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Onsiz

HIV ile enfekte olmus hiicreler, normal hiicrelere gore genetik diizeyde bir farklilik gosterirler
ki, bu da enfekte olmus hiicrenin kromozomuna entegre olmus HIV genomundan
kaynaklanmaktadir. Bu farkliligin, enfekte olmus hiicrelerin segici olarak 6ldiiriilebilmelerini
saglayacak stratejilerin gelistirilmesinde yardimet olabilecegini diigtinmekteyiz. HIV, kendi
gen ekspresyonunu denetleyen proteinler tiretmektedir. Bunlardan iki tanesi “rev” ve “tat”
proteinleridir. Bu iki denetleyici protein olmadan viriis genomunun kodladigi ve viriisiin
¢ogalmasinda gorev alan proteinler iiretilememektedir. Bu nedenle HIV in ¢ogalmasi “rev” ve
tat” proteinlerine baghdir. Bu iki proteinin denetleyici ozellikleri sadece HIV genomu
tizerinde etkilidir ve enfekte olmus hiicre genomunun gen ekspresyonuna etki etmemektedir.
Bunun nedeni, HIV genomunda ve mRNA’larinda bulunan 6zel RNA dizileridir ve “tat” ile
“rev” proteinleri bu dizilere baglanarak etkilerini gostermektedirler. Proje, hiicrelerde toksik
etki yapan bir proteinin (bakteri endotoksinleri veya HSV timidin kinaz gibi proteinler)
tiretiminin yukarida bahsedilen 6zel DNA dizilerinin kullanimiyla HIV “rev” ve “tat”
proteinlerine bagimli bir hale getirilmesini ve bu toksik proteini kodlayan DNA molekiiliiniin
“rev” ve “tat” proteinlerini tireten (enfekte olmus bir hiicredeki gibi) veya iiretmeyen (enfekte
olmamig hiicredeki gibi) hiicrelere aktarimim 6nermektedir. Proje stiresince karsilasilan
sorunlardan dolayi ne yazik ki ancak hiicreleri olusturmada kullanilacak DNA molekiilleri ile
toksik etkinin denenecegi DNA molekiilleri hazirlanabilmis ve dogruluklari DNA dizi
analiziyle teyit edilmistir. Hiicre hatlarinin olusturulmasina yonelik calismalar ve vektorlerin
segici Sldirtlebilirlikteki etkilerinin gézlenmesi bundan sonra kendi olanaklarimizla ileriki
donemlerde devam edecektir. Proje, TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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Ozet:

Guntimiizde, HIV’e kars: etkin bir miicadele gelistirilemediginden AIDS’in tedavisi yoktur.
HIV ile enfekte olmus hastalarda kullamlmakta olan ilaglar viriisiin hasta i¢inde yayilmasint
engellemek amacina yoneliktir ve sadece AIDS hastahfinin ortaya ¢ikmasm
geciktirmektedir. Netice olarak, HIV’e karst etkin bir koruma getirebilmek icin, sadece
HIV’in yayilmasini onlemeye calismak yerine, aym zamanda HIV ile enfekte olmus
hiicrelerin de 6ldiiriilmesinin (dolayisiyle viriisiin de yok edilmesinin) ¢ok daha etkili
olacagim diigtinmekteyiz. Planladigimiz bu ¢aligmada, sadece HIV regulator genleri olan rev
ve tat’t eksprese eden hiicrelerde tiretilecek ve o hiicrelerin 6lmesini saglayacak bir proteini
kodlayan 6zel bir DNA molekiiliiniin dizayn: ve bu DNA molekiiliiiin HIV enfeksiyonuna
acik hiicrelere aktarimi amaglamistir.

Anahtar Sézciikler
HIV, rev, tat, HSV-TK, segici 6ldiirme.



Abstract:

Currently, there is no cure for AIDS, because there have not been any fully effective anti-HIV
strategies developed. The medications used for the treatment of HIV infected patients is for
the prevention of the virus spread and thus only helps to delay the patient’s progression into
AIDS. In order to provide an effective protection against HIV, we reasoned that, killing of
cells infected with HIV together with the use of drugs that prevent virus spread will be a
much more effective strategy. The work here aims to design and trenafer into the permissive
cells of a specific DNA molecule, which encodes a toxic gene that will only be expressed in
cells expressing HIV regulatory genes rev and tat, and achieve selective killing of those cells
without giving any harm to normal cells.

Keywords
HIV, rev, tat, HSV-TK, selective killing.



1.0. Giris

Giiniimiizde AIDS (Acquired Immuno-deficiency Syndrome) hastalarinda kullanilan tedavi
yontemleri, hastalifa sebebiyet veren HIV (Human Immuno-deficiency Virus)’in hasta
vilcudunda cogalip, yayilmasini engellemeye yoneliktir. Bu yontemler, enfekte olmus
hiicrelerin viriis iiretebilme potansiyellerini ortadan kaldiramadiklarindan, kullamlan ilaglarin
varlifinda virtls tiretimi sadece azaltilmakta ve buna bagh olarak viriisiin bagka hiicrelere
yayilabilme stireci uzatilmaktadir. Bunun neticesinde, tedavi goren hastalarin Smiirleri, tedavi
gbrmeyenlere gbre ortalama olarak birkac yil daha uzatilabilmekte fakat AIDS’den 6lmeleri
engellenememektedir.

AIDS hastalarinin tamamen tedavi edilebilmeleri i¢in HIV’in hasta viicudundan yok edilmesi
gerekmektedir ki, bu da ancak HIV ile enfekte olmus ve aktif olarak bu viriisii tireten
hiicrelerin ortadan kaldinlmasiyla miimkiindiir. Bunu basarmaktaki zorluk, HIV’in hedef
olarak kullandig: hiicrelerden enfekte olanlari, enfekte olmamis hiicrelerden ayri olarak segip,
yok edilememekten kaynaklanmaktadir, Benzer bir zorluk, kanser hastalarindaki tiimérli
dokularin kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemlerle segici olarak yok edilmeye
¢aligiimasinda da yasanmaktadir. Bu projede planlanan ¢alisma, HIV ile enfekte olmus
hiicrelerin segici olarak oldiiriilebilmelerini saglayacak bir yontemin in vitro olarak doku
kiiltiirti ortaminda olusturulmasini amaglamaktadir.

2.0. Genel Bilgiler

Son yillarda, enfekte olmus hastalarda yapilan virils dinamigi ¢alismalarinda HIV
replikasyonunun, AIDS patogenezindeki 6nemi bir kez daha dogrulanmistir (Grossman, 1998;
Chun, 1999; Pierson, 2000). Enfekte olmus hastalardaki HIV iiretimi, yeni enfeksiyonlar ile
virlis ve virlisle enfekte olmus hiicrelerin yenilenmesinin neticesi olarak goriinmektedir. Bu
yiizden, etkili bir HIV enfeksiyonu tedavisi, bagisiklik sisteminin yeniden yapilanmasmna
olanak verecek olan viriis yiikiiniin biiyiik ¢capli ve uzun siireli azaltilmasim gerektirmektedir.

Giintimiizde, HIV yasam dongiistindeki farkli noktalani bloke eden revers transkriptaz ve
proteaz gibi inhibitérleri ¢oklu ilag kombinasyonlan seklinde kullanilarak, hasta kanindaki
viriis miktar1 6nemli oranlarda azaltilabilmektedir (Finzi, 1999; Ortiz, 2002; Dybul, 2001).
Fakat, yapilan ¢alismalarda, ¢oklu ilag kombinasyonuna tabi tutulan biitiin hastalardan, uzun
yillar boyunca alman kan hiicrelerinden viriis izole edilebildigi gosterilmistir (Chun, 1999;
Finzi, 1999). Kan ve lenf dokularinin analizleri, aktif olmayan bazi CD4+ hafiza T hiicrelerin
ve makrofajlarin entegre olmug HIV proviriisii tasidiklarim ortaya ¢ikarmistir (Finzi, 1998;
Finzi, 1997; Hezareh, 1997). Bu hiicreler viriis rezervuan gibi gérev yapmakta ve herhangi
bir gekilde aktif duruma gegtiklerinde bulasic1 viriis partikiillerini tiretebilmektedirler. Bu
durum, tedavinin siirecinin ilk hesaplamalara gore ¢ok daha uzun olabilecegini gostermektedir
(Perelson, 1997). Ayrica, bu hastalarin kanlarindaki virtis miktarlan teshis edilebilen smirn
alinda olmasina ragmen, zamanla genetik farkhhk tasiyan HIV tiirlerinin olustugu
gbzlemlenmistir (Ortiz, 2002). Bu da tedavi goren hastalarda dahi, viriis replikasyonunun
stirekliligini gostermektedir ki, bu durum zamanla, kullanilan ilaclara direngli HIV suslarmin
segilmesine yol acarak tedavinin imkansizlasmasina sebebiyet verebilmektedir. Bu viriis
replikasyonu, biiyiikk bir olasibikla, ya ilaglarin ulasamadigi anatomik bolgelerde devam
etmektedir ya da bu ilaglar tim HIV replikasyonunu bloke etmekte tamamiyle etkili



degildirler.

HIV’in yok edilmesindeki birincil engelin, potansiyel viriis rezervuarlarindan kaynaklandig:
diigtincesinden yola ¢ikilarak, birgcok aragtirmact bu rezervuarlarin ortadan kaldirilmasina
yonelik degisik yaklagimlar tizerinde ¢aligmaktadir. Bunlardan bir tanesi kombinasyonlu ilag
terapisinin  yogunlastirlmasini igermektedir (Pierson, 2000). Bunda amaglanan, dozaj
artirimiyla digiik seviyede var olan viriis replikasyonunu tamamen engelleyebilmektir. Fakat
bu durumda hastalar, yiiksek miktarlarda kullanilan ilaglarin olusturdugu toksik yan etkilere
maruz birakilmaktadir.

Bagka bir yaklagim da, kombinasyonlu ilag tedavisi goren hastalarda rezervuar gérevi yapan
gizli enfekte olmus hiicreleri sitokinler yardimiyla aktif hale getirerek, bu hiicrelerdeki viriis
replikasyonunu uyarmaktir. Burada yatan fikir de, aktif haldeki viriis {ireten hiicreleri
bagisiklik sistemi tarafindan taninir hale getirmek ve aym zamanda da tirettikleri virtislerin
yayilmalarini kullanilan ilaglar sayesinde engelleyebilmektir. Bu ¢alismalar neticesinde HIV
rezervuarlarinda bir azalma saglanmis fakat tamamen eliminasyonu miimkiin olmamustir.

Uzerinde ¢aligilan tigincti bir ydntem de, niikleik asit ve proteinlere dayali gen terapisidir.
AIDS’de gen terapisi kullammi, CD4" T lemfositlerini yeniden yapilandirarak HIV
enfeksiyonuna kargi direngli hale getirmeyi amaglamaktadir. Bu amaca ulasmak i¢in
kullanilabilinecek ydntemler, CD4" T lemfositlerinin ex vivo olarak transduze edilerek
hastaya geri aktarilmasi ya da lemfositlerin projenitor kok hiicrelerini in vivo olarak kalict bir
sekilde manipiile edilmesi olabilir.

HIV enfeksiyonuna karsi, yukarida amlan gen terapisi ve anti-HIV ila¢ kullanim
yaklagimlariin = hemen hemen hepsi, hiicrelerin yeni enfeksiyonlardan tamamen
korunmasindan ziyade, proviriisiin hiicre kromozomuna entegrasyonundan sonraki viriis
replikasyonun engellenmesine yoneliktir. Boyle bir durum da, bulagict proviriis tasiyan
enfekte olmug hiicrelerin  olusmasma neden olmaktadir. Viriisiin yayilmasinin
engellenmesinin daha etkili bir yolu da oldiiriicti bir genin, enfekte olmus hiicrelerde kosullu
olarak eksprese edilmesini saglamak olabilir. Bu tiir ¢aligmalar, HIV enfeksiyonu basta olmak
lizere bazi bulagict hastaliklar {izerinde yapilmistir (Venkatesh, 1990; Brady, 1994; Caruso,
1992; Caruso, 1995; Marcello, 1998; Smith, 1996; Caruso, 1996; Caruso, 1997; Miyake,
2001). Bu tir deneylerde amagclanan, oldiriicti bir genin HIV regiilatér dizinlérinin
transkripsiyonel kontrolii altina yerlestirilmesi ve aktarilan hiicrelerde HIV replikasyonu
sartina bagli olarak aktif hale gegcirilmesidir. Onerilen proje benzer bir yaklasimin

geligtirilmesini amaglamaktadir.

Gen terapisine dayali tiim tedavi yaklasimlar tarafindan paylasilan ortak bir problem, etkili
gen transferi yontemlerine duyulan ihtiyagtir. Gen terapisi giiniimiizde deneme agamasindadir
ve ¢oziilmesi gereken bir takim sorunlari vardir. Bunlar, kullanilan vektdre kars1 hastada
olusan immiin reaksiyonlar, vektorlerin hedef hiicrelere yonlendirilebilmesi, aktarilmasi
amaglanan genlerin kontrollii olarak arzu edilen seviyelerde eksprese edilebilmesi ve biiyiik
boyutlardaki genlerin vektdrler tarafindan taginabilmesi kapasitesinin arttirilabilmesidir.
Heniiz bu sorunlarin iistesinden tamamen gelinememisse de, ABD ve Avrupa’da bir ¢ok
hastalifin tedavisine yonelik olarak gen terapisi denemeleri hastalar iizerinde klinik olarak

baglatilmis ve halen de stirmektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, HIV’in de i¢inde bulundugu lentivirus genus’unda bulunan




viral vektorlerin HIV enfeksiyonu igin kullaniminin 6teki yontemlere gore cok daha olumlu
sonuglar verebilecegi gosterilmistir (Poeschla, 1996; Buchschacher, 2000; Gao, 2001;
Kowolik, 2001; Berkowitz, 2001; Hanazono, 2001) ve bu vektorler AIDS hastaliginin gen
terapisi yoluyla tedavisi i¢in gelecek vaad etmektedirler.

3.0. Gere¢ ve Yontem

A. HIV-1 “rev” ve “tat” proteinlerine bagimh olarak eksprese olacak toksin geni i¢ceren
DNA molekiiliiniin hazirlanmasi.

a) HIV-1 genomu lizerinde bulunan ve “tat” ile “rev” proteinlerinin etkilerini gostermesi i¢in
gerekli olan DNA bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilacaktir.

i. HIV-1 “tat” proteinin etkisi igin gerekli olan HIV-1 5’ LTR promotor ve HIV-1
birinei splice verici (splice donor) dizinleri, HIV-1 molekiiler klonu olan pNL4-3 (NIH AIDS
reagent program) plazmidinden, asagidaki primer ¢ifti kullamlarak PCR’la ¢ogaltilacaktir.
LTRS5 :5° CCTTCTCGTCTAGATGGAAGGGCTAATTTGGTCCC 32

LTR3 : 5 CCTTCTCGGGTACCCTCCTTCTAGCCTCCGCTAG 3’

Bu primer ¢ifti sirastyla 6zglin (unique) Xba I ve Kpn [ restriksiyon bolgelerini
icermektedirler. Restriksiyon bélgelerinin 6niinde 8’lik ek diziler konmustur. Bunun nedeni
restriksiyon enzimlerinin, ¢ogaltilmig DNA fragman uglarim kesebilmelerini kolaylastirarak,
daha sonra yapilacak ligasyon iglemini miimkiin olan etkinlik (efficiency) diizeyine
ulagtirmaktir. pREP9 plazmidindeki, memelilerde ekspresyonu saglayan promoter dizini, PCR
ile gogaltilmis ve Xba I, Kpn I restriksiyon enzimleriyle kesilmig HIV-1-LTR promoter ve
HIV-1 birinci splice verici dizinleriyle degistirilecek ve ortaya ¢ikacak olan plazmid pREP-
LTR olarak adlandirilacak.

ii. pNL4-3 plazmidi Mun 1 restriksiyon enzimiyle kesilip uglart DNA polimeraz
enzimi kullanilarak doldurulduktan sonra self-ligasyon yontemiyle tekrar birlestirilecektir.
Ortaya gikacak plazmid pNL4-3-Mun olarak adlandirilacak ve “rev” proteininin etkisi icin
gerekli olan HIV-1 INS, RRE ve HIV-1 yedinci splice alici (splice acceptor) dizinlerini PCR
yontemiyle ¢ogaltmak amaciyla templet olarak kullamlacaktir. Cogaltma islemi asagidaki
primer ¢ifti ile yapilacaktir.

INS 5: 5 CCTTCTCGCTCGAGGAGATGGGTGCGAGAGCGTC 3’

RRE 3: 5> AGTGCTAAGGATCCGTTCACTAATCG 3’

Bu primer ¢ifti sirasiyla Xho 1 ve BamH I restriksiyon bolgelerini igermektedir. Bu primer
¢iftinin kullanimiyla ¢ogaltilacak INS-RRE dizinleri ad1 gegen enzimlerle kesilerek, yine aym
enzimlerle kesilmis pREP-LTR plazmidine klonlanacaktir. Elde edilen plazmid pREP-LTR-

INS-RRE olarak adlandirilacaktir.

b) Toksik etki gosteren proteinleri kodlayan gen (HSV-TK) rekombinant DNA
yontemleriyle izole edilecektir.

i Hiicrelerde toksik etki gosterilmesini saglayacak HSV-TK (Herpes Simplex Virus,
Thymidine Kinase) genini igeren DNA dizisi HSV genomik DNA’sindan asagida gosterilen
primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltilip izole edilecektir.

TK 5: 5 CCTTCTCGGGTACCATGGCTTCGTACCCCTGCCATC 3°

TK 3: 3 CCTTCTCGTCAGTTAGCCTCCCCCATCTCC 3



Bu primer ¢ifti sirastyla Kpn I ve Hind 111 restriksiyon bolgelerini icermektedir. Cogaltilan bu
gen Hind 111 ve Kpn I enzimleri ile kesilip yine aym enzimlerle kesilmis pREP-LTR-INS-
RRE plazmidine klonlanacaktir. Yapilan plazmid pREP-LTR-INS-RRE-TK olarak

adlandmlacaktir.

Paralel bir ¢alismada, haberci gen (reporter gene) olan CAT (chloramphenicol acetyl
transferase) geni, yine PCR ile ¢ogaltilarak (aym enzim bolgelerini iceren farkli primer
¢iftiyle) pREP-LTR-INS-RRE plazmidinin Kpn 1 ve Hind 11l ile kesilmis bolgesine
klonlanacaktir. Olusan plazmid pREP-LTR-INS-RRE-CAT olarak adlandirilacak ve bu
konstrak ilerideki deneyler i¢in pozitif kontrol olarak kullanilacaktir.

ii. Hiicrelere lipofeksiyon yontemiyle aktarilacak olan pREP-LTR-INS-RRE-TK ve
pREP-LTR-INS-RRE-CAT plazmidlerinin transfeksiyon verimliliklerinin ol¢tilebilmesi ve
farkly hiicre kiiltiirlerinde standardizasyon yapilabilmesi amaciyla Lac Z haberci geni (reporter
gene), siirekli (constitutive) olarak eksprese edilebilecek sekilde, ad1 gecen plazmidlerin Bam
H I restriksiyon enzim bélgesine klonlanacaktir. Olusacak olan plazmidler sirasiyla pREP-
LTR-INS-RRE-TK-Lac ve pREP-LTR-INS-RRE-CAT-Lac olarak adlandirilacaktir.

B. HIV-1 Proteinlerini Uretecek Hiicrelerin Hazirlanmasi

a) Insan hiicrelerinde iki farkli genin tek bir mRNA tarafindan ekspresyonunu saglayacak
IRES (internal ribosome entry site) dizinlerini igeren ve bu hiicrelerde epizomal olarak replike
olabilecek, DNA plazmid vektoriiniin hazirlanmasi.

i pIRES (clontech) plazmidinde bulunan encephalomyocarditis virus (ECMV) IRES
ve CMV promotor DNA dizinleri, Bgl II ve Not I restriksiyon enzimleri kullamilarak elde

edilmesi.

ii. Elde edilen CMV promotor ve IRES kasetinin aym enzimlerle muamele edilmis
pMEP 4 (Invitrogen) plazmid molekiiliine aktarilmasi. Boylelikle, memeli epizomal
ekspresyon vektorii pMEP 4 de bulunan metallothionine promotoru daha gii¢lii bir promotor
olan CMV promotoruyla degistirilmis ve de iki ayr genin ekspresyonunu saglayacak IRES
kasetinin olusturulmas: saglanmis olacaktir. Olusturulacak plazmid pMEP-IRES olarak

adlandirilmistir.

b) HIV-1 “rev” ve “tat” proteinlerini kodlayan genlerin DNA plazmid ekspresyon vektoriine
klonlanmast.

i. HIV-1 “rev” ve “tat” cDNA dizinlerini igeren pCV1 (NIH AIDS reagent program)
plazmidi Bsu36 1 restriksiyon enzimi ile kesilip, “rev” cDNAsin1 igeren fragmamn uglar kiit
(blunt) edilerek, Nhe [ restriksiyon enzimiyle kesilip yine uglari kiitlestirilmis pMEP-IRES
plazmidine aktarilacaktir. Olusacak plazmid pMEP-IRES-rev olarak adlandirilacaktur.

ii. HIV-1 “rev” ve “tat” ¢cDNA dizinlerini iceren pCV1 (NIH AIDS reagent program)
plazmidi Sal I ve BamH 1 restriksiyon enzimleri ile kesilip, “tat” cDNAsint iceren fragmanin
uclar1 kiitlestirilerek, Not I restriksiyon enzimiyle kesilip uglari kiitlestirilmig pMEP-IRES-rev
plazmidine aktarilacaktir. Olugacak plazmid pMEP-IRES-rev-tat olarak adlandirilacaktir.



¢) HIV-1 genlerinin insan Hel a hiicrelerinde ekspresyonu.

i. HIV-1 “rev” ile “tat” genlerini eksprese edecek plazmid (pMEP-IRES-rev-tat),
lipofeksiyon yontemiyle HeLa hiicrelerine aktarilacak ve bu hiicreler ekspresyon vektorii
tarafindan tagman antibiyotik (higromisin) direnclilik geni sayesinde secilecektir.

ii. Bu hiicreler anti-"rev” ve anti-tat” monoklonal antikorlan kullamlarak Western
Blot veya immunopresipitasyon yontemleriyle test edilecektir. Boylelikle, HIV-1 “rev/tat”
proteinlerini iretebilen hiicre hatti (HeLa-rev-tat) elde edilmis ve HIV-1 enfeksiyonunun
kismi olarak simiilasyonu yapilmis olacaktir.

C. Segici Oldiiriilebilirligin Testi

HIV-1 enfeksiyonunun simulasyonu ile Jurkat-rev-tat (“rev” ve “tat” tiireten) hiicrelerinin
segici olarak oldiriilebilirligini saptayabilmek icin, toksik HSV-TK genin “rev” ve “tat”
proteinlerine dayali ekspresyonunu saglayacak DNA vektori (pREP-LTR-INS-RRE-TK-
Lac), bu proteinleri iireten (HeLa-rev-tat) ve de tiretmeyen (HeLa) hiicrelere lipofeksiyon
yontemiyle aktarilacaktir. Bu hiicreler daha sonra degisik konsantrasyonlarda gansiklovir
iceren hiicre kiiltiirli ortamlarinda, 7-8 jenerasyon siiresince inkiibe edilecektir. Toksik
olmayan bir niikleosid analogu olan gansiklovir, HSV-TK enziminin etkisiyle fosforlandiktan
sonra aktif hale gegmektedir. Aktif hale gecen fosforlanmig gansiklovir, replike olan 6karyot
hiicrelerin DNA’sina inkorpore edilir ve DNA replikasyonunun bloke olmasina neden olarak
hiicrelerin dliimiine yol agar. Yedi veya 8 jenerasyon boyunca inkiibe edilen Hela-rev-tat ve
HeLa hiicre kiiltiirlerindeki canli hiicre saylan belirlenecek ve birbirleriyle karsilastinlacaktir.

4.0. Bulgular

A. HIV-1 “rev” ve “tat” proteinlerine bagimh olarak eksprese olacak toksin geni iceren
DNA molekiiliiniin hazirlanmas.

a) HIV-1 genomu lizerinde bulunan ve “tat” ile “rev” proteinlerinin etkilerini gostermesi igin
gerekli olan DNA bélgelerinin PCR yontemiyle ¢ogaltilarak memeli ekspresyon vektorii
pREP9’a aktarilmast.

i- HIV-1 “tat” proteinin etkisi igin gerekli olan HIV-1 5’ LTR promotor ve HIV-1 birinci
splice verici (splice donor) dizinleri, HIV-1 molekiiler klonu olan pNL4-3 (NIH AIDS reagent
program) plazmidinden, asagidaki primer ¢ifti kullanilarak PCR’la ¢ogaltilmustir.



Xbal ve Kpnl kesimi

Sekil 1a: pREP-LTR plazmidinin olugturuimasi




M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

8000 bp 7107 bp
3531 bp

3500 bp

Sekil 1b: pREP-LTR olusturulmasi sirasmnda ortaya ¢ikan kolonilerden 12’sinin
plasmidlerinin sacl enzimi ile kesilerek yapilan analizi. M: DNA isaretleri; 1-12: analiz edilen
koloniler (beklenen 2 bantin bantlarin boyutlart: 7107 ve 3531 bp).

8000

8050 bp
3000 2588 bp
2500

Sekil lc: Sekil 1b’de beklenen bantlar veren 5, 7, 9, 10 ve 12 no’lu kolonilerden 9, 10 ve 12
nolu kolonilerin ikinci bir teste tabi tutulmasi. Bu deneyde plazmidler Bglll enzimi ile
kesilmiglerdir (beklenen 2 bantin boyutlari: 7844 ve 2588 bp).




LTRS : 5° CCTTCTCGTCTAGATGGAAGGGCTAATTIGGTCCC 3’

LTR3:5 CCTTCTCGGGTACCCTCCTTCTAGCCTCCGCTAG 3’

Bu primer ¢ifti swrasiyla 6zgilin (unique) Xba 1 ve Kpn 1 restriksiyon bolgelerini
igermektedirler. Restriksiyon bolgelerinin éniinde 8’lik ek diziler konmustur. Bunun nedeni
restriksiyon enzimlerinin, ¢ogaltitlmis DNA fragman uclarini kesebilmelerini kolaylastirarak,
daha sonra yapilacak ligasyon islemini miimkiin olan etkinlik (efficiency) diizeyine
ulagtirmaktir. pREP9 plazmidindeki, memelilerde ekspresyonu saglayan promoter dizini, PCR
ile gogaltilmis ve Xba I, Kpn I restriksiyon enzimleriyle kesilmis HIV-1-LTR promoter ve
HIV-1 birinci splice verici dizinleriyle degistirildikten sonra ortaya ¢ikan plazmid pREP-LTR
olarak adlandinlmistir (sekil 1a, 1b, 1¢).

ii- HIV-1 INS, RRE ve HIV-1 yedinci splice alici (splice acceptor) dizinlerinin bir arada
¢ogaltilabilmesi igin iki bolgenin arasinda kalan dizinler ¢ikartilmistir. Bunun i¢in, pNL4-3
plazmidinin Mun 1 restriksiyon enzimiyle kesilmesinden olusan en biiyiik DNA fragmam
jelden izole edildikten sonra uglar self-ligasyon yontemiyle tekrar birlestirilmistir (sekil 2a,
2b). Olusan plazmid pNL4-3-Mun olarak adlandirilmigtir. Bu plazmid, “rev” proteininin
etkisi igin gerekli olan HIV-1 INS, RRE ve HIV-1 yedinci splice alict (splice acceptor)
dizinlerini PCR yontemiyle ¢ogaltmak amaciyla templet olarak kullanilmistir. Cogaltma
islemi agagidaki primer ¢ifti ile yapilmigtir.

INS 5: 5 CCTTCTCGCTCGAGGAGATGGGTGCGAGAGCGTC 3’

RRE 3: 5 AGTGCTAAGGATCCGTTCACTAATCG 3’

Bu primer ifti sirasiyla Xho I ve BamH 1 restriksiyon bolgelerini igermektedir. Bu primer
¢iftinin kullammiyla ¢ogaltilan INS-RRE dizinleri adi gegen enzimlerle kesilerek, yine aym
enzimlerle kesilmis pREP-LTR plazmidine klonlanmistir (sekil 3a, 3b). Elde edilen plazmid
pREP-LTR-INS-RRE olarak adlandiriimistir.
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v kesimi

Jel izolasyonu ve
Self ligasyon

Sekil 2a: pNL4-3-Mun plazmidinin hazirlanigi

pNL4-3-Muni » 7

9147
bps

5165 bp
3982 bp

Sekil 2b: pNL4-3-Mun
plazmidinin olusturulmas:
sirasinda  ortaya ¢ikan 2
koloninin plasmidlerinin Eco811
enzimi ile kesilerek yapilan
analizi. M: DNA isaretleri; 1-2:
analiz edilen koloniler
(beklenen 2 bantin bantlarn
boyutlari: 5165 ve 3982 bp).




PC

Xhol BamHl
4iNS. RRE, saft

\4 Xhol ve BamHI kesimi

\

Sekil 3a: pREP-LTR-INS-RRE
plasmidinin olusturuimasi

pREP-LTR-INS-
12627

10638 bp
2007 bp

Sekil 3b: pREP-LTR-INS-RRE olusturulmasi sirasinda ortaya ¢ikan kolonilerden 9’unun
plasmidlerinin Xhol ve BamHI enzimleri ile kesilerek yapilan analizi. M: DNA igaretleri; 1-9:
analiz edilen koloniler (beklenen 2 bantin bantlarin boyutlari: 10638 ve 2007 bp). 9 no’lu
ornek daha sonraki deneylerde kullamlmak {izere saklanmistir.




b) Toksik etki gosteren proteinleri kodlayan gen (HSV-TK) rekombinant DNA yontemleriyle
izole edilmesi.

i- Hiicrelerde toksik etki gosterilmesini saglayacak HSV-TK (Herpes Simplex Virus,
Thymidine Kinase) genini iceren DNA dizisi HSV genomik DNA’sindan asagida gosterilen
primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltilip izole edilmistir.

TK 5: 5 CCTTCTCGGGTACCATGGCTTCGTACCCCTGCCATC 3°
TK 3: 3’ CCTTCTCGTCAGTITAGCCTCCCCCATCTCC 3’

Bu primer cifti sirasiyla Kpn I ve Not I restriksiyon bélgelerini icermektedir. Cogaltilan bu
gen Not T ve Kpn 1 enzimleri ile kesilip yine aym enzimlerle kesilmis pREP-LTR-INS-RRE
plazmidine klonlanmustir. Yapilan plazmid pREP-LTR-INS-RRE-TK olarak adlandirilmistir

(sekil 4a, 4b, 4c).

Paralel bir ¢aligmada, haberci gen (reporter gene) olan CAT (chloramphenicol acetyl
transferase) geni, pCAT plazmidinden PCR ile gogaltilarak (ayni enzim bolgelerini igeren
farkl1 primer ¢iftiyle) pREP-LTR-INS-RRE plazmidinin Kpn [ ve Not 1 ile kesilmis bolgesine
klonlanmugtir. [lerideki deneyler icin pozitif kontrol olarak kullamlmas: planlanan bu plazmid
pREP-LTR-INS-RRE-CAT olarak adlandirilmistir (sekil 5a, 5b).

CAT geninin, sadece “rev” ve “tat” proteinlerine bagli iiretimine olanak verecek bu memeli
ekspresyon plazmidi HelLa ve HeLa-rev-tat hiicre hatlarna lipofeksiyon yontemiyle
aktarilmasindan sonra hiicre ekstrelerinde ELISA ve Western Blot yontemiyle CAT tayini
yapilacaktir. HeLa-rev-tat hiicrelerinde CAT enziminin varligi ve ayni zamanda kontrol HeLa
hiicrelerinde bu enzimin iiretilememesi hazirlanmis olan plazmid vektoriin (“rev’ ve “tat” a
bagimli rekombinant protein ekspresyonu yapabilecek) amaca uygun olarak c¢alistifimn
gostergesi olacaktir.

ii- Hiicrelere lipofeksiyon yontemiyle aktarilacak olan pREP-LTR-INS-RRE-TK ve
pREP-LTR-INS-RRE-CAT plazmidlerinin transfeksiyon verimliliklerinin 6l¢tilebilmesi ve
farkl1 hiicre kiiltiirlerinde standardizasyon yapilabilmesi amaciyla Lac Z haberci geni (reporter
gene), siirekli (constitutive) olarak eksprese edilebilecek sekilde, adi gecen plazmidlerin Bam
H I restriksiyon enzim bolgesine klonlanmistir. Olusturulan plazmidler sirasiyla pREP-LTR-
INS-RRE-TK-Lac ve pREP-LTR-INS-RRE-CAT-Lac olarak adlandirlmustir (sekil 6a,6b,6¢).
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 BREP-LTR-INS-RRE
12627

"SV40.pA

HSV

PCR

ampfori

Notl

1159 bp

\ Notl ve Kpnl kesimi

ligasyon

Kont

pREP-LTR-INS-RRE-TK
EBNA- 13748 s

ampfori

Sekil 4a: pREP-LTR-INS-RRE-TK plazmidinin hazirlanis sekli
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Sekil 4b: pREP-LTR-INS-RRE-TK plazmidinin olusturulmas: strasinda ortaya ¢ikan 11
kolonilerden izole edilen plasmidlerinin TKS ve TK3 primer ¢iftiyle PCR analizi. M: DNA
isaretleri; 1-11: analiz edilen koloniler. 1 no’lu 6mek daha sonraki deneylerde kullanilmak
{izere saklanmigtir.

1500 bp
1159 bp
1000 bp

Sekil 4c: M: DNA isaretleri; 1: Sekil 4b’de agiklanan PCR analizinin 1 no’lu koloni
plazmidinde (pLTR-INS-RRE-TK) tekrari; 2: pLTR-INS-RRE-TK plazmidinin Kpnl ve Notl
enzimleri ile kesilmesi (beklenen 2 bantin boyutlari: 12627 ve 1144 bp); 3: negative control.
pLTR-INS-RRE plazmidinin Kpnl ve Notl enzimleri ile kesilmesi (beklenen tek bantin
boyutu: 12627 bp) ' '



"~ “PREP-LTRINS-RRE ¥
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12627

21 1

g ; Xoaiss
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gy
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13274

Sekil Sa: pREP-LTR-INS-RRE-CAT plazmidinin hazirlams sekli




M1 2 3 4 5 67 8 9 10 11

1000 bp

500 bp

Sekil 5b: pREP-LTR-INS-RRE-CAT plazmidinin olusturulmasi sirasinda ortaya ¢ikan 11
koloniden izole edilen plasmidlerinin CAT5 ve CAT3 primer ¢iftivle PCR analizi. M: DNA
isaretleri; 1-11: analiz edilen koloniler. 1 no’lu érnek daha sonraki deneylerde kullamlmak
lizere saklanmigtir.



PREP-LTR-INS-RRE-CAT | pCDNA3.1/HisBllacz

EBNA-1 .
13274 L 8577 bps

ampfori

PCR

p BamHl
% lacZ

BamH! kesimi BamHl kesimi

ligasyon

Sac

EBNA-1

pREP-LTR-INS-RRE-CAT-Lac
16469

LacZ
amplori

“"Sac

Sekil 6a: pREP-LTR-INS-RRE-CAT-Lac plazmidinin hazirlanist
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Sekil 6b: pREP-LTR-INS-RRE-TK-Lac plazmidinin hazirlanist

19



W ‘»\\\W&&WW%WWWW@KMMW@W\W\WWWWWWMW&Wm\fssw\%W@m&\%«w?o)\wWWA%&%W%«Wﬁw@%@m@%&%@@@m@%ﬁm@%&@wﬁw

Sekil 6¢ : pREP-LTR-INS-RRE-TK-Lac plasmidinin PCR ve restriksiyon enzimi kesimi ile
analizi. M: DNA isaretleri; 1: pozitif control. pREP-LTR-INS-RRE-TK’den timidin kinaz
geni amplifikasyonu; 2: pREP-LTR-INS-RRE-TK-Lac’dan timidin - kinaz geni
amplifikasyonu; 3: pozitif control. pcDNA3.1/His/lacZ’den LacZ geni amplifikasyonu; 4:
pREP-LTR-INS-RRE-TK-Lac’dan LacZ geni amplifikasyonu; 5: pREP-LTR-INS-RRE-TK-
Lac’in Xbal ve Xhol enzimleri ile kesimi
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B. HIV-1 Proteinlerini Uretecek Hiicrelerin Hazirlanmasi

a) Memeli hiicrelerinde episomal olaral ¢ogalip, iki farkh geni aym anda eksprese edecek
vektoriin hazirlanmasi icin, elimizde var olan pMEP4 vektoriine iki farkli genin tek bir
mRNA tarafindan ekspresyonu saglayacak IRES dizinleri ile CMV promoter dizinleri pIRES
plazmidinden aktarilmistir. Olusturulan yeni vector restriksiyon enzimleri kesimiyle
dogrulugu gosterildikten sonar pMEP-IRES olarak adlandinlmistir (sekil 7a, 7b).

SRR e

. .
R R s

O

10000 bp

8000 bp

2000 : 1780 bp
1500

Sekil 7a. pMEP-IRES plazmidinin olusturulmas: asamasinda ortaya g¢ikan be§ ‘ farkh
transformant koloniden elde edilen plazmidler Xbal enzimi ile kesilerek yapilan analizi. 1, 2,
3 ve 5. plazmidler beklenilen boyutta DNA fragmanlarim igermektedir.
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Sekil 7b. pMEP-IRES plasmidinin olusturulmasinda izlanilen yontem
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b) HIV-1 “rev” ve “tat” proteinlerini kodlayan genlerin pMEP-IRES ekspresyon vektoriine
klonlanmasi. Bu iki geni klonlamak i¢in yapilan ilk plan, her iki geni de pCV 1 plazmidinden
farkli restriksiyon enzimleri ile kesip, uglarim kiitlestirdikten sonra, yine uglar: kiitlestirilmis
pMEP-IRES plazmidine aktariimas: yoniinde idi. Ancak yapilan bir ¢cok denemeye ragmen bu
yéntem baganih olmamigtir. Bagarisizligin ardindaki en bilyiikk etken, uglan kutlestirilmis
pMEP-IRES plazmidinin alkaline phosphatase ile muamele edilmis olmasina ragmen icine
insert almadan kendi kendine ligasyon olmasiydi. Bunun {izerine rev ve tat genlerinin, i¢lerine
uygun resktrikyon bolgelerinin eklendigi primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildiktan sonra
klonlanilmasi karar1 alinmigtir. Dizayn edilen primerler asagida gosterilmistir.

Rev primerleri:

REV-NHE5 5'-CCT TCT CGG CTA GCA TGG CAG GAA GAA GCG GAG

AC-3'
REV-NHE3 %’(—j%C-; TCT CGG CTA GCC TAT TCT TTA GCT CCT GAC

Tat primerleri:

TAT-NHES 5'-CCT TCT CGG CTA GCA TGG AGC CAG TAG ATC CTA G-
TAT-NHE3 5'-CCT TCT CGG CTA GCC TAT TCC TTC GGG CCT GTC GG-3'
TAT-Not5 5-CCT TCT CGG.CGG CCG CAT GGA CCC AGT AGA TCC TAG-3'
TAT-Not3 5'-CCT TCT CGG.CGG CCG CCT ATT CCT TCG GGC CTG TCG-3'
Klonlarn oryantasyon kontrolu i¢in dizayn edilen primerler:
IR1 5'-GTT GAC GCA AAT GGG CGG TA-3'
IR2 5'-ACA CGA ACA CCG GGC GTC TG-3'

Rev-NHES5 ve rev-NHE3 primerleri nhel restriksiyon enzim bolgesi icermektedir. Bu primer
¢ifti kullanlarak ¢ogaltilan rev geni ve pMEP-IRES vektorii nhel enzimleri kesildikten sonra,
pMEP-IRES alkalin fosfotaz enzimi ile muamele edildikten sonra ligasyona maruz
brrakilmigtir. E. Coli’nin bu ligasyon kangimiyla transforme edilmesiyle olusan ampisilin
direngli koloniler PCR yontemiyle klonlaniimasi amaglanan rev genin dogru yonde
oriyentasyonu gosterecek primerlerin kullanilmasiyla test edilmistir (sekil 8a, 8b). Bu test
neticesinde kolonilerden {i¢ tanesinin hedeflenen dizinleri igerdigi gosterilmistir. Daha sonra
olumlu sonu¢ veren kolonilerden birtanesinden elde edilen plazmid daha detayli PCR

analizine tabi tutulmugtur (sekil 10c).
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Sekil 8a: rev geninin pMEP-IRES e klonlama stratejisi
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Sekil 8b. Ampisilin direngli kolonilerden dokuzunun rev genini igerip ic;ennediklerinin PCR
ile analizi. Analizde kullanilan primerler: Vektor dizinlerine baglanan IR1 primeri ile rev
geninin amplifikasyonunda kullamlan Rev-NHE3 primeri. Dogru oryantasyondan beklenen

amplifikasyon boyutu 766 bp.



Tat geni de, benzer bir strateji ile hem pMEP-IRES hem de PMEP-IRES-rev plazmidine
aktanlmgtir. Tat geninin pMEP-IRES’e aktarilmak iizere ¢ogaltilmasinda Tat-NHES ve Tat-
NHE3 primerleri kullamlmistir. Her iki primer de nhel restriksiyon enzim bolgesi
igermektedir. Bu primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan tat geni ve pMEP-IRES vektsrii nhel
enzimleri ile kesilip, pMEP-IRES alkalin fosfotaz enzimi ile muamele edildikten sonra
ligasyona maruz birakilmigtir (sekil 9a). Tat geninin pMEP-IRES-rev’e aktanilmak iizere
¢ogaltilmasinda Tat-Not5 ve Tat-Not3 primerleri kullanilmigtir. Her iki primer de notl
restriksiyon enzim bdlgesi igermektedir. Bu primer ¢ifti kullanilarak gogaltilan tat geni ve
PMEP-IRES-rev plazmidi nhel enzimleri ile kesilip, pMEP-IRES alkalin fosfotaz enzimi ile
muamele edildikten sonra ligasyona maruz birakilmistir (sekil 10a). E. Coli’nin bu ligasyon
karigimlariyla transforme edilmesiyle olusan ampisilin direngli kolonilerde rev ve/veya tat
dizinleri PCR yontemiyle taranmis ve her iki plazmid igin olumlu sonug veren birer dmek
detayli PCR analizlerine tabi tutulmustur. Bu analizler neticesinde tat geninin pMEP-IRES
(sekil 9b) ve pMEP-IRES-rev (sekil 10b ve 10c) plazmidlerinde dogru yonde oriyente oldugu
gosterilmigtir. Olusan plazmidler sirasiyla pMEP-IRES-tat ve PMEP-IRES-rev-tat olarak
adlandirnlmigtir. '
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Sekil 9a: tat geninin pMEP-IRES'e klonlama stratejisi
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750 bp
500 bp

250 bp

Sekil 9b: Ampisilin direncli kolonilerden bir tanesinin PCR ile analizi. Analizde kullanilan
primerler: Vekt6r dizinlerine baglanan IR1 primeri ile tat geninin amplifikasyonunda
kullamilan Tat-NHES5 ve Tat-NHE3 primerleri. Dogru oryantasyondan beklenen
amplifikasyon boyutu 674 bp. M: marker fragmanlari; 1: IR1 ve Tat-NHE3 primerleriyle
yapilan amplifikasyon. Burada elde edilen 674 bp’lik fragman klonlamanm istenilen
oryantasyonda oldugunun gostergesidir; 2: Tat-NHES ve Tat-NHE3 primerleriyle yapilan

amplifikasyon.
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Sekil 10a: tat geninin pMEP-IRES-rev’e klonlama stratejisi
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Sekil 10b: sekil 10c de belirtilen analizlerde kullanilan primerler ve plazmidlere homolog
bélgeleri

700 bp

200 bp
100 bp

768 bp 768 bp 786 bp

Sekil 10c: pMEP-IRES-rev ve pMEP-IRES-rev-tat plazmidlerinin PCR analizleri

1: 100 bp’lik DNA isaretleri
2: pMEP-IRES-rev plazmidinin Rev-NHE3 ve IR1 primerleriyle analizi
3: pMEP-IRES-rev plazmidinin Rev-NHE5 ve IR1 primerleriyle analizi (burada goriinen
zayif band primerlerin spesifik olmayan baglanmalarindan kaynaklanmaktadir).
4: pMEP-IRES-rev plazmidinin Rev-NHES ve Tat-NOT3 primerleriyle analizi
5: pMEP-IRES-rev-tat plazmidinin Rev-NHE3 ve IR1 primerleriyle analizi
6: pMEP-IRES-rev-tat plazmidinin Tat-NOTS5 ve IR2 primerleriyle analizi
7: pMEP-IRES-rev-tat plazmidinin IR 1 ve IR2 primerleriyle analizi :
8: pMEP-IRES-rev-tat plazmidinin Rev-NHES ve Tat-NOT3 primerleriyle analizi

9: 500 bp’lik DNA isaretleri
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c¢) HIV regiilator genlerini eksprese hiicrele hatlarinin olusturulabilmesi i¢in, pMEP-IRES-
rev, pMEP-IRES-tat ve pMEP-IRES-rev-tat ekspreyon plazmidleri lipofeksiyon yontemi
kullamlarak HeLa hiicrelerine ayri ayr aktanlmigtir. Daha 6nce insan T hiicreleri
(stispansiyon hiicreler) kullanmayi planlanmis olsa da, ¢alisma kolaylifi ve higromisine
direngli hiicre hatlarinin se¢iminin yapiskan hiicrelerde daha kolay olmasindan dolay1 HeLa
hiicrelerinde karar kilmmugtir. Lipofeksiyonu takiben, higromisinli ortamda 2-3 haftahk
inkiibasyonu takiben direngli hiicrelerin olugtugu gézlenmis ve bunlar yeni kaplara aktarlarak
hiicre hatlarimn olusumu saglanmip sirasiyla Hela-rev, HelLa-tat ve HeLa-rev-tat olarak
adlandirimstir.

Bu hiicre hatlar1 daha sonra rev ve tat proteinlerini ekspres edip etmediklerin aragtirilmas igin
anti-rev ve anti-tat fare monoklonal antikorlarn kullanlarak western blot yontemiyle analiz
edilmislerdir. Bu analizler neticesinde ekspresyona dair herhangi bir bulgu edinilmemesi
lizerine, hiicre hatlarinin ekspresyon plazmidlerini igerip igermediklerini anlagiimasi amaciyla
hiicre DNA’lar1 izole edilip PCR yéntemiyle tat ve rev dizinlerinin varhg: aragtinlmigtir (sekil
11).

31



5 6 7 8 9 10 11 12

400 bp
300 bp

200 bp 287 bp

Sekil 11. Hiicre hatlarinin PCR ile analizi. Rev amplifikasyonu i¢in rev-NHES ve rev-NHE3,
tat amplifikasyonu i¢in ise tat-NHES ve tat-NHE3 primerleri kullanilmustir.

1: 10 kb’lik DNA igaretleri

2: pozitif kontrol. pCV1 plazmidinden rev amplifikasyonu
3: HeLa-rev DNA’sindan rev amplifikasyonu

4: HeLa-tat DNA’sindan rev amplifikasyonu

5: HeLa-rev-tat DNA’sinda rev amplifikasyonu

6: negatif kontrol. HeLa DNA’sindan rev amplifikasyonu

7: 10 kb’lik DNA isaretleri

8: pozitif kontrol. pCV1 plazmidinden tat amplifikasyonu

9: HeLa-rev DNA’sindan tat amplifikasyonu

1 10: HeLa-tat DNA’sindan tat amplifikasyonu

11: HeLa-rev-tat DNA’sinda tat amplifikasyonu

12: negatif kontrol. HeLa DNA’sindan tat amplifikasyonu
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Sekil 11’te de goriildiigii lizere sadece HeLa-tat hiicreleri aktarilan plazmidde var olan tat
dizinlerini igermektedir. HeL.a-rev ve HeLa-rev-tat hiicreleri ise ne rev ne de tat dizinlerini
icermektedir. Buradan anlasilan sonu¢ HeLa-rev ve HeLa-rev-tat hiicrelerinin olugturulmasi
asamasinda plazmid igeren hiicreler degil de higromisine spontan olarak direnglilik olusturan
hiicreler segildigidir. Bir bagka olasihk da plasmidlerde bulunan higromisin direnglilik
kasedinin hiicre DNA’sina rekombisyonla entegre olmus olmasidir.

HeLa-tat hiicrelerinin tat ekpresyon plazmidini igerip de western blot analizinde olumsuz
sonug vermesi, akla bu hiicrelerde tat mRNA sentezinin olup olmadifi sorusunu
getirmektedir. Bu soruyu cevaplayabilmek i¢in olusturulan hiicre hatlarindan mRNA izole
edilip ters transkriptaz enzimiyle cDNA’ya donistiirtildiikten sonra PCR (RT-PCR) yontemi
kullanilarak tat mRNA’sinin varlig aragtinilmistir (sekil 12).

Buradan elde edilen sonuglara HeLa-tat hiicre hatlar1 tat mRNA tiretimi yaptigadir. HeLa-rev
ve HeLa-rev-tat hiicre hatlant ise rev ve/veya tat mRNA iiretimi gdstermemektedir. Tat
mRNA’simt iireten HeLa-tat hiicrelerinin western blot yontemiyle tat proteinini iirettiginin
gosterilememesi birkag nedene bagli olabilir.

i) iiretilen protein miktarinin western blot ile teshis edilebilen limitlerin altina olmas:

ii) tat mRNA’larinin sitoplazmada ribozomlara etkin olarak baglanamamas:. Diisiik
bir ihtimal olsa da bu durum mRNA’daki tat baglama kodonundan hemen 6nce
kozak dizinlerinin olmamasindan kaynaklanabilir. Kozak dizinleri bazi durumlarda
Okaryotlarda translasyon verimliligini arttirabilmektedir.

iii) ~ Tat geninin PCR ile klonlanma agamasinda genin herhangibir golgesinde
mutasyon (frameshift veya non-sense) olugmastyla proteinin anti-tat monoklonal
antikorlariyla tanminamiyacak hal almas1 ve fonksiyonelligini kaybetmesi. PCR da
kullanilan taq polimeraz prof-reading aktivitesinin olmamasi enziminin mutasyon
oranimi  yiikselttiginden dolayr amplifikasyon siwrasinda DNA’da  bu tiir
mutasyonlar olugma olasilif1 artmaktadir.
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Sekil 12. Hiicre hatlarindan elde edilen mRNA’larin RT-PCR analizi. Tat amplifikasyonu igin
tat-NHES ve tat-NHE3 primerleri kullanilmigtir,
1+ pozitif kontrol. pCV1 plazmidinden tat amplifikasyonu
2: HeLa-tat mRNA’sindan tat amplifikasyonu
3: HeLa-tat mRNA’sindan tat amplifikasyonu (farkl: hiicre stogu)
4: HeLa-rev mRNA’sinda tat amplifikasyonu

5: HeLa-rev-tat mRNA’sinda tat amplifikasyonu

6: negatif kontrol. HeLa mRNA’sinda tat amplifikasyonu
7: 10 kb’lik DNA isaretleri

8: pozitif kontrol. pCV1 plazmidinden rev amplifikasyonu
9: HeLa-rev mRNA’sindan rev amplifikasyonu

10: HeLa-tat mRNA’sindan rev amplifikasyonu

11: HeLa-tat mRNA’sindan rev amplifikasyonu (farkli hiicre stogu)
12: HeLa-rev-tat mRNA’sinda rev amplifikasyonu

13: negatif kontrol. HeLa mRNAsindan rev amplifikasyonu

14: 10 kb’lik DNA igaretleri
15-19: internal kontrol. HeLa, HeLa-rev, Hela-tat, HeLa-tat (farkli stok), HeLa-rev-tat

hiicrelerinden G3PDH gen mRNA’simin G3PDHS5 ve G3PDH3 primetleriyle cogaltilmas:.
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Proje kapsaminda olusturulmus plazmidlerdeki PCR ile klonlamlmis DNA dizinlerinde
herhangi bir mutasyonun olusup olugmadizy, bu dizinlerin analiz edilmesiyle yapilmigtir. Bu
amag i¢in, bolimiimiizde bulunan Beckman Coulter CEQ 8000 Genetic Analysis System
cihazi ve bu cihaz ile uyumlu Dye Terminator Cycle Sequencing kiti iireticinin tavsiyesi
dogrultusunda kullamilmstir.

Olusturulan plazmidler sunlardir:

1. pMEP-IRES-rev

2. pMEP-IRES-tat :(tat-290bp)

3. pMEP-IRES-rev-tat :(rev-380bp), (tat-290bp)

4. pREP-LTR-INSRRE-TK-LacZ :(LTR-743bp), (INSRRE-2kb), (TK-1 150bp)
5. pPREP-LTR-INSRRE-CAT-LacZ : (CAT-700bp), (LacZ-3200bp)

Bu plazmidlerde, klonlamimast PCR ile ¢ogaltilarak yapilmis DNA dizileri parantez iginde
boyutlariyla belirtilmistir,

I ve 3 numarah plazmidlerde bulunan rev dizinleri ortak bir klondan geldikleri icin sadece 3
numarah plazmidde analiz edilmistir.

2 ve 3 numarali plazmidlerde bulunan tat dizinleri farkh PCR reaksiyonlan sonucunda
klonlanildigy igin iki plazmidden de tat’a yonelik dizin analiz edilmistir.

4 ve 5 numarah plazmidlerde bulunan LTR, INSRRE ve LacZ dizinleri ortak bir klondan
geldikleri igin sadece bir plazmidde analiz edilmislerdir.

Her bir genin DNA dizi analizlerinin yapilabilmesi icin, ilgili bblgeye 400 bp araliklarla
baglanacak primerler dizayn edilmistir. Buna gore tat ve rev i¢in 1’er adet, LTR ve CAT icin
2°ser adet, TK igin 3 adet, INSRRE i¢in 5 adet, LacZ icinse 8 adet yeni primer (toplamda 22
adet) alinmstir.

Yapilan analizler neticesinde 4. ve 5. plazmidlerde bulunan INSRRE (sekil 13) ve 2.
plazmidde bulunan tat (sekil 14) dizinlerinde mutasyonlarin oldugu saptanmistir. Bu
bulgunun saglamasi yapilmasi amaciyla analizler tekrarlanmis ve aymi sonuclar elde
edilmistir.

35



eon.  INS-RRE-sa7
bﬁiget {2029 bps)

....
i
o
.....
vy

§tane G
olmasi gereken
bbige

Sekil 13: INSRRE fragmentinde tesbit edilen mutasyonun bulundugu yer. Alt1 tane guanin
olmasi gereken yerde bes tane mevceuttur.

i

1

50 "
GCTAGCATGGAGLCAGTAGATCCTAGACTAGAGECE TGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAACTGCT TGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTTGCTT
‘ b ol
4tane A
olmasi gereken
Baslangig bolge
kodonu

Sekil 14: tat geninde tesbit edilen mutasyonun bulundugu yer. Dort tane adenin olmast
gereken yerde li¢ tane mevcuttur. '
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5.0. Tartisma ve Sonug¢

Projenin yuriitilmesi esnasinda yasanan gecikmelerden dolayr proje zamaninda
tamamlanamig ve bir yillik uzatma istenmistir. Gegikmenin nedenleri kisa $6yle siralanabilr.

- Laboratuar alt yapisinin olusturulmasi.

- Plazmidlerin olusturulmasi agamasi Ongériilen siireden ¢ok daha uzun siirmesi. Birgok
klonlama deneyi defalarca tekrarlanmistir. Ozellikle kiit tiglii DNA fragmanlarinin tek enzim
ile kesilmis plazmid vektoriine klonlanmasi defalarca denenmis ama sonug¢ alinamamistir.
Daha sonra bu stratejiden vazgecip farkli bir yontem uygulanarak devam edilmisgtir.

- Projede Jurkat hiicrelerinin kullanilmasi amaglanmisti. Ancak bu hiicrelerin yurt digindan
temini sirasinda hiicrelerin bozulmasi nedeniyle bu islemin birka¢ kere tekrarlanmasi
neticesinde olusan zaman kayiplari. Sonugta Jurkat hiicrelerinin kullanilmasindan vaz
gecilmistir. Onun yerine HeL a hiicrelerinin kullanimina karar verilmistir.

- Hiicre hatlarinin olusturulmasi igin yapilan deneyler sirasinda yasanan kontaminasyonlar
nedeniyle hiicrelerin kayb1 ve deneylere tekrar bastan baslaniimasi

Kullanilan bir yillik uzatma stiresinde, danisman goriisleri dikkate alinarak proje kapsaminda
olusturulmug olan plazmidlerin DNA dizinleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma neticesinde
PCR ile klonlanmig INS-RRE ve tat fragmanlarinda mutasyon tespit edilmistir.

INSRRE fragmentinde tesbit edilen mutasyon, fragmentin 580. bazinda basliyan ve ardisik 6
tane guanin baz dizininin olmasi gereken bélgede yalmizca 5 adet guaninin olmasmdan
kaynaklanmigtir (sekil 13). Bu degisikligin INS ve RRE dizinlerinin arasindaki bir bélgede
bulunmasi bu mutasyonun zararsiz oldugu anlamim tagimaktadir.

Ancak, pMEP-IRES-tat plasmidinde bulunan tat dizinindeki mutasyonun, tat proteinini
kodlayan dizinin 55. bazinda bulunan ardisik 4 adenin baz dizininin 3’e diismesine neden
olarak 1 bazlik delesyon olusturmasindan kaynakladig1 anlasilmistir. Bu da, protein kodlayan
dizinin baslarinda frameshift’e neden olacagi igin {iretilecek olan proteinin fonksiyonunun
kaybolacagi anlamina gelmektedir. Nitekim, pMEP-IRES-tat plazmidinin aktarildii insan
hiicrelerinde tat’a 6zgti mRNA’larin varliginin gosterilebilmesine ragmen, ayni hiicrelerde tat
proteinin varlifi western blot yontemiyle bir tiirli gosterilememesinin bu mutasyondan

kaynaklandig1 anlagilmistir.

Bu durumda pMEP-IRES-tat plazmidi, raporun bulgular kisminda bahsedilen yontemle
yeniden olusturularak tekrar DNA dizi analizine tabi tutulmus ve dogrulugu gé6sterilmistir.

Sonug olarak proje kapsaminda amaglanan vektorler gecikmeli de olsa hazirlanarak proje
kismi olarak tamamlanmigtir. Hiicre hatlarimin  olusturulmasma yonelik ¢alismalarin
tekrarlanmasi ve vektorlerin segici Glduriilebilirlikteki etkilerinin gézlenmesi bundan sonra
kendi olanaklarimizla yeni bir yliksek lisans 6grencisiyle devam edecektir. S6z konusu
6grenci deneysel ¢aligmalarina Subat 2007” de baglamustir ve halen devam etmektedir.
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Oz (en gok 70 kelime)

HIV, kendi gen ekspresyonunu denetleyen proteinler iiretmektedir. Bunlardan “rev” ve
“tat” proteinleridir. Bu iki proteinin denetleyici ézellikleri sadece HIV genomu (izerinde
etkilidir. Bunun nedeni, HIV RNA’larinda bulunan 6zel dizileridir. Proje, toksik bir proteinin
tiretiminin yukanda bahsedilen &zel dizilerinin kullanimiyla HIV “rev” ve “tat” proteinlerine
bagimh bir hale getirilmesini ve bu toksik proteini kodlayan DNA molekiiliiniin “rev” ve |
“tat” proteinlerini lreten ve iiretmeyen hiicrelere aktararak secici oldiriilebilirlikteki
etkisinin aragtirilmasini amaglamistir.

Anahtar Kelimeler:

HIV, rev, tat, HSV-TK, segici 6ldiirme

Projeden Yaptlan Yayinlar:
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