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OZET

Doktora Tezi
Kanser Tedavisinde Mezenkimal Kok Hiicre Aracili intihar Gen Tedavisi
Sedef Hande AKTAS
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof.Dr. Hakan AKBULUT

Son yillarda kanser gen tedavisi ajanlarinin kanser hiicrelerine ulastirilmasinda kok
hiicrelerin tasiyici aracilar olarak kullanimi 6nem kazanmistir. Mezenkimal kok hiicreler
(MKH) de bu amagla daha fazla kullanilmaya baslanmistir. MKH sistemik verildiginde
biiyiik oranda tiimor dokularina go¢ ederler. Gen tedavisi ajanlari ile yiiklenmis MKH bu
ozellikleri nedeniyle metastatik odaklara tedavi ajanlarinin ulastirilmasinda biiyiik umut
vadetmektedir. MKH'e dogrudan plazmidler yiiklenebilecegi gibi terapotik genler viral
vektorler araciligiyla da yliklenebilmektedir. Gegici ekspresyon yapmalari ve mutasyon
riski tagimamalar1 nedeniyle kanser gen tedavisinde ¢ok kullanilan adeno viruslar MKH'i
transdiikte etme kapasitelerinin az olmasi nedeniyle kok hiicrelere gen aktarmada pek fazla
basar1 saglayamamaktadir. Bakuloviral vektorlerin memeli hiicrelerde ifade edilmemeleri
ve toksik etkileri olmamasi nedeniyle kanser gen tedavisi ¢aligmalarinda son yillarda daha
fazla kullanilmaya baslanmistir. Ayrica bu vektorlerin MKH'l transdiikte edebilme
ozellikleri terapotik genlerin  kok  hiicrelere aktarilmasinda 6nemli bir avantaj
saglamaktadir. Henliz MKH’in bakuloviral vektorler araciligiyla terapotik genlerle
yiikklenmesi ve bunlarin kanserin sistemik tedavisinde kullanimi ile ilgili c¢aligmalar

bulunmamaktadir.

Bu calismada intihar geni (Sitozin deaminaz) ve/veya immiin stimulan gen (GM-CSF)
tasiyan bakuloviral vektorler insa ederek bunlarin ex-vivo olarak kemik iligi mezenkimal
kok hiicrelere yiiklenmesi ve kanser tedavisindeki etkinliginin aragtirilmasi amaglanmistir.

2015, 118 sayfa

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, bakuloviral vektor, sitozin deaminaz,
GM-CSF, kolon kanseri.



ABSTRACT

PhD Thesis
Mesenchymal stem cell mediated suicide gene therapy of cancer
Sedef Hande AKTAS
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Hakan AKBULUT

Recently, various types of stem cells have been widely used as vehicles to distribute the
therapeutic genes to metastatic deposits in cancer gene therapy. Mesenchymal stem cells
(MSCs) have been widely used for this purpose. The improved migration of mesenchymal
stem cells (MSCs) to the tumor tissues has made them an attracticve vehicle for gene
therapy. Therapeutic genes can be loaded by using plasmids and viral vectors.
Adenoviruses are popular gene delivery vehicles in cancer gene therapy because of its
transient episomal expression in mammalian cells and no risk of mutagenesis. However,
they can not easily transduce the MSCs. Very recently, due to lack of toxicity to the
mammalian cells, the baculo viral vectors have been studied extensively in experimental
cancer models. Baculoviral vectors seem to have advantage of efficient transduction of
MSCs.

In this study, we aimed to construct recombinant baculoviral vectors carrying cytosine
deaminase (CD) or/and GM-CSF transcription units and to load these vectors to the bone
marrow mesenchymal stem cells. Finally, we tested those vectors in a mouse model of

colon carcinoma.

2015, 118 pages

Keywords: Mesenchymal stem cell, baculoviral vector, cytosine deaminase, GM-CSF,

colon cancer
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1. GIRIS

Kanser gilinlimiiziin 6nemli saglik problemlerinden biridir. Son yillarda artan mortalite ve
insidansi, kanseri bir halk sagligi sorunu olarak ele almamizi saglar. Her ne kadar tanisal
ve saglik kurumlarindan yararlanmadaki artis hastaligin erken teshisi i¢in 6nemli olsa da

halen kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 2.6liim nedenidir (1).

Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi artirmak igin farkli birgok tedavi
modaliteleri kullanilir. Bunlar: cerrahi, radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi ve yeni
tedavi yontemlerinden immunoterapi, sinyal ileti sistemi inhibitdrleri, ve anjiyogenez
inhibitorleri olarak sayilabilir (2). Gilinimiizde kanser teshis ve tedavisi i¢in gelistirilen
yontemler anlamli olsa da hastalik gelisim siirecinin karmagikligi tedavi i¢in net bir yontem

ortaya koyamamaktadir.

Son yillarda gen tedavisindeki gelismeler ve FDA tarafindan onaylanan {iriinler timit vaad
edici olmus, gen tedavisinin katkisini ortaya koymustur. Bunun yanisira mezenkimal kok
hiicreler ile ilgili arastirmalar hiz kazanmis ve gen tedavisindeki yerleri anlamlandirilmaya
calisilmistir. Kanser gen tedavisinde ilgili genlerin tiim6r dokusuna spesifik taginimlari ve
kullanilan vektorlerin konak¢ida yaratacagi etkiler bu tedavideki etkinlikte kritik rol
oynamaktadir.

Biz bu c¢alismada rekombinant protein {iretiminde basar1 ile kullanilan bakuloviral
vektorlerin gen tedavi ajani olarak ve tiimore yonelimleri oldugu bilinen mezenkimal kdk
hiicrelerinde tasiyic1 olarak kullanilmasini amagladik. Calismamizda tiimor dokusuna
spesifik tasimimi gerceklestirerek insanda bilinen herhangi bir hastaliga yol a¢cmayan

bakuloviral vektorlerin gen tedavi ajani olarak etkinligini arastirdik.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Gen Tedavisi ve Tarihce

Gen tedavisi hastaliklar1 6nlemek ya da onlarla savagsmak amaciyla kisiye genetik
materyalin disaridan verilmesi yoluyla tedavi etme seklidir. Bu tedavi kanser, hemofili,
parkinson gibi pek ¢ok onemli hastaligin tedavisi i¢in aragtiricilar tarafindan calisilmis ve

calisiimaya devam etmektedir (3).

Gen tedavisi ilk kez 1972 yilinda kavramsallastirilmistir. 1972 yilinda Friedmann ve
Roblin Science dergisinde “Insan genetik hastaliklar1 igin gen tedavisi” adli bir makale
yayimlamiglardir (4). Bu makalelerinde Munyon ve arkadaslarmin yanisira Merril ve
arkadaslarinin yaptig1 iki onemli arastirmaya da yer verilmistir. Munyon ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢caligmada timidin kinaz geninden yoksun fare hiicrelerini, UV radyasyona maruz
birakilan herpes simpleks virusii ile enfekte etmis ve timidin kinaz enzimini sentezleyebilir
duruma getirmistir. Bu da timidin kinaz genini iceren herpes simpleks virlis DNA’sinin
fare hiicreleriyle kalitimsal bir birlesme yapmis olabilecegini gostermistir. Munyon ve
arkadaslarinin ¢alismasi ise galaktozemili hastalarin fibroblastlarina disaridan verilen DNA

ile kaybolan enzim aktivasyonunun yeniden saglanabilecegini gdstermistir.

FDA onayli gen tedavi arastirmalari ise ilk kez 1990 yilinda, Amerika Birlesik
Devletlerinde Ashanti DeSilva tarafindan ADA-SCID (Adenozin Deaminaz eksikligi -
Ciddi Kombine Bagisiklik Yetmezligi) tedavisinde kullanilmak tizere basglamistir (5).
“Gene Therapy Clinical Trials Online Database” verilerine gore 2014 yilina kadar toplam
1996 klinik arastirma yapilmistir. Yapilan bu arastirmalarin ise % 63.8 (n=1274) gibi ciddi
bir orani kanser ile ilgili olmustur (bakiniz sekil 2.1) (6).


http://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine_deaminase_deficiency
http://en.wikipedia.org/wiki/Severe_combined_immunodeficiency
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Fazl/ll 19.2% (n=384)
Fazll 16.5% (n=330)
Faz 1l /1l 1% (n=20)
Fazlll 3.7% (n=74)
FazlV 0.1% (n=2)
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Kanser hastaliklan 63.8% (n=1274)

er gen nastankian BB N=178)

@ Enfeksiyoz hastaliklar8.2% (n=164)

@ Kardiyovaskiiler hastaik  8.1% (n=162)

@ nNorolojik hastaliklar 1.9% (n=37)

@ Gozhastaliklan  1.6% (n=31)

@ inflamatuar hastalikiar 0.7% (n=13)

@ Dider hastalikiar 1.8% (n=35)
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@ sagnkngoniilliler  2.6% (n=52)

The Journal of Gene Medicine, © 2014 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Sekil 2.1. Gen tedavi arastirmalar1 (6)



Onemli gen tedavisi arastirmalarini inceledigimizde; Adenozin Deaminaz Eksikligi (ADA)
gen tedavi yonteminde hastanin kan kok hiicreleri uzaklastirilir ve fonksiyonel ADA
geninin kopyasini retroviral bir vektor araciligi ile bu hiicrelere yerlestirilerek hastaya geri
verilir. Bu arastirmada hicbir hasta 16semi gelistirmemis ve tedavi basariyla uygulanmistir
(5). Bunun disinda kalitsal korliikte, hemofili de, beta talasemi, orak hiicreli anemi gibi kan
hastaliklarinda, yag metabolizmasi rahatsizliklarinda, kanserde, parkinson hastaliginda gen
tedavisi uygulamalar1 yapilmistir (3). Ciddi Kombine Bagisiklik Yetmezligi (SCID) gen
terapi ile tedavi edilen ilk genetik hastaliklardan biridir. Ancak viral vektor olarak
kullanilan retroviriislerin bazi hastalarda 16semiyi tetikledigi kaydedilmis ve bu sonug
kanser disindaki gen tedavisi uygulamalarinin ve klinik ¢alismalarinin durdurulmasina yol

acmustir (7, 8). Dolayisiyla bu durum arastiricilar: farkli viral vektor arayisina itmistir.

Her ne kadar ilk klinik aragtirmalar istenilen basariyr yakalayamasa da son yillarda
ivmelenerek giden arastirmalar oldukea yiiz giildiiriicii olmustur. 2012 yilinda Avrupa’da
onay alan ilk viral gen tedavisi olan Glybera bunun kanitidir. Tedavide viral vektor olarak
adeno baglantili viriisler (AAV) kullanilmaktadir. AAV kullanilarak lipoprotein lipaz

geninin bir kopyasi kas hiicrelerine ulastirilmaktadir (9).

Kanser agisindan bakildiginda ise birkac timit verici tedavi gelisme asamasindadir. Bir
tanesi, herpes simpleks virlis 1’in modifiye edilerek melanoma karsi kullanilmasidir.
Tedavi T-VEC olarak adlandirilmaktadir (10, 11). Bir digeri ise l16semili 59 hastada
denenen bir ¢alismadir. Bu g¢alismada hastanin kendi immiin hiicreleri alinarak kanser
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir proteinin tanimnmasi i¢in virlisiin genetik olarak
degistirilmesi saglanmaktadir. Immiin hiicreler hastaya geri verildiginde 32 yetiskin KLL
(Kronik lenfositik 16semi) hastanin 15" (%47) ve 22 pediatrik hastanin 19'unda (%86) tam

remisyon gozlemlenmistir (12).

2.2. Gen tedavisinde giincel durum

Bunlarin haricinde klinik calismalarda onemli mesafe kaydeden gen tedavisi ajanlar1 su

sekildedir:



Cizelge 2.1. Son test asamasina gecen gen tedavileri (13)

Sirket/Enstitii Gen tedavi ajam Hedef hastalik Durum
Adenoviriis Prostat kanseri Geg evre aragtirmalarin Eyliil
2015’te  bitecegi  tahmin
edilmekte
Advantagene
Amgen Herpes Viriis Metastatik melanom Umit verici ge¢ evre insan
sonuglari
AnGes MG Nonviral vektor, HGF Uzuvlardaki arter Global ge¢ evre testlerine
kodlayan DNA plasmid rahatsizliklari baslanmas1 i¢in FDA’den
vektoril onay ald1
Bluebird Bio Lentiviriis Erken noérodejenerasyonun | Orta ve gee evre
genellikle olimciil ve | kombinasyon arastirmast
kalitsal olan formu 2013 sonu baglatildi
Children’s Hospital of | AAV Erken  korliigiin  kalitsal | Geg evre arastirmalarin Nisan
Philadelphia formu 2015’te bitmesi planlaniyor.
Cold Genesys Adenoviriis Mesane kanseri Orta ve gec evre
kombinasyon aragtirmast
2013 Ekimde baslatildi
Henry Ford Hospital Adenoviriis Prostat kanseri Geg evre testleri i¢in FDA
‘den onay ald1
UniQure AAV Viicudun yag yakmasinit | Avrupada satis i¢in onay aldi.
Onleyen kalitsal ve bazen
6liimciil rahatsizliklar

2.3. Gen Tedavisinde Kullanilan Vektorler

Gen tedavisi vektorleri viral ve viral olmayan vektorler olarak incelenebilir. Son yillarda
bu kavrama hiicre tedavileri de eklenmistir. Bu tedavilerde hematopoietik, mezankimal,
noronal, embriyonik kok hiicreler kullanilmaktadir. Viral olmayan vektorlere ornekler
arasinda ¢iplak DNA’nin enjeksiyonu, elektroporasyon, gen tabancasi, sonaporasyon,
magnetofeksiyon ve oligoniikleotidlerin, lipozomal komplekslerin, dendrimerlerin ve
inorganik nanopartikiiller sayilabilir (14, 15). Viral olmayan vektorlerin, biiyiik 6lgekli
tiretim ve diigiik konak immiinitesi avantajlart olsa da diisiik gen ifadesi ve transfeksiyon
seviyeleri 6nemli dezavantajlarmi olusturur. Ornegin; manyetik nanopartikiillerin diisiik
ilag ylikleme kapasitelerinin olmasi, homojen olmayan pargacik biiyiikligii dagilimi ve

kapillerlerin tikanmasina yol agan topaklanmalara egilimli olmalar1 ilag/gen tagima ajani



olarak kullanimlarin1 simirlandirir. Lipoozomlarin retikiiloendotelyal sistem tarafindan kan
dolasimindan hizli bir sekilde taninip temizlenmesi bunlarin da tasiyici olarak kullanimini
smirlandirmaktadir. Cizelge 2.3 kanser tedavisinde kullanilan mevcut tasiyicilarin (viral
olmayan vektorlerin) kullanim avantaj ve dezavantajlari verilmistir. Ilgili tablo daha ziyade

viral olmayan vektorlere 6rnekler sunmaktadir (16).

2.3.1. Gen Tedavisinde Kullanilan Viral Olmayan Vektorler

Sentetik gen tasiyicilari olarakta adlandirilan bu vektorler ile DNA ya da RNA molekiilii
hedef hiicreye lipozom, peptit ya da polimer gibi bir tasiyici ara¢ yardimiyla aktarilir. Bu
tasiyicilarin bir avantaji niikleik asitle bir kompleks olusturup hedef hiicreye ulagmasi i¢in
koruyucu gorevi gérmesidir. Ciplak DNA, en basit non-viral gen tasima sistemidir. Ancak
bu sekilde kullanilirsa verilen DNA parcaciklar1 niikleaz enzimleri tarafindan kolaylikla
parcalanabilmektedir. Bunu engellemek amaciyla gesitli stratejiler gelistirilmistir (17, 18).
Katyonik lipidler bu amagla en ¢ok kullanilan stratejilerden biridir. Temel mantigi,
lipidlerin katyonik bas grubu DNA’ya baglanirken kuyruk kismi1 DNA lipid kompleksinin
¢okmesini saglamasidir. Katyonik lipid temelli gen tagima sistemleri hedef hiicreye
endozomal yol araciligiyla girer (19). Ancak, bu stratejinin dezavantaji transgen
ekspresyon etkinliginin olduk¢a diisiik olmasidir (20). Sistemik olarak enjekte edilen

DNA’nin yalnizca ¢ok az bir miktarinin timor dokusuna ulastigi bilinmektedir (21).

Gen aktariminin lipid temelli formiilasyonlarmin uygulamalari sinirlidir. Bu uygulamalar
intratimoral ya da lokaldir. Sistemik uygulamada ise inflamatuar yan etki ve immiin
reaksiyon riski goriilebilir. Degisiklige ugratilmis sistemik lipid aktarim sistemlerinin
gelistirilmesi ile toksisite diisiiriilerek kanser gen tedavisinde kullanilabilir. Folat-
hedeflenen lipid-protamin DNA kompleksleri (LPD-PEG-Folat) gibi hedeflenmis lipid
formiilasyonlarinin sistemik olarak uygulandig1 preklinik modellerde, tiimoriin geriledigi

ve sagkalimin arttig1 gosterilmistir (22).

DNA’nin tasinmasi igin protamin, polilizin, poliarjinin ya da polihistidin gibi bazi
polikatyonik tasiyict proteinler de uygundur. Ayrica bazi hidrofobik polimerler, 6rnegin
PEG (polietilen glikol), Phpma (polihidroksi propilmetakrilamit), pVPyrr (polivinil

pirolidin) pozitif yiikli DNA’y1 maskeleyerek kandaki yarilanma Omriinii uzatirlar.



Boylece sistemik uygulanan pozitif yikli DNA’nin kanda bulunma siiresi

uzatilabilmektedir (23).

8. @ <o

Katyonik :
Viriisler polimerier ~ Dendrimerler CP peptitler Lipozomiar

Alim (up-take) ve biyolojik aktivite

Sekil 2.2.Viral olmayan kanser gen terapileri (24)

2.3.2. Gen Tedavisinde Kullanilan Viral Vektorler

Bilindigi gibi virlisler enfekte ettigi hiicreye genomlari oldukga etkili bir sekilde
aktarabilen zorunlu hiicre i¢i parazitleridir. Bu 6zellikleri nedeniyle gen tedavisinde vektor
olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmiis ve 1970lerden itibaren kullanilmaya baglanmistir
(25). Bir viriis tarafindan gen taginmasi islemi transdiiksiyon olarak adlandirilmaktadir.
Viriislerin vektdr olarak kullanimlarmin belirli avantajlar1 vardir. Bu avantajlar; zorunlu
hiicre ici paraziti olmalar1 dolayisiyla konak¢1 hiicreye girmek zorunda olmalari, yiiksek
gen transfeksiyonu ve gen ekspresyonu yapmalar1 ve etkili tasinim yapmalarindan ileri
gelir. Ayrica kullanima bagl olarak biiylik genlerin aktarimi i¢in yliksek gen tasima
kapasitesine sahip olanlar1 vardir (26). Bunun diginda, zorunlu olmayan viral genler
cikarilip yerine disaridan gen takilabilir ve viral DNA’y1 konak hiicrelere etkili bir bicimde
ulastirabilir (27, 28).

Viral vektorlerin se¢imi uygulama alanina gore farklilik gostermektedir. Her viral vektoriin
kullanim avantajlar1 oldugu kadar kistililiklar1 da s6z konusudur. Bir doku i¢in uygun olan
bir vektoriin diger doku i¢in uygun bir secim olamayabilmektedir Bu doktora tezinde bir
bocek virusu olan bakuloviral vektorler kullandik. Bakuloviral vektorlerle ilgili detayl

bilgilere ge¢meden asagida diger vektorler hakkinda kisa bilgiler sunulmustur.



2.3.2.1. Retroviriisler

Familya:Retroviridae
Genom:ssRNA (+)
Genom biiyiikliigii: 3-9 kb

Bu viriisler zarfli RNA viriisii ailesinden olup iki adet tek zincirli RNA tasirlar. iki 6nemli
enzimi kodlayan genleri bulunur. Bunlar; revers (ters) transkriptaz ve integraz enzimleridir
(29). Ters transkriptaz sayesinde RNA molekiiliinii DNA ¢evirebildikleri igin “genetik

bilgiyi degistirebilen viriisler” olarak adlandirilirlar.

Retrovirtisler 6zellikle kanser disindaki hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan viral
vektorlerdir. Kanser tedavisinde kullanimlarinin sinirli kalmistir. Tasidiklart integraz
enzimi sayesinde tedavi genini hedef hiicrenin genoma rastgele entegre ederler. Tedavi
genini hedef hiicrenin genomuna entegre olmasi uzun siireli gen ekspresyonu saglasa da bu
rastgele entegrasyon mutasyon riski tasimaktadir. Oyle ki, bugiine kadar retroviral
vektorler kullanilarak gergeklestirilen en basarili gen tedavisi calismalarinin yapildig
Fransa ve Ingilterede yirmiden fazla X- baglantili kombine immun yetmezlikli hastada 10
hastadan 4’linde 16semi geligmistir. Bunun yaninda, bu vektorlerin kronik graniilomatoz

hastalikta basari ile uygulanabilmekte oldugunu biliyoruz (30-32).

integraz (IN)

Genomik RNA

Matriks protein

(MA) Nikleokapsid

protein (NC)

Kapsid protein
(CA)

Sekil 2.3. Retroviriis yapisi (33)



2.3.2.2. Lentiviriisler

Familya: Retroviridae
Genom: ssRNA (+)
Genom biiyiikliigii: 3-9 kb

Lentivirtisler retroviriisler ile ayni familyadan olup retroviriislerin bir alt sinifini
olustururlar. Ancak, retroviriisler bdliinen hiicreleri enfekte ederlerken lentiviriisler
boliinmeyen hiicreleri de enfekte ederler. Bu viriislerde de integraz enziminin viris
DNAsmi1 konak¢i genomunda gelisiglizel bir yere entegre etmesi ve onkogen
aktivasyonunu tetikleyerek kanser gelisimine zemin hazirlamast s6z konusu olsa da
lentiviriislerin gamma-retroviral vektorlere gore, karsinogeneze yol agabilecek yerlere

entegrasyona daha az egilimli oldugu ifade edilmektedir (34).

2.3.2.3. Adenoviriisler
Familya: Adenoviridae
Genom: dsDNA

Genom biiyiikliigii: 38-39 kb

Adenoviriisler ¢ift iplikli DNAya sahip, zarfsiz, ikozohedral yapida viriislerdir. Genomlari
lineerdir. Genomun paketlendigi zarfsiz ikozahedral protein kapsid, viriisiin konakg1
hiicreye penetrasyonundan ve girisinden sorumludur (35). 100’den fazla farkli serolojide
adenoviriis bulunmaktadir. Ust solunum yolu hastaliklarina ve konjuktivite neden olur.
Insanda iist solunum yolu hastaliklariin %35-10’undan sorumludurlar ve 51 serotipi vardir
(36, 37). Ad2 iizerinde en fazla g¢alisilan serotiptir. Adenoviral vektorler hem boliinen hem
de istirahat halindeki hiicrelerde cogalabilirler. Viriisiin E1 bolgesi replikasyonundan
sorumludur. Replikasyon yapabilen adenoviral vektorlerin ozellikle immiin sistemi
baskilanmis hastalarda ciddi riskler tasimalar1 nedeniyle bu bdlge delesyon yapilarak
replikasyon yapamaz (replikasyon defektif) hale getirilmek suretiyle kullanilabilmektedir.
Bugiine kadar adenoviral vektorlerle yapilan kanser tedavisi ¢alismalarinin pek cogunda bu
modifikasyonu barindiran vektorler kullanilmistir. Bir diger strateji viral vektoriin insasi
esnasinda virusun kosullu ¢ogalabilecek sekilde diizenlenmesidir. Boylece vektor sadece
belli kosullar1 saglayan hiicrelerde etkili olurken diger hiicreler tedavi etkisinden

korunabilmektedir (35). Adenoviral vektorlerin bazi dezavantajlart bulunmaktadir. Bu



vektorler konakgr hiicreyi enfekte ettigi zaman konakgi hiicrenin genetik materyaline
katilmaz, konake1 hiicre ¢ekirdeginde serbest kalirlar. Diger bir deyisle, hedef hiicre
boliindiiglinde virus replike olmamaktadir. Dolayisiyla gen ekspresyonu siireleri kisitlidir
(ortalama 7-10 giin). Bu durum bir a¢idan bakildiginda dezavantajmis gibi gériinmeyebilir,
nitekim retroviriislerde tedavi edici genin hedef genoma entegre olarak genin ekspresyon
sliresini uzattigini ancak rasgele entegrasyon sonucu kansere yol agabildigini biliyoruz.
Ancak burada durum farkhidir ¢iinkii insanlarin biliylik ¢ogunlugu zaten bu viruslarla
yasamlarmin erken donemlerinde karsilasmis olduklari i¢in virusun tedavi amagh
tekrarlanan dozlarinin verilmesi kisilerin viriise karst immiin cevap gelistirmesine neden

olabilmektedir.

( 05 . ¢ tekzincirli DNA
\"--:-: — : T“ﬂrlunlt H "
)

exon

Sekil 2.4. Adenoviris yapisi (38)

2.3.2.4. Adeno Baglantih Viriisler (AAV)

Familya: Parvoviridae
Genom: ssDNA
Genom biiyiikliigii: 5 kb

AAV’ler Parvoviridae ailesinden, tek iplikli, zarfsiz, replikasyon defektif, kiigiik (25 nm)
viriislerdir. Insanlar1 enfekte ettikleri bilinmekte ancak herhangi bir hastaliga yol agtiklari
bilinmemektedir. Gen tedavisi i¢in kullanilan 6nemli vektorlerdendirler. Oldukga 1limli bir
immiin cevap olusturmalari, hem bdliinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte etmeleri
ve konakg¢1 genomuna entegre olmaksizin ekstrakromozomal fazda kalmalar1 ve genellikle

bir toksisiteye sebep olmamalar1 ve konak¢a genomuna rastgele entegrasyon oraninin ¢ok
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diisiik olmas1 6nemli avantajlaridir. AAV’lerin konak¢r genomuna entegrasyonlari insan
kromozom 19’daki spesifik bir bolgesinden olmaktadir. Mutasyon riski acisindan
bakildiginda bu durumun retroviruslara gére daha giivenlidir. Bunun yaninda, AAV’lerin
baz1 dezavantajlari da mevcuttur. Vektoriin klonlama kapasitesi goreceli olarak smirli (5kb
den az) oldugundan biiyiik genlerin bu vektorlerde kullanimlari ¢ok uygun degildir. Ayrica
tasidiklar1 genlerin hedef dokulara transdiiksiyonu belirli hiicrelerle sinirli oldugundan tiim
kanser modellerinde kullanilmalar1 miimkiin goriinmemektedir. AAV nin ¢esitli dokularda
transdiiksiyon etkinligini attirmak igin, viral kapsidin insasi, monoklonal antikorlar ve

bispesifik peptitler gibi yeniden hedefleme stratejileri gelistirilmistir (39, 40).

20-22nm
AAV
4.7 kb
ITR O; 7y 7y 4’0 TR
pS pi19 p40 poly
—_——

cap1

Sekil 2.5.Adeno-baglantil viriis yapisi (41)

2.3.2.5. Bakuloviriisler

Bakuloviriisler, tasidiklart ¢ift zincirli, halkasal, siiperkoil genom ile biiyiikliikleri 80
kb’den 180 kb’ye degisen oldukga farkli bir viriis grubudur. Viriisiin genomunun 90-180
arast gen kodladigi bilinmektedir (42).

Genom, uzunlugu 220-385 nm ve genisligi ise 40-60 nm olan ¢ubuk sekilli virionlara
paketlenmigstir. Olduk¢a iyi tanimlanan bakuloviriislerde virionlarin iki ¢esidinin oldugu
gozlemlenmistir. Bunlar sikistirllmig (ODV)ve tomurcuklanan virion (BV) lardir. Bu iki
cesit virion niikleokapsit yapilari itibariyle benzer olsalar da zarflarinin koken aldig1 yap:
acisindan farkliliklar gosterirler (43). Asagida tomurcuklanan viriisiin ve polihedron

kaynakli viriisiin zarf yapilar1 daha ayrintili olarak goriilmektedir.
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Okliizyon cismi
[~ (Graniilin yada
polihedrin)

Konakgidan
alinan zarf Viral DNA

-}——Nuikleokapsid {— Virion zarfi

Polihedral zarf
(Calyx)

-/

Tomurcuklanan viriis

Polihedron kaynakl viriis

Sekil 2.6. Bakuloviriis yapisi (44)

Yabanci genin ekspresyonu i¢in en sik kullanlan iki izolat, Autographa californica ¢oklu
niikleer polihedrosis viriisii (ACMNPV) ve Bombyx mori (ipek bocegi) niikleer
polihedrosis viriisiit (BMNPV) diir. Yabanil tip bakuloviriisler hem litik hem de viriis
replikasyonunun ti¢ fazindan bagimsiz okliizyonlu yasam siklusu sergilerler (45). Asagida

ti¢ fazin karakteristikleri verilmistir:

/7__'?_‘.\_\

/’
1

Rohrmann

Sekil 2.7. Sistemik enfektesiyona neden olanbakuloviriis hiicre siklusu (45)

Okliizyon cisimleri bocek tarafindan pargalanir, orta bagisaginda ¢oziiliir ve ODVler serbest kalarak epitelyal hiicreleri
enfekte ederler (A). Virionlar hiicreden tomurcuklanarak gikarlar ve sistemik enfeksiyonu baglatirlar (B) Sistemik
enfeksiyonun baslangicinda daha ¢ok BVler iiretilir (C). Enfeksiyonun ge¢ doneminde sikistirilmis virionlar (ODV)
iiretilir ve hiicre daha sonra okliizyon cisimlerini salarak oliir.

Bakuloviriisler gen tedavisi agisindan ¢cok dnemli birtakim 6zellikler barindirirlar. Ornegin;
kolaylikla islenebilirler, biiyik (en az 38 kbp) ve c¢oklu DNA pargalar1 tasiyabilirler,
kolaylikla tiretilebilirler ve yliksek titrelerde saflastirilabilirler. Bunlarin yanisira memeli

hiicrelerinde ¢cogalmadiklar1 ve diisiik toksisiteye sahip olduklari igin terap6tik amacgh gen
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tasiniminda da gilivenlidirler (47). Nitekim tasidiklar1 tim bu avantajli 6zellikleri ile
asagidaki tabloda da goriildiigii iizere ticari olarak bakuloviral kaynakli {irlinlerin iiretimi

s0z konusu olmustur.

Cizelge 2.2. Bakuloviral iirtinler (48, 49)

Uriiniin Uretici firma Bakuloviriis kullanilarak Kullamildigi alan | FDA onay
adi/ elde edilen proteinler durumu
Hastalik
Insan Papillomavirus tip 16
Cervarix | GlaxoSmithKlines, L1 protein, Servikal Kanser Onayland1
Rixensart, Belgika Insan Papillomavirus tip 18
L1 protein
Chimigen | Virexx ~ Medical  Corp.,, | HBV S1 ve S2 yiizey | HepatitBveC Klinik
Calgary, Kanada antijeni pargalari, g¢ekirdek Aragtirmada
ve fare FC parcalarinin
fiizyon proteinleri
Protein Biosciences Corp., | rekombinant hemaglutinin Influenza viriisii Klinik
CT, USA (HA) proteinleri Arastirmada
FluBlok
Diamyd Diamyd Medical AB, | GAD (glutamik asit | Tip | Diyabet | Klinik
Stockholm, Isveg dekarboksilaz) mellitus Aragtirmada (Faz
1)
GSK ORF 2 Hepatit E Faz Il
Protein Sciences NA Influenza Faz Il
HA Influenza H5 Faz |
Novavax HA/NA/M1 Influenza Faz Il
Meridian Life Sciences Parvovirus VLP ParvovirusB-19 Faz Il
Ligocyte Norwalk capsid VLP Norwalk Faz |
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Cizelge 2.3. Kanser gen tedavisinde kullanilan tasiyicilar (16)

Nanotasiyicilar Avantajlar Dezavantajlar
Lipozom 1-Hem hidrofilik hem de hidrofobik ajanlar 1-Retikiiloendotelyal
tagtyabilirler savunma mekanizmasinca
2-Dogal materyalden olusmustur ve temelde toksik kan dolagimindan hizl bir
degildir. sekilde temizlenmesi
2-Tas1yicinin stabil
olmayis1 ve ani ilag/gen
irtinii salinimi
3-Mononiikleer fagositik
sistem (MPS) tarafindan
spesifik olmayan alim
Polimerik 1-Dozaj1 azaltabilir ve yan etkileri asgariye indirebilir | 1-Polimerlerin dogal yapisal
nanopartikiiller 2- Tasidig1 ilaglart degredasyona kargi koruyabilir ve heterojenitesi
ilag stabilitesini arttirabilir. 2-Diisiik ilag yiikleme
3-Tiimér hedefleme i¢in potansiyeldir ve kanser kapasitesi
tedavisini iyilestirebilir. 3-Topaklanmaya egilimli ve
kapillerlerin titkanmasina
yol agabilir
Mikrokiireler 1-Biyoaktif ajanlarin bolgeye spesifik tasmmiminda 1-Ani ilag salmimi
kullanilmalar1 dozaj1 azaltabilir
Nano-emiilsiyonlar 1-Viicuda girikten sonra goreceli olarak giivenlidir. 1-Fizikokimyasal kararlilik
2-Yavag salimmli 6zelliklere sahiptir. problemleri
norganik 1-Tepkimesizdir ve toksik degildir 1-Biyogoziiniir yada
nanopartikiiller 2-Sentez kolayligi kolaylikla temzilenecek
3-Kullanima hazir islevsellestirme kadar ufak degildir
4-Uzaktan ilag¢ salinimini tetikleyebilen fotofiziksel 2-Viicutta potansiyel
szellikler birikim gosterebilir ve uzun
vadede toksisiteye neden
olabilir
1-Reseptor normal hiicreler
Antikor bagli tastyict tizerinde ifade edilebilir ve
sistem 1-Tiimér bolgesine yiiksek segicilik ve 6zgiillikk yan etkilere neden olabilir.
Yiizey 2-Dusuk ligand baglanim
modifiye etkinligi
tastyica 3-Farkl1 tiimor hiicrelerinde
sistemleri . . antijen/reseptorlerin farkl
Lilgand bagh tagtytct ifade seviyeleri bolge
sistem spesifik hedeflemeyi
azaltabilir.
Diger 1-Manyetik alanlar hedef bolge iizerine odaklanir ve 1-Sadece viicut yiizeyine
tasiyicilar Manyetik olarak partikiillerin hedef bélgelerde yakalanmasina imkan yakin tiimor bolgelerinde
hedeflenmis tastyict verir. etkilidir ve viicuttaki derin
sistem bolgelerin hedeflenmesi
zordur.
Hiicre temelli Immiin hiicreler 1-Tiimor bolgesi hedef etkinligini arttirabilir ve 1-Anlamli sayida elde
tasiyicilar (Makrofajlar, T terapotik etkiyi iyilestirebilir etmek zordur
hiicreleri, Dogal 2-Tumorisidal aktiviteye sahiptir 2-Bu hiicreleri plazmidler
Oldiiriicii Hiicreler ile transdiikte etmek kolay
(NK) hiicreler) degildir.
Mezenkimal Kok 1-Kolaylikla elde edilebilir ve basit cogaltim 1-Kullanilan vektér ve
Hiicreler prosediirleriyle ¢cogaltilabilmeleri sitokinler sinirhdir.
2) Tumor bolgelerine yiiksek go¢ potansiyeli 2-MSClerin in vivo
3) Diisiik immunojenesite ve intrinsik mutasyon oram | kaderiyle ilgili az bilgi
4) Norotoksisiteye ya da tiimorijenisiteye sahip vardur.
olmamalar1
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2.4. Bakuloviriis Ekspresyon Vektor Sistemi (BEVS)

Bakuloviriislerin ekspresyon sistemi olarak kullanilmalari ile ilgili ilk ¢aligmalar 198011
yillara dayanir. Bu alandaki ¢alismalar Smith ve arkadaslar1 ile Pennock ve arkadaslari

tarafindan  Autographa  californica  niikleer  polihedrozis  viriis  kullanilarak
gerceklestirilmistir (47, 50).

Bakuloviriisiin ekspresyon vektor sistemi olarak kullanilmasinin 6nemli {istiinliikleri
bulunmaktadir. Ornegin, polihedrol inkliizyon matriks proteini (polihedrin) ve p10
proteinlerini kodlayan genler enfekte hiicrelerde viriis replikasyonunun ge¢ fazinda iiretilen
proteinlerdir. Bu proteinlerden polihedrin viriis partikiillerinin paketlenmesinde kullanilir
veya viriisiin yayilim ve sagkaliminda rol oynar. Dolayisiyla viriis i¢in hayati dneme sahip
olmayan bu genler ¢ikarilarak bakuloviral ekspresyon vektorleri gelistirilmistir (51).

Asagida ¢aligmalarimizda kullandigimiz bakuloviral vektor goriilmektedir.

MSC (CKB)

!
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Sekil 2.8. pfastBAC ekspresyon vektorii (52)
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MSC (CKB): Coklu klonlama bélgesi
PpH: Polihedrin promoter

SV40 pA: SV40 poliadenilasyon sinyali
Tn7L: Tn7 transpozon -sol

f1 ori: f1 replikasyon orjini

Ampisilin: Ampisilin direng geni

pUC ori: pUC replikasyon orjini
Tn7R: Tn7 transpozon -sag

Gentamisin: Gentamisin direng geni

2.4.1. MSC (CKB): Coklu Klonlama Bolgesi

Coklu klonlama bdlgesi, tasarlanan plazmidlerde bulunan standart kisa bir DNA
segmentidir. Bu segmentin i¢cinde bulunan restriksiyon bolgeleri (genellikle 20 restriksiyon
bolgesine kadar) 6zeldir, diger bir ifade ile bu restriksiyon bolgeleri mevcut plazmidin
herhangi bagka bir boéliimiinde bulunmaz ve rekombinant plazmid olusturulmasi igin
eklenecek gen bolgesi icinde olmasi da istenmez. Plazmidin bu bolgesi istenen DNA

parcasini eklemek i¢in kullanilan 6nemli bir béliimiidiir.

2.4.2. PpH: Polihedrin Promoter

Promoter belirli bir genin transkripsiyonunu baslatan DNA bdolgesidir. Daha detayli olarak
ise bir genin yukar1 bolgesinde yaklagik 250 bazlik bir alani kaplayan (¢cok daha distal
promoter bolgeleri de olabilir), biinyesinde “cis acting” elementler bulunan ve o genin
ekspresyonunu yani bu genden mRNA sentezlenmesini asagi ya da yukart dogru regiile

eden,transkripsiyon faktorlerinin baglandigi bolgeler olarak tanimlanabilirler (53).

Polihedrin proteini, ekspresyon g¢aligsmalarinda siklikla kullanilan bir bakuloviriis olan
Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus (ACMNPV) partikiillerini
koruyucu bir matriks gibi onu kusatip bu viriisiin gevresel ortamda sagkalimini ve yeni
konakgilara etkili yayilimimi saglar. Olduk¢a giiclii olan pPolh promoterinin kontrolii
altinda enfeksiyon siklusunun ge¢ donemlerinde (enfeksiyon sonrast 15-96 saat) bile fazla
seviyelerde (tiim hiicresel proteinin %50sine kadar) ifade edilmektedir. Yapilan

arastirmalar hiicre kiiltiirii ortaminda polihedrin tabakanin virus yayilimi i¢in gerekli
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olmadigini, dolayisiyla heterojen proteinlerin pPolh promoter kontrolii altinda eksprese
edilebilecegini gostermistir. Boylece bu gii¢lii promoter kullanilarak ilgilenilen genlerin

yiiksek miktarda ekspresyonu gergeklestirilebilmektedir (54-56).

Start of

Transcription
Palyhednn promoter —>

3901 TAGATCATGG AGATAATTAA AATGATAACC ATCTCGCARR TAAATARGTA
wild-type ATG mutated to ATT
—
3951 TTTTACTGTT TTCETAACARG TTTTGTAATA AAARAACCTA TAARRTATTCC
BamH | Rsr BssH Il
| | |
1
4001 GGATTATTCA TACCGETCCCA CCATCGGGCE CGEGATCCCGE TCCGARGTGC
EcoR | St | Sall Sstl Spal MNat | Nsp VW
| | | | I | I
4051 GCOGEAATTCA AAGGECCTACG TCGACGAGCT CACTAGTCGC GGCCGCTTTC
Xbal Pst| Xhol Sphl Ko | Hird 11
| | | | I
4101 GAATCTAGRS CCTGECAGTCT CGAGECATGEC GETACCAAGT TTETCOGAGRR

SV40 polyadenylation signal
4151 GTACTAGAGG ATCATAATCA GCCATACCAC ATTTGTAGAG GTTTTACTTE
Sekil 2.9. pfastBAC vektorii promoter ve enzim kesim yerleri gosterimi (57)

2.4.3. SV40 pA: SV40 Poliadenilasyon Sinyali

Poliadenilasyon primer transkript RNA’ya poli (A) kuyrugunun eklenmesidir. Poli (A)
kuyrugu coklu adenozin monofosfatlardan olusmaktadir. Okaryotik bir organizmada
hemen hemen tiim mRNAlara poli (A) kuyrugu eklenmis durumdadir. Olgun mRNA
olusumu i¢in bu poli (A) kuyruklarinin ne zaman ve nereye takilacag ise poliadenilasyon
sinyali ad1 verilen spesifik dizi sinyalleri sayesinde basarilmaktadir. Bu sinyaller mRNA
kesim bolgesinin 10-30 baz yukarisinda bulunmaktadir (58).

Poliadenilasyon sinyali ilk kez 1981 yilinda simian viriis 40 (SV40)’ta tanimlanmistir ve

pek ¢ok hayvan viriisiinde bulundugu gosterilmistir (58).
2.4.4.Tn7 Transpozon

Transpozonlar, konak¢i genomu boyunca yayilabilen ve replike olabilen DNA dizileridir.
Insan genom dizilenmesi genomun %35-50 kadarinin transpozonlardan yada
kalintilarindan olustugunu gostermistir. Tn7 pek ¢ok bakteri ve fajda bulunan transpozon
ailesinin bir modelidir. Bakteriyel Tn7 transpozonu E.coli kromozomunda bulunan aatTn7
dizisine TnsD hedef se¢ici proteine dizi spesifik DNA baglanimi yapar. Tn7 transpozisyon
icin gerekli olan hedef DNA dizisi bakterilerden insanlara kadar yiiksek derecede

korunmus, esansiyel glukozamin sentetaz (glmS) geninin C-terminalinde bulunur. Tn7
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entegrasyonu tnsABCD transpozaz ile gerceklestirilir. TnsCD proteinleri Tn7nin glmS

transkripsiyonel sonlanmaya entegrasyonunu tesvik eder (59, 60).

Transpozisyon diizeneginin bulundugu Tn7deki diziler, Tn7’nin uglarinda bulunur. Soldaki
gerekli segment (Tn7-L) yaklasik 150 bazken sagdaki gerekli segment (Tn7-R) yaklasik 90
baz uzunlugundadir. Bu u¢ segmentler tarafindan iki yandan desteklenen herhangi bir
DNA pargast Tn7 transpozisyon proteinlerinin varliginda transpoze olabilir. Asagida

Tn7’nin yapis1 gosterilmektedir (60).

_ Tns
Integron/ -
cassettes E D ! B_|A
| —— [
(150 bp) (90 bp)
Tn7-L Tn7-R
| Sl
' (14 Kb) '
Tn7

Sekil 2.10. Tn7 transpozon (60)

2.4.5. Replikasyon orjini

Replikasyon orjini genomda replikasyonun basladigi belirli bir dizidir. Replikasyon orjini
tiirden tiire farkliliklar gdstermekle birlikte bazi ortak dzelliklere sahiptir. Ornegin adenin

ve timin bazlar1 bakimindan zengindir.

Genetik miihendisliginde plazmid vektorlerde en sik kullanilan replikasyon orjini pUC
orjinidir. Bu orjin pBR322’den koken almistir ve iki mutasyon barindirmaktadir. Bu
mutasyonlar dogada bulunmayip daha fazla miktarda DNA eldesi i¢in olusturums olan
mutasyonlardir. Bu mutasyonlar sayesinde pBR322 ile hiicre basma 15-20 plazmid
tiretilebilirken pUC ile 500°den fazla plazmid iiretilebilmektedir (61).

f1 replikasyon orjini ise bir plazmid olan fajmidlerde bulunmaktadir. Fajmid bir plazmid
gibi replike olabilecegi gibi ayn1 zamanda viral partikiillerde tek zincirli bir DNA olarak da
paketlenebilmektedir (62).

2.4.6. Antibiyotik Diren¢ Genleri

Transformasyonu basari ile yapilan hiicrelerin se¢imi vektorde secici bazi belirtegler ile
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saglanir. En sik kullanilan belirte¢ ise antibiyotik diren¢ belirtecidir. Calismamizda
kullanilan pfastBAC vektoriinde ampisilin ve gentamisin olmak {izere iki antibiyotik direng

belirteci bulunmaktadir (Sekil 2.8).

2.5. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkimal kok hiicreler kan kdkenli olmayan, mezoderm tipi birgok hiicreye doniisebilen
kok hiicrelerdir. Mezensim mezoderm kaynaklt embriyonik bag dokusu cesididir ve
hematopoietik ve bag dokusu olmak tizere iki dokuya farklilasmaktadir. Mezenkimal kok
hiicrelerse non-hematopoietik hiicreler olarak ifade edilmektedir. Elde edildigi kaynaklar
acisindan baktigimizda kemik iligi mezenkimal kok hiicre agisindan zengindir. Bunun
disinda, umbilikal kord dokusu, yag dokusu, yetigkin kas dokusu, korneal stroma ve
bebeklerin siit dislerinin pulpasi, mandibular 3.molarin gelisen dis kokii, amniyotik s1vinin

da mezenkimal kok hiicre kaynagi oldugu ifade edilmektedir (63).

Morfolojileri ag¢isindan bakildiginda mezenkimal kok hiicreler faz kontrast mikroskop

altinda fibroblast benzeri morfoloji sergilerler (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. MKH hiicre kiiltiiriinde farkli zamanlardaki goriintiileri (Prof.Dr. Murat Elg¢in
Laboratuvari, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi)
izolasyonu takiben 0. Pasajin (P-0) 4. ve 9. giinleri ile, 1. Pasajin (P-1) 4. ve 7. giinlerinde fare mezenkimal hiicrelerin faz kontrast

mikroskobu goriintiileri (Hoffman modiilasyonu). Mezenkimal stromal hiicrelere 6zgii fibroblastoid morfoloji ortaya ¢ikmaktadir. Boyut
cubuklart: 200 xm.
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Mezenkimal Kok Hiicreler ilk kez A.J. Friedenstein tarafindan 40 yil kadar once
tanimlanmistir. Bunu kemik iliginden ilk kez fibroblast benzeri, adherent, in-vitro yiliksek
replikatif kapasiteye sahip klonijenik hiicreler izole ederck gostermistir (64). A.J.
Friedenstein calismasinda kemik iliginin mezenkimal doku kok hiicreleri igin bir kaynak

teskil ettigini gdzlemlemistir.

Bu hiicrelerin elde edilmeleri hiicre kiiltiirii kaplarina adhere olmalari, fibroblast benzeri
yap1 gostermeleri ve koloni olusturma 6zellikleri sayesinde olmaktadir. Ex-vivo olarak
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmaya gidebilirler. Kiiltire MKH ler
yiizeylerinde ekprese ettikleri yiizey belirteclerine gore de ayrima tabi tutulurlar.
MKHlerin CD73, CD90 ve CD105 eksprese ettikleri, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45,
CD79a ve HLA-DR eksprese etmedikleri bilinmektedir (65) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.12. Fare mezenkimal kok hiicre (MKH) akim sitometri goriintiileri-1 (Prof.Dr.
Murat El¢in laboratuvari, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi)
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Sekil 2.13. Fare mezenkimal kok hiicre (MKH) akim sitometri goriintiileri-2 (Prof.Dr.
Murat Elgin laboratuari, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi)

Kanser MKH’in gen tedavisinde kullanilmast agisindan oOnemli bir potaniyel
barindirmaktadir. Gerek hiicresel tedavi/rejeneratif tipta kullanilmalar1 gerekse gen tagima
araglar1 olarak kullanilmalarini saglayan essiz ozellikleri barindirirlar. Bunlar; viicutta
genis  bir dagilimlar1  bulunmasi, kiiltlirde  potansiyellerini  kaybetmeksizin
cogaltilabilmeleri ve kolay izole edilebilmeleri, in vitro ve in vivo olarak genis cesitlilikte
fonksiyonel hiicreye doniisebile yetenekleri, baska bir yere nakledildiklerinde anti-
inflamatuar ve immunmodiilatuar 6zellikler sergilemeleri ve in vivo uygulamalarinda

hasarli dokulara, solid tiimérlere ve metastaz alanlarina yerlesmeleridir (66).
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Sekil 2.14. MKH kaynaklar1 ve etkileri (67)

2.6. intihar Gen Tedavisi

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi en sik kullanilan geleneksel
yontemler olup cerrahi olarak tiimoriin tamaminin alinabildigi durumlar halen en etkili
yontemdir. Ancak onkoloji kliniklerine bagvuran ¢ogu hasta genelde ileri evre tanmi aldig
icin cerrahi sans1 azalmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglara direng gelisebilecegi ve
kanser kok hiicresi adi verilen kok hiicre 6zelligi gosteren hiicrelerin varligi da tedaviyi
daha da zorlastirmaktadir. Bu nedenle daha etkili kanser tedavisi stratejilerinin gerekliligi

aciktir.

Son yillarda pek ¢ok hastaligin tedavisinde oldugu gibi kanser tedavisinde de gen tedavi
ajanlarinin hayata gecirilmesi tedavide bir umut dogurmustur. Cizelge 2.1°de belirtildigi

tizere kanser tedavisinde pek ¢ok tedavi ajani halen klinik aragtirma asamasindadir.

Intihar gen tedavisi, kanser gen tedavisi yontemlerinden biridir. Bu tedavi yontemi memeli
hiicrelerinde bulunmayan viral ya da bakteriyel bir enzim geninin tiimor hiicrelerine
verilmesiyle toksik olmayan on ilacin aktif toksik ilaca doniisme prensibine dayanir (68).
Bu sayede kemoterapinin sistemik toksik etkisi gozlenmez ve hedefe yonelik bir strateji

izlenmis olunur.
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Gegmisten glinlimiize pek ¢ok intihar gen tedavisi sistemi denenmis olup bunlarin arasinda
en ¢ok c¢alisilanlart Herpes simpleks viriis timidin kinaz/gansiklovir ve Sitozin

deaminaz/5F-C’dir (69).

Bu tez calismasinda sitozin deaminaz/5F-C intihar gen tedavisini kullandik. Sitozin
deaminaz (CD) bakteri ve mantarlarda bulunan ancak memelilerde bulunmayan bir
enzimdir. Gen ile ilgili detayli bilgi bir sonraki boliimde verilmistir. Bu enzim bir 6n ilag
olarak verilen ve viicuda bir zarar1 olmayan 5-FC’yi kemoterapide kullanilan ve toksik
etkileri olan 5-FU’ya doniistiiriir. Dolayisiyla sistemik toksik bir etki yaratmaksizin sadece
enzimin ifade edildigi tiimor hiicrelerinde toksik bir etki yaratilmis olur. Sekil 2.15 bu

mekanizmay1 6zetlemektedir.

Toksik olmayan .
on ilag Intihar enzimini
kodlayan viriis

/ | intihar genin @
by ifadesi
enzimi

L 4

AKTT toksik Gekirdek
ilag

Tumar hiicresi

El?jrrr:'lgl]“ etkisiile hiicre Transdikte tumar hilcresinin
alimi

Sekil 2.15. Intihar gen tedavisi (70, 71)
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Dogal oldiiriicti

hicreler
Pasif ilag Ara baglanti Apoptotik Coziinen Immiin sistem
difiizyonu  proteinleri yoluyla cisimlerin faktorlerin uyarilmasi

ilag difiizyonu endositozu salinimi
Sekil 2.16. Transfekte olmayan ancak regresyon gosteren tiimdr hiicrelerinin durumuna ait
hipotezler (69)

5-FU kolaylastirilmis difiizyon olmadan hiicrelerin igine ve dismna rahatlikla diflize
olabilen, hiicre-hiicre kontagina ihtiyag duymayan bir ilagtir. Dolayisiyla CD/5-FC intihar

gen tedavisinde bu ilacin kullanimi giiclii bir lokal komsu etkisi yaratmaktadir.
2.6.1. intihar Gen Tedavisinde Siklikla Kullanilan Genler ve Uretilen Ilaclar
2.6.1.1. Timidin Kinaz/ Gansiklovir Sistemi

Cesitli intihar gen tedavileri bulunsa da sitozin deaminaz ve HSV1-TK bunlar i¢inde en
¢ok caligilanlaridir. Bunlardan HSV1-TK intihar gen tedavisi sisteminde tirozin kinaz (TK)
bir 6n ilag olan gansikloviri toksik metabolitine doniistiirmektedir. Bu toksik metabolitte
kanser tedavisinde siklikla kullanilan bir tedavi ajanidir. Sistemde viriis olarak herpes
simplex (HSV) kullanilmaktadir. Her ne kadar HSV1-TK intihar gen tedavisi diger adiyla
on ilag¢ aktivasyon tedavisi pek ¢ok kanser tiplerini tedavi etmek i¢in kullanilsa da HSV
norotropik bir virlis oldugundan beyin tiimoérleri tedavisi ig¢in kullanimi daha avantajh
olmustur. Mekanizma 6zetle su sekildedir: TK, GSV’i monofosforile forma metabolize

eder. Bu form daha sonra diger seliiler kinazlarca toksik trifosfat formuna doniistiirtiliir.
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Toksik GCV metaboliti replike olan hiicre DNAs1 ile birlesince prematiir zincir sonlanmasi

gerceklesir ve sonugta replikasyon bozularak hiicre 6liimii gergeklesir (74).

2.6.1.2. Sitozin Deaminaz (CD)/ 5-FC Sistemi

Sitozin deaminaz asagida ifade edilen kimyasal reaksiyonu katalizleyen, hidrolaz

ailesinden bir enzimdir. Yalnizca bakteri ve mantarlarda bulunmaktadir (75).

sitozin + H,O = urasil + NH;

Toksik olmayan 6n ilaci (5-FC) toksik ilaca (5-FU) doniistirmekte, ilag daha sonra
hiicresel enzimlerce potent pirimidin antimetabolitlerine transforme olmaktadir. Enzim
hem antimikrobiyal ila¢ tasarimi hemde tiimorlere karsi gen tedavisi uygulamalarinda
oldukga 1ilgi ¢ekici olmustur. 5-FC normal hiicreler igin zararsiz olan bir mantar ilacidir.
Florinlenmis bir pirimidin analogudur (75, 76). Sitozin deaminaz varhiginda hiicreler i¢in
zararli olan 5-FU’ya doniigmektedir. Kanser tedavisinde bir kemoterapi ajani olarak
kullanilan 5-Fluorourasil’in sistemik etki yaratmaksizin tiimor hiicrelerinde olusumu ilgili

vektorlere klonlanan bu enzim sayesinde gerceklestirilmektedir.

Fluorourasil (5-FU) yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglarindan birisidir. Meme,
kolon ve cilt kanseri tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Timidilat sentetaz adi verilen
enzime baglanarak hiicreler lizerindeki etkisini gdsterir ve genellikle standart dozlarda iyi

tolere edilir (76).

Timidilat sentaz enzimi deoksiiirinmonofosfatin (dUMP) deoksitimidin monofosfata
(dTMP) doniistimiinii katalizler. dTMP timini olusturan ii¢ niikleotidden (dTMP, dTTP,
and dTDP) biridir. Dolayisiyla 5-FU tarafindan timidilat sentaz enziminin blokasyonu
DNA yapisinda bulunan timin niikleik asidinde azalmaya, dUTP seviyelerinin artmasina

neden olur. Bu dengesizligin her ikisi de DNA da hasara neden olmaktadir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.17. 5-FU fonksiyonlari (77)

2.7. Kanser Gen Tedavisinde Kullanilan Diger Genler

2.7.1. Sitokin Genleri

Sitokinler normal ve patolojik kosullarda 6nemli gorevler iistlenen hormon benzeri
polipeptitlerdir. Pek ¢ok hiicre ve dokunun fonksiyonel aktivitesinin diizenlenmesinde rol
oynarlar. Cok genis bir aktivite spektrumlart oldugundan enfeksiyoz hastaliklardan
neoplazilere kadar pek ¢ok alanda kullanimlar1 s6z konusu olmustur. G-CSF, GM-CSF ve
EPO gibi sitokinlerin kemoterapi tedavisi sonucu ortaya ¢ikabilen sitopenileri dnlemek i¢in
sistemik olarak kullanimlar1 s6z konusu iken IL-2 gibi sitokinlerin sistemik kullanimlar
yarattiklar1 6nemli toksisitelerden dolay1 kisithdir. Dolayisiyla kanser agisindan bakacak
olursak bu sitokinlerin hedef bdlgeye aktarimi olduk¢a dnem tagimaktadir. Bugiine kadar
pek cok sitokin (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IFN-a, IFN-y , TNF-a, G-CSF, GM-CSF, IL-
5, IL-10 ve M-CSF) aragtirmalarda kullanilmistir. Cogu tiimdrde anlamli regresyon
gozlemlenememistir ancak bazi hayvan modellerinde IL-2, IL-4, IL-6, IFN-o ve GM-CSF
gibi belirli sitokinleri {ireten tlimorlerde hatta uzak metastazlarda etkili olduklari

bulunmustur (78).
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Cizelge 2.4. Sitokin gruplar1 ve 6rnekleri (79)

Sitokin c¢esidi (")Zgiin sitokinler

Lenfokinler MAF (Makrofaj aktive edici faktor),

MMIF (Makrofaj gégiinii inhibe edici faktor),
MCF (Makrofaj kemotaktik faktor),

LMIF (Lokosit gogiinii inhibe edici faktor),
HRFler (Histamin salgilayan faktorler),

TF (Transfer faktorleri)

interlokinler IL-1,IL-2,....IL-15

Tiimor nekrozis faktor TNF-a (kageksin), TNF-p (lenfotoksin)
interferonlar IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-o, IFN-{
Koloni uyarici faktorler G-CSF (Graniilosit koloni uyarict faktor),

GM-CSF (Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor),
M-CSF (Makrofaj koloni uyarici faktor),
MultiCSF (IL-3)

Polipeptid biiyiime faktorleri aFGF (asidik fibroblast biiyiime faktori),
bFGF (bazik fibroblast biiylime faktorii),
EGF (epidermal biiylime faktorii),

NGF (sinir biiyiime faktori),

PDGF (plateler kaynakli bitytime faktorii),
VEGF (damar endotelyal biiyiime faktorii)

Transforme edici bilyiime faktorii TGF-a, TGF-p

a-Kemokinler IL-8, NAP-2 (Notrofil aktive edici protein-2),
PF-4 (platelet faktor-4),
B-TG (B-Tromboglobulin)

p-Kemokinler MCP-1 (Monosit kemoatraktan protein 1),
MCP-3

MIP-1-o (Makrofaj inflamatuar protein 1-a)
MIP-1-B (Makrofaj inflamatuar protein 1-p)
RANTES

Stres proteinleri HPSler (Is1 sok proteinleri),
GRPIer (glukozla ilgili proteinler),
ubiquitin,

stiperoksit dismutaz
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2.7.1.1. Graniilosit Makrofaj Koloni Stimiile Edici Faktor (GM-CSF)

GM-CSF proteininin aktif formu hiicre disinda homodimer olarak bulunmaktadir. Ayni
zamanda serum ve ¢ogu dokuda, ekstraseliiler matriks ile ve integral membran proteinler
ile baglantili olarak bulunmaktadir. 4 eksondan olusan 2.5 kb mRNA tarafindan kodlanir.
Monomerik yapida, 23 kDa agirliginda, glikozillenmis kiigiik bir protein olarak salgilanir
(80).

GM-CSF ilk kez farelere lipopolisakkarit enjeksiyonunun ardindan fare akciger dokusu-
uyumlu ortamda in vitro fare kemik iligi hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarma yetenegi ve hem
graniilosit hemde makrofaj kolonileri olusturma yetenegiyle tespit edilmistir. Multipotent
progenitdr hiicreleri doz bagimh olarak uyarir. Ornegin makrofaj 6nciilii hiicreleri en diisiik

dozlarda uyardig: bilinmektedir (80).
2.8. Bakuloviral Gen Tedavi Vektorii Yapim Asamalari
2.8.1. Rekombinant Plazmid Vektor insas

DNA’y1 izole etmek ve rekombinant DNA olusturmak igin iki dnemli enzim ailesi
kullanilir. Bunlar: Restriksiyon endoniikleazlar ve DNA ligazlardir. Restriksiyon
endoniikleazlar ¢ift zincirli DNA’y1 spesifik niikleotid dizilerinden keserler. DNA ligazlar
ise fosfodiester baglart olusturarak iki DNA parcasini birbirine baglarlar (81). Asagida
siklikla kullanilan bazi restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesim bolgelerine 6rnekler

verilmistir.
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Sekil 2.18. Bazi restr1k51y0n endoniikleazlarin kesim paterni 6rnekleri (82)
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Sekil 2.19. Kiint ug ligasyonu (82)

[aH ]
=

Bu sekilde acgiklanan kiit u¢ ligasyon yontemi, “4.1. Materyal” bdliimiiniin bir alt baghig
olan” 4.1.3. Kitler” boliimiinde belirtildigi tizere Zero Blunt PZR klonlama kiti (Invitrogen
Carlsbad, USA) ile gerceklestirilmistir.
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(1) Rekombinant DNA molekili insasi
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Sekil 2.20. Plazmid vektor kullanarak molekiiler klonlama (82)

2.8.2. Rekombinant Bacmid Vektor insas

Bu virion cesitleri farkli dokular1 enfekte etme etkinliklerine gore degisiklik gosterirler.
ODV’nin bdcek orta bagirsak hiicrelerini BV’den 10.000 kat daha etkin bir sekilde enfekte
edebilirken BV’nin kiiltiire hiicrelerini ODV’den 1000 kat daha fazla enfekte ettigi
bilinmektedir (45).

Dogal olarak meydana gelen in-vivo enfeksiyon ve rekombinant in vitro enfeksiyon
arasindaki temel fark yabanil tip bakuloviriis genomundaki polihedrin geninin rekombinant
bir gen yada cDNA ile degistirilmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu genler ortaklasa
olarak polihedrin ve pl0 promoterlarinin kontrolii altindadir. Enfeksiyonun ge¢ fazinda,
virionlar birlestirilir ve tomurcuklanan rekombinant virionlar salinir. Ancak, cok gec
donem boyunca, eklenen heterojen genler, giicli AcMNPV polihedrin promoterinin
transkripsiyonel kontrolii altina alinir (46). Bdylece, polihedrin proteini yerine
rekombinant iiriin ifade edilir. Genellikle, rekombinant proteinler islenir, modifiye edilir ve

uygun hiicresel yerlere hedeflenir.
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Intihar gen tedavisinde 6nemli bir diger nokta komsu etkisidir. Intihar gen tedavisinde
komsu etkisi transfekte hiicrelerin komsu tiimor hiicrelerine 6liim sinyalleri gostermesidir.
Iki cesit komsu etkisi goriiliir. Biri lokal digeri ise uzak komsu etkisidir. Lokal komsu
etkisinde tiimor hiicrelerinin sadece kiigiik bir boliimii intihar geni ifade etse de, lokal

komsu etkisinin timdr regresyonunu uyardigi bilinmektedir (72, 73).

Uzak komsu etkisinde ise intihar geni ifade eden tiimor hiicrelerinden uzakta bile yabanil
tiimor hiicrelerinin regresyonu goriilmektedir. Bu transfekte olmayan ancak regresyon
gozlemlenen timor hiicrelerindeki durum cesitli hipotezler ile agiklanmaya calisiimistir

(69) (Sekil 2.16).

GM-CSF, beyaz kan hiicresi biliylime faktorii olarak fonksiyon goéren bir sitokindir.
Makrofajlar, mast hiicreleri, T hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler, endotelyal hiicreler ve
fibroblastlar tarafindan salgilanir. Kok hiicreleri notrofil, euzinofil ve bazofil gibi
graniilositleri ve monositleri yapmak i¢in uyarir. Ayrica immun/inflamatuar kaskadin en
onemli hiicrelerinden olan makrofajlar ve dendritik hiicreleri uyarmaktadir. Ozetle GM-

CSF immun/inflamatuar hiicreler i¢in olduk¢a énemli bir sitokindir.
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Bu calismadaki hayvan deneyleri icin “Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu” tarafindan onam alinmigtir. (Tarih:27.08.2010, Karar no:2010-96-347).
Sekil 2.21.Rekombinant Bacmid Vektor Insas1 (83)

Yukarida gosterilen sekil rekombinant plazmidden rekombinant bakuloviriis eldesine kadar
olan tiim asamalar1 ifade etmektedir. Kirmizi ile c¢ercevelenen kisim rekombinant
bakuloviriisiin elde edilmesi asamalaridir ve teknik & pratik bilgiler kisaca su sekilde

Ozetlenebilir:

Bir onceki agsamada elde edilen, ilgili genlerimizi barindiran rekombinant dondr plazmid
Kompetent DH10 Bac hiicrelerine (Invitrogen Carlsbad, USA) transforme edilir.

Kompetent DH10 Bac hiicreleri 3 6nemli vektorii barindirir. Bunlar;
1. Verici (Donor) plazmid vektor: Klonlanan genleri barindiran vektordiir.

2. Bakuloviriis shuttle (mekik) vektor = bacmid: mini-attTn7 hedef bolge,

lacZ, kanamisin direng geni igerir.

3. Yardima (helper) plazmid vektor: transpozaz, tetrasiklin direng geni igerir.

bacmid
kanamycin direng belirteci

AcMNPYV bacmid

(136kb) = LacZ-mini-attTn7
(bakteriyel transpozon Tn7 igin tutunma
¢ LacZ-mini-attTn7 bblgesini igeren kisa segment)
mini-F | } = Disik kopya sayil mini-Fertility
replikon
Tn7 ' Ppo Tn7R donér plazmid

Coklu klonlama bdlgesi
SV40 polyadenilasyon sinyali
Tn7R (bakteriyel transpozon)
gusA

Ppolh (promoter)

Gentamisin direng geni

svaor@) H_cusA__ | Gen |l

Donor plasmid(pFastBac)
(6.7kb)

Sekil 2.22. Rekombinant Bacmid Vektor insasinda transpozisyon (84)

Bu vektorlerden mekik ve yardimci vektorde bulunan transpozonlar sayesinde dondr
plazmid vektordeki ilgili genlerimiz mekik vektore aktarilir. Bu aktarimda yardimeci
vektordeki transpozaz geni islev goriir. Bu iic vektdorde bulunan direng genlerinin
(kanamisin, gentamisin, tetrasiklin) oldugu ortamda da rekombinant bacmid vektor se¢imi
gerceklestirilir.  Ayrica mekik vektorde bulunan lacZ geni (beta galaktozidaz)

transpozisyon oldugu takdirde kirilacagindan islesiz kalarak bize farkli bir segici ortam
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daha hazirlamis olur. Gen islevsiz kaldigi icin beta galaktozidaz c¢alismaz ve laktozu

yikamaz. Boylece beyaz renkli koloniler elde edilir.

2.8.3. Rekombinant Vektorlerde Kullanilan isaretleyici Genler

Baz1 vektorler ligasyonu yapilan genin tamimlanmasi i¢in isaretleyici genler tasirlar.

Bunlara ornek olarak, GFP, lacZ-a ve lusiferaz verilebilir.

2.8.3.1. Yesil Floresan Protein (GFP)

Ik kez 1962 yilinda bir denizanasi tiirii olan Aequorea victoria’da gézlemlenmistir. Daha
sonra modern biyolojik bilimlerde kullanilan en 6nemli arag¢ haline gelmistir. Molekiiler
biyolojide ekspresyonun habercisi olarak siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, arastiricilar bu
protein araciligiyla sinir hiicrelerinin geligsimi ya da kanser hiicrelerinin nasil yayildig: gibi

daha once goriilemeyen prosesleri izleme imkani bulabilmislerdir (85).

26.9 kDa (238 amino asit rezidiisii) biiyiikligiinde olan bu proteinin kesfi ve gelisimi
Osamu Shimomura, Martin Chalfie ve Roger Y. Tsien’a 2008 yilinda Nobel Odiiliinii
kazandirmistir (86).

2.8.3.2. LacZ-a

LacZ-a, p-galaktosidazin N-terminal parcasin1 kodlar. [B-galaktosidaz, galaktozu
parcalayan bir enzimdir. Plasmid vektorlerde laktoz geni (beta galaktosidaz) restriksiyon
endoniikleaz ile kesilerek buraya yabanci gen yerlestirilmisse, bu genin aktivitesi ortadan
kalkar. Eger, boyle bir konjugat (kimerik plasmid) tasiyan E. coli, ampisilin ve Xgal (5-
bromo -4chloro -3-indolyl -beta- D- galactopyronoside) i¢eren ortama aktarilirsa, E.coli ler
tirer ancak, enzim sentezlenemedigi i¢in Xgal'1 ayristiramaz ve kolonilerin etrafi renksiz
olarak goriliir. Bu tir koloniler (lac, ampr) segilir ve saf olarak {iretilir. Eger beta
galaktosidaz geni saglamsa, inaktive olmamissa, sentezlenen enzim, Xgal't ayrigtirarak
koloni etrafinda mavi renk meydana getirir. BOylece rekombinant plasmidin se¢imi

gerceklestirilir.

33


http://en.wikipedia.org/wiki/Atomic_mass_unit

2.8.3.3. Lusiferaz

Ates bocegi Photinus pyralis geninden elde edilen lusiferaz ATP, oksijen ve Mg (++)
varliginda D-lusiferini okside eder. Oksidasyon sonucu floresan bir iiriin agiga ¢ikar. Aciga

¢ikan 151k Olgiilerek degerlendirme yapilabilir (87).
2.9. Amac¢ ve Mantiksal Temeller

Molekiiler biyoloji ve tiptaki olaganiistii gelismelere karsin kanser tedavisinde hala ciddi
bir iyilesme elde edilememistir. Tiim kanser tiirleri géz 6niine alindiginda genel olarak son
20 yilda sifa oranlarinda yaklasik olarak % 5 lik bir iyilesmeden soz edilebilir (88).
Doksanli yillarin baslarinda kanser hedefli gen tedavisi biiyiilk umutlar dogurmasina ve bu
konu ile ilgili sayisiz arastirma ve klinik ¢alismaya ragmen giiniimiizde somut bir
basaridan s6z etmek miimkiin degildir. Gen tedavisi calismalar1 baslica onkogen
ekspresyonunu baskilamaya, eksik olan tiimor baskilayici gen aktivitesini yerine koymaya,
immiin sistemi uyarmaya, tiimor damar endotelini ortadan kaldirmaya ve digaridan verilen
ilaglara karst timor hiicre duyarliligini arttirmaya (intihar genleri) yonelik olarak

yapilmaktadir.

Intihar genleri olarak adlandirdigimiz ve memeli hiicrelerinde bulunmayan ancak bu
hiicrelere yerlestirildiginde normal hiicreler i¢in toksik olmayan ilaclar1 metabolize ederek
bunlar1 sitotoksik ajanlara doniistiiren gen tedavileri dogrudan sitotoksik bir etkiyi
amagladig1 icin gen tedavisi yontemleri arasinda en ¢ok umut vaad eden yontem gibi
goriinmektedir. Bazi bakteri ve mantarlarda bulunan sitozin deaminaz (CD) geni timor
hiicrelerine yerlestirildiginde 5-florositozini hiicre i¢inde 5-florourasile doniistiirmekte ve
boylece diger normal hiicreler zarar gérmeden sadece tiimor hiicreleri spesifik olarak
oldiiriilebilmektedir (89). Yine herpes simpleks timidin kinaz (HSVtk) geni hiicreler igin
pek toksik olmayan gansikloviri hiicre icinde gansiklovir trifosfata doniistiirerek
sitototoksik bir etki saglayabilmektedir (90). Ancak hayvan calismalarinda timor
kitlelerinin gen tedavisi yontemleriyle tamamen ortadan kaldirilmasi ¢ogu zaman miimkiin

olamamaktadir.

Mevcut gen tedavisi yOntemlerinin ¢ok basarili olamamasinda tiimor hiicrelerinin

heterojenitesi ve her hiicre i¢in uygun olabilecek bir hedef geninin bulunamamasi gibi
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timorlerin biyolojik davranislarindan kaynaklanan engellerin yanisira bir diger 6nemli
engel de gen tedavisi vektorlerinin tim tiimor hiicrelerine etkin bir sekilde
ulastirilamamasidir. Intihar gen tedavisi calismalarmda bu sorun “komsu etkisi” (by-
stander effect) kismen giderilebilmektedir. Gen tedavisi vektorii timor kitlesindeki
hiicrelerin bir kismina ulastirilmis olsa dahi bu transfekte hiicrelerde vektoriin hiicreye
yerlestirdigi enzim transkripsiyon birimi araciligiyla doniistiiriilmiis olan aktif ilag komsu

hiicreleri de kolaylikla etkileyebilmektedir (91).

Kanserin metastatik 6zelligi nedeniyle tedavi ajanlarinin tiim viicutta dagilmasi ve tiim
timor hiicrelerine spesifik olarak ulastirilmasi gerekmektedir. Teorik olarak gen tedavisi
vektorlerinin viicuttaki tiim tiimor hiicrelerine ulastirilmasi durumunda kanserin eradike
edilebilmesi beklenmektedir. Fakat tedavi vektorlerinin in Vivo olarak tim tiimor
hiicrelerine ulastirilmast ciddi bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Giinliimiizde gen
tedavisi vektorlerinin transfeksiyon verimini arttirmak i¢in ¢ok sayida c¢alisma
yapilmaktadir. Mevcut gen tedavisi yontemleri ile in Vvivo olarak yiiksek oranda yanit
oranlar1 elde edilse bile tiimorlerin, 6zellikle metastatik olanlarin, eradike edilmesi pek

olas1 goriinmemektedir.

Kok hiicreler, hasta dokularin replasmanini saglamasi veya hastalikli bolgenin
mikrocevresini degistirmesi gibi Ozellikleri nedeniyle kisisel tedaviler i¢in yeni bir
yaklasimi temsil etmektedir. Bu hiicreler arasinda, 6zellikle immiin-modiilatuar karakter
tastyan (HLA uyumsuzlugu durumunda verici hiicrelerin alici tarafindan reddedilmemesi)
mezenkimal kok hiicrelerin (MKH), kikirdak, kemik, adipoz, kalp kast gibi uzmanlagmis
hiicrelere farklilasma yetenekleri nedeniyle rejeneratif tip alaninda iimit vaat ettikleri
bilinmektedir (92-94). MKH’lerin dolagima verildiginde tiimér dokularna gog ettikleri
uzun bir siiredir bilinmektedir. Bu hiicrelerin tiimor segici 6zelliklerinin onemli Slgiide
timor hiicrelerinin olusturdugu kronik inflamasyon, salgilanan bazi sitokinler ve biiylime
faktorlerine bagl oldugu disiiniilmektedir (95). Anjiogenez artisi olan bolgelere ve/veya
stroma olusum bolgelerine go¢ etme Ozellikleri nedeniyle kok hiicreler kanser tedavisinde
potansiyel bir ara¢ olarak dikkat ¢ekmektedirler. MKH, 6zellikle kanser tedavisinde etkili
olabilecek IL-2, IL-12 TRAIL ligand, vb. terapotik proteinleri salgilayacak sekilde
yiiklendikleri zaman deneysel kanser modellerinde tiimorleri basar1 ile gerilettikleri
gosterilmistir (96-98). Bunlarin yanisira MKH'lerin prodrug aktive edici genlerle (intihar

genleri) veya diger gen tedavisi vektorleri ile yiikleyerek bu hiicrelerin tiimorlere
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yerlesebilme 6zelliklerinden yararlanarak tedavi modelleri gelistirilmektedir.

MKH’ler in vitro ortamda kolayca manipiile edilebilmeleri nedeniyle gen tedavisi vektor
tasiyicist olarak kullanilmalar1 ¢cok 6nemli bir avantaj olarak goriinmektedir. Son yillarda
lentiviruslar, retro viruslar ve plazmidlerle transdiikte edilen MKH’lerin kanser tedavisinde
basarili olabilecegini gosteren c¢alismalar yayinlanmistir (99-101). Kemik iligi kokenli
MKH’lerin yanisira adipoz dokudan elde edilen MKH’ler ile yapilan c¢alismalarda da bu
hiicrelerin iv yolla verildiklerinde tiimor dokularina yerlestikleri gdsterilmistir. Sitozin
deaminaz (CD) intihar geni tasiyan retroviral vektorle transdiikte edilmis adipoz doku
kokenli MKH’lerin HT29 kolon kanseri modelinde tiimoérleri belirgin olarak gerilettigi
gosterilmistir (100). Lentiviruslar ve retro viral vektorler ¢ok uzun siireli gen ifade etmeleri
ve genoma entegrasyon yaparak mutasyon riski tasimalart nedeniyle kanser tedavisinde

¢ok fazla tercih edilmemektedir.

Son yillarda bir bocek virusundan (Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus)
elde edilen bakuloviral vektorlerin (BVV) gen aktariminda basari ile kullanilabilecegi
gosterilmistir. Bir DNA virusu olan BVV memeli hiicrelerine kolayca girebilmekte ve
hiicre i¢inde ¢ogalmadan ve herhangi bir toksisiteye yol agmadan kalabilmektedir (102).
Yaklasik 130 kB’lik genomu nedeniyle c¢ok bilyilk genlerin transferine imkan
verebilmektedir. BVV’in MKH'leri transdiikte edebildikleri gosterilmistir (103, 104).
Transdiikte edilen MKH’lerin allojeneik transplantasyonu sonrasinda bu hiicrelerin alicida
yerlesebildigi ve reddedilmedigi gosterilmistir. Bakuloviral vektorlerle transdiikte edilen
MKH in hayvan modellerinde giivenle kullanilabildikleri bildirilmistir. Cok yakin zamanda
intihar geni (HSVtk) tasiyan BVV ile transdiikte edilmis kemik iligi kokenli MKHin insan
glioma hiicrelerinin kullanildigi tiimoér modelinde tiimor biiylimesini anlamli 6lgiide
baskiladigi ve sagkalimi belirgin olarak uzattig1 gosterilmistir (103). Bakuloviral vektorlere
kars1 memelilerde dogal bagisikligin olmamas1 ve bu vektorlerle in vitro olarak transdiikte
edilen hiicrelerin transfiizyonu ile calisilan immiinkompetan hayvan modellerinde bu
hiicrelere karsi bir immiinitenin gelismemis olmast s6z konusu vektorlerin insan

kanserlerinin tedavisi i¢in ¢ekici hale getirmektedir.

Kanser tedavisinde diger 6nemli bir yaklasim da immiinoterapidir. Ancak immiinoterapinin
klinik tedaviye girmesinden bu yana yaklasik 30 y1l gecmesine karsin metastatik hastalikta

pek fazla basar1 elde edilememistir. IL-2, interferonlar gibi immunomodiilatér
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molekiillerin kullanilmast ve LAK hiicreleri ve TIL (Timdr infiltrasyon yapan lenfositler)
gibi hiicrelerin adoptif transferi 6zellikle metastatik kanserlerde kullanildiginda kalict
yanitlar elde edilememistir (105, 106). Kanserli hastalarda tiimériin biiyiiyerek klinik hale
gelmesinde tiimor hiicrelerinin  immiin effektéor mekanizmalar1 yenerek devre disi
birakmast 6nemli rol oynar. Dolayisiyla immiin sistemin hastalarda tiimor yiikiiniin
minimal oldugu dénemde daha efektif olmasi beklenmektedir. Nitekim interferonlar, vb.
sitokinler veya tiimor dokularindan hazirlanan asilar primer tiimor kitlesinin cerrahi olarak
cikarildig1 hastalarda adjuvan olarak kullanildiginda malin melanoma ve kolon kanserli
hastalarda basarili sonuglar elde edilebilmistir (107, 108). Son yillarda gelisen teknoloji
immiinoterapiyi minimal rezidiiel hastaligin tedavisinde bir alternatif haline getirmistir. IL-
2, GM-CSF ve IL-12 gibi immiinmodiilatér molekiiller ile B7 ligand ailesi, vb. ko-
stimiilatér molekiillerin  kullanilmas1 ile anti-timér immiinitenin arttirilabildigi
gosterilmistir  (109). B7-1 kostimiilator molekiili T hiicreleri ve dendritik hiicreler
tizerindeki CD28 reseptorlerine baglanir.B7-1 genlerinin tiimor hiicrelerine aktarilmasi ile

timor regresyonu saglandigi ve sistemik immiinitenin arttirildigi gosterilmistir (110).

Bazi1 adjuvanlar yabanci antijenlere kars1 immiinite olugsmasinda 6nemli rol oynar. Timor
immiinitesinde ise tiimdr hiicrelerinin kendisi adjuvan olarak is goriir. Olen tiimor
hiicrelerinin immiin sistemi harekete gegiren sinyaller sagladigi one siiriilmiistiir (tehlike
hipotezi) (111). Olmekte olan tiimér hiicreleri dendritik hiicrelerin olgunlagsmasini ve
timor immiinitesinin olugmasini uyaran timor antijenlerinin kaynagini olusturur (112).
Tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan adjuvan aktivite 6lmekte olan hiicrelerde
canli hiicrelere gore artmaktadir (113). Her ne kadar nekroz olayinin endojen adjuvan
aktiviteyi en fazla arttirdig1 gosterilmis olsa da apoptozisin de benzer etki gosterdigi, bazi
tiimor hiicrelerinde ise daha fazla etki gosterdikleri bulunmustur (114-116). Olmekte olan
hiicrelerin adjuvan aktivite mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis ise de 1s1 sok (heat
shock) proteinler ve bazi stresle uyarilan MICA (NK ve T hiicreleri tizerindeki NKG2D-
DAP10 reseptor kompleksini baglar) vb. ligandlar 6nemli rol oynayabilmektedir (117, 118).
Bununla birlikte tiimor hiicreleri ile hiicre temasi, dendritik hiicreler ve NK hiicrelerinin

aktivasyonunda ayrica dnem tasir (119, 120).

HSVtk/GCV sistemi ile dogrudan dldiiriilen tiimor hiicrelerinin immdiin sistemi uyardigi
gosterilmistir (121). Bir fare fibrosarkoma modelinde HSV-TK geni ile modifiye edilmis

tiimor hiicreleri verilen farelerde gansiklovir tedavisinin ICAM, B7-1 ve B-7 kostimiilator
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molekiillerinin kuvvetli ekspresyonuna yol actigi gosterilmistir (122). Timor hiicrelerinin
pek c¢ogunda yilizeylerinde kostimiilator molekiill olmadigi zaman immiin sistem
hiicrelerinden  kolaylikla kurtulabilmektedir. Ancak bu hiicrelere ko-stimiilator
molekiillerin verilmesi immiin sistem igin uyarici bir etki gosterir. Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada iliveal melanoma hiicrelerine (SOM 157d) adenoviral bir vektor araciligi
ile B7-1 verildiginde sitotoksik T hiicre cevabinda belirgin artisa yol agtigi gdsterilmistir
(123). Yine aymi ¢alismada, B7-1 eksprese eden apoptotik tiimor hiicrelerinin canli B7-1
pozitif tiimor hiicrelerinden ¢ok daha fazla etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, daha
onceden CD geni tasiyan vektor ile transfekte edilen tiimdr hiicrelerinin olusturdugu
implantlar tasiyan ve 5-FC ile tedavi edilmis olan farelerin transfekte olmayan tiimor
hiicrelerine kars1 direngli hale gelmesi de enzim/6n ilag sistemlerinin muhtemel uzak
komsu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir (124). GM-CSF’nin CD/5-FC ile birlikte
kullanilmas: tek basina CD/5-FC veya GM-CSF’den daha yiiksek cevap oranlarina yol
acmistir (125).
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3. GEREKCE VE AMAC

Kanser tedavisi tip alanindaki tiim gelismelere ragmen halen beklenilen diizeyde bir
tyilesme saglayabilmis degildir. Uluslararas1 Kanser Ajanst 2012 yili i¢in yayinlanan,
diinya tizerinde kanser kayit¢iligin yapan toplam 184 iilke ve 28 kanser tipi i¢in en yeni
kanser tahminlerine gore diinya’da yeni tami alan kanserli hasta sayisi ve kanserden
kaynaklanan 6liimler bir dnceki tahminlere gore artmistir. GLOBOCAN 2012 verilerine
gore 2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon
kansere bagl 6lim olmustur. Diinya’da en ¢ok tan1 konulan kanserler akciger
(%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanserden Gliimlerin ise en ¢ok akciger
(%19,4), karaciger (%9,1) ve mideden (%8,8) kaynaklandigi ifade edilmistir. Bu
sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artisina ve
niifustaki yaslanmaya bagli olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi

olacag belirtilmistir (126).

Kanser tedavisinde siklikla cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiden yararlanilmaktadir. Bu
tedavilerin yanisira hormon tedavileri, biyolojik tedavi yontemleri ve hedefe yonelik
tedaviler kullanilmaktadir. Sitokinler antitumor yanit olusturmada kullanilan 6nemli
bilesiklerdir. Ozellikle I1L-2, 1L-12 ve IFN-B gibi sitokinler T hiicrelerini aktive ettigi icin
siklikla kullanilmaktadir ancak yar1 Omiirlerinin ¢ok az olmasit ve tiimor bdlgesine
ulagsmadaki problemler disaridan uygulanan bu sitokinlerinin veriminin diisiikk olmasina
neden olmustur. Ayrica bu sitokinlerin kandan hizli temizlenmeleri ve hedef bolgede
tutulma zamanlarinin kisa olmasi bu ajanlarin sik ve yiiksek miktarda verilmesine, bu da

asir1 toksisiteye neden olabilmektedir.

Mevcut gen tedavisi yontemlerinde istenilen basariyr yakalayamamanm O6nemli
etkenlerinden biri de gen tedavi vektorlerinin hedef bolgeye ulastirilmasinda yasanilan

sorunlardir. Bu asama kanser tedavisindeki en kritik basamaklardan biridir.

Son yillarda yapilan arastirmalar mezenkimal kok hiicrelerin kanser arastirmalarinda

basaril1 bir sekilde tasiyici olarak kullanilmalari tizerinde durmaktadir (100, 127, 128).
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Mezenkimal kok hiicreleri tastyici olarak bu kadar ¢ekici kilan bazi 6zellikleri mevcuttur.
Bunlar: Kendini yenileyebilme, in vitro olarak kolay izolasyon ve cogaltim, tiimor

bolgelerine go¢ etme ve yerlesme kabiliyetidir (129).

Gen tedavisinde bir diger 6nemli nokta ise istenilen genin ifadesinin verimi ve kullanilan
vektoriin toksik etkilerinin olmamasi ya da miimkiin oldugunca az olmasidir. Bu amagla
simdiye kadar pek cok vektor tasiyict olarak denenmistir. Viral olmayan tasiyicilarin gen
ifade etkinligi istenilen verimi yakalayamadigi icin arastirmacilar viral vektorlere
yonlenmistir. Retroviriisler, lentiviriisler, adenoviriisler, adeno baglantili viriisler (AAV) en
sik kullanilan viral tasiyicilar olmustur. Retroviriisler ve lentiviriisler stabil gen ifadesi
saglayp ifade verimleri yiiksek olsa da toksik etkilerinin yiiksek olusu kullanimlar
hakkinda 6nemli soru isaretleri dogurmustur. Adenoviriisler ve AAVler ise insanlarin ¢ok
sik karsilastig1 virus ailelerinden oldugu i¢in tekrarlayan dozlarda kullanim etkinlikleri ile
ilgili soru isaretleri vardir. Bakuloviriisler ise gerek ekspresyon verimliligi acisindan
gerekse biyogilivenlik agisindan sagladigi avantajlar ile ilgi ¢ekici hale gelmektedir.
Literatiir taramas1 yapildiginda ise ekspresyon vektorii olarak bakuloviriislerin, tasiyici

olarak mezenkimal kok hiicrelerin kullanildigi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Bu tez ekspresyon vektorii olarak bakuloviriislerin intihar gen tedavisinde ve tastyici

olarak da mezenkimal kok hiicrelerin kullanildigi 6ncii bir ¢alismadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu caliyma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Ana Bilim Dali, Gen
Tedavisi Arastirma Unitesi Laboratuvarinda yapilmistir. Bu calisma 111S241 nolu

TUBITAK 1001 projesiyle desteklenmistir.
4.1. Materyal
4.1.1. Deney Hayvanlari

Fareler essoylu, 6-8 haftalik BALB/c, 20 tane disi, ayrica 5 tanesi ise frozen deneyi ve
tiimor olusumunu deneme amagl olarak kullanilmis olan toplamda 25 fare Tirkiye Halk
Saglhig Kurumundan alind1. Deney protokolii “Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu” tarafindan onayland: ve hayvan deneyleri “Ankara Universitesi Tip

Fakiiltesi Morfoloji Binas1 Hayvan Deneyleri Laboratuvari”nda gerceklestirildi.
4.1.2. Plazmidler, cDNA Dizileri

Bakuloviral plazmid, pfastBAC, Invitrogen firmasindan (Invitrogen Carlsbad, USA, cat
no: 15529-019) ticari olarak satin alindi. CD ve GMCSF c¢DNA dizileri kendi
laboratuvarimizda daha 6nce yapilan deneysel ¢aligmalarimizdaki vektorlerden elde edildi
(Dr. Hakan Akbulut). GFP cDNA dizileri pacAd5CMVGFP vektoriinden (Cell biolabs, cat
no:325004) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile elde edildi. CMV cDNA dizileri
pshuttle CMV vektoriinden (Stratagene, cat no: 240007-51) Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile elde edildi.

4.1.3. Kitler

Zero Blunt PZR klonlama kiti (Invitrogen Carlsbad,USA,cat no: REF 44-0302) ve
pcDNA3.1/V5-His-TOPO  vektorii  (Invitrogen, Carlsbad,USA, Part No: 45-0005)
invitrogen firmasindan ticari olarak satin alindi., Plazmid izolasyonlar1 “QIAprep spin
mini prep kit” (Qiagen, Hilden, Germany,cat no: 27106), QIAGEN plasmid midi kit
(Qiagen, Hilden, Germany,cat no: 12143 ve “Invitrogen PureLink Hi-Pure Plazmid mini
and midi kits” (Invitrogen, Carlsbad,USA, REF K210003, REF K210005) kullanilarak
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yapildi. Jelden ekstraksiyonlar “Qiaquick Gel Extraction Kit” (Qiagen, Hilden, Germany,
cat no: 28706) ile yapildi.

Sitotoksisite testi XTT cell proliferation assay Kkiti, Cell Biolabs, Inc.,cat no: 20-300-1000
kullanilarak yapildi.

4.1.4. PZR Primer ve Problari

Tiim primerler dizayn edilerek (Pearl primer) Genoviz (Izmir, Tiirkiye) sentezlettirildi.

Taq polimeraz (QIAGEN Taq DNA polymerase, cat no: 201203), pfu DNA polimeraz
(Bioron cat no: 108105)

4.1.5. Kompetent E.coli Suslar

Tim plazmidler competent E.coli one shot suslarma (Invitrogen, Carlsbad, USA)

transforme edildi.

4.1.6. Hiicre Hatlar:

CRL2638 hiicre hatlar1 ATCC firmasindan ticari olarak satin alindi. Sf-9 bocek hiicresi
hatlar1 Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, USA) firmasindan ticari olarak satin alindi.
Mezenkimal kok hiicreler Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Prof. Dr. Murat Elgin,

laboratuvarindan temin edildi.

4.1.7. Besiyerleri

Sf-9 bocek hiicresi vasati olarak %10 HI FBS (Invitrogen, Carlsbad, USA, REF 10082-
139) igeren Grace’s katkili besiyeri (Invitrogen, Carlsbad, USA, REF 11595-030) yada Sf
900 Il sfm (Invitrogen, Carlsbad, USA, REF 10902-096) kullanildi. Transfeksiyonlar
Grace’s katkisiz besiyerinde (Invitrogen, Carlsbad, USA) gergeklestirildi.
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Mezenkimal kok hiicre hatlari i¢in %10 fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), %1

L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin karisimi iceren a-MEM besiyeri kullanildi.

CRL2638 hiicre hatlar1 i¢in %10 FBS (GIBCO, 10500) igeren glutaminli RPMI 1640
besiyeri (Biological Industries, REF 01-100-1A) kullanildi.

Zero Blunt vektore yapilan transformasyonlarin kontrolii i¢in; E. coli FastMediaTM Kan

Agar, E. coli FastMediaTM Kan TB (InvivoGen) kullanildi.

pfastBAC1 vektoriine yapilan transformasyonlarin kontrolii i¢in; E. coli FastMediaTM

Amp Agar (InvivoGen, amp-zn-s), E. coli FastMediaTM Amp TB kullanildu.

4.1.8. Diger

Klonlama i¢in gerekli restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Spe I, Sph I, Kpn I) ve
tamponlari i¢in NEB (New English Biolabs, sirasiyla R0133S, R0182, R0142S), DNA
ligaz enzimi (T4 DNA Ligaz) i¢in Thermo Scientific (EL0016), IPTG kimyasal1 Invitrogen
(cat no: 15529-019), Cellfectin Il reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA, cat no: REF 10362-
100), 1 kb DNA belirteg (Axygen cat no: M-DNA-1kb), 100 bp belirte¢ (invitrogen cat
no: 15628-019),Pierce western blotting substrate Prod #32106, PAGEr EX Gels cat no:
59702.

4.1.9. Kullanmilan Cihazlar

PZR cihazi (Biorad C1000 Thermal Cycler)

Jel goriintiileme (Biorad Gel DOC XR+)

ELISA okuyucu (Medispec ESR200)

Spektrofotometre (Beckman Coulter DU 730)

Western semi dry transfer cihazi (Hoever 80-6211-86)
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4.2. Yontem

4.2.1. Plazmid Insaas:

Calismada ti¢ vektoriin ingaasi planlanmistir.

Spe | Xho | Sph |

CMV CD

Sekil 4.1: pfastBAC-CMV-CD vektorii enzimleri ve bolgeleri

Spe | Sph | Kgn |
CMV GMCSF

Sekil 4.2: pfastBAC-CMV-GMCSF vektori enzimleri ve bolgeleri

Spe | Sph | Kpn |
CMV GFP

Sekil 4.3: pfastBAC-CMV-GFP vektorii enzimleri ve bolgeleri

Ozetle su asamalar gergeklestirilmistir.

pPcDNA-CMYV vektorii ingaasi pCRBIlunt-CD vektorii insaasi
PCDNA-CMV vektoriinden CMV kesimi | pCRBlunt-GMCSF vektorii insaasi
pfastBAC-CMYV vektorii insaasi pCRBIlunt-GFP vektorii insaasi

pfastBAC-CMV-CD vektorii insaasi 4—r pCRBIlunt vektoriinden CD kesimi
pfastBAC-CMV-GMCSF vektorii insaasi 4—‘- pCRBIlunt vektoriinden GMCSF kesimi
pfastBAC-CMV-GFP vektorii insaasi 4—’. pCRBlunt vektoriinden GFP kesimi

Sekil 4.4: Insa edilen vektorler ve insa asamalari

4.2.2. Primer Dizaym

Tim primerler dizayn edilerek (“PerlPrimer “ primer programi
http://perlprimer.sourceforge.net/), danisman goriisii alindi1 ve Genoviz’e (Izmir, Turkey)

sentezlettirildi.
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http://perlprimer.soft112.com/

Kullanilan primerler:

CMV ileri 5’ACC ACT AGT AAC CGA GTA AGA TTT GGC

CMV geri @ 5° TTT ATG TTT CAG GTT CAG GGG GAG

CMV ileri 5’ACC ACT AGT AAC CGA GTA AGA TTT GGC

CMV geri 5> ATT GCA TGC CTG ATT ATG ATC AGTT

CD ileri 5> CCG CTC GAG AGA CCA TGA GCA ATA ACG CTT TACA
CD geri 5° TCG GCA TGC ACG TTT GTA ATC GAT GGC TTCT

GMCSF ileri 5’TGC ATG CGT CGA CAT GTG GCT GCA GAA TTT ACT TTTC
GMCSF geri 5°CGG AGG TAC CTC ATT TTT GGC CTG GTT TTT TG
GFP ileri 5> ACG CGC ATG CGT AGA CAC ACC ATG GTG AGC AAG G
GFP geri 5> CGG AGG TAC CTC GGT CAT GGT GGC CTT GTA CAG

4.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

CD ve GMCSF c¢DNA dizileri 6nceki ¢alismalarimizda insa ettigimiz vektorden PZR ile
elde edildi. E.coli sitozin deaminaz (CD) geni ve fare GM-CSF geni cDNA dizileri olarak
kullanildi.

CD icin kullanilan PZR reaksiyonu ve sartlari:

Taq polimeraz: 0,25 ul 95°C3dk

10X Buffer: 5ul 95°C45 sn

dH0: 42,25 ul 57 °C 45 sn X30
dNTP: 1 72°C 1dk 15 sn

ileri (forward) primer: 0,5 pl 72 °C5dk

geri (reverse) primer: 0,5 ul 4°Co

Kalip DNA: 0,5 pul

GFP ve GMCSF icin kullanilan PZR reaksiyvonu ve sartlari:

Taq polimeraz: 0,25 ul 95°C3dk

10X Buffer: 5ul 95°C30sn

dH0: 42,25 ul 55°C30sn X30
dNTP: 1 72 °C 1 dk

ileri (forward) primer: 0,5 pl 72 °C5dk

geri (reverse) primer: 0,5 ul 4°C o

Kalip DNA: 0,5 ul
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4.2.4. Genlerin pCR-Blunt Vektore Klonlanmasi

Oncelikle, genler (CD, GMCSF, GFP, CMV) PCRBIlunt vektoriine klonlandi. Daha sonra,
bu vektorden kesilerek pfastBAC vektoriine klonlandi.

- = - - >
ot € _p——_——
- ] §
£ pCR-Blunt E
= 3.5 kb S
s.

Sekil 4.5. pCR-Blunt vektorii

1. PZR iriinlerinin (4.2.3’deki) kiit uclu hale getirilmesi

PZR iiriinii 27 pgr (10 pul)
T4 DNA polimeraz : 6U (2 pl)
dNTP 1 pl
Buffer2 (NEB) 23l

dH,0 14 ul

12 °C 15 dk inkiibasyona birakildi.

Reaksiyon durdurulmak i¢in son hacimdeki konsantrasyon 10 mM olacak sekilde EDTA
eklendi.

72 °C 20 dk bloklandi.
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1. pCR-Blunt vektore ligasyon

Vektore ne kadar ligasyon yapilmasi gerektigi kullanma kilavuzunda verilen formiile gore

hesaplandi:

X ng insert: 10 x (y bp PCR iiriinii) x (25 ng linear PCR Blunt)
3500 bp PCR Blunt

CD geni igin: 10 x 1300 x 25
3500
192,85 ng CD

Ligasyon reaksiyonu ve sartlari (CD geni i¢in 6rnek verilmistir)

pCR Blunt vektorii sl
Kiit u¢lu PCR iiriinii : 7ul (0,5 ng)
10X Ligasyon tampon (ATPli) : 1 ul
T4 DNA ligaz (3U/ ul) D1l

Reaksiyon kosullart:

16 °C 2 saat, 4 °C

Kompetent E.coli hiicrelerine ligasyon iiriiniinden 2 pl transformasyon* yapildi.

Kanamisinli plaklara ekildi.

* Transformasyon

- Ligasyon iirlinlinden 2 pl, kompetan bakterinin iizerine eklendi.

- Buzda 30 dakika bekletildikten sonra 42°C su banyosunda 45 saniye bekletildi ve
sonrasinda 2 dk buz i¢ine konuldu.

- Bu islem sonrasi iizerine 250 pl SOC medium eklenerek 225 rpm g¢alkalama hizinda
37°C 1,5 saat inkiibe edildi.
16-18 saatlik inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerden se¢im yapilarak, her biri 5 ml
kanamisinli TB’ye ekilerek ¢ogaltildi. Cogalan plazmidler “QIAGEN-Plazmid

Purification mini kit ile saflastirildu.
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Mini Prep Kitle Plazmid Saflastirma (Qiagen)
- 15 ml lik falkon tiiplerde tiretilen ve pCRBIlunt-CD, PCRBIlunt-GMCSF ve PCRBIlunt-

GFP plazmidlerini igeren bakteriler 5000 rpm de 10 dak. santrifiij edildi.

- Pelet lizerine 250 ul RNase igeren Buffer P1 eklenerek pipetaj yapildi.

- 250ul P2 tamponu (Lizis tamponu) eklenerek ve tiip 6 defa alt iist edildi.

- 350pl N3 tamponu (Notralize edici tampon) eklenip tiip 6 defa alt {ist edildi.

- 13000 rpm’de 10 dak. santrifiij edilen supernatant filtreli ependorflara aktarildi.

- 13000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildikten sonra su yada TE tampon ile filtrede kalan
DNA saflastirildi.

Agaroz jel

Saflastirilan DNAlar restriksiyon enzimleriyle kesilerek %1 lik agaroz jelde dogrulandi.

Agaroz Il (Amresco, X174)
Tris-Borik asit-EDTA tamponu (5X TBE): 54 gr Trizma base (Sigma, T-6066)
27,5 gr Borik asit
20 ml 0,5 M EDTA (Amresco, 0105)
5X TBE 1X’e seyreltilerek kullanilir.

Yiikleme tamponu: 10X loading dye invitrogen
Distile su

Etidyum bromiir (Serva, 21238), 10mg/ml distile su

4.2.5. CMV Promotorunun pcDNA Vektoriine Klonlanmasi

Laboratuvarimizda daha once satin aldigimiz pcDNA vektorii kullanilarak CMV

promotorunun bu vektore klonlanmasi yapilmaistir.
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Onemli Not: pCR-Blunt vektériine CMV genini klonlamada yasadigimiz sikint1 nedeni ile herhangi baska bir
vektorde de ayni sikintinin yasanip yaganmayacagini gérmek ve klonlama asamasini gegebilmek igin Spe I-
Sph 1 restriksiyon uglarimi barindiran CMV genimiz laboratuvarimizda mevcut olan pcDNA 3.1.V5-His-
TOPO vektoriine klonlanmistir. pcDNA vektdrii zaten CMV promoter: tasimaktadir. Bu vektoérdeki mevcut
gen kesilip alinmamis, Spe I-Sph I restriksiyon uglarini barindiran CMV genimiz buraya takilip ¢ogaltilarak
bu vektorden alinmistir.

PCR [
j\ Product

BamH |

BstX |
=
—

Hind 11l
Kpn |

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Sekil 4.6. pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorii

4.2.6. CMV Promotorunun PZR ile Cogaltilmasi

CMYV icin kullanilan PZR reaksiyonu ve sartlari:

Taq polimeraz: 0,3 ul 94 °C 3 dk

10X Buffer: 5ul 94 °C 45 sn

dH,0: 42,45 pul 55°C 40 sn X30
dNTP: 1 72 °C 1dk

ileri (forward) primer: 0,5 pl 72 °C 20 dk

geri (reverse) primer: 0,5 ul 4°Co

Kalip DNA: 0,5 ul

4.2.7. PZR ile Cogaltilan CMV Promotorunun Agaroz Jele Yiiklenerek Sonrasinda

Jelden Saflastirilmasi

Jelden DNA saflastiriimasi (Qiagen protokolii)

- Jelden kesilen bandin agirlig: 6l¢iildii.
- 100 mg jele 300 pl olacak sekilde QG (¢6zme tamponu) tamponu eklendi.
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- 50°C’de yaklasik 10 dk (jel tamamen ¢oziinene kadar) inkiibe edildi. Her 2-3 dk ‘da bir
vortekslendi.

- Jel tamamen ¢G6ziiniince s1vi kolona aktarildi.

- 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

- 500 pl QG tamponu eklendi.

- 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

- 750 pl PE tamponu (yikama tamponu) eklendi.

- 2-5 dak. oda 1s1sinda inkiibe edildikten sonra 10000 rpm’de 1 dak santrifiij edildi.

- 13000 rpm’de 1 dak bos santrifiij edildi.

- Kolon temiz bir ependorfa aktarilarak 25 pl steril distile su eklenir. 1 dk. oda 1sisinda

bekledikten sonra 13000 rpm’de 1 dak santrifiij edilerek eliisyon tamamlanda.

4.2.8. CMV Promotoru ile pcDNA Vektoriiniin Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu ve sartlari

pcDNA vektorii s 1l

CMV PCR fiiriini . 4 ul (260 ng)
Tuz soliisyonu sl
Reaksiyon kosullari:

22 °C’de 6 dk

Ligasyon tiriinii “One Shot Kompetent E.coli” hiicrelerine transforme* edildi ve ampisilinli
plaklara ekildi. Ertesi giin plaklarda iireyen koloniler ampisilinli sivi besiyerine alindi.
Saflagtirma protokolii uygulanarak ligasyonun kontrolii amaci ile restriksiyon

endoniikleazlar ile kesime tabi tutuldu.

4.2.9. CMV Promotorunun pfastBAC Vektorii ile Ligasyonu

Bu amagla CMV promotoru pcDNA vektoriinden kesildi. pfastBAC vektorii de yine ayni

restriksiyon enzimleriyle kesilerek ligasyon islemi yapildi.
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Kesim reaksiyonu ve sartlari
pcDNA-CMV

Buffer 3 (NEB)

BSA

Bam HI

Not |

37 °C’de 2,5 saat inkiibasyon

Kesim reaksiyonu jelde yiiriitiilerek sonrasinda jelden saflastirma yapildi (bakiniz 4.2.7

boliimii protokol).

:31,2 ul
13,8 ul
0,38 ul
t 1,2 ul
t 1,2 ul

Kesim urini ikinci kesimlere tabi tutuldu.

Kesim reaksiyonu ve sartlan

Kesim reaksiyonu ve sartlari

CMV Bam HI/ Not I kesimi: 34 ul CMV Bam HI/ Not I kesimi : 32 ul
Buffer 2 24,2 ul Buffer 2 23,9 ul
BSA 10,42 pl BSA £0,39 pul
Spe | t 1,6 ul Spe | t 1,35 ul
Xho | : 1,6 pl Sph | £ 1,35 ul

4.2.10. Genlerin pfastBAC-CMYV Vektore Klonlanmasi

llgili genler (CD, GFP, GMCSF) pCRBIlunt vektdrden kesilerek pfastBAC vektdriine

ligasyon yapildi. Bu amagla;

[k asamada genler pCRBIlunt vektdrden uygun restriksiyon endoniikleazlar ile kesildi,

pfastBAC vektorii ilgili genin kesildigi restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi,

Gen ve vektoriin (backbone) ligasyonu saglandi.
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BamH |
Rsrll

Hind Il

BssH Il
EcoR |
Stur |
Sal |
Sst |
Spe |
Not |
Nsp W
Xha |
Pst |
Xhol
Sph
Kpn |

Sekil 4.7: pFastBacl vektorii

4.2.11. pCRBlunt Vektorden Uygun Restriksiyon Endoniikleazlar ile Genlerin

Kesilmesi

Kesim reaksiyonu ve sartlari (CD geni i¢in 6rnek verilmistir)

pCRBIlunt-CD vektorii (backbone):1 pul

Buffer 2 (NEB) : 1,5 ul
BSA 10,15 pl
dH,0 : 11,35 pl
Xho | 10,4 ul
Sph 10,6 pl

37 °C etiivde 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 %1°lik agaroz jelde

yiiriitiilerek CD band1 jelden kesildi.
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4.2.12. pfastBAC-CMV Vektoriiniin Ilgili Genin Kesildigi Restriksiyon Endoniikleaz

Enzimi ile Kesilmesi

Kesim reaksiyonu ve sartlari

pfastBAC-CMV (backbone) : 2 ul (midi prep; 1800 nQ)
Buffer 2 (NEB) 23l

BSA £ 0,3 ul

dH,0 23,2 ul

Xho | 20,5 ul

Sph | £ 0,8 ul

Kesim reaksiyonu 37 °C etiivde overnight birakildi.
4.2.13. pfastBAC-CMV Vektoriine ilgili Genlerin Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu ve sartlari: (GM-CSF i¢in 6rnek verilmistir)

pfastBAC-CMV vektorii : 2 ul (64 ng)
pCRBIlunt vektoriinden kesilen GM-CSF : 1,5 ul (22 ng)
T4 DNA ligaz s 1yl

Tampon c 1yl

dH20 24,5l
Reaksiyon kosullari:

Oda 1s1s1, 13 dk

Ligasyon iriinii “One Shot Kompetent E.coli” hiicrelerine transforme* edildi (3 pl) ve

ampisilinli plaklara ekildi.

Ertesi giin plaklarda iireyen koloniler ampisilinli sivi besiyerine alindi. Saflastirma
protokolii uygulanarak ligasyonun kontrolii amaci ile restriksiyon endoniikleazlar ile

kesime tabi tutuldu (bakiniz 5.3).
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4.2.14. Dizi Analizi ve Genom Veritabanindan (BLAST) Dizinin Karsilastirilmasi

Bir diger ve kesin dogrulama vektoriin dizilemeye gonderilerek genlerin BLAST

veritabindan dizilerinin karsilagtirilmasi ile yapildi.

4.2.15. Rekombinant Bacmid DNA Eldesi

Rekombinant plazmidler, pfastBAC-CMV-CD, pfastBAC-CMV-GFP ve pfastBAC-CMV-
GMCSF daha sonra mekik vektor barindiran MAX Efficiency DH10BAC hiicrelere
transforme edildi ve Bac-to-Bac Baculovirus Expression Sistem Protokolii (Invitrogen,
Carlsbad,USA) dogrultusunda ekimleri yapildi. Elde edilen kolonilerden saflastirilan
Rekombinant bacmid DNA asagidaki primerler kullanilarak PZR ile kontrol edildi ve
dogrulugu teyid edilen Rekombinant bacmid DNA ¢ogaltildi. Rekombinant bacmid DNA

dogrulugu i¢in kullanilan primerler asagida verilmistir.

Rekombinant bacmid ileri primer: 5° CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3,
Rekombinant bacmid geri primer: 5> AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’

Rekombinant bacmid ic¢in kullanilan PZR reaksiyonu ve sartlar::

Taqg Polimeraz 95°C5dk

(Qiagen Hot Star High Fidelity): 2 pl

5X Buffer: 10 pl 94 °C 15 sn

Q soliisyonu: 10 pl 55°C1dk 2X45
ileri (forward) primer: 1,25 ul 68 °C 7,5 dk

geri (reverse) primer: 1,25 ul 72 °C 10 dk

Kalip DNA: 40 ng 4°Coo

4.2.16. Western Blotlama

CD ve GM-CSF proteinlerinin varligi sf-9 hiicrelerinden hiicre i¢i ve hiicre dis1
kompartmanlardan Abcam western blotlama protokoliine uygun olarak bakildi. Protokol ve

kullanilan antikorlar agagida verilmistir:
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4.2.16.1. Hiicre Kiiltiiriinden Lizat Hazirlama

Hiicre kiiltiirii kab1 buzda tutularak hiicreler soguk PBS ile yikandi. Bu PBS cekilip
uzaklastirildi ve 5x10° hiicreye 0,5 ml PBS olacak sekilde ikinci PBS koyulup bocek
hiicrelerine tripsin ile ayrim etki etmediginden hiicreler steril drigalski spatula ile kazindi.
Kiiltiir kabindan ayrilan hiicreler steril ependorflara alinarak 30 dakika 4 “C’de calkalandi.
Ardindan 4 °C, 12000 rpm, 20 dakika santrifiij edildi. Incelenmek {izere supernatant ayri
bir ependorfa alindi.Boylece elimizde hem siipernatandan analiz i¢in hem de pelletten igin

ornek elde edilmis oldu.

Elde edilen ornekleredeki protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in Bradford analizi

yapild.
4.2.16.2. Bradford Analizi

Bradford analizi protein konsantrasyonunu tayin etmede hizli ve giivenilir bir yontemdir.
Bu analiz i¢in Sigir Serum Albumin (BSA), su ve Bradford ayiraci kullanildi. Standartlar
hazirlanarak 6rnegimizdeki protein konsantrasyonunun hesaplanmasi yapildi. Standart ve

ornekler ti¢lii (triplicate) galisilarak OD590 nm’de okuma yapildi.
4.2.16.3. Orneklerin Jele Yiiklenmek Uzere Hazirlanmasi
4.2.16.3.1. Denatiire, indirgenmis Ornekler

Ileri analizler icin 6rnekler denature edildi. Bu amagcla 2X Laemmli tamponunda 6rnekler

1:1 oraninda karistirildi ve 95°C’de 5 dk bekletildi.
4.2.16.3.2. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Jelin Yiiriitiilmesi

Bu amagla yiiriitme tamponu hazirlanarak 6rnekler jele (PAGEr EX gels cat no: 59702)
yiiklenmistir.

Yiiriitme tamponu (11t)
25 mM Tris Base (Ambresco Lot 0574B95)
190 mM glisin (Ambresco Lot 0994B61)
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% 0.1 SDS (Merck S3868334 323)
pH 8.3

4.2.16.4. Proteinlerin Membrane Transferi, Membran Bloklama ve Antikorlar ile

Muamele

Proteinlerin membrane transferi yari-kuru kosullar altinda, yari-kuru transfer cihazinin

tiretici firmasinin dnerdigi sekilde (Hoever 80-6211-86) yapildi.

Yari-kuru transfer tamponu (1 1t):
5,8 gr Tris

2,9 gr Glisin

200 ml metanol

Transfer sonrasi membran bloklama siit tozu ile gergeklerstirildi (TBST iginde %5 siit tozu,
2 saat oda 1s1sinda, 80.rpm calkalama sonras1 4°C overnight birakildi. Ertesi giin primer ve
sekonder antikorlar ile muamele edildi.

CD primer antikor (Thermo Scientific Pierce Cytosine Deaminase PA1-85365

CD sekonder antikor (Thermo Scientific Prod#31480 Pierce Antibody)

GMCSF primer antikor (eBioscience MP1- Cyt022E9)

GMCSF sekonder antikor (Cell signaling Anti-rat 1gG)

4.2.17. Rekombinant Bakuloviriisiin Hazirlanmasi ve Cogaltilmasi

Sf-9 hiicreleri (1,6 x 10° hiicre/4 ml) 25 cm? hiicre kiiltiirii flaskina Grace’s katkisiz
besiyeri kullanilarak ekildi ve tutunmalar1 i¢in 30 dakika biyogiivenlik kabininde, oda
1sisinda  bekletildi. Tutunmanin mikroskop ile dogrulanmasini takiben transfeksiyon
prosediirii  ireticinin  (Invitrogen,USA, BAC to BAC Baculovirus expression
system,transfection procedure) talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. pfCMV-CD,
pfCMV-GMCSF ve pfCMV-GFP bacmidlerin transfeksiyonlar1 ayni giin ve aym
kosullarda gerceklestirildi. Hiicreler 5 saat inkiibe edilerek bu siirenin sonunda mevcut
vasat %10 HI FBS igeren 4 ml Grace’s katkili bocek vasati ile degistirildi. Hiicreler iiretici
protokoliinde de belirtilen viral enfeksiyon belirtilerini gosterene kadar inkiibe edildi. Viral

enfeksiyon belirtileri goriildiigiinde besiyeri 15 ml toplama tiibiine alinarak 500g ‘de 5
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dakika santrifiij edildi. Bakuloviriisiin P1 stogu olan bu siipernatan 2 ml dondurma

tiiplerine alinarak fraksiyonlara ayrildi ve 4 “C’de 1s1ktan korunarak saklandi.
4.2.18. Bakuloviral Stogun Uretimi

P1 bakuloviral stok kullanilarak yiiksek miktarda rekombinant bakuloviriis elde edildi.
Bunun icin Sf-9 hiicreleri (4x10° hiicre/4 ml) katkili Grace’s besiyeri kullanilarak 25 cm?
hiicre kiiltiirii flaskine ekildi. Biyogiivenlik kabininde, oda 1sisinda, yarim saat tutunmalar1
i¢cin beklendi. Tutunmanin mikroskop ile dogrulanmasi sonras1 P1 viral stoktan ne kadar
alinarak transfeksiyon yapilmasi gerektigi ireticinin asagida verilen formil ile
hesaplanarak hiicrelere eklendi. Hiicreler viral enfeksiyon gozlemlenene kadar inkiibe
edildi. Viral enfeksiyon gozlemlendigi zaman 15 ml toplama tiibiine alinarak 500g ‘de 5
dakika santrifiij edildi. Bakuloviriisiin P2 stogu olan bu siipernatan 2 ml dondurma
tiiplerine alinarak fraksiyonlara ayrildi ve 4 °C’de 1s1iktan korunarak saklandi. Gerekli olan

viral titrasyona ulasana kadar P3,P4 vb. Stoklar ayn1 prosediir dogrultusunda hazirlandi.

Transfeksiyon i¢in gereken miktar (ml) = MOI (pfu/hiicre) x hiicre sayisi

Viral stok titrasyonu (pfu/ml)
MOI = Enfeksiyon i¢in kullanilan viriis pfu / hiicre sayis1
4.2.19. Bakuloviriis Titrasyonunun Belirlenmesi
4.2.19.1. Viral Plak Deneyi

Viral plak deneyi viriis titrasyonunun altin standart1 olarak kabul edildigi i¢in viral plak
deneyi yapildi. Protokol i¢in Abcam ® (Abcam, Cambridge,USA) protokolii onceki
deneyimlerimizle bazi modifikasyon yapilarak kullanildi.Protokol asagida verildigi

sekildedir:

Sf-9 hiicreleri %10 FBSIi Grace’s katkili bocek besiyeri kullanilarak 6 kuyucuklu kiltiir
kaplarina ekildi. Hiicre dolulugu %90-100 olana kadar 24 saat boyunca 27 °C’de
inkiibasyona birakildi. Doluluk dogrulandiginda serumlu vasat ¢ekildi ve hiicreler PBS ile
iki kez yikandi. Viral diliisyonlar (10210 ,10%107%, 10 ikili ¢aligilacak sekilde her
kuyuya 500 pl koyuldu ve 27 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. %10 FBSIli Grace’s
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katkili bocek besiyeri iceren %3 diisiikk erime 1sili agaroz karisimi hazirlanarak 1lik,
donmamis karigimdan 2 ml alinarak her kuyuya eklendi. Plaklar 4 giin boyunca 27 “C’de
inkiibe edildi. Bu siire¢ sonrast hazirlanan %3,65 lik formaldehitten 2 ml alinarak kuyulara
koyulur ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Formaldehit ile eriyen agar uzaklastirildi ve
son olarak %0,5 lik Kristal viyole plaklara eklenerek 5 dk oda isisinda inkiibe edilerek
koloni sayimi1 gerceklestirildi. Viral titrasyon asagidaki formiil ile hesaplandi:

pfu/ml = plak sayis1 X 10 X sulandirma faktorii
4.2.20. Sitotoksisite Deneyi

Sitozin deaminaz/5-FC sisteminin invitro etkinligini degerlendirmek igin sitotoksisite
deneyi yapildi. Sitotoksisitenin 6l¢iilmesi amaciyla en sik kullanilan yontemlerden biri
olan XTT testi kullanildi. XTT calisma prensibi MTT ile ayni sekildedir. XTT, MTT gibi
hiicre canliligimi degerlendirmek igin kullanilan kolorimetrik bir deneydir. indirgenme
reaksiyonu sonucunda renksiz yada acik sar1 olan XTT turuncu renge dontismektedir.

XTT deneyi icin Biological industries markast kullanildi ve deney firmanin kullanim
talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi.

Viral plak deneyi ile bulunan viral titrasyona gore (’£’>X106 pfu/ml) viral diliisyonlar
gerceklestirildi.

*Deneyimizde 100 MOI virus vererek diliisyonlar: buna gore hesaplandi ve 100, 50, 20, 10
ve 1 MOI dozlarinda kuyucuklara virus eklendi.

Ertesi giin virus verilen hiicrelere 5-FC verildi (500 pM/kuyu).

72 saat inkiibasyonu takiben 5-FC verilen hiicrelere XTT ajani eklendi. 2,5 saat sonra

okuma yapildi.
4.2.21. Bakuloviriisiin Mezenkimal Kok Hiicreye Yiiklenmesi

MKH’ler 75 cm? yiizey alanlar hiicre kiiltiirii flasklarina 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
500 ul virus (0,3 MOI) ile transfekte edildi.
1 saat karistiricida hafifce sallandi.

37 °C’ye overnight inkiibasyona birakildi.
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4.2.22. MKH’in Transfeksiyon Veriminin Akim Sitometri ile Belirlenmesi

MKH deki bakuloviral virus transfeksiyon verimini degerlendirmek amaciyla GFP geni
tastyan vektor kullanildi. GFP igeren virus ile transfeksiyonu izleyen 72. saatte hiicreler %
0,25 tripsin ile yiizeyden kaldirilarak 500xg’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklastirilirak hiicre pelleti PBS’te yeniden siispansiyon haline getirildi. Floresan
mikroskopta degerlendirme icin preparat hazirland1 ve ayrica transfeksiyon oranmi akim

sitometri ile hesaplandi.
4.2.23. Frozen Teknigi ile Transfeksiyonun Belirlenmesi

Dondurulmus dokudan mikrotomla kesilen 6rnegin hemen mikroskopla incelenmesine
dayanan bir yontemdir. Farelerin kuyruk veninden GFP eksprese eden bakuloviral
vektorler verilmistir. Ayrica direkt tiimor dokularina verilmisler ve floresan mikroskopta

bu kesitler incelenmistir.
4.2.23. Farelerde Tiimor Olusturma

6-8 haftalik BALB/c farelere (her grupta 5 adet, 4 grup fare) 5x10° CRL2638 hiicresi
subkutan olarak enjekte edildi. Fareler tiimdrleri 1500 mm3 hacime ulaginca sakrifiye
edildi. Bacmid pfCMV-GFP ile yiiklii MKH’lerin organlara olan gogiiniin izlenmesi igin
akciger, karaciger ve dalak alinarak frozen preparatlar yapildi ve floresan mikroskopta

incelendi.

Tiimdr takibi ise su sekilde yapildi: Timor boyutlart her glin timormetre ile 6lgiildii ve
timor hacimleri modifiye elipsoid formiilii ile % (uzunluk x genislik2) hesaplandi. Timor
hacmi yaklagik 50 mm3 e ulastiginda MKH yiiklii bakuloviral vektorler subkiitan olarak
tiimdre komsu bolgeye enjekte edildi. Takip eden ii¢ giin CD vektoriinii igeren gruba 5-FC

(5-fluorositozin) verildi ve tiimdrler 1500 mm3 oluncaya kadar takip edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Genlerin PZR ile Cogaltilarak Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

bp 1: 100 bp belirteg (invitrogen)
10-11: GFP PZR
12-13: GM-CSF PZR
20: 1 kb belirteg (Amresco)

1 23 456 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

2072 bp
%1500 bp

= &00

—
—
—
p—
pm—
J—
—

~=600 bp

- 100

Sekil 5.1.1. GFP ve GM-CSF PZR

GFP geni pacAd5CMVGFP ve GM-CSF geni ise daha Once laboratuarimizda insa edilmis olan
pAdCMVGM-CSF vektoriinden boliim 4.2.2de belirtilen primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. GFP (10
ve 11. sira) yaklagik 600bp ve GM-CSF (12 ve 13. sira) ise 450bp biiyiikliigiinde bantlar izlendi (Sekil 5.1.1).

1500 bp

1-2: CD PZR
3: 100 bp belirteg (invitrogen)

Sekil 5.1.2. CD PZR

Sitozin deaminaz geni de yine laboratuarimizda daha 6nce insa edilmis olan pShuttleCMVCD plazmidinden
boliim 4.2.2°de belirtilen primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Yaklagik 1200 bp biiyiikliigiinde bir bant
izlendi (Sekil 5.1.2, 1. ve 2. sira)

5.2. PCR Blunt Vektoriine Klonlamanin Dogrulanmasi

Bir onceki boliimde ¢ogaltilan CD, GFP ve GM-CSF genleri pCRBlunt plazmidlerine
klonlandi. Daha sonra her ii¢ plazmid (pCR-GMCSF, pCR-GFP ve pCR-CD) EcoRI
enzimi ile kesilerek dogrulama islemi yapildi. Kesim sonucunda pCR-GMCSF i¢in
yaklasik 450 bp (Sekil 5.2.1, 2-6. sira), pCR-GFP igin yaklasik 600 bp (Sekil 5.2.2, 7. ve 9.
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sira) ve pCR-CD igin ise yaklasik 1200 bp (Sekil 5.2.3, 2. sira) biiyiikliigiinde bant elde
edilen koloniler dogru ligasyon olarak belirlendi ve sonraki agamalar i¢in bu koloniler

cogaltilarak plazmid saflastirilmasi yapildi.

1: 100 bp belirteg (invitrogen)
2-6: pCRBIlunt-GMCSF ligasyonunun EcoR |
enzimi ile kesilerek dogrulanmasi

Sekil 5.2.1. pCRBIlunt-GMCSF ligasyonunun EcoR I enzimi ile kesilerek dogrulanmasi

1: 100 bp belirteg (invitrogen)
7: pCRBIunt-GFP ligasyonunun EcoR | enzimi ile
kesilerek dogrulanmasi

Sekil 5.2.2. pCRBIlunt-GFP ligasyonunun EcoR I enzimi ile kesilerek dogrulanmasi

1: 100 bp belirteg (NEB)
2: pCRBIunt-CD ligasyonunun EcoR | enzimi ile
kesilerek dogrulanmasi

Sekil 5.2.3. pCRBIlunt-CD ligasyonunun EcoR I enzimi ile kesilerek dogrulanmasi
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5.3. pFastBAC1 Vektoriine Klonlamanin Dogrulanmasi

Spe CMV Sphi

4775bp u

~720bp =
Primerler ile

10000 bp
8000 bp

e 1500 bp

1000 bp
700 bp
500 bp

300 bp

Sekil 5.3.1. pfastBAC-CD
ligasyonunun EcoR |
enzimi ile kesilerek
dogrulanmasi

Sekil 5.3.2. Axygen 1 kb

Jel goriintiisii

1- 4775 bp ana vektor,~720 bp CMV geni (10 pl yiikleme, mikro kuyucuk)
2- Marker (1 kb Axygen)

3- 4775 bp ana vektor,~720 bp CMV geni (5 pl yiikleme, mikro kuyucuk)

| ]

pFastBac™1
4775 bp

47750p

|

~1300 bp ™

~720bp -
Primerler ile

Sekil 5.3.3.CD ve CMV geni ligasyon
dogrulama, %1 lik agaroz jel

Jel goriintiisit

1. 4775 bp ana vektér, ~1300 bp CD geni~720 bp
CMV geni (5 pl yiikleme, mikro kuyucuk)

2. Marker (1 kb Axygen)

pFastBac™1
4775 bp

[

Sekil 5.3.4. GM-CSF geni ligasyon
dogrulama, %1 lik agaroz jel

Jel goriintiisit

1. Marker (1 kb Axygen)

2. 4775 bp ana vektor, ~423 bp GM-CSF
geni,~720 bp CMV geni (5 pl yiikleme, mikro
kuyucuk)
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pFastBac™1
4775 bp

Sekil 5.3.5. GFP geni ligasyon
dogrulama, %] lik agaroz jel
Jel goriintiisii

1. Marker (1 kb Axygen)

2. 4775 bp ana vektér, ~900 bp GFP geni~720 bp
CMYV geni (5 pul yiikleme, mikro kuyucuk)



5.4. Dizi Analizi Sonuclari

Elde edilen pFastBac-CD, pFastBac-GMCSF, pFastBac-GFP plazmid vektorlerinde yer
alan transgenler olas1 mutasyonlar agisindan dizi analizi (laboratuvarimiz disinda 6zel bir
merkezde (RefGen, Ankara) yaptirilmistir) yapildi. Elde edilen diziler daha sonra hem
orijinal ticari plazmiddeki ilgili gen niikleotid dizisi ile hem de web den NIH nucleotid veri
tabaninda kontrol edildi. Asagida CD (sitozin deaminaz) geninin ileri (forward) primerin
sekans sonuglar1 drnek olarak verilmistir. Ileri analizler (klonlanan genlerin dizilerinin
primerlerin ¢akistirilarak bulunmasi ve genom veri tabanindan taranmasi vb.) primerlerin

dizi analizleri ile gerceklestirildi.

O e = B & o N |II||||IIIII||||l|||||l!|l||.|.||||||.|I
A CAT TAGT TCATA GCEC LLLLL GTTCCGCGOGTTACATAACTTAC GGTAAAT G GC
o 80 90 100 1m0 |2Q 130 140 150

| u\ It \“‘ \" n i
if(\ “ \J\ J\f \[\ \I\l\“J} |/ \ mw |\ ’\(

1 voel-d- LB a4 b
A T AAT TA AT TAGT TCATA ATATAT GGAGTTCCGC BT TACATAACTTACGGTAAAT GG
7o 80 90 100 10 120 130 140 5
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5.5. Genom Veri Tabanindan Karsilastirma Sonuclari

Ornek yine CD (sitozin deaminaz) geni i¢in verilmistir.
Sequence ID: Icl|43789Length: 1306Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 28 to 969

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

1716 bits (929) 0.0 938/942 (99%) 1/942 (0%) Plus/Plus

Query 11 ATTATTACCGCCCGGTTACCAGGCGAAGAGGGGCTGTGGCAGATTCATCTGCCGGACGGA 70
Shjct 28 ATTATTAACGCCCGGTTACCAGGCGAAGAGGGGCTGTGGCAGATTCATCTGCAGGACGGA 87

Query 71 AAAATCAGCGCCATTGATGCGCAATCCGGCGTGATACCCATAACTGAAAACAGCCTGGAT 130
Shjct 88 AAAATCAGCGCCATTGATGCGCAATCCGGCGTGATGCCCATAACTGAAAACAGCCTGGAT 147

Query 131 GCCGAACAAGGTTTAGTTATACCGCCGTTTGTGGAGCCACATATTCACCTGGACACCACG 190
Shjct 148 GCCGAACAAGGTTTAGTTATACCGCCGTTTGTGGAGCCACATATTCACCTGGACACCACG 207

Query 191 CAAACCGCCGGACAACCGAACTGGAATCAGTCCGGCACGCTGTTTGAAGGCATTGAACGC 250
Shjct 208 CAAACCGCCGGACAACCGAACTGGAATCAGTCCGGCACGCTGTTTGAAGGCATTGAACGC 267

Query 251 TGGGCCGAGCGCAAAGCGTTATTAACCCATGACGATGTGAAACAACGCGCATGGCAAACG 310
Shjct 268 TGGGCCGAGCGCAAAGCGTTATTAACCCATGACGATGTGAAACAACGCGCATGGCAAACG 327
Query 311 CTGAAATGGCAGATTGCCAACGGCATTCAGCATGTGCGTACCCATGTCGATGTTTCGGAT 370
Shjct 328 CTGAAATGGCAGATTGCCAACGGCATTCAGCATGTGCGTACCCATGTCGATGTTTCGGAT 387

Query 371 GCAACGCTAACTGCGCTGAAAGCAATGCTGGAAGTGAAGCAGGAAGTCGCGCCGTGGATT 430
Shjct 388 GCAACGCTAACTGCGCTGAAAGCAATGCTGGAAGTGAAGCAGGAAGTCGCGCCGTGGATT 447

Query 431 GATCTGCAAATCGTCGCCTTCCCTCAGGAAGGGATTTTGTCGTATCCCAACGGTGAAGCG 490
Shjct 448 GATCTGCAAATCGTCGCCTTCCCTCAGGAAGGGATTTTGTCGTATCCCAACGGTGAAGCG 507

Query 491 TTGCTGGAAGAGGCGTTACGCTTAGGGGCAGATGTAGTGGGGGCGATTCCGCATTTTGAA 550
Sbjct 508 TTGCTGGAAGAGGCGTTACGCTTAGGGGCAGATGTAGTGGGGGCGATTCCGCATTTTGAA 567

Query 551 TTTACCCGTGAATACGGCGTGGAGTCGCTGCATAAAACCTTCGCCCTGGCGCAAAAATAC 610
Shjct 568 TTTACCCGTGAATACGGCGTGGAGTCGCTGCATAAAACCTTCGCCCTGGCGCAAAAATAC 627

Query 611 GACCGTCTCATCGACGTTCACTGTGATGAGATCGATGACGAGCAGTCGCGCTTTGTCGAA 670
Shjct 628 GACCGTCTCATCGACGTTCACTGTGATGAGATCCGATGACGAGCAGTCGCGCTTTGTCGAA 687

Query 671 ACCGTTGCTGCCCTGGCGCACCATGAAGGCATGGGCGCGCGAGTCACCGCCAGCCACACC 730
Sbhjct 688 ACCGTTGCTGCCCTGGCGCACCATGAAGGCATGGGCGCGCGAGTCACCGCCAGCCACACC 747

Query 731 ACGGCAATGCACTCCTATAACGGGGCGTATACCTCACGCCTGTTCCGCTTGCTGAAAATG 790
Shjct 748 ACGGCAATGCACTCCTATAACGGGGCGTATACCTCACGCCTGTTCCGCTTGCTGAAAATG 807

Query 791 TCCGGTATTAACTTTGTCGCCAACCCGCTGGTCAATATTCATCTGCAAGGACGTTTCGAT 850
Sbhjct 808 TCCGGTATTAACTTTGTCGCCAACCCGCTGGTCAATATTCATCTGCAAGGACGTTTCGAT 867

Query 851 ACGTATCCAAAACGTCGCGGCATCACGCGCGTTAA-GAGATGCTGGAGTCCGGCATTAAC 909
Sbhjct 868 ACGTATCCAAAACGTCGCGGCATCACGCGCGTTAAAGAGATGCTGGAGTCCGGCATTAAC 927

Query 910 GTCTGCTTTGGTCACGATGATGTCTTCGATCCGTGGTATCCG 951
Shjct 928 GTCTGCTTTGGTCACGATGATGTCTTCGATCCGTGGTATCCG 969
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Her iki karsilastirma sonucunda da pFastBAc tastyici vektoriilere klonladigimiz GMCSF,
GFP ve CD genlerinde mutasyon izlenmedi.

5.6. Rekombinant Bacmid DNA Eldesi

pFastBAC-CMV-CD, pFastBAC-CMV-GFP ve pFastBAC-CMV-GMCSF plazmidleri
icerisinde mekik vektdr barindiran MAX Efficiency DHIOBAC hiicrelere transforme
edildi. Plazmidlerde yer alan CMV-transgen bolgeleri mekik vektordeki B-galaktozidaz
bolgesine yerleserek rekombinant bakulovirus meydana getirmesi beklenmektedir. Ekim
sonrast rekombinasyonun gergeklestigi vektorlerin bulundugu kolonilerdeki bakteriler X-
Gal i pargalayamadigi igin beyaz olarak goériinmesi beklenmektedir (Sekil 5.6.1). Daha
sonra lireyen beyaz kolonilerin yeniden diliisyonel ekimi ile elde edilen beyaz koloniler

(Sekil 5.6.2, Sekil 5.6.3) alinip s1v1 besiyerinde ¢ogaltilarak saflastirild.

Sekil 5.6.1. Diliisyon yapilmadan ekilen Sekil 5.6.2. Diliisyon yapilarak ekilen 6rnek
ornek

Sekil 5.6.3. Diliisyon yapilarak ekilen 6rnekten tek koloni ekimi
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5.7. Rekombinant Bacmid DNA’nin PZR ile Cogaltilip Dogrulanmasi

Bir onceki basamakta cogaltilan beyaz koloniler saflastirildi ve transgenin (CMV ile
birlikte CD, GFP veya GMCSF) yerlestigi bolge PZR ile cogaltilarak jelde yiiritiildi.
Yaklasik olarak 2300 bp + transgen (bp olarak) bant elde edilmesi durumunda vektordeki
ligasyon dogru olarak kabul edildi (Bac to Bac Exprression systems, Invitrogen), Carlsbad,
USA). Sekil 5.7.1 ve Sekil 5.7.2 de CMV ve CD genlerini tasiyan rekombinant bakuloviral

vektoriin PZR sonuglar1 sunulmustur.

Sekil 5.7.1. CD-Bacmid PZR

Sekil 5.7.2. CD-Bacmid PZR (3 ng DNA ile tekrar1)
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5.8. In vivo Bakuloviriis Transfeksiyonunun Dogrulanmasi

Elde ettigimiz rekombinant bakuloviral vektoriin bocek hiicrelerinde ve memeli
hiicrelerine girip gen ifadesine yol a¢tigimi gdstermek amaciyla Sf-9 hiicreleri ile in-vitro
ve BalBc farfelerde CRL26538 kolon kanseri hiicreleri ile olusturulan tiimor dokusunda ve
yine BalBc farelerin karaciger dokusuna vektor enjeksiyonu ile bu dokulardaki gen

ifadesini degerlendirmek amaciyla GFP tasiyan bakuloviral vektorler enjekte edildi.

5.8.1. Floresan Mikroskop ile Dogrulama

Sf-9 hiicreler CMVpromoter ve GFP geni tagiyan rekombinan bakuloviral ile transfekte

edildikten sonraki 48. saatten itibaren enfekte hiicrelerde yesil floresan protein ifadesi
izlenmeye baglad1 (Sekil 5.8.1).

Sekil 5.8.1. Sf-9 hiicrelerinde GFP ekspresyonu (400 X)

5.8.2. Frozen ile Dogrulama

Memeli hiicrelerinde in-vivo olarak bakuloviriis transfeksiyonun degerlendirmek amaciyla
GFP tasiyan bakuloviral vektor tiimor dokusuna ve karacigere enjekte edildi (yaklasik
olarak 10° viral partikiil). Kontrol olarak da GFP igermeyen diger vektorler kullanildi.
Yaklasik 96 saatlik siire sonunda timor ve karaciegr dokulari alinarak frozen kesitler
hazirland1 ve floresan mikroskopda incelendi. Kontrol grubunda tiimor hiicrelerinde GFP
ifadesi izlenmez iken GFP vektorii enjekte edilen tiimor dokularinda GFP 1s1masi izlendi
(Sekiller 5.8.2-5). Karacigere yapilan enjeksiyon sonrasinda ise 96. saatte karacigerde

timor dokusuna oranla daha belirgin bir GFP ifadesi izlendi (Sekiller 5.8.6-7). Ancak
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sekil 5.8.7 deki goriintiide tiim hiicrelerin transfekte olmus gibi goriiniiyor olmas1 kesitin

katlanmig olabilecegini diigiindiirmektedir.

Sekil 5.8.2. Kontrol ~ grubunun 151k
mikroskobundaki gériintimii

Sekil 5.8.3. Kontrol grubunun floresan
mikroskoptaki goriintimii

Sekil 5.8.4. GFP geni igeren grubun 151k
mikroskobundaki goriiniimii-1

Sekil 5.8.5. GFP geni igeren grubun
floresan mikroskoptaki
goriiniimii-1
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%y Sekil 5.8.6. GFP geni igeren grubun
X 151k mikroskobundaki
goriiniimii-2

Sekil 5.8.7. GFP geni igeren grubun
floresan mikroskoptaki
gOriiniimii-2

GFP geni tasiyan vektor enjeksiyonunu takibeden 96 saat sonraki Fare frozen karaciger dokusunda GFP
ifadesi (Floresan mikroskop 400x)

5.8.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Bakulovirus Transfeksiyonunun Akim Sitometri

ile Dogrulanmasi

Elde ettigimiz bakuloviral vektdrlerin meznekimal kok hiicreleri transfekte edip etmedigini
test etmek amaciyla P1 stoktan (viral titrasyonu <10°) MKH lere transfeksiyon yapildi. 72
saatlik inkiibasyon sorasinda hiicreler tripsinize edilerek silispansiyon haline getirildi ve
akim sitomterisi ile GFP pozitif hiicrelerin oranlar tayin edildi. Sekil 5.8.8’de goriildigi
gibi transfeksiyon i¢in kulanilan virus dozu arttikga GFP pozitif hiicre oranlarinda da artis

izlendi.
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Sekil 5.8.8. GFP geni iceren virlisin MKHlere transfeksiyonun akim sitometri ile
dogrulanmasi
A-MKH lerin 1 moi GFP Bacmid ile transfeksiyonu, B- MKH lerin 10 moi GFP Bacmid ile transfeksiyonu,

C- MKH lerin 20 moi GFP Bacmid ile transfeksiyonu, D- MKH lerin 50 moi GFP Bacmid ile transfeksiyonu,
E- MKH lerin 100 moi GFP Bacmid ile transfeksiyonu
5.9. Western Blot ile Rekombinant Vektor ile Memeli Hiicrelirinde ifade Edilen

Proteinlerin Gosterilmesi

Yaklasik 100 MOI vektér (CMV-CD veya CMV-GMCSF genleri tasiyan) ile enfekte
edilen CRL26-38 hiicreleri yaklasik 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda toplanarak hiicre
lizat1 hazirlandi ve bu hiicre lizatinda CD veya GM-CSF protein ifadesi Western blot
(denature) yontemi ile gosterildi. CRL-2638 hiicrelrinde CMV-GMCSF vektori ile
transfekte edildiginde yaklasik 23 kDa agirliginda bir proteien ifade ettikleri bulundu

(Sekil 5.9.3).
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Sekil 5.9.1. 2D jel goriintiisii

— 46 -

EI BERIN

RINNNIN

Blot | —7
Thermo scientificNEB

Sekil 5.9.2. Transfer sonrast membranin ponza boyast ile boyanmasi (GM-CSF)

(Thermo scientific spectra multicolor low range protein ladder,26628
NEBColorplus prestained protein marker,broad range (7-175 kDa)

Sekil 5.9.3. Filmde GM-CSF antikoru ile muamele sonrast GM-CSF’nin gosterilmesi

5.10. Bakuloviriis Titrasyonunun Belirlenmesi
5.10.1. Viral Plak Deneyi ile Belirleme

Elde edilen bakuloviral stoklar, invitro ve in-vivo deneylerde kullanilmadan 6nce doz
belirlemek amaciyla viral plak yontemi ile viriis titrasyonu yapildi. P2 stoklardan yapilan
deneylerde virus titrasyonu 1x10° pfu/ml civarinda iken (Sekil 5.10.1 ve 2) P5 stoktan

yapilan degerlendirmelerde viriis titrasyonu 10%-10'° pfu/ml arasinda degismekteydi.
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Sekil 5.10.2. Notral kirmizi ile boyama

viral titrasyon: 3 X 10° pfu/ml olarak hesapland.
5.11. Hayvan Deneyleri
5.11.1. Deney Hayvanlarinda Tiimoér Olusturma

In-vivo deneyler i¢in fare kolon kanseri modeli olusturuldu. Bu amagla 6-8 haftalik BalBc
farelere subkiitan olarak 5x10° CRL-2638 fare kolon kanseri hiicresi enjekte edildi (Sekil
5.11.1). Tumdr enjeksiyonunu takiben 4. gilinden itibaren subkiitan tiimor nodiilleri
izlenmeye baslandi. Rekombinant vektorlerin anti-tiimoral etkinligini degerlendirmek i¢in

tiimor enjeksiyonunun 6. giinde 5’er fareden olusan rastgele gruplar olusturuldu:
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Grup: Kontrol
Grup: CD geni tastyan vektor (10° viral paritkiil)
Grup: CD vektrii (5x10 viral paritkiil) ve GM-CSF vektorii (5x10’ viral partikiil)

1.
2.
3.
4.

Grup: GFP vektorii verilen (10° viral partikiil)

Sekil 5.11.1. 5x10°> CRL2638 hiicresinin subkutan
olarak enjeksiyonu

Timor enjeksiyonu 1.glin

Sekil 5.11.2. Gelisen tiimorler (10. Giin)
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5.11.2. Tumor Bilyiime ve Sagkalim Egrileri

Insa ettigimiz vektorlerin tiimor biiyiimesi acisindan etkinligine bakildiginda CD
vektoriinii tek bagina veya CD vektorti ile birlikte GM-CSF vektorii verilenlerde tliimdrlerin
belirgin olarak daha yavas gelistigi izlendi (Sekil 5.12.2). Yine benzer olarak aym
gruplardaki fareler diger gruplara gore belirgin olarak daha uzun yasadilar. Medyan

sagkalim siireleri kontrol ve GFP gruplarinda 18 giin iken CD grubunda 30 giin ve CD ve

GMCSF grubunda ise 25 giin olarak bulundu.
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Sekil 5.11.3. Tiimér biiyiime egrileri”

*Gruplar aras1 tiimér boyut farkliliklar1 “Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.

|
1.0 - r.. _———
. 1
L 1
3 r: "
- 1
|_:_ IcD
- 1 T
= .6 -
E s cReguos
op
2 :
Kontrol
=lcrp
0.0 -
] 10 20 30 40
Gun
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p degeri= 0.0049

"Sagkalim egrileri analizinde Kaplan-Meier kullanilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kanser gilinlimiiziin 6nemli saglik problemlerinden biridir. Ancak sifa oranlarina
bakildiginda genel olarak son 20 yilda yaklasik olarak sadece % 5 lik bir iyilesmeden sz
edilebilir (69).

Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi artirmak i¢in bir¢ok tedavi
modaliteleri kullanilsa da hala ciddi bir iyilesme elde edilememistir. Son yillarda gen
tedavisindeki gelismeler ve FDA tarafindan onaylanan iiriinler timit vaad edici olmus, gen

tedavisinin katkisini ortaya koymustur.

Bu calismada intihar geni olarak sitozin deaminaz genini tagiyan bakuloviral vektorlerin
mezenkimal kok hiicrelere yiiklenerek bu hiicrelerin tiimor tropizminden yararlanmay1
boylece, on ilag verildiginde yalnizca timér dokusunda etkisini gdsterebilmesi

amaglanmistir. Sonuglar hayvan deneylerinden elde edilen veriler ile degerlendirilmistir.

MKH’ler son yillarda baz1 6zellikleri nedeni ile gen tedavisinde 6nemli tasiyicilar olarak
gosterilmektedir. Omnegin dolasima verildiklerinde tiimér dokularina gog ettikleri
bilinmektedir. Bu hiicrelerin timor secgici Ozelliklerinin ise Onemli Ol¢lide tiimor
hiicrelerinin olusturdugu kronik inflamasyon, salgilanan bazi sitokinler ve biiylime
faktorlerine bagl oldugu disiiniilmektedir (76). Anjiogenez artisi olan bolgelere ve/veya
stroma olusum bolgelerine go¢ etme 6zellikleri nedeniyle de kanser tedavisinde potansiyel

bir ara¢ olarak dikkat ¢ekmektedirler.

MKH’lerin bir diger avantaji; in vitro ortamda kolayca manipiile edilebilmeleridir. Bu
sayede gen tedavisi vektor tasiyicisi olarak kullanilabilirler. Son yillarda lentiviruslar, retro
viruslar ve plazmidlerle transdiikte edilen MKH’lerin kanser tedavisinde basarili
olabilecegini gosteren ¢alismalar yayinlanmigtir (80-82). Ayrica, bdcek virusundan
(Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus) elde edilen bakuloviral vektorlerin
(BVV) gen aktariminda basari ile kullanilabilecegi gosterilmistir. Bir DNA virusu olan
BVV memeli hiicrelerine kolayca girebilmekte ve hiicre i¢inde ¢ogalmadan ve herhangi bir
toksisiteye yol agmadan kalabilmektedir (83). Yaklasik 130 kB’lik genomu nedeniyle ¢ok
bliylik genlerin transferine imkan verebilmektedir. BVV’in MKH'leri transdiikte
edebildikleri  gosterilmistir  (84,85). Transdiikkte edilen MKH’lerin allojenik
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transplantasyonu sonrasinda bu hiicrelerin alicida yerlesebildigi ve reddedilmedigi
gosterilmistir. Bakuloviral vektorlerle transdiikte edilen MKH in hayvan modellerinde
giivenle kullanilabildikleri bildirilmistir. Bakuloviral vektorlere karst memelilerde dogal
bagisikligin olmamasit ve bu vektorlerle in vitro olarak transdiikte edilen hiicrelerin
transfiizyonu ile ¢alisilan immiinkompetan hayvan modellerinde bu hiicrelere karsi bir
immiinitenin gelismemis olmasi s6z konusu vektorlerin insan kanserlerinin tedavisi igin

cekici hale getirmektedir.

Bakuloviral vektorler gen tedaviden ziyade siklikla rekombinant protein eldesi igin
kullanilmistir (gizelge 2.2). Ancak bu firmalar tasiyici olarak yine adenoviriis, adeno
baglantili viriis, herpes simplex viriis gibi viriisleri kullanmaktadirlar, gen ekspresyon
vektorii olarak bakuloviral plazmidler kullanilmaktadir. Bunlarin disinda intihar geni
tastyan BVV ile transdiikte edilmis kemik iligi kokenli MKHin insan glioma hiicrelerinin
kullanildigi tiimoér modelinde tiimor biliylimesini anlamli 6l¢lide baskiladigi ve sagkalimi
belirgin olarak uzattigi bir ¢alisma vardir (84). Bu anlamda, mevcut tez ¢aligmasi kanserde
mezenkimal kok hiicrelerin tasiyic1 olarak, bakuloviriislerin ekspresyon vektorii olarak

kullanildig: sayili calismalardan olma 6zelligi tasimaktadir.

Bakuloviral vektorler genelde terapotik proteinlerin liretiminde kullanilmis olmakla birlikte
memeli hiicrelerine de girdiginde uygun promoter takilmasi halinde gen ifadesi s6z konusu
olabilmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda CMV promoter tasiyan rekombinant bakuloviral
vektorlerin (6r. GFP) memeli hiicrelerinde gen ifadesi yaptigini gosterdik (Sekil 5.8.5,
Sekil 5.8.7). Elde ettigimiz bakuloviral vektorler memeli hiicrelerini (fare ve insan)
yaklagik 12 saatlik inkiibasyon sonrasi1 enfekte edebilmektedir. Memeli hiicrelerini enfekte
edebilme potansiyeli adenoviriislere nazaran daha diisiiktiir. Ancak 12 saatlik enfeksiyon
sonrasi yaklasik 100 moi dozunda fare mezenkimal kok hiicrelerinde yaklasik %30 luk bir
vektor ifade orani elde edilmistir (Sekil 5.8.8). Bu oran da gen tedavisi agisindan etkili

olabilecek bir orandir.

Bakuloviriisler barindirdigi pek cok 6zellik dolayisiyla gen tedavisi icin dnemli bir vektor
olmakla birlikte diger vektorler ile (6rnegin adenoviral vektorler) kiyaslandiginda daha
diistik titrede elde edilebilmektedirler. Yaptigimiz ¢calismada her ne kadar hayvan deneyleri

i¢cin adenoviral vekdrlerle yapilan ¢aligmalardakine yakin titrede virus elde ediblimis olsak
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da daha yiiksek titrasyonlarin elde edilmesi i¢in mevcut tekniklerin gelistirilmesine ihtiyag

vardir.

Hayvan deneyleri verilerine baktigimizda yaptigimiz arastirmada kontrol grubu, MKH
tastyicilt CD ve GM-CSF igeren vektorlerin birlikte verildigi grup ile karsilastirildiginda
yaklasik 2.5 kat daha fazla tiimor yiikiine sahiptir. Kontrol grubu, MKH tasiyicili CD
vektori ile kiyaslandiginda ise 4 kat daha fazla tiimor yiikiine sahip oldugu goériilmektedir.
GM-CSF immiinmodiilator bir sitokindir. Dolayisiyla her ne kadar bu sitokini eksprese
eden vektoriin uygulandig farelerin tiimorlerinde GM-CSF’nin anti timdr immuniteyi
arttirmasi dolayisiyla daha fazla bir regresyon beklense de yalnizca CD genini eksprese
eden MKH tasiyicili CD vektoriindeki timor hacmi daha azdir. Sagkalim egrilerine
bakildiginda yine bununla korele sonuclar goriilmektedir. Kontrol grubundaki fareler
21.glinde 6lmiis, MKH tastyicili CD ve GM-CSF vektorleri uygulanan farelerin %50si
30.gilinde halen yasarken, sadece MKH tasiyicili CD vektorii uygulanan farelerin ise %65i
30.glinde yasamaktadir. GM-CSF’nin etkilerinin daha az goriilmesi ya da goriilmemesi iki
vektoriin ayn1 anda farelere uygulanmasi olabilir. Bazi hiicrelere yalnizca CD eksprese
eden vektor girebilir, bazilarina yalnizca GM-CSF eksprese eden vektor girebilir ya da her
iki vektor ayni hiicreye girebilir ancak tiim bu durumlarin gen ekspresyonlarini diigiirmesi
olasidir. Ayrica, MKH tasiyicili CD vektorii uygulanan farelerin 30.giinde %35 kadar
Olmistlir ancak uygulanan tedavi 500 mg/kg/giin olacak sekilde bir hafta boyunca
uygulanmistir. Bakuloviral sistemlerde iiretilen gen ftirtinlerinin,rekombinant proteinlerin,
yarilanma Omiirlerinin kisa oldugu Grossmann M. ve arakadaslar1 tarafindan ifade
edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda ve buna ilave olarak insanlarin bakuloviral vektorlere
bagisikliginin  olmamasi1 goéz Oniline alimirsa kullandigimiz vektorlerin  tekrarlayan
dozlarmin kullanimi ile sagkalim daha da arttirilabilinir. Bu projeden elde ettigimiz
vektorlerin tekrarlayan uygulamalart ve daha yiiksek dozlardaki etkinligi daha sonra

yapacagimiz arastirmalarda test edilecektir.

Bu tez ¢alismasi ile bir memeli promoter1 olan CMV promoter1 kullanilarak insa edilen
bakuloviral vektorlerin etkili bir sekilde memeli hiicrelerini transfekte edebildigi (sekil
5.8.5, sekil 5.8.7), yiiksek miktarda titrasyon ile elde edilebildikleri (sekil 5.10.1),
MKH’lere etkili bir sekilde yiiklendigi (sekil 5.8.8) ve sonugta MKH’lerin tasiyict olarak
kullanildigi, CD ve/veya GM-CSF genlerini eksprese eden bakuloviral vektorlerin kontrol

grubuna oranla kolon kanseri olusturulan farelerde timorii gerilettigi gosterilmistir.
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Tasiyict olarak kullanilan mezenkimal kok hiicrelerin 6n ilag verilip barindirdigt
bakuloviral vektordeki CD geni aktivitesi sonucu olusan 5-florourasil ile Olmeleri
beklenmektedir. Ancak olusan 5-FU etkisi ile MKH’in Olmeleri bekleniyor olsa da,
hipotezimizin dokudaki MKH belirtecleri ile daha ayrintili arastirilmasi gerekmektedir.
Ayrica, MKH in tiimér mikorgevresinde meydana getirebilecegi olasi immiinsiipresif
etkilerin de ayrintili olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Tez ¢calismamizin devam eden
asamalarinda bahsedilen noktalarin aydinlatilmasi i¢in ayrintili c¢aligmalara devam

ediyoruz.
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KOLON KANSERI GEN TEDAVISINDE BAKULOVIRAL VEKTORLER
Sedef Hande Aktas "Hakan Akbulut, 'Fikri i¢li, 2Murat Elgin, 3Arzu Céleri

Ankara Universitesi 'Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dali; Fen Fakiiltesi 2Biyokimya ve *Biyoloji Bélumleri, Ankara

GIRIS ve AMAG

Gen tedavisi kanserde Umit vadeden tedavi ydntemlerinden biridir. Bu amagla basta
adenovirtsler olmak Gzere degisik viral vektérler terapétik genleri timér hicrelerine
tasimak igin kullaniimaktadir. Memeli hicrelerine toksik etkilerinin bulunmamasi
nedeniyle bakulovirlsler kanser gen tedavisinde potansiyel vektdrler olarak dnem

kazanmaktadir.

YONTEM

Bu caligmada insa ettiJimiz rekombinant
bakuloviral vektdrleri kanser gen tedavisi
calismalarinda  kullaniimak Uzere  memeli
timdrierinde test etmeyi amacladik. Polihedrin
ve CMV promoterlan ile duzenlenen terapdtik
(sitozin deaminaz) ve reporter genler (GFP)
tasiyan bakuloviral vekérler inga edildi.

BULGULAR

Bv-Ph-GFP vektori ile enfekte olan boécek
hucrelerinde (Sf-9) belirgin  GFP-ekspresyonu
izlenirken ~memeli hacrelerinde  (HEK293,
CRL2638 kolon kanseri hiicre hattl) izlenmedi.
Buna karsgilik CMV promoteri tagiyan vektor ile
enfekte edildijinde hem bdcek ve hem de
memeli hlcrelerinde GFP ekspresyonu izlendi.
Sitozin deaminaz (CD) intihar geni tasiyan
bakuloviral vektdr kolon kanseri hiicrelerinde 5-
florositozin varlidinda belirgin bir sitotoksisiteye
neden olurken 5-FC verilmeyen hicrelerde
herhangi bir sitotoksik etki gézlenmemigtir. BalBc
farelerde olusturulan kolon kanseri modelinde
CMV promoteri tagiyan rekombinant bakuloviral
vektorler hem tumér gelisimini anlamli olarak
yavasglatmis (p<0.001) ve hem de belirgin
sagkalim avantajl sadlamistir (p<0.012).

SONUC
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Bu sonugclar inga ettigimiz CMV promoteri ve sitozin deaminaz geni tagiyan bakuloviral
vektérlerin kanser tedavisinde kullanilabilecedini géstermektedir.
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Low dose chemotherapeutic drugs without
overt cytotoxic effects decrease the secretion
of VEGF by cultured human tumor cells: A
tentative relationship between drug type and
tumor cell type response

Sedef Hande Aktas, Hakan Akbuohit*, Malan Akgoen and Fikei Teli
Department of Medical Oncology, Ankara University School of Medicine, Ankara, Turkey

Abstroet.

BACRKGROUND: The sc e of h ic drags i p d to have anti-angiogenic effect. In the ceent
stmdy, muﬂhmhmﬂmmﬂqmw-m secredion from tomer cell bmes.

METHODS: We tested the cytotoxic effects of widely msed chemotherapestic drags inclnding §-Socomracil, ifnotecan, owali-
platin, paclitaxe] amd docetae] in tomer cell Emes, BICF-7 (human breast cancer cell line) HT-29 (homan colon camces cell bme)
amd 2 primary gastric cancer cell line and cabonlated the ICS0 valmes. We've also assayed the effects of the lowes doses of
chemmotherapentic dmgs on the levels of VEGE secreted by tomor cells n vitmo.

RESULTS: The haman primany gastric :mcﬂhmmmmj-ﬂﬂnﬂmﬂqhﬂhmmmm '."oa'l.l
Eines (p < D001} No sipmificant differences wece noticed in terms of the IC50 values of the i ] and p

amemng the sndied tnmer cell lnes (p > 0U05). mmwmwmgmm#hmo{ Ilog
of IC30 valnes in MICF-7 and primary gastric cances cell Hmes, While 5-Seronracil did not inhibit the VEGF sacoetion of HT-20

cell ling, irinotecan.,

dnnumlnd!admdmmﬂ} decreased the levels of secreted VEGE.

YEGF from tamaor cells

oxaliplasin,
CONCLUSIONS: D= resnlts snzpest that lover deses of b

tic drmpx 4

withont cansing sabstantial cell killing. The data smpgest the occerrence of a kind of selective drop-tamor cell type selationshdy.

T L

vy il dri am, exaliplatin, pachitaxel, docetaxel, VEGE, ICI0, gastric cances

1. Imtrednction

“ascular emdothelial growth fector (VEGF) and
WEGF-pathway play a cracial role in the prowrth of nesy
vessels. For the last 20 vears targeting sngiogenmesis,
especially VEGFE and VEGF pathway. have been the
forns of research on angiogemesis-targeted thesapias
for cancer The monoclonal antibodies kindng VEGE

* Comesponding anfher: Dr Halan Akbalat, Diegarement of hizdi-
cal Oncolegy, Ankara University School of Medicine, Ankara 06100,
Turkey. Tel: +90 312 595 TT1; Fax: +50 312 319 2253; B-mail:
akeluh@medicine ankara. edn it

or stnall molecules inhibiting VEGF receptor tyrosine
kinases have improved the trestment ontcomes in a va-
riety of solid mmors [1].

The chemotherapentic dmgs ane conventionallynsed
at or neaf the maximum tolerated doses which are nso-
ally cytotoxic to tomor cells. Previously, it has been
showm that chemotherapentic agents conld mdoce en-
dothelial cell (EC) apoptosis or decrease the number of
circnlating ECs [2]). The micoombule-interfering agemnts
such as vinblastine, paclitaxel and docetmoe] might de-
crease VEGE expression [3.4]. However, when nsed at
the cytotoodc levels, paclitaxe] has been seported to in-
duce VEGF expression throngh reactive corygen species

ISEN 1374-01337127137§27.50 2 200272003 — DOF Fress and the anthers. ATLnights reserved
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Melatonin Delays Brain Aging by Decreasing
the Nitric Oxide Level

K. G. Akbulut', S. Guney’, F. Cetin', H. N. Akgun’,

S. H. Aktas’, and H. Akbulut’

Recenved November 12, 2012,

Aging is believed o be a first-order nisk factor for mest nenredezenerative disorders. The neuronal cell
loss that ocomrs with aging bas heen partly attribated to mcreased production of nitric eedde and high

caspase activity. Melatomin (MLT) mizht have a role in the repulation of nifric oxide in the brain. We
mﬂgmdd:aﬁcﬁnfﬂTmﬁemmmmlwﬂsmﬂcmimammﬂnm
cortex, temporal cortex, and hippocammas of young and aged rats. There was no significant difference
hetween the mitrite levels in the fromtal cortex and hippocampus of young and aged animals. In the
temporal cortex: of aped rats, the mifrite level, however, was siznificantly higher (P < 0.001). In the azed
proup, MLT sigmificantly decreased these levels in the brain regions. Caspase-3 enzyme activity in the
temporal and frontal cortices was sigoificantly higher in azed rats when compared to the comirol Froup
(P = 0.05). Melatonin did not canse sipnificant chanpes in caspase-3 activity in any brain region of both
young and aged mts. Thus, brain regions demonsirate different caspase-3 enzyme activities and mifrite
levels in the aging process. Exogenons MLT administration mipht delay brain aging (by moderation of

Eeywords: aging, caspase-3, melatonin, mitric oxide, temporal cortex, frontal cortex, hippecampus.

INTRODUCTION

Agpimg 15 ope of the nsk factors for the
neuwrodegenerative diseases [1]. Eecenfly, 1t
was reported that aging 15 accompamed by the
development of some mflammatory processes at
the tizzue level in different parts of the body and
in the brain in parficular [2]. Aging intensifies the
ghal cell activity in the bramn [3], and the number of
abnormal astrocytes mmereases with aging [4]. The
mncreased apoptotic cell death of astrocytes observed
mn nen.rodegm:l.emh'l.re dizeases, such as Alzhermer's
disease, 15 comnsistent with these fndings [5].
L:llei:.e wncreased activity of caspase-3 and

! Gazd University Schoal of Madicine, Departesent of Phrysiclogy, Aslam,
* Ankara Usivemity School of Madicins, Department of Modical
Oncology, Anlors, Todoey.

Comeipondance should be addressied to
EG ikhln{n-mﬂ.kwmm}\.

caspase-9 mvolved 1o the process of apoptosis has
been reported in neurodegenerative dizorders, hike
Alzhermer’s, Parkinson’s, and Humtington's disease
[6. 71

The existence of mine omde synthase (NOS)-
contaiming neurons o the cerebral cortex, cereballum,
hippocampus, and kypothalamus suggests a poszible
role of mine cxnde (B0) in the oxmdative-antioxndative
processes, apoptosis, and aging of the brain
[&, 9]. Mitnic oxade can behave erther as a free-radical
precursor or an anbiomidant and nDeuroprotective
agent [10]. Depending on 1ts local concentration
and cell type, N0 can be an agent promoting either
apoptosis or eell sumaval Inhibihen'induction
of apoptosis by HO 1z mediated by downstream
caspases, including caspase-3 [11].

Reactive oxygen and nifrogen species (B05s and
RMSs), potent inducers of oxidative damage, have
been shown to tngger apoptosis [12]. Accordingly,
antioxidant freatment was shown fo decrease the
rate of this process [13]. Superoxide and bydroxyl
radicals and MO might alse be related to aging
and, i particular, aging-related loss of cogmifive
functions in bumans [14].

Melatonin (MLT) demonstrates a wide range of
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