10

OZET
AKTARIM

Bu bulus, protein aktarih[Chibi yik moleklllerinin canlChicrelere aktarm[1ézellikle sunlard
iceren bir hiicreye bir ylkin aktarlhasbi yonelik bir iletim molekdll ile ilgilidir: bir yik-
baglaylcl] molekiil ve/veya bir vyik; hiicrenin yilizeyinde GAG'a baglanabilen bir
glikozaminoglikan (GAG) baglaylcl_&leman; ve bir protein aktarlm alan[JAktarimh ydntemleri,
aktarmh icin yikiin Uretilmesine veya modifiye edilmesine ydnelik yontemler, aktarima yonelik
iletim molekilleri ve aktarmkullanan veya aktarIth(g hiicreleri kullanan tedaviye yénelik

yontemler saglanmaktad(cl
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ISTEMLER

1. Bir yikin bir hiicreye aktar[mbb yonelik bir iletim molekiili olup, asagldakileri

5.

icermektedir:

(A) bir yik, veya bir yilke baglanmasCiin bir ylik-baglaylcIinolekiil, ve istede badlO
olarak burada yiik, ylk-baglaylclinolekiile baglanmaktadir}
(B) asag(dikileri iceren bir glikozaminoglikan (GAG) baglaylcléleman:

(i) hiicrenin ylizeyinde heparin siilfat glikozaminoglikana (HS-GAG) baglanabilen
bir heparin baglaylc[alan veya bunun bir fonksiyonel varyant[veya
(ii) bir GAG baglaylc[antikor veya bunun bir fonksiyonel badlaykcfragmenti; ve

(C) bir protein aktarim alanld

Istem 1'e gore iletim molekiilii olup, burada GAG badlaylcleman, HB-EGF'nin P21’ini;

veya bunun tepesi kesik, uzatlhSlveya fonksiyonel bir varyantldkermektedir; veya

burada GAG badlaylcl #leman, bir fibroblast blylime faktdriintin bir heparin baglama
alaniM¥eya bunun bir fonksiyonel varyantiblikermektedir; veya

burada GAG baglaylclJeleman, FGF1A, FGF2A, FGF2B, FGF4A, FGF1C, FGF2C,
FGF4C, FGF7B veya FGF7C gibi FGF, ATIII, BMP'ler, Wnt'ler, Shh EGF'ler, VEGF veya
PDGF gibi antitrombin veya bunlarnl varyantlarlicermektedir; veya

burada GAG badlaylcldeleman, FGF2B, FGF7B veya PDGFden herhangi birini

icermektedir.

GAG badlaylclJantikorun, bir tek-alan antikoru veya bunun bir fonksiyonel baglaylc]

fragmentini icerdidi, Istem 1’e gore ileitm molekiild.

Onceki istemlerden herhangi birine gdre iletim molekiili olup, burada protein aktarmm
alan[hidrofiliktir veya amfiliktir; ve/veya
burada protein aktarlm alan[d hidrofilik amino asit kalbkl@r@nl biylk cogunlugunu

icermektedir.

Protein aktarim alaniln], arjinin ve/veya lizin amino asit kalntl&r KN bliyik ¢codunlugunu
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icerdigi, dnceki istemlerden herhangi birine gére iletim molekilu.

6. Istemler 1 ila 4ten herhangi birine gore iletim molekiilii olup, burada protein aktar(m

alan(Jasag(dakileri iceren herhangi bir gruptan secilmektedir:

10

15

20

25

30

Penetratin veya Antenapedi PTD RQIKWFQNRRMKWKK (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 37);

TAT YGRKKRRQRRR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 38);

SynB1 RGGRLSYSRRRFSTSTGR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 39);

SynB3 RRLSYSRRRF (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 40);

PTD-4 PIRRRKKLRRLK (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 41);

PTD-5 RRQRRTSKLMKR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 42);

FHV Kaplama-(35-49) RRRRNRTRRNRRRVR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 43);

BMV Gag-(7-25) KMTRAQRRAAARRNRWTAR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 44):
HTLV-II Rex-(4-16) TRRQRTRRARRNR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 45);

D-Tat GRKKRRQRRRPPQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 46);

R9-Tat GRRRRRRRRRPPQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 47);

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 48)
kimera;

MAP KLALKLALKLALALKLA (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 49):

SBP MGLGLHLLVLAAALQGAWSQPKKKRKY (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 50);

FBP GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 51);

MPG ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 52);
MPG(NLS) ac- GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-cya (SEKANS  KIMLIK
NUMARASI: 53);

Pep-1 ac-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 54); ve
Pep-2 ac-KETWFETWFTEWSQPKKKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 55); veya
RxN (4<N<17) kimera gibi poliarjininler, KxN (4<N<17) kimera gibi polilizinler,
(RAca)6R, (RA-bu)eR, (RG)ER, (RM)6R, (RT)6R. (RS)6R, R10, (RAY6R, R7 ve RS;
veya

burada protein aktarim alanyaklaskl 8 arjinin kaloklsLikermektedir.

7. Onceki istemlerden herhangi birine gére iletim molekiilii olup, burada yik, bir peptit, bir
protein, bir niikleik asit ve bir nanopartikill igeren herhangi bir gruptan segilmektedir;

ve/veya
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10.

11.

12.

13.

14,

burada yiik, bir terapdtik molekil; bir ilag; bir pro-ilac; bir enzim veya bir transkripsiyon
faktori gibi bir fonksiyonel protein veya peptit; bir mikrobiyal protein veya peptit; ve bir
toksin; veya bunu kodlayan nukleik asidi iceren herhangi bir gruptan segilmektedir:
ve/veya

burada yiik-badlaylclinolekdil, bir peptit, bir protein, streptavidin, bir niikleik asit-badlay ]
molekiil, bir antikor veyan bunun bir fragmenti, bir antikor mimetigi, bir kimyasal bag
moleklli, bir afinite etiketi veya bir afinite etiketli molekilden herhangi Dbirini

icermektedir.

Bir hicreye bir yikin /n vitro aktarlfhasibb ydnelik bir yéntem olup, asaddakileri
icermektedir:

istemler 1 ila 7'den herhangi birine gore iletim molekilinin sadlanmasdve

hiicrenin iletim molekdil{ ile temas ettiriimesi.

Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gére iletim molekiiliinii iceren veya kodlayan bir

hiicre.

Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gére iletim molekilini kodlayan bir niikelik asit; ve
istede baglOolarak burada nikleik asit, iletim molekidlinin ifadesine yonelik bir

vektorddr.

Aktarim vasfdslda bir yikin bir hiicreye in vitro sekilde eslik etmesinin sadlanmashb

yonelik istemler 1 ila 7’den herhangi birine gére iletim molekiiliiniin kullanm O

Bir hastal@[ tedavisinde veya 6nlenmesinde kullanMa yonelik, Istemler 1 ila 7'den
herhangi birine gore iletim molekiili veya Istem 9%a gére bir hiicre.

Istemler 1 ila 7'ye gbre bir iletim molekiilil iceren bir bilesimin uygulanmas@liceren, bir

hiicre kiiltiirinde selliiler fonksiyonun modifiye edilmesine yénelik bir yontem.
Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gére bir veya daha fazla iletim molekiiliinin bir

pluripotent olmayan hiicreye aktarmile bir pluripotent kdk hiicresinin /n vitro

indiiklenmesine yonelik bir yontem.
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15. Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gdre iletim molekiilini iceren veya Istem 9a gére

bir hlicreyi igeren bir farmasotik bilesim ve farmasétik olarak kabul edilebilir eksipiyan.

16. Yiikiin, hiicre gériintiilenmesinde kullanma yénelik bir nanopartikiil icerdigi, Istemler 1

5 ila 7’den herhangi birine gore iletim molekilii.
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TARIFNAME

AKTARIM

Bu bulug, protein aktarmlibi kargo molekillerinin canlChicrelere aktarmCile, Gzellikle
aktarm yontemleri, aktarm icin ylkin Uretiimesine veya modifiye edilmesine yonelik
yontemler, aktarimha yonelik iletim molekilleri ve aktarimkullanan veya aktarl(s! hiicreleri

kullanan tedaviye yonelik yontemler ile ilgilidir.

Insan genomumun ve belirli bir transkriptom icin tam aletler ile arastlina, artK® klinik

translasyon icin terapétik hedeflerin akldsecimine olanak saglamasOlicin proteomun

fonksiyonel olarak aglmlanmasb odaklanmaktadll{Zografos, 2013 #86}. Protein etkilesimi

ve bunun fonksiyonu naslImodifiye ettigi, ayrich hedef segimini karmaglklasttacaktd] ve

protein fonksiyonelliginin normal ve hastalkllCImodellerde belilenmesi ve dogrulanmas[]
gerekecektir {Natrajan, 2013 #89}. Gen-yukar[Tegllasyonuna veya nakavta aracllkl eden

DNA transgenezi ve kiciik-mlidahaleci/antisens oligonikleotitler gibi DNA ve RNA-bazlO
yaklaglmlar gok degerli aletlerdir {Yamaguchi, 2009 #87}. Ancak bu yaklaglar, genetik

modifikasyon ylzinden klinik olarak alakalColmayabilmektedir veya transkript ve protein

dizeyleri araslhdaki korelasyonun bulunmamas[¥iziinden protein aktivitesine net bir sekilde

karskl gelmeyebilmektedir {Peng, 2011 #88}. DNA yapldrnidan veya RNA molekillerinden

ziyade proteinlerin dogrudan iletimi, cesitli avantajlara sahiptir; en belirgin olan[Jaktif ajan(n],

intraselliller diizenek ile bunu Uretmek icin bir sisteme dayanmaktan ziyade dogrudan

uygulanmasdirKGump, 2007 #39}.

Hiicrelerde protein fonksiyonunun degistirilmesi, uygulamada, bir lentiviral vektér gibi bir
vektor yaplsing olusturulan DNA'ya sahip genetik olarak donustiriici hiicrelere tarihsel olarak
shirlandrIm(stlc) Bu, hiicrelerin istenilen ekstra genleri kapsayan ekzojen genetik malzemeyi
ve ayrlch hicrelerin modifikasyonu ve ekzojen gen yapldrlnl ifadesi icin gerekli olan vektdr
DNA'sO] tagldlidar 0 anlamba gelmektedir. Bu heterolog DNA, &rnedin insan hiicre
terapdtiklerinde genetik kalltlm ile ilgili meselelere potansiyel olarak neden olabilmektedir. Bir
drnek olarak indiiklenen pluripotent kok hicrelerinin (iPS hicreleri) Uretimi, retroviral veya
lentiviral vektorler kullan@@rak yeniden programlama-ile iliskili spesifik genlerin genetik
aktarim ile gergeklestirilebilmektedir. Ancak bu teknolojinin terapétik kullanmbl yodnelik bir
engel, potansiyel olarak tiimdrijenik olan insersiyonel mutajenik lezyonlar[nl iiretimidir. Gen

iletiminin tam olarak degistiriimesine yonelik muhtemel bir strateji protein aktarhudur.
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Diger potansiyel protein aktar terapileri,0rnegin kas rahatsZzlKlarnl tedavisi icin insan

yetiskin kdk hicrelerinin (hASC'ler) miyojenik farkl[dsmasl kapsayabilmektedir.

Bulusun amac[IDNA yapldrlnl kullanmhlbaypas edebilmektir ve DNA yaplarbh ydnelik

gereksinim olmadan dogrudan protein ile hiicrelerin aktaribhhlC3adlayabilmektir.

DNA vyapl@rn kullanmOolmadan protein ile hiicrelerin aktarlthasbilinmektedir ve

proteinler, peptitler, oligoniikleotitler ve nanopartiklller gibi blyik molekiil yiklerinin genig

bir cesitlilikte hiicrelere aktarmhnlkolaylastkcd@bilinen artan saylda potansiyel iletim

molekilleri bulunmaktadcl{El-Andaloussi, 2005 #36}. Katyonik peptit protein aktarim alanC
(PTD)-araclkelliiler aktarimh[Jterap&tik makromolekdillerinin iletimi icin énemli potansiyele

sahip bir hiicre giris yaklasm B lemsil etmektedir. insan imminyetmezligi viriisii (HIV-1) TAT

protein temel alan[(JRKKRRQRRR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 20 ve daha uzun varyantlar[}]]
ve poli-Arjinin (6rnedin 8R; RRRRRRRR {SEKANS KIMLIK NUMARASI: 19)) veya Lizin gibi

diger PTD'ler {El-Andaloussi, 2005 #36}, /in vivo kiiltir ve preklinik modellerde genis

cesitlilikte biyoaktif yiiklerin hiicrelere iletilmesi igin kullanIthStEl{El-Andaloussi, 2005 #36;

Goun, 2006 #38; Meade, 2007 #37}. PTD'lerin peptit, nikleik asit ve biiylik molekil

ylklerinin etkili iletimi bircok grup taraflflan gésterilmistir ve birkag klinik deney PTD-araclll
iletim kullan@drak ginimizde devam etmektedir. PTD-almOile ilgili bircok mekanistik

callGma, yine kot bir sekilde belirlenmis tam mekanizmasUile gergeklestirilmistir {Fischer,

2005 #41; Gump, 2007 #39; Nakase, 2008 #40; Heitz, 2009 #42; Gump, 2010 #2}.

PTD ile birlestirilmis yiklerin, hiicre membranCboyunca yerinin dedistirildigi ve bunlard
ekstraselliiler konsantrasyon iletim verimliligini belirtmektedir. Son zamanlardaki callSimalar,
PTD-araclprotein iletiminin, lipit y@nbadmlCinakropinositoz gibi endositotik yollar araclkl
edildigi gosterilmektedir {Gump, 2010 #2}. Makropinositoz protein ile internalizasyon
sonrasloda yilkler, makropinositomlarl icerisinde bardrIthaktadlt] ve sitosoliin igerisinde
serbest degildir; boylelikle dogru lokalizasyonu ve aktiviteyi k(slamaktadlcl Makropinositotik
ve vesiklller, dider tirlere klyhsla szntlllendodozomlar olarak diistiniiimektedir ve
asidifikasyon yliziinden membran bitinlGguni ilerlemeli olarak kaybetmektedir. Bu, PTD ile
etiketli proteinlerin herhangi bir kagSIninl bu 6zellikler yizinden muhtemel oldugu anlam(nb
gelmektedir {Norbury, 1995 #21; Meier, 2002 #20}. Onemli bir sekilde makropinositotik
vesikiiller, bunlarial igeriklerini bozmak igin lizozomlara birlesmemektedir {Conner, 2003

#22}. Ancak iletim, translokasyonu tahrik etmek igin ekstraselliiler olarak asirlmiktarda
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protein gerektirmektedir. Ayrich endozomal muhafazadan kaghllhasve biyolojik olarak
fonksiyonel olmaslicin etkili bir miktarda iletiimesi gerekmektedir. Ultrason, endozom-bozan
peptitler veya endozomal vyollara karsl klorokuin gibi kimyasal islemleri iceren bu
vesikilllerden yikin serbest blrdklmashl Uyarmak Ozere gelistirilmistir {Gump, 2007 #39}.
Endozomal-bozucularil birlikte iletimi, bu peptitler yiikler ile dogrudan iletilebildidinden dolay™
cekicidir {Wadia, 2004 #25}, ancak bu prosesin verimliligi, yine proteinin biiylik ¢ogunlugunu
sitosolden uzakta tutmaktadidl{Skehel, 2001 #34; Han, 2001 #35}. Bundan dolay[Jyeterli
miktarlarda protein ile hiicreyi dogrudan aktarabilme, 6rnedin hicreler (zerinde fizyolojik

veya metabolik ifade etkilerine sahip olabilme, buras(iin pratik bir secenek olmam Gt

Mevcut bulusun bir amacdhiicre Uzerinde fizyolojik veya metabolik etkilerin saglanmasiia

yonelik olarak ylkiin aktarmhbk dair gelistirilmis bir yéntem sadlamakticl

Bulusun bir birinci ydniinde burada agklanan istem 1'e gdre bir yiikiin bir hiicreye aktarlmnh
yonelik bir iletim molekiilii saglanmaktad(cl

Avantajl Cbir sekilde mevcut bulusun iletim molekilinin sadlanmas[dbir yikin hicrelere,
ornegin kok hicrelere aktarlm verimliligini arttEabilmektedir. Baz[bGrneklerde herhangi bir
mevcut bilinen sisteme kiybsla iletim miktarnkaki bir >100-kat gelisim gdsterilmistir. HS-GAG
baglaylcl Eleman (P21) gibi GAG badlaylclkEleman (bir bliyiime faktdriinden), bir protein
aktarm alan[J6rnedin 8mer arjinin peptit ve bir yik ile birlikte, biyiik miktarlarda yiikiin
mememli hiicreleri gibi hiicrelere almnlblyilk élglide kolaylastirinaktadt] Hicreler yalnzta
iletim molekidlin  (makropinositoz ile) almamaktadirl ancak aynl[] zamanda iletim
molekiillerinin, selliler matrisin iginden gectidi ve cekirdeklere iletildigi gosterilmistir. Bu
prosedir, proteinlerin DNA-bazlOiletiminden daha etkilidir ve ylk, aktivitenin istendigi

{(cekirdekler dahil) alana iletiimektedir. Hiicre spesifik yanEar ayrica gergeklestirilebilir.

Bu teknoloji, yalnizta tranjenik deneylere kisilanmas[bakmnidan degil, ancak ayn[Zamanda
iPSC'lerin  (indiklenmis pluripotent kok htcreleri) terapotik kullanbh yonelik asamay
ayarlamasCbakmndan bir degistirme admJsaglamaktadlr] burada iPSC'lerin artlkl DNA
yaplarlle modifiye edilmesi gerekmemektedir.

AvantajlCbir sekilde bir ylik-baglama molekilinin saglanmas(dhiicre membranCboyunda
gesitli arallda ydklere tutturmak ve bunlarCtasimak igin islevsellestirilen bir molekil

saglamaktad|c]
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Buradaki bulug molekiil iletim sistemi, GET (GAG-badlaylcllgelistirilmis aktarim) veya
Heparan-suilfat gelistirilmis atar(m alan(QHETD)-arac(Tletim olarak atfa bulunulabilmektedir.

Bu terimler birbirinin yerine kullan@bilmektedir.

GAG badlaylcldeleman, hiicrenin vyiizeyinde HS-GAG'a baglanabilen bir heperan siilfat
glikozaminoglikan (HS-GAG) olabilmektedir, bu da hucrenin ylzeyinde HS-GAG'a

badlanabilmektedir.

Heparan siilfat glikozaminoglikan (HS-GAG), iki veya (¢ HS zincirinin, hlcre yiizeyine veya

ekstraselliiler matris proteinlerine yakml bir sekilde tutturuldugu bir proteoglikand[tl HSnin,

bir dizi protein ligandnk badlanddle gelisimsel proses, anjiyojenez, kan koagilasyonu ve

timdz metastazCdahil olmak Gzere genis cesitlilikte biyolojik aktiviteyi reglile ettidi formdur.

Heparan silfat, karbohidratlar@ glikozaminoglikan familyasminl bir Qyesidir ve yapO
bakimndan heparan ile yakiidan iliskilidir. Her ikisi de degisken bir sekilde siilfatlanmigl
yineleyen disakkarit biriminden olusmaktad(cl Heparan siilfat icerisinde en yaygl disakkarit

birimi, toplam disakkarit birimlerinin en fazla yaklaskl %50'sini olusturan N-asetilgliikozamina

{GIcNAc) baglanan bir gliikuronik asitten (GlcA) olugsmaktadl(r]

GAG badlaylcI kleman, GAG icin spesifik afiniteye sahip olabilmektedir. HS-GAG badlaylcl]
eleman, HS-GAG icin spesifik afiniteye sahip olabilmektedir. HS-GAG badglaylckleman, bir
heparin baglaylcl_alan[{HBD) veya bunun bir varyanthlCicerebilmektedir. Heparin baglayc]
alan varyant[tepesi kesilmis bir heparin baglaylcl alan[Yeya uzatls bir heparin badlaylc[]
alanOcerebilmektedir. GAG baglaylcleleman, spesifik olarak veya tercihen GAG'a baglanan
herhangi bir protein, peptit veya molekill icerebilmektedir. HS-GAG baglaycleleman,
spesifik olarak veya tercihen HS-GAG'a baglanan herhangi bir protein, peptit veya molekdili

icerebilmektedir.

HS-GAG baglaylcleleman, Heparin-BaglaylcJEGF-benzeri Blylme Faktorinlin (HB-EGF)
heparin baglayclalanil en aziodan bir kismDlCigerebilmektedir. Heparin baglayclalan[HB-
EGF'nin P21'ini igerebilmektedir. Heparin baglaylcl Blan[1P21’in bir tepesi kesik, uzatlthis]

veya fonksiyonel varyantilCkerebilmektedir.

HS-GAG badlaylc[&leman, bir fibroblast blyiime faktoriiniin bir heparin baglaylclalan{HBD)
veya bir fonksiyonel kislmh veya bunun bir varyantilierebilmektedir.
HS-GAG badlaykl leman[1FGF, ATIII gibi antitrombin, VEGF, BMPler, Wnt'ler, Shh EGF'ler

4



10

15

20

25

30

35

ve PDGF; veya bunlarinl kombinasyonlarilCikeren grubun herhangi birinden secilebilmektedir.
HS-GAG baglaylcl£leman, FGF2, FGF7 veya PDGF'den herhangi birini icerebilmektedir. HS-
GAG baglaylcl ¢leman, herhangi bir FGF proteininin heparan baglaylcL$ilfat alanlaribdan bir
veya daha fazlasl{6rnedin alanlar A, B veya C) icerebilmektedir. HS-GAG baglaylcl ¢leman,
FGF4 igerebilmektedir. HS-GAG badlaylcl#leman; FGF1 HBD A (heparan silfat baglayclalan
A (FGF1'in birinci HBD alanl}, FGF2 HBD A (heparan silfat baglaylclCalan A), FGF4 HBD A
(heparan slfat baglayclalan A), FGF1 HBD C (heparan siilfat badlaylclalan C), FGF2 HBD B
(heparan siilfat baglaylclLalan B), FGF2 HBD C (heparan siilfat baglaylclalan C), FGF4 HBD C
{(heparan siilfat badlayclalan C), FGF7 HBD B (heparan siilfat baglaylclalan B), FGF7 HBD C
{heparan siilfat baglayclalan C), antitrombin, dérnegin ATIII, VEGF veya PDGF veya bunlaril
varyantlarlikerebilmektedir.

HS-GAG badlayclleleman, Hepatosit Biiyiime Faktéril, Interlékin, morfojenler, HS-GAG
badlaylcl Enzimler, Wnt/Kanatslz] Endostatin, viral protein, érnedin ayak ve ag[zl hastallg]
virlis proteini, anneksin V, lipoprotein lipaz; veya HS-GAG badlaylc Fragmentlerini iceren
grubun herhangi birinden secilebilmektedir. HS-GAG badlaylcI kleman, spesifik olarak HS-

GAG’a baglanabilen herhangi bir protein, peptit veya molekiili icerebilmektedir.

Bir “varyant” ile, teknikte uzman bir kisi taraflidan, bilinen, raporlanan, agklanan veya talep
edilen sekanstan farklObirkac sekans@ bulunabildidi ancak ine de varyantd HS-GAG'a
bagland(@bir fonksiyonel varyantCkapsad@lanlaglihaktadlr] Koruyucu amino asit ikameleri,

ayrlca “varyant” anlamLdahilinde tasarlanmaktadirl

HS-GAG badlaylceleman, amino asit sekansCKRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK (P21) SEKANS
KIMLIK NUMARASI 1) icerebilmektedir. HS-GAG baglaycd eleman, SEKANS KIMLiK
NUMARASI: 1’e yonelik en az %80 kimlige sahip bir sekans[ligerebilmektedir. HS-GAG
badlaylceleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: l'e yénelik en az %90 kimlige sahip bir
sekansOcerebilmektedir. HS-GAG baglaycleleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1'e yonelik
en az %95 kimlige sahip bir sekansCigerebilmektedir. HS-GAG baglaylcleleman, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 1‘e yonelik en az %98 kimlige sahip bir sekans[ierebilmektedir. HS-GAG
badlaylckleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: l'e yénelik en az %99 kimlige sahip bir

sekansOkerebilmektedir.

HS-GAG baglaylcl&leman, amino asit sekansCG RPRESGKKRKRKR L K P T (PDGF,
SEKANS KIMLIK NUMARASI 3) icerebilmektedir. HS-GAG baglaylc&leman, SEKANS KIMLIK
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NUMARASI: 3’e yonelik en az %80 kimliJe sahip bir sekansCligerebilmektedir. HS-GAG
baglaylkeleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3'e yonelik en az %90 kimlige sahip bir
sekansCicerebilmektedir. HS-GAG badlay&leman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3'e yonelik
en az %95 kimlige sahip bir sekansClcerebilmektedir. HS-GAG badlaylcl_Eleman, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 3’e yonelik en az %98 kimlige sahip bir sekansCierebilmektedir. HS-GAG
bagdlaylkeleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3’e yonelik en az %99 kimlie sahip bir

sekanslikerebilmektedir.

HS-GAG baglaylclkleman, amino asit sekanscT YASAKWTHNGGEMFVALNQ
((FGF7, HBD B) SEKANS KIMLIK NUMARASI 5) igerebilmektedir. HS-GAG badlayclEleman,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5’e yonelik en az %80 kimlige sahip bir sekans[kerebilmektedir.
HS-GAG baglayEl2leman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5'e yonelik en az %90 kimlige sahip
bir sekansCligerebilmektedir. HS-GAG badlayclleleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5%
yonelik en az %95 kimlige sahip bir sekans[gerebilmektedir. HS-GAG badlaycl eleman,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5’e yénelik en az %98 kimlige sahip bir sekans[kerebilmektedir.
HS-GAG baglayleleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5% yonelik en az %99 kimlige sahip

bir sekanslikterebilmektedir.

HS-GAG badlaylcléleman, amino asit sekansETYRSRKYTSWY VAL KR (FGF2 HBD B
SEKANS KIMLIK NUMARASI 7) icerebilmektedir. HS-GAG badlaylckleman, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 7'yve yonelik en az %80 kimlige sahip bir sekansCgerebilmektedir. HS-GAG
baglaylcl eleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7ye yonelik en az %90 kimlige sahip bir
sekansOcerebilmektedir. HS-GAG baglayl#leman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7ye yonelik
en az %95 kimlige sahip bir sekansCicerebilmektedir. HS-GAG baglaylcleleman, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 7ye yénelik en az %98 kimlie sahip bir sekansCicerebilmektedir. HS-
GAG baglaycl&leman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7'ye yonelik en az %99 kimlige sahip bir

sekansOkerebilmektedir.

Sekans kimligi, standart BLAST hizalama parametreleri ile belirlenebilmektedir

{(http://www.nc-bi.nIm.nih.gov/ taraflndan saglanmaktadIt}.

GAG badlayELtleman, bir GAG baglaylcCantiker, veya bunun bir varyantCieya fragmentini
icerebilmektedir. HS-GAG baglaylcl kleman, bir HS-GAG baglaycBntikor, veya bunun bir
varyant[veya fragmentini icerebilmektedir. Antikor fragmenti, bir antikor degisken alan, bir
scFv, bir diakor, bir FAb, bir Dab, bir F(ab)'2, bir agB3hafif zincir dimeri veya bir tek zincir
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yapsLblabilmektedir. Antikor varyant[JCDR'leri, bir antikor mimiteik ve bir DARPin iceren hir

protein iskelesini igerebilmektedir.

GAG veya HS-GAG badlayicI kleman, bir nanokor (hafif zincirlerden yoksun olan ve dogal
olarak Kamelidade olusan adlfzincir antikorlardan elde edilen tek-alan antijen-baglaycd

fragmentler) icerebilmektedir.

Tek-alan antikoru, bir CDR1, CDR2 ve CDR3 iceren bir VyH fragmenti icerebilmektedir,
burada

CDR1, GFTVSSNE (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21) veya GFAFSSYA (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 22)'nin amino asit sekansDl] icerebilmektedir veya bu sekanstan
olugabilmektedir;

CDR2, ISGGST (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 23) veya IGTGGDT (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 24)Yin amino asit sekansl] icerebilmektedir veya bu sekanstan
olusabilmektedir; ve

CDR3, GRRLKD (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 25) veya SLRMNGWRAHQ (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 26)n@ amino asit sekansl] icerebilmektedir veya bu sekanstan
olusabilmektedir.

Tek-alan antikoru, bir CDR1, CDR2 ve CDR3 igeren bir VyH fragmenti igerebilmektedir,

burada

CDR1, GFTVSSNE (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21Ynin amino asit sekans@d
icerebilmektedir veya bu sekanstan olusabilmektedir;

CDR2, ISGGST (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 23)iin amino asit sekanslicerebilmektedir
veya bu sekanstan olusabilmektedir; ve

CDR3, GRRLKD (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 25)'in amino asit sekansbCcerebilmektedir

veya bu sekanstan olusabilmektedir.

Alternatif olarak CDR3; GMRPRL (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 27), HAPLRNTRTNT (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 28), GSRSSR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 29), GRTVGRN (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 30), GKVKLPN (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 31), SGRKGRMR (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 32), SLRMNGWRAHQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 26) veya RRYALDY
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 33) amino asit sekansfllgerebilmektedir.
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Tek-alan antikoru, bir CDR1, CDR2 ve CDR3 igceren bir VyH fragmenti igerebilmektedir,

burada

CDR1, GFAFSSYA (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 22)nin amino asit sekanshld
icerebilmektedir veya bu sekanstan olusabilmektedir;

CDR2, IGTGGDT (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 24)in amino asit sekansmO
icerebilmektedir veya bu sekanstan olusabilmektedir; ve

CDR3, SLRMNGWRAHQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 26)nH amino asit sekanshl]
icerebilmektedir veya bu sekanstan olusabilmektedir.

Alternatif olarak CDR3; LKQQGIS (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 34), AMTQKKPRKLSL
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 35), HAPLRNTRTNT (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 28),
GMRPRL (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 27), RRYALDY (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 33) veya
SGRKYFRARDMN (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 36) amino asit sekansflkerebilmektedir.

HS-GAG badlaylclleleman, anti-HS scFv antikorlarCJAO4B08, AQ4B05, AQO4F12, RB4CB9,
RB4CD12, RB4EA12 veya RB4EG12 (Jenniskens ve ark (2000. The Journal of Neuroscience,
20(11):4099-4111) ve Smits, ve ark (2006. METHODS IN ENZYMOLOGY, CILT 416, ss. 61-87
dokiimanlaridda acKkland@izere); veya bunlard fragmentlerini icerebilmektedir. HS-GAG
baglaylcl eleman, AO4B08 icerebilmektedir. HS-GAG baglaylceleman, AQ4B08, AOQ4B05,
AO4F12, RB4CB9, RB4CD12, RB4EA12 veya RB4EG12'nin CDR1, CDR2 ve CDR3‘Und
icerebilmektedir. HS-GAG badlaylcl] eleman, AQO4B08in CDR1, CDRZ ve CDR3‘Uni
icerebilmektedir. HS-GAG badlaylcdeleman, HS3A8, LKIV69, EW3D10, EW4G2, NS4F5,
RB4EA12, HS4E4 veya HS4C3'U icerebilmektedir (Wijnhoven ve ark (2008) Glycoconj J
25:177-185) ve Smits, ve ark (2006. METHODS IN ENZYMOLOGY, CILT 416, ss. 61-87
dokiimanlaribda ac¢Kkland(dd Gzere). HS-GAG badlaylcl] eleman, HS4E4 veya HS4C3
icerebilmektedir. HS-GAG badlayklleleman, HS3A8, LKIV69, EW3D10, EW4G2, NS4F5,
RB4EA12, HS4E4 veya HS4C3'in CDR1, CDR2 ve CDR3'Und igerebilmektedir. HS-GAG
badlaylcL&leman, HS4E4 veya HS4C3'lin CDR1, CDR2 ve CDR3'linli igerebilmektedir.

HS-GAG badlaycd eleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 15 veya 17%i (AO4B08)
icerebilmektedir. HS-GAG baglaylcdeleman, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11 veya 13'i
(HS4C3) igerebilmektedir. HS-GAG baglaylcl &leman; bir antikor veya antikor fragmenti, agl]

zincir ve/veya hafif zincir icerebilmektedir. HS-GAG baglaycl éleman; bir antikor veya antikor
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fragmenti, HCDR1, HCDR2 ve HCDR3 zincirlerini iceren aglFlzincir ve/veya LCDR1, LCDR2 ve

LCDR3 zincirlerini iceren hafif zincir icerebilmektedir.

Protein aktarim alan[Chidrofilik veya amfiliktir. Protein aktarimh alan[Jhidrofilik amino asit
kalAk[&3rmIAl blydk godunludunu igerebilmektedir. Protein aktarm alan[Jarjinin ve/veya lizin
amino asit kalbt@@rhn biylik c¢odunlugunu icerebilmektedir. Protein aktarm alan(J
yinelenmis bir amino asit sekans motifine sahip bir periyodik sekansCikerebilmektedir. Protein
aktarlm alan[Jpenetratin HIV tlrevli TAT gibi TAT, MAP veya transportan, pVec veya pep-1
icerebilmektedir.

Kaltmni “blyik codunluguna atfa bulunuldugunda teknikte uzman Kkisiler tarafidan
kalbk@rD %50'sinden daha fazlasinl kapsand@lanlas@@bilmektedir. Biyilk g¢ogunluk
kalBk@@rml %55, %60, %70, %80, %90 veya %95'i olabilmektedir.

Protein aktar(m alanCasadldikileri iceren grubun herhangi birinden segilebilmektedir:

Penetratin veya Antenapedi PTD RQIKWFQNRRMKWKK (SEKANS KIMLiK NUMARASI:
37);

TAT YGRKKRRQRRR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 38);

SynB1 RGGRLSYSRRRFSTSTGR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 39);

SynB3 RRLSYSRRRF (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 40);

PTD-4 PIRRRKKLRRLK (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 41);

PTD-5 RRQRRTSKLMKR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 42);

FHV Kaplama-(35-49) RRRRNRTRRNRRRVR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 43);

BMV Gag-(7-25) KMTRAQRRAAARRNRWTAR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 44);

HTLV-II Rex-(4-16) TRRQRTRRARRNR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 45);

D-Tat GRKKRRQRRRPPQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 46);

R9-Tat GRRRRRRRRRPPQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 47);

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 48)
kimera;

MAP KLALKLALKLALALKLA (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 49);

SBP MGLGLHLLVLAAALQGAWSQPKKKRKY (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 50);

FBP GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 51);

MPG ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 52);
MPG(?NLS) ac- GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI:
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53);
Pep-1 ac-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 54); ve
Pep-2 ac-KETWFETWFTEWSQPKKKRKV-cya (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 55).

Protein aktari alan[IRxN (4<N<17) kimera gibi poliarjininler, KxN (4<N<17) kimera gibi
polilizinler, (RAca)6R, (RAbu)6R, (RG)6R, {RM)6R, (RT)6R icerebilmektedir. (RS)6R, R10,
(RAYER, R7, veya RS,

Protein aktarlm alanCpoliarjinin veya polilizin igerebilmektedir. Protein aktarm alanChrjinin
veya lizin yineleme sekanslicerebilmektedir. Protein aktarlmh alan[ard[SK! arjinin kaliklar(]
gibi arjinin kallnt[@rnlicerebilmektedir. Protein aktarh alanCksasen arjinin kalbkI3rnkan
olusabilmektedir. Protein aktarlbh alan[J4-20 arjinin kalk@@rOgibi arjinin yinelemelerini
icerebilmektedir. Protein aktarm alan[3 arjinin kalnkEkerebilmektedir. Protein aktarm alanC
yaklaslkl 6 ve yaklaslkl 12 araslnta arjinin kallnkSLigerebilmektedir. Protein aktarlm alan[]
yaklagkl7 ve yaklagKkl9 arasoida arjinin kalBtSLikerebilmektedir.

Protein aktarm alanaklaskl 4 ve yaklaslkl 12 arasiida amino asit kallmkScerebilmektedir.
Protein aktarim alanyaklagkl 6 ve yaklaskl 12 arasiida amino asit kallnkSTicerebilmektedir.
Protein aktarim alanyaklaskl 7 ve yaklaslkl 9 arasioda amino asit kallnkSLicerebilmektedir.
Protein aktarimh alanCyaklaskl 4 amino asit kallokiscerebilmektedir. Protein aktarm alanU
yaklaskl6 amino asit kalltlsS[ikerebilmektedir.

Protein aktarm alanClard&K lizin kalmk@@rCgibi lizin kallnk[3rll¢cerebilmektedir. Protein
aktarm alanCksasen lizin kallmkldrddan olusabilmektedir. Protein aktarim alan[¥-20 lizin
kalmk@rOgibi lizin yinelemelerini icerebilmektedir. Protein aktarm alanCI8 lizin kallnksT]
icerebilmektedir. Protein aktarimh alanllyaklaskl 4 ve yaklaglkl 12 arasinia lizin kallnt(sL]
icerebilmektedir. Protein aktarm alanClyaklaskl 6 ve yaklagkl 12 arasida lizin kallhks]
icerebilmektedir. Protein aktarm alanOyaklaskl 7 ve yaklaskl 9 arasiba lizin kalhts]

icerebilmektedir.

Protein aktarm alanCardSKk Q ve R kallnkldrCgibi QR yineleme kallnklarnligerebilmektedir.
Protein aktarm alanCésasen Q ve R kalbtl3rbdan olusabilmektedir. Protein aktarim alan(3-
20 QR yineleme kallkldrgibi QR yinelemelerini icerebilmektedir. Protein aktarim alanC3 QR
yineleme kallnklsCicerebilmektedir. Protein aktarlm alanUyaklaslkl 6 ve yaklaslkl 12 araslnta
QR yineleme kallnklsLikerebilmektedir. Protein aktarioh alan[vaklaslkl 7 ve yaklaskl 9 arasinda
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QR yineleme kalhtSIkerebilmektedir.

Yik, molekiler bir yik olabilmektedir. YUk, bir protein igerebilmektedir. Yik, bir peptit
icerebilmektedir. Yik kiiclk olmayan bir molekill icerebilmektedir. Yilk, bir nanopartikil veya
polimer nanopartikil gibi bir nanopartikll igerebilmektedir. Nanopartikil, bir metal ¢ubuk gibi
bir cubuk olabilmektedir. Nanopartikil gozenekli olablmektedir. Ylk, bir nano-yapO
icerebilmektedir. YUk, bir sipermanyetik demir oksit nanopartikilii (SPION) icerebilmektedir.
Yik bir nikleik asit vektérl gibi nikleik asit olabilmektedir. Yik, oligonikleotit
icerebilmektedir. Yiik, siRNA, modifiye mesajcCRNA'lar (mRNA'lar), mikro RNA’lar, DNA, PNA,
LNA veya bunlarnl yapIdrinidan herhangi birini igerebilmektedir.

Yik, fizyolojik olarak veya metabolik olarak ilgili bir protein icerebilmektedir. Yik, bir
intraselliiler protein icerebilmektedir. Yik, bir sinyal yolunda kapsanan protein olan bir sinyal
proteini icerebilmektedir. Yik, bir hiicrenin ifade regiilasyonu veya metabolizmasClile
kapsanan bir protein icerebilmektedir. Yik, hiicre bolinmesi ile kapsanan bir protein
icerebilmektedir. Yiik, kék hiicre farklI@smasdibi hiicre farklldsmasle kapsanan bir protein
icerebilmektedir. Yk, pluripotent kék hicrelerinin indiksiyonu igin gerekli bir protein
icerebilmektedir. Yik, kardiyak hicre farklldsmasCile kapsanan bir protein igerebilmektedir.
Yik, bir protein isaretcisi gibi bir isaret¢i icerebilmektedir. Yik, bakteriyel veya bakterivel
olarak elde edilen bir protein icerebilmektedir. Yik, bir memeli veya memeli tirevli protein
icerebilmektedir. YUk, herhangi bir peptit, polipeptit veya protein olabilmektedir. Yik,
arastirina, teshis veya tearpdtik molekiilleri icerebilmektedir. Yuk, sinyal dretiminin bir
elemanlblan bir transkripsiyon modilatérind icerebilmektedir. Yik; bir enzim veya bunun bir
substrat[dbir proteaz, bir enzim aktivite modulatdrii, bir pertiirbimer ve peptit aptamer, bir
antikor, protein-protein etkilesiminin bir modulatéri, bir biylime faktéri veya bir farkllasma

faktoril icerebilmektedir.

Yiik, bir 8n-protein olabilmektedir. Ornegdin eksizyon alanlar[dhiicreye girmesi iizerine veya
sonrasiida klevajlCblacak sekilde diizenlenen iletim molekiiliinde saglanabilmektedir. Yik,
hiicre igerisinde bir post-translasyonal olarak modifiye edilmis olacak sekilde diizenlenen bir
protein olabilmektedir. YUk, hlicre igerisinde bir kere fonksiyonel olarak diizenlenebilmektedir.

Ornegdin yiik, hiicreye aktarm sonrashh kadar fonksiyonel olmayabilmektedir.

Yk, herhangi bir intrasellliler molekiilii igerebilmektedir. Yik, bir intraselliler fonksiyonel

(etki modu), intraselliler reseptére, intrasellilere liganda veya intrasellller substrata sahip
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herhangi bir protein veya molekiilii icerebilmektedir. Yiik, bir hiicreye dogal olarak/normal
olarak igsellestirilen bir protein veya moleklll igerebilmektedir. YUk, bir hiicre ylzeyi
reseptorli  gibi hiicre vylzeyinde iletim veya gdsterim igin amaglanan bir protein
icerebilmektedir. Yik, bir terapotik molekdl; bir ilag; bir pro-ilag; bir fonksiyonel protein veya
peptit, ornedin bir enzim veya bir transkripsiyon faktorii; bir mikrobiyal protein veya peptit;
ve bir toksin; veya bunu kodlayan nikleik asidi iceren grubun herhangi birinden

secilebilmektedir.

Yiik, NANOG, NEO, MYOD, Cre, GATA4, TBX5, BAF60c ve NKX2.5 iceren grubun herhangi
birinden segilebilmektedir. YUk, RFP igerebilmektedir. YUk, Cre icerebilmektedir. Ylk, bir
kardiyak gen regilator ag bir Oyesini icerebilmektedir. YUk, GATA4 icerebilmektedir. Yik,
TBX5 icerebilmektedir. Yik, NKX2.5 igerebilmektedir. Yiik, BAF60c icerebilmektedir. Yik, Oct-
3/4 (Pou5fl), Sox2, Lin28, KlIf4, Nanog, Glisl veya c-Myc; veya bunlar@ kombinasyonlarnl

icerebilmektedir.

Yik; toksin, hormon transkripsiyon faktorleri, érnedin jun, fos, maks, mad, serum yanE
faktéri (SRF), AP-1, AP2, mib, MiyoD, miyojenin, ETS-kutusu iceren proteinler, TFE3, E2F,
ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ZF5, NFAT, CREB, HNF4, C/EBP, SP1, CCAAT-kutu baglaylcl]
proteinler, interferon dizenleme faktorii (IRF-1), Wilms timaor proteini, ETS-badlaycLprotein,
STAT, GATA-kutusu badlaylclproteinler, 6rnedin GATA-3, transkripsiyon faktérl, ornedin
HIFla ve RUNT, kanatllClheliks proteinler, karbamoil sintaz I, ornitin transkarbamilaz,
arginostiksinat sentazl Jargino siksinat liyaz, arginaz fumarilasetataetat hidrolaz, fenilalanin
hidroksilaz, alfa-1 antitripsin, glikoz-6-fosfataz, porfobilinogen deaminaz, faktdr VIII, faktor
IX, sistatiyon beta-sintaz, dallanm(slzincir ketoasit dekarboksilaz, izovaleril-coA dehidrojenaz,
propionil CoA karboksilaz, metil malonil CoA mutaz, glitarii CoA dehidrojenaz, beta-
glikosidaz, piruvat karboksilat, hepatik fosforilaz, fosforilaz kinaz, glisin dekarboksilaz, H-
proteini, T-proteini, bir sistik fibroz transmembran regdlatéri (CFTR) sekans[1bir distrofin
cDNA sekans[JOct-3/4 (Pou5f1), Sox2, c-Myc, KIf4, RPE6S5 Nanog ve SoxBl; veya bunlari
fragmentleri ve/Veya bunlar@ kombinasyonlaridl] iceren grubun herhangi birinden

secilebilmektedir.
Yik, protein-protein kompleksler, protein-mRNA, protein-kodlama olmayan RNA, protein-lipit

ve protein-kiiglik molekill kompleksleri gibi kolavent olmayarak baglCd] kompleksleri

icerebilmektedir. Bu tiir komplekslerin érnekleri, RISC'ler veya splisozomlar olmaktadlcl
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YUk, en az 1KDa molekiil agHiging sahip olabilmektedir. Yk, en az 5KDa molekdl adF{ng
sahip olabilmektedir. Yik, en az 10KDa molekll agiding sahip olabilmektedir. Yiik, en az
20KDa molekil aglgink sahip olabilmektedir. Yiik, en az 400KDa molekil agllgnk sahip
olabilmektedir. Yik, en az 300KDa molekil agidink sahip olabilmektedir. Yiik, yaklaskl
0.5KDa ve yaklagkl 400KDa arashda bir molekil ag[fdidnk sahip olabilmektedir. Yik, yaklagkl
1KDa ve yaklaskl 400KDa arasiida bir molekiil agiliding sahip olabilmektedir. Yiik, yaklaglkl
0.5KDa ve vaklaslkl 200KDa aras(ida bir molekiil agdidina sahip olabilmektedir. Yk, yvaklaglkl
1KDa ve yaklaskl 200KDa arasloda bir molekil agliding sahip olabilmektedir. Yiik, yaklaslkl
2KDa ve yaklaskl 300KDa arashda bir molekiil agrliging sahip olabilmektedir. Yik, yaklaskl
20KDa ve vyaklaskl 300KDa arasinda bir molekil agrligink sahip olabilmektedir. Yiik, yaklaskl
20KDa ve yaklaslkl 100KDa arasiida bir molekil agfdiding sahip olabilmektedir.

Y(kin amino asitleri igerdigi durumlarda yiik, uzunluk bakimbdan yaklaskl 20 veya yaklaskl
30,000 araslida amino asit olabilmektedir. Yiik, uzunluk bakmdan yaklagkl 20 veya
yaklagkl 10,000 arasioba amino asit olabilmektedir. Yik, uzunluk bakbhndan yaklaskl 20
veya yaklaslkl 5,000 arasioda amino asit olabilmektedir. Yiik, uzunluk bakmidan yaklaskl 20
veya yaklaskl 1000 arasida amino asit olabilmektedir. Yiik, uzunluk bakmnfHdan en azhdan
yaklaskl 20 amino asit olabilmektedir. Yik, uzunluk baklmbdan en azlhdan yaklaskl 100
amino asit olabilmektedir.

Yik, iyonik veya kovalent baglanma vasffaslyla gibi yiik-baglaylcI1 molekiile
baglanabilmektedir. Yik, iyonik veya kovalent baglanma vasltaslyla gibi protein aktar(m

alana ve/veya GAG badlaycl&lemana baglanabilmektedir.

YUk, yik baglaylclmolekiile baglanmasOgin bir eleman igerebilmektedir. Yiik, biyotin veya
alternatif olarak streptavidin igerebilmektedir. Yik, biyotinlenmis olabilmektedir. Yik, yik
bagdlaylcl ] molekiilde bir tamamlaylcl] afinite etiketine badlanabilen bir afinite etiketi

icerebilmektedir.

Bir yaplandlrinada ylk, yiik-baglaylclimolekiile baglanmaktadltl Yk, iletim molekiiliinin
imalatC3@s(nda, imalat sonrasinda, kullanim éncesinde veya kullanh slashida yik-badlaylcl]

molekule badlanabilmektedir.

YUk-baglaylcI molekiil, ylik molekilld icin bir taslycl blabilmektedir. Bir tek yiik-bagdlaylcl]
molekill baglanabilmektedir ve g¢oklu yik molekillerini taslyhbilmektedir. Yik-badlaycl]
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molekdl, bir hiicreye igsellestirme dncesinde yiikli koruyabilmektedir. Yiik-badlayclmolekdil,
bir biyotinlenmis yuk uzerinde biyotine baglanabilmektedir. Yiik-baglaylcl_molekil, niikleik-
asit bazl0 yike badlanabilmektedir. Yik-baglaylcl1 molekil, peptit-bazl(] yike
badlanabilmektedir. Yik-badlaylcl molekil, bir antikor yiike veya bunun fragmentine veya
benzerine bagdlanabilmektedir. Yiik-baglayclinolekdl, bir metal veya polimer nanopartikiil gibi
bir nanopartikiil yiike baglanabilmektedir. Yik-baglaylclImolekil, fonksiyonel olarak bir
hiicrede etkinsiz olabilmektedir ancak bir aktf yliki taslyhbilmektedir veya buna
baglanabilmektedir. Yik-baglaylclinolekdl, bir kimyasal bag molekill icerebilmektedir. Yiik-
badlaylclolekiil, bir afinite etiketi icerebilmektedir. Yiik-baglayclmolekil, bir peptit veya
protein igerebilmektedir. Yik-baglaylcdmolekil, bir mSA2 (monomerik streptavidin 2)
icerebilmektedir. Ylk-baglaylcl1molekil, LK15 gibi bir nikleik asitle etkilesen peptit
icerebilmektedir. Yik-baglaylclImolekiil, IgG baglaylclIprotein gibi bir antikor badlaylc]
molekiil igerebilmektedir. IgG badlaylclprotein, protein SpABYyi baglayan S. aureus IgG
icerebilmektedir. Teknikte uzman Kkisi, molekillerin herhangi bir uygun ciftinin veya
grubunun, aralarida yeterli baglamaya veya afiniteye sahip oldugu sadlanan yik veya ylk-
baglaycInolekil icin kullan@Bbilmektedir.

Yik ve yik-baglayclmolekiil araslidaki bag veya etkilesim, ornedin intraselliller gevrede

tersinir veya bozunur olabilmektedir.

GAG baglaylcl &leman ve protein aktarim alan[Jdogrudan kimyasal konjligasyon ile veya bir
bag molekili vaslkaslyla yilke ve/veya yik-baglaylcl Imaolekiile baglanabilmektedir. GAG
baglaylcl &leman ve protein aktarlm alan[Jdogrudan kimyasal konjligasyon ile veya bir bag
molekili vasEashda ylke baglanabilmektedir. GAG badlayc #leman ve protein aktarm alan(d
dogrudan kimyasal konjligasyon ile veya bir bag molekiilii vasfaskyla yiik-baglayclinolekiile
baglanabilmektedir. GAG baglaylcI eleman, protein aktaribh alan[ve yiik, bir tek fiizyon
molekili olabilmektedir (6rnedin bir tek peptit molekdll olarak kodlanabilmektedir ve
transkript edilebilmektedir). GAG badlaylklkleman, protein aktarmh alanClve ylk-baglaylcd
molekil, bir tek flizyon molekili olabilmektedir (6rnegin bir tek peptit molekili olarak
kodlanabilmektedir ve transkript edilebilmektedir). Protein aktarlm alanClve GAG baglaylcl]

eleman, ylik-badlayclinolekdlin ve/veya yikiin yanhda olabilmektedir.

Iletim molekiilii, uzunluk bakmMdan yaklaskl 10 veya yaklaslkl 30,000 araslda amino asit
olabilmektedir. Iletim molekiilii, uzunluk bakibdan yaklaskl 20 veya yaklask 30,000

arasiibda amino asit olabilmektedir. Iletim molekill, uzunluk bakfmbdHan yaklask 30 veya
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yaklasKl 30,000 arasfda amino asit olabilmektedir. Iletim molekill, uzunluk bakAdan
yaklaskl40 veya yaklasKl 30,000 arasda amino asit olabilmektedir. Iletim molekiilii, uzunluk
bakmmbHan yaklaskl 10 veya yaklasKl 10,000 arasihda amino asit olabilmektedir. Iletim
molekdld, uzunluk bakimindan yaklaskl 20 veya yaklagkl 10,000 arasibda amino asit
olabilmektedir. Iletim molekiili, uzunluk bak@Bdan yaklaskl 40 veya yaklasK 10,000
arasiDda amino asit olabilmektedir. Iletim molekiilli, uzunluk bakmBdan yaklask 10 veya
yaklaslKl 3,000 arasfda amino asit olabilmektedir. Iletim molekill, uzunluk bakmhmDdan
yaklas[kl 20 veya yaklaskl 3,000 arasda amino asit olabilmektedir. Iletim molekili, uzunluk
bakmidan yaklas® 40 veya yaklagkl 3,000 arasfda amino asit olabilmektedir. Iletim
molekilli, uzunluk baklmndan vyaklask! 10 veya yaklagkl 1000 araslhda amino asit
olabilmektedir. Iletim molekiill, uzunluk bak@dan yaklaskl 20 veya yaklask 1000 arasBla
amino asit olabilmektedir. Iletim molekiilii, uzunluk bak@mBdan yaklask 40 veya yaklaslk
1000 arasfta amino asit olabilmektedir. letim molekiilii, uzunluk bakmBAdan yaklagkl 40
veya yaklagKl 500 arasflda amino asit olabilmektedir. Tletim molekiilii, uzunluk bakimmkan
yaklagKl 10 veya yaklagK 500 arasBda amino asit olabilmektedir. Iletim molekill, uzunluk
bakmbdan yaklask 20 veya yaklaskl 500 araslida amino asit olabilmektedir. Iletim
molekiili, uzunluk bakimbdan yaklaskl 100 veya vyaklaslkl 3,000 arasida amino asit
olabilmektedir. Iletim molekiilli, uzunluk bakMMAdan en azlfdan yaklasK 100 amino asit
olabilmektedir.

fletim molekiilii bir tek fiizyon molekiilii olabilmektedir. Yiik, HS-GAG badlayEEleman ve
protein aktarim alanClbirlikte birlestirilebilmektedir. HS-GAG baglaylcl eleman ve protein
aktarm alanOyiikin yanda olabilmektedir. Yiik, HS-GAG badlaylclleleman ve protein

aktarm alan[bir veya daha fazla bad molekill ile birlikte baglanabilmektedir.

Iletim molekiilii, en az 1KDa molekiil agHGing sahip olabilmektedir. Iletim molekiili, en az
5KDa molekiil ag Ak sahip olabilmektedir. Iletim molekiilii, en az 10KDa molekiil agga
sahip olabilmektedir. Iletim molekiilli, en az 20KDa molekiil agne sahip olabilmektedir.
iletim molekiilii, 400KDa veya daha az molekiil agH@ah sahip olabilmektedir. iletim
molekiilii, 300KDa veya daha az molekiil agligink sahip olabilmektedir. Iletim molekiilii,
yaklasgkl 0.5KDa ve yaklaslkl 400KDa arashida bir molekll agigink sahip olabilmektedir.
fletim molekiilii, yaklaskl 1KDa ve yaklaskl 400KDa arasiida bir molekil agEHignh sahip
olabilmektedir. Iletim molekiilii, yaklaskl 0.5KDa ve yaklaslkl 200KDa arasiida bir molekil
agEll@nk sahip olabilmektedir. Iletim molekiilli, yaklagkl 1KDa ve yaklagkl 200KDa aras(na
bir molekiil agFlgiAk sahip olabilmektedir. Iletim molekiilii, yaklasKl 2KDa ve yaklas[kl
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300KDa arasfda bir molekiil agFGIAa sahip olabilmektedir. Iletim molekilii, yaklagK 20KDa
ve yaklasKl 300KDa aras@da bir molekiil agEma sahip olabilmektedir. Iletim molekiili,
yaklaskl20KDa ve yaklaskl 100KDa araslnda bir molekiil agdigink sahip olabilmektedir.

Hlcre bir insan hicresi gibi bir memeli hicresi olabilmektedir. Hiicre kanserli bir hiicre
olabilmektedir. Hicre bir kok hiicre olabilmektedir. Hucre bir mutant hiicre olabilmektedir.
Huicre, bir hiicre popilasyonunu icerebilmektedir. Hiicre populasyonu, karlskklhiicre tirlerinde
bir popllasyon olabilmektedir. Hiicre bir mezenkimal k&ék hiicre olabilmektedir. Hlicre bir
embriyonik kdk hicre olabilmektedir. Hiicre bir pluripotent kdk hicre olabilmektedir. Hicre
fonksiyonel restorasyon gerektiren bir hiicre olabilmektedir. Hiicre bir kardiyak kok hiicre
olabilmektedir. Hucre, NIH3t3, CGR8 ve HUES7 iceren grubun herhangi birinden

secilebilmektedir.

Tletim molekiilii, iletim molekiliiniin lokasyonunu tanilanmasiih ve/veya izlenmesine
yonelik bir isaretci icerebilmektedir. Isaretci, bir floresan isaretci veya bir radyoizotop
icerebilmektedir. Isaretci, mRFP1 (monomerik kEmELfloresan protein) icerebilmektedir.
isaretci, pH-duyarlCinNektarin gibi mNektarin icerebilmektedir. mNektarin, 6.9'luk bir pKa’ ya
sahip oldugundan dolayCOdmemeli hiicrelerdeki fizyolojik pH dedisikliklerini dlgmek igin
uygundur. Isaretci, avGFP'nin bir kinZHloresan protein (RFP) homologunu icerebilmektedir.
Isaretci, tetramerik Diskozoma RFP'den elde edilen Mmeyve serisi RFP'lerinden secilen bir
floresan protein icerebilmektedir. Isaretci, mMandalina, mPortakal, mKiraz, mCilek, sarCFP
Sitrin, mElma ve EtiketRFP-T'den herhangi birini icerebilmektedir. Isaretci pH-duyarl(]
olabilmektedir. Isaretci, iletim molekiiliniin hiicreye veya dokuya iletimini onaylamak GUzere
kullan@Bbilmektedir. Isaretci, hiicre-tirii spesifik olabilmektedir, drnedin isaretci, yalnZzta

spesifik hiicre tirlerinde aktiflestirilebilmektedir veya floresan GIgyayabilmektedir.

Iletim molekiili, lokasyonun sadelestirilmesi, izolasyonu, tespiti ve/veya belirlenmesinde
yardimc[blacak bir etiket icerebilmektedir. Etiket bir afinite etiket olabilmektedir. Etiket bir
peptit olabilmektedir. Etiket bir BAYRAK-etiketi / BAYRAK oktapeptidi olabilmektedir.

Iletim molekiili, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10'u iceren bir nikleotit sekansOile

kodlanabilmektedir.

Asagldeki adlmlarCceren aktarlm icin bir iletim molekiiliiniin iretilimesine yonelik bir ydntem
aclklanmaktadlr}
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(iYhlcrenin ylizeyinden GAG'a badlanabilen bir GAG badlayklJleleman; ve bir protein
aktarm alanCle bir ylkiin birlestiriimesi; veya

(ii) bir GAG badlaylcl_eleman¥e bir protein aktarim alannlCkodlayan nikleik asit ile bir
yUki kodlayan niikleik asidin bir araya getiriimesi; ve

nukleik asitten iletim molekuliina ifade edilmesi; veya

(iii) hiicrenin ylzeyinden GAG'a baglanabilen bir GAG baglaylclgéleman; ve

bir protein aktarim alanOle bir yiikiin in vitro sentezlenmesi.

GAG baglayclgleman¥e protein aktaribh alanAlRodlayan niikleik asit DNA olabilmektedir. In
vitro sentez, peptidin sivl¥eya kat(azlolcerebilmektedir. GAG baglaylcL#leman, bir HS-GAG
bagdlaylcl&#leman olabilmektedir.

Bulusun bagka bir yoniine gdére, burada istem 8'e gdre bir hiicreye bir ylkin aktarlhasni

yonelik bir yontem saglanmaktad (]

Aktarm en az yaklagkl 1 saniye silrebilmektedir. Aktarlmh en az yaklaskl 1 dakika
surebilmektedir. Aktarimh en az yaklaskl 2 dakika slrebilmektedir. Aktarlmh en az yaklaskl 10
dakika sirebilmektedir. Aktarlmh en az yaklaskl 30 dakika siirebilmektedir. Aktarlmh en az
yaklaskl 1 saat sirebilmektedir. Aktarim, 8 saat veya daha az gibi 12 saat siirebilmektedir.
Aktarim yaklaslkl 6 saat veya daha az sirebilmektedir. Aktarlmh yaklaslkl 1 saat veya 6 saat
arasiida surebilmektedir. Aktarbh yaklaskl 1 saatten daha az sirebilmektedir. Aktarim
yaklaslkl 30 dakikadan daha az slrebilmektedir. Aktarm yaklaskl 10 dakikadan daha az
strebilmektedir. Aktarlmh yaklaskl1 dakikadan daha az sirebilmektedir.

Bulusun yontemi ile veya bulugun iletim molekull ile aktarlhl(sl veya indiklenmis bir hicre
acklanmaktadlrl

Mevcut bulusun baska bir yéntine gdre, burada istem 9'a gére bir hiicre saglanmaktadlcl

Hiicre indiiklenmis bir pluripotent kok hiicre olabilmektedir.

Mevcut bulusun baska bir yonine gbére, burada istem 10a gdére bir niikleik asit

saglanmaktadlr]
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Nikleik asit DNA olabilmektedir. Niikleik asi bir vektor olabilmektedir.

Asaddakileri iceren aktarlm icin bir proteinin ifadesine y&nelik bir vektér acklanmaktad(r]

bir HS-GAG baglaylcI#leman gibi bir GAG badlaylcleélemankodlayan bir sekans; ve
protein aktarid alanblkodlayan bir sekans.

Vektdr, bir molekill kodlayan bir nikleik asit sekansflCicerebilmektedir. Vektor, OriP gibi bir
bakteriyel replikasyon elemanlierebilmektedir. Vektor, bir coklu kisElama/kopyalama bélgesi
icerebilmektedir. Vektér, glgli bir promotor icerebilmektedir. Vektdr, bir antibiyotik direng
isaretcisi gibi bir isaretci icerebilmektedir.

Ayrlca sunlarCiceren bir hiicre agklanmaktadlt! burada a¢klanan niikleik asit; veya burada

acklanan bir vektér.

Asagldakileri iceren aktarlm igin bir iletim molekilinin (retimine yonelik bir proses
acKklanmaktadri

burada aclklanan hiicreden iletim molekiiliinin ifade edilmesi; ve

iletim molekilindn blytk élglide veya kisSinen izole edilmesi veya saflastltlihas]

Iletim molekilinin izolasyonu veya saflastfmas[Jhiicre(ler)den veya hiicre siipernatandan
olabilmektedir. Iletim molekiiliniin izolasyonu veya saflastblthasd konakgO hiicre
proteininden (HCP) olabilmektedir. Teknikte uzman kisi, herhangi bir standart saflastltna

yontemi ile iletim molekillinii izole edebilmektedir veya saflastirabilmektedir.

Iletim molekili, bir memeli, bdcek, maya veya bakteriyel hiicre gibi bir hiicrede
uretilebilmektedir. Iletim molekdll, bir memeli hiicrede Uretilebilmektedir. Hiicre HeLa, CHO
veya HEK293T olabilmektedir.

Bir hiicrede yikiin aktarmh@n gelistirilmesi igin bir yikin modifiye edilmesine yonelik bir

yontem acklanmakta olup, yiike baglanan HS-GAG baglaylclélemaninl ve bir protein aktarlm
alannfnl saglanmas liermektedir.
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HS-GAG badlaylcI kleman, protein aktarmh alanClhve ylk, bir tek flizyon molekilii olarak
protein ifadesi tarafiodan saglanabilmektedir. HS-GAG badlaylc&leman, protein aktarm alan]
ve yik, kimyasal olarak bunlarid baglanmasiyla saglanabilmektedir. Kimyasal bag, kovalent
bag olabilmektedir HS-GAG badlaylcl kleman, protein aktarim alanCle yiik, drnedin SNAP-
etiket, Halo etiketi Promega) veya CLIP-etiket teknolojileri (New England Biolabs) kullanldrak

bunlarnl birlestiriimesiyle sadlanabilmektedir.

Mevcut bulusun baska bir yoniine gore, burada istem 11'e gore kullanmh saglanmaktad[t]

Ayrlch, bulusa gore bir iletim molekilini iceren bir bilesimin uygulanmaslliceren bir
hastaldinl tedavisine veya 6nlenmesine yonelik bir yontem a¢klanmaktad|r]

Ayrlca, bulusa goére bir hiicrenin uygulanmasfligeren bir hastaldiil tedavisine veya

dnlenmesine yodnelik bir ydntem agklanmaktadlr]

Mevcut bulusun baska bir ySnine gore, bir hastal@n tedavisinde veya onlenmesinde

kullanma yonelik buluga gdre bir iletim molekiili saglanmaktad(r]

Hastallk} bir veya daha fazla hiicrede bir protein eksikligi ile karakterize edilen herhangi bir
hastalkl olabilmektedir. Hastalk] bir klap rahatsE@O gibi bir kardiyak durumu
icerebilmektedir. Hastallk] farklI3strImslkék hiicrelerin uygulanmasUile tedavi edilebilir veya
onlenebilir olan bir hastallglkerebilmektedir. Hastallk] indiklenmis pluripotent kdk hiicrelerin
uygulanmaslile tedavi edilebilir veya énlenebilir olan bir hastall@licerebilmektedir. Hastallk]
protein indlksiyonu ile tedavi edilebilir veya dnlenebilir olan bir hastal @cerebilmektedir.
Tedavi, kalp dokusunun rejenerasyonunu veya kalp dokusu fonksiyonunun restorasyonunu

icerebilmektedir. Hastallklkanser veya kas distropisini igerebilmektedir.

Iletim molekiilii, (a) diiz kas hiicre proliferasyonu ve/veya migrasyonunun inhibe edilmesi;
(b) duz kas gevsemesinin tegvik edilmesi; (c) kalp kashHa kasltha hzlnlnl arttiflthas[](d)
kalp kas[lgevseme hEInnl arttltIthas(](e) yara iyilesmesinin tesvik edilmesi; (f) yara izi
olusumunun azaltlthas1{g) fokal yaplsimalarinl bozulmas[J(h) aktin polimerizasyonun regile
edilmesi; veya (i) intimal hiperplazi, stenoz, restenoz, ateroskleroz, diz kas hiicre timorleri,
diiz kas spazm[Janjina, Prinzmetal’in anjinas{koroner vasopazm), iskemi, felg, bradikardiya,
hipertansiyon, pulmoner (akciger) hipertansiyonu, astloh (bronkospazm), hamilelik toksemisi,

pre-term dodum, pre-eklampsi/eklampsi, Raynaud hastal@veya olay[] hemolitik-Gremi,
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oklazif olmayan mesenterik iskemi, anal fislir, akalasi, impotens, kadonda cinsel heyecan
bozuklugu (FSAD), migren, diiz kas spazm[Ole iligkil iskemik kas yaralanmas[Jvaskiilopati,
drnegin transplant vaskilopati, bradiaritmi, bradikardiya, konjestif kal yetmezligi,
sersemletilmis miyekardiyum, pulmoner hipertansiyon, muskiler distropi, kanelopati ve
diastolik disfonksiyondan bir veya daha fazlaslll tedavi edilmesi, dnlenmesi veya inhibe

edilmesine yonelik kullanI3bilmektedir.

Mevcut bulusun bagka bir yoéniine gére, burada istem 13’e gbre bir selliler fonksiyonun

modifiye edilmesine yonelik bir yéntem sadlanmaktadItl

Hucre kiltar /n vitro olabilmektedir.

Burada acgldanan bir iletim molekdliniin bir kok hiicresine aktarmOile bir hiicrenin

farkl[dsmasalnl indiiklenmesine yénelik bir yontem a¢klanmaktad|(t]

Kok hiicre bir kardiyak kék hiicre icerebilmektedir. Iletim molekiilii GATA4 veya TBX5

icerebilmektedir.

Mevcut bulusun baska bir yénine gére, burada istem 14'e goére bir bir pluripotent kik
hiicresinin indiiklenmesine yonelik bir yontem saglanmaktad@ Iletim molekiili, Oct-3/4
(Pou5f1), Sox2, Lin28, KIf4, Nanog, Glisl veya c-Myc; veya bunlar kombinasyonlarnl]

icerebilmektedir.

Ayrlch, burada aglklanan bir birinci iletim molekllinin bir kardiyak kék hiicresine aktarmhbe
burada agklanan bir ikinci iletim molekllinin kardiyak kok hiicresine aktarmOle kardiyak
farklldsmas(nlnl indiiklenmesine ydnelik bir yontem acgklanmaktadlr] burada birinci iletim
molekull, GATA4 icermektedir ve ikinci iletim molekdla TBXS icermektedir.

Bir kék hicrenin kardiyak farklldgsmashinl indiklenmesine yonelik yontem, GATA4, TBX5,
NKX2.5 ve BAF60c iceren grubun herhangi birinden segilen bir ylki igeren bir veya daha
fazla fUzyon proteininin aktarmbllcermektedir. Bir kdk hlcrenin kardiyak farkll@dsmas(nlnl
indiklenmesine yonelik yontem, kardiyak gen regilatér agminl bir proteinini igeren bir veya
daha fazla flizyon proteininin aktarmnllicermektedir. Kardiyak kék hlcreye aktarim es
zamanlDbeya slrallolabilmektedir.
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Mevcut bulusun baska bir yodniine gore, burada istem 15% gdre bir farmasotik bilesim

saglanmaktad(r]

fletim molekiilii, mikropinositik vesikiillerden iletim molekiiniiniin serbest bAkIhashnl
tesvik edilmesine ydnelik bir vesikil serbest bfakma ajanTinevcudiyetinde aktarldbilmektedir
veya bunla birlikte uygulanabilmektedir. Vesikiil serbest blrdkma ajan[d klorokuin
icerebilmektedir. Klorokuin konsantrasyonu, yaklaskl 1uM ve vyaklaskl 100uM arasibda

olabilmektedir.

Mevcut bulusun baska bir yonine gdre, mevcut bulusa gore bir iletim molekilu
saglanmaktadlr] burada yik, burada agKlanan istem 16'ya gore hiicre gérintilenmesinde

kullanima yénelik bir nanopartikil icermektedir.

Nanopartikill metal veya polimer icerebilmektedir. Nanopartikil, bir cubuk olabilmektedir.

Ayrlch, bulusa goére bir iletim molekdlindn bir hicreye iletimini iceren gen terapisine yonelik

bir yontem agklanmaktadlr) burada yiik, nikleik asit icermektedir.

Avantajl [bir sekilde aktarlm, gercek zamanda izlenmektedir veya izlenebilmektedir.

fletim molekiilii, spesifik hiicre tiirlerini hedefleyecek (baska bir deyisle yiikii iletecek) sekilde
diizenlenebilmektedir. Uygun bir GAG baglaycL&leman, hiicre yilizeyinden karslkl gelen GAG

tlriine sahip bir spesifik hiicre popiilasyonunu hedefleyecek sekilde secilebilmektedir.

Teknikte uzman kisi, bulusun bir yaplandrinashilnl veya yoniiniin istede bagl[Hzelliklerinin,
uygun gorildigi takdirde bulusun diger yapl@ndiinalar ve yodnlerine uygulanabilir

olabilecedini anlayacakt(t]

Bulusun yapl@ndlrinalar[Jburada yalnlzta 6érnek olarak ekli sekillere atlffa bulunularak daha
ayrntIhir sekilde agKklanacaktlr]

Sekil 1 Pluripotent Hiicrelerde Verimsiz Protein Iletimi. (@) Protein iletiminin verimliligini
belirlemek icin olusturulan proteinlerin semaslmR, temel aktarmXemsil eden kdth bir
sekilde aktaran kontrol proteini olarak mFRP’dir. mR-8R aktarm Rolaylastfinak igin sekiz
Arjinin kallntBInnl (8R) bir C-terminali flizyonuna sahip mRFP'dir. (b) mR-8R etkili bir
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sekilde NIH3t3 hicrelerine aktarmaktadlE] Standart ortam kosullardda on iki saat
boyunca mR veya mR-8R (100pg/ml) ile tedavi edilen NIH3t3 hicrelerinin floresan
mikroskopi gériintiileri. Olcek cubugu, 100um. (€) mR-8R insan ve fare embriyonik kok
hiicrelerine (slfaslyla HUES7 ve CGR-8), insan taraflddan indiklenmis pluripotent koék
hiicreleri (IPS2) ve fare kardiyomiyosit hicre hattlne (HL1) verimsiz bir sekilde
aktarmaktadltl Hucre tipi spesifik ortam kosullarbda on iki saat boyunca mR-8R
(100pg/ml) ile tedavi edilen ¢oklu hiicre hatlarnl floresan mikroskopi gériintdleri. Olcek
gubudu, 100um. (d) FarkiCdiozajlarda mR-8R (0, 1, 5, 10, 20, 50 ve 100ug/ml) ile tedavi
edilen ¢oklu hiicre hatlard yirmi dort saat boyunca ak[slsitometri analizleri. (e) Yirmi
dort saat boyunca 100ug/ml dozun aklsl sitometri analizleri. Grafikler, ilgili floresan

birimleri (R.F.U) gdstermektedir. Hata cubuklarlds.d. gdstermektedir.

Sekil 2 P21, PTD-aracllaktarlm[gelistirmektedir. (@)} Hicrelere protein iletiminin
verimliligini gelistiren alanlar tarandktan sonra olusturulan proteinlerin semasldmR ve
mR-8R Sekil 1'de acKlanmaktadl P21-mR, heparin-badlaycl EGF'nin (HB-EGF) P21
alanb bir Atterminal flizyonuna sahip mRFP'dir. P21-mR-8R, P21in N-terminal
fuzyonuna ve 8R'nin C-terminal flizyonuna sahip mRFP'dir. (b) P21'in mR-8R'ye flizyonu,
NIH3t3 hicrelerine aktarm[dnemli élclide gelistirmektedir. Standart ortam kosullarinda
on iki saat boyunca proteinler (20ug/ml) ile tedavi edilen NIH3t3 hiicrelerinin floresan
mikroskopi gériintiileri. Olcek cubugu, 100pm. (¢) P21-mR-8R insan ve fare embriyonik
kdk hticrelerine (skihsida HUES7 ve CGR-8), insan taraflddan indiiklenmig pluripotent kok
hiicreleri (IPS2) ve fare kardiyomiyosit hiicre hatthh (HL1) verimli bir gekilde
aktarmaktadr] mR-8R'nin aklslsitometri analizleri, on iki saat boyunca proteinler mR-8R
(20ug/ml) ile tedavi edilen hicre hatlarm¥yerimsiz bir sekilde aktarmistlcl (d) P21-mR-
8R baslanglcta hicre membranlarUile gigl bir sekilde etkilesime girmektedir ve
kademeli olarak perinlkleer olarak aktarmaktadlel Ya 1 saat boyunca P21-mR-8R
(20ng/ml) ile tedavi edilen NIH3t3 hicrelerinin floresan (iist) ve konfokal lazer tarama
mikroskopi (alt) gérintileri, 1 saatlik ykbhma ve bir ilave 5 saatlik inklibasyon {serumsuz
ortamda) veya 6 saatlik islem. Hicreler, serumsuz ortamda 1 saat boyunca dnceden
inkiibe edilmistir, serumsuz ortamda istenilen siire boyunca aktarltstE] Olcek cubuklar(]
50um (Ust) ve 10um (alt). {e) P21 ve B8R tarafldkan aracllkl edilen aktar(m @l
gelistirilmesi, Tripsin proteolizis taraflodan etkilenmektedir. 1 saat boyunca proteinler
(20ug/ml) ile tedavi edilen ve ilave 5 saat boyunca Tripsin ile 10dk dn-sinidirim olarak
veya olmadan inklibasyon (serumsuz ortamda) vapldn veya proteolitik olmayan hiicre

¢OzUlme ¢ozeltisi (CDS) ile tedavi yapldn NIH3t3 hdcrelerinin aklsl sitometri analizleri.
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Hucreler, serumsuz ortamda 1 saat boyunca énceden inkiibe edilmigtir, Tripsin ile tedavi
edilmistir ve 1 saat boyunca serumsuz ortamda aktar(h(stk]l (f) P21-barbd(an
proteinlerin hiicre yuzey etkilesimi, Tritonx100 iglemi ile bozulmaktadlr] 1 saat boyunca
proteinler (20ug/ml) ile tedavi edilen ve ilave 5 saat boyunca Tripsin ile PBS veya PBS
barnddn hacim cinsinden %0.1 Tritonx100 (Tx100) ile 10dk &dn-tedavi olarak veya
olmadan inklibasyon {serumsuz ortamda) yaplan NIH3t3 hiicrelerinin aklsl sitometri
analizleri. Hicreler, serumsuz ortamda 1 saat boyunca énceden inkiibe edilmistir, PBS
veya Tx100'e sahip PBS ile tedavi edilmistir ve 1 saat boyunca serumsuz ortamda
aktarlhst Hata ¢ubuklarlds.d. gostermektedir.

Sekil 3 P21 Heparine ve hiicre ylizeyine (HS-GAG) dogrudan badlanmaktadll (a)
Aktarm shasida ortamda ¢bzinlr Heparin, hiicre membran etkilesimini inhibe
etmektedir ve P21-bardddn proteinlerin aktarmmlnhibe etmektedir. 0 veya 50 pg/ml
Heparin barlbd@dn serumsuz ortamda 6 saat boyunca P21-mR-8R (20ug/ml) ile tedavi
edilen CGR-8 hiicrelerinin floresan mikroskopi gériintileri. Olcek cubugu, 100pm. {b)
Aklsl sitometrisi, serumsuz ortamda bir dizi GAG (50ug/ml) ile veya bu olmadan 6 saat
boyunca P21-mR-8R (20pg/ml} ile tedavi edilen NIH3t3 hacrelerini analiz etmektedir. CS,
Kondroitin sdlfattlcl Hicreler, serumsuz ortamda 1 saat boyunca &nceden inkibe
edilmistir ve GAG'ar ile veya bunlar olmadan serumsuz ortamda 6 saat boyunca
aktarlmigtle] (c-d) Heparinin yalnlzta sekiz dozu, 8R aktivitesini inhibe etmektedir, oysa
P21 aktivitesi (c) NIH3t3 hiicreleri ve {d) CGR-8 hiicrelerindeki Heparine badl[blarak
dozu engellenmektedir. (e) ve (f) Hicre yiizeyi Heparan sulfat, verimli P21-aracll]
protein iletimi igin gereklidir. FCS barlndirdn Heparan sulfatlar[/Heparin, P21 araclll
aktarmOinhibe etmektedir ancak ayrlch hicre vylizeyi GAGlarOdedistirmektedir ve
Heparan slilfat bak(mhidan eksik hiicrelerde P21-aktarbhnb aracllkletmektedir. %0 veya
20 FCS barldlran serumsuz ortamda 6 saat boyunca P21-mR-8R (20ug/ml) ile tedavi
edilen CGR-8 hiicrelerinin ve EXTI-/- mESC'nin floresan mikroskopi goriintiileri. Olcek
cubudu, 100 um. Hata cubuklar[Is.d. gdstermektedir.

Sekil 4 Cre Rekombinazil GET / HETD-aracllnikleer iletimi. (@) Cre aktivitesini
hiicrelerde belirtmek igin clusturulan yaphln semasld /oxP alanlarCkarafiidan yandan
kusatll@n bir transkripsiyonel DURDURMA bdlgesinin cre-aracllleksizyonu, eGFP'nin
temel ifadesini indiiklemektedir. Pr, promotdr; pGal, p-galaktosidaz; Neo, Neomisin
fosfotransferaz. NIH3t3 LSL-eGFP hiicre hatt[INIH3t3 hiicrelerinin transfeksiyonu ve
secimi ile olugturulmugtur. (b) Tedavi gérmemis NIH3t3 LSP-eGFP hcrelerinde veya
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SIN Cre lentivirls ile aktarlmhiglhiicrelerin eGFP ifadesi. Sol taraf, floresan mikroskopisini
gostermektedir ve sad taraf eGFP ifadesinin ak[s] sitometri histogramlfostermektedir.
Olcek cubugu, 50um. (€) NIH3t3 LSL-eGFP hiicrelerinde Cre aktivitesinin test
aktar(n semaslHucreler, 1 saat boyunca Cre proteinleri ile aktarlthistlr) analizlerden
2 gun once ykbnmElld ve kiltlirlenmistir. (d-e) P21-mR-Cre-8R verimli bir sekilde
aktarlmaktadflve DNA'y[birlestirmektedir. (d) Floresan mikroskopisi, bir dizi dozajda
Cre-ile aktar@h(S] NIH3t3 LSL-eGFPYi gdriintiilemektedir. Olcek cubudu, 50um. (e) Bir
dizi dozajda (0, 1, 10, 100 ve 500pg/ml) mR-Cre, mR-Cre-8R ve P21-mR-Cre-8R ile 1
saat boyunca aktarlmislve ykbnmislve 2 gin boyunca kultirlenmis NIH3t3 LSL-eGFP
hicrelerinin aklslsitometri analizleri. Grafik, %rekombinasyonu (bagka bir deyisle toplam

hiicre popilasyonundan eGFP+ve'nin %!’si). Hata qubuklarlJs.d. gbstermektedir.

Sekil 5 NEO’nun GET / HETD-araclletimi fare embriyonik fibroblastlarda antibiyotik-
direnci kolaylastirtnaktadlcl (a) Fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicrelerinde aktarImlsl
NEO'nun (Neomisin Fosfotransferaz) antibiyotik-direng aktivitesi testinin semas[]MEF
hicreleri (300,000), glnlik taze ortamla beslenerek 3 gin boyunca hacim cinsinden
%10 FCS ve P21-mR-NEO-8R (0, 10 veya 100ug/ml) barlbditan DMEM'de
kiltirlenmistir. Sonraslta bir ilave 3 glin boyunca giinliik taze ortam ile beslenerek G-
418 eklenmistir. (b-e) P21-mR-NEQ-8R, antibiyotik-direng vererek MEF ve NIH3t3
hiicrelerini G-418 seciminden kurtarmaktadlr]l (b-c) P21-mR-NEO-8R, G-418 se¢imi
altda MEF’lerin canlCkiiltlrlerini stirdirmektedir. {(b) SIN NEO ile tamamland(dinda
(NEO'yu aslrTifade etmek igin) veya P21-mR-NEQO-8R ile aktarlddinda ve G-418 (0, 75,
150 veya 300pg/ml) ile segildiginde MEF hiicre saySL1(c) 150pg/ml dozunda G-418 igin
MEF hiicre sayBldHata cubuklar[Js.d. gostermektedir. (d-e) P21-mR-NEQ-8R, G-418
secilmis MEF ve NIH3t3 hicrelerinde canllfltesvik etmektedir. {d) Tripan Mavi boya
kullanBrak canlCMEF hiicrelerinin ylzdesinin miktar tayini. (e) CANLI/OLU boyama
kullan@@rak canllK baklmhlbdan degderlendirilen 150ug/ml G-418 ile segilmis NIH3t3
hiicrelerini  floresan mikroskopisi. Olcek c¢ubugu, 100 pm. Hata cubuklarld s.d.

gostermektedir.

Sekil 6 NANOG'un GET / HETD-aracllllletimi, fare Embriyonik Kok hicrelerinin kendi
kendine yenilenmesini tesvik etmektedir. (a) CGR-8 hiicrelerinde aktarlmhisl NANOG'un
test aktivitesinin semas[JHlcreler, ¢ ardsIk giin boyunca (1 gegcis, 1:3 ayrk) P21-mR-
NANOG-8R proteinleri ile (0, 1, 10 ve 50pg/ml) ile 1:3 aktarltstirlve P21-mR-NANOG-
8R ile ancak LIF olmadan (-LIF) blylime ortam[mb plakalanmgtE] Hicreler, -LIF ortam@Bld
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barmdEdn P21-mR-NANOG-8R ile ginlik beslenmigtir ve 2 gegig icin her 3 giinde 1:3
gecirilmistir (toplamda 3 gecis -LIF) {b) P21-mR-NANOG-8R, baglCbir sekilde LIF
bulunmayan mESC'lerin kendi kendine yenilenmesini kurtarmaktadlt] P21-mR-NANOG-8R
ile tedavi edilmis ve LIF'den vazgecildigi CGR-8 hiicrelerinin alkali fosfataz (AP)
boyamas[JAP aktivitesi ve koloni morfolojisi, LIF'de veya LIF olmadan kiiltirlenmis CGR-
8 hiicrelerinde muhafaza edilmektedir ancak SIN NANOG ile ilave edilmektedir (NANOG'u
aslifade etmek icin) veya P21-mR-NANOG-8R ile aktar(haktadlt] Olcek cubugu, 100
um. (c) P21-mR-NANOG-8R, bagmlCbir sekilde LIF dozu bulundurmayan mESC'lerin
proliferasyonunu siirdiirmektedir. LIF olmadan kiltirlenmis CGR-8 hiicrelerinin sayEhinl
yuzdesine karsCgegitte LIF (% -LIF/+LIF) ile kdltirlenmis olanlar@ ylzdesi. LIF-
bulunmayan CGR-8 kdiltiirlerinin proliferasyonu, SIN NANOG ile ilave edildiginde
{NANOG'u aslllifade etmek igin) veya P21-mR-NANOG-8R ile aktarld@nda tesvik
edilmektedir. Hata c¢ubuklarld s.d. gostermektedir. (d) LF-bulunmayan kiltirlerde
NANOG-bagmlCkurtarim, daha epiblast-benzeri bir gen ifade profilini Uretmektedir.
Niceliksel PCR (QPCR) kullan@@rak LIF-bulunmayan CGR-8 kiiltirlerinin ilgili gen ifade
analizleri. SIN NANOG ile ilave edilmis (NANOG'u asgltLifade etmek icin) veya P21-mR-
NANOG-8R ile aktarIhSlkiltlrler, Fgf5 ifadesini artticinStlr) Rex! ifadesini azaltmGtive
Oct4 ifadesini surdirmektedir. Hata cubuklar(Is.e. gdstermektedir.

Sekil 7 MYODun GET / HETD-aracliletimi, Insan Embriyonik Kok hiicrelerinin
Miyojenik farkl[@smashltesvik etmektedir. (@) HUES7 hicrelerinde aktarlthslMYOD'un
farklldsma aktivitesi testinin  semas[d] HUES7 hiicreleri, jelatinlenmig plastige
plakalanmlst] ve hacim cinsinden %10 FCS barbdrdn DMEM'de kiiltiirlenmistir.
Hucreler, hacim cinsinden %10 FCS ve P21-mR-MYOD-8R (0, 1, 5, 10 veya 50ug/ml)
barindrdn DMEM ile 7 gin boyunca gunliik beslenmistir. Ortam, sonrasinila hacim
cinsinden %2 At serumu (HS), Insan rekombinant Insiilini ve P21-mR-MYOD-8R
barbdtan DMEM’ye degistirilmistir ve 3 glin boyunca glinlik beslenmistir. (b-f) P21-
mR-MYOD-8R, HUES7 hicrelerinin  miycjenik farklISamashl] ¢ok g¢ekirdeklenmis
Miyotiiplere tahrik etmektedir. (b) SIN MYQOD ile ilave edilen (MYOD'u asltLifade etmek
icin) veya P21-mR-MYOD-8R ile aktarl@n miyojenik rejim altlda kultlirlenen HUES7
hiicrelerinin [5lk] mikroskopisi. Uzatlh(s! kaynasmIis! Miyotlipler ve tek miyositler, SIN-
MYOD veya yiiksek dozlarda P21-mR-MYOD-8R ile iretiimektedir. Olcek cubugu, 100
um. (c) Insan embriyonik kék hiicrelerinin MYOD-bagl|Ciniyojenik farklBsmasNiceliksel
PCR (QPCR) kullan@rak HUES? kultlrlerinin ilgili gen ifade analizleri. SIN MYOD ile ialve
edilen (MYOD'u asklifade etmek igin) veya P21-mR-MYQOD-8R ile aktarl@n kultirler,
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endojen MYOD ifadesini ve iskelet kas-spesifik ACT7A! ifadesini arttfin(stE] Hata
cubuklar(] s.e. gostermektedir. (d-e) P21-mR-MYOD-8R farklldsmls] hicreler ¢ok
cekirdeklenmektedir. (d) PI boyas[kullan@rak hiicre baslnk ortalama gekirdek say(sInlnl
miktar tayini. Hata cubuklar(ds.d. gdstermektedir. (e) P21-mR-MYOD-8R (50ug/ml} ile
farkl@stEn ve ¢ekirdek boya DAPI ile boyanan HUES? hicrelerinin floresan mikroskopi
gorintileri. Olcek c¢ubugu, 50um. (f) P21-mR-MYOD-8R farkl@smiSl hiicreler,
MYOGENIN pozitifti. Immiinofloresan-etiketleme kullanl@rak MYOGENIN pozitif
hiicrelerin y(izdesinin miktar tayini. Hata cubuklar(s.d. gdstermektedir.

Sekil 8 PTD-proteinleri, Pluripotent hiicrelerine baglanmaktadidancak k&tl bir sekilde
aktarmaktad el Hicreler ile inkiibasyon sonrasifa kalan floresan proteini belirlemek igin
ortaml florometrisi. mR-8R, serumsuz ortamda 20pg/ml’ye seyreltilmistir ve 1 saat (a)
veya 12 saat (b) boyunca 6 kuyucuk plakasloida konflient NIH3t3, MEF, CGR-8, HUES?
veya IPS2 ile 1 ml/kuyucuk inkibe edilmigtir. Floresan on-inkiibasyon, birimlerin ve
ckbrldn ortamll temel serumsuz ortamlnl %1000 olarak tahsis edilmistir. Hata

cubuklarfls.d. gbstermektedir.

Sekil 9 P21, dodgrudan Heparine baglanmaktadlc]l Heparin-sefaroz boncuklarClile
inkiibasyon sonraslnda kalan floresan proteinini belirlemek igin florometri. Rekombinant
proteinler, serumsuz ortamda (20ug/ml) seyreltilmistir ve 50ul Heparin-sefaroz ile
ddnerek 1 saat boyunca 37°C'de 1ml/tlip inkiibe edilmistir. Floresan oOn-inkiibasyon,
birimlerin ve ¢lkhrlan ortam(nl temel serumsuz ortam(nlnl %1000 olarak tahsis edilmistir.

Hata cubuklar[Is.d. gostermektedir.

Sekil 10 Alan konum protein varyantlar@i GET / HETD-araclletimi. (@) Hicrelere
protein iletiminde alan konumunun etkisini test etmek igin olusturulan proteinlerin
sematigi. (b) Herhangi bir yonelimde P21 ve 8R ila mR'nin flizyonu aktar(mCbiiyiik
Olclide gelistirmektedir. On iki saat boyunca protein varyantlarlX20ug/ml) ile inklbe
edilen NIH3t3 ve HUES7 hicrelerinin aklsl sitometri analizleri. Hata c¢ubuklarld s.d.

gostermektedir.

Sekil 11 PTD protein varyantlarilnl GET / HETD-araclllletimi. {(a) Hiicrelere protein
iletiminde P21'in dider PTDler Gzerindeki artan etkisini test etmek icin olusturulan
proteinlerin sematidi. 8R is RRRRRRRR (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 19), TAT, HIV-1
TAT protein RKKRRQRRR {SEKANS KIMLIK NUMARASI: 20) olmaktadlr) 8K, KKKKKKKK
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olmaktadt)] 8RQ, RQRQRQRQ olmaktadE] (b) P21 ve herhangi bir PTD'nin mR'ye
fuzyonu, aktarm[C&iddi derecede artlcinaktad(rl On iki saat boyunca protein varyantlar(]
(20ug/ml) ile inklbe edilen NIH3t3 ve HUES? hicrelerinin aklslsitometri analizleri. Hata
cubuklarl s.d. gostermektedir.

Sekil 12 PTD-aracllletim, serbest Heparin ve Kondroitin stilfat ile inhibe edilmektedir.
serumsuz ortamda bir dizi GAG (50pg/ml) ile veya bu olmadan 6 saat boyunca mR-8R
(20pg/ml) ile tedavi edilen NIH3t3 hiicrelerini n aklgl sitometri analizleri. CS, Kondroitin
sulfattlc] Hucreler, serumsuz ortamda 1 saat boyunca onceden inklbe edilmistir ve
serumsuz ortamda GAG'lar ile veya bunlar olmadan 6 saat boyunca aktarlm(stlr] Hata

gubuklarl1s.d. gostermektedir.

Sekil 13 GET / HETD-Protein iletimi, GAG-barldldn FCS, Heparinaz tedavisi ve

rekabetci ¢ozlinebilir Heparin tarafiddan inhibe edilmektedir. (a-b) Heparinaz ile

onceden tedavi edilmis aktarlths] hiicrelerin akls]sitometrisi. {@) NIH3t3 hicreleri, farklid
miktarlarda Heparinaz III (0, 0.01, 0.1 veya 1 U/ml) ile 1 saat boyunca serumsuz

ortamda dnceden inkiibe edilmigtir ve 12 saat boyunca mR veya P21-mR-8R (serumsuz

ortamda 20ug/ml} barbkdlcdn Heparinaz III ile aktar@histic] (b) NIH3t3 hiicreleri, farkid
miktarlarda Heparinaz III ile 1 saat boyunca serumsuz ortamda onceden inkiibe

edilmistir ve Heparinaz III ve farklCimiktarlarda FCS (hacim cinsinden %0, 1 veya 10)

bartifan P21-mR-8R (20ng/ml) ile 12 saat boyunca aktarl(stkl (¢) NIH3T3 hiicreleri

farkiIDkonsantrasyonlarda FCS veya P21-bagdlaylclmalzeme icin tlketilmis FCS'de

aktarmis] NIH3t3 hicrelerinin akEl sitometrisi. NIH3t3 hicreleri, 1 saat boyunca

serumsuz ortamda onceden inkibe edilmistir ve farklCiiktarlarda FCS (hacim cinsiden 0,

0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10 veya 20) barlbdlrdn P21-mR-8R (20ug/ml) ile 6 saat boyunca

aktarmhtle] (d) Coziiniir Heparinin eklenmesi ile %10 FCS veya %10 P21 baglay(cl-]
tiketilmis FCS'de aktarlm(sINIH3t3 hicrelerinin akglsitometrisi. NIH3t3 hiicreleri, 1 saat

boyunca serumsuz ortamda dnceden inkiibe edilmistir ve FCS'nin bir tlrinig ve farkiO
miktarlarda c¢oziinlr Hepatini {0, 0.1, 0.5, 1, 2, 5 veya 50 pg/ml) baribdiran P21-mR-8R

(20pg/ml) ile 6 saat boyunca aktarhistc]l Hata gubuklar(Js.d. gdstermektedir.

Sekil 14 GET /HETD-aracllletim, HS-GAG sentez inhibittér Sodyum Klorat tarafiodan
inhibe edilmektedir. Akl sitometrisi, serumsuz ortamda Sodyum Klorat (SC, 20mM} ile
veya bu olmadan 6 saat boyunca P21-mR-8R (20ug/ml) ile tedavi edilen NIH3t3

hicrelerini analiz etmektedir. Hicreler, serumsuz ortamda 1 saat boyunca SC ile veya bu
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olmadan dnceden inkiibe edilmistir ve serumsuz ortamda 6 saat boyunca SC ile veya bu
olmadan aktarlhistlc] Hata cubuklar(3s.d. gostermektedir.

Sekil 15 GET / HETD'leri transjenik sistemlere klyhsla daha vylksek intrasellller
duzeylerde yuk iletimini gerceklestirebilmektedir. (@) FarklCHozlarda mR-8R veya P21-
mR-8R (serumsuz ortamda 0, 10, 20, 50, 100 veya 200ug/ml) ile 6 saat boyunca
aktarlan NIH3t3 hiicrelerinden Uretilen ekstraktlara klyhsla NIH3t3 mR'den (SIN mR ile
aktarlhls] transjenik NIH3t3 hicreler) Gretilen ¢ozinir ekstraktlarid florometrisi {b)
Farkl[Hozlarda mR-8R veya P21-mR-8R {serumsuz ortamda 0, 10, 20, 50, 100 veya
200ug/ml) ile 6 saat boyunca aktarlth[GINIH3t3 hiicrelerinden Uretilenlere kiyhsla NIH3t3
mR'nin (SIN mR ile aktarlthis! transjenik NIH3t3 hiicreleri) aklsl sitometrisi. Floresan,
tedavi gdrmemis NIH3t3 hiicrelerine normallestiriimektedir. Hata cubuklar(d s.d.
gostermektedir.

Sekil 16 GET / HETD-etiketli proteinler, verimli aktarlm ile kiiltlir ortamibdan hZCbir
sekilde tiiketiimektedir. (a-b) Hiicreler ile inkiibasyon sonrasida kalan floresan
proteinini belirlemek icin ortaminl florometrisi. Rekombinant proteinler, serumsuz
ortamda 20ug/ml’ye seyreltilmistir ve 12 saat boyunca 6 kuyucuk plakashda konfliient
NIH3t3 ile 1 ml/kuyucuk inklibe edilmistir. Floresan én-inkiibasyon, birimlerin ve ¢kirlan
ortam@ temel serumsuz ortamminl %100°U olarak tahsis edilmistir. (@) 12 saat icinde
killttir ortamdan rekombinant proteinlerin HUES7-araclldieplesyonu. {b) 12 saat icinde
kiltlir ortamdan rekombinant proteinlerin NIH3t3-aracllll deplesyonu (¢) Farkid
zamanlar icin rekombinant proteinler (20ug/ml) NIH3t3 hicrelerin inkiibe edilmesiyle
T1/2 deplesyonu hesaplanmistlr)] Cubuk tablo, aglklanan sistemde baslanglcl
konsantrasyonunu vyarlyh indirmek igin rekombinant proteinin tiketilmesi icin gerekli

sireyi (saat) gdstermektedir. Hata cubuklarlls.d. gostermektedir.

Sekil 17 HERD-aracllllCre Rekombinaz c¢ekirdek aktivitesi, vesikil kagsLlile tegvik
edilmektedir ancak makropinositoz veya kolesterol deplesyonun inhibitdrleri ile
baskldnmaktadlcl NIH3t3: LSL-eGFP hicreleri, serumsuz ortamda (ilaglar ile veya
olmadan) dnceden inkiibe edilmistir, serumsuz ortamda (ilaglar ile veya olmadan) 1saat
bayunca Cre proteinleri (mR-Cre: 100ug/ml veya P21-mR-8R: 10ug/ml) ile aktarlimlstlr)
ykhnmstirlve analizlerin oncesinden 12 saat boyunca tam blylime ortam(nda (ilaglar ile
veya olmadan) ve bir ilave 36 saat boyunca tam blyime ortaminda kiltirlenmistir. (a)
Metil-B-siklodekstrin (kolesterolii tilketmek Uzere kullanltaktadk), Cre aktarimBblve
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rekombinasyonu inhibe etmektedir. (Methil-{B-siklodekstrin dozlar(10, 1 2 ve 5 mM
olmustur). (b) Nistatin (kolesteroli ayr@f] tutan bir ilag), Cre aktarmbOd ve
rekombinasyonu inhibe etmektedir. (Nistatin dozlar[D, 10, 20 ve 50ug/ml olmustur).
(c)Amilorit (makropinositoz icin gerekli Na*/H* dedisiminin spesifik bir inhibitorii), Cre
aktarm e rekombinasyonu inhibe etmektedir. (Amilorit dozlar(D, 1, 5 veya 10mM
olmustur). {(d)Sitokalasin D (bir F-aktin uzama inhibitdri) Cre aktarmbl ve
rekombinasyonu inhibe etmetedir. (Sitokalasin D dozlar[®, 1, 5 ve 10uM olmustur) (e)
Klorokuin, endozomal vesikillerden Cre serbest blklhashltesvik etmektedir ve
rekombinasyonu arttfaktad(d] (Klorokuin dozlar(J0O, 10 ve 100uM olmustur). (f)
Milimetre miktar bashh pikofram, gelistiriimis cesikil kagsllile rekombinasyonu
indilklemek igin gereklidir. Aktarlmlisl P21-mR-Cre-8R'nin dozu, sonrasioda Klorokuin
mevcudiyetinde 1 saatlik inkiibasyon ile on kat seyreltide (0-100ug/ml) degistirilmistir.
Tim veirler, maksimal rekombinasyonun %/si olarak gosterilmektedir. Hata gubuklar(]

s.d. gostermektedir.

Sekil 18 GET / HETD-aracllaktarim, genel selliiler makropinositozu arttifinaktad(rl
70kDa FITC-Dekstran ile inklibe edilen ve rekombinant proteinler ile aktar@n hiicrelerin
akls] sitometrisi. NIH3t3 hicreleri, 1 saat boyunca serumsuz ortamda énceden inkiibe
edilmistir ve 70kDa FITC-Dekstran {nétral} bar@dn mR, P21-mR, mR-8R veya P21-
mR-8R (serumsuz ortamda 20pg/ml) ile 1 saat boyunca aktar It stle] Hata ¢ubuklar(ls.d.

gtstermektedir.

Sekil 19 Protein olmayan Yiklerin GET’si. {a) Biyotinlenmis yiklerin monomerik
streptavidin (mSA2) kullan@@rak GET'si. (i) Biotinlenmis yiikleri badlamak ve aktarmak
{izere tasarlanan mSA2 proteinlerinin sematigi. P21-8R, bir etkilesime girmeyen kontrol
olarak, mSA2, bir aktarld olmayan kontrol ve P21-mSA2-8R test proteini olarak
kullanlih(stlr]l (ii) Aktiviteyi test etmek (zere kullanldn bir FITC-konjlige ikincil {2°)
antikora {Tavsan anti-fare; Rb oMu) badlanan bir biyotinlenmisg birincil {1°) antikorun
(Keci anti-tavsan; GtaRb) antikor (Ab) komplekslerinin sematidi. (iii} Ab komplekslerinin
GET-iletimi, floresan mikroskopi ile gorinir olmustur (6lcek gubugu, 50 pm}. P21-mSA2-
8R'nin (10ug/ml, taban gorintiisl} birlikte inkiibasyonu ile Ab kompleksleri, hiicrelere
verimli bir sekilde iletilmistir (iv) 1°/2° Ab komplekslerinin (1pg/ml), dogrudan
inkiibasyon ile veya yalnlzta mSA2 ile birlikte inkiibe edildijinde NIH3t3 hiicrelerine kéti
bir sekilde allnd@INYosteren akigl sitometrisi. {(b) LK15 petidi kullanldrak tasarlanan
nikleik asitlerin GET'si (i) Nukleik asitlere badlanmak ve bunlarCaktarmak Uzere
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tasarlanan LK15 proteinlerinin sematidi. (ii) GET-LK15 kullanldrak insan mezekimal kok
hiicrelerinin (iIHMSC'ler) transfeksiyonu. Baglanglcta plazmit {p)DNA (transfeksiyonda
GFPYi ifade etmek icin SIN GFP) icin LK15 peptitlerinin baglanma kapasitesini, modififye
sentetik mesajcCRNA (modRNA) (Miltenyi Biotech; transfeksiyonda GFP'yi ifade etmek
icin) ve klguk inhibitdr (si)RNA'lariletimi tespit etmek igin FAM florofor ile etiketli)
degerlendirdik. Oranlar optimize edildikten sonra P21-LK15-8R ve pDNA (10ug),
modRNA {10ug) veya siRNA (1pg) ile iHMSC'leri transfekte ettik ve floresan mikroskopi
(6lgek gubugu, 100um) ile transfeksiyonu gorsellestirdik. (iii) Bir ticari standart olarak
lipofektamine  (LIPO)2000 Klyhsla aklsl sitometrisi ile iHMSClerin  GET-LK15
transfeksiyonunun miktar tayini (SiRNA icin %transfeksiyon verimliligi veya ilgili
floresan). Hata gubuklar(Js.d. gostermektedir (€} Manyetik Nanopartikillerin GET'si. (i)
Sentezlenmis P21-8R ve test manyetik nanopartikiillerin (MNP’ler) sematigi. 250nm
Nanomag-D dekstran kabugu/demir oksit cevheri MNP'leri test etik ve P21-8R peptidini
ylzey COOH gruplarlbh konjlge ettik. (ii) MNP'ler, serumsuz ortamda (SFM; sol panel)
en etkili bir sekilde NIH3t3 hicrelerine alldimaktad ) Standart ortam kosullar({%10 FCS)
veya SFM'de on iki saat boyunca MNP'ler (50ug/ml) ile tedavi edilen koyu laciverte demir
ile doyanmlsl NIH3t3 hdcrelerinin Bkl mikroskopi gérintileri. P21-8R'nin MNPlere
konjligasyonu, hem %10 FCS hem de SFM kosullarda biylik olclide sellller allm(d
arttlcmaktadtl(dairesel goriinti, tim kuyucuktur, dlgek gubugu 100pm).

Sekil 20 Intraselliller ve ekstraselliller membrana-badlCHALO proteinlerinin ligand oto-
etiketlenmesi. (@) HALO (intraselliiler} ve LAMP2b-HALO (ekstraselliiler membran-baglJ
tranjenik SIN lentiviriis yapldrnl sematigi. LAMP2b-HALO'da ifade edilmis protein,
hiicre membranhlnl ekstraselliiler taraflidan badlanan ve sunulan sinyal peptidi (SIG)
tarafdan hiicre membran@a lokalize edilmektedir (b) Intraselliler HALO proteini icin
transjenik olan NIH3t3 hiicreleri (NIH3t3-HALQ), valnlzta hiicre gecirimli ligandlar
taraflidan etkili bir sekilde etiketlenmektedir (HALOT™ Oregon Green). Membran-bagiC]
ekstraselliler HALO protein (NIH3t3-LAMP2b) icin transjenik olan NIH3t3 hiicreleri, hem
hiicre gecirimli hem de hiicre gecirimsiz ligandlar (HALOF™® #*exafluor®®) taraflidan
etkili bir sekilde etiketlenmektedir. Veri, 15 dakika boyunca ligandda (1pM) inkiibe
edilen, 3 ortam ile ykénan ve badlanmamlsl ligandCgkbrmak igin bir 15 dakikallkl
inkiibasyona maruz kalan NIH3t3 hicre-hatlar ol akSlsitometrisini géstermektedir. Hata
cubuklar(] s.d. gdstermektedir. Bu, HALO proteinlerinin intraya karsClekstrasellliler

lokalizasyonunu degderlendirmeye yonelik bir tahlil saglamaktad[cl
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Sekil 21 GET-HALO proteinlerinin ligand etiketlenmesi, hZIChiicre baglanmasilve
aktarmnCgostermektedir. (@) (sekil 1’de mRFP igin agKland@lgibi) olusturulan HALO
proteinlerinin sematigi. (b) P21-HALO-8R ve P21-HALO etkili bir sekilde NIH3t3'e
badlanmaktadlrlancak bir 1 saatlik inkiibasyon ile biyiik dlclide icsellesmemektedir. (c)
BagICP21-HALO-8R, ilave inkiibasyon (1sa-5sa) ile NIH3t3 hiicrelerine etkili bir sekilde
aktarmaktadEl Bagl[OP21-HALO, hiicrelere etkili bir sekilde girmemektedir ve ilave
inkiibasyon icin hiicre membranbk baglCkalmaktad(tl Veri, 1 saatlik proteinler (20
ug/ml) ile tedavi goren, sonrasiida dogrudan ligand etiketlemesi (1sa) veya ilave 5
saatlik inkibasyon (1sa-5sa) gdren NIH3t3 hicrelerinin aks sitometrisini gdstermektedir.
Hata cubuklarlIs.d. gostermektedir.

Sekil 22 GET-mNektarin {(mNekt) proteinlerinin pH-duyarl Il 1h&ZChiicre baglanmashl]
ve aktarmgostermektedir. (a) (sekil 1'de mRFP igin a¢Klandglgibi) olusturulan

HALO proteinlerinin sematidi. (b-¢) GET-mNekt veya GET-mR proteinleri {20ug/ml), 1

sa boyunca NIH3t3 hiicrelerine aktarhistid(membran baglama aktivitesini géstermek

icin), sonrasida protein (1sa-5sa) (aktar@ aktivitesini gostermek igin) veya 6sa

(kesintisiz iletimi géstermek icin) olmadan bir ilave 5 sa inkiibasyonun takip ettigi 1sa

inkibasyon gelmistir. AkEl sitometri, mNekt ve mR GET-proteinlerinin yogunluklarfd]
kars(dstirinak Gzere kullan(istl]l Aktaran mNekt proteinlerinin (mR versiyonlaridan

farklColarak) floresan sinyali, endozomal asidifikasyona ve protein yaylthasih yeni

icsellestirme sonrasihda hizll] bir gekilde kaybolmaktadlrl Hata cubuklar(] s.d.

gdstermektedir. (d-f) GET-mNekt proteinleri (20ug/ml), aynOrejimler icin NIH3t3

hiicrelerine aktarlistl) ancak sitometri 6ncesinde pH7.5 veya pH5.5te DMEM'de

ykhnmlstlel Membran lokalize mNekt protein floresan[JpH5.5 ile ortadan kaldclihaktad il
ancak 1sa'da inklasyonlar@ P21-mNekt-8R'yi hiicrelerin disiida bidktGRCIgosteren

pH7.5te muhafaza edilmektedir, membranlara baglanmamaktadlrl ve pH-aracll
ayrlhadan korunmamaktadll 1sa-5sa inkibasyonlar(dP21-mNekt-8R lokalizasyonunun

degistirildigini ve proteinin icsellestiriimesini ve hiicre membranlarafiodan korunmasihlC]
gosteren pH-araclDayrlthadan korundugunu gostermektedir. Hata cubuklar(d s.d.

gostermektedir.

Sekil 23 GET proteini, basarllllbir yeniden aktarima olanak saglamak (izere intraselliiler
olarak iletilmelidir (@) NIH3t3 hicrelerinde GET proteinlerinin yeniden aktarihioh dair
etkinin test semaslHicreler, 1 saat boyunca taze ortamda onceden inkube edilmistir ve

P21-mR-8R (20upg/ml) ile 1 saat boyunca aktarlh il Sonrasida hiicreler ya floresan
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bakmhidan analiz edilmistir ya da bir ilave 1 saat boyunca P21-mR-8R (20ug/ml} ile
yveniden aktarthstltl Bu yeniden aktarlmh, ya ortadld (Osa) ya da aklsl sitometrisi
taraflndan floresan analizlerinden &6nce yeniden aktarim arashda bir 1-6 saatlik
inkidibasycna sahiptir. Orta yeniden inkiibasyon inhibe edilmektedir, oysa aktarlmlar
arasidaki >1 saatlik inkiibasyon, GET proteininin en etkili yeniden aktarhdh olanak
saglamaktadlr] Hata cubuklarils.d. gostermektedir. * p<0.05.

Sekil 24 NEO'hun yalnztaa CPP aktarlmha klyhsla GET. {(a) mR-NEO-8R (yalnlzta CPP
proteini) ve P21-mR-NEO-8R'nin (GET protein) sematidi. {b) P21-mR-NEO-8R, G-418
secimi kapsambtan MEFlerin canlCkiltlrlerini korumaktadlE] oysa mR-NEO-8R kot
kurtarma aktivitesine sahiptir. P21-mR-NEQO-8R aktivitesi, SIN NEO {NEO'yu aslkllifade
etmek icin) ile genetik olarak tamamlanmislhicreler ile kars@@sticIabilirdir. Veri, G-418'in
150ug/ml dozu igin MEF hicre sayldrmd gdstermektedir. Hata c¢ubuklar(d s.d.
gdstermektedir.

Sekil 25 NANOG'un yalnzta CP aktarmhh kiyhsla GET. (a) mR-NANOG-8R (yalnlzta
CPP proteini) ve P21-mR-NANOG-8R'nin (GET protein) sematidi. (b)P21-mR-NANOG-8R,
badlbirsekilde LIF dozunu bulundurmayan mESC'lerin proliferasyonunu strdirmektedir,
oysa mMR-NANOG-8R kétii kendi kendini yenileme aktivitesine sahiptir. Veri, LIF olmadan
kultirlenmis CGR-8 hiicrelerinin saySIniil ylzdesine karsCgecitte LIF (% -LIF/+LIF) ile
kdltirlenmis olanlarlnl ylzdesini gostermektedir. LIF-bulunmayan CGR-8 kiltirlerinin
proliferasyonu, SIN NANOG ile ilave edildiginde (NANOG'u asltLifade etmek icin) veya
P21-mR-NANOG-8R ile aktarIdidlnda ancak mR-NANOG-8R ile kétli bir sekilde
atard(ginda tesvik edilmektedir. Hata cubuklar(Js.d. gdstermektedir.

Sekil 26 MYOD'un yalnlzta CPP aktarh kivhsla GET. (@) mR-MYOD-8R (yalnlzta CPP
protein} ve P21-mR-MYOD-8R'nin (GET protein) sematigi. {(b) P21-mR-MYOD-8R, HUES?7
hicrelerinin miyojenik farkll@smasCMYOGENIN pozitif gok cekirdeklenmis Miyotllere
tahrik etmektedir, oysa mR-MYOD-8R kétil miyojenik aktiviteye sahiptir. P21-mR-MYQD-
8R aktivitesi, SIN MYOD (MYOD'u asltLifade etmek i¢in) ile genetik olarak tamamlanmis]
hiicreler ile karsI@stIdbilirdir. Veri, imminoetiketleme kullanl@drak MYOGENIN pozitif

hiicrelerin ylizdesinin miktar tayinini goéstermektedir. Hata qubuklar(Js.d. gdstermektedir.

Sekil 27 GET-mSA2 tarafMdan aktarl@n bir doku-ekstrakte pro-apoptotik proteinin
iletimi. (@) mSA2'ye sahip silflkalbi sito-krom-C (Cyt-C) ve biyotinlenmis Cyt-C (BIO-
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Cyt-C) ve Cyt-C komplekslerinin sematidi. (b) NIH3t3'lerin apoptozunu indliklemek igin
Klorokuin (100uM) mevcudiyetinde GET-mSA2 proteinleri ile Cyt-C (bir etklesime
girmeyen kontrol olarak) veya BIO-Cyt-C (10ug/ml) birlikte inklbasyonu. Bir 12 saatlik
inkiibasyon sonrasiida tripna mavi ile degerlendirildigi (izere hiicre canll§nn yalnzta
tamamen etkilesime giren ve aktaran kompleks (Klorokuin ile) araclllkaybl] Hata
cubuklarlJs.d. gostermektedir {c) Klorokuin mevcudiyetinde P21-mSA2-8R ile aktarl@n
BIO-Cyt-C, Ikl mikroskopisi taraflodan gdsterilen hiicre canllIfininl tam kaybb neden
olmustur. (6lgek cubugu, 50um).

Sekil 28 SpA B alan[kullan[@rak Antikorlaridl GET’si. (@) IgG antikorlarda baglanmas(]
ve bunlarChktarmasCcin tasarlanan SpAB ve P21-SpAB-8R proteinlerinin sematidi. Bir
FITC-konjlige Tavsan anti-fare IgG’nin (Rb IgG-FITC) iletimini test ettik. (b) IgG
{1ug/ml), dodrudan inkiibasyon ile veya SpAB (sol panel} ile birlikte inkiibe edildidinde
NIH3t3 hiicrelerine kétl bir sekilde alldmaktadkl P21-SpAB-8R'nin {10ug/ml, sag panel)
birlikte inklibasyonu ile IgG, floresan mikroskopi tarafidan gérinir hiicrelere etkili bir
sekilde iletilmistir (6lcek cubugu, 50um). (¢) Iletilen hiicrelerin ak[sl sitometrisi, 2
derecenin Uzerinde blylkiklerde IgG iletiminde bir artlSLbnaylam(stlc]l Hata gubuklar[]

s.d. gostermektedir.

Sekil 29 Y(iklere P21 ve CPP ilavesi, >iki derece blyiklidiinde iletimi gelistirmektedir.
Skchn aort diiz kas hiicreleri (rSMC) ve neonatal kardiyomiyositler (rCM’ler) dahil hiicre
hatlar[J(Sekil 1'de acklanmaktadl}, yik proteinlerinin {(mR, mR-Cre, mR-NEO, mR-
NANOG veya mR-MYOD) mRFP ile birlestiriimis varyantlarCile veya N-terminal olarak
birlestirimis P21 ve C-terminal olarak birlestirilmis 8R (CPP)} sekanslar(GET proteinleri;
P21-mR-8R, P21-mR-Cre-8R, P21-mR-NEO-8R, P21-mR-NANOG-8R veya P21-mR-MYOD-
8R) ile aktarlhistlc] Aktar(oilar, hiicre-hatt[$tandart ortaminda 24 sat boyunca 20ug/ml
proteinde olmustur. Veri, ak[l sitometrisi ile degerlendirildigi (izere GET sekanslarhiinl
(P21 ve BR) yiiklere eklenmesi ile aktariml kat artlsInlgostermektedir. Hata cubuklar(d

s.d. gostermektedir,

Sekil 30 Yiiksek seviyede veya sabit GET-aktarm[1hiicre canllInlEtkilememektedir
(a) Dogrudan aktarm sonrasinda (Osa; sol) ya da 24 saatlik post-aktarih sonrasinda
(24sa; sag) 0-200 pg/ml P21-mR-8R protein ile 12 saat boyunca aktarldn NIH3t3'lerin
tripan mavi ekslizyon ile hiicre canlfinin degerlendirmesi. (b) Gecis yaparak aktar(m

sonrasta hiicre proliferasyonunun degerlendirmesi ve 0-200 mg/ul P21-mR-8R protein
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ile 24 saat boyunca aktarl@n NIH3t3'lerin hiicre saymlarld(c) Gegis yaparak sabit
aktarim slrasida hicre proliferasycnunun dederlendirmesi ve 0-200 pg/ml P21-mR-8R
protein {(her bir gegiste yenilenen protein) ile aktarfdn NIH3t3'lerin hiicre sayllarl]
Hicreler gunlik olarak gegirilmistir ve 12 kuyucuk baslnk 100,000 hiicrede yeniden
plakalanm(st] Hata ¢ubuklarlIs.d. gostermektedir.

Sekil 31, GET ¢oklu klinik olarak ilgili hiicre tiirlerinde biyouyumludur. Hiicre hatlar(124
saat boyunca 20 veya 200ug/ml'de P21-mR-8R ile aktar(thistlrlve hiicre canl[figin
tripan mavi taraflodan dederlendirilmistir (hiicre hatlar[JslGan aort diiz kas hiicrelerini
(rSMC) ve neonetal kardiyomiyositleri (rCMS’ler)) kapsayan Sekil 1'de a¢Klananlard(c).
Canllk] test edilen her iki konsantrasyon icin tiim hiicrelerde yiiksek kalmistld Hata

cubuklarfIs.d. gostermektedir.

SEKIL 32 A: Bir dekstran kaplChanopartikilin sematik diyagram[JB: AyrCayrCeklenen
P21mR ve partikiller ve protein ile etiketlenen 50 ng Nanomag-D nanopartikiillerin koyu
lacivert boyanmas[d C: KnELfloresan protein ile etiketli Nanomag-D partikillerin
floresan[ID: On ve post etiketleme ¢ézeltilerinin floresand

SEKIL 33 A: 24 saat boyunca 3t3 hiicreleri ile inkiibe edilen Nanomag partikiillerinin
koyu lacivert boyanmas[B: 24 saatlik inklibasyon sonrasda hiicre baghh demir miktar]

icin demir tahlil sonuglarld

SEKIL 34 A: Degisken siireler boyunca 3t3 hiicrelerinde inkiibe edilen nanomag-D

partikillerinin koyu lacivert boyanmas[B: Demir tahlili nicel sonuclarl]

SEKIL 35 A: 50 pg nanopartikiiller, 1 uM P218R ve demir tahlili ile analiz edilen cesitli
miktarlarda heparin ile inkiibe edilen 3t3 hicreleri. B: dekstran ile inkibe edilen. C:
degisken miktarlarda serum ile inkiibe edilen. D Fitc-BSA ile inkiibasyon sonraslnda 3t3

hiicrelerinin floresand

Sekil 36 P21 mRFP 8R peptidi arac[lflyla hiicrelere mRFP'nin GET-aracllelistirilmis
iletimi. On iki saat boyunca FmRFP, P21 mRFP, mRFP 8R ve P21 mRFP 8R pepetitleri
(20ug/ml) ile tedavi edilen NIH3T3 hdicrelerinin floresan mikroskopi goéruntleri.
Goruntdler, ayrlch, bir kontrol gibi herhangi bir peptit ile tedavi edilmemis hicreleri

kapsamaktadE] Olcek ¢ubugu, 100 pm.
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Sekil 37 12sa boyunca mRFP konjuge peptitler (20ug/ml) ile tedavi edilen NIH3T3,
CGR-8 ve HUES?Y hiicrelerini gosteren grafik. Akglsitometri analizi, hiicrelerin floresan(nlnl
(Aqgili fbresan Arimleri (RFU)) miktarlbltayin etmek igin kullanlmistlc]l Hata cubuklar(]

s.d. gostermektedir, n=3.

Sekil 38 Bir modifiye edilmemis CPP (mRFP 8R) Uizerinden modifiye edilmis CPPler (HS-
GAG baglama alanOOmRFP 8R) taraflodan hiicrelere mRFP'nin aktarbhidaki artls]
gosteren grafik. NIH3T3, CGR-8 ve HUESY hicreleri, 12sa boyunca mRFP konjuge
peptitler (20ug/ml) ile tedavi edilmistir. Hata cubuklarlls.d. gbstermektedir, n=3.

Sekil 39 GET'yi tesvik etmesi icin gdsterilen modifiye edilmis peptitler araclfiva
hiicrelere mRFP’nin etkili iletimi. On iki saat boyunca P21 mRFP 8R, FGF2B mRFP 8R,
FGF7B mRFP 8R ve PDGF mRFP 8R pepetitleri (20pg/ml) ile tedavi edilen NIH3T3, CGR8

ve HUES-7 hiicrelerinin floresan mikroskopi gériintiileri. Olgek cubugu, 100 pm.

Sekil 40 YO-PRO-1 tahlili kullanM@rak P21 LK15 8R'nin pSIN GFPye (+/-) yik oranilnl
optimizasyonu. Grafik, P21 LK15 8R pSIN GFP'yi baglad(@indan dolayloresanil % sinde
bir dislisii gostermektedir. Hata cubuklar[Js.d. géstermektedir, n=3.

Sekil 41 6sa boyunca pSIN GFP ile transfeksiyon sonrasinda NIH3T3 hicrelerinin GFP
ifadesini gosteren aklgl sitometri noktasal grafiklerinin - érnekleri. Transfeksiyon
sonrasiofda hiicreler, bir 48sa’llkl zaman-noktasloda sabitlenmistir. AksIsitometri analizi,
GFP pozitif hicrelerin % miktariblfayin etmek igin kullan [hh(st(r]

Sekil 42 P21 LK15 8R peptidi tarafiddan NIH3T3 hiicrelerine pSIN GFP’nin transfeksiyon
optimizasyonu. Hicreler, slcdsiyla 2:171ik P21 LK15 8R'nin pSIN GFPye optimum {(+/-)
yUk oranlie tedavi edilmistir. Optimizasyon, (A) %10 serum transfeksiyon ortamnda (B)
serumsuz transfeksiyon ortaminda degisken transfeksiyon zamanlarinda (3, 6 ve 24sa)
gercgeklestiriimistir. Transfeksiyon sonrasiida htcreler, bir 48sa’llkl zaman-noktasda
sabitlenmistir. Ak[slsitometri analizi, GFP pozitif hicrelerin % miktar@ayin etmek igin
kullanhst] Hata qubuklar(1s.d. gdstermektedir, n=3.

Sekil 43 Serumsuz kosullarda Lipofektamin2000 tarafldan NIH3T3 hicrelerine pSIN
GFPnin transfeksiyonunun optimizasyonunu gosteren grafik. Aklglsitometri analizi, GFP
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pozitif hiicrelerin % miktarbtayin etmek icin kullanlfigtE] Hata cqubuklarld s.d.

gostermektedir, n=3.

Girig

Insan pluripotent kak hiicreleri {(HPSC'ler), pre-implantasyon embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden
elde edilen HESC'leri ve somatik hiicrelerin epigenetik yeninden programlanmaslile HiPSC'leri
icermektedir {Robinton, 2012 #30}. Bu hicrelerin tutumunu ve farkl[@smashlIkontrol
edebilme, rejeneratif ve kigisel tipta mevcut cabalarCetkili ve verimli bir sekilde temelini
olusturmaktadle] Bir transkripsyon-faktdrl tahrikli transjenik yontem, kardiyak farkll@dsmasnl]
tahrik etmesi ve kasl@bili Kardiyomiyositleri olusturmasClicin HSPC'lerde dogrudan gen-
dizenleyici aglarln programlanmasii yonelik olarak acklanmlistld {Dixon, #11} Genom
yeninden programlanmasd Takahashi, 2007 #82}, kendi kendini yenileme {Chambers, 2003
#70}, farklldsma {Dixon, #11}, apoptoz {Mohan, 2013 #83}, proliferasyon {Zhao, 2013
#85} veya migrasyon {Deboux, 2013 #84} gibi hiicre tutumlaridlkontrol etmeye ydnelik
bircok transgen-tahrikli yéntem ag¢klanmstit] Bunlarm hepsi, genellikle etkisiz olan ve ayrlch
genom modifikasyonuna yol acabilen viral vektorler veya gegici DNA transfeksiyonu
kullan@@rak ekzojen gen ifadesin olanak sadlamak i{izere DNA'nA entegrasyonunu
kapsamaktadlr) RNA transfeksiyonu {Warren, 2010 #4} veya PTD-araclUprotein iletimi
{Zhou, 2009 #72} gibi yaklasohlar, dolayslyla kontrollli stoyikiometri ile cekici bir alternatiftir
ve genom entegrasyonuna dair higbir ihtimal bulunmamaktadfl{Gump, 2007 #39}. Mevcut
teknolojileri dedistirebilecek ve rejeneratif tlbbi uygulamalar igin HPSC'lerin edinmesini
gelistirmek lizere kullanl@bilen pluripotent kék hicrelerine biyoaktif proteinlerin iletimini

saglamak Uzere PTD-teknolojisini gelistirmekti.

Sonuglar

P21’in Izolasyonu, HS-GAG etkilesimi vasfasila PTD fonksiyonunu gelistiren bir
HBD

Bir odak, endozomal kaglsl yerine baslanglcl PTD etkilesimini ve ylk proteinlerinin lipit-iki
katmanlChktarm Dl helistirmistir. Baslanglcta monomerik kbinEzfloresan protein (mRFP1),
Escherichia coflde kolay bir sekilde ifade edilen ve saflastilan bir kendi kendini raporlayan
yUk olarak kullanIh(stir](Sekil 1a). Arastliina, TAT ve 8R PTD'lerin; mESC'lerin, HESClerin

HiPSC'lerin hiicre membranlarClile etkilesime girdidinin  (Sekil 8a) ancak c¢ok k&t yik
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aktarmnk sahip oldugunun belirlenmesine yol agmlistiFl(kontrol lzerinden ~1-3 kat) (Sekil 1
& 8b). Bu, verimli iletimi gosteren (kontrol lizerinden ~5-50-kat, p<0.01) kapsaml[bir sekilde
test edilmis hicre hatlar[{NIH3t3, C2C12 ve fare embriyonik fibroblastlar) ile kargl3stlrina
olmustur (Sekil 1). Onceki raporlar, farkiOderecelerde saglamiga sahip pluripotent kék
hiicrelerinde PTD-etiketli proteinlerin fonksiyonel iletimini géstermistir {Do Kwon, 2005 #74;
Liang, 2013 #73}. Bu callsmalarda gergeklestirilen bu basar[]cok minimum miktarlarda
gerekli etkili protein, baslanglcl popllasyonundan ziyade farklldsmisl tirevliere protein iletimi
veya dUslUk-seviye fonksiyonellidi aclda ¢kbrmak icin gesitli miktarlarda proteinin kullanmO

ylizinden oldugu vurgulanmIstic]

YUk proteinlerinin badlanmasilCve nihai olarak bu hedef hiicre tirlerine aktar(mhnlnl
gelistiriimesi amaclanmaktadd Integrinler, CD isaretgileri ve GAG'lar dahil mESC, HESC veya
HiPSC membranlariodan bulundugu bilinen molekiiller ile etkilesime girdidi raporlanan birkag
klsa peptit taranm(stlc]l Peptitler, A-terminal olarak mRFP1’e birlestirilmigtir, ifade edilmistir,
afinite saflastitIm(stlcl ve Gg hicre tird ile inkiibe edilmistir. 12 varyantlnl taranmas[JP21
olarak adland3n hicrelere ve bunlarl membranlara mRFP1-floresan (mR)
lokalizasyonunu net bir sekilde arttirinis] olan birini vermistir (KRKKKGKGLGKKRD-PCLRKYK
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1)) (Sekil 2). SasRcllbir sekilde bu peptit, endozomal
lokalizasyonun gostergesi olan punktat intraselliiler floresan ile kanfand@lizere aktar(m
aktivitesi gostermistir (Sekil 2b,c). P21, sitokinlerin EGF familyasihh ait olan HB-EGF'den elde
edilmigtir. HB-EGF, heparine giigli bir afinite gdstermektedir ve EGF ve TGF-u ile ayn[aliclyh
badlanmaktadlr] {Sakuma, 1997 #76}. Hiicre ylizeyi HS-GAG ile HB-EGF'nin etkilesimi,
EGFR'ye optimal baglanma igin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine dogru biiylimesini/goglimi
kolaylastlrinaslikin gereklidir {Higashiyama, 1993#90). Sentetik peptitler ve heparin kullanan
analizler ile badlantlDolarak rekombinant HB-EGF'nin mutajenezi ve proteaz sindirimi,
¢ozlinebilir HB-EGF'nin amino-terminal bdlgesinde P21 sekanshln, heparine baglanmas
bakimbdan sorumlu oldugu, boylelikle tipik bir HBD olarak distinildigini agklamstk]
{Thompsen, 1994 #77}. Ek olarak P21, ayrlch hicre yiizeyi HS-GAG ile etkilesime
girmektedir ancak HB-EGF'deki diger sekanslar taraflidan aracllkl edilen EGFR ile
girmemektedir. Bundan dolayhem fare hem de insan pluripotent kok hicrelerine bir floresan

raporcunun iliskisini geligtiren klsh bir 21-kallnk[peptit, P21 izole edilmistir.

P21'in Heparin’e dogrudan baglanmashld onaylamak igin Heparin-sefaroz boncuklarC
kullandrak bir badlanma deneyi gelistirilmistir (Sekil 9). P21-etiketli mR, etiketsiz mR’den
farklOolarak Heparin-sefaroz taraflodan etkili bir sekilde ayrOltutulmustur (296.2+5.3;
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p<0.01). Bu, bagllbir doz seklinde serbest Heparin ile ortak olarak inkiibe edilerek tersine
cevrilebilmektedir. Bir HBD'nin izole edilmesi ilginctir; HS-GAG'lar, uzun zamand[fIPTD-aracll]
aktarlm prosesi icin dnemli olarak distnilmdstir. Ancak aktarimda HS-GAG’IDl tam rold, HS-
GAG'INl yalnzta PTD'lere baglanarak ve bunlarCinembranda yodunlastirarak aktarimhda énemli
olmaslik dayanan en son hipotez ile bir ¢atGma noktasClvardE] bu, lipit-cift katmanlO

translokasyonu gelistirmektedir ancak bunun olusumu igin gerekli degildir {Gump, 2010 #23}.

Negatif bir gekilde yUkli sllfatlanmE proteoglikanlar ve glikoproteinler, tim memeli
hiicrelerde bulunmaktadtl Ancak bunlar farklChir sekilde modifive edilmektedir ve spesifik
varyantlar ubikuitdozdir veya tlim spesifik hiicre tirlerinde bulunmaktadit] {Lindahl, 1998
#56}. GPI-badlOproteoglikanlar ve glikoproteinler, PTD'lerin belirli proteoglikanlar icin
aviditesini arttchbilecedini veya belki de PTDlerin makroprinositozu harekete geciren
kolesterol membran vyapfaslarmb dogrudan badland@] dnererek lipit yGnlarioda
bulunmaktad[t]l P21-peptidin, belirli HS-GAG formlarnh spesifik aviditeye sahip olabilecedi ve
PTD'lerde aynCinotifleri tanlyhbilecedi de mimkinddr.

Hiicre membranlarflnl P2 1-aracllbaglanmasIbir molekiilde her iki kismbirlestirerek mR'nin
PTD-araclTaktarmf gelistirilebilip gelistirilemeyecedini belirlemek lizere test edilmistir
(Sekil 2a). P21-mR-8R kopyalanmstlr) ifade edilmistir ve saflastitImistrlve bunun aktivitesi
valnzta P21 (P21-mR olarak adlandIhaktadl} veya valnlzta 8R (mR-8R} proteinleri ile
karglastrImstrl(Sekil 2a). Veriler, hem P21- hem de 8R- kisImlarnlnl dahil edilmesinin, test
edilen tiim hicre hatlarinlnl floransihl_Bnemli dlclide gelistirmek igin ayn[_proteinde sinerji
olusturdugunu gdstermistir. (Sekil 2b). Onemli bir sekilde fare ve insan pluripotent kok
hiicreleri (CGR-8, HUES7 ve IPS2) ve kardiyomiyositler (HL1) yalnzta, P21-etiketinin dahil
edilmesiyle etkili bir sekilde kalBDaktarmfstidve her iki etiket, diger hiicre hatlara benzer
ylksek seviyelerde aktarlnh (iretmek (izere sinerji olusturmustur (Sekil 2c). Bu motifler, ayrich
mRFP'nin N- ve C- terminalinde iki clarak yerlestirilmistir (birinci olarak P21 veya 8R; P21-8R-
mR, 8R-P21-mR veya mR-P21-8R, mR-8R-P21) veya P21-mR-8R icin goriildigl lizere benzer
sinerji ve hlcre aktarmh tutumu (Sekil 10) gdsteren tim varyantlar ile bunlar terminalleri
{baska bir deyisle 8R-mR-P21) degistirilmistir. Ayrich 8R, alternatif iyi karakterize edilmis
PTD'ler (TAT, 8K and 8RQ; {El-Andaloussi, 2005 #36}) icin dedis tokus edilmistir ve bunlarnl
ayrlch P21 ile sinerji olusturdugunu gostermistir (Sekil 11).

Hiicreleri, farklIlzamanlamalar boyunca protein ile inkiibe ederek ve bir post-kiiltiir periyodu

ekleyerek hiicre ylizeyinde dretilen floresan sinyali ile i¢sellestirilmis olan arasndaki fark etkili
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bir sekilde aylft edilebilmektedir (Sekil 2d). Hiicreler, 1sa olarak adlandFllan kish inkibasyon
sureleri (1 saat) ile floresan membran lokalizasyonunu gostermistir. Bu kish inklbasyon ve
sonraki bir kiltir periyodu (5 saatlik post-kiltir ile birlikte 1 saat) ile, 1sa-5sa olarak
adlandrIimaktadlr) aktarm[fosteren dzel intraselliiler floresaninl yakinlnka gdzlemledik. 6sa
olarak adland[fldn daha uzun inkiibasyon slireleri (6 saat) kullanldrak hiicreler, endozomal-
aracllaktarhnl gostergesi olarak gugli punktat peri-cekirdek floresanCgostermistir. Bu
sinerjistik etki mekanizmas[JGET (GAG-badlaylcl belistirilmis aktarim) veya Heparan-siilfat
gelistirilmis atarlm alan[{HETD)-aracllletim olarak acklanmaktad[tl

GET, tripsine-duyarl[]ve deterjan-¢oziinebilir hiicre membran molekiillerini
gerektirmektedir

GET etkilesiminin ve hiicreler taraflodan almbl mekanizmashltlederlendirmek igin 6nceden

PTDyi dederlendirmek icin kullan[@n bir dizi deney gergeklestirilmistir. Hem baslanglg] hiicre

iliskisi hem de HETD'ler taraflddan aktarlmh icin bangi hicre membran bilesenlerinin

gerektigini degerlendirmek icin benzer aktarmnb, aktarim Oncesinde hiicre membranhlin

enzimatik deplesyonu ile elde edilip edilmeyecedi belirlenmistir. Hiicreler, proteolitik enzim

tripsin ile énceden islenmistir ve 1sa-5sa rejim protokolti kullanT@rak hiicre aktarmnltest

etmistir. Hlcre-ylzeyi proteinlerinin enzimatik c¢kbrlthasld GET / HETD-aracllaktarbh(]
muhtemel olarak inhibe etmistir (~8.4-kat; p<0.05) (Sekil 2e). Buna karsl iyonik hiicre

¢bzilme cozeltisi (CDS) kullanld@rak kiiltir plastiginden hiicrelerin enzimatik olmayan serbest

bltik IhasMHETD-arac & o [dedistirmemistir.

Sonrasiola deterjan-goziinebilir hlicre-membran molekiillerinin - deplesyonunun aktar(m
lizerinde benzer bir etkiye sahip olup olmad(diest edilmistir. Hiicreler, hacim cinsinden %0.1
Triton X-100'de ©nceden inkibe edilmistir ve 1sa-5sa protokoli kullanldrak canllkl
bakimiodan bir disis olmadan GET'de (Sekil 2f) bir duslis (~2.2-kat; p<0.05)
gbzlemlenmistir. Bundan dolaylhlcre membranloda hem proteinin hem de deterjan ¢ozinir
kSlmlar@l GET / HETD-aktarminda P21- ve PTD-sinerjisi vasfasida protein aktarihninl

verimliligini etkilemektedir.

GET, hiicre membran[HS-GAG’(0 mevcudiyetini gerektirmektedir

P21, negatif bir sekilde yiklii HS-GAG'lara katyonik dogal baglarClyliziinden bir HBD ve
PTDlerdir. Ayrich HS-GAG'Im enzimatik deplesyonu veya serbest GAG'lar ile rekabeti
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vasltaslyla GET / HETD-aracllaktarmh [l mekanizmashlConaylamasCamaclanmistEl(Sekil 3).
Heparin, HETD proteinlerinin hiicre-ylizey baglanmashlonlemistir ve aktarimCglcla bir
sekilde inhibe etmistir (%99.8+2.1; p<0.001) (Fig 3a, b). Kondroitin silfat {CS) A, B veya C,
aktivite Gzerinde kacik bir etkiye sahip olmustur (Sekil 3b). C5-B ve -C, PTD-proteinlerinin
badlanmashiCktkiledigi onceden gdsterilmistir {Wadia, 2004 #25}. Heparin, CS-B ve -C'nin
yalnzta PTD protein aktarm@n inhibe edilmesinde ¢nemli aktivitelere sahip oldugu
onaylanmlstl] (8.1-, 2.4- ve 4.1-kat, sldsla; p<0.05) ancak vyalnlz&a Heparin HETD'ler
taraflddan aracCbolunan GET / aktarim bCetkilemistir (Sekil 3b ve Sekil 12). P21-etiketli
proteinler, NIH3t3 ve CGR-8 hicrelerinde Heparinin konsantrasyonlarCartttarak aktarmf
bir doza baglCinhibisyonunu sergilemektedir (sihsila Sekil 3¢ & d). Yalnlzta 8R proteini, en
yuksek dozlarda rekabet¢i Heparin ile inhibe edilmektedir. HETD proteini kapsamoda (P21-
mR-8R), dolaysida hiicre membran[HS-GAG'lar icin P21'in aviditesinin PTD baglanmasCicin
CS-GAG'laribkine bask@ gelme ihtimali bulunmaktadlEl Bundan dolayCIHeparin ve HS-
GAGlarlm PTD aktivitesin  gelistirmek icin  P21'in  Oonemli hedefi oldudu sonucu
¢kbr@bilmektedir.

P21-aktivitesi hiicrelerine yonelik hiicre-membran HS-GAG'nin gerekliligini daha da iyi
anlamak icin HS-liyaz enzimi, heparinaz III ile tedavi edilmistir ve 6sa protokol kullanT@rak
hiicre aktar(m bilEest etmistir (Sekil 13). Hicre-ylizeyi HS-GAG'lerinenzimatik ¢karlhas[JGET
/ HETD-araclaktarimh[nuhtemel olarak inhibe etmistir (1U/ml %97.2+3.4; p<0.001). Buna
kars sialik asit GAG'larCISA-GAG'lar) tiiketen ndroaminidaz tedavisi, GET / HETD-aracll]
allmdegistirmemistir. Analiz, ayrich, aktarlm (zerindeki serumun etkisini belirlemek igin
uzatlhgtrl(Sekil 13b). Ayrich serumun PTD-aracletim Gzerindeki bir negatif etkiye sahip
oldugu gosterilmistir {Kaplan, 2005 #43}. Serumu, sefaroz Uzerinde afinite saflastiIhsiP21
peptidi ile inkiibe edilmesiyle bunun HETD-araclltekombinasyon Uzerindeki inhibitdr etkisi
¢khrdbilmistir (hacim cinsinden %10, deplesyon ile ~7.3-kat artls} p<0.01} (Sekil 13c). Bu,
serumun,P P21-membran badlama icin rekabetci molekiller olarak hareket eden GAG'larC]
bar[nd rdl @01 géstermektedir. Bunlar, P21-bagl] sefaroz kullanldrak ©n-deplesyon ile
¢kbrl@bilmektedir. Bu inhibitdr aktivitesi, ¢6zinebilir Heparinin bu hipotezi daha da
giclendiren tikenmis seruma eklenmesi ile yeniden olusturulabilmektedir (Sekil 13d).
Enzimatik deplesyona ek olarak HS-GAG gerekliligi, HETD-aracllprotein iletimini potensiyel
olarak engelleyen HS sentezinin bir potent inhibitérii olan Sodyum Klorat ile hiicrelerin tedavi
edilmesiyle onaylanmlistle]l (~7.6-kat; p<0.05) (Sekil 14). Bundan dolayl] HS-GAG
deplesyonunu spesifik olarak protein aktarmblnl verimliligini etkiledigi ve bundan dolay
endojen HS-GAG'lard GET / HETD-araclprotein iletimi icin dnemli molekiller oldudu
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gosterilmistir. Ayrich endojen HS-GAG'nin yiiksek derecede bu prosese inhibitér edici oldugu

gdosterilmistir.

HS-GAG'lar, EXT1/EXT2 enzimlerin bir heteromerik kompleksi ile polimerize edilen, glikironik
asidin (GIcUA) ve N-asetilglikozaminin {GIcNAc) disakkaritlerin yinelenmesine dair temelden
olusan bir kompleks seker yaplsidir! {Lawrence, 2008 #51}. GET / HETD-araclaktar(m
tizerindeki HS-GAG'larl roliinii daha da arastltiak icin £X71-/ - mESC'ler kullanIhEtE] bunlar
sentezlenmis hiicre membranCHS-GAG endojen olarak bulunmamaktadel{Lin, 2000 #78}.
Geleneksel mESC ortamida (hacim cinsinden %20 oranika FCS igeren) kultirlendidinde
EXT1-/- mESCye karsUyabani-tip CGR-8 mESClerde onemli dlciide daha dislk aktarim
gbzlemlenmistir (~6.8-kat; p<0.01) (Sekil 3e,[f). Bu, ayrlh, hiicreler FCS'deki serbest
GAG'lardan interferans ylziinden muhtemel olacak serumsuz kosullarda kiltiirlendidinde
g6rindr olmustur (~5.6-kat; p<0.01). Aktar/GET, £X71/- hiicrelerinde bulunmamBtk{mR
kontrol seviyeleri Uzerinden ~9.7-kat) ve de P2l-barldldn proteinlerin baslanglctaki
badlanmasCblmamIistitd Bunun, eksik EX7I-/- hiicre membranib eksojen ¢oziinlir serum-
GAG'lar[nl dahil edilmesi yiiziindne olabilecedi hipotezi ortaya atlmist(c] Bu, sonraki Heparinaz
I1I tedavisinin bu hiicrelerde baglanmay¥e aktarmlihhibe ettiginden dolaydnuhtemeldir.

GET, Lentiviral trasjenezden ziyade daha yiiksek intraselliiler protein seviyelerini
irretmektedir

PTD-aracllTaktarmmn] dénemli olglide klinik gallShalar igin biyolojik olarak aktif yiklerin
tashimashh olanak sadlayacak sekilde shlflandFId@Isonucuna varmiStie]l Bunlar, artk]
kanser terapilerinin deneylerini {Gump, 2007 #39}, siRNATar[{Meade, 2007 #37} ve in vivo
gorintileme teknolojilerini {Bullok, 2006 #79} kapsamaktadltl Genomik mofidikasyondan
kaglman(nl faydalarminl yan[$kd PTD-araclllaktarim gen-terapi yaklaglarinb yonelik tercih
edilen oldugu takdirde yiiksek seviyelerde molekill iletimini gergeklestirmelidir, kish sireli
cercevelerin Gzerinden protein seviyelerinin kontrolline degistirilebilir olmalldir] ve ayrica
hiicre-tlir(l spesifik iletime olanak sadlamaldlc] PTD- veya GET / HETD iletimi ile hiicrelerde
gerceklestirilen seviyeler, etkili lentiviral aktaribh {Dick, 2011 #10} ve mRFP1l’in eksojen
ifadesi (stabil EF1la-promotdr tahriki ile) ile gergeklestirilenler ile karsldstirIrhistirl{Sekil 15).
Bu ¢Ozlnebilir proteinin gerceklestiriimesi, aktarl@an hucrelerden ¢Khrltistio veflorometri
(Sekil 15a) ile miktarlar dlgllmistir veya aklsl sitometri kullanhstc] (Sekil 15b). 6 saatlik
inkiibasyonlar kullanl@rak mR-8R seviyeleri, en yiiksek test edilen dozlarda (200pg/ml) bile
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viral transjenez ile gergeklestirilene klybsla daha az birkag sefer (~3-kat; p<0.05) olmustur.
Ancak aynlkosullar altibdaki P21-mR-8R seviyeleri, transjenik hiicrelere kiyhsla ~16-kat daha
yiiksek (p<0.001) olmustur. Onemli bir sekilde énemli bir oranCinkiibe edilmis P21-mR-8R
proteinin  miktar[J ¢dzlinebilir intraselliler protein olarak geri kazanIh(gtd (kullanlE@n
~46+3.5ng/200ug; geri kazanim %~23+1.7). Bu kosullar altibda aktarl@dn hiicrelerin, normal
5kl altlhda renk bakmhiodan klnEZinor olarak goérlndiginin belirtiimesi  &nemlidir,
bdylelikle hicrelerde HETD-etiketli / GET proteinlerinin  blylk miktarlarinlinl etkili

zenginlestirilmesini gosterilmektedir.

Bu proteinlerin hiicrelerde konsantre edildigi hiz) inkiibasyon periyodu (zerinden ortamda
floresanll deplesyonunun dlgllmesiyle arastElmStE] (Sekil 16). Proteinler seyreletilmistir
(20pg/ml) ve serumsuz kosullarda 12 saat boyunca hiicreler ile inkiibe edilmigtir. 8R-etiketli
proteinler, NIH3t3te %~12 ve HUES7 inkibasyonlarda %~3.5 ile tuketilmigtir. Bu, tam
olarak,HUES7 hiicrelerine kotl bir sekilde aktarlisl 8R-proteinleri ile ancak NIH3t3
hlicrelerinden orta seviyelerde aklgl sitometrisini yansfinaktadll (Sekil 2). P21-etiketli
proteinler, her iki hicre tdrlinde blyilk olclde tiketilmistir {skaslyla NIH3t3 ve HUES7
hiicrelerinde %~37 and ~25; p<0.05), burada HETD-proteinleri, ortamdan yiiksek seviyelere
tiiketilmistir ve proteinin  biyik g¢oduniugu c¢Kbritistd] (schsida NIH3t3 ve HUES7
hiicrelerinde %~72 ve ~66; p<0.01).

Floresanl (T'4) yar&Ciiketmesi icin gerekli stre belirlenmistir, burada P21-mR-8R yalnlzta
~9.4 saat gerektirmektedir, buna kars mR-8R ~62 saat gerektirmektedir ve 7 ginden
sonra bir yarldeplesyonu asla gergeklestirmeyen etiketsiz protein bulunmaktadEl(Sekil 16).
Bu veriler, eksojen GET-protein/HETD-proteininin  hlcrelere  hZC] ve etkili bir
zenginlestirilmesini kanflyan stometrik veri ile uyumludur. Bundan dolayCbu &nemli bir
protein konsantrasyonunun nispeten kih bir inkiibasyon perivodu (6 saat) icerisinde
hiicrelerde gergeklestirilebilecegi gosterilmistir. Bir glinden daha az bir siirede ekstraselliiler
proteinin ¢odunlugu GET iletimi kullan@@rak etkili bir sekilde icsellestiriimistir. Bu sistem,
stoikiyometrinin tam dlzenlenmesine badlOolacaktl) oysa gen-terapi yaklashlarida
stokastik transgen ifadesi varyasyonundan ve entegre vektorlerin susturulmasiodan
kagnllhaktadlcl

GET, Cre-aracIlgenom modifikasyonunu gelistirmektedir

HETD'lerin HS-GAG'lar vasfashda hiicre membranlarinb hZbir sekilde bagland@ve etkili bir
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sekilde hiicrelere aktardglbelirlenmistir ancak yine de allmh modunun PTD'ler igin oldudu gibi
makropinsitoz vasfasia olup olmadi@donaylanmBtil Ayricd bu proteinin  bir oran
endozomlarCkaglinas[ve basar[Ibir sekilde iletildiginin disinilmesi degerlendiriimemistir.
Onceki callGalar, Cre rekombinazil basar@Dniikleer aktivitesi degerlendirilerek floresan
etiketli proteinlerin {drnedin membran, vesikll veya fonksiyonel sitozolik/niikleer proteinini
ayltt edemeyenler gibi) dogrudan dlgiimii ile iliskili sorunlarCdnlemistir {Gump, 2010 #2}. Bu
sistem, canlCNIH3t3 fare fibroblast hilicrelerde (NIH3t3: LSL-eGFP hiicreler) bir oxP-STOP-
bxP (LSL) gelistiriimis yesil floresan protein (eGFP) raportdr geninin bir sellller allm
gostergesi olarak Olgiilmesi icin kullanlmistiEl (Sekil 4a). Bu sistem, vyesil floresan(ol
aktivasyonu hiicreye girmesi igin eksojen Cre proteinini gerektirdiginden, nikleer-
translokasyona maruz kalddindan ve transgenin LSL fragmentini eksize ettidinden dolay(
kesindir. Bu, canlChiicrelerde olusmalldd ve eGFP'nin sonraki ifadesi icin toksik degildir.
Ancak bu proses, eGFPYyi aktiflestirmek igin iletilecek yalnzta bir fonksiyonel Cre rekombinaz
molekiliind gerektirmektedir bu yizden iletilen yiikiin tam miktarhlnl belirlenmesine clanak
saglamamaktadlt] Bu meselenin (stesinden gelmek icin Cre proteinleri, ks bir maruziyet
suresi (1 saat) boyunca kEHCkeyreltilerde iletilmistir ve 48 saat sonrasida yesil floresand

aktiflestirmek icin gerekli minimum doz (Sekil 4c) belirlenmistir.

NIH3t3'ln aktarmdCre'yi transjenik olarak asllifade etmek igin SIN Cre lentivirislerine
sahip LSL-eGFP hiicreler, bu sistemin kullanElgnCbnaylayan tiim hiicrelerde eGFP-ifadesinin
tam (%952+6; p<0.001) aktivasyonunu yaklasmashb yol agmlistE] (Sekil 4b). Floresan
sistemin faydalar(3e Cre-rekombinaz proteininin iletilmis floresan-versiyonlar[JCre cDNA’sHIR
Mterminaline kopyalanan mRFPI ile proteinlerin saflastiihasia muhafaza edilmistir.
NIH3t3'Un islemi: MR-Cre (Cre'ye birlestiriimis mRFP) sahip LSL-eGFP hiicreleri, en yiksek
dozlarda (500ug/ml) rekombinasyona ve eGFP aktivasyonuna (%22.1+6.7; p<0.05) neden
olmustur (Sekil 4d). eGFP aktivasyonu, 4°C’de inhibe edilmistir ve serum-konsantrasyona
baglC3ekilde negatif olarak etkilenmistir. mR-Cre-8R, 8R PTD’nin Cre'nin fonksiyonel iletimini
gelistirdigini gostermistir (~22-kat; p<0.01).

Baglanma ve i¢sellestirmeyi onaylayan rekombinasyonu {%4.3+2.5; p<0.05) ortaya ¢khrmak
igin dusuk bir dozda (1ug/ml) hiicreler ile bir dakika kadar kish inkibasyon olarak gerekli olan
GET-proteini / HETD-proteini, P21-mR-Cre-8R, etkili ve hzlbir prosestir. Orta bir doz
(10pg/ml) icin GET / HETD-aktarim[dyalnzta PTD seviyelerinin yukar(slnda bir fonksiyonel
iletimi (~15-kat (p<0.01)) gergeklestirmistir ve tim NIH3t3: LSL-eGFP hicrelerini tam olarak
yeniden birlestirmistir (Sekil 4d,e). Onemli bir sekilde bu aktivite, mR-Cre’den (p<0.001)
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~340-kat daha iyidir. Heparinaz III, serbest-heparin ve serumsuz deneyler, Cre
rekombinasyon sistemi  kullanldrak vinelenmistir. Heparinaz III  &n-tedavisinin,
rekombinasyonu bazal-seviyelere azaltt@Jve ortam serumunun heparinaz tarafldan
tiiketilen hiicre membran GAG'lerinin yenilenmesinde bir rol oynad@lbnaylanmSt] Tim bu
genel veriler, floresan iletim sonuclarUile iyi bir sekilde iligkilidir ve protein ylkindn
fonksiyonel aktarimida ¢nemli artislarCyerceklestirmek icin P21 ve PTD- kisImlarCarasda

bir sinerji géstermektedir.

GET proteini, lipit yldm[Ciakropinositozlar tarafiddan hiicrelere girmektedir

Onceden PTD-araclMicsellegtirmenin diger endositotik yollardan ziyade makropinositoz
vasltaslyla oldugu gosterilmistir {Wadia, 2004 #25}. Sonrasbila GET-proteinleri / HETD-
proteinlerinin selller allmnin, Cre tahlil sistemi kullanldrak spesifik bir endositotik yol
vaslashida olusup olusmad@Obelirlenmistir. Hlcre plazma membranidan kolesterolin
¢Khrlthas[] kaveola ve makropinositoz dahil birkag lipit y@oEaraclllendositotik yollarC™
bozmaktadlc] {Anderson, 1998 #29; Nichols, 2001 #30; Liu, 2002 #28}. NIH3t3: Metil-p-
silodekstrin ve nistatin ile tedavi edilmis LSL-eGFP hiicreleri, sltasila kolesterolli tiiketmek
veya ayr[iutmak lzere kullanImistl) sonrasibida HETD-etiketli proteinleri aktarmistle] Lipit
y@nlarbil hem metil-p-siklodekstrini (Sekil 17a) hem de nistatini (Sekil 17b) tahribi,
fonksiyonel iletimin bir doza baglCinhibisyonuna neden olmustur. Bu veriler, GET / HETD-
araclldktarm 0Ol spesifik olarak lipit ydnl=dracléndositleri gerektirdidini gdstermektedir.

Makropinositoz, makropinozomlar olarak adlandltldn vesikillere giren aktin membran
¢kInk[3rinJgerektiren endositozun bir hZ] lipit rafEbadlCive reseptdr-bagmsizl formudur
{Nichols, 2001 #30; Liu, 2002 #28; Conner, 2003 #22}. Makropinositozun aslikda HETD-
aracllaktar @ endositotik mekanizmasColdugunu onaylamak igin hiicreler, makropinositoz-
inhibe eden bilegikler ile dnceden tedavi edilmistir (Sekil 11a,b). Amilorit, makropinositoz igin
gerekli Na*/H™ degisiminin spesifik bir inhibitoridir {West, 1989 #31}. Sitoklasin D,
makropinozom-bagdlCimembran ¢KInkM@rCgin gerekli olan F-aktin uzantSlAl bir inhibitdridir
{Sampath, 1991 #32}. Amilorit ve Sitokalasin D, HETD-proteinlerinin hiicre baglanmashl]
bozmamlstirlancak hiicrelere fonksiyonel aktarmhnl bir doza bagl[@zaltimhinh neden olmustur
(slraslyla Sekil 17c ve 17d). Bu veriler, P21'in kargo molekiilleri tarafindan icsellestirilmesi icin
PTD tarafldidan kullanlan makropinositotik yolu gelistirmektedir.

GET-iletimi, genel makropinositozu tesvik etmektedir
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Makropinositozun indiiksiyonu lzerinde GET-baglanmasinl / HETD-baglanmashlnl etkileri
arasticIth [StIcl 1 PTD-araclllbktarim, énceden, genel seviyede makropinositozda bir artlsl ile
dider proteinlerin allmhinlfesvik ettigi gosterilmistir {Wadia, 2004 #25}. Hicreler, GET / HETD
protein, P21-mR-8R ile kombinasyon halinde bir floresan akkan-fazCinakropinositotik yaplicI]
FITC-etiketli 70kDa notr dekstran ile inkiibe edilmistir. Diger callsinalar {Oliver, 1984 #24;
Araki, 1996 #23; Wadia, 2004 #25}, ndtr dekstranlari amilorit-duyarlOmakropinositoz
taraflodan alld@Cyostermistir. P21-mR-8R, diizenli-durum kontrol seviyelerinde aklskan-
faz dekstran allmbda énemli bir doza bagdlCartsindliklemistir. Bu makropinositozu uyarmak
icin PTD-etiketliye karsLGET / HETD aktvitesi karslasticmistlc] P21-mR-8R, P21 vaskaslyla
HS-GAG ile birlesmenin ve sonrasibidaki bunun PTD-aracllaktarim Gzerindeki etkisinin
makropinositotik allmhCuyard@inlhosteren aynkonsantrasyonda mR-8R ile gereklestirilen
uyar Gzerinden FITC-dekstran allmn3-2.5-kat (p<0.05) gelistirmistir.

Onemli miktarlarda GET-iletilmis protein, Klorokuin ile etkili bir sekilde serbest
brakTabilen Endozomlarda kapsanmaktad®

PTD-iletilmis molekullerin ¢odunlugu, bu vesikillerden serbest blchkmanD etkisi oldugunu
gbsteren inkiibasyondan sonra bile makropinozomlarda kapsanmslkalmaktad(tl Iyi bir sekilde
ayarlanmfs] ve derecelendirilmis miktarlarda iletim kontrol edildigi takdirde, igsellestirilmis
proteinin ¢ogunludu fonksiyonel olarak diistindlebilirse faydal(blacaktlr] Hicreler, bunlarnl
asidifikasyonunu &nleyerek endozomlar™ahrip eden bir iyon-yasayan ATPaz olan klorokuin ile
tedavi edilmistir {Seglen, 1979 #33} (Sekil 17e). Benzer dozlarln, PTD-iletilmis proteinlerin
fonksiyonel iletimini blyiik dlglide gelistirdigi gosterilmistir {Wadia, 2004 #25}. Klorokuinin
alt-sitotoksik dozlar[{100uM), bir alt-esik deder dozda (0.1(ug/ml) fonksiyonel HETD-etiketli
/ GET protein iletiminde 6nemli bir artsa (95.3+4.8-kat; p<0.001) neden olmustur, bu da
bunun, GET/HETD medikal uygulamasOligin gOziinmesi Onemli bir mesele oldugunu
gbstermektedir. Yine de GET-iletim / HETD-iletim sistemi, klorkuin tedavi ile > 10pg/ml'lik kish
(1 saat) inkiibasyonlar ile énemli ve dlgllebilir seviyelerde rekombinasyonu (%4.8+2.9;
p<0.05) gerceklestirecedimiz kadar etkili olmustur (Sekil 17f). Bundan dolayCkendozomal-
kagls! teknolojileri ile GET / HETD-iletim verimliliginin kombinasyonu, hiicrelerde yik

fonksiyonunun tam ve gegici bir sekilde kontrollli miktarlarina olanak saglayabilmektedir.

GET-araclllgsellestirme, hiicre membranQiliskisinden sonra etkilidir
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Diuglik miktarlarda GET-protein fonksiyonel niceliklerde protein aktivitesi kullanan
inkiibasyonlar igin bile hiicreler igerisinde godzlemlenmigtir. Ancak en fazla GET proteininin,
verimli bir sekilde igsellestirdidini kategorik olarka ve net bir sekilde kanflamak icin bir dizi
analiz, selliler wveya ekstrasellller lokalizasycna yanltl olan raportorler kullanl3rak
yUr{itiim{stir. DhaA ?dan elde edilen bir kendi kendine etiketli protein olan HALO (Halo®" ")
kullan@hist] HALO, sentetik kloroalkan-bazl(d0 ligandlara bir kovalent eklentiyi
olusturmaktadlt] hiicre gecirimli ve gecirimsiz ligandlar bulunmaktadlr] HALO'nun intraya
karsCekstrasellller etiketlenmesi, etiketsiz HALO’nun (intraselliler icin) ve harici hiicre
membranbida (ekstraseliiler i¢cin) LAMP2b-HALO'nun transjenik assitEifadesi kullanidrak ve
hiicre gecirimli (HALOF™ ™ Oregon Green) veya gegirimsiz (HALOF™"® *exafluor*®®) ligandlarC]
ile etiketlenerek onaylanmsticl(Sekil 20). GET-HALO proteinleri yapl@nmisticlve rekombinant
olarka ifade edilmistir (Sekil 21a} ve hiicre gegirimsiz ligand ile etiketlemeye karsCdluyarliyet
ile igsellestirmeyi test eden hiicrelere bunlar iletilmisgtir. Bir saatlik inkibasyon, GET-
proteinlerinin  ¢odunlukla ekstraselliller olarak lokalize kald@[1ve hiicre membranhba
eklendidini gostermistir {Sekil 21b). Ancak sonraki inkiibasyon (5sa sonraki inkiibasyon ile 1
sa maruziyet; 1sa-5sa) ile GET-proteini {(P21-HALO-8R) etkili bir sekilde icsellestirilmektedir
{(hiicre gegirimli ligand duyarlCancak gegirimsiz ligand duyarszl kalmaktadE) (Sekil 21c¢). Bu
deneyler, pH-duyarlColan ve <pH6 ** cevrelerde neredeyse tiim florrensCkaybeden RFP'nin
mNektarin (mNekt) varyantCkullanldrak yinelenmistir (Sekil 22). HALO aktarmOle uyumda
mNekt, 1 sa sonrasda codunlukla membran lokalize ve asidik pH-ortam (pH5.5)
inkiibasyonuna floresan duyarlCkalmistel (Sekil 22d). Sonraki inkiibasyon post-iletim (1sa-
5sa) sonrasinda GET-mNekt floresan, ekstraselliler pHa karsChrtlkl duyarlCHegildir (Sekil
22e); ancak sascIbir sekilde mutlak floresan seviyeleri, tahminen proteinin endozomal
asidifikasyon! sk&shda maruz kaldGO dahili pH degisimi yiizinden GET-mR ile
kars[@stddgnda onemli 6lglide azaltlthistr] Bu veriler, GET protein membran iligkisinin hZ
oldugunu ve aktarlmnl etkili post-hiicre baglamasCaoldugunu géstermektedir. GET proteininin
membran kleransiin, iletim proseisnde bir hZshlfdaycJadmda olabilecedi ve bunun,
aktarimlar arashidaki siUrenin degistiriimesiyle GET-mR'nin coklu aktarimlar@ (1sa)
gerceklestirerek test edildigi hipotezi ortaya atlmistitl(Sekil 23a). Aslda baslang(cl aktarm
sonraslda yeniden-aktarlm, ikinci aktarmnl verimliligini diisiirmektedir ancak yeni aktarbhlar
arasindaki 1 sa kadar az siire, yeniden aktarmmbl maksimum verimliligini elde etmek igin
gerekmektedir (Sekil 23b).

GET-iletimi, antibiyotik secimin NEO-verilen direnci ile hayatta kalmay[ltesvik

etmektedir
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GET/HETD sistemi, etiketsiz proteinden daha iyi birkag derecelik blylklikte onemli olglide
molekili iletebildigi gorilmustir. Sonraslda sistemin, uzatlth(s] protein aktivitesini iletip
iletmedigi arastiImistirlve bir sistem, antibiyotik secim kapsamlnda direng sadlamak (izere
girisimde bulunmasCikin tasarlanmigtEl(Sekil 5). Bunun, klinik translasyon igin gerekli olacak
GET-yuklerinin / HETD-ytiklerinin kesintisiz iletimine ve fonksiyonuna dair daha yansEELTahlil
oldugu dusiintimektedir. Tek seferde eGFP tarafiidan raporlanacak hiicrelere iletilecek bir
tek enzimi ‘basarlolarak gerektiren Cre-bazlldan farklCblarak NEOQ-bazl(Xahlil, antibiyotigin
aktivitesini olumsuzlamak igin birkag glin boyunca ve 6nemli miktarlarda kesintisiz iletimi
gerektirmektedir. G-418 sllfat (Genetisin), zincir uzamaslnhibe ederek polipeptit sentezi
bloke eden bir aminoglikosit antibiyotik {Eustice, 1984 #69}.

Bunu test etmek igin hem MEF hem de NIH3t3 hiicreleri, hiicrelerin plakalandglve bir

GET/HETD NEO-yiik, P21-mR-NEO-8R ile li¢ ard5K giinlik aktarmhh maruz bEakIdGbir

secim protokoliine maruz blakIhstlkl Sonrashida hicreler yeniden plakalanmistio ve es

zamanlDdlarak bir ilave Gc¢ giin boyunca G-418 ile ve devam eden GET/HETD NEO aktarm e

secilmistr (Sekil 5a). Segim sonrasiida bu kiltirler, kalan hiicre sayldr[] tripan mavi

eksliizyonu kullana canllK bakmRdan dederlendiriimistir ve sfasila CANLI/OLU hiicreleri

etiketlemek icin kalsein AM/etidiyum homodimer-1 kullanldrak boyanmistcl Bunlar, ayn(l
rejim kapsamndan islenen hiicreler ile karsldstIhistancak bir AEC-ifade eden lentiviris,

SIN NEO ile aktarlthistk] boylelikle G-418 direncini vermek Uzere geleneksel transjenik

yaklaslkl gésterilmektedir.

Bu veriler, aktarlhhs P21-mR-NEO-8R ile secilen hiicrelerin bir doza baglChayatta kalmayO
acklamstir] {Sekil 5b). Bu hayatta kalma, P21-mR-NEO-8R, daha dlsik G-418 dozlar ile
ylksek dozlarda iletildiginde (~3.3-kat daha iyi hayatta kalma; p<0.05) SIN NEO
entegrasyonu (~3.6-daha iyi hayatta kalma; p<0.05) tarafiddan transjenik olarak verilen ile
karg@stlIabilir olmustur (Sekil 5c-e). En yiksek dozlarda G-418, valnlzta SIN NEO
transjenez ile olumsuzlanabilmektedir. Birlikte alindidinda bu deneyler, GET-iletiimis /HETD-
iletilmis proteinin, molekiiliin dnemli miktarlarilnl kesintisiz iletimini saglayabilmesi ve kesin
antibiyotik-segim altlnda memeli hiicrelerin hayatta kalmasltesvik edebilmesi prensibine

dair kanEsaglamaktadirl

NANOG'nin GET-iletimi, Pluripotensinin Kendi kendine yenilenmesini tesvik

etmektedir
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Bu teknoloiji, klinik uygulamalar icin kabul edildigi takdirde hiicre kaderini ve ayricd kontrol
hiicresi metabolizmashld degistirmesi icinbunun kullanmblnl gdstermesi énemlidir. Bu
teknolojinin - potansiyel olarak Snemli bir uygulamasl,] kd&k hicrelerinin  yeniden
programlanmashlnl, kendi kendine yenilenmesinin ve farklldsmashlnl tahrik edilmesine
olacaktlr] iPSC teknolojisi, orijinal retroviral protokollerin {Takahashi, 2007 #82} yerini alacak
teknolojilere dayanarak genom entegre edici olmayan DNA {Yu, 2011 #91}, RNA {Warren,
2010 #4} ve proteine {Kim, 2009 #71; Zhou, 2009 #72} olanak saglamak lizere degisik
sekilde gelistirilmigtir PTD-iletimi araclllyeniden programlama, halihazliitla, HTD-iletiminin
priuripotent hiicre kaderini tesvik etmek igin &telenebilir oldugunu gdstermeyi arad@lm [z
gdsterilmistir {Kim, 2009 #71; Zhou, 2009 #72} (Sekil 6).

Bu hipotezi test etmek igin CGR-8 mESC'ler, GET / HETD-araclletimi, Ldsemi inhibitor
fakétriinun (LIF) geri cekilmesi ile bunlarll pluripotent kendi kendine yenileme fenotipini
strdirebildigini belirlemek Uzere kullanlisti] GET/HETD NANOG-yiiki, mESClerde Nanog
rolini baslanglcta izole etmek icin kullanl@na {Chambers, 2003 #70} benzer bir tahlilde
{Dixon, 2010 #16} iletilmistir. CGR-8 hiicreleri, jelatinlenmis plastige plakalanmistlE] ve
GET/HETD NANOG-yiki, P21-mR-NANOG-8R ile {i¢ ardGKl glnlik aktarha maruz
bk str] LIF bulunmayan kosullarda ginlik olarak aktarma devam eden ilave ¢ gegisin
(gecis bashh (g glin) icinden gegirilmistir (Sekil 6a). Bu kiltirler, hicre says baknhnkna
her bir gegiste degerlendirilmistir ve (g LIF-eksik gegisten sonra morfolojik degisim, alkalin
fosfataz (AP) aktivitesi bak(mnbdna ve pluripotensi ve farklldsma ile iliskili gen ifadesi icin
(stdslyla Oct4, Rexl ve Ffgr5) QPCR taraflidan degerlendirilmistir. Bunlar, dnceden ayn[]
tahlilde CGR-8 hiicrelerinin kendi kendine yenilenmesini kurtardGInosterdigimi, NANOG-
ifade eden lentivirlis, SIN NANOG ile aktarl@dn hicreler ile karsldstlm(stikc] {Dixon, 2010
#16).

Bu veriler, P21-mR-NANOG-8R’nin, nispeten disiuk dozlara (5-10png/ml) sahip CGR-8'in
onemli miktarlarda AP aktivitesini kurtardi@inl"ackKlamIstirl(Sekil 6b). Yiiksek dozda P21-mR-
NANOG-8R numunelerinde AP aktivitesi, SIN NANOG transjenik taraflddan gergeklestirilen ile
benzer olmustur. Transjenikler ve vyilksek dozda P21-mR-NANOG-8R-aktarlthisl CGR-8
hiucreleri, LIF-eksik kiiltiirlerde benzer bir seviyeye yaylinistlc] (~87.6-kat daha fazla;
p<0.001) (Sekil 6¢) ve ayrlch pluripotensinin (her iki p<0.05) muhafazasinlnl gdstergesi olan
benzer bir seviyeye (LIF barndidn kiltlrlerden daha dusik) Oct4 ifadesini muhafaza etmistir
(Sekil 6d). Onceden gézlemlendigi Gizere hem DNA hem de protein yontemleri ile kurtar@@n
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hiicreler, ICM-ila-epiblast gegis fenotipini gdsteren Fgr5i yukarCreglle etmigtir ve Rex?
ifadesini asagCregule etmigtir. {Dixon, 2010 #16}. Bu deneyler, GET / HETD-iletilmis
proteinin farklldsmay[l]dnleyebilmesi ve daha sonra iPSC teknolojisine uygulanabilen

pluripotent fenotipini muhafaza etmesi bakmndan bir gosterim saglamaktadirl

MYOD’un GET-iletimi Miyojenezi tahrik etmektedir

Rejeneratif tlpl veya hastallkl modelleme icin iPSC teknolojisinin vaadini gerceklestirmek icin
pluripotent hiicrelerin gok-soylu farkll@sma potansiyelinin kontrol altbh albdidink dair
belirtidir {Robinton, 2012 #30}. Proses, bu hiicrelerin protokoller gibi ekstrasellliler sitokin
miliyu moddle edilerek ¢esitli soylara farklIdsmashlnl yonlendiriimesinde gerceklestiriimesine
ragmen nispeten etkisiz kalmaktadll P21-gelisimi taraflidan fonksiyonel PTD-arac@llyiik
iletiminin yliksek verimliligi g6z dnlinde bulunduruldugunda GET/HETD teknolojisinin ayr(ch,
transkripsiyon faktérlerinin aktarmlikin acklanannl tesinde farklI3stcImh(slhiicre-kaderlerine
dogru pluripotent hiicreleri yeniden yonlendirilmesi (zere kullanl@bilmektedir {Do Kwon,
2005 #74; Hidema, 2012 #75; Liang, 2013 #73}.

Bunun icin etkili MYOD miyojenik faktdrinin iletimi {Bichsel, 2013 #092}, iskelet kas
spesifikasyonunu tahrik etmek tizere kullant Btirl(Sekil 7). Bu hipotezi test etmek icin bir /n
vitro farklldsma protokoll, HUES7 hicrelerinin jelatine plakaland@Cve geleneksel ortammDl
geri cekildigi durumlarda tasarlanmisticl Bu kosullar altbida hiicreler, sonrasida distk
konsantrasyonlarda at serumuna sahip kosullarda bir ilave g ginlik kiltirin geldigi, bir
GET/HETD MYOD-yik, P21-mR-MYOD-8R ile yedi gunlik ardSIkl aktarma maruz blakImistir]
(Sekil 7a). Bu kiilttrler, morfolojik dedisim bakmbdan dederlendirilmistir, miyonejik isaretgi
MIYOJENIN icin immiino boyanmBStE) DAPI boyama ile miyojenik-baglCtok cekirdeklenme
baklmindan degerlendirilmistir ve QPCR taraflbllan miyojenik gen ifadesi bakimhndan
degerlendirilmistir (endojen MYOD ve ACTAI). Bunlar, aynOrejim kapsamlnodan islenen
hiicreler ile karsldstkImstidancak bir MYO[-ifade eden lentivirts, SIN MYOD ile aktarIoh st

Bu veriler, MYOD ve ACTAI ifadesini (sltaslyla p<0.01 ve <0.05) (Sekil 7c) yiikselttigi biylk
cok cekirdeklenmis MIYOJENIN-pozitif miyotiiplerin bir yiiksek vyiizdesini (%62.1+8.9;
p<0.01) (Sekil 7b-f) agklam(stid Bu, P21-mR-MYOD-8R yiksek dozlarda iletildiginde SIN
MYOD transjenijinde gozlemlenen farklldsma ile karsl@stiddbilir olmustur. Birlikte
albd@inda bu deneyler, GET / HETD-iletilen proteinin, terminal olarak farklIdstItis] bir
somatik hicre tiriine HUES?7 hicrelerinin kaderini ydnlendirebilme prensibinin kanfh[]
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saglamaktadr]

Acgklama

Bir protein-aktarm alan@{PTD) bir HS-GAG badlama (HBD)-peptidi gibi bir hiicre membran
badlama petidi ile birlestirerek, hiicre membran hedeflemesini gelistirmek igin, hiicre tirlerini
aktarmas[Ekor olan, bir dizi hiicre tutumunu yonlendirmesi icin fonksiyonel olarak yiksek
derecede etkili iletimine olanak saglayan bir teknoloji gelistirilmistir. GET/HETD sisteminin,
hayatta kalmay[Jkendi kendine yenilenmeyi tesvik etmek (izere veya istenilen bir soya dogru
pluripotent hiicrelerin farklldsmashil/onlendirmek (zere yararlan@bilmektedir. Bu sistem,
teknik olarak modifiye RNA sistemleri {Warren, 2010 #4} karmasK dedildir, ve bir genin veya
proteinin ekzojen fonksiyonunu iletmek {izere belirlenmis teknikler lizerinden birkag dnemli
avantaj sunmaktadEl AyriCa viral gen-terapi yaklasmlarOigin gerekli sert biyolojik
shlflamadan kaghlldrak GET/HETD-tahrikli protein aktarlm teknolojisi, bu tir yaklagmlar(]
daha erigilebilir yapmaktadlcl

Daha da temel olarak teknoloji protein bazlCaldugundan dolayiiim DNA-bazl[(inetodolojilere
dzglu genomik entegrasyon ve insersiyonel mutajeneze dair riski tamamen ortadan
kaldraktad [l {Gump, 2007 #39}. Ayrich endozomal kagls! gelistirilebildigi takdirde bizim
yaklasmmz) protein stoikiyometrisinin skl bir sekilde kiltlrlerin icerisinde regiile edilmesine
olanak saglanacaktlr] Bu, entegre edici vektorlerin ifadesinde stokastik varyasyonu ve ayrica
viral susturmaya dair kontrol edilemez etkileri dnleyecektir. GET/HETD teknolojisi, ayrich,
yeniden programlama teknolojilerine dogrudan uygulanabilmektedir. Pluripontesi indiiksiyon
{Chan, 2009 #63; Smith, 2009 #64} skaslda gbzlemlenen fenotik dedisikliklerin admh adm
ozelligi gdz oniinde bulunduruldugunda ve yoénlendirilmis-farkll@sma protoklleri {Burridge,
2011 #81} icin tek tek transkripsiyon faktorlerinin ayrllasamaya ©zgi rolleri oynamasl]

muhtemel géralmektedir.

GET/HETD teknolojisi tarafiidan yapldbilen tek tek faktdr fonksiyonu (zerinden gegici
kontrol igin benzersiz potansiyeli, bu deg@iskenlerin, hiicre-kaderi kontroliiniin verimliligini ve

kinetigini gelistirmek lizere tes edilmesine olanak sadlamaktadlr]

Protein bazlCaktarmnl gecici ve mutejenik ozelligi, ayrich, burada arasticl@nlar disinda dnemli
klinik faydalarOletebilmektedir. Aslioda immiinoterapi icin kanser veya patojen antijenleri
ifade etmek icin protein aktarlminlnl kullanlmM¥Rabinovich, 2009 #67}, protein aktar(mninl
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immuanojenik olmayan niteliklerinden faydalanabilmektedir.

Iletilen proteinin godunlugu, endozomun icerisinde kapsanabilmektedir. PTD alan[JTAT ve
dider PTD etkilesimine dair mekanistik yonlere ve vesikiillerden yiikiin serbest blrakhas(ninl
geligtiriimesine dair amag ile makropinositomlardan kaglsh odaklanmtEl{Heitz, 2009 #42}.
Mesele, PTD'ler hiicre yilizeyine dodru avidite taraflidan gergeklestirilebilenin oGtesine

proteinleri iletme amachyda baska bir acldan yaklaslstic]

TAT-Cre ileten dnceki galGinalar, bir fonksiyonel yikuin etkili PTD-arac[detimine ydnelik hz=]
kislama admmninl makropinozom kagsloldugunu dnermistir, ancak bu veri, bu kaglsl prosesi
nihai olarak PTDlerin hastal@ tedavi etmek (zere bagarlll bir sekilde kullanlf
kullanhayacagml{Sugita, 2007 #80} kontrol etmesine ragmen PTD-aktarim prosesinin
kendisinin fizyolojik olarak olabilecek en etkili oldugunu dnermektedir. Burada acglkdanan
GET/HETD-araclTaktar[m, aktarim[Zor hicreler igin en fazla (¢ blyiikliik derecesi ile mevcut
sistemleri gelistirmektedir. Vesikil kagsnldl GET/HETD sistemi ile eglestiriimesi, dnemli bir
gelisim olacakt) Konseptin kanfLdlarak bu, endozomal tahrip edici, Klorokuinin kullanihle
gosterilmistir. GET/HETD-aktarm[] sltdsiida makropinositom-entegresinin  azaltImas(yla
proteinlerin pg/ml konsantrasyonlar(Rullanldrak fonksiyonel iletimi gbsterilmigtir (Sekil 17f).

PTD-aracletimin mevcut anlaslhas[JGAGlard yogun bir orman@n, PTD'lerin badlandGC]
bir (bikiitéz negatif olarak yiik ile hiicre membranil saglanmashb dair hipotezden

olugsmaktadlr] {Gump, 2007 #39}. Yik etkisi bakimndan degisiklik bu baglama, PTD’lerin

hiicreleri aktarma veya makropinositotik allm[ indilkleme kabiliyetinden badmszd ]

GET/HETD, hiicre membranlarid daha fazla olarak baglayarak bir PTD taraflodan araclKl

edilen bagar(lhktarmhiltesvik ederek etiketli proteinlere sahip bu olayll daha abartlhis]
versiyonunu etkili bir gsekilde olusturmustur. Izolasyonun kaynadmh baglColarak farkiC]
verimliliklere ve hlcre tdrl aktivitelerine sahip P21l'e benzer bir gekilde alternatif HBD

fonksiyonu. 8R’nin degistiriimesi, diger PTD'lerin (TAT, 8K, 8RQ) basarllbir GET/HETD'de

kullanl3bilecegini gostermistir (Sekil 11).

HS-GAG'lar gibi GAG'larnl gesitli biyolojik fonksiyonlara sahip oldudu ve biyime faktorleri,
sitokinler ve kemokinleri {Sasisekharan, 2006 #55; Gandhi, 2008 #54} barbd&n bir dizi
protein ile etkilesimler aracllfjiyla kan koagiilasyonu ve inflamatuar yanflar {Lortat-Jacob,
2002 #53; Varki, 2008 #52} gibi bircok fizyolojik ve patolojik proseste genis capta

kapsand(@bilinmektedir. Etkilesimler, gesitli biyolojik proseslerin regiile edilmesine dnemli bir
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rol oynayan GAG'larldl disakkarit bilesimine wve modellerine badlidlir] HS-GAGlar(dl
heterojenligi, farklCpatolojik kosullar altda bir dizi badlChen ve ¢oklu HS-GAG-diizenleme
enzimlerinin ifade modelleri ile belirlenmektedir {Lindahl, 1998 #56; Nakato, 2002 #57;
Sasisekharan, 2002 #60; Bengtsson, 2003 #59; Gesslbauer, 2007 #b58}.
Mukopelisakkaridozlar, osteoartrit ve miyeloma kanseri gibi inflamatuar prosesler ve
hastalKlarl, GAG'lar@ farklCdisakkaridi ile iliskili oldugu raporlanmisticl Bundan dolayd
GAG'larlnl varyasyonlariinl (baska bir deyisle mevcudiyet ve nicelik) dederlendirilmesi,
hastallklar(nl teshisi ve tansLikin buylk bir potansiyele sahiptir.

GAG etkilesiminin tegvik edilmesinin, PTD-etiketli biyolojik olarak aktif makromolekiiler yikiin
etkinligini gelistirmeye dair kesif, hastaldlnl tedavisi ve deneysel arastiimasCicin yeni alanlar(]
acmaktad(d]

Deneysel Prosediirler

Rekombinant Proteinlerin Ifadesi ve SaflastfIimas]

¢DNA, Prof. R. Y. Tsien'den (University of California, ABD) bir tiir hediye olarak mRFP1 (mR)
icin elde edilmistir {Campbell, 2002 #12}. 8RR, TAT, 8K, 8RQ, P21, Cre, NANOG, MYOD ve
NEO cDNA'lar, yeni bastan sentezlenmistir (Eurofins MWG Operon). cDNA'lar, BL21 (DE21)
pLysS £Escherichia colide (Novagen) gergeve ici flzyonlarCve ifade edilmis proteinleri
olusturmak icin pGEX6-P1 ifade vektériine (Novagen) kopyalanmistlirl 37°C'de 220rpm‘de
¢alkalanan LB ustel olarak biylyen LB kiltlrleri (ODsoo = 0.4) 24 saat boyunca 25°Cde 1
mM IPTG kullanl@rak indiklenmistir. Bakteriyel peletler, IX STE ekstraksiyon tamponunda
{(1mM DTT, 0.2 mg/ml lisozim ve IX proteaz proses inhibitdr kokteyli igeren 50 mM Tris, pH
7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) lizlenmistir ve soniklenmistir (7 genlik, 1 dakika, 5 siire).
Coziinmez protein, HZICIGST inkliizyon vicut ¢dziinirlestirme ve yeniden dodallasma kit
kullanldrak canlandithst] (AKR-110; Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA). Rekombinant
proteinler, Glitiyon-Sefaroz reginesi (GE Healthcare) kullanldrak afinite kromatografisi ile
saflastitlim(str] GST-etiketleri, IX klevaj tamponunda (50 mM Tris-HCI pH 7.0, 150 mM Nadl,
1 mM EDTA ve 1 mM DTT) PreScission™ Proteaz klevajl{GE healthcare) ile regineden
¢kbrlthistdve ayristrmistt] Protein konsantrasyonu, bir standart olarak rekombinant mR
proteini kullanl@rak 595nm’de dlclilen absorbansa sahip bir BCA-bazlCprotein tahlili (BioRad)
kullan@drak belirlenmistir. Bitlnlik ve tam-uzunluk ifadesi SDS-PAGE taraflodan

onaylanmistlr] Rekombinant proteinlerin florans[{eksitasyon: 584 nm; emisyon: 607 nm),
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numuneler (floresan/ng) arashtaki tiim preparasyonlaril <%10 yogunluk fark[Jile
belirlenmistir. Standartlar ve numuneler, TECAN sonsuz 200PRO cok modlu okuyucu
kullandrak analiz edilmistir. Alikuotlar -80°C’de depolanmlst(r]

Hiicre Kiiltiird

NIH3T3 fare fibroblast hicreleri, HEK293T insan embriyonik bdbrek hicreleri, C2C12 fare
miyoblast hicreleri, iIHMSC o&limsuzlestiriimis insan mezenkimal kok hicreleri {({Okamoto,
2002 #8} acKland@gibi olusturulan) ve MEF Grin embriyonik fibroblastlar ({Anderson, 2007
#9} acKlanddgibi hasat edilen), 2mM L-gliitamin, 100birim/ml penisilin ve 100ug/ml
streptomisin ile ilave edilen hacim cinsinden %10 fetal kalf serumu (FCS; Sigma) sahip
DMEM'de sirdurllmistir. CGR-8 fare embriyonik kdk hicreleri (mESC'ler) ve EXT1+/-
mESC'ler (Dr. D. E. Wells, University of Houston, ABD tarafloklan bir tur hediye; {Lin, 2000
#781), DMEM, hacim cinsinden %20 FCS, 100birim/ml [ésemi inhibitdr faktdér (LIF), esas
olmayan amino asitler, 100uM p-mekaptoetancl (Sigma) 2mM L-glitamin, 100birim/ml
penisilin ve 100ug/ml streptomisinde slrdGrdimastar. HL1 fare kardiyomiyosit hiicreler,
acKland@gibi strdiridlmistir {Claycomb, 1998 #7}. HUES7 insan embriyonik ve IPS2
indklenmig pluripotent kék hiicreleri, énceden agkland@gibi kiiltirlenmistir {Dick, 2011
#10}. HUES? hiicrelerinden elde edilen HUESZfib insan fibroblastlar Uretilmistir ve énceden
a¢Kland@[ibi kilttrlenmistir {Dick, 2011 #10}. Tim hicreler, %5 CO; altlida 37°C'de

kiltlrlenmistir.

Ak[g Sitometrisi ve Mikroskopi

Ak sitometrisi icin hicreler, (aksi belirtiimedidi strece) tripsinlenmistir, agdkyhacim
cinsinden %4 PFA'da sabitlenmistir, PBS'de (pH7.5) yeniden askidh blrakImlistlrlve bir 488nm
yesil lazer kullanIdrak bir MoFlo™ DP (DAKO) Akls] Sitometresinde analiz edilmistir. (50,000
hiicre; ilerifyan sacma ile canll] hicrelerde kapllll Medyan floresan, c¢lkhrlimis]
etiketlenmemis/aktarlh(s hiicrelerden temele ve deney kontroliine yoénelik oranlar olarak
allnBn degerlere sahip istatiksel analizler icin kullanIthStE] Gosterilen veriler, g kopyald
numunelerin {i¢ deneyidir. Mikroskopi icin kiltirler, PBS ile iki kere durulanmistitive evriltimis

floresan mikroskop (Nikon Eclipse TS100) ile gortintilenmistir.

Floresan Iletim Tahlili
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Goklu hucre hatlarlnl test edilmesi igin test edilmis hicre hattihb iliskin ylzeyin (zerine 2x
10° hiicre/kuyucuk {12-kuyucuklu plakada) plakaladK] 2 saat boyunca hiicreleri baglad K ve
hicre-tird spesifik biylime ortamda rekombinant proteinler ile aktardkl Aktarlm hiicreleri
PBS ile ylkbndktan sonra aklsl sitometrisi icin %4 PFA'fa tripsinlenmistir ve sabitlenmistir.
plakaladk] ancak kiiltirler, aktarlmdan 1 saat Once serumsuz ortamda Onceden inkiibe
edilmistir. Hiicre etkilesimini degerlendirmek icin membran lokalizasyonu, serumsuz ortamda
1 saatlik bir ks aktarlmh ile gerceklestirilmistir. Aktarim verimliligini degerlendirmek igin
intraselltler lokalizasyon, yalnzta serumsuz ortamda 5 saatlik inkdibasyon sonrasiida 1
saatlik bir kish aktarm ile gergeklestirilmistir. Hlicre birlesmesi (membran ve intraselliiler
seviyeler), serumsuz ortamda 6 saat boyunca hiicreler aktarl@rak dederlendirilmistir. AkE]
sitometrisi icin hlcreler tripsinlenmistir, ykbnmtd ve %4 PFA'da sabitlenmistir ve
mikroskopi  hiicreleri icin  PBS'de ykbndktan sonra gérintilenmigtir. Hicre-yilizey
proteinlerinin tripsin deplesyonu igin hiicreler, 37°C'de 15 dakika boyunca tripsin/EDTA
(Invitrogen) veya EDTA-bazllhiicre ¢dziinme c¢ozeltisi (CDS) (Sigma) ile tedavi edilmistir,
sonraslida PBS ve 1X soya fasulyesi tripsin inhibitori (PBS'de 10 mg/ml; Sigma) ile
ykbnm[stE] Sonrasida hicreler, serumsuz ortamda 37°C'de 1 saat boyunca proteinler ile
tedavi edilmistir. Hiicre membranlarflnl deterjan deplesyonu icin hiicreler, 37°C'de 10 dakika
boyunca hacim cinsinden %0.1 Triton-X100 (Tx100) barlbdlrdan PBS (pH7.5) ile tedavi
edilmistir. Sonrasinda hicreler, serumsuz ortamda 37°C'de 1 saat boyunca proteinler ile
tedavi edilmistir. GAG-tedavisi icin hlcreleri aktarlm &ncesinden serum olmadan DMEM’de
GAG'lar ile dnceden tedavi edilmistir ve aktarlm ortamlnba kapsanmistlrl Bu, heparin ve
konndroitin stlfat A, B ve C (0-50 pg/ml).

Toplam iletilen Protein Analizleri

5 x 10° NIH3t3 hiicreleri plakalanmB&E(T25 siselerinde), serumsuz DMEM'de 1 saat boyunca
hiicreler énceden inkiibe edilmistir ve 6 saat boyunca serumsuz DMEM'demR-8R veya P21-
mR-8R (0-200ug/ml; 1 ml hacim) ile bunlar aktarlthgtk] SIN-mR lentivirlsleri ile aktarlhls]
NIH3t3 hicreleri, transjenik sistemler taraflddan gerceklestirilen seviyeler bakmhdan bir
kontrol olarak kullanlth(stirl{Dixon, 2011 #15; Dick, 2011 #10}. Hicreler, tripsinizasyon ile

hasadCyapIth Gt L) aklsl sitometrisi igin %4 PFA’da sabitlenmistir veya florometri igin soguk
HKM tamponunda ekstrakte edilen ¢oziiniir proteine sahip sofjuk PBS'de birkag kere
yEanmELE(IX tam EDTA-serbest proteaz inhibitdr kokteyline sahip 20mM HEPES, pH 7.5,
5mM KCI, 0.5 mM MgCl, ve 0.5 mM DTT) {Medina, 2000 #14}. Ekstraktlar soniklenmistir,
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santrifij edilmigtir ve analizler éncesinden 100mM’lik bir nihai konsantrasyonu vermesi igin
NaCl eklenmistir. Florometri, standartlar olarak 100mM NaCl ile HKM tamponunda seyreltilmis
saflastitlih(s] mRFP proteini ile ¢ézindr ekstraktlarCkars@sticinak tzere kullanlhlistir]l Akls)

sitometrisi, intakt hiicrelerde toplam iletilen proteini degerlendirmek (zere kullanlst[r]

Ortam Deplesyon Degerlendirmesi

2 x 10° NIH3t3 hiicreleri veya HUES7 HESCler plakalanmBtitl (6-kuyucuklu plakalarda),
serumsuz DMEM'de 1 saat boyunca hicreler dnceden inkiibe edilmistir ve 12 saat boyunca
serumsuz DMEM’de rekombinant proteinler (20ug/ml; 1 ml hacim} ile bunlar aktarlmistlr]
Ortam hasat edilmistir ve florometri, hiicre inkiibasyonu 6ncesinde olana karsCortamda kalan
floresan[karsldstiomak Gzere kullanstlc]l Floresan én-inkiibasyon, %100 floresan birimleri

ve ¢lkbridn ortamin temel serumsuz ortamdlarak tahsis edilmistir.

Heparin-baglama tahlili Heparinaz tedavisi ve Serumdan P21-baglama

molekiillerinin deplesyonu

Heparin baglama aktivitesi icin 100rpm’de calkalayarak 37°C'de 1 saat boyunca 50ul PBS-
ykbnmlsl Heparin-sefaroz bozuklar(I(Sigma) ile DMEM'de 1 ml rekombinant proteinleri
(20ng/ml) inkibe ettik. Ortam ©n- ve post-inkiibasyon florometri ile kargldstilmistir]
Heparinaz tedavisi igin 2 x 10°/kuyucukta (12-kuyucuklu plakada) NIH3t3 hiicrelerini
plakaladkl ve Heparinaz III (0-1 U/ml) veya Heparin (0-50ug/ml) ile 1 saat boyunca
serumsuz ortamda onceden inklbe edilmistir. Sonrasiida hiicreler ykanm[st[flve Heparinaz
III veya Heparin barlbdrdn mR veya P21-mR-8R (serumsuz ortamda veya farkICIFCS
konsantrasyonlarlbh sahip ortamda 20ug/ml) ile 12 saat boyunca aktarlmistlc] FCS, afinite
kromatografisi ile P21-badlaylcinalzemeden tiketilmistir. Bu, £scherichia colide ifade edilen
GST-P21 proteini ile 6nceden absorbe edilen 2 ml Glitatiyon-Sefaroz recinesi (GE Healthcare)

ile 50 ml FCS inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.

Makropinositoz Degerlendirme

Genel makropinositoz (izerinde protein aktarm@lnl etkilerini dlgmek icin hiicreler, 1 saat
boyunca 4°C veya 37°C'de farklCkrekombinant proteinler (0-10ug/ml) ile birlikte 100pg/ml
FITC-70kDa ndétr dekstran (Sigma) ile inkibe edilmistir. Hicreler tripsinlenmistir ve akls
sitometrisi tarafindan PBS'de ylkbnmlstir]
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Cre Rekombinasyon Tahlili

Cre Rekombinaz aktivitesini dlgmek icin NIH3t3: LSL-eGFP hicre hattl] pZ/EG plazmit
transfeksiyon ve G-418 secimi kullanl@rak olusturulmustur {Novak, 2000 #6}. Cre
aktivitesinin onaylanmastekombinasyona etkili bir sekilde yol acmistirlve eGFP aktivasyon
hiicreleri, SIN-Cre lentivirisleri (Dixon ve ark. 2011'de agklandGhibi) ile aktar(mistic] ve
>%095 hiicre, eGFP-pozitif 48 saat post-aktarmonaylanmBtEl 2 x10° hiicre/kuyucuk
plakalanm(gtE (12-kuyucuklu plakada), 1 saat boyunca serum olmadan DMEM'de &nceden
inkiibe edilmistir ve serum olmadan DMEM’de Cre proteinleri (0-500 ng/ml) tedavi edilmistir.
Cre inkiibasyon hucreleri tripsinlendikten sonra tam ortama yeniden plakalanmistitive 2 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Hucreler, serum clmadan DMEM'de baslanglgl zaman-periyodu
hoyunca ilaglar ile dnceden tedavi edilmistir, Cre-aktarh ortambban kapsanmlidve yeniden
plakalama sonrasfida eklenmistir. On tedaviler sunlarCkapsam[StE heparin (0-50 pg/ml),
kondroitin siilfat A, B ve C (0-50 pg/ml), klorokuin (0-100uM), sitokalasin-D (0-10 uM),
amilorit (0-5 mM), metil-p-siklodekstrin (0-5mM) ve nistatin (0-50ug/ml). inkiibasyonlar
sonrasida hicreler tripsinlenmistir, ykhnmisttlve %4 PFA'da sabitlenmistir ve % rekombine
edilmis hicreler, aklgl sitometrisi ile belidenmisgtir. MR-Cre-8R  ve P21-mR-Cre-8R
karsl@strinalarliin 100ug/ml ve 10ug/ml konsantrasyonlar(3lcaslyla kullanhistclve veri, %
maksimum rekombinasyon olarak ifade edilmistir (baska bir deyisle Cre’nin baglanglc
dozunda gergeklestirilen maksimum rekombinasyona goére %).

NEO Antibiyotik-Direng Tahlili

NEO aktivitesini élgmek icin G-418 antibiyotik seciminin mevcudiyetinde NIH3t3 ve MEFnin
hayatta kalmasOve proliferasyonu dederlendirilmistir. Hiicre sayS&I] canllkl ve canlfbli
oranlarCdlgllmustir. NEO aktivitesinin, NIH3t3 ve MEF hiicrelerinin G-418 se¢imi kapsaminda
hayatta kalmaya ve proliferasyona etkili bir sekilde yol act@hCdnaylamak icin hiicreler, SIN-
NEQ lentivirisleri (Dixon ve ark. 2009'da ac¢kland@dzere) ile aktarlhistc]l ve NEO
aktarlm hiicre 6limind dnledidi ve sert G-418 secimi kapsamda canlIfCmuhafaza ettigi
onaylanmStE]l Bu, NEO protein aktarflarbh kiyhsla kullanlfhStEl 3 x10° MEF
hiicre/kuyucudu veya 1 x 10° NIH3t3 hiicre/kuyucugdu (12-kuyucuklu plakalarda) plakalad&
ve 3 gln boyunca P21-mR-NEO-8R (0-100ug/ml} barbdicdn %10 FCS ile DMEM’'de bunlarC
kiiltirledik. Hucreler, MEF hiicreleri icin 3 x10° hiicre/kuyucukta veya NIH3t3 hiicreleri icin 1

x10° hiicre/kuyucukta yeniden plakalanmiSti Hiicreler, direncli olmayan hiicreleri 6ldiirmek
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icin 3 glnliik bir ilave ginliik besleme icin P21-mR-NEQ-8R {0-100ug/ml) ve G-418 siilfat (0-
300ug/ml) barmddn %10 FCS ile DMEM'de kiiltirlenmistir. Hicreler saylmi(stlc) tripan mavi
eksliizyon kullanl@rak canllKl bakmAdan dederlendirilmistir veya CANLI/OLU boyama
kullanfdrak tahlil edilmigtir {Bayoussef, 2012 #13}.

NANOG Kendi Kendine yenileme Tahlili

NANOG aktivitesini dlgmek icin CGR-8 mESC'lerden LIF-geri ¢ekimini kullandK ve alkali
fosfataz (AP) aktivitesini, hicre sayBIIolctik ve niceliksel PCR (QPCR) ile gen ifade
dedisimlerini degerlendirdik. NANOG aktivitesinin, LIF olmadan kendi kendine yenilenmeyi
kurtarmaya etkili bir sekilde yol acti@nl_bnaylamak igin SIN-NANOG lentivirisler (Dixon ve
ark. 2009'da aglkdand@libi) ile aktard ve CGR-8 kendi kendine yenilemenin etkili bir
sekilde kurtarld@nlve bunun NANOG protein aktarimlarClle karlgtitinalarda kullanIdiginiC]
onayladKl 2 x10° hiicre/kuyucuk plakalanm Bt (6-kuyucuklu plakada), giinlilk olarak taze
ortam ile besleyerek P21-mR-NANOG-8R (0-50ug/ml) barlbd&n bir gegis/3 giin boyunca LIF
ile bilylime ortamloda énceden inkiibe edilmigtir. Hiicreler, P21-mR-NANOG-8R (0-50ug/ml)
barfddn LIF olmadan (ve LIF ile kontroller olarak) biiyiime ortambda 2 x10°
hiicre/kuyucukta plakalanmgtc] (6-kuyucuklu plakada). Hiicreler, bu ortam ile glnliik
beslenmigtir ve 3 glinde bir saylhiti] ve 3 gegise kadar hicrelerin ona biri yeniden
plakalanarak gegirilmistir. Ugiincil gecisten sonra post-LF geri cekim hiicreleri, AP aktivitesi
icin boyanmlstl] (86R-1kiti; Naftol AS-BI ve hEkImEZzOmor LBye dayanarak; Sigma))
boyanmBtEve QPCR analizleri icin islenmistir. Ilgili ifade seviyeleri (AACT),TagMan™ Gen
ifadesi Ana KarGImOlve spesifik TagMan™ Gen Ifadesi Tahlilleri (Applied Biosystems)
kullanlldrak QPCR belirlenmigtir.

MYOD Miyojenez Tahlili

MYOD aktivitesini dlcmek igin HUES7 HESC'lerin farklldsmasinl] kullandkl ve hicre
morfolojisini, hicre cekirdeklenmesini, niceliksel-PCR (QPCR) ile gen ifade degisimlerini ve
MYOGENIN protein ifadesini dederlendirdik. MYOD aktivitesinin, HESClerin miyojenik
farklldsmasnk etkili bir sekilde yol actiGnl bnaylamak icin SIN-MYOD lentiviriisler (Dixon ve
ark. 2009'da agkbindidlgibi) ile aktardklve MYOD'un, MYOD protein aktarimlaring klybslarda
kullan@@n cok cekirdeklenmis miyotiip farklBsmas@dydnlendirdigini onayladlkd 1 x10°
hicre/kuyucuk, %0.1 jelatin-kaplCplakalara (6 kuyucuklu plakada) plakalanmigtitlve tripsin
kullanan bir gecis kullanldrak 1 hafta boyunca %10 FCS ile DMEM'de kiltarlenmistir.
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Hiicreler, 1 x10° hiicre/kuyucukta, %0.1 jelatin-kapl[plakalara yeniden plakalanmGtFive P21-
mR-MYOD-8R (0-50ug/ml) baribdirdn %10 FCS ile DMEM'de kultrlenmistir. Hacreler, bu
ortam ile 7 giin boyunca gunlik beslenmistir. Kiltlir ortam[Jsonrasioda, %2 at serumu (HS)
ile DMEM'ye dedistirilmistir ve kdltlirler bir ilave 7 giin boyunca slrmistir. Sonrasihda
hiicreler, QPCR icin islenmistir veya %4 PFA'da sabitlenmistir ve immuino boyanmistd
{Bayoussef, 2012 #13}. Cekirdekler, onceden ackland@l] Gzere DAPI kullanl3drak
etiketlenmistir (Dixon ve ark. 2009). MYOGENIN-pozitif cekirdekler/toplam ¢ekirdeklerin
yiizdesinin miktar(Rayin edilmistir, kosul basbh minimum 200 cekirdek saylIt St Ilgili ifade
seviyeleri (AACT),TagMan™ Gen Ifadesi Ana KarGImve spesifik TagMan™ Gen Ifadesi
Tahlilleri (Applied Biosystems) kullanldrak QPCR belirlenmistir.

Antikor, Niikleik Asit ve Nanopartikiil iletim

Biyotinlenmis-Keci anti-Tavsan ve FITC-Tavsan anti-fare antikorlar(J(Sigma), pSIN-GFP
{Dixon ve ark. 2014), GFP (Miltenyi Biotech) icin modifiye nlikleotit RNA (modRNA} ve
GAPDH'ye (Sigma) kars[IFAM-etiketli siRNA ve nanomag-D (250nm) (MircoMod), GET-
proteinleri veya -peptitleri ile karmasKklastirIm(stirlve hicrelere eklenmistir. Antikorlar igin
komplekslerin, hiicre eklemesi oncesinde 20 dk boyunda bilyiime ortambdan olusmasioa
olanak sagdlanmlstlc]l Niikleik asitler icin bir 2:1 peptit:niikleik asit yik oranCkarmasKlastltina
icin kullanmistlc] GET- veya LIPO2000 (lipofektamin 2000; Invitrogen) transfeksiyonu, 12
kuyucuklu plakalarda 100,000 hMSC'lerin transfeksiyonu basgnh 10 ug veya 1 pg nikleik asidi
kullanmIistlc] GET-peptidi, tam imalat¢[talimatlarink gére LIPOC2000iI ikame etmigtir. MNP'ler
icin 25uM’ik nihai konsantrasyonda peptit, imalatcolnl talimatlarba gbére 2mg MNP’ler
kullandrak bir EDAC/NHS reaksiyonunda kullanlistcl Koyu lacivert, agdikfhacim cinsinden
%2.5 HCl'de potasyum ferrosiyanit (aglflkfhacim cinsinden 92.5) kullan@rak
gerceklestirilmistir.

Istatiksel Analiz
GraphPad Prism vyazllhh paketi kullanldrak istatiksel karsldstlcinalar gerceklestirilmistir.
Varyans Tukey-Kramer analizi kullanldrak karsldsticnalar yapltistic] (ANOVA). Sonuglar,

p<0.05 oldudu takdirde distinilmistir.

Ornek Sekanslar
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Ornek HS-GAG baglayd$ekanslar

P21 amino asit sekans
(SEKANS KIMLIK NUMARASI 1)
KRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK

P21 niikleotit sekans{bir metiyonin/ATG ile);

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2)

aagcgcaagaagaagggcaaaggcectgggcaagaagegegatcegtgectgegecaagtataag PDGF (194

211) amino asit sekans[J
(SEKANS KIMLIK NUMARASI 3)
GRPRESGKKRKRKRLKPT

PDGF (194-211) niikleotit sekans[]
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4)

ggccgeccgegegaaageggcaaaaaacgcaaacgcaaacgcectgaaaccgacc

FGF7B amino asit sekans[]
(SEKANS KIMLIK NUMARASI 5).
TYASAKWTHNGGEMFVALNQ

FGF7B niikleotit sekans[]
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6)
Acctatgcgagcgcgaaatggacccataacggeggegaaatgtttgtggegctgaaccag

FGF2 HBD B(247-262) amino asit sekansl]
(SEKANS KIMLIK NUMARASI 7).
TYRSRKYTSWYVALKR

FGF2 HBD B(247-262) nukleotit sekansl:]
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8)

acctatcgcagccgcaaatataccagetggtatgtggegetgaaacgc

8R protein aktarim alan sekans(nl[kodlayan niikleotitler:
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(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9) CGA AGA CGC AGG AGA CGT CGA AGG

Ornek iletim molekiil niikleotit sekans[{P21-yiik-8R):

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10)

aagcgcaagaagaagggcaaaggcctgggcaagaagcegcgatccgtgcctgcgcaagtataagNcgaagacgea
gga gacgtcgaagg

N= ¢esitli uzunlukta yik nikleik asit sekansC{baska bir deyigle nikleotit kalhtldrnlnl saysl]

degiskenlik gosterebilmektedir) veya baska bir molekiil bittnlGga.

ScFv antikorlar@linl nanokor varyantlaribbdan her birinin iki versiyonu yapIthI[stir] bir versiyon,
ScFv vHH alanl¥Cerceve alanJ1-CDR1-Cerceve alan[12-CDR2-Cerceve alan[13-CDR3-IgA
Mentese Alanl[Cerceve aland) ile ayn$ekansa sahiptir ve diderinde CDR1 2, ve 3 alanlar(d
bir genel vHH alan sekansib greft edilmistir. Her iki versiyon kargl3stIabilir aktiviteye
sahiptir ve greftleme versiyonu, CDR alanlarnlnl basit bir sekilde bir genel antikorun (zerine
greft edilmesinin ayrlch ise yarad gInl(kan flamak lzere olusturulmustur.

Asaglda, HS4C3, ve AO4BO8 ScFv vHH ve greft edilmis vHH'nin sekanslar¥erilmektedir:
HS4C3 ScFv vHH

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11)
EVQLVESGGGLVQPRGSLRLSCAASGFTVSSNEMSWIRQAPGKGLEWVSSISGG
STYYADSRKGRFTISRDNSKNTLYLQMNNLRAEGTAAYYCGRRLKDPSTPPTPS
PSTPPTPSPS
CDR1 GFTVSSNE
CDR2 ISGGST

CDR3 GRRLKD

HS4C3 ScFv vHH niikleotit sekans[]
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(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 12)
gaagtgcagctggtggaaagcggcggceggectggtgcagccgegcggcagectgegectgagctgegeggcgagedg
ctttaccgtgagcagcaacgaaatgagctggattcgecaggegecgggcaaaggectggaatgggtgagcagcattageg
gcggcagcacctattatgcggatagecgcaaaggecgcetttaccattagecgcgataacagcaaaaacaccctgtatctgea
gatgaacaacctgcgegeggaaggcaccgeggcegtattattgcggecgecgcectgaaagatccgageacccegcegace

ccgageccgageaccecgecgaccccgageccgage

HS4C3 greft edilmis vHH

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13)

QVOQLVESGGGSVQAGGSLRLSCTASGFTVSSNELGWFRQAPGQERWAVAAISG
GSTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVTLQMNNLKPEDTAIYYCGRRLKDWGQGTQ
VTVSSPSTPPTPSPSTPPTPSPS

CDR1 GFTVSSNE
CDR2 ISGGST
CDR3 GRRLKD

HS4C3 greft edilmis vHH niikleotidi

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14)
caggtgcagctggtggaaageggeggeggceagegtgcaggegggeggcagectgegectgagetgeacegegagegg
ctttaccgtgagcagcaacgaactgggcetggtttcgccaggcgecgggcecaggaacgctgggeggtggeggcgattage
ggcggcagcacctattatgcggatagegtgaaaggecgctitaccattagccgcgataacgcgaaaaacaccgtgacectg
cagatgaacaacctgaaaccggaagataccgcgatttattattgcggecgecgectgaaagattggggecagggeaccca
ggtgacegtgagcageccgageaccccgecgaccecgageccgageaccecgecgacceegageecgage

A04B08 ScFv vHH

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 15)
EDQLVESGGGLVQPGGSLRPSCAASGFAFSSYAL HWVRRAPGKGLEWVSAIGT
GGDTYYADSVMGRFTISRDNAKKSLYLHMNSLIAEDMAVYYCSLRMNGWRAH
QPSTPPTPSPSTPPTPSPS
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CDR1 GFAFSSYA (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 22)
CDR2 IGTGGDT {SEKANS KIMLIK NUMARASI: 24)
CDR3 SLRMNGWRAHQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 26)

AO4B08 ScFv vHH nuklectit sekans[

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 16)

gaagatcagctggtggaaagcggcggcggcectggtgcagecgggceggcagcectgcgeccgagctgegeggegagegg
ctttgcgtttagcagctatgegcetgcattgggtgegecgcgegecgggcaaaggcectggaatgggtgagegcegattggeac
cggcggcgatacctattatgcggatagegtgatgggecgctttaccattagecgegataacgcgaaaaaaagectgtatetg
catatgaacagectgattgeggaagatatggeggtgtattattgcagectgegceatgaacggcetggegegegcatcageeg

agcaccccgecgaccecgageccgagcaccccgecgaccccgageccgage

AO04B08 greft edilmis vHH

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 17)
QVQLVESGGGSYQAGGSLRLSCTASGFAFSSYAl GWFRQAPGQERWAVAAIGT
GGDTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVTLQMNNLKPEDTATYYCSLRMNGWRAH
QWGQGTQVTVSSPSTPPTPSPSTPPTPSPS

CDR1 GFAFSSYA (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 22)
CDR2 IGTGGDT {SEKANS KIMLIK NUMARASI: 24)

CDR3 SLRMNGWRAHQ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 26)

AD4B08 greft edilmis vHH nukleotidi

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 18)
caggtgcagctggtggaaagcggcggcggcagegtgcaggegggeggcagcctgegectgagetgcaccgegagedg
ctttgcgtttagcagctatgegctgggctggtitcgecaggegecgggccaggaacgctgggeggtggeggcgattggea
ccggeggcegatacctattatgeggatagegtgaaaggecgctttaccattagecgegataacgcgaaaaacaccgtgaccec
tgcagatgaacaacctgaaaccggaagataccgegatttattattgcagectgegeatgaacggetggegegegeatcagt
ggggccagggcacccaggtgaccgtgagcagcccgagcaccecgccgaccccgageccgageaccccgeegaccee

gagcccgagc

62



10

15

20

25

30

35

Referanslar:

1.Gump JM & Dowdy SF (2007) TAT transduction: the molecular mechanism and
therapeutic prospects. Trends in molecular medicine 13(10):443-448.

2.EI-Andaloussi S, Holm T, & Langel U (2005) Cell-penetrating peptides: Mechanisms and
applications. Curr Pharm Design 11(28):3597-3611.

3.Goun EA, Pillow TH, Jones LR, Rothbard 1B, & Wender PA (2006) Molecular
transporters: Synthesis of oligo-guanidinium transporters and their application to drug
delivery and real-time imaging. Chembiochem 7(10): 1497-1515.

4.Meade BR & Dowdy SF (2007) Exogenous siRNA delivery using peptide transduction
domains/cell penetrating peptides. Adv Drug Deliver Rev 59(2-3):134-140.

5.Fischer R, Fotin-Mleczek M, Hufnagel H, & Brock R (2005) Break on through to the
other side - Biophysics and cell biology shed light on cell-penetrating peptides.
Chembiochem 6(12):2126-2142.

6.Nakase I, Takeuchi T, Tanaka G, & Futaki S (2008} Methodological and cellular aspects
that govern the internalization mechanisms of arginine-rich cell-penetrating peptides. Adv
Drug Deliver Rev 60(4-5):598-607.

7.Heitz F, Morris MC, & Divita G (2009) Twenty years of cell-penetrating peptides: from
molecular mechanisms to therapeutics. Brit J Pharmacol 157(2): 195-206.

8.Gump M, June RK, & Dowdy SF (2010) Revised Role of Glycosaminoglycans in TAT
Protein Transduction Domain-mediated Cellular Transduction. J Biol Chem 285(2):1500-
1507.

S.Norbury CC, Hewlett L], Prescott AR, Shastri N, & Watts C (1995) Class I MHC
presentation of exogenous soluble antigen via macropinocytosis in bone marrow
macrophages. Immunity 3(6):783-791.

10.Meier O, ve ark. (2002) Adenovirus triggers macropinocytosis and endosomal leakage
together with its clathrin-mediated uptake. J Cell Biol 158(6):1119-1131.

11.Conner SD & Schmid SL (2003) Regulated portals of entry into the cell. Nature
422(6927):37-44.

12.Wadia 1S, Stan RV, & Dowdy SF (2004) Transducible TAT-HA fusogenic peptide
enhances escape of TAT-fusion proteins after lipid raft macropinocytosis. Nat Med
10(3):310-315.

13.Skehel 11, Cross K, Steinhauer D, & Wiley DC (2001) Influenza fusion peptides.
Biochem Soc T 29:623-626.

14.Han X, Bushweller JH, Cafiso DS, & Tamm LK (2001) Membrane structure and fusion-

63



10

15

20

25

30

35

triggering conformational change of the fusion domain from influenza hemagglutinin. Nat
Struct Biol 8(8):715-720.

15.Sakuma T, Higashiyama S, Hosoe S, Hayashi S, & Taniguchi N (1997) CD9 antigen
interacts with heparin-binding EGF-like growth factor through its heparin-binding domain.
Journal of biochemistry 122(2):474-480.

16.Higashiyama S, Abraham JA, & Klagsbrun M (1993) Heparin-Binding Egf-Like Growth-
Factor Stimulation of Smooth-Muscle Cell-Migration - Dependence on Interactions with
Cell-Surface Heparan-Sulfate. ] Cell Biol 122(4):933-940.

17.Thompson SA, ve ark. (1994) Characterization of Sequences within Heparin-Binding
Egf-Like Growth-Factor That Mediate Interaction with Heparin. ] Biol Chem 269(4):2541-
25469.

18.Kaplan IM, Wadia 1S, & Dowdy SF (2005) Cationic TAT peptide transduction domain
enters cells by macropi-nocytosis (vol 102, pg 247, 2005). ] Control Release 107(3):571-
572.

19.Lawrence R, Lu H, Rosenberg RD, Esko JD, & Zhang LJ (2008) Disaccharide structure
code for the easy representation of constituent oligosaccharides from glycosaminoglycans.
Nat Methods 5(4):291-292.

20.Lin X, ve ark. (2000) Disruption of gastrulation and heparan sulfate biosynthesis in
EXT1-deficient mice. Dev Biol 224(2):299-311.

21.Dick E, Matsa E, Young LE, Darling D, & Denning C (2011) Faster generation of hiPSCs
by coupling high-titer lentivirus and column-based positive selection. Nat Protoc 6(6):701-
714.

22.Anderson RGW (1998) The caveolae membrane system. Annu Rev Biochem 67:199-
225.

23.Nichols B] & Lippincott-Schwartz J (2001) Endocytosis without clathrin coats. Trends
Cell Biol 11(10):406-412.

24.Liu NQ, ve ark. (2002) Human immunodeficiency virus type 1 enters brain
microvascular endothelia by macropi-nocytosis dependent on lipid rafts and the mitogen-
activated protein kinase signaling pathway. J Virol 76(13):6689-6700.

25.West MA, Bretscher MS, & Watts C (1989) Distinct Endocytotic Pathways in Epidermal
Growth Factor-Stimulated Human Carcinoma A431 Cells, J Cell Biol 109(6):2731-2739.
26.Sampath P & Pollard TD (1991) Effects of Cytochalasin, Phalloidin, and Ph on the
Elongation of Actin-Filaments. Biochemistry-Us 30(7):1973-1980.

27.0liver JM, Berlin RD, & Davis BH (1984) Use of Horseradish-Peroxidase and
Fluorescent Dextrans to Study Fluid Pinocytosis in Leukocytes. Method Enzymol 108:336-

64



10

15

20

25

30

35

347.

28.Araki N, Johnson MT, & Swanson JA (1996) A role for phosphoinositide 3-kinase in the
completion of macropi-nocytosis and phagocytosis by macrophages. ] Cell Biol
135(5):1249-1260.

29.Seglen PO, Grinde B, & Solheim AE (1979) Inhibition of the Lysosomal Pathway of
Protein-Degradation in Isolated Rat Hepatocytes by Ammonia, Methylamine, Chloroquine
and Leupeptin. Eur J Biochem 95(2):215-225.

30.Eustice DC & Wilhelm IM (1984) Mechanisms of Action of Aminoglycoside Antibiotics in
Eukaryotic Protein-Synthesis. Antimicrob Agents Ch 26(1):53-60.

31.Yu JY, Chau KF, Vodyanik MA, Jiang JL, & Jiang Y (2011) Efficient Feeder-Free
Episomal Reprogramming with Small Molecules. Plos One 6(3).

32.Warren L, ve ark. (2010) Highly Efficient Reprogramming to Pluripotency and Directed
Differentiation of Human Cells with Synthetic Modified mRNA. Cell Stem Cell 7(5):618-
630.

33.Kim D, ve ark. (2009} Generation of human induced pluripotent stem cells by direct
delivery of reprogramming proteins. Cell Stem Cell 4(6):472-476.

34.Zhou HY, ve ark. (2009) Generation of Induced Pluripotent Stem Cells Using
Recombinant Proteins (vol 4, pg 381, 2009). Cell Stem Cell 4(6):581-581.

35.Takahashi K, ve ark. (2007) Induction of pluripotent stem cells from adult human
fibroblasts by defined factors. Cell 131(5):861-872.

36.Dixon JE, ve ark. (2010) Axolotl Nanog activity in mouse embryonic stem cells
demonstrates that ground state pluripotency is conserved from urodele amphibians to
mammals. Development 137(18):2973-2980.

37.Chambers I, ve ark. (2003) Functional expression cloning of Nanog, a pluripotency
sustaining factor in embryonic stem cells. Cell 113(5):643-655.

38.Robinton DA & Daley GQ (2012) The promise of induced pluripotent stem cells in
research and therapy. Nature 481(7381):295-305.

39.Do Kwon Y, ve ark. (2005) Cellular manipulation of human embryonic stem cells by
TAT-PDX1 protein transduction. Mol Ther 12(1}:28-32.

40.Hidema S, Tonomura Y, Date S, & Nishimori K (2012) Effects of protein transduction
with intact myogenic transcription factors tagged with HIV-1 Tat-PTD (T-PTD) on
myogenic differentiation of mouse primary cells. J Biosci Bioeng 113(1):5-11.

41.Liang QL, Mo ZY, Li XF, Wang XX, & Li RM (2013) Pdx1 protein induces human
embryonic stem cells into the pancreatic endocrine lineage. Cell Biol Int 37(1):2-10.
42.Bichsel C, ve ark. (2013) Direct Reprogramming of Fibroblasts to Myocytes via

65



10

15

20

25

30

35

Bacterial Injection of MyoD Protein. Cell Reprogram 15(2):117-125.

43.Chan EM, ve ark. (2009) Live cell imaging distinguishes bona fide human iPS cells from
partially reprogrammed cells. Nat Bictechnol 27(11):1033-U1100.

44.Smith KP, Luong MX, & Stein GS (2009) Pluripotency: Toward a Gold Standard for
Human ES and iPS Cells. J Cell Physiol 220(1):21-29.

45.Burridge PW, ve ark. (2011) A Universal System for Highly Efficient Cardiac
Differentiation of Human Induced Pluripotent Stem Cells That Eliminates Interline
Variability. Plos One 6(4).

46.Campbell RE, ve ark. {2002) A monomeric red fluorescent protein. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 99(12):7877-7882.
47.0kamoto T, ve ark. (2002) Clonal heterogeneity in differentiation potential of
immortalized human mesenchymal stem cells. Biochem Bioph Res Co 295(2):354-361.
48.Anderson D, ve ark. (2007) Transgenic enrichment of cardiomyocytes from human
embryonic stem cells. Mol Ther 15(11):2027-2036.

49.Claycomb WC, ve ark. (1998) HL-1 cells: A cardiac muscle cell line that contracts and
retains phenotypic characteristics of the adult cardiomyocyte. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 95(6):2979-2984.

50.Dixon JE, Dick E, Rajamchan D, Shakesheff KM, & Denning C (2011) Directed
differentiation of human embryonic stem cells to interrogate the cardiac gene regulatory
network. Mol Ther 19(9):1695-1703,

51.Medina D, Moskowitz N, Khan S, Christopher S, & Germino ] (2000) Rapid purification
of protein complexes from mammalian cells. Nucleic Acids Res 28(12).

52.Novak A, Guo CY, Yang WY, Nagy A, & Lobe CG (2000) Z/EG, a double reporter mouse
line that expresses enhanced green fluorescent protein upon Cre-mediated excision.
Genesis 28(3-4):147-155.

53.Bayoussef Z, Dixon JE, Stolnik S, & Shakesheff KM (2012) Aggregation promotes cell
viability, proliferation, and differentiation in an in vitro model of injection cell therapy. ]
Tissue Eng Regen M 6(10):e61-e73.

Hiicre Penetran Peptitler Kullandarak Demir Oksit Nanopartikil Allmnn

Etkinliginin Gelistirilmesi

Onceki teknik

Siperparamanyetik Demir Oksit nanopartikiller {(SPIONS), bir demir oksit ¢ekirdek ve ylzey
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kaplamadan olusan kiiciik oldukca manyetize partikillerdir. SPIONS, MRI kontrast ajanlarda’
kullanMa yonelik klinik olarak onaylanmBtE ve giniimiizde hedeflenmis ila¢ dagEmmE]
hipertermi tedavisi ve hiicre etiketlemede?® kullana ydnelik olarak arastfIhaktadE] SPIONS,
MRI kontrast ajanlarioda kullanibha yonelik onaylanmistic] ve ticari olarak mevcut Urinler,

Lumiren, Resivist ve Feridex'i kapsamaktadif!

SPIONS uygulamasl] hiicrelerin igine igsellestiriimekte olan yeterli bir konsantrasyonu
gerektirmektedir ve nanopartikillerin gerekli hedeflenmesi olmadan etkisiz bir ¢lktlyh yol
acabilmektedir. Hiicre icsellestirmesinin etkinligi, drnek vermek gerekirse® boyut, kaplama ve
ek ligandlara badl olabilmektedir. Literatiir, igsellestirme ajanlar(d tutturulmadan,
arastmnaclBr@ hicre basBh 15-30 pglik bir aral@delde ettigini gdstermektedir®.
Nanopartikiil kaplama (zerindeki fonksiyonel gruplardan, monoklonal antikorlar, hiicre
penetran peptitler ve igsellestirme ajanlarCblarak kiiglik molekdillerin tutturulmasida hicre
icsellestiriimesinin artflihasblhedef almasCikin faydalan@@bilmektedir.”

Glntimiizde arastltldn bir hlicre penetranpeptit, Arg-Gly-Asp'dir {RGD). RGD, avp3 intergrini
hedef almasO icin tasarlanmBtH. Intergrin, yaygll bicimde kanser hiicrelerinde
bulunabilmektedir, dolaylslyka ayricd bhir hedefleme peptiti olarak kullanl@bilmektedir.
Arastfina, RGD peptidinin, nanopartikil alm@MO %50 oranhda artkd Gobulmustur.’

Asadldeki callsihna, buradaki bulusa ait bir hiicre penetranpeptide, ozellikle P218R‘ye
odaklanmaktadlrl Peptit, iki alana sahiptir, P21, hiicre zar[lizerinde heparan silfata (HS)
baglanmaktadltlve 8R, aktarima yardmclColmaktadlc]l Callsimannl amac[JP218R'nin etkinligini
tan[mlamak ve bunun mekanizmasnldrastomaktc]

Malzemeler ve Yontemler

Nanopartikiil etiketleme

0.5M MES tamponunda ¢dzinen 0.1 M NHS'ye sahip bir 31 mM EDAC, skaslyla 1:51ik bir
oranda Nanomag-D (250 nm) partikiillerine eklenmistir ve 1 saat boyunca kar[stlmst(c]
Sonraslda partikdller, bir 0.1M MES tamponunda ykiAnmaktadlve ayn[tamponda ¢dzlinen
gerekli etiketleme ajanminl 0.2 pg/ul'si, etiketleme ¢dzeltisi ve nano-partikillerin 1:1'lik bir
oranmCvermesi icin eklenmistir, etiketleme ¢ozeltisinin bir alikuotu, etiketleme etkinliginin
test edilmesi icin tutulmustur. Daha sonra soliisyon, 3 saat boyunca oda skcaklidinda siirekli
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olarak kar(stiFlirhaktad(r] Partikiller etiketlendiginde, 25 mM’lik bir glisin ¢ozeltisi partikiillere
eklenmektedir, sonraslida 30 dakika boyunca daha fazla inklibe edilmektedir. Etiketleme
gozeltisinin bir alikuotu, daha 6nceki alikuot ve PBS'de %0.1 BSA'da ykbnan partikiiller ile
kargldstirina icin tutulmaktadir] Partiklller, nihayetinde 1 mg/mllik bir ¢bzelti vermesi icin
PBS'de %0.1 BSA'da seyreltiimektedir. Etiketleme ¢dzeltisinin her iki alikuctu ve etiketlenmis

nanopartikiillerin bir kism[JIfloresans icin degerlendirilmistir.

Hiicre Kiiltiiri

NIH 3t3 fibroblast hicreleri, Dulbecco'nunmodifiye  Kartal ortamibda (DMEM;
Gibeco)kiltirlenmistir, 370C ve %5 CO2'de hacim cinsinden %10 Fetal Buzag[Serumu (FCS,
Sigma), 2mM L-glutamin ve (PS) ile takviye yaplhEtll Sonrasiida hiicreler, konfliiente
kadar kdltirlenmistir.

Hiicre Etiketleme

Konflilent hiicreler, 200,000 hicre/kuyucukta 12 kuyucuklu plakalara bélinmistir ve
370Cde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saat sonra 50 pg Nanomag-D demir oksit
nanopartikiiller (250 nm} ve 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 2, 1, 5 ve 10 um hiicre penetran
peptitten biri, ya %10 FCS DMEM ya da serumsuz DMEM ortamUile hiicrelere eklenmistir ve
24 saat boyunca demir nanopartikiillerinin icsellestiriimesi icin bekletilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hicreler, fazla nanopartikiilleri gidermek icin PBS'de ylkbnmstl] sonrasinka nitel
Prusya mavisi boyama, nicel kolorimetrik demir tahlili veya floresan aktive aklglsitometrisi icin

hasat edilmistir.

Prusya Mavisi Boyama

Hiicreler etiketlenmistir, sonrasita 40C'de 15-20 dakika boyunca agk}hacim cinsinden %4
PFA'da onarlihistlr]l %2.5 HCL'de %2.5 potasyum ferrosiyaniirin bir boyama g¢oézeltisi,
hiicrelere eklenmistir ve oda slchklgInda bir saat boyunca inkiibe edilmistir. Nanopartikillerin

mevcut olmas[halinde, demir konsantrasyonuna orantlIbir mavi boya meydana gelmistir.

Nicel Kolorimetrik Demir Tahlil Hicreleri etiketlenmistir, tripsinize edilmistir ve peletlenmistir,
sonrasioda tiim ortam giderilmistir. 40 ul %37 HCL hicrelere eklenmistir ve ¢éziinene kadar
70°C'de BEIMELE] sonrasbda 50ul NaOH ile ndétrlestirilmistir.  Yiksek bir demir
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konsantrasyonunu kapsayan o© numuneler, 1:10 seyreltiimigtir, sonraslida 40 pL
Quantichrom isleyen reaktif eklenmistir ve Quantichrom demir tahlilindeki talimatlar

izlenmigtir.

Ak[s Sitometrisi

Hucreler, 50 ng Nanomag-D partikdlleri, 1 pM P218R ve 0, 0.1, 1 ve 5 pg/ml FitC-BSA'da biri
ile etiketlenmistir. Sonrasida hiicreler, onarlhglhiicrelerdir ve yesil floresanCdegerlendirmek
icin bir Coulter Altra aklsl sitometresinin icinden gegcirilmektedir. Bulgular, sonrasibkda Wesal
yaz[Ii (e istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Sonuglar

Nanopartikiil ve Hiicre etiketleme

Nanomag-D (250 nm) partikiilleri, sekil 32'de gosterildigi lzere mR, P21mR, 8RmR ve
P21mR8R ile basarlllbir sekilde etiketlenmistir. Grafikler, etiketleme sonras[koliisyonunda
floresanda bir indirgenmeyi ve proteinin, karboksilik asit grubu ile tepkimeye girdigi ve
Nanomag partikiillerinin ylizeyine bagland@Gilhipotezini kuran partikiiller Gzerinde artrImslbir
floresan[hgK bir sekilde gostermektedir. Grafikler, proteinin tamamMnl partikdl yiizeyi ile
tepkimeye girmedigini ancak proteinlerin agltl] derecede eklenmesi gbdz Oniinde
bulunduruldugunda bunun bir sorun olarak gérillmedidini gostermektedir. Grafiklerin bir
baska 6zelligi, 8R ile karslastillan P21 alanln], floresan etiketleme sonrasida daha aylrt
edici bir indirgenme oldugu icin partikiillere baglanmaya yonelik daha yiiksek bir afinite ve
P21’e yonelik nanopartikiillerden sergilenen daha yodun bir sinyale sahiptir. Proteinin,
partikillerin baglama kapasitesinin fazlal@ink eklenmesi gdz énitinden bulunduruldugunda bu
tlr bir indirgenme beklenmemistir. P21 alanminl roll, bir hiicre zarloda HS’ye baglanmas(dir]
ayrlca proteinin, iki maddenin benzer yapl@r(6z oniinde bulunduruldugunda partikillerin

dekstran yiizeyine baglandidl donucuna varldbilmektedir.

P21’in dekstran yiizeyine baglanddlhipotezini daha fazla test etmek amaclyla, P21mR8R ile
onceden etiketlenmis olan her iki partikil hicrelere eklenmistir ve partikiller ve P218R,
hiicrelere ayr[1bir gekilde eklenmigtir. Prusya mavisi boyanll sonuglarl] sekil 32'de
gbsterilmektedir, Etiketlenmemis partikil kontrold icin higbir mavi boya gdralmemistir, bu
nedenle sAFCbir saylda partikil sonucuna varlmasiIhicreler ile iligkilendirilmis olmalldir]
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Ancak her iki degisken igin boya, tepkimeye girip protein 6nceden baglanmaddinda bile mavi
bir renk Gretmistir. Protein, partikil allhmol meydana gelmesi amaclda baz[noktalarda

partikiile baglanm(slolmal(dir] En olasChipotez, P21'in, dekstran ylizeyine baglanmas(dlr]

Nanopartikiil AIlhin@ Nicel Degerlendirmesi

Protein Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Sekil 33'te gosterildidi lizere Prusya mavisi boyama, P218R'nin, tek basih P21 ve 8R ile
karsl@strIdnda partikiil almninl en etkili peptididir. Demir tahlili sonuglar[Jhicrelerin, 1pM
P218R ve 50ng Nanomag-D partikilleri ile 24 saat boyunca inkibe edilmesi durumunda
partikiillerin %100'linidn, hicreler ve 63 pg/hiicre ile iligkili hale geldigini gdstermistir. Bu
nedenle yalnzta 1 pM P218R'nin, %100 partikiil almOicin gerekli oldudu sonucuna
varlstlcl

Nanopartikiil Hiicre Iliskilendirmesi icin gerekli siirenin degerlendirilmesi

Tlm sonuglar, optimum nanopartikil hiicre iliskilendirmesinin, sekil 34te gosterildigi lizere
24 saatte oldugunu belirtmistir. 24 saatlik zaman noktaslnda partikiillerin %100°'U hiicreler ile
iliskilendirildigi icin; bu ayrich sekil 33'te godsterilen sonuclara uymaktadltl Grafik ayrich,
eklenmis peptit ile partikil allmfda dramatik artSlnl bariz kanHIE) bu bilgiden yola ¢Khrak
ylizde allm[]124 saat sonra eklenmis peptit olmadan %7'den eklenmis peptit ile %9%6'ya
artmaktadlr)

Serumsuz Ortam Etkisi

Sekil 35%eki sonuclar, serum vylzdesi %20've arttkta allmda %301Tuk bir azalma
gostermektedir. Bu azalma, yalnzta 1 uM P218R eklenmesi durumunda %16'va
azalmaktad(d Serum miktarCarttkka allmdaki bu azalma, endositozda azalmaya atfedilmistir,
clunkli serumsuz kosullar, besinlerdeki azalmadan dolay[dendositozu indiklemektedir.
Endositoz indirgenmesinin, peptit eklendiginde azalmas[dhalinde, endositozu artlrd iG]
varsay[@bilmektedir. Peptit eklemenin, hicreler tarafindan allnbn Fitc-BSA miktar[hrttkta
endositozu  artdigl] bulunmustur, &6te yandan nanopartiklller, almOetkilememistir, bu
sonuclar, sekil 35'te bulunmaktadlt] Fitc-BSA allmhindaki artls] partikil allmnda bir arta yol

acan endositozda bir artlslile iliskilendirilebilmektedir. Hiicrelerin, serumsuz kosullarda olmas]
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durumunda daha az aylft edici bir fark mevcuttur, ¢linkl tek bashbh serumsuz endositozu
artlcnaktadl(rl

P21 baglanmas(na yonelik Rekabetci Faktorler

P21'in, hiicre zarlarlida HS'ye badland@kanflanmistlt] bu nedenle heparinin, ortama
eklenmesi halinde baglanmaylve dolayBSla nanopartikiil allmhlFekabetci bicimde inhibe
edecegi hipotezi yaplabilmektedir. Sonuglar, sekil 35'te gosterilmektedir. Grafik, heparinin,
baglanmaya yonelik bir inhibitér oldugunu kanflamaktadlve inhibisyon derecesi, P21'in,
hiicre zardaki HS'ye gore heparin icin daha yiiksek afiniteye sahip oldugunu kanfamaktadIr]
ve dolayElyla P21 badlanmasiin, nanopartikillerin alllh mekanizmasCicin esas oldudunu
kanflamaktadid P21 ayrich, nanopartikiillerin ylizeyinde dekstrana baglanabilmektedir,
dolaysiyla dekstranlil artan konsantrasyonlariida ortama eklenmistir. Sonuglar, sekil 35te
gosterilmektedir. Dekstran konsantrasyonu arttkba nanopartikil allmhida %18'lik bir azalma
mevcuttur. Dekstran, partikiil baglanmasCikin rekabetci bir inhibitdr olarak islev gdsterecektir
ve inhibisyonda shlrddCOndirgenmeden dolay(P21, hiicre zarOcin daha yliksek bir afinitiye
sahiptir.

Acklama

Sonuglar, kiglik bir miktarda P218R eklenmesinin, %100 demir oksit nanopartikili allmnb
yol act@Inl] gbstermektedir. Hucrelerin - mikroskopisi ve tripsinizasyonu, partikillerin
icsellestirildidini belirtmektedir. Deneyler ayrica, partikillerin %90 iligkilendirilmesini gésteren
mezenkimal kok hiicreler kullanldrak gergeklestiriimistir. Al arkasbdaki mekanizma,
peptidin iki alan@n simbiyotik eylemine baglldlr) Hipotez, P21'in, hem hiicre zarldaki HS'ye
hem de nanopartikiillerin kaplamaslndaki dekstrana baglanabilmesine dairdir, peptit, bu
vasiayla hem nanopartiklilin hem de hiicrenin her ikisinin ayn[P21'e tutturulabildigi ¢oklu
badlama noktalarMdan birine sahiptir. Bu nedenle partikile 6nceden baglanan protein, ayrich
partikiilii hiicrenin yak@d ¢evresinde tutan membrana baglanabilmektedir. Sonrasida 8R,
endositoz ile nanopartikil aktaribhinlda yardimcOolabilmektedir. Veya dider mekanizma,
peptidin nanopartikiile énceden baglanmashikapsayabilmektedir, sonrasida bir hiicre
zarmlnl yak cevresinde clmasOdurumunda HS, daha yuksek bir baglanma etkinligine
sahiptir, dolaylsiyla P21 hiicreye badlanmaktadlt]l Bu, sonrasibda icsellestiriimekte olan
partikiile yol acabilmektedir. P218R'nin kullanIthasihh dair avantajlar, in vivo gevre ile daha

fazla iligkilendirilebilen serum ortamindaki etkinligi ve sistemin, nanopartikiillerin ylizey
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kaplamasda fonksiyonel grup kullanmblCIgerektirmemesidir. Serbest fonksiyonel grup,
hedef alan molekilller veya ilaglarl partikiile kovalent bigimde tutturulabildigini ifade

etmektedir.

Netice

Peptit P218R’nin, nanopartikllerin %100 hiicre iliskilendirmesine neden oldugu bulunmustur.
Bunun, pek cok uygulama, ornedin antikorlar@ tutturulmashga nanopartikillerin spesifik
dokular igin hedef albmasClveya ilag dagEmOlicin kullanl@bilen bir dekstran baglama
mekanizmasndan kaynakland Glbulunmustur,
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GET (Glikozaminoglikan (GAG)-baglayd] Gelistirilmis Aktarth) arac(lgyla
Terapotik Molekiillerin Etkili Hiicre Tipi Spesifik Iletimine Yonelik Modifiye CPP’ler

Girig

Bu callsmanidl birinci amac[dmRFP'nin P21 8R’ye sahip hlicrelerin igine iletilmesinde GET-
aracllsinerjistik artGD, P21'in, blylime faktéri kaynaklCOHS-GAG badlama alanlarOile
degistiriimesi durumunda gozlemlenip gdzlemlenemedigini arastltnaktlcl Bu gallshmanl ikinci
amacld spesifik bir hiicre ylzeyi HS-epitopu hedef allbbrak hicrelerin heterojen bir
popilasyonunda hiicre tipi spesifik iletimi gdstermektir. Merry ve ark. mezodermal
diferansiyasyon esnaskla hicrelerin bir alt popilasyonun hedef alllimasida bir HS-epitop
baglama antikorunun kullanimBCgostermistir [13]. Bu antikorun dedisken bdlgesi, hiicre tipi
spesifik iletimin bir érnegini géstermek igin 8R'ye konjuge edilmistir. Bu galSmanml {iglincl
amacl]terapdtik biyomolekillerin GET-araclliletimini gdstermektir. Raportér genin (pSIN
GFP) transfeksiyonu, P21 LK15 8R peptit ile optimize edilmistir ve bir ‘altn standart’ ticari lipit
esaslransfeksiyon reaktifi Lipofektamin2000 ile karsI3strlh(stl]

GET arac(Igyla Hiicre Tipi Spesifik Iletim

Deneysel Prosediitfer

Peptitlerin Preparasyonu

Peptitler, mRFP, mRFP 8R, P21 mRFP 8R, FGF1A mRFP, FGF1A mRFP 8R, FGF2A mRFP,
FGF2A mRFP 8R, FGF4A mRFP, FGF4A mRFP 8R, FGF7A mRFP, FGF7A mRFP 8R, FGF1B
mRFP, FGF1B mRFP 8R, FGF2B mRFP, FGF2B mRFP 8R, FGF4B mRFP, FGF4B mRFP 8R,
FGF7B mRFP, FGF7B mRFP 8R, FGF1C mRFP, FGF1C mRFP 8R, FGF2C mRFP, FGF2C mRFP
8R, FGF4C mRFP, FGFAC mRFP 8R, FGF7C mRFP, FGF7C mRFP 8R, ATIII mRFP, ATIII mRFP
8R, PDGF mRFP, PDGF mRFP 8R, VEGF mRFP, VEGF mRFP 8R, H54C3 mRFP ve HS4C3
mRFP 8R, BL21 (DE21) pLysS Escherichia colfde(Novagen) eksprese edilen pGEX6-PI
vektdrindn (Novagen) icine ¢cDNA'lar olarak klonlanmsticlve daha dnce agKklanan bigimde
saflastm(st] [12]. Bltlnllk ve tam wuzunlukta peptit ekspresycnu, SDS-PAGE ile
dogrulanmste]l Rekombinant peptitlerinin floresan[d TECAN infinite 200PRO c¢ok modiu
okuyucu kullan@@rak dodrulanmlstt) numuneler araslnbaki floresan yogunluk dlglimlerindeki
fark <%10'dur.
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Peptit Tahlili

Bradford tahlili, protein konsantrasyonunu nicemlendirmek icin kullanlrmlistF][14]. Absorbans,
bir standart olarak rekombinant mRFP protein kullanl@rak 595nm‘de odlgllmdsgtir [12].

Numuneler, TECAN infinite 200PRO ¢ok modlu okuyucu kullan(@rak analiz edilmistir.

NIH3T3, CGR-8 ve HUES7 Hiicrelerinin Hiicre Kiiltiiri

NIH3T3, CGR-8 ve HUES7 hicreleri, daha dnce aglklanan bicimde blyitdimistir ve
surdirtdlmustir [12]. NIH3T3 fare fibroblast hicreleri, Qulbecconun modifiye Eagle
ortam(da (DMEM) 2mM L-glutamin ve 100 ug/ml streptomiyosin ile takviye yaplhlsl hacim
cinsinden %10 fetal kalf serumu (FCS) ile sUrdirtlmustiir. CGR-8 fade embriyonik kok
hicreleri, 1000 birim/ml l6semi inhibitér faktor (LIF), 100uM p-mekaptoetanol, 2mM L-
glutamin ve 100ug/ml streptomiyosin ile takviye yapldn hacim cinsinden %20 FCS ile
DMEM'de surdurilmuistir. HUES7 insan embriyonik kdk hicreleri, jelatin kaplCHoku kdltar
cam gisesinde kultirlenmigtir. Hicreler, 1000 birim/ml LIF, 100uM p-mekaptoetanol, 2mM L-
glutamin ve 100ug/ml streptomiyosin ile takviye yap@@n hacim cinsinden %20 FCS ile
DMEM'de sirdirilmustir. Tim hicreler, nemlendirilmis %5 CO, kosullarChltinda 37°C'de

inkiibe edilmistir.

Hiicrelere Peptit Iletimi

Hiicreler, 12-kuyucuklu plakalarda 2 x 10° hiicre/kuyucukta tohumlanm&tElve bir %5 CO,
nemlendirilmis inkibatérde 37°C'de 1mLllik ilgili Aiylme ortamihda (GM) 2 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Peptit, 500ul GM'de 20ug/ml‘ye seyreltilmistir. Hlcrelerin her bir cukurcugu
havalandtIh[stlr) fosfat tamponlu salin (PBS) ile ykanmstdve 500ul peptit cozeltisi ile
degistirilmistir. Hiicreler, bir %5 CO, nemlendirlilmis atmosferde 37°C'de 20 saat boyunca
peptit ile inkiibe edilmigtir. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin her bir cukurcugu, PBS ile
ykhnmBLlt] ak sitometrisine ydnelik preparasyonda %3.7 paraformaldehit (PFA) ile
tripsinize edilmistir ve onarlmhistcl Her bir deney, iki kopya halinde yaplhisticlve 3 defa
tekrarlanmstlc) n=3.

Bry-GFP ES Hiicrelerinin Siirdiiriilmesi ve Diferansiyasyonu, EB’lerin Uretimi
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Bry-GFP murin embriyonik kdk hicre hattCHlrdiralmistir ve daha dnce agklanan bigimde
farkl@stElth GE[13]. Bry-GFP hiicreleri, DMEM-ES'de besleyicilerde sirdiriilmiistir (1.5x10°
M monofiyogdliserol (MTG), 10ng/ml LIF ve 2mM L-glutamin ile takviye yaplilsl %15 FCS'ye
sahip DMEM).

Bry-GFP hiicreleri, EB'ler olarak farklI3strIrhist ] Diferansiyasyondan énce hicreler, iki defa
gegirilmistir, ilk olarak DMEM-ES'de jelatin kaplCbir cam sisenin Uzerine ve ikinci olarak
Jcove'nin modifiye Dulbecco atam{IMDM)-ES’de bir cam sisenin icine gecirilmistir (1.5x10*
M monodyodiserol (MTG), 10ng/ml LIF ve 2mM L-glutamin ile takviye yapl@an %15 FCS'ye
sahip IMDM). Sonrasftda hicreler, 4x10* M MTG, 300ug/ml transferin, 25ug/ml askorbik asit
ve Petri-kademeli tabaklarda 2mM L-glutamin ile takviye yaplan %15 FCS'ye sahip IMDM'de
2.8 glin boyunca EB'ler olarak farkl[@stithstlc] Coziisimden 3 saat dnce EB'ler, 50ug/ml
HS4C3 mRFP veya HS4C3 mRFP 8R ile tedavi edilmistir. Diferansiyasyonun ardbidan EB'ler,
hiicre ¢oziisim tamponunda 10 dk inkiibasyon ve ¢alkalama ile tekli hiicreler halinde
ayrlhsticlve PFA'da onarlthistc]

Ak[g Sitometrisi Analizi

Hicreler, bir 488nm vyesil lazer ve/veya 633nm klnz[lazer kullan@drak bir McoFlo™ DP
(DAKO) AklslSitometresinde analiz edilmistir. (40,000 hiicre; 6én/fyan saclli ile canlChiicreler
tizerinde gegit yaplistir). Medyan floresan, istatistiksel analiz icin kullanImst(r]

Sonuclar ve Inceleme

GET'i Kapsamas[igin Modifiye Edilen CPP’ler

Bu callsmada fibroblast baylime faktorii (FGF)-1, FGF-2, FGF-4, FGF-7, trombosit kaynakld
blylime faktéri (PDGF) ve antitrombin-III'Un (ATIII) HS-GAG badlayclJalanlarCI8R ile
birlegtirilmistir. Bu blylime faktérleri, embriyonik gelisme ve anjiyogenezde dnemli biyolojik
roller oynamaktadlt]l Ayrich P21'e benzer sekilde, hlicre ylizeyi HS-GAG'ler ile etkilesime
gectidi gdsterilmistir. H 3T3 murin fibroblast, CGR8 murin embriyonik kok hiicreler ve HUES-7
insan embriyonik kok hiicreler, peptitlerden herhangi birinin, mRFP iletiminde bir GET-aracl]
artslsergileyip sergilemedigini arastliinak icin bu modifive CPPler ile tedavi edilmistir (Sekil
37). Ayrlch modifiye peptitlerden herhangi birinin, farklChiicre tirlerinden herhangi birinde
daha bolca eksprese edilmis olan HS epitoplarilCItercinen hedef allp almayacadninl
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arastirithas[Gnemlidir.

Huicrelerin igin GET-aracllgelistirilmis aktarlm godsteren dért modifiye CPP'nin bir paneli
tanmlanmBtr] P21 8R, FGF2B 8R, FGF7B 8R ve PDGF B8R, tek baslhh bir 8R'yi fazla
kullanarak hiicrelerin igine mRFP'nin aktarimnda 30-100 kat art(gl sergilemistir (Sekil 38 ve
39). P21 8R, FGF7B 8R ve PDGF 8R, HUES-7 embriyonik kék hicrelerin igine tercih edilen
aktarmCdostermistir. Bu, aktarm yaplIiashlil zor oldugu distindlen bir hiicre tirinin igine
CPP’lerin tercih edilen aktarbhl$ergilemektedir. FGF2B 8R, CGR8 ve HUES7 embriyonik kok
hiicrelerinin icine pluripotansi spesifik aktar@ Cg6stermistir. Ug hiicre tliriinin igine modifiye
CPP’lerin farklDletim profilleri, farklCbiylime faktorlerinin HS-GAG badlayc&lanlarninl farklJ
hiicre ylizeyi HS-epitoplarOilChedef ald@n¥e badlad@nlldnermektedir. Spesifik hiicre tiirleri
ile daha bol bicimde eksprese edilen HS-epitoplarhlnl hedef alldmas[Juygulanmalar(kin daha
uygun olan CPP'lerin segimi icin kullanIdbilmektedir.

GET AracIPlazmid DNA Iletimi

Deneysel Prosediirler

Peptitlerin Preparasyonu

P21-LK15-8R peptidi, kat[dazl[(X-Boc kimya (Novabiochem (Beeston, Nottinghamshire, UK))

kullanlldrak sentezlenmistir.

Hiicre kiiltiirii

NIH3T3 fare fibroblast hiicreleri, DMEM'de 2mM L-glutamin ve 100ug/ml streptomiyosin ile
takviye yaplih(sl hacim cinsinden %10 fetal buzag[3erumu (FCS) ortamOle sirdGralmustir.
Hicreler, nemlendirilmis %5 CO, kosullar(@ltioda 37°C'de inklibe edilmistir.

Plazmid DNA Preparasyonu

DNA (pSIN GFP), E. coli'de cogaltlhstil DNA, bir QIAGEN Plazmid Maksi kiti {Qiagen)

kullanldrak ekstrakte edilmistir ve saflastifihistk]l DNA, %100 etanolde c¢okeltilmistir ve

dH;0'da rehidre edilmistir. Plazmid saflk] nanodamla kullan@@rak uydurulmustur.
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Peptit-DNA Kompleks Olusturma Tahlili

10ug DNA, 60ul 4-(2-fdroksietil)-1-pgiperazingtangiilfonik asit (HEPES)-tamponlu salinde
(10mM HEPES, 150mM sodyum klortr (NaCl} ¢bzeltisi, pH 7.4) seyreltilmistir. 1mM YO-PRO-1
istif ¢Ozeltisi, 0.1mM dmetil silfcksitte (DMSQ) seyreltilmigtir. 2.7ul seyreltiimis YO-PRO-1
gOzeltisi, HEPES-tamponlu ¢ozeltide 60ul’ye kadar Gretilmistir ve seyreltiimis DNA'ya damlalar
halinde eklenmistir. DNA/YO-PRO-1 solisyonu karlgtcImist) folyoya sarlthistld ve oda
slchkliginda 5 saat boyunca inkiibe edilmistir. 5 saat sonra DNA/YO-PRO-1 ¢6zeltisi, HEPES-
tamponlu g¢ozeltide 1ml'ye kadar Gretilmigtir ve 100ul alikuot, tedavi kosulu basihh eppindorf
tlplerinin igine pipetlenmistir. Arzu edilen (+/-) yuk oranlaribh karslklgelen peptit miktarlar[]
her bir eppindorfa eklenmistir (Ek 1). Peptit/DNA/YO-PRO-1 solusyonlar[kar&ticImhsticlve 10
dakika boyunca oda slkcaklidinda inkiibe edilmistir. Sonrasiida floresan olciimleri, TECAN
infinite 200PRO ¢ok modlu okuyucu kullanldrak analiz edilmigtir. Benzer sekilde, 120ul
HEPES-tamponlu salinde seyreltilmis YO-PRO-1 c¢ozeltisinin  2.7ul'sini  seyrelterek ve
yukardeki prosediiri takip ederek higbir DNA kontrolii yapIhamist(cl

Transfeksiyon Deneyinin Tasarih[Vve Optimizasyonu

Hicreler, 12-kuyucuklu plakalarda kuyucuk basibh 80,000 hiicrede tohumlanmigticlve bir %5
CO; nemlendirilmis inkibatorde 37°C'de 1mL %10 GM'de bir gecede inkiibe edilmistir.
Nikleik asit verilecek hiicrelerin her bir cukurcugu icin DNA, 100ul Opti-MEM®'de
seyreltilmistir ve karlstirimistlr] Peptit, optimal (+/-) ylk oraninda seyreltimis DNA'ya
dogrudan eklenmistir. Cozelti sonrasida kartImsticlve oda sichkldindan 25 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Hicreler havalandtIhistk) PBS ile ykhnmstitdve 400ul Opti-MEM® ile
degistirilmistir. Hiicrelerin her bir gukurcugu, 100ul Peptit/DNA kompleksi ile tedavi edilmistir
ve bir %5 CO,; nemlendirilmis atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. Ek 2, her bir kuyucuk igin
kullan@@n farklCkedavi kosullar@hdstermektedir. Inkibasyonun ardiidan hiicreler, PBS ile
ykanm(stElve 1ml GM ile degistiriimistir. 48 saat sonra hiicrelerin her bir ¢ukurcugu, PBS ile
ylkhnmIstF] %3.7 PFA ile tripsinize edilmistir ve onarlthistEl Deneyler, 3 defa tekrarlanmstirl

Lipofektamin2000 transfeksiyon optimizasyonu, imalat¢@rinl kldvuzunda (Invitrogen)
aclklanan bicimde gerceklestirilmistir. Hicreler, 12-kuyucuklu plakalarda kuyucuk bashb
80,000 hticrede tohumlanmit ve bir %5 CO; nemlendirilmis inklbatdrde 37°C'de 1mL
GM'de bir gecede inkiibe edilmistir. Nikleik asit verilecek hiicrelerin her bir gukurcudu igin
DNA, 100ul Opti-MEM®'de seyreltilmistir ve karGtirImistlr] 1.5ul Lipofektamin2000,
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seyreltiimis DNA'yva dodrudan eklenmistir. Kar§lm sonrasida karStrIhisticl ve oda
slcakli@nkan 25 dk boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler havalandfth(str) PBS ile yKhnmstic]
ve 400ul Opti-MEM® ile degistirilmistir. Hicrelerin  her bir gukurcugu, 100ul
Lipofektamin2000/DNA  kompleksi ile tedavi edilmistir ve bir %5 CO, nemlendirilmis
atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. 6 saat sonra hiicreler, PBS ile ylkhnmgtlE] %3.7 PFA ile
tripsinize edilmistir ve onarllthfstlrl Bu, Lipofektamin2000‘in DNA'va optimal oranblCbulmak
icin Lipofektamin2000°in (3ul ve 4.5ul) degisken hacimleri ile tekrarlanmIstic] Deneyler, 3 defa
tekrarlanmsticl

Ak[g Sitometrisi Analizi

Hiicreler, bir 633nm klonEz[azer kullanl3drak bir MoFlo™ DP (DAKQO) Aklsl Sitometresinde
analiz edilmigtir. (40,000 hiicre; 6nfyan saclim ile canlChiicreler (zerinde gegit yapItIgtE).
Medyan floresan, istatistiksel analiz i¢in kullanIth St

Sonuclar ve Acililama

Peptidin DNA’ya Baglanmas[]

YO-PRO-1 tahlili, bir DNA badlama peptidinin DNA yodunlasma becerisini arastiinak icin
kullandbilmektedir. YO-PRO-1, bir floresan DNA/boya kompleksini olusturmak igin DNA'y[]
badlayan bir siyanin boyasdlrl Peptidin farklC1{+/-) yiik oranlarl] floresan DNA/boya
kompleksine eklenebilmektedir. Peptit, DNA'y[baglayarak boyaya Ustin geldigi icin floresan
yodunlugunda bir azalma gozlemlenmektedir. Bu callsinada LK15, modifiye hiicre penetran
peptidin DNA baglama becerisini iyilestirmesi igin P21 8R aktar[m proteinine eritilmistir. LK15
peptidin TAT'ye flizyonunun, pDNA'nln, HT29 ve HT1080 kiiltirlenmis hiicrelerin igine
transfeksiyonunu énemli dlgiide iyilestirdigi gosterilmistir [19]. Tat'nin Uzerinde Tat-LK15'in
iyilestirilmis aktarlm etkinliginin, peptit ve DNA'n[l iyilestiriimis yogunlasma becerisinden ve
hiicre zar[boyunca daha iyi DNA aktarmndan kaynakland(gldisiinilmektedir [20].

(+/-} yik orannl bir grafigi, P21 LK15 8R'nin pSIN GFP'ye optimum oranlarastltinak igin
% floresana karsCgizilmistir (Sekil 40). Sonuglar, P21 LK15 8R’nin pSIN GFP’ye optimal (+/-)
ylik oranbin slasila 2:1 oldugunu gdstermistir. Bu oran, transfeksiyon deneylerinde
kullanIth 5]
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P21 LK15 8R araclligyla pDNA Raportor Geninin Transfeksiyonu

Hicre zarllnl fosfolipit iki katmanld niikleik asitlere delinmez bir bariyer olarak islev
gbstermektedir ve dolayklyla pDNA, hicrenin icine taghimaslllkolaylastlcinak icin bir
modifiye CPP'yekonjuge edilecektir [2]. Bu ¢allsimada, raportér geni pSIN GFP'nin NIH 3T3
murin fibroblast hiicrelerinin icine GET-aracllltransfeksiyonu, transfeksiyon slresi (3, 6 veya
24 sa), transfeksiyon ortam{serumlu veya serumsuz) ve DNA miktar(11, 4 veya 10ug)
acl3rbdan optimize edilmistir. Raportdr geni pSIN GFP, P21 LK15 8R kullan@3rak hiicrelerin
icine nlkleik asit verilmistir, burada P21, hiicre yuzeyi HS-GAG'leri hedef almaktadlt] ve
bunlarCbaglamaktadlr) LK15, pSIN GFP'yi karmasKlastliinaktadlve 8R, hiicre zar[Cbhoyunca
pSIN GFPYi kalfaktarmaktadll P21 LK15 8R'ye sahip pSINGFP'nin transfeksiyon etkinligi,
ticari olarak kullanl@n lipit-esaslCItransfeksiyon reaktif lipofektamin2000'in transfeksiyon
etkinligi ile kargldstristiel Hicreler, GFP'nin gegici ekspresyonuna yonelik siirenin elde
edilmesine imkan tanlmak igin transfeksiyondan sonraki 48 saatte onarlthist] ve

transfeksiyon etkinlikleri, akiglsitometrisi ile nicemlenmistir (Sekil 41).

Gen taslyIcSistemleri, etkili in-vivo uygulamalar icin serum direngli olmalldlr] ancak gogu gen
tasiIcliarl ] lipofektamin2000 dahil olmak (izere, serum igceren ortamda transfeksiyon
etkinliginde siddetli diustsler sergilemistir [21]. Bunun, serum molekiillerinin gen taskylclsInC]
rekabetci bicimde baglamasbidan kaynakland@nda inanlthaktadlt) dolayShda DNA‘yO
baglamak icin mevcut serbest gen tasldcldrnllazalatmaktadirl [22]. P21 LK15 8R'nin
transfeksiyon etkinligi, serum ve serumsuz transfeksiyon ortaminda karakterize edilmistir.
Optimal transfeksiyon kosullar(dhiicrelerin, transfeksiyon etkinliginin %17.9 = 4.8’e eristigi
serum kosullarbda 24 saat boyunca 10ug DNA ile nikleik asit verilmesi durumunda
mevcuttur (Sekil 42). Bu, serumsuz kosullarda (%54.7 £ 10.3, Ek 3) lipofektamin2000 igin
gdzlemlenen optimize transfeksiyon etkinlidinden 3 kat daha diigiiktiir ancak P21 LK15 8R
transfeksiyonunun serum-direnci, terapdtik biyomolekillerin klinik/ in-vivo iletiminin herhangi
bir turl icin avantajlldld Ek olarak endozomal kacglsl stratejilerinin, CPP-araclld

transfeksiyonlaril etkinligini artkdgliyi bir sekilde belgelenmistir.

Neticeler

Blylime faktorii kaynaklChiicre yiizeyi HS-GAG baglama alanlarmkapsamasOgin modifiye
edilmis olan CPP'lerin bir paneli, modifiye edilmemis CPP'ler ile kars[@stId@nda hiicrelerin
icine aktarminida 30-100 kat artlslgdstermistir. Hipotez, bu peptitlerin GET-aracIlletiminin, i)
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HS-GAG badlama alanCaraclfyla hiicre zar(ile etkilesimin artlfIfhas[Jve ii) 8R araclilyla
hiicre zar[Cboyunca proteinin aktarlthaslda peptidin ikili islevselliinden kaynakland @QIdlr]
ModifiyeCPP’ler, farklJhlcre tdrlerinin igine mRFPnin tercih edilen iletim profillerini
gbstermistir, bu, farklChicre tlrlerinde daha bol bicidme eksprese edilen spesifik HS-
epitoplariChedef alan HS-GAG badlama alanlarldan kaynaklanmaktadl] Gelecekteki is,
CPP’lerin, spesifik antikor-kaynaklCHS-epitopu badlama alanlarilkapsamasCigin modifiye
etmektir. Antikoarlarl HS-epitopu badlama kitiphaneleri, GET araclfila terapotik

molekillerin hiicre tipi spesifik iletimi icin kullanl&bilmektedir.

Terapttik molekillerin iletimine yénelik bu peptitlerin kullanimblCéstermek amachda P21
LK15 8R, hicrelerin igine raportdr geni pSIN GFPYi iletmesi icin kullanlmistll Sonuglar,
herhangi bir endozomal kaglsl stratejisi olmakszln, serum kosullarbda %17.9 + 4.8%e kadar
GET-aracllkransfeksiyon etkinligi gdstermistir. HS-GAG badlama alanlarkapsamasCigin
modifiye edilen CPP’ler, terapotikbiyomolekdillerin in-vivo iletimi igin viral ve lipit esaslCiletim

vehikdilleri kullanmaya alternatifler olarak blylk umut vaat etmektedir.
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Ek 1. Farkl({+/-) yiik oranlar(dda 1ug pSIN GFP'ye eklenen P21 LK15 8R'nin miktarlari[gosteren

Peptit/DNA (+/-) Yiik Orand Peptidin koﬁ?_a:rll‘t)rasyonu {uM) Peptidin hacmi (ul)
1:5 0.49 0.05
1:3 0.82 0.07
1:2 1.23 0.12
1:1 2.47 0.24
2:1 4.54 0.49
3:1 7.41 0.74
5:1 12.35 1.23
10:1 24.7 246

Ek 2. pSIN GFP'nin NIH 3T3 hiicrelerine P21 LK15 8R taraflbidan transfeksiyonunun optimizasycnuna yonelik farki(]
tedavi kosullarilgosteren tablo

Kuyucuk DNA miktard Transfeksiyon OrtamQOptimem, OptiMEM | Transfeksiyon Zaman[{sa)
(ug) + %10 Serum)
1 1 Opti-MEM® 3sa
2 1 Opti-MEM® + %10 serum 3sa
3 1 Opti-MEM® 6sa
4 1 Opti-MEM® + %10 serum Gsa
5 1 Opti-MEM® 24sa
6 1 Opti-MEM® + %10 serum 24sa
7 4 Opti-MEM® 3sa
8 4 Opti-MEM® + %10 serum 3sa
9 4 Opti-MEM® 6sa
10 4 Opti-MEM® + %10 serum 6sa
11 4 Opti-MEM® 24523
12 4 Opti-MEM® + %10 serum 24sa
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13 10 Opti-MEM® 3sa
14 10 Opti-MEM® + %10 serum 3sa
15 10 Opti-MEM® 6sa
16 1¢ Opti-MEM® + %10 serum 6sa
17 10 Opti-MEM® 24sa
18 10 Opti-MEM® + %10 serum 24sa
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