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OZET

Arikan, M. Hiicre Soylarmi Olusturmada Kullanilan Plazmid Profilinin Belirlenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2012.

Amag. Kontrollii deneysel modellerin olusturulmasinda hiicre soylari in vitro ¢aligmalar
icin onemli materyallerdir. Spesifik genotipik 0Ozelliklere sahip hiicre soylarnin
olusturulmasi i¢in kullanilan en yaygm yol DNA virlsleri veya antijenleridir.
Immortalizasyon isleminde kullanilan vektér DNA dizileri, genomik DNA’ya entegre
olur. Bu ¢alismada, s6z konusu vektorlere ait DNA pargalarinin binlerce pasaj sonrasi
durumlari, K562 ve 293T hiicre soylarinda sorgulanmustir.

Yontem. K562 ve 293T hiicre soylarindaki entegre plazmid DNA dizileri, pLVTHM
lentiviral vektoriine 6zgii Ortiisen problar ile hedefli dizi yakalama yontemi (sequence
capture array) kullanilarak genomik DNA’dan ayrilmistir. Daha sonra, alinan DNA
parcalart yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak dizilenmistir. Dizileme sonuglari
biyoinformatik metotlarla analiz edilmistir.

Bulgular. Dizileme sonucu immortalizasyonda kullanilan DNA vektor dizileri ile
eslesen 22980 DNA dizisi elde edilmistir. Bu dizilerin iki hiicre soyunda benzer sekilde
neomisin diren¢ geni, SV40 T antijeni gibi temel DNA vektor bilesenleri ile eslestigi
tespit edilmigtir. Ayrica, SV-40’mn iki hiicre soyunda da 3p24.3 kromozomal
bolgesindeki TBC1D5 genine entegre oldugu belirlenmistir.

Sonug. K562 ve 293T hiicre soylar i¢in immortalizasyonda kullanilan vektor dizileri
belirlenmis ve SV-40 T antijenin bu hucrelerdeki integrasyon bolgesi tespit edilmistir.
Farkli hiicre soylarinda standart plazmidlerin kullanildigr ve SV40 plasmidlerinin ayn1
bolgede istikrarli hale geldigi tespit edilmistir. Bu durumda plazmidlerin, genoma
integrasyon tercihinin konak hticrenin karakteristik 6zellikleri ve genomun topografik
yapisi da rol alabilir.

Anahtar Kelimeler: Plazmid DNA, immortalizasyon, yeni nesil dizileme, integrasyon,
hlicre soyu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 22819
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ABSTRACT

Arikan, M. Determination of plasmid profile used in cell line immortalization. Istanbul
University, Institute of Health Science, Genetics Department. MSc. Thesis. Istanbul.
2006.

Aim. One of the ways to create cell lines is infecting the cells with DNA tumor viruses.
The DNA vector sequences that used for immortalization process are found to be
integrated in genomic DNA. At this study, the conditions of these DNA segments after
thousands of passages in K562 and 293T cell lines were investigated.

Methods. The integrated plasmid DNA sequences in K562 and 293T cell lines were
captured with overlapping probes covering pLVTHM lentiviral vector sequence using
sequence capture array. Then, the captured fragments were sequenced using next
generation sequencing technology and results were analyzed with bioinformatic
methods.

Results. In the K562 and 293T cells, 22980 fragments matching viral DNA sequences
used for immortalization of the cell line were obtained. It has been determined that these
sequences similarly match with basic DNA vector elements, such as Neomycin
resistance gene and SV40 Large T Antigen, in both two cell lines. Also, SV-40 was
found to be integrated in TBC1D5 gene which is located at 3p24.3 chromosomal region
in both cell lines.

Conclusions. Here, the profile of the vectors used in immortalization of the K562 and
293T cell lines and the integration site of the SV-40 at these cell lines were determined.
It was found that certain plasmids are used for immortalization of different cell lines
and SV40 has stabilized in the same genomic site. It can be said that genomic
integration preferences of the plasmids depend on not only cell characteristics but also
genomic structure of the host cells.

Key Words: Plasmid DNA, immortalization, next generation sequencing, integration,
cell line

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 22819



1. GIRIS VE AMAC

Immortalizasyon; hiicre soyu olusturma ¢alismalarinda, hiicrelerin ¢ogalma ve
blylime 6zelliklerinin dengeli hale getirilmesi agisindan 6nemli bir basamaktir (1). Bu
asamada kimyasal maddeler, fiziksel teknikler, onkogenler veya DNA tiimor viriisleri
kullanilabilir (2). Epstein-Barr (3), Simian viriis (SV40) T antijeni (4), insan Papilloma
Virisleri (5) ve Adenoviriisler (6) immortalizasyon ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen

DNA virisleri olarak bilinmektedirler.

Son yillarda, viral entegrasyon bdlgelerinin tayini {izerine yapilan gen terapisi
calismalar1 ivme kazanarak artmustir (8,9). Ozellikle yeni nesil dizileme teknolojisi
sayesinde insan DNA’s1 ile biitlinlesmis viral dizilerin tiim genom diizeyinde
belirlenebilmesi miimkiin hale gelmistir. Yeni nesil dizileme ile elde edilen biiyiik
miktardaki bilgi hiicre igindeki DNA kompozisyonun tam anlasilabilmesine de olanak

saglamistir.

Hedefli dizi yakalama yontemi pek cok yeni genomik uygulamaya uyarlanabilen
bir metottur (10,11,12). Bu ydntem sayesinde bir DNA havuzu icinden istenen bolgeler
uygun problarla hibridize edilerek alinabilmektedir. Viral DNA’ya uygun problar
yardimiyla genomik DNA’daki integrasyon bdlgelerinin yakalanmasi, hem viral
integrasyon bolgelerinin hem de vektdor DNA’larina ait pargalarin tayin edilmesinde
kullanilabilir. Bu yontem ile elde edilen DNA parcalari, yeni nesil dizileme teknolojileri
kullanilarak dizilendiginde hedeflenen dizilere ait bilgiler biiyiik oranda elde edilmis

olacaktir.

Bu ¢alismada, K562 ve 293T hiicre soylarindaki immortalizasyonda kullanilan
vektor DNA parcalarimin varligi tespit edilmeye ¢alisilmistir. pLVTHM lentiviral
vektoru ile transdukte edildikten sonra bu vektorlin iskeletine uygun problarla
hedeflenen bolgelerin yakalanmasi ve yeni nesil dizileme ile de bu DNA pargalarinin
dizilenmesi amaglanmistir. Bu sayede elde edilen dizilerin analizinin yapilmasi ve bu

iki huicre soyundaki vektdr kompozisyonun belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Immortalizasyon Teknikleri

Hiicre soyu olusturma calismalari molekiiler biyoloji alaninda énemli bir yere
sahiptir. Deneysel c¢aligsmalar i¢in olusturulan hiicre modelleri; pek ¢ok mekanizmanin
anlagilabilmesi ve kontrol edilebilmesine olanak saglamis, ayni zamanda insan sagligi
yararina yapilacak calismalara da kap1 agmustir. Uretilen hiicre soylarmin uzun yillar
boyunca kararli bir sekilde kullanilabilmesi; bu soylarin olusturulmasi sirasinda
kullanilan teknikler ile dengeli bir yapiya ulastirilmas: ve bu yapinin iyi bir sekilde
karakterizasyonu ile miimkiin olmaktadir (13). Burada immortalizasyon calismalar1 ve
bu calismalarda kullanilan teknikler énemli bir yere sahiptir. Immortalizasyon; genel
olarak bir hiicre soyuna Hayflick limitini (sonsuz bdliinme ve ¢ogalma yetisine ulasma)
asamasini saglayacak genetik yapiy1 kazandirma amaciyla yapilan islemler ve teknikler
biitiinii olarak tanimlanabilir (14). Bugiine kadar tanimlanmis ve optimize edilmis pek
cok immortalizasyon teknigi bulunmaktadir. Tez konusu kapsaminda diger tekniklerden
de kisaca bahsedilecek ve esas olarak DNA tiimor viriislerinin bu islem igin

kullanilmasi tizerinde durulacaktir.

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Hiicre soyu  olusturma  calismalarinda  kimyasal  karsinogenezisin
kullanilabilecegi, ilk defa in vitro ortamda normal hamster embryo hiicrelerinin bes
halkali polisiklik aromatik bir hidrokarbon olan Benzo(a)piren (CyoH12) ile transforme
edilmesi ile anlasilmistir (15, 16). Bu c¢alismadan sonra farkli laboratuvarlarda bu
konuda degisik kimyasal karsinogenezis ajanlariyla ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir (17, 18).
Baz1 kimyasal ajanlarin karsinogenezde rol oynadigi, farkli gruplar tarafindan ortaya
konulmasina ragmen bu kimyasallarin direkt hiicre soyu olusumuna neden oldugunu
gosteren c¢ok az rapor mevcuttur (19, 20, 21). Kimyasal maddelerin hicre
immortalizasyonunda kullanim1 gelisen yeni teknikler sayesinde yerini baska ajanlara

birakmustir.

2.1.2. Fiziksel Teknikler
Ultraviyole 1smlarinin, X 1smlarinin @ veya gama i1smnlarinin  hiicre
transformasyonunda  kullanilmaya c¢alisilmast  bu 1sinlarin  immortalizasyonu

saglayabilecegi fikrini de beraberinde getirmistir. immortalizasyon isleminde fiziksel



tekniklerin kullanim1 farkli sekillerde denenmis olmasina ragmen pek olumlu sonuglar
dogurmamistir. Bu teknikler ile de basarili olmus bazi immortalizasyon denemeleri
olmasma ragmen, genel olarak bu yolla ancak ¢ok uzun silireli maruziyetlerin

transformasyonu tetikleyebilecegi bildirilmistir (22, 23).

2.1.3. DNA Tumor Virusleri

Normal hiicreleri transforme edebilme ve yasam siirelerini uzatabilme yetisine
sahip farklt DNA tiimor viriisii tiirleri, hiicre soyu olusturma calismalarinda siklikla
kullanilirlar. Bu viral ajanlar icerdikleri onkogenler sayesinde enfekte ettikleri hiicrenin
genetik yapisinda degisime neden olarak hiicrenin boliinme yetisinin sinirsiz hale
gelmesine neden olurlar. Bu amagla en sik kullanilan DNA tiimdr viriisleri Epstein-

Barr, Simian viriis (SV40), Insan Papilloma Viriisleri ve Adenoviriislerlerdir.

2.1.3.1. Epstein-Barr

Epstein-Barr viriis bugiine kadar pek ¢ok kanser gesidiyle iliskilendirilmis
herpes virts ailesine Uye bir DNA virlisi ¢esididir. Bu viriisiin 6zellikle lenfoid
timorlerin olusumunda ¢ok 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir (24). Epstein-Barr
viriisii enfekte ettigi hiicrelerde latent bir dongii igerisinde epizom olarak varligini
stirdiiriir. Viriisiin sahip oldugu genlerin bir kismi hiicrelerin 6liimsiiz hale gelmesinde
onemli rol oynarken, geriye kalan genler ise latent evredeki dengenin korunmasini
saglayarak enfeksiyon sonrasi virlis-konak birlikteliginin devam etmesi gorevini
ustlenirler (25).

Epstein-Barr viriisiiniin igerdigi altt adet latent gen (EBNAI1, EBNAZ2,
EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, ve EBNALP) Urlninin hicre bolunmesi ve
immortalizasyonunda gorev aldiklar1 bilinmektedir. Bu latent genlere ek olarak epizom
halinde bulunan Epstein-Barr genomundan LMP (Latent membran protein) kodlayan
genin ekspresyonu gerceklesir. EBNA1 geninin viriis genomunun replikasyonu ve latent
evrenin devam etmesinde ¢ok onemli rolii oldugu tespit edilmistir. EBNA2 ve LMP
genlerinin de konak hiicrede DNA sentezi ve hiicre biiylimesinin kiiltiir ortaminda
kontroliinde rol aldiklar1 yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Ayrica, EBNA2 geninin
immortalizasyon 6zelliginin kazanilmasinda 6nemli bir faktor oldugu, immortalize hale
gelmeyen P3HR1 hiicre soyundan elde edilen viris genomunda bu gen bolgesinin
delesyona ugradig: tespit edilmistir (26, 27). Buna ek olarak, EBNA3 ailesi genlerinin

de hiicre gen ekspresyonun diizenlenmesinde rol aldiklar1 farkli gruplar tarafindan rapor



edilmistir (28, 29). Epstein-Barr virlisii hiicre soyu olusturma g¢alismalarinda en sik
kullanilan viriislerden biridir. Bu viriis kullanilarak elde edilmis pek ¢ok farkli hiicre

soyu mevcut bulunmaktadir.

2.1.3.2. Insan Papilloma Viriisleri (HPV)

Insan papilloma virlisi bugiine kadar pek cok servikal kanser turd ile
iliskilendirilmis papilloma viriis ailesinde yer alan bir DNA viriisiidiir (30). Bu viriisiin
icerdigi genom yaklasik 8 kb uzunlugundadir. Insan Papilloma viriis genomunun
icerdigi E6 ve E7 genleri enfekte edilen hiicrelerin kanserlesmesi ve biiyiime
ozelliklerinin devam ettirilmesi mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu iki
genden E6 p53 genini hedef alirken, E7 ise pRb ve pRb ile iligkili proteinler {izerinde
etkili olarak hiicrenin transforme olmasini saglamaktadir. Virlis konak hiicreye girdikten
sonra, viral genom ile konak DNA integrasyonu gerceklesir ve enfekte olmus konak

DNA igerisinde genellikle viral parcalara rastlanir (Sekil 2.1.3.2) (31, 32).
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Sekil 2-1: Konak hiicre DNA’sina entegre halde bulunan HPV genomun haritasi. E6 ve E7
genlerinin transformasyonunu saglarken, E1, E2, E3, E4 VE E5 genleri konak hicre
ve viral gen ekspresyonunun diizenlenmesi tzerinde etkilidirler.

Farkli insan papilloma viriisii tipleri kullanilarak ¢ok sayida servikal karsinoma
ve insan epitel hiicresi kaynakli hiicre soyu iiretilmistir (33, 34). Insan papilloma viriis
genomu iceren plazmidlerle enfekte edilen hiicrelerin immortalize hale geldigi goriilmiis

ve bu islemler pek ¢ok farkli hiicre tipi lizerinde tekrarlanmistir.

2.1.3.3. Adenovirusler

Bugiine kadar 30’dan fazla Adenoviriis serotipi pek cok farkli hastalik ile
iligkilendirilmistir. Adenoviriis genomu 26-45 kb uzunlugunda cift iplikli lineer bir
DNA dizisidir. 1977 yilinda kirpilmis Adenoviriis 5 DNA’s1 kullanilarak insan embryo
bobrek hiicrelerinin (293 hiicreleri) transforme edilebildigi rapor edilmistir (35). Ancak



bu rapordaki sonuglar hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler ile transformasyon
verimliligi karsilagtirmasi iizerinden degerlendirilmistir.

Adenovirtsler kullanilarak gerceklestirilen hiicresel transformasyon islemi Ela
ve E1b bolgelerinin sirali olarak rol aldig1 bir islemler dizisidir. Adenoviriis genomu
uzerinde bulunan Ela bolgesinin primer kiltur hicrelerinde immortalizasyon igin tek

basina yeterli oldugu daha 6nce rapor edilmistir (36, 37) (Sekil 2.1.3.3).
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Sekil 2-2: Insan adenoviriis serotip 2’nin E1 bodlgesinin genomik organizasyonu
gosterilmektedir. Ela bolgesinde 9S, 12S ve 13S mRNA varyantlari bulunmaktadir.
E1b bolgesinde ise 9S, 13S ve 22S mRNA varyantlar1 bulunmaktadir. Ela bolgesi tek
basina transformasyon ve immortalizasyon i¢in yeterlidir (38).

Bugiine kadar insan embryonik bobrek hucreleri (HEK), insan embryonik
akciger hiicreleri (HEL) ve insan embryonik retinoblastlar (HER) hiicre kualturi
ortaminda farkli adenoviriis pargalar1 ile transforme edilebilmistir. Transforme edilen
hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalma verimleri degiskenlik gostermektedir. HEK ve HER
hiicrelerinin diger hiicre tiplerine gore transformasyon sonrasit daha iyi ¢ogaldiklari
goriilmiistiir. Yapilan caligmalar enfeksiyon sonrasi hiicrelerin filament ekspresyon
diizeylerinin erken donem farklilasan sinir hiicrelerine benzer sekilde degistigini

gostermistir (38). Adenovirtislerin hicreler tzerindeki transforme edebilme yetisi, bu



viris temelli vektorlerin hiicre soyu olusturma calismalarinda en ¢ok kullanilan

viriislerden olmasini saglamistir.

2.1.34. Simian viris 40 (SV40)

Simian viris 40, Macaca mulatta tdrinde bulunan ve timoér olusturma
potansiyeli olan bir polyomaviriistiir. SV40 genomu ¢ift iplikli yapida 5 kb uzunlugunda
bir DNA zincirinden olusur. Polyomaviriisler yaklasik 40-50 nm ¢apinda lipoprotein zar
icermeyen virionlar olarak bilinirler. Viral kapsid V1, V2 ve V3 proteinlerinden
olusurken, viral DNA ise bu kapsidin i¢inde konak hiicre kaynakli H2a, H2b, H3 ve H4
histon proteinleri ile birlikte kompleks halinde bulunur (39).

Polyomaviriislerin genomu genel olarak, yapisal V1, V2, V3 proteinlerinin
yaninda biiylik T antijeni (Tag) ile kiiguk t antijenini (tag) kodlar. SV40 genomu bu
proteinlere ek olarak angoprotein, 17K T ve kuguk lider protein olmak lizere 3 protein
daha kodlar (40) (Sekil 2.1.3.4).
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Sekil 2-3: SV40 genomunun organizasyonu (41)
Viriis enfeksiyonunun erken asamalarinda V1 proteini hiicre membrani
almaglar ile viriis arasindaki etkilesimi saglayarak viriisiin konak hiicreye girisini

saglar. Hiicre membranindan gecen viriis endoplazmik retikulum {izerinden sitozole



gecer (42). SV40 genomundaki erken ifade olunan bdlgenin, konak hicrenin
transkripsiyon mekanizmasi tizerinden ifadesi ile Tag, tag ve 17K antijenleri iiretilir. Bu
3 protein de aym transkriptin farkli kirpilma varyantlar1 olarak {iretilirler. Tag
enfeksiyon mekanizmasinin temel bilesenidir. Bu antijen erken mRNA iiretimi, viral
replikasyonun baslatilmasi ve ge¢ donem transkripsiyonu gibi mekanizmalar1 yonetir.
Tag’in ge¢ transkripsiyon bolgesini uyarmasiyla aynt mRNA oOnciiliinden varyantlarla
V1, V2 ve V3 ile agnoprotein Uretilir. Litik 6zelliklere sahip V2 ve V3 proteinleri konak
hiicrenin gecirgenligini degisterek viriisiin konak hiicreden ¢ikisin1 kolaylastirirlar (43).
Bu sekilde gecirgenligi degisen hiicre zarindan dongiisiinii tamamlayan viral pargaciklar
birleserek hiicreden yiizlerce virlis halinde ¢ikarlar. SV40 hint sebegi disindaki tiirleri
de enfekte edebilir ancak bu tiirlerdeki akibeti degiskendir. Insan fibroblast ve epitel
hiicrelerinin SV40’a gegirgen oldugu bilinirken, hamster tiirlerinde de hiicreler SV40
tarafindan enfekte edilebilseler de nedeni tam olarak bilinmeyen bir sekilde viriisiin
replikasyon veya transkripsiyon mekanizmalarinin islemesine engel olurlar. SV40
replike olamadig1 i¢in de bu hiicreler birka¢ boliinme sonra viriisii kaybederler.

SV40’m timor olugumunu tetikledigi, kesfinden hemen sonra rapor edilmistir
(44). Viriis sayisi, enfeksiyonun rotasi ve hayvanin immiin durumuna bagli olarak
SV40’1n ¢ok ¢esitli tiimorlerin olusumunu tetikledigi belirlenmistir. Bu viriisiin enfekte
ettii hiicreleri transforme edebilme ve oliimsiizlestirme yetenegi pek cok farkli yolak
tizerinden igleyen mekanizmalara baglidir. Burada hem immortalizasyon hem de
transformasyon asamalarindan sorumlu temel molekiil Tag’dir. Kiigiik t antjieni (tag)
ise sadece hiicre soylarinda hiicrelerin transformasyonunda rol oynamaktadir. Tag hiicre
dongiisii ve apoptozda yer alan pek cok proteinle etkilesmektedir. Bunlardan p53, timér
baskilayici retinoblastoma ailesi proteinleri ile hsc70 mekanizmalar {izerine en ¢ok
calisilan proteinlerdir (45).

SV40 etkilestigi hiicre dongiisii proteinlerinin yardimiyla konak hiicrede yasam
dongiisiinli devam ettirir ve konak DNA’ya rastgele bolgelerden entegre olabilir (46).
Bu entegrasyon bolgeleri arasindan stabilizasyon ve immortalizasyon i¢in en uygun
bolge zamanla ¢ogalan hiicreler i¢inde baskin hale gelerek, viriisiin bu bolgede entegre

halde kalmasi saglanir.



2.2. Lentiviral Vektorler

Lentivirtsler retroviradea ailesine mensup tek iplikli RNA virlsleri olarak
bilinirler. Lentiviriisler diger retroviriislerden farkli olarak boliinmeyen hiicreleri de
enfekte etme Ozelligine sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolay: lentiviral vektorler gen
terapisi caligmalarinda en sik kullanilan vektorlerin arasinda yer alirlar. Giiniimiizde
klinik gen terapi denemelerinin yaklasik %20’si lentivektorler kullanilarak olusturulan
tasarimlar {izerinden yliriimektedir (47). Lentiviral vektorlerin genomu 3 temel gen
icerir: gag, pol ve env. Gag geni yapisal proteinleri kodlarken, pol geni tek iplikli viral
RNA’y1 isleyen enzimleri kodlar. Bu enzimlerden reverse transkripaz RNA’nin (RT)
DNA’ya doniismesini saglarken, integraz ise olusan DNA’nin konak genomuna
entegrasyonunu katalizler. Ayn1 genden kodlanan protease enzimi ise gag-pol ayrilmasi
ve virion olgunlagsmasi islemlerinde gérev alir. Env geni viral zar1 olusturan proteinleri
kodlar. Bazi kompleks lentiviriisler bunlara ek olarak genomlarinda baska genler de
bulundurabilirler. Retroviriislerin genomu ayrica cis-acting elementleri ile birlikte gen

ekspresyonu, integrasyon ve reverse transkripsiyonda gorev alan elementleri icerir (48).
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Sekil 2-4: Lentiviriislerin genel yapisi ve genomu (47)

Lentivirlislerin yagam dongiisii viriisiin enfekte edecegi hiicrenin reseptoriine
baglanmasiyla baslar. Daha sonra hiicre membrani ile viriisiin fiizyonu gergeklesir ve
viriisiin igerigi sitopldzmaya birakilir. Sitopldzmada tek iplikli viral RNA reverse
transkripsiyon ile ¢ift iplikli DNA’ya doniisiir. Olusan ¢ift iplikli DNA hiicre boliinmesi
sirasinda veya aktif transport ile konak hiicrenin ¢ekirdegine gecer. Burada viral DNA
konak hiicre DNA’sina entegre viral genlerin uzun siireli ifadelerini saglamis olur.
Enfekte olan hiicrenin yasam dongiisii boyunca bu genler ifade olurlar. Viral genlerin
ifadesi ile olusan RNA ve tiim viral genom sitoplazmaya transfer olur ve translasyona
ugrar. Ugbirlestirmeye (splicing) ugramamis viral genom ile viral pargalar paketlenirler.

Virion olgunlasmasi bu paketin hiicreden tomurcuklanmasi ile tamamlanir (48).



Lentivivektorler bolinmeyen hiicreleri de transdiikte (transduced) edebilme
yetenegine sahiptirler. Human Immunodeficiency virus (HIV), integraz, matrix proteini,
vpr ve Polypurine tract (PPT) proteinleri yardimiyla boliinmeyen hiicreleri transdiikte
etmeyi basarir. Bu 6zelliklerinden dolayi lentiviriisler gen terapisi vektor tasarimlarinda

O6nemli avantajlara sahip bir viris grubu haline gelirler (49).

2.2.1. Lentivektor Tasarim

HIV derive lentivektorler iiretim, donem ve gelismislik diizeylerine gore
adlandirilirlar. Yabanil virustan elde edilen birinci kusak Lenti vektorlerin in vitro
kosullarda kullanilabilirligi ve avantajlar1 goriildiikten sonra, bu vektorlerin genomlari
uygun sekilde dissekte (3-LTR’daki self replikatif bolge ¢ikartilarak) edilerek ikinci ve
tclincti kusak lenti vektorler gelistirilmistir (49). Gilinlimiizde ise gen terapi amaclh
kullanilmak {tizere, LTR sekanslar1i CMV gibi giiclii promoterlarla degistirilerek
lentivektorler gen tedavide kullanilmak {izere daha giivenli hale getirilmistir.
Lentivektor sistemi; iginde ilgili transgeni tasiyacak 1-Transfer vekor plasmidi, 2-
Packaging plasmid, vektor paketleme isinde gorev alan elemanlari tagimaktadir. Bunlar
pol, gag, rev gibi elemanladir. 3-Envelop plasmid (zarf plasmidi), genis bir tropizme
sahip olmasi ve virion partikiillerine stabilite kazandirmasi i¢in vesicular stomatitis
virus zarf proteini olan VSV-G yaygin olarak kullanilmaktadir. VSV-G proteinin
hiicrede toksik etkiye sahip olmasi ise sistemin dezavantajini olusturmaktadir. Ancak,
bu sistemle elde edilen vektdr virionlarla boliinen veya boliinmeyen genis bir hiicre
yelpazesini infekte etmek miimkiindiir (49, 50). Insan1 infekte etmeyen virus’lara (Non-
human viruses) ait zarf proteinleri ile farkli zarf proteinleri ile virus eldesi

(pseudotyping) calismalar1 yeni ¢calismalarin alani olarak devam etmektedir.

HIV ismi ve dogasi geregi, HIV derive lenti-vektorlerin gen tedavisinde
kullaniminda bazi endiseler bulunmaktadir. Lenti vektor derive ve oldukga iyi dissekte
edilmis olsa da biitiin pargalarin yeniden birleserek infeksiyéz oOzelligine sahip
rekombine hale gelme olasiligi yaygin bir endisedir. Ancak, birinci jenerasyon lenti
vektorlerde dahi giiniimiize kadar bildirilen boylesi bir rekombinasyon bildirilmemistir.
Ikinci jenerasyasyon lenti vektdrlerde oldukca iyi dissekte ve en 6nemliside 3-UTR
LTR kisminda self-replikasyonu yapan elementler yok (deleted) edilmistir. Ugiincii
jenerasyonda ise LTR elementler kaldirilarak tat bagimli vektorlerden tamamiyla

uzaklagilmistir. Transgenik RNA’y1 LTR yerine hiicresel bir promoter eksprese
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etmektedir. Ikinci ve iigiingii jenerasyon plasmidler HIV icin gerekli olan yapi
elemanlarim1 icermemektedir. Gilinlimiizde bu tip vektorler gen tedavi amagh

arastirmalarda kullanilmaktadir.

Lentiviral vektorlerin gen tedavi amagli kullanimi igin genellikle lentivektor
pargaciklarinin {iretimi ii¢ farkli plazmidin insan embryonik hiicre soyuna (293T)
birlikte transfekte edilmesi (co-transfection) ile saglanir (Sekil 2.2.1). Bu islemlerde
kullanilan plazmidler; paketleme plazmidi, transfer plazmidi ve zarf-kodlayan plazmidi
olmak tizere farkli islevlere sahiptirler. Yeni lentivektor tasarim sistemlerinde ise tat ve
rev genleri paketleme plazmidi yerine dordiincii bir plazmid araciligiyla viral

partikiillerin tiretimine katilirlar (50).

VIF VPU
PRO POL
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LTR Promoter ety LTR
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Sekil 2-5: Lentiviral plazmidler ve lentivektor tasarimi (51)

Lentivektorler iiretimlerinde kullanilan paketleme plazmidlerine gore “nesiller”
halinde smiflandirilmislardir. Birinci nesil paketleme plazmidleri tiim gag ve pol dizileri
ile birlikte viral diizenleyici genler ve ek genleri icerirken, ikinci nesilde plazmidin
icerdigi ek genler (vif, vpr, vpu ve nef) ¢ikarilarak daha sade bir tasarim
olusturulmustur. Ugiincii nesil paketleme plazmidlerinde ise rev geni ek bir plazmide
aktarilirken, transfer vektoriindeki 5° LTR kismi tat-bagimsiz bir promoter ile
degistirilmistir. Rekombinant lentiviriislerin gelistirilmesi ve bu yaklasimlarin giivenlik

ve verim {izerinden degerlendirilmesi Sekil 2.2.1b verilen tabloda mevcuttur (51).
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Sekil 2-6: Lentiviral vektor gelistirme yontemleri, giivenlik ve verim karsilastirmasi (47)

2.3. 293T ve K562 Hiicre Soylar:

293T hicre soyu, HEK 293 hicre soyunun derivatiflerinden biridir. HEK 293 insan
embriyonik bdbrek hicrelerinin adenoviris 5 DNA ile trasnforme edilmesiyle
olusturulmustur. HEK 293 hiicre soyu pek ¢ok derivatifi olan bir hiicre soyudur. 293T
hiicreleri lentiviriis iiretimi ve lentiviral vektor kokenli gen terapisi ¢alismlarinda sikca
kullanilan hiicre soylarindan biridir (6, 8). 293T hiicreleri Simian viriis 40 (SV40)
blyik T antijeni iceren ve sirekli eksprese eden htcrelerdir (52). Yapilan galismada

SV40 integrasyon bdolgesi igerdigi bilinen bu hiicre soyu kullanilmistir.

Bu calismada kullanilan K562 hiicre soyu, kronik miyeloid 16semili 53
yasindaki kadin hastadan elde edilen 16semi hiicre soyudur. Bu hiicre popiilasyonlari
diferansiye olmamis ve graniilositik serilerle karakterizedirler. K562 hiicreleri gen
terapisi ¢aligmalarinda kullanilan immortalizasyon agamalarinda DNA timér viriisleri

kullanilmis hiicrelerdir ve bu ¢alismada vektor profilleri incelenmistir (53).
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2.4. Hedefli dizi yakalama yontemi
Hedefli dizi yakalama yontemi, bir DNA veya RNA havuzundan 6zel bir amag
icin sadece istenen dizinin ¢ekilerek ayrilmasi olarak tanimlanabilir. Bu ydntem

genetikte pek cok uygulamanin temelini olusturmaktadir (54).
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Sekil 2-7: Hedefli dizi yakalama metodu (54)

Hedefli dizi yakalama metodunda elde edilen genomik DNA kiicuk parcalara
ayrildiktan sonra standart FLX kiitliphane olusturma islemi ile diziler adaptorlere
baglanip bir DNA havuzu olusturulur. Olusturulan bu DNA havuzundan istenen diziler
bu dizilere tamamlayici problar yardimiyla alinir, geriye kalan diziler yikanip atildiktan
sonra elde edilen bu fragmanlar dizilenerek analiz edilir (55).

Bilimsel ¢alismanin ilerleyebilmesi sadece istenen molekiillerin digerlerinden
ayrilmasimi gerektirdiginde, bu yontemin islevi daha belirgin hale gelmekte ve
kullanilmast kaginilmaz olmaktadir. Hedefli dizi yakalama metodunun isleyis mantig1
ile virls integrasyon bolgelerinin tespiti iizerine yapilan ¢alismalardaki verim arttirma
istegi arasindaki bag dikkatlerden kacirilmamasi gereken 6nemli bir noktadir. Hedefli
dizi yakalamanin buradaki islevi su anda hala ¢ok masrafli olan tiim genom
dizilemesinin 6nceden yapilan diizenlemelerle makul maliyetlere indirilmesini de
saglar. Ilgilenilen bolgeler sadece kimerik integrasyon bolgeleri oldugundan bu

bolgelerin yeni nesil dizileme dncesi segilerek geriye kalan DNA’dan ayrilmasi ve daha
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sonra dizileme ve analiz agamalarina gegilmesi hem elde edilen sonuglarin verimi ve

analizi hem de maliyet a¢isindan 6nemli avantajlar saglamaktadir.

2.5. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme teknolojileri, DNA dizilemesi alaninda ¢igir agarak bu
alanin ¢ok hizli bir sekilde biiyiimesini saglamistir. Gelistirilen teknolojilerin uygulama
alanlan giin gectikce artmakta ve bu durum bilimsel ¢alismalardan elde edilen bilginin
genislemesinin Oniinii agmaktadir.

[k “high throughput” dizileme teknolojisinin gelistirilmesinden kisa siire sonra
yeni teknolojilerle alandaki rekabetin hizlanmasi saglanmis ve bu durum yapilan
calismalarin  ¢ercevesinin de farklilasmasina ve disiplinler arast projelerin
yayginlagmasina neden olmustur (9).

Yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilarak insan, bakteri, bitki, virls gibi pek
cok farkli organizmanin genomu hizli ve dogru bir sekilde dizilenebilmektedir.
“Shotgun” dizileme metodu uzun DNA parcalarmin dizilenebilmesi amaciyla
gelistirilmistir. Bu yontemde biiyiik boyutlardaki DNA fragmanlar1 yaklasik 300-800 bg
arasinda olacak sekilde fiziksel yontemlerle (sonikasyon, nebulizasyon, vb.) pargalanir,
olusan kiiciik pargalarin uglarina adaptorler takilarak DNA yakalama boncuklarina
tutturulurlar. Olusturulan DNA Kiitiiphanesi her bir boncugun iizerindeki dizinin
cogaltilip dizilenmesi ile okunmus olur ve biyoinformatik yontemlerle analiz edilerek
birlestirilir. Bu yontem kullanilarak Drosophila melanogaster (56) ve Haemophilus
influenzae (57) ve insan genomlar1 (58) dizilenmistir.

Gilinlimiizde kullanilan yeni nesil dizileme sistemleri GS FLX 454, Illumina
Genome Analyzer, Applied Biosystem SOLID, Helicos, Pacific Biosciences ve lon
Torrent PGM’dir.

Bu sistemlerden FLX 454 teknolojisi ortalama fragman uzunlugu en ileri
teknoloji olarak, kimerik DNA dizilerinin dizilenmesi agisindan en uygun teknolojiye
sahiptir. Bu sistemin kullandig1 yontem “pirodizileme” olarak bilinir. Bu yontem 1996
yilinda Ronaghi ve arkadaslarinin sentez yoluyla dizileme fikrini gelistirmesi ile ortaya
cikmistir (59). Pirodizileme getirdigi diisiik maliyet ve blyuk miktarda bilgi Uretme

avantajlar ile klasik Sanger dizilemenin yerini almistir.
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Pirodizileme DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesan bir enzim araciligiyla
tespiti prensibine dayanir. Dizileme reaksiyonu tek iplikli DNA (ssDNA) dizisinin
lizerine tamamlayic1 dizinin sentezlenmesi ile gergeklestirilir. Oncelikle ¢ift iplikli DNA
molekilinin  300-800 baz ¢ifti dizilere nebulizasyon islemi ile pargalanmasi
gerceklestirilir. Adaptorleri tasiyan DNA fragmanlarmin mikroreaktdrler icerisinde
emdlsiyon bazli klonal amplifikasyonu (emPZR) gerc¢eklestirilir. Bu asama sonucunda
yaklasik 10 milyon kopyaya ¢ikarilmis DNA dizileri, yaklasik 3.6 milyon kuyu igeren
0zel bir plate lizerinde sentez yoluyla dizileme teknigi kullanilarak dizilenir. Dizileme
primeriyle sabitlenen tek iplikli kalip DNA iizerine ardisik olarak bakan A, C, G, T
niikleotidlerinin kalip DNA’ya tamamlayict olmasi durumunda bu niikleotidler DNA
polimeraz tarafindan tamamlayict diziye eklenir ve ortamda bir 151k olusur. Bu 15181
yaratan kemillminesan sinyalin hangi niikleotidin varhiginda olustugu tespit edilir.
Sabitlenen ssDNA, DNA polimeraz, ATP sulfirilaz, lusiferaz, apiraz, APS ve lusiferin
ile inkiibe edilir. Niikleotid akis1 sirasinda tamamlayici niikleotidin gelmesi durumunda
DNA polimeraz pirofosfat (PPi) agiga ¢ikmasini saglar. ATP siilfirilaz bu PPi’1
kantitatif olarak ATP’ye doniistiiriir. ATP, liisiferaz enzimi araciliiyla liiciferinin
oksiliiciferine doniigmesini saglar. Oksiliisiferin goriilebilir bir 151k yaratir. Bu 15181n
siddeti ATP miktar1 ile dogru orantilidir ve bu sayede dizi iizerindeki tek niikleotid
tekrarlar1 (homopolimer) tespit edilebilir. Ortaya ¢ikan 151k CCD kamera tarafindan
kaydedilir ve bilgisayar programlari yardimiyla DNA dizilerine doniistiiriiliir (60).

Yeni nesil dizileme teknolojileri; iiretilen bilgi miktari, hiz ve maliyet agisindan
cok dnemli avantajlara sahiptir. Bu teknolojiler sayesinde hiicre igerisindeki tim genom
kompozisyonu anlasilabilmekte ve analiz edilebilmektedir. Hedeflenen bolgeler hizli bir
sekilde taranarak, dogru ve genis perspektifli bir bakis acist yakalanabilmektedir. Yeni
nesil dizileme viral integrasyon bdlgelerinin tespiti alaninda da kullanilabilen ve bu

alanin gelismesine 6nemli katkilar sunan bir teknolojidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
K562 ve 293T hiicre soylari ve pLVTHM lentiviral vektori bu caligmada

kullantlmistir.

3.2. Yontem
Yapilan ¢aligmada K562 ve 293T hiicrelerinin kiiltiirii yapilmis ve bu hiicreler
pLVTHM vektort ile transdiikte edilmistir.

3.2.1. K562 Hucre Soyu

Bu c¢alismada kullanilan K562 hiicre soyu, kronik miyeloid l6semili 53
yasindaki kadin hastadan elde edilen 16semi hiicre soyudur. Bu hiicre popiilasyonlari
diferansiye olmamis ve graniilositik serilerle Kkarakterizedir. Insan kronik myeloid
I6semi hiicre soyu K-562 (ATCC CCL-243); 10% fetal calf serum, 200 mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin ilave edilen RPMI 1640
medyumunda 37 °C’de, 95% hava ve 5% CO; igeren nemlendirilmis inkiibatérde

kiiltiire edilmistir ve pasajlanmigtir.

3.2.2. 293T Hucre Soyu

293T hicre soyu, HEK 293 hiicre soyunun derivatiflerinden biridir. HEK 293
insan embriyonik bdbrek hicrelerinin insan adenoviris 5 DNA ile trasnforme
edilmesiyle olusturulmustur. 293T hiicreleri 10% fetal calf serum, 200 mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin ilave edilen RPMI 1640
medyumunda 37 °C’de, 95% hava ve 5% CO; igeren nemlendirilmis inkiibatérde

kiltiire edilmistir ve pasajlanmistir.

3.2.3. Donmus Hiicre Soyunun Coziilmesi

-80 °C’de saklanan K562 ve 293T hiicre soylarmi iceren tiipler ¢ikarildiktan
sonra 37 °C’deki su banyosuna konulup 1-2 dakika su banyosunda eridikten sonra 15
ml’lik falkona aktarilmistir. Uzerine yavasca 4 ml’lik kiiltiir medyumu eklenip 100 ul
ayrilarak hiicre saymmi yapilmistir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij

sonrast medyum uzaklastirilmis ve yukarida 6zellikleri belirtilmis taze medyuma 1x10°
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hiicre icerecek sekilde flasklara dagitilmistir. 37 °C’de, 95% hava ve 5% CO; iceren

nemlendirilmis inkiibatorde kiiltiire edilmistir ve pasajlanmistir.

3.2.4 K562 ve 293T Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Inkubatorde flasklarda ¢ogaltilan hiicreler giinliikk olarak 1sik mikroskobu ile
incelenmistir. Hiicre sayist pasaj i¢in uygun olacak kadar ¢ogaldiginda, hiicreler hafifge
calkalandiktan sonra pipetle 50 ml’lik falkonlara alinmis ve 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilmis ve hiicrelerin tizerine 10 ml
RPMI 1640 eklenmistir. Homojen dagilimi saglanacak sekilde karigitirilip hiicre sayim
cihazinda (Vi-cell XR cell viability analyzer, Beckman coulter inc. Brea, CA, USA)
sayimlart yapilmis ve 1x106 hiicre hesaplamasi yapilarak medyumda c¢oziilerek
flasklara dagitilmistir. 37 °C’de, %95 hava ve %5 CO, igeren nemlendirilmis

inkiibatorde kiiltiire edilmistir ve pasajlanmistir.
3.2.5. Hucrelerin pLVTHM Lentiviral Vektoru ile Transdikte Edilmesi
293T hicre hatt1 asagidaki protokol ile tranfekte edildi:

1.gln: 2.5x106 293T hicreleri %10 FBS serum, %1 L-glutamin,
penisilin/stertomisin iceren MEM besi yerinde % CO2 de 370C de inkibe edildiler.

2.90n: Roche HD-FuGe ile,

Transfer VeKtOorl:........cccoovevveivcie e 20 ug

Packaging plasmid...........ccccovevieviiieiiece e, 15 ug (pax2 10 ug+pRSV-Rev
5ug)

Zarf plasmidi.........ccoooeiiiiiiiiiiie e 6ug (VSV-G)

CACI2(2.5 Moo 50 ul

ile tarnsfekisyonu gergeklestirdik. 6-8 saat sonra medyum yavasca pasteur pipeti

ile alinip taze medyum ile degistirildi.

3.glin: Hiicrelerin iizerisindeki medyum alinip, 0,22 mikronluk filtreden

gecirildikten sonra buz dolabinda saklandi.

4.glin: Hiicrelerin iizerisindeki medyum alinip, 0,22 mikronluk filtreden
gecirildikten sonra konsantrasyon islemine gecildi. Ist. Tip Fak. Temel Bilimler

Biyokimya A. B. Dali’nda bulunan, Beckman konik tipler konularak Beckman SW28
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swingle bucket rotorda 26.000 rpm 2 saat 4°C islemine tabi tutuldu. Supernatant

atildiktan sonra serumsuz medyum ortaminda 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine boliinerek -

0
80°C de saklandi.
’ LTR
pPA  — SD
g - ’ / psi
gpt > 5 e = q Notl (1146)
0 '
ORI i Sall (2028)
I.'A . pLVTH!Vl Pstl (2438)
i 11085 bp EF1-alfa

% Pst1 (2943)

Xhol (3087)

AmpR \ / Swal (3315)

Xbal (5885) N M Pacl (3324)
LTRISIN - cPPT

LoxP Xhol (3483)
Clal (5629) Pmel (3492)
Miul (5612) GFP

Spel (4330)
Ndel (4337)
WPRE
SnaBI1 (4940)
Asp 718 (4950)
LTR/SIN
BamHI (5078)
Xhol (5086)
tetO
Pstl (5391)
EcoRI (5393)
H1

. August 18, 2004 08:42:58 PM Page 1

Sekil 3-1: pPLVTHM vektoriiniin yapisi (61)

3.2.6. Transdiikte Edilen Hiicrelerin Belirlenmesi ve Ayrilmasi (FACS)
pLVTHM+GFP transfeksiyonu sonrasi 40x fazkonstrat invert floresans
mikroskopla almis oldugumuz GFP pozitif goriiniim sonrasi hiicreler Istanbul
Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Immiinoloji Anabilim Dalin’da bulunan
FACSAria 1l (BD Biosciences) ile akim sitometri sonucu GFP pozitif hiicreler

ayristirildi. Ayristirilan hiicre hemen kiiltiire edildi.

3.2.7. Genomik DNA izolasyonu
pLVTHM vektori ile transdilkte edilen K562 ve 293T hicrelerinin genomik

DNA’s1 Qiagen DNA Blood Maxi Kit kullanilarak izole edilmistir ve her hiicre soyu

icin 20 ug genomik DNA, parcalarin1 yakalama islemi i¢in NimbleGen firmasia

gonderilmistir.
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3.2.8. Hedefli Dizi Yakalama
pLVTHM vector (Sekil 3-1) DNA dizisinin bltunine (11085 bp) 45 bp
uzunlugunda Ortiisen (overlap) problar dizayn ettirilerek DNA yakalama (Capture)

Nimblegen firmasina yaptirildi (Roche Nimblegen, Madison, WI).

3.2.9. Yeni Nesil Dizileme

Sekanslama asamasinda; Roche GS FLX sistemi kullanilmistir. Farkli ve bir¢ok
protokollerin bir biitiinii olan bu sistemde firmanin 6nerdigi protokol uygulanmis ve
hedefli dizi yakalama ile elde edilen DNA’nin yiiksek hiz ve yiiksek dogrulukta
dizilenmesi amaglanmistir. Sekanslama asamasinda izlenecek is akis semasi Sekil 3-

2’de gosterilmistir.

DNA

Kiitiphanesinin | =) —> Pirodizileme

hazirlanmasi

l

*Nebulizasyon ve *emPZR *DNA, Paketlemeve
Sonikasyon amplifikasyonu Enzim boncuklarinin
*Ug tamiri *Boncuklarin geri hazirlanmasi
*Adaptor baglanmasi kazanilmasi *PTP Yiiklemesi
*Kiiciik fragmanlann *Sekanslama
uzaklastinlmasi

«Kiitiphanenin

degerlendirilmesi

Sekil 3-2: Dizileme asamasinda is akist
3.2.9.1. DNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

3.2.9.1.1 DNA’nin Fragmanlara Ayrilmasi (Nebulizasyon)

Bu asamada DNA’nin 300 — 800b¢ uzunlugunda olacak sekilde fragmanlara
ayrilmasi saglanmistir. Nebulizasyon yapilmak tizere 6rneklerden 1pg daha alindi ve TE
tamponu ile 100ul’ye tamamlandi. Uzerine 500ul Nebulizasyon tamponu eklendi ve

30psi’de nebulize edildi. Sonikasyon yapilan 6rnegin iizerine 500ul, Nebulizasyon
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yapilan Ornegin lizerine 2,5ml PBI Tamponu eklendi ve “Qiagen MinElute PCR
Purification Kit” Protokoliine basland1. Orneklerin tamami kolonlarda filtre edilene dek
15 saniye, 13000rpm’de santrifiij edildi. Alta gecen filtrat atildi. 750ul PE Tamponu
eklendi, 1 dakika 13000rpm’de santrifiij edildi ve filtrat atildi. 1 dakika daha
13000rpm’de santrifiij edildi, tiip 180° dondiiriiliip bir kez daha 1 dakika, 13000rpm’de
santrifiij edildi.Yeni ve steril bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilen kolonlarin {izerine
16pl TE tamponu eklendi ve 1-2 dakika beklendi. 13000rpm’de santrifiij edildi. Alta
gecen 6rnek 200ul’lik steril tiipe alindi.

3.2.9.1.2. DNA Uclarimin Tamiri

Bu islemin amaci, 300-800 bp uzunlugunda elde edilen DNA fragmanlarinin
uclarimin T4 DNA polimeraz ve T4 Polinlkleotid Kinaz ile kit hale getirilmesini
saglamaktir. Bu sekilde hazirlanan uglara spesifik kiciuk adaptorlerin eklenmesi

kolaylastirilmaktadir.

Her bir 6rnege 9ul Ug¢ Tamiri karisimi (Tablo 3-1) eklendi. Hemen ardindan
ornekler PZR cihazina yerlestirilip U¢ tamiri programi (Tablo 3-2) baslatildi.

Tablo 3-1: Ug tamiri karisimi Tablo 3-2: Ug tamiri programi
i Malzeme —
Miktar Sicaklik (°C) Sare
5ul 10X PNK Tamponu (dakika)

5 pl ATP 25 20
2ul dNTP = o
2ul T4 Polimeraz
- 4 -
2 ul Taq Polimeraz
T4 Polinukleotid
2ul Kinaz

3.2.9.1.3 Adaptor Baglanmasi
Bu islem parcalanmis ve uclar torpiillenmis DNA fragmanlarinin 3> ve 5’

uclarina adaptor adi verilen sekanslarin eklenmesini saglamaktadir. (Sekil 3-3)
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Adaptor A ve Adaptor B, amplifikasyon ve nukleotid dizilemesi icin gerekli

primer bolgelerini igeren ve yakalama boncuklarina baglanmay1 saglayan ¢ift zincirli

oligoniikleotidlerdir. (Tablo 3-3)

Sekil 3-3: Fragmanlara Adaptor Dizilerin Baglanmasi (62)

Ug tamiri programi tamamlandiginda reaksiyon tiiplerine 1ul RL Adaptor
eklendi._Her bir tupe 1pl RL Ligaz eklendi. 5 saniye vortekslendi ve 2 saniye spin
santrifiij yapildi. PZR cihazinda, 25°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Tablo 3-3: Adaptor sekanslarin baz dizilimi

Adaptor Sekansi
Adaptor A 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’
Adaptor B 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’

3.29.1.4. AMPure Boncuklarinin Hazirlanmas1 ve Kiiciik Fragmanlarin
Uzaklastirilmasi

e AMPure Boncuk sisesi i¢indeki boncuklar tamamen homojen dagilana kadar
vortekslendi.

e 1,7ml mikrosantrifiij tlplerine 125ul AMPure Boncuk dagitildi. TUpler
MPC’ye (Magnetic Particle Concentrator) yerlestirildi.

e Boncuklar tamamen tiipiin kenarma yapistiginda, boncuklara degmeden

stipernatant cekilip atildi.



e Boncuklarin iizerine 163ul TE Tamponu eklendi, MPC’den kaldirilip 5 saniye
vortekslendi.

e 500ul Boyutlandirma Soliisyonu eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

e Ardindan mini santrifiijde 2 saniye spin yapildi.

e Tiipler buzda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi alinan &rneklere hazirlanan ve
buzda bekleyen AMPure boncuklar eklendi.

e 5 saniye vortekslenip mini santrifijde 2 saniye spin edildi. 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve ardindan MPC’ye yerlestirildi.

e Boncuklar tamamen tiiplin kenarina yapistiginda, boncuklara degmeden
stipernatant ¢ekilip atildi. 190l TE Tamponu eklenip 5 saniye vortekslendi.

e 500ul Boyutlandirma Soliisyonu eklenip 5 saniye vortekslendi. 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve ardindan MPC’ye yerlestirildi.

e Boncuklar tamamen tiiplin kenarina yapistiginda, boncuklara degmeden
siipernatant ¢ekilip atildi.

e 190ul TE Tamponu eklenip 5 saniye vortekslendi. 500ul Boyutlandirma
Soliisyonu eklenip 5 saniye vortekslendi.

e 5 dakika oda sicakliginda bekletildi ve ardindan MPC’ye yerlestirildi.
Boncuklar tamamen tiiplin kenarmma yapistiginda, boncuklara degmeden
stipernatant ¢ekilip atildi.

e Tiipler MPC iistiinde oldugu halde pellete dokunmadan 1ml %70 etanol ile
yikandi, 30 saniye beklendi ve etanol tamamen uzaklastirildi. Bu asama bir
kez daha tekrar edildi. MPC istiindeki tiiplerin kapagi agildi ve oda
sicakliginda 2 dakika, pelletin kurumasi beklendi.

e Tiip MPC’den kaldirild1 ve 53ul TE Tamponu eklendi. 5 saniye vortekslendi
ve mini santrifiijde 2 saniye spin yapildi.

e Tekrar MPC’ye yerlestirilip boncuklarin tamamen tiiplin duvarina yapigmasi
beklendi. Boncuklara dokunmadan, DNA kiitiphanemizi igeren
siipernatanttan 50ul alindi ve yeni, steril 1,7ml mikrosantrifiij tiipiine

konuldu.

3.2.9.1.5 DNA Kiitiiphanesinin Sayisal Degerlendirilmesi
e RL Standartlarini hazirlamak iizere 8 TBS tiipii alindi. Ilk tiipe 90ul RL
Standart ve 90ul TE tampon ¢ozeltisi ilave edildi karistirildi.



Diger 7 tiipe 60ul TE tampon ¢ozeltisi eklendi. Birinci tiipten 120 ul alinarak
ikinci tiipe aktarildi ve 5 dakika vorteksleme islemi yapildiktan sonra 2 saniye
spin islemi uygulandi.

Geriye kalan 6 tiip i¢in bu seyreltme islemi tekrarlanarak gittikce azalan
miktarlarda RL standartinin hazirlanmasi saglandi._Hazirlanan standartlarin
her birinin 50ul’si 8 ayr kiivete alindi.

BLANK okutmak i¢in 50ul TE tampon ¢ozeltisi da ayri bir kiivete alindi.

TBS 380 Fluorometer (Turner Biosystem) cihazi kullanilarak 6nce hazirlanan
standartlar okutuldu ve standart egrisinin ¢izilmesi saglandi.

Daha sonra ornekler okutuldu. Sonuclar Rapid Library Quantitation
Calculator uygulamasi kullanilarak hesaplandi. Bir sonraki asamada
gerekecek olan 10" adet DNA fragmani alinabilmesi igin gerekli olan drnek

miktarlar1 belirlendi.

3.2.9.1.6. DNA Kiitiiphanesinin Kalite Degerlendirmesi
Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi ve Agilent High Sensitivity DNA Kit

kullanilarak kiitliphanenin kalite degerlendirmesi yapildi.

Cip hazirlama diizenegi ve siringast monte edildi.

High Sensitivity DNA jel matriksinin tamamimin {izerine 15pl High
Sensitivity DNA boyasi eklendi.

Vortekslendi ve minisantrifiijde spin yapildi.

Karigim filtreli tiipe aktarildi.

2240 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve 1siktan korunacak sekilde +4°C’ye
kaldirildu.

Karisimin iginden 9ul, ¢ip lizerindeki ilgili kuyuya yiiklendi.

Iml seviyesinde bekleyen siringaya 60 saniye siireyle basildi ve boylece
karisimin ¢ip igerisindeki kanallara dagilmasi saglandi.

Belirtilen diger kuyulara da 9ul karisim yiiklendi.

Ornek ve Ladder kuyularinin her birine 5ul Marker yiiklendi.

Belirtilen kuyuya 1ul High Sensitivity DNA ladder yuklendi.

Geriye kalan kuyulara 6rnekler yuklendi.

Cipe uygun dizayn edilmis vortekste 2400rpm’de 1 dakika vortekslendi.
Agilent 2100 BioAnalyzer cihazina yerlestirildi ve program baslatildi.

22
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3.2.9.2. emPZR

DNA Kiitiiphanesi hazirlandiktan sonra elde edilen fragmanlar, 1 yakalama
boncuguna 1 fragman gelecek sekilde hesaplanip boncuklarin ve fragmanlarin
birbirlerine baglanmasi saglanir. Ardindan bu boncuklar yag icerisinde su karisimi
olacak sekilde emiilsifiye edilir. Boylece her bir yakalama boncugu PZR
amplifikasyonunun gerceklesecegi bir mikroreaktor icine hapsedilmis olur. PZR
amplifikasyonundan sonra mikroreaktorler kirillir ve yagdan temizlenir. Amplifiye

olmus boncuklar pirodizileme asamasinda kullanilmak {izere ayrilir. (Sekil 3-4)

Sekil 3-4: emPZR’da amplifiye olmamis ve amplifiye olmus yakalama boncuklari (62)

3.2.9.2.1 emPZR Amplifikasyonu:
e Emulsiyon yag: kaplar1 TissueLyzer cihazina yerlestirildi ve 2 dakika 28Hz’de
calkalandiktan sonra cihazdan alindi.
e Her iki Emulsiyon yag1 kabina 5ul Mock Mix ¢alisma soliisyonu eklendi.
e 2 —3defa alt-iist edilip TissueLyzer’a yerlestirildi.
e 28Hz’de 5 dakika calkaland1 ve cihazdan alindi ve Live Amplifikasyon
karisimi hazirlandi. (Tablo 3-4)

Tablo 3-4: Live amplifikasyon karigimu igerigi

Miktar Malzeme

2100 pl Su

3000 pl emPZR Ilavesi

1720 pl 5X Amplifikasyon Karigimi

600 pl Amplifikasyon Primeri

400 pl emPCR Enzim Karigimi
10 pl PPiaz
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e Hazirlanan karisim 5 saniye vortekslendi ve buz iistiinde bekletildi.

e Yakalama boncugu tiipleri vortekslendi, spin yapild1 ve supernatant atildu.

e Tiipler, 1X Yakalama Boncugu Yikama Tamponu TW ile iki kez yikandi. Her
yikamada 1ml 1X Yakalama Boncugu Yikama Tamponu TW eklendi,
vortekslendi, spin yapildi ve siipernatant atildi.

e Hazir olan DNA Kiitiiphanesi 95°C’de 2 dakika denature edildikten sonra
4°C’ye alind1.

e Hazirlanan DNA kiitiiphanelerinin TBS-380 o6l¢iimlerine gore asagidaki
denklem (Sekil 3-6) kullanilarak her bir tlipte kullanilacak DNA kiitiiphanesi
miktar1 belirlendi. Hesaplama sonucunda, %10 zenginlestirme olacak sekilde,

kiitliphaneden 45,5ul alind1.

Her tipteki (Boncuk bagtna istenen molekiil) X (Tiip bagina 35.10¢ boncuk)

kutiphane —
(ul) Kiitiiphane konsantrasyonu (Molekiil/ul)

Sekil 3-5: Her bir tiipte kullanilacak DNA Kiitiiphanesinin hesaplanmasi

e 5 saniye vortekslendi ve DNA Yakalama Boncuklar1 ve kiitiiphaneler
15ml’lik tiiplere alindi.

e Her tiipe 3,75ml Live Amplifikasyon Karigimi eklendi. Vortekslendi.

e I5ml’lik tiipteki boncuklarca yakalanmis kiitliphane, Emulsiyon kabina
aktarildi.

o Kap 3 kez alt-Ust edildi.

e TissueLyzer’a yerlestirilen kaplar 12Hz’de 5 dakika ¢alkalandi.

e Yag, karisim ve boncuklar emulsifiye edildikten sonra 96 kuyulu plate’e kuyu
basina 100ul olacak sekilde dagitildi.

e Kuyular seffaf film ile sikica kapatildi.

e PZR cihazina yerlestirildi ve emPZR reaksiyonu baglatildi (Tablo 3-5)
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Tablo 3-5: emPZR reaksiyonu kosullari

Dongii Sayisi Sicaklik Sure
1X 94°C 4 dakika
94°C 30 saniye
50X
60°C 10 dakika
10°C o0

3.2.9.2.2. Amplifiye Olmus Boncuklarin Geri Kazanilmasi

Reaksiyonu biten platelerin her biri bir adet SOLID Emulsion Collection Tray
denen kaplara ters olarak yerlestirildi ve 130 x g’de 4 dakika santrifiij edildi.
Boylece kuyularin i¢indeki karigim tamamen bu kaplara alinmis oldu.

Bu kaplarda toplanan emulsiyon yeteri kadar isopropanol ile karistirilip
pipetaj yapilarak 50ml’lik tiiplere alindi ve toplam hacim isopropanol ile
40ml’e tamamlandi.

Tiipler 930 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve boncuklar c¢oktiiriildii.
Stipernatant dikkatlice atildi.

35ml Enhancing Fluid XT eklendi ve vortekslendi.coken boncuklar dagitildi.
Tiipler 930 x g’de 5 dakika santrifiij edildi, slipernatant atildi.

35ml isopropanol eklendi ve vortekslendi.

Tiipler 930 x g’de 5 dakika santrifiij edildi, slipernatant atildi.

35ml isopropanol eklendi ve vortekslendi.

Tipler 930 x g’de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant atildi.

35ml ethanol eklendi ve vortekslendi.

Tiipler 930 x g’de 5 dakika santrifiij edildi, slipernatant atildi.

35ml Enhancing Fluid XT eklendi ve vortekslendi.

Tiipler 930 x g’de 5 dakika santrifiij edildi, 2ml kadar Enhancing Fluid XT

kalacak sekilde slipernatant atildu.



Bir emulsion kab1 i¢in 2 tane 1.7ml’lik tiip olacak sekilde tiipler hazirland1 ve
boncuklar bu tiiplere alindi.

Biitiin boncuklar bu tiiplerde toplandiktan sonra iizerlerine Iml Enhancing
Fluid XT eklendi ve vortekslendi,spin yapilip supernatant atildu.

Her tipe 1ml Melt solusyonu eklendi ve vortekslendi

2 dakika oda sicakliginda bekletildi, spin yapildi, supernatant atildu.

Her tiipe 1ml Annealing Tamponu XT eklendi ve vortekslendi, spin yapildi ve
supernatant atildi.

Her tipe 45ul Annealing Tamponu XT ve 25ul Enrichment Primeri eklendi.
Vortekslendi.

65°C’de 5 dakika bekletildi ve hemen ardindan 2 dakika buz iistiine alindu.
800ul Enhancing Fluid XT eklendi ve vortekslendi.

Spin yapildi, siipernatant atildi.

Her tiipe 1ml Enhancing Fluid XT eklenerek vortekslendi. Spin yapildi,
siipernatant atildi. Bu asama bir kez daha tekrar edildi.

Her tiipe 800ul Enhancing Fluid XT eklendi ve vortekslendi.

DNA boncuklarimi igeren her tiipe 80ul yikanmis Enrichment boncuklar
eklendi ve vortekslendi.

Rotator’a yerlestirilen tiipler 5 dakika oda sicakliginda dondiirtildii.

Tiipler MPC’ye yerlestirildi ve enrichment boncuklari tamamen yapisana
kadar beklendi.

Enrichment boncuklarima dokunmadan siipernatant ¢ekilip atildi.
Stipernatant’ta hi¢ DNA boncugu kalmayacak sekilde enrichment boncuklari
asagida belirtildigi gibi yaklasik 10 defa yikandi.

Her tipe 1ml Enhancing Fluid XT eklendi ve vortekslendi.

Tiipler MPC’ye yerlestirildi ve boncuklarin tiipiin duvarma yapisarak pellet
olusturmasi saglandi.

Kenara yapisan Enrichment boncuklarma dokunmadan supernatant cekilip
atild.

Tiipler MPC’den kaldirildi ve 700ul Melt soliisyonu her bir tiipe eklendi.
Vortekslendi.
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Tekrar MPC’ye yerlestirilen tiiplerde Enrichment boncuklarinin tiipiin
kenarina yapismasi beklendi.

Supernatant ¢ekilip yeni, steril 1,7ml mikrosantrifiij tiiptine alindu.

Yeni tiipler spin yapildi ve siipernatant atildi.

Eski tiipler MPC’den kaldirild1 ve 700ul Melt soliisyonu her bir tiipe eklendi.
Vortekslendi.

Tekrar MPC’ye yerlestirilen tiiplerde Enrichment boncuklarinin tiipiin
kenarina yapismasi beklendi.

Stipernatant ¢ekilip yeni, steril 1,7ml mikrosantrifiij tlipline alind1.

Yeni tiipler spin yapild1 ve siipernatant atildi.

Eski tiipler MPC’den kaldirildi ve 700ul Melt soliisyonu her bir tiipe eklendi.
Vortekslendi.

Tekrar MPC’ye yerlestirilen tiiplerde zenginlestirme boncuklarinin tiipiin
kenarina yapigmasi beklendi.

Stipernatant ¢ekilip yeni, steril 1,7ml mikrosantrifiij tiiptine alindi.

Yeni tiipler spin yapildi ve siipernatant atildi.

Bu agsamada zenginlestirme tiipleri atild.

Her bir tlpe 1ml Annealing Tamponu XT eklendi ve vortekslendi. Spin
yapild1 ve siipernatant atildi. Bu asama iki kez daha tekrar edildi.

Boncuk pelletleri 200ul Annealing Tamponu XT icinde suspanse edildi.

Her tipe 50pl sekans primeri eklendi ve vortekslendi.

65°C’de 5 dakika bekletildi ve hemen ardindan buz {izerine alinip 2 dakika
daha bekletildi.

Her tiipe 800ul Annealing Tamponu XT eklendi, vortekslendi. Spin yapildi,
slipernatant atildi.

Her tiipe Iml Annealing Tamponu XT eklendi, vortekslendi. Spin yapildi,
stipernatant atild1.

Zenginlestirme oranmi Ogrenmek i¢in sekans primeri baglama asamasi
tamamlanmis DNA’lardan 3pl, partikiil sayictya (Beckman Coulter Z1
Particle Counter) yiklendi.

Cikan sonug belirtilen formiile gore hesaplandi. (Sekil 3-6)
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Geri kazamilan boncuk sayis1

Zenginlestirme % =

35.10° boncuk/ kap

Sekil 3-6: Zenginlestirme oraninin hesaplanmasi

3.2.9.3. Dizileme

GS-FLX sisteminin temelini pirosekanslama bazli dizileme sistemi olusturmaktadir.
Pirosekanslama, DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesan bir enzim araciligiyla
tespitine dayanmaktadir. Dizileme reaksiyonu, dizilenecek DNA’nin tek sarmali
lizerinde tamamlayict sarmalinin sentezlenmesi seklinde kendini gosterir. Dizileme
primeriyle sabitlenen tek sarmalli kalip DNA {izerine ardisik olarak akan A, C, G, T
niikleotitlerinin kalip DNA dizisine tamamlayici olmasit durumunda ortamda bir 11k
olusur. Bu 15181 yaratan kemiliiminesan sinyalin hangi niikleotitin baglanmasi sirasinda
olustugu tespit edilir. Niikleotit akigi sirasinda tamamlayict niikleotitin gelmesi
durumunda DNA polimeraz, pirofosfat (PPi) aciga c¢ikmasimi saglar. ATP siilfiirilaz
enzimi bu PPi’yi ATP’ye déniistiiriir. ATP, lusiferaz enzimi aracilifiyla lusiferinin
oksilusiferin’e dontigmesini saglar. Oksilusiferin gortilebilir bir 151k yaratir. Bu 15181n
siddeti ATP miktariyla dogru orantilidir. Ortaya ¢ikan bu 151k CCD kamera tarafindan
kaydedilir ve bilgisayar programi yardimiyla sekans datalarina (flogram) donsiir.
Niikleotit akisi sirasinda eslesmeyen niikleotitler ve ortamdaki ATP, apiraz tarafindan
pargalanir ve reaksiyon yeni bir tur niikleotit akisiyla devam eder (58). (Sekil 3-7)

Sinyal Goruntiist

Polimeraz

Sulfurilaz

Al Lusiferin

Lusiferaz

Isik + Oksilusiferin

Sekil 3-7: Sekanslama asamasindaki reaksiyonlar (62)
GS FLX cihazinin programinda ilgili kisma gelinerek On yikama programi baslatilds.
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PicoTiterPlate (PTP), BB2 tamponuna batirilarak kullanilacagi ana kadar bu tamponun

icinde bekletildi.

3.2.9.3.1. Paketleme Boncuklarinin Hazirlanmasi
e Paketleme boncuklar1 3 defa Iml BB2 ile yikandi. Vortekslendi ve 10000rpm’de
5 dakika santrifuj edildi.

e Uciincii ytkamadan sonra her tiipe 550u1 BB2 eklendi, boncuklar stispanse edildi

ve buz Ustlinde bekletildi.

3.2.9.3.2. DNA Boncuklarmin (Ornek ve Kontrol) Hazirlanmasi

e Kullanilacak olan 2’li BDD’ye (Bead Deposition Device) uygun miktar olan
2000000 DNA boncugu igin gereken 650ul DNA Boncuguna 20ul kontrol
boncugu eklendi. Toplam hacim 670ul oldu.

e 1 dakika spin yapildu.

e 620ul siipernatant ¢ekildi ve boylece toplam hacim 50ul kalmis oldu.

e Diger yandan da 1570ul BB2, 150ul Polimeraz kofaktorii, 300ul DNA
Polimeraz karigtirilarak toplam hacim 2020ul olacak sekilde DNA Bead
Incubation Mix (DBIM) hazirlandi.

e 50ul hacimli DNA boncugu tiiplerinin her birine 950ul DBIM eklendi.

e Ornekler 15 dakika oda sicakliginda Rotator’da dondiiriilerek inkiibe edildi.

3.2.9.3.3. Enzim ve PPiaz Boncuklarinin Hazirlanmasi

e Enzim ve PPiaz boncuklar1 vortekslendi ve MPC’ye yerlestirildi.

e 2-3 dakika bekletilip tiiplerin kenarinda pellet olugsmasi saglandi.

o Birkac kez alt-Ust edilip 2 dakika daha beklendi.

e Boncuklara dokunmadan siipernatant uzaklastirildi.

e Enzim boncuklar {i¢c defa Iml EB Wash ile yikandi, vortekslendi ve MPC
yardimiyla pellet ayrildi, siipernatant atildi.

e Uciincii yitkamadan sonra 1ml EB Wash eklendi, vortekslenip boncuklarin
suspanse olmasi sagland1 ve buz lizerinde beklemeye alindi.

e PPiaz boncuklar1 {i¢ defa Iml BB2 ile yikandi, vortekslendi ve MPC

yardimiyla pellet ayrildi, siipernatant atildu.
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e Uciincii yikamadan sonra 500ul BB2 eklendi, vortekslenip boncuklarin

suspanse olmasi saglandi ve buz lizerinde beklemeye alindi.

e 1., 3. ve 4. katmanlar i¢in {i¢ ayr1 15ml’lik tiip hazirland1 ve isimlendirildi.
Tablo 3-6’da goriildiigii gibi hazirlandi.

Tablo 3-6: Katmanlara yiiklenecek boncuklarin hazirlanmasi

Boncuk Kullanilan Enzim PPiaz Toplam
Katmani Tampon (ul) Boncuklari(ul) Boncuklari(ul) Hacim(ul)
EB Yikama
1 570 --- 3800
Tamponu (3230)
EB Yikama
3 1340 --- 3800
Tamponu (2460)
BB2 Tamponu
4 --- 460 3800
(3340)

3.2.9.3.4. DNA Boncuklar1 ve Paketleme Boncuklarimin Birlestirilmesi
e 1000ul DNA boncugu iizerine, 265ul Paketleme boncugu ve 435ul BB2
eklendi. Toplam hacim 1.7ml oldu.

e (da sicakliginda 5 dakika Rotator’da dondiiriilerek inkiibe edildi.

3.2.9.3.5. Boncuklarin PTP’ye Yiiklenmesi ve Dizileme
e Hazirlanan katmanlar sirastyla PTP’ye yiiklendi ve santrifiij edildi (Tablo 3-7)

e Yiikleme gasketindeki PTP’ye her iki bolge ig¢in 1860pl BB2 yiiklendi ve 1620 x
g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra iistte kalan ¢ekilip atild1.

e Katman 1 i¢in hazirlanan tiip vortekslendi ve sekilde her bolge igin 1860ul
yiiklendi. 1620 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra istte kalan
cekilip atild1.

e Katman 2 i¢in hazirlanan tiip vortekslendi. Her iki bolge i¢in 1700ul yiiklendi.
1620 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij bitince supernatant ¢cekilmeden
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bir kez daha 1620 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu asamadan sonar
supernatant c¢ekilip atildi.

e Katman 3 i¢in hazirlanan tiip vortekslendi. Her iki bolge i¢in 1860ul yiiklendi ve
5 dakika 1620 x g’de santrifiij edildi. Siipernatant ¢ekilip atildi.

e Katman 4 i¢in hazirlanan tiip vortekslendi, her bolge i¢in 1860ul yiiklendi ve 5
dakika 1620 x g’de santrifiij edildi. Siipernatant ¢ekilip atildi.

Tablo 3-7: Boncuklarin katmanlara yiiklenme sirasi

Boncuk Katmani Enzim Boncuklar (ilk Katman)
Boncuk Katmani DNA ve Kontrol Boncuklari
Boncuk Katmani Enzim Boncuklari (Ikinci Katman)
Boncuk Katmani Ppiaz Boncuklar1

e Boncuklarin yiiklendigi PTP, yiikleme gasketinden c¢ikartildi ve GS FLX
cthazina yerlestirildi. Cihaza bagl bilgisayarda ilgili program secildi ve

sekanslama caligsmasi baslatildi.

3.2.10. Biyoinformatik Analiz

Dizileme sonucu dUretilen data GS Run Browser kullanilarak DNA dizilerine
doniistiiriilmiistiir. Bu asamada diisiik kaliteli DNA dizileri program tarafindan
elenmistir. Elde edilen DNA dizileri insan kromozomlari ile karsilastirilarak dizilerin,
kromozomlar (zerindeki vektor dizilerine homolog bolgelere gore dagilimi
belirlenmistir. K562 ve 293T hiicrelerinde insan kromozomlarina uymayan diziler;
NCBI veritabanindan indirilen SV 40, Epstein-Barr, Insan Papilloma Viriisleri,
Adenoviriisler gibi immortalizasyonda kullanildigi rapor edilen DNA viriislerinin
dizileri ile CLCBIO Genomic Workbench 5.1 programi kullanilarak karsilastirilmistir.
Daha sonra, bu asamada hicbir diziyle eslesmeyen fragmanlar NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabaninda aranarak eslestikleri diziler incelenmistir. SV-40
T antijeni ile eslesen fragmanlardan kimerik olanlar incelenerek, kromozomal

entegrasyon bolgeleri tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, K562 ve 293T  hiicre soylarinin odliimsiizlestirilmesinde
kullanilan vektorlere ait DNA dizilerinin varligi ve genomdaki dagilimi incelenmistir.

K562 ve 293T hiicre soylar1 ¢oziilerek uygun medyumda ¢ogaltilmig ve pasajlanmaistir.

4.1.  Floresanla Aktive Hiicre Ayirma (FACS)
293T hicre soyu pLVTHM lentiviral vektori ile transdikte edildikten sonra,
hiicreler FACS hiicre ayirma metodu ile ayrilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4-1: Transdiikte edilmis 293 T hiicrelerinin FACS sonuglari

GFP pozitif hiucreler (saflik: % 100) ayrildiktan sonra hiicre kiiltiiri ortaminda
pasajlanmistir ve 9. pasajdan sonra genomik DNA Qiagen DNA Blood Maxi Kit
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kullanilarak izole edilmistir. Elde edilen 20 ug DNA hedefli dizi yakalamasi i¢in
Nimblegen’e gonderilmistir. Hedefli dizi yakalama metodu kullanilarak bu DNA’daki
viral integrasyon bolgeleri ve plasmid dizileri diger dizilerden ayrilmistir. Transdiikte
edilmemis K562 hiicre soyu, floresan aktive hiicre ayirmada negatif kontrol olarak

kullanilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4-2: Transdiikte edilmemis K562 hiicrelerinin FACS sonuglari

K562 hiicre soyu pasajlanarak uygun hiicre sayisina ulasildiktan sonra 20 ug

genomik DNA Qiagen DNA Blood Maxi Kit ile izole edilmis, hedefli dizi yakalama
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metodu kullanilarak bu DNA’daki viral integrasyon bdlgeleri ve plasmid dizileri diger

dizilerden ayrilmistir.

4.2.  Yeni nesil dizileme

Dizi yakalamasi sonucu kazanilan fragmanlar, GS FLX sistemi kullanilarak

dizilenmistir. Uzunluklar1 40 bg ile 691 bg arasinda degisen ortalama 321 bg

uzunlugunda fragmanlar elde edilmistir (Sekil 4.3).

Mumber Of Librany Reads
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Sekil 4-3: Dizileme sonucu elde edilen DNA fragmanlarinin uzunluk dagilimlari

Iki hiicre soyu i¢in elde edilmis fragman sayisi, ortalama uzunluk ve toplam baz

sayist ile ilgili bilgiler Tablo 4.1°de gdsterilmistir.

Tablo 4-1: Yeni nesil dizileme sonuglari

K562 293T Toplam
Ham kuyu sayisi 444,124 432,831 876,955
Anahtar igeren diziler 432,096 420,632 852,728
Fitreden gegen sayisi 272,481 299,575 572,156
Toplam baz sayisi 83,881,664 99,382,141 183,263,805
Uzunluk ortalamasi 308.09 331.9 321.2
Uzunluk Std. Sapmas1 142.85 138.07
En uzun dizi 691 616 691
En kisa dizi 40 40 40
Medyan dizi uzunlugu 338 366
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4.3.  Biyoinformatik Analiz

Iki hiicre soyunda toplam 183,263,805 baz dizilenmistir. pPLVTHM plasmid’inde
insan genlerine homolog parcalar bulunmaktadir. Yakalama problari bu plasmid temel
alinarak tasarlandigindan elde edilen fragmanlardan K562’de 256,722 ve 293T’de ise
292,135 tanesnin insan kromozomlarindaki homolog bolgeler ile eslestigi goriilmiistiir

(Sekil 4.4).

a. K562
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b. 293T
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Sekil 4-4: iki hiicre soyunda Yyeni nesil dizileme sonucu elde edilen fragmanlarin insan
kromozomlarindaki problara homolog bolgelere gore dagilimi a. K562, b. 293T
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Insan kromozomlar: ile eslesmeyen DNA dizileri, hiicreleri transdiikte etmek
icin kullanilan pLVTHM lentiviral vektoriiniin plazmid kismi (5885-11085) (Sekil 4.5)

referansi ile karsilastirilarak eslesen diziler belirlenmistir.

EBV rev_primer
SV40_PA_terminator
ORF frame 1

NLS

SV40 NLS
SV40_3 splice
SV40_int

SV40pro_F_primer
SV40_enhancer
SV40_origin
SV40_promoter
pBABE_3 primer

pBR322_origin

Fspl (7380)
ORF frame 3
Ampicillin

AmpR_promoter

pGEX_3 primer

tet (300 - 563)

pBRrevBam_primer

Spb6_primer

Xbal (5884)

Sekil 4-5: pLVTHM vektoruniin plazmid kisminin genetik haritas1 (5885-11085)

CLC Genomics Workbench 5.1 kullanilarak yapilan eslestirme sonucu elde
edilen DNA dizilerinin lentiviral vektoriin plazmid pargasi iizerinde olusturdugu genel

profil ortaya konulmustur (Sekil 4.6).
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a. 293T
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Sekil 4-6: pPLVTHM vektoriiniin sadece klasik plazmid kismi (5885-11085 bg arasi) ile eslesen
fragmanlarin 293T (a), K562 (b) hiicreleri i¢in toplu goriiniimii

Plazmid kisim ile eslesen bu 22980 fragmanin ise hiicre soylarinda
immortalizasyon isleminde kullanilarak DNA’ya entegre olmus viral ve plasmid
kalintilara ait oldugu goriilmiistiir. Elde edilen 15540 K562 ve 7440 293T fragmaninin,
benzerlik gosterdikleri plazmid bolgelerine gore dagilimi CLCBIO Genomic
Workbench 5.1 kullanilarak belirlendikten sonra bu bolgelere giden fragmanlarin ait
olduklar1 plazmidler NCBI database taranarak bulunmustur ve bu fragmanlarin bu

vektorlerde eslestigi bolgeler gosterilmistir (Tablo 4.2, Tablo 4.3).
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Tablo 4-2: K562 hiicre soyundan elde edilen fragmanlarin hiicre soyu olusturmada kullanilan

vektorlere gore dagilim.

Vektor ad1 Fragman sayis1  Eslesen bolge

Simian virus 40 9348 SV40 Biiyuk T antijeni

pGNS-BAC 1831 Replikasyon orijini (colE1)

pSTH1-GFP 1786 PolyA sinyali, insan sitomegaloviris
CMV promotor bolgesi

FBDKki knock-in 1670 Neomisin direng geni

Insan herpes viriis (HHVS) 905

UL124- UL133

Toplam 15540

Tablo 4-3: 293T hicre soyundan elde edilen fragmanlarin hiicre soyu olusturmada kullanilan

vektorlere gore dagilima.

Vektor adi Fragman sayis1  Eslesen bolge

Simian virus 40 4348 SV40 Biyuk T antijeni

pCMV-HIF-1a-FLAG 945 Neomisin direng geni

pHR'-CMVLacZ 756 Ampisilin direng geni

pHR'-CMVLacZ 744 pUC replikasyon orijini

pHR'-CMVLacZ 647 SV40 poliadenilasyon sinyali ve
intron

Toplam 7440

SV40 referansi ile eslesen fragmanlar analiz edilerek, her iki hiicre soyunda da

3. kromozomun p kolu {iizerindeki TBCIDS5 genine integre olmus diziler tespit

edilmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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Sekil 4-5: Kimerik fragmanlarin TBC1DS5 geni iizerindeki goriiniimii

Bu asamada integrasyon bolgesinin giivenilirliginin tespiti igin %98 benzerlik
orant ve minimum 50 b¢ uzunluk kistaslar1 temel alinmistir. Elde edilen integrasyon
bolgesini iceren dizilerin bu kistaslara uydugu ve ayni zamanda pirosekanslama i¢in
ongoriilen kalite skorlarint sagladigi belirlenmistir. Diger vektOr dizileri de integrasyon

boleglerinin tespiti i¢in analiz edilmis ancak kimerik diziler tespit edilmemistir.
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5. TARTISMA

Kontrollii deneysel modellerin olusturulmasinda hiicre soylar1 in vitro ¢alismalar
icin oldukca 6nemli materyallerdir. Spesifik genotipik 6zelliklere sahip hiicre soylarinin
olusturulmasi i¢in kullanilan en yaygin yol DNA viriisleri veya antijenleridir. Bunlar,
timoral transformasyon Ozelligine sahip olan SV40 large T-antigen (LT) ve small t-
antigen (ST) proteinleridir (63). Blylk T-antijen proteini retinablastoma ve p53 tumor
baski yolunu ortadan kaldirarak transformasyona katkida bulunur (64). Retinablastoma
ve p53 yolaklar birgok kanserde de baskilanmistir (65). Ancak, kiglk t-antigen proteini
protein phosphatase 2A yolunu ortadan kaldirarak hiicrelerin yiizey bagimliliklarini
ortadan kaldirarak gercek transformasyonu saglamaktadir. SV40 LT ve ST proteinleri
ile trasforme olmus bir hiicre 6liimsiiz (immortal) hale gelmis bir hiicredir (66).

Hiicrelerin immortalizasyonunda kullanilan vektorlerin hiicre DNA’sina entegre
olmalar1 hiicre soyunun stabilizasyonu i¢in 6nemli ve kritiktir. Bu vektorler araciligiyla
hiicreler sonsuz boliinme yetenegi kazandiklar1 gibi, hiicre kiiltlirii ortaminda
kullanilabilmelerini saglayacak stabiliteye de wulasirlar. DNA viriislerinin hcre
genomundaki integrasyon bdlgelerinin tespiti ve etkileri ilizerine farkli c¢alismalar
bulunmaktadir. Hiicre soylarindaki integrasyon bolgelerinin analizi kontrollii deneysel
caligmalarda elde edilen sonuglarin giivenirligi i¢in onemli oldugu gibi insersiyonal
mutagenesis problemine de 151k tutacaktir (67) .

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda, immortalizasyon tekniklerinin isleyis
mekanizmasinin anlagilmasi ve optimize edilmesi amacini tasimistir. Ancak tek tek viral
vektor analizlerini i¢eren ¢alismalar ¢ok olmakla beraber, bu alanda tim vektoérlerin bir
biitiin halinde ve tiim genom diizeyinde degerlendirilmesi ve bunun yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak yiiksek miktardaki bilgilerin 1s1§inda yapilmasi temelinde ¢ok az
¢alisma mevcuttur (68).

Yapilan ¢calismada, K562 ve 293T hiicre soylarinin 6liimstizlestirilmesinde ve stabil
hale getirilmesinde kullanilan vektorlere ait DNA dizilerinin binlerce pasaj sonrasindaki
varliklart ve genomdaki dagilimlari incelenmistir. Kullanilan vektdrlere ait DNA
parcalari, bir lentiviral vektére 0zgun ortiisen problar kullanilarak hedefli dizi yakalama
(sequence capture array) metodu ile yakaladiktan sonra yeni nesil dizileme teknolojisi
ile dizilenmistir. Calismada kullanilan 293T hiicreleri lentivektor ile transdiikte

edilirken K562 hiicreleri transdiikte edilmeden kullanilmigtir. Hedefli dizi yakalama
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sonucu iki hiicre soyu i¢in birbirine yakin sayida dizi elde edilmistir. Bu asamada
transdiikte edilmemis olan K562 hiicrelerinde daha az fragman elde edilmesi
beklenebilir ancak kullanilan yontemin sinirlari nedeniyle K562 hiicrelerinden elde
edilen DNA’da yalnizca lentiviral vektoriin plazmid kismi ile eslesen diziler
bulunmasina ragmen yakin sayida fragman elde edilmistir.

Dizileme sonucu, K562 hiicre soyunun oliimsiizlestirilmesinde kullanilan vektorlere
ait 15540 fragman elde edilmistir. Bu fragmanlarla yapilan biyoinformatik analizler
sonucunda, 9348 fragmanin (%60) SV-40 T antijenine, 1831 fragmanin pGNS-BAC
klonlama vektoriine, 1786 fragmanin pSTH1-GFP DNA klonlama vektorine, 1670
tanesinin FBD’ki knock-in vektoriine ve 905 tanesinin de insan herpes viriis 5 (HHV 5)
strain Toledo’ya ait oldugu belirlenmistir. Bu fragmanlarin; pGNS-BAC klonlama
vektoriinde replikasyon orijini (colE1) bolgesine, FBD’ki knock-in vektoriinde
Neomycin direng geni ile soriano vektorii bolgesine gitmektedir. Insan herpes viriis 5’te
UL124 - UL133 genleri arasindaki bolgesi ve pGNS-BAC klonlama vektorinde PolyA
sinyali, insan sitomegaloviris CMV promotor bolgesi ile eslesmektedir. Fragmanlarin
vektorler Uzerinde eslestikleri bolgeler hiicre immortalizasyonunda kullanilan plazmid
DNA’larin ortak bolgelerini olugturmaktadir. Replikasyon orijini, neomisin direng geni
gibi diziler klasik vektor iskeletini olusturan diziler olarak bilinmektedir.

293T hiicre soyu icin de K562 hiicrelerine benzer sekilde neomisin diren¢ geni,
SV40 T antijeni, SV40 poliadenilasyon sinyali ve intron ve replikasyon orijini bolgeleri
tespit edilmistir. Bu sonuglar farkli kokene sahip iki hiicre soyunun aslinda genel olarak
ayni iskelete sahip vektorler ile enfekte edildigini gostermektedir.

SV-40 hiicre soyu olusturma isleminde en sik kullanilan viriis tiplerinden biridir
(13). K562 ve 293T hiicre soylarinda da SV-40’in Oliimsiizlestirme isleminde
kullanildig1 bilinmektedir (69,70). Ozellikle 293T hiicrelerinin SV40 enfeksiyonu,
integrasyonu ve stabilizasyonu agisindan uygun karaktere sahip hiicreler oldugu tespit
edilmistir. Bu alanda yapilan c¢alismalar 293T hiicrelerinin sinir hiicrelerine olan
benzerlikleri nedeniyle SV40 enfeksiyonu ve integrasyonu agisindan daha verimli
olduklarin1 gostermektedir (71).

Calismamizda, SV-40 T antijenine ait fragmanlar incelenerek viral integrasyon
bolgelerini igeren olas1 kimerik fragmanlar belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu fragmanlarin
analizi sonucunda SV-40’in K562 ve 293T hiicre soylarinda 3p24.3 kromozomal
bolgesinde bulunan, TBC1DS5 adli gene entegre halde bulundugu goriilmiistiir. Bugiine
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kadar SV40 icin pek cok farkli hiicre soyunda integrasyon bolgesi tespiti ¢aligmalari
yapilmis ve farkli integrasyon bolgesi rapor edilmistir. SV40 konak DNA’da rastgele
bolgelere entegre olabilen bir DNA timor virtsidar. Ancak, virsin zamanla enfekte
hiicrelerin boliinmesi ve pasajlanmasi ile kendisi ve konak i¢in en uygun bolgede
seleksiyonla baskin ve tek hale geldigi bilinmektedir. SV-40’1n integrasyon bolgeleri
enfekte ettigi hiicrelerin kdkenine gore farklilik gostermekle beraber ayn1 bolgeleri de
tercih edebilecegi rapor edilmistir. Bu durumda viriisiin integrasyon bolgesi tercihinde
hiicre kdkeninden ¢ok genomik DNA’nin yapisal 6zelliklerinin baskin rol oynadigi ileri
stirilebilir. Ayn1 zamanda farkli hiicre soylarinda farkli integrasyon bolgelerinin tercih
edilebileceginin bildirilmesi, viriisiin hiicre tipine gore degiskenlik gosteren enfekte
etme yetenegine bagl olarak konak hiicredeki viriis sayisinin degismesi ve dolayl
olarak da integrasyon bdlgesi profilinin etkilenmesi temeline dayandirilabilir. Bu
varsayimdan hareketle, elde ettigimiz sonuglarin farkli doku kokeninden gelen ancak
binlerce pasaj sonrasi analiz edilen hiicrelere ait oldugu diistiniiliirse yukarida
bahsedilen viral integrasyon bdlgesi tercihinin daha stabil hale geldigi ve konak

DNA’daki muhtemel gorece en uygun bolgenin kaldig: spekiile edilebilir (14).

Hiicre soylarmin immortalizasyonunda kullanilan viriislerin DNA entegrasyon
profilinin belirlenmesi, hiicre soylarinin bilimsel c¢aligsmalardaki verimi {lizerine olasi
etkilerinin hesaplanabilmesini saglayabilir. Ayrica son yillarda onkolitik plazmidlerin
gen tedavisinde kullanimi ilizerine yapilan ¢aligmalar artmistir (70). Endojen DNA

vektorlerinin lokalizasyon bilgisi bu ¢aligmalara da yol gosterecektir.
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