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ONSOZ

Yeni damar olusumu anlamina gelen anjiyogenez, tiimor hiicrelerinin biiyiiyiip prolifere
olabilmesi i¢in gerekli bir islemdir. Tiimor hiicrelerinin anjiyogenezle gelisimini
Onleyebilmek gen tedavisinin son donemlerdeki amacglarindan biri haline gelmistir. Bu
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1. GIRIS

1.1 Anjiyogenez

Anjiyogenez kelime anlami olarak yeni kapiller damarlarin olusumu demektir (Angio:
damar, genesis: olusma, gelisim) (Tandle ve ark., 2004). C. elegans’ta ve Drosophila
melanogaster’de oksijenin difiizyonla tiim viicut hiicrelerine tasinma siireci,
canlilarda viicut hacminin gelismesiyle birlikte yerini, kanin vaskiiler bir ag
araciligiyla tasimima birakmistir. 1661 yilinda Marcello Malphighi kapilleri, yine
ayn1 yillarda Caspar Aselius lenfatik damarlar1 tanimlamislardir. Kan damarlari,
evrim siiresince uzak organlara oksijen tasimak amaciyla gelismistir. Bu damarlar
embryoda organ gelisimi, yetiskinlerde hasarli dokularin tamirinden sorumludur.
Embryoda, kan damarlar1 gelisen organlara oksijen ve besin tagimakla birlikte organ
morfogenezi ile ilgili bir takim sinyalleri de saglar. Kan damarlarinin gelisimindeki

bir bozukluk ¢ok fazla sayida hastaliga neden olabilir (Carmeliet, 2005).

Viicudumuzdaki her hiicre kapillere 100-200 pw’luk mesafe uzakliktadir. Bu uzaklik
oksijenin hiicre i¢ine difiize olabilecegi maksimum mesafedir. Kapiller, yaklasik 8-
20 p capinda, mikrovaskiiler agin en kiigiik ve en basit birimidir. Kapillerin ¢ok
farkli ¢esitleri ve bu ¢esitlerin her birinin 6zellesmis fonksiyonlar1 olsa da, hepsi
bazal membranla ¢evrili endotel hiicrelerinden ve onlar1 ¢evreleyen bir ya da iki sira
perisit tabakasindan olusurlar. Endotel hiicreleri metabolik olarak aktif hiicrelerdir.
Adezyon molekiilleri, biiyiime faktorleri, sitokinler ve vazoaktif peptidler

iretebilirler. Nadir olarak (yaklasik ii¢ yilda bir) boliiniirler (Polverini, 2002).

Hematopoetik hiicreler ve endotel hiicreleri “hemangioblast” adi verilen ortak bir
progenitdrden koken alirlar. Bu gecici hiicre basamagi embriyonik gelisimin erken
asamalarinda goriiliir, sonra hemen kaybolur. Hemangioblastlarin gelisimi vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-2 (VEGFR-2) ne baglidir (Ribatti, 2004). Oncii
hiicreler “vaskiilogenesis” adi verilen islemle birleserek kiiciik kapilleri olustururlar.

Bu asamada arter ve venler de sekillenir. Anjiyogenez siiresince, damarlar daha



kiigiik damarlara ayrilarak daha karmasik bir hal alir. Olgunlasmamis endotel hiicre
kanallar1 perisit ve diiz kas hiicreleriyle kaplanarak damarin esnekligi ve damar
perfliizyonunun diizenlenmesi saglanir; ki bu islemler de “arteriyogenez” olarak

adlandirilir (Carmeliet, 2005).

Endotel progenitor hiicreler (EPC) kemik iliginden kdken alirlar ve yetiskinlerde
yeni damar olusumuna katilirlar. Dolasimdaki EPC’lerin biiyiik ¢cogunlugu kemik
iliginde, hematopoetik kok hiicre ve kemik iligi stromasiyla yakin iliskidedir.
EPC’ler prolifere olabilirler, go¢ edebilirler ve endotel hiicre soyundan farkli
hiicrelere farklilagabilirler; ama olgun endotel hiicrelerin 06zelliklerine sahip
degildirler. Dolasimdaki endotel hiicreler dolasimdaki EPC’lerden farkli olarak
vaskiiler hasar sonrasi rasgele sekilde damar disina c¢ikarlar ve dolasima katilirlar.
Ayrica, EPC’ler anjiyojenik faktorlere maruz kaldiginda yiiksek proliferasyon
kapasitesiyle endotel kolonilerini olustururlar. Oysa olgun endotel hiicreleri sinirl

proliferasyon kapasitesine sahiptirler (Ribatti, 2004).

Dogumdan hemen sonra, anjiyogenezle organ gelisimi devam eder, fakat ergenlige
ulasildiginda ¢ogu kan damari sessiz kalir; anjiyogenez sadece ovaryum ve hamilelik
stiresince plasentada goriiliir (Carmeliet, 2005). EPC’ler, kemik iliginden kan
dolasimma doku iskemisi, wvaskiiler travma veya tiimoér gelisimi sliresince
yonlendirilebilirler (Ribatti, 2004). Endotel hiicreleri, kan damarlarinda hipoksi,
lenflerde inflamasyon, yara iyilesmesi ve tamiri gibi bir reaksiyon goriilene kadar
boliinme yeteneklerini sakli tutarlar. Bu siire zarfinda anjiyogenez inhibitorleri ve
uyaricilar1 arasindaki denge korunur. Malign olusumlar, inflamatuar ve otoimmun
hastaliklar, obezite, astim, bakteriyal enfeksiyonlar, diyabet, siroz, endometriozis ve
AIDS gibi pek c¢ok hastalikta bu denge ortadan kalkar (Carmeliet, 2005). Uyaricilar
biiylime faktorleri, matriks ve adezyon molekiilleri, farklilasma/6zellesme sinyalleri,
kemoatraktanlar ve yeni damar olusumundan sorumlu enzim sistemlerinden herhangi
biri olabilir. Inhibitérler ise, endotel hiicre proliferasyonunu, sinyal iletimini, hiicre
migrasyonunu, matriks metalloproteinaz ekspresyonunu ve endotel hiicre onciilerinin

gelisimini inhibe etmek suretiyle fonksiyon gosterirler (Polverini, 2002).



1.1.2 Tiimor Anjiyogenezi

Timor hiicreleri  karsinojenik etkiyle maliyn potansiyel kazanip kontrolsiiz
cogalmaya baslayana kadar olduk¢a uzun ve sessiz bir donem gecirirler. Bu
donemden sonra 6zellikle damarlanmayla birlikte tiimorlerde hizli bir progresyon
donemi baglar. Tiimdr hiicreleri kapiller damarlar etrafinda oksijenin difiizyon
mesafesi olan 200-300 mikron mesafeye kadar dizilirler. Bulunduklar1 dokuda yeni
damar olusumuna gerek duymadan ancak 2-3 mm biiyiikliige kadar ulasabilirler
(Hart, 2001; Folkman, 2006). Daha fazla biiyiiyebilmeleri i¢in yeni damar olusumuna
gereksinim vardir. Yeni damar gelisimi olmayan tiimdrler asemptomatik lezyonlar
olarak kalir. Tiimdrler ¢ok sayida anjiyogenik faktor (epidermal biiyiime faktori;
EGF, fibroblast biiylime faktorii-1, -2, -3, -4; FGF-1, -2, -3, -4, granulosit koloni
uyarici faktor; G-CSF, interlokin-8; IL-8,hepatosit biiylime faktorii; HGF, transforme
edici biiyime faktor-a, -b; TGF-a, -b, vaskiiler-endotelyal biiyiime faktorii; VEGF
gibi) salgilar ve bunlarin ¢ogu komsu kii¢iik damarlara difiize olarak endotel
hiicreleri {izerindeki reseptorlerine baglanir ve sonugta yeni damar olusumu ile
sonuclanacak olaylar dizisini aktive ederler (Folkman, 2006; Liu ve Deisseroth,
2006). Endotel hiicre aktivasyonunun yani sira timor hiicreleri: i- matriksi eritici
enzimleri ile endotel hiicrelerinin invazyonunu kolaylastirir, ii- salgiladiklar1 bir
takim kemotaktik faktorlerle ilave anjiyogenik faktor salgilayabilecek olan
makrofajlar1 ve mast hiicrelerini kendilerine ¢ekerler ve iii- stromadaki fibroblastlari
proanjiyogenik molekiiller yapmalarini uyarmak suretiyle de anjiyogenezi

hizlandirirlar (Folkman, 2002).

Timor anjiyogenezi EPC’lerin mobilizasyonu ve fonksiyon kazanmalar ile baslar.
Kanser hastalarinin dolasimdaki EPC frekansi artmistir. Tiimor hiicrelerince tiretilen
yiiksek miktardaki VEGF periferal dolasimdaki kemik iligi kdkenli hiicrelerin
mobilizasyonuna neden olur ve onlarin timor vaskiilerine dogru yonlenmesini arttirir
(Ribatti, 2004). Endotel hiicrelerinin aktivasyonunda esas rolii oynayan,
anjiyogenezin olusumunu saglayan ana faktér pek ¢ok insan kanserinde normalden
fazla eksprese oldugu gosterilmis olan VEGF’diir. VEGF molekiil ailesi ligandlari
[VEGF-A (VEGF), VEGF-B, -C, -D, -E (VEGF-E memeli hiicrelerinde bulunmaz),



ve plasental biiyiime faktorii (PIGF)-1 ve -2 ] damar ve lenfatiklerdeki endotel
hiicreleri iizerinde bulunan reseptorlerine baglanirlar (Bruns ve ark., 2000; Inoue ve
ark., 2000). VEGFA geni alternatif splicing ile farkli proteinleri kodlayabilir.
VEGFA proteinleri endotel hiicrelerce eksprese edilen VEGFR-2 tirozin kinaz
yoluyla kapiller gegirgenligi ve endotel hiicre proliferasyonunu arttirir. Bazi tiimor
hiicreleri VEGFR-1 veya VEGFR-2 de eksprese edebilir, boylece VEGF ler ek
olarak otokrin faktorler gibi de davranabilirler (Schulz, 2005). Reseptor tirozin kinaz
grubunda yer alan ve VEGF ligandlarin1 baglayan baslica 3 VEGF reseptori
tanimlanmistir. VEGFR-1 (Flt-1) endotel hiicreleri ile bazi tiimér hiicrelerinde
eksprese edilir ve esas olarak VEGF’nin endotel migrasyonunu uyarict etkisine
aracilik eder. VEGFR-2 (KDR, FLK-1) endotel hiicreleri, primitif hematopoietik kok
hiicreler ve bazi timor hiicreleri ile az sayida eriskin hiicresinde eksprese edilir ve
VEGF ligandlarmin (VEGF, VEGF-C ve VEGF-D) endotel hiicrelerinin
proliferasyonu, sag kalimi ve damar gegirgenligi etkilerine aracilik eder. VEGFR-3
(F1t-4) esas olarak VEGF-C ve VEGF-D yi baglar, lenfatik ve tiimor endotel
hiicrelerinde eksprese edilir ve lenfanjiyogenezin gelismesinden sorumludur. Tiimor
anjiyogenezinde baslica sorumlu VEGFR-2 aracilt sinyal iletim yoludur. VEGFR-2
nin bloke edilmesi hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve sagkalimimi ve damar
permeabilitesini azaltmaktadir (Bruns ve ark., 2000; Inoue ve ark., 2000). VEGFR-1
(Flt-1) in tiimor anjiyogenezinin yani sira tiimor hiicrelerinin proliferasyonu,
invazyonu ve metastazinda da rol oynamasi nedeniyle kanser tedavisinde onemli

hedefler arasinda yer almaktadir (Kaliberoy ve ark., 2004).

Normal hiicreler anjiyogenik degildirler, ¢iinkii normalde az miktarda anjiyogenik
faktor salgilayabilirken daha fazla miktarlarda anjiyogenez inhibitorleri (anjiostatin,
interferonlar, interlokin -1, -12, retinoik asit, protamin, platelet faktor 4;PF4,
trombospondin-1, doku metalloproteinaz inhibitorii; TIMP gibi) salgilarlar (Ribatti,
2004). Dolayisiyla normal bir hiicrenin maliyn transformasyona ugrarken ayni
zamanda anjiyogenik fenotip kazanmasi da gerekmektedir. Aniyogenez olayinda
onemli rol oynayan endotel hiicreleri ise salgiladiklar1 bazi biiyiime faktorleri (Or.
Bazik fibroblast biiyiime faktorii; bFGF, granulosit-stimiile edici faktor;G-CSF,
platelet-kaynakli biiylime faktorii, PDGF, insiilin-benzeri biliyiime faktorii;IGF,



heparin-baglayic1 epidermal biiyiime faktorii benzeri biiylime faktorii gibi)
vasitasiyla kendi aktivasyonlarini arttirirken ayn1 zamanda bu faktorler timor
hiicreleri i¢in de parakrin biliylime faktorleri olarak rol oynar. Maliyn
transformasyonda anjiyogenik 0Ozelliklerin kazanilmasinda pek c¢ok hiicrede
onkogenler rol oynamaktadir. Onkogenlerin en belirgin etkisi tiimor hiicrelerinde
anjiyogenik faktorlerin yapimlarini ve salgilanmalarini uyarmalaridir (6r. H-ras — G-
CSF, IGF-1, VEGF, N-ras — TNF-a [tiim0r nekrozis faktor-a], G-CSF, v-src — VEGF
gibi) (Yu ve ark., 2004; Arbiser, 2004). Baz1 aktive olmus onkogenler (RAS ailesi
gibi) VEGF ekspresyonunu uyarir. Tiimdrlerde VEGFA ekspresyonunun artis1 pek
cok genetik ve epigenetik olaymn sonucu olabilir. Bunun tersine, TP53 VEGFA ve
diger pek cok pro-anjiyogenik faktorii “down-regiile” eder ve anti-anjiyogenik
faktorlerin ekspresyonunu arttirir. RAS mutasyonlar1 ve TP53 fonksiyon kaybi gibi
insan kanserlerinde goriilen pek ¢ok degisimin VEGFA ekspresyonunu ve

anjiyogenezi arttirdig1 diigiiniilmektedir (Schulz, 2005).

Anjiyogenez normal kapillerin uzamasiyla baslar, gecirgen duruma gelir ve boylece
fibrinojen gibi plazma proteinleri perivaskiiler bosluga geger. Bu durum, perivaskiiler
hiicrelerin (perisitlerin) doku icine gd¢ etmekte kullandiklari matriksin yikimina
neden olur. Bununla birlikte, damar1 ¢evreleyen bazal membran da yikilir. Bu
yikimda aktif endotel hiicrelerden ve stromadan salinan matriks metalloproteinazlari
(MMP) etkilidir. Sonra endotel hiicreler prolifere olur ve kapiller ¢evre doku igine
dogru damarlanir. Normal anjiyogenez sirasinda endotel hiicrelerinin proliferasyonu
gecicidir ama tiimor anjiyogenezinde kalicidir. Ayrica, normal anjiyogenez siiresince,
yeni olusan kapiller perisitlerle ve bir kere daha vaskiiler bazal membranla kaplanir,
fakat anjiyogenezin bu bolimi timdr anjiyogenezinde tamamlanmaz. TUmor

kapillerlerinin sekilleri ve oryantasyonlar1 diizensizdir (Schulz, 2005).

Normal ve tiimor anjiyogenezi arasindaki ikinci fark biiyiime faktorlerinden
kaynaklanir. Pek ¢ok tiimoriin normal dokularda oldugu gibi anjiyogenezi uyarmak
lizere biliylime faktorlerinin benzer dengeli karigimimi saglayamadigi disiiniiliir.
Tiimorler degisik miktarlarda FGF, EGF benzeri faktorler, PDGF, anjiyopoetinler
(ANG-1 ve ANG-2) ve IL-8 gibi sitokinler salgilarlar. Bu faktorler kapiller



olusumunu ve endotel hiicre proliferasyonunu uyarirlar. Tiimor hiicreleri yine bazi
durumlarda bu faktorleri salgilamak yerine bunlarin stromal hiicrelerden sentez ve
salimmi uyarirlar. Ozellikle inflamatuar hiicreler anjiyogenezin ilerlemesini

saglayan prostoglandinler tiretirler (Schulz, 2005).

Tiim bunlara ilaveten, tiimor iliskili makrofajlar da anjiyogenez ve anjiyogenez
kaskadinin her bir basamaginda gorev alarak tiimor gelisimine katkida bulunurlar.
Aktivasyon basamaklarina gore makrofajlar Tip I (M1) veya Tip II (M2) olmak
tizere siniflandirilabilirler. M1, proinflamatuvar sitokin iiretip, ¢ok sayida doku
uygunluk kompleksi (MHC molekiilii) eksprese ederek tiimor hiicrelerini 6ldiiriirken;
M2, inflamatuvar cevabi azaltir, hiicre atiklarini uzaklastirir ve anjiyogenezi tetikler.
Bu tip makrofajlara tlimor-assosiye makrofajlar (TAM) da denilmektedir (Lamagna
ve ark., 2006). Sonug olarak anjiyogenez gelisiminde tiimor mikrogevresi de oldukca

Onemlidir.

1.2. Memeli Hiicrelerine Gen Transferi Metodlari

Kanserin aslinda genetik temelli bir hastalik oldugunun ortaya konmasi ile birlikte
ozellikle hastalifin patogenezinde 6nemli rol oynayan molekiiler genetik siireclerin
aydinlatilmaya baglanmas1 ayn1 zamanda bu hastaliga kars1 yeni tedavi stratejilerinin
de gelistirilmesi siirecini beraberinde getirmistir. Bu yeni tedavi stratejilerden bir
tanesi de gen tedavisidir. Gen tedavisinin esas amaci, tedavi edici etkiyi yaratmak
lizere genetik materyalin hiicrelere transfer edilmesidir. Gen tedavisinin temel ilkesi
“tamir etme” veya “yerine koyma”dir. Fonksiyonu bozulmus hiicresel genin
ekspresyonunu degistirme “tamir etme” ilkesini tanimlarken; fonksiyonunu
kaybetmis bir genin yeniden hiicre igerisine yerlestirilmesi ise “yerine koyma”
ilkesini tanimlamaktadir (Brenner, 2005). Giiniimiizde gen tedavisi c¢aligmalar
baslica onkogen ekspresyonunu baskilamaya, eksik olan tiimor baskilayici gen
aktivitesini yerine koymaya, immiin sistemi uyarmaya, timdr damar endotelini
ortadan kaldirmaya ve disaridan verilen ilaglara karsi tiimdr hiicre duyarliligini

arttirmaya (intihar genleri) yonelik olarak yapilmaktadir.



Genlerin hedefe ulagtirilmasinda kullanilan aracilara “vektor” adi verilmektedir. Gen
dagitim vektorlerini viral vektorler, non-viral vektorler ve hiicre tedavileri olarak

baslica 3 ana grupta toplayabiliriz (Cizelge 1.1) (Akbulut, 2007).

Cizelge 1.1. Gen dagitim vektorleri

Viral vektorler
retroviriisler
adenoviriisler
adeno assosiye viriisler
diger virisler
Non-viral vektorler
ciplak DNA
lipozomlar
paketlenmis DNA
islenmis DNA partikiilleri
Hiicre tedavileri
hematopoietik kok hiicreler
mezankimal kok hiicreler
noronal kok hiicreler
embryonik kok hiicreler

1.2.1 Adenoviral Gen Tedavisi

Adenoviruslar1 gen tedavisi i¢in uygun kilan pek ¢ok 6zellik vardir: a- Yaygindirlar;
100’den fazla farkli tiirden izole edilebilmislerdir. Bunlarin 43 tanesi de insandandir.
Pek ¢ok yetiskin, gen tedavisinde kullanilan adenoviruslara (serotip 2 ve 5) maruz
kalmistir. b- Adenoviral vektorler hizli bir sekilde ¢ok farkli tipte insan hiicresini
enfekte edebilirler. Gen transfer diizeyleri diger vektorlerle karsilastirildiginda
oldukca yiiksektir. c- Adenoviral vektorlerin insanlardaki patojenitesi diistiktiir;
soguk alginlhigi benzeri hafif belirtiler gosterir. d- Biiyilk DNA segmentleri
barmdirabilirler (7,5 kilobaz ciftine kadar) ve bu transgenlerin prolifere olmayan
hiicrelerde ifadesini saglayabilirler. e- Viral genom yeniden diizenlenmelere sikca
girmez ve bdylece vektdre verilen yabanci genler basarili viral replikasyonlar
siiresince degismeden kalir. f- Rekombinant DNA teknikleri kullanarak manipule

edilebilmeleri kolaydir (Vorburger ve Hunt, 2002).



Adenoviruslar 36 kb’lik, ¢ift zincirli, lineer, DNA viruslaridirlar. Cekirdege girdikten
sonra, hizli bir sekilde erken bolge 1°deki genleri (Ela ve Elb) transkribe edilir.
Viral replikasyonun erken fazi siiresince, genomda dort bolgede (E1, E2, E3 ve E4)
ekspresyon gerceklesir (Vorburger ve Hunt, 2002). Ela geni iirlinii Ad genlerini
uyarir, hiicre dongiisii diizenini bozar ve hiicreyi Gy dan S fazina gegirir. E1b bolgesi
hiicresel apoptozu inhibe etmekten; E3 Ad ile enfekte hiicreleri immiin sistemin
yikimindan korumaktan sorumlu iken E4 bolgesi Ad replikasyonu ve ge¢ mRNA
olgunlagmasi i¢in gereklidir (Doronin ve ark., 2001). Virusun kendisi tarafindan
kodlanan fonksiyonlar cis ve trans elementleri olarak iki bodlime ayrilabilir.
Replikasyon orijininden sorumlu veya DNA’y1 kondanse eden paketlenme sinyali
(protein IX, W) gibi cis genler virusun kendisi tarafindan taginmalidir. Trans genlerse
yabanci genlerle yer degistirebilir kabul edilen bolgelerdir (Vorburger ve Hunt,
2002).

Yardimci bir bagka virusa bagimli olmayan virus olusturmak i¢in viral genomun en
az li¢ bolgesi DNA insersiyon ya da substitusyonlarini kabul eder: E1, E3 ve E4 ile
genomun sonu arasinda kiiciik bir bolge. Ilk kusak vektdrlerinde, E1 bdlgesi
cikarilarak yerine bir transgen yerlestirildiginde kalan viral genlerde E1 gen {iriinii
olmasa da diisiik diizeyde bir trankripsiyon goriilmiistiir. Bu genlerin transkripsiyonu
konak¢iin erken dogal sitokin transkripsiyonunu uyarir ve antijen bagimli immun
cevap olusur. Sonugta uyarilan immiin sistem hiicrelerince gen aktarimi
gerceklestirilmis hiicreler yok edilir. Bu kuvvetli immiin cevap erken adenoviral gen
tedavisini engeller. Giinliimiiziin ikinci ve {i¢iincii kusak adenoviral vektorleri E1, E2
ve E4 genlerinde farkli delesyonlar igermektedir ¢iinkii bu DNA dizilerince kodlanan
viral proteinler konak¢inin immiin sistemini uyarmaktadir. Bu yeni vektorler daha az

toksiktir ve gen ekspresyon siireleri daha uzundur (Vorburger ve Hunt, 2002).

Adenoviral vektorler tasidiklar1 genleri konakg¢i cekirdegine tasirlar fakat onlar
konak¢inin genomuna entegre etmezler. Bu sayede hiicresel genler ¢cok az ihtimalle
zarar goriir. Diger taraftan, adenoviral vektdr uygulamasi gen tedavisini sadece
gecici protein ekspresyonu gerektiren durumlarla simirlandirir. Cilinkii viral DNA

genellikle kaybolur (Vorburger ve Hunt, 2002).



Preklinik caligmalar, adenoviral vektéor DNA’sinin karaciger, iskelet kasi, kalp, beyin,
akciger, pankreas ve tiimoér dokusunda eksprese oldugunu gostermistir. Adenovirus
intravendz verildiginde ise pek c¢ogunun Kkaracigerde biriktigi saptanmistir
(Vorburger ve Hunt, 2002). Bu nedenle sadece tiimor hiicrelerinde replike olan
adenoviriisler olusturabilmek icin 2 farkli yontem kullanilmaktadir: i- Normal
hiicreler i¢inde etkili olan ama viral hiicreler i¢inde etkili olmayan viral replikasyon
i¢cin gerekli kritik genleri delete etmek. ii- Ela gen {iriiniinlin ekspresyonunu sadece
tiimor dokusuyla smirlandirmak amaciyla tiimoér veya doku spesifik promotorlar
kullanmak (Heise ve Kirn, 2000). Sadece tiimor hiicreleri i¢inde spesifik replikasyon
saglamak amaciyla genellikle E1 genleri iizerinde oynamalar yapilir. Ciinkii El
genleri konakg¢1 hiicrenin enfekte edilmesinden sonra eksprese edilen, adenoviral
replikasyon igin kilit diizenleyici ilk viral genlerdir. E1 proteinleri diger viral
genlerin ekspresyonunu tetikler, viral replikasyonu kolaylastiran hiicresel gen
ekspresyonunu ve protein aktivitesini dilizenlerler. Tiimorle simirlandirilmig
replikasyon icin E1 genlerinde; i- parsiyel ya da komple delesyonlar olusturulur, ii-
promotor bdlgesi yerine tiimor spesifik promotorlar yerlestirilir (Nettelbeck, 2003).
Rekombinant adenoviruslar olusturulurken genellikle kullanilan metod memeli
hiicreleri i¢inde homolog rekombinasyondur. Memeli hiicreleri disinda Escherichia
coli i¢inde de homolog rekombinasyon ger¢eklestirilebilir. Homolog rekombinasyon,
sadece kaybettikleri gen iiriiniinii (6r. E1) saglayan hiicreler (6r. HEK-293 bobrek
epitelyum hiicreleri) ic¢inde replike olabilen defektif adenovirus olusumuyla

sonuclanir (He ve ark., 1998).

1.3. Anti-Anjiyogenik Gen Tedavisi Stratejileri

Anjiyogenezin tedavide kullanilmasi fikri son derece ¢ekicidir ¢linkii anjiyogenezde
prolifere olan hiicrelerin biiylik cogunlugu genomik instabilitesi olmayan normal
endotel hiicreleridir. Bu yiizden diger kanser hiicreleriyle karsilagtirildiginda
tedaviye direng gelistirme oranlari daha diisiiktiir (Schulz, 2005). Anjiyogenez
kanser hastaliginin klinik hale gegmesinde ve hastalifin prognozunda son derece

onemli rol oynamasi nedeniyle de tedavi stratejilerinde de 6nemli bir hedef haline
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gelmistir.  Giinimiizde VEGF’yi  baglayan antikorlar (Bevacuzimab) ve
anjiyogenezde rol oynayan reseptdr tirozin kinazlarin baskilanmasini hedefleyen
kiiciik molekiillii ilaglar (Erlotinib, Sunitinib) ruhsat alarak klinikte kullanilmaya
baslanmistir. Her iki yaklasimda tek baslarina kullanildiklarinda pek etkili olmasalar
da klasik kemoterapiye eklendiklerinde hastalarda tedavi basarisini bir miktar

arttirmaktadirlar (Wanebo ve ark., 2006).

Anjiyogenez siirecinde rol oynayan genlerin ve proteinlerin hedef alinmasi ile ortaya
cikan antianjiyogenik gen tedavisi stratejileri baslica 2 noktada yogunlagmaktadir.
Bunlardan birincisi dogrudan endotel hiicresini hedefleyerek anjiyogenezin
baskilanmasi, ikincisi ise tiimor hiicrelerinin hedeflenerek onlarin proanjiyogenik
maddeler salgilamasini engelleme stratejileridir. Birinci stratejide tedavi ajanlari
(endostatin, anjiostatin, trombospondin-1 vb) endotel hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu, tlip olusumunu inhibe ederek endotel hiicre apoptozunu uyarirlar
(Rege ve ark., 2005; Sridhar ve Shepherd, 2003). Endotel hiicreler timor hiicrelerine
gore daha kararli bir yapida olduklari i¢in burada direng gelisimi s6z konusu olmaz.
Indirekt inhibitorler, tiimdr hiicrelerini  hedef alirlar. Anjiyogenik biiyiime
faktorlerinin ve reseptorlerinin ekspresyonunu Onlerler. Tiimor hiicreleri hedef
alindigr icin ve tlimor hiicreleri de kararli bir yapida olmadigr i¢in burada direng
gelisimine hassasiyet vardir. (Ornegin interferon alfa, tirozin kinaz reseptdrlerinin

inhibitorleri gibi) (Tandle ve ark., 2004).

Anjiyogenik proteinlerin tedavi amaciyla verilmesi i¢in 2 farkli gen tedavi stratejisi

gelistirilmistir (Gyorffy ve ark., 2005):

Sistemik gen tedavisi: Vektorler hastaya enjekte edilerek dolasimda yiiksek diizeyde

anjiyogenik inhibitorlerin olmasi1 saglanir (Folkman, 1998). Viral vektorlerin
kullanim1  sirasinda  vektorlerin = sistemik dagitimiyla olusabilecek toksisite

istenmeyen bir yan etkidir (Gyorffy ve ark., 2005).

Lokal, tiim6ér hedefli anti-anjiyogenik gen tedavisi: Tiimdr ¢evresinde anti-

anjiyogenik protein diizeyini arttirmayr amaclar (Kong ve Crystal, 1998). Bu
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uygulama tiimdr i¢inde yiiksek protein diizeyinin olusmasini saglar ve protein ya da
vektoriin biyolojik 6zelliginden dolay: sistemik toksisite yaratabilir. Fakat burada da

vektor hedefe ulasamayabilir (Gyorffy ve ark., 2005).

Antianjiyogenik gen tedavisinde kullanilan bir takim hedef genler s6z konusudur

(Cizelge 1.2)

Cizelgel.2. Gen tedavisinde kullanilan hedef genler

Anjiyogenik Faktorler Anti-anjiyogenik Faktorler
Vaskiiler endotel biiytime faktori Trombospondin-1 ve -2
Fibroblast biiytime faktorii (FGF) Endostatin
Transforme edici bliytime faktorii Angiostatin
Platelet-kaynakli biiylime faktorii Interferon-a,-3
Hepatosit biiyiime faktori (HGF) Interlokin -12
Tiimor Nekrosis Faktor (TNF-a) Platelet Faktor -4 fragmani
Epidermal Biiytime faktorii (EGF) Anjiopoetin-2

Plasental biiyiime faktorii Human macrophage metalloelastase
Doku faktorii TIMP-1 ve -2

Interlokin —6 (IL-6) VEGF

Interlokin —8 (IL-8) Vazostatin

Anjiopoetin-1 Anti-thrombin III fragmant

Anti-anjiyogenik gen tedavisinde kullanilan genler plazmid veya ¢iplak DNA gibi
non-viral yollarla verilebilecegi gibi, adeno-virus, adeno-iliskili  virus,

retroonkovirus ve lentivirus gibi viral stratejiler kullanilarak da verilebilir. Bu
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sekilde rodentler {izerinde yapilmis pek ¢ok caligma mevcuttur (Cizelge 1.3)

(Gyorfty ve ark., 2005).

Cizelge 1.3. Rodent modellerinde antianjiyogenik kanser gen tedavisi drnekleri (Gyorffy ve

ark., 2005).

Vektor Gen Referans

Plazmid Endostatin Blezinger ve ark., 1999
Anjiyostatin Chen ve ark., 1999; Sacco

ve ark., 2000

Plazmid transfekte edilen

Endostatin, anjiyostatin

Cao ve ark., 1998

hiicreler Trombospondin Hill ve ark., 2003
Endotelial 6ncii kok hiicre | Coziinebilir VEGFR2 Davidoff ve ark., 2001
Adenovirus Anjiyostatin Stewart ve ark., 1997
IL-12 Gyorfty ve ark., 2001
Endostatin Tahara ve ark., 1995
Coziinebilir VEGFR 1 Kuo ve ark., 2001
Coziinebilir VEGFR2 Wen ve ark., 2001
TIE-2 Calvo ve ark., 2002
TIMP Rigg ve ark., 2001
Adeno-iliskili virus VEGEF antisense Nguyen ve ark., 1998
Anjiyostatin Ma ve ark., 2002
Coziinebilir VEGFR 1 Davidoff ve ark., 2002
Lentivirus/kok hiicreler (Tie2/Tek) De Palma ve ark., 2003

promotor/timidin kinaz

MMLYV (moleney murine
leukemia virus)

Endostatin, anjiyostatin
Platelet faktor 4(PF 4)
Dominant negatif Flk-1

Scappaticci ve ark., 2001
Tanaka ve ark., 1997
Machein ve ark., 1999

Tiimor hiicreleri ile timoér endotelinin karsilikli etkilesimi hem lokal tiimor

biliylimesinde hem de metastazda dnemli bir siirectir. Dolayisiyla her ikisinin birden

hedeflenmesi tedavinin daha basarili olabilecegi diislincesini akla getirmektedir.

1.4. Tiimor ya da Doku Spesifik Promotorlar

Kanser gen tedavisinde transkripsiyonel yonlendirme 6zellikle tedavi toksisitesinin

azaltilmas1 ve timore spesifik etkinligin arttirilmasinda son derece Onemlidir.

Transkribe edilecek gen dizisinin oniinde promotor geni yer almalidir. Tiimor ya da

organ spesifik promotorlarin kullanominin (karsinoembriyonik antijen, prostat
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spesifik antijen gibi) hayvan modelleri ilizerinde basarili oldugu gosterilmistir.
Promotorlar icin sinirlandiric1 faktdr, hedef tiimor ya da organ dokusu tarafindan
eksprese edilecek spesifik bir antijenin varhigidir (Vorburger ve Hunt, 2002).

Endotel hiicrelerine spesifik promotorlarin kullanilmasi ile hem tiimér damar
endoteline hem de bir ¢ok tiimorde tiimor hiicrelerine spesifik gen ekspresyonu elde

edilmesi miimkiin olabilmistir (Work ve ark., 2004; Everts ve ark., 2005).

1.4.1.  interseliiler Adezyon Molekiilii 1ICAM)

Endotel hiicre baglantilar1 endotel biitiinliigiiniin devam ettirilmesi, dokulara olan
hiicre girisinin diizenlenmesi, endotel hiicre yasaminin devam ettirilmesinde son
derece onemlidir. Endotel hiicre baglantilarinda yer alan vaskiiler endotelyal (VE)-
kaderin ve CD31/PECAm (platelet endothelial cell adhesion molecule) gibi adezyon
molekiilleri endotel hiicreleri arasindaki baglantiyr saglar ve aymi zamanda
anjiyogenezin regiilasyonunda rol oynar. immiinglobulin siiper gen ailesinin bir
iyesi olan interseliiler adezyon molekiilii-2 (ICAM-2) endotel hiicre baglantilarinda
eksprese edilir. Calismalar ICAM-2 nin 16kosit migrasyonunda uyarilara spesifik bir

etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Huang ve ark., 2005).

Endotel hiicrelerinde ICAM-2 ekspresyonu endotel-endotel hiicre temasi ve biliyiime
faktorleri ile diizenlenmektedir. Bunun yani sira trombospondin, VE-kaderin gibi
anjiyogenezde rol oynayan proteinlerin regiilasyonunda rol oynayan Erg
transkripsiyon faktoriiniin ICAM-2 ekspresyonunda da etkili olmasi ICAM-2 nin
anjiyogenezde onemli rol oynadigimi diisiindiirmektedir (McLaughlin ve ark., 1999;

McLaughlin ve ark., 2001; Gory ve ark., 1998; Huang ve ark., 2005).

ICAM-2 lenfositler ve monositler iizerinde eksprese edilse de (Xu ve ark., 1992)
eriskin  dokulardaki ekspresyonu genellikle damar endotel hiicreleri ve
megakaryositler ile smrlidir. Dolayisiyla ICAM-2 promotoru ile regiile edilen
vektorler genellikle endotel hiicrelerinde spesifik ekspresyon gostermektedirler

(Richardson ve ark., 2004; Cowan ve ark., 2003). Insan ICAM-2 promotoru, in vivo
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endotel spesifik transgen ekspresyonu i¢in kiiclik bir bolgede (<350 bp) tiim gerekli
sinyalleri icerir (Cowan ve ark., 1998). Endotele spesifik olmasi olasi olan ¢ok sayida
promotor ile yapilan bir ¢alismada Flt-1 ve ICAM-2 prmotorlar1 ile elde edilen
transgen ekspresyonunun en fazla oldugu ve bunun da Sitomegalovirus (CMV)
promotoru ile elde edilene esdeger oldugu bulunmustur (Nicklin ve ark., 2001).
Biitiin bu caligmalar ICAM-2 promotorlarinin endotel hiicrelerine spesifik gen

tedavisi ¢alismalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.

1.5. intihar Genleri

Intihar genleri olarak adlandirilan ve memeli hiicrelerinde bulunmayan ancak bu
hiicrelere yerlestirildiginde normal hiicreler i¢in toksik olmayan ilaglar1 metabolize
ederek bunlarn sitotoksik ajanlara doniistiiren gen tedavileri dogrudan sitotoksik bir
etkiyi amagladigl i¢in gen tedavisi yontemleri arasinda en fazla umut vaadeden
yontem gibi goriinmektedir. Bazi bakteri ve mantarlarda bulunan sitozin deaminaz
(CD) geni tiimdr hiicrelerine yerlestirildiginde 5-florositozini (5-FC) hiicre iginde 5-
florourasile (5-FU) doniistiirmekte ve bdylece diger normal hiicreler zarar gérmeden
sadece tlimor hiicreleri spesifik olarak oOldiiriilebilmektedir. 5-FU’in sitotoksik
Ozelligi 5-floro deoksiiiridin monofosfat (5-FAUMP) ve 5-floroiiridin trifosfat (5-
FUTP)’a doniisiimii ile ortaya ¢ikar. 5-FdUMP timidilat sentaz (TS) enzimini inhibe
eder ki; bu enzim DNA sentezi boyunca replike olan hiicrelere timidin niikleotidini
saglar. 5-FUTP ise iiridin 5-trifosfat yerine RNA yapisina katilarak RNA sentezini
dolayisiyla rRNA ve mRNA islemlenmesini de inhibe eder (Koyama ve ark., 2000;
Chung-Faye ve ark., 2001; Miyagi ve ark., 2003). Ayrica CD’mn kendisi de
immiinojeniktir; antijen olarak davranir ve efektor T hiicrelerinin poliklonal

aktivasyonuna neden olur (Pope ve ark., 1997).

Aslinda 5-FU diger kemoterapi ajanlariyla beraber toksisiteye yol agmayacak dozda
tedavi amaciyla kullanildiginda sadece boliinen hiicreleri oldiirebilir. Neoplastik
epitel hiicrelerde boliinen hiicrelerin herhangi bir anda orani1 ise %10’dan daha azdir.

Bu sebeple ¢ogu kanser hiicresi 5-FU’in toksik etkisinden kagmis olur. CD/5-FC
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tedavisi sayesinde artan 5-FU bdliinmeyen kanser hiicrelerinde de etkili olur; RNA
yapisina katilarak protein sentezini inhibe eder (Koyama ve ark., 2000; Chung-Faye

ve ark., 2001).

Kanserin metastatik 6zelligi nedeniyle tedavi ajanlarinin tiim viicutta dagilmasi ve
tiim tiimor hiicrelerine spesifik olarak ulastirilmasi gerekmektedir. Teorik olarak gen
tedavisi vektorlerinin viicuttaki tiim tiimor hiicrelerine ulastirilmasi durumunda
kanserin eradike edilebilmesi beklenmektedir. Nitekim yapilan in vitro ¢aligmalarda
timor hiicrelerinin tamaminin CD geni tasiyan vektor ile enfekte edilebilmesi
saglandig1 takdirde tiimor hiicrelerinin eradikasyonunun miimkiin olabilecegini

gosterilmistir (Akbulut ve ark., 2004).

Mevcut gen tedavisi yontemlerinin ¢ok basarili olamamasinda timor hiicrelerinin
heterojenitesi ve her hiicre i¢in uygun olabilecek bir hedef genin bulunamamasi gibi
tiimorlerin biyolojik davraniglarindan kaynaklanan engellerin yani sira bir diger
onemli engel de gen tedavisi vektorlerinin tiim tiimor hiicrelerine etkin bir sekilde
ulastirilamamasidir. Intihar gen tedavisi c¢alismalarinda transfekte hiicrelerde
vektoriin hiicreye yerlestirdigi enzimin aktiflestirdigi ilag, komsu hiicreleri de
kolaylikla etkileyebilmektedir (Wildner ve ark., 1999; Huber ve ark., 1994).
“Komsu etkisi (bystander effect)” olarak bilinen bu tanim, gen tedavisinde karisik bir
populasyonda bir hiicrenin hedeflenip farkli tipte tiimor hiicrelerin de oldiiriilebilme
kapasitesi anlamia gelir (Hall, 2003). Daha 6nce CD/5-FC sistemi ile yapilan bir
calismada tiimor hiicrelerinin % 10 unun CD transkripsiyon iinitesi tasiyan vektorle
enfekte edildiginde bile sentezlenen 5-FU’in %50°ye ulasan sitotoksik etki gosterdigi
saptanmistir (Akbulut ve ark., 2003). Bu durum komsu etkisinden ileri gelmektedir.
Oksidatif metabolizma, salgilandiktan sonra diflize olabilen molekiiller (Azzam ve
ark., 2003), apoptotik vezikiiller, immiin sistem (Pope ve ark., 1997) ve oluklu
baglantilar (gap-junction) ile hiicreler aras1 iletisim komsu etkisini olugturan énemli
faktorler olarak goriilmektedir (Azzam ve ark., 2003). 5-FU hiicre membranlarindan
pasif diflizyonla gecebildigi i¢in yanindaki tiimor hiicresine kolayca difiize olabilir.
Benzer ilaclara gore daha kuvvetli bir komsu etkisi olusturdugu diisiiniilmektedir

(Pope ve ark., 1997).
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1.6. Sitokinlerin Gen Tedavisinde Kullanilmasi

Sitokinler immiin cevabi diizenlerler ve inflamatuvar hiicrelerin olgunlasmasi,
aktivasyonu, gocii ilizerinde etkili olurlar (Schmidt-Wolf ve Schmidt-Wolf, 1995).
Sitokinlerin immiin cevapta bu diizenleyici fonksiyonlar1 onlar1 kanser gen

tedavisinde hedef haline getirmistir.

Mevcut immiin sistem tiimorleri fonksiyonel olarak “non-immiinojenik” tanimlar.
Sitokin gen tedavisinin birinci hedefi immun sistemi “in situ” uyarmak ve tlimorlerin
yabancit ve immiinojenik olarak tanitimini saglamaktir. 1990 11 yillarin basinda
uygulanmaya baslanan gen tedavisi, sitokinlerin viicuda verilmesinde pek ¢ok yeni
uygulama ve olasilig1 beraberinde getirmistir (Chada ve ark., 2003). Immiin sistemi
uyarici sitokin genlerinin lokal olarak verilmesinin birtakim avantajlart mevcuttur: 1.
Viicudun yabanci antijenlere cevabina benzer sekilde, lokal olarak yiiksek miktarda
sitokin iiretilebilir. 2. Immiin sistemi aktive eden, yiiksek parakrin etkili, fazla

miktarda sitokin tiretilebilir (Li ve ark., 2005).

Anti-tiimoral immiin cevaptaki yetersizlikler tiimor spesifik antijenlerin yoklugunun
yani sira immiin diizenlenmedeki hatalardan da kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
tedavi yaklagimlarindan biri de tiimor hiicrelerinin immiinijenitesini arttiracak
sekilde lokal mikro c¢evreyi degistirmektir (Qiu ve ark., 2001). Mikro ¢evreyi
degistiren ajanlarin baslicasi sitokinlerdir. Granulosit makrofaj koloni uyarici faktor
(GM-CSF) kuvvetli bir immiin uyarict olmasi nedeniyle pek ¢ok gen tedavisi
calismasinda direkt veya diger gen tedavisinde kullanilan genlerle kombine olarak
etkisi ve etkinligi arastirilan sitokinlerden biridir. Esas olarak kemik iliginde
graniilosit ve makrofajlarin yapimini kolaylastirir. Geni kromozom 17 iizerinde yer
alir ve protein lriinleri endotel hiicreleri, makrofajler ve fibroblastlarca eksprese

edilir (Chada ve ark., 2003).

Deneysel ortamda GM-CSF ile yapilan gen tedavisi ¢aligsmalarinda, uygulanan GM-
CSF geni sonrasinda antijen sunan hiicrelerin (APC) aktive edildigi, dendritik

hiicrelerin (DC) gb¢ etmesinin ve maturasyonunun saglandigi, dogal immiin sistem



17

efektor hiicrelerinin aktive oldugu elde edilen bulgular arasindadir (Ogawa ve ark.,
2000; Pan ve ark., 2004; Ferrantini ve ark., 2008). Ayrica GM-CSF’nin aktive ettigi
dendritik hiicre ve makrofajlar T hiicrelerine antijeni basarili bir sekilde sunduklar
takdirde antijen spesifik sitotoksik T lenfositlerin de arttig1 saptanmistir (Ogawa ve

ark., 2000).

Bu ¢alismanin amaci tiimor endoteline spesifik promotorlar (ICAM2) ile diizenlenen
intthar geni (CD) ve ayrica bunlara ilave olarak GM-CSF geni tasiyan vektor insa
etmek ve in vitro modellerde vektoriin etkinligini aragtirmaktir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, spesifik promotorlarla tiimdr endoteline yonlendirilmis, hem intihar

geni hem de immiin sistemi uyarici bir gen tasiyan vektor dizayn1 bulunmamaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Vektor Dizaym

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

SOC Medium : 20 g Bakteriyolojik Tryptone casein Peptone (Amresco, J859)
5 g Bakteriyolojik Maya Ekstresi (Amresco, J850)
2 ml 5 M NaCl (Amresco, 0241)
2,5ml 1 M KCI (Amresco, 0395)
10 ml 1M MgCl, (Amresco, 0288)
10 ml 1 M MgSO,4 (Amresco, 0662)
20 ml 1 M Glukoz (Amresco, 0188)

Distile suyla 1 litreye tamamlandi ve otoklavlandi.

E. coli FastMedia™ Zeo Agar (InvivoGen, fas-zn-s): Hazirlanmis toz karisim 200
ml distile suda mikrodalga firinda 1sitilmak suretiyle ¢6ziildii, her petri kabina 15-20

ml dokiildi.

E. coli FastMedia™ Zeo TB (InvivoGen, fas-zn-1): Hazirlanmus toz karisim 200 ml

distile suda mikrodalga firinda 1sitilmak suretiyle ¢6ziildii.

E. coli FastMedia™ Kan Agar (InvivoGen, kan-zn-s): Hazirlanmis toz karisim 200

ml distile suda mikrodalga firinda 1sitilmak suretiyle ¢6ziildii, her petri kabina 15-20
ml dokiildii.

E. coli FastMedia™ Kan TB (InvivoGen, kan-zn-1): Hazirlanmis toz karisim 200

ml distile suda mikrodalga firinda 1sitilmak suretiyle ¢oziildii.

E. coli FastMedia™ Amp Agar (InvivoGen, amp-zn-s): Hazirlanmis toz karisim
200 ml distile suda mikrodalga firinda 1sitilmak suretiyle ¢ozildii, her petri kabina

15-20 ml dokiildii.
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E. coli FastMedia™ Amp TB (InvivoGen, amp-zn-1): Hazirlanmis toz karisim 200

ml distile suda mikrodalga firinda 1sitilmak suretiyle ¢oziildii.

2.1.2. pDRIVE02-ICAM2(h)v04 Vektoriiniin Cogaltilmasi

pDRIVEOQ02-ICAM2(h)v04 vektoriinii iceren bakteri (Sekil 2.1) (InvivoGen) zeosin

igeren kat1 besiyerlerinde segici olarak tiretildi ve koloni se¢imi yapilip Zeosin i¢eren

5 ml siv1 vasatlara ekilerek koloniler ¢ogaltildi. Cogalan plazmid Mini Prep Kitle
saflastirildi (Qiagen, 27106).
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Dralll (5053)\\
S gl
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Sekil 2.1. pDRIVE02-ICAM2(h)v04 haritas1

Mini Prep Kitle Plazmid Saflastirma

15 ml lik falkon tiiplerde tiretilen ve pDRIVEO02-ICAM2(h)v04 plazmidi
iceren bakteriler 5000 rpm de 10 dak. santrifiij edildi.

Pelet tizerine 250 pl RNase iceren Buffer P1 eklendi, pipetaj yapildi.

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

350ul N3 tamponu (Notralize edici tampon) eklendi ve tiip 6 defa alt {ist
edildi.

13000 rpm’de 10 dak. santrifiij edildi.
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Stipernatan QIAprep spin kolonuna aktarildi.

13000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi.

Kolona 500 ul PB tamponu (yikama tamponu) eklendi ve 1 dak. 13000
rpm’de santifiij edildi.

Kolona 750 pl PE tamponu (yikama tamponu) eklendi ve 1 dak. 13000
rpm’de santifiij yapilarak kolonun yikanmasi saglandi.

Kolon 1 dakika 13000 rpm’de bir kez daha bos olarak satrifiij edildikten
sonra temiz 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi ve 40 pl steril distile su eklendi.
1 dakika oda sicakliginda beklendi.

13000 rpm’de 1 dak. santrifiij edilerek plazmid saflastirildi.

Bu asamada izole edilen plazmid DNA’s1 %] lik agaroz jelde yiiriitiilmek

suretiyle kontrol edildi.

Agaroz Jel Elektroforezi:

Agaroz III (Amresco, X174)

Tris-Borik asit-EDTA tamponu (TBE) : 54 gr Trizma base (Sigma, T-6066)
27,5 gr Borik asit
20 ml 0,5 M EDTA (Amresco, 0105)

1 litre distile suya tamamlandi.
Yiikleme tamponu : Gliserol (Amresco, 0854) , %30 (v/v)
Bromofenol mavisi (Amresco, 0449) , %0,25 (w/v)

Distile su

Etidyum bromiir (Serva, 21238), 10mg/ml distile su
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2.1.3. ICAM2 Geni Promotor Boélgesinin Cogaltilmasi

Saflagtirilan pDRIVE02-ICAM2(h)v04 vektoriindeki ICAM geni promotoru uygun
primerlerle (Forward 5’-AAATATGCGGCCGCATGACTCCAACAATGCATCC-
3’; Reverse 5’-CCGCTCGAGCAGGTCTGAGCTATGGCCCAGAA-3’) ¢ogaltildi.
Reaksiyon sartlart:

Denaturasyon: 94°C 2 dak.

30 dongii

Denaturasyon: 94°C 15-30 sn.
Hibridizasyon: 50-65°C 30-60 sn.
Uzama: 72°C 45sn-3 dak.

Final: 72°C 7 dak.

Uygun primerlerle cogaltilan ICAM geni promotor bodlgesi DNA Clean &
Concentrator-5"™ (Zymo Research, D4003S) kiti ile saflastirildi:

DNA Clean & Concentrator-5™ ile Saflastirma

- Mevcut hacmin 2 kat1 hacimde DNA baglama tamponu eklendi.

- Karisim kolona aktarildi.

- 13000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi.

- 200 pl yikama tamponu ile 2 kez yikandi.

- Kolon 1,5 ml lik yeni bir tiipe alinarak 10-20 pl distile su eklendi ve 13000
rpm’de 1 dak santrifiij edildi.



2.1.4. ICAM2 Geni Promotor Bolgesinin pCR-Blunt Vektore Klonlanmasi

Saflagtirilan ICAM2 geni promotor bolgesi pCR-Blunt vektore klonlandi:

Ligasyon (T4 DNA ligaz ile)
Zero Blunt PCR Cloning Kit (Invitrogen, 44-0302)

pCR-Blunt vektor 1wl
ICAM2 geni promotoru Sul
T4 DNA ligaz (Bioron, 402010) 1wl

Reaksiyon tamponu 10X T4 DNA/RNA ligaz (Bioron, A-3T02646) 1 ul
Distile su 2 ul

Ligasyon 16°C’de 1 saat inkiibasyonla gerceklestirildi.
Elde edilen pCRICAM?2 ligasyon iiriinii kimyasal transformasyonla ¢ogaltildi:

Transformasyon

22

Bir DNA molekiiliiniin dogal ya da yapay yollarla (genellikle) bakteri hiicresine

aktarilmas1 olayr transformasyon olarak tanimlanmaktadir. Calismanin bu

asamasinda yapilan islemler asagida agiklanmistir.
- Kullanilan kompetan bakteri: E.coli Top10 susu.

- 10 ng vektor kompetan bakterinin iizerine eklendi.

- Buzda 30 dakika bekletildikten sonra 42°C su banyosunda 45 saniye

bekletildi ve hemen buz i¢ine konuldu.

- Uzerine 250 pl SOC medium eklenerek 225 rpm calkalama hizinda 37°C’de

1,5 saat inkiibe edildi.

- Transforme edilen E.coli hiicrelerinden Zeosinli besiyerine ekildi.

16-18 saatlik inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerden se¢im yapilarak, her biri 5 ml

Zeosin TB’ye ekilerek ¢ogaltildi. pPCRICAM?2 plazmidi Mini Prep Kitle saflagtirildi

(Bkz Yontem 2.1.2).
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2.1.5. pCRICAM?2 Plazmidinden ICAM2 Geninin Saflastirilmasi

PCRICAM plazmidi uygun restriksiyon enzimleriyle kesildi.

Reaksiyon icerigi: PCRICAM 16,4 ul
Notl (NEB, RO189L) 0,7 ul
Xhol (NEB, R0146S) 0,7 ul
Tampon 3 10X (NEB, B7003S ) 2 ul
BSA 100X (NEB, B9001S) 0,2 ul

Reaksiyon 37°C’de, 1 gece inkiibe edildi.

Ertesi giin %1 lik agaroz jelde yiiriitiilen kesim iriiniinden 300-400 baz c¢iftlik (bp)
ICAM2 band1 (Sekil 2.2) jelden kesilerek QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
28706) ile saflastirildi:

3 kb

0.5kl
0.3 kb

Sekil 2.2. pCRICAM2 plazmidinin Notl/Xhol enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen
ICAM2 promotor bolgesinin jel elektroforezi goriintiisii (a: Marker, b: Kesim iiriinii)

Jelden DNA Saflastirma

- Jelden kesilen bandin agirlig: 6l¢tldii.

- 100 mg jele 300 pl olacak sekilde Tampon QG (Cdziicii Tampon) eklendi.

- 50°C’de yaklagik 10 dak inkiibe edildi. Her 2-3 dak da bir vortekslendi.

- Jel tamamen ¢oziiniince ¢6zelti kolona (Qiaquick Spin Columns) aktarildi.

- 10000 rpm’de 1 dak santrifiij edildi.

- 500 pl Tampon QG eklendi.

- 10000 rpm’de 1 dak santrifiij edildi.

- 750 pl Tampon PE (Yikama Tamponu) eklendi.

- 2-5 dak. oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 10000 rpm’de 1 dak santrifiij
edildi.
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- 13000 rpm’de 1 dak bos santrifiij edildi.
- Kolon temiz bir ependorfa aktarilarak 30 pl steril distile su eklendi. 1 dak.
oda 1s1sinda bekledikten sonra 13000 rpm’de 1 dak santrifiij edilerek eliisyon

tamamlandi.

2.1.6. ICAM2 Geninin Shuttle Plazmide Klonlanmasi

pShuttle plazmidi daha once ICAM2 geni i¢in uygulandig1 iizere Notl/Xhol
restriksiyon enzimleriyle aym1 kosullarda kesildi. Kesim iirlinii olan pShuttle
plazmidi DNA Clean & Concentrator-5'" ile saflastirildi. Yukarida daha once

anlatilan ligasyon kitinden farkli bir kitle ligasyon yapildi (Novagen, 69838-3):

Ligasyon

pShuttle plazmid 2 pl
ICAM 4l
ATP 1l
DTT 0,5 ul
Ligasyon tamponu 1 pl
Ligaz 1wl
Distile su 0,5 ul

Reaksiyon 8°C’de, 16-18 saat bekletildi.

Ligasyon iiriinii E. coli Top 10 susuna (Top 10 Cells One Shot Chemically
Competent, Invitrogen, C4040-06) transforme edildi. Transformasyon iirlinii
kanamisinli kati besiyerlerinde c¢ogaltildi, koloni se¢imi yapilarak bu defa
kanamisinli s1v1 besiyerlerinde iiretim yapildi. Uriinler Mini Prep kit ile saflastirild

(Bkz. Yontem 2.1.2).

Uriiniin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla ligasyon iiriinii pshICAM?2 vektorii

Mini Prep Kit ile saflastirma sonras1 Notl/Xhol enzimleriyle kesildi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. pshICAM2 vektoriiniin Notl/Xhol enzimleriyle kesilmesiyle elde edilen {irliniin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii (a: Marker, b-h: pshuttlelCAM2 kesimi 7 6rnek koloniden
saflastirildi).

2.1.7. pShuttlelCAM2 vektoriine CD ve GM-CSF Genlerinin Klonlanmasi

pShuttleLpCDIRESGM-CSF (Dr. Hakan Akbulut hediyesidir) plazmidi Xhol ve Bgl
II (NEB, R0143L) restriksiyon enzimleriyle kesildi. Kesim iiriinii %1 lik agaroz jelde
goriintiilendi. Jel elektroforezi sonunda yaklasik 6,6 kb lik pShuttle plazmidine ve
2,4-2,5 kb lik CDIRESGM-CSF genlerine ait 2 adet band elde edildi (Sekil 2.4). Bu
bandlardan CDIRESGM-CSF’ye ait olan band jelden kesilerek Qiaquick Gel
Extraction Kit ile daha once belirtildigi bigcimde saflastirildi (Bkz. Yontem 2.1.5).

6.6 kb

2.4kb

Sekil 2.4. pshLpCDIRESGM-CSF plazmidinin Xhol/Bgl II enzimleriyle kesimi sonucu elde
edilen {irtinlerin agaroz jel elektroforezi goriintiisii (a: Marker, b: Kesim tiriinii).

Benzer sekilde pShuttlelCAM2 vektorii de Xhol/Bgl II enzimleriyle kesilerek
yaklagik 7 kb lik kesim {iriinii jelden saflastirildi (Sekil 2.5).
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6.9 kb
3.0kb

Sekil 2.5. pshICAM?2 vektoriiniin Xhol/Bgl II enzimleriyle kesimi sonucu elde edilen {iriiniin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii (a: Marker, b-c: 2 drnek koloniden saflastirilan kesim
uriini).

Bu jelden kesilip saflastirilan iki {irtin (pShuttlelICAM2 ve CDIRESGM-CSF)
ligasyonla birlestirildi. Ligasyon {irlinii E. coli Top 10 susuna transforme edildi ve
kanamisin plaklarinda ¢ogaltildi. Koloni amplifikasyonunu kanamisinli TB’de
gerceklestirildikten sonra plazmid Mini Prep Kitle saflastirildi. Uriiniin dogrulugu
dizi analizi calismasiyla kontrol edildi (Dizi analizi g¢aligmasi Refgen firmasi

tarafindan yapilmistir).

Dizi analiziyle dogrulugu saptanan plazmid miktar ve yogunlugunu daha fazla
arttirmak i¢in 100 ml Kan igeren TB’ye 200 pl pShuttlelCAM2CDIRESGM-CSF
plazmidi eklendi, 225 rpm ¢alkalama hizinda 37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda Midi Prep Kit (Qiagen, 12143) ile plazmid saflagtirildu.

Midi Prep Kitle Plazmid Saflastirma

- Cogalan bakteriler 50ml’lik falkon tipte +4°C’de, 5000 rpm’de 10 dak.
santrifiijlendi.

- Siipernatan atild.

- Peletin iizerine 4 ml resiispansiyon i¢in kullanilan P1 tamponu eklendi ve
pipetaj yapildi, ardindan vortekslendi.

- 4ml P2 tamponu (Lizis tamponu) eklendi, alt-iist yapilarak karistirildi ve oda
sicakliginda 5 dak. bekletildi. Bu asamada kullanilan LyseBlue soliisyonu
nedeni ile mavi renk olustu.

- Lizatin iizerine 4 ml, soguk P3 tamponu (Noétralizasyon tamponu) eklendi,
tiipler 4-6 defa alt-list yapilarak karigtirildi. Mavi renk kayboldu. Buzda 15
dak bekletildi.
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- Karisim 15000 rpm’de, +4°C’de, 30 dak. santrifiijlendi.

- Siipernatan temiz bir tiipe alinarak tekrar 15000 rpm’de, +4°C’de, bu sefer 15
dak. santrifiijlendi.

- QIAGEN Plasmid Plus Midi Spin kolon 4 ml Buffer QBT eklenmek suretiyle
kalibre edildi, soliisyonun kolondan akmasi beklendi.

- Bir onceki asamadan elde edilen siipernatan kolona uygulandi, siiziilmesi
beklendi.

- Kolona 2 defa 10’ar ml Tampon QC eklenerek kolon yikandi.

- Kolon yeni bir tiipe aktarildi, eliisyon amaciyla 5 ml Tampon QF eklendi.

- Eliisyon iizerine 3.5 ml oda 1s1sndaki izoprapanol eklendi.

- 15000 rpm’de, +4°C’de, 30 dak. santrifiijlendi.

- Pelet 2 ml oda 1s1sindaki %70 lik etanolle yikandi.

- 15000 rpm’de, +4°C’de, 10 dak. santrifiijlendikten sonra pelet havada
kurutularak distile su ile ¢oziildii.

- lIzole edilen plazmid DNA’sinin konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda

sleiildii.

Midi Prep Kitle saflastirma yapildiktan sonra iiriiniin dogrulugu bu defa ICAM
(Forward 5’-AAATATGCGGCCGCATGACTCCAACAATGCATCC-3’; Reverse
5’-CCGCTCGAGCAGGTCTGAGCTATGGCCCAGAA-3’) ve GM-CSF (Forward
5’-TAAGCTTGTCGCGATGTGGCTGCAGAATTTACTTTTC-3’; Reverse 5’-
CGGGAAGATCTTCATTTTTGGCCTGGTTTTTTG-3’) primerleri ile yapilan PCR
ile kontrol edildi (Sekil 2.6).

0.3kb

Sekil 2.6. pshICAM2CDIRESGM-CSF plazmidinin ICAM ve GMCSF primerleri ile PCR’1
sonucu elde edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii (a: Marker, b: GM-CSF, c: ICAM?2).
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2.1.8. Shuttle Plazmid ve Adenovirusun(Ad) Elektroporasyonla Birlestirilmesi

Elektroporasyon, hiicrelere veya dokulara DNA aktarimi yapabilmek amaciyla kisa
zamanh ¢ok yiiksek elektrik akimi uygulayarak hiicre zarinda DNA’nin gecebilecegi
biiyiikliikte gecici porlar olusturulmasidir. Bu calismada homolog translokasyon
yapma yetenegine sahip kompetent hiicre olarak BJ5183 bakteri hiicreleri (Stratagene,
200154) kullanildi.

Elde ettigimiz plazmiddeki genlerimizi tasiyacak adenovirusu olusturmak {izere
homolog translokasyon i¢in pAdEasy-1 adenoviral vektorii (Stratagene, 240005-51)
kullanildi. pAdEasy-1 Ad5 genomunun biiyiik bir ¢ogunlugunu icermekte olup E1-

E3 genleri ¢ikarilmis bir vektordiir.

Bu islemde, AdEasy vektoriinde c¢ikarilmis olan  genlerin  yerine
pShuttlellCAM2CDIRESGM-CSF  plazmidimizdeki =~ ICAM2CDIRESGM-CSF
genlerinin yer almasi1 beklenmektedir. Islem Sekil 2.7°da sematik olarak

gosterilmistir.

L
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Sekil 2.7. pAdEasy-1 ve shuttle vektor arasinda ger¢eklesen homolog rekombinasyon.

Bu amacla elektroporasyon oncesi pShuttlelICAM2CDIRESGM-CSF plazmidi Pmel
(NEB, R0560S5) restriksiyon enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi (Sekil 2.8).
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8.0kb 9.4 kb

Sekil 2.8. pshICAM2CDIRESGM-CSF vektoriiniin Pmel enzimi ile kesimi sonucu elde
edilen {irlinlin agaroz jel elektroforezi goriintiisii (a: Marker, b-c: 2 6rnek koloniden
saflastirilan kesim {irtinii).

Elektroporasyon

- Elektroporasyon kiiveti (Bio-Rad, 165-2086) buzda sogutuldu.

- pAdEasy-1 I
pShuttle ICAM2CDIRESGM-CSF 1 ug olacak sekilde karistirildi ve 50 pl
BJ5183 elektroporasyon kompetent hiicreleri ile karistirildi.

- Daha sonra kiivet icinde elektroporatdrde (Bio-Rad, Gene Pulser X cell,
617BR1) 5 msn 2500 voltluk akim uygulandi.

- Elektroporasyon sonrasi bakteriler Kanamisinli besiyerinde ¢ogaltildi.

Amplifiye olan kolonilerden uygun olanlar ¢ogaltilarak Mini Prep Kitle saflagtirildi.
Elde edilen plazmidlerin istenen iiriin olup olmadigi Pacl (NEB, ROS547L)
restriksiyon enzim kesimi ile kontrol edildi. Daha sonra uygun olan plazmid yeniden
E. coli’ye transforme edilerek kati besiyerinde ¢ogaltildi ve uygun koloniler tekrar
cogaltilip restriksiyon enzimleri ile dogrulugu test edildikten sonra ¢ok miktarda
pAdICAM2CDIRESGM-CSF virusu elde etmek amaciyla bu plazmidi tasiyan koloni
200 ml Kan TB’de ¢ogaltilarak Midi Prep Kitle saflastirildi.

2.1.9. Transfeksiyon

Calismada, olusturulan pAdICAM2CDIRESGM-CSF virusu HEK-293 insan
embriyonik bdbrek hiicrelerine transfekte edildi. HEK-293 hiicreleri virus
partikiiliiniin ¢ikarilmis olan E1 geni fonksiyonuna sahiptirler; virusun enfeksiyoz

viral partikiil seklinde paketlenerek hiicre disina ¢ikmasini saglayacak 6zelliktedirler.
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Bu calismada transfeksiyonda DNA tasiyicisi olarak Lipofektamin ™ 2000
(Invitrogen, 11668) kullanildi.

HEK-293 insan embriyonik bobrek hiicrelerinin kiiltiirii

- HEK-293 insan embriyonik bobrek hiicresi (Gibco Invitrogen Cell Culture,
11631-017)

-  DMEM (Biological Industries, 01-055-1A)

- %10 FBS (Lonza, DE14-801E)

- %]1 Pen-Strep Solution (Pen: 10000 units/ml; Strep: 10 mg/ml) (Biological
Industries, 03-031-1B) ile 370C’de, %5 CO, li etiivde inkiibe edildi.

- 6 lik plaklara ekim yapilarak (her kuyuda 2 x 10° hiicre olacak sekilde)
yukarida yazili sartlarda 1 giin inkiibe edildi.

Transfeksiyon islemi

- DNA (ug)/ Lipofektamin orani 1/2 olacak sekilde ayarlandi.

-  DMEM, lipofektamin ve AdICAM2CDIRESGM-CSF transgenik virusu ile
karigtirllarak daha onceden hazirlanmis olan HEK-293 hiicreleri igeren
kuyulara eklendi.

- 37°C’de, %5 CO; i etiivde inkiibasyonun yaklasik 7. giiniinde yapisan HEK-
293 hiicreleri tamamen enfekte oldu; enfekte olan hiicreler yapigma
ozelliklerini kaybettiler, yuvarlaklastilar. Bu asamada hiicreler pipetajla

toplanarak -80°C’de donduruldu.

2.1.10. Virus Saflastirma

Virus saflagtirma islemi i¢in Adeno- X™ Virus Purification Kit (Clontech,
631533) kullanilmigtir. Saflastirma islemi kitin klavuzunda belirtilen yonteme
gore yapilmistir. Kisaca:

- Transfeksiyondan sonra hiicreler toplanarak 1500 rpm’de 5 dak. santrifiijlendi.
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- Hiicre peleti 3 defa dondurulup ¢oziilerek lizise ugratildi ve 1500 rpm’de 5
dak. santrifiijlendi.

- Siipernatana kontamine hiicresel DNA’y1 uzaklastirmak amaciyla 40 pl
Benzonaz- Niikleaz enzimi eklendi, 370C’de, 30 dak. inkiibe edildi.

- Buesnada 1x Seyreltme tamponu ve 1x Yikama tamponu hazirlandi.

- 30 dak. sonunda Benzonaz- Niikleaz ile inkiibe edilmis filtrat {izerine esit
hacimde 1x Seyreltme tamponu eklendi.

- Virus saflastirma filtresine alinarak filtre edildi.

- Filtre 1x Yikama tamponu ile yikandiktan sonra 1 ml Eliisyon tamponu i¢eren
enjektdr yardimu ile virus basing uygulayarak filtreden ayrildi ve elde edilen

virus -80°C’de saklandh.

2.2. Kullanilan Hiicre Serileri

HEK-293 (Human Embryonic Kidney) Insan Embryonik Bobrek Hiicre Serisi
(ATCC, CRL-1573); HUVEC-CS (Human Umbilical Vein Vascular Endothelium)
insan Umbilikal Damar Endoteli (ATCC, CRL-2873™); HT-29 insan Kolon Kanseri
Hiicre Serisi (ATCC, HTB-38); MCF-7 Insan Meme Adenokarsinom Hiicre Serisi
(Sap Enstitiisii); SELFET, Insan Primer Mide Kanseri Hiicre Serisi (AUTF Tibbi

Onkoloji Laboratuvarinda tiretilmistir.)

2.3. TCID (Tissue Culture Infectious Dose) 50 Metodu ile Virus Titrasyonu

Virus stogundaki konsantrasyon TCID50 metodu ile tayin edildi. Temel prensip
olarak 96 lik plaklarda virus diliisyonlar1 ile beraber hiicreler inkiibe edilir. Her bir
kuyudaki sitopatik etki gdzlemlenir. Bu amagla:
- 96 lik plaklara her bir kuyuda 5000 hiicre olacak sekilde HEK-293 hiicreleri
ekildi.
- 1 giin sonra hiicreler vektor ile enfekte edildi. Enfeksiyon sirasinda virus 107-
10"? oraninda degisen diliisyonlarda kullamildi. FBS orani her kuyuda %5’e

diisiiriildii.
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- 37°C CO, |i etitvde 10 giin inkiibe edildi.

- 10 glinlin sonunda “inverted” mikroskopta sitopatik etki goriilen kuyular
tespit edildi.

- KARBER istatistigine gére TCID50/mL hesaplanarak PFU(plauque forming
unit)/mL ya ¢evrildi:
T (titrasyon)= 10'4E09)

d= Log 10 diliisyonu (10 kat diliisyon i¢in 1°dir.)

S= oranlarin toplami (her zaman 107" diliisyondan baslar.)

2.4. AdICAMCDIRESGM-CSF’nin in vitro Hiicre Oldiiriicii Etkisinin
Saptanmasi

Transgenik virusun farkli tipte hiicre serileri tizerindeki sitotoksik etkisini saptamak

amaciyla MTT Testi yapildi.

24.1. MTT Testi

Hiicrelerde canlilik oranini hesaplamak amaciyla kullanilan bir yontemdir. MTT
rediiksiyonu sadece metabolik olarak aktif hiicrelerde gerceklesir. Aktivite diizeyi

yasayan hiicrelerin oranini verir.

MTT soliisyonunun hazirlanmasi: (Chemicon, CTO01-5)
Reagent A (MTT): 50 mg
Soliisyon B: 10 ml
Soliisyon B’ye Reagent A’nin tamami eklendi. Kullanima kadar +4°C’de, karanhk

ortam saglanacak sekilde saklandi.

1. 96 lik plaga timér hiicreleri her kuyuda 1x10* hiicre olacak sekilde ekildi.

2. 24 saat sonra hiicrelerin bir kism1 3 ml serumsuz vasatla seyreltilmis 10°
pfu vektor ile enfekte edildi.

3. Enfeksiyondan 24 saat sonra enfekte edilmis bir grup hiicreye 500 pg/ml
olacak sekilde 5-FC eklendi.
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4. Enfeksiyondan 72 saat sonra her kuyuya 10 ul MTT soliisyonu eklendi.

5. 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

6. 1 saat sonunda her kuyuya 100 ul 0,04 N HCl-izopropanol soliisyonu
eklendi.

7. Formazan kristallerinin ¢0zlinmesi amaciyla lsaat calkalamali etiivde
(180 rpm) inkiibe edildi.

8. 1saat sonunda 96 I plaklar 492-630 nm dalga boylarinda okundu.

9. MTT testi 3 defa tekrarlandi.

2.5. Promotor Etkinliginin Saptanmasi

2.5.1. “Reverse” (ters) Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

“Reverse” transkriptaz enzimi kullanilarak RNA’dan c-DNA’nin (komplementer
DNA) sentezlenmesi ilkesine dayanan molekiiler bir tekniktir. RNA izolasyonunu
takiben elde edilen c-DNA transkribe edilecek olan diziyi icerdigi i¢in, bu DNA’dan
uygun primerlerle yapilan PCR istenilen gen boélgesinin transkribe olup olmadigina

isaret edecektir.

Bu c¢alismada RT-PCR, tiimor hiicrelerinde ICAM2 gen ekspresyonunun olup

olmadigini saptamak amaciyla kullanildi.

Islem RNA izolasyonu ve c-DNA eldesi olmak iizere iki asamada gerceklestirildi:

2.5.1.1. RNA izolasyonu

Trizol (Invitrogen, 15596026) fenol ve guanidin izotiyosiyanattan meydana gelen tek
fazli bir soliisyon olup, 6rnegin homojenizasyonu ya da lizisi sirasinda hiicreleri

parcalayip, hiicre bilesenlerini ¢ozerken RNA biitiinliigilinii saglar.
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Homojenizasyon.:

HUVEC, HT-29, MCF-7 ve insan primer mide tiimérii hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde 24 kuyuluk kiiltiir plaklarina ekildi. Ekimden 72 saat sonra kuyularin
vasatlari aspire edilerek yiizeye yapisan hiicreler iizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol)

Trizol eklendi. Pipetajla hiicreler ayr1 ayr1 ependorf tiiplere toplandi.

Faz Ayrimi:

Homojenize edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk. inkiibe edildi. Her tiipe 0.2 ml
kloroform (Merck, K38200945) eklendi. Tiipler elle 15 sn. boyunca sallandi. Daha
sonra 15-30°C’de 10 dak inkiibe edildi. 12,000 x g.’de 2-8°C, 15 dak santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi alttaki faz kirmizi fenol-kloroform fazi (protein fazi), ara faz (DNA

faz1) ve renksiz-akici iist faz (RNA fazi) olmak iizere 3 faz olustu.

RNA Coktiirmesi:

RNA’y1 igeren iist faz yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 0.5 ml izopropil alkol (Merck,
K37727334) eklendi. 15-30°C’de 10 dak. inkiibe edildi. Tiipler 12,000 x g.de 10 dak.
2-8°C’de santrifiij edildi. RNA tiipiin dibinde jel benzeri bir pelet olusturdu.

RNA Yikamasi:

Siipernatant atild;, 1 ml %75°lik etanol (Merck, K39349583) eklendi. Ornekler
vortekslendi ve 7,500 x g.de 5 dak. 2-8°C’de santrifiij edildi.

RNA 'nin Yeniden Coziilmesi:

RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu. Sonrasinda RNA, 35 pul RNaz
icermeyen DEPC (Diethylpyrocarbonate)’li (Applichem, A0881-0050) su ig¢inde
¢ozildi.

RNA lar %]l lik agaroz jelde, 90 v’da, 20 dak. yiiriitiilerek kontrol edildi.
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2.5.2.2. c-DNA Sentezi
Bu ¢aligmada RT-PCR yontemi kullanilarak ICAM?2 geninin ifadesi analiz edilmistir.

Ik olarak HUVEC, HT-29, MCF-7 ve insan primer mide kanseri hiicre serilerinden
(enfekte edilmemis) izole edilmis RNA lar kullanilarak “c-DNA Synthesis Kit”
(Finnzymes, F-470) ile c-DNA sentezlendi:

“Random Hexamer Primer Set” 300 ng/ ul

RNA 200 ng

dH,O RNA miktarina gore ayarlandi

65°C’de 5 dak. tutuldu. Sonra tiiplere:

RT Tamponu 10 pul /20 pl reksiyon karigimi
“M-MuLV RNase H" Reverse Transcriptase” 2 ul
Reaksiyon kosullari: 25°C 10 dak., 37°C 30 dak., 85°C 5 dak.

c-DNA sentezini takiben, kontrol hiicrelerinde ICAM2 gen ekspresyonlarinin olup
olmadigin1  gosterebilmek amaciyla uygun primerlerle PCR  reaksiyonu

gerceklestirildi.

ICAM2 F: 5>-ATTCAACAGCACGGCTGACA-3’
ICAM2 R: 5’-CAGGCTCATAGATCTCCAACATCT-3’

10xDyNAzyme ™ II Hot Start Reaksiyon tamponu 2 pl

DyNAzyme Il Hot Start DNA Polimeraz 0.25 ul
F primer 1 ul

R primer 1 ul
dNTP (Vivantis, NP2406) 1.8 ul
c-DNA 2 ul
dH,O 11.95 pl

Reaksiyon kosullari: [94°C 10 dak., 40 dongii (94°C 30 sn., 62.5°C 30 sn., 72°C 30
sn.), 72°C 5 dak.]

PCR fiiriinleri %3 liikk agaroz jelde, 130 v.’da, 20 dak. yiiriitiildii.
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2.6. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assays)

Bir 6rnek icinde spesifik antijen ya da antikorlarin varligini tespit etmekte kullanilan
bir yontemdir. Yontemde kullanilan plagin kuyular1 6zel antijene 6zgili antikorlarla
kaplanmistir. Kuyulara eklenen oOrnekte kapli antikora baglanmayan antijenler
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra antijene baglanan sekonder antikor ise uygun
soliisyon eklendiginde 1s1ma yapan bir enzimle baglanmis durumdadir. Ornekte
aranan antijenin varligi renk olusumuna neden olurken, antijen yoklugu renksizlikle

kendini gosterir.

Bu calismada ELISA yontemi, vektorle enfekte edilen hiicrelerde virusun tasidig

genlerin transkribe olup olmadigini géstermek amaciyla kullanildi.

Yontemde kullanilan soliisyonlar:

Kaplama Tamponu =~ NaHCO; 713 ¢g
Na,COs 1.59¢g
dH,O 1L pH:9.5

Seyreltme Cozeltisi  PBS + %10 FBS pH: 7

Yikama Tamponu PBS + %0.05 Tween-20

Substrat Cozeltisi Tetrametilbenzidin (TMB) + Hidrojen peroksit
Durdurma Cozeltisi 1 M H3PO4 veya 2 N H,SO4 (Chemicon, ES020)

Orneklerin hazirlanmasi:

HUVEC, HT-29, MCF-7 ve insan primer mide tiimérii hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde 24 kuyuluk kiiltiir plaklarina ekildi. 24 saat sonra hiicre tipi basina
diisen 6 kuyudan 2’ser tanesi 10® pfu AAICAMCDIRESGM-CSF ile enfekte edildi.
Enfeksiyondan 24 saat sonra yine her hiicre i¢in 2’ser adet kuyuya 500 uM 5-FC
eklendi. Kalan 2’ger adet kuyu ise kontrol amagli kullanildi. 5-FC eklenmesinden 48
saat sonra hiicreler vasatlariyla beraber kazinarak toplandi. 700 rpm’de 5 dak.

santrifiij edildikten sonra siipernatan ELISA’da kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi.
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ELISA yonteminde “Mouse GM-CSF ELISA Set” (BD Biosciences, 555167)
kullanildi:

96 kuyulu kiiltiir plagi kuyular1 kaplama tamponu i¢inde seyreltilmis antikorla

(Capture antibody) kaplandi (100 ul). 4°C’de bir gece inkiibe edildi.

- Ertesi glin kuyular aspire edildi ve 3 defa 300’er ul yikama tamponu ile
yikandi.

- Kuyulara 200’er ul seyreltme ¢ozeltisi eklendi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi.

- Kuyular aspire edildi ve 3 defa 300’er pl yikama tamponu ile yikandi.

- Kuyulara 100’er ul GM-CSF standart1 (kitin sagladigi) ve 6rnekler eklendi. 2
saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- Kuyular aspire edildi ve 5 defa 300’er pl yikama tamponu ile yikandi.

- Kuyulara 100’er pl tespit ¢ozeltisi (Tespit antikoru + SAv-HRP) eklendi. 1
saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- Kuyular aspire edildi ve 3 defa 300’er ul yikama tamponu ile yikandi .

- Kuyulara 100’er pl substrat ¢ozeltisi eklendi. 30 dakika, oda 1sisinda,
karanlikta inkiibe edildi.

- Her kuyuya 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi. Olusan renk degisimi 450-630

nm dalga boylarinda okundu.

2.7. Istatistiksel Analiz

MTT testi ile yasayan hiicrelerin yiizdesi agisindan kontrol ve tiimor hiicreleri
arasinda anlamli fark olup olmadigi X* ve Mann Whitney U testi ile kontrol edildi.

GM-CSF diizeyleri ise Student-T testi ile degerlendirildi.
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3.1. AAICAMCDIRESGM-CSF Transgenik Virusun Elde Edilmesi
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pCR-Blunt vektor, shuttle vektorler, transgenik virusta olmasini istedigimiz genler ve

Adenoviral plazmid onceki b

olimde agiklandig1 iizere ¢ok sayida PCR {iriiniiniin

klonlanmas1 ya da uygun restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu elde edildi. Islemler

sirasinda genel olarak Sekil 3.1°de haritalar1 goriilen vektorler kullanildi.
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Sekil 3.1. pDRIVE02-ICAM2(h)v04, pCR-Blunt, pShuttle, pShuttle-CMV ve pAdEasy-1
vektor haritalar (sirasiyla).

Her tirliniin dogrulugu, iiriiniin eldesinden sonra, hem dizi analizi yaptirarak, hem de
uygun restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra agaroz jel -elektroforeziyle

gorintiilenerek kontrol edildi.

Son asamada da istenilen transgenik virus AAICAM2CDIRESGM-CSF elde edildi.

3.2. TCID50 Sonuglar
T (titrasyon)= 10'4E09)

d= Log 10 diliisyonu (10 kat diliisyon i¢in 1°dir.)

S= oranlarin toplami (her zaman 10" diliisyondan baslar.)
Calismamizin sonuglarina gore:

S=38

d=1

T=10""1605_ 1035=6x10°

PFU/uL~ 6x10°
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3.3. Elde Edilen Transgenik Virusun Tiimor Hiicre Serilerinde Sitotoksik Etkisi

AdICAMCDIRESGM-CSF transgenik virusu elde edildikten sonra virusun hiicre

serileri lizerindeki etkinligini saptamak amaciyla farkli testler uygulandi.

3.3.1. MTT Testi Sonuglan

Elde edilen transgenik virusun tiimdr hiicreleri iizerinde oldiiriicii etkisinin olup
olmadiginin saptanmast amactyla HUVEC, HT-29, MCF-7 ve primer mide kanseri
hiicre serileri kullanildi. 10® pfu vektor (AJICAMCDIRESGM-CSF) ile enfekte
edilen hiicrelere 24 saat sonra 500 uM 5-FC eklendi. 72 saat sonra hiicrelerdeki 6lim

oranlar1 MTT testiyle hesaplandi.

HUVEC hiicre serisinde virusun tek basina ve 5-FC verilmesini takiben hiicreleri
anlamli derecede oldiirdiigii goézlemlendi (p<0.05). Bu hiicrelere 5-FC verilmesi
sitotoksik etkiyi anlamli olarak arttird1 (p<0.05) (Sekil 3.2). Buna karsilik HT-29
hiicrelerinde virus tek basina verildiginde hiicrelerde anlamli bir 6liim orani
izlenmedi (p>0.05) (Sekil 3.2). Bu hiicrelerde vektoér enfeksiyonunu takiben 5-FC

verilen grupta anlamli bir hiicre 6liimii izlendi (Sekil 3.2).

Primer mide kanseri ve MCF-7 hiicrelerinde ise virus tek basina anlamli bir hiicre
Olimiine yol agarken virusla enfekte hiicrelere 5-FC eklenmesi sitotoksik etkiyi

arttirmadi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. HUVEC, primer mide kanseri, HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerinde AdICAM in vitro
sitotoksik etkileri.

3.3.2. AACMVCDEI1A Virusu ile Karsilastirma

ICAM2 promotoru tasiyan transgenik vektoriin hiicreyi enfekte etme etkinligini
baska promotor tasiyan bir vektorle karsilastirmak amaciyla, HUVEC ve primer
mide kanseri hiicre serileri CMV promotoru tagiyan farkli bir transgenik virusla
enfekte edildikten sonra yasayan hiicre yiizdeleri MTT testiyle hesaplandi ve her
hiicre grubu kendi i¢inde karsilastirildi (CMV promotoru tasiyan vektér Dr. Hakan
Akbulut hediyesidir).

Her iki hiicre serisinde de sadece vektor enfeksiyonu ile anlamli bir sitotoksik etki
izlenirken sadece HUVEC hiicre serisinde 5-FC eklenmesi vektorlerin 6ldiiriicii
etkisini anlamli bir bi¢cimde arttirdi (p<0.05) (Sekil 3.3). Primer mide kanseri
hiicrelerinde ise 5-FC eklenmesi sadece AACMVCDEIA vektorii ile enfekte edilen
hiicrelerde sitotoksik etkiyi arttririrtken AdJICAM2CD vektorii ile enfekte hiicrelerde
sitotoksik etkiyi degistirmedi (Sekil 3.4). Bu sonu¢ ICAM2 promotoru tasiyan

virusun endotel hiicrelerine daha spesifik olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3.3. HUVEC hiicre serisinde ICAM ve CMV promotorlar1 tagtyan viruslarin in vitro sitotoksik

etkileri.

120

100 -

80

60

Yasayan Hiicre %

20

40

AdICAM

AdCMV

[1Neg. Kont
Elvirts
rd virtis 5FC

Sekil 3.4. Primer mide kanseri hiicre serisinde ICAM ve CMV promotorlari tagiyan viruslarin in vitro

sitotoksik etkileri.
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3.3.3. RT-PCR Yontemiyle Hiicre Serilerinde ICAM2 Varh@inin Gosterilmesi

HUVEC, HT-29, MCF-7 ve primer mide kanseri hiicre serilerinde ICAM2 geninin
transkribe oldugunu gdstermek amaciyla oncelikle bu hiicre serilerinden RNA izole
edildi ve sonrasinda c-DNA sentezlendi. Sentezlenen c-DNA’lardan ICAM2
primerleri kullanilarak PCR analizi gerceklestirildi. Sonrasinda yapilan agaroz jel

elektroforeziyle ICAM?2’ye ait bandlar gosterildi (Sekil 3.5).

150 bp

50 bp 134 bp

Sekil 3.5. ICAM2 PCR’1 sonrasi agaroz jel goriintiisii. a: Marker, b: Negatif kontrol (DNA yok), ¢:
HUVEC, d: HT-29, e: MCF-7, f: Primer mide kanseri.

3.3.4. ELISA Testi Sonuclari

HUVEC, HT-29, MCF-7 ve insan primer mide timorii hiicrelerinde transgenik
vektoriin aktardigt GM-CSF’nin protein sentezi yaptirip yaptirmadigin1 saptamak
amaciyla transgenik virus verilmeden (kontrol) ve transgenik virus verildikten sonra
uygun sartlarda toplanan Ornekler ile “fare GM-CSF ELISA” testi yapildi. Test
sonuclar1 deneyde kullanilan tiim hiicrelerde vektor ile enfekte edildiklerinde GM-

CSF sentezi yapildigin1 gosterdi (Cizelge 3.1):



Cizelge 3.1. ELISA sonuglari.

HUCRE Negatif kontrol Vektor
(pg/ml) (pg/ml)
HUVEC 0 1.13
HT-29 0 2.96
P. MiDE 0 3.99
MCF-7 0 20.9
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4. TARTISMA

Insan gen tedavisi ¢alismalar1 ilk olarak 1970°li yillarda olas1 hale geldiginde,
kalitimsal tek gen hastaliklarinin bu tedavinin hedefi olacag diisiiniilmiistii. Fakat
daha sonralar1 basta kanser olmak tiizere diger pek ¢ok hastalik i¢cin gen tedavisinin
temel ilkesi olan “tamir etme” veya “yerine koyma” ¢aligmalarinin uygulanabilecegi
gosterilmistir (Brenner, 2005). Ozellikle onkogenlerin ve tiimér baskilayic1 genlerin
kanser gelisiminde ve metastazdaki rolleri nedeniyle bu genlerin hedef olarak
secilmesi kanserde gen tedavi ¢alismalarina biiylik ivme kazandirmistir. Bunlarin
yan1 sira memeli hiicrelerinde bulunmayan sitozin deaminaz gibi bir takim
enzimlerin gen tedavisi yoluyla tiimor hiicrelerine iletilmesi ve bu enzimlerin hiicre
icin nispeten zararsiz maddelerden doniistiirdiigli toksik maddelerin yaptig1 hiicre
Oliimii (intihar geni tedavisi) de popiiler yontemlerden biri haline gelmistir (Greco ve
Dachs, 2001). Yine son yillarda immiin sistemin uyarilmasina yonelik gen tedavisi
caligmalar ozellikle metastatik hastaligin tedavisine yonelik calismalarda popiilarite

kazanmustir (Li ve ark., 2005).

Gen tedavisinin en 6nemli sorunlarindan birisi olan terapdtik genlerin hedef dokulara
ulastirilmast problemini yenmek i¢in sik basvurulan stratejilerden birisi de tiimore
veya dokuya 6zgii promotorlar kullanmaktir. Bu amacla gen tedavisi vektorlerine
terapotik genin aktivitesini diizenleyen spesifik promotorlar eklenerek, bu genlerin

sadece hedef dokularda protein sentezi yapabilmesi saglanmaktadir.

Anjiyogenez pek ¢ok biiyiime faktoriinii, onlarin reseptorlerini, sitokinleri,
proteazlari, adezyon molekiillerini igermesi yoniiyle gen tedavisi i¢in ¢oklu bir hedef
olusturur. Tiimor endoteline spesifik adenoviral vektorler olusturmak kanser anti-

anjiyogenik tedavisinde yeni bir yaklagimdir.

Nicklin ve ark. (2001) yaptiklar1 c¢alismada, vaskiiler gen tedavisi i¢in endotel
hiicrelere spesifik promotorlar arasinda en uygun iki promotordan birisinin ICAM?2
oldugunu saptamiglardir. Yine ICAM2 promotoruna iliskin yapilmis hayvan
caligmalarinda da bu uygunluk dogrulanmis (Cowan ve ark., 2006) ve aktiviteyi
etkileyen baglant1 bolgeleri tespit edilmistir (Cowan ve ark., 1998). Bu ¢alismamizda
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biz de prolifere olan endotel hiicrelerinde aktif bir gen olan ICAM2’nin promotor
bolgesini gen tedavisi vektoriimiizde terapétik genlerimizin (sitozin deaminaz/GM-

CSF) ifadesini diizenleyen tiimore 6zgili promotor olarak segctik.

Vektoriimiiziin endotel hiicrelerine spesifik olup olmadigini test etmek amaciyla non-
spesifik etkili benzer intihar geni tasiyan baska bir vektérle (AJCMVCDEILA)
karsilastirmali olarak endotel hiicreleri ve primer mide tiimorii hiicrelerinde test ettik.
ICAM2 promotoru tagiyan vektoriimiiziin (AdJICAM2CDGMCSF) HUVEC endotel
hiicrelerinde 5-FC verildiginde sitotoksik etkisinin belirgin olarak arttigini, buna
karsilik mide kanseri hiicrelerinde 5-FC eklenmesinin hiicre 6liimiinti arttirmadigini
bulduk (Sekil 3.3 ve 3.4). 5-FC eklenmesi kontrol vektorii ile enfekte edilen her iki
hiicre grubunda da sitotoksisiteyi belirgin olarak arttirmistir (Sekil 3.3 ve 3.4). Bu
deneylerde ICAM2 veya CMV promotorlari tagiyan viral vektorlerle enfekte edilen
(5-FC uygulanmayan) gruplarda izlenen belirgin hiicre o6limii biiyiik olasilikla
kullanilan vektoriin toksisitesinden kaynaklanmis olabilir. 5-FC eklendikten sonra
izlenen ilave hiicre 6limii ise hiicre i¢inde ifade edilen (eksprese edilen) sitozin

deaminaz geninin doniistiirdiigii 5-florourasilin etkisinden kaynaklanmaktadir.

Kanserde damar endoteline yonlendirmenin yani sira, olusturulan vektore 5-FC ile
birlikte verildiginde sitotoksik etki olusturmasi icin CD geni; immiin sistem
hiicrelerini uyararak tiimor eradikasyonunu arttirmak icin de GM-CSF geni

takilmastir.

Calisgmamizda kullandigimiz rekombinant virus endotel hiicresine spesifik olarak
dizayn edilmistir. Fakat HUVEC hiicre serisinin yani sira transgenik virusla enfekte
edilen diger tiimor hiicre serilerinde de (HT-29, MCF-7 ve primer mide) ICAM?2
promotoruna sahip transgenik virus genlerinin de transkribe oldugu GM-CSF ELISA
testiyle gosterilmistir. Virusla enfekte edilmemis hiicrelerde GM-CSF saptanmamis
olmasi, GM-CSF transkripsiyonunun sadece transgenik virus genleriyle
gergeklestigine isaret etmektedir. HUVEC’in yan sira tiimor hiicrelerinde de virus
transgenik genlerinin ifade buluyor olmas1 bu hiicrelerde de ICAM2’nin ekspresyonu

olabilecegini diislindiirmektedir. ICAM2 ekspresyonunun zayif olarak monositler,
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lenfositler, plateletler, megakaryositler ve kuvvetli olarak endotel hiicrelerle sinirl
oldugu bilinmekle birlikte (Cowan ve ark., 1996); gastrointestinal tiimdrler (Tanaka
ve ark., 2004), skuaméz hiicreli timorler (Takizawa ve ark., 1999) ve pankreas
timorleri (Liu ve ark., 2009) gibi tiimorlerde de eksprese olduklarini gdsteren
calismalar bulunmaktadir. Calismamizda, ICAM2’nin HUVEC’in yan1 sira HT-29,
MCF-7 ve primer mide timorii hiicre serilerinde transkribe oldugu RT-PCR
teknigiyle gosterilmistir (Sekil 3.5). Mevcut ¢alismamizda insa ettigimiz vektoriin
HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde 5-FC eklenmesi ile sitotoksisite artisinin izlenmesi
bu hiicrelerde de ICAM?2 ekspresyonu nedeni ile vektoriimiiziin aktive olabilecegini
gostermektedir (Sekil 3.2). Fakat bu hiicre grubunda 5-FC eklenmesi ile izlenen
sitotoksisite artisi endotel hiicrelerindeki kadar belirgin degildir (Sekil 3.2). Bu
durum tiimor hiicrelerinde ICAM2 ekspresyonunun endotel hiicrelerindekine nazaran
cok daha zayif olmasi ile aciklanabilir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde vektor ile
enfeksiyonu takiben 5-FC verilmesiyle sitotoksisitede bir miktar artis olmakla
birlikte bu artisin belirgin olmamasi vektoriin tagidigi genlerin zayif ekspresyonu ile
aciklanabilir. Ayrica mide kanseri ve MCF-7 hiicrelerinin 5-florourasile direngli
olma olasiliklarinin da goz ardi edilmemesi gerekir. Fakat bu hiicrelerle daha 6nce
laboratuvarimizda 5-florourasil ile yapilan sitotokisite deneylerinde bu hiicrelerin 5-

FU’e hassas olduklar1 bulunmustur (Sedef Hande Aktas, Yiiksek Lisans Tezi 2010).

Buna karsilik HT-29 hiicre serisi, diger hiicre serilerinden farkli olarak, kontrol
hiicreleriyle karsilagtirildiginda sadece virusla enfekte edildiginde (5-FC
uygulanmadan) sitotoksisitede artis izlenmemistir (p>0.05). Bu sonug, insa ettigimiz

vektoriin HT-29 hiicrelerine toksik olmadigini géstermektedir.

Vektoriimiiziin farkli hiicre tiplerinde farkli etkilerinin olmasi promotor aktivitesi ile
de iligkili olabilir. Adenoviral genomda yer alan bir takim cis-elementlerin doku
spesifitesini ve promotor aktivitesini degistirebildigi Shi ve ark. yaptiklar1 ¢alismayla

gosterilmistir (1997).
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5. SONUC ve ONERILER

AdICAMCDIRESGM-CSF virusunun konstriksiiyonu gerceklestirilmistir.

Elde edilen virus HUVEC, HT-29, MCF-7 ve primer mide tiimorii hiicre
serilerine uygulanmis, virus transgenlerinin bu hiicre serilerinde transkribe

oldugu gosterilmistir.

Vektor sahip oldugu ICAM2 promotoru nedeniyle endotel hiicrelerine
spesifik olarak tasarlanmistir. Fakat bu calismada kullanilan tiimor hiicre
serilerinde de virus genleri ifade edilmistir; clinkii bu hiicrelerde de

HUVEC’te oldugu gibi ICAM?2 ekspreyonunun oldugu gosterilmistir.

Transgenik virus HUVEC, MCF-7 ve primer mide tiimdr hiicre serilerinde tek
basina toksik etki gostermistir. Fakat bu hiicre serilerinde 5-FC eklenmesi de

hiicre 6liimiinii belirgin olarak arttirmistir.

HUVEC hiicreleri ¢calismada yer alan diger tiim hiicre serilerine gore virus ve
virus + 5-FC enfeksiyonundan daha fazla etkilenmis goziikmektedir. Sonug
olarak, AAICAMCDIRESGM-CSF en ¢ok HUVEC hiicre serisine spesifiktir.
Bu endotel hiicre spesifik virusun, endotel hiicre migrasyonu ve tiip olusumu
tizerinde etkili olup olmadigi bundan sonraki arastirma basamagini

olusturmalidir.

Bu caligmada insa ettigimiz CD ve GM-CSF genleri tastyan vektoriin bundan
sonraki agsamada hayvan modellerinde test edilerek tiimor etkinliginin in vivo
olarak da gosterilmesi gerekmektedir. Ayrica immiinokompetan hayvan
modellerinde vektoriin anti-tlimoral etkinliginde GM-CSF geninin roliiniin

immiinolojik testlerle arastirilmasi 6nem tasimaktadir.
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OZET

Kanserde Damar Endoteline Yonelik Gen Tedavisi Ajanlar Gelistirilmesi

Yeni damar olusumu anlamina gelen anjiyogenez, bazi fizyolojik olaylar i¢in gerekli bir
islem olmasinin yani sira timor hiicrelerinin biiyiiylip gelismesi i¢in de zorunlu bir siiregtir.
Bu siirecin ¢ok fazla sayida molekiil, protein ve yolak igeriyor olmasi onu gen tedavisinin
hedeflerinden biri haline getirmistir. Anti-anjiyogenik gen tedavisinde, kanser damar
endoteline yonelik ajanlar gelistirmek yeni stratejiler arasindadir. Bu ¢alismanin amaci,
damar endoteline spesifik vektér dizayn ederek anjiyogenezi oOnleyebilmektir. Damar
endoteline spesifik yonlendirme amaciyla, ICAM2 geni promotoru kullanilmistir. Bu
promotora ilave olarak, 5-FC’yi 5-FU’ya doniistiiren CD geni ile tiimér hiicrelerine karst
gelisen immiiniteyi arttirmak amaciyla 6nemli bir sitokin olan GM-CSF geni de olusturulan
adenoviral genoma yerlestirilmistir. Olusturulan AdICAM2CDIRESGM-CSF transgenik
virus insan umbilikal damar endotel hiicresi (HUVEC), insan kolon kanseri (HT-29), insan
meme kanseri (MCF-7) ve primer mide kanseri hiicre serilerine uygulanmigtir. Tim
hiicrelerde ICAM2 gen transkripsiyonu olmasina karsin, virusun en ¢ok endotel hiicrelerine
spesifik oldugu goriilmiistiir. Virusun in vivo etkinligini saptamak bundan sonraki arastirma

basamagini olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: CD, damar endoteli, gen tedavisi, GM-CSF, ICAM2, kanser
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SUMMARY

Designing Gene Therapy Vectors Targeting Tumor Cell Endothelium

Angiogenesis is essential for tumor growth and metastasis as well as for some physiological
processes. Making tumor endotelium specific vectors is one of the new strategies for anti-
angiogenic gene therapy. In this study we aimed to design a tumor endothelium specific
adenoviral vector carrying cytosine deamisnase and GM-CSF transcription units. We used
ICAM2 promoter to target proliferating endothelial cells. Cytosine deaminase, which
converts 5-florocytosine to 5-Florouracil, gene was inserted to the vector as a suicide gene.
Moreover, GM-CSF cytokine gene which stimulates immun system against tumor cells, was
included in the construct. The newly constructed vector showed a specific activity in
endothelial cells (HUVEC). However, we observed some cytotoxic activity in human colon
cancer celli line (HT-29). No signigficant cytotoxic activity was seen in MCF-7 breast
cancer and primary gastric cancer cell lines when 5-FC added to the vector infected cells.
Despite the ICAM?2 gene expression in all cell lines used in the current study, it was seen
that virus is more specific to endothelial cells. Testing the in vivo effectiveness of the vector

will be the next step.

Key words: cancer, CD, gene therapy, GM-CSF, ICAM?2, vascular endothel
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