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B16-FO0 hicre hatti enjeksiyonu ile balb/c’de gelismis olan timoér kitlesi.
B-16V hucre hatti enjeksiyonu ile C57BL/6’degelismis olan tumor kitlesi.
Disekte edilmis fareler.

Tamor kitlesi, asit sivisi ve iki organa ait 1sik mikroskobu gortntleri.
B-16V enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.

vii

15

15

17

17

37

40

57

58

59

61

62

63

63

64

65

66

67

68

68

70

72

73
76



Sekil 4.17. Tumor kitlesi icine pHM6 enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.
Sekil 4.18. Tumor kitlesi icine PBS-DOTAP enjekte edilen farelerdeki timor geligimi.
Sekil 4.19. Tumor kitlesi icine pHM6mIL-2 enjekte edilen farelerdeki timor geligimi.
Sekil 4.20. Tudmor kitlesi icine pHM6mLys enjekte edilen farelerdeki timor gelisimi.

Sekil 4.21. Tumoér kitlesi icine pHM6mIL-2+pHM6mLys enjekte edilen farelerdeki

timor geligimi.

Sekil 4.22. Deneme 1’deki gruplarin karsilastirmasi

Sekil 4.23. Deneme 1’deki gruplarin karsilastirmasi (box plot).

Sekil 4.24. B-16V enjekte edilen farelerdeki timdr gelisimi (kontrol grubu).

Sekil 4.25. PHM®6 enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki
timor gelisimi.

Sekil 4.26. PBS-DOTAP enjeksiyonundan 2 glin sonra B-16V enjekte edilen
farelerdeki tumor gelisimi.

Sekil 4.27. PHM6mIL-2 enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki
tumor geligimi.

Sekil 4.28. PHM6mLys enjeksiyonundan 2 gin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki
timor geligimi.

Sekil 4.29. PHM6mIL-2 + pHM6mLys enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte
edilen farelerdeki timdr geligimi.

Sekil 4.30. Deneme 2’'deki gruplarin karsilastirmasi.

Sekil 4.31. Deneme 2’in grup karsilastirmasi (box plot).

Sekil 4.32. B-16V enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi (kontrol grubu)

Sekil 4.33. B-16VpHMG6 enjekte edilen farelerdeki timaor gelisim grafigi.

Sekil 4.34. B-16VpHM6mIL-2 enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.

Sekil 4.35. B-16VpHM6mLys enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.

Sekil 4.36. B-16VpHM6mIL-2+B-16VpHM6mLys enjekte edilen farelerdeki timaor
gelisim grafigi.

Sekil 4.37. Deneme 3’Un grup karsilastirmalarina ait grafik.

Sekil 4.38. Deneme 3’Un grup karsilastirmalar (box plot).

Sekil 4.39. Deneme 1’'deki gruplarin yasam-fonksiyon grafigi.

Sekil 4.40. Deneme 2’deki gruplarin yagsam-fonksiyon grafigi.

Sekil 4.41. Deneme 3’'deki gruplarin yagsam-fonksiyon grafigi.

Sekil 4.42. Deneme 4’e alinan (challange) Deneme 3 gruplarinin yagam-fonksiyon

grafigi.

viii

78
79

79

81

81

82

82

83

83

84

84

86

87

87

88

88

89

89

90

91

92

93



Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.

Cizelge 3.4.

Cizelge 3.5

Cizelge 3.6.
Cizelge 3.7.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.
Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.
Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

GiZELGELER DiZziNi

PHM6 memeli ekspresyon vektorunun 6zellikleri.
IL-2 ve Lys genleri amplifikasyonu igin PCR karigimi.
IL-2 ve Lys genleri amplifikasyonu igcin PCR dongiileri.

Klonlama ve RFLP analizinde kullanilan restriksiyon endonlkleazlar ve
tanima dizileri.

Kesim ve ligasyon reaksiyonlarinda kullanilan standart protokoller.
Planlanan denemeler ve gruplari.

Deneler ve gruplarinda kullanilan fare sayilari (Kontrolle birlikte 230 fare).
Hucre enjekte edilen fareler ve 4 hafta slreyle yapilan tartim degerleri.
Deneme 1’den elde edilen veriler ve analizleri.

Deneme 2’den elde edilen veriler ve analizleri.

Deneme 3’den elde edilen veriler ve analizleri.

Deneme 3’deki gruplarin timor gelistirme oranlari.

Deneme 1’in yagsam analizine ait p degerleri tablosu.

Deneme 2’in yasam analizine ait p degerleri tablosu.

Deneme 3’in yagsam analizine ait p degerleri tablosu.

15

28

28

29

56

56

75

80

85

86

90

91

92



Amp
APC
bp
cccDNA
cDNA
CcCMV
CTL
DMSO
DNA
EDTA
EtBr
FBS
FCS
G418
gen

GM-GCF

IFN
IL
kb
Lys
M
MCS
mg
MHC
ml

mRNA

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZziNi

Ampisilin

Antijen Sunucu Hiicre (Antigen Presenting Cell)
Baz cifti (base pair)

Kovalent olarak kapali halkasal DNA (covalently closed circular DNA)
Koplementer DNA (complementary DNA)
Cytomegalovirus

Sitotoksik T Lenfositleri (Cytotoxic T Lymphocytes)
Dimetilsulfoksit

Deoxiribo Nikleik Asit

Ethylene Diamine Tetra Asetik Asit

Etidyum Bromit (Ethidium Bromide)

Fotal Dana Serumu (Fetal Bovine Serum)

Fotal Buzagr Serumu (Fetal Calf Serum)

Genetisin

Gentamisin

Granulosit Makrofaj-Koloni Uyarici Faktoér (Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor)

Interferon

interlokin

Kilo baz (kilo base)

Lizozim

Molar

Coklu Klonlama Bdlgesi (Multiple Cloning Site)

Miligram (1/1000 gr)

Majoér Doku uyumluluk Kompleksi (Major Histocompatibility Complex)
Mililitre

Mesajci RNA



ug Mikrogram (1/1000 mg)

pl Mikrolitre (1/1000 ml)

neo Neomisin

ng Nanogram (1/1000 pg)

NK Cell Dogal Oldiirlicii Huicre (Natural Killer Cell)

ocDNA Aclk halkasal DNA (open-circular DNA)

oD Optik Yogunluk (Optical Density)

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PEG Poly Ethylene Glycole

pmol Pikomol

RFLP Restriksiyon Pargca Uzunluk Poimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism)
RNA Ribo Nukleik Asit

RT-PCR Rivors Transkriptaz-PCR (Revers Transcriptase-PCR)

s.C. Deri alti (sub cutaneous)

SDS Sodium Dodecyl Sulphate

SV40 Simian Virus 40

TAA Tuamér lligkili Antijen (Tumor Associated Antigen)
TBE Triz-Borik asit-EDTA

TCA TriChlora Acetic Acid

TE Tris-EDTA

Tet Tetrasiklin

TGF-B Tdmor Blylume Faktori-p (Tumor Growth Factor-p)

Th1, Thz Yardimci T Hucreleri (T Helper Cells)

TIL Tumére infiltre olan Lenfositler (Tumor Infiltrating Lymphocytes)
TNF Tumor Nekroz Faktor (Tumor Necrosis Factor)

TSA Tumor Spesifik Antijen (Tumor Specific Antigen)

u Unite (Unit)

uv mor o6tesi (Ultra Viole)

X-gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-Galactopyranoside

Xi



OZET

Fare Lizozim ve interldkin-2 Genlerinin Klonlanmasi ve Malign
Melanomada Anti-tiimoral DNA Asisi Olarak Kullaniimasi

immiinokompetent konakgilar potansiyel olarak anormal hiicreleri
taniyabilmekte ve onlar oldiirerek ¢ogalmalarini engellemektedir. Fakat, timor
immunojenitesindeki zayiflk veya tumor tarafindan indiiklenen immiuniteyi
baskilayici ¢evreden kaynaklanan savunma sistemindeki bozukluklar anormal
hiicrelerin immiin taramadan kurtulmasina neden olurlar. immiinotedavinin
hedeflerinden biri, konak¢l immiin yanitlarini anormal hiicreleri taniyabilecek ve
onlari yok edecek sekilde manipiile etmektir.

Bu tez calismasinin amaci: fare interlokin-2 (IL-2) ve lizozim genlerini
pHM6 memeli ekspresyon vektoriine klonlamak ve B-16V melanoma
hiicrelerinde immiinotedavi maksadiyla kullanmaktir. Daha 6nce yapilan degisik
calismalarda, IL-2 hem protein hem de DNA asisi formunda, lizozim ise yalnizca
protein formunda kullanilmigtir. Anti-bakteriyel aktivite yaninda anti-tuimoér ve
immiinomodiilator etkilere de sahip oldugu bilinen lizozim ilk defa bu ¢galismada
DNA asisi formunda kullanilmistir.

Lizozim ve IL-2 genlerinin DNA asisi formunda kullanilmalari durumunda
olusturacaklari anti-timorijenik etkiyi degerlendirmek icin dort degisik deneme
yapilmistir; 1) farelerin (inbred C57BL/6) deri altinda B-16V melanoma
hiicreleriyle olusturulmus olan tiimor Kkitleleri icine, IL-2 ve Lys genleri
klonlanmig olan rekombinant pHM6 plazmitleri (pHM6mIL-2 ve pHM6mLys)
lipozomla kompleks olusturularak enjekte edilmistir. 2) B-16V hicrelerinin
enjeksiyonundan iki giin once ayni bodlgeye, rekombinant plazmit-lipozom
kompleksleri farelerin deri altina enjekte edilmistir. 3) Rekombinant plazmit
vektorlerin B-16V hucrelerine in vitro transfeksiyonu sonucu gelistirilmis olan
transfekte tiimor hiicreleri (B-16VpHM6mIL-2 ve B-16VpHM6mLys) farelerin deri
altina enjekte edilmistir. 4) Deneme 3’lin tiimor gelistirmeyen farelerine B-16V
hucreleri tekrar enjekte edilmistir.

Do6rt denemenin 15 grubunda toplam 277 fare kullanilmisgtir. deneme 1 ve
2’nin sonuglar goéstermistir ki timor olugsmadan 6nce veya sonra IL-2 ve lizozim
genlerini tagiyan plazmitlerin enjeksiyonu tumor bliyimesini 6nemli derecede
yavaslatamamistir. Fakat, deneme 3’de, fareler B-16VpHM6mIL-2 i¢in %32, B-
16VpHM6mLys igin %51.7, B-16VpHM6mLys + B-16VpHM6mIL-2 icin ise %49.2
oraninda timor gelistirmemistir. Deneme 3’deki uygulamadan sonra yasayan
farelere tekrar B-16V hiicresi enjekte edildiginde (4. uygulama) sag kalan
farelerin higbirinde tiimor olugsmamasi koruyucu immiinite gelistigine isaret
etmektedir. Bu sonuglar, plazmit DNA gibi bir ajan araciligi ile tiimor hiicrelerinde
yuksek diizeyde salgilatiimasi durumunda, lizozimin de tiimor
immunotedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: B-16V, C57BL/6, DNA Asisi, IL-2, Lizozim, pHM6 plazmit
vektori, Timor immiinotedavisi
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ABSTRACT

Cloning of Mouse Lysozyme and Interleukin-2 Genes and Using as Anti-
tumoral DNA Vaccine in Malign Melanoma

Immunocompetent hosts can potentially recognize malignancies and
impede their proliferation by killing them. However, any failure of the immune
system due to the lack of tumor immunogenicity or a tumor induced
immunosuppressive environment causes malignant cells to escape from the
immune detection. One goal of tumor immunotherapy is to manipulate the host
immune response to the malignancies to allow for the recognition and
elimination of them.

The aim of this study is to clone mouse interleukin-2 (IL-2) and lysozyme
genes to pHM6 mammalian expression vector and use them in B-16V melanoma
cells for the purpose of immunotherapy. In different studies made previously, IL-
2 has been used both in the form of DNA vaccine and peptide, but lysozyme only
in the peptide form. The lysozyme, known to have anti-tumoral and
immunomodulatory as well as antibacterial activities was investigated first time
here in the form of DNA vaccine.

For this purpose, four experiments were made to evaluate the anti-
tumorigenic effects of lysozyme and interleukin-2 genes when used in vaccine
form. 1) Plasmids combined with mouse IL-2 and lysozyme genes (pHM6mIL-2
and pHM6mLys) were injected in the form of DNA - liposome complex into the
tumor mass formed by the injection of B-16V melanoma cells into mice (inbred
C57BL/6) subcutaneously. 2) Recombinant plasmids were injected into mice
subcutaneously two days before the injection of B-16V cells to the same site. 3)
B-16V tumor cells transfected with recombinant plasmids (B-16VpHM6mIL-2 and
B-16VpHM6mLys) were injected subcutaneously to the mice. 4) Tumor free mice
of the assay 3 were challenged with B-16V melanoma cells.

Overall 277 mice were used in 15 groups of four experiments. The results
of experiments 1 and 2 showed that the injection of recombinant plasmids
carrying IL-2 and lysozyme genes either before or later the tumor development
did not significantly retard the progress. However, in experiment 3, the mice
were remained tumor free in a ratio of %32 for B-16VpHM6mIL-2, %51.7 for B-
16VpHM6mLys and %49.2 for B-16VpHM6mLys + B-16VpHM6mIL-2. There was no
tumor development in the mice living after experiment 3 treatments when B-16
cells were re-injected (experiment 4) indicated that a protective immunity was
arisen. These results had showed that, lysozyme can also be used in the tumor
immunotherapy if it be secreted in tumor cells in a high level through an agent
such as plasmid DNA.

Key Words: B-16V, C57BL/6, DNA Vaccine, IL-2, Lysozyme, pHM6 plasmid vector,
Tumor immunotherapy
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1. GIRIS

Savunma sisteminin fizyolojik gorevlerinden biri, 6zelligi dedismis olan
hicreleri tanimak ve tumor olusturmasina firsat vermeden veya olusturduktan
sonra onlari dldurmek ve ortadan kaldirmaktir. Savunma sisteminin bu sekilde
calismasina ve bir ¢ok patojen ve neoplastik hlcrelere karsi koruma
saglamasina ragmen, herhangi bir antijenle karsilastiginda immun yanit
gelistirebilme Ozelligindeki (immunokompetent) konakgilarda bile malignansiler
ortaya cikabilmektedir. Uzun zamandir tUmor immaunolojisindeki arastirmalarin
blyUk bir béliminin hedefinde, savunma sisteminden bir sekilde kagmis veya
ona galip gelmis olan tumor hucrelerinin uygun immun uyarimlarla taninip yok
edilebilecegi (immiinotedavi) konusu yer almistir. Bu konuda son zamanlarda
yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalarla tumor hicrelerinin imman sistem elemanlari
tarafindan taninarak ortadan kaldirilabildigi gosterilmistir'®.

TUumor immunotedavisindeki ana hedef, timorlere karsi zayif kalmis olan
imman yanitlar guglendirmek veya tumor-spesifik T-hucre yanitlari olusturarak
tumor Kitlelerini yok etmek, yayilimini 6nlemek ve koruyucu immunite gelisimini
saglayabilmektir. immin yanitlar; a) timor hiicre lizatlari veya antijenleriyle
asilamak, b) timor hdcrelerinin immunojenitesini arttirmak igin yliksek duzeyde
sitokinler (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-12, interferon-y, TNF, GM-CSF gibi) veya
yardimci uyaricilar (B7 gibi) salgilatarak (plazmit veya viral vektorlerle
transfekte ederek) T hucrelerinin gogalmasini ve farklilagsmasini uyarmak ve c)
sitokinleri sistemik olarak vermek suretiyle aktiflestirilebilmektedir® > “Fizyolojik
immun yanitlarda, etkin bir yanit olusturabilmek igin sitokinler tek basina degil
seri halde (retiimektedir. imminotedavi yaklagsimlarinda da birden fazla
sitokinlerin kullaniimasiyla anti-timor etkilerin tek kullanilanlara gére onemli
derecede iyilestirildigi, GM-CSF ve IFN-y, IL-2 ve IL-4, GM-CSF ve IL-4, IFN-y,
IL-4 ve IL-6, IL-2 ve IL-12 ve IL-12, pro-IL-18 ve IL-1B-converting enzim gibi

810 interldkinler

kombinasyonlarin kullanildigi ¢aligmalar da bildiriimektedi
hicreler arasi ¢ozUnur mesajci proteinler olup yuksek interaktiviteye sahiptirler

ve hem otokrin hem de parakrin yolla faaliyet gosterirler. Tek baslarina



aktivitelerinin ne oldugunu tahmin etmek zordur, ¢unku birinin varligi digerlerini
de uyardigindan primer fonksiyonlari da etkilenmektedir ® 1113,

Tumor immunotedavisi konusundaki galismalarin %60’dan fazlasini IL-
2’nin kullanildigi ¢alismalar olusturmaktadir. IL-2, lenfositler ve makrofajlar icin
onemli bir blyime-uyari faktéridur. Hemopoietik hicreler tzerinde, sitotoksik T
hicreleri (CTL), yardimer T hucreleri, makrofajlar, dogal éldartict (NK) hiicreleri
ve B hdacrelerinin aktivasyonunu da igeren genig bir biyolojik etki gOsterir.
Tumodrlere kargi spesifik ve non-spesifik T hdcre yanitlarini aktive edebilir. Son
zamanlarda yapilan galismalar IL-2’nin insan karsinomlari Gzerine dogrudan
sitotoksik etki gosterdigini de kanitlamistir'*?. IL-2 ilk olarak T hiicresi bllyiime
faktori (TCGF) olarak isimlendirilmig olup T lenfositlerinin G1'den S evresine
gecisinden sorumlu en 6nemli sitokindir. IL-2 hucresel immun yanitta, antijen
baglanmasiyla CD4" T hiicreleri tarafindan salgilanan en kritik sitokinlerden
biridir. IL-2 CD4" T hiicreleri ve az da olsa CD8" T hiicreleri tarafindan retilir.
IL-2 kendisini ureten T hucreleri Uzerine (bir otokrin blyume faktoru olarak) ve
ayni zamanda CD4" T ve CD8" T hiicrelerini de igeren komsu lenfositlere etki
etmesine (parakrin biyume faktorl olarak) karsin endokrin bir buyime faktort
olarak dusunulmemektedir. IL-2, diger immun hucreler tarafindan IL-1, IL-6,
tumor nekroz faktor (TNF) ve interferonlarin Uretimini de uyarir. Bunlara
ilaveten, IL-2 T hucrelerinin ve NK hucrelerinin sitotoksik ozelliklerini arttirir.
Normalde, IL-2 yalnizca T hucreleri tarafindan antijenlerle aktivasyona bagl
olarak transkribe edilir, sentezlenir ve salgilanir. IL-2 sentezi genellikle gegicidir,
aktivasyondan yaklasik 4 saat sonra salgilanmada ilk piki verir® 1426,

IL-2’nin T hcreleri Uzerindeki etkisi, IL-2 reseptor proteinlerine
baglanmak suretiyle gerceklestirilir. IL-2'nin lenfositler Gzerindeki temel etkileri;

1. IL-2, T lenfositleri icin major otokrin blyume faktéridir ve aktive

ediimis CD4" T hucreleri tarafindan Uretilen IL-2 miktari, T
hdcrelerine bagh immun yanit derecesinin dnemli bir belirleyicisidir.
IL-2 ayni zamanda T hucreleri tarafindan Uretilen diger sitokinlerin
(IFN-y ve limfotoksin gibi) sentezlenmesini uyarir.

2. |IL-2, NK hacrelerinin gelisimini stimile ederek sitolitik fonksiyonlarini

arttirir (limfokinle aktive edilmis &ldurtcu hicrelerin -LAK- Uretimi).



Dinlenme durumundaki T hucreleri gibi, NK hucreleri de IL-2Rpy.
eksprese eder ve yuksek dlzeydeki IL-2 konsantrasyonu ile
uyarilabilir. Fakat, NK hicreleri IL-2Ra eksprese etmediginden
aktivasyondan sonra bile IL-2 gereksinimleri azalmaz.

3. IL-2, B hacrelerini de etkileyerek (buylime faktori olarak) antikor
{iretimi icin stimiile eder %7,

Sitokinlerden baska, bir¢ok biyolojik aktivitesi yaninda anti-timor ve
immunmodulator etkilere sahip oldugu bildirilen bir diger molekll de lizozimdir.
Lizozim birgok canlinin savunma mekanizmasinda yer alan onemli bir anti-
mikrobiyal enzim olup memeliler (dokulari ve butin viacut salgilarinda),
bdcekler, bitkiler, bazi bakteriler ve virUslerde de bulunmaktadir. Lizozim,
tripsin, kimotripsin ve pepsinden etkilenmez. Bu 06zelliginden dolayi Ulser,
multiple sklerozis, bazi deri hastaliklari ve ameliyat sonrasi enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilecedi de tavsiye edilmektedir. Ayni zamanda gida
sanayinde bir ¢ok Urunun korunmasinda ve bebek mamalarinda ve sakizda
(periodontitis tedavisi ve dis ¢urimelerini dnlemek icin) da kullaniimaktadir.
Anti-mikrobiyal aktivitesi yaninda, birtakim virUslerin inaktivasyonu, memeli
hiacre zarlarinin  batunligunan  korunumu, polimorfonukleer 6kositlerin,
makrofajlarin ve monositlerin fagositik/sitotoksik aktivitelerinin arttiriimasi,
monositlerin  sitimllasyonu, analjezik, anti-timér, anti-metastatik ve anti-
inflamator aktivite, immunglobulin Gretimini uyarici faktor, fosfolipit vezikuillerin
birlesmesinin induksiyonu ve tumor hdcrelerinin immunojenitesini arttirma gibi
aktivitelere sahip oldugu yapilan bir cok calismalarla gosterilmistir? .
Lizozimin; immun sistemi enfeksiyonlara, immudn yanit bozukluklarina ve
depresyonlarina kargi da duzenledigi bulgusu lizozimin son derece onemli bir
Ozelligini ortaya koyan yeni bir geli§medir34. Lizozim i¢in bahsedilen tedavi edici
Ozelliklerine ilaveten, simdilerdeki en carpici egilim, bakteriyel karsinogenezin
onlenmesi ile anti-kanser ilaglarin etkinligini arttirmak veya anti-kanser
tedavilerinin neden oldugu immun baskilamayi kaldirmak suretiyle kanser
hastalarinin tedavi edilmesi (zerine yogunlagmaktadir. imminiteyi uyarma
acisindan deney hayvanlari ve insanlar arasindaki farksizliga ragmen, lizozim

henldz immuUnmodulatér bir ajan olarak klinik uygulamalarda yerini alamamis



olmasina ragmen, yakin bir gelecekte bu molekulin potansiyel faydalarinin
anlasilip avantajlarindan yararlanilmasi umut edilmektedir®® 3% Tumér
stromasindaki granulositik-monositik infiltrasyon, yalnizca lokal degil ayni
zamanda sistemik immuniteyi de (serumdaki lizozim duzeyinin artigiyla)
saglayan lizozim kaynagini olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalar, lizozim dizeyi
ve aktivitesinin Olglilmesini, mide, 6zofagus ve kolorektal kanserlerin erken
teshisinde kullanilabilecek diger bir marker olarak da géstermektedir*?>°.

Bu tez ¢alismasinda IL-2 ve lizozimin deneysel tUmor modeli Uzerindeki
anti-timoral etkilerini (DNA asisi formunda) tek tek ve birlikte degerlendirmek
amaclanmistir. Yukarida da belirtildigi gibi IL-2 bu konuda yapilmis olan
caligsmalarin buyudk bir bdéluminde hem protein formunda (sistemik olarak
vermek suretiyle) hem de DNA asisi formunda (degisik vektor sistemlerine
klonlanarak) kullaniimis bir molekuildir. Lizozim ise yapilan bazi anti-timoral
calismalarda yalnizca protein formunda (sistemik veya oral yolla verilmek
suretiyle) kullanilmis fakat asi formunda kullaniimamis bir molekaldir. Bu
¢alismada lizozimin yaninda IL-2’nin hem daha Onceki ¢alismalarda IL-2 ile
olumlu sonuglar alindigi igin bu ¢aligmada da en azindan yakin bir sonug elde
edebilmek (kontrol amacli) hem de lizozimle birlikte kullanilmasi durumunda
ortaya c¢ikacak anti-tumoral etkiyi degerlendirmek amaci ile kullaniimasi
disundlmustar.

Bilindigi gibi, kanser guinuimuzde kalp-damar hastaliklarindan sonra en
sik o6lum nedeni olan 2. hastaliktir. Dunya genelinde kansere yakalanma ve
kanser nedenli 6limler milyonlarla ifade edilmektedir. Kanser bir hiicre hastaligi
oldugundan hemen her hicre tipinden kdken alabilmekte ve olusum nedenleri
ve tedaviye olan yanitlar agisindan da olduk¢a heterojenite gdstermektedir.
Kanser tedavisindeki en etkin ve diger hlcrelere zararsiz olan tedavi yaklasimi,
kanserin immun sistem tarafindan kontrolli ve segici bir sekilde ortadan
kaldiriimasinin  hedeflendigi immunotedavi girisimleridir. Bu c¢alismada da
immunotedavi yaklasimlarina katkida bulunabilecek yada tedavilerin etkinligini
arttirabilecegi dustnulen faktérlerden biri olarak lizozim segilmis ve bu
molekulin anti-tumoral etkileri daha Onceki calismalardan kismen farkli bir
sekilde (DNA asisi formunda) degerlendirilmistir.



Bu amaci gergeklestirebilmek igin dort degisik uygulama planlanmigtir:

1. B-16V melanoma hucreleri ile C57BL/6 inbred farelerinin deri altinda
geligtirilecek olan tumor kitleleri igine, IL-2 ve lizozim klonlu
rekombinant pHM6 plazmitlerinin (pHM6mIL-2 ve pHM6mLys)
lipozomla kompleks olugturularak ayri ayri ve birlikte enjekte edilmesi
halinde tumor gelisiminin degerlendiriimesi.

2. Plazmit DNA-lipozom komplekslerinin C57BL/6 farelerinin deri altina
enjeksiyonundan iki gin sonra ayni bolgeye B-16V hucreleri enjekte
edilmesi durumunda timor olusum ve gelisiminin degerlendiriimesi.

3. Olusturulacak rekombinant plazmit vektorlerin (pHM6mIL-2 ve
pHM6mLys) B-16V hucrelerine in vitro transfeksiyonu sonucu
geligtirilecek olan transfekte tumor hacrelerini inbred C57BL/6
farelerinin  deri altina  enjekte  ederek  tumdrijenitelerinin
degerlendirilmesi.

4. Tumor gelistirmeden sag kalmis olan farelere tekrar B-16V hucresi
enjekte edilerek koruyucu immunite immunite olusup olugsmadiginin
belirlenmesi (challenge).

Konuyla ilgili molekiler ve hicre kultir calismalarinin tamami C.U Tip

Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda, farelerin Uretimi ve
uygulamalar Fizyoloji Anabilim Dali laboratuarinda, patolojik incelemeler ise

Patoloji Anabilim Dali laboratuarinda yapiimigtir.



2. GENEL BILGI

2.1. Kanser; Tanimi, Molekiiler Biyolojisi ve immiinolojisi

Kanser, normal hicresel davraniglari kontrol eden mekanizmalarin
bozulmasi sonucu olusur. Cok hucreli organizmalarda hicre ¢ogalmasi,
farkhlasmasi ve bir hicrenin canhliginin  devami organizmanin butind
gOzetilerek hassas bir sekilde duzenlenir. Kanser hucrelerinde bu duzenlemenin
kaybi doku ve organlarin fonksiyonlarina engel olur. Kanser, temel kontrol
mekanizmalarindaki kusurlar sonucu olustugu icin molekiler ve hucresel
dizeyde anlasiimasi gereken bir hastaliktir. Kanser hicrelerinin  bliyume-
¢ogalma kontrollerindeki kayip, c¢oklu hucre kontrol sistemlerindeki birikmis
anormalliklerin sonucudur®'.

Kanser, vucuttaki ¢ok ¢esitli htcrelerin anormal ¢ogalmalariyla olusabilir,
ve bu nedenle de, davranis ve tedaviye olan cevaplarinda énemli derecede
farkhliklar gosteren, ylzlerce farkh kanser tipi vardir. Kontrolsiiz bir sekilde
gogalarak olusan hiicre kiimeleri timér olarak adlandirilir. lyi huylu (benign)
tumor (6rnegin bir deri sigili) orijin aldigi yerde hapsedilmis (kugatiimis) olup ne
cevre dokuya ne de vicudun diger taraflarina yayllmaz. Fakat kotu huylu
(malign) timor hem gevre dokuya hem de dolagim veya lenf sistemi ile viicudun
diger bolgelerine yayilir (metastaz). Genelde yalnizca koéti huylu timorler
kanser olarak tanimlanir. Kot ve iyi huylu tumorler orijin aldiklari hucre tipine
gére siniflandirilirlar.  insan  kanserlerinin  yaklasik  %90'ini  olusturan
karsinomalar, epitel hlcrelerin malignansileridir. Sarkomalar bag doku (kas,
kemik ve kikirdak gibi), yag ve fibréz dokulardaki solid timérlerdir. Lésemiler
kan yapan hucrelerin, miyelomalar plazma hucrelerinin, lenfomalar ise immun
sistem hucrelerinin malignansileridir51. Karsinomalar, sarkomalar, lenfomalar ve
miyelomalar; kanser hucrelerinin olusturdugu bir kitle, stromal hucreler ve
damarlardan olusan solid tumorleri olustururlar. Bu nedenle de solid tiumaorlerin
olusumu angiogenezis olarak adlandirilan yeni kan damarlarinin olusumunu

gerektirir.



Kanser hucrelerinin yluzeyindeki antijenlerin gogu normal doku antijenleri
olmasina ragmen kalitatif ve kantitatif farklilklar gosteririler. Kalitatif farklihklar
yalnizca kanser hucrelerine 6zgun oldugundan tumor spesifik antijenler (TSA)
olarak adlandirilir. TSA’lar sunlari igerebilir;

- Onkogen urunleri,

- Normalde eksprese olmayan gen urunleri,

- Ayni genin alternatif okuma gergevesinden transle olmus bir protein,

- Translasyon sonrasinda farkli modifikasyonlara ugramis olan

proteinler,

- Farkli glikozil transferaz gruplari ile farkh sekillerde glikolize olmus

proteinler.

Bazi gen Urunlerindeki normal hucreler ve kanser hucreleri arasinda
1000 kata varan kantitatif farkhliklar, tGmor-iligkili antijenler (TAA) olarak
adlandirihr. Amplifiye gen drUnleri; onkogenler ve blyume-faktori reseptorleri
gibi hucre yuzey molekullerini icerir. TAA'lar normalde fotal evrede eksprese
olan fakat kanser hucrelerinde yeniden aktive olan gen Urunlerini (onkof6tal
proteinler) de igerebilir (Karsinoembriyonik antijen —CEA- ve o-fetoprotein —
AFP- gibi). Dikkat edilecedi gibi TSA’ lar ve TAA’lar hicre igi ve hlcre zari
antijenleri olup, hem onkojenik hem de non-onkojenik urunleri icermektedir.
Hucre ici antijenler major histokompatibilite kompleks | (MHC ) molekdlleri
tarafindan hicre yuzeyine sunulur. Bazi TSA ve TAA’lar bir ¢cok kanser tipinde,
bazilar tercihen belli bir kanser tipinde (kanser spesifik), bazilari da yalnizca
bazi bireylerde (hasta spesifik) eksprese edilebilir?®.

Malign hucreler konakgi tarafindan yabanci olarak taninan protein
antijenleri salgilarlar ve immiin sistem ise bazi tiimérlerin kontrolsiiz biiylimesini
sinirlayabilir. Buna ragmen, malign hucreler gesitli mekanizmalarla immun
denetimden kacgarlar veya bu hcrelerin etkisiyle immun denetim zayiflatilir ve
kanser gelisimi gerceklesir. TUumor immunolojisindeki en onemli ¢aligsmalar,
tumor hdcrelerinin - immun  yikimdan nasil  kurtuldugunu anlamak ve bu
hdcrelerin immunojenitesini ve konakginin tepkilerini arttirma yollarini aramak
Uzerine yogunlasmistir. TUumoér hucrelerinin immun denetimden kurtulmasina

neden olabilen mekanizmalar asagida kisaca acgiklanmistir;



Tamor hucrelerinde Klas | MHC (endojen antijenleri sunar)
ekspresyonu azalabilir, buna bagll olarak da tumor antijenlerinin
sunulumu ve Sitotoksik T Lenfositleri (CTL) tarafindan taninmasi
engellenebilir. Yapilan c¢alismalarda, klas | MHC ekspresyonunun
arttirllmasi durumunda timaor hicrelerinin in vitro kosullarda CTL lere
olan hassasiyetlerinin arttigi ve in vivo tumoarijenik ozelliklerinin
azaldig1 gozlenmisgtir.

Klas | MHC eksprese eden ve CTL’ler tarafindan taninan tumor
hicreleri iki yolla CTLlerin aktivasyonunu engelleyebilir.

Birinci olarak, ¢ogu tumor hicreleri klas || MHC (eksojen antijenleri
sunar) eksprese etmediginden tiimor-spesifik CD4" yardimci T
hdcrelerini dogrudan aktive edemezler. Anti-timor CTL aktivitesi
kismen yardimci T hucreleri tarafindan saglanan sinyallere baghdir.
Eger profesyonel Antijen-Sunucu Hucreler (APC) bu timorlere yeteri
kadar infiltre olmaz, igine almaz, tumor antijenlerini sunamaz ve bu
nedenle de T hucrelerini aktive edemezse maksimal anti-timoér CTL
diferensiasyonu gerceklesemeyecektir.

Ikinci olarak, timér hiicreleri Gizerinde ko-stimiilatdrlerin yoklugu T
hiacre aktivasyonunu engelleyebilir. Cogu tumorler, yardimci T
hacreleri icin ikinci sinyalleri saglayan ko-stimulatorleri eksprese
etmeyen dokulardan olusur. Ayrica, CTL aktivasyonu tumaor hicreleri
yuzeyinde olmayan B7-1 veya B7-2 gibi hucre yluzey molekulleriyle
ko-stimulasyona ihtiyag duyar.

Tamor Urlnleri anti-timor immin yanitlari bastirabilir. Immiin yaniti
baskilayici tUmor Grandndn bir érnegi bir ¢ok timor tarafindan ¢ok
miktarda salgilanan ve ¢ok miktardaki lenfosit ve makrofaj
fonksiyonlarini inhibe eden transforming growth factor-g (TGF-g)’dir.
Bazi timorler makrofaj fonksiyonlarini azaltan IL-10’ da salgilar.
Konakgl, bazi tumor antijenlerine toleransl olabilir. Bu tolerans,
muhtemelen neonatal donemde antijenlerle karsilagsiimasi veya
timor hicrelerinin - bu antijenleri tolere edilebilir bir formda

sunmalarindan ileri gelebilir.



Anti-timor immdanite, immuanojenik peptit-MHC’leri eksprese etmeyen
mutant tUmor hucrelerinin secilimi ile sonuglanabilir. Mutant hucreler
tumor antijenlerini kodlayan genlerdeki (6zellikle de bu gen drunleri
tumorlerin  malign fenotipleri icin kritik degilse) mutasyon veya
delesyonlar sonucu olusabilir. Alternatif olarak, antijenik peptitlerin
sunulumu icin gereken MHC genlerindeki mutasyon veya delesyonlar
immun segcilimi tesvik edebilir.

Tumor  antijenlerinin  antikor  baglanmasi  sonucu  ‘antijenik
modulasyon’ olarak adlandirilan ylzey ekspresyonlarinin kaybi,
immun efektér mekanizmalara karsi direng kazaniimasina neden
olur. Antijenik modulasyon endositoz veya antijen-antikor
komplekslerinin kaybolmasi nedeniyledir. Antijenik modulasyon,
kompleman baglamayan bir anti-timér antikor tarafindan
olusturulursa, tumor hacrelerini diger kompleman aktive edici
antikorlardan  koruyabilir.  Antijenik  modulasyon, anti-tumor
antikorlarla pasif immunotedavi girisimlerinde karsilasilan en énemli
problemlerden biridir.

Tumor buyume kinetigi, etkin bir immun yanit gelismeden Once
immunolojik olarak direngli tumorlerin olusmasina neden olabilir.
‘Gizlice yayihm’ olarak adlandirilan bu olay transplantasyon
calismalariyla deneysel olarak da modellenebilmektedir. Az sayidaki
tumor hucrelerinin transplantasyonu, olduracu tumorlerin olusmasina
neden olurken, ayni tUmoéran buyuk miktardaki transplantasyonu
reddedilir. Bu tezadin tahmin edilen bir nedeni kiguk dozlardaki
tumor antijenlerinin immun sistemi uyarmaya yetmemesi ve zamanla
alicida bir ¢ok tumor hucrelerinin gelismesindendir. TUmor antijen
genlerinde olusan mutasyonlar da immin taninim sansini
azaltmaktadir.

Tumor hicresi ylzey antijenleri, mukopolisakkarit iceren sialik asit
gibi glikokaliks molekulleri sayesinde immun sistemden gizlenebilir.
Bu islem ‘antijen maskeleme’ olarak adlandirilir. Bu gergegin bir

sonucu olacak ki, timor hucreleri normal hucrelerden daha fazla



glikokaliks molekulleri eksprese eder. Benzer sekilde, bir takim
timorler pihtilasma sistemini aktive edip kendilerini fibrin kozasi igine
alarak immiin sistemden gizlenirler®.

Bunlara ilaveten, tumor hacreleri tarafindan salgilanan transforming
growth factor-beta (TGF-B), IL-10 ve prostaglandin E2 (PE2) yi de igeren ¢ok
sayidaki sitokinler, hormonlar ve diger molekuller immuniteyi baskilayici
Ozelliklere sahiptirler. TGF-B simdiye kadar tanimlanan en eftkili
immunosupressor molekuldur ve tumor hicreleri tarafindan salgilanan TGF-
dizeyi metastatik potansiyel ile dodru orantihdir. Hayvan modellerinde bu
molekulin notralizasyonu veya inhibisyonunun, meme kanseri, melanoma ve
malign gliosarkoma’yr da iceren bir ¢ok tumorlerde metastaz gelisimini ve
buyumeyi engelledigi gosterilmistir. Birka¢ farkl tumor hucrelerinin de tumor
antijenlerine duyarl olan lenfositleri apoptozise tesvik eden Fas Ligand (FasL)
eksprese ettigi gosterilmigtir. TUmor hucreleri ayni zamanda Dentritik hucreleri
(DC) de iceren antijen sunucu hucreler (APC) tarafindan antijen iglenmesi ve
sunumunu da negatif yonde etkileyerek konakg¢inin savunma sisteminden
kagar. Bunlarin yaninda, ortaya ¢ikan kanserlere kargi olusan immun yanitin
zayif olmasi, kanser hucrelerinin ylzeylerindeki antijenlerin  ¢ogunun
organizmanin tolere ettidi, kendine ait antijenler olmasindandir> 26",

Yukarida da belirtildigi gibi, timor hicreleri bir sekilde; immunosupresor
molekuller salgilamalari ve zayif immuandjeniteleri nedeniyle, immuin sistemden
kacabilmekte ve/veya tolere edilebilmekte, yani immudn sistemin anormal
hicrelere karsi olan sorumlulugu zayiflatiimaktadir. Fakat, dedisik genler (TSA
ve sitokinler gibi) kullanilarak gergeklestiriien immunotedavi sayesinde
immanitenin guclendirilmesiyle, olugan tumor kitleleri immun sistem tarafindan

ortadan kaldirilabilmekte ve yayilmasi dnlenebilmektedir.

2.2. DNA Asilari ile immiinotedavi
DNA asilari, humoral ve hucresel immun yanitlarin olusturulmasinda
antijenlerin (antijen-spesifik immun tedavi) veya uyarici faktorlerin in vivo

ekspresyonlari i¢in gelistiriimis yeni bir yontemdir. Bu yontem ayni zamanda bir
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¢ok hastaligin pre-klinik modellerinde koruyucu immunite gelistiriimesini de
gundeme getirmigtir. DNA asilarinda proteinin kendisini, canli bir ajani veya bir
patojenin zayiflatimis formunu kullanmak yerine patojen veya tumorlerin
proteinlerini kodlayan genler kullanilir. DNA asilarinda (ve ayni zamanda gen
tedavisinde) plazmit veya viral (retroviris, adenoviris veya adeno iligkili virls
kokenli) vektorler kullanilir. Plazmit vektorler glcli bir viral promotor, ilgili gen,
poliadenilasyon/transkripsiyonel terminasyon dizileri ve bakteriyel sistemde
segici bir marker gen tasir. Plazmit vektorler bakteride (E. coli) cogaltilir,
saflastirilir, bir tuz solisyonunda ¢dozullr ve sonra da konakgiya enjekte edilir.
Plazmit DNA, (mekanizmasi tam olarak aciklanamayan bir yolla) enjeksiyon
bolgesindeki hucreler tarafindan alinir. Plazmitler Okaryotik hucrelerde
fonksiyonel olan replikasyon orijinleri tasimayacak sekilde hazirlanir; bu tur
plazmitler dkaryotik hicrelerde ne ¢ogalirlar ne de kromozoma entegre olurlar
(insersiyonel mutageneze neden olmazlar). Plazmit DNA'lar zararsiz olup ¢ok
zayif bir immunojeniteye sahiptirler (bu nedenle de sik araliklarla
uygulanabilirler). Enfeksiyoz olma potansiyeli yoktur, intravendz yolla enjekte
edildiklerinde toksisiteleri de yoktur. Viral vektorlere gbre daha kolay
hazirlanabilirler, ylksek saflikta izole edilebilirler, proteinlere ve diger biyolojik
polimerlere gore de son derece dayanikhdirlar. Viral kaynakli vektor
molekullerinin transduksiyon verimleri yuksek olmasina karsin uUretim ve
saflagtirimalarindaki zorluk ve bir takim potansiyel problemler kullanimlarini
kisittamaktadir. Diger taraftan, plazmit DNA’lar guvenilirlikleri agisindan viral
vektorlere iyi bir alternatiftir. Toksisiteleri gok dusuk oldugu gibi buyuk Olcekli
uretimleri de oldukga kolaydir. Plazmit DNA’lar kas igine, peritona ve deri altina
enjekte edilebilirler. Deri altina enjeksiyon durumunda buradaki keratinositler,
fibroblastlar ve dentritik hicreler plazmitleri daha verimli bir sekilde alirlar.
Plazmitler igin dezavantaj ise transduksiyon verimlerinin dugik olmasindadir.
Transduksiyon verimini yukselten uygulamalar (bir takim ligandlarla birlikte
kullanim, elektroporasyon ve lipozom aracili kullanim gibi) ile de bu sorun
¢ozUmlenebilmektedir. Lipozom aracili gen aktariminda; plazmit DNA’lar
polikatyonik lipidlerle karistirilarak lipozom/DNA kompleksleri olusturulur. Bu

yapilarin hedef hicre zari ile birleserek gen aktarimini sagladigi
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disunulmektedir. Bu amacla kullanilan degisik lipit preparasyonlari (DOPE, DOTMA,
DOSPA, DDAB, DOGS, DOTAP, DMRIE gibi) ticari olarak mevcut olup lipozom/plazmit
komplekslerinin hazirlanmasi da oldukga kolaydir. Bu yapilar non-immuinojenik olup
minimal sistemik toksisiteye sahiptir, ¢ok sayida hicre tipine gen aktarimi
yapabilmektedir ve ayni bireye tekrar tekrar uygulanabilmektedir. Kanser hiicrelerinin
immin sistem tarafindan yok edilmesi (imminotedavi) amaci ile sitokin genlerinin
kullaniimasi, kansere karsi pasif immunite (CD4" ve CD8" T hiicrelerini aktive ederek)
saglamak veya aktif imminiteyi (antijenik determinantlarla immiinizasyonla) uyarmak
veya guglendirmek igindir3'7’ 5260

Tamoér mikro-gevresine konakgl tarafindan salgilanan sitokinlerle, anti-timaor immiin
yanit potansiyel olarak arttiriimaya calisilir. Teorik olarak tiimor hiicreleri tarafindan
sitokin salgilanmasi:

a) timdr kitlesinde antijen sunucu hlcrelere olan gereksinimi arttirir.

b) immin hicrelerin cogalmasini tesvik eder.

c¢) Tumor hicreleri Gzerindeki immun efektorler veya antijen sunucu hicreler

tarafindan taninan molekullerin ekspresyonunu dizenler.

d) Immiin efektdr hiicrelerin infiltrasyonunu saglar.

Yapilan ¢ok sayidaki g¢alisma, salgilanan sitokin miktari ile anti-timoér immun
yanit arasinda gugli bir korelasyon oldugunu gdstermistir. Disaridan verilen sitokinle,
ayni sitokinin hucreler tarafindan salgilanmasiyla olusturulan immdn  yanit
mekanizmasi temelde farkhdir. Sitokinlerin hicreler tarafindan salgilanmasi, ayni
zamanda timor bélgesindeki hiicrelerin sitokine maruziyet derecesini de arttiracaktir®”
14

Tamor gelisimi sirasindaki immun modulasyonun rolliniin anlasiimasi énemli bir
ilgi odagi olarak durmaktadir. Ayni zamanda, antijenlerin T hicreleri tarafindan
mikemmel bir sekilde taninmasi kanser immuinotedavisi igin 6nemli bir temel
olusturmaktadir. Tumor yikimini etkili bir sekilde yapabilmek icin toksisiteyi minimuma
indirmek ve timor hicrelerini normal doku hicrelerinden ayirabilmek oldukga kritiktir.
Tamoér asilari hazirlamada timor spesifik antijenler (TSA) kullanilabildigi  gibi
immaniteyi guglendirmek igin sitokin genleri de kullaniimaktadir. Bu amagla yapilan gok
sayidaki calismada sitokin genleri tek veya kombine sekilde, viral veya plazmit
vektorlere klonlanarak immuinotedavi igin kullanilmis ve kayda deger sonuglar

alinmigtir®® 53¢,
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg¢
Bu tez calismasinda kullaniimis olan baglica gerecler; biyokimyasal

maddeler, canlilar, kitler, alet-teghizat ve sarf malzemelerinden olusmaktadir.

Biyokimyasal maddeler: Pfu DNA polimeraz, dNTP seti, T4 DNA ligaz,
Calf Alkalen fosfataz, genlerin klonlanmasinda ve analizlerinde gerekli olan
restriksiyon edonukleazlar (Sma |, Not |, Kpn |, Eco RI, Pvu Il, Hae lll, Hind lll,
Hinf 1 ve Mae lll), pBluescript plazmit vektérii (Fermentas)®'!, Tag DNA
polimeraz (Qbiogen, Sigma), lizozim ve IL-2 genlerine 6zgln primer dizileri
(MolBiol), mIL-2 cDNA klonu (pUMVC3mIL-2, Aldevron), pHM6 memeli plazmit
vektorii, Geneticin (G 418), Lipozom (DOTAP) (Roche)®?, EDTA, tris baz, borik
asit, sikroz, lizozim (Sigma), HCI, NaOH, SDS, agaroz, akrilamit, bisakrilamit,
APS, TEMED, NaCl, Trypton, Yeast extract, Potasyum ferrosiyanit (KsFe [CN]s),
Potasyum ferrisiyanit (KsFe [CN]s), Ampisilin, Tetrasiklin, Gentamisin, DMSO
MgCl,, NP-40, gluteraldehit, formaldehit, RPMI 1640, Tripsin-EDTA, FBS/FCS,
L-glutamine, X-gal, Potasyum hidrojen fosfat, Sodyum hidrojen fosfat dihidrat
(Sigma)®2.

Canlilar: B-16V (DSMZ)* ve B16-FO®® (Gazi Univ. immiinoloji Lab)
melanoma hiicre hatlari, E. coli XL1-Blue MRF’, (Stratagene)®®, Micrococcus
luteus (Sigma), C57BL/6 ve Balb/c fare irklar (Fizyoloji Anabilim Dal).

Kitler: Endotoxin-free Plazmit Midiprep Kit (PLED-35), mRNA izolasyon
kiti (Sigma), cDNA sentez kiti, DNA Extraction Kit (Fermentas).

Alet-Techizat: Yatay ve dikey elektroforez tanklari (Bigen, Biolab), gl¢
kaynag! (E-C, Consort), pH metre (InoLab), vorteks, manyetik karistirici, firin
(NUve), hassas terazi (Sartorius, Shimadzu), su banyosu (Grant), mikrodalga

firin, buz dolabi (Argelik), jel gorlntlileme ve dokimantasyon sistemi (Uvitec),

13



invert mikroskop (Olympus), Termal cycler (Eppendorf), mikro pipetler(Gison,
Rainin, Socorex, Biohit), sallamali etiv (Dedeoglu), temiz hava kabini (lamin air
flow) (Kojair KR-125 Safety), derin dondurucu (Siemens, Roche), CO;
inkibatoru (Shell Lab, Sanyo), etiv (Memmert), santrifljler (Hettich, Techne),
Thoma Lami, kumpas, spektrofotometre (Shimadzu, Pharmacia-Biotech Gene

Quant), sivi azot tanki, otoklav (Trans).

Sarf Malzemeleri: Filtreli hicre kaltur flaski (TPP), 15 mllik kaltar tlpd,
pastor pipetleri, kriyo tlpleri, insilin enjektoért, 1.5 ml'lik mikro santriftij tlpleri,
0.2 ml'lik PCR tapleri, pamuk, petri kutulari (6, 8 ve 10 cm c¢apli), erlenmayerler
(50, 100, 250, 500 ve 1000 ml’lik), filtre (0.22 um por ¢aph) (Millex), filtreli steril
mikropipet uglari (200 ve1000 pl'lik), pamuk tikacgli steril cam pipetler (2, 5, 10,
ve 20 ml'lik), enjektorler (1, 2, 5, 10, ve 20 ml'lik), cam baget.

3.1.1. Gereglerden Bazilarinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Amaglari

a) pHM6 Memeli Ekspresyon Vektoru

pHM6 memeli ekspresyon vektorl 5442 bp uzunlugunda bir plazmit
vektor olup birgok E. coli susunda da (XL1 Blue MRF’, DH5a, JM109 gibi)
cogalabilme 6zelligindedir (mekik vektor). Coklu klonlama bdlgesi (MCS)
bdlgesine takilan bir genin memeli hicrelerinde ylksek diizeyde ekspresyonunu
saglayacak sekilde tasarlanmistir. Vektoér, SV40 ile enfekte veya SV40 large T
antijeni (6rn. COS7) eksprese eden hlcre hatlarinda epizomal (kromozomal
DNA ile es zamanl fakat bagimsiz) olarak ¢ogalir. Eksprese olacak proteine
muUmkin oldugu kadar az ekstra amino asit (aa) ilavesi i¢in restriksiyon
enzimleri tanima dizilerinin bulundugu c¢oklu klonlama bdlgesi mumkin oldugu
kadar kisa tutulmustur (6 restriksiyon enzimi icin toplam 45 bp). Vektorin genel
haritas1 Sekil 3.1.’de, ¢coklu klonlama bdlgesi Sekil 3.2.'de, sahip oldugu diziler
ve oOzellikleri de Gizelge 3.1.de gorilmektedir. Vektdr, Roche’dan®® satin

alinmigtir.
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Hind Il

- -y = - MCS - -y = -
Epitop etitiketi Enpitop etitiketi

== Hi--- Hind II K I EspI  Eeo BI Not I Bbr PI  ------- Hig=====m=mmmm
ATGTAC CCA TAC GAC GTC CCA GAC TAC GCT..GGL AGC TTG GGT ACC TCC GCG GAG AAT TCG CGe CCG CTA CAC GIG..CAT CAT CAT CAT CAT CAT ZAA

Hat Tyr Pro Tyr Asp Val Pro hsp Tyr Ala..Gly Ser Leu Gly Thr Ser Ala Glu Asn Ser Arg Pro Lew His Val. .His Hiz His His Hiz Hiz #e+

Sekil 3.2. pHMG6 vektori ¢oklu klonlama bdlgesi (MCS) ve epitop etiketleri

Cizelge 3.1. pHM6 memeli ekspresyon vektortinin 6zellikleri.
Not: pHM6 vektéri ¢ok amagli olarak tasarlanmis bir vektér oldugundan bizim g¢alismamizia
ilgili olan diziler * ile belirtilmistir.

Dizi Fonksiyonu
* 1. Insan cytomegalovirus immediate- - Rekombinant proteinin (klonlanan protein) memeli
early promotor/enhancer (pCMV) hicrelerinde yiksek dizeyde ekspresyonunu
dizisi. saglar.
2. T7 promotor/priming dizisi. - Hem anlamli RNA'nin in vitro trankripsiyonunun hem de
eklenen genin dizi analizinin yapilmasini saglar.
3. N ve C-terminal epitop etiketleme - iigili rekombinant proteinin 6zel antikorlarla daha
(HA ve Hisg) dizileri. sonra kolay bir gekilde izolasyonu igin N ve C-
terminal uglarina HA ve Hisg ilave eder (Sekil 3.2).
* 4. Coklu klonlama bélgesi. - Klonlanacak genin epitop etiketi ile ayni okuma
cercevesine yerlestiriimesini saglar (Sekil 3.2).
5. Sp6 promotor/priming dizisi. - Hem in vitro anlamsiz RNA trankripsiyonunun hem
de insortlin dizi analizinin yapilmasini saglar.
* 8. Sigir biiyime hormonu - MRNA transkripsiyonunun etkin  bir sekilde
poliadenilasyon (BGHpA) sinyali. sonlandiriimasi ve poliadenilasyonunu saglar.
7. f1 orijini. - Tek iplikli dizi analizi ve mutasyon g¢aligmalari igin
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anlamli ipligin korunmasini saglar.
8. SV40 erken promotor ve orijin - Memeli hlcrelerinde neomisin diren¢ geninin
(SV40 ori) dizisi. yuksek dizeyde ekspresyonunu ve SV40 large T
antijeni eksprese eden hiicrelerde epizomal olarak
replikasyonunu saglar.

*

* 9. Neomisin direng (G418) geni. - Transfekte memeli hiicrelerinin segimini saglar.
* 10.SV40 poliadenilasyon dizisi. - mRNA transkripsiyonunun sonlandiriimasi ve
poliadenilasyonunu saglar.
* 11.ColE1 orijini (pUC plazmiti - Plazmitin (pHM6) E. colfide ylksek kopya
kaynakl). replikasyonunu saglar.
* 12.Ampisilin direng geni. - Vektdru tasiyan E. coli klonlarinin segimini saglar.

b) pBlueScript Il

pBluescript Il fajmidi (pBS) 2961 baz c¢ifti (bp) uzunlugunda bir vektérdur.
Bu fajmid tek bir sistemde, DNA klonlamasi, dideoksi DNA dizilemesi, in vitro
mutagenez ve in vitro transkripsiyon islemlerinin yapilabilmesi igin
tasarlanmistir. Onemli yapilarindan bazilari; 1) rep (pMB1): fajmidin
replikasyonundan sorumlu bdlge. 2) bla (Ap~)-geni: ampisiline diren¢ saglayan
B-laktamaz enzimini kodlar. 3) LacZ geni: E. coli lac (laktoz) operonundan -
galaktozidaz'in a-komplementini (amino-terminal pargasini) kodlayan DNA
parcasidir. Bu gen igine agik okuma c¢ergevesini (open reading frame -ORF-)
bozmayacak sekilde ¢ok sayida (pBS’de 26 adet) restriksiyon endonukleaza ait
tanima dizileri yerlestirilerek olusturulan ‘coklu klonlama bdlgesi’ (MCS) enzim
aktivitesine zarar vermez. Bu Ozellikteki vektorler p-galaktozidaz'in karboksi-
terminal pargasini kodlayan konakgi hucrelerle birlikte kullanilir. Ayri ayri
olduklarinda aktivite gostermeyen bu iki parga bir araya geldiginde aktif bir
enzim olusturur. p-galaktozidaz, kromogenik ve laktoz analogu bir madde olan
X-gal'i (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-p-galactoside) pargalayarak mavi renkli bir
madde olusumu saglandigindan, X-gal'li plaklarda bu 6zellikteki bakteriler mavi
renkli gorunarler. MCS icine yapilan klonlamada p-galaktozidaz'in a-
komplementi sentezlenemedigi icin (gen inaktive edildiginden), ayni ortamda
rekombinant plazmiti tasiyan bakteriler beyaz renkli koloni olustururlar®e,
Vektorun yapisi Sekil 3.3'de gorlilmektedir. pBS bu calismada genlerin
pHM6'ya klonlanmasinda araci vektdr olarak kullaniimistir. Fermentas'dan®’

satin alinmistir.
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Pdil 129
ol 5644 ddel, BsaMl 232

Alol 281

Begl 2562\ sil 360

Sapl 1030

\AfIL, BspLUT 11, Xcel 1
il 1564

Sekil 3.3. pBluescript Il vektori (pBS)

c) DOTAP (Lipozom)

Kimyasal adi: N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium methylsulfate
Molekuler formuld  : CasHgzNOgS

Molekuler agirhgi . 774.21

o]

\/W\/’:‘\/\/\/\/Ol\o
\N\AFVWVKO{ l CH,S0;

I
N ——

I

Sekil 3.4. DOTAP’In Molekller yapisi

Okaryotik hiicrelerde gen regllasyonu ve ekspresyonunu calismak
amaciyla ¢ok cesitli DNA aktarim (transfeksiyon) yontemleri geligtirilmistir.
Bunlardan bazilar kalsiyum fosfat veya diger divalent katyonlar, polikatyonlar,
retroviruslar, = mikro-enjeksiyon, ve elektroporasyon gibi yontemlerin
kullanimlaridir. Bu yontemlerde karsilasilan en buyuk sorunlardan bazilari hucre
toksisitesi, zayif Ureme ve hucrelere yeterli miktar DNA aktaramamakiir.

Transfeksiyon repertuarina dnemli bir ilave katyonik lipozom formulasyonlarinin
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kullanimi olmustur (lipofeksiyon). DNA, RNA, ribonlkleoprotein partikilleri ve
proteinler DOTAP’la etkin bir sekilde hicrelere aktarilabilmekte ve karsilasilan
sorunlari da 6nleyebilmektedir.

DOTAP’In DNA ile karistiriimasi pozitif yukli bu kuguk lipit kesecikleri
(lipozomlar) ile negatif yikli DNA molekulleri arasinda dayanikli kompleksler
olusumunu saglamaktadir. Bu kompleksler serumlu yada serumsuz doku kultar
ortamlarina dogrudan ilave edilebilmektedir. Lipit keseciklerinin hucrelerin
zarina temasi ile de kesecikler ve DNA molekulleri hicre icine aktarilmaktadir.
DOTAP ile hem in vitro hem de in vivo ortamlara basarili bir sekilde DNA
transferi yapilabilmekte ve 150 ug/ml'ye kadar hucreler igin toksik olmadigi

bildirilmektedir? 63 6869

d) Genetisin (G418)

Genetisin (G 418) aminoglikozit turu bir antibiyotiktir. Yapisi gentamisin,
neomisin ve kanamisine benzemesine ragmen okaryotik ribozomlarin 80S
Unitesine baglanarak protein sentezini bloke eder. Genetisin, neomisin direng
geni tarafindan inaktive edilmektedir (bu calismada kullanilmis olan pHMG6
plazmit vektori Uzerinde de neomisin direng geni bulundugundan bu
plazmitlerle transfekte hicreler genetisin’li ortamda Ureyebilmekte ve bu sekilde
transfekte hucrelerin segilimi saglanabilmektedir). Kullanilacak Genetisin miktari
50 — 1000 pg/ml arasinda degismekte olup her hiicre tipi igin optimize edilmesi
gerekmektedir.

Bizim kullandigimiz B-16V hucreleri igin bu miktar 500 pg/ml olarak
belirlenmistir (bu miktarda Genetisin  kullanildiginda B-16V  hucreleri
ureyememektedir, ancak plazmitlerle transfekte olanlar Gremelerine normal

sekilde devam etmektedir).

e) Eschericia coli XL1-Blue MRF’
Rutin klonlama galismalarinda kolaylikla kompetent hale getirilip konakgi

olarak kullanilan mikemmel bir susdur. Hi¢ plazmit bulundurmamasi, aktarilan
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plazmit DNA’nin 6zgun olarak tasinmasini ve tekrar elde edilebilmesini,
kromozomal DNA Uzerindeki F' epizomu ile tasinan tetrasiklin direnci ise
kontaminasyonun onlenmesini saglar. recA1 ve endA1 gibi mutant ozellikleri ise
rekombinasyonda parga degdisiminden sorumlu enzimden yoksun olmasini
(plazmitin kromozomal DNA’ya entegrasyonunu Onlemek igin) ve plazmitin
bakteride ¢ok sayida bulunabilmesi ve izolasyon sonunda yuksek kalite ve

68, 70

verimde plazmit DNA's1 elde edilmesini saglamaktadir . Stratagene’den

satin alinmistir.

f) B-16V Melanoma hiicresi

Genetik olarak ayni 6zelliklere sahip (syngeneic), inbred C57BL/6 fare
irkinda buylyen B16 melanoma timorinden gelistiriimigtir. Plak yuzeyine
yapisarak gelisen (adherent) epitelyal hicrelerdir, plak ylUzeyini %80 oraninda
doldurmaktadirlar. RPMI 1640 medyumu ile %10’luk FBS, 37 °C ve %5’lik CO_li
ortamda kultire edilirler. Katlanma zamani (doubling time) 30-50 saattir,
yaklasik iki gunde bir 1:5 seklinde (bir flask 5 flaska paylastirilarak) pasaji
yapilir. Normal fare karyotipine sahiptir (20 c¢ift kromozom). Alman

Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Kolleksiyonundan (DSMZ)® satin alinmistir.

g) B16-FO0 Melanoma hucresi
B-16V ile ayni kokenli ve hemen ayni Ozelliklere ve kultur kogullarina
sahiptir®®. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji Anabilim Dali baskani,

sayin Prof. Dr. Cemalettin AYBAY’dan alinmistir.

h) Fare Irki (C57BL/6)
Kullanilan C57BL/6 rki fareler Mus musculus orijinli inbred farelerdir. C.
U. Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali tarafindan saglanmis olup, bakim ve

takipleri de buradaki fare laboratuarinda yapilmistir.
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1) mRNA izolasyon kiti (Sigma)
Kit igerigi;

- Stock Buffer,

- Rnase/protein Degrader,

- Sodium Chloride (5 M),

- Oligo(dT) Cellulose,

- Low Salt Wash Buffer,

- Binding Buffer,

- Sodium Acetate (2 M),

- Elution Buffer,

- Glycogen Carrier,

- Disposable Spin Columns/2 ml Microcentrifuge Tubes,
1.5 ml Microcentrifuge Tubes.

Hucreler RNaz inhibitoru varliginda lizis tamponla pargalanir ve ortama gegen
mRNA molekulleri ilave edilen seluloz desteklere bagli Oligo(dT) molekulleri
tarafindan tutulur. Mini kolanlara aktarilan lizat, yikama tamponu ile birka¢ kez
muamele edilerek her turlu hucresel artiklardan temizlenir ve elisyon tamponu
ilavesiyle de mRNA molekulleri destek ortamdan tekrar ayrilir ve toplama

tupune gecer. Saf olarak elde edilen total mMRNA kullanima hazir duruma gelir.

i) DNA Extraction Kit (Fermentas)
Kit icerigi;

- Silica Powder Suspension,

- Binding Buffer,

- Concentrated Washing Buffer,
- TBE Conversion Buffer.

Agaroz jel elektroforezinden sonra istenen DNA bandinin jelden kesilip
alinarak agarozdan aritilmasini saglayan bir kitdir. Genel prensip; agarozun
6zel bir tampon ve Isi uygulamasiyla (su banyosunda 55 °C) eritilerek DNA
molekullerin pozitif yUkllu silika partiklllerine gegici olarak baglanmasini ve
¢Okturilip yikandiktan sonra da su/TE ile elisyonunu saglamaktir. 120 baz cifti
ve Uzerindeki nukleik asit molekullerini yaklasik olarak %80 verimle
aritmaktadir. Bu sekilde proteinler, kullaniimayan primer ve nukleotitler, kalinti

fenol, kloroform, tuzlar ve etidyum bromid DNA’dan uzaklastiriimaktadir.
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j) cDNA sentez kiti (Fermentas)

Kit igerigi;

- RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase,
- Ribonuclease Inhibitor,

- 5X Reaction Buffer,

- 10 mM dNTP Mix,

- Oligo(dT)qs PrimerRandom Hexamer primer,
- Control Primer,

- Control RNA,
- Deionized Water, nuclease free

Kit, Oligo(dT)s primerinin mRNA’larin poly A kuyruguna yapismasi ve M-
MuLV Reverse Transkriptaz enziminin ortamdaki total mRNA’'y1 DNA'ya (total
cDNA) donustirmesi prensibi ile calismaktadir. Elde edilen tGrin RNA/DNA

hibridi seklindedir ve PCR reaksiyonlarinda dogrudan kullanilabilmektedir®7%72,

k) Endotoxin-free Plazmit Midiprep Kit [PLED-35 ( Sigma)]
Kit icerigi;

- Resuspension Solution,

- RNase A Solution,

- Lysis Solution,

- Neutralization Solution,

- Endotoxin Removel Solution,

- DNA Binding Solution,

- Column Preparation Solution,

- Optional Wash Solution,

- Wash Solution Concentrate,

- Endotoxin Free Water,

- GenElute Midiprep Binding Columns in Tubes,
- Collection Tubes

Bu kitin kullanim amaci bakteriyel endotoksin icermeyen ve transfeksiyon
islemlerinde kullanilabilecek kalitede plazmit DNA izole etmektir. Kitde rutin
olarak kullaniimakta olan alkalin denatirasyon prensibi esas alinmis olmakla
birlikte ilaveten endotoksinden aritici tampon ve DNA’nin tutuldugu midi kolonlar
bulunmaktadir. izolasyon basamaklar kisaca sdyledir; kullanilacak plazmiti
(PHM6, pHM6mLys veya pHM6mIL-2) tasiyan bakteri 50 ug/ml ampisilin igeren

LB besi ortaminda bir gece iretilir. Ureme ortami santrifiijlenerek bakteri peleti

21



elde edilir. Pelet suspanse edilir ve lizis tampon ilavesiyle de nazik bir gsekilde
parcalanir. Notralizasyon tamponu ilavesiyle ortam pH’si aniden dusurular ve
yogun bir presipitat olusturulur. Olusan ¢okelti santriflj yapilarak uzaklastirilir ve
supernatan midi kolonlarin bulundugu tuplere aktarilir. Plazmit DNA kolondaki
destek ortam tarafindan tutulur, yikama tamponu ile her tirlG hicresel artiklar
temizlenir. Elisyon tamponu (saf su) ilave edildiginde ise DNA destekten ayrilir
ve toplama tupune geger.

Elde edilen plazmit DNA oldukca saf ve sUper sarmal orani yuksektir,
Okaryotik hulcrelere zarar veren bakteriyel endotoksinlerden de aritiimig

durumdadir.

3.2. Yontem

Giris boluminde bahsedildigi gibi, bu tez calismasinin amacini fare
lizozim ve interlokin-2 genlerinin pHM6 memeli ekspresyon vektorine
klonlanmasi, ve daha sonra da B-16V melanoma hicreleri Gzerinde anti-timoral
etkilerinin degerlendiriimesi olusturmaktadir. Bu amaca yonelik olarak yapilan
uygulama ve kullanilan yontemler;

e Gen Klonlama,

e Hiucre Kiltur,

e Lipozomal Taransfeksiyon,

e Fare Denemeleri,

e Verilerin Alinmasi ve Analizi,
olmak Uzere 5 ana baslkta toplanmistir. Yapilan butin uygulamalar ve
kullanilan yontemlerde konuyla ilgili daha once yapilmig c¢alismalardan ve
standart protokol ve uygulamalardan vyararlaniimis olup faydalanilan
kaynak/kaynaklar belirtiimistir. Yontemlerin uygulamasi sirasinda kismen farkl
uyarlamalar da yapilmigtir.

Ayrica, ¢calismalar temel mikrobiyoloji, hlicre kultur teknikleri ve molekuler
biyoloji laboratuar calisma ilkelerine (Ek 2.1) uygun bir sekilde, gereken her

turlt dikkat ve 6zen gosterilerek ve dnlemler alinarak yapilmistir.
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3.2.1. Gen Klonlama

Bir gen klonlama ¢alismasinda klonlanacak gene ait DNA pargasi, vektor
DNA, ilgili restriksiyon ve ligasyon enzimleri ve vektor DNA'ya uygun konakgi
bakteri gerekmektedir. Asagida, bu ¢alismada kullanilan genlerin klonlanmasi
sirasinda uygulanan bir takim ydntem ve stratejilerden genel olarak
bahsedilmigtir. Ticari olarak saglanan kitlerin genel ¢alisma prensibi verilmis ve

protoklleri 6zetlenmisgtir.

3.2.1.1. Total cDNA elde edilmesi

Kullanilan pHM6 memeli ekspresyon vektorl, agik okuma cergevesi
(ORF) c¢oklu klonlama bodlgesine baglanan bir geni transkribe edecek sekilde
tasarlanmistir (Sekil 3.2). Okaryotik genler intron icerdiginden bu hiicrelere ait
bir gen fonksiyonel amacgla klonlanacagi zaman, intron icermeyen mRNA
molekulleri hedef alinmaktadir. Bu amagla hucrelerden elde edilen mRNA
molekulleri izolasyonu takiben daha stabil bir molekdl olan cDNA’ya
donusturulerek PCR’la (RT-PCR) ¢ogaltilmaktadir.

Calismada, C57BL/6 fare irkinin kan, dalak ve timis dokularindan Sigma
MRNA mikro izolasyon kiti kullanilarak total mMRNA elde edilmis ve Fermentas
First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak da buradan elde edilen mRNA total
cDNA’ya donusturidlmustar. Bu islemler sirasinda kit protokolleri uygulanmis ve
uretici firmalarin onerileri dikkate alinmistir.

mRNA izolasyonunda, materyalin kan veya doku olmasina gore
hdcrelerin hazirlanmasi asagida verildigi sekilde yapilmis ve daha sonra da kit
protokoll aynen uygulanmistir.

Materyal kan ise;

e Fare eterle bayiltilarak kalbinden 0.5 ml kan alinir ve 1.5 mllik
santrifdj tipune aktarilir,

e Uzerine 1 ml eritrosit lizis tampon (Ek 1.1) ilave edilerek karigtirilir ve
oda isisinda 3-5 dakika beklenir,

e 4000 rpm’de 5 dakika santrifujlenir,

e suUpernatan atilir ve Uzerine 0.5 ml eritrosit lizis tampon ilave edilir,
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Pelet ¢ozulur ve ayni sekilde tekrar santrifljlenir ve stpernatan atilir,
Pelet 1 ml fizyolojik tamponla ¢oézilir ve 4000 rpm’de 5 dakika

santrifjlenir ve stpernatan atilir.

Materyal doku ise;

Yaklagik 100 mg doku alnir ve steril bir havanda sivi azot ile
muamele edilerek kurutulur ve ogatalur,
Hucreler fizyolojik tampon ile yikanir ve 4000 rpm’de 5 dakika

santrifijlenerek supernatan atilir,

Bu sekilde elde edilmis olan hicre peletine kit protokolindeki iglemler

uygulanmigtir. Takip edilen basamaklar ana hatlariyla su sekildedir:

Hucreler lizis tampon ile pargalanir,

Oligo (dT) sellloz ilave edilerek mRNA’lar yakalanir,

Protein, kaba hulcresel artiklar, kromozomal DNA ve diger RNA
molekulleri yikanarak uzaklastirilir,

Elisyon tamponu ilavesiyle mRNA seluloz destekten ayrilir ve

santrifijlenerek temiz bir tipte toplanir.

Elde edilen mRNA’dan 2 ul (~ 200 ng) alinarak asagidaki uygulamayla

cDNA’ya donustardlir, geriye kalan miktar -20 °C’de saklanir.

Tek iplikli total cDNA sentezi: Yukaridaki islemlerle elde edilen total
mRNA'nin ~ 200 ng'1 ‘Fermentas RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit’
kullanilarak bire bir cONA’ya donusturulur. Reaksiyon bilesimi su sekildedir;

Poly(A) RNA 2 ul (~ 200 ng)
Oligo(dT)4s primer 1wl (0.5 ug)
Deiyonize su (RNaz free) 6 pul

4 70°C'de 5 dak (annealing)

5x reaksiyon tamponu 4 ul
RibonUkleaz inhibitori 1 ul (20 U)

10 mM dNTP mix 2 ul
d 37°C'de 5 dak (enzimatik aktivite)
RevertAid™M-MulLV 1 ul (200 U)
(reverse transkriptaz) +
20 ul

d 42°C'de 60 dak (sentez)
d 70 °C'de 10 dak (reaksiyon durdurulur)
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3.2.1.2. RT-PCR/PCR Amplifikasyonlari

Revers Transkriptaz-PCR (RT-PCR), mRNA’'nin Avian Myeloblastosis
Virus (AMV) veya Molony Murine Leukemia Virus (M-MLV)‘den elde edilen ve
RNA bagimli DNA polimeraz aktivitesine sahip olan Revers Transkriptaz enzimi
ile mMRNA’nin cDNA’ya donustuarilmesi ve PCR reaksiyonlarinda kalip DNA
olarak kullaniimasini saglayan bir PCR yéntemidir®” 2.

Oncelikle, elde edilen total cDNA iginden fare lizozim ve IL-2 genlerinin
cogaltilip izole edilmesi ve pHM6 vektorine klonlamada kullanilabilmesi i¢in bu
genlere 6zgun primer dizilerinin hazirlanmasi gerekmektedir. Bu amacla, fare
lizozim ve interldkin-2 genlerine ait cDNA nikleotit dizileri ncbi’® veri
tabanlarindan elde edilerek genlerin ORF dizisini (proteine donusen dizi) 6zgun
bir sekilde amplifiye edecek olan primer dizileri belirlenmistir. Primer dizilerinin
belirlenmesinde ve genlere ait nikleotit dizilerinin icten kesim yapan restriksiyon
endoniikleaz enzimleri agisindan analizinde GeneRunner’®  programi
kullaniimisgtir. Ayni zamanda, pHMG6 plazmit vektorinin ¢oklu klonlama
bdlgesinde yer alan ve analizlerde gen dizileri iginde kesim yapmadigdi tespit
edilen iki enzime (Kpn | ve Eco RI) ait tanima dizileri (GGTAC/C ve G/AATTC),
belirlenen primer dizilerinin 5’ uglarina genlerin okuma ¢ergevesini bozmayacak
sekilde ilave edilmistir. Hazirlanan primer dizileri yine ayni programla analiz
edilerek hem kendisiyle hem de diger primerle dimer olusturmalari agisindan
degerlendiriimis ve gerekli dizenlemeler yapilmistir. Genlere ait mRNA
sekanslari ve yukarida bahsedildigi sekilde hazirlanarak PCR reaksiyonlarinda

kullaniimis olan primer dizileri asagida verilmigtir:

A) FARE INTERLOKIN-2 GENI (mIL-2)

LOCUsS NM 008366 939 bp mRNA linear ROD 22-DEC-2003

DEFINITION Mus musculus interleukin 2 (I1l2), mRNA.

ACCESSION NM 008366 XM 109393 XM 207774

VERSION NM 008366.2 GI:31982837

SOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISM Mus musculus Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata;
Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi;
Muridae; Murinae; Mus.

CDS 48..557
/gene="TI12"
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/product="interleukin 2"
/protein id="NP 032392.1"
/db_xref="GI:7110653"

/db xref="GeneID:16183"
/db_xref="LocusID:16183"
/db xref="MGI:96548"

/translation=

(169 aa)
MYSMQLASCV TLTLVLLVNS APTSSSTSSS TAEAQQQQQO

QOQQQOQHLEQ LLMDLQOELLS

RMENYRNLKL PRMLTFKEYL PKQATELKDL QCLEDELGPL RHVLDLTQSK SFQLEDAENF
ISNIRVTVVK LKGSDNTFEC QFDDESATVV DEFLRRWIAFC QSIISTSPQ

sig peptide 48..107
/gene="112"
/product="signal peptide
mat peptide 108..554

/gene="T112"

/product="interleukin-2

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atcacccttg
agctcgcatc
gctccactte
agcagcacct
acaggaacct
cagaattgaa
atttgactca
gagtaactgt
agtcagcaac
caacaagccc
taaatattta
tcttcagatg

ctaatcactc
ctgtgtcaca
aagctctaca
ggagcagctg
gaaactcccce
agatcttcag
aagcaaaagc
tgtaaaacta
tgtggtggac
tcaataacta
actttaattt
ataaatatgg

(aa 1-133)"

ctcacagtga
ttgacacttg
gcggaagcac
ttgatggacc
aggatgctca
tgcctagaag
tttcaattgg
aagggctctg
tttctgagga
tgtacctcct
atttttggat
atctttaaag

(aa—-21 to-1)"

cctcaagtcc
tgctcecttgt
agcagcagca
tacaggagct
ccttcaaatt
atgaacttgg
aagatgctga
acaacacatt
gatggatagc
gcttacaaca
gtattgttta
attctttttg

tgcaggc

caacagcgca
gcagcagcag
cctgagcagg
ttacttgccc
acctctgcgg
gaatttcatc
tgagtgccaa
cttctgtcaa
cataaggctc
ctatcttttg
taagccccaa

tacagcatgc
cccacttcaa
cagcagcagc
atggagaatt
aagcaggcca
catgttctgg
agcaatatca
ttcgatgatg
agcatcatct
tctatttatt
taactactag
gggctcaaaa

Not: Primerler; 6ne dogru (Forward, F), DNA molekulinin (5'—3’) tek iplik dizisi

Uzerinde ayni yonde ve baglama kodonunu (

) kapsayacak sekilde, geriye

dogru (Reverse, R) ise yine 5—3 yobnunde ama dizinin komplementeri

(antipareleli) olacak ve stop kodonu (TAA - IL-2 igin - /TGA - lizozim igin -)

kapsayacak sekilde secilmistir.

Boylece,

primerlerle bastan ve sondan

sinirlandirilmig olan ilgili gen bolgesi PCR’la amplifiye edilebilmektedir. Orijinal

dizide olmayan kisimlar (restriksiyon kesim bolgeleri ve ilave nikleotitler) italik

olarak yazilmistir.

26



Primerler (IL-2 F ve IL-2 R)

Tanima dizisi ilave edilen Enzimler: Kpn I (GGTAC/C), Eco RI (G/AATTC)

genin baslangici
TAA genin sonu

Italik kisimlar: primerlere fazladan ilave edilmis olan niikleotitler.

5’ ..C TCA AGT CCT GCA GGC TAC AGC ATG CAG CTC GCA TCC TGT GTC ..3'
5’ ATTAAggQgTACC ATg TAC AgC ATg CAg CTC gCA 3’ « IL-2 F

..GC ATC ATC TCA ACA AGC CCT CAA TAA CTA TGT ACC TCC TGC TTA CAA ..3'
3’ TAg AgT TgT TCg ggA gTT ATT gAT CTTAAQTTTA 5’ <« IL-2 R

B) FARE LIzOZIM GENI (mLys)

LOCUS BC002069 1271 bp mRNA linear ROD 12-NOV-2003

DEFINITION Mus musculus lysozyme, mRNA (cDNA clone MGC:6186

IMAGE 3593360), complete cds.

ACCESSION BC002069

VERSION BC002069.1 GI:12805218

KEYWORDS MGC.

SOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISM Mus musculus Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata;

Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi;

Muridae; Murinae; Mus.

gene 1..1271

/gene="Lyzs"

/note="synonyms: Lzm, Lzp, Lys"

/db_xref="LocusID:17105"

/db_xref="MGI:96897"

CDS 23..469

/product="1ysozyme"

/translation= (148 aa)

MKTLLTLGLL LLSVTAQAKV YERCEFARTL KRNGMAGYYG VSLADWVCLA QHESNYNTRA

TNYNRGDQST DYGIFQINSR YWCNDGKTPR AVNACGINCS ALLQDDITAA IQCAKRVVRD

POGIRAWVAW RAHCQONRDLS QYIRNCGV

ORIGIN

1 gctgacccag cctccagtca cc aagac tctcctgact ctgggactcc tcctgcettte

61 tgtcactgct caggccaagg tctatgaacg ttgtgagttt gccagaactc tgaaaaggaa

121 tggaatggct ggctactatg gagtcagcct ggccgactgg gtgtgtttag ctcagcacga

181 gagcaattat aacacacgag ctacaaacta caaccgtgga gaccaaagca ctgactatgg

241 gatatttcag atcaatagcc gatactggtg taatgatggc aaaaccccaa gagctgtgaa

301 tgcctgtggg atcaattgca gtgctctgct gcaggatgac atcactgcag ccatacaatg

361 tgcaaagagg gtggtgagag atccccaagg cattcgagca tgggtggcat ggcgagcaca

421 ctgtcaaaac cgagatctgt cccagtatat tcggaactgc ggagtctgac cgcggtgtgce

481 ttctactgca gctcattcgg tctctttctc actgtaggag tagatatgag agaggtcaca

541 ttccctcgat ttcccctcecta agtcacagga cttcagcaga aacagggcaa aacagagact

Pimerler (Lys F ve Lys R)

Tanima dizisi ilave edilen Enzimler: Kpn I (GGTAC/C), Eco RI (G/AATTC)

TAA

genin baslangici

genin sonu
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Italik kisimlar: primerlere fazladan ilave edilmis olan niikleotitler.

5/ G CTG ACC CAG CCT CCA GTC ACC AAG ACT CTC CTG ACT CTG GGA ...3'
5’ TgATTTggT ACC AAg ACT CTC CTg ACT 3’ « Lys F
5/ .... CAG TAT ATT CGG AAC TGC GGA GTC TGA CCG CGG TGT GC 3’

3’ C TTg ACg CCT CAg ACT ggC TTAAQTAAAT 5 « Lys R

Genlere 06zgun amplifikasyonlar i¢in yukaridaki islemlerle elde edilen
MRNA/cDNA hibridi, primer dizileri (IL-2 F, IL-2 R/Lys F, Lys R) ve Pfu DNA
polimeraz enzimi kullanilarak hazirlanmis olan PCR karisimi Cizelge 3.2’de,
reaksiyon donguleri ise Cizelge 3.3’de verilmistir (Pfu DNA polimeraz

proofreading aktivitesine de sahip olup olusturdugu PCR Grana kit ugludur).

Cizelge 3.2. IL-2 ve Lys genleri amplifikasyonu icin PCR karigimi.

Bilegenler Alinan hacimler (ul) 50 pl igindeki Miktar
Su (bidistile, steril) :38.1/42.1 yl
Tampon (10X, 2mM MgSO,’'li) 25 pl
cDNA/pUMVC3mIL-2* :5/1 ul ~ 50 ng
Primerler (50 pmol/ul) :0.5%r pl Her biri 25'er pmol
dNTP mix (her biri 25 mM) 104 200 uM
Pfu DNA polimeraz (2.5 U/pl) - 0.5 pl 125U

Toplam : 50 pl

*Bulgularda da bahsedilecegi gibi, reaksiyon sonunda lizozim geni icin beklenen biiyikliikte
(472 bp) Urin elde edildigi halde IL-2 geni igin [cDNA hazirlama islemi birkag defa (kan, dalak
ve timus dokularindan) tekrar edilmesine ragmen] amplifikasyon saglanamamistir. Nedenini
arastirildiginda; IL-2 geninin her zaman eksprese olmadidi, ekspresyon igin farenin immiinize
edilmesi gerektigi veya fetal dénemin 14-20. glnlerinde fetal timus dokusunda eksprese
oldugu®**%*" anlasiimistir. IL-2 geni igin yeniden bir calisma protokoll izlemek yerine alternatif
olarak, mIL-2 cDNA klonu (pUMVCSmIL-Z)R‘*f temin etme olanagi bulundugundan PCR’da kalip
olarak bu klon kullaniimistir.

Cizelge 3.3. IL-2 ve Lys genleri amplifikasyonu igin PCR dongdileri.

islem Isi ve siire Déngii sayisi
On denatiirasyon 95 °C’de 5 dakika 1
\2
Denatiirasyon 94 °C’de 45 sn
Annealing(yapisma) 62 °C’de 45 sn 30
Sentez 72 °C’de 1 dakika
2
Son sentez 72 °C’de 10 dak 1
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PCR urini DNA markerla birlikte %0.8’lik agaroz jele (Ek 1.2) yliklenmig
ve 100 V 80 mA’de 1 saat elektroforezi yapilarak degerlendirilmistir. Sonucun
beklenilen gekilde olmasi durumunda, ayni kosullarda 2 ayri tupte reaksiyon
hazirlanmig, Urinlin tamami agaroz jele yuklenerek elektroforezi yapiimis ve
genlere ait DNA bantlar (535 ve 472 bp’lik bantlar) bistlri ile jelden kesilip
alinmistir (bu islemin amaci muhtemel nonspesifik amplifikasyonlari elimine
etmektir). Alinan bantlardaki DNA molekulleri ‘DNA Extraction Kit' (Fermentas)
ile agaroz jelden aritilarak kesim ve ligasyon reaksiyonlarinda kullaniimigtir.

Ayrica, IL-2 ve lizozim genlerine ait cDNA dizileri GeneRunner programi
ile taranarak ve genler icinde kesim yapan ve RFLP analizinde kullanilabilecek
olan restriksiyon endonukleazlar belirlenmistir (Cizelge 3.4). Buradaki amag
dogru gen dizileri ile devam edildiginden emin olmaktir ve bundan sonraki
bdlimlerde de gorllecegi gibi bu analiz zaman zaman tekrarlanmigtir. Bu
amagcla kullanilan restriksiyon endontkleazlar ve genler i¢indeki kesim yerleri ve
teorik olarak olusturmalari beklenen parga uzunluklari asagida verilmistir. Kesim
reaksiyonlari her bir enzim igin ayri ayri tiplerde hazirlanmis ve Uretici firma
tarafindan onerilen kosullarda yapilmistir (Cizelge 3.5A’da hemen her enzim

icin standart olan bir kesim reaksiyon protokolt verilmigtir).

Cizelge 3.4. Klonlama ve RFLP analizinde kullanilan restriksiyon endoniikleazlar ve tanima

Klonlamgzgz;n; RFLP Analizi ig¢in

Kpn I : ggtac/c Hae III -

Eco RI : g/aattc Hind III : A/AGCTT
Hinf I : -
Mae III : /GTNAC
pvu II  : CHGYCEE

A)Fare Interlékin-2 (mIL-2) geni PCR udrudnd (535 bp) (5'—>3').
Forwed Primer : 5’ attaagggta ccatgtacag catgcagctc gca 3’

Reverse Primer: 5’ atttgaattc tagttattga gggcttgttg agat 3’
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60

120
180
240
300
360
420
480

Teorikte olusturmalari beklenen

attaagggta
CTTGTCAACA
CAGCAGCAGC
GAGCTCCTGA
AAATTTTACT
CTTGGACCTC
GCTGAGAATT
ACATTTGAGT
ATAGCCTTCT

ccatgtacag
GCGCACCCAC
AGCAGCAGCA
GCAGGATGGA

catgcagctc
TTCAAGCTCC
GCAGCAGCAG
GAATTACAGG

TGeccancea [lllacacan
TCTGGATT T2~ ~cca

TGCGGCATGT
TCATCAGCAA
GCCAATTCGA
GTCAAAGCat

Hae III GG/cC
Hind III : A/AGCTT
Hinf I G/ANTC
Mae III /GTNAC
Pvu II CAG/CTG

B) Fare Lizozim (mLys) geni PCR iruni (472 bp)
Forwed Primer

Reverse Primer:

60

120
180
240
300
360
420

tgatttggta
o [VNele]
GGCTACTATG
AACACACGAG
ATCAATAGCC
ATCAATTGCA
GTGGTGAGAG
CGAGATCTGT

5’
5!

TATCAGAGTA

AT

catctcaaca

1262
:193
: 80,
: 39,
:162

gcaTCCTGTG
ACTTCAAGCT

TCACATTGAC
CTACAGCGGA

CACCTGGACHBEEE T TGAT

AACCTGAAAC
TTGAAAGATC

ACTGTTGTAA
GCAACTGTGG

agccctcaat

6 tga - - - I oI

TCTATGAACG
B cccT
CTACAAACTA
GATACTGGTG
GTGCTCTGCT
ATCCCCAAGG
CCCAGTATAT

TTGTGAGTTT
- - [gXelielel
CAACCGTGGA
TAATGATGGC
GCAGGATGAC
CATTCGAGCA

TCggaactgc

GCCAGAACTC
GTGTGTTTAG
GACCAAAGCA
AAAACCCCAA
ATCACTGCAG
TGGGTGGCAT

S| [CEK

TCCCCAGGAT
TTCAGTGCCT
ARAAGCTTTCA
AACTAAAGGG
TGGACTTTCT

aactagaatt

parcalar (bp):
ve 273
ve 342
115 ve 330
148 ve 348
ve 373

TCCTGCTTTC
TGAAAAGGAA
CTCAGCACGA
CTGACTATGG
GAGCTGTGAA
CCATACAATG
GGCGAGCACA
cgaattcatt

Teorikte olusturmalari beklenen parg¢alar (bp):

Hae III GG/cC
Hind III : HJ/BGCTT
Hinf I G/ANTC
Mae III /GTNAC
Pvu II CAG/CTG

164,

78 ve 330

:472 (kesim yok)

8,

11,

18, 20,

:51 ve 423
:472 (kesim yok)
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86 ve 320

ACTTGTGCTC
AGCACAGCAG
GGACCTACAG
GCTCACCTTC
AGAAGATGAA
ATTGGAAGAT
CTCTGACAAC
GAGGAGATGG
caaat

(5"—>3").
tgatttggta cccatgaaga ctctcctgac t 37
taaatgaatt cggtcagact ccgcagttc 3’

TGTCACTGCT
TGGAATGGCT
GAGCAATTAT
GATATTTCAG
TGCCTGTGGG
TGCAAAGAGG
CTGTCAAAAC
ta



3.2.1.3. Plazmitlerin E. coli’ye Transformasyonu

Mevcut pHM6, pHM6LacZ, pBlueScript ve pUC18 plazmit vektorlere ait
DNA molekulleri sinirli miktarda oldugu igin 6ncelikle E. Coli’ye aktarilarak bu
vektorlerle  transforme rekombinant bakteri stoklarinin  olusturulmasi
gerekmektedir. Bu sayede plazmit ihtiyaci duyuldugu zaman ilgili bakteri kilttre
alinarak plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. pHM6 ve pBlueScript vektorleri
genlerin klonlanmasinda, pHM6LacZ kontrol transfeksiyonunda, pUC18 ise Hae
[l restriksiyon endonukleazla kesilerek DNA marker olusturmada kullaniimigtir.
Bu vektorler icin konakgi olarak kullanilan E. coli XL1-Blue MRF’ susu bakterinin
kaltdr, kompetent hale getirme ve plazmit DNA molekdlleri ile transformasyon
islemleri asagida verilmistir. Calismanin diger asamalarinda farkh plazmitlerle

yapilan transformasyonlarda da ayni protokol kullaniimistir.

Bakteri kultlru icin gerekli malzemelerden bazilari;

e Petri kutulari (6, 8 ve 10 cm c¢apli),

e Erlenmayerler (50, 100, 250, 500 ve 1000 ml’lik),

e Filtre (0.22 um por ¢apli)

o Filtreli steril mikropipet uglari (200 ve1000 ul’lik) ve Mikropipetler.

e Pamuk tikacl steril cam pipetler ve pompa

e 1,2,5,10, ve 20 ml'lik enjektorler

e Platin ucglu 6ze ve cam bagetler,

o Sterile edilmig gliserol (%50’lik),

e LB ve LB-Agar besi ortamlari (antibiyotikli ve ve X-gal’li)

e Antibiyotikler (ampisilin ve tetrasiklin)

o Steril kultur tapleri (15 ml’lik), mikrosantrifuj tupleri (1.5 ml’lik) ve 2
ml’lik vida kapakli stok tupleri (bakteri stoklari igin).

e Pamuk, aluminyum folyo ve streg film,

e Solusyonlarin saklanmasi igcin cam siseler (100 ve 250 ml’lik)
Kompetenet bakteri olusturma’

Bakteri gliserol stoku olarak saklaniyorsa;

e Stoktan (-20 °C) alinan tiip 37 °C’de yaklasik 30 sn tutularak ¢ozulir,
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5000 rpm’de 3-5 dakika santrifijlenir ve %70’lik alkolle silinerek kabin
icine alinir,

Tup kapagi acilarak alevden gegirilir,

Bakteri pelleti ile 200-300 ul sivi birakilarak supernatant atilir,

Pellet kalinti sivi ile dikkatli bir sekilde ¢ozulur ve tamami 10 ml LB
(Ek 1.3) besi ortami igeren erlene aktarilarak sallamali etlivde (37

°C’de) Uremeye birakilr,

Bakteri LB-Agar (Ek 1.4) plaklarinda ise;

Kabin icine alinan plak alkol alevi onunde agllir,
Ucu yakilip sogutulmus olan 6ze ile bir koloni alinarak 10 ml LB besi
ortami iceren erlene dikkatli bir sekilde aktarilir ve sallamali etlivde

(37 °C’de) liremeye birakilir,

Protokol 1: Kompetent bakteri olugsturma ve transformasyon

1.

Yukaridaki ekimlerle Uretilmis olan kultirden tetrasiklin (12.5 ug/ml)
(Ek 1.5a) ve ampisilin (12.5 ug/ml) (Ek 1.5b) iceren iki ayri erlendeki
LB besi ortamina asilama yapilir (XL1 MRF tetrasikline direngli,
ampisiline hassastir). Bu kiltar kontrol amaclidir ¢linkl bakteriyolojik
calismalardaki en blyuk sorunlardan biri kontaminasyondur.
Tetrasiklinli ortamda dUreme var ampisilinde yoksa, tetrasiklinli
ortamdan 10 mllik yeni besi ortamina %1 oraninda inokulasyon
yapilir ve 37°C'de ODsoponm = 0.4 oluncaya kadar (3-4 saat) Uretilir
(erken log evresine gelene kadar).

Etuvden alinan bakteri kulturd buz Gzerine konarak sogutulur ve yine
buz Uzerinde bulunan iki kaltdr tipune S'er ml paylastirilir.

Tlpler sogutmali santrifije (+4 °C) alinarak 5000 rpm'de 10 dakika
santrifdjlenir.

Supernatant dokalur ve pellet 5 ml soguk MgCl, (0.1 M) ile nazik bir
sekilde pipetlenerek ¢ozulur.

5000 rpm'de 10 dakika (+4 °C’de) santrifiijlenir.
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7. Supernatant dokulir ve pellet 3 ml soguk CaCl, (0.1 M) ilave edilerek
nazik bir sekilde pipetlenerek ¢ozulur.

Buz Uzerinde en az 20 dakika inkube edilir.
5000 rpm'de 10 dakika santriftjlenir.

10. SUpernatant dokulir ve pellet 1ml soguk CaCl, (0.1 M) ile tekrar
¢ozular.

11. Tuplerdeki sivilar birlestirilir ve nazikge pipetlenir.

12. Bakteri transformasyona hazirdir. Kag farkli plazmitle transformasyon
yapilacaksa o kadar mikro santriflij tiptne (1 adet de kontrol amagli)
100’er ul paylastiriir geriye kalan miktar ise %20’lik gliserol stoku
olugturularak saklanir.

13. Hazirlanan kompetent bakterinin kontrolU amaciyla yine ayni
miktarlarda (100 pl) bakteri 5’er ml LB iceren Ug ayri erlene (normal,
tetrasiklinli ve ampisilinli) inokule edilerek etuve alinir.

Transformasyon

Yukaridaki islemler sonunda bakteri, ortamdaki DNA molekdullerini htcre

icine alabilecek duruma getirilmistir. Daha sonra:

Kompetent bakteri bulunduran ependorf tup(ler) buz Gzerine konur.
Bu iglemler yapilirken yine tuplerden biri kontrol olarak kullanilir ve
bu tipe de (plazmit ilave edilmeksizin) butln islemler uygulanir.

Her tupe pHMG6 ve pBlueScript plazmitlerinden yaklasik olarak 50 ng
(10 ng/ul stoktan 5 ul) ilave edilerek dikkatli bir sekilde pipetlenir,
parmak darbeleriyle vurularak karistirilir.

Buz Uzerinde en az 30 dakika bekletilir.

42 °C' de 90 saniye tutulur ve siire sonunda tekrar buz Gizerine alinir.
Tlplerdeki sivilarin Gizerine 0.5 ml LB besi ilave edilir ve 37°C'de 1
saat inkube edilir.

Her bir tipten 100 ul alinarak LB-agar kati besi yerlerine [ampisilin ve
X-gal (Ek 1.6) igceren] cam bagetle iyice yayilir (bu islemler steril
kabinde ve alkol alevi 6niinde yapilir) ve 37°C'de bir gece inkibe

edilir.
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inkiibasyon sonunda beklenen yalnizca plazmiti alan bakterilerin koloni
olusturmasidir (pHM6 beyaz, pBlueScript mavi koloni). Plaklar Gzerindeki iyi
gelismis ve digerlerinden ayri olan birer koloni alinarak ampisilinli (50 pug/ml) LB

76,

besi ortaminda uretilir ve Birnboim-Doly"'nin asagida verilen kuguk olgekli

plazmit DNA izolasyon protokolu ile plazmit DNA izolasyonlari yapilir.

Protokol 2: Plazmit DNA izolasyonu (rutin yontem)

Kiigiik 6lgekli Plazmit DNA lzolasyonu. Transfeksiyon digindaki rutin

uygulamalarda bu protokolle elde edilen plazmit DNA’lar kullaniimistir.

1. Bakteri kiiltiri etiivden alinarak +4 °C'ye (buz dolabina) konur ve
yaklagik 30 dakika bekletilerek sogumasi saglanir.

2. Kultdr ortami 5 ml'lik steril tiplere paylastiriir ve 4500 rpm'de 10
dakika (+4 °C'de) santrifiijlenir.

3. Sdupernatant atilir ve pelet 5 ml soguk TNE tamponu (Ek 1.7.) ile
¢ozulur ve 4500 rom'de 10 dakika santriftjlenir.

4. Supernatant dokulur ve pelet 200 pl lizozim solusyonu (Ek 1.8) ile
cozulerek ependorf tuplere aktarilir ve buz Uzerinde 30 dakika
bekletilir. Karigim Uzerine 400 pl taze hazirlanmig SDS solUsyonu
(Ek 1.9.) ilave edilir, parmak darbeleriyle karismasi saglanir ve buz
uzerinde 5 dakika bekletilir.

5. Karisim Uzerine 300 pl 3M sodyum asetat (pH 4.8) (Ek 1.10) ilave
edilir, kanistirihr ve buz Gzerine alinarak 30 dakika bekletilir.

6. 14000 rpm'de 10 dakika (+4 °C'de) santrifiijlenir ve stipernatant yeni
bir ependorfa aktarilir.

7. 1 hacim fenol (Ek 1.11):kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilir
ve emdlsifiye oluncaya dek yavas yavas (3-5 dak.) karistirilir.

8. 14000 rpm'de 5 dakika (+4 °C'de) santrifiijlenir ve Ust faz aradaki
protein tabakasina dokunulmadan dikkatli bir gekilde alinir ve yeni bir
tlpe aktarilir.

Not: DNA kaybini dnlemek icin gerekirse kalan sivi Uzerine 200 ul TE

(Ek 1.12) ilave edilir, karistirihr, tekrar ¢okturtlar ve Ust faz alinir.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

1 hacim kloroform/izoamil alkol (24:1) ilave edilir, dikkatlice karistirilir
ve yukaridaki gibi santrifujlenir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinir ve yeni bir ependorfa (fazla ise iki
ependorfa) aktarilir. 2-2.5 hacim soguk etanol (%100'luk) ilave edilir,
vortekslenir ve -20 °C'de en az 1 saat bekletilir.

Karisim kisaca vortekslenir ve 15000 rpm'de (oda sicakliginda)15
dakika santriftjlenir (4°C'de yapilan santrifljde tuz ¢okebilir!).

DNA pelletine dikkat edilerek alkol dokualtr, pellet 5-10 dakika
kurutulur ve 100 ul TE ilave edilerek ¢dézlinmesi beklenir (tercihen +4
°C'de 1 gece).

Son konsantrasyon 100 ug/ml olacak sekilde RNaz (Ek 1.13) ilave
edilir (tp birden fazla ise bir tlpte toplanabilir) ve 37 °C'ye
ayarlanmis olan su banyosunda 1 saat bekletilir.

Hacmin 1/10°’u oraninda sodyum asetat (pH 4.8) ilave edilir ve
uzerine 1 hacim fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) konarak 3-5
dak sureyle hafifce karistirilr.

14000 rpm'de (+4 °C'de) 5 dakika santrifijlenir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinarak yeni bir tupe aktarilir, Gzerine 1
hacim kloroform/izoamil alkol (24:1) ilave edilir, karnigtinlir ve
yukaridaki gibi santrifijlenir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinip yeni bir tlipe aktarilarak tzerine 2-
2.5 hacim soguk etanol ilave edilir, vortekslenir ve -20 °C'de en az bir
saat bekletilir.

Karisim vortekslenir ve 15000 rpm'de (oda isisinda) 15 dakika
santrifdjlenir.

Supernatant dokulur, pelet 1 ml soguk %70'lik alkolle yikanir ve
yukaridaki  gibi  santrifijlenir  (pelet yerinden kalkmamigsa
santrifijlemeye gerek yoktur).

Alkol dokulur ve alkol kalintisi olmamasi igin tip kurutma kagidi
Uzerine ters cevrilerek 15-20 dakika kurutulur.

Peletin buyuklugune bagh olarak 100-300 ul TE ilave edilir ve olasi
DNaz kontaminasyonuna karsin 70 °C'de 15-20 dakika bekletilir.
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22. Bir gun sonra spektrofotometrik dlgimleri yapilarak etiketlenir.

Elde edilen plazmitler, molekuler buayuklik kontrold igin MCS
bdlgesindeki restriksiyon enzimlerden biri ile kesilerek lineer hale getirildikten
sonra, formal yapilarini gérmek icin de dogrudan %0.8’lik agaroz jele
yuklenerek 100 V, 80 mA’de 1 saat sureyle elektroforezi yapilir, gértntilenir ve
degerlendirilir’”. Sorun olmadigi belirlendiginde plazmit kesim ve ligasyon

reaksiyonlari igin kullanima hazirdir.

3.2.1.4. pBlueScript’e Klonlama

IL-2 ve lizozim genlerinin asil klonlanmasi hedeflenen vektor molekulu
pHM6 memeli ekspresyon vektorudir. Ancak, genleri bu vektdre klonlamak igin
planlanan ve asagida 6zetlenmis olan strateji bir cok defa, dedisik kesim ve
ligasyon alternatifleri de (enzim miktarini arttirmak, sureyi uzatmak, DNA
miktarini  azaltmak vs gibi) denenerek tekrarlandidi halde sonug
alinamadigindan 6ncelikle pBS’e klonlanma yolu tercih edilmigtir.

Klonlama stratejisi (6zetle); Daha 6nce belirtildigi gibi genlere ait PCR
amplikonlar1 5" ucunda Kpn |, 3’ ucunda ise Eco RI restriksiyon endonukleazlara
kesim bolgeleri tagimaktadir. PCR drtnleri ve pHM6 vektoru (her biri ayri ayri
tuplerde) Cizelge 3.5A’daki standart kesim reaksiyonlari protokolliine gére dnce
Kpn 1 ile kesilir ve “DNA Extraction Kit” ile antilir. Daha sonra da Eco RI
restriksiyon endonukleaz ile benzer kesim reaksiyonlari hazirlanarak kesilir ve
ayni sekilde aritilir (buradaki amag¢ PCR driinlerini ve vektér molekdliini her iki
enzim acgisindan yapigkan ucglu hale getirerek ligasyon reaksiyonuna
hazirlamaktir). Antilan PCR Urlunleri ve pHM6 vektér molekili T4 DNA ligaz
varhginda ligasyon reaksiyonuna alinir. Ligasyon urunleri hazirlanan kompetent
bakteriye transforme edilir ve plaklara yayilarak rekombinant plazmit taramasi
yapllir.

pBS’e klonlamadaki strateji de benzer sekilde olup $Sekil 3.5’de

Ozetlenmistir.
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Total mRTWA izolasyonu
1
Total cDINA sentezi
1
Spesifik primerlerle PCR (RT-PCR)
(pfu Tagq DMA polimeraz"la)

Emnl J« Eco EI

I
N —

|
= Elaktrofore=

000
3000

Sma I

2061 bp

J’Sma I kesimn reaksiyomm

" Telden antrma |

500 | om—; 1

""" Jelden antma

Sekil 3.5. pBS’e klonlamada izlenen genel strateji.

P——
l ligasyon reaksiyonlan

| Transformasyon

Insort Kontrold ve
Karakterizasyon

Elektrofore=

pBSmIL-2/pBSmLys

pBS vektori MCS bdlgesinde yer alan ve kit kesim yapan Sma |

restriksiyon endonukleaz ile Cizelge 3.5A’daki protokole gore kesilir, ‘DNA
extraction kit’ ile aritihr ve spektrofotometrik élgimle de miktar tayini yapilir. Bu
sekilde hazirlanmis olan plazmit vektér, bir 6nceki asamada PCR reaksiyonu ile

amplifiye edilip antilmis olan IL-2 ve Lizozim genleri ile Cizelge 3.5B’deki

protokol uygulanarak ayri ayri ligasyon reaksiyonuna alinir (her bir ligasyon

deneyinde kontroller de yer almaktadir):

1. T4 DNA Ligaz'in aktivite kontroli: Her hangi bir enzimle kesilmig

DNA molekulinun (6r, puC18/Msp | kesimi) ligasyonu.

Vektor kontrola: Kesilmis olan vektor molekdlinun tekrar ligasyonu

pBS/Sma | + mlIL-2 (Pfu PCR)
pBS/Sma | + mLys (Pfu PCR)



Cizelge 3.5: Kesim ve ligasyon reaksiyonlarinda kullanilan standart protokoller.

A) Kesimi Reaksiyonu B) Ligasyon Reaksiyonu
Su (bidistile, steril) : 20pl Su (bidistile, steril) .. ul
Tampon (10X) :2.5 Tampon (10X) 22l
DNA (0.5 pg/ul) 22 %50 PEG 4000 . 2ul (Yalnizca yapiskan uglar igin)
Enzim (10 U/pl) 0.5 DNA ------meemeeee- < pfelor p0-400 i
Toplam 25l : -ZYap|§k-an uglar igin: 1-2 U
Enzim (1 U/ul) —--< : Kiit uglar igin: 5 U
Toplam : 20 pl
Karigimlar hafifce vortekslenir ve santrifijlenir.
Sture: Onerilen sicaklikta 1-1.5 saat Sire: 22 °C'de 1 saat

Protokol 1’deki uygulamayla kompetent hale getirilmis olan bakteri, buz
uzerindeki 6 mikrosantrifuj tiptine 100°er ul paylastirilir ve ligasyon reaksiyonu
artnlerinin 10’ar pl’si ile prototol 1'deki yontemle transforme edilir (tipler ayni

sira ile etiketli):

Kontrol (1. tlp)
Kontrol (2. tip)
pBS/Sma | + mIL-2 ligasyonu (3. tup)

O Dbd-=

pBS/Sma | + mLys ligasyonu (4. TUp)
Ayrica, kompetent bakteri her seferinde;
5. Canhlik kontrolu igin LB-agar, kontaminasyon kontrolu igin LB-
agar/Amp plaklarina yayilir.
6. Transformasyon kontroll (TK) icin de; farkl bir plazmit (6rn. pUC18)
ve klonlamada kullanilan plazmit (pBS) ile transforme edilir (TK1 ve
TK2).
Transformasyon iglemi sonunda tupler Uzerine 1’er ml LB medyumu ilave
edilerek 37 °C’de 1 saat Uretilir ve buradan 100 pl alinip LB-agar/Amp/X-gal
plaklarina yayilarak 37 °C’de bir gece uretilir (plaklar da ayni sekilde etiketlenir).
Beyaz renkli koloniler asadida verilen protokolle insortler agisindan hizh bir
sekilde taranir. Gen insortlerini tasidigi tespit edilen koloniler kiiltire alinarak
plazmit izolasyonlari yapilir, yukarida anlatildigi sekilde RFLP analizi ve
plazmitler Eco Rl ve Kpn | restriksiyon endonukleazlarla kesilerek insort bandi

jelden aritilir ve asagida anlatildi§i sekliyle de pHMG6’ya klonlanir.
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3.2.1.5. Hizli ins6rt Tarama

Plaklarda gelisen ve rekombinant oldugu dusunulen beyaz renkli

koloniler (her koloni insort tagimayabilir, kit uclu olduklar i¢in iki veya daha

fazla plazmit molekull birlesmis veya ters donmus olabilir) numaralanir ve

asagidaki protokolle™ her bir koloniden bakteriyel lizatlar olusturularak PCR’la

gen insortleri agisindan kontrol edilir.

Protokol 3: Hizli insort tarama

1.

Her bir koloniden igne uclu 6ze ile o6rnek alinarak 50 pl TTE
tamponunda (%1 Triton X-100, 20 mM Tris HCI pH 7.5, ve 2 mM
EDTA pH 8.0) stspanse edilir,

95 °C’de 10 dakika inkube edilerek bakteri lizati elde edilir,

13.000 rpm’de 10 dakika santrifijlenerek bakteriyel artiklar
coktarular,

SuUpernatantlar temiz tuplere aktarilir ve bunlarin 5’er ul’'si Cizelge
3.2deki PCR’da kalip DNA vyerine kullanilarak insort tasiyip

tasimadiklari kontrol edilir.

Bu yontem kolonilerin taranmasi igin oldukga pratik, hizli ve malzeme

israfini dnleyen bir uygulamadir.

PCR’da pozitif sonug alinan koloni/kolonilerden ampisilinli sivi besi yerine

inokulasyon yapilarak bir gece uretilir ve plazmit izolasyonu yapilarak agsagidaki

islemlerle insortler karakterize edilir:

izole edilen plazmit DNA’lar kullanilarak yine ayni sekilde (Gizelge
3.2, 3.3'deki kogullarla) PCR yapilir.

PCR drunleri 5 ayri restriksiyon endonuikleazla (bu enzimler IL-2 ve
Lys gen dizilerinin GeneRunner programi ile analizi sonucu
belirlenmistir) kesim reaksiyonlarina alinir (her bir enzim igin Uretici
firmanin hazirladigr tampon ve reaksiyon kosullari kullaniimigtir).

Kesim reaksiyonu Urunleri  %10’luk  poliakrilamit jele (Ek
1.14)ylklenerek 1.5 saat sureyle (100 V 80 mA’de) elektroforeze tabi
tutulur.

Jel EtBr ile boyanarak gériintiilenir ve olusan bantlar UviSoft®?
programi ile analiz edilir.
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3.2.1.6. pHM6’ya Klonlama

Lizozim ve IL-2 genlerine ait cDNA dizilerine pHM6 vektorunun ¢oklu
klonlama bdlgesinde yer alan restriksiyon enzimlerinden Eco Rl ve Kpn ['in
uygun oldugu tespit edilmis ve primer dizilerinin 5 uglarina bu enzimlere ait
diziler yerlestirilmigti.

Genlerin istenen sekilde ligasyonu icin pHMG6 vektorl de ayni enzimlerle
kesilmis ve DNA Ekstraksiyon kiti (Fermentas) ile kesim enzimlerinden
antilmistir. Kesim reaksiyonlari asagida verildigi sekilde hazirlanmis 37 °C’de

ve bir saat tutulmustur:

Su ;16 ul
Tampon (10X) ;2.5 ul
DNA (pHM®6) 05 ul (2ug/ul)
Enzim (Kpn I/Eco RI) (10U/ul) 1.5 ul
Toplam 125l

Once Kpn | ile kesilmis 80 °C’de 20 dak. inaktive edilmis ve takiben de
Eco Rrl'la kesilerek %0.8’lik agaroz jele yuklenip elektroforezi yapilmis ve kit ile
de antilmigtir. Bu haliyle pHMG6 plazmiti her iki enzime ait yapiskan uglara sahip
olmustur ve insortlerle ligasyon reaksiyonuna hazirdir. izlenen genel strateji

Sekil 3.6'da sematize edilmistir.

Eco RI Epnl Epnl _Eco RI

pESrlL-2/pES il ys

pHMG
5442 bp
lEco FI we Epnl kesim reaksiyorm
‘:I-I__I lEco FIve Epnl kesim reaksiyomm
Eco RI Epnl |_| | r
I |
—— Elektreforsz ! = ] Elektroforez
| I
5000 Jelden antma Cooooy
3000 m—
Alkalen fosfataz nmarmelesi
——
P — B
wlL-ZimLys v ) pHME
lhgasynn reaksiyonlar
| Transformasyon

l Fmimnenn — PHM6mIL-2/pHM6mLys

Sekil 3.6. pBS’den pHM6’ya klonlamada izlenen genel strateji
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Genlerin pBS’den kesilerek pHM6 vektorine klonlanmasinda uygulanan

basamaklar ana hatlariyla agagida siralanmistir:

PCR ve insért analizi sonucu dogrulugu kanitlanmis olan
rekombinant pBS plazmitleri (pBSmIL-2 ve pBSmLys) Kpn | ve Eco
RI endonuklezlar ile kesime alinir (pHM6’da oldugu gibi ayri ayri da

kesilebilir). Hazirlanan reaksiyon karisimi su sekildedir:

Su (bidistile, steril) :64 ul
Tamponlar (10X) : 5 ul Kpn | tamponu + 5 ul Eco RI tamponu
Plazmit DNA (0.5 pg/ul) : 20
Enzimler (10 U/pul) :3ul Kpnl+ 3 ul EcoRI
Toplam : 100 pl

Reaksiyon karigimi hafifce vortekslenir, santrifiijlenir ve 37 °C'de 2
saat inkiibe edildikten sonra 65 °C'de15 dak. tutularak enzimler
inaktive edilir.

Reaksiyon urunleri %0.8’lik agaroz jelde 1 saat sureyle elektroforeze
tabi tutulur.

ilgili insért bantlari (451 ve 515 bp, -kesimler sonucu kisaldi-) ve
vektor bandi (5432 bp) ayri ayri bisturiler kullanilarak jelden kesilip
alinir ve ayri tiplere aktarilarak etiketlenir.

‘DNA Extraction Kit’ kullanilarak DNA molekulleri jelden aritilir.

Kpn | ve Eco Rl kesim uglarina sahip olan pHM6 vektorl, (uglar
uyumlu olmadigi i¢in kendi i¢inde ligasyon yapmasi mumkun olmasa
da reaksiyon sirasindaki olasi butun alternatiflerin dnlenmesi igin)
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) ile reaksiyona alinarak &’
uclari defosforile edilir (iki defosforile uca sahip molekll birbirine
baglanamaz). Defosforilizasyon reaksiyonu Uretici firmanin énerdigi

protokole gore asagidaki gibi hazirlanmistir:

Su (bidistile, steril) : 38 ul
Tampon (10X) : 5ul
pHM6 DNA (~400 ng/ul) :5ul
CIAP (1 U/ul) 22 ul
Toplam : 50 pl
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e Reaksiyon karigimi vortekslenir, santrifijlenir, 37 °C’de 45 dakika
inkibe edilir, 85 °C’de15 dak. tutularak da CIAP ile inaktive edilir ve
‘DNA Extraction Kit’ ile reaksiyon komponentlerinden aritilir.

e Bu sekilde hazirlanan pHM6 vektoru ile IL-2 ve Lizozim genleri
Cizelge 3.5’de verilen protokolle ligasyon reaksiyonuna alinir (kontrol
ligasyonlari da dahil).

e Ligasyon reaksiyonu sonunda (pBS’e klonlamada oldugu gibi)
transformasyon yapilarak insért analizleri ayni sekilde tekrarlanir.
Buradaki koloniler beyaz renkli olacaktir (¢cinki pHM6’nin MCS
bolgesi pBS’'de oldugu gibi LacZ geni iginde degil, Okaryotik
hucrelerdeki transfeksiyon kontrolu i¢in ayrica rekombinant halde -
pHM6/acZ- var) ve tamami rekombinant olarak dusunulebilir.
Protokol 3'deki uygulama ile koloniler insortler agisindan taranir ve
uygun olanlardan plazmit izolasyonlari yapilir. insértlerin IL-2/Lys
genlerine ait oldugundan emin olmak icin de tekrar PCR ve RFLP

analizleri yapilir.

3.2.1.7. RFLP ve Dizi Analizi

Bu asamada elde edilen rekombinant plazmitleri tasiyan bakteri kolonileri
stoklanarak bundan sonraki batin uygulamalarda bunlardan elde edilen
rekombinant plazmitler (pHM6mIL-2 ve pHM6mLys) kullanilacagi i¢in plazmitler
insortler agisindan mumkin olan en guvenilir yontemlerle analiz edildi. Bu
noktaya gelinceye kadar her asamada gen kaynaginin dogrulugunu saptamak
icin énceki uygulanan insoért analizleri (molekuler bayukligin uygunlugu ve 5
ayri restriksiyon endonukleazla RFLP) ayni sekilde bu plazmitlere de
uygulanmigtir. Ayrica, bu rekombinant plazmitlerin (pHM6mIL-2 ve pHM6mLys)
dizi analizleri Chicago lllinois Uuniversitesinde bulunan M. Bertan YILMAZ

tarafindan yaptiriimistir.
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3.2.1.8. Endotoksinsiz Plazmit izolasyonu

fin vitro ve in vivo transfeksiyon islemlerinde kullanilacak plazmit DNA'nin
yuksek saflikta ve endotoksin-free olmasi gerekmektedir. Rutin iglemlerde
normal izolasyon protokolu ile izole edilen plasmid DNA kullanilirken,
transfeksiyonlarda ‘Gene Elute™ Endotoxin-free Plazmit Midiprep Kit' (PLED-
35, Sigma) ile elde edilen plazmit DNA kullaniimistir. ‘Gere¢’ bolimuinde bu
Kit'in izolasyon prensibinden bahsedilirken de deginildigi gibi, burada elde
edilecek plazmit DNA’nin bakteriyel endotoksin icermemesi ve buylk
¢ogunlugunun super-koil formda olmasi beklenmektedir.

Hicre klltarine ve farelere uygulama asamasinda gerekli olan pHMG,
pHM6mIL-2, pHM6mLys ve pHM6LacZ (pHM6 plazmidinin transfeksiyon ve
ekspresyon kontrolleri igin bu plazmitle birlikte satin alinmigtir) plazmitleri ile
transforme bakteriler (kontaminasyon ve karigiklik olmamasi igin her
izolasyonda yalniz birinden) daha dnce bahsedilen izolasyon protokollerindeki
kaltir kosullarina goére ancak daha blyuk hacimlerde (her seferinde 50 ug/mi
ampisilin iceren 1 litre LB kullanilarak) uretilir ve yine benzer sekilde
santrifUjlenerek bakteri peleti elde edilir. Pelet elde edildikten sonra ise kit
bilesenleri iginde bulunan sollsyonlar ve kit protokollu kullanilarak izolasyona
devam edilir.

izole edilen plazmit DNA %0.8’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak
hangi formlarda izole edilmis oldugu kontrol edilir. Super-koil form orani dusuk
bulundugunda, kit'in teknik bultenindeki Oneriler dogrultusunda bu oran
arttirilabilmektedir. Transfeksiyon icin ideal olarak istenen form super-koil
formdaki plazmit DNA’dir.

Plazmit DNA izolasyon kosullarina bagh olarak farkli formlarda bulunabilir
(aclk halkasal, lineer ve super-koil). Bu u¢ formun jeldeki hareketi de farkhdir,
genellikle; stper-koil en 6nde, lineer arada, agik halkasal form ise en geride
bant olusturur (bu hareket jel konsantrasyonuna, tampon pH’sina ve diger
elektroforez kosullarina gére de degisebilmektedir)®” ¢& 71 72,

Bu sekilde izolasyonlari yapilan plazmit DNA’lar hepsi birer tupte

biriktirilir (homojeniteyi saglamak igin), spektrofotometrik élgimleri yapilarak her
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birinin konsantrasyonu 3 pg/ul olacak sekilde ayarlanir, porsiyonlara ayrilir,
etiketlenir ve kullanim zamanina kadar +4°C’de saklanir.
Not: Bu plazmitleri iceren rekombinant bakterilerin stoklari bulunmakla birlikte,

ayrica plazmitlerin de her birinden stoklar olusturularak -20 °C’de saklanmistir.

3.2.2. Hucre Kulturu

Hazirlanan rekombinant vektorlerde klonlu genlerin  anti-timoral
etkilerinin degerlendiriimesinde konakg¢! olarak kullanilacak olan B-16V veya
B16-FO melanoma hucre hatlarinin kultir, pasajlama, hasat ve kriyobanklarini
olusturma islemleri ayni kosullarda yapilmistir (zaten her iki hiicrede C57 fare
irkinda gelismis olan B16 melanomundan koken almaktadir). Hucrelerin kultlru
uretici firma tarafindan oOnerilen kualtir kosullarinda, diger uygulamalar ise
degisik kaynaklarda mevcut hidcre kaltir teknikleri ve protokollerden
faydalanilarak yapilmigtir’® 8% 81,

Benzer Ozelliklere sahip olan bu hicre hatlarindan B-16V'nin (ileride
secim igin yapilan iglemlerde bahsedilecektir) kullaniimasina karar verilmigtir.

B16-FO hicreleri ise kriyoprezervasyonlari yapilarak stoklanmistir.

Kiiltiir ve Pasajlama islemlerinde Gereken Malzemeler
e Kiiltur flasklari (25 cm?lik)

e 10 ml’lik tapler

e Enjektorler (2, 5 ve 10 ml'lik)

e Pamuk tikacgli pastor pipetleri (firinlanmis)

e RPMI 1640

e FBS

e L-Glutamin

e Gentamisin (son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde)
e Tripsin-EDTA (%0.25)

o 0.2 um’lik filtreler

e Atk kaplari (firinlanmig)
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Hiicre Hatlari laboratuara ilk getirildiginde uygulanan islemler:

Not: Asagidaki buatin islemlerde, flasklara ilave edilen her solisyon 0.22

mikronluk filtreden gegirilmistir.

B16-FO0 hiicre hatti

Gazi Universitesi immiinoloji laboratuarinda pasajlandiktan bir giin sonra
flask ureme medyumu (%90 RPMI 1640, %10 FBS) ile tamamen doldurularak

laboratuarimiza getirilmigtir.

Laboratuara ulastiginda;

Flaskin batin yuzeyi %70’lik alkolden gecirildikten sonra kabin igine
alinarak medyum bosaltildi,

Flask igine 0.5 ml Tripsin-EDTA (%0.25’lik) ilave edildi ve 37 °C
yaklasik 5 dakika bekletildi,

Flaska parmak darbeleriyle hafifce vurularak hacrelerin  flask
yuzeyinden ayrilmasi saglandi,

Toplanan hucreler iginde 4’er ml Ureme medyumu bulunan Ug¢ ayri

flaska paylastiriip 37 °C ve %5’lik CO'li ortamda Gremeye birakildi.

B-16V hiicre hatti

Bu hcre hatti firma tarafindan soguk zincirde ve kriyoprotektan madde

icinde gonderilmistir.

Laboratuara ulastiginda;

Hucrelerinin bulundugu ampul 37 °C’de 1 dakika tutularak ¢éziinmesi
saglandi ve ampul yuzeyi %70’lik alkolle yikandiktan sonra kabin
icine alindi,

Ampul igeriginin tamami, i¢cinde 10 ml (yaklasik 10 kati) uUreme
medyumu bulunan steril bir tipe aktarilarak 800 rpm’de 5 dakika
santrifijlendi.

Supernatan dikkatli bir sekilde alinarak atildi, hicre peleti 1 ml
medyum ile nazik bir sekilde pipetlenerek ¢ozuldu ve iginde 4’er ml
Ureme medyumu bulunan 2 ayri flaska paylastirilarak 37 °C ve %5'lik

CO.'li ortamda uremeye birakildi.
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3.2.2.1. Pasajlama

Kultir flasklari invert mikroskoba alinarak hicrelerin tUreme durumu

kontrol edilir. Yeterli hicre yogunlugunun olusmasi (hucreler flask yuzeyini

kaplamigsa) pasajlama zamaninin gelmis oldugunu gosterir.

Protokol 4: huicrelerin pasajlanmasi

1.

Tripsin-EDTA sollsyonu ve kultir vasatlari 37 °C’lik etlive alinarak
Isitilir.

Her defasinda butln g¢alisma yuzeyi ve vasat siseleri %70’lik alkolle
temizlenerek kabin igine alinir.

Steril bir sise icinde Ureme medyumu (%10 FBS, %90 RPMI 1640 ve
0.5 mg/ml Gentamisin) hazirlanir.

Hucre kultlr flasklari kabin igine alinir ve Ureme ortamlar steril bir
atik kabina bosaltilir.

Flasklara 0.5’'ser ml %0.25 Tripsin-EDTA solUsyonu ilave edilir 37
°C'ye alinarak ~5 dakika inkibe edilir. Hicreler flask ylizeyinden
sokulmeye basladiginda parmak darbeleriyle hafifge vurularak iyice
soklUlmesi saglanir.

Flasklara 2’ser ml dreme medyumu ilave edilerek hucreler toplanir.
Hicre yogunluguna goére, her flask icindeki hicreler 3-7 adet yeni
flasklara paylastirilir ve her birine 2.5 ml Greme medyumu ilave edilir.
Hucrelerin flask icinde homojen bir sekilde dagiimasi saglanarak 37
°C ve %5’lik CO'li ortamda Gremeye birakilir.

Flasklar her gun kontrol edilir ve ureme ortamini pH’si dustugunde

(renk sariya donmeye baslar) medyum degistirilir.

3.2.2.2. Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama)

Hucre hatlarinin kullanim zamanlari diginda surekli olarak kulture

edilmesi hem kontaminasyon riskini arttiracak hem de malzeme israfina ve

zaman kaybina neden olacaktir. Bu nedenle, hucrelerin kriyoprotektan

maddeler varliginda sivi azot tanklari iginde (yada - 80 °C’de) stoklanarak
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korunmasi gerekmektedir. ihtiyac duyuldugunda buradan bir tip alinarak
(yukanda anlatildigi sekilde) ¢ozulur ve hicre kultlirl yapilarak galismalarda
kullanilir. Ayrica stok sayisi azaldikga yeni kulturlerden takviye stoklar
hazirlanir.

Kriyoprezervasyon icin gerekli olan malzemeler;

e Vialler (dondurma tupleri)

e DMSO

e inaktive edilmis Serum (FBS/FCS)
e Buz kalbi (-20°den)

Protokol 5: hiicrelerin dondurulmasi (kriyoprezervasyon)

1. Serum 56 °C’de 40 dakika tutularak inaktive edilir,

2. Kriyoprezervasyon solusyonu (%90 inaktive serum, %10 DMSO)
hazirlanir ve filtreden gegirilerek +4 °C’ye kaldirilir.

3. Krioprezervasyonu yapilacak hucrelerin yukarida anlatildigi sekilde
kultura yapilir ve hasatlanir,

4. Kaultdr tuplerinde toplanan hucreler 800 rpm’de 5 dakika santrifujlenir,
supernatan atilir ve pelet 5 ml inaktive serum ile sispanse edilir.

5. 0.5 ml’si hicre sayimi i¢in alinir ve kalan kisim 800 rpm’de 5 dakika
santrifijlenir.

6. Hucre peleti, Uzerine 2 milyon hucre/ml olacak sekilde
kriyoprezervasyon sivisi ilave edilerek steril pastor pipeti yardimiyla
dikkatli bir sekilde homojenize edilir.

7. Hucre suspansiyonlari buz kalibi Gzerindeki her bir viale, 1.5 ml (~ 3
milyon hicre) olacak sekilde dikkatli ve steril bir sekilde paylastirilir.

8. \Vialler, igi 2-3 cm kalinliginda pamukla désenmis olan kopuk igine
alinarak -80 °C’de bir gece bekletilir ve daha sonra sivi azota alinir.

Not: Esas olan, viallerin 6zel sogutucu sistemlerde tedrici olarak

sogutulmasi ve dondurulmasidir fakat bdyle sistemler olmadiginda, igi pamuk
doseli kopukte de hucrelerin dengeli bir sekilde sogumasi ve donmasi

saglanabilmektedir.
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3.2.3. Lipozomal Transfeksiyon

Kontrol transfeksiyonu, pHM6 vektorl ile birlikte génderilmis olan Lac Z
geni klonlu pHM6 (pHM6/acZ) vektori ve DOTAP (lipozom olugturma
Ozelliginde olan katyonik bir bilesik) kullanilarak lipozomal yolla yapilmistir.
DOTAP (Sigma), negatif yukli DNA moleklleri ile karistirildiginda lipit
vezikulleri (lipozom) olusturmakta ve hiicre membrani ile birleserek bagladigi
DNA molekulinu hucre igine tagimaktadir.

DOTAP/DNA kompleksinde kullanilan DNA’'nin saf, endotoksinsiz ve
blylk oranda super-koil formda olmasi Onerilmektedir. Buradaki islemde
kullanilacak olan pHM6/acZ plazmiti daha once kit ile izole edilmis ve kullanima
hazir hale getirilmisti.

Kalturi devam eden B-16V hucreleri transfeksiyon deneyi icin U¢ flaska
pasajlanir. Transfeksiyon i¢in hiucrelerin yaklasik %60-80 ureme yogunlugunda
olmasi onerilmektedir (Bu deger B-16V hicreleri igin pasajdan yaklasik 8 saat
sonradir).

Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda ve benzer protokoller incelenerek
asagidaki yontemle DOTAP/DNA kompleksi (1 pg DNA igin 5-10 ug DOTAP)

hazirlanmistir.

Protokol 6: lipozomal transfeksiyon

1. Oncelikle plazmit DNA soliisyonu, DOTAP ve HBS'nin oda isisina
gelmesi saglanir (butiin uygulamalar oda isisinda yaplilir).

2. Steril bir cam tape 25 ul DOTAP (1 ug/ul’'den) alinir ve 75 ul HBS (20
mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4) ilave edilerek nazikge pipetaj
yapilir (toplam 100 pl).

3. Baska bir tipe 10 ul (0.5 pg/ul’'den) (yaklasik 5 ug) pHM6LacZ DNA
alinir ve 40 ul HBS ilave edilerek nazikge pipetajlanir (toplam 50 pl).

4. DNA solusyonu DOTAP solisyonu uzerine ilave edilerek nazik bir
sekilde birkag defa pipetajlanir.

5. Buigslemler sirasinda kesinlikle vorteks ve santrifij dnerilmemektedir.
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6. Karisim oda isisinda 15-20 dakika bekletilir (bu asamada dikkatli bir
sekilde bakildiginda solisyon hafif bir sekilde bulaniklasmis
olmalidir).

7. Flasklara alinmig olan hucreler antibiyotiksiz (serumlu/serumsuz)
medyumla birka¢ defa yikanir (ortamda antibiyotik varliginin
transfeksiyonu engelledigi bildiriimektedir).

8. Flaska 1.5 ml antibiyotiksiz medyum ilave edilir ve DOTAP/DNA
kompleksi medyum icine insulin enjektoru ile ilave edilir ve
homojenlgi saglamak icin flask dikkatli bir sekilde saga sola sallanir.

9. Flask etuve alinarak yaklasik 6 saat sureyle inklUbe edildikten sonra
flasktaki hucrelerin medyumu alinarak yerine 3 ml antibiyotikli
medyum ilave edilir ve 24 saat sonra hucreler p-galaktozidaz

82-84

aktivitesi agisindan asagidaki protokolle analiz edilir.

3.2.3.1. Beta Galaktozidaz Aktivite Analizi

pHM6/acZ vektorundeki Lac Z geni Pcuyv promotoru araciligi ile okaryotik
hicrelerde eksprese edilmektedir. Lac Z tarafindan kodlanan B-galaktozidaz
ortamdaki bir tur laktoz analogu olan X-gal’i b-galaktoz ve indoxyl’e (¢ozunur bir
molekul) parcalamaktadir. Indoxyl, ortamdaki oksidize edici iyonlar (boya
sollisyonundaki Fe iyonlar) tarafindan oksitlenerek indigo olarak bilinen koyu
mavi renkli (suda c¢o6zinmeyen) bir maddeye donusturalir. Indigo 1sik
mikroskobu ile gorulebildiginden p-galaktozidaz aktivitesi gosteren hucreler

tespit edilebilmektedir®?34,

Solusyonlar
PBS Tamponu (pH 7.2 ve 6.0 olarak 100’er ml hazirlandi)
200 ml igin;
e NaCl ;1.6 gr
e KCI :0.04 gr
e NayHPO4 :0.23 gr
e  Ku2PO4 :0.04 gr
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Hucre fiksasyon tamponu
PBS (pH 7.2) iginde 10 ml hazirlamak yeterlidir.
e %2 formaldehit,
¢  %0.2 Gluteraldehit
Histokimyasal boya
PBS (pH 6.0) iginde 10 ml hazirlamak yeterlidir.
e 3-5 mM potasyum ferrisiyanid (KsFe [CN]s),
e 5mM potasyum ferrosiyanid (K4Fe [CN]¢),
e 1-2 mM MgCly,
e %1 NP-40,
e 1 mg/ml X-gal.

Sollisyon taze hazirlanmali ve kullanincaya dek +4 °C’de saklanmalidir.

Protokol 7: B-galaktozidaz aktivitesi i¢in histokimyasal boyama
Transfekte hucreler 2-3 ml PBS (pH 7.2) ile 2 defa yikanir.
Flaska 5 ml fiksatif solisyonu ilave edilerek 15-20 sn bekletilir.
Hucreler PBS (pH 7.2) ile yikanir.

2.5 ml histokimyasal boya (filtreden gegirilerek) ilave edilir.

37 °C’de 14-24 saat bekletilir.

Hucreler PBS ile birka¢ defa yikandiktan sonra tekrar 1-2 ml PBS

©o a kb=

ilave edilerek invert mikroskopta koyu mavi olarak boyanmasi

beklenen hicreler agisindan incelenir.

Lizozim Aktivite Analizi

pHM6 ve pHM6mLys plazmitleri yukaridaki protokol uygulanarak B-16V
hicrelerine transfekte edilir. Ortamin lizozim igerigi bakimindan seyreltik
olmamasi igin transfeksiyon medyumu alindiktan sonra ilave edilen Ureme
medyumu hdcrelerin yuzeyini kaplayacak kadar az (1 ml) ilave edilir.
Transfeksiyondan bir glin 6nce lizozime ¢ok hassas oldugu bilinen Micrococcus
luteus bakterisi de LB besi ortaminda uretilir. Yaklagik bir glin sonra (en ideal

olani log evre) lizozim aktivitesi i¢cin hucre kulturlerinden (B-16V ve pHMG6 ve
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pHM6mLys ile transfekte edilmis kulturler) insulin enjektorleriyle 300-400 pl sivi
alinir (B-16V ve pHMG6 ile transfekte kultirden alinan sivilar kontrol olarak
kullaniimistir). Bu arada, M. luteus bakterisi de LB-Agar plagi Gzerine cam
bagetle iyice yayilir ve u¢ ayri yerine steril kagit diskler yerlestirilir. Hucre
kultdrlerinden alinan sivilar da bu kagit diskler Uzerine yavas yavas damlatilarak
iyice emilmesi saglanir. Plak 37°C’ye alinarak bir gece inkiibasyona birakilir ve

sure sonunda disklerin etrafinda bakteri Gremesi olup olmadigi kontrol edilir.

3.2.3.2. Transfekte Hiicre Hatlarinin Gelistirilmesi

B-16V hucrelerinin kultiru ve pasajlanmasi ve bu hucrelere uygulanan
kontrol transfeksiyonlari ile ilgili protokoller bundan onceki bdlimlerde
verilmistir.

e B-16V hucreleri yine ayni protokoller (Protokol 4, 6 ve 7) kullanilarak
bu defa da pHM6, pHM6mIL-2 ve pHM6mLys plazmitleri ile
transfekte edilir.

e Transfekte hucrelerin secilimi amaciyla da kultur ortamina 0.5mg/ml
olacak gekilde Genetisin (G 418) ilave edilir.

e Yaklasik 20 gunluk kultir suresi sonunda plaklarda olugan hucre
odaklari pasajlanir ve Ureme ortamlarina devamli olarak 0.5mg/ml
Genetisin ilave edilir.

e Secimi bu sekilde yapilan transfekte hucreler B-16VpHMG6, B-
16VpHM6mIL-2 ve B-16VpHM6mLys olarak adlandiriimistir.

3.2.4. Fare Denemeleri

Deney gruplarinda kullanilan ‘inbred” C57BL/6 rki fareler C.U. Tibbi
Bilimler Deneysel Arastirma Merkezinde (TIBDAM) yetistiriimediginden Fizyoloji
Anabilim Dalindan saglanmisg, Uretim, bakim ve her tlrli uygulamalar da
buradaki laboratuarda yapilmigtir. Daha once de belirtildigi gibi B-16V hucreleri
C57BL/6 irki farelerde olusan melanomdan kdken almaktadir. balb/c farelerinde

B-16V melanomu ile olusturulacak timor 6zglin olmayacagindan deney
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sonuglarini da etkileyecegi dusunilerek TIBDAM’da bulunan balb/c irki fare

yerine C57BL/6 irki fareler kullaniimistir.

3.2.4.1. Tiumor Olusturma

Elimizdeki iki hicre hatti (B-16V ve B16-FO) ayni Ozelliklere sahip
olmasina karsin galigmalarin tutarlligi ve (Bolum 3.2.4'de on bir bilgi olarak
bahsedildigi gibi) fazla zaman ve malzeme kaybini 6nlemek agisindan
hangisinin kullanilacadina basta karar verilmesi gerektigi distintlmuas ve bunun
igin pratik olarak hucrelerin tumor olugturmadaki 6zgunlugu denenmistir.

Bu amacla;

Her iki hicre hatti da daha dnce belirlenen kosullarda Uretilerek hasadi
yapllmig ve asagida verilen uygulama ile enjeksiyona hazir hale getirilerek

C57BL/6 ve balb/c fare irklarinin deri altina ayni miktarlarda enjekte edilmistir.

Protokol 8: hiicrelerin enjeksiyon i¢in hazirlanmasi

1. Hasatlari yapilarak iki ayri kultir tipunde toplanan hicreler 800
rom’de 5 dakika santriftijlenir.

2. Supernatant atilir ve hucre peletleri kalinti sivi (yaklagik 0.5 ml) ile
pastor pipeti kullanilarak dikkatli bir sekilde stispanse edilir.

3. Tuaplerin Gzerine 10 ml fizyolojik solUsyon ilave edilir ve 800 rpm’de 5
dakika santrifijlenir.

4. Supernatant atilir ve hucreler kalinti sivi ile dikkatli bir sekilde tekrar
suspanse edilir.

5. Hducrelerin kultir medyumu kalintilarindan aritilmasini saglamak igin
2-4. islemler 3 defa tekrarlanir.

6. Tuplere 3’er ml fizyolojik solusyon ilave edilerek hucreler dikkatli bir

sekilde sUspanse edilir.
Hicre Sayimi

e Yukarida hazirlanmis olan hlicre stispansiyonu homojenize edilerek

0.5 ml’si alinir ve 0.5 ml Trypan Blue sollsyonu ile karistirilir.
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e (Oda isisinda yaklasik olarak 5 dakika bekletilir

e Karisim Thoma lamina yuklenir, 20X objektif kullanilarak boyanan
(6l4) ve boyanmayan (canli) hicreler ayri ayri sayilir.

e Mililitredeki hlcre sayisi ve canliik oranlarinin hesaplanmasi

asagida verilen ornekteki gibi yapiimigtir.

Not: Sayim igslemi 15 dakika iginde yapilmalidir, ¢inkl daha sonra canli
hicreler de boya almaya baglayacaktir.

Thoma laminin iki ayri bélgesinin toplam 10 karesinde (her bir bolgede 5
kare) Ol ve canli hicreler sayilir.

Hucre sayimi ve hesaplamasi su sekilde yapilir:

A bolgesi (6lii/canli): 1/30 2/27 4/35 2/29 1/25 =10/146

B bolgesi (6lii/canh): 2/35 2/33 3/28 1/22 1/27 = 9/155

Toplam =19/301

Sayilan toplam hiicre: 320

Canlilhik orani(%) :%94

Seyreltme faktérii (Ornek hacmi+Seyreltici sol/Ornek hacmi): 0.5+0.5/0.5=2

Hiicre sayisi/ml :320 x 1000 x 2= 6.4x10°

Siispansiyondaki hiicre sayisi : 4 (ml) x 6.4x10°=2.56x10°

Farelere Enjeksiyon

e Hesaplama islemi yapildiktan sonra hiicreler 4x10° hiicre/ml olacak
sekilde yeniden ayarlanir (hucreler santrifujlenir ve pelet fizyolojik
solusyon ile toplam 640 ul olacak sekilde ¢ozullr).

e Her bir hayvanin deri altina (sol arka sirt bélgesinde) insulin ignesi
(26 G) ile 125 ul (~ 5x10° hiicre/fare) hiicre soliisyonu enjekte edilir.

Not: Bir grup fareye degisik konsantrasyonlarda (~ 2.5x10° , ~ 1x10° ve ~

0.5x10° hiicre/fare) hiicreler enjekte edilerek de daha disik sayida

hdcre kullanarak timor olusturma ¢aligsmalari yapiimistir.

e Hayvanlar kafeslerine alinir, normal yem ve su ile beslenerek bir ay

sureyle takip edilir (6zel bir uygulama yapilmadi).
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e Hucre enjekte edilen fareler deney baslangicinda ve takiben her
hafta tartilir ve timar gelisimi agisindan kontrol edilir.
Bu bir 6n ¢alisma oldugundan her hlcre hatti igin iki fare (1 adet balb/c, 1
adet C57BL/6) kullanilmistir. Fare irki ve hlcre hattina karar verildikten sonra
asil denemelere gecildiginde (Bolim 3.2.4.4) yine benzer uygulamalar

yapilmistir.

3.2.4.2. Farelerin Diseksiyonu ve Patolojik incelemeler

Not: Asagidaki islemler Patoloji Anabilim Dali 6gretim Uyesi, sayin Prof.
Dr. ilhan TUNCER'’in gdzetiminde yapilmis olup timdr kitlelerinin patolojik
durumu ve metastatik 6zelliklerinin degerlendiriimesi hedeflenmistir.

Diseksiyon seti, parga koymak icin kaplar, %10’luk formaldehit ve
fotograflamak igin gerekli hazirliklar yapilir. Tumor kitlesi hayvanin hareketlerini
zorlastiracak buyuklige ulastiginda (yaklasik bir ay sonra), fareler eterle
bayiltiir ve sakrifiye edilir. Fare dikkatli bir sekilde disekte edilerek beyin,
bobrek, timus, dalak, kalp, akciger, karaciger, testis, ince ve kalin barsak ve
mide c¢ikartilir. Karin boslugunda asit sivisi olusup/olusmadigi kontrol edilir ve
periton fizyolojik sollisyonla yikanir. Yikama sivisi tuplere alinir ve lamlara
yayllarak giemsa ve hematoksilen-eosin ile boyanir. Tumor Kkitleleri ve agilan
vucut bosluklarindaki batin organlar %10’luk formaldehit icine alinarak
etiketlenir. Alinan organ/organ-doku pargalarindan preparat hazirlama
(kasetlere yerlestirme, fiksasyon, parafin bloklari olusturma, kesit alma ve
hematoksilen-eosin ile boyama) ve mikroskobik inceleme-degerlendirme

islemleri Patoloji Anabilim Dali laboratuarinda yapilmistir.

3.2.4.3. Denemeler ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deney gruplarinda kullaniimasina karar verilen ‘inbred” C57BL/6 1rki
farelerin Uretimi ve her turli uygulamalar Fizyoloji Anabilim Dali laboratuarinda
yapilmistir. Denemelerde 5-8 haftalik disi ve erkek fareler kullaniimis olup

gruplara ayinm rasgele yapilmis ancak disi ve erkek dagiliminin miamkin
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oldugu kadar esit olmasina da dikkat edilmistir. Cizelge 3.6’da planlanan
denemeler ve gruplari gorulmektedir. Bu denemelerde (deneme 4 harig)
kontrolleriyle birlikte toplam 15 (hucre kontrol -grup 1- her U¢ denemede de
ortak olarak kullanildigi i¢in Cizelge 3.6’da toplam 17 grup olarak
gorunmektedir) grup bulunmaktadir. 1, 2 ve 3 numaral gruplar kontrol olarak
degerlendirilmistir. istatistiklerin tutarli olabilmesi icin her grupta 10-15 fare
(6lumler dikkate alinarak) olacak sekilde planlandigindan 150-225 adet fareye
ihtiyag duyulmustur. Fareler Ureme ve deneme kafesleri olarak iki ayri grup
kafeste tutulmustur. Deneme kafesleri, her bir kafeste (dogumdan U¢ hafta
sonra) ayni cinsiyette kardesler bulunacak sekilde olusturuimus ve
numaralandiriimigtir. Sekil 3.7A ve B’de uretim ve deneme kafeslerinden
ornekler gorulmektedir. Uygulamalarin yapilacagi gun fareler tartilarak kuyruk
isaretlemesi ile numaralandirilimis ve her kafese fare bilgilerinin yazili oldugu bir
kart yerlestirilmistir. Bitlin fareler normal su ve pelet yemle beslenmis olup 6zel
bir uygulama yapilmamigtir. Deneme gruplarinda kullanilan fare sayilari
Cizelge 3.7’de verilmigtir. Bu sayilara yalnizca bir defa 6lgim alinabilmis olan
fareler ve baska herhangi bir nedenle deney disi birakiimis/6imus olanlar (47

adet) dahil edilmemistir.
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Cizelge 3.6. Planlanan denemeler ve deney gruplari.

DENEMELER ve GRUPLARI

DENEMELER
1. Farelerin sol arka sirt boélgesinde B-16V melanoma hicreleri ile deri alti timori
olusturulduktan sonra kitle icine plazmit enjeksiyonu yapilan deneme (kitle ici plazmit
enjeksiyonlari timor ¢api yaklasik 5-7 mm oldugunda yapilir).
GRUPLARI

cahwN=

Hiicre Kontrol: Yalnizca B-16V enjeksiyonu (hicbir islem yapiimaz).

PHM6 Kontrol: Yalnizca pHM6 plazmiti enjekte edilir.

Lipozom Kontrol: Ayni hacim PBS iginde yalnizca DOTAP enjekte edilir.

PHM6mIL-2: Yalnizca pHM6mIL-2 plazmiti enjekte edilir.

PHM6mLys: Yalnizca pHM6mys plazmiti enjekte edilir.

PHM6mIL-2 + pHM6mLys: Bu iki plazmit esit miktarda (her birinden 25ug)
Karigtirilarak enjekte edilir

2. Farelerin deri altina plazmit uygulamalari yapildiktan 2 giin sonra ayni yere yalnizca B-
16V hucreleri enjekte edilen deneme.
GRUPLARI

ouALNS

Huicre Kontrol: Yalnizca B-16V enjeksiyonu (hicbir islem yapiimaz).

PHM6 Kontrol: Yalnizca pHM6 plazmiti enjekte edilir.

Lipozom Kontrol: Ayni hacim PBS iginde yalnizca DOTAP enjekte edilir.

PHM6mIL-2: Yalnizca pHM6mIL-2 plazmiti enjekte edilir.

PHM6mLys: Yalnizca pHM6mys plazmiti enjekte edilir.

PHM6mIL-2 + pHM6mLys: Bu iki plazmit esit miktarda (her birinden 25ug)
Karistirilarak enjekte edilir.

3. Farelerin deri altina (arka sirt bolgesinde) yalnizca transfekte B-16V hiicreleri enjekte
edilen deneme.
GRUPLARI

1.

2.

4,
5.
6.

Hiicre Kontrol: Yalnizca B-16V enjeksiyonu (hicbir islem yapiimaz).
B-16VpHM®6: pHM®6 plazmiti ile transfekte hiicre hatti enjekte edilir (plazmit
kontrol).

B-16VpHM®6mIL-2: pHM6mIL-2 ile transfekte hiicre hatti enjekte edilir.
B-16VpHM6mLys: pHM6mLys ile transfekte hiicre hatti enjekte edilir.
B-16VpHM6mIL-2 + B-16VpHM6mLys: pHM6mIL-2 ve pHM6mLys plazmitleri
ile transfekte hiicre hatlari esit miktarlarda (her birinden yaklasik 5x10* adet
hicre alinarak) enjekte edilir.

5. Challenge (deneme 3’de timor gelistirmeyen farelere tekrar B-16V hiicresi
Enjekte edilen uygulama)

Cizelge 3.7. Denemeler ve deney gruplarinda kullanilan fare sayilari (Kontrol dahil 230 fare).

Denemeler Gruplar Toplam
1 2 3 2 5 6 Fare sayisi
1 8 9 5 20 21 23 78
2 (Ortak 8 4 7 7 7 33
3 Kontrol) [ 28 Yok 26 29 28 111
4 (Deneme 3'den kalanlar) sayilmadi 2 7 6
Toplam | 8 | 45 | 9 53 57 58 222 +8=230
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Sekil 3.7. (J_reme ve deneme kafeslerinden goéruntiler.
A) Ureme kafeslerinden biri, B) deneme gruplarindaki kafeslerden bazilari

3.2.4.4. Hucrelerin Hazirlanmasi ve Farelere Enjeksiyon

Ureme kafeslerindeki yavru sayilari (her seferinde 10-15 kafeste yaklagik
30-50 fare), cinsiyetleri ve yaslari kayit altinda oldugundan, uygulama zamani
yaklastiginda ayrilacaklari deneme ve gruplari belirlenmis ve ona gore de
uygulamada kullanilacak hiicre hat/hatlarinin tretimi yapilmistir. ilgili hiicre hatti
uygulamaya yetecek miktarda (her flaskdaki hicreler iki fareye uygulamaya
yetmektedir) ¢ogaltiip hasadi yapildiktan sonra hicrelerin sayimi ve canllik
oranlari Protokol 8‘deki gibi belirlenerek farelere enjekte edilecek
konsantrasyona ayarlanmistir (1x10° hiicre/50ul/fare). Sekil 3.8A ve B’de
hicrelerin  hazirlanmasi, $Sekil 3.8C ve D’de ise plazmit DNA-Lipozom
komplekslerinin hazirlanmasi sirasindaki laboratuar caligmalarina ait ornek
goruntaler verilmigtir.

Denemeler bitinceye dek dort tip transfekte hicre hatti da (B-16V, B-
16VpHMG6, B-16VpHM6mIL-2 ve B-16VpHM6mLYys) slrekli olarak pasajlanarak

kultarlerin devamlhiligi saglanmigtir.
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Sekil 3.8. Laboratuar galigsmalarindan gortntuler.
A ve B) B-16V hicre hatlarinin tretimi, C) enjeksiyona hazirlanmasi ve D) Plazmit
DNA/lipozom komplekslerinin hazirlanmasi ile ilgili galismalardan gorintdiler.

Batun uygulamalarda deney hayvani kullanim ilkeleri dikkate alinmistir.
Uygulamalar sirasinda oncelikle farelerin kafeslerinde sakinlesmesi beklenmis
ve dikkatli bir sekilde (hayvana zarar vermeden), kuyruk ve ensesinden
tutularak hareketi engellenmistir. Hicreler, farelerin sol (deneme 4’de sag) arka
sirt bolgelerine 50 pl hacim iginde 1x10° hiicre/fare olacak sekilde insiilin
igneleriyle enjekte edilmistir.

Her bir fare igin ayri bir form (Ek 2.2) kullaniimig, bu forma fare ile ilgili
bilgiler, alindigi deneme ve grup numarasi, yapilan uygulamalar ve takiplerde

elde edilen veriler ve varsa diger detaylar kaydedilmigtir.

3.2.4.5. Tumor Kitleleri igine Plazmit Enjeksiyonu
Tumor kitlesi icine plazmit enjeksiyonu uygulamasi (3.2.3'de verilen

protokolle plazmit DNA/lipozom kompleksi olusturulduktan sonra) yalnizca
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deneme 1'de 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali gruplara yapilmigtir. Tumor ¢api yaklasik
olarak 5-7 mm’ye ulastiginda (uygulamanin hemen éncesinde timdrin yaklasik
en kuguk ve en buyuk caplari kumpasla olgulerek kaydedilir) 100 ul hacim
icinde ~50 pg plazmit DNA/lipozom kompleksi tumor i¢cine (mUmkdn oldugunca

kitlenin ortasina) yavas ve dikkatli bir sekilde enjekte edilmigtir.

3.2.5. Verilerin Alinmasi ve Analizi

Farelerin takipleri ve verilerin alinmasi 2-4 gun araliklarla, timor olusup
olusmadigi ve olusan (ve bluylimeye devem eden) timorlerin en buylk ve en
kUguk caplarinin kumpasla olgulup kaydedilmesi sekliyle yapilmistir. Butun
uygulamalar ve Olgumler en az bir kisinin yardimiyla yapilmig ancak tumor
¢aplarinin olgimleri her zaman ayni kisi tarafindan alinmigtir. Sekil 3.9A ve
B’de tiumodr ¢apinin kumpasla ol¢liimesi sirasindaki goéruntuler yer almaktadir.
Tamodr g¢apl 20 mm’yi gegmis olan fareler deney hayvanlari kullanim ilkeleri

geredi (beslenme ve hareket zorlugu cekecegi igin) eterle bayiltiip sakrifiye

edilmistir.

Sekil 3.9. Tumdr élgimlerinden goérintdler.
A) Tumor ¢aplarinin kumpasla dlgtilmesi, B) tima&ru asir biyimas bir fare

Farelerin takipler sirasinda alinan verileri her bir fare i¢in ayri bir izlem

formuna (Ek 2.2) kaydedilmigtir. Her bir deneme igin kullanilan analiz
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yontemilydntemleri asagida verilmistir. Timor hacmi LxS%2 (L: en biyik, S: en
kiiciik cap) formilii ile hesaplanmis ve mm?® olarak kaydedilmistir.
Deneme 1’de
- Tumodr igine enjeksiyon yapildigi andaki tumoér hacim ortalamasi
alinmis ve daha sonraki dlgimlerin hacim ortalamalarinda (bu ilk
hacme goére) olusan % degdisim belirlenmistir.
- Olgimin yapildigi her gin igin énce Kruskal-Wallis (K-W) (gruplar
arasi genel farkin olup olmadigini gérmek igin) daha sonra da Mann-
Whitney (M-W) (her grubun kontrole goére farkini saptamak igin)

testleri uygulanarak analizleri yapiimistir.

Deneme 2’de
- Gruplara ait timoér hacimlerinin dlgimlerin yapildigi her gin igin
ortalamasi alinip, K-W ve M-W testleri kullanilarak analizleri

yapilmistir.

Deneme 3’de

- Farelerin timoér gelistirme % oranlari hesaplanarak oranlar
arasindaki kontrollere (grup 1 ve 2) gore farklarin anlamliligi ki-kare
testi ile analiz edilmistir.

- Gruplara ait timoér hacimlerinin olgimlerin yapildigi her gin igin
ortalamasi alinip yine ayni sekilde K-W ve M-W testleri kullanilarak

analizleri yapilmigtir.

Deneme 4’de

Gruplarin timor gelistirme % oranlari hesaplanmigtir.

Denemelerdeki gruplarin deneyler slresinceki yasam analizleri ayrica,

Kaplan-Meier (K-M) Log Rang testi ile yapilmistir.

Not: Verileri mimkun oldugunca homojen hale getirmek icin birbirini takip eden

her U¢ glnun ortalamasi alinarak hesaplamalar yapiimigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Gen Klonlama

4. 1.1. Total cDNA Eldesi ve RT-PCR/PCR Amplifikasyonlari

mMRNA izolasyon Kiti ve cDNA sentez kitlerinin kullaniimasiyla elde edilen
lizozim genine ait cDNA'nin ve pUMVC3mIL-2 plazmidinin (mIL-2 geni igin)
kalip olarak kullaniimasiyla elde edilen RT-PCR ve PCR JUrdnlerinin jel
goruntuleri Sekil 4.1°de verilmistir. Olugsan Urlnler, genlere ait referans cDNA

dizileri Uzerinden hesaplanan ORF buyuklukleriyle uyumludur.

1 2
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10000

it
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250
Sekil 4.1. IL-2 ve Lizozim genleri (ORF) amplifikasyonlarina ait jel gérintusu.

M: (Marker, Fermentas Gene Ruler 1 Kb DNA ladder), 1: miIL-2 (pUMVC3mIL-2'den
amplifiye), 2: mLys (fare total cDNA’sindan amplifiye)

4.1.2. Plazmitlerin E. coli’ye Transformasyonu

pHM®6, pBS ve pUC18 plazmit vektorlerin E. coli'ye transforme edilerek
rekombinant bakterilerin gliserol stoklari olusturulmustur. Hangi plazmide ihtiyag
duyulursa ilgili bakteri stoktan cikartilip kuiltire alinarak plazmit izolasyonu
yapilmistir. Bu sekilde izole edilmis pHM6 plazmit DNA’sina ait bir agaroz jel
goéruntisu Sekil 4.2°de gorllmektedir. 1. ve 2. sltunlarda birden fazla bant
go6rulmesinin nedeni plazmit DNA’larin lineer, acik halkasal (open circle) ve

super sarmal (super coil) gibi degisik konformasyonel yapilarda
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bulunmalarindan dolayidir. Bu gibi yapisal formlar plazmit DNA’nin jeldeki
hareketini etkilemekte ve farkli yerlerde bantlar olusturmaktadir. Jel
konsantrasyonuna bagli olarak bantlarin yerleri degisebilmektedir® & 7% 71,

Lineer form (5442 bp) okla («) gosterilmistir.

B

«— 5442 bp

0.5

Sekil 4.2. pHM6 plazmit DNA’sIna ait jel gorintusa.
M: 500 bp’lik marker (Roche’dan), 1. sidtun: orjinal pHM6 plazmit DNA, 2. sdtun:
transformasyondan sonra izole edilen plazmit DNA, 3. stitun: pHM6/Hind Il kesimi.

4.1.3. pBluescrit (pBS) Vektoriine Klonlama

Bu vektdre klonlamada izlenen genel strateji Sekil 3.5’de 6zetlenmisgti.
Sekil 4.3.A’da transformasyon sonrasi LB-agar/X-gal/Amp plaklarindan biri
gorulmektedir. Rekombinant (beyaz) kolonilerden izole edilen plazmitlerin kalip
olarak kullaniimasiyla elde edilen PCR UrUnlerinin ve bu plazmitlerin Eco Rl +
Kpn | kesimleri sonucu acgiga ¢ikan insort (mIL-2 ve mLys genlerine ait DNA
parcalari) bantlarinin gdsterildigi jel gorlntist de $Sekil 4.3.B’de verilmistir.
Sekil 4.4'de ise, olusturulan rekombinant pBS plazmitlerinin (pBSmIL-2 ve

pBSmLys olarak adlandiriimistir) diyagramlari gérulmektedir.
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Sekil 4.3. pBS vektoriine klonlama.

A) pBS transformasyonu sonucu gelisen mavi ve beyaz koloniler

B) Rekombinant pBS’lere ait jel gorintisi. M: Marker, 1: pBSmIL-2 ile PCR, 2:
pBSmLys ile PCR, 3: pBS (lineer), 4: pBSmIL-2 (lineer), 5: pBSmIL-2 Eco RI ve Kpn
| kesimi (IL-2 insortl 6nde), 6: pBSmLys Eco RI ve Kpn | kesimi (Lys ins6rti 6nde)

pBSmLys
2061-H4TI=3433 hp

pESmIL2
2061451 5=3406 by

Sekil 4.4. pBSmIL-2 ve pBSmLys vektorlerine ait diyagramlar.

(mIL-2 ve mLys insortlerin yerlesim sekli plazmitlerin Eco Rl ve Kpn | enzimleri ile ayri
ayri kesimleri ve agaroz jel elektroforezi sonrasi yapilan analizlere gore belirlenmistir).
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4.1.4. pHM6 Vektoriine Klonlama

mIL-2 ve mLys genlerine ait ORF dizilerinin rekombinant pBS’lerden
pHM6 vektorine aktariimasindaki strateji Sekil 3.6’da 6zetlemistir. Sekil 4.5'de
pHMG6’ya klonlama sonrasi bir transformasyon plagi ve rekombinant pHM6’lara
(pPHM6mIL-2 ve pHM6mLys) ait insort analizinin yer aldigi bir agaroz jel
goruntusu verilmigtir. pHMG6 plazmitleri hem birbiriyle uyumlu uglar olusturmayan
iki enzimle (Eco Rl + Kpn | ) kesildigi hem de alkalen fosfataz ile 5 fosfat
gruplari uzaklastinldigi icin kendi iclerinde ligasyon olusturamazlar. Ancak
araya bir insért DNA girdikten sonra transformasyona uygun olan halkasal
yapiy! kazanabilirler, bu nedenle de teorik olarak butun kolonilerin insort tagidigi
kabul edilmektedir.

} Vektdr

PCR. iiriini ve
gen insdrtleri

Sekil 4.5. pHMG6 vektorline klonlama.
A) Rekombinant pHM®6’ya ait bir LB-agar/Amp plagi. B) Rekombinant pHM®&'larin insort
analizlerini gosteren bir agaroz jel. M: Marker, 1:pHM6mIL-2 ile PCR, 2: pHM6mIL-2
(Eco RI + Kpn | kesimi, insort onde), 3: pHM6mIL-2 (lineer -Not | kesimi-), 4: pHM6
(lineer, Not | kesimi), 5: pHM6mLys ile PCR, 6: pHM6mLys (Eco RI + Kpn | kesimi,
insort 6nde), 7: pHM6mLys (lineer -Not | kesimi-)

Teorik olarak vektdr ve insort DNA molekdllerinin sayilari esit olmakla
birlikte jelde gorulen bantlarin parlakhklari arasindaki fark molekuler
buyukliklerin farkl olusundan ileri gelmektedir. Molekuler buyukligu fazla olan

daha parlak goriimektedir.
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4.1.5. RFLP ve Dizi Analizi

Rekombinant pHMG6 vektorlerinin kalip olarak kullaniimasiyla yapilan
PCR Urdnlerinin 5 ayri endonukleazla kesimi ve %12'lik poliakrilamit jel
elektroforezi sonucu elde edilen RFLP analiz goruntisu Sekil 4.6’da verilmistir.
Burada olusan parga uzunluklari LabWork programinda marker DNA referans
alinarak degerlendirildiginde, genlere ait ORF dizilerinin Generunner
programiyla analizi sonucu elde edilen par¢a uzunluklariyla (Bolim 3.2.1.2)

uyumlu oldugu gorulmustdr. Klonlamalarin her asamasinda RFLP analizi

yapilmis ve ayni sonuglar alinmistir ancak jel gérantileri veriimemistir.

2 EHEE P 8 EEECE

RFLP bantlari (bp)

IL-2

Hae lll : 263, 272

Hind Il : 193, 342

Hinf1  :80, 115, 330

Mae lll : 148, 348

Pvull :162,373
Lys

Hae lll :64,78, 330

Hind Il : Kesim yok (472)

Hinfl  :86, 320

Mae lll : 51,423

Pvull  : Kesim yok (472)

Interlolkin 2 Lizaozim

Sekil 4.6. pHM6mIL-2 ve pHM6mLys vektorleri ile yapilan PCR rtiniiniin 5 ayri enzimle kesim
profili (IL-2/ Mae 11l kesimindeki 39 ve Lys/ Hinf | kesimindeki 8, 11, 18 ve 20 bp’lik
parcalar jelde gériinmemektedir).

pHM6mIL-2 ve pHM6mLys plazmit DNA'larin dizi analizi
kromotogramlarina ait bazi bolimler Sekil 4.7°de verilmistir. Elde edilen dizilerin

tamaminin genlere ait referans dizilerle uyumlu oldugu ‘generunner

programiyla yapilan értistirme (alignment) analiziyle belirlenmigtir.
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Genlerin klonlandigi rekombinant pHM6 vektorlerine ait diyagramlar
Sekil 4.8'de yer almaktadir. insértlerin okuma cercevesine dogru bir sekilde
(Kpn | — Eco RI yonunde) yerlestigi bu enzimlerle yapilan kesimler ve agaroz
jel analizleriyle dogrulanmistir.
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pHMEmIL-2 pHMEmLYys
5434 + 515= 5549 bp 5434 + 451 = 5885 hp

Sekil 4.8. pHM6mIL-2 ve pHM6mLys rekombinant vektorlerine ait diyagramlar.

4.1.6. Endotoksinsiz Plazmit DNA izolasyonu

Rutin protokolle ve Gene Elute™ Endotoksin-free Plazmit Midiprep Kit’
(PLED-35, Sigma) ile izole edilmig plazmitler ve degisik formlari Sekil 4.9'da
go6rulmektedir. Verimli bir transfeksiyon igin, kullanilan plazmit DNA’nin super
sarmal formda olmasi gerekmektedir. Sekil 4.9’daki agaroz jel gorintisinde
her sutun kendi i¢cinde degerlendirildiginde, stiper sarmal formun fazla oldugu
sutunlardaki (3, 4, 7, 8 ve 9. sutunlar) DNA’larin kitle yapilan izolasyonlara ait
oldugu goérulmektedir. Sttun 6’daki izolasyon da kitle yapilmistir ancak bu 8477
bp buyukligundeki pHM6LacZ plazmidine ait oldugundan ondeki super sarmal
form pHM6mIL-2 (5949 bp) ve pHM6mLys (5885 bp) plazmitlerine gére daha
geridedir. Rutin yontemle yapilmis olan Sutun 2’deki izolasyonda ise lineer form

oraninin daha fazla oldugu goériimektedir.
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Sekil 4.9. Rutin protokol ve Kitle izole edilen plazmitlere (ve formlarina) ait jel gérintleri.
M: marker, 1: pHM6 Eco RI kesimi (lineer), 2: pHM®6 (rutin izolasyon), 3: pHM6 (kit ile
izolasyon), 4: pHMG6 (kit ile izolasyon), 5: pHM6LacZ (rutin izolasyon), 6: pHM6LacZ
(kit ile izolasyon), 7: pHM6mIL-2, 8,9: pHM6mLys (kit ile izolasyon)

4.2. Hucre Kultira

Mevcut her iki hucre hatti da (B-16V ve B16-FO melanoma hucre hatlari),
RPMI 1640 icinde %10 FBS/FCS ve 50ug/ml Gentamisin igeren kultur
medyumu iginde, 37°C sicaklik ve %5 CO, igeren nemlendiriimis etlvde
uretilerek Bolum 3.2.1 ve 2’deki yontemlerle pasajlanmis ve kriyobanklari
olusturulmustur. Her iki hdcre hattinin da bu kosullarda ayni hizda Uredigi ve
ortama melanin salgiladigi (Ureme ortaminin agik kahverengi goérinmesi)
g6zlenmistir. ileride de bahsedilecegi gibi bu calismada B-16V hiicre hattinin
kullanilmasina karar verilmis ve bundan sonraki butiin kultirlerde bu hucreler
kullaniimistir. B16-FO htcre hatti ise kriyoprezervasyonu yapilarak sivi azot

icinde stoklanmistir.

4.3. Lipozomal Transfeksiyon
4.3.1. B-galaktozidaz ve Lizozim Aktivite Analizleri
B-16V melanoma hucrelerine yapilan pHM6LacZ plazmidi transfeksiyonu

sonunda B-galaktozidaz enzim aktivitesini gostermek igin yapilan histokimyasal

68



boyamada (Sekil 4.10) kontrol olarak kullanilan B-16V hucreleri hig
boyanmadigi halde (Sekil 4.10 A) transfekte hticrelerin belli oranda boyandigi
saptanmistir (Sekil 4.10 B). Plak ylzeyindeki farkli bélgelerde boyanan ve
boyanmayan hicre sayimlarinda boyanan hucrelerin orani ortalama %3-4

olarak tespit edilmigtir.

pHMELaCE plzmidi
ile transfekie olmug
B-16Y hicreleri

Sekil 4.10.. B-galaktozidaz enzim aktivitesinin tespiti igin yapilan histokimyasal boyama.
A) B-16V hiicreleri (kontrol) ve B)pHM6LacZ plazmiti ile transfekte B-16V hlicreleri

pHM6mLys plazmitleri ile de transfeksiyon yapilarak lizozim aktivitesi
gosteriimeye calisiimigtir. Lizozim aktivitesine ait bir drnek sonug Sekil 4.11’de
gosterilmistir. pHM6mLys ile transfekte hicrelerin Greme ortamina salgiladiklari
lizozimin kagit disk etrafinda M. luteus Uremesine engel oldugu (halka
seklindeki agiklik) gorilmektedir (M. luteus, lizozime karsi ¢gok duyarli bir bakteri
olup lizozim aktivite deneylerinde kullaniimaktadir). Kontrol amaciyla kullanilan
B-16V ve B-16VpHMG6 hucrelerine ait sivilarin damlatildigi disklerin etrafinda
uremenin engellenmedigi gorulmektedir. Yapilan tekrar ¢alismalarinda, buyuk
olasilikla aktivitenin ¢ok zayif olarak gézlenmesinden 6tirt, bu bulgu ayni etkiyi
gOsterecek sekilde ortaya gikmamigtir.
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B-16V
} Kontrol
B-16VpHM6

B-16VpHM6mLys

Sekil 4.11. B-16V ve plazmitlerle (P HM6 ve PHM6mLys) transfekte B-16V hicrelerine ait kaltar
sivilarinin lizozim aktivitesi agisindan kontrol.
Plak ylzeyinde yaygin olarak dremis olan bakteri M. luteus’tur. pHM6mLys ile transfekte
kaltdr sivisinin damlatiimis oldugu kagit disk etrafindaki halka lizozim aktivitesinden
dolay! M. luteus Gremesinin engellendigini gostermektedir.

4.3.2. Transfekte Hiicre Hatlarinin Gelistiriimesi

B-16V hucrelerinin pHM6, pHM6mIL-2 ve pHM6mLys plazmitleri ile in
vitro transfeksiyonundan vyaklasik 20 gin sonra plaklarda yalnizca bu
plazmitlerle transfekte hucreler (kiglik Ureme odaklari seklinde) kalmis ve
bunlarin pasajlariyla da B-16VpHM6, B-16VpHM6mIL-2 ve B-16VpHM6mLys
olarak adlandirdigimiz transfekte hicre hatlari gelistiriimistir. Bu hudcrelerin
morfolojik yapilarinda, Ureme sekillerinde ve c¢ogalma hizlarinda B-16V’den
farkh bir durum go6zlenmemistir. B-16V hicre kuiltirinden farki, bunlarin
ortamina segicilik icin 0.5 mg/ml Genetisin (G 418) ilave edilmis olmasidir. Bu
ortamda B-16V’nin protein sentezi bloke olmakta ve cogalmasi durmaktadir.

Bu sekilde pasajlanip ¢ogaltilan transfekte hlcrelerin  hem
kriyoprezervasyonlari yapilmis hem de c¢alisma bitene kadar kultarlerinin

devamlihgi saglanmistir.

4.4. Fare Denemeleri
4.4.1. Tumor Olusturma
B16-FO ve B-16V melanoma hicre hatlarinin deneme amacli olarak 4

adet fareye (2 adet balb/c, 2 adet C57BL/6) enjeksiyonundan bir hafta sonra,
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enjeksiyon bolgelerinde nohut buyukligunde birer kitle tespit edilmigtir. B-16V
enjekte edilen balb/c’de bu kitle 13. glnde kaybolurken diger farelerde
bayUmeye devam etmis ve 15 gun iginde yaklasik 1.5 cm’lik gapa ulastigi
yapilan Ol¢gimlerle belirlenmigtir. Her iki hicre hattinin olusturdugu tumor
kitleleri, her iki fare irkinda da hemen ayni zamanlarda gelismeye baslayip bir
ay icinde yaklasik ayni buyukliklere (~ 2.5 cm ¢apli) ulasmistir (Sekil 4.12 ve
13). Farelerde (deney baslangici ve sonu arasinda) kayda deger bir kilo
kaybi/kazanimi tespit edilmemistir (ancak timor kitlerinin agirliklari dikkate

alindiginda her hayvanda yaklagik 6-8 gr’lik kilo kaybi mevcuttur) (Gizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hucre enjekte edilen fareler ve 4 hafta streyle yapilan tartim degerleri (gr).

Fareler Baglangic 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta Tiimor kitlesi

Agirlik (gr) alindiktan sonra
o, 1.Balb/c 33 33.5 33 33 32.5 24.5
& é. 2. C57BL/6 28 28 27.3 27.5 27 24
oo
S 3. Balb/c 32 32 31.5 33 33 33 (timori yok)
22 4.C57BL/6 28 28.3 28.5 28 28 22
oo

Sekil 4.12. B16-F0 hiicre hatti enjeksiyonu ile balb/c’de gelismis olan timor kitlesi.
Ayni farenin; A: sirt, B: karin taraftan ¢ekilmis géruntdleri.

Sekil 4.13. B-16V hiicre hatti enjeksiyonu ile C57BL/6’degelismis olan timor kitlesi.
Ayni farenin; A: sirt, B: karin taraftan gekilmig gorintileri.
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4.4.2 Farelerin Diseksiyonu ve Patolojik incelemeler

Fareler melanoma hucrelerinin enjeksiyonundan 30 gun sonra disekte
edildiginde tumor kitlelerinin deri altinda siyah renkli (salgiladiklari melaninden
dolayi) kati kitleler seklinde gelismis oldugu ve peritonda asit sivisi olugsmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.14 A ve B). B16-FO enjekte edilen balb/c’de deri igine
metastaz tespit edilmistir (Sekil 4.14 A’da kirmizi okla gdsteriimektedir).

Sekil 4.14. Disekte edilmis fareler.
A) B16-FO0 hticre hatti enjekte edilen balb/c irki farede gelismis olan timor kitlesi.
B) B-16V hiicre hatti enjekte edilen C57BL/6 irki farede gelismis olan timor kitlesi

Ug farede; balb/c ve C57BL/6 (B16-FO enjeksiyonundan) ve diger (4.
fare) C57BL/6’'da (B-16V enjeksiyonundan) gelismis olan tumor kitlerinin
agirliklari sirasiyla 8, 7 ve 6 gr, hacimleri ise, su tasirma yontemiyle; 8, 6.7 ve
5.6 cm?, V=LxS%2 (L = en buyiik cap, S= en kiiglik cap) formiilii ile de; 8.4, 6.6

ve 6.34 cm® olarak hesaplanmistir.
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Disekte edilen farelerden alinan timor kitleleri, dokular ve organlarin
patolojik incelemeleri sonucu; olugan tumoériun malign melanoma oldugu,
organlarda ve periton yikama sivisinda ise metastaza rastlanmadigi tespit
edilmistir.  TUumor Kitleleri, periton sivisi, karaciger ve akcigere ait ISk

mikroskobu ile alinan érnek goéruntuler Sekil 4.15’de topluca verilmistir.

Sekil 4.15. Tumor kitlesi, asit sivisi ve iki organa ait 1sik mikroskobu gérintileri (400 X).
A ve B: balb/c’de geligsen timor kitlesi ve deri metastazi, C ve D (giemsa); periton
yikama sivisi yaymalari, E: karaciger, F: akciger (hematoksilen-eosin boyali)

B16-FO ve B-16V melanoma hicre hatlarinin kultira yapilip farelere
enjekte edildiginde de tumor olusturduklari gézlemlenmigtir. Kullanilan her iki
hiicre hatti da C57BL/6 fare irkina ait oldugundan benzer 6zelliklere sahip olup
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ayni genetik oOzelliklerdeki fare irklarinda timor gelistirebilmektedirler
(timorijenik). Yapilan bu 6n deneme g¢alismasinda, B16-FO’in hem balb/c hem
de C57BL/6 fare irlarinda tumor geligtirirken, B-16V hdcre hattinin baglangigta
her iki fare irkin da da tumor gelistirdigi fakat balb/c’de bunun 13. gunde
kayboldugu, C57BL/6’de ise buyumeye devam ettigi gdzlenmistir. Bu sonuglara
goére, B-16V hucre hattinin C57BL/6 fare irkina daha 6zgin olduguna ve bu
nedenle de ilerdeki deney gruplarinin C57BL/6 fare irklarindan olusturulmasina
ve hlcre hatti olarak da bundan sonraki butin calismalarda B-16V’nin

kullanilmasina karar verilmigtir.

4.4.3. Planlanan Denemeler ve Gruplari

Bu g¢aligmanin amacina uygun olacak sekilde planlanmis olan denemeler
ve bu denmeler igcinde olusturulan gruplar Cizelge 3.6‘da verilmistir.
Denemelerin baslangicinda her bir gruba cinsiyetler de esit olacak sekilde
yaklasik 10-15 fare alinmigtir (Deneme 3’de elde edilen verilerin dogrulanmasi
amaciyla bu deneme tekrar edilmis bu nedenle de her bir gruptaki fare sayisi
yaklasik olarak 30’a ulasmistir).

Deneme 2 ve 3'de hucre enjeksiyonlari yapildiktan sonra yalnizca tumor
gelisip gelismedigi kontrol edilmis ve gelisen timorlerin ¢aplari belirlenen
zamanlarda kumpasla oOlgllerek degerler kaydedilmistir.

TUumor kitleleri icine enjeksiyonlarin yapildigi Deneme 1'de ise daha 6zel

uygulamalar yapilmistir.

Bolium 3.2.4.4'deki yontemlerle B-16V hucre hatti kiltirleri hazirlanmis,
deneme grubuna ayrilmig olan farelerin deri altina enjekte edilmigtir.
Enjeksiyonu takiben ortalama 8. gunde tiUmor kitleleri 3-4 mm’lik caplarda gozle
gOrulebilir buyudkliklere ulagsmistir. Bu asamadan sonra fareler daha yakin
takibe alinmis ve kitleler 5-7 mm’lik gaplara (ideal olarak 150-250 mm?® arasi)
ulastiginda da (9-12. gunler) kitle icine Bolum 3.2.4.5'deki yontemle plazmit

DNA-lipozom kompleksi enjekte edilmigtir.
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4.5. Elde Edilen Veriler ve Analizleri

Fare takip formuna kaydedilen veriler SPSS (versiyon 12.0) programinda
veri giris sayfasina Ek 2.3'deki gibi girilmistir. Ug ayri denemedeki 6 farkli
grubun ayri ayri ve grup ortalamalari ile birlikteki timor hacmi dlgumlerine ve
istatistiksel analizlerine ait degerleri iceren cizelge (Cizelge 4.2 — 4.4) ve
grafikler (Sekil 4.16 - 4.37) asagida verilmistir. Cizelgelerde tanimlayici
istatistik degerleri ve yalnizca grup karsilastirmalarina (K-W testi) ve anlamli
bulunanlarin (p < 0.05) ikili karsilastirmalarina (M-W testi) ait p degerleri
verilmistir. Deneme gruplarinda incelenen farelerin bireysel tumor gelistirme

hizlarini gérebilmek igin her farenin tumor gelisim grafigi ayri verilmigtir.

Deneme 1 sonuglari

Tamoér  igine  plazmit  (pHM6, pHM6mIL-2 ve pHM6mLys)
enjeksiyonlarinin yapildigi Deneme 1'de tumor hacimlerindeki degisim, tumor ici
enjeksiyonun yapildigi (baslangig¢) gun sonrasi timor hacimlerindeki % degisim
oranlari ile belirtiimistir (Cizelge 4.2). 17-26. gunler arasinda hem genel (K-W:
P16, p < 0.05) hem de her grubun kontrole gore karsilastirmalarinda (M-W: P4,
- P16, p < 0.05) istatistiksel olarak anlamh farklar gorulmekle birlikte timor

gelisim surecindeki diger gunlerde farklar anlamli bulunamamistir.

Cizelge 4.2. Deneme 1'den elde edilen veriler ve analizleri.

Gruplara ait 8-41. gunlerdeki (timdr ici enjeksiyonun yapildidi ilk hacme gére timoér hacmindeki
yuzde degisim ortalamalari ve diger tanimlayici istatistiksel degerler) gruplarin genel (K-W) ve
kontrole gore (M-W) kargilastirmasi.

Zaman (giin)
DENEME 1 8 1 14 17 20 23 26 29 32 35
1 [ OrT.H.xsd 0 67.8£116.6 | 327.6:380.5 | 730.4:867.8 29663098 | 2671:3168 | 4688.2£5090.5
min-max 0-260 0-780 51-2440 230-7848 451-8810 1040-13400
2 | OrT.H.zsd 00 35.6186 27.17£66.8 50,9101 243.9:257 | 610.9t963.8 322.7%301.5 | 829.61936.7 | 1277.7t10513
o min-max 0-0 -30-221.4 -55.5-145.2 55.9-206 | -12.2-766.7 0-2900 46.9-689.1 145-2214.2 | 144.9-2471.4
<[ 3 [OrT H zsd 0t 00 129195 814.21855.9 | 505.7£310.9 | 19914£1886.6
z min-max 0-0 0-0 0-600 103-2319 127-812 336.5-5455
S| 4 |OrT.H.tsd | 0t | 20.3%60.8 | 114.8£253.6 | 164.6:231.4 | 321.4:319.4 | 882:1492.2 | 412.7%4085 023.31950.6 | 90489212 | 7516484
o min-max 0-0 0-182.5 -5.5-860 -14.29-766.6 0-860.3 0-6197.6 -53.91-1148 | -17.70-2862.96 | 2.88-2450.7 | 107.4-1448.2
O 5 [OrT.H.2sd | 020 | 166308 | 426:74.99 | 166.0£187.3 | 50413237 | 786.8£644.8 | 576.8:5712 | 2390.362348.4
min-max 0-0 0-84.09 -19-231 -70.75-550 -85.8-1052 | -92.9-1906.9 | -96.84-1468 -96.84-7307
6 | OrT.H.%sd | 0:0 | 685:104 | 249.7:5665 | 237.5:364 6235:1045 | 1014x1322 | 1162.5¢1299.3 | 4354%6739.5
min-max 0-0 0-277.78 | -67.33-2375 | -38.8-1420 14.3-3915 0-5525 0-4318.2 16.67-19900
§ 5 Pis 1,00 | 0,646 0,191 0,055 0,019 0,055 0,023 0,151 0,390 0,397
=3
= P2/ Pis 1002/ - 1009/ - 1005/ - ,013/,008
Z| 2 | PL/Ps 023/,053 ,088/,127 | ,027/,053 ,003/,008
O| 2 Pro ,043 ,052 068 689
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Her bir gruptaki farelerin bireysel tumaor gelistirme grafikleri (ilk hacmin % artig
degisimlerine gore) Sekil 4.16 — 4.21'de, grup ortalamalarini gosteren grafikler ise
Sekil 4.22 ve 4.23'de verilmigtir. Deneme 1’de grafikler genel olarak incelendiginde 26.
gune kadar kontrole gbére tim gruplarda tumor gelisim hizinin belirgin bir gekilde

yavasladigi gértlmektedir.

Deneme: 1, Grup: 1 (Kontrol)

Fareno

6.000— 117
118
211
216
234
236
239
240

5.000—

m

4.000 —

n=8

3.000—

Timér hacmindeki % degis

N
o
<]
<]
|

1.000—

——

T T T T T T T T T
8 11 14 17 20 23 26 29 32

Zaman (gln)

Sekil 4.16. B-16V enjekte edilen farelerdeki tumor gelisim grafigi.
Bu gruba bagka bir uygulama yapilmamistir (kontrol grubu).

Deneme: 1, Grup: 2
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4.000 — 181

3.000—
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o
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11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41
Zaman (gun)

Sekil 4.17. Tumor kitlesi icine pHMB6 enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.
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Deneme: 1, Grup: 3
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Sekil 4.18. Tumor kitlesi icine PBS-DOTAP enjekte edilen farelerdeki timor gelisimi.

Deneme: 1, Grup: 4

Fare no
6.000 — 8

9
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77
78
79
80
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188
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»
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]
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1.000
n=20

I | | | | I | I I I I |
8 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41

Zaman (gun)

Sekil 4.19. Tumdr kitlesi icine pHM6mIL-2 enjekte edilen farelerdeki timaor gelisimi.
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Deneme: 1, Grup: 5

Fare no
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Sekil 4.20. Timor kitlesi icine pHM6mLys enjekte edilen farelerdeki timaor gelisimi.

Deneme: 1, Grup: 6

Fare no
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— 199
200
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Sekil 4.21. Tumor kitlesi icine pHM6mIL-2+pHM6mLys enjekte edilen farelerdeki timdor gelisimi.
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Deneme: 1

5.000

4.000 —

3.000 —

2.000 —

TUmor hacmindeki ortalama % degisim

1.000—

I I I I I I I I I I I I
8 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41

Zaman (gun)

Sekil 4.22. Deneme 1’deki gruplarin karsilastirmasi.

©
u
c
©

O 0~ WN

[}

n=

(Her 6lgim zamani igin her grubun % hacim degisim ortalamasi alinmistir)

Deneme 1

8000

7000—

6000—

5000—

4000—

% Degisim (mm3)

3000—

haksimum

— 75100,
persertil

7a.
persentil

—*Median

24,
persentil

i B

2000= ' —
1000—
o—- ,,,LJLJ é-i& éﬁ
| I | | I I I
8 1 14 17 20 pA %

2 2 35 3B

Zaman (Gun)

Sekil 4.23. Deneme 1’deki gruplarin karsilagtirmasi (box plot).
(gruplarin minimum ve maksimum timaor hacimleri)
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Deneme 2 sonuglari

Deri altina plazmit (pHM6, pHM6mIL-2 ve pHM6mLys) enjeksiyonlarinin
yapiimasindan 2 gun sonra ayni yere B-16V hucrelerinin enjekte edildigi bu
denemede tumor hacimlerindeki degisim GCizelge 4.3'de belirtiimistir. Bu
denemedeki grup karsilastirmalarina bakildiginda; 8, 11, 17 ve 23. glnlerde
grup karsilastirmalari (K-W) anlamh (p <0.05), her grubun kontrole goére
kargilastirmalarinda (M-W) ise farklar bazilarinda (P42, P14 P15) anlamli iken

diger gunlerde anlamh bir fark gérulmemektedir.

Cizelge 4.3. Deneme 2’den elde edilen veriler ve analizleri.
Gruplara ait 8-41. giinlerdeki ortalama tiimér hacimleri (mm?®), tanimlayici istatistiksel degerleri,
gruplarin genel (K-W) ve kontrole gore (M-W) karsilastirmasi.

Zaman (giin)
DENEME 2 8 11 14 17 20 23 26 29 32 35
1 [OrT.H. isd | 15.29%188 | 0250:74.3 | 239.4x116.8 | 601.32459.2 191111359 3407 6£1470.4 12228914 8
min-max 0-40 0-196 75-352 113-1437 700-3564 1436-5400 500-2450
2 | OrT.H.sd 020 7258112 144x 175.6:246.5 190£151.6 717.83:582.27 122289148 1158.3£903
| min-max 0-0 0-32 144-144 14-650 63-446 108-1440 500-2450 500-2475
3 | OrT.H. sd 0£0 49198 24374367 1 1170.5£1181.2 1718.3£2026.9
= min-max 0-0 0-196 0-787 40-2746 126-4000
S|4 | OrT.H.xsd 0£0 16.57£19.6 177£155.60 1173.31446 3 1275.8+1629.8
min-max 0-0 0-40 0-392 0-3902 0-3456
O[5 [OrT.H.sd 0£0 42150.8 170.3:220.6 853.5¢1155.4 920.41910.6 735378.7 10702836
min-max 0-0 0-144 0-600 6-3179 75-2475 196-1080 196-1862
6 | OrT.H.tsd 020 0£0 56.792.44 366.3£318.2 1105:965.6 2256£1566
min-max 0-0 0-0 0-256 40-908 75-2746 126-4000
il i Pis 0,001 0,014 0,380 0,036 0,052 0,114 0,126 0,339
E Pi2/ P13 | ,017/,079 ,025/,222 ,024/,106 ,004/,336
g Z | Pi4y/Prs | ,025/,025 ,060/,268 ,042/,021 ,224/,037
™~ = Pis ,002 ,003 ,008

Bu denemeyi olusturan her bir gruptaki farelerin bireysel tumaér gelistirme
grafikleri Sekil 4.24 — 4.29'da, grup ortalamalarina ait grafikler ise Sekil 4.30 ve
4.31°de verilmigtir. Bu grafikler genel olarak incelendiginde; grup 2, 4, 5 ve 6'da
(grup 1 ve 2’ye gore) timorun ¢ikis zamaninda gecikme, gelisim hizlarinda da
yavaglama oldugu gorulmektedir. Tumor gelisim ortalamalari tGm gruplarda
grup 1’e goére kismen farkli gibi gérlinse de sonugta buatin farelerde tiumor

gelismigtir.
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Deneme: 2, Grup: 1 (Kontrol)

Fare no
6000 —
17
118
211
5000 — 216
234
236
239
4000 240
)
S
§ n=8
5 3000
©
=
5
S
=
F 2000
1000
o —/
T T T T T T T T T
8 11 14 17 20 23 26 29 32
Zaman (gln)
Sekil 4.24. B-16V enjekte edilen farelerdeki timor gelisimi (kontrol grubu).
Deneme: 2, Grup: 2
Fare no
6.000 — 203
——— 204
205
5.000 206
207
—— 208
209
4.000 — 210
n=8

Timér hacmi (mm3)
g
8
|

2.000 —

1.000— /
/ T
_Z’,—Jffr /
o =
T T T T T T T T

8 11 14 17 23 26 32 35
Zaman (gun)

Sekil 4.25. pHM6 enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki timaor gelisimi.
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Deneme: 2, Grup: 3

6.000 —

5.000

4.000 —

3.000

Timdr hacmi (mm3)

2.000 —

1.000—

Fare no

211
212
213
214

n=4

! ! I ! I I
11 17 23 26 32 35

Zaman (gun)

Sekil 4.26. PBS-DOTAP enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki timor

gelisimi.

Deneme: 2, Grup: 4

6.000 —

5.000—

4.000 —

3.000—

Timadr hacmi (mm3)

2.000 -

1.000—

Fare no

215
216
217
218
219
220
221

n=7

I I I I I I
11 17 23 26 32 35

Zaman (gun)

Sekil 4.27. pHM6mIL-2 enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki timor

gelisimi.
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Deneme: 2, Grup: 5

Fare no
6.000 — 202
223
224
5.000 225
’ 226
227
228
4.000 —
& n=7
IS
E
g 3.000
©
=
h
0
IS
Hs )
=
2.000
1.000—
o /—/—

I I I I I I T
8 11 17 23 26 32 35

Zaman (gun)

Sekil 4.28. pHM6mLys enjeksiyonundan 2 guin sonra B-16V enjekte edilen farelerdeki timdr
gelisimi.

Deneme: 2, Grup: 6

Fare no

229
230
231
232
233
234
235

6.000 —

5.000 —

4.000 — n=7

Timdr hacmi (mm3)
g
8
]

2.000 —

1.000—

T T T T T T T
8 11 17 23 26 32 35

Zaman (gun)

Sekil 4.29. pHM6mIL-2 + pHM6mLys enjeksiyonundan 2 giin sonra B-16V enjekte edilen
farelerdeki timor gelisimi.
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Deneme: 2

Grup
4000 — 1
—_— 2
— 3
4
5
3000— 6
= n=6
IS
E
E
o
8
.5 2000
1S
E
©
£
©
©
b=
o
1000—
v
0_
T T T T T T T T T T
8 11 14 17 20 23 26 29 32 35
Zaman (gun)
Sekil 4.30. Deneme 2’deki gruplarin karsilastirmasi.
(Her 6lgiim zamani igin her grubun hacim ortalamasi alinmistir)
Deneme 2
8000
Grup
[ K
7000— 2
[ K]
[ B
6000— D 5
W
& 5000—
£
E
§ 4000—
©
<
5 N
£ 3000—
'_
2000—
1000—
i |
—— meag oL g o " "

I I I I I I
8 11 14 17 20 23

Zaman (Giin)

Sekil 4.31. Deneme 2’in grup karsilastirmasi (box plot).
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Deneme 3 sonuglari;

Deri altina transfekte B-16V hcrelerinin (B-16VpHMG6, B-16VpHM6mIL-2 ve B-
16VpHM6mLys) enjekte edilmis oldugu bu deneme de timoér hacimlerindeki degisim
Cizelge 4.4'de, bu degisimlere ait grafikler ise Sekil 4.31 - 4.37'de verilmistir. Tablo
incelendiginde, 29. ve 35. glnler hari¢ grup karsilastirmalarinin (K-W) oldukga anlamli
(K-W testi, p <0.03) oldugu goérilmektedir. Her grubun kontrole gore karsilastirmalari

da (M-W) benzer sekilde anlamli olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4. Deneme 3’den elde edilen veriler ve analizleri.
Gruplara ait 8-41. ginlerdeki ortalama timoér hacimleri (mm3), tanimlayici istatistiksel degerleri
ve gruplarin genel (K-W) ve kontrole gore (M-W) karsilastirmasi.

Zaman (giin)
DENEME 3 8 1 14 17 20 23 26 29 32 35
1 [OrT.H.2sd 15.3£18.7 | 92.5:74.3 | 239.4:116.8 | 601.3t459.2 | 1976194540 | 1911%1136 | 3407.6£1470 2560% 2000
min-max 0-40 0-196 75-352 113-1437 5-4800 700-3564 | 1436-5400 2569-2569 4000-4000
| 2 [OrT H zsd 3477 106.4£131.4 | 415.2t641.6 | 207.4:179.5 | 763.7£1061 | 10081461 | 695.8:764.8 | 429.5t484.82 | 703.6:1316 | 410.4£759
< min-max 0-40 0-464 0-2813 0-550 0-4860 0-6000 0-2250 0-1372 0-3610 0-1764
| 4 [OrT H zsd 0£0 149513 | 66.8£172.7 | 159.6336.6 | 314.3:576.7 | 303.4:4444 | 6252:1178 | 570.9t1152.35 | 306.5:497.2 | 564.4:1087
S min-max 0-0 0-257 0-750 0-1495 0-2250 0-1584 0-3945 0-4800 0-1690 0-3613
g 5 | OrT.H.sd 0£0 0.2:0.8 291235 10.5£35.23 | 69.3t151.2 | 116.74235 | 162.6t406.9 | 417.2£765.6 | 268.2£688.5 | 160.8:496
min-max 0-0 0-4 0-126 0-180 0-600 0-968 0-1368 0-2475 0-2601 0-2025
6 | OrT.H.xsd 0£0 4.3t15.4 28+40.4 83.7:299.4 | 48.7%121 91.3:188 | 64.24:144.9 | 209.2£409.8 21285271 | 63.4181.3
min-max 0-0 0-73 0-567 0-1467 0-500 0-726 0-588 0-1568 0-2176 0-700
é = Pis 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,116 0,039 0,073
X
=3
z P12/P1a 1229/,00 ,808/,001 787/,003 ,083/,002 ,089/,006 ,0447,001 ,002/,004
zl =z P, /P ,00/,00 ,000/,000 ,000/,001 ,000/,000 ,000/,000 ,000/,000 ,000/,000
o| 1-5/F16

Bu denemeyi olusturan her bir gruptaki farelerin bireysel tumor gelistirme
grafikleri Sekil 4.32 — 4.36’de, gruplardaki ortalama tumor gelisimleri ise Sekil
4.37 ve 4.38’de verilmistir. Gruplar genel olarak incelendiginde, farelerin bluyuk
bir cogunlugunda kontrole gore tumor ¢ikis zamaninda gecikmeler ve gelisim
hizlarinda da yavaglama oldugu ve bazilarinin ise hi¢ tumor gelistirmedigi
goOrulmektedir.

Ayrica, bu denemedeki gruplara enjekte edilen tumor hicre hatlari, timoér
gelistiren ve gelistirmeyen fare sayilari, timor gelistrme % oranlari ve bu
verilerin anlamlilik analizleri Cizelge 4.5’de verilmistir. B-16V ve B-16VpHMG6
hacreleri kontrol kabul edilerek yapilan ikili kargilagtirmalarda tam gruplar
arasindaki farkin (P14, P15, P16, P24, P2s ve Psg) ¢cok anlamli oldugu

gorulmektedir.
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Cizelge 4.5. Deneme 3’deki gruplarin timor gelistirme oranlari.

Fare sayisi Tiimér geligtirme Onemlilik
Enjekte edilen hiicre hatti Denemeye alinan Tumorli/timorsiiz % orani (ki-kare testi)
1. B-16V 90 90/0 100 Pio=1

2. B-16VpHM6 30 30/0 100 P14 <0,0001
4. B-16VpHM6mIL-2 25 17/8 68 P15 < 0,0001
5. B-16VpHM6mLys 29 14 /15 48 P16 <0,0001
6. B-16V pHM6mIL-2 + 27 14713 51 P,.4 < 0,0008
B-16VpHM6mLys P25 < 0,0001

P,.6 < 0,0001

Deneme 4 sonuglari;

Deneme 3’de timor gelistirmeyen farelere tekrar B-16V hicrelerinin
enjekte edilmis oldugu bu grupta (challange), 65 gunluk takip suresince sag
kalan farelerin hi¢ birinde tumor gelismedigi saptanmigtir. Bu sonug, farelerde

koruyucu immunite gelistigini de gostermektedir.

Deneme: 3, Grup: 1 (Kontrol)

Fare no
6000 — 117
— 118
211
5000 — 216
— 234
236
239
4000 — 240
)
S n=8
E
g 3000 —
©
=
:5
1S
e )
=
2000 —
1000
0 —///

T T T T T T T T T
8 11 14 17 20 23 26 29 32

Zaman (gun)

Sekil 4.32. B-16V enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi (kontrol grubu)
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Deneme: 3, Grup: 2

6000 —

5000 —

4000 —

3000 —

Timdr hacmi (mm3)

2000 —

1000—

8 11 14 17 20 23 26 29 32 35
Zaman (gin)

Sekil 4.33. B-16VpHMG6 enjekte edilen farelerdeki timaor gelisim grafigi.

Deneme: 3, Grup: 4

6.000—

5.000 —

4.000 —

3.000 —

Timér hacmi (mm3)

2.000—

1.000—

I ! ! ! I ! ! I ! !
8 1 14 17 20 23 26 29 32 35

Zaman (gun)

I I
38 41

Fare no
29
30
31
32
33
34
35
36
37
— 38
99
100
101
154
155
156
158
159
160
161
162
163
164
165
166
— 167
168
169

n=28

Fare no
—— 39
40
41
42
43
— 44
45
46
47
— 48
49
50
— 102
103
—F— 104
105
— 106
137
138
139
140
154
155
156
158
— 159

n=26

Sekil 4.34. B-16VpHM6mIL-2 enjekte edilen farelerdeki tumdr gelisim grafigi.
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Deneme: 3, Grup: 5

Fare no

52
6000 — 53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
107
108
109
110
111
141
142
143
144
145
146
160
161
162
163
— 164

5000 —

4000 —

3000—

Timdr hacmi (mm3)

2000 — \/

1000

— T T T T T T T T T T 1 _
8 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 n=29

Zaman (gun)

Sekil 4.35. B-16VpHM6mLys enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.

Deneme: 3, Grup: 6
Fare no

65

6.000 —
67

69
5.000 — —— 70
71
72
73
4.000 —
75
112
—_— 113
114
3.000 115
116
—_— 147
—— 148
2.000 — 149
—_— 150

151
—F 152

153

165

166
— 167
e — — 168
7 — =
0—

169

Timor hacmi (mm3)

1.000—

I ! ! ! ! I ! I I ! ! ! =
8 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 n=28

Zaman (gin)

Sekil 4.36. B-16VpHM6mIL-2+B-16VpHM6mLYys enjekte edilen farelerdeki timor gelisim grafigi.
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Deneme: 3

4000 —

3000 —

2000 —

Ortalama timdr hacmi (mm3)

1000

o0 NN o

n=5

T T I T T T
14 17 20 23 26 29

Zaman (gin)

T T T T
32 35 38 41

Sekil 4.37. Deneme 3’Un grup karsilastirmalarina ait grafik.
(her bir zaman araliginda ortalama hacimler alinarak)

Deneme 3
8000
Grup
| K
7000— 02
B
5
6000— 0l
Ms
@ 5000—
€
£
§ 4000—
®©
N
S 3000—
F- —
2000—
1000—
e NN Lo [
1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1
8 1 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41

Zaman (Gun)

Sekil 4.38. Deneme 3’Un grup karsilastirmalari (box plot)
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Yasam Analizlerine ait sonuclar

Her bir denemenin gruplari arasindaki Kaplan Meier (K-M) log rang yasam
analiz sonuglari Cizelge 4.6 — 4.8’de, yasam fonksiyon grafikleri ise Sekil 4.39 - 42’de
verilmistir. Gruplarin kontrole (grup 1) gore karsilastirmalarinda p < 0.05 bulunanlar
anlamli kabul edilmistir

Deneme 1'deki grup karsilastirmalarinin yer aldigi Cizelge 4.6 ve Sekil 4.39
genel olarak incelendiginde grup 3 ve 6 hari¢ farklarinin anlamli oldugu goérilmektedir
(K-M: P45, P44, Pys , P < 0.06). Kontrol haric diger gruplar kendi aralarinda

karsilastirildiginda ise yasam uzunluklari bakimindan fark olmadigi gérilmektedir.

Cizelge 4.6. Deneme 1’in yagsam analizine ait p degerleri tablosu.

Deneme 1 Gruplar
1 2 3 4 5
2 0,0337
5 3 0,0873 0,4894
= 4 0,0266 0,7230 0,4419
1G] 5 0,0648 0,3901 0,8635 0,3789
6 0,1121 0,4029 0,7391 0,6446 0,8425
Deneme: 1
1,0 Grup
_1 ——
0,9 L —2 5
3 ——6
0,8
0,7
@
< 0,6
©
g
© 0.5
©
>
@ 0,4
T
0,3
0,1
0,0
T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45

Zaman (gun)

Sekil 4.39. Deneme 1’deki gruplarin yasam-fonksiyon grafigi.
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Deneme 2’'deki grup karsilastirmalarinin yer aldigi Cizelge 4.7 ve Sekil
4.40 genel olarak incelendiginde grup 2 ve 6’nin kontrole (grup 1) gore
farklarinin anlamli oldugu gorulmektedir (K-M: P12, P15, P < 0.05). Kontrolin
diger gruplarla ve diger gruplarin kendi aralarindaki karsilastiriimalarinda ise

yasam uzunlari bakimindan fark olmadigi gorulmektedir.

Cizelge 4.7. Deneme 2’in yasam analizine ait p degerleri tablosu.

Deneme 2 Gruplar

1 2 3 4 5
0,0536
0,3818 0,4985
0,1063 0,8493 0,6953
0,0865 0,8203 0,6563 0,9731
0,0120 0,7706 0,3423 0,8900 0,9716

Gruplar
oo A~WN

Deneme: 2

Grup

—2

—
—5

Hayatta kalanlar
o o
T T

o
w
|

o
)
|

o
i
|

f=}
o
|

| | | | |
15 20 25 30 35

Zaman (glin)

Sekil 4.40. Deneme 2’deki gruplarin yasam-fonksiyon grafigi.
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Deneme 3’deki grup karsilastirmalarinin yer aldigi Cizelge 4.8 ve Sekil
4.41 genel olarak incelendiginde ise butln gruplarin kontrol gruplarina (grup 1
ve 2) gore yasam uzunluklari arasindaki farklar oldukga anlamli olarak
bulunmustur (K-M: P14, P15, P1s ve Pa4, Pas, Paog, P < 0.02). Kontroller hari¢
diger gruplar kendi aralarinda kargilagtirildiginda ise yasam uzunluklari

arasinda fark olmadigi goértlmektedir.

Cizelge 4.8. Deneme 3’in yagam analizine ait p degerleri tablosu

Deneme 3 Gruplar
1 2 4 5
- 2 0,3818
s 4 0,0206 0,0017
g 5 0,000 0,000 0,0812
6 0,0002 0,0000 0,2125 0,6509
Deneme: 3
Grup
107 T 1 — 1
N —2
0.9 —_—
—35
0,8 —6
-+ 4-censored
0.7 -+ 5-censored
o -+ 6-censored
©
T 0,6
®
©
X s 1
O]
g
-If__U 0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

I I I I
10 20 30 40

Zaman (glin)

Sekil 4.41. Deneme 3’deki gruplarin yagsam-fonksiyon grafigi.
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Deneme 3’Un 4, 5 ve 6. gruplarinda tiumor gelistirmemis olan farelere B-
16V enjeksiyonu yapilmasiyla deneme 4 olusturulmus ve 65 gun sureyle takip
edilmigti. Sekil 4.42’de, bu takip suresince farelerin yasam fonksiyon grafigi yer
almaktadir. Grafik genel olarak incelendiginde enjeksiyondan sonraki ilk 10 gun
icinde her U¢ grupta da oOlumler oldugu ancak, deney sonlandirilana kadar
geriye kalan butun fareler yasadigi icin dmur uzunluklari arasinda fark olmadigi

goOrulmektedir.

Deneme: 4
Grup
1,0 4
—5
—6
~+ 4-censored
~+ 5-censored
0,8 -+ 6-censored
=
©
c 0,6
©
@
X
©
=
[
>
®© 0,4
I
0,2
0,0
T I I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman (glin)

Sekil 4.41. Deneme 4’e alinan (challange) Deneme 3 gruplarinin yasam-fonksiyon grafigi.
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5. TARTISMA

Savunma sistemi tarafindan 6zelligi degismis ve organizmadaki yapilarin
uyumunu bozma egilimine girmig olan hucrelerin taninip zarar vermeden
ortadan kaldirilmasina ve bir ¢gok patojen ve neoplastik hicrelere karsi koruma
saglanmasina ragmen bu sistemin denetiminden kurtulan istenmeyen hicre
tipleri de ortaya cikabilmektedir. immiinolojik calismalarin, codu savunma
sisteminden kagmig olan bu hucrelerin uygun immun uyarimlarla taninip yok
edilmesini (immunotedavi) amaglamis ve yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma ile de
tumor hicrelerinin immin sistem elemanlari tarafindan ortadan kaldirilabildigi
gOsterilmistir.  Bu amacgla yapilan c¢aligmalar igin literatirlerde kanser
immunotedavisi, kanser gen tedavisi veya kanser DNA asisi gibi tanimlamalar
kullaniimaktadir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi IL-2 hem DNA asisi hem de
protein formunda, lizozim ise yalnizca protein formunda hayvan modelleri
Uzerinde kanser tedavisi amaciyla kullaniimistir. Gaglid immuanstimalatér olan
sitokinlerin protein formlarinin yuksek dozda verilmesi gerektiginden ciddi toksik
etkiler olugturdugu bildiriimektedir. Halbuki sitokin genlerinin gen tedavi
yaklasimlariyla kullaniimasi durumunda Uretimin lokal kaldigi ve sistemik
toksisiteyi azalttig1 ayrica etkisinin de daha uzun sureli oldugu tespit edilmistir.
Sitokin genlerinin IL-2 dahil 10 kadarinin fare modellerinde ve insan kanser
tedavisinde kullanildi§i da bildirimektedir'.

Bu tez calismasinda, B-16V melanoma hucrelerine kargi immun yanit
olusturabilmek amaciyla IL-2 ve lizozim genleri pHM6 ekspresyon vektorine
klonlanmis ve elde edilen rekombinant plazmit DNA’lar B-16V melanoma
hicrelerine karsi Uug¢ degisik sekilde uygulanmigtir. Daha dnce lizozimle yapilan
calismalar arasinda DNA asisi seklinde uygulamalara rastlanmadidi igin,
lizozim geninin immuanotedavi amaciyla DNA asisi formunda kullaniimasi bu
c¢alismada ayri bir 6neme sahip olmustur. IL-2'nin kullanilma amaci ise, daha
once de belirtildigi gibi, hem lizozimle birlikte olusturabilecekleri bir anti-timoral
etkiyi degerlendirmek hem de lizozim c¢alismalarina referans olusturmak

olmustur.
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Calismanin IL-2 ve lizozim genlerine ait cDNA’larin elde edilmesi
asamasinda lizozimde herhangi bir sorun yagsanmazken, IL-2 cDNA’sI degisik
alternatiflerde  denenmesine ragmen elde edilememigtir (RT-PCR
amplifikasyonu olmamistir). IL-2 cDNA'sI elde etmekteki guglugun izole edilen
total mRNA icinde IL-2 mRNA’si bulunmadigindan kaynaklandigi
disundlmustar. IL-2 geninin her zaman aktif olmadigi, ancak bazi uyarimlarla
aktive oldugu ve ozellikle foétal donemin 14-17. gunlerinde ¢ok kisa bir sureyle
aktif oldugu®®® bilgileri de bu disiincemizi giiglendirmistir. Bu durumda IL-2
MRNA’sini izole etmek c¢ok daha &zel bir deneyim gerektirece@i igin IL-2
cDNA’sinin klonlu oldugu bir plazmit (pUMVCmIL-2) satin alinmasi tercih
edilmis ve PCR amplifkasyonunda kalip DNA olarak bu plazmit kullaniimistir.

Bir diger sorun da genlere ait PCR drunlerinin (ORF dizilerinin) pHMG6
vektorine ligasyonunda yasanmistir; pHM6 ve PCR Urlnleri Kpn | ve Eco RI
enzimleriyle kesim reaksiyonuna alinip reaksiyon sonrasi gerekli aritmalar
yapildiktan sonra ligasyon reaksiyonuna alindigi (ve dedisik alternatifler de
denendidi) halde ligasyon gerceklesmemistir. Yapilan kontrolli c¢alismalar
sonunda bu sorunun genlere ait PCR urunlerinin Kpn | ve Eco RI restriksiyon
enzimleriyle  kesilmemig/tam kesilmemis  oldugundan kaynaklandigi
anlasiimistir. Hatirlanacagi gibi, klonlama igleminin vektor molekulune dogru
yonde yerlestiriimesini saglamak igin, hazirlanan primer dizilerinin 5’ uglarina bu
iki enzime ait tanima dizileri de ilave edilmisti. Katalog bilgilerinde Kpn | ve Eco
RI enzimlerine ait tanima dizilerinin DNA pargalarinin uglarinda olmasinin sorun
olmayacagi yoniinde bilgi yer almis olsa da®', bazi faktérlerin etkin bir kesim
yapilmasini engelliyor olabilecegi anlasiimistir. Ancak, alternatif bir yol
denenerek (6nce pBluescript plazmidine sonra pHMG6’ya klonlama) bu sorun
¢6zimlenmistir (PCR, pfu DNA polimerazla yapildigi icin Grin kit uglu
oldugundan, pBS’e kit uclu olarak klonlama ve daha sonra da Kpn | ve Eco RI
kesimlerinin elde edilen bu rekombinant vektor Uzerinden yapiimasiyla sonunda

ligasyonlar beklendigi gibi gergeklesmisgtir.

Rekombinant plazmitler Gzerinden yapilan PCR amplifikasyonlarinda
elde edilen Urunlerin 5 ayri enzimle kesilerek yapilan RFLP analizleri ve ayrica

rekombinant plazmitler Uzerinden yapilan dizi analizlerinin referans dizilerle
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(‘ncbi’in Gene bank’ veri tabanindan alinan fare IL-2 ve Lys gen dizileri ile)
kiyaslanmasi klonlanan gen dizilerinin dogru oldugunu gostermigtir. Diger
taraftan klonlanan gen dizilerinin vektor molekilu Uzerindeki promotorun onlne
dogru bir sekilde yerlesmis oldugunun gosteriimesi de gerekmektedir.
Rekombinant vektorin Kpn | ve Eco Rl kesimlerinin agaroz jel elektroforezleri
genlerin dogru bir sekilde yerlesmis oldugunu da (Kpn | tanima dizisi genlerin 5,

Eco Rl ise 3’ ucunda oldugunu) gostermistir.

Transfeksiyon ve kitle i¢i enjeksiyon uygulamalarinda kullanilacak olan
plazmit DNA'nin endotoksinsiz, buylk oranda slUper-sarmal formda ve saf
(OD2s0280 = 1.8) olmasi gerekmektedir. Bakteriyel endotoksin veya diger
kontaminantlari iceren plazmit DNA transfeksiyon verimini digurmekte ve
hiicrede toksik etki olusturabilmektedir®® % 8 8 Bahsedilen kalitede plazmit
DNA izolasyonu igin gelistiriimis olan 6zel kitlerden biri (GeneElute, Sigma)
kullanilarak; pHM6, pHM6mIL-2 ve pHM6mLys plazmitleri ilgili konakgi bakteri
kulturlerinden elde edilmigtir. Rutin olarak kullanilmakta olan izolasyon yontemi
ve kitle yapiimis olan izolasyonlara ait Sekil 4.9°da verilmis olan agaroz jel
goéruntisu incelendiginde, kitle yapilan izolasyonlarda super-sarmal plazmit
formu oraninin oldukca fazla oldugu gértlmektedir. Ayrica kit iceriginde bulunan
‘Endotoxin removel’ soliisyonu ile bakteriyel endotoksinler aritiimaktadir. izole
edilen plazmitlerin OD2go/280 nm'deki spektrofotometrik degerlerinin de (OD2gso/280
= 1.8 + 0.02) standart de@erler (ODgso1280 = 1.8) civarinda olmasi DNA’larin
transfeksiyon  kalitesinde oldugunu godstermektedir (data bulgularda

verilmemigtir).

Ydéntem ve bulgularda da bahsedildigi gibi (Bolim 3.4.1 ve 4.4.1), mevcut
iki hacre hattindan B-16V'nin tercih edilmesinin nedeni; B16-FO’in her iki fare
irkinda da ayni sekilde timar gelistirmis olmasidir. Halbuki her iki hicre hatti da
C57BL/6 irki fareden elde edildigi icin sadece bu irka 6zgun olmasi yani
balb/c’de timor gelistirmemesi beklenmekteydi. B-16V icin durum beklendigi
gibi olmus ve balb/c’'de olugsan tumor 13. gunde kaybolurken digerlerinde
bdyimeye devam etmistir. Bu sonugclar B-16V’nin irka spesifik olduguna isaret
ettiginden tez calismasinin amacina daha uygun olacagi disunudlmus ve hicre

hatti olarak B-16V, fare irki olarak da C57BL/6'nin kullanilmasina karar
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verilmigtir. Diger taraftan B16-FO hattinin olmasi gereken irka 6zgunligunidn
neden kayboldugu hakkinda bir yorum yapabilmek igin ise detayli immunolojik

caligsmalar gerekmektedir.

Hucre kudltarlerine pHM6LacZ plazmidi kullanilarak yapilan lipozomal
transfeksiyon ve [(-galaktozidaz aktivitesi agisindan histokimyasal boyama
calismalarinda transfeksiyon veriminin, literatir ve foylerdeki bulgulara (%1-
10)%® uygun oldugu (%3-4) saptanmistir. Ancak pHM6LacZ plazmidi ile
transfekte (B-16VpHM6LacZ) hicre hattinda B-galaktozidaz aktivitesi tespit
edilememesi (bu hucrelerin hepsi teorik olarak pHM6LacZ plazmidini tasiyor
olmasi gerektigi halde) transfeksiyon verimi daha yuksek olsa bile
ekspresyonun hucre iginde olmasinin (dolayisiyla her bir hlicreye ge¢cmis olan
plazmit sayisinin) boyama sonucuna yansimis olabilecegini disundirmusgtur.
Bu dusunceyi B-16VpHM6mLys hicre hattinda lizozim aktivitesi tespit
calismasinda karsilagilan durum da desteklemektedir. $oyle ki; bu hicre
hattinin lizozim aktivitesini tespit etmek i¢in dreme sivisinin M. luteus yayllmis
olan plaklara damlatildigi c¢alismalarda her zaman benzer aktivite tespit
edilememis, edilse bile ekspresyon diizeyine (yani hlicre iginde bulunan plazmit
sayisina) bagh olarak sonucun da (kagit disk etrafinda M. luteus Uremesinin
engellenmesine bagli acikligin) cok zayif oldugu goézlenmistir. Cunku ne kadar
urlin varsa o kadar da aktivite gdzlenmesi beklenmektedir. pHM6 plazmidi
hicre icinde epizomal (replikasyonu kromozomal DNA ile eszamanli ancak
bagimsiz) olarak bulunmakta ve kopya sayisi birden fazla olmakla birlikte kag
adet oldugu da tam olarak bilinememektedir. Bu baglamda sdyle bir yorum da
yapilabilir; mevcut plazmidin sentromeri olmadigindan ve B-16V gibi ¢ok hizli bir
sekilde bolunen hucrelerde ogul hucrelere gecerken kopya sayisi azalmig veya
bazi hucrelere hig aktariimamig da olabilecektir. Secici ajanin (Genetisin)
bulundugu kualtdr ortamlarinda bu hucreler bir middet sonra dlecek olmasina
karsin yine de o anki hlcre popullasyonunda belli bir oranda bulunacaktir.
Ortam sivisinin enzimatik aktivitesinin (lizozim agisindan) farkli denemelerde
farkh olmasi pHM6mLys plazmidini icermeyen hicre populasyonun varligina

baglh bir durumdan da kaynaklaniyor olabilir.
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Tumor igine lipozom-DNA kompleksi enjeksiyonlarinin yapiimis oldugu
‘Deneme 1’ sonuglarinin beklenen sekilde gerceklesmemesi (bilindigi gibi, bu
c¢alismanin amaci olusan tumor kitlesini pHM6mIL-2, pHM6mLys ve bunlarin
kombine kullanimlariyla regrasyona ugratmakti) yukarida bahsedilen
transfeksiyon azlhigi, plazmit dagihmi ve kopya sayisina bagli nedenlerden
olabilecegi dusunulmektedir. pHM6LacZ plazmidinin tumor kitlesi igcine yapilan
enjeksiyonundan bir gun sonra tumor kitlesinin gikartilip ‘frozen’ kesitlerinin
alinarak histokimyasal boyamasinin yapildigi bir denemede p-galaktozidaz
aktivitesi tespit edilememesi transfeksiyon veriminin doku ic¢inde dismus
oldugunu gdstermektedir. TUmor igi enjeksiyonlarda karsilasilan diger bir sorun
da enjeksiyon uygulanan timoér dokularinin gogunlugunda (plazmit tlriine bagli
olmaksizin) igne batirilan yerde tumorun yaralanmasi ve zamanla buralarda
delinmelerin olusmasidir. Bu deneme gruplarinin bireysel tumor gelisim grafikeri
ve istatistiksel analiz sonuglarina bakildiginda grup 2, 4, 5 ve 6’daki farelerin
tumor gelisimlerinde kontrole goére kitle ici enjeksiyonun 26. gunune kadar
belirgin farklar oldugu ancak bu farkin daha sonra ortadan kalktigi
gorulmektedir. Bu sonucun enjekte edilen plazmitlerin transfeksiyon verimlerinin
¢ok dusuk olmasindan kaynaklanmis olabilecegi disunulmustar. Diger taraftan
bu gruplardaki bazi farelerin timor gelisimlerinin kontrole gére oldukga yavas
seyrettigi de gorulmektedir . Bu durum enjekte edilen plazmitlerin etkisinden
olabilecegi gibi tUmordeki yaralanmalardan dolayi da tumoér kugulmus olabilir,
¢unkl fare izlem formlarina bakildiginda tumor yaralanmalarinin ¢ogu tumor
hacimleri kiguk olan bu farelerde gorulmektedir. Ancak, 41 gunlik gdzlem
sonunda bu gruptaki farelerde timoér kaybolmasi olmamakta ve yasam sureleri
de kontrole gore farkli olmaktadir (Sekil 4.37). IL-2'nin adenoviris ve plazmit
tabanli vektorler ve farkh transfeksiyon yontemlerinin kullanildidr degisik
calismalarda %42-%80'e varan oranlarda tumor regrasyonu gozlendigi
bildirimektedir®''. Bu denemede muhtemelen yukarida bahsedilen nedenlere

bagli olarak literatur bulgularina yakin bir sonug elde edilememistir.

Melanoma hucreleri enjeksiyonu oncesi farelerin deri altina plazmit
DNA’larin  (pHM6, pHM6mIL-2, pHM6mLys ve kombinasyonu) enjekte

edilmesiyle plazmitlerin tasidigi genlerin bu bolgede eksprese olmasi ve etkin
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bir immUn yanit icin hazir hale gelmesi planlanmistir. Bu denemeden elde
edilen sonuglar ve timor gelisim grafikleri, timoér c¢ikis zamani ve gelisiminin
kontrole gore kismen farkli olduguna igaret etmektedir. Bu farklilik beklentilere
uymakla birlikte sonugta butin farelerde tUmor gelismis olmasi yine
transfeksiyon veriminin ve dolayisiyla da ekspresyonlarin zayif olmasina bagl
olabilecegini distindirmektedir. Sekil 4.24’e bakildiginda pHM6 enjekte edilmis
olan 8 fareden 5’'inde tumoér ¢ikis zamaninin enjeksiyondan sonraki 20. gune
kadar uzadigi gorulmektedir (timoér olusumu genelde 8-11. gunlerde
olmaktadir). Bunun nedeni kullanilan plazmidin bakteriyel kaynakli olmasina
bagli olabilir, ¢unklu bakteriyel DNA dizileri immuniteyi bir dereceye kadar
uyarabilmektedir®°. Diger plazmit enjeksiyonlarinda pHM6'ya gére farkli bir
durum gozlenmemesi rekombinant plazmitlerdeki IL-2 ve Lys genlerine bagli

ilave bir etkinin olugsmadigina da igaret edebilir.

Transfekte hicre hatlarinin kullanildi§gi deneme 3 ve 4’den elde edilen
sonuglarin her yonuyle anlaml ve beklentilerle ve de literatir bulgulariyla
kismen uyumlu oldugu saptanmistir. Bu denemeden elde edilen veriler ve
analizlerine ait bulgular butin gruplarda (grup 2’de kismen) kontrole goére
oldukga anlamli farklar gostermistir. Bu gruptaki en anlamli bulgu ise IL-2 ve Lys
genlerini tagiyan plazmitlerle transfekte hicre hatlarinin belli oranlarda (Cizelge
4.5) hi¢ tumor gelistirmemis olmasidir. Halbuki hem hucre kontrol (B-16V) hem
de plazmit kontrol (B-16VpHM®6) olarak kullanilan hucreler %100 oraninda
timor olusturmustur. Diger taraftan bu grupta timor gelistirmeyen farelere 41
gun sonra B-16V hucreleri enjekte edilmesi (deneme 4) ve 65 gunlik takip
suresince yine tumor olusmamasi ve yasam analiz sonuglarinin da kontrollerine
g6re anlaml sekilde farkli olmasi bu farelerde koruyucu immdunitenin gelismis

oldugunu gostermesi agisindan ayri bir Gneme sahiptir.

Denemelerin tamaminda olmasa da 3. ve 4. denemelerden elde edilen
sonuglar lizozimin  DNA asisi  formunda tumor immunotedavisinde
kullanilabilecek bir molekul oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, insan
tiumor hdcreleriyle yapilacak bir g¢alismada bu sonuglarin daha da anlamlh
olacagini dusunebiliriz ginkd kullanilan pHM6 vektoriundeki CMV promotorunun

fare hiicrelerinde 50-100 kat daha yavas calistigi bildirilmektedir'®. Lizozimin
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tumor hucrelerinde daha yuksek duzeyde sentezlenmesi tumorijenitesini
arttirabildigi gibi normal hucrelerde yuksek duzeylerde eksprese ettiriimesi ile
de hucredeki olasi bir 6zellik degisiminin immun sistem tarafindan daha kolay
taninabilmesini saglayabilecektir. Ayrica canlida sistemik lizozim miktarindaki

34-37

artis immun sistemi uyarimda tutacagindan anormal hucrelere karsl daha

etkin bir savunma yapabilmesini saglayabilecektir.
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6. SONUGLAR ve ONERILER

6.1. Sonuglar

Fare interldkin-2 ve lizozim genlerinin (as1 formunda) immunotedavi

amach kullanmak Uzere pHM6 memeli plazmit vektorine klonlanarak B-16V

melanoma hucrelerine aktarilmasi ile ilgili bu tez galismasinda su sonuglar elde

edilmistir:
1.

Fare interlokin-2 ve lizozim genleri pHM6 memeli ekspresyon
vektorine klonlanmis ve rekombinant plazmitler pHM6mIL-2 ve
pHM6mLys olarak isimlendirilmigtir.

Plazmitler E. col’ye aktariimig, gliserol stoklari olusturulmus, ve
bakteriyel kultarlerden endotoksinsiz plazmit DNA izolasyonlari
yapimigtir.

B-16V melanoma hidcre hattinin kaltira yapilmis ve kriyo banklari
olusturulmustur.

pHM6/acZ plazmitleri kullanilarak B-16V hucrelerine in vitro kontrol
transfeksiyonlari yapilmis ve histokimyasal boyama yontemi ile p-
galaktozidaz aktivitesi belirlenmigtir.

Plazmit DNA’lar (pHM6, pHM6mII-2 ve pHM6mLys) B-16V
hdcrelerine in vitro lipozomal transfeksiyonla (ayri ayri) aktariimig ve
G418 igeren ortamda yaklasik 20 gun sureyle Uretilerek transfekte
hicrelerin secilimi saglanmis ve elde edilen transfekte hicre hatlari
B-16VpHM6, B-16VpHM6mIL-2 ve B-16VpHM6mLys olarak
isimlendirilmigtir.

B-16V hucreleriyle C-57BL/6 fare irklarinin deri altinda solit tumor
kitleleri olusturulmus ve bu kitleler icine plazmit DNA-lipozom
komplekslerinin enjeksiyonu yapilimigtir.

B-16V hucreleri enjekte edilen farelerde tumor gelisme orani %100
olarak tespit edilmigtir (90/90).
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8. Anti-timdral etkinin degerlendirilebilmesi igin, toplam 277 farenin

kullanildigi ve 15 gruptan olusan dort ayri deneme planlanmis olup

denemelere ait genel sonugclar su sekildedir (denemeler ve gruplarina

ait detaylar Cizelge 3.6’da verilmistir);

C57BL/6 inbred farelerinin deri altinda B-16V melanoma
hdcreleriyle olusturulmus olan tumor kitleleri igine, IL-2 ve Lys
genleri  klonlanmig olan rekombinant pHMG6 plazmitleri
(PHM6mIL-2 ve pHMG6mLys) lipozomla kompleks olusturularak
enjekte edilmigtir.

Sonug: Tumoér gelisiminde kontrole goére yavaslama olmakla
birlikte timor regrasyonu gézlenmemistir.

Rekombinant  plazmit-lipozom komplekslerinin C57BL/6
farelerinin deri altina enjeksiyonundan iki gun sonra ayni bdlgeye
B-16V hucreleri enjekte edilmis ve tumor olusum ve geligimleri
degerlendirilmigtir.

Sonug: Tumodr c¢ikis zamaninda 17. gune kadar gecikmeler
olmasina ragmen butin farelerde tUmor olusumu gozlenmigtir.
Ayrica tumor buyume surecinin de kontrole gore daha yavas
seyrettigi tespit edilmistir.

Rekombinant plazmit vektorlerin B-16V hucrelerine in vitro
transfeksiyonu sonucu gelistiriimis olan transfekte timor hicreleri
(B-16VpHM6mMIL-2 ve B-16VpHM6mLYys) C57BL/6 farelerinin deri
altina enjekte edilmis ve tumorijeniteleri degerlendirilmistir.
Sonug: B-16V (hiucre kontrol) enjekte edilen farelerin hepsinde
(%100) 8-10. gunlerde tumor olusmustur. B-16VpHMG6 (plazmit
kontrol) enjekte edilen farelerin de hepsinde timoér olusmus
ancak tumor c¢ikis zamaninda gecikmeler gozlenmistir. IL-2 ve
Lizozimle transfekte hlcrelerin tUmor gelistirme oranlar ise, B-
16VpHM6mMIL-2 icin %68 (p<0.0001), B-16VpHM6mLYys icin
%48.3 (p<0.0001), B-16VpHM6mLys + B-16VpHM6mIL-2 icin ise
%50.8 (p<0.0001) olarak tespit edilmistir (tumdrijenitelerinde

onemli derecelerde azalma go6zlenmistir).
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IV. ilk uygulamadan sonraki 40 gun icinde tumor gelistirmeyen
farelere tekrar B-16V hucreleri uygulanmis ve timoér olusum ve
geligimi takip edilmigtir.

Sonug: Sag kalan farelerin higbirinde timor olusmamistir
(koruyucu immunite gelismigtir).

Deneme Il ve IV'den elde edilen sonuglara gore, lizozimin tUumor

hicrelerinde (plazmit yada viral tabanl bir vektor araciligi ile veya

herhangi ajanla ekspresyon duzeyinin arttirlmasi ile) yuUksek
dizeyde salgilatimasi durumunda timér immunotedavisinde

kullanilabilecegi anlasiimistir.

6.2. Oneriler

Gerek maddi yetersizlikler nedeniyle (kullanilan materyallerin pahali,

butce ve zamanin sinirli olmasi) galismaya dahil edilemeyen gerekse calisma

sirasinda olusan Oneri ve dusunceler dogrultusunda ileride yapilmasi planlanan

calismalar agagida siralanmistir:

1.

in vitro kontrol transfeksiyonundaki histokimyasal boyama
sonuglarina bakildiginda ve literatur bilgileri dikkate alindiginda
DOTAP’In  transfeksiyon  veriminin  olduk¢a dusuk oldugu
gorulmektedir (%3-5 gibi). Transfeksiyon verimini yUkseltmek igin
alternatif Grtnler denenebilir.

B-16VpHM6LacZ hlcre hattinda p-galaktozidaz enzim aktivitesi
gozlenemiyor. Bunun nedeni plazmit kopya sayisinin ve dolayisiyla
da sentezlenen B-galaktozidaz miktarinin azalmis olmasina bagl
olabilir. Bu durumu agiklayabilmek igin da vyine ylksek kopya
sayisina sahip farkli vektorler denenebilir.

Kullanilan vektér moleklll hicrede epizomal olarak ¢ogalmakta ve
hidcre bolunmeleri sirasinda sentromeri olmadigi i¢in ogul hucrelere
rasgele gectiginden bazilarina hic ge¢gmemis olabilir. Bu durumda in
vivo kosullarda plazmit icermeyen hicre klonlari da gogalmakta ve

ortama hakim duruma gelebilmektedir (IL-2 ve lizozim ile transfekte
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hicre hatlari enjekte edilen farelerde timoér gelismesi bu duruma
bagli olabilir). Bu sorunu ¢ézmek icin, son zamanlarda sentromer
dizilerini de icerecek sekilde geligtiriimis olan ve ayrica hicre iginde
daha yuUksek kopya sayisina ulasabilecek olan vektor molekulleri
kullanilabilir.

Bu bulgular dogrultusunda, ¢alismalarin daha da anlamli olabilmesi
igin insan lizozim geni ve insan tumaor hucrelerinin kullanildigi deney

modelleri Uzerinde g¢alisilabilir.
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EKLER

EK-1
Kullanilan Solusyonlar ve Hazirlanmasi
Asagida verilen kimyasal ve solusyonlarin hazirlanmasinda kaynak

8 ve ‘Short protocols in Molecular Biology?! esas

olarak ‘Molecular Cloning™®
alinmistir.

Hazirlanan solusyonlar gogunlukla konsantre stoklar halindedir. Calisma

konsantrayonlarina ulastirmak igin M x V4 = M, x V4| formiiliinden yararlanilarak

stoklardan hesaplanan miktarlarda alinir ve genelde bidistile su ile seyreltilir.

M1 = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %).

V1 = Stoktan alinmasi gereken miktar (v).

M, = Calisma (son) konsatrasyonu (M, N veya %).

V, = Hazirlanacak olan ¢ozelti (calisma ¢ozeltisi) miktari (v).
Yuzde hesaplamalarinda ise; gr/ml veya mil/ml (Toplam 100 ml solUsyon iginde
icinde X gr veya 100-X ml icinde X ml) degerleri dikkate alinir.

1.1. Eritrosit Lizis Tampon

Sukroz :0.32 M
EDTA (pH: 7.4) 10 mM
MgCl :5mM
Triton X-100 : %1

Gerekli miktarda hazirlanir ve 4°C'de saklanir.

1.2. Agaroz Jel

Agaroz pahali bir madde oldugu icin Oncelikle jel dokim tablasinin
boyutlari (jel kalinhdi1 da dikkate alinarak) Oolgulur ve hacmi belirlenir.
Hazirlanmak istenen yuzde konsantrasyona gore (6rn. %1'lik), belirlenen hacim
icin gereken miktar agaroz dikkatli bir sekilde tartilir ve erlen igine konur.
Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (Ek 1.15) (1 hacim 5X TBE
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Uzerine 4 hacim saf su ilave edilerek hazirlanir) konarak ates Uzerine alinir ve
eritilir (3-5 saniye kaynamasi yeterlidir). Atesden alinan jel Uzerine son
konsantrasyon 0.5ug/ml olacak sekilde stok EtBr (Ek 1.16)solisyonundan ilave
edilir. Jel sicakligi 45-50 °C'ye (el sicakhdi) geldiginde hazirlanan jel kabina
dikkatli bir sekilde, hava kabarcigi olusturmadan dokulur ve yaklasik 40 dakika
beklenerek donmasi saglanir. Jel elektroforez tankina alinir ve Gzeri 6rtllene
kadar 1X TBE tamponu ilave edilir. Kuyucuk olusturmak igin yerlegtirilen tarak
dikkatli bir sekilde cikartilir. Jel, orneklerin yuklenmesine ve elektroforeze

hazirdir.

1.3. LB (Leuria Bertani) Besi Ortami

1 litre icin

Yeast extract :5gr
Bacto tryptone ;10 gr
NaCl ;10 gr

Yukarida verilen miktarlar 1 litre i¢indir. Hazirlanacak olan hacim igin
gereken miktar igerik orantilanarak tartilir. Manyetik karistirici Uzerinde toplam
hacimden biraz az saf su ile ¢6zulir ve pH'si NaOH ile 7.5'e ayarlanir. Hacim
saf su ile tamamlanir ve erlenlere (erlen hacminin 1/10'u oraninda) paylastirilir.
Erlenlerin agzi pamukla sikica kapatilir ve aliminyum folyo sarilarak
otoklavlanir. Oda sicakliginda uzun sure saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi

olanlar dokulir.

1.4. LB-Agar Besi Ortami

Hazirlanan sivi besi yerine %1.5 oraninda agar katilir ve ayni sekilde
otoklavlanir. Kullanilacak petri kutulari da kagida sarilarak otoklavlanir. Besi yeri
steril kabin icinde petri kutularina paylastirilir ve donduktan sonra stre¢ filmle
sarilarak +4 °C’de saklanir. Saklama siiresi iki haftayl gegmemelidir. Antibiyotik
veya X-gal ilave edilecegi zaman, son konsantrasyonlar dikkate alinarak besi
yeri sicakligi yaklasik 48°C'ye geldiginde ilave edilir ve zaman gegirmeden petri

kutularina paylastirilir. Plaklarin Gzerine ilgili bilgiler yazilarak etiketlenir.
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1.5. Antibiyotikller

a) Ampisilin (25 mg/ml)

istenen hacim igin gereken miktar ampisilin dikkatli bir sekilde tartilir, saf
suda ¢ozulur, bakteriyel filtreden (0.2 um) gegirilerek steril bir sekilde ependorf
tlplere paylastirilir ve -20°C' de saklanir. Besi ortamlarina 35-50 ug/ml olacak
sekilde ilave edilir.

Ampisilin, penisilin tarevi bir madde olup hicre duvari sentezlenmesine
engel olarak bakterinin 6liumune neden olur. Direngli bakteriler tarafindan
sentezlenen B-lactamase, antibiyotigin p-lactam halkasini kopartarak inaktive

eder.

b) Tetrasiklin (12.5 mg/ml)

Etanol/saf su (1/2 v/v) karisiminda 12.5 mg/ml olacak sekilde tetrasiklin
hidroklorid ¢ozliir, ve ependorflara paylastirilarak -20°C'de saklanir. Tetrasiklin
Isida hassas oldugu icin karanlik bir ortamda veya aliminyum folyaya sarilarak
saklanmalidir. Besi ortamlarina 12.5-15 pg/ml olacak sekilde ilave edilir.
Magnesyum iyonlari tetrasiklin igin kuvvetli bir inhibitor madde oldugundan,
tetrasiklin direncli bakteri sec¢imlerinde magnesyum igcermeyen besi ortamlari
(6rn. LB) kullaniimahidir.

Tetrasiklin, ribozomlarin 30S'lik birimlerine baglanarak bakteriyel protein
sentezini onler. Direngli bakterilerin Urettigi bir protein hicre zarini modifiye

ederek antibiyotigin hicre igine alinmasini onler.

1.6. X-gal Hazirlanmasi (20 mg/ml)

istenen hacim icin gereken miktar X-gal dikkatli bir sekilde tartilir ve N-N-
N-N Dimetil formamid iginde ¢ozullr, filtreden geciriimese de olur. Koyu renkli
veya folyo ile sarili siselerde -20 °C' de saklanir. Hazirlanan kati besi yeri 48°C'
ye kadar sogudugunda son konsantrasyon 40 ug/ml olacak sekilde stokdan

ilave edilir.

113



1.7. TNE Tamponu

10 mM Tris pH 7.5 (Ek 1.17)
100 mM NaCl
1 mM EDTA pH 7.5 (Ek 1.18)

istenen hacme gére gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan alinir,
gerekli miktar NaCl tartilir (izeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve 4°C' de

saklanir.

1.8. Lizozim Solusyonu (5 mg/ml)
50 mM Glikoz
50 mM Tris-HCI pH 8.0 (Ek 1.17)
50 mM EDTA pH 8.0 (Ek 1.18)

Once, 25 ml 1 M Glikoz hazirlanir ve filtreden gegirilerek stok olarak
saklanir. istenilen hacimdeki sollisyon igin gerekli Tris, EDTA ve Glikoz
hesaplanir stoklardan alinir ve Uzeri steril saf su ile tamamlanir, otoklavlanmaz,
buz dolabinda saklanir. Kullanilacagi zaman istenen hacimde soltsyon alinir, 5
mg/ml olacak sekilde liyofilize lizozim tartilir iyice vortekslenir ve kullanincaya
kadar buz Gzerinde tutulur. Bu solisyonun her zaman taze olarak hazirlanmasi

gerektiginden, varsa fazlasi atilir.

1.9. SDS Solisyonu
% 1 SDS
0.2 M NaOH
10 ml igin; 0.1 gr SDS ve 0.08 gr NaOH pelleti tartilir Gzerine 10 ml steril
saf su ilave edilir ve iyice (pellet eriyinceye kadar) vortekslenir. Kullanincaya
kadar buz tzerinde tutulur ve fazlasi atilir.
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1.10. 3 M Na-Asetat (pH 4.8)

Hazirlanmak istenen hacimde 3M olacak sekilde Na-asetat tartilir ve

magnetik karistirici Uzerinde bir miktar suda ¢ozulur. Glacial asetik asit ile pH

4.8'e ayarlanir ve hacim su ile tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra oda

sicakliginda saklanir.

1.11. Fenol Hazirlanmasi

Fenol, fosfodiester baglarini kiran ve DNA-RNA arasinda ¢apraz baglar

olusumuna neden olan oksidan urunlerden (6rn. quinonlar gibi) arindiriimig

olmalidir. Bu igslem 160 °C'de distilasyonla yapilir. Satin alinan kati fenol distile

edilmis olmalidir. Kati fenol asagida verilen uygulama ile kullanima hazir hale

getirilir:
1-

Kati haldeki (distile edilmis) fenolden hazirlanacak miktar kadar
tartilir ve su banyosunda 68°C'de tamamen eriyinceye dek bekletilir.
Not: Fenolin goruinusu parlak ve renksiz olmalidir. Pembe veya sari
renkli gérinam almis fenol kullaniimamalidir.

Fenol Gzerine %0.1 oraninda 8-hidroksikinolin (renklendirmek igin)
ilave edilir ve iyice karigtirilir.

Esit hacimde (1:1) 1M tris (pH 8.0) ilave edilir, sisenin agzi kapatilir
ve kuvvetlice calkalanir. iki faz olusuncaya kadar oda sicakliginda
bekletilir.

Ust faz atilir ve bir énceki islem tekrar edilir (en az iki defa).

Fenol Uzerine esit hacimde 0.1 M tris (pH 8.0) ilave edilir ve
karigtinilir. Bu iglem Ust fazin pH's1 7.8-8.0 oluncaya dek tekrarlanir.
Fenol igine birkag parga B-merkaptoetanol ilave edilir ve Gzerine 1/10
oraninda 0.1 M tris (pH 8.0) eklenerek +4 °C'de saklanir.

Kullanilacadi zaman pipetle geregi kadar fenol (alt faz) alinir ve kullanilir.

Folyo ile sarilarak 1giktan korunmalidir.

Fenol organik bir ¢dzucudir, proteinleri denatlre ederek presipite

olmasini saglar. Yukaridaki sekilde hazirlanan fenol DNA ve RNA'ya zarar
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vermez, ancak kullanim sirasinda siddetli ve tekrar tekrar muamele yine de

DNA'da kirilmalara neden olur.

1.12. TE Tamponu, pH 8.0
10 mM Tris pH 8.0
0.1 mM EDTA pH 8.0
Hazirlanacak hacim igin gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan

alinir, Gzeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine etmeden kullanilir.

1.13. RNaz (10 mg/ml)

Hazirlanmak istenen hacim igin gereken miktar RNaz dikkatli bir sekilde
tartilir ve 10 mM Tris.Cl (pH 7.5) ve 15 mM NaCl iceren RNaz sollisyonunda
¢ozllir. Daha sonra su banyosunda 100 °C'de 15 dakika tutulur (DNaz
aktivitesini gidermek igin), oda sicakhdinda sogutulur ve ependorflara

paylastirilarak -20°C'de saklanir.

1.14. Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

Stok solusyonlar

Poliakrilamit (PA) : %30 (29:1)
APS . %25

TBE : 10X

Su : Bi-distile (bd)
TEMED

Aparatin hazirlanmasi

e Cam plakalar 6nce saf su ile sonra da %70’lik alkolle iyice temizlenir
ve Uzerine %95’lik alkol dokulerek dik bir sekilde 1-2 dakika kurumasi
beklenir.

e Plakanin biri temiz bir bez Uzerine alinarak kenarlarina 0.75 mm’lik

spacer’lar konur ve diger plaka da bunun Uzerine yerlestirilir (cam
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plakalarin yalnizca kenar kisimlarindan tutulur, Uzerinde toz, tuy, yag
lekesi vs artiklar olmamamsina dikkat edilir).
Cam plakalar jel dokme aparatina sabitlenir ve taraklar dikkatli bir

sekilde yerlesgtirilir.

%10’luk PA Jelin hazirlanmasi

iki yonlii mini boy jel aparati plakalari icin 15 ml soliisyon yeterli
olmaktadir. Bunun icin agsagida verilen miktarlardaki bilesenler temiz

bir cam sise icinde karistirilir ve vakum pompasi ile havasi alinir.

Su :8.5ml
Poliakrilamit 5 mil
TBE 1.5 mil
APS :50

Bir mikrosantrifuj tuptne yukaridaki karisimdan 1 ml alinarak tzerine
1ul TEMED ilave edilir ve hizh bir sekilde her bir plaka arasina 0.5ml
olarak paylastirilir (bu igslemin amaci tabandan jel sizmasini 6nlemek
icindir).

Jel polimerize oldugunda geride kalan karigimin tzerine 5 ul TEMED
ilave edilir ve homojen bir sekilde dagilmasi saglanir.

Yine mumkudn oldugu kadar hizh bir sekilde karisim enjektore cekilir
ve plakalar arasi bosluga doldurulur.

Solusyon taraklara yaklastigi sirada tarak digleri altinda hava
kabarcigi kalmamasi igin jel dokme kabi bir tarafa yaklasik 30° bir agl
ile egilir.

Daha sonra tekrar duz bir sekilde konarak polimerize olmasi beklenir.
Kalan solisyon (yaklasik 1 ml'dir) mikrosnantrifij tlputne alinarak
jelin donup donmadigi zaman zaman buradan kontrol edilir.

Yakalsik 30 dakika sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak ylukleme
tamponu (Ek 1.19) ile 5:1 oraninda (5 6rnek, 1 6X yukleme tamponu)

karistirilmis orneklerden her bir kuyuya 5’er ul yuklenir.
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e 1X TBE tamponu varliginda 100V, 80 mA’de 1,5 saat sureyle
elektroforez yapildiktan sonra jel EtBr ile boyanarak goruntulenir ve

UviSoft programi ile de olusan bantlarin analizi yapilir.

1.15. 5X TBE Tamponu (pH 8.0)

Bir litre igin;
Tris baz 154 gr
Borik asit :27.5¢r

EDTA (pH 8.0) : 0.01 M
Hazirlanmak istenen miktar igin gereken bilesenler yukaridaki degerlere
go6re orantilanarak alinir. Manyetik karigtirici Gzerinde ¢ozulir, NaOH ile pH
8.0'a ayarlanir ve otoklavlanir.

1X yapmak igin 1 hacim 5X'lik TBE Uzerine 4 hacim saf su ilave edilir.

1.16. EtBr (10 mg/ml)

Hazirlanmak istenen hacim igin gereken miktar Ethidium Bromid (EtBr)
dikkatli bir sekilde tartiir ve suda iyice vortekslenerek ¢ozulur. Isiga hassas
oldugu igin renkli bir cam sisede veya alliiminyum folyo ile sarilarak +4°C'de
saklanir. Jele son konsantrasyon 0.5 ug/ml olacak sekilde ilave edilir.

EtBr, floresan bir boyadir ve DNA ve RNA bazlari arasina girerek
kuvvetlice baglanir. UV ile parlayarak goruntu verir ve jeldeki nukleik asitlerin
yerinin belirlenmesini saglar.

Dikkat !: EtBr son derece mutajen bir maddedir. Tartim ve kullanim sirasinda
mutlaka eldiven ve maske giyilmelidir ve gevreyi de kontamine etmeden dikkatli

bir sekilde kullaniimalidir.

1.17. 0.5 M Tris-HCI, (pH 7.5 ve 8.0)

istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde gerekli Tris baz tartilir bir miktar
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su ile ¢oézular, HCI ile pH'lar ayarlandiktan sonra gerekli hacme tamamlanir,

otoklavlanir ve 4°C'de saklanir.

1.18. 0.5 M EDTA (pH 7.5 ve 8.0)

istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde gerekli EDTA tartilir, bir miktar
su ile ¢ozulir, NaOH ile pH'lar ayarlandiktan sonra gerekli hacme tamamlanir,
otoklavlanir (121 °C'de 15-20 dakika) ve 4°C'de saklanir.

1.19. Yukleme Tamponu (6X)
%40 sukroz (w/v), (suda ¢ozulur)
%0.25 bromfenol mavisi
Yukarida verilen oranlara gore, istenen hacim igin gereken miktarda
sukroz ve boya tartilir, vorteksle iyice karigtinilir ve ependorfl tuplere
paylastirilarak 4°C'de saklanir. DNA soliisyonu ile 1/5 oraninda (1 hacim boya 5

hacim DNA solusyonu) karigtirilir.
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EK-2

2.1. Laboratuar Galigma ilkeleri

Burada onemli olanlardan bazilari siralanmistir (detaylar referanslarda

mevcuttur)

68, 70, 71,72, 91.

Laboratuarda mutlaka onluk giyilmeli ve eldiven (gerektigi zaman da

maske ve bone) takilmaldir.

Laboratuar iginde hi¢bir sey yenmemeli ve sigara icilmemelidir.

Solusyonlar agizla pipetlenmemelidir.

Patojen mikroorganizma ile galisiilmamali ve biyolojik olarak zararli

olabilecek her turli kimyasal (Fenol, kloroform, alkoller, asitler,

DEPC, EtBr, Gumus vs gibi) uygun bir sekilde saklanmali,

kullanimlari sirasinda gereken 6zen gosterilmelidir.

Bunlardan;

o EtBr mutajendir.

o Kiloroform deriden kolaylikla emilir ve karsinojendir (buharindan da
uzak durulmalidir).

o DEPC karsinojendir.

o Asetik asit ve HCI ciddi yaniklar olusturur (buharindan da uzak
durulmalidir).

o Fenol zehirlidir, ciddi kimyasal yaniklara neden olur (proteinleri
denature eder).

o Etanol yanici ve zehirleyicidir.

Zararli olan laboratuar artiklari uygun kaplarda biriktiriimeli ve

kanalizasyondan uzak yerlerde agilan gukurlara géomulmelidir.

UV 1sigina gozlukstiz veya uygun korunma onlemleri alinmaksizin

bakilmamalidir (g6z retinasina zarar verir ve ciddi yaniklar

olusturabilir).

Calisma alanlar1 ve yuzeyler, galisma oncesi ve sonrasinda %70’lik

etanolle silinmelidir.

Kimyasal ve enzimler foylerinde belirtlen uygun kosullarda

depolanmalidir.
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Plastik malzemeler uygunsa otoklavlanarak veya gazla/iginla sterilize
edilmelidir.

Cam malzemeler uygun deterjanla temizlenmeli ve firinlanarak
sterilize edilmelidir.

Hazirlanan solusyonlar ve Ureme ortamlari otoklavlanmali veya
filtrasyonla (0.22 um por ¢apl filtre ile) sterilize edilmelidir.

RNA calismalarinda kullanilan sarf malzemeleri ve solUsyonlarin
RNaz icermemesine (RNase free) dikkat edilmelidir.

Calisma alanlarina yalnizca kullanilacak malzemeler getirilmeli
kullanilan malzemeler de ortamdan uzaklastiriimalidir.

Hazirlanan her solusyon bilgilendirici sekilde (cins, molarite, pH,
hazirlanig tarihi ve kime ait oldugu belirtilerek) etiketlenmelidir.
Temizliginden, igeriginden veya kullanim suresinden suphe duyulan
higbir kimyasal madde/solusyon kullaniimamali ve saklanmamalidir.
Bakteri ve hucre kultur galismalari ayri ayri alanlarda ve lamin air
flow kabini icinde ve alkol alevi/blinzen beki 6niinde yapilmal ve
kontaminasyonlara karsi son derece dikkatli olunmalidir.

Her tarlt canh atiklar otoklavlandiktan sonra atilmalidir.
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2.2. Ornek bir ‘Fare izlem formu’

FARE iZLEM FORMU
(Ornek olarak doldurulmustur)

DENEME: 1 IRKI: C57BL/6 3
GRUP : 2 Deney Baslangici YAS (Gin): 38 ve AGIRLIK (gr): 23
FARE NO: 3.2 Deney Sonu YAS (Gin ): 53 ve AGIRLIK (gr): 23.5
(3 numarali kafes, 2. fare)
Disi: O / Erkek: ®
UYGULAMA
HUCRE PLAZMIT
Tird ve miktart [B-16V, (1x10° hiicre/50 pl) Taru ve miktari | pHM6, (50 ug / 100 ul)
Uyg. Tarihi 01.05.2005 Uyg. Tarihi 12.05.2005
Uyg. Yeri Sol arka sirt bélgesinde deri altina| Uyg. Yeri/Yerleri | TUmor igi
TUMOR OLCUMLERI
S: En kiiglik | L: En blyi[ HACIM S: En kiiglk | L: En blyiik | HACIM
TARIH | cap (mm) | cap (mm) | V=LxS%2 (mm®) TARIH |cap (mm) |cap (mm) |V=LxS*2 (mm?
1 09.05.05 4 5 40 15
2 [12.05.05 6 7 126 16
3 [15.05.05 7 8 196 17
4 [18.05.05 10 12 600 18
5 [21.05.05 12 15 1080 19
6 |[14.05.05 13 17 1436.5 20
7 21
8 22
9 23
10 24
11 25
12 26
13 27
14 28
DEGERLENDIRME Tarih
Farenin durumu iyi degil I
Tamor karina yayilmis o T T
Tumorde delinme/yaralanma var S TP
Olu olarak bulundu B P

Sakrifiye edildi (Asiri timdr blylimesi/deney sonu)

Varsa diger agiklamalar
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2.3. Verilerin SPSS Sayfasina Girig Sekli

Cinsiyet Yas Agirlk  Zaman  Tumor hacmi ilk hacim Degisim
Fare No Deneme Grup (1=E, 2=D) (giin) (ar) (giin) (mm®) (mm?) (%)

1 1 2 2 33 16 11 1.000 1.000 100
1 1 2 2 33 16 14 700 1.000 70
1 1 2 2 33 16 17 445 1.000 45
1 1 2 2 33 16 20 864 1.000 86
1 1 2 2 33 16 23 1.892 1.000 189
1 1 2 2 33 16 26 1.862 1.000 186
1 1 2 2 33 16 29 1.960 1.000 196
3 1 2 1 29 19 14 208 207 100
3 1 2 1 29 19 17 221 207 106
3 1 2 1 29 19 20 376 207 181
3 1 2 1 29 19 23 602 207 290
3 1 2 1 29 19 26 672 207 324
3 1 2 1 29 19 29 1.638 207 789
3 1 2 1 29 19 32 4.802 207 2.314
3 1 2 1 29 19 35 3.938 2 1.898
4 1 2 1 29 17 11 1.568 1.568 100
4 1 2 1 29 17 14 2.475 1.568 158
4 1 2 1 29 17 17 3.845 1.568 245
4 1 2 1 29 17 20 4.800 1.568 306
4 1 2 1 29 17 23 8.000 1.568 510
29 3 2 1 43 24 8 0

29 3 2 1 43 24 11 5

29 3 2 1 43 24 14 14

29 3 2 1 43 24 17 95

29 3 2 1 43 24 20 144

29 3 2 1 43 24 23 162

29 3 2 1 43 24 26 40

29 3 2 1 43 24 29 75

29 3 2 1 43 24 32 88

29 3 2 1 43 24 35 18

240 2 1 2 48 20 8 4

240 2 1 2 48 20 11 126

240 2 1 2 48 20 14 162

240 2 1 2 48 20 17 352

240 2 1 2 48 20 20 416

240 2 1 2 48 20 23 700

240 2 1 2 48 20 26 1.436

240 2 1 2 48 20 29 2.569
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