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OZET

Molekiiler goriintiileme, canli organizmalardaki biyolojik olaylarin anlasilmasini
kolaylastiran bir teknolojidir. Giiniimiizde belirte¢ gen ifadesinin girisimsel olmayan
yontemlerle in vivo olarak goriintiilenmesi, cooled charge-coupled (CCD)
kameralarin kullanilmasiyla miimkiindiir. In vivo olarak belirte¢ gen ifadesinin
takibi, hastalik modellerinde tedavi edici genin hedef hiicredeki ifadesinin takip
edilebilmesi agisindan 6nemli bir yaklagimdir. Belirte¢ gen ifadesinin organizmadaki
ifade yeri, yogunlugu ve siiresi, girisimsel yoOntemlere ihtiya¢ duyulmaksizin
belirlenebilmektedir.

Bu c¢alismada, BALB/c farelerdeki transgen ifadesini in Vvivo olarak
goriintiileyebilmek icin yeni bir cihaz olan CCD kameranin kullanimi1 amacglandi. Bu
nedenle yesil floresan protein geni tagiyan adenoviral vektorler (AdEGFP), BALB/c
farelerin kuyruk veninden sistemik olarak farkli dozlarda enjekte edildi. Vektor
enjeksiyonundan sonra, belirli zaman araliklarinda farelerdeki AdEGFP aracili
transgen ifadesi CCD kamera ile goriintiilendi.

Sonuglarimiz, adenoviral vektorlerle sistemik gen transferi sonrasinda transgen
ifadesinin karacigerde oldugunu ve sentez miktarinin 4. giin en iist seviye ulasarak
sonraki gilinlerde azaldigin1 ve en az 30 giin boyunca CCD kamera ile takip
edilebilecegini gdstermistir. Bunun yami sira, derin dokulardaki transgen sentezine
bagli sinyallerin, cerrahi yontemler ile %36 daha kolay tespit edildigi gosterilmistir.
Bu bulgular, girisimsel olmayan goriintilleme tekniginin canli organizmalarda
transgen ifadesinin yeri, miktar1 ve siiresi ile ilgili bilgi verici oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Girisimsel olmayan goriintiileme yontemi, CCD kamera,
EGFP, adenoviral vektdr, gen tedavisi
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ABSTRACT

Molecular imaging is a technology that enhances our understanding of
biological process in living organisms. Lately, noninvasive imaging of reporter gene
expression in vivo became feasible by cooled charge-coupled device (CCD) camera.
Tracing and quantifying the reporter gene expression in Vivo is an important
approach to monitor the expression of therapeutic genes in targeted tissues in disease
models. Detection of the location, intensity, and time variation of reporter gene
expression without need of invasive techniques is now possible.

For this reason, in this study we wanted to apply a new light detection CCD
camera for in vivo imaging of EGFP transgene expression in BALB/c mice. Various
titers of first generation adenoviral vectors encoding enhanced green fluorescent
protein (AdEGFP) was injected into BALB/c mice via tail-vein. After vector
administration, AEGFP mediated transgene expression was imaged at different time
points by using a CCD camera.

Our results showed that adenovirus delivered transgene expression was observed
only in the liver after systemic vector administration. It peaked at day 4 and then
remained detectable for at least 30 days by CCD camera. However, based on our
results fluorescent signal detection in deep tissue could be enhanced 36% by surgical
methods. These findings demonstrate that, noninvasive imaging provides functional
data indicating the approximate location, magnitude, and duration of transgene
expression for living organisms.

Key words: Non invasive imaging, CCD camera, EGFP, adenoviral vector, gene
therapy
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GIRIS ve AMAC

Gen tedavisinin temel amaci, hiicrelerin hastaliga yol agan eksik ya da kusurlu
genlerin yerine, saglikli kopyalarmin hiicreye yerlestirilmesidir. Ilk baslarda genetik
hastaliklarin tedavisi amaciyla planlanan gen tedavisi, artik kanser gibi kompleks
hastaliklardan AIDS gibi viral enfeksiyon hastaliklarina kadar pek c¢ok hastaligin
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Bugiine kadar transgen sentezinin varligi, ifade siiresi,
miktar1 ve yeri enzim aktivite deneyleri ya da immiinohistokimyasal boyamalar gibi
girisimsel yoOntemlerle gosterilmistir. Bu yoOntemlere alternatif olarak, son
zamanlarda girisimsel olmayan in vivo goriintiileme teknikleri kullanilmaktadir. /n
vivo goriintiileme teknigi; uygulamasi kolay, hizli ve oldukca elverisli bir yontemdir.
Ozellikle optik goriintiileme; MRG ya da PET gibi diger karmasik yontemlerle
karsilastirildiginda, daha basit ve daha diisiik maliyetli bir yontemdir. Bu teknoloji
sayesinde pek c¢ok hiicresel ve molekiiler diizeydeki olaylar kolayca takip
edilebilmektedir.

Gen tedavi calismalarinda, in vivo belirteg gen ifadesinin goriintiilenmesi,
hastalik modellerinde tedavi edici genin hedef hiicredeki ifadesinin takip edilebilmesi
acisindan 6nemli bir yaklasimdir. Bu caligmada, adenoviral vektorlerle farelere
aktarilan yesil floresan protein gen ifadesinin floresan optik goriintiileme teknigi
kullanilarak gosterilmesi amaglanmistir. Bunun yani sira, floresan optik goriintiileme
sisteminin belirteg gen {rilinlerini goriintillemedeki etkinligi ve hassasiyeti
aragtirilmustir.



GENEL BIiLGILER

2. 1. Gen Tedavisi

Klinik uygulamalarda, dokulara gen transferi yaklasik yarim yiizyildir diistiniilen
bir konudur. Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle birlikte genetik
materyalin islenebilir olmasi, bu diisiinceyi uygulamaya gecirmistir. Gen tedavisi, ilk
baslarda genetik hastaliklarin (6rnegin; kistik fibroz, bagisiklik sistem bozukluklari,
kas distrofisi, hemofili ya da hatali genlerin neden oldugu kanser gibi kompleks
hastaliklarin) tedavisi amaciyla planlanmistir. Fakat, diger bazi hastaliklar i¢in uygun
tedavinin olmamasi, gen tedavisinin kullanim alanini genisletmis ve gen tedavisi
genetik hastaliklarin  disinda, pek ¢ok hastalifin arastirilmasinda kullanilmaya
baslanmigtir. Gen tedavisi, hala gelisim asamasindadir ve biyoteknolojik
ilerlemelerle birlikte, 20 yil icerisinde klinik uygulamalardaki yerini alacagi
distintilmektedir [1].

Gen transfer vektorleri kullanilarak yapilan ilk klinik gen tedavisi, 1990 yilinda
rapor edilmistir [2]. Bu ¢alismadan sonra, gen tedavi calismalari artmig ve 1340’dan
fazla klinik gen tedavi denemesi rapor edilmistir. 28 iilkede, 100’den fazla farkli gen
kullanilarak klinik gen tedavi denemeleri yapilmistir [3].

2.1.1. Gen Tedavi Vektorleri

Gen transferinin en kolay yolu, transgeni iceren ¢iplak DNA’y1 dokuya enjekte
etmektir. Fakat, bu yolun gen transfer etkinligi diisiik oldugundan, yeni molekiillere
ve metodlara ihtiyag duyulmustur. Bu nedenle, hedef hiicrelerin ¢ekirdegine gen
transfer etmek, bu genin hiicre icinde yikimina karsi koruma olusturmak ve gen
transkripsiyonunu saglamak gibi bir¢ok iglevi yerine getirebilen vektorler
tasarlanmistir. Gen tedavi vektorlerinin, giivenli ve hedefe 6zgii olmasiyla birlikte,
yikima ve immiin ataga karsi korunmali olmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla
birlikte, gen tedavi vektorlerinin maliyetinin az olmasi, yiiksek yogunlukta ve fazla
miktarda tiretilebilmesi ve saflagtirilmasinin kolay olmasi istenmektedir. Ayrica,
ideal bir vektoriin klinik uygulamalar i¢in de elverisli olmas1 gerekmektedir [4].
Hiicrelere gen aktariminda, viral (retroviral, adenoviral, adeno benzeri viral vektorler
gibi) ya da viral olmayan (elektroporasyon, gen tabancasi, lipozomlar gibi)
yontemler kullanilmaktadir. Her yontemin farkli avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.
Ornegin; viral vektdrler gen transferinde oldukga etkilidirler, fakat in vivo kosullarda
immiin yanit olustururlar. Viral olmayan vektorler ise toksik olmamasi ve immiin
cevabr uyandirmamasi agisindan in vivo uygulamalarda daha giivenlidirler. Fakat,
gen transferinde viral vektorler kadar etkili gen aktarimi yapamazlar. Simdiye kadar
rapor edilen klinik gen tedavi caligmalarinin yaklasik %70’inde viral vektorler
kullanilmigtir [3]. Viral vektorler ile in vivo gen aktariminda iki gereksinim vardir.
Birincisi, hedef hiicrenin viriis enfeksiyonu i¢in uygun olmasi, ikincisi ise sadece
hedef hiicrelere 6zgii, kolay ve etkili transdiiksiyon yapilarak uzun siire transgen
sentezinin saglanmasidir.



Insan gen tedavi calismalarinda ilk kez kullanilan vektorler, fare
retrovirlislerinden olusturulan vektorlerdir. Viral genleri ¢ikartilan rekombinant
retroviriisler, ¢ogunlukla hayvan modellerinde ¢alisilmis ve bu vektdrlerin kalici,
fakat az sayida hiicrede transgen sentezi saglayabildigi gosterilmistir. Retroviral
vektorlerin sadece boliinebilen hiicreleri enfekte edebilmesi, bu vektorin kullanim
alanmi kisitlamaktadir. Bununla birlikte, retroviral genomun konak genomuna
yerlesmesi sonucunda, kalici transgen sentezi saglanmaktadir. Viral genomun, konak
genomunda rastgele yerlesimi, konak genlerinde mutasyon olusturarak malignansi
riski tagimaktadir. Ayrica, retroviral vektorlerin yiiksek yogunlukta iiretilmesi ve
saflagtirilmast  olduk¢a zordur. Adenoviral vektorlerin yiiksek yogunluklarda
tiretilmesinin ve saflastirilmasinin kolay olmasi, béliinmeyen hiicreleri de transdiikte
edebilmesi, bu vektorlerin in vivo gen tedavisinde kullanimini giindeme getirmistir.
Ayrica, deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda bir¢ok dokuda, yiiksek seviyede
gen transferi yapabildigi, fakat immiin sistemi uyardig1 gosterilmistir [5].

2.1.2. Adenoviriisler

Adenovirtisler (Ad) ilk kez 1953 yilinda, insan adenoid doku kiiltiiriinden izole
edilmis [6] ve adenoviriis ismi Enders ve arkadaslar tarafindan verilmistir [7]. O
zamandan bu yana 50’den fazla insan adenoviriis serotipi izole edilerek, karakterize
edilmistir. Memeli, kus, siirlingen, amfibi ve balik tiirlerinde Adenoviridae ailesine
ait birgok adenoviriis serotipi oldugu belirlenmistir. Insan adenoviriis serotipleri,
genetik c¢esitlilige ve virlis DNA’sinin GC igerigine gore alt1 alt gruplara ayrilmistir
(A, B, C, D, E ve F alt gruplar1). Yapis1 ve biyolojisi iyi bilindigi i¢in, gen tedavi
caligmalarinda ¢ogunlukla C alt grubunun 2. ve 5. serotipleri kullanilmaktadir [8].
Adenoviriislerin farkli serotipleri farkli organlar1 hedefleyerek akut enfeksiyonlara
neden olurlar. Ornegin, Ad1, Ad2 ve Ad5 serotipleri gocuklarda iist solunum yolu
enfeksiyonlarina, A ve F alt grubu adenoviriisler, gastrointestinal yollarin
enfeksiyonuna, bazi serotipler zatiire (Ad4 ve Ad7) ya da meningoensefalit (Ad7,
Adl12, Ad32) gibi 6liimciil hastaliklara sebep olurlar. Diger bazi serotiplerin ise
kemirgenlerde onkojenik oldugu belirlenmis, fakat simdiye kadar adenoviriislerin
insanlarda malignansi ile iligkisi gosterilmemistir [9].

2.1.3. Adenoviriislerin Yapisi

Adenovirtsler; zarfsiz, yaklasik 90 nm ¢apinda, yirmi yiizlii protein kapsidden
olusan ve kapsidin i¢inde yaklasik 36 kilobaz biiyiikliigiinde cift iplikli DNA
bulunan, 150 MDa agirligindaki partikiillerdir. Yirmi tiggen yiizii ve on iki kdsesi
olan adenoviriis kapsidi iic major protein igerir; hekzon, penton bazi ve fiber
proteinleri. Kapsidin yiizleri 240 adet hekzon proteininden, koseleri ise 12 adet
penton proteininden olusur. Her kdseden bir fiber proteini disar1 dogru uzanir. Bu ii¢
major kapsid proteinine ek olarak, kapsid yapisini sabitleyen mindr kapsid proteinleri
bulunmaktadir; Illa, VI, VIII ve IX. Kapsid icerisinde de DNA’nin paketlenmesini
saglayan histon benzeri viral kor proteinleri bulunur; V, VII, Mu ve TP. Bu
proteinlerden VII, DNA’y1 sararak paketler, TP (terminal protein) ise DNA zincirinin
5’ uclarina baglanir (Sekil 2.1). Bununla birlikte, virion igerisinde adenoviriisiin
hiicre i¢i endozomdan kagmak icin kullandigi diislinlilen adenoviral proteazlar
bulunur [10].
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Sekil 2.1. Adenoviriis yapist [11].

Major kapsid proteinleri, adenoviriisiin ¢evresiyle baglantisin1 saglayan bazi
ozelliklere sahiptir. Ornegin; hekzon proteinleri in vivo kosullarda nétralize edici
antikorlar tarafindan hedef alinirlar. Hekzon proteinlerinin yapisindaki disar1 dogru
katlanmig yapilara baglanan nétralize edici antikorlar bu sekilde viriisii notralize
ederler. Farkli adenoviriis serotipleri Kkarsilastirildiginda, cogunlukla hekzon
katlantilarinda farkliliklar oldugu belirlenmistir [12]. Adenovirlis kapsidinin
koselerinde yer alan penton bazlari ise, viriisiin hiicre i¢ine alinmasinda rol oynar.
Ad2 ve AdS kapsidinin penton bazinda yer alan amino asit motifi, arjinin-glisin-
aspartat (RGD), hiicre yiizeyindeki o33 ve o5 integrinlere baglanir. Bu baglanma,
viriisiin etkili bir sekilde hiicre i¢cine alinmasini saglar [13]. Diger bir major kapsid
proteini olan fiber proteini de yine virlisiin hiicre i¢ine alinmasinda gorev yapar.
Fiber proteini; baz, saft ve topuz olmak iizere ii¢ birimden olusur. Baz birimi; N-
terminalinde penton bazi, C-terminalinde saft ile baglantilir. Saft, 15 amino asitlik
farkli sayilarda tekrar eden diziler icerir ve tekrar sayisina bagli olarak saftin
uzunlugu degisir. Saft uzunlugunun, adenoviriislerin hiicre ylizeyine baglanmasinda
etkili oldugu, saft kisa ise adenoviriis-hiicre baglantilarinin sterik engellenmeden
dolay1 zayif oldugu belirlenmistir [14]. Fiber proteininin diger bir birimi olan topuz
ise hedef hiicre ylizeyindeki coxsackieviriis-adenoviriis reseptorlerine (CAR)
baglanmada rol oynar [15]. Adenoviriis-hiicre arasinda CAR ve integrin proteinleri
ile kapsid proteinlerinin baglantilar1 saglandiginda adenoviriis hiicre ig¢ine alinir. A,



C, D, E, F alt grubu adenoviriisler icin CAR proteini yiiksek afiniteli bir reseptor
gorevi yapar. Coxsackie viriisleri ve adenoviriisler i¢in ortak reseptdr gorevi gordiigii
icin “Coxsackie virlis-Adenoviriis Reseptorii” ismini almistir [16]. CAR proteini, iki
adet ekstraseliiler immiinoglobulin benzeri birime sahip, 46 kDa agirliginda bir
membran proteinidir. Miirin CAR homologunun, insan CAR proteini ile olduk¢a
benzer yap1 gosterdigi [17] ve insan CAR reseptorii gibi gorev yaptigi belirlenmistir
[18]. CAR proteininin, coxsackie viriis ve adenoviriisler i¢in reseptor olarak gorev
yapmast disinda fonksiyonu heniiz bilinmemektedir.

2.1.4. Adenoviriislerin Hiicre Icine Girisi

Ad2 ve Ad5’in konak hiicre igine girerek, genomlarini ¢ekirdege aktarma
mekanizmast  1997°de  CAR proteinin bulunmasiyla daha iyi anlasilmistir.
Adenoviriisler, fiber proteinin C-terminalinde yer alan topuz birimleri ile hiicre
ylizeyindeki CAR proteinlerine baglanirlar. Adenoviriislerin hiicre i¢ine alinmasi igin
ikinci bir baglanma daha gereklidir. Bu baglanma, adenovirlisiin penton bazi
tizerindeki RGD motifi ile hiicre ylizeyindeki av integrinler arasinda gergeklesir. Bu
baglanmalar sonucunda, adenoviriis partikiiliiniin klatrin aracili endositozu tetiklenir
ve adenoviriis asidik erken endozom ig¢ine alinir. Adenoviriisler, endozomdan
kagabilmek icin baz1 stratejiler gelistirmislerdir. Ornegin, penton bazinin ov-integrin
ile baglanmasi sonucu endozom zarmin gegirgenligi artirilir. Ayn1 zamanda, asidik
ortamda aktive olan viral proteazlar kapsid proteinlerini degisime ugratirlar.
Adenovirtisler, degisime ugrayan kapsid proteinlerinin yardimiyla endozomdan
hizlica kagarlar. Boylece adenoviriislerin yaklagik %90’1 5 dakika i¢inde sitozole
salmmis olur. Sitoplazmadaki viriis partikiilleri, mikrotiibiiller iizerinden hizlica
cekirdege dogru ilerlerler ve hiicreye girisinden yaklasik 40 dakika sonra ¢ekirdek
por kompleksine ulagmig olurlar. Cekirdek por kompleks reseptoriine (Nup214/CAN)
tutunduktan sonra adenoviriis genomu kapsidden ayrilir ve kor protein VII ve
terminal proteinlerle birlikte viral genom c¢ekirdek igine girer [19]. Bu mekanizma
Sekil 2.2°de gosterilmektedir [20]. Floresan madde ile isaretlenen adenoviral
vektorlerin hiicre i¢inde kullandigi yol takip edilmis ve adenoviral vektorlerin
%80’den fazlasinin bir saat icerisinde ¢ekirdege girdigi gosterilmistir [21].

s o o |
Yoo e, /o B\ . . e
\ &=
_.o->(-——> 4 - — H-O-‘. - 0 — 0 — N,
f ° _/"\”" Y\ "/<V' \.. . .'I L o L ] . *.{}p =
11¥ TL1> '\ '/‘ _ “ | o
- " |
av-integrin
e ST s | |
- 03— car
Klatrin
% o Nup214/CAN =
Dinamin, Eps15 Dusiik pH Dinein/dinaktin X i
FUKP / Histon H1 *
PI3K ve? ve? - Impf, Imp7  ©
Racl, Cdc 42 !
Rab-5

Sekil 2.2. Ad2 ve Ad5’in epitel hiicre igine alinma mekanizmasi [20].



2.1.5. Adenoviral Replikasyon

Adenoviriisler, hiicre ¢ekirdegine girdikten sonra hizlica genlerini transkribe
ederler. Bu genler; erken (E) ve ge¢ (L) genler olmak {izere ikiye ayrilir (Sekil 2.3).
Aym sekilde, adenoviriislerin enfeksiyon donglisti de erken faz ve gec¢ faz olarak
ikiye ayrilabilir. Erken faz; virlisiin konak hiicreye girisini ve virlis genomunun
cekirdege aktariligini takiben, erken genlerin ifadesini kapsar. Ge¢ faz ise; ge¢
genlerin ifadesini ve adenoviriis partikiiliiniin paketlenmesini kapsar. Erken fazda,
viral DNA replikasyonunu ve ge¢ genlerin ifadesini kolaylastirmak amaciyla konak
hiicre gorevleri yonlendirilir. Boylece, yapisal proteinlerin ¢ekirdekte toplanmasina
ve enfeksiy0z viriisiin olgunlasmasina olanak saglanir. Erken faz, dis faktorlere bagh
olarak degismekle birlikte yaklasik olarak 6-8 saat i¢inde tamamlanirken, geg¢ faz 4-6
saat i¢ginde tamamlanir [11].
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Sekil 2.3. Ad5 genomunda erken ve ge¢ genlerin organizasyonu. 1 harita tinitesi (hii), 360 niikleotidi
gostermektedir. Sekil 8. kaynaktan uyarlanmustir.

Viral replikasyonun erken fazinda, genomun dort ayr1 bolgesinde yer alan erken
genler ifade olur; E1, E2, E3 ve E4. Bu erken genler, viral gen transkripsiyonunun
esas diizenleyicilerdir [22]. E1 geni, E1A ve E1B geni olmak iizere ikiye ayrilir. ik
ifade olan viral gen E1A genidir ve iki farkli {iriin olusturur. Bu {irlinlerden biri,
bircok hiicresel transkripsiyon faktorii ile baglanti kurarak erken viral genlerin
transkripsiyonuna onciiliik eder. Diger E1A gen {iriinii ise konak hiicrenin S fazina
girisini baskilayan retinoblastoma proteini (Rb) ile baglanti kurarak, hiicrenin S
fazina girisi kolaylastirir ve DNA replikasyonu igin gerekli olan hiicresel genlerin
sentezine Onciilik eder. E1A Onciiliglinde olusan E1B proteini, p53 ile baglanti
kurarak apoptotik yolu engeller ve bdylece viriisiin ¢ogalmasi igin yeterli siire
saglanir. E2 bolgesi ise viral DNA replikasyonu i¢in gerekli olan; DNA polimeraz,
tek zincirli DNA’ya baglanma proteini (ssDBP) ve onciil terminal proteini kodlar
[19]. E3 bolgesi, immiin baskilayicit gorevi olan olduk¢a 6nemli proteinleri kodlar.
Ornegin, kodladig1 proteinlerden biri (gp19K), MHC sinif I agir zincirine baglanir ve
MHC smif I molekiillerinin hiicre yiizeyine gecisini engelleyerek sitotoksik T
lenfosit aracili taninmay1 6nler. Ayrica, MHC smuf I proteininin sentezini geciktirir
[11]. E3 bolgesinin islevi i¢in El {iriinline ihtiya¢ vardir. Dolayisiyla E1 bolgesi
cikartilmig adenoviriislerde, E3 bolgesi islev goremez. E4 bolgesi, hiicresel genler
icinden viral genlere secilim avantaji saglayarak viral hayat dongiisiinde oldukca
onemli rol oynar. Ornegin, E4-ORF3 ve ORF6 proteinleri hiicresel gen
transkriptlerinin  ¢ekirdekten sitozole gecisini engellerken, ge¢ viral gen
transkriptlerinin sitozole gecisine olanak saglar [19]. Bu dort erken gen transkripti,
viral DNA replikasyonundan once iiretilir ve boylece DNA replikasyonu i¢in gerekli



proteinlerin sentezi gerceklesir. E2 ve E4 gen iirtinleri, ge¢ gen (L1, L2, L3, L4 ve
L5) transkriptlerinin iiretilmesi i¢in gereklidir [23]. Viral enfeksiyondan yaklasik alt1
saat sonra kapsid proteinlerini kodlayan gec genler ifade olur. Bu sirada viral DNA
replikasyonu da gerceklesir. Yeni olusan virionlarin ¢ekirdek igerisinde paketlenmesi
icin kapsid proteinleri c¢ekirdege gecger. Enfeksiyondan yaklasik sekiz saat sonra
cekirdek icinde viriis paketlenmesi gerceklesir ve enfeksiyondan yaklasik 30-40 saat
sonra da hiicre lizisi gergekleserek 10°-10° viriis partikiilii salmir. Béylece viral
yasam dongiisii tamamlanmis olur [8].

2.1.6. Birinci Jenerasyon Adenoviral Vektorler

Yabanil tip adenovirlis enfeksiyonlar1 genellikle hafif seyirli olsa da, gen
transferlerinde E1" adenoviral vektorler kullanmak, konakta olusacak yangi cevabi
acisindan potansiyel bir risk olusturur. Bagisiklik sistemi bozuk konaklarda,
adenoviral replikasyonun ilerleyerek enfeksiyonun baskin hale gelmesi s6z konusu
olabilir. E1A {irtinleri, hem DNA replikasyonu hem de erken ve ge¢ genlerin ifadesi
icin gerekli oldugundan, viral replikasyonu engellemenin en kestirme yolu ET1A
genlerinin viral genomdan ¢ikartilmasidir [24]. Birgok laboratuvar, birinci
jenerasyon adenoviral vektor elde etmek icin, “shuttle” plazmid ve EI geni
¢ikartilmig adenoviriis genomu arasinda homolog rekombinasyonu kapsayan standart
metodu uygulamaktadir (Sekil 2.4) [25]. Hazirlanan E1° adenoviral vektorlerin
cogaltilabilmesi i¢in insan embriyonik bobrek hiicre hatti (HEK 293)
kullanilmaktadir. HEK 293 hiicre hatti, primer hiicrelerin Ad5 vektorleri ile
transforme edilmesi sonucu 1977 yilinda Frank Graham tarafindan olusturulmus 6zel
bir hiicre soyudur. 293 hiicreleri, Ad5 genomunun E1 geni dahil, yaklasik 11 harita
tinitelik DNA’sin1 icermektedir [26].
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Sekil 2.4. Birinci jenerasyon rekombinant adenoviral vektdr hazirlanigi. Shuttle plazmid; terminal
tekrarlar ve replikasyon orijini (0-1 hii), giiclii bir promotor (CMV), transgen (EGFP),
poliadenilasyon bolgesi (pA) ve adenoviriis genomunun bir pargasini (9.2-16.1 hii) igerir.
E1 geni ¢ikartilmis adenoviriis genomu ise poliA bolgesi ve adenoviriis genomunun bir
pargasint (9.2-100 hil) igerir. 9.2-16.1 hii bolgelerinin eslesmesi sonucu homolog
rekombinasyon gergeklesir ve bdylece birinci jenerasyon adenoviral vektdrler olusturulur.
Sekil 25. kaynaktan uyarlanmistir.




Birinci jenerasyon adenovirlislerde, E1 ile birlikte E3 bolgesi de ¢ikartilarak
transgen kapasitesi 8 kilobaza yiikseltilebilir. /n vitro kosullarda E3 bolgesi zorunlu
degildir ve E3 geninin ¢ikartilmasi replikasyon kusurlu adenoviriislerin ¢ogalmasini
etkilemez. Ayrica, E1 fonksiyonu olmadan E3 promotoru ¢alismayacagi i¢in, E3
geninin kayb1 onemli olmayacaktir. E1° ve E17/E3" viriisler, birinci jenerasyon
adenoviral vektorleri olustururlar [24].

2.1.7. Ikinci ve Uciincii Jenerasyon Adenoviral Vektorler

Birinci jenerasyon vektorlerle yapilan gen tedavi c¢aligmalari sonucu, bu
vektorlerin immiin cevab1 uyandirdi§i ve transgen sentezinin kisa siireli oldugu
belirlenmistir. E1 geni ¢ikarilmis olmasina ragmen, birinci jenerasyon adenoviral
vektorlerle enfekte edilen hiicrelerde, diisiik seviyede erken ve geg¢ viral gen ifadesi
gbzlenmistir [27]. Bunun sebebi tam olarak agiklanamamis, fakat hiicresel El
benzeri faktorlerin aktivitesi sonucu oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu viral proteinlerin
immiin sistem hiicrelerine sunulmasi ile sitotoksik T lenfosit aracili immiin cevap
gelismekte ve vektor ile enfekte olan hiicreler yikilarak, transgen ifadesi kisa siireli
olmaktadir [28]. Bu dezavantajlarin iistesinden gelmek, ayrica transgen kapasitesini
artirmak amaciyla, E1 ile birlikte E2 veya E4 geni ¢ikartilarak ya da inaktive edilerek
ikinci jenerasyon adenoviral vektdrler olusturulmustur. Ikinci jenerasyon adenoviral
vektorler daha az immiinojenik bulunmustur [4]. E1 ve E2A genleri ¢ikartilmis
adenoviriislerle enfekte edilen farelerde uzun siireli transgen sentezinin oldugu ve
daha az immiin cevap uyandigi gosterilmistir [29].
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Sekil 2.5. Rekombinant adenoviral vektdr jenerasyonlari. Dikdortgen igine alinan bolgeler adenoviriis
genomundan ¢ikartilan genleri gostermektedir. Sekil referans 4’ten uyarlanmustir.

Ugiincii jenerasyon vektdrler ya da “gutless” vektorler, terminal tekrar dizileri
(ITR) ve paketlenme sinyal dizileri disinda tiim adenovirlis genomunun
cikartilmasiyla olusturulmustur. Bu sayede, iicilincli jenerasyon vektorlerin 34 kb
transgen alabilme kapasitesi vardir ve immiinojenik 6zellikleri oldukca azalmustir.
Tiim genlerinin ¢ikartilmis olmasi sebebiyle, liclincii jenerasyon vektorler ancak 6zel
hiicre hatlar1 kullanilarak ¢ogaltilabilirler [4].



Adenoviral vektorler, gen tedavi calismalarinda en siklikla kullanilan
vektorlerdir. Adenoviral vektorleri, hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltmak ve islemek oldukca
kolaydir. Ayrica in vivo ve in vitro kosullarda boliinen ya da boliinmeyen birgok
hiicre tipini enfekte edebilirler. En 6nemli avantajlari, oldukea etkili transdiiksiyon
yapabilmeleri ve konak hiicrelerde yiiksek diizeyde gen ifadesi saglamalaridir.
Bununla birlikte, adenoviriis genomu konak hiicre genomuna yerlesmedigi i¢in
“insersiyonel mutagenez” riski tasimaz. Fakat, ayni sebepten otiirli transgen ifadesi
gecici olmaktadir. Diger bir dezavantaji ise, adenoviral vektorlerin immiinojenik
Ozellikte olmasindan dolay1 transgen ifadesinin kisa siireli olmasidir [3].

2.1.8. Adenoviral Vektorlerle Yapilan In Vitro ve In Vivo Cahismalar

Rekombinant DNA teknolojisinden yararlanarak, farkli promotorlar1 ya da farkl
transgenleri tasiyan adenoviral vektorler olusturmak miimkiindiir. Aragtirmalarda,
cogunlukla B-galaktozidaz, lusiferaz ya da yesil floresan protein gibi belirte¢ genler
tagityan adenoviral vektorler kullanilmaktadir.

Belirte¢ gen tasiyan adenoviral vektorler ile farkli primer hiicrelere ya da hiicre
hatlarma  gen  aktarimi  yapilarak, bu  vektorlerin  etkinligi  kolayca
belirlenebilmektedir. Ornegin, baz1 primer epitel hiicreler adenoviriislerle kolaylikla
transdiikte olurken, endotel, fibroblast, hematopoietik hiicreler, bir¢ok tiimdr hiicresi,
iskelet ve diiz kas hiicreleri adenoviral vektor transdiiksiyonuna direnclidir [30].
Adenoviral vektorlerle transdiikte olabilen hiicreler, adenoviral gen tedavisinin
uygulanacag1 aday hastalik modellerinin belirlenmesinde yardimei olmaktadir.

Adenoviral vektorlerin transdiiksiyon etkinligi, bu vektorlerin hiicre igine
alinmasinda gorevli olan proteinlerin (CAR ve a-integrinlerin) hiicrelerdeki sentez
miktarlaria bagli olarak degismektedir. Eger hiicre ylizeyinde o-integrin sentezi
yoksa, adenoviral vektorlerin hiicre i¢ine alim1 yavas olmaktadir. Eger CAR sentezi
yoksa, a-integrin sentezininin olmadigr duruma gore ¢ok daha diislik etkinlikte
transdiiksiyon gerceklesmektedir. Hem a-integrin hem de CAR sentezinin olmadigi
hiicre tiplerinin ise adenoviral transdiiksiyona karsi direngli oldugu gosterilmistir
[31]. CAR ve oa-integrinlerin dokulardaki dagilimlari, farkl tiirler arasinda degisiklik
gostermektedir. Miirinlerde, CAR proteininin en fazla karacigerde sentezlendigi, .-
integrinlerin ise farkli dokular arasinda daha homojen dagilim gosterdigi
bulunmugtur [32]. Tiim hiicrelerde CAR ve o-integrin sentezinin yliksek olmamasi
nedeniyle, adenoviral gen transferleri her hiicre tipinde yiiksek etkinlikle
gerceklesmez. insan CAR proteinine sahip transgenik farelerle yapilan bir ¢alismada,
normalde adenovirlis transdiiksiyonuna direncli olan hiicrelerin, adenoviral
vektorlerle kolayca transdiikte olabildigi gosterilmistir [31].

Miirinlere sistemik olarak, adenoviral vektor verildiginde transgen sentezi
yiiksek oranda karacigerde, ¢ok diisiik oranlarda ise kalp, dalak, bobrek, beyin ve
akcigerlerde gerceklesmektedir [33-35]. Bu organlardaki transdiiksiyon oranlarinin
aslinda, organlardaki CAR ve a-integrinlerin sentez profiline ¢ok fazla uymadigi
gorlilmiistiir. Bunun sebebi olarak, adenoviral vektorlerin in vivo kosullarda
anatomik bariyerlere takildigi ve bazi dokulara ulasamadigi gosterilmistir. Bu



anatomik bariyerlerin, vaskiiler endotelyum ve subendotel matriks oldugu
diisiiniilmektedir. Kalp, akciger, kas ve beyin gibi bircok organda vaskiiler
endotelyum oldukg¢a sikidir ve bazal bir membran iizerinde yer alir. Ayrica, kan
damarlar1 yogun interseliiler bag doku ile ¢evrilidir. Bu durum adenoviriislerin
gecisini tamamen ya da kismen engellemektedir. Aksine; karaciger, dalak ve kemik
iligi gibi bircok organ, 100 nm c¢apina varan porlara sahip, genis aralikli bazal
membran ve gevsek bag dokusu icermektedir. Bu nedenle adenoviriisler, reseptorleri
oldugu miiddetce, bu organlara kolaylikla ulasabilmektedirler. Karacigerin genis
endotelyal porlara sahip olmasi ve her iki reseptoriiniin olmasindan dolay1 adenoviral
vektorlerle etkili bir sekilde transdiikte edildigi diisiiniilmektedir. Dalak, genis
porlara sahip olmasina ragmen, diisiik seviyede CAR ve a-integrin sentezinden
dolay1 adenoviral transdiiksiyona direnclidir [32]. Topuzu ve fiber bazinin RGD
motifi mutant olan Ad vektorler sistemik olarak verildiginde karaciger
transdiiksiyonunun 270 kattan fazla azaldigi gosterilmistir. Bunlara ek olarak, saft
proteini de mutant olan, iicli mutant Ad vektorler sisteme verildiginde, karaciger
transdiiksiyonu 30.000 kattan fazla azalmistir [14].

Karaciger disindaki organlara etkili gen aktarimi yapabilmek icin, kapsid
proteinleri degistirilmis adenoviral vektorler kullanmilmakta ya da direkt hedef
bolgeye adenoviral vektdr enjeksiyonu uygulanmaktadir. Ornegin; mesane [36], kas,
tilkiiriik bezleri [37], beyin, prostat, kemik iligi [38], pankreas [39], akciger [40],
timor dokusu [41] gibi dokulara adenoviral vektorlerle bolgesel gen aktarimi
uygulanmistir.

In vivo kosullarda adenoviral vektor aracili gen aktarim etkinligi; vektoriin
uygulanig yeri, alicinin yas1 ve genetik yapisit gibi pek ¢ok parametreye baghdir.
Adenoviral vektor aracili gen tedavisinde, hedeflenen dokuda yiiksek transdiiksiyon
etkinligi  saglamak i¢in adenoviral vektoriin verilis yeri g6z Onilinde
bulundurulmalidir. Ornegin; adenoviral vektdrler intra-arteryal (sol karincik) yolla
verildiginde; kalp, diyafram, interkostal kaslar ve timusta yiiksek transdiiksiyon
etkinligi gézlenirken, intravendz yolla verildiginde karacigerde yiiksek transdiiksiyon
etkinligi gbzlenmistir [42]. Eger hedef organ karaciger ise, adenoviral vektorler
intrahepatik ya da intravendz yolla aliciya verilebilir. Daha etkin transdiiksiyon
saglamak i¢in hangi yolun tercih edilecegine dair ¢esitli ¢aligmalar vardir. Farelerde
yapilan bir calismada intrahepatik yolun, intravendz yola gore karacigerde daha etkili
transdiiksiyon sagladigi belirtilirken [33], sicanlarda yapilan bir ¢aligmada tam tersi,
intravendz yolun transdiiksiyon acisindan daha etkili oldugu gosterilmistir [35].
Transdiiksiyon etkinli§i, aym1 zamanda yasa bagli olarak da degisiklik
gostermektedir. Yetiskin ve yeni dogan farelerde; tim yeni dogan dokularinin
(0zellikle iskelet kaslarinin) yetiskinin dokularina goére daha yliksek etkinlikle
transdiikte edildigi bulunmustur. Kalp dokusunda transdiiksiyon etkinligi esit
bulunurken, beyin dokusunda transdiiksiyon etkinligi yetiskinlerin yeni dogan
dokusuna gore daha yiiksek bulunmustur [43].

Transdiiksiyon etkinligi diginda, hedef dokuda sentezlenen transgen iiriiniiniin
miktar1 da genetik yapiya bagli olarak degisiklik gostermektedir. Adenoviral
vektorler ile gen aktarimindan sonra, farkli genetik yapiya sahip siganlarda farkli
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miktarlarda transgen {iriinii bulunmustur. Bireyler aras1 farklilik gésteren bu durum
klinikte olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Bu durumda transgen iiriiniiniin tedavi edici
etkisi bir hastadan digerine degisiklik gosterebilir. Lefesvre ve arkadaglari transgen
iriin miktarindaki bu farkliligin, transkripsiyonel asamadan kaynaklandigini
gostermiglerdir  [34]. Transkripsiyon etkinligindeki bu farklilik, adenoviral
enfeksiyon sonrasit hiicre i¢inde olusan sitokin cevaplarinin farkli olmasi ile
aciklanabilmistir. Etkili ve giivenli adenoviral vektor aracili gen tedavisi igin,
adenoviral vektorlere kars1 gelisen immiin yanit1 iyi anlamak gerekmektedir.

2.1.9. Adenoviral Vektorlere Karsi Gelisen Immiin Yanit

Adenoviral vektorler gen tedavi alaninda gelecek i¢in umut verici olsa da en
onemli dezavantajlar1 konakta immiin yanit uyandirmalaridir. Adenoviral vektorlere
kars1 gelisen immiin yanittan dolay: aktarilan tedavi edici gen fiiriinii, iki ya da ii¢
hafta icerisinde tespit edilemeyecek kadar azalmakta ve vektoriin ikinci kez
uygulanmasi transgen sentezini artirmamaktadir. Bu sorunlarin temelinde, konagin
dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemi yer almaktadir. Adenoviral vektorler viicuda
girdiginde, ilk olarak dogal bagisikligi uyarir ve enfekte olan dokularda yangi
baslatir. Ardindan kazanilmis bagisiklik devreye girer ve kisa bir siire icinde
adenoviral vektorlerle transdiikte olan dokular ve adenoviral vektorler yikilirlar [44].

Adenoviral vektorler, transdiikte ettikleri hedef hiicrelerde ya da dogal bagisiklik
hiicrelerinde ¢esitli sitokinlerin ve yang ile iliskili genlerinin ifadesini tetiklerler.
Sistemik olarak verilen adenoviral vektorler, 15 dakika gibi kisa bir siire i¢inde
karacigerde NFkB aktivasyonunu tetikleyerek, 3 ila 6 saat i¢inde tiimor nekroz
faktorii o (TNFa), interlokin 6 (IL-6), interlokin 12 (IL-12) salinmasma neden
olurlar. 6 ila 16 saat i¢inde de bir¢ok kemokin (MIP-2, MCP-1, IP-10, MIP-13 ve
RANTES) salinir ve yangt ile iligkili efektor hiicreler enfeksiyon bolgesine
toplanirlar [45]. Yang1 bolgesine gelen efektor hiicreler (monosit/makrofaj, dogal
oldiirticii hiicreler ve graniilositler), sitolitik fonksiyon yaparlar ve daha fazla sitokin
ve kemokin salgilayarak immiin cevabi1 siddetlendirirler. Yangi bdlgesine gelen
makrofajlar ise antijen sunumu yaparak kazanilmis bagisiklik cevabini tetiklerler
[46].

Adenoviral  vektorlerin,  siganlara  sistemik  enjeksiyonunu takiben
retikiiloendotelyal sistem tarafindan, o6zellikle Kupffer hiicrelerince (karacigerin
sinlizoidal =~ makrofajlar1), alinarak sirkiilasyondan hizlica uzaklastirildig:
gosterilmigtir. 24 saat igerisinde adenoviral vektorlerin %90’min karacigerde
yikildigi, 24 saati takiben 3 hafta icerisinde de verilen adenoviral vektorlerin
%9’unun yikima ugradigi belirlenmistir [47]. Adenoviral vektorlerin karacigere
almigt ile ilgili bazi mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalara gore,
adenoviral vektorlerin direkt hiicresel reseptorlere baglanarak ya da kan
komponentlerinin yardimiyla karacigere alindigi diistiniilmektedir [48]. Sistemik
olarak verilen adenoviral vektorler, karaciger loblarindaki (medyan, kaudal, sag ve
sol lateral) Kupffer hiicrelerine esit miktarda dagilirlar. Bununla birlikte; verilen
adenoviral vektor miktari, Kupffer hiicrelerine alinan vektér miktar1 ile dogru
orantilidir. Fakat, Kupffer hiicrelerinin vektdr alimi belirli bir doygunluk sinirina
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ulastiginda, sisteme verilen vektor miktar1 artirilsa da Kupffer hiicrelerine alinan
vektor miktar1 artmaz. [49]. 1x10'" viral partikiil’kg ya da daha yiiksek dozda
adenoviral vektor verildiginde ise Kupffer hiicrelerinde hizli bir sekilde nekroz
gergeklesir. Adenoviral vektor enjeksiyonundan 4 saat sonra, karacigerdeki Kupffer
hiicrelerinin sayist yaklagik %60 azalir [50]. Adenoviral vektorlerin Kupffer
hiicrelerince alinarak kandan uzaklagtirmasi ve viriisiin sirkiilasyonda kisa omiirlii
olmasi, adenoviral vektorlerin hedef hiicrelere ulagmasini ve transgenin ifade
olmasm engeller. Ik 24 saat igerisinde adenoviral vektdrlerin biiyiik bir kismimin
yikilmasi, bu yikimda dogal bagisikligin gorevli oldugunu ve transgen ya da viral
genomdan sentezlenen viral proteinlerden bagimsiz olarak, viral partikiil ya da
kapsid tarafindan uyarildigini isaret etmektedir. Bu gézlemler, adenoviral vektorlerin
iki fazda yikildigim1 gostermektedir: dogal bagisikligin rol oynadigi erken faz ve

kazanilmis bagisikligin devreye girdigi geg faz [44].

Kazanilmis bagisiklik yaniti, antijen sunan hiicrelerin sunumuyla baslamaktadir
(Sekil 2.6). Makrofajlarda sentezlenen viral proteinler ve transgen lriinleri, hiicre
yiizeyindeki MHC sinif I molekiilleri ile CD8+ T hiicrelerine, viral kapsid antijenleri
ise MHC smuf II molekiilleri ile CD4+ T hiicrelerine sunulur. CD4+ T hiicreleri,
CD8+ T hiicrelerini tetikler ve CD8+ T hiicreleri vektorle transdiikte olan hiicrelere

saldirir. Diger taraftan, B hiicreleri vektorii notralize edici antikorlarin salinimi igin
Uretilen antiviral antikorlar, daha sonra ayn1 vektorle

harekete geger.
karsilastiklarinda bu vektorlerin notralize edilmesini saglar. Sonug olarak, transgen

ifadesi yok edilir ve yangi baslatilir [51].
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Sekil 2.6. Adenoviral vektore karsi olusan immiin yanit [51]
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In vivo galismalarda adenoviral vektor aracili transgen ifadesinin kisa siireli
olmasi, siirekli sentez saglanmasi istenen bazi gen tedavi c¢aligsmalarinda énemli bir
sorun olusturmaktadir. Genellikle transgen ifadesinin 1-7 giin i¢inde en iist diizeylere
ulastig1 ve 2-4 hafta icerisinde tespit edilemeyecek diizeylere indigi gosterilmistir. Bu
durum; tiirler aras1 genetik farklilia, adenoviral vektorlerin uygulanis yerine ve
transgen {iriiniine gore farkliliklar gostermektedir. Ornegin, insan alfa-antitripsin
(ha-AT) kodlayan E1° adenoviral vektorler, intravendz olarak verildiginde ho-AT
proteininin, C57BIl/6 farelerde daha uzun, C3H/HelJ ve BALB/c farelerde ise daha
kisa siire sentez oldugu belirtilmistir. Transgen ifadesinin tiire bagh degisikliginin
s0z konusu olup olmadigi incelendiginde, gozlenen varyasyonlarin antijene 6zgi
immiin cevabi etkileyen heniiz tanimlanmamis genetik lokuslarla ilgili olabilecegi
diistiniilmiistiir [52]. Daha sonra yapilan bir ¢calismada, C57Bl/6 ve BALB/c fareler
arasinda transgen ifade siiresinin farklilik gostermesinin sebebi olarak, IL-12 ve yIFN
tiretimindeki ve NK hiicre aktivasyonundaki farkliliklar gdsterilmistir [53].
Adenoviral vektorlerin uygulanis yeri de immiin sistemi uyandirmasi agisindan
farklihk  gostermektedir. Ornedin, adenoviral vektorler intrahepatik yolla
verildiginde, intravendz yola kiyasla daha az yangi uyandirmakta ve Kupffer
hiicrelerince daha az alinmaktadir [33].

Transgen ifade siiresini etkileyen diger bir durum da transgen iiriiniiniin
ozelligidir. Miirin ya da insan eritropoietin proteini kodlayan Ad vektorler
intramuskular olarak nude farelere (immiin sistemi bozuk mutant fareler)
verildiginde, yabanci protein sentezi sonucu transgen ifadesinin kisa siireli oldugu,
fakat miirin eritropoietin sentezinin daha uzun siireli oldugu goézlenmistir [54].
Transgen ifadesinin yan1 sira adenoviral proteinler de kazanilmis bagisiklik cevabini
uyandirirlar. Adenoviral vektorler ile transdiikte olan hiicrelerin yikilmasinda, viral
antijenlere kars1 gelisen immiin cevabin daha kiiclik rol oynadigi, transgen
tirtinlerinin transgen ifadesinin kisa siireli olmasinda daha etkili oldugu gosterilmistir
[55].

2.2. Gen Tedavisinde In Vivo Goriintiileme

Bugiine kadar transgen sentezinin varligi, ifade siiresi, miktar1 ve yeri enzim
aktivite deneyleri ya da immiinohistokimyasal boyamalar gibi girisimsel yontemlerle
gosterilmistir. Bu yontemlere alternatif olarak, son zamanlarda girisimsel olmayan in
vivo goriintilleme teknikleri kullanilmaktadir. In  vivo gorintileme teknigi,
uygulamasi kolay, hizli ve oldukc¢a elverisli bir yontemdir. Bunlarin yani sira, en
Oonemli avantaji gen ifadesinin ayni hayvanda tekrar tekrar Olgiilebilir ve takip
edilebilir olmasidir. Bu sayede, deneylerde daha az sayida laboratuvar hayvam
kullanilmakla birlikte, ¢aligmanin ayn1 hayvan iizerinde yapilmasi istatistiksel analizi
de giiclendirir. Girisimsel olmayan in vivo goriintiileme yontemleri; dokulardaki
vektorleri takip etmek, uygun vektdr dozunu belirlemek, tedavi edici genin ifade
seviyesini ve toksisiteyi analiz etmek i¢in gerekli bir tekniktir. Yeni ve giivenli bir
gen tedavi vektorii gelistirmek ya da hastaligin seyrinde uygulanan gen tedavisinin
etkinligini belirlemek icin bu parametrelerin anlagilmasi oldukca dnemlidir [56].

Gen aktarimimi ve transgen ifadesini, girisimsel olmayan yoOntemlerle
goriintiileyen birgok yontem vardir. Ornegin; manyetik rezonans goriintiileme
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(MRG), foton yayilim tomografisi (PET), tek foton yayiliml bilgisayarli tomografi
(SPECT) ve optik goriintiileme (floresan ve luminesan) teknikleri kullanilmaktadir
(Sekil 2.7). Bu goriintiileme teknikleri; mekanizma, maliyet, duyarlilik ve sinyal
Olctim giicii bakimindan birbirlerinden farklilik gosterirler [57].

Sekil 2.7. Kiigiik deney hayvanlarinin in vivo goriintiileri ve goriintiilerin alindig1 cihazlar. (A) Isaretli
tiimor hiicrelerinin, "*FDG enjeksiyonu sonrast mikroPET teknigi ile farede takibi [58] (B)
Isaretli insan adaciklarinin, intrahepatik nakil sonrasi karacigerdeki yerlesiminin (kirmizi
halka iginde) mikroMRG yéntemi ile gosterimi [59] (C) **™Tc isaretli viriislerin sistemik
enjeksiyonundan 60 dakika sonra nazal bdlgede ve lenfatik nodlarda (ok ile gdsterilen)
mikroSPECT yontemi ile gosterimi [60] (D) Optik goriintiileme ile nude farede timor
hiicrelerinin gdsterimi. Sekil 57. kaynaktan uyarlanmistir.

2.2.1. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)

Manyetik rezonans goriintilleme teknigi, dokulardaki hidrojen atomlarinin
dagilimindan ve hareketinden yararlanir. Dokulardaki hidrojen atomlari, disaridan
verilen radyo frekans dalgalari ile uyarilir ve dokulardan gelen sinyaller, bilgisayar
ortaminda ¢oziimlenerek goriintiiye doniigtiiriiliir. Bunun ic¢in kullanilan manyetik
alan ¢ok giicliidiir (diinyanin manyetik alan giiciiniin yaklasik 30 bin kat1). MRG,
manyetik alan giiclinden yararlanarak goriintii elde ettigi i¢in, zararli olabilecek X
isinlarin1 igermemektedir. Yiiksek ¢oziimleme giicline sahiptir ve ii¢ diizlemde
goriintii almabilir [61]. MRG teknigi kullanilarak vektorlerle gen aktarimi direkt
olarak tespit edilemez. Fakat, disaridan kontrasti saglayan ajanlar verilerek bu
sorunun tstesinden gelinebilir. Kontrast ajanlar ile vektorler ya da hiicreler
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belirlenebilir ve anatomik-morfolojik bilgi saglanabilir. MRG teknigi ile manyetik
nano partikiillerle isaretli siRNA molekiilleri [62], viral vektorler [63, 64], transgen
ifadesi [65] ya da hiicreler [59] in vivo kosullarda takip edilebilmektedir.

2.2.2. Pozitron Yayihhm Tomografisi (PET)

PET tekniginde; radyoizotoplarla baglanmis, pozitron yayilimi yapan ajanlar
kullanilir. Pozitron yayilimi, bir tiir radyoaktif bozunmadir ve hiicre ¢ekirdegindeki
protonun, nétron ve pozitif yiikli elektrona (pozitron) doniisiimii sonucunda
gerceklesir. Cekirdekten salinan pozitron, ¢evredeki bir elektrona carpar ve iki adet
foton olusur. Bu iki foton birbirlerine 180° aksi yonde hareket ederler ve bu hareket
PET cihazlarinda bulunan detektdrler yardimi ile algilanarak, gelismis elektronik
yap1 ve bilgisayarlar aracilig1 ile goriintii haline doniistiiriiliir [66]. Oldukca hassas
bir teknik olan PET, ozellikle merkezi sinir sisteminin goriintiilenmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica, gen tedavi vektorlerinin ve transgen ifadesinin
goriintiilenmesi amaciyla da kullanilmaktadir [67]. Ornegin; viral vektdrlerle
aktarilan PET belirte¢ geni (PRG), hiicre i¢inde iirline doniislir ve bu {iriin disaridan
verilen radyoizotop isaretli ajanlara baglanarak ya da ajanlari metabolize ederek PET
goriintiisii i¢in lokal yogunluk saglar. PRG olarak baslica; enzim (HSV1-tk), reseptor
(D2R) ve transportir (NIS) genleri kullanilmaktadir [68, 69].

2.2.3. Tek Foton Yayilimh Bilgisayarh Tomografi (SPECT)

SPECT teknigi, radyoaktif ajan kullanimi agisindan PET ile benzerdir. Fakat,
PET tekniginden farklt olarak, kullanilan ajanlarin  olusturdugu gama
radyasyonundan yararlanilarak 6l¢tim yapilir. Ayrica, SPECT cihazlar1 daha az
hassaslikla 6l¢lim yapar ve maliyetleri daha diisiiktiir. SPECT teknigi kullanilarak,
radyoaktif ajanlarla isaretlenmis gen tedavi vektorleri in vivo kosullarda takip
edilebilmektedir [60]. Ayrica, disaridan radyoaktif isaretli substrat verildiginde gen
tedavi vektorleriyle aktarilan transgen ifadesi, SPECT ile goriintiilenebilmektedir
[70].

2.2.4. Optik Goriintiilleme

MRG ve PET/SPECT tekniklerinin kullanim alanlar1 oldukg¢a fazla olsa da,
goriintii elde edebilmek icin radyoaktif ajanlarin kullanilmasi, in vitro ve in vivo
kosullarda sorun olusturabilmektedir. Optik goriintiileme; MRG ya da PET gibi diger
karmasik yontemlerle karsilastirildiginda, daha basit ve daha diisiik maliyetli bir
yontemdir. Dokulara aktarilan belirteg genlerin  hiicre ig¢inde {iriinlerini
sentezlemesiyle yayilan 1s1k, detektorler tarafindan algilanir ve goriintii bilgisayara
aktarilir. Bu teknoloji sayesinde pek ¢ok hiicresel ve molekiiler diizeydeki olaylar
takip edilebilmektedir. Ornegin; gen tedavi vektdrlerinin etkinlikleri, transgen
ifadesi, tiimdriin seyri, metastaz ve nakledilen hiicrelerin seyri in vivo olarak
belirlenmektedir. Bu goriintiileme yontemi, florometrik ve luminometrik
gorlintiileme olarak iki sinifa ayrilmaktadir ve cogunlukla kullanilan belirteg
proteinler; floresan (yesil floresan protein) veya luminesan (lusiferaz) ozellikteki
proteinlerdir [71].
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2.2.4.1. Yesil Floresan Protein (GFP)

Yesil floresan protein (GFP), en sik kullanilan belirte¢ proteinlerden biridir.
GFP, Aequorea victoria isimli denizanasi tiiriinden saflastirilmig, 238 amino asitten
olusan, 26.9 kDa agirliga sahip bir proteindir. Mavi 151k altinda ya da ultra viyole 151k
altinda parlak yesil floresan 151k verir. GFP molekiilii; beta tabakalari ve alfa
heliksten olusan, merkezinde kromofor bulunan, 3 figis1 yapisinda bir molekiildiir
(Sekil 2.8). Sikica paketlenmis fi¢1 yapisi, molekiile floresan 06zelligini veren
kromoforu mikro ¢evreden korur ve kromoforun floresan 6zelliginin kaybolmasini
onler. Kromofor, kendine 6zgii dalga boyundaki enerjiyi emerek uyarilir ve farkli bir
dalga boyunda bu enerjiyi 151k olarak yayar. En yiiksek uyarim 488 nm dalga
boyunda ve en yliksek yayilim 507 nm dalga boyunda gerceklesir. Yayilimin
gerceklestigi dalga boyu ve yayilan enerjinin miktari, hem kromofora hem de
kromoforun kimyasal ¢evresine baglidir. GFP’nin yapisi incelendiginde, kromoforun
tic amino asitlik (Ser65, Tyr66 ve Gly67) bir diziden olustugu ve 4-(p-
hidroksibenziliden) imidazolidin-5-1 adi1 verilen bir molekiil oldugu belirlenmistir
[72].

Sekil 2.8. GFP’nin ii¢ boyutlu yapisinin uzaysal gériiniimii. 11 tane B zinciri, kromofor (top-ve-gubuk
modeli) ve a heliksten olusturmaktadir [72].

GFP molekiilii 40 yili askin siiredir bilinmesine ragmen, 1992 yilinda gfp
geninin klonlanmasi ve dizilenmesinden sonra dikkatleri ¢ekmistir [73]. 2008 yilinda
kimya dalindaki nobel 6diilii, GFP’yi kesfeden ve gelistirilmesini saglayan {i¢ bilim
insanina verilmistir [74]. Yabanil tip GFP molekiiliinde yapilan birka¢ mutasyon
sonucu, GFP’nin insana uyarlanmis en iyi bilien tiirevi, EGFP (enhanced green
fluorescent protein) elde edilmistir. Yabanil tip GFP molekiiliiniin en yiiksek
uyarilimi 395 nm dalga boyunda gerceklestirmesi ve bu dalga boyundaki uyarilimi
saglamak icin gereken yogun ultra viyole 1s181n hiicrelere hasar vermesi nedeniyle,
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yabanil tipte S65T mutasyonu yapilmistir. Bu mutasyon ile GFP molekiiliiniin
kromofor iyonizasyonu yiikseltilmis ve bdylece daha parlak floresan 151k veren bir
tiirev elde edilmistir. Ikinci olarak, GFP tiirevinin memeli hiicrelerine uygun bir
molekiil haline getirilmesi i¢in F64L mutasyonu olusturulmus ve molekiiliin 37°C’de
diizgiin katlanabilmesi saglanmistir. Son olarak, gfp genine baslangi¢ dizisi (GTGQG)
eklenerek GFP tiirevinin translasyonu memelilerde uygun hale getirilmistir [72],
[75]. Yabanil tipte olusturulan mutasyonlarla elde edilen EGFP molekiiliiniin,
hiicreler i¢in toksik olmadigi ve normal hiicresel aktiviteyi engellemedigi
gosterilmigtir. Bununla birlikte, EGFP’nin zor sartlar altinda bile kararli yapisini
korudugu bildirilmistir [76].

2.2.4.2. Lusiferaz (luc)

Lusiferaz enzim ailesi belirli baz1 boceklerde, deniz canlilarinda, baliklarda ve
bakterilerde bulunan proteinleri kapsamaktadir. Bu proteinler, oksijen ve ATP
varliginda, enzime 6zgii substratlar1 oksitleyerek goriiniir 151k olustururlar. Bagka bir
deyisle, bu reaksiyonlar sirasinda olusan kimyasal enerjinin bir kismi goriiniir 151k
olarak aciga ¢ikar. Biyoluminesan goriintiilemede en sik kullanilan lusiferaz geni,
Kuzey Amerikan ates bocegi Photinus pyralis tiiriinden elde edilen lusiferaz (luc)
genidir. /uc geni, 550 amino asitlik bir protein olan lusiferaz1 kodlar ve in vivo
goriintiileme i¢in uygun dalga boyunda (560-600 nm) 1s1k iiretimi saglar. 1985
yilinda lusiferaz cDNA’s1 olusturulduktan sonra, bu belirte¢ gen iizerinde pek c¢ok
genetik degisiklik yapilmistir. Oncelikle, /uc DNA dizisinin memelilerde
translasyonunun daha uygun hale gelmesi i¢in kodon degisikligi yapilmistir. Bununla
birlikte, lusiferazin peroksizoma yerlesmesini saglayan hedefleyici dizi ¢ikartilarak,
proteinin sitoplazmada yerlesmesi saglanmustir.

Ikinci olarak en ¢ok kullanilan lusiferaz proteini, Renilla reniformis tiirii deniz
meneksesinden saflastirilan  lusiferazdir. Renilla lusiferazi  substrat olarak
koelenterazini kullanir. Reaksiyon ATP molekiiliinden bagimsiz olarak gergeklesir
ve 480 nm dalga boyunda 1s1k yayilim1 olur [77]. Lusiferaz ise substrat olarak D-
lusiferini [D-(-)-2-(6’-hidroksi-2’-benzotiazolil) tiazon-4-karboksilik asit] kullanir.
Mg®* ve ATP varhiginda lusiferin okside olur ve oldukga kararsiz bir molekiil olan
oksilusiferin olusur [78]. Bu reaksiyon iki basamakli olarak gerceklesir:

lusiferin + ATP — lusiferil adenilat + PP;
lusiferil adenilat + O, — oksilusiferin + AMP + 151k

Lusiferaz reaksiyonunun, in vivo isaretleyici olarak kullanilabilmesi i¢in viicuda
substrat verilmesi gerekir. Bu nedenle, substratin toksik olmamasi ve tiim dokulara
ulagabilmesi Onemlidir. Viicuda substrat enjeksiyonu intraperitonel, subkutan,
intravendz ya da intranazal yolla olabilmektedir. Lusiferinin, viicuda verilmesinden
20 dakika sonra 151k miktar1 en yliksek diizeye ulasir ve enzim yar1 dmriine bagh
olarak bir saatten fazla siire 151k varligi tespit edilebilmektedir. Viicuda substrat
enjeksiyonu ve gerceklesen reaksiyon ile ilgili olarak simdiye kadar bir toksisite
calismasi yapilmamustir [77]. Fakat, birgok ¢alismada lusiferinin hiicrelere alinigsinin
diisiik toksisiteye sebep oldugundan ya da belirgin bir toksisiteye sebep
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olmadigindan bahsedilmistir [79, 80]. Lusiferinin dokulara dagilimi arastirildiginda,
tiim organlara ulagabildigi, hatta kan-beyin bariyeri ya da plasenta bariyerinden bile
gectigi gosterilmistir [37, 78].

2.2.4.3. CCD (Cooled Charge-Coupled Device) Kamera

In vivo luminesan ve floresan goriintiileme tekniginde 6nemli olan, transfekte
edilen dokudan yayilan 15181in nasil tespit edilecegidir. Canli objelerden yayilan
diisiik seviyelerdeki 1s181n tespiti i¢in, bir¢ok teknik ilerleme kaydedilmis ve oldukca
hassas detektorler yapilmistir. Silikon kristallerinden yapilan bu CCD detektorleri,
1518a oldukca duyarhidir ve goriiniir 151k ile yakin kizilalt1 151k aralifindaki fotonlari
algilayabilmektedir. CCD kameralar, CCD pikseline carpan fotonlar1 elektronlara
dontstiiriir ve yakalanan elektronlar sayiya c¢evrilerek, bilgisayara goriintii olarak
aktarilir. Fakat, CCD kameralar ile ilgili baz1 sinirlamalar vardir. Birincisi, CCD
pikseline carpan fotonlarin sinyal olusturmasi i¢in, foton sayisinin esik degerinin
lizerinde (en az 150 elektron) olmas1 gerekmektedir. ikincisi, sadece 400-1000 nm
dalga boyu arahigindaki fotonlar elektronlara déniistiiriilmektedir. Uciinciisii ise, 1s1
enerjisi ya da gama i1sinlar1 gibi kaynaklardan alinan fotonlar, elektronlara
dontstiiriilerek yanlis pozitiflik yaratabilmekte ve bu durum detektér sogutularak
Onlenebilmektedir [81].

Kodak Image Station 2000MM model cihaz; goriintii alimmin hizli, bilgisayar
programinin kolay kullanimli oldugu, olduk¢a giiglii, dijital bir sistemdir. Isik
gecirmeyen kabini i¢inde, floresan ya da luminesan molekiillerden yayilan 151k, CCD
kamera tarafindan etkili bir sekilde yakalanir. Yiiksek duyarlilikta molekiiler tarama

saglamak i¢in tasarlanan CCD kamera ile yliksek ¢oziiniirliikte goriintii olusturulur
[82].

Gorintd analizi

Uyarim
filtresi

!

151k kaynag

4

Kapah optik goriinti Gorauntl yakalama
alma kuiusu sistemi

Sekil 2.9. CCD kamera ve calisma prensibi. Dokudan yayilan 151k, CCD kamera tarafindan algilanir
ve olusturulan goriintii bilgisayarda analiz edilir. Sekil 84. kaynaktan uyarlanmustir.
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Kodak Image Station 2000MM gdoriintiileme sistemi; ¢alisma alani, 151k kaynagi,
uyarim filtreleri, kapali optik goriintli alma kutusu, goriintii yakalama sistemi, fan ve
radyatorden olusmaktadir (Sekil 2.9). Calisma alani, goriintiilenmek istenen objenin
yerlestirildigi bolmedir. Obje, c¢alisma alani igerisinde bulunan 20x20 cm
boyutlarinda “platen” adi1 verilen 6zel su gecirmez bir ylizey iizerine yerlestirilir.
Calisma alanimin kapagi agik tutuldugunda, disaridan gelen 151k ile objenin normal
goriintiisti alinabilir. Fakat, floresan ya da luminesan goriintii alimirken kapak
kapatilarak, 151k gecirmeyen bir alan olusturulur. Isik kaynagi ya da iluminator, 150
wattlik halojen bir lambadir. Isik kaynagindan gelen 151k, 6nce uyarim filtresinden
gecer. Uyarim filtresi, 15181 siizerek sadece floresan molekiilii uyarabilen dalga
boyundaki 1sinlarin gegisine izin verir. Dolayisiyla uygun filtrenin se¢imi ¢ok
onemlidir. Uyarim filtrelerinin bulundugu kasette, farkli dalga boylarindaki 15181
gecirebilen uyarim filtreleri bulunmaktadir ve uygun filtre manuel olarak
kaydirilarak segilebilir. Uyarim filtresinden siiziilen 151k kapali optik goriintii alma
kutusuna ulasir. Kapalt optik gériintii alma kutusuna ulasan 1s1k platen {izerine
yansitilir. Floresan molekiiliin uyarimi saglanarak, farkli dalga boyunda 1s1k yayilimi
olur. Objeden yayilan 151k, kapali optik goriintii alma kutusunda bulunan ayna ile
goriintii yakalama sistemine iletilir. Gériintii yakalama sistemi; yayilim filtresi, lens
sistemi (odaklama, goriis alani, 151k miktar1 ayarlar1) ve CCD kameray1 igerir.
Gorlintli yakalama sistemine iletilen 151k ilk 6nce yayilim filtresinden gecer. Yayilim
filtresi, objeden gelen 15181 slizerek, sadece floresan dalga boyundaki 1sinlarin lens
sistemine gecisine izin verir. Dolayisiyla uygun yayilim filtresinin se¢imi g¢ok
onemlidir. Yayilim filtrelerinin bulundugu kasette, farkli dalga boylarindaki 15181
algilayabilen yayilim filtreleri bulunmaktadir ve uygun filtre manuel olarak
secilebilir. Luminesan goriintiilemede, 151k kaynagi ve filtre sistemleri kullanilmaz.
Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan 1sik, direkt olarak kamera lens sistemine
yansitilir. Kamera lens sisteminin iizerinde yer alan segmentler oynatilarak, goriintii
netligi, goriis alant ve 151k miktar1 manuel olarak ayarlanabilir. Kamera lens
sisteminden gecen 1stk CCD kameraya ulasir. Termoelektrik olarak -29°C’ye
sogutulan ve kamera hassasiyeti artirtlan CCD kamera, 1024x1024 piksel goriintii
toplar [82]. Bilgisayara aktarilan gri tonlamali fotograf lizerinde, 1s1ma yogunluguna
gbre yalanci renklendirme uygulanir. Kirmizi renk, 1stma yogunlugunun en fazla
oldugu bdlgeyi ve mor renk, 1s1ma yogunlugunun en az oldugu bolgeyi gosterir.
Fotograf iizerinde, ilgilenilen bolge secilir ve bu bolgedeki ortalama 1s1ma yogunlugu
ya da en yiliksek 1s1ma, santimetrekareye saniyede diisen foton miktart cinsinden
(foton/saniye/cmz) belirlenebilir. Goriintli alinirken belirli bir standart olusturulmali
ve gorlintli alma kosullar1 (goriintii alma siiresi, 11k miktari, netlik ayari) esit
tutulmalidir [57].

2.2.4.4. In Vivo Floresan ve Luminesan Goriintiileme

In vivo floresan ve luminesan goriintiileme yoOntemleri kiyaslandiginda, iki
yontem arasinda bazi farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Ornegin; luminesan
goriintiilemede, disaridan substrat enjeksiyonuna ihtiya¢ duyulur. Substrat, ATP,
magnezyum ve oksijen varliginda transfekte olan dokularda biyokimyasal reaksiyon
gerceklesir ve reaksiyona 6zgili dalga boylarinda 1s1k yayilimi olur. Oksijene ihtiyag
duyulmasi, luminesan sisteminin barsak liimeni ya da genis tiimérlerin nekrotik
bolgeleri gibi aneorobik ortamlarda hipoksiden dolayr kullanimini smirlar [83].
Floresan goriintiilemede ise substrata degil, 151k kaynagina ihtiya¢ duyulur. Isik
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kaynagindan gelen 151k, dokular arasina yayilir ve transfekte olan dokuya ulastiginda,
EGFP molekiiliindeki kromofor yiikseltgenerek daha yiiksek bir dalga boyunda 151k
yayilimi yapar (Sekil 2.10) [71].

A B

Detektér Detektér

= I -

Deri e _V ﬁ Deri
Doku Doku
3,L\<— \,f\/‘_’

/TN VAN

Transfekte organ Transfekte organ

Sekil 2.10. /n vivo luminesan (A) ve floresan (B) goriintiileme sistemleri. Sekil 71. kaynaktan
uyarlanmistir.

Floresan goriintilleme i¢in gerek duyulan 1sik kaynagi “otofloresana” neden
olmaktadir. Otofloresan, dokunun kendi floroforlari tarafindan 11k emiliminin
olmas1 sonucu olusan floresan 1s1madir ve arka planda goriintii kirliligi olusturur.
Bazi yaglar, beta karoten gibi bazi pigmentler ve kollajen, elastin gibi endojen
proteinler tiim viicutta otofloresana sebep olurlar. En biiyiik otofloresan kaynagi ise,
bir¢ok bitki temelli miirin yeminde bulunan klorofil molekiiliidiir [84]. Luminesan
goriintiilemede ise, 151k kaynagi kullanilmadigi i¢in arka planda goriintii kirliligi
olmaz ve disiik seviyelerdeki sinyaller bile kolayca algilanir [85]. Her iki
goriintiileme yonteminde de dokudan yayilan 15181n yonii rastgeledir ve yayilan 151831n
bir kismi1 detektor tarafindan toplanarak dlgiliir.

Canli organizmalarda goriintiileme yontemi kullanilirken, dokularin optik
ozellikleri ile ilgili parametreler gz 6niinde bulundurulmalidir. Canli dokuda 15181n
emilimi, dagilimi ya da yansimasi gibi atteniiasyon faktorleri, in vivo transgen
ifadesinin optik olarak ol¢iilmesinde spesifik sorunlar yaratmaktadirlar (Sekil 2.11).
Bununla birlikte, CCD kameralar ile alian goriintiiler iki boyutludur ve derinlik
bilgisi icermezler. Yiizeye yakin dokular, derinlerdeki dokulara gore her zaman daha
parlak goriiniirler. Derinlere inildikge sinyal alimi zorlasir. Ornegin, her santimetre
derinlikteki doku i¢in yaklasik on kat luminesan sinyalde azalma olur [86]. In vivo
goriintiilemede sorun olusturan bu durum, canli dokunun 15181 emme &zeliginden
yani absorbsiyondan kaynaklanir. Transfekte olan dokudan yayilan 1s1g1n bir kismi
doku tarafindan emilir ve sadece bir kismi detektorler tarafindan algilanir. Isigin
memeli dokusundaki emilimi, genellikle dokularda 1sik emilimi yapabilen
hemoglobin, melanin ve diger pigment molekiilleri gibi kromoforlarin varligina
baglidir. Ornegin, beyaz renkli dokudan 151k kolay gegerken, melanin iceren koyu
renkli dokularda 6nemli miktarda 151k emilimi olur. Ayni sekilde, deri ve kas dokusu
15181 gecirirken, karaciger ve dalak gibi oksihemoglobin ve deoksihemoglobin
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molekiillerini igeren vaskiiler igerikli organlar 15181 emerler [78]. GoOriintii alinan
bolgenin tiiylii ya da tliysiiz olusu da sinyal alim giiciinii etkilemektedir. Farelerde,
tiyler tiraglandiginda transfekte dokulardan alinan sinyalin %18, deri
uzaklastirildiginda ise alinan sinyalin %57 arttig1i gosterilmistir [86]. Ozellikle
floresan goriintiilemede, kameranin zayif sinyalleri zor algilamasi, cerrahi bir islem
ile ¢ozilebilir. Deriyi agarak, derinde olan transfekte hiicrelerden kolayca sinyal
alinabilir [87, 88].

Isik kaynag)

deri

4 doku

Sekil 2.11. Dokuda 1518 izledigi yol. Kaynaktan gelen 151k (1), deriden kismen yansiyarak doku
icerisine geger. Yansiyan 1s1k (2) kaybolurken, dokuya gecen 151k (3) doku igerisinde
dagilir (4). Dokuda kromofor bulunmasi durumunda 1$181n emilimi gergeklesir. Sekil 71.
kaynaktan uyarlanmistir.

2.2.4.5. Transgen Ifadesinin In Vivo Optik Gériintiilenmesi

Gen tedavisi ¢aligmalarinda, etkili gen aktarimi ve uzun siireli gen ifadesinin
saglanmasi1 olduk¢a Onemlidir. Bazi durumlarda, transgen ifadesinin organa 6zgi
olmas1 amacglanmaktadir. Ticari olarak temin edilebilen goriintiileme sistemleri
kullanilarak, in vivo transgen ifadesinin yeri, miktar1 ve siiresi belirlenebilmektedir.
Ayrica, viral (adenoviriis, AAV, lentiviriis) ya da viral olmayan (balistik,
elektroporatik, lipozomal yontemler) yontemlerin etkinlikleri hakkinda bilgi elde
edilebilir. Simdiye kadar, in vivo transgen ifadesinin optik olarak ¢esitli dokularda
goriintiilendigi bircok calisma yapilmistir. Ornegin; C57B1/6 ve nude farelere, lokal
olarak EGFP geni tasiyan adenoviral vektorler enjekte edilmis ve 5-8 saat sonra ilgili
dokulardan (beyin, karaciger, pankreas, prostat ve kemik) floresan sinyal alinmustir.
Nude farelerin karacigerindeki transgen ifadesi 4 ay boyunca CCD kamera ile takip
edilmistir [38]. Swiss Webster tilirii farelerin iskelet kaslarmma /uc geni tasiyan
adenoviral vektorler enjekte edildiginde, iskelet kaslarindan alinan sinyalin 2. giinde
en lst dlizeye ulastigi ve 10 giin igerisinde hizla azalarak yaklasik 150 giin devam
ettigi belirlenmistir. Nude farelerde ise iskelet kaslarindan 150 giin boyunca siirekli
ve yogun miktarda sinyal alinmistir [86]. Baska bir calismada, tiikiiriik bezi ve
mesane dokularindan da lokal adenoviral vektor enjeksiyonu sonrasi luminesan
sinyal aliarak, bu dokularin transdiikte olabildigi gosterilmistir [37]. GFP geni
tastyan lentiviral vektorler kullanilarak yapilan bir ¢alismada, nude farelere
intraportal vektor enjeksiyonundan 6 giin sonra karacigerden, intraperitonel
enjeksiyondan sonra ise karaciger ve dalaktan 6 aya kadar floresan sinyal alinmigtir
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[89]. Lusiferaz geni tasiyan adeno benzeri viriislerin kullanildig1 bir ¢alismada ise,
gebe CD-1 farelere in utero vektor aktarimi sonrasinda, dogan farelerin periton
bolgelerinden 18 ay boyunca sinyal alinmistir [90]. Sistemik olarak plazmid
verildiginde karacigerden 30 giin boyunca, elektroporasyon ile birlikte iskelet kasina
plazmid enjeksiyonu uygulandiginda 70 giin boyunca luminesan sinyal alinmistir
[37].

2.2.4.6. Hiicrelerin In Vivo Takibi

Optik goriintiilleme in vivo hiicrelerin takibi i¢in olduk¢a uygun bir yontemdir.
Ex vivo kosullarda belirte¢ gen aktarimi yapilan hiicreler, deney hayvanlarina
nakledildikten —sonra  belirli araliklarla  gorlintiilenerek  disaridan  takip
edilebilmektedir. Ornegin, isaretli bakteri ya da viriisler kullamlarak konak-patojen
iligkisi caligilabilmekte ya da antibiyotik tedavisinin etkinligi ger¢ek zamanli olarak
goriintiilenebilmektedir. Yangi ya da immiin sistem iliskili hastalik modellerinde,
hematopoietik kok hiicreler ve olgun immiin sistem hiicrelerinin izledigi yol takip
edilebilmektedir [80]. Hiicrelerin girisimsel olmayan in vivo takip yontemi, en ¢ok
kanser modellerinde tiimdr ilerleyisini goriintiilemek i¢in kullanilmaktadir. Ex vivo
kosullarda belirte¢ genlerle transfekte edilen tiimoér hiicreleri, nakil sonrasinda
izlenerek, tiimoriin biiylimesi, ilerleyisi, metastaz ve tedavi edici yaklagimlarin
etkinligi goriintiilenebilmektedir. Bu yontem meme [87], prostat [91], akciger [92],
glioma [93] ve kolon [94] tiimorlerinin gelisimini incelemek i¢in kullanilmistir.
Diger ilgi cekici yaklasim ise organ ve doku nakillerinin in vivo olarak takip
edilebilmesidir. Ornegin; tip 1 diyabet tedavisinde uygulanan pankreatik adacik
naklinde, nakledilen hiicreler in vivo olarak goriintiilenebilmekte ve disaridan takip
edilebilmektedir.

Molekiiler goriintiileme, canli organizmalardaki biyolojik olaylarin
anlagilmasini kolaylastiran bir tekniktir. Ayrica, in vivo olarak belirte¢ gen ifadesinin
takibi, hastalik modellerinde tedavi edici genin hedef hiicredeki ifadesinin takip
edilebilmesi agisindan dnemli bir yaklagimdir. Belirteg gen ifadesinin organizmadaki
ifade yeri, yogunlugu ve siiresi, girisimsel yoOntemlere ihtiya¢ duyulmaksizin
molekiiler goriintiilleme teknikleri kullanilarak belirlenebilmektedir. Biz de
calismamizda, canli organizmadaki transgen ifadesini in vivo olarak takip edebilmek
amaciyla CCD  kamerayr  kullanmayr  planladik.  Transgen  ifadesini
goriintiileyebilmek i¢in yesil floresan protein (EGFP) geninden yararlandik. Bunun
icin, once EGFP genini tagiyan adenoviral vektorleri (AdEGFP) c¢ogalttik ve daha
sonra bu vektdrleri farelerin kuyruk veninden sisteme enjekte ettik. Vektor
enjeksiyonundan sonra, belirli zaman araliklarinda farelerdeki AJdEGFP aracili
transgen ifadesini CCD kamera ile takip ettik.
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MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Birinci jenerasyon rekombinant adenoviral vektorlerin cogaltilmasi ve
saflastirilmasi

Kullanilan Soliisyonlar:

Serumsuz RPMI-1640 Besiyeri:

10,26 g toz RPMI-1640 besiyeri (Sigma), 962 ml bidistile su i¢inde ¢oziildii ve pH’s1
HCI ile 4.0 olarak ayarlandi. Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
Soliisyon oda sicakligina geldiginde, tizerine 26.7 ml %7.5 steril sodyum bikarbonat
(Sigma), 10,25 ml 200 mM steril L-glutamin (Biological Industries), 2 ml 80 mg
gentamisin (Genta) eklendi. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.

Serumlu RPMI-1640 Besiyeri:

1 It serumsuz RPMI-1640 besiyerine 110 ml inaktif fetal sigir serumu (Biochrom
AGQG) eklenerek %10 serumlu, 220 ml eklenerek %20 serumlu besiyeri hazirlandu.
Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.

2XTripsin-EDTA:
20 ml 10XTripsin-EDTA stok soliisyonu (Biological Industries), 80 ml serumsuz
RPMI-1640 ile karistirilarak 2XTripsin-EDTA hazirlandi.

PBS Soliisyonu:

8 g NaCl (Sigma), 0.2 g KCI (Sigma), 1.44 g Na,HPO, (Sigma), 0,24 g KH,PO4
(Sigma) tartilarak, 800 ml bidistile su i¢inde ¢oziildii. NaOH ile pH 7.4’e ayarlandi
ve toplam hacim bidistile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi ve +4°C’de sakland.

Transfeksiyon Soliisyonu:
410 ml serumsuz besiyerine, 200 viriis partikiilii/hiicre (MOI, multiplicities of
infection) yogunlukta adenoviral vektor eklenerek buz lizerinde tutuldu.

1 M Tris-Cl (Amresco):

24,2 ¢ Tris 160 ml distile su icinde ¢oziildii. HCI ile pH 8.1’e ayarlandi ve toplam
hacim distile su ile 200 ml’ye tamamlandi. Soliisyon 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi ve +4°C’de sakland.

10 mM Tris-Cl (Amresco):
1 M Tris-Cl’den 5 ml alinarak, distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 15
dakika otoklavlandi ve +4°C’de sakland.
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Agir CsCl Soliisyonu (Roche):
42,33 g CsCl tartildi ve 57,77 ml 10 mM Tris-Cl i¢inde ¢ozildii. HCI ile pH 8.1°¢
ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.

Hafif CsCl Soliisyonu (Roche):
22,39 g CsCl tartildi ve 77,61 ml 10 mM Tris-Cl i¢inde ¢oziildi. HCI ile pH 8.1°e
ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.

3.1.1. Adenoviral vektorlerin HEK 293 hiicrelerinde ¢ogaltilmasi

HEK 293 hiicre hatt1, %10 serumlu RPMI-1640 besiyeri kullanilarak 150 mm
hiicre kiiltiirii kaplarinda (Sarstedt), 37°C sicaklik ve %5 CO;’li nemli ortamda
tiretildi. HEK 293 hiicreleri, 40 adet 150 mm’lik doku kiiltlir kabin1 yaklagik %80
yogunlukta kaplayacak sekilde ¢cogaldiginda, adenoviral vektorlerle transdiikte edildi.
Bunun i¢in, doku kiiltiir kaplarindaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine
10’ar ml transfeksiyon soliisyonu eklenerek inkiibatore kaldirildi. 2 saat sonra doku
kiiltiir kaplarina %20 serumlu besiyeri eklenerek, mevcut besiyerinin serum igerigi
%10’a cikarildi. Transdiiksiyonun 30-54. saat araliginda hiicreler kontrol edildi.
Sitopatik etkinin belirgin hale geldigi anda, yani hiicrelerin yuvarlaklasarak
ylizeyden ayrilma egiliminde olduklar1 anda, hiicreler 25 ml’lik pipetler araciligiyla
toplanarak 250 ml’lik steril tliplere aktarildi. Tiipler, 4°C 4000 rpm 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 dokelti atild1 ve ¢okelti 10 mM Tris-Cl ile (her 150
mm’lik kap i¢in 0,5 ml 10mM Tris-Cl) ¢oziilerek 15 ml’lik tiiplere aktarildi.

3.1.2. Adenoviral vektorlerin izolasyonu

Tiipler, 3 kez etil alkol-kuru buz banyosunda hizli donma-¢6ziinme isleminden
gecirildi. Daha sonra, 4°C 5000 rpm 10 dakika santifiij edildi ve dokelti temiz bir
tiipe alinarak 10mM Tris-Cl ile 20 ml’ye tamamlandi. 40 ml’lik seffaf ultrasantrifiij
tiiplerine (Beckman), dnce 10 ml agir CsCl, sonra 10 ml hafif CsClI ve en son viral
dokelti eklendi ve tilipler ultrasantrifiij rotoruna (Beckman SW28) yerlestirilerek 4°C
20000’de rpm gece boyunca santifiij edildi. Santrifiij sonrasinda olugan viral band
siringa yardimu ile c¢ekilerek, 10 mM’lik Tris-Cl ile 4 ml’ye tamamlandi. 16 ml’lik
seffaf ultrasantrifiij tiiplerine (Beckman), énce 4 ml agir CsCl, sonra 4 ml hafif CsCl
ve en son viral band eklendi ve tilipler ultrasantrifiij rotoruna (Beckman SW41)
yerlestirilerek 4°C 20000 rpm’de 6 saat santrifiij edildi. Santriftij sonrasi olusan viral
band siringa ile ¢ekilerek 15 ml tiip icerisine alindi. %25 oraninda gliserol (Sigma)
ile karistirilarak -80°C’de saklandi.

3.1.3. Adenoviral vektorlerin saflastirilmasi

Kullanilan Soliisyonlar:

%10 Gliserol:

450 ml PBS pH 7.4 i¢ine 50 ml gliserol eklendi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi ve
oda sicakliginda saklandi.
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Kolon dolgu materyali:
10 g Sephadex G-50 (Fluka) tartildi. Uzerine 160ml 10mM Tris pH 8.1 eklenerek
¢oziildii. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

3.1.3.1. Kolonun hazirlanmasi:

10 ml plastik tek kullanimlik pipet 9 ml hizasindan kirildi. Pipetin ince ucuna
kiictik bir parga otoklavlanmig cam yiinii yerlestirildi. Pipetten gegecek olan sivinin
akisini kontrol edebilmek i¢in, pipetin ince ucuna digsardan plastik bir tiip gecirildi ve
bu tilipiin Ulizerine hemostat klemp yerlestirildi. Hazirlanan kolon ayakliga
yerlestirildi.

3.1.3.2. Kolondan adenoviral vektor soliisyonunun gecirilmesi:

4 ml %10 gliserol kolon {izerine eklendi ve yaklasik 3 ml’sinin akmasi saglandi.
Boylece cam yiiniindeki hava kabarciklar1 uzaklastirildi. Daha sonra, kolona 5ml
kolon dolgu materyali eklendi. Uzerine 15-20 ml %10 gliserol eklenerek kolon
yikandi. Daha sonra Cs-Cl yontemi ile c¢ogaltilan adenoviriis soliisyonu kolona
eklendi. Kolona zarar vermeden bir miktar daha %10 gliserol eklendi ve viriis
kolonun ucuna yaklasincaya dek tamponun damlamasi saglandi. Viriis kolonun
ucuna yaklastiginda, sivinin steril mikrosantrifiij tiiplerine damlamasi saglandi.
Spektrofotometrede Olgiim yapilarak, ODjey degeri belirlendi. Viral vektorlerin
ortalama titreleri, 10" DNA partikiiliyml idi. Fonksiyonel titreler ise 293
hiicrelerinde plak titreleme yoluyla 6l¢iildii. Elde edilen viriis stoklar1 kullanima
kadar 4°C’de saklandi.

3.1.4. Plak titreleme

Kullanilan Soliisyonlar:

%2’lik agaroz:

1 g agaroz (Roche) tartildi ve 50 ml PBS (pH 7.4) i¢inde ¢oziildi. 121°C’de 15
dakika otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

%0.03’liik Notral Red Soliisyonu:
%0.33’liik notral red stogundan (Sigma) 1 ml alind1 ve 10 ml PBS ile karigtirildi.

%10 serumlu RPMI Besiyeri:
PBS:
3.1°de anlatildig1 gibi hazirlandi.

6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde HEK 293
hiicreleri ekildi. 24 saat 37°C sicaklik ve %5 CO;’li nemli ortamda tutularak yiizeyin
%80-90 oraninda hiicrelerle kaplanmasi saglandi. Cogaltilan adenoviriis stogu, PBS
ile 10, 10%, 10°, 10* ve 10° kat sulandirildi ve ayri ayr1 kuyulara sulandirilmus viriis
sollisyonundan eklendi. Kiiltlir kaplari, 2 saat siiresince 37°C sicaklik ve %5 CO,’li
nemli ortamda tutularak hiicrelerin viriislerle enfekte edilmesi saglandi. Bu siire
zarfinda, %?2’lik agaroz mikrodalga firinda eritildi, sicakligi 44°C’ye getirildi ve
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44°C’ye 1sitilmig RPMI besiyeri ile 1/10 oraninda karistirildi. Enfekte edilen
hiicrelerin tizerine, hazirlanan %0.2°lik agaroz besiyeri karisimi yavasca eklendi ve
hiicreler 37°C sicaklik ve %5 CO;’li nemli ortamda 7 giin tutuldu. Plaklar olusmaya
baslayinca, her kuyuya 1 ml nétral red soliisyonu eklendi ve plaklarin boyanmasi igin
2-3 saat 37°C’de tutuldu. Siire sonunda, boya aspire edildi ve kuyulara 151k altinda
bakilarak kirmizi ile boyanan plaklar sayildi. Viral titre hesab1 yapilarak partikiil/plak
olusturma birimi 25 olarak bulundu.

AdEGFP [95] adenoviral stoklari, yukarida tanimlandigi sekilde hazirlandi.

3.2. A549 hiicrelerinin adenoviral vektorlerle transdiikte edilmesi
Kullanilan Soliisyonlar:

2XTripsin-EDTA:

PBS Soliisyonu:

RPMI-1640 Besiyeri:

Transfeksiyon Soliisyonu:

3.1’de aciklandig1 gibi hazirlandi.

Akciger kanser hiicre hatti (A549), %10 serumlu RPMI-1640 besiyeri
kullanilarak 35 mm hiicre kiiltiirii kaplarinda (Sarstedt), 37°C sicaklik ve %5 CO;’li
nemli ortamda yetistirildi. A549 hiicreleri, 35 mm’lik doku kiiltiir kabin1 yaklasik
%80 yogunlukta kaplayacak sekilde c¢ogaldiginda, EGFP geni tasiyan adenoviral
vektorlerle transdiikte edildi. Bunun ig¢in, doku kiiltiir kaplarindaki besiyeri
uzaklagtirildi ve hiicrelerin lizerine 10’ar ml transfeksiyon soliisyonu eklenerek
inkiibatore kaldirildi. Kontrol grubu i¢in transfeksiyon soliisyonu olarak serumsuz
besiyeri kullanildi. 2 saat sonra doku kiiltiir kaplarina %20 serumlu besiyeri
eklenerek, mevcut besiyerinin serum igerigi %10’a ¢ikarildi. Transdiiksiyonun 24.
saatinde hiicreler floresan mikroskop ile goriintiilendi ve alinan resimler kaydedildi.

3.3. BALB/c farelere sistemik olarak farkhh dozlarda adenoviral vektor
enjeksiyonu

Kullanilan Soliisyon:

Adenoviral Vektor Soliisyonu:

Saflastirilan adenoviral vektor stoklarindan farkli miktarlar (1010, 3x10', 10",
2x10"" ve 2x10'2 DNA partikiilii/fare) alindi ve toplam hacim 200 pl olacak sekilde
steril PBS sollisyonu ile temiz bir mikrosantrifiij tiipiinde karigtirildi. Tiipler,
adenoviral vektor soliisyonlarinin farelere enjeksiyon asamasina kadar buz {izerinde
tutuldu.

Kullanilan Deney Hayvanlari:
Deneylerde kullanilan hayvanlar, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesinden temin edildi. Deneylerde yaklasik 25-30 g agirhiginda, 10-12 haftalik,
erkek BALB/c tiirii fareler kullanildi. Farelere kobay yemi ve musluk suyu verildi.
Fareler, 2242°C sicaklik, %50-60 nemli kosullarda tutuldu ve 12 saat aydinlik/12
saat karanlik periyod uygulandi.
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Sistemik olarak adenoviral vektér enjeksiyonu yapilmadan oOnce fareler,
intraperitonel ketamin/ksilazin (%10 Alfamine/%2 Alfazyne) (100-10 mg/kg)
enjeksiyonu ile uyutuldu. Bu esnada, buz iizerinde tutulan adenoviral vektor
soliisyonlar1 siringaya cekilerek, soliisyonlar oda sicakligina getirildi. Siringanin
ucuna takilan 26G Braniil (BD Neoflon) yardimiyla farenin lateral kuyruk damarina
girildi ve adenoviral vektor soliisyonu enjekte edildi. Deney grubundaki farelere
farkli dozlarda adenoviral vektorler (1010, 3X1010, 10“, 2x10“, 2x10'? DNA
partikiilii/fare), kontrol grubundaki farelere ise 200 pl PBS soliisyonu verildi.
Enjeksiyon bolgesine bir dakika boyunca tampon uygulandi ve daha sonra antiseptik
soliisyon (Polyod) ile silindi. BALB/c fareler anestezinin etkisi geginceye dek 37°C
kiivezde tutuldu. Uyanan fareler kafeslerine yerlestirildi ve bakim odalarina
gotlirtldi.

3.4. BALB/c farelerin CCD kamera ile goriintiillenmesi

Adenoviral vektor enjeksiyonu yapilan farelerin (n=5/doz), Kodak Image Station
2000MM cihaz1 ile belirli zaman araliklarinda goriintiileri alindi. Zaman araliklari;
birinci haftada her giin, ikinci haftada {i¢ giinde bir ve daha sonraki haftalarda
haftada bir olarak belirlendi.

3.4.1. In vivo goriintiilerin alinmasi

Goriintii alinmadan hemen once, BALB/c fareler ketamin/ksilazin karisimi ile
uyutuldu. Abdominal bdlgeleri tiraslandi ve yiiz isti olarak platen {izerine
yerlestirildi. Isik kaynagi agild1 ve 0.05 saniye siiresince farenin beyaz 1sikta normal
goriintlisii alindi. Daha sonra, farenin pozisyonu degistirilmeden sadece uygun
filtreler elle ayarlanarak (uyarim filtresi 465 nm, yayilim filtresi 535 nm) 60 saniye
stiresince mavi 1sikta floresan goriintiisii alindi. Normal ve floresan goriintiileme
isleminin ikisinde de uzak ve yakin ¢ekim uygulandi (FOV 30 ve 100). Ayrica 151k
miktarinin ayar1 (f~stop) ve fokus ayari tiim goriintiilerde sabit olarak sifirda tutuldu.

3.4.2. Floresan goriintiilerin bilgisayarda analizi

Alinan floresan goriintiiler, Kodak yazilim programi (Kodak Software 3.6.5)
kullanilarak bilgisayarda analiz edildi. Bunun i¢in, floresan sinyal alinan bolgeler,
ilgilenilen bolgeler olarak (ROI, region of interest) secildi ve bu bdlgelerdeki net
yogunluk belirlendi. BALB/c farelerden alinan net yogunluklar birbirlerine gore ve
zamana gore kiyaslandi. Karaciger loblarinin ex vivo analizinde ortalama yogunluk
kullanildi. Kodak yazilim programi kullanilarak alinan floresan sinyaller,
yogunluklarma gore 6zel renklendirme sistemi ile yapay olarak renklendirildi ve ayn1
karenin beyaz 151k goriintiisii ile renklendirilmis goriintiisii iist iiste cakistirilarak elde
edilen gorintiiler kaydedildi. Her goriintiiye ait sinyal yogunlugunu belirten ve
renklendirmeye bagli olarak olusan renk skalalar1 hazirland.

3.4.3. Ex vivo goriintiilerin alinmasi ve analiz edilmesi

In vivo olarak alinan floresan sinyalleri teyid etmek igin, sistemik olarak 2x10"'
DNA partikiilii enjeksiyonundan dort giin sonra (en yliksek sinyal alinan giin), fareler
(n=6) sakrifiye edildi. Cerrahi operasyon ile karaciger, akciger, dalak, bobrek, mide
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ve kalp gibi major organlar ¢ikariltildi ve organlar serum fizyolojik soliisyonu
(Eczacibas) ile yikandi. BALB/c organlar1 100 mm doku kiiltiir kabina yerlestirildi,
beyaz 151k ve floresan 1giktaki goriintiileri alindi. Transgen sentezine bagli olarak
floresan sinyal veren tek organ karaciger oldugu i¢in, karaciger ve karaciger loblar
bir doku kiiltiir kabina yerlestirilerek beyaz 151k ve floresan 151k goriintiileri alindu.
CCD kameramin hassasiyetini 6lgmek amaciyla, sistemik olarak 2x10'' DNA
partikiilii enjeksiyonundan bir giin sonra, fareler (n=4) sakrifiye edildi. Cerrahi
operasyon ile 6nce deri kesilerek ¢ikartildi ve fare platen tlizerine yiiziistii yatirilarak,
beyaz 151k ve floresan 11k goriintiileri alindi. Daha sonra, makas ile periton agild1 ve
fare tekrar platen lizerine yliziistii (i¢ organlart iizerine) yatirilarak beyaz 151k ve
floresan 151k goriintiileri alindi. Alinan tim goriintiiler, 3.4.2°’de agiklandig1 gibi
analiz edildi; sinyal yogunluklar1 belirlendi ve renklendirme sistemi uygulanarak elde
edilen gortintiiler kaydedildi.

3.5. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz igin, GraphPad Software’den (San Diego, CA) Prism
programi kullanildi. Herbir deney igin istatistiksel sonuglar, sekil agiklamalarinda
verilmistir.
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BULGULAR

4.1. In vivo uygulamalar icin yiiksek kalitede adenoviral vektor saflastirildi

Elimizde bulunan adenoviral vektor stoklari, Cs-Cl gradient yontemi ile
cogaltildi. Spektrofotometrik Ol¢iimler sonucunda, elde edilen adenoviral vektor
yogunlugu 1x10" partikiil/ml olarak bulundu. Cogaltilan bu adenoviral vektorler in
vivo uygulamalarda kullanilmadan 6nce saflastirildi ve in vitro kosullarda kontrol
edildi. Bunun i¢in, E1 geni igermeyen A549 akciger kanser hiicre hatt1 kullanildi.
A549 hiicreleri, AEGFP vektorleri ile transdiikte edildikten 24 saat sonra floresan
mikroskop altinda incelendi ve hiicrelerde yogun miktarda adenoviral vektor aracili
transgen sentezinin oldugu gozlendi (Sekil 4.1).

Beyaz itk Horesansik

AdEGFP

O /s

Kontrol

Sekil 4.1. A549 hiicrelerinin AAJEGFP vektorleri ile transdiiksiyonu. Transdiiksiyondan 24 saat sonra
alinan beyaz 151k (sol) ve floresan goriintiiler (sag). Floresan 151k altinda A549 hiicrelerinin
yogun miktarda yesil floresan protein sentezledigi goriilmektedir.
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4.2. Sistemik olarak adenoviral vektor enjeksiyonundan sonra farelerin sadece
abdominal bolgelerinden giiclii sinyaller alindx

CMV promotoru altinda EGFP geni tasiyan birinci jenerasyon adenoviral
vektorler BALB/c farelere sistemik olarak kuyruk veninden enjekte edildi. EGFP
sentezine bagli olarak Olgiilebilecek diizeyde sinyal elde edebilmek icin farkl
adenoviral vektor dozlart (10'°, 3x10', 10" ve 2x10"" viriis partikiilii) kullanildu.
Her doz grubunda ve kontrol grubunda bes fare kullanildi. Enjeksiyonu takiben,
belirli zaman araliklarinda cerrahi girisim olmaksizin BALB/c farelerin KODAK
Image Station 2000MM model CCD kamera ile in vivo floresan goriintiiler alindi.
CCD kamera ile g¢ekilen floresan 1gik goriintiileri yapay olarak renklendirildi ve
beyaz 1sikta ¢ekilen resim ile iist iiste ¢akistirilarak sinyalin alindig1 bolge gosterildi.
CCD kameraya ulasan sinyallerin farelerin sadece abdominal bolgelerinden geldigi
belirlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. CCD kamera ile alinan goriintiiler. (A) Sistemik olarak 2x10"" viriis partikiilii verildikten 4
giin sonra alinan goriintii (FOV 100). (B) Abdominal bdlgenin yakindan goriintiisii (FOV
30). Isik yogunlugu mor renkten kirmizi renge dogru artmaktadir. Renk skalasinin
iistlindeki rakam, alinan floresan sinyaldeki en yiiksek foton sayisini, altindaki rakam ise en
diisiik foton sayisini gostermektedir.

4.3. Sistemik olarak adenoviral vektor enjeksiyonundan sonra BALB/c
farelerden alinan in vivo floresan sinyaller zamanla degisti
Sistemik olarak farkli dozlarda adenoviral vektor enjeksiyonu yapilan farelerin
belirli zaman araliklarinda in vivo floresan goriintiileri alindi. ilk giinden itibaren
BALB/c farelerin abdominal bolgelerinden alinan sinyaller analiz edilerek, floresan
sinyal yogunluklarinin zamana gore degisimi belirlendi. BALB/c farelerin abdominal
bolgelerinden alinan in vivo floresan sinyal yogunlugunun 4. giinde en iist seviyeye
ulastigi ve takip eden 17 giin igerisinde giderek azaldigi, 30.giinde tespit
edilemeyecek seviyeye indigi gosterildi (Sekil 4.3). Ancak yakindan ¢ekim yapildig:
takdirde (FOV 30), 30.gilinde diisiik seviyede sinyal tespit edilebildi.
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Sekil 4.3. Vektor enjeksiyonu sonrasinda farelerin CCD kamera ile takibi. (A) Sistemik olarak en
yiiksek doz adenoviral vektdr partikiilii (2x10'") verilen gruptaki farelerden alinan gériintii
EGFP sentezinin zamanla viicuda dagilimin1 gostermektedir. Fareler 2x10'" viriis partikiilii
enjeksiyonundan 1, 2, 4, 7, 14, 21 ve 30 giin sonra CCD kamera ile goriintiilenmistir. (B)
2x10'" AdEGFP enjeksiyonundan sonra floresan yogunluklarmim sayisal olarak analizi.
Daha diisik AdEGFP dozlar1 (10", 3x10', 10" viriis partikiilii/fare) grafigin anlagilir
olmas1 amaciyla grafikten ¢gikartilmistir. Veriler, bes fareden alinan sinyallerin ortalamasini

(£ SEM) temsil etmektedir.
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4.4. In vivo floresan sinyal yogunlugunun verilen vektér dozuna bagh oldugu
gosterildi

Sistemik olarak 10" viriis partikiilii verilen gruptaki farelerden, takip siiresince
in vivo floresan sinyal alinamazken, 3x10'® ve 10" viriis partikiilii verilen gruptaki
farelerden takip siiresince diisiik seviyede sinyal alinabildi. Bunun yam sira 2x10"!
viriis partikiilii verilen gruptaki farelerden oldukc¢a yogun floresan sinyal alindi.
Farelere verilen vektdr dozunun artmasiyla, alman floresan sinyalin arttig1 ve 2x10"
partikiil dozunun in vivo goriintii alimi i¢in en uygun doz oldugu belirlendi (Sekil
4.4). 2x10" viriis partikiilii verilen fareler enjeksiyondan 4 giin sonra 6ldiigii i¢in bu
farelerden (n=3) goriintii alinamadi. One way ANOVA ve Bonferroni’s Multiple
Comparison Test sonucu sadece 2x10'' AJEGFP partikiilii verilen grupta, diger
gruplara gore anlamli derece yiiksek floresan sinyal varligi belirlenmistir.

3x1010
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Kontrol 10" 3x10" 10" 2x10""
AJEGFP

Sekil 4.4. CCD kamera kullanimi i¢in uygun vektdr dozunun belirlenmesi. (A) Sistemik olarak farkli
dozlarda vektdr verilen gruplar ve kontrol grubunun 4.gilindeki goriintiileri. Verilen vektor
dozlar1 resimlerin iizerinde belirtilmistir. (B) Grafikte, farelere verilen adenoviral vektor

dozuna bagli olarak alinan sinyal yogunluklarinin degistigi gosterilmektedir. Degerler bes
fareden alinan sinyallerin ortalamasini (£ SEM) gdstermektedir * p<0.05.

32



4.5. Sistemik vektor enjeksiyonu sonrasinda floresan sinyalin analizi ve ex vivo
yerlesimi

Sistemik vektor enjeksiyonu yapilan farelerin abdominal bdlgelerinden gelen
floresan sinyalin yerini belirlemek amaciyla, 2x10'"" AdEGFP partikiilii
enjeksiyonundan dort giin sonra fareler sakrifiye edildi. Cerrahi operasyon ile major
organlar1 (karaciger, akciger, dalak, mide, bobrek, kalp) ¢ikartilarak ex vivo olarak
analiz edildi. Vektor ya da PBS enjeksiyonu yapilan her iki grup farelerin (n=6)
midelerinden floresan sinyal alindi. Buna ragmen sadece vektdr enjeksiyonu yapilan
gruptaki farelerin karacigerlerinden sinyal alind1 (Sekil 4.5). Dalak, kalp, akciger,
bobrek ya da diger organlarda floresan sinyal tespit edilemedi.

2x1011 Kontrol

300
Ac "" i

D = M

Kc

-
{

B
K

Sekil 4.5. CCD kamera ile farenin major organlarin ex vivo analizi. Sistemik olarak (A) 2x10"
AdEGFP partikiili ya da (B) 200 pl PBS enjeksiyonu yapilan BALB/c farelerin
enjeksiyondan dort giin sonra major organlar (Kc; karacigerin sol lateral lobu, Ac; akciger,
D; dalak, M; mide, B; bobrek, K; kalp) ¢ikartildi ve CCD kamera ile goriintiileri alindi.

33



4.6. EGFP sentezinin karacigere dagilim profili

Karacigerdeki EGFP sentezinin dagilimini gostermek amaciyla, fareler sistemik
olarak 2x10'"' AJEGFP partikiilii enjeksiyonundan dort giin sonra sakrifiye edildi
(n=6). Karacigerleri cikartildi ve bir petri kabimna yerlestirilerek CCD kamera ile
floresan gortintiileri alindi. EGFP sentezine bagli olarak karacigerin tiim loblarindan
(medyan, kaudal, sol ve sag lateral) floresan sinyal alind1 (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. CCD kamera ile karacigerin ex vivo analizi. Sistemik olarak 2x10'" partikiil
enjeksiyonundan dort giin sonra farenin karacigeri alinarak CCD kamera ile
goriintiilenmistir. (A) Beyaz 151k, (B) renklendirilerek beyaz 151k goriintiisii ile iist iste
cakigtirtlmis floresan CCD goriintiisii.

Karaciger loblarmin daha ayrintili analizi icin, loblar birbirlerinden ayrildi ve
floresan goriintiileri alindi. Ayr1 ayri loblardan alinan floresan sinyal yogunluklarinin
ortalamasi tespit edildi ve loblar birbirleriyle kiyaslandi. Sonug olarak, transgen
sentezine bagli floresan sinyalin loblar arasinda homojen bir sekilde dagilim
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. CCD kamera ile karaciger loblarinin ex vivo analizi. Sistemik olarak 2x10'" viriis partikiilii
verilen BALB/c farelerin dort giin sonra, karacigerleri alindi1 ve loblara ayrildi. Sag lateral
lob ve kaudal lob, goriintli analizinin dogrulugu i¢in ikiser parcaya ayrilmistir. Karaciger
loblarinin; (A) beyaz 151k, (B) renklendirilerek beyaz 11k goriintiisii ile iist tiste cakistirilmis
floresan CCD goriintiisii. (C) Grafikte n=6 farkli farenin karaciger loblarindan alman
ortalama yogunluk gosterilmistir (Sol L: Sol lateral, K: Kaudal, Sag L: Sag lateral, M:
Medyan). Degerler alt1 fareden alinan sinyallerin ortalamasini (£ SEM) gdstermektedir.
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4.7. Dokunun derinligi, CCD kameranmm in vivo floresan sinyal alimini
etkilemektedir

CCD kameranin, canli organizmanin ic¢indeki floresan sinyali algilayabilme
kapasitesi iizerinde, doku derinliginin ve deri katmanlarimin etkisi 0Ol¢iildii. Bu
amagla, 2x10'"" AdEGFP partikiilii enjekte edildikten bir giin sonra (diisiik seviyede
sinyal tespit edildigi zaman), BALB/c farelerin (n=4) Once tiiyleri tiraslarak
goriintiileri alindi. Ardindan farelerin abdominal derisi uzaklastirilarak ve peritonu
acilarak goriintiileri alindi. Elde edilen floresan sinyaller analiz edilerek birbirleriyle
kiyaslandi. Tiyleri traslandiktan sonra, deri uzaklastirildiktan ve peritonu agildiktan
sonra elde edilen floresan sinyallerin anlamli derece farkli olduklar1 belirlendi.
Bununla birlikte, kontrol farelerde transgenle ilgili sinyal alinamamasinin yaninda
barsaklardan, idrar kesesi ve safra kesesinden otofloresan sinyaller alindi. Derinin
uzaklastirilmasinin, floresan sinyal alim giiciinii %19 artirdig1, peritonun agilarak i¢
organlarin direk kameraya tutulmasinin ise sinyal alim giiciinii %36 artirdig1 bulundu
(Sekil 4.8). One way of ANOVA analizi ve Bonferroni’s Multiple Comparison Testi
yapilarak tiiyleri traglanan fare grubuyla diger gruplar arasinda (derisi alinan ve
peritonu agilan) istatistiksel olarak anlamli derece fark bulundu. Kontrol grubu ve
tiyleri traslanan fare grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi.
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Tuyler tiraglandiktan Deri cerrahi olarak Periton acildiktan
gikarildiktan sonra sonra
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Sekil 4.8. Doku derinliginin CCD kamera hassasiyeti tizerindeki etkisi. Sistemik olarak 2x10"
partikiil enjeksiyonundan bir giin sonra, tiiyleri tiraglanan (A), derisi cerrahi olarak
cikartilan (B), peritonu agilan (C) ve kontrol grubu (D) BALB/c farelerin CCD
goriintiileri alind1. Kontrol farelerin peritonu agilarak goriintiileri alindiginda barsaklardan
(B), safra kesesinden (Sk) ve idrar kesesinden (ik) otofloresan sinyaller alindi. (E)
Farelerden alinan floresan sinyal yogunluklar1 karsilastirildiginda; tiiyleri tiraglanan (A
stitunu), derisi uzaklagtirilan (B siitunu), peritonu agilan (C siitunu) ve kontrol grubu (D
stitunu) BALB/c farelerden alinan sinyal yogunlugunun doku derinlerine inildikge arttig
gosterildi. Degerler dort fareden alinan sinyallerin ortalamasini (= SEM) gostermektedir.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Adenoviral vektorlerin gen tedavisinde kullanimini uygun kilan bir¢ok 6zelligi
vardir [96]. Ornegin, adenoviriisler béliinen ya da béliinmeyen bir¢ok hiicre tipini,
yiiksek etkinlikte enfekte edebilme yetenegine sahiptir [97]. Bununla birlikte,
adenovirtisler enfekte ettikleri hiicrelerde yiiksek seviyede transgen sentezi saglarlar
[98]. Bu ozelliklerinin yan1 sira, kolayca {iretilmesi ve transgen alabilme
kapasitesinin yliksek olmasi nedeniyle, adenoviriisler gen tedavi vektorleri olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [22]. Ayrica, giiniimiize kadar yapilmis olan
klinik gen tedavi caligsmalarina bakildiginda, %24.7 oranla en fazla kullanilan gen
tedavi vektoriiniin adenoviriisler oldugu goriilmektedir [3, 99].

Gen tedavi ¢alismalarinda, transgen sentezinin siiresi ve miktar1 tedavi agisindan
oldukca dnemli parametrelerdir. Bu parametreler, molekiiler goriintiileme teknikleri
kullanilarak kolay ve hizli bir sekilde belirlenebilmektedir. Bu nedenle, girisimsel
olmayan molekiiler goriintiileme tekniklerinin kullanimi1 son zamanlarda oldukca
popiiler hale gelmistir. Floresan goriintiilleme tekniginin, biyoluminesan goriintiileme
teknigine gore bazi avantajlar1 vardir. Ornegin, floresan gériintiileme yonteminde
substrata ya da kofaktére ihtiya¢c yoktur [37, 86, 100]. Floresan goriintiileme
tekniginde, transfekte olan organin floresan yogunlugu CCD kamera ile etkin bir
sekilde algilanir. Ayrica, doku yiizeyinden alinan goriintiiler olduk¢a kisa siire
icerisinde elde edilmektedir [78]. Genel olarak bakildiginda, canli hayvanlarda
transgen ifadesinin floresan goriintiileme teknigi ile takibi oldukga pratik, maliyet
acisindan uygun ve uygulanmasi kolay bir tekniktir. Bu nedenle, ¢alismamizda
floresan belirte¢ geni tasiyan adenoviral vektorler kullanilarak BALB/c farelerde
floresan belirte¢ gen ifadesi saglandi ve girisimsel olmayan goriintiileme ydntemi
kullanildi.

Bu amagla, artan dozlarda AAEGFP vektorleri BALB/c farelere sistemik olarak
enjekte edildi ve sadece 2x10'" vektor partikiilii enjekte edilen grupta oldukea giiglii
sinyaller alindi. Transgene bagl sinyal sadece farenin iist abdominal bdlgesinden
alindi. Vektoriin fareye enjeksiyonundan 4 giin sonra alinan sinyal miktar1 en iist
diizeye ulast1 ve 21 giin sonrasinda agamali olarak sinyal miktar1 azaldi. Transgen
ifadesini yansitan floresan sinyalin yogunlugunun, verilen vektér dozuna bagh
oldugu belirlendi. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, kuyruk veninden 2x10'' AdEGFP
partikiilii verildiginde, adenoviral vektorlerin etkili bir sekilde karaciger hiicrelerini
enfekte ettigi, karaciger kesitlerinde yapilan ex vivo analizlerle gosterilmistir [101,
102]. Baska bir ¢alismada, lusiferaz geni tagiyan 2x10"" adenoviral vektor partikiili
kuyruk veninden verilmis ve in vivo olarak basarili bir sekilde karaciger
goriintiilenmigtir [33]. Diger bir calismada ise, yine lusiferaz geni iceren adenoviral
vektor enjeksiyonu ile (10° pfu, yaklasik olarak 2x10'° - 5x10'° adenoviral vektor
partikiilii) karacigerde transgen ifadesi belirlenmistir [86]. Bulgularimiza paralel
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olarak, kullanilan vektdr dozunun artirlmasi (2x10'? vektor partikilii), siddetli
sistemik yangi reaksiyonuna neden oldugu ve daha Onceden rapor edilen bazi
durumlarda oldugu gibi 6liimle sonuglandig1 goriilmistiir [101, 103, 104].

Daha once yapilan ¢aligmalarda, adenoviral vektdre ve adenoviral vektorle
enfekte olan konak hiicrelere karsi gelisen immiin yanit sonucu transgen ifadesinin
gegcici oldugunun gosterilmesi, floresan sinyal varliginin neden kisa siireli oldugunu
acgiklamaktadir. Bu durum, kalitimsal hastaliklarin tedavisinde adenoviral vektorlerin
tedavi edici etkinligini siirlamaktadir. Yine de tiimér hiicrelerinde immiin yanitin
gelismesi bakimindan, adenoviral vektorlerin klinik kanser gen tedavi denemelerinde
kullanilmast oldukca avantajli goriinmektedir [105]. Daha once belirtildigi gibi,
adenoviriis aracili transgen ifadesi genellikle iki ya da ii¢ hafta icerisinde tespit
edilemeyecek seviyeye inmektedir [51]. Calismamizda, adenoviral vektdr aracili
transgen ifadesi yaklasik 30 giin girisimsel olmayan floresan goriintiileme yontemi
ile gosterilmistir.

AdEGFP enjekte edilen BALB/c farelerin major organlari ex vivo olarak
incelendiginde, sadece karacigerde oldukea yiiksek seviyede floresan sinyalin varlig
belirlendi. Yapilan caligmalarda karacigerin adenovirlis enfeksiyonuna oldukca
uygun oldugu belirtilmistir [34]. Ozellikle kuyruk veninden i.v. olarak verilen
adenoviriislerin biiyiik bir kismu karacigere yerlesmektedir [102]. Karacigerin
disindaki, dalak, akciger, kalp ve bobrek gibi bazi organlar anatomik bariyerler ve
[32] organlardaki CAR sentezinin az olmasi nedeniyle cok zayif bir sekilde
transdiikte olurlar. Caligmamizda da, karaciger disindaki diger major organlarin ex
vivo analizi sonucunda EGFP ifadesi tespit edilememistir. Dahasi, AJEGFP
vektorlerinin i.v. enjeksiyonu, fare karacigerinde EGFP’nin homojen bir sekilde
sentezlenmesine neden olmustur. Karaciger loblar tek tek analiz edildiginde, EGFP
ifadesinin tiim karacigere homojen bir sekilde yayildigi gosterilmistir [33]. Bu
durum, karacigerin tamaminda transgen ifadesinin saglanmasi istenen bazi klinik gen
tedavi uygulamalari agisindan oldukc¢a avantajlidir.

Tiim bunlarin yanisira, floresan goriintiileme teknigi ile ilgili yasanan bazi
zorluklar vardir. Floresan goriintii alabilmek i¢in 151k kaynaginin kullanilmasi, bu
15181n  dokular tarafindan emilimine ve endojen doku floroforlar1 tarafindan
yansitilmasina neden olmaktadir. Bu durum otofloresan olarak adlandirilmakta ve
arka planda yiiksek derecede kirlilige neden olarak, EGFP’ye ait floresan sinyali
maskeleyebilmektedir [78]. Calismamizda, kontrol gruplarindaki farelerin safra
kesesi, idrar kesesi, barsaklar1 ve midesinden floresan sinyaller alinmasi iizerine; bu
organlarin otofloresan oOzellikte oldugu ve yanlis pozitif sinyaller verdigi
gosterilmistir [84, 87]. Bu organlarin yani sira, tiiyler de otofloresan sinyallere neden
olmaktadir [106]. Bu nedenle goriintii alinacak bdlgenin ¢ok iyi traglanmasi
gerekmektedir. Fakat, tiiyler traglansa dahi viicudun derinlerinde yer alan dokulardan
gelen floresan sinyali tespit etmek, canli dokunun 15181 emme ve dagitma
Ozelliginden dolay1r olduk¢a zordur. Bu nedenle viicudun derinlerinde yer alan
organlarin, cerrahi yontemlerle viicut disina c¢ekilmesi floresan sinyal alimini
kolaylastirmaktadir. Calismamizda, floresan sinyal veren organlarin (karacigerin)
kameraya direkt olarak tutulmasiyla sinyal yogunlugunda %36 artis tespit edildi. Bu
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bulgu, daha 6nceden yapilan ve sinyal yogunlugunun transfekte olan hiicrelerin
derinligine bagli oldugunu gosteren ¢alisma ile de uyumlu bulunmustur [87]. Doku
derinliginin sinyal alim giiclinii etkilemesi, ancak kirmizi floresan proteinlerin
kullanilmasi ile ¢oziilebilir. Kirmiz1 floresan proteinler, canli dokunun 11k yayilimi
yaptig1 dalga boyundan daha yiliksek dalga boylarindaki 1sik ile uyarilmakta ve
yiiksek dalga boyunda 1sik yayilimi yapmaktadir. Bu nedenle, dokuya bagl 1sik
yayilimlart engellenmektedir. Ayrica, kirmizi floresan varyantlariin kullanimi ile
derindeki dokular kolaylikla gériintiilenebilmektedir [107].

Sonug olarak, bu ¢alismada girisimsel olmayan in vivo goriintiileme yonteminin
hayvanlardaki adenoviriis aracili EGFP ifadesini belirlemek i¢in oldukg¢a kullanigh
bir yontem oldugu gosterildi. Bununla birlikte, sistemik adenoviral vektorlerin
enjeksiyonunun 6zellikle karacigerde sinyal yigilimima neden oldugu gosterildi. Bu
yontem oldukca pratik, maliyet acisindan uygun ve uygulanabilir bir yontemdir.
Diger gen tedavi vektorlerinin, floresan belirteclerin ve hatta gen aktarim yollarinin
kullanilmas1 girisimsel olmayan floresan goriintiileme tekniklerinin uygulanisini
gelistirecektir.

40



10.

11.

KAYNAKLAR

Cotrim, A.P. and B.J. Baum, Gene therapy: some history, applications,
problems, and prospects. Toxicol Pathol, 2008. 36(1): p. 97-103.

Rosenberg, S.A., et al., Gene transfer into humans--immunotherapy of
patients with advanced melanoma, using tumor-infiltrating lymphocytes
modified by retroviral gene transduction. N Engl J Med, 1990. 323(9): p.
570-8.

Edelstein, M.L., M.R. Abedi, and J. Wixon, Gene therapy clinical trials
worldwide to 2007--an update. J Gene Med, 2007. 9(10): p. 833-42.

Gardlik, R., et al., Vectors and delivery systems in gene therapy. Med Sci
Monit, 2005. 11(4): p. RA110-21.

Wilson, J.M., Vectors--shuttle vehicles for gene therapy. Clin Exp Immunol,
1997. 107 Suppl 1: p. 31-2.

Rowe, W.P., et al., Isolation of a cytopathogenic agent from human adenoids
undergoing spontaneous degeneration in tissue culture. Proc Soc Exp Biol
Med, 1953. 84(3): p. 570-3.

Enders, J.F., et al., Adenoviruses: group name proposed for new respiratory-
tract viruses. Science, 1956. 124(3212): p. 119-20.

Volpers, C. and S. Kochanek, Adenoviral vectors for gene transfer and
therapy. J Gene Med, 2004. 6 Suppl 1: p. S164-71.

Tatsis, N. and H.C. Ertl, Adenoviruses as vaccine vectors. Mol Ther, 2004.
10(4): p. 616-29.

Campos, S.K. and M.A. Barry, Current advances and future challenges in
Adenoviral vector biology and targeting. Curr Gene Ther, 2007. 7(3): p. 189-
204.

Russell, W.C., Update on adenovirus and its vectors. J Gen Virol, 2000. 81(Pt
11): p. 2573-604.

41



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

Crawford-Miksza, L. and D.P. Schnurr, Analysis of 15 adenovirus hexon
proteins reveals the location and structure of seven hypervariable regions
containing serotype-specific residues. J Virol, 1996. 70(3): p. 1836-44.

Mathias, P., et al., Multiple adenovirus serotypes use alpha v integrins for
infection. J Virol, 1994. 68(10): p. 6811-4.

Koizumi, N., et al., Reduction of natural adenovirus tropism to mouse liver
by fiber-shaft exchange in combination with both CAR- and alphav integrin-
binding ablation. J Virol, 2003. 77(24): p. 13062-72.

Bergelson, J.M., et al., Isolation of a common receptor for Coxsackie B
viruses and adenoviruses 2 and 5. Science, 1997. 275(5304): p. 1320-3.

Roelvink, P.W., et al., The coxsackievirus-adenovirus receptor protein can
function as a cellular attachment protein for adenovirus serotypes from
subgroups A, C, D, E, and F. J Virol, 1998. 72(10): p. 7909-15.

Tomko, R.P., R. Xu, and L. Philipson, HCAR and MCAR: the human and
mouse cellular receptors for subgroup C adenoviruses and group B
coxsackieviruses. Proc Natl Acad Sci U S A, 1997. 94(7): p. 3352-6.

Bergelson, J.M., et al., The murine CAR homolog is a receptor for coxsackie
B viruses and adenoviruses. J Virol, 1998. 72(1): p. 415-9.

Lee, T.W., D.A. Matthews, and G.E. Blair, Novel molecular approaches to
cystic fibrosis gene therapy. Biochem J, 2005. 387(Pt 1): p. 1-15.

Meier, O. and U.F. Greber, Adenovirus endocytosis. J Gene Med, 2003. 5(6):
p. 451-62.

Leopold, P.L., et al., Fluorescent virions: dynamic tracking of the pathway of
adenoviral gene transfer vectors in living cells. Hum Gene Ther, 1998. 9(3):
p. 367-78.

Vorburger, S.A. and K.K. Hunt, Adenoviral gene therapy. Oncologist, 2002.
7(1): p. 46-59.

Kay, M.A., J.C. Glorioso, and L. Naldini, Viral vectors for gene therapy: the
art of turning infectious agents into vehicles of therapeutics. Nat Med, 2001.
7(1): p. 33-40.

42



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

3s.

Danthinne, X. and M.J. Imperiale, Production of first generation adenovirus
vectors: a review. Gene Ther, 2000. 7(20): p. 1707-14.

Anderson, R.D., et al., A simple method for the rapid generation of
recombinant adenovirus vectors. Gene Ther, 2000. 7(12): p. 1034-8.

Graham, F.L. and L. Prevec, Methods for construction of adenovirus vectors.
Mol Biotechnol, 1995. 3(3): p. 207-20.

Christ, M., et al., Gene therapy with recombinant adenovirus vectors:
evaluation of the host immune response. Immunol Lett, 1997. 57(1-3): p. 19-
25.

Yang, Y., et al, Cellular immunity to viral antigens limits El-deleted
adenoviruses for gene therapy. Proc Natl Acad Sci U S A, 1994. 91(10): p.
4407-11.

Engelhardt, J.F., et al., Ablation of E2A in recombinant adenoviruses
improves transgene persistence and decreases inflammatory response in
mouse liver. Proc Natl Acad Sci U S A, 1994. 91(13): p. 6196-200.

Hidaka, C., et al., CAR-dependent and CAR-independent pathways of
adenovirus vector-mediated gene transfer and expression in human
fibroblasts. J Clin Invest, 1999. 103(4): p. 579-87.

Tallone, T., et al., A mouse model for adenovirus gene delivery. Proc Natl
Acad Sci U S A, 2001. 98(14): p. 7910-5.

Fechner, H., et al., Expression of coxsackie adenovirus receptor and alphav-
integrin does not correlate with adenovector targeting in vivo indicating
anatomical vector barriers. Gene Ther, 1999. 6(9): p. 1520-35.

Crettaz, J., et al., Intrahepatic injection of adenovirus reduces inflammation
and increases gene transfer and therapeutic effect in mice. Hepatology, 2006.
44(3): p. 623-32.

Lefesvre, P., et al., Genetic heterogeneity in response to adenovirus gene
therapy. BMC Mol Biol, 2003. 4: p. 4.

Herrmann, J., et al., Comparative analysis of adenoviral transgene delivery
via tail or portal vein into rat liver. Arch Virol, 2004. 149(8): p. 1611-7.

43



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Wood, M., et al., Biodistribution of an adenoviral vector carrying the
luciferase reporter gene following intravesical or intravenous administration
to a mouse. Cancer Gene Ther, 1999. 6(4): p. 367-72.

Honigman, A., et al., Imaging transgene expression in live animals. Mol
Ther, 2001. 4(3): p. 239-49.

Yang, M., et al., Visualizing gene expression by whole-body fluorescence
imaging. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000. 97(22): p. 12278-82.

Ayuso, E., et al., In vivo gene transfer to pancreatic beta cells by systemic
delivery of adenoviral vectors. Hum Gene Ther, 2004. 15(8): p. 805-12.

Sarkioja, M., et al., Noninvasive imaging for evaluation of the systemic
delivery of capsid-modified adenoviruses in an orthotopic model of advanced
lung cancer. Cancer, 2006. 107(7): p. 1578-88.

Hong, S.H., et al., In vivo reprogramming of hTERT by trans-splicing
ribozyme to target tumor cells. Mol Ther, 2008. 16(1): p. 74-80.

Huard, J., et al., The route of administration is a major determinant of the
transduction efficiency of rat tissues by adenoviral recombinants. Gene Ther,
1995. 2(2): p. 107-15.

Huard, J., et al., Differential short-term transduction efficiency of adult versus

newborn mouse tissues by adenoviral recombinants. Exp Mol Pathol, 1995.
62(2): p. 131-43.

Liu, Q. and D.A. Muruve, Molecular basis of the inflammatory response to
adenovirus vectors. Gene Ther, 2003. 10(11): p. 935-40.

Zhang, Y., et al., Acute cytokine response to systemic adenoviral vectors in
mice is mediated by dendritic cells and macrophages. Mol Ther, 2001. 3(5 Pt
1): p. 697-707.

Muruve, D.A., The innate immune response to adenovirus vectors. Hum
Gene Ther, 2004. 15(12): p. 1157-66.

Worgall, S., et al., Innate immune mechanisms dominate elimination of

adenoviral vectors following in vivo administration. Hum Gene Ther, 1997.
8(1): p. 37-44.

44



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

59.

Shayakhmetov, D.M., et al., Adenovirus binding to blood factors results in
liver cell infection and hepatotoxicity. J Virol, 2005. 79(12): p. 7478-91.

Smith, J.S., Z. Xu, and A.P. Byrnes, A quantitative assay for measuring
clearance of adenovirus vectors by Kupffer cells. J Virol Methods, 2008.
147(1): p. 54-60.

Manickan, E., et al., Rapid Kupffer cell death after intravenous injection of
adenovirus vectors. Mol Ther, 2006. 13(1): p. 108-17.

Wilson, J.M., Adenoviruses as gene-delivery vehicles. N Engl J Med, 1996.
334(18): p. 1185-7.

Barr, D., et al., Strain related variations in adenovirally mediated transgene
expression from mouse hepatocytes in vivo: comparisons between
immunocompetent and immunodeficient inbred strains. Gene Ther, 1995.
2(2): p. 151-5.

Peng, Y., E. Falck-Pedersen, and K.B. Elkon, Variation in adenovirus
transgene expression between BALB/c and C57BL/6 mice is associated with
differences in interleukin-12 and gamma interferon production and NK cell
activation. J Virol, 2001. 75(10): p. 4540-50.

Tripathy, S.K., et al., Immune responses to transgene-encoded proteins limit
the stability of gene expression after injection of replication-defective
adenovirus vectors. Nat Med, 1996. 2(5): p. 545-50.

Michou, A.L, et al., Adenovirus-mediated gene transfer: influence of
transgene, mouse strain and type of immune response on persistence of
transgene expression. Gene Ther, 1997. 4(5): p. 473-82.

Raty, J.K., et al., Non-invasive Imaging in Gene Therapy. Mol Ther, 2007.
15(9): p. 1579-86.

Massoud, T.F. and S.S. Gambhir, Molecular imaging in living subjects:
seeing fundamental biological processes in a new light. Genes Dev, 2003.
17(5): p. 545-80.

Gambhir, S.S., Molecular imaging of cancer with positron emission
tomography. Nat Rev Cancer, 2002. 2(9): p. 683-93.

Evgenov, N.V,, et al., In vivo imaging of islet transplantation. Nat Med,
2006. 12(1): p. 144-8.

45



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Zinn, K.R., et al., Imaging and tissue biodistribution of 99mTc-labeled
adenovirus knob (serotype 5). Gene Ther, 1998. 5(6): p. 798-808.

Oztiirk, B., Manyetik rezonans gériintiileme. Biltek Magazin, 2004. 25(3): p.
52-54.

Medarova, Z., et al., In vivo imaging of siRNA delivery and silencing in
tumors. Nat Med, 2007. 13(3): p. 372-7.

Raty, J.K., et al., Magnetic resonance imaging of viral particle biodistribution
in vivo. Gene Ther, 2006. 13(20): p. 1440-6.

Vasalatiy, O., et al.,, Labeling of adenovirus particles with PARACEST
agents. Bioconjug Chem, 2008. 19(3): p. 598-606.

Louie, A.Y., et al., In vivo visualization of gene expression using magnetic
resonance imaging. Nat Biotechnol, 2000. 18(3): p. 321-5.

Ugur, O., Pozitron Emisyon Tomografisi (PET), in XIII. TPOG Ulusal
Pediatrik Kanser Kongresi, Non-Hodgkin Lenfoma. 2004. p. 55-58.

Gambhir, S.S., et al., Imaging adenoviral-directed reporter gene expression in
living animals with positron emission tomography. Proc Natl Acad Sci U S
A, 1999. 96(5): p. 2333-8.

Penuelas, 1., et al., Positron emission tomography and gene therapy: basic
concepts and experimental approaches for in vivo gene expression imaging.
Mol Imaging Biol, 2004. 6(4): p. 225-38.

Serganova, 1. and R. Blasberg, Reporter gene imaging: potential impact on
therapy. Nucl Med Biol, 2005. 32(7): p. 763-80.

Auricchio, A., et al.,, In vivo quantitative noninvasive imaging of gene
transfer by single-photon emission computerized tomography. Hum Gene
Ther, 2003. 14(3): p. 255-61.

Golzio, M., et al., Optical imaging of in vivo gene expression: a critical
assessment of the methodology and associated technologies. Gene Ther,
2004. 11 Suppl 1: p. S85-91.

46



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Tsien, R.Y., The green fluorescent protein. Annu Rev Biochem, 1998. 67: p.
509-44.

Prasher, D.C., et al., Primary structure of the Aequorea victoria green-
fluorescent protein. Gene, 1992. 111(2): p. 229-33.

2008 Nobel Odiilleri:
http://nobelprize.org/mobel prizes/chemistry/laureates/2008/press.html.

Muller-Taubenberger, A. and K.I. Anderson, Recent advances using green
and red fluorescent protein variants. Appl Microbiol Biotechnol, 2007. 77(1):
p. 1-12.

Ward, W.W. and S.H. Bokman, Reversible denaturation of Aequorea green-
fluorescent protein: physical separation and characterization of the renatured
protein. Biochemistry, 1982. 21(19): p. 4535-40.

Bhaumik, S. and S.S. Gambhir, Optical imaging of Renilla luciferase reporter
gene expression in living mice. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(1): p.
377-82.

Contag, C.H. and M.H. Bachmann, Advances in in vivo bioluminescence
imaging of gene expression. Annu Rev Biomed Eng, 2002. 4: p. 235-60.

Park, S.Y. and G.I. Bell, Noninvasive monitoring of changes in pancreatic
beta-cell mass by bioluminescent imaging in MIP-luc transgenic mice. Horm
Metab Res, 2009. 41(1): p. 1-4.

Welsh, D.K. and S.A. Kay, Bioluminescence imaging in living organisms.
Curr Opin Biotechnol, 2005. 16(1): p. 73-8.

Contag, C.H., et al., Visualizing gene expression in living mammals using a
bioluminescent reporter. Photochem Photobiol, 1997. 66(4): p. 523-31.

KODAK Image Station 2000MM, User's Manuel, Introduction, Section 2.

Contag, C.H., et al., Photonic detection of bacterial pathogens in living hosts.
Mol Microbiol, 1995. 18(4): p. 593-603.

Bouchard, M.B., et al., Technical considerations in longitudinal multispectral
small animal molecular imaging. J Biomed Opt, 2007. 12(5): p. 051601.

47



8S.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

9s.

96.

Contag, P.R., et al., Bioluminescent indicators in living mammals. Nat Med,
1998. 4(2): p. 245-7.

Wu, J.C., et al., Noninvasive optical imaging of firefly luciferase reporter
gene expression in skeletal muscles of living mice. Mol Ther, 2001. 4(4): p.
297-306.

Caceres, G., et al., Imaging of luciferase and GFP-transfected human tumours
in nude mice. Luminescence, 2003. 18(4): p. 218-23.

Yang, M., et al., Whole-body and intravital optical imaging of angiogenesis
in orthotopically implanted tumors. Proc Natl Acad Sci U S A, 2001. 98(5):
p. 2616-21.

Pfeifer, A., et al., Transduction of liver cells by lentiviral vectors: analysis in
living animals by fluorescence imaging. Mol Ther, 2001. 3(3): p. 319-22.

Lipshutz, G.S., et al., In utero delivery of adeno-associated viral vectors:
intraperitoneal gene transfer produces long-term expression. Mol Ther, 2001.
3(3): p. 284-92.

Lyons, S.K., et al., Noninvasive bioluminescence imaging of normal and
spontaneously transformed prostate tissue in mice. Cancer Res, 2006. 66(9):
p. 4701-7.

Nogawa, M., et al., Monitoring luciferase-labeled cancer cell growth and
metastasis in different in vivo models. Cancer Lett, 2005. 217(2): p. 243-53.

Shah, K., et al., Real-time imaging of TRAIL-induced apoptosis of glioma
tumors in vivo. Oncogene, 2003. 22(44): p. 6865-72.

Yang, M., et al., Whole-body optical imaging of green fluorescent protein-
expressing tumors and metastases. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000. 97(3): p.
1206-11.

Sanlioglu, S., G. Luleci, and K.W. Thomas, Simultaneous inhibition of Racl
and IKK pathways sensitizes lung cancer cells to TNFalpha-mediated
apoptosis. Cancer Gene Ther, 2001. 8(11): p. 897-905.

Aydin, C., et al., Decoy receptor-2 small interfering RNA (siRNA) strategy
employing three different siRNA constructs in combination defeats
adenovirus-transferred tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand resistance in lung cancer cells. Hum Gene Ther, 2007. 18(1): p. 39-50.

48



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

10S.

106.

107.

Yang, J., et al., Genetic redox preconditioning differentially modulates AP-1
and NF kappa B responses following cardiac ischemia/reperfusion injury and
protects against necrosis and apoptosis. Mol Ther, 2003. 7(3): p. 341-53.

Sanlioglu, A.D., et al., DcR2 (TRAIL-R4) siRNA and adenovirus delivery of
TRAIL (AdShTRAIL) break down in vitro tumorigenic potential of prostate
carcinoma cells. Cancer Gene Ther, 2007. 14(12): p. 976-84.

Sanlioglu, A.D., Current progress in adenovirus mediated gene therapy for
patients with prostate carcinoma. Gene Ther Mol Biol, 2003. 7: p. 113-133.

Hoftherr, S.E., et al., Modification of adenoviral vectors with polyethylene

glycol modulates in vivo tissue tropism and gene expression. Mol Ther, 2008.
16(7): p. 1276-82.

Doerschug, K., et al., First-generation adenovirus vectors shorten survival
time in a murine model of sepsis. J Immunol, 2002. 169(11): p. 6539-45.

Dajani, R., et al., Pleiotropic functions of TNF-alpha determine distinct
IKKbeta-dependent hepatocellular fates in response to LPS. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol, 2007. 292(1): p. G242-52.

Varnavski, A.N., et al.,, Evaluation of toxicity from high-dose systemic
administration of recombinant adenovirus vector in vector-naive and pre-
immunized mice. Gene Ther, 2005. 12(5): p. 427-36.

Raper, S.E., et al., Fatal systemic inflammatory response syndrome in a
ornithine transcarbamylase deficient patient following adenoviral gene
transfer. Mol Genet Metab, 2003. 80(1-2): p. 148-58.

Sanlioglu, A.D., et al., Fundamental principals of tumor necrosis factor-alpha
gene therapy approach and implications for patients with lung carcinoma.
Lung Cancer, 2004. 44(2): p. 199-211.

Wack, S., et al., Feasibility, sensitivity, and reliability of laser-induced
fluorescence imaging of green fluorescent protein-expressing tumors in vivo.
Mol Ther, 2003. 7(6): p. 765-73.

Kaijzel, E.L., G. van der Pluijm, and C.W. Lowik, Whole-body optical
imaging in animal models to assess cancer development and progression. Clin
Cancer Res, 2007. 13(12): p. 3490-7.

49



OZGECMIS

1984 yilinda Cankiri’da dogan Sevim KAHRAMAN, ilkogrenimini 1990-1996
yillar1 arasinda Bursa Hiirriyet [lkdgretim Okulunda yapmis, 1996 yilinda babasinin
emekliligi nedeniyle Antalya H.Avni Collii ilkdgretim okuluna 7.siniftan devam
etmis ve 1998 yilinda mezun olmustur. Antalya Aldemir Atilla Anadolu Lisesi’ni
kazanarak 1998-2002 yillar1 arasinda lise 6grenimini gérmiistiir. 2002-2006 yillar
arasinda yiiksek ogretim bursu ile kazandigi T.C. Hali¢ Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinde lisans 0grenimini
tamamlamistir. 2006 yilinda Akdeniz Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda, Tibbi Genetik Yiiksek Lisanst yapmaya hak
kazanmistir. Halen Tibbi Genetik alaninda yiiksek lisans yapmakta olup, 2009
Mart’tan itibaren Saghik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dalinda arastirma gorevlisi kadrosunda ¢alismaktadir.

2008 yilinda 3.Klinik Kok Hiicre ve Gen Tedavisi Kongresinde Pankreatik
Adacik izolasyonu ve Transplantasyonu Kursunun diizenleyicisi olarak gorev
almistir. Science Citation Index’e kayith bilimsel dergilerde 1 makalesi yayima kabul
edilmis, 1 makalesi yayina kabul edilme agamasindadir. Uluslararast kongrelerde 2’si
sOzlii sunuma segilen 10 bildirisi, ulusal kongrelerde 5’1 sozlii sunuma secilen 11
bildirisi bulunmaktadir.
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