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OZET

Akyiiz, M.D. C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda kalic1 transfeksiyonun
gerceklestirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Programu Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2009. Kalic1 transfeksiyon, transfeksiyon yapilmis
hiicrelerde, ilgilenilen genlerin ifadesinin kontrolii, bir genin susturulmasi ya da belirli bir
proteinin yiiksek oranda ifadesinin hiicre agisindan fizyolojik sonuglarmin gozlenmesi gibi
cesitli amaglar i¢in kullanilan bir tekniktir. Kalic1 transfeksiyon ile, ilgilenilen genin genoma
katilmas1 ve mitotik boliinmeler sonucunda yavru hiicrelere aktarilmasi saglanir. Bu tez
caligmasinin amaci, C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda tetrasiklin ile uyarilabilen gen ifade
sistemi olusturarak kalici transfeksiyonu gergeklestirmektir. Bu nedenle tet repressor (tetR)
genini ve blastisidin ilag diren¢ genini iceren "pcDNAG6/TR" plazmid vektéri C2C12 fare
miyoblast hiicre hattina transfeksiyonu gergeklestirilmistir.

pcDNAG6/TR plazmid vektoriinlin C2C12 fare miyoblast hiicre hattina kalici olarak
transfeksiyonunun saglandiginin kanitlanmasi i¢in, pcDNA4/TO-EGFP plazmid vektoriiniin
C2C12 hiicrelerine gegici olarak transfeksiyonu gerceklestirilmis, bunu takiben hiicre kiiltiir
ortamina tetrasiklin ilave edilerek yesil floresan protein (EGFP)’in ifadesi floresan mikroskop
altinda gézlenmistir.

Kalic1 transfeksiyonun gerceklestirildigi C2C12 fare miyoblast hiicre hattinin elde edilmesi
sonucunda ilgilenilen herhangi bir genin ifade diizeyini kontrollii bir sekilde degistirerek bu
genin kasdaki islevini ortaya koymak amacli yapilacak bir ¢ok calisma i¢in yararl olacak bir
sistem olusturulmustur. Ayrica, tetrasiklin ile uyarilabilir gen ifade sisteminin olusturulmasi
sirasinda edinilen tecriibeler, ilerleyen donemlerde bu ve buna benzer kalici transfeksiyon

gerektiren sistemlerin bagka hiicre hatlarinda olusturulmasina katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: C2C12, kalic1 transfeksiyon.
Bu tez ¢alismasi, “TUBITAK 1001 Proje No: 1075228 (SBAG-3722) ile desteklenmistir.



ABSTRACT

Akyiiz, M.D. Establishment of stable transfection in C2C12 mouse myoblast cell line.
Hacettepe University Institute of Health Sciences Medical Biology Programme Master of
Science Thesis, Ankara, 2009. Stable transfection is a technique used for versatile reasons
such as gene silencing, inducing the expression of a gene of interest and observing the
physiological effects of the overexpression of a target protein. Stable transfection occurs when
the gene of interest is inserted in the nuclear genome of the cell and is transmitted to the
daughter cells after mitosis. In this thesis study, in order to generate a stable cell line, we
transfected the “pcDNA6/TR” plazmid vector, which contains tetracycline repressor gene and
the blasticidin drug resistance gene to the C2C12 mouse myoblast cell line.

To prove that the pcDNAG6/TR plazmid vector was transfected stably to the C2C12 mouse
myoblast cell line, we transiently transfected the pcDNA4/TO-EGFP plazmid vector and
observed the EGFP expression by fluorescence microscopy.

The establishment of the stable tranfected C2C12 mouse myoblast cell line created a useful
tool for the investigation of the effects of protein expression changes in a muscle like
environment. The experience acquired while creating a tetracycline inducible expression
system, will contribute to further research studies involving such inducible expression

systems.

Keywords: C2C12, stable transfection.
This thesis is supported by, TUBITAK 1001 Project No: 1075228 (SBAG-3722)
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1.GIRiS

Kas hastaliklari, kas fibrillerindeki dejenerasyonla karakterizedir. Hastaligin
ortaya ¢ikis yasi, hastaligin seyri ve etkilenen kas tiplerine gore bir cok gruba
ayrilirlar. Bu hastaliklarda, hastalik ortaya ¢iktiktan sonra kaslarin progresif bir

bicimde dejenerasyonu gozlenir.

Kas hastaliklarinin patogenezinin aydinlatilmasinda C2C12 fare miyoblast
hiicre hatt1 sik¢a kullanilmaktadir. C2C12 fare miyoblast hiicre hatti hizla
farklilagarak miyotiipleri olusturmasi ve karakteristik kas proteinlerini ifade etmesi

nedeniyle kas dokusunu taklit eden bir model olarak kabul edilir.

llgilendigimiz bir proteinin kas dokusundaki rolii, hiicrenin protein ifade
diizeyini degistirerek (genin yiiksek derecede ifadesi ya da “RNA interference” ile
genin ifade dilizeyinin distliriilmesi veya genin tamamen susturulmasi vb.) bu
degisimlerin hiicre diizeyindeki etkisinin arastirilmasi ile gosterilebilir. Bu amacgla,
C2C12 fare miyoblast hiicre hattina bir plazmid ya da viral vektdr araciligiyla

ilgilenilen gen aktarilir.

Plazmid vektorler araciligiyla yapilan transfeksiyonlar kalici transfeksiyon ve
gecici transfeksiyon olmak iizere iki gruba ayrilir. Gegici transfeksiyonda hiicre igine
alman DNA niikleer genoma katilmadigindan, transfeksiyonun gerceklestirildigi
hiicre boliinme siirecine girdik¢e ¢ekirdegindeki plazmidleri kaybeder. Eger aktarilan
genin hiicre genomuna katilmis olmasi ve yavru hiicrelere de bu genin aktarilmasi
isteniyorsa kalici transfeksiyon yontemi uygulanmalidir. Bunu saglayabilmek igin
hedef hiicreler genellikle ifade olmasi istenen genin yanisira, hiicreye belirli bir
secilim Ozelligi kazandiracak bagka bir gen ile birlikte aktarilir. Bu segilim

saglayacak Ozellik bir toksine direncliligi saglayan ila¢ diren¢ geni olabilir.

Kalic1 transfeksiyonun gergeklestirildigi hiicre hatlar1 elde etmek igin, hiicre
hatlarinin belirli bir antibiyotik diren¢ geni igeren plazmid vektorle transfeksiyonu ve
antibiyotik secilimine maruz birakilmasi yeterlidir. Ancak, 6zellikle ilgilenilen genin

hiicre hatt1 i¢in toksik bir etkisinin oldugu durumlarda, hiicreler ilgilenilen genin



toksik etkisi yiiziinden antibiyotik direncine sahip olmalarina ragmen 6liirler. Bu gibi
durumlart engellemek i¢in uyarilabilir gen ifade sistemleri kullanilir. Bu sistemler
sayesinde sadece kalici transfeksiyonun saglandigi hiicre hatlar1 elde edilmez ayrica
aktarilan genlerin ifade diizeyleri de kontrol edilebilir. Tetrasiklinle uyarilabilir gen

ifade sistemleri bu amagla yaygin olarak kullanilanilir.

Laboratuvarimizda dejeneratif kas hastaliklar1 ile ilgili arastirmalar uzun
siiredir yapilmaktadir. Bu aragtirmalarda C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 kas
dokusuna benzer bir model oldugu i¢in sik¢a kullanilmaktadir. Bugiine kadar
laboratuvarimizda yapilan in vitro arastirmalarda gecici transfeksiyon yontemiyle
proteinlerin kastaki islevi arastinlmistir. Ancak, gegici transfeksiyon yontemi
kullanildiginda hiicrelerin hepsinde transfeksiyon gerceklesmediginden heterojen
hiicre gruplart olusur. Bu heterojen hiicre gruplarinin olugmasi, aragtirmalardan
cikacak sonuglar etkilemektedir. Laboratuvarimizda her hiicrenin belirli bir proteini
ifade ettigi kalic1 transfeksiyonun saglandigi C2C12 hiicre hatlar1 olusturularak bir
proteinin kastaki islevini ortaya koymak, arastirma sonuglarinin giivenilirligini
arttiracaktir. Tetrasiklin ile uyarilabilir sistemler kalici transfeksiyon i¢in en sik
kullanilan sistemlerdir. Bu nedenle tez ¢alismasinda T-REX tetrasiklin ile uyarilabilir
gen ifade sistemi kullanilarak kalic1 transfeksiyonun saglandigt C2C12 fare

miyoblast hiicre hatt1 olugturulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hiicre Tipi

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda iyi tanimlanmis hiicre sistemleri ile ¢aligmak
gereklidir. Iskelet kas1 gibi farklilasmasi ¢ok karisik ve ¢ok asamali siire¢ gerektiren
hiicrelerle yapilan calismalarda genellikle primer Kkiiltiirler ve hiicre hatlarn

kullanilmaktadir.

C2C12 fare miyoblast hiicre hatti normal embriyonel farenin (C3H) bacak
kasindan olusturulmus bir miyoblast hiicre hattidir. Kendi hiicre kiiltiir ortaminda
hizlica farklilagsarak karakteristik kas proteinlerini ifade eden miyotiipleri
olusturmasiyla karakterizedir. In vitro miyogenez ve hiicre farklilagsmasi

calismalarinda kas dokusuna benzer bir model olarak sik¢a kullanilir (1).

2.2. Transfeksiyon Yontemi

Hiicre transfeksiyonu, klinik ya da arastirma amacli protein iiretimi, hiicrenin
protein ifade diizeyini degistirerek bu degisimlerin hiicre diizeyindeki etkisinin
arastiritlmasi1 ve genetik belirleyicilerin hiicrelere aktarilmasi gibi bir¢ok amag igin

kullanilan bir tekniktir.

Transfeksiyon genel anlamda Okaryotik bir hiicreye yabanci bir genetik
materyalin biyokimyasal, viral ya da fiziksel yoOntemlerle aktarilmasi olarak

tanimlanir.

Transfeksiyon icin kullanilan en yaygin fiziksel gen aktarim yontemi
elektroporasyondur. Kalsiyum fosfat yontemi, DEAE-Dekstran yontemi ve lipozom
benzeri transfeksiyon ajanlarinin kullanilmasi ile gen aktarimi ise kimyasal gen
aktarim yontemlerine Ornektir. Viral vektorler kullanildiginda ise, ciplak DNA
transferi yapilmaz, bunun yerine ilgilenilen gen bir viriis ile birlikte hiicrelere
transfer edilir. Transfeksiyon i¢in hangi yontemin en dogru ve en etkili oldugu,

kullanilan hiicre tipine ve amaglanan deney sistemine baglhdir (2,3).



Transfeksiyon genel olarak gecici ve kalict transfeksiyon olmak iizere iki alt
bashiga ayrilir. Gegici transfeksiyonda hiicre icine alinan DNA niikleer genoma
katilmadigindan, transfeksiyonun gergeklestigi hiicre boliinme siirecine girdikce
cekirdeklerindeki plazmidleri kaybeder. Aktarilan genin hiicre genomuna katilmasi
ve yavru hiicrelere de bu genin aktarilmasi i¢in kalici transfeksiyon ydntemi
kullanilmalidir. Bunu saglayabilmek i¢in hedef hiicrelerin genellikle ifade olmasi
istenen genin yanisira, hiicreye belirli bir secilim 6zelligi kazandiracak bagka bir gen
ile birlikte transfeksiyonu saglanir. Bu secilim bir toksine direngliligi saglayan ilag
diren¢ geni ile gergeklestirilebilir. Transfeksiyon sonrasinda bu toksin, hiicrelerin
icinde bulundugu besiyerine uygun dozda ilave edilirse; transfeksiyon sonrasi ilk
giinlerde bu direng genini kendi genomuna katmis ve epizomal olarak igeren hiicreler
yasamlarini devam ettirirler. Secilim siireci uzatildik¢a boliinen hiicrelerin genoma
katilmamis plazmidi disar1 atmalart sonucu sadece bu diren¢ genini kendi genomuna
katmis olan hiicreler yasayip cogalabilecek, digerleri ise eleneceklerdir. Secilim
baskisi bu sekilde devam ettirildiginde ilag diren¢ genlerini genomlarina katmis

“kalict transfeksiyonun saglandigi hiicre hatlar1” elde edilir (4).

2.3. Transfeksiyon Sistemi

Kalic1 transfeksiyonun saglandigr hiicre hatlarimi elde etmek igin sikca
kullanilan sistemlerden biri uyarilabilir gen ifade sistemleridir. Bu sistemler
sayesinde sadece kalici transfeksiyonun gergeklestirildigi hiicre hatlar1 elde edilmez,
ayrica transfeksiyon sonrasinda genlerin ifade diizeyleri de kontrol edilebilir.
Tetrasiklinle wuyarilabilir gen ifade sistemleri en yaygin olarak kullanilan

transfeksiyon sistemlerindendir (5).

Tetrasiklinle uyarilan gen ifade sistemleri, sistemin calisabilmesi i¢in iki ayr1
vektore ihtiyac duyar. Bu vektorlerden ilki kalici transfeksiyon sonrasinda hiicrelerin
secilebilmesi i¢in gerekli olan antibiyotik direng genini ve tet operatdr dizisine 6zgii
represor proteinini kodlayan geni igerir. Ikinci vektor ise ilk kalici transfeksiyon
sonrasinda elde edilen hiicrelere kalici ya da gecici olarak transfeksiyonunun

gergeklestirilecegi hedef geni, bu gen ile transfeksiyonun gergeklestigi hiicrelerin



secilebilmesi icin gerekli olan ikinci bir antibiyotik direng genini ve tet represor

(tetR) proteinin baglandig: tetrasiklin operatoriinii igerir (6).

Tetrasiklin ile uyarilabilir sistemler (diger bir adiyla tet-on ya da tet-off
sistemleri) gen ifadesini kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilan sistemlerdir.
Bakteriye ait tetrasiklin diren¢ operonunun okaryotik gen ifadesini kontrol
edebildiginin anlagilmasinin ardindan, bu sistem degistirilerek memeli hiicreleri igin
kullanilabilir hale getirilmistir. Escherichia coli tetrasiklin represor proteininin (tetR)
DNA’ya baglanma bolgesi ile herpesviriis VP16 proteininin aktivasyon bolgesi
birlestirilerek tetrasiklin trans aktivator (tTA) yapist olusturulmustur. Boylece tet
operonunun downstream bolgesine hedef gen klonlandiginda, gen ifadesi besiyerine

tetrasiklin ilavesi ya da tetrasiklini besiyerinden ¢ekerek kontrol edilebilir (7,8).

Tet-on sisteminde tetrasiklin’in hiicre kiiltlir ortamina eklenmesi tetrasiklin
reseptOriiniin - aktivasyonu igin yeterlidir. Tet-off sisteminde ise  aktivasyonu
saglamak i¢in ortamdan biitiin tetrasiklin’in uzaklastirilmas1 gereklidir. Hiicre kiiltiir
ortaminda az miktarda tetrasiklin kalmasi durumunda bile gen ifadesi

baskilanabileceginden Tet-on sistemi daha yaygin olarak kullanilmaktadir (9).

Tet-on sistemiyle benzer calisma prensibine sahip olan ve arastirmalarda sikca
kullanilan diger bir sistem ise T-REX sistemidir. T-REX sisteminde ilgilenilen genin
ifadesi ortamda tetrasiklin yokken baskilanir, ortama tetrasiklin eklendiginde ise gen
ifade olur. Diger tetrasiklin ile uyarilan ve hibrit diizenleyici elemanlar iceren
sistemlerin aksine, T-REX sistemi dogal tet operatér dizisini kullanir. Sistem
bakteriyel tet operonuna benzer bir sekilde g¢alisir ve viral transaktivator bolgeler
icermediginden, memeli hiicre hatlarinda kullanildiginda olas1 bir toksik etki

goriilmez (10).

T-REX sisteminin birinci bileseni pcDNA6/TR plazmid vektorii olup bu vektor
kalic1 transfeksiyonun gergeklestirildigi hiicre hatlarinin olusumunu saglamaktadir
(Sekil 2.1.). pcDNA6/TR plazmid vektorii CMV promotdrii kontroliinde yiiksek
seviyede TetR proteini sentezler. Ortamda tetrasiklin yokken, sentezlenen TetR

proteinleri homodimer yapist olusturarak yiiksek ilginlik ile tet operator dizilerine



baglanirlar. Ortama eklenen tetrasiklin tetR proteinine baglanarak proteinde
konformasyon degisimi olusturur. Bu degisim sonrasinda represor protein Tet
operator 2 (TetO,) dizilerinden ayrilir ve gen ifade olur. T-REX sisteminin ikinci
bileseni ise gen ifadesinin kontroliinii saglayan pcDNA4/TO/myc-His.B ifade
vektoriidiir (Sekil 2.2.). Ilgilenilen genin ifadesi, giiglii bir CMV promotdrii ve bu
promotore yerlestirilmis iki adet TetO, dizisi ile sikica kontrol edilir. Bu operator
dizilerden her biri TetR proteini i¢in ikiser adet baglanma bolgesi olusturarak gen

ifadesinin ortamda tetrasiklin yokken baskilanmasini saglar (Sekil 2.3.) (10).

Sekil 2.1. pcDNAG6/TR plazmid vektdriiniin haritas1 (Invitrogen, Cat. No: V1025-20)



pcDNA4/TO/
myc-His ™

*Sadece A ve B’de mevcut
**Sadece B’de mevcut
***Sadece C’de mevcut

Sekil 2.2. pcDNA4/TO/myc-His.B plazmid vektdriiniin haritasi (Invitrogen,
Cat.No: V1030-20)
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Sekil 2.3. T-REX sisteminin ¢aligsma prensibi.

pcDNAG6/TR plazmid vektoriinden ifade olan tetR proteini homodimer olusturarak Tet operator 2’ye
(TetO,) baglanir ve gen ifadesini baskilar. Ortama tetrasiklin eklendiginde, tetrasiklin TetR
homodimerlerine baglanir. Bu baglanma sonucunda tetR proteininde yapisal bir degisim gozlenir ve
represor protein Tet operatdr dizisinden ayrilir. Bu ayrilma sonucunda ilgilenilen genin ifade olmasi

saglanir.



Kalic1 transfeksiyon yapilan hiicreleri diger hiicrelerden ayirmak i¢in degisik
ilag diren¢ genleri kullanilabilir. Ila¢ direng genleri genellikle transfeksiyon igin
kullanilan plazmid vektorlerine klonlanmistir. Ancak, eger transfeksiyon igin
kullanilan plazmid vektoriinde boyle bir direng geni mevcut degilse transfeksiyon
calismast Oncesinde vektore uygun bir direng geni klonlanmali, transfeksiyon

klonlanma dogrulandiktan sonra gerc¢eklestirilmelidir.

Transfeksiyon sonrasinda ilag direng genini genomuna katmis olan hiicrelerin
secilimi ¢aligmalarinda sik¢a kullanilan belirleyiciler mevcuttur. Ornegin bakteriyel
bir gen olan neomisin fosfotransferaz iceren rekombinant vektdr ile transfeksiyonun
gergeklestigi hiicreler neomisin ya da bir neomisin analogu olan genetisin (G-418) ile
ayirdedilebilir. Benzer bir sekilde, higromisin B fosfotransferaz genini igeren
rekombinant vektorler ile transfeksiyonun saglandig: hiicreler, besiyerine higromisin
B eklendiginde, higromisin direncine sahip olduklarindan, transfeksiyonun

gerceklesmedigi diger hiicrelere gore avantajli konuma gecerler (11,12).

pcDNAG6/TR plazmid vektérii memeli hiicrelerinde antibiyotik sec¢ilimi igin
blastisidin ilag diren¢ genini igerir. Blastisidin S HCI Streptomyces
griseochromogenes’ den izole edilen bir antibiyotiktir ve hem prokaryotik hem de
Okaryotik hiicrelerde peptid bagi olusumunu Onleyerek protein sentezini inhibe
edebilme 6zelligine sahiptir. Blastisidin’e direnglilik blastisidin S deaminaz genleri
bsd ya da bsr ile saglanir. Bu deaminazlar blastisidin’i toksik olmayan bir

deaminohidroksi tlirevine ¢evirir (13).

pcDNA4/TO/myc-His.B ve pTO-EGFP plasmid vektorleri memeli hiicrelerde
antibiyotik secilimi i¢in zeosin ila¢ diren¢ genini igerir. Zeosin, DNA zincirlerini
kirar; bakteri, mantar, maya, bitki ve memeli hiicreleri i¢in toksiktir. Zeosin’e
direnglilik, Sh ble geni ile saglanir. Bu genin protein iiriinii zeosin’e baglanarak onu

inhibe eder ve DNA’ya baglanmasini engeller (14).

Bu tez caligmasinda C2C12 hiicrelerinde pcDNA6/TR plasmid vektoriiyle
kalic1 transfeksiyon gergeklestirilmis ve tetrasiklin ile uyarilabilen gen ifade sistemi

olusturulmustur. Bu amagcla ilk adim olarak, C2C12 fare miyoblast hiicre i¢in
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blastisidin antibiyotiginin minimal toksik doz belirleme ¢alismalart yapilmistir.
Ikinci adim olarak, C2C12 fare miyoblast hiicre hattina pcDNA6/TR plazmid
vektoriiniin kalic1 olarak transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Ugiincii adim, sistemin
olusturuldugu klonlara pTO-EGFP plazmid vektoriiniin gecici olarak transfeksiyonu
ile EGFP ifadesinin floresan mikroskop altinda gozlenerek kanitlanmasidir. Tez
caligmas1 sonunda trasiklin varliginda en iyi uyarilan ve ortamda tetrasiklin yokken
en az bazal gen ifadesi gozlenen klonal hiicre gruplar1 belirlenmis ve kas dokusunda
proteinlerin islevlerini arastirmak i¢in yapilacak in vitro galismalarda bu klonal hiicre

hatlarinin kullanilmasina karar verilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.A. Hiicre Kiiltiirii

C2C12 fare miyoblast hiicre hatti (American Type Culture Collection)

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) (Biochrom)

Fotal Dana Serumu (Biochrom)

Tripsin EDTA, (Biochrom)

L-Glutamin, 200 mM (Biochrom)

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Applichem)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7.4) : NaCl (Carlo Erba) 140 mM.
KClI (Carlo Erba) 3 mM.
KH2PO4 (Carlo Erba) 0.9 mM.
NaHPO4 (Merck) 6.4 mM.

Hiicre boliinmesini saglayan hiicre kiiltiir ortami: %10 fotal dana serumu ve
2mM. L-Glutamin igeren DMEM
Hiicre dondurma soliisyonu: %90 f6tal dana serumu ve %10 DMSO

Tetrasiklin (Sigma, Cat. No: T7660)

3.1.B. T-REX Sistemi I¢in pcDNA6/TR Plazmid Vektoriiniin Transfeksiyon icin

Hazirlanmasi

Plazmid vektor: pcDNA6/TR (Invitrogen, Cat. No: V1025-20)
S1vi Bakteri Besiyeri pH 7.5 :10 g Tripton (Applichem)
5 g Maya oziitlii (Applichem)
5 g NaCl (Sigma)
12.5 ml (1 M) MgCl, (Sigma)
12.5 ml (1 M) MgSO, (Sigma)
10 ml (2 M) Glukoz (Sigma)

dH,O ile toplam hacim 1 L’ye tamamlanir.



Kati Bakteri Besiyeri :10 g Tripton (Applichem)
5 g Maya oziitlii (Applichem)
5 g NaCl (Sigma)
12.5 ml (1 M) MgCl2 (Sigma)
12.5 ml (1 M) MgSOs4 (Sigma)
10 ml (2 M) Glukoz (Sigma)
15 g Agar (Sigma)
1 ml (50 pg/ml) Ampisilin

dH,O0 ile toplam hacim 1 L’ye tamamlanur.

Blastisidin (Invitrogen, Cat. No: R210-01)
Mini-prep plazmid saflastirma kiti (Promega)

3.1.C. Transfeksiyon

Fugene HD transfeksiyon reaktifi (Roche, Cat. No: 4709705001)
Minimum Essential Medium (MEM) (Biochrom)

3.1.D. Immiinfloresan Boyama

Triton X-100 (Sigma) : 0.2% /PBS (v/v)

Kegi serumu (Sigma) : 10% /PBS (v/v)

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma) : 10% /PBS (w/v)
Tween 20 (Sigma) : 0.1% /PBS (v/v)

4’ ,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) (Sigma)

Solmayi geciktiren kapama ortami (ProLong Gold antifade reagent, Molecular

Probes, Cat. No: 36930)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7.4) : NaCl (Carlo Erba)
KClI (Carlo Erba)

KH2PO4 (Carlo Erba) 0.9 mM.

NaHPO4 (Merck)

12

140 mM.
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Birincil antikor: Tavsan anti-tetR poliklonal antikoru (MoBiTec)

Ikincil antikor: Kegi anti-tavsan AF 488 (Molecular Probe)

3.2. Yontemler

Tez c¢alismas1t kapsaminda C2C12 hiicrelerinde pcDNA6/TR plazmid
vektoriiyle kalici transfeksiyon gergeklestirilmis ve tetrasiklin ile uyarilabilen gen
ifade sistemi olusturulmustur. Transfeksiyonun gergeklestirildigi C2C12 hiicreleri
antibiyotik seg¢ilimine maruz birakilmis ve sadece transfeksiyonun saglandig
hiicreleri iceren saf klonal hiicre gruplan elde edilmistir. Bu klonal hiicre gruplar,
daha biiyiik kuyucuklara aktarilip ¢cogaltilmis ve dondurulmustur. Rekombinant pTO-
EGFP plazmid vektorii temin edildikten sonra, bu vektoriin klonal hiicre gruplarina
transfeksiyonu gergeklestirilmis ve tetrasiklin varliginda yesil floresan proteininin

ifadesi floresan mikroskop araciligiyla gozlenmistir.

3.2.A. C2C12 Hiicre Hatt1

Boliimiimiizde uzun siiredir dejeneratif kas hastaliklari ile ilgili arastirmalar
yapilmaktadir.  Bu  hastaliklarin  patogenezinin  aydinlatilmasinda,  kas
dejenerasyonunun  mekanizmasimnin  acgiklanmasinda ve kas  yolaklarinin
arastirtlmasinda genellikle primer kiiltiirler ve hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Primer
hiicre kiiltiirlerinde bir siire sonra hiicreler yaslanma siirecine gireceginden,
Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 kalic1 transfeksiyon calismalarinda tercih edilirler.
C2C12 fare miyoblast hiicre hattt hizla farklilasarak miyotiipleri olusturmasi ve
karakteristik kas proteinlerini ifade etmesi nedeniyle kas dokusunu taklit eden bir
model olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, tetrasiklin ile uyarilan gen ifadesi

sisteminin olusturulmasi amaciyla C2C12 fare miyoblast hiicre hatlar1 kullanildi.

1. C2CI12 fare miyoblast hiicre hatlar1 (American Type Culture Collection) temin
edildi.

2. Hiicreler %10 oraninda fotal dana serumu ve 2 mM. L-glutamin igeren
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Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) hiicre kiiltiir ortami i¢inde %80
yogunluga ulasana kadar, %5 oraninda CO, iceren, 37°C’deki etiivde inkiibe

edildi.

3. Hiicreler petri kabinin tamami kaplayinca tripsinize edildi ve 1x10° hiicre/ml.
dondurma soliisyonu (%90 fotal dana serumu, %10 DMSO) hazirlanarak
donduruldu. 48 saat —80°C’de saklanan hiicreler transfeksiyon asamasina kadar

siv1 azot (-196°C) tanklarina alinarak depolandi.

3.2.B. T-REx Sisteminde Kalict Transfeksiyon I¢cin Gerekli pcDNA6/TR
Plazmid Vektoriiniin ve Sistemin Islevinin Kanitlanmasi icin Gerekli pTO-

EGFP Plazmid VektoriiniinTransfeksiyon i¢cin Hazirlanmasi

C2C12 hiicre hattinda kalic1 transfeksiyonun gerceklestirilmesi ve tetrasiklin
ile uyarilabilen gen ifade sisteminin olusturulmasi amaciyla kullanilan pcDNA6/TR
plazmid vektorii Dr. Uygar Tazebay (Bilkent Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii) tarafindan hediye edilmistir. Ayrica sistemin
calistiginin dogrulanmasi amaciyla kullanilan pTO-EGFP plasmid vektorii de Dr.
Vasily Dobrovolsky (National Center for Toxicological Research, U.S. Food and
Drug Administration Jefferson, Arkansas)’den temin edildi. pTO-EGFP plazmid

vektoriiniin haritas1 Sekil 3.1° de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. pTO-EGFP plasmid vektoriiniin haritasi (Invitrogen)

pcDNAG6/TR ve pTO-EGFP plazmid vektorleri E.coli JM109 suslarina
transforme edildi. Bu tiir klonlama ¢alismalarinda, ana stoktaki bakterilerin tek
koloni halinde ¢ogaltilmasi ve elde edilen klonlarin dogru plazmid vektorii icerip
icermediginin kontrol edilmesi gereklidir. Uygun plazmid vektorii igeren bakteri

kolonisinin segilerek daha sonraki c¢aligsmalar i¢in saklanmasi gerekmektedir.

Bu amagla asagida belirtilen ¢alismalar yapildi.

3.2.B.1 Plazmid Vektorlerin E.coli JM109 ve DHSa Suslarina Transformasyonu
pcDNAG6/TR ve pTO-EGFP plazmid vektorleri c¢ogaltmak amaciyla,

vektorlerin 1s1 soku ile hiicre membran gecirgenligi arttirtlmis kompetan E.coli

JM109 ve DH5a suslarina transformasyonu gergeklestirildi.

1. —80°C’de saklanan kompetan E.coli suslar ¢ikartilarak, buz icerisinde inkiibe

edildi.
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2. Plazmid vektorler konsantrasyonlar1 50 nanogram olacak sekilde 150 pl

kompetan hiicreye eklendi.

3. Karisim 30 dakika buzda inkiibe edildi.

4. Karisim 42°C’de 1.5 dakika inkiibe edildi.

5. Karisim 10 dakika buzda inkiibe edildi.

6. Karisima 150 pl antibiyotiksiz LB sivi besiyeri eklendi ve 40 dakika
37°C’deki galkalamali etiivde 250 rpm’de inkiibe edildi.

7. pcDNAG6/TR ve pTO-EGFP plazmid vektorlerinin transforme edildigi E.coli
hiicreleri ile ampisilin i¢ceren LB kat1 bakteri besiyerlerine ekim yapildi ve 16-

18 saat 37°C’deki etiivde inkiibe edildi.
3.2.B.2. Transforme Hiicrelerin Cogaltilmasi
Inkiibasyon sonrasi ampisilin antibiyotik direng 6zelligine sahip koloniler
secgilerek plazmid saflagtirmasi i¢in sivi besiyerine ekim yapildi ve 16-18 saat
37°C’deki ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi.

3.2.B.3. Mini-Prep Plazmid Saflastirmasi

12 ml s1v1 besiyerinde ¢ogaltilan transforme bakterilerden mini-prep plazmid

saflagtirmas1 yapildi.

1. Cogalan bakteriler 50 ml.’lik tiiplere aktarild1 ve 2500 rpm.’de 10 dk. santrifiij
yapildi.

2. Hiicre pelleti iizerine 250 pl. resilispansiyon soliisyonu eklendi ve pipet yardimiyla

tyice karistirildiktan sonra 250 pl. lizis soliisyonu eklenerek alt iist edildi.
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3. Karisimin tizerine 10 pl. alkalin proteaz soliisyonu eklendi ve alt iist edilerek 5

dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonras1 350pul. nétralizasyon soliisyonu ilave edilerek tiip alt {ist
edildi ve karigtirict yardimiyla tiip igeriginin tamamen homojen hale gelmesi

saglandiktan sonra oda sicakliginda 14.000 rpm.’de 10 dk. santrifiij yapildi.

5. Siipernatan rezin bagl kolonlara aktarildi ve oda sicakliginda 14.000 rpm.’de 1

dk. santrifiij yapildi.

6. Kolona baglanan plazmid DNA’sim1 izole etmek amaciyla, kolon yeni bir tiipe
aktarildi. Uzerine 750 ve 250 pl. olacak sekilde iki kez etanol iceren yikama
soliisyonu eklendi ve 14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Kolon yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine 100 pl. niikleaz icermeyen distile su
ilave edildi. 14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij sonras1 kolondan tiipe ge¢mis olan
plazmid DNA’smin konsantrasyonu 260 nm. dalga boyunda olg¢iildii
(NanoDropTM 1000 Spectrophotometer).

8.  Saflagtirilan plazmid DNA’larinin boyutlarinin  kontrolii ig¢in restriksiyon
endoniikleaz enzim kesimi yapildi. Kesim {iriinleri agaroz jel elektroforezi

yontemi ile moroétesi 151k altinda incelendi ve uzunluklart dogrulandi.

3.2.B.4. pcDNAG6/TR Plazmid Vektoriiniin Boyutunun Kontrolii

pcDNAG6/TR  plazmid vektoriiniin  boyutunu kontrol etmek amaci ile
restriksiyon enzim kesimi yapildi. Restriksiyon enzim kesimi {iriinleri %1°lik agaroz
jel kullanilarak elektroforez yontemi ile mordtesi 151k altinda goriintiilendi (Sekil

3.2).
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Sekil 3.2. pcDNA6/TR plazmid vektoriinlin restriksiyon enzimleri ile kesim
tirtinlerinin %1°lik agaroz jel tizerindeki goriintiisii.
EcoRI restriksiyon enzimi pcDNA6/TR plazmid vektoriinii 2324. niikleotidden kesiyor ve dogrusal

duruma getiriyor. BamHI restriksiyon enzimi plazmid vektoriinii 927. ve 2315. niikleotidlerden olmak

tizere iki kez kesiyor.*Promega 1Kb Ladder. **Kesilmemis plazmid vektor.

3.2.C. Blastisidin’in C2C12 Hiicreleri I¢cin Minimal Toksik Dozunun

Belirlenmesi

C2C12 hiicrelerinde blastisidin’in  minimal toksik dozunun belirlenmesi

amaciyla asagida belirtilen ¢aligmalar yapildi.

1. 8 adet 10 cm?’lik kuyucuga 100.000 hiicre ve antibiyotiksiz DMEM (%10 Fotal
dana serumu, 2mM L-glutamin) eklendi ve 24 saat 37°C %35’lik CO; igceren
etlivde inkiibe edildi.

2. 24 saat sonunda hiicre kiiltiir ortam1 0 pg/ml, 1.5ug/ml, 2ug/ml, 4pg/ml, Spg/ml,
6ug/ml, 8ug/ml, 10pug/ml blastisidin igeren kiiltiir ortami ile degistirilerek

hiicreler etiiv igerisinde 3 giin boyunca inkiibe edildi.
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3. Her 3 giinde bir hiicre kiiltiir ortami ayni konsantrasyonda blastisidin iceren

kiiltiir ortamiyla degistirildi.

4. 15 giiniin sonunda hiicrelerin tamamim1 oldiiren en diistiik blastisidin dozu

belirlendi.

3.2.D. pcDNAG6/TR Plazmid Vektoriiniin C2C12 Hiicrelerine Transfeksiyonu

C2C12 fare miyoblast hiicre hatlar1 antibiyotiksiz hiicre kiiltiir ortaminda
cogaltilarak transfeksiyonu gergeklestirildi. Transfeksiyon amaciyla; yliksek
transfeksiyon etkinligi ve diisiik sitotoksik yan etkisi oldugu bilinen, lipozom
yapisindaki Fugene HD transfeksiyon reaktifi kullanildi. 6000 ng pcDNA6/TR
plazmid vektorii Sapl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile dogrusal hale getirildi ve
asagida belirlenen sartlarda transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Transfeksiyon
etkinliginin saptanabilmesi icin asagida belirlenen sartlarda pEGFP gen ifade
vektoriiniin C2C12 fare miyoblast hiicre hattina transfeksiyonu saglandi. Bu sekilde
hiicreler transfeksiyon sonrasi floresan mikroskop altinda incelenerek, transfeksiyon

yapilan hiicrelerin transfeksiyonun gergeklesmedigi hiicrelere orani belirlendi.

1. 35 mm. capindaki petri kaplara 1x10° hiicre, 2ml hiicre kiiltiir ortami igerisine

konuldu. Hiicreler 24 saat 37°C’de %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi.

2. 24 saat sonunda hiicre kiiltiir ortami yenisi ile degistirilerek hiicreler etiiv

i¢cerisinde 1 saat inkiibe edildi.

3. Es zamanli olarak hazirlanan transfeksiyon karigimi 45dk. oda sicakliginda

inkibe edildi.

4. Transfeksiyon karigimi: MEM hiicre kiiltiir ortam1 (100 pl.)
Plazmid vektor (pcDNAG6/TR)
Fugene HD Transfeksiyon reaktifi
Plazmid (x1000ng.)/ Transfeksiyon reaktifi (ul.) orani: 6:14
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5. Transfeksiyon karisimi hiicreler {izerine pipet yardimiyla ilave edildi ve hiicreler

24 saat 37°C’de %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi.

6. 24 saatin sonunda hiicre kiiltiir ortami 2pg/ml blastisidin igeren yenisiyle

degistirildi ve 37°C’de %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi.

pcDNAG6/TR plazmid vektoriiniin transfeksiyonunun yapilmadigr C2C12

hiicreleri negatif kontrol amagli kullanildi.

32.E. pcDNAG6/TR Plazmid Vektori 1ile Kalicr Transfeksiyonun
Gerg¢eklestirildigi C2C12 Hiicrelerinin Blastisidin Varhginda Secilimi

pcDNAG6/TR plazmid vektoriiyle transfeksiyonu saglanan C2C12 hiicreleri,
kalic1 transfeksiyonun gerceklestirildigi hiicreleri belirlemek amaciyla blastisidin
varliginda antibiyotik secilimine maruz birakildi. Bu amacla asagida belirtilen

caligmalar yapildi.

1. Transfeksiyondan 48 saat sonra C2C12 hiicreleri tripsinize edilip 100 mm.
capindaki petri kaplarina aktarildi. Bu sayede hiicreler %25 oraninda petri kabini
kaplayacak hale getirildi. Hiicre kiiltlir ortam1 2pg/ml blastisidin igerecek sekilde

yenilendi.

2. Her 3 giiniin sonunda hiicre kiiltiir ortam1 vakum ile ortamdan ¢ekildi, 1 XPBS ile

yikand1 ve ortama 2pg/ml blastisidin igeren yeni besiyeri eklendi.

3. Secilim siirecine, hiicreler klonlar olusturuncaya kadar devam edildi.

4. Gozlenen klonlar tek tek secilerek tripsinize edildi ve 60 mm. c¢apindaki petri

kaplarina aktarildi.

5. Klonlar 2pg/ml blastisidin igeren kiiltiir ortaminda %100 yogunluga ulasincaya

kadar se¢ilime devam edildi.
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6. %100 yogunluga ulasan klonlar tripsinize edilerek %10 DMSO %90 fotal dana
serumu igeren hiicre dondurma soliisyonu igerisine alinarak -80°C’de

donduruldu.

48 saatlik bekleme siiresinin ardindan dondurulan hiicreler -196°C’deki sivi azot

tankina aktarildi.

3.2.F. T-REx Sisteminin Islevinin Kanitlanmasi

T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminin ¢alistiginin gdsterilmesi,
tetrasiklin varhiginda ilgilenilen genin ifadesindeki artisin gozlenmesi ile miimkiin
olabilmektedir. Bu ¢alismada pTO-EGFP plazmid vektoriiniin daha 6nce secilen
klonlara gecici olarak transfeksiyonu saglandi ve tetrasiklin varlifinda, secilen

klonlarda EGFP gen ifadesi olup olmadig: arastirildi.

Bu amagcla asagidaki ¢aligsmalar yapildi.

3.2.F.1. pTO-EGFP Plazmid Vektoriiniin C2C12 Hiicrelerine Transfeksiyonu

pcDNAG6/TR plazmid vektorii ile kalic1 transfeksiyonun gergeklestirildigi
C2C12 hiicreleri 2ug/ml blastisidin igeren hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak 1000
ng pTO-EGFP plazmid vektoriiyle transfeksiyon yapildi. Transfeksiyon amaciyla
Fugene HD transfeksiyon reaktifi kullanildi. C2CI12 hiicreleri igin transfeksiyon
etkinliginin saptanabilmesi i¢cin pEGFP gen ifade vektoriinlin transfeksiyonu ayni
transfeksiyon kosullarinda C2C12 hiicrelerine yapildi. Bu sekilde hiicreler
transfeksiyon sonrast floresan mikroskop altinda incelenerek, transfeksiyonun

saglandig hiicrelerin transfeksiyonun ger¢eklesmedigi hiicrelere orani belirlendi.

1. 35 mm. capindaki petri kaplarma 1x10° hiicre, 2ml hiicre kiiltiir ortami igerisine

konuldu. Hiicreler 24 saat 37°C’de %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi.

2. 24 saat sonunda hiicre kiiltiir ortami yenisi ile degistirilerek hiicreler etiiv

i¢cerisinde 1 saat inkiibe edildi.
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3. Es zamanli olarak hazirlanan transfeksiyon karigimi 45dk. oda sicakliginda
inkiibe edildi.
Transfeksiyon karisimi: MEM hiicre kiiltiir ortami1 (100 pl.)
Plazmid vektor (pTO-EGFP)
Fugene HD Transfeksiyon reaktifi
Plazmid (x1000ng.)/ Transfeksiyon reaktifi (ul.) orani: 1:10

4. Transfeksiyon karigimi hiicreler iizerine pipet yardimiyla ilave edildi ve hiicreler

24 saat 37°C’de %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi.

5. 24 saatin sonunda hiicre kiiltiir ortamina 10ug/ml tetrasiklin eklendi ve hiicreler

24 saat 37°C’de %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi.

Tetrasiklin eklendikten 24 saat sonra floresan mikroskop altinda EGFP ifade eden
hiicreler gozlendi.
pTO-EGFP plazmid vektorii ile transfeksiyonun yapilmadigr 2C12 hiicreleri

negatif kontrol amach kullanildi.

3.2.H. immiinfloresan Boyama

Hiicre ve dokulardaki proteinlerin florofor adi verilen renk verici antikorlarla
isaretlenerek goriiniir hale getirildigi immiin boyama teknigine immiinfloresan

boyama ad1 verilir.

1. 6000 ng pcDNAG6/TR plazmid vektoriiyle kalic1 transfeksiyonun saglandigi TR1
klonundan 100.000 hiicre alinarak 35mm. capindaki petri kaplarimin igine
onceden konulan lamellere yerlestirildi. Hiicreler 24 saat 37°C’de %35 CO; igeren

etiivde inkube edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda lameller alindi ve lamel iizerindeki hiicreler fiksasyon

amactyla %4 liikk paraformaldehit soliisyonunda 15 dakika inkiibe edildi.
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3. Hiicreler 1XPBS solusyonunda yikama sonrasinda, %0.2 Triton X-100/1XPBS
soliisyonu ile 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek, hiicre zarinin gegirgenligi

arttirildi.

4. Lamel iizerindeki hiicreler 1XPBS soliisyonunda yikandi ve birincil antikorun
0zgiil olmayan baglanmalarini 6nlemek amaciyla 1 saat %10 kec¢i serumu ve %10
bovine serum albumin (BSA) iceren %0.1 Tween20/1XPBS soliisyonu ile inkiibe
edildi.

5. Hiicreler sirasiyla birincil antikor ile 24 saat 4°C’de ve yikama sonrasinda ikincil
antikor ile 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi (Antikorlar1 sulandirmak
amactyla kullanilan soliisyon: %10 ke¢i serumu iceren %0.1 Tween20/1XPBS).
Birincil antikor olarak 3:500 seyreltme ile tavsan anti-tetR poliklonal antikoru
(MoBiTec) kullanildi. Ikincil antikor olarak 1:500 diliisyon ile anti-tavsan AF
488 ve anti-fare AF 568 (Molecular Probes) kullanildi. Birincil ve ikincil
antikorla boyama sonrasinda distile su ile 1:1000 oraninda seyreltilen DAPI ile

cekirdek boyamasi yapildi.

6. Lameller kapama ortami kullanilarak lam {izerine yapistirildi ve kurumasi igin

karanlikta 10-12 saat bekletildi.

pcDNAG6/TR plazmid vektorii ile transfeksiyonun yapilmadigi 2C12 hiicreleri

negatif kontrol amach kullanildi.

Boyama sonrasi lamlar, floresan atagmanli inverted mikroskop (Trinokiiler Floresan

Atagmanli Inverted Mikroskop, Leica DMIL) kullanilarak incelendi.
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4. BULGULAR

T-REx tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminin olusturulmasi amaciyla
gerekli olan pcDNAG6/TR plazmid vektorii ve sistemin islevinin kanitlanmasi igin
kullanilan pTO-EGFP plazmid vektorii Yontemler 3.2.B1/2/3/4 ve 5°de ifade edilen
deney asamalarindan sonra Yontemler 3.2.A’da tanimlanan protokole gore
hazirlanan C2C12 hiicrelerine kalic1 transfeksiyon ¢alismalari i¢in kullanilmak {izere
-20°C’de saklandi. Bu agsamadan sonra blastisidin’in C2C12 hiicreleri i¢in minimal

toksik dozunun belirlenmesi ¢aligsmalarina baslandi.

4.1. Blastisidin’in C2C12 Hiicreleri i¢in Minimal Toksik Dozlarmmn

Belirlenmesi

Yapilan ¢alismalar sonucunda 15 giinliik siirecin sonunda C2C12 hiicrelerinin
tamamini  6ldiiren minimal toksik dozdaki blastisidin miktar1 2pg/ml olarak

belirlendi (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Blastisidin’in C2C12 hiicreleri i¢in minimal toksik dozunun belirlenmesi.
A) 4. giin, 151k mikroskobu goriintiisti, B) 10. giin, 151k mikroskobu goriintiisii (ok:kiime halindeki 6lii
hiicreler). Cubuk: 100 um.



25

4.2. C2C12 Hiicrelerinde Kalic1 Transfeksiyonunun pcDNA6/TR Plazmid
Vektorii Ile Gerceklestirilmesi

Toksik doz belirleme ¢alismalarinin tamamlanmasi ile birlikte 6000ng
pcDNAG6/TR plazmid vektoriintin transfeksiyonu C2C12 hiicrelerine Fugene HD
transfeksiyon reaktifi ile yapildi. Hiicrelerde transfeksiyon etkinligi %70 olarak
saptand1 (Sekil 4.2.). Oldiiriicii doz olan ve minimal toksik etki gdsteren blastisidin
antibiyotigi (2ug/ml) plasmid transfeksiyonu gergeklestirilen hiicrelerin  besi
ortamina eklendi. Antibiyotikli besi ortam1 her 3 giinde bir yenilendi ve hiicreler 18.
giiniin sonunda klonal gruplar olusturmaya basladilar (Sekil 4.3.). Hiuicreler 45 giin
antibiyotik secilimine maruz birakildi ve degisik biiytikliikteki klonal hiicre
gruplarinin olusumu gézlendi (Sekil 4.4.). Olusan klonlar tripsinize edildi ve her
klonal grubun ayr petri kaplarinda ¢ogalmalar1 saglandi. Klonal hiicre gruplar petri
kabim1 tamamen kapladiklarinda tripsinize edilip hiicre dondurma soliisyonuna

alinarak donduruldular.

Sekil 4.2. C2C12 hicrelerinin 6000ng pEGFP plasmid vektorii ile transfeksiyonu

sonrasinda transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi. A) Isik mikroskobu goriintiisii, B) Ayni

alanin floresan mikroskop goriintiisii. Cubuk: 100 pm.



Sekil 4.3. C2CI12 hiicrelerinin pcDNA6/TR plazmid vektoriiyle transfeksiyonu

sonrasinda 151k mikroskobu goriintiileri. A)Transfeksiyon sonrasi 4. Giin, B) Transfeksiyon
sonrasi 18. giinde klonal gruplarin olusumu (ok: kalic1 transfeksiyonun gergeklesmedigi 61t hiicreler).

Cubuk: 100 pm.

Sekil 4.4. Secilim siireci sonunda klonal gruplarin gézlenmesi. A, B, C ve D degisik

morfoloji ve biiyiikliikteki klonal hiicre gruplari. Cubuk: 100 um.
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4.3. T-REx Sisteminin Islevinin Kanitlanmasi

C2C12 hiicrelerinde kalic1 transfeksiyonun gerceklestiginin  ve 7-REx
sisteminin islevinin kanitlanmasi amaciyla EGFP genetik belirleyicisini iceren pTO-
EGFP plazmid vektorii temin edildi. Temin edilen plazmid vektor mini-prep plazmid
saflastirilmast  yontemiyle c¢ogaltilip 1000ng pTO-EGFP plazmid vektoriiniin
transfeksiyonu, 6000ng pcDNAG6/TR plazmid vektorii ile kalici transfeksiyonun
saglandig1 22 adet C2C12 hiicre klonuna yapildi. Transfeksiyon etkinligi %40 olarak
saptandi (Sekil 4.5.). Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicre kiiltiir ortamina 10pug/ml
tetrasiklin eklendi ve 24 saat sonra EGFP ifadesi floresan mikroskop altinda
gozlenerek sistemin calistigi kanitlandi (Sekil 4.6.). Tetrasiklin varliginda en iyi
uyarilan ve ortamda tetrasiklin yokken en az bazal EGFP ifadesi gozlenen klonal
C2C12 hiicre grubu belirlenmis ve TRI1 olarak adlandirilmistir. Kas dokusunda
proteinlerin iglevlerini arastirmak icin yapilacak in vitro ¢alismalarda TR1 klonunun

kullanilmasina karar verilmistir.

Sekil 4.5. C2C12 hiicrelerinin 1000ng pEGFP plasmid vektorii ile transfeksiyonu

sonrasinda transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi. A) Isik mikroskobu goriintiisii. B) Ayni

alanin floresan mikroskop goriintiisii. Cubuk: 100 pm.



Sekil 4.6. En diisiik seviyede bazal ifadeye sahip ve en yliksek diizeyde uyarilan TR1

klonunun belirlenmesi. A) Isik mikroskobu goriintiisii. B) Ayni alanin floresan mikroskop

goriintiisii (ok: bazal EGFP ifadesi gozlenen hiicreler). C) Tetrasiklin ile uyarilan EGFP ifadesinin

floresan mikroskop gériinttisii. Cubuk: 100 pm.

4.4. TR1 klonunda Tet Represor Proteininin Varhgimin Immiinfloresan Boyama

ile Tespit Edilmesi

pcDNAG6/TR plazmid vektorii ile kalici transfeksiyonun saglandigi TR1
klonunda tet represdr proteininin varligi tavsan anti-tetR poliklonal antikoru

(MoBiTec) kullanilarak immiinfloresan boyama ile tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. pcDNAG6/TR plazmid vektorii ile kalict transfeksiyonun saglandigi TR1

klonunda tet represor proteininin immiinfloresan boyama ile tespit edilmesi. A); Yesil-
FITC: tet represor proteini, B) Yesil-FITC: pcDNA6/TR plazmid vektoriiyle transfeksiyonun
gerceklestirilmedigi C2C12 hiicreleri, C) Mavi-DAPI: A ile ayni alan hiicre ¢ekirdekleri, D) Mavi-
DAPI: B ile ayni alan hiicre ¢ekirdekleri, E) A ile C’nin ¢akistirilmig filtre goriintiileri, F) B ile
D’nin ¢akigtirilmis filtre goriintiileri. Cubuk: 10 pm.
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5. TARTISMA

Ilgilendigimiz bir genin kas dokusundaki rolii, in vitro sistemde bu genin
C2C12 fare miyoblast hiicre hattina bir plazmid vektor aracilifiyla transfeksiyonu ile

arastirilabilir.

Transfeksiyon sonrasi heterojen hiicre populasyonlari, gegici gen ifadesi ve
klonlarin kendi i¢lerinde genetik varyasyon gostermesi nedeniyle arastirmalardan
cikacak sonuclarin dogrulugunu etkileyebilir. Kalict transfeksiyonun saglandig
hiicre hatlarinda, transfeksiyon ile aktarilan gen hiicre genomuna katilir ve mitotik
boliinmeler sonucunda yavru hiicrelere aktarilir. Bu sayede ayni klonal gruptan
koken alan, her hiicrenin belirli bir proteini ifade ettigi homojen hiicreler elde edilir
ve arastirmalarda heterojen hiicre gruplarimin varligindan kaynaklanabilecek

hatalarin 6niine gegilir.

Kalic1 transfeksiyonun gergeklestirildigi hiicre hatlarimi elde etmek igin
kullanilan yontemlerden birisi uyarilabilinen gen ifade sistemlerinin kullanilmasidir.
Indiiklenebilir gen ifade sistemleriyle kalic1 transfeksiyonun saglandig1 hiicre hatlar:
elde edilmesinin yaninda transfeksiyon ile aktarilan genlerin ifadeleri bir uyarici
araciligiyla kontrol edilebilir. Ozellikle ilgilenilen gen iiriiniiniin toksik, apoptotik ya
da anti mitotik oldugu durumlarda uyarilabilir sistemlerin kullanilmasi avantajlidir.
llgilenilen genin toksik ya da apoptotik ozellikte oldugu durumlarda hiicreler
transfeksiyon gerceklesse bile genin kendi o6zelliginden dolay1 o6leceklerdir.
Ilgilenilen genin antimitotik oldugu durumlarda ise, hiicre boliinme siireci etkilenir.
Hiicreler transfeksiyondan sonra boliinmeyeceginden klonal hiicre gruplar1 olusmaz,
heterojen hiicre gruplar1 ortamda yagsamlarini devam ettirirler. Bu gibi durumlarda
gen ifadesinin istenildigi zaman baslatilip istenildigi zaman sonlandirilabildigi

uyarilabilir gen ifade sistemleri avantaj saglar.

Ideal bir iuyarilabilir gen ifade sisteminin &zgiilliik, verim ve doza bagimli
uyarilabilirlik gibi belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Sistem, hiicrede varolan
endojen driinlerle aktive olmamali ve hiicrenin diizenleyici yolaklarma etki

etmemelidir. Bunun disinda uyarici molekiil ortamda yokken diisiik diizeyde bir
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bazal ifadeye sahip olmali, uyarict molekiil eklendiginde hizlica yiiksek diizeyde ve

her hiicrede esit diizeyde gen ifadesi gerceklesmelidir.

Yapilan karsilastirmali yayinlar incelendiginde ekdizon ve rapamisin ile
uyarilan sistemlere gore tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminin sagladig diisiik
bazal gen ifadesi ve yliksek diizeyde uyarilabilirlik 6zelligi bu tez ¢aligmasinda bu
sistemin secilmesinde etken olmustur. Ayrica bu sistem memelilerde mevcut
olmayan kontrol elemanlarini igermemektedir. Bu sayede kontrol elemanlar hiicresel

faktorlerle etkilesime girmezler ve memeli sinyal yolaklarini etkilemezler (15-17).

T-REX tetrasiklin ile uyarilabilen gen ifade sistemi belirli bir proteinin yliksek
diizeyde ifadesinin saglanmasiin yaninda, gen ifadesinin baskilanmasi amaciyla da
kullanilabilir. C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda bu ydnde yapilan calismalar
incelendiginde, ilgilenilen gen ifadesinin kontrol hiicrelere gore %10 seviyesine
kadar indirilebildigi gézlenmistir. Bu sistemin gen ifadesinin baskilanmasi amaciyla
kullanilmas1 sayesinde kas fizyolojisinde gorevli Onemli proteinlerin islevleri

hakkinda daha net bilgi sahibi olmak miimkiin olabilmektedir (15,18).

T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sistemi in vivo g¢aligmalarda da
kullanmilmaktadir. Ozellikle transgenik hayvan modellerinin olusturulmasinda ve
belirli dokulardaki gen ifadesinin etkilerinin gézlendigi calismalarda yaygin olarak

kullanilir (21).

T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sistemi iki plazmid vektorden
olusmaktadir. pcDNA4/TO/myc-His.B plasmid vektorii glcli  bir CMV
promotoriiniin yani sira memeli hiicrelerinde tetrasiklin ile regiilasyonu saglayan iki
adet tet operator dizisini de icermektedir. Ayrica bu vektorde yer alan c-myc epitopu
bu sistem ile ifade edilen rekombinant proteinin tespiti ve miktarinin O6l¢iilmesi
calismalarinda kullanilmasina olanak saglamaktadir Uretilen proteinler anti-myc ya
da anti-myc-HRP antikorlartyla kolayca boyanabilmektedir. Yine vektor iizerinde yer
alan C-terminal polyhistidine (6xHis) isareti iiretilen rekombinant proteinin

purifikasyonunu miimkiin kilmaktadir. pcDNAG6/TR plasmid vektorii ise tetrasiklin
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ortamda bulunmadiginda sistemin c¢alismasini tet operatdr dizisine baglanarak

Onleyen tetR proteinini tiretmektedir (22,23).

T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminin olusturulmasindaki en
onemli asama TetR proteinini yliksek diizeyde ifade eden klonlarin secilmesidir. Bu
amagla pcDNA6/TR plazmid vektoriiyle kalict olarak transfeksiyonu saglanmig
hiicre hattindan miimkiin oldugu kadar ¢ok hiicre klonu izole edilip ¢cogaltilmali ve
bu klonlar arasindan en iyi gen ifadesini saglayan klonlar pozitif kontrol vektoriiniin
gecici olarak transfeksiyonu ile se¢ilmelidir. Sistemin ¢alistiginin kanitlanmasi igin
kullanilan bir¢ok pozitif kontrol geni mevcuttur. Bunlardan sik¢a kullanilanlar
EGFP, H-Ras ve lacZ genleridir. EGFP geninin ifadesi floresan mikroskop ile
kolayca tespit edilebildiginden EGFP genini iceren pTO-EGFP plazmid vektori
daha ¢ok tercih edilmektedir (8).

Boliimiimiizde uzun siiredir dejeneratif kas hastaliklari ile ilgili aragtirmalar
yapilmaktadir. Bugiine kadar laboratuvarimizda yapilan arastirmalarda bir proteinin
kastaki iglevini belirlemek amaciyla gecici transfeksiyon yontemi kullanilmistir.
Gegici transfeksiyon sonrasinda transfeksiyonun gergeklesmedigi hiicreler de hiicre
kiiltiir ortaminda bulunur, transfeksiyonun saglandigi hiicreler ise farkli kopya
sayilarinda plazmid igerdiklerinden esit diizeyde gen ifadesi gozlenemez. Bu durum
arastirmalardan ¢ikacak sonuclarin giivenilirligi etkilenebilir. Eger arastirmalarda her
hiicrenin belirli bir proteini ifade etmesi isteniyorsa, transfeksiyonun olmadigi
hiicrelerin antibiyotik secilimiyle ortadan kalkacagi ve tiim hiicrelerin esit diizeyde
gen ifadesi gosterecegi kalic1 transfeksiyon yontemi kullanilmalidir. Bu tez
caligmasinda pcDNA6/TR  plazmid vektoriinin  C2C12  hiicrelerine  kalic
transfeksiyonu gerceklestirilmis ve kalici transfeksiyonun gerceklestigi C2C12 fare
miyoblast klonal hiicre gruplarina pTO-EGFP plazmid vektoriiniin  gegici olarak
transfeksiyonu ile yesil floresan protein ifadesi  floresan mikroskop altinda
gozlenmistir. Bu calisma sonunda kalic1 transfeksiyonun saglandigi C2C12 fare
miyoblast hiicre hattinin elde edilmesi ile, boliimiimiizde kasta ifade edilen herhangi
bir proteinin ifade diizeyini degistirerek bu proteinin kasdaki islevini ortaya koymak
amacli yapilacak bir ¢cok ¢alisma i¢in yararli olacak bir ara¢ olusturulmustur. Ayrica,

tetrasiklin ile uyarilabilir gen ifade sistemi ile kalic1 transfeksiyonun saglandigi hiicre
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hatt1 olusturulmasi sirasinda edinilen tecriibeler, ilerleyen déonemlerde bu ve buna
benzer kalici transfeksiyon gerektiren sistemlerin bagka hiicre hatlarinda

olusturulmasina da katki saglayacaktir.

Yiiksek diizeyde tetR proteini iireten kalici transfeksiyonun saglandigr C2C12
hiicrelerinin elde edilmesi siirecinde transfeksiyon etkinligi 6nemli rol oynamaktadir.
Tez calismasinda 6000ng dogrusal pcDNA6/TR plazmid vektoriinin C2C12
hiicrelerine transfeksiyonu %70 etkinlik ile ger¢eklestirilmistir. Sistemin en verimli
diizeyde calisabilmesi i¢in pcDNA6/TR plazmid vektoriiniin yiiksek transfeksiyon
etkinligi ile hiicrelere transfeksiyonu gerekmektedir. Yiiksek transfeksiyon etkinligi
sonucunda pcDNAG6/TR plazmid vektoriinii fazla kopya sayisiyla bulunduran hiicre
miktar1 artacagindan, tetR proteinini yiiksek diizeyde ifade eden klon sayisi da
artacaktir. Ancak, tez calismasinda T-REX gen ifade sisteminin etkin bir bigimde
tetrasiklin ile uyarilabilmesi i¢in 6000ng pcDNAG6/TR vektorii ile kalici
transfeksiyonun gergeklestirildigi C2C12 hiicrelerine 1/6 oraninda pTO-EGFP
plazmid vektoriiniin transfeksiyonu saglanmistir. Bu durumda yalnizca sistemin
calistigin1 kontrol etmek amaciyla yapilan gegici transfeksiyon %40 etkinlik ile
gerceklesmistir. C2C12  hiicrelerine  1000ng plazmid vektér ile yapilan
transfeksiyonlarda %40’lik bu transfeksiyon etkinligi elde edilebilecek maksimum
etkinlik olarak belirlenmistir. Tez c¢alismasinda pTO-EGFP plazmid vektori
pcDNAG6/TR plazmid vektorii ile 22 farkli klonal hiicre grubuna transfeksiyonu
gerceklestirilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicre besi ortamina 10ug/ml

tetrasiklin eklenmis, 24 saat sonra gen ifadesi en iyi uyarilan klon segilmistir.

Tez calismasinda secilen koloniler uyarilma yoniinden incelendiginde
besiyerine tetrasiklin ilave edildikten 24 saat sonra uyarilma gerceklestigi
gbzlenmistir. Yapilan ¢caligmalar incelendiginde besiyerinden tetrasiklin ¢ekildikten 3
glin sonra tam anlamiyla gen ifadesinin baskilandigi gozlenmistir. Bu tez
caligmasinda T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminin c¢alistigi pTO-EGFP
plazmid vektoriiniin, pcDNA6/TR plazmid vektoriiyle kalict transfeksiyonun oldugu
hiicrelere transfeksiyonu sonucunda tetrasiklin uyarilmanin gergeklestirilmesi ile
gosterilmistir. Bu asamadan sonra uyarilmanin gergeklestigi koloni TR1 olarak

adlandirilmistir. TR1 kolonisi sonraki ¢aligmalar i¢in ¢ogaltilmis ve dondurulmustur.
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T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminde bazal gen ifadesi
gozlenmesi sikga rastlanan bir sorundur. Bu sorunun iki farkli sebebi olabilir.
Birincisi, hiicre besi ortaminda kullanilan f6tal dana serumunun eser miktarda
tetrasiklin icermesi olabilir. Serumun elde edildigi hayvanlarin besininde tetrasiklin
bulundugundan ve besi ortamina eklenen serum bunu eser miktarda igerdiginden
bazal gen ifadesi gozlenir. Diger bir sebep ise pTO-EGFP plazmid vektoriiniin klonal
hiicre gruplarina transfeksiyonu kalic1 olmadigindan, ilk giinlerde plazmid vektorii
epizomal olarak igeren hiicrelerin sayis1 ¢ok olacagindan, tetrasiklin ile uyarilma
olmadigr halde gen ifadesi gdzlenmesinin miimkiin olabilmesidir. Ayrica kagak
transkripsiyondan dolayr da diisiik miktarda gen ifadesi gdzlenebilir. Bu durumda
hiicrelerin gecici transfeksiyondan sonra zeosin ve blastisidin igeren besiyerinde
tekrar antibiyotik secilime maruz birakilmasi gerekmektedir. Bu antibiyotik secilimi
sonucunda hem pcDNAG6/TR plazmid vektoriinii hem de pTO-EGFP plazmid
vektoriinii igeren hiicreler ortamda yasamaya devam edeceklerdir. Bu hiicreler
arasinda pTO-EGFP plazmid vektoriinii yiiksek miktarda iceren hiicrelerde, yine
bazal gen ifadesi gozlenebilir. C2C12 fare miyoblast hiicrelerinde T-REx tetrasiklin
ile uyarilan gen ifade sisteminin basariyla olusturuldugu yaymlar incelendiginde bu
sistemde hiicre kiiltiir ortamina tetrasiklin eklenmeden bazal gen ifadesinin
gozlendigi ve %10’luk bir bazal gen ifadesinin normal olarak karsilandig
gorilmektedir. (18-20). Tez ¢alismamizda da klonlar bazal gen ifadesi yoniinden
incelendiginde, pcDNA6/TR plazmid vektoriiniin kalici olarak transfeksiyonun
saglandig1 klonal gruplarin bazilarinda beklenen diizeyde bazal gen ifadesi

gbzlenmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda kalic1 transfeksiyonun gergeklestirildigine diger bir
kanit ise tetR proteininin varligmin 6000ng pcDNA6 plazmid vektoriiyle kalici
transfeksiyonun saglandigr C2C12 hiicrelerinde immiinfloresan boyama yontemiyle
gosterilmesidir. Immiinfloresan boyamada tavsan anti-tetR poliklonal antikoru
kullanilmistir. immiinfloresan boyama DAPI zit boyamas: ile desteklenmistir. TR1

klonundaki tiim hiicrelerde tetR proteininin varligi gosterilmistir.
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llerleyen dénemde pcDNAG6/TR plazmid vektoriiyle kalici transfeksiyonu
gerceklestirilmis olan C2C12 hiicreleri proteinlerin kasdaki islevini ortaya koymak
amacli yapilacak calismalarda kullanilacaginda bazi noktalara dikkat etmek
gerekmektedir.  Oncelikle ¢alismaya baslamadan &nce ilgilenilen  gen
pcDNA4/TO/myc-His.B plasmid vektoriine klonlanmali, ve klonlanma DNA dizi
analizi yapilarak kanitlanmalidir. Bu islemden sonra elde edilen rekombinant
pcDNA4/TO/myc-His.B plasmid vektoriiniin, TR1 klonuna bu tez calismasinda
belirtilen sartlarda transfeksiyonu saglanmalidir. Transfeksiyon sonrasinda hiicreler
zeosin ve blastisidin igeren hiicre kiiltiir ortaminda tutulmal1 ve antibiyotik secilimine
calisma sona erinceye kadar devam edilmelidir. Antibiyotik baskis1 olmadiginda
genomun, igerisindeki plazmidi atabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Olusan klonlar
ayr1 ayr1 klonlama halkalariyla tripsinize edilip daha biiyiik petrilere alinmalidir.
Yeterli sayiya ulasan klonlarin bir kismi dondurulmali ve sivi azot tankina
alinmalidir. Geriye kalan hiicreler ayri bir petriye alinmali, hiicreler 10pg/ml
tetrasiklin ile uyarilmali ve 24 saat sonra ilgilenilen gen iirline goére uygun
antikorlarla her klonun bazal gen ifade diizeyi ve uyarilma seviyesi belirlenmelidir.
Caligmada en diisiik bazal gen ifadesine ve en yiiksek diizeyde uyarilabilirlige sahip

klon secilerek sonuclar o klon iizerinden degerlendirilmelidir.

Bu tez caligmasi sonucunda C2C12 fare miyoblast hiicrelerinde kalici
transfeksiyon gergeklestirilmis ve T-REX tetrasiklin ile uyarilan gen ifade sisteminin
olusturuldugu gosterilmistir. Bu sistem sayesinde herhangi bir proteinin kas
dokusundaki iglevinin belirlenmesi amaciyla yapilacak aragtirmalar i¢in yararl bir
ara¢ olusturulmustur. Ayrica, tetrasiklin ile uyarilabilir gen ifade sisteminin
olusturulmasi sirasinda edinilen tecriibeler, ilerleyen donemlerde bu ve buna benzer
kalic1 transfeksiyon gerektiren sistemlerin bagka hiicre hatlarinda olusturulmasina

katki saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Blastisidin’in C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 i¢in toksik dozu 2 pg/ml

olarak belirlenmistir.

e (C2C12 fare miyoblast hiicre hattina pcDNA6/TR plazmid vektoriiniin kalici

transfeksiyonu gerceklestirilmistir.

e (C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda tetrasiklin ile uyarilan gen ifade
sisteminin olusturuldugunun kanitlanmasi i¢in klonlara pTO-EGFP plazmid
vektoriiniin gecici olarak transfeksiyonu saglandiktan sonra hiicre kiiltiir
ortamina tetrasiklin eklenmis ve EGFP ifadesi floresan mikroskop altinda
gozlenmistir. Bu durumda kalict transfeksiyonun saglandigi C2CI12

hiicrelerinin olusturuldugu kanitlanmaistir.

e Kalici transfeksiyonun gergeklestirildigi C2C12 TRI1 klonundaki tiim
hiicrelerde tetR proteininin varligt immiinfloresan boyama yontemiyle

gosterilmistir.

e Tetrasiklin varliginda en iyi uyarilan ve ortamda tetrasiklin yokken en az
bazal gen ifadesi gozlenen klon TR1 olarak adlandirilmis ve bu klon ileriki

calismalar i¢in ¢ogaltilarak dondurulmustur.

e Tez calismasi kapsaminda olusturulan tetrasiklin ile uyarilan gen ifade
sistemi tez c¢alismasini takip eden diger arastirmalar i¢in bir alt yapi
hazirlamistir.  Ilerleyen dénemde kas dejenerasyon mekanizmalarinin
aciklanmasina yonelik olarak yapilacak ¢alismalar icin tiim hiicrelerin belirli
bir proteini yiiksek diizeyde ifade ettigi ya da belirli bir proteinin ifadesinin
baskilandig1 transfeksiyonun kalici oldugu hiicre hatlar1 ¢ok siklikla

kullanilacaktir.

e Tetrasiklin ile wuyarilabilir gen ifade sisteminin kullanildig1, kalict

transfeksiyonun saglandigi C2C12 hiicre hattinin olusturulmasi sirasinda
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edinilen tecriibeler, ilerleyen donemlerde bu ve buna benzer sistemlerin bagka

hiicre hatlarinda olusturulmasina katki saglayacaktir.
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