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Gen transfer teknikleri
Transfeksiyon, transduiiksiyon
Memeli hicre kaltirinde overexpression
RNAI ile gen susturma



Transfeksiyon

* Yabanci nukleik asitlerin 6karyotik hiicre icerisine
aktarilmasini ve bu sayede genetik olarak
modifiye edilmis hicrelerin olusturulmasini
saglayan deneysel teknik transfeksiyon olarak
adlandirilir.

* Transfeksiyon, gen fonksiyonu, regilasyonu ve
protein fonksiyonu arastirmalarina olanak
saglayan glclu analitik bir aractir.

e Hucre icine aktarilan genetik materyalin
karakteristik 6zelliklerine bagl olarak,
transfeksiyon stabil ya da gecici olabilir.



Stabil transfeksiyon icin, aktarilacak
genetik materyal genellikle transgen adi
verilen ve transfekte olmayan
hiicrelerden ayristirilmasi amaciyla bir
markir gen icerir ve konak genomuna
entegre olarak hiicre replikasyonu ile
veni hicrelere aktarilir.

Transient/gecici transfeksyionda
transfecte edilen genler sadece belirli
bir zaman periyodunda eksprese olur
ve genoma entegre olmaz. Transient
transfeksiyonda genetik materyal
cevresel faktorlerin etkisiyle ya da
hiicre bolinmesi sonrasi kaybolabilir.

Yapilacak deneyin mahiyetine gore
transfeksiyon yontemi secilmelidir.
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* Transfeksiyonun temel amaci hiicre icinde spesifik bir gen
aktivitesini engelleyerek ya da tetikleyerek genlerin fonksiyonunu
va da ortaya cikan gen urunlerini calismaktr.

* Transfeksiyon teknigiyle ayrica memeli hiicrelerinde rekombinant
protein Uretimi saglanir.

* Transfeksiyonun uygulama alanina ornek olarak asagidakiler
listelenebilir:

— Bir genin ilgili hicreye aktarilmasi sayesinde gen terapi adi altinda
hastaliklarin tedavisi ve semptomlarin hafifletilmesi saglanabilir.

— |IPS hiicreleri 3 ya da 4 transkripsiyon faktortnun hiicre icine
aktarilmasi ile olusturulmaktadir.

— siRNA knock-down prosedurleri

— Immortalize CHO hiicrelerinde insan doku plasminojen aktivatérii
uretimi



Transfeksiyon metodlar!

Class Methods Advantages Disadvantages Examples
Biological » Vins-mediated - High-efficiency - Potcntial hazard to Herpes simplex virus, Adeno
laboratory personnel virus, Adeno-associated virs,
- Easy to use Vaccinia virs, Sindbis virus
- Effective on dissociated - Inscrtional mutagencsis

cells, slices, and in vive
- Immunogenicity

- DMNA package size limit

Chemical e Cationic polymer - Mo viral vector - Chemical toxicity to some  DEAE-dextran, polyethylencimine,
cell types dendrimer, polybrene, calcium
# Calcium phosphate - High-efficiency - Variable transfection phosphate, lipofectin, DOTAP,
cificicncy by cell type lipofectamine, CTABTDOPE,
or condition DOTMA
& Cationic lipid - Easy to use - Hard to target specific cells

- Effective on dissociated
cells and slices

- Plenty of commercially
available products

- Mo package size limit

Physical — » Direct injection - Simple principle and - Meeds special instroments Micro-needle, AFM tip, Gene
straightforward Gun, Amaxa Mucleofector,
» Biolistic particle - Physical relocation of - Yulnerable nucleic acids phototransfection, Magnetofection
delivery nucleic acids into cell
#» Elcciroporation - Mo need for vector - Demands experimenter skill,

laborious procedune
» Laser-irradiation - Less dependent on cell type
and condition
» Sonoporation - Simgle-cell transfection
» Magnetic
nanopartiche
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Genetik materyalin bir bakteriden bir digerine virus tarafindan _...._.. ... __
prosesine transduiksiyon denir. Bakteriyofaj olarak adlandirilan virisler
bakteri hlicresini enfekte edebilmekte ve daha fazla virius lGretebilmek icin
bakteriyi konakgi olarak kullanmaktadir.

Cogaldiktan sonra bu virtsler konak¢i hiicre DNAsina entegre olur ve
siklikla bakteriyel DNA nin bir kismini koparir. Bu bakteriyofazlardan biri
baska yeni bir hicreyi enfekte ettiginde, bakteriyofaja entegre olan bakteri
DNA si yeni konakgi bakterinin genomuna entegre olur.

iki tip transdiiksiyon bulunmaktadir: Genel ve 6zel

— Genel transdiiksiyonda bakteriyofazlar konak genomunun herhangi bir
porsiyonunu alabilir.
— Ozel transdiiksiyonda bakteriyofaj konak DNAnin sadece spesifik bir kismini
alr.
Bilim insanlari transdiksiyon prosediruni cesitli konakgi hiicrelerde stabil
olarak gen entegrasyonunu saglamak amaciyla kullanmaktadir.

Transduksiyon



Genellesmis Transduksiyon
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Ozellesmis Transdiksiyon
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Memeli Hucrelerinde Overekspresyon
Sistemi

Biyofarmasotik protein dretimi i¢in en yaygin ydntemlerden biri memeli hiicre
kultiriadar. Ongorusel olarak, memeli hiicre konaklarinin daha distk klasmandaki
okaryotik hicre konakgilarindan asagidaki konularda daha iyi oldugu muhtemeldir:

— Ekspresyon

— Dogru katlanma

— Salgilanan memeli proteinlerin dogala yakin/benzer post-translasyonel modifikasyonlari ve

verimi

Memeli hiicrelerinde overeksprese salgilanan proteinlerin glikolizasyon
paternlerinin siklikla in vivo sentezlenenlerle tutarh oldugu ve fcesitli konakgi hiicre
turleri arasindaki ktictik farkhliklara ragmen dogada nispeten homojen olarak
gozlemlenmektedir.

Dahasi, 6zellikle stabil memeli hiicre hatlari kriyojenik kosullar altinda
saklandiginda potansiyel olarak stresiz tekrar kullanilabilen kaynak
olusturmaktadir. Bu sayede glvenilebilir seviyede ve tutarli protein ekspre
edilebilir.

Ancak, farmasotik endustrisinde,memeli hiicrelerinin salgi proteinlerinin
overekspresyonu icin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, akademik
laboratuvarlarda daha az tercih edilmektedir



Memeli Hucrelerinde Over-Ekspresyon
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RNA interferans

 RNA interferans, cogu 6karyotta milyarlarca yil boyunca
korunmus ve spesifik olarak gen susturabilme yetisine sahip
olan hicresel regulatér mekanizmalardan biridir. 1998’de
kesfedilmesinden bu yana, arastirma ve ilac kesif
uygulamalarinda temel mekanizmasinin anlasilmasi
yolunda hizli gelismeler olmustur. Son yillarda arastirma
diinyasinda, ndrodejenerasyon uygulamalarini da kapsayan
RNAi uygulamalari, elde edilen gelismelerle bircok
laboratuvarda hizlica yerini almistir. Ancak henliz
mekanizmanin tamamen anlasilmamis olmasindan dolayi
hala akillarda soru isareti birakmaktadir.

* Detayli 6rnek protokole ‘Specific Gene Slincing Using RNAi
in Cell Culture’ adli makaleden Ucretsiz olarak erisebilirsiniz.



dsRNA

RNA Interferans

| &~




