farklilasmanin 7. glinunde fuzyon belirteci olan M-

Kaderin ifadesi.

14

MHC

1.2

0.8

Goreceli kat degisimi

APOB-NB

IFNB-314x2

‘MHC 1

0.94
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Sekil 4.47. MSTNdn vektor yapilan ile transfekte edilen C2C12 hiicrelerinde ve

kontrol hiicrelerde farklilasmanin 7. guniinde miyozin agir zincir

ifadesi.
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Gen ifade analizlerinin sonuclart gdzlenen morfolojik sonuclarla tam bir
uyum sergilememektedir. Morfolojik olarak MSTNdn etkisi ile gozlenen miyotip
olusumu ve fiizyon artis1 bir flizyon belirteci olan M-kaderin ifadesi ile uyumludur.
Ancak, MSTNdn nin hiicre fizyolojisinde olusturmasi1 beklenen etki dogrultusunda

gerceklesmesi gereken myogenin artig1 gozlenmemistir.

4.11. Olgun Yag hiicrelerinin Rekombinant Protein Uretim Etkinliginin

Gosterilmesi

Yag hiicrelerinin rekombinant protein liretimi, salgist ve islevsel etkinliginin
gosterilmesi amaciyla 3T3-L1 hiicreleri kullanildi. 3T3-L1 hiicrelerinin hazirlanan
vektor omurgast aktarimi sonrasinda C2C12 hiicreleri ile bir arada kiiltiir edilmesi
planlandi. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma sonrasinda C2C12 hiicrelerinin
bulundugu ortama aktarilabilmeleri gerekmektedir. Ancak yag hiicreleri farklilasma
sonrasinda enzim veya mekanik yolla bulunduklar1 ortamdan kaldirilamazlar. Benzer
nedenle, farklilagan 3T3-L1 adipositleri olgunlastik¢a yag iceriklerinin de artmasina
bagli olarak tutunma ozellikleri azalmaktadir (Sekil 4.48.). Bu engeli asmak ve
hicrelerin maruz kalabilecekleri travma riskini en aza indirmek amaciyla gen
transferi sonrasinda 3T3-L1 hiicreleri biyouyumlu iskelet yapilari iginde (PLGA
scaffold) farklilagtirilmistir.

Sekil 4.48. 3T3-L1 hiicrelerin farklilagmanin birinci ayinda morfolojileri. 3T3-L1
hiicreleri, farklilasmanin birinci aymin sonunda monolokuler yag
damlaciklar icermekte ve kiiltiir kabmna tutunma nitelikleri de hizla

azalmaktadir.
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PLGA biyouyumlu iskele iginde farklilagtirllan 3T3-L1 htcrelerinin
tasiabilmeleri ve fiziksel dayanikligi ¢ok daha fazladir. Sekil 4.49.°da PLGA
iskelesi i¢inde farklilastirilmis ve EGFP geni ifade eden olgun 3T3-L1 yag hiicreleri

gorulmektedir.

Sekil 4.49. PLGA yapilari i¢inde farklilastirilmis yag hiicreleri. 3T3-L1 adipositlerin
EGFP.C1 plazmid vektorii aktarimindan sonra PLGA iskeletleri iizerine
aktarilmis ve hiicre kiiltlirlinde farklilasmaya birakilmistir. Farklilagsma
stireci sonunda fikse edilen yapilar yag vezikiillerinin gosterilebilmesi
amaciyla Red Oil O ile boyanmistir (A). Aymi hiicrelerin igermekte
olduklar1 EGFP proteini floresan mikroskopi ile gosterilmistir (B).

4.11.1. Transfekte Olgun Yag Hiucreleri ile Birlikte Kultire Edilen
C2C12 Hiicrelerinin Morfolojik Farklilasma Bulgulari

MSTNdn vektor yapilari ile transfekte edilerek farklilagtirillan 3T3-L1
hicreleri C2C12 miyoblast hticreleri ile birlikte PLGA iskeletlerin iginde kulttre
edilmistir. Her farklilagsma deney seti 7 glin strddrilmistir. MSTNdn vektori iceren
3T3-L1 hiicreleri, farklilasmakta olan C2C12 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmis,
farklilagmanin 7. giinii, 3T3-L1 hiicreleri yeni bir C2C12 kiiltiiriine aktarilarak,
farklilagsma tekrar indiiklenmistir. Bu sekilde 4 hafta boyunca 4 ardisik C2C12
kiltirtt aymi 3T3-L1 hiicreleri ile farklilastirilmistir. Bu ko-kiltiir deneyleri
sunucunda C2C12 miyoblastlarinin farklilasma morfolojileri incelenmis ve

goriintiilenmistir. Deney sonucunda C2C12 miyoblastlarinda farklilagsma siirecinin
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etkilendigi, ve daha biiyiik ve uzun miyotiip yapilart olusturduklari gézlenmistir
(Sekil 4.50.).

Kontrol Giin 5 2um.. & POB| G : 1‘F'N5.G"un5_.. 2

Sekil 4.50. Transfekte olgun yag hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen C2C12
hiicrelerinin morfolojik farklilasma bulgulari. 3T3-L1 hicreleri
RBP4+APOB-NB+MSTNdn+pcDNA3.1 ve RBP4+IFNB-
314x2+MSTNdn+pcDNA3.1 plazmidleri ile transfekte edildi, ve
kontrol 3T3-L1 hiicreleri ile birlikte C2C12 hiicreleri farklilasmaya

birakildi. Bu siirecin 5. giiniine ait goriintiiler sunulmustur. Transfekte
olmayan kontrol grubunda ince ve kisa miyotlpler bulunmasina
karsin, MSTNdn yapilar ile transfekte 3T3-L1 hiicreleri ile ko-klttire
edilen C2C12 hiicrelerinde daha kalin ve biiyilk miyotiipler

gozlenmistir.

4.11.2. Transfekte Olgun Yag Hiicreleri ile Birlikte Kiiltiire Edilen

C2C12 Hucrelerinin Farkhlasma Programi Bulgular

Olgun 3T3-L1 hiicrelerinden salinan dominant negatif miyostatin
izoformunun C2C12 hiicreleri farklilasma siirecine olan etkilerinin gosterilebilmesi
amactyla miyojenik farklilasma yolagi molekiiler belirtegleri gen ifade analizi ile
incelendi. 4 hafta boyunca 4 farkli C2C12 kiiltirti aym1 3T3-L1 hcreleri ile
farklilasmaya birakilmistir. Yedinci ginin sonunda C2C12 hicrelerinden mRNA
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izolasyonu yapilarak desmin, M-kaderin, MKI67, MyoD, Miyogenin ve NCAM
ifadeleri kantite edildi. Kontrol olarak kullanilan kiiltiir setinde 3T3-L1 hiicreleri bos
vektor ile transfekte edildi.

APOB S/MAR dizisi igeren kinetik deneyde, kontrol ornegine oranla
MSTNdn salgis1 yapan 3T3-L1 hiicreleri ile ko-kiltiire edilen C2C12 hiicrelerinde
farklilasma belirteclerinde gozlenen artis dikkat ¢cekmektedir. Bu artig, 6zellikle 3.
hafta deney setinde istatistiksel olarak anlamli sonuglar saglamistir. Miyostatin
yolagi etkilerinin dogrudan gozlenebildigi miyojenik regiilator faktorlerden MyoD ve
myogenin de sinirlt olmakla birlikte artis gdzlenmektedir. NCAM ve MCAd fiizyon
belirtecleride MSTNdn etkisi ile artis sergilemektedir. MSTN etkisinden negatif
yonde etkilendigi bilinen proliferasyon belirteci olan MKI67 ise azalma
sergilemektedir. Sekil 4.51.’de istatistiksel anlamlilik esigini gegen deney noktalar
(*) ile gosterilmistir. S/MAR dizileri iceren 3T3-L1 yag hiicrelerinin C2C12

farklilagma kinetigine olan etkileri 4 hafta boyunca gozlenebilmistir.
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Sekil 4.51. RBP4+APOB-NB+MSTNdn+pcDNA 3.1 vektor yapilari tasiyan 3T3-L1
hiicrelerinin C2C12 farklilasma belirtecleri tizerine etkisi. MSTNdn

salgilayan 3T3-L1 hicreleri ile ko-kiltire edilerek farklilagtirilan C2C12

miyoblastlarinda 7. giiniin sonunda kas farkilasma belirtecleri analizi

yapilmistir. Kontrol olarak kullanilan C2C12 6rnekleri bos vektor igeren

3T3-L1 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmislerdir. Miyogenin (MyoG),
MyoD, M-Kaderin (MCad), Desmin (DES), Neural Cell Adhesion
Molecule (NCAM), ve MKIi67 (*:p<0.05).

IFNS SIMAR dizisi iceren MSTNdn yapilart ile uygulanan deney surecinde

APORB ile yapilan deneylere ¢ok benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.52.).
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Sekil 4.52. RBP4+IFNB-NB+MSTNdn+pcDNA 3.1 vektor yapilart tasiyan 3T3-L1
hiicrelerinin C2C12 farklilagma belirtegleri lizerine etkisi. MSTNdn

salgilayan 3T3-L1 hucreleri ile ko-kultire edilerek farklilastirilan

C2C12 miyoblastlarinda 7. giiniin sonunda kas farkilasma belirtegleri

analizi yapilmistir. Kontrol olarak kullanilan C2C12 6rnekleri bos

vektor iceren 3T3-L1 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmiglerdir.
Myogenin (MyoG), MyoD, M-Kaderin (MCad), Desmin (DES), Neural
Cell Adhesion Molecule (NCAM), ve MKi67 (*:p<0.05).

Miyostatin yolagi {izerinde gozlenmesi beklenen en yiiksek etkinin

Olgiilebilmesi amaciyla C2C12 myobast hiicrelerine de MSTNdn aktarilarak hiicre

proliferasyonu belirteci olan MKi67 ifadesine etkileri, 3T3-L1’¢ aktarilarak ko-kultur

yapilan hiicrelerle karsilastirildi (Sekil 4.53.). Bu deneyde, bos vektor ile transfekte
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edilen 3T3-L1 hucreleri ile ko-kilture edilen C2C12 hcreleri negatif kontrol olarak

kullanildi.

MKi-67

Cogalan
Cc2C12

3T3L1-Bos/ 3T3L1-MSTNdn /

C2C12

C2C12

3T3-11/
C2C12-MSTNdn

Sekil 4.53. MSTNdn’nin farklilasma siirecindeki C2C12 hiicre dongiisiinde
dogrudan etkisi. C2C12 hiicrelerine dogrudan MSTNdn vektori
3T3-L1 hcreleri ile ko-kultlr yapildi. Yedi gunluk

aktarilarak bos

farklilagma siireci sonunda MKi67 ifadesi 6lctlda.

Bu deney, MSTNdn’nin C2C12 hiicrelerinde olusturabilecegi en yiiksek

cevabi saglamaktadir. Proliferasyon siirecinde C2C12 hiicrelerinden alinan MKi67

ifadesi 1 olarak kabul edilmistir. 7 giinliikk farklilasma siireci sonunda C2C12
hiicrelerinde MKi76 ifadesi 0.78 olarak Ol¢iilmiistiir (% 22 azalma). MSTNdn ile
transfekte 3T3-L1 hiicreleri ile ko-klttre edilen C2C12 hiicrelerinde ise 0.71 olarak

bulunmustur. Bu deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan ve dogrudan MSTNdn ile
transfekte edilerek farklilagtirilan C2C12 hiicrelerinde ise MKi67 ifadesi 0.64 olarak

saptanmustir (proliferasyon siirecine gore % 36 azalma.)



136

4.11.3. Transfekte Olgun Yag Hiicreleri ile Birlikte Kultire Edilen

3T3-L1 Hiicrelerinin Farklilasma Programi Bulgular:

Miyostatin  yolagmin adipojenik farklilasma iizerine olan etkilerinin
incelenmesi amaciyla, MSTNdn salgilayan olgun 3T3-L1 hicreleri ile
farklilasmamis 3T3-L1 hicreleri ko-kiiltire edildi ve adipojenik farklilasma yolagi
belirtegleri yoniinden gen ifade analizi yapildi. Bulgular Sekil 4.54.’te verilmistir.

PPARg GPD1
12 18 -

08 + 12 4

06

0.2 +

KONTROL MSTNdn Kontrol MSTNdn

Sekil 4.54. MSTNdn varhiginin 3T3-L1 adipojenik farklilagsmasi iizerine etkisi.
MSTNdn ile transfekte edilmis olgun 3T3-L1 hiicreleri, ile birlikte ko-
kilttre edilen 3T3-L1 hiicrelerinde adipojenik farklilagsma belirtegleri
incelenmistir. Farklilasma ortaminda MSTNdn varliginda adipojenik

farklilasmanin olumsuz yonde etkilendigi anlagilmistir.

Adipojenik farklilasmanin en 6nemli transkripsiyon faktorlerinden biri olan
PPARy ifadesinin MSTNdn varliginda % 20 azalmis oldugu saptandi. Benzer
sekilde, adipogenezin biyokimyasal belirteci olan GDP1 enzimi de % 30 azalma
sergilemektedir. Bu bulgular beklenen yénde MSTNdn varliginda adipojenik

farklilasmanin olumsuz yonde etkilendigini géstermektedir.

4.11.4. Olgun 3T3-L1 Hiicrelerinden Salinan Rekombinant Protein ifade
Analizi

Tez ¢alismasinin temel amaci, vektor omurgasina eklenen rekombinant proteinin
N-terminalinde bulunan Oncii dizi yardimi ile yag hiicrelerin salgisal sistemini
kullanarak hiicre digina salinmasini saglamaktir. Yukarida siralanan bulgularda,

hiicre kiiltiirii kosullarinda besi ortamina salgilanan rekombinant MSTNdn molekuli
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tarafindan C2C12 ve 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma islevinin degistire bildigi
gosterilmistir. Olgun yag hiicreleri tarafindan sentezlenen ve salgilanan bu
rekombinant proteinin hiicre dis1 ortamdaki varliginin dogrudan gosterilebilmesine
yonelik protein ifade analizi ¢aligsmalar1 yapilmstir.

Farklilagma iglevinin gosterildigi ko-kiltur deneyinde toplanan ve konsantre
edilen besi ortamlarindan western blot ¢calismasi yapildi. Bu ¢alismada pozitif kontrol
olarak kullanilmak iizere vektor omurgasi (RBP4, V5 epitopu, 6xHis dizisi, ve
MSTNdn iceren pcDNA3.1) ile transfekte edilen 3T3-L1 hiicre lizatlar1 hazirlandu.
Western blot sonuglar1 Sekil 4.55. ve 4.56.’da verilmistir.

A

«— 80 kDa

<€— 60 kDa

MSTNdn —>»
w <«— 50 kDa

latentMSTNdn —» <«— 40 kDa

Sekil 4.55. APOB S/MAR dizisi igeren vektdr omurgasi ile transfekte olan 3T3-L1
ve C2C12 hicrelerin ko-kultir besi ortaminda MSTNdn proteinlerin

ifadesi.

3T3-L1 hiicrelerinden salgilanan MSTNdn rekombinant proteini ii¢ farkli
izoformda bulunma ihtimali vardir. Bunlardan birincisi, 75kDa agirliginda propeptid
izoformunda bulunan kesilmemis MSTNdn proteinidir. MSTN’nin metalloproteinaz
islevine sahip enzimler tarafindan kesilmesi durumunda ise, iki peptide
bolunmektedir. Bunlardan biri, aktiflesmis MSTN izoformu olan 25 kDa agirliginda

olan C-terminal kismi1 ve geri kalan latent kismidir. Miyostatin, proteinin C-terminal



138

bolgesinde bulunan dokuz sistein amino asit araciligi ile dimer olusturmaktadir
(129) . V5 epitopunun MSTN dn rekombinant proteininin N terminalinde
olmasindan dolayi, 75 kDa agirligindaki pro-MSTNdn veya kirpilacak olursa, 25

kDa agirliginda latent formu gozlenebilecektir.

-<—80 kDa

MSTNdn —» <€—60 kDa

<<—50 kDa

latentMSTNdn —> : ' <—40kDa

Sekil 4.56. IFNB 314x2 S/MAR dizisi iceren vektor omurgasi ile transfekte olan
3T3-L1 ve C2C12 hicrelerin ko-kultlr besi ortaminda MSTNdn

proteinlerin ifadesi.

Sekil 4.55. ve 4.56.°da gosterildigi gibi, besi ortaminda rekombinant
MSTNdn protein ile beraber (57 kDa agirliginda) yaklasik 40 kDa agirlginda olan
latent formu da bulunmaktadir. Bununla birlikte, her iki bant tim doért hafta boyunca
gorinmektedir. Sonuc¢ olarak, RBP4 oncu dizisi ile beraber pcDNA3.1 vektor
omurga yapisina eklenen MSTNdn rekombinant proteininin dort hafta ko-kaltur
stiresince transfekte edilen 3T3-L1 hdcreleri tarafindan iretildigi ve besi ortamina

salgilandig1 gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Rekombinant DNA teknolojisi 1980’lerin basinda ortaya atilan bir
biyoteknoloji kavramidir. Temelde, farkli proteinlere ait olan cesitli pargalarin
kirpilarak bir araya getirilmesi islemi olarak da tamimlanir. Rekombinant DNA
teknolojisi kullanimi ile c¢esitli genlerin {izerinde yapilan degisiklikler sonucunda
dogal olandan farkli protein iiriinleri elde etme islemi ise gen miihendisligi olarak
tanimlanir. Burada amag, biyoteknolojik yontemlerin kullanimi ile gerceklestirilen
cesitli hedef proteinlerin degistirilerek daha dayanikli hale getirilmeleri, yikimlarinin
engellenmesi, fiziksel kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin degistirilmesidir.

Bu tez ¢aligmasinin temelinde gen miihendisligi yaklagiminin kullanilmasi ile
birlikte istenilen herhangi bir proteinin N-terminaline eklenen 6nci diziler sayesinde
tiretildigi hiicreden disar1 salgilanmasidir. Bu sekilde ¢esitli hiicresel proteinlerden ve
diger molekiillerden arindirilmis halde protein eldesi miimkiindiir.

Bu tez konusu kapsaminda olan rekombinant DNA teknolojisi uygulamalari
ile olusturulan sentetik diziler ¢esitli gen pargalarina eklenerek yag hiicrelerinin
kullanimiyla yeni bir protein iiretim yontemi gelistirilmistir. Bu yeni yaklagim in
vitro kosullarda her tirlii rekombinant protein ihtiyact ve iretimi igin
kullanilabilecegi gibi, canlida, islevsel rekombinant protein {retimi i¢in de
kullanilabilir niteliktedir. Bu yaklagimin saglayacagi yararlar asagida siralanmistir.

1. Rekombinant protein Uretiminde, hedef proteinin hiicre icinde birikimi,
tiretimin gerceklestirildigi hiicre icin ¢esitli sorunlar yaratmaktadir. Bunlar
icinde, ilk sirada birikiminin yaratacagi hiicresel islevler iizerindeki
olumsuz etkilesime bagli olarak tiretim kapasitesinin sinirl olusudur. Hedef
protein acgisindan bakildiginda rekombinant proteinin uygun sekilde
islenme ve katlanmasinin giigliikleri de iiretim siirecini olumsuz yonde
etkilemektedir. Tanimlanan yontem siirecinde iiretilen hedef proteinin
siirekli yapim ve salgilanmasi, hiicre i¢inde birikimin engellenmesi ve daha
uygun sartlarda igslenerek eldesini saglamaktadir.

2. Hiicre disina salgilama rekombinant protein liretimi s6z konusu oldugunda

onemli avantajlar getirebilmektedir. Supernatana salinan proteinin hiicresel
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proteinlerden uzaklastirilmasi, bu hiicrenin lizis yolu ile patlatilarak tirliniin
eldesinden daha kolay ve uygulanabilir niteliktedir.

3. Okaryotik hiicresel protein iiretim sistemlerinde, yukarida da agiklandig
gibi canlidan elde edilen serumlara bagimlilik s6z konusudur. Memeli
hicrelerinin bolinmesi ve idamesi icin serumda bulunan blylme ve
cogalma faktorlerine ihtiya¢ vardir. Bu durum, protein iirlinlerinin serum
kontaminasyonu riskini de beraberinde getirmektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagma sonrasinda
boliinmemesi ve uygun sartlarda serumsuz idamelerinin miimkiin olmast,
geregi halinde serum {irlinleri kullanmadan protein iiretimini miimkiin hale
getirmektedir.

4, Gelistirilen bu yaklasim, in vitro kosullarda rekombinant protein Uretim ve
eldesi kadar in vivo sartlarda, “iglevsel” rekombinant protein iiretimine de

uyarlanabilir niteliktedir.
Adipokinlere Ait Oncti Dizilerin Karsilastirilmasi

Bu calisgmada vektor yapilarina cesitli islevsel oOzellikler kazandirmak
amaciyla bir grup klonlama yaklagimi uygulanmistir. Bu islevsel 6zellikler, ifadesi
amaglanan rekombinant protein niteliklerini degistirmek ve transfer edilen gen
vektoriiniin niteliklerini degistirme amaglarini tagimaktadir.

Smanan ilk nitelik, yag hiicrelerine ait farkli adipokinlerin salgisal
kapasitelerinin karsilastirilmasidir. Bu amagla EGFP bildirici proteininin hazirlandigi
bir gen ifade yapisinda, sentetik genin 5’ ucuna (proteinin N-terminali) yedi farkli
adipokine ait oncii diziler yerlestirilerek salgisal etkinlikleri karsilastirilmistir (bkz.
Sekil 4.3). Oncii dizilerin uygun sekilde belirlenmesi (kullanilan biyoinformatik
yaklasim), klonlama yaklasiminin dogrulanmasi, lretilen proteinin hiicre disina
salinabilmesi ve tretimin idamesinin saglanabilmesi temel 6neme sahip teknik
konulardir. Hazirlanan sentetik DNA dizileri, ifade vektorii iginde (pcDNA3.1)
memeli hiicrelerine (sican yag onciilii hiicreler) aktarildi ve bildirici gen yardimai ile
salgi yolagmin takibi yapildi. Sonuclar, EGFP molekiiliiniin transfeksiyonun 18.
saatinde ER’de bulundugunu, golgi bolgesine gecemedigini gosterdi (bkz. Sekil
4.6.). Transfeksiyonu takip eden 24. saatte bildirici proteinin golgi zonunda
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toplanmaya basladigi goriintiilendi (bkz. Sekil 4.7. ve 4.9.). Transfeksiyonu takip
eden 24. saat ve sonrasinda golgide yogunlasan proteinin vezikiiller halinde hiicre
membranina dogru gd¢ etmekte oldugu gosterildi (bkz. Sekil 4.8.). Ozet olarak, N-
terminalinde Onci dizisi bulunmayan EGFP molekiilii, hiicre disina g¢ikmaksizin
cekirdek ve sitoplazma arasinda hareket ederken (bkz. Sekil 4.5.), 6ncu diziler iceren
EGFP molekiiliiniin, sitoplazma ya da ¢ekirdekte bulunmaksizin klasik protein salgi
yolagi araciligr ile ER’den golgi bolgesine gegerek klatrin ile kapl vezikiiller
yardimut ile hiicre disina salgilandigr gosterildi (bkz. Sekil 4.10.).

Yukarida tartigilan nitel 6zelliklerin yaninda, yedi farkli 6ncii dizi igin nicel
karsilagtirma yapildi. Bildirici proteinin N-terminaline yerlestirilen yedi farkli 6ncii
dizi i¢in hiicre dis1 ortam ve hiicre i¢i protein igeriginden EGFP oOl¢timleri yapildi. Bu
sekilde oncii dizilerin verimliligi karsilastirildi. Hiicre disina salgilanan goreceli
karsilastirma verileri, en yiiksek salginin, Retinol baglama proteini-4 (RBP4) ve
Adipsin o6ncii dizileri igeren yapilarda bulundugunu gosterdi (bkz. Sekil 4.15.). Ayni
yapilar1 igeren hiicrelerin lizatindan elde edilen Ol¢timler de bu verileri destekler
nitelikte, en diisiik EGFP igerigini sergiledi. Bu iki oncli dizinin, rekombinant
proteinleri hiicre i¢inde en az tutan ve en hizli sekilde salgilayan kinetige sahip
oldugu gosterildi (bkz. Sekil 4.16.). Bu karsilastirma sonucunda, RBP4 Oncii
sinyalinin diger Oncii sinyallerine oranla rekombinant protein salininminda daha
islevsel oldugu anlasildi. Bu bulgu, 6ncii dizi islev ve etkinliklerinin karsilastirilmasi
yonunden orijinaldir. Literatiriinde oncu dizi etkinliklerini sorgulayan herhangi bir

bilimsel ¢aligmaya rastlanmamastir.
Yag Hiicrelerine Gen Aktarim ve Ifade Siiresinin Takibi

Tez kapsaminda sorgulanan hipotezlerden biri de gen aktarimi sonrasinda
bollinmeyen hucrelerin transfer edilen geni bélinen hiicrelere gore daha uzun sire
koruyarak daha uzun siire ifade edecekleri ongoriisiidiir. Yag hiicreleri bu hipotezin
sinanmasi i¢in en uygun hiicre adaylarindan biridir. Farklilagmanin baglamasini
takiben, yag onculi hicreler p21 ve p27 gibi hiicre dénglsi durdurucu proteinleri
ifade etmektedir. Bunun sonucunda, yag hiicreleri G1 fazina gecerek hiicre
dongiisiinden ¢ikmakta, hizla yag depolamaya baglamaktadir (130) . Bu hipotez, tez

caligmalar1 ile deneysel olarak kismen dogrulanmistir. Kemik iligi kok hiicreleri veya
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karaciger hiicreleri gibi yiiksek boliinme kapasitesine sahip hiicrelerde in vitro
kosullar altinda gen transferi sonrasinda en fazla 5. giine kadar transgen ifadesi
gozlenebilmektedir (131) . Benzer sekilde boliinmekte olan adiposit onculi
hiicrelerde de bir pasaj sonrasinda transgen ifadesi gozlenemez hale gelmektedir
(bkz. Sekil 4.25.). Diger yonden, gen transferi sonrasinda farklilagtirilan olgun yag
hiicrelerinde, 60. giine dek uzatilan gozlemlerde transgen ifadesinin devam etmekte
oldugu goézlenmistir (bkz. Sekil 4.21.). Bu gézlemin pek ¢ok olasi nedeninden en
Onemlisi, mitoz sirasinda transgenin kaybi1 ve tekrar c¢ekirdek iginde yer
alamamasidir. Boliinmeyen bir hiicrenin genomuna entegre olmadan da transgenin
cekirdek icinde kalmasi ve ifade olmasi beklenmektedir. Bu ¢alismada yag hiicreleri
ile ilgili bu 6nemli kavramsal dayanak dogrulanmaistir.

Tez kapsaminda sican yag onciilii hiicreler ve 3T3-L1 hiicre hatt1 arasinda bir
karsilastirma yapildi. 3T3-L1 hiicrelerinin olgun yag hiicresi fenotipi olarak
tanimlanan monolokiiler tek bir yag damlacigi iceren morfolojiye 17 giin icerisinde
ulastiklar1 gozlendi. Sican yag Onciilii hiicrelerin ise bu duruma ancak aylar sonra
gelebidlikleri gosterildi (bkz. Sekil 4.18.). Bununla birlikte, bu iki hicre tipinin
transfeksiyon etkinligi oranlar1 karsilastirildi. 3T3-L1 hucrelerinin transfeksiyon
orani sigcan yag onciilii hiicrelerine gore daha diisiik bulundu (sirasiyla % 27,7 ve
%38,8). Ancak, 3T3-L1 hiicrelerinin transfeksiyon sonrasi farklilasmaya devam
ederek gen ifadesini siirdiirme basarisi sican olgun yag hiicrelerinden ¢ok daha
yiiksek olarak gozlendi (bkz. Sekil 4.21.). Transfekte olan primer sigan yag onciilii
hlcreleri farklilagtirma ortamina maruz birakildiklarinda, transfekte olan ve bildirici
gen ifade eden hiicrelerin yag toplamadiklar1 ve farklilasmadiklar1 gézlendi. Ayrica
transfekte olan bu hiicrelerin zamanla sayilarinin azaldigi da gézlemlendi (bkz. Sekil
4.20.). 3T3-L1 hiicreleri saf bir hiicre hattidir. Diger yonden, primer si¢an yag onciilii
hicreler ise in vitro calismalar i¢in dokudan izole edilen karigik bir hiicre
toplulugudur. Igerinde yag onciilii hiicreler ile birlikte fibroblast, vaskiiler endotel
hiicreleri ve perisitler gibi ¢esitli diger hiicreleri de igermektedir (23,132) . Bu durum
g6z Onilinde bulundurulacak olursa, primer yag onciilii hiicrelerden ¢ok, bu toplulukta
yer alan fibroblast ve benzeri diger hiicrelerin transfekte edilebildigi anlagilmaktadir.
Kisa zamanda ortadan kaybolan bildirici gen ifadesi de bu bulguyu desteklemektedir.

Bolinmeye devam etmekte olan fibroblast ve benzeri hiicrelerin transgen ifadesinin
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gecici olmasi beklenmekle birlikte yag farklilasmasi da gozlenmeyebilir. Diger
yonden, gen transferi uygulanan sigan yag Onciilii hiicrelerde, vektor yapisinda
bulunan CMV promotorunun giclu etkisi ile hicre transkripsiyon makinesinin
islevselligi azalmakta ve farklilagsma siirecinin yavaglanmasina sebep olabilmektedir.
Yukarida aciklanan kanitlar 15181na, olgun yag hiicresi eldesini gerektiren ¢aligmalar
icin 3T3-L1 hucreleri tercih edildi.

3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma ve gen transferi kinetikleri de ayr1 bir
calisma ile karsilagtirilmistir. Transfeksiyonu takip eden farklilasma yaklagimi ile
once farklilasma sonra transfeksiyon uygulamasi karsilastirilmis, bunlardan ilkinin
¢ok daha basarili sonug verdigi anlagilmistir (bkz. Sekil 4.22.).

Yukarida da agiklandigi iizere, 3T3-L1 hiicrelerinde gen transferi ve ardisik
olarak uygulanan farklilastirma sonrasinda bildirici gen ifadesi kalic1 nitelikte
olmaktadir. Bu yaklagimla saglanan gen ifadesi farklilasmis hiicrelerde yapilan 60
giinlik gozlem siiresince takip edilebilmistir (bkz. Sekil 4.21.). Transfekte olan
hicrelerin  morfolojileri ve sayilar1 gbzlemdiginde, olgunlasan hiicrelerin
sitoplasmasinda toplanan yag damlaciklarindan dolay1 kirilgan hale geldigi, mekanik
basing veya travma sonucunda kiiltlir kabindan kaybolmaktadir. Transfekte edilen ve
farklilasan yag hiicreleri, bir mekanik etki ve stresten korunabildigi siirece, hiicre
icine gonderilen plazmidin ifadesini siirdiiriilebildigi gosterilmistir (17) .

Elektroporasyon araciligi ile transfeksiyon uygulamasi ex vivo gen transferi
amaciyla uygulanan yaygmn bir yontemdir. Diger yontemlere oranla, toksik
kimyasallardan ve benzeri bilesiklerden arindirilmig olarak uygulanmasi bir
avantajdir. Diger yonden, elektrik akiminin hiicre canlilig1 ilizerine olumsuz etkileri
de asikardir. Elektroporasyon sonrasinda tutunan hiicrelerde gen transferine bagh
hiicre 6liimiinii incelemek amaci ile tripan mavisi yontemi secildi. Elektroporasyon
yontemi ile gen transferi, hiicreleri belirli sartlar ve siiregte elektrik sokuna maruz
birakarak hiicre zarin iizerine electropore olarak bilinen gézeneklerin olusmasini
(133) ve bu gozeneklerden aktarilan genin hiicre i¢ine girmesini saglar. Kullanilan
elektrik akiminin giddeti ve siiresi hiicre zarinin Ozelliklerine gore optimize
edilmelidir. Olusan goézenekler, hiicre biitiinliigiinii bozmamak ve kisa zamanda
hiicre tarafindan kapatilabilmelidir. Aksi halde hiicre oliimi gergeklesir. Tripan

mavisi ile yapilan inceleme sonucunda adiposit Onciilii hiicreler i¢in uygulanan
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elektroporasyon sartlarinin tutunan hiicrelerde kayda deger 6liime neden olmadigini
gostermistir (bkz. Sekil 4.23.).

Gen transferi sonrasinda genoma entegre olmaksizin gegici gen ifadesinin
siiresinin uzatilabilmesi bu ¢alismada varilmasi amaclanan sonuglardan bir digeridir.
Bu amacla S/MAR dizilerinin kullanimi tercih edilmistir. S/MAR dizilerinin genom
fizyolojisinde birden fazla 6nemli islevi vardir. Bunlardan ilki, yapisal olarak dizinin
cekirdek iskelesine tutunmasini saglamaktir. Bu sekilde, vektor yapilarina ilave
edilen S/IMAR dizileri, vektoriin ¢ekirdek disina g¢ikarak etkinliginin kaybolmasina
engel olmaktadir (2). ikinci olarak, S/MAR dizisi iceren DNA yapilar1 epizomal
olarak kalmakla birlikte hiicre dongusu ile beraber bolinmektedir. Bu durum, gen
transferi uygulamalar1 icin dnem olusturmaktadir. Ugiincii olarak, S/MAR dizileri,
metilasyon araciligi ile vektor yapisinin sessizlestirilmesine engel olmaktadir (119) .

S/MAR dizilerinin doku ve hiicre tipine 6zgiil islevsellik sergiledikleri bilinmektedir

@) .
Transfer Edilen Vektoriin Kalicthgmin ve ifade Siiresinin Arttirilmasi

Tez calismas1 kapsaminda, APOB ve IFNg genlerine ait iki S/IMAR dizisi
secilmistir. IFNg, her hiicrede ifade olabilen bir gendir (ubiquituous). Benzer sekilde
APOB, yag hiicrelerinde agik sekilde ifade edilen bir proteindir (2) . Bu nedenle bu
iki S/IMAR dizisinin yag hiicrelerinde islevsel olmasi Ongoriilmektedir. Yag
hiicrelerine uygulanan klonlama yaklasimlarinda, sec¢ilen iki farkli S/MAR
dizilerinden c¢esitli uzunluk ve yapida farki dizileri hazirlanarak RBP4 + EGFP iceren
pcDNA3.1 vektor yapisina eklendi. Altinct pasaja kadar strdirulen bildirici protein
takibinde, nitelik ve nicelik bakimindan karsilastirma yapildi. Bu deneyin en énemli
sonucu, vektorlere S/MAR dizileri eklenmesi ile kalicilik etkinliginin 100 ila 1000
kat arttirtlabildigi ve ifade avantaji sagladigi anlagilmistir (bkz. Sekil 4.32-4.35.). Bu
yonden, incelenen tim S/MAR dizileri birbirlerine benzer etkinlik gdstermistir.
S/MAR dizileri arasinda kalicilik bakimindan gozlenen varyasyonun dogal siirecin
bir sonucu oldugu izlenimi edinilmistir. Ayn1t S/MAR dizisinin farkli yonelimde
klonlanmas1 sonucunda benzer sonuglar elde edilmis olmast da bu sonucu

desteklemektedir. S/MAR dizilerinin birbirleri arasinda yapilan sayisal karsilagtirma
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kesin sonuglar saglamamaktadir. Bunun sonucunda islevsel ¢alismalar i¢in her iki

S/MAR dizisinden de (APOB ve IFNp) birer tane secilmistir.
Olgun Yag Hiicrelerinden Rekombinant Protein Salgisi

Yag hiicrelerinin protein salgi yolagi kullanimi ile rekombinant protein
tiretimi hipotezinin islevsel olarak incelenebilmesi ig¢in kas ve yag hiicrelerinde
farklilagma mekanizmasi ile etkilesime giren bir TGFp ailesi Uyesi olan miyostatin
sinyal molekiilii ele alimmistir. Miyostatin, kas, kalp ve yag dokusundan salgilanarak
dolasimda bulunan bir sinyal molekiiliidiir. Etkisini aktivin IR reseptorleri Gzerinden
gostermektedir. Dominant negatif miyostatin molekiili, bir gen miihendisligi
uriiniddr. Miyostatinin kas farklilasma yolag: tizerindeki inhibitér islevini ortadan
kaldirabilen (miyostatini notralize edebilen) tasarlanmis bir proteindir. Miyostatin
islevini ortadan kaldirma konusunda bloke edici antikorlarla aym etkinlige sahiptir
(119) . Tasarlanan MSTNdn’nin endojen MSTN’den ayrilabilmesi ve takibi
tasarlanan rekombinant molekdl icine eklenen V5 epitopu araciligr ile miimkiin
olmustur.

Olgun yag hiicrelerinin MSTNdn {retim etkinliginin gosterilebilmesi
amactyla RBP4 onciil dizisi igeren V5+MSTdn igeren vektor (pcDNA3.1) 3T3-L1
hiicrelerine aktarildi ve hiicreler farklilastirilarak uzun siire takip edildi (3 hafta). Bu
hiicrelerde uygulanan immiinboyama ¢alismalarinda MSTNdn proteininin,
beklendigi iizere, farklilasmis 3T3-L1 hiicreleri i¢inde ve yag damlaciklarin arasinda
bulundugu goézlendi (bkz. Sekil 4.41)). Olgun yag hiicrelerinde rekombinant
MSTNdn ifadesinin hicresel stres olusturmadigi, iyi tolere edildigi, farklilasma ile
etkilesmedigi, transfekte hiicrelerin farklilasma siirecinin transfekte olmayanlardan
fark sergilemedigi gozlendi.

Tez g¢alismas1 amact olan hiicresel salgi yolagi kullanimi araciligy ile yag
hlcrelerinde rekombinant protein iiretimi ve salgilanmasinin saglanmasi, hiicre
icinde ER/golgi klasik salgi yolagimin islevsel basarisina baghdir. Tez ¢alismsinda
rekombinant protein iiretimi amaciyla hazirlanan vektor yapilari sitomegaloviriis
(CMV) promotoru icermektedir. CMV gibi viral promotorlar, hiicrede genel
transkripsiyon mekanizmasini yiiksek miktarlarda kendi tizerine toplamaktadir. Bu

nedenle, viral promotorlar araciligi ile olusturulan “asir1” ifade durumunda (forced
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expression) hicre iginde yeni sentezlenen proteinlerin ¢ok biiylik bir kismi vektor
ifadesine aittir. Bu ¢alismada olusturulmaya ¢alisilan islev, salgisal mekanizmanin
asir1 ¢alismasint gerektirmektedir. Bu durum, programlanan hiicre i¢inde, ER’ye
rekombinant protein tasinmasi, ER i¢inde rekombinant proteinin hizli ve etkin
sekilde katlanmasi ve golgiye tasinarak salgilanmasini gerektirmektedir. Bu durumun
basari ile saglanamamasi, hiicre i¢inde ER stresi durumunun ortaya ¢ikmasi ve buna
bagl temel hiicresel islevlerin bozulmasi ve hiicre 6limi ile sonuclanabilir. Bu
nedenle, transfeksiyon uygulanan hicrelerde protein ifadesinin 2. ve 5. glnlerinde
ER stresi durumu incelendi (bkz. Sekil 4.42. ve 4.43.). ER iginde katlanmamis
protein cevabi sinyal iletiminin en Onemli belirteclerinden biri olan XBP1
mRNA’smn kirpilma durumu bu hiicrelerde gosterildi. Oncii dizi icermeyen ancak
CMV promotoru bulunan pEGFP.C1 vektorii negatif kontrol olarak kullanildi ve bu
vektor yapisinin olusturdugu XBP1 kirpilma miktarinin lider dizi igeren vektorden
farkli olmadig gosterildi. Bu sekilde uygulanan yontemin hiicrelerde ER stresi etkeni

olmadig1 kanitland.
Salgilanan Rekombinant Protein Modelinin Islevsel Analizi

Tez ¢aligmast amaci alan hiicresel salgi yolagi kullanimi araciligi ile yag
hlcrelerinde rekombinant protein iiretimi ve salgilanmasi igin seg¢ilen MSTNdn
modeli Ko-kiiltiir deney sisteminde islevsel olarak analiz edilmistir. Dort hafta
boyunca siirdiiriilen gozlemlerde, olgun yag hiicrelerinden yapilan MSTNdn
salgisinin etkinligi C2C12 hiicrelerinde gozlendi.

Olgun 3T3-L1 adipositlerinden saglanan MSTNdn protein ifadesi dort hafta
boyunca toplanan kiiltiir ortamlarinda gosterilmistir. Protein analizlerinde pro-
MSTNdn yapilar1 dort hafta boyunca takip edilmis, gézlem siirecinde dort hafta
boyunca APOB ve IFNS S/MAR dizisi iceren vektor yapilari arasinda bir fark
olmadigr da anlagilmistir. Bu bulgular, MSTNdn proteinin, olgun 3T3-L1 hiicreleri
tarafindan sentezlenerek hiicre disina salgilandigi sonucunu gostermistir (bkz. Sekil
4.55. ve 4.56.).

MSTNdn yapisi, dogal MSTN proteininin bir antagonisti olup, aktivin
reseptorlerine baglanmasina engel olmaktadir. MSTN sinyalinin kas farklilasmasini

sinirlayict etkisinin ortadan kalkmasi ile birlikte, C2C12 hiicrelerinin daha biiytik ve



147

daha ¢ok sayida ¢ekirdek igeren miyotiip olusumunu saglamaktadir (7) . Miyostatin,
miyojenik farklilasma yolaginin bir inhibit6rii olmast nedeni ile miyogenin ve MyoD
gibi miyojenik regiilator faktorlerin ifadesini inhibe etmektedir. MSTNdn varliginda
ise bu islevin aksinin gelismesi beklenmektedir.

Miyostatin sinyalinin inhibisyonu sonucunda, miyotup farklilasma yolaginda
bulunan MyoG ve MyoD genlerinin ifadeleri yiikselirken hiicre ¢ogalmasiin bir
belirteci olan MKIi67 genin ifadesinin azalmasi gozlenir. Bu gen ifade
degisikliklerinin bir sonucu olarak farklilagsan C2C12 miyotiip yapilarinda hiperplazi
gerceklesir (113,117) . MSTNdn salgilayan olgun adipositlerle ko-kiiltiire edilmis
C2C12  hiicrelerinin farklilasma siireci incelendiginde, cok c¢ekirdekli, dev
miyotiiplerin varhigi Sekil 4.50°de g6zlenmektedir. Bu surecte miyotup faklilagsma ve
proliferasyon genlerin ifadesine bakildiginda, miyotiiplerin terminal farklilagsma
belirteci olan myogenin ifadesinin degismedigi, ancak MyoD ifadesinin beklendigi
lizere arttig1 gozlendi. MyoD ifadesi ile ters orantili olarak MK67 gen ifadesinin ise
azaldig gozlendi (bkz. Sekil 4.51.- 4.53.). Bu bulgular, MSTNdn varliginda C2C12
hiicrelerinin daha az c¢ogalma sergileyerek, miyojenik farklilasmasinin da artmis
oldugunu  gostermektedir. Gozlenen bu  degisiklikler, %5-20 arasinda
gbzlenmektedir. Genetigi degistirilmis fare modelinde de (MSTNdn transgenik fare)
gbzlenen miyojenik farklilagsma artis1 %20-25 arasindadir. Bu dogrultuda, bu hiicre
kiltirii gozlemleri de beklenen sinirlar i¢inde kabul edilmistir. Bu bulgular
dogrultusunda, 3T3-L1 olgun adipositleri tarafindan sentezlenerek ortama salgilanan
MSTNdn molekiiliiniin C2C12 hiicrelerinin farklilagma siirecini olumlu yo6nde
etkilemis oldugu kanitlanmistir.

Yukarida, MSTNdn rekombinant molekiilii araciligi ile C2C12 miyoblast
hiicrelerinin farklilasma siirecinin modiile edilebildigi gosterilmistir. Miyostatin
sinyal yolagmmin yalnizca miyojenik farklilasmay:r degil adipojenik farklilasma
yolagim1 da etkiledigi bilinmektedir (109, 110) . MSTN, adipojenik farklilasma
yolaginin da bir inhibitoriidiir. Bu nedenle, benzer bir yaklasimla olgun 3T3-L1
hiicrelerinden salgilanan MSTNdn molekiilii ile ko-kiiltiir yapilan farklilasmamig
3T3-L1 hicrelerinin adipojenik farklilagma siireci incelenmistir. Adipojenik
farklilasmanin erken doneminde miyostatine maruz kalan adiposit oncullerinin

farklilagsma siirecinin yavasladigi ve farklilasma faktorlerinden PPARYy, farklilasma
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belirteclerinden GPD1 ve Adiponektin genlerinin ifadesinin de azaldigi bilinmektedir
(109, 110) . Bu bilgilerin 15181nda yapilan ko-kiitiir calismalarinda, APOB ve IFNg
S/IMAR dizileri iceren plazmidler ile transfekte edilen 3T3-L1 hicreler, transfekte
edilmeyen 3T3-L1 hicreler ile birlikte ko-kiiltiire edildi. Farklilasmaya birakilan
3T3-L1 hiicrelerinin gen ifade sonuglarina bakildiginda (bkz. Sekil 4.54.), GDP1 ve
PPARy gen ifadelerinin kontrol grubuna oranla artis gosterdigi anlasilmigtir. Bu
sonug, tasarlanan rekombinant MSTNdn proteininin yag farklilasma programi
tizerinde de islevsel oldugunu kanitlamaktadir.

Yukarida siralanan ve MSTNdn etkinliginin incelendigi birbirinden bagimsiz
iki farkli farklilagma programi ayni zamanda yag hiicrelerinden salinan diger
adipokin ve benzeri faktorlerin de etkisi altindadir. Siizge¢ i¢gnde yer alan PLGA
yapilari i¢inde bulunan 3T3-L1 hiicrelerinin sayis1 (1x108), ko-kiltiir edilen ve tek
katman halinde bulunan C2C12 hiicre sayisinin (6500) en az 100 fazlasidir. Bu
nedenle, yag hiicrelerinden salinan follistatin, IGF, GDF11, bFGF gibi miyojenik
farklilasma tizerinden cesitli etkileri olan sinyal molekiillerinin yapilan gézlemler

tizerindeki etkisi gozardi edilemez.
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6. SONUC ve ONERILER
Sonugclar:

Protein salgi yolu olarak da adlandirilan ve salgi amagh hiicre i¢i protein
tiretimi trafigini diizenleyen mekanizmanin kullanimi ile insan ve hayvan (memeli)
hicrelerinde istenen her tirli ve herhangi bir protein yapisinda biyomolekiiliin
liretimi ve salgisinin bu tez calismasinda tariflenen yontem ile gerceklestirilmesi
miimkiindiir. Bu biyoteknolojik yontem, laboratuvar sartlarinda istenen herhangi bir
proteinin liretimi amaciyla kullanilabilir. Bu yontem yapisal bir protein veya benzeri
enzim eksikligi gibi genetik olarak eksikligi bulunan her hangi bir proteinin yapimi
ve bu eksikligin giderilmesi amaciyla kullanilabilir.

Tez kapsamdaki ¢alismalar, {i¢ 6nemli yonde bilime yenilik getirmektedir:

- Bu galisma, yag hticrelerine ait yedi farkli proteinin hiicre disina taginmasini
saglayan Oncii dizilerinin kullanimi ile bir proteinin yag hiicrelerince iiretilerek
yapiminin miimkiin oldugunu gostermistir. Bu noktada yag hiicrelerine 6zgii RBP-4
Oncu dizisinin, hicre icinde stres olusturmadan yiiksek verimlilikle rekombinant
proteinleri hiicre disina tasiyabilmekte oldugunu gostermektedir. Bu yoni ile bu
calisma orijinaldir.

- Rekombinant protein eifadesi ve iiretimi i¢in yag hiicrelerinin bir protein
tiretim fabrikasi olarak kullanilabilecegi tez calismasi kapsaminda gosterilmistir. Bu
tez caligmasinda gelistirilen yontem in vitro kosullarda yag hiicrelerinin
boliinmemeleri nedeni ile icerdikleri vektor yapilarini boliinen hiicrelerden ¢ok daha
uzun siire tutabildiklerini gostermistir.

- Elektroporasyon yontemi kullanarak yag hiicrelerine gonderilen ve viral
olmayan DNA vektorleri ile uzun siireli bir gen transfer etkisi elde edilebilecegi
gosterilmistir. Hazirlanan plazmidlerin yapisina S/MAR dizilerin eklenmesi ile
birlikte, hiicre genomuna entegre olmadan kromatine baglanarak hiicre dongiisii
kontrolii altinda ¢ekirdek icinde kalarak uzun stireli kalicilik saglanmistir. Bununla
birlikte, SIMAR dizilerin varlig1 sayeside, plazmidin icinde bulunan rekombinant
genin metilasyon araciligr ile sessizlesmesine engel olunarak, gen ifadesinin

devamliliginin saglanmasi saglanmistir. Bu iki durumun (yag hiicrelerinin ve S/MAR
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dizilerin kullanimi1) bir araya getirerek rekombinant proteinlerinin DNA dizilerinin
viral olmayan vektorlere eklenerek, uzun sureli protein ifadesinin ve salgisinin

saglanabilecegi gosterilmistir.

Ozet olarak, yukarida da acgiklandigi sekilde, ilgilenilen bir proteinin “N”
ucuna yerlestirilen ve yag hiicrelerine ait salgi sinyali yardimi ile temelde yag
hlcreleri olmak Uzere hicre icinde iiretilerek salgilanmasi siireci bu tez ¢alismasi
kapsaminda tanimlanan yontemle saglanabilir. Bu sekilde gergeklestirilen protein
tiretimi agagida siralanan cesitli alan ve uygulamalara uyarlanabilir:

1. Endustriyel duzeyde ihtiya¢ duyulan her hangi bir enzim veya proteinin

orta ve ylksek 6lcek kapasitede retimi.

2. Biyoteknolojik ilag olarak kullanilmak {izere insan veya hayvan

sagliginda uygulama alani bulunan ¢esitli enzim veya proteinlerin liretimi.

3. Asi gelistirme amaciyla herhangi bir patojen mikroorganizma veya

virislin bagisiklik sistemi cevabini uyaracak olan kisminin (epitop) veya
0zgun bir proteininin saf olarak orta ve biyik 6lcekli olarak tretimi.

4. Genetik kokenli protein eksikliklerinin tedavisinde eksik yapisal protein

veya bir enzimin yerine konabilmesi amaciyla yag hiicrelerinin yeniden
programlanarak saglikli enzim veya proteinin hasta kisinin yag hiicreleri

tarafindan yapilarak dolasima saliniminin saglanmasi.
Oneriler:

Bu c¢aligmada viral olmayan gen transferi yontemi yag hiicrelerinde saglanan
gen ifadesinin kalic1 gen transferinde oldugu gibi uzun siireli bir protein sentezi ve
salgisin1 saglayabilecegi gosterilmistir. Kullanilan plazmit yapilari, bakteri ve
memeli hiicrelerine 6zgiil gen yapilart icermektedir. Bakteriyel ifade yapilar
sayesinde, hazirlanan plazmit bakteriler igerisinde ¢ogaltilabilmektedir. Ayn1 plazmit
yapisi, hiicre kiiltiiri sartlarin altinda memeli hiicrelerine transfer edildiginde,
icerdigi memeli hiicrelere 6zgiil yapilar sayesinde hiicre transkripsiyon sistemini
kullanarak protein sentezi yapabilme &zelligine sahiptir. Memeli hiicrelerinde
bakteriyel dizilerin islevsiz olmalar1 nedeniyle klinik uygulamalara yonelik olarak

cesitli riskler icermektedir. Ayrica, memelilerde sessiz kalan prokaryotik dizilerin
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transfer edilen yapilarin sessizlestirilmelerine neden olabilecegi bilinmekte, bu
durum basar1 oranini sinirlamaktadir (134, 135) .

Bu calismanin devaminda, hazirlanan plazmidin gelistirilerek, yapisinda, yer
alan bakteriyel ve memeli dizilerinin ayristirllmalarini saglayan bir yaklagimin
gelistirilmesi miimkiindiir. Bu yaklagim, bu iki gen grubu arasina 6zgiil bir enzim
kesim bolgesi eklenerek saglanabilir. Bu sekilde, 6zellikle, “parental plasmid” adi ile
bilinen plazmidin bakterilerce g¢ogaltildiktan sonra “minicircle” ve “bakteriyel”
olmak tiizere iki kisma ayrilmasi saglanabilir. Bakteriyel plazmit, bakteriye ait
yapilari i¢erirken “minicircle” sadece klonlanan geni ve memeli hiicrelere ait yapilari
icerecektir (136) . Bu yaklagim, yapilarin giivenliginin artiritlmasini saglayacaktir.

Akraba evliliklerinin ¢ok yiiksek oranlarda gozlendigi tilkemizde, genetik
hastaliklarin insidans1 Bat1 toplumlarina gére ¢ok daha yiiksektir. Bu ¢aligsmanin son
ve uzun donem amaglart arasinda Tiirkiye’de gorilen genetik hastaliklarin tedavisi
icin yeni bir yaklagimin etkinliginin ortaya konabilmesidir.

Gunumuzde enzim replasman tedavileri artarak uygulamaya girmektedir. Bu
calisma kapsaminda gelistirilen yontem, memeli hiicrelerinde rekombinant protein
tiretiminde yeni biyoteknolojik yaklagimlarin gelistirilmesine yonelik bir adim olarak
da degerlendirilebilir. Yiksek Olcekli biyoreaktorler, ginimuzde memeli
hiicrelerinin protein iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢alisma sonuglari, yag
hiicrelerinin de bu amagla kullanilan siirli hiicre kaynagi icinde yer alabilecegini
gostermektedir.

Bu c¢alisma dahilinde hazirlanan vektor yapilarmin in vivo sartlarda
etkinliginin gosterilmesi kiymetli ve 6nemlidir. Bu ¢alismanin sonraki adim1 olarak,
MSTNdn aktarilmis dondr yag hiicrelerinin farklilastirilarak olgun yag hiicrelerine
dontstiiriilerek PLGA polimerleri iginde canliya tekrar yerlestirilmesi ve bu siiregte
MSTNdn etkisinin canlida gosterimi en 6nemli basamagi olusturmaktadir.

Yukarda bahsedilen 6nerilerin ger¢eklesmesi i¢in, hazirlanan in vivo deneyler

planlanmustir.
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EK 1. PAI disindaki oncii sinyallerine ait gorsel bulgular.
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EK 2. Western Blot Calismalarinda Transfer Sonras1t Membranlardaki Toplam

Protein Miktarlarinin Ponceau S Boyasi ile Goriintiilenmesi

Sekil Ek.2.1. APOB S/MAR dizisi igeren vektor omurgasi ile transfekte olan 3T3-L1
ve C2C12 hicrelerin ko-kiiltiir besi ortamindasalgilanan proteinlerin transfer edildigi
membranin Ponceau S ile goriintilenmesi. Transferin etkin gerceklesmedigi

izlenmektedir.

Sekil Ek.2.2. IFNB 314x2 S/IMAR dizisi i¢eren vektor omurgasi ile transfekte olan
3T3-L1 ve C2C12 hicrelerin ko-kiiltiir besi ortamindasalgilanan proteinlerin transfer
edildigi membranin Ponceau S ile goriintiilenmesi. Transferin etkin gerceklesmedigi

izlenmektedir.
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	3. GEREÇLER VE YÖNTEMLER
	3.1. Gereçler
	Ko-kültüre edilmiş hücrelerin besi ortamları 7 günlük deney süresince 15’lik falkon tüpüne toplanıldı. Toplanan besi ortamlarından protein izolasyonu amacıyla Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units kiti kullanıldı. Üretici firmanın önerileri doğrult...




