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OZET

Hiicre hatlarin1 olugturma yollarindan biri, hiicreleri DNA tiimér viriisleri ile enfekte etmektir. Immortalizasyon igleminde
kullanilan vektdr DNA dizileri, genomik DNA’ya integre halde bulunurlar. Bu ¢aligmada, s6z konusu vektorlere ait DNA
parcalarinin binlerce pasaj sonras1 durumlari K562 hiicre hattinda sorgulanmgtir. Yapilan ¢caligmada, DNA parcalarim yakalama
(sequence capture array) metodu ile yeni nesil dizileme teknolojisi birlestirilerek genoma integrasyon bolgeleri tespit edilmistir.
K562 hiicrelerinde, hiicre soyunun immortalizasyonunda kullanilan viral DNA dizileri ile eglegsen 15540 fragman elde edilmigtir.
Bu fragmanlarin %60°’1nin immortalizasyonda kullanildifz bilinen Simian virus 40 T antijenine, %12’sinin pGNS-BAC klonlama
vektoriine, %11’inin FBDki knock-in vektoriine, %11’ inin pSTH1-GFP DNA klonlama vektoriine ve %6’siun insan herpes viriis
5 strain Toledo’ya, ait oldugu goriilmiigtiir. Ayrica, SV-40°1n 3p24.3 kromozomal bolgesindeki TBC1DS5 genine integre halde
bulundugu belirlenmigtir. Sonug olarak, K562 hiicre soyunun immortalizasyonunda kullamlan vektor profili ¢ikarilmig ve SV-
40 T antijenin bu hiicredeki integrasyon bolgesi tespit edilmistir.

ABSTRACT

One of the ways to create cell lines is infecting the cells with DNA tumor viruses. The DNA vector sequences that used for
immortalization process are found to be integrated in genomic DNA. At this study, the conditions of these DNA segments after
thousands of passages in K562 cell line were investigated. Sequence capture array and next generation sequencing technology
were combined to identify genome integration sites. In the K562 cells, 15540 fragments matching viral DNA sequences used
for immortalization of the cell line were obtained. It was determined that 60% of the fragments is matching Simian virus 40 T
antigen, 12% matching pGNS-BAC cloning vector, 11% matching knock-in vector FBDki, 12% matching pSTH1-GFP DNA
cloning vector and 6% matching human herpes virus 5 strain Toledo. Also, SV-40 was found to be integrated in TBC1D5 gene
which is located at 3p24.3 chromosomal region. Here, the profile of the vectors used in immortalization of the K562 cell line
and the integration site of the SV-40 at the cell line were determined.
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Girig

Immortalizasyon; hiicre soyu olugturma ¢ahigmalarinda,
hiicrelerin ¢ogalma ve biiyiime ozelliklerinin dengeli hale
getirilmesi agisindan 6nemli bir basamaktir (1). Bu agamada
kimyasal maddeler, fiziksel teknikler, onkogenler veya DNA
tiimor viriisleri kullanilabilir (2). Epstein-Barr (3), Simian
viriis (SV40) T antijeni (4), Insan Papilloma Viriisleri (5) ve
Adenoviriisler (6) immortalizasyon ¢aligmalarinda en ¢ok
tercih edilen DNA virfisleri olarak bilinmektedirler.
Immortalizasyon agamasinda kullanilan viriislerin konak
DNA'ya integrasyonu, daha sonraki hiicre kiiltiirii caligmalarim
etkileyebilmektedir (7). Ozellikle gen terapisi galigmalarinda
hiicre soylarindaki bu viral integrasyon bolgelerinin ¢aligmaya
etkisi dikkate alinmalidar.

Son yillarda, viral integrasyon bélgelerinin tayini {izerine
yapilan gen terapisi caligmalari yeni nesil dizileme teknolojileri
sayesinde ivme kazanarak artrugtir (8,9). Hedefli dizi yakalama
{sequence capture array) metodu pek ¢ok yeni genomik
uygulamaya uyarlanabilen bir metottur (10,11,12). Yeni nesil
dizileme teknolojileri, hedefli dizi yakalama metodu ile birlikte
kullanilarak vekttrlerin tiim genomdaki integrasyon bilgeleri
belirlenebilir.

Bu caligmada, K562 hiicre hattmin immortalizasyonunda
kullamilmmg DNA viral vekttrlerinin profili ve integrasyon
bislgeleri hedefli dizi yakalama ve yeni nesil dizileme teknikleri
kullamlarak incelenmigtir.

Gereg ve Yontem

K562 hiicre kiiltlirii ve DNA izolasyonu:

Insan kronik myeloid l6semi hiicre soyu K-562 (ATCC
CCL-243); 10% fetal calf serum, 200 mM L-glutamine, 100
U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin ilave edilen RFMI
1640 medyumunda 37 °C’de, 95% hava ve 5% (CO2 igeren
nemlendirilmig inkiibatdrde kiiltiire edilmigtir. K562
hiicrelerinin genomik DNA’s1 Qiagen DNA Blood Maxi Kit
kullamlatak izole edilmig ve 20 ug genomik DNA, hedefli
dizi yakalama iglemi yapildi.

DNA parcalann: yakalama (Sequence capture array):

PLVTHM vector (Sekil 1) DNA dizisinin biitiiniine (11085
bp) 45 bp uzunlufunda &rttigen (overlap) problar dizayn
ettirilerek, DNA yakalama (capture) Nimblegen’e yaptirilda.
{(Roche Nimblegen, Madison, WI).
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Sekil 1. pLVTHM vektoriiniin yapisi

Yeni nesil dizileme ve biyoinformatik analiz

Yeni nesil dizileme, Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii,
Tiim Genom Analiz Laboratuvarinda gergeklestirildi,
Yakalanan DNA dizilerinden 500 ng alinarak Kiitliphane
olugturma islemi {ireticinin protokoliine uygun olarak yapilmigtr
{Roche Diagnostics Co., Indianapolis, IN, USA). DNA dizileri
Mini-Elute Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA) kullanilarak
piirifive edilmigtir. 100 bp ile 600 bp arasinda uzunluga sahip
diziler Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Anaheim, CA, USA) kullanilarak dogrulanmigtir. GS FLX
dizileme iglemi iireticinin protokoliine uygun olarak ve 3/4
picotiter plate kullamlarak yapilmigtir. Dizileme sonucu firetilen
data GS Run Browser kullanilarak DNA dizilerine
donigtirilmigtiir. Bu agamada diigiik kaliteli DNA dizileri
program tarafindan elenmigtir, Elde edilen DNA dizileri insan
kromozomlan ile kargilagtirilarak kromozom bagima diigen
dizi sayis1 belirlenmigtir. K562 hiicresinde insan
kromozomlarina uwymayan diziler; NCBI veritabamindan
indirilen SV 40, Epstein-Barr, Insan Papilloma Viriisleri,
Adenoviriisler gibi immortalizasyonda kullanildi rapor edilen
DNA viriislerinin dizileri ile CLCBIO Genomic Workbench
programi kullamlarak kargilagtirilmmgtir. Daha sonra, bu agamada
higbir diziyle egleymeyen fragmanlar NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabaminda aranarak eglegtikleri
diziler incelenmigtir. SV-40 T antijeni ile eglesen fragmanlardan
kimerik olanlar incelenerek, kromozomal integrasyon bolgeleri
tespit edilmigtir,
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Sonuglar

Y Yeni nesil dizileme teknolojisi ve hedefli dizi yakalama metodu kullamlarak pLVTHM vekitoriiniin, K562 hiicre soyundaki
integrasyon bélgeleri dizilenmigtir. Enfekte edilmemig K562 hiicre soyunda dizileme sonucu 272,262 fragman elde edilmistir.
pLVTHM plasmid’inde insan genlerine homolog pargalar bulunmaktacir. Yakalama problan bu plasmid temel alinarak tasarlanciindan
elde edilen fragmanlarin 256,722 tanesinin insan kromozomlarindaki homolog bolgeler ile eslestifi goriilmiigtiir (Grafik 1a).
Geriye kalan 15540 fragmamin ise K562 hiicre soyunda immortalizasyon igleminde kullanilarak DNA’ya integre olmug viral ve

plasmid kalintilara ait oldugn goriilmiigtiir (Grafik 1b).
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Grafik 1. Enfekte edilmemig K562 hiicre soyunda dizileme sonucu elde edilen fragmanlarin dafilum ( 272,262 fragman)

a) kromozomlara gore dagilim (256,722 fragman)
b} viral DNA kalintilara gire dagilim (15540 fragman).

Elde edilen 15540 fragmamn, benzerlik gdsterdikleri plazmid bélgelerine gore dagilinn CLCBIO Genomic Workbench

kullanilarak belirlenmigtir {Sekil 2).
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Sekil 2. pLVTHM vektériiniin sadece klasik plamid kisrm (5885-11085 bp arasi) ile eglegen fragmanlarin toplu gortintimii.
Bu bélgelere giden fragmanlarin ait olduklari plazmidler NCBI database taranarak bulunmugtur ve bu fragmanlarin bu

vektbrlerde eglestigi bolgeler gosterilmigtir (Tablo 1).
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Tablo 1. K562 hiicre soyundan elde edilen fragmanlarin hiicre soyu olugturulmasinda kullanilan vektérlere gire dagilima.

Vektor adi Fragman sayisi | Eslesen bolge Ortalama
fragman
uzunlugu (bp)

pGNS-BAC 1831 Replikasyon orijini (colE1) 382

FBDki knock-in 1670 Neomisin direng geni, 342

Soriano vektéri
pSTH1-GFP 1786 PolyA sinyali, insan 368
sitomegalovirtis CMV
promotor bolgesi
insan Herpes Viriis 905 UL124- UL133 349
(HHV) 5 strain Toledo

Tartigma

Hiicre soylarimin olugturulmas: ve stabilizasyonun
saglanmas: i¢in farkh teknikler geligtirilmis ve kullamlmktadar.
En yaygm bilinen tekniklerden birisi de DNA viriisleridir. Bu
teknikte, kullanilan vektirler hiicre DNA’sina integre olur ve
zaman icinde seleksiyon ile en uygun lokasyonda sabitlenir.

Yaptigimiz ¢aligsmada, K562 hiicre soyunun
oliimsiizlestirilmesinde ve stabil hale getirilmesinde kullamlan
vektoirlere ait DNA dizilerinin varligim ve genomdaki dagilimim
inceledik. Kullanilan vektérlere ait DNA par¢alarini, hedefli
dizi yakalama metodu ile yakaladiktan sonra yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanarak diziledik. Dizileme sonucu, K562 hiicre
soyunun §litmsiizlestirilmesinde kullanilan vektéirlere ait 15540
fragman elde ettik, Bu fragmanlarla yapilan biyoinformatik
analizler sonucunda, 9348 fragmamn (%60) SV-40 T antijenine
ait oldugunu belirledik. SV-40 hiicre soyu olugturma igleminde
en sik kullamlan virlis tiplerinden biridir(13). K562 hiicre
soyunda da SV-40'm §liimsiizlestirmede kullamildig:
goriilmektedir. Ayrica, 1831 fragmamn pGNS-BAC klonlama
vektoriine, 1786 fragmanmin pSTH1-GFP DNA klonlama
vektdriine, 1670 tanesinin FBDki knock-in vektériine ve 905
tanesinin de insan herpes virlis 5 (HHV 5) strain Toledo’ya

ait oldugu belirlenmigtir. Bu fragmanlarnn; pGNS-BAC
klonlama vekt&riinde replikasyon orijini (colE1) bilgesine,
FBDki knock-in vektiriinde Neomisin direng geni ile soriano
vektorii bolgesine, pSTH1-GFP vektoriinde PolyA sinyali ile
human sitomegaloviriis CMV promotér gitmektedir. Insan
herpes viriis 5’te UL124- UL133 genleri arasindaki blgesi
ve pGNS-BAC klonlama vektorii pargasi ile eglesmektedir.

SV-40 T antijenine ait fragmanlar incelenerek kimerik
fragmanlar belirlenmigtir. Bu fragmanlarin analizi sonucunda
S$V-40’1n K562 hiicre soyunda 3p24.3 kromozomal bolgesinde
bulunan, TBC1D5 adli gene integre halde bulundugu
gOriilmiigtiir. Buldugumuz sonugla uyumlu olarak, hiicre
soylarinin $V40 icin tek integrasyon bolgesi icerdikleri
bilinmektedir (14). SV-40°1n K562 hiicre soyunda pekgok
farkl: bilgeye integre olmasina ragmen, zaman icinde en stabil
oldugu bdlgenin seleksiyonda varhifim devam ettirmesi hiicre
soyunun dengede kalmasi1 agisindan &nemlidir (15).

Immortalizasyonunda kullanilan DNA vektérlerinin
profilinin ve integrasyon biolgelerinin belirlenmesi, hiicre
soylarinin gen terapi ¢aligmalan iizerindeki etkilerinin daha
kapsamli degerlendirilmesine olanak saflayacaktir.
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