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OZET

Monoklonal antikorlar (MAbs), yaklasik olarak ~150 kDa biiyiikliigiinde olan,
hedefledikleri yapilara kars1 yiiksek baglanma afinitesi gosteren 6zdes antikorlardir.
Oldukga etkili yapilar olmalarina karsin biiyiik boyutlar1 tedaviye yonelik
yaklasimlarda  kullanimlarmmi  kisitlayabilmektedir. ~ Nanobodyler  (VHH)
devegillerden Uretilen, antijene baglanma 6zelligine sahip en kiigiik antikorlardir ve
biitiin haldeki antikorlara karsi ¢esitli avantajlara sahiptirler. Faj gosterim teknolojisi,
bakteriyofaj ylzeyinde sunulan (poli) peptid yapilarindan hedefe yonelik secilim
yapilmasini saglayan ve MAb iiretiminde siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu tez
calismasinda faj gosterim teknolojisi ile yiiksek ¢esitlilige sahip naiv insan agir zincir
degisken bolge (VH) antikor kiitiiphanesi olusturulmustur ve bir¢cok kanserde
normalden fazla iiretildigi bilinen Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii'ne (EGFR)
spesifik yapilarin se¢ilimi gergeklestirilmistir. Bu amagla, saglikli insan periferal
kanindan izole edilen RNA'dan cDNA sentezi yapilip, bu kalip iizerinden insan VH
antikor genlerine spesifik primerler kullanilarak VH antikor genleri PZR yontemiyle
cogaltilmistir. Antikor kiitliphanesi fajmid vektore klonlandiktan sonra Escherichia
coli (E. coli) amber supresér TG1 bakterilerine transforme edilmistir. Enfektif
fajlarin olusumu saglandiktan sonra faj eldesi yapilip EGFR’ye afinite gosteren
yapilar biyopanning dongiileri ile se¢ilmistir. 3 dongii sonrasinda sec¢ilen klonlarin
antikor geni igerip igermedigi PZR ile kontrol edilmis, EGFR’ye baglanma afiniteleri
faj-ELISA ile degerlendirilmistir. ELISA ile segilen klonlarin DNA dizileri
belirlenmistir. Dizilenen ¢ogu klonun IGHV3 gen ailesi ile benzerlik gosterdigi
ancak klonlanan bolge igerisinde stop kodonu meydana geldigi gorilmiistir. 1
klonda ise klonlanan bélgede stop kodon olmadigi belirlenmistir ancak literatirdeki
antikor genleriyle benzerligi tespit edilememistir. Bu sebeplerle protein yapilarinin
¢Oziiniik tretimleri miimkiin olamamustir ve deneyler bu asamada durdurulmustur.
Ilerleyen calismalarda, klonlanan bélgeler icerisinde meydana gelen stop
kodonlarinin  sebeplerinin  arastirilmast  ve klonlarin EGFR'ye baglanma

potansiyellerinin farkl yollarla dogrulanmasi 6ngortilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Monoklonal Antikorlar, Nano-Antikorlar, Faj Gdsterim

Teknolojisi, Epidermal Blyime Faktori Reseptoru.



SUMMARY

Monoclonal antibodies (MADbs) are identical antibodies approximately ~150
kDa sizes and possess high binding affinity to their targets. Despite their
effectiveness, their huge sizes restrict their use in some cases. Nanobodies (VHH) are
the smallest antibodies possess antigen-binding ability originated from camelids and
have various advantages over whole antibody constructs. Phage display technology is
a method provides selection of desired fragments from (poly) peptide structures
displayed on the bacteriophage surface and generally used in MAb development. In
this study, high diversity naive human heavy chain variable region (VH) antibody
library was constructed with phage display technology and then selection of specific
structures against Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), which is
overexpressed in many cancers, was performed. For this purpose, RNA isolation was
done from healthy human peripheral blood and cDNA was synthesized. From this
template, VH antibody genes were amplified by PCR using primers specific to
human VH antibody genes. Antibody library was cloned into the phagemid vector
and transformed into Escherichia coli (E. coli) amber suppressor TG1 strain. After
the formation of infective phages, phages were rescued and selection against EGFR
was performed with biopanning cycles. After 3 rounds of biopanning, clones were
controlled by PCR whether the presence of antibody gene. Binding affinities to
EGFR were determined by phage-ELISA. Then DNA sequences were determined.
Similarities with IGHV3 gene family was observed in most clones, however stop
codon was detected in cloned regions. Also in 1 clone there was not any stop codon
in cloned region however the similarity with immunoglobulin genes could not be
detected. For these reasons, soluble expressions of proteins were not possible and
experiments were stopped. In further studies, the reasons of stop codons in cloned
regions must be analyzed and binding potential against EGFR must be verified by

different ways.

Key Words: Monoclonal Antibodies (Mabs), Nano-antibodies, Phage Display
Technology, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR).
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1. GIRIS

Monoklonal antikorlar  hedefledikleri  yapilara  baglanarak  hedefin
bloklanmasint veya cesitli mekanizmalarla elimine edilmesini saglayan etkili
molekiillerdir. Hedef aldiklar1 yapilara karsi sahip olduklar1 yiiksek afiniteli
baglanma potansiyeli dolayisiyla etkinin saglikli hiicreler yerine sadece hedef alinan
hastalikli hiicrelerde goriilmesini saglarlar, bu sayede diisiik yan etki gosterirler. Bu
sebeple kanser gibi birgok hastalikta avantaj saglamaktadirlar. Ilk olarak gelistirilen
fare kokenli antikorlarin insanlarda immiin reaksiyona sebebiyet verdigi goriilmiistiir.
Bu sebeple zaman igerisinde olusturulan antikorlarin fare kokeni azaltilarak
insansilastirilmasi hatta tamamen insan kokenli antikorlarin gelistirilmesi {izerine
calisilmigtir. Antikor miihendisliginde yasanan gelismeler, monoklonal antikorlarin
farkli formatlarda tretilebilmesini saglamistir. Nanobodyler, kamelidlerde
(devegillerde) var olan agir zincir antikorlarinin antijen tanimadan sorumlu olan en
kiigiik ve fonksiyonel birimidir. Oldukga kii¢lik boyutlu olmalarina ek olarak, yiiksek
stabilite ve c¢Oziiniirliige sahip olmalar1 ve mikrobiyal sistemlerde kolayca
tiretilebilmeleri dolayisiyla avantajlara sahiptirler. Monoklonal antikor gelistirmede
yararlanilan faj gosterim teknolojisi, olusturulan bir antikor kiitiiphanesinden
istenilen hedefe kars1 spesifisite gosteren yapilarin secilimini ve Uretimini

saglamaktadir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Bu tez calismasinda, faj goOsterim teknolojisiyle naiv insan VH antikor
kiitliphanesi olusturulmas1 ve bu kiitiiphane igerisinden EGFR'ye spesifik olan
yapilarin secgilerek kanser tedavisinde kullanilmak iizere anti-EGFR nano-antikoru
gelistirilmesi hedeflenmistir. EGFR'ye kars1 gelistirilen birgok IgG formatinda
antikor olmasina ve bir¢ok kamelid koékenli VHH nanobody c¢alismalar1 olmasina
karsin bu tez caligmasi ile gelistirilmesi planlanan insan nano-antikor yapilariyla
insan nano-antikorlarin kanser tan1 ve tedavisindeki potansiyellerinin arastirilmasi
ve diger antikor formatlariyla karsilastirmali analizlerinin gerceklestirilebilmesi
istenmistir. Ayrica bu ¢alismada immiinizasyon olmaksizin olusturulmasi planlanan

antikor kiitliphanesinin naiv olmasi1 dolayisiyla bu kiitiiphanenin ileride bir¢ok farkli



hedefe karsi antikor gelistirilmesinde de kullanilabilmesi istenmistir. Bu kapsamda
yapilan ¢aligmalarda, naiv insan VH antikor kiitiiphanesi olusturulmus, EGFR'ye
spesifik olan muhtemel klonlarin secilimi faj gosterim teknolojisiyle saglanmustir.
Ancak DNA dizileri belirlenen Kklonlarda literatiirdeki antikor genleriyle benzerlik
gosterilmesine karsin klonlanan bolge icerisinde stop kodonu olustugu tespit
edilmistir. ilerleyen ¢alismalarda, klonlanan bélgeler igerisinde olusan stop
kodonlarinin sebeplerinin aydinlatilmas1 ve farkli klonlarin analiz edilerek DNA

yapilarinin belirlenmesi planlanmaktadir.



2. MONOKLONAL ANTIKORLAR

2.1. Antikor Yapisi

Antikorlar, yabanci maddelere kars1 bir yanit olarak bagisiklik (immiin) sistemi
hiicreleri tarafindan olusturulan ve antijen olarak adlandirilan spesifik yapilar1 tantyip
baglanma &zelligine sahip proteinlerdir [1]. B lenfositleri tarafindan olusturulan bu
molekdiller, membrana bagli veya salgilanan antikorlar olmak iizere iki formda
bulunabilirler. Membrana bagli antikorlar antijen reseptorii gorevindeyken;
salgilanan antikorlar toksin veya patojen gibi yabanci yapilarin elimine edilmesinde
gorev almaktadir [2].

Antikorlar sahip olduklar1 yap1 ve o6zelliklere gore izotip olarak adlandirilan
farkli siniflara ayrilmaktadir. Bu siniflar IgA, IgD, IgE, 1gG ve IgM olarak
adlandirilmaktadir. Bunlar igerisinde memelilerde en yaygin olan izotip formu "Y"
seklinde olan immdanoglobulin G (1gG) yapilaridir [1,3]. IgG yapisi, her biri agir ve
hafif zincir igeren, disiilfit baglar ile baglanmis iki simetrik yapidan olusur. Agir
zincir ile hafif zincirin bir arada tutulmasini disiilfit bag saglamaktadir. Agir ve hafif
zincirler, Ig birimi olarak adlandirilan globiiler yapidaki tekrarlanan homolog
birimlerden olugmaktadir. Agir zincir, VH (Variable Heavy) olarak adlandirilan
degisken bolge ve CH (Constant Heavy) olarak adlandirilan 3 adet sabit bolgeden
olugsmaktadir. Hafif zincir ise bir adet VL (Variable Light) degisken bolgesinden ve
bir adet CL (Constant Light) sabit bolgesinden olusmaktadir. Antikorun amino-
terminal kisminda bulunan agir ve hafif zincirlerin degisken kisimlari antijen
baglanma bdlgelerini olusturur. Hafif zincirin tamamu, agir zincirin degisken bolgesi
ve CHI1 kismiyla birlikte Fab (Fragment antigen binding) kismini olusturmaktadir.
Agir zincirin CH2 ve CH3 kisimlar ise Fc (Fragment crystallizable) reseptorii igeren
immiin sistem hiicreleri ile etkileserek efektor fonksiyonlarin gerceklesmesinden
sorumlu olan Fc bolgesi olarak adlandirilmaktadir. Antikorun CH1 ile CH2
kisimlarim1  baglayan ve antikora esneklik kazandiran bolge hinge olarak
adlandirilmaktadir. Bu bolge proteolitik parcalanmaya yatkindir ve bu durumda Fab
kismi ile Fe kisminin birbirinden ayrilmasi saglanabilmektedir [2]. Immiinoglobulin

G antikoruna ait yap1 Sekil 2.1'de gosterilmektedir [2].
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Sekil 2.1: Immiinoglobulin G yapisinin sematik gdsterimi.

Antikorlar, yabanci materyaldeki 6-8 aminoasitten olusan epitop olarak
isimlendirilen antijenik determinantlar1 tanimaktadir. Dolayisiyla her bir antikor
spesifik bir epitopu tanima 6zelliine sahiptir. Bu yapilar lineer formda olabilecegi
gibi 3 boyutlu halde katlanmis yapida da olabilmektedir [1]. Antijeni tanimadan
sorumlu bolgeler, agir ve hafif zincirlerin degisken bolgelerinde bulunan ¢ok
degisken bolgelerdir (hypervariable regions). Antikor dizileri arasinda en fazla
farklilik gosteren kisimlar bu bolgelerdir. Spesifik antijen ile ¢ok degisken bolgeler
arasindaki  komplementerlik  sonucunda antijen ve antikor baglanmasi
gerceklesmektedir. Bu sebeple, ¢ok degisken bolgeler CDR bolgeleri
(Complementarity Determining Regions) olarak da adlandirilir. Agir ve hafif
zincirlere ait VH ve VL degisken bolgelerinde CDR1, CDR2 ve CDR3 olmak Uzere
3 farkli cok degisken kisim bulunmaktadir. Bu bolgelerden antijen ile temasi en fazla
olan bolge CDR3 bolgesidir ve CDR bdlgeleri igerisinden en fazla degiskenlik
gosteren kisimdir. Ayrica bazi durumlarda antijene baglanmada bazi CDR bdlgeleri

etkilesime girmeyebilirken; framework bolgeleri (FR) de antijene baglanmada gorev



alabilmektedir. Framework bolgeleri degisken bdlgede yer alan, CDR bolgelerine
bitisik olarak bulunan ve korunmus dizilerden olusan bolgelerdir. Sabit bolgeler gibi
framework bolgeleri de, antikorlarin farkh tiirlerlerde farklilik gostermesini saglayan
bolgelerdir [2]. Antikor yapisinda FR ve CDR bdlgeleri ve antikor-antijen etkilesimi
Sekil 2.2'de gosterilmektedir [2].
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Sekil 2.2: a) FR ve CDR bdlgeleri, b) Antijen ve antikor etkilesiminin sematik olarak
goOsterimleri.

2.2. Rekombinant Antikorlarin Tarihcesi

1890 yilinda Emil Von Behring ve Shibasaburo Kitasato nun, toksinlere maruz
kalan hayvanlarin kanindaki antikorlar1 kesfi ile bu molekiillerin medikal ve
endiistriyel amaglarla kullanilmasi fikri ortaya ¢ikmis ve zaman igerisinde antikor
miihendisligi teknolojisi biiylik bir arastirma konusu haline gelmistir [4].

Immiin sistem herhangi bir antijen tarafindan uyarildiginda, farkli B hiicreleri
tarafindan o antijen tizerindeki farkli epitoplari taniyan, farkl bir dizilime ve yapiya
sahip, birbirinden farkli bircok antikor iiretilmektedir. Bu durumda olusturulan
antikorlar poliklonal antikor olarak adlandirilmaktadir. Sadece tek bir B hiicre klonu
tarafindan olusturulan, tek bir epitopa 6zgii olan ve her biri ayn1 baglanma 6zgiilligi
gosteren 6zdes antikorlar ise monoklonal antikor olarak tanimlanmaktadir [1,4].

Poliklonal antikorlar, tavsan, koyun, at gibi bir dondriin hedef antijen ile

immiinize edilip belirli bir siire sonra hayvanin serumunun toplanmasiyla elde



edilmektedir. Bu sekilde elde edilen antiserumun, 19. yy.da difteri gibi hastaliklarin
tedavisinde basar1 sagladigi goriilmiistiir. Ancak poliklonal antikorlarin iiretiminde
verimin diisiik olmasi, donor organizmanin yeterli iiretime elverisli olamamasi, farkl
tiretim lotlarinin farkli hassasiyet gostermesi ve dondoriin ¢esitli sebeplerle 6lmesi
gibi durumlar antikor iiretiminde siirekliligin saglanmasina engel olmustur. Ayrica,
antikor kaynagiin hayvansal olmasi tedavi edilen bireyde o antikorlarin yabanci
olarak taninmasma dolayisiyla serum hastaligi durumunun gelismesine yol
acabilmektedir. Bu sekilde poliklonal antikorlar 6liimciil bir hastalik durumuna kars1
hizli bir tedavi saglarken, tekrarlanan bir uygulama hastada daha kotii
komplikasyonlarin gelismesine hatta anafilaktik soka sebebiyet verebilmektedir. Bu
sebepler poliklonal antikorlarin tedavide kullanimimi kisitlarken, bu antikorlarin bir
antijene ait birgok epitopu tanimasi, stabilitelerinin yiliksek olmasi ve degredasyon
riskinin diisiik olmasi1 dolayisiyla bir¢ok tani testlerinde ve ELISA, Western blot gibi
laboratuvar tekniklerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [5].

Antikorlarin tedavide kullanimi amaciyla antikor iireten hiicrelerin in vitro
olarak biiyiitiilmesi lizerinde ¢alisilmistir. Bu amagla yapilan ilk ¢alismalarda antikor
salgilayan B hiicrelerinin kaynak organizmadan izole edildiginde kiiltiir ortaminda
birkag gln icerisinde 6lmesi antikorlarin laboratuvar kosullarinda iiretilmesinde
blyuk bir sorun haline gelmistir [4].

1975 yilinda Georges Kohler ve Cesar Milstein’in, belirli spesifisiteye sahip
antikor salgilayan hiicrelerin siirekli olarak kiiltiir edilmesini ortaya koymasi,
rekombinant monoklonal antikor g¢alismalarinin baslamasina olanak vermistir [4].
Hibridoma teknolojisi olarak adlandirilan bu yontemde immiinize edilmis bir fareden
alinan ve normal kiltiir ortaminda sinirli 6mre sahip spesifik B hiicre klonlari,
smirsiz bir biiyiime o6zelligine sahip miyeloma hiicrelerine fiizyon edilerek
oliimsiizlestirilmistir. Bu sayede strekli olarak antikor salgilayan ve kultir edilebilen
hibridoma hicreleri olusturulmustur [6].

Immiin sistem tarafindan etkili bir koruma ajani olarak iiretilen bu yapilarin
laboratuvar ortaminda iiretilmesinin ardindan, monoklonal antikorlarin teshis ve
tedavi amacli potansiyelleri, liretim siireclerinin 1iyilestirilmesi ve gelistirilmesi
konusunda ¢alismalar hizla artmustir. Monoklonal antikorlar tamdiklar1 hedef
yapilara karst ylksek spesifisite ve afinite gostermeleri, bunun yaninda yan

etkilerinin az olmasi sebebiyle tani, tedavi ve biyo goriintiileme gibi ¢esitli amaclarla



kullanilabilmektedirler [1,7]. GlnUmuizde monoklonal etken maddeli ilaglar ¢esitli

hastaliklarin tedavisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir [8].

2.3. Rekombinant MAb Uretim Teknikleri

Monoklonal antikorlarin laboratuvar ortaminda tiretimi ilk kez 1975 yilinda
Milstein ve Kdohler'in ortaya koydugu hibridoma teknigiyle miimkiin olmustur. Bu
teknik, immiinize bir dondrden alinan lenfositlerin fare miyeloma hiicreleriyle ¢esitli
yontemlerle birlestirilmesiyle, spesifik bir hedefe karsi antikor iireten ve surekli
olarak kiltur edilebilen hibrid hiicreler olusturulmasia dayali bir yontemdir. Bu
yontemde antikor {ireten hibrid hiicreler olusturulduktan sonra istenen hedefe karsi
yuksek afiniteye sahip klonlarin secilimi gergeklestirilir ve bu hibridoma klonun
kaltur edilmesiyle hedefe spesifik antikorlar olusturulur [5]. Bu yolla mdirin
monoklonal antikorlari basariyla elde edilebilirken; bu antikorlarin kemirgen ve
insan immin sistemlerindeki farkliliklar dolayisiyla insanlarda sitotoksisite ve hatta
oliimciil reaksiyonlar gelismesine sebebiyet verdigi goriilmistiir [1,8]. Bu sebeple
hibridoma teknolojisinin, insan antikoru iiretmek icin gelistirmesine yonelik
calismalara baslanmistir. Ik olarak, mutant fare miyeloma hiicreleri ile insan B
lenfositleri fiizyon edilmis, bu yolla elde edilen fare-insan hibridomalarinin kisa bir
stire antikor iiretimini gergeklestirdigi ancak daha sonra insan kromozomunun
elimine edilmesiyle antikor salgilanmasinin durdugu gosterilmistir. Bu sebeple,
hibrid hiicre olusturmada fare miyeloma hiicreleri yerine insan miyeloma
hiicrelerinin kullanilmasina ¢alisilmistir. Ancak bu durumda da hibrid hicre
olusturmada kullanilacak stabil insan miyeloma hicrelerinin olmamasi, baska
alternatif ¢oziim arayisina sebep olmustur. Bu amacla yapilan calismalarda basari
elde edilen yontemlerden bir tanesi insan ve fare miyeloma hiicrelerinin hibridiyle
elde edilen heteromiyelomalarin kullanilmasidir [9]. Diger bir yontem ise, insan
antikoru Greten hicrelerin bir herpes virlisi olan Epstein-Barr viris (EBV) ile
enfeksiyonu yoluyla immortalize edilmesidir. Ancak burada da, elde edilen klonlarin
stabilitesinin diigiik oldugu ve belirli bir siire sonra antikor iiretiminin durabildigi
gorilmistiir [10,11].

Genetik manipiilasyon tekniklerinin gelismesi insan antikoru gelistirilmesinde

yasanan sikintilarin ¢6ziilmesine olanak saglamistir. 1985 yilinda George Smith



tarafindan gelistirilen faj gosterim teknolojisi, insan antikorlarinin gelistirilmesi
konusunda biiyiik bir avantaj saglamistir. Bir in vitro secilim temeline dayanan faj
gosterim teknolojisi, filament6z bakteriyofajin kilif proteinine fiizyon edilmis antikor
parcalarindan, belirli bir hedefe karsi spesifite gosteren klonlarin segilimi ve
cogaltilmasini saglamaktadir. (Faj gosterim teknolojisi detaylariyla birlikte Béliim
4'te acgiklanmaktadir.) Buna ek olarak monoklonal antikor gelistirmede kullanilan
diger bir yontem ise insan monoklonal antikoru (Ureten transgenik farelerin
olusturulmasidir. Transgenik fareler ile insan antikoru iiretimi farkli sekillerde
yapilabilmektedir. Bu yolardan bir tanesinde, ilk 6nce fare immiinoglobulin genleri
genetik mudahale ile susturulur. Bunun sonucunda fare antikoru lretemeyen fareler
uretilir. Diger bir fare ise insan immiinoglobulin genleri ile modifiye edilir. Bu
sayede farenin hem fare hem insan antikorlar liretmesi saglanir. Daha sonra bu iki
tip farenin yavru olusturmasiyla, fare antikorunu iiretemeyen ve insan antikorunu

tireten transgenik fare soylar elde edilir [12,13].

2.4. Monoklonal Antikor Tipleri

Monoklonal antikorlar kokenlerine gore simiflandirildiginda; mdirin (fare),
kimerik, insanlastirilmis ve insan antikorlar1 olmak tizere dort sinifa ayrilmaktadir
[8]. Mirin kaynakli antikorlarin insan tedavisinde kullaniminda genellikle insanda
istenmeyen immun reaksiyonlar gdzlenmektedir. Bunun sebebi, fare antikorunun
icerdigi ve insan immiin sisteminin yabanci olarak algiladig1 faresel yapilardir. Bu
sebeple, miirin antikorlarinin tedavi amaciyla siirekli olarak insana uygulanmasi
sonucunda, HAMA (human anti-mouse antibody) olarak adlandirilan, fare
antikoruna kars1 insan antikorlar1 olugsmakta ve bu durum alerjik reaksiyonlara hatta
anafilaktik soka sebebiyet verebilmektedir. Bu yolla iiretilen ve basarisizliga ugrayan
terapotik antikorlar sonrasinda miirin antikorlarinin, antijen tanima spesifisitesini
degistirmeksizin gesitli genetik miidahaleler ile iyilestirilmesi fikri ortaya ¢ikmistir
[8]. Bu amagla insan antikorunun sabit bdlgesini ve antijen tanimadan sorumlu fare
antikorunun  degisken kismmnin kombinasyonu olan  Kimerik  antikorlar
olusturulmustur. Bu antikor yapilarinin yaklasik olarak %65'inin insan antikoru
0zelligine sahip olmasi ve Fc kismiin tamamen insan kokenli olmasi gelisebilecek

immiinojenisite riskini azaltmaktadir. Zaman igerisinde antikor miihendisliginin



gelismesi, miirin yapilarin daha da azaltilarak yaklasik olarak %90 insan kokenli
insanlastirtlmis antikorlarin olusturulmasina olanak saglamistir. Bu tip antikorlar,
biitiin bir insan antikorundaki ¢ok degisken bolgelerin miirin ¢ok degisken bolgesi ile
degistirilmesi yoluyla elde edilmektedir. CDR grafting denilen yontemle olusturulan
bu antikorlarda immiinojenisite riski kimerik antikorlara kiyasla daha da azaltilmistir.
Ancak bu tip antikorlarin bazilarinda, miirin antikoruna kiyasla antijene baglanmanin
azalabildigi gosterilmistir. Bu sorunu gidermek amaciyla CDR bolgeleri iizerinde
yapilan c¢esitli mutagenezler ile antijene baglanmanin iyilestirilmesi gibi
optimizasyonlar yapilabilmektedir. Giiniimiizde piyasada mevcut olan kimerik ve
insanlastiritlmis birgok monoklonal antikor bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
Infliximab ve Rituximab kimerik yapida antikorlar iken; Alemtuzumab ve
Daclizumab insanlastirilmis formattadir. Bu antikor tiplerine alternatif olarak
batiindyle insan monoklonal antikoru olusturulmast yenilik¢i yaklagimlar ile
miimkiin olabilmis ve bu sayede monoklonal antikorlarin klinik basarisinda artis
miimkiin olmustur. Adalimumab tamamen insan kokenli olan kullanimi onaylanmis
ilk monoklonal antikordur [8,14]. Antikorlarin kokenlerine gore siniflandiriimasina

ait gosterim Sekil 2.3'te gdsterilmistir [14].
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Sekil 2.3: Antikorlarin kokenlerine gore siniflandirilmasi.



2.5. Monoklonal Antikor Formatlari

Antikor miihendisliginin gelismesi zaman igerisinde biitiin bir IgG yapisinin
yerine bu yapidan daha avantajli olabilecek farkli formatlarin olusturulabilecegi ve
cesitli amaglarla kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmustir. Ilk olarak Sally Ward ve
arkadaslarinin 1989 yilinda gergeklestirdigi calismalar, biitiin bir antikor yapisi
yerine sadece VH fragmanlart kullanildiginda spesifik bir hedefe karst ayni
baglanma Ozelliklerinin korundugunu gostermis ve bu durum tek domainli
antikorlarin (sdAbs) baslangici olmustur [15]. Daha sonra yapilan ¢alismalarda deve
tiirlerinde var olan antikor yapilarinin biiyiik ¢ogunlugunu VL yapist icermeyen agir
zincir antikorlarinin (HCADbS) olusturdugunun kesfedilmesi, VL yapist olmaksizin
sadece VH yapisinin fonksiyonel olarak antijen baglama ozelligi gosterdigini
kanitlamigtir [16].

Bu amaclarla, monoklonal antikorlar1 daha kii¢iik yapilara ayirarak scFv, Fab,
diabody, minibody, tek domainli antikorlar gibi farkli antikor formatlar1 olusturulmus
ve bu yapilarin ¢esitli alanlarda umut vadettigi goriilmiistiir. Bu yapilar hedefe
baglanmada MADb yapilarindaki gibi yiiksek spesifisite ve aviditeye sahipken;
MAb'lara kiyasla tiretimleri daha kolay ve ekonomik olabilmektedir. Kii¢lik boyutlu
antikorlar teshis ve tedavide de ¢esitli avantajlara sahiptirler. Bu yapilar multivalent,
multispesifik yapilar halinde olusturulabilmekte veya radyoniklid, enzim, toksin,
virls veya lipozom gibi terapotik maddelerle birlestirilerek terapotik etkinin
giiclendirilmesi amaciyla kullanilabilmektedirler [17]. Bunlara 6rnek olarak; enzim
ile birlestirilmesiyle prodrug terapide; toksinlerle birlestirilmesiyle kanser
tedavisinde, viriislerle birlestirilerek gen terapisinde, katyonik yiiklerle birlestirilerek
DNA tasimiminda, lipozomlarla birlestirilerek gen terapinin giiclendirilmesinde veya
hedef molekiillerin gercek zamanli tespiti igin biyosensorlerle birlestirilerek
kullanilabilmektedirler. Biitlin IgG yapist ve modifiye edilmis bazi antikor
formatlarinin sematik gosterimleri Sekil 2.4'te verilmistir [17]. Bu formatlara her glin
yenileri eklenebilmektedir. Ornek olarak, VH antikor parcasmin Fc antikor
bolgesiyle fiizyonu miimkiindiir ve yapilan bir ¢aligma bu yolla elde edilen VH-Fc
antikorunun; Fc bolgesinin 6zelliklerinin de eklenmesiyle hem efektor fonksiyonlar
uyardigint hem de VH antikoruna kiyasla yari dmriiniin uzadigin1 gostermektedir
[18].
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Sekil 2.4: Cesitli antikor formatlarinin sematik gosterimi.

2.6. Monoklonal Antikorlarin Etki Mekanizmalari

Antikorlar dogalar1 geregi gesitli fonksiyonlara sahiptir. Bu fonksiyonlardan

kaynaklanan etkileri ise notralizasyon, ADCC (Antikor Bagimli Hiicre
Sitotoksisitesi) aktivasyonu, CDC (Komplement Bagimli Sitotoksisite) aktivasyonu
yollartyla olabilmektedir. Notralize edici antikorlar, hedefledikleri ligand ya da
reseptOr yapisini bloklayarak o yapiin fonksiyonunu engellerler. Bunun sonucunda
da o yapilarin rol aldig: sinyal yolagi baskilanmus olur. ikinci etki mekanizmasinda
ise, antikorlar bir hedefe baglandiktan sonra, Fc kisimlarini tantyan reseptore sahip
bir immiin efektor hiicreyle etkilesime gecerler. Bu etkilesim sonucu, efektor hiicre
fonksiyonuyla hedef hiicrenin lizizi gerceklestirilir. Bu durum ADCC olarak
adlandirilmaktadir [7,19]. Benzer diger bir etki mekanizmasi ise CDC olarak
adlandirilan komplement sistemin aktiflestirilmesi yoludur. Burada, antikorun hedefe
baglandiktan sonra komplement sisteme ait Cl proteini bu yapiya baglanir,
komplement sisteminin aktif hale gelmesiyle diger komplement proteinleri ¢agirilir
ve hicrenin lizizi i¢in gerekli islemler baslar[20]. Bu etki mekanizmalarina ek olarak
antikorlar radyoizotoplar, toksinler, ilaglar, immiinoenzimler veya sitokin gibi ¢esitli
molekdllerle konjuge edilerek tasiyici ajan olarak da faaliyet gosterebilmektedirler.
Bu sayede terapdtik etkinin kanser hicrelerine hedeflendirilmesini yani
hedeflendirilmis tedaviyi saglarlar [7,20]. Antikorlarin tiimor hiicrelerine olan

etkileri Sekil 2.5'te gosterilmektedir [20].
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Sekil 2.5: Antikorlarin anti-tiimor mekanizmalari.

2.7. Monoklonal Antikor Uretim Sistemleri

Monoklonal antikorlar; bakteriler, mayalar, memeli hucreleri ve transgenik
organizmalar gibi pek cok sistemle uretilebilmektedir. Uretimde hangi sistemin
kullanilacagi, olusturulacak antikorun gerektirdigi 6zelliklere gore belirlenmektedir.
Ornek olarak, eger olusturulacak antikor yapisi glikozilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlar gerektirmiyorsa bakteride uretimleri kolayca
gerceklestirilebilmektedir. Bu yolla Fab, VH, scFv, bispesifik antikorlar gibi
glikozilasyon igermeyen kiiciik yapili antikor formatlar1 bagariyla tiretilebilmektedir.
Buna ek olarak basit yapili organizmalar, diisiik maliyetli ve diger sistemlere kiyasla
iiretimin kolay olmasi dolayisiyla post-translasyonel modifikasyonlarin fonksiyonel
olmadig1 durumlarda kullanilabilmektedirler. Ancak iiretilecek olan yapi biitiin bir
IgG yapisi ise bircok modifikasyon gerektirecegi icin liretiminde daha gelismis yapili
Okaryotik bir organizma kullanilmahdir [10,21]. Ancak post-translasyonel
modifikasyonlar1 saglamak i¢in maya, mantar, bitki gibi daha gelismis organizmalar
kullanilsa da, bu organizmalar ile elde edilen antikorlarda memeli hiicrelerinden
farkli olan ve normal insan antikorundan bulunmayan farkli modifikasyonlar
gerceklesebilmektedir. Ornek olarak, mayalarda {iretilen antikorlarda mannoz

yogunlugunun ¢ok fazla oldugu goriilmektedir ve bu durumun antikorun efektor
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fonksiyonlarmi engelledigi belirlenmistir. Buna benzer basgka bir durum ise bocek
hiicreleri ve bitki gibi organizmalarin kullanilmasinda gerceklesir. Bu durumda
iiretilen antikorlar memeli hiicreleriyle iiretilenlerden farkli karbonhidrat yapilarina
sahiptir. Antikor (retiminde diger bir onemli konu, antikorda olmasi gereken
katlanma yapist1 ve iretilen antikorun salgilanmasidir. Memeli disindaki
organizmalarda iiretilen antikorlarda katlanma ve saflastirmada da problemler
gorulmektedir. Bu nedenle, maliyetinin olduk¢a yiiksek, tiretiminin diger sistemlere
kiyasla zor ve birgok optimizasyon gerektirmesine ragmen en iyi iiretim yolu memeli
hicreleriyle antikor Gretilmesidir. Guniumizde piyasada mevcut olan terapotik
antikorlarin yaklasik olarak %95'i memeli hiicreleriyle {iretilmektedir. Memeli
hicrelerinde Uretimde fare hiicreleri ile kalite bir iretim gerceklestirilebilmesi
dolayisiyla bu hiicre hatlar1 siklikla kullanilabilmektedir. Bu amagla CHO (Chinese
Hamster Ovary) ve NSO gibi fare hiicre hatlar1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ancak bu durumda da, farede gergeklesen glikozilasyon ile insan hiicreleri arasinda
kiigiik farkliliklar goriilebilmekte ve bu durum ilacin aktivitesini etkileyebilmektedir.
Bu sorunlari agmak amaciyla iyilestirilmis hiicre hatlar1 ve ekspresyon sistemleri
gelistirilmektedir. Sonu¢ olarak, iiretimde kullanilan tiim sistemlerin sagladigi
avantajlarin yaninda dezavantajlart da bulunabilmekte ve ginimizde bu konularda

iyilestirmeler yapilmasi izerindeki ¢caligmalar devam etmektedir [21,22].
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3. NANO-ANTIKORLAR

1964 yilinda Utsumi ve ekibinin biitlin bir antikor yapisini pargalayarak
birimlerini incelemesiyle VH yapilarinin tek basma antijene baglanma 6zelligini
korudugu ortaya koyulmustur [23]. 1989 yilinda Sally Ward ve ekibinin, imminize
farenin dalak genomik DNA's1 lizerinden olusturdugu VH antikor genlerini E. coli'de
eksprese edip saflastirmasi, VH birimlerinin tek basina etkili bir antijen baglanma
profili gosterdigini kanitlamistir [15]. Bu ¢alismayla elde edilen VH antikorlarinin,
ayn1 antijene spesifik olan biitiin haldeki antikora benzer sekilde baglanma
afinitesine sahip oldugunun kesfedilmesi ve biitiin haldeki antikor yapilarindan
oldukgca kiiciik bir boyuta sahip olmasi, bu antikorlarin ¢esitli avantajlar saglayacagi
diisiincesini ortaya ¢ikarmis ve tek birimli antikor olarak adlandirilan yapilarin
baslangicini olusturmustur.

1993 yilinda Hamers-Casterman ve ekibinin gerceklestirdigi calismayla,
devegiller (kamelid) familyasinda hafif zincir igermeyen, sadece agir zincirden
olusan fonksiyonel antikorlarin rastlantisal olarak kesfedilmesi bu konu tzerindeki
caligmalarin artmasina olanak saglamistir [16]. Ardindan devegillerdeki agir zincir
antikorlarina benzer sekilde kopek baliklarinda da sadece agir zincirden olusan Ig-
NAR (New Antigen Receptor) antikorlart kesfedilmistir [24]. Devegillerde
kesfedilen, yaklagik olarak 95 kDa biiyikliigiindeki HCAbs agir zincir antikorlari
olarak adlandirilmistir. HCAD antikorlari, devegillerde bulunan antikorlarin biiyiik
cogunlugunu olusturmaktadir ve yapilan c¢alismalar bu antikorlarin hafif zincir CL
bolgesi icin baglanma yeri olan CHI1 bolgesini igermedigini gostermistir [16,25].
Cogu memelide, agir zincir ve hafif zincir translasyonu olduktan sonra bir araya
gelmeleri endoplazmik retikulumda gergeklesmektedir. Bu siiregte Oncelikle
olusturulan agir zincire heavy chain binding proteini (Bip) baglanir ve bu protein,
agir zincirdeki CH1 bolgesiyle hafif zincirin baglanmasini sagladiktan sonra yapidan
ayrilir. Hafif zincirin olmamasi durumundaysa, agir zincir-Bip kompleksi E2-ubikitin
ligaz ile birlesir ve degrade edilmek iizere proteazoma gotiiriiliir. Develerde 1gG2 ve
IgG3 smifit antikorlarin  CHI1 bolgesinde varolan bir tek baz degisikligi
mutasyonundan dolayr CH1 kismi olusamamakta, Bip antikora baglanamamakta ve
dolayisiyla hafif zincir igermeyen olgun HCADbs antikorlar1 dogal olarak

olusmaktadir [26]. Deve familyalarinda dogal olarak olusan ve fonksiyonel olan bu
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antikorlar, insan ve farelerde normal kosullarda olusamamakta, sadece agir zincir
hastalig1 olarak adlandirilan bir bozukluk sonucunda olusabilmektedir. Ancak bu
durumda olusan antikorlarin fonksiyonel olmadigi ve elimine edildigi bilinmektedir
[16,25].

Devegillerde kesfedilen bu agir zincir antikorlarinin VHH olarak adlandirilan,
antijen tanimadan sorumlu olan degisken bdlgesi, spesifik antijene baglanma igin
gerekli potansiyele sahip en kii¢iik antijen baglanma birimidir. Yaklasik olarak 12-15
kDa biiyiikliigiinde, 4 nm uzunlugunda ve 2.5 nm c¢apinda olan VHH yapilari
boyutlar1 dolayisiyla Ablynx firmasi tarafindan Nanobody® olarak adlandirilmis ve
kabul gormiistiir [27,28]. Konvansiyonel antikorlar, agir zincir antikorlart ve bu
yapilardan olusturulan antikor formatlarinin gorselleri Sekil 3.1'de gosterilmistir

[29].

=
Vi
e Fv -
lgG asFy L
yapis oo
Antikor
parczlan

- -

T v

L ey
HCAb (%\ cH2
yapisi re o (
CHa

Sekil 3.1: Konvansiyonel antikorlar, HCAb yapilari ve bu yapilardan olusturulan
antikor pargalarinin sematize gosterimi.

Develerdeki VHH yapilarnt ile fare/insan VH yapilarmin dizileri
karsilastirildiginda ise, bazi belirgin farkliliklarla birlikte iki formatin da benzer bir
yapida oldugu; 4 korunmus framework bolgesini ve 3 farkli ¢ok degisken CDR
bolgesini igerdigini gostermistir. Yapilan analizler, miirin veya insan VH yapisinda
VL ile etkilesimde gorevli olan FR2 bdlgesinin daha ¢ok hidrofobik 6zellikte olan
aminoasitler icerirken; VHH FR2 bolgesinin hidrofilik aminoasitler igerdigini
gostermistir. Bu durum, fare ve insan VH yapilarmin VL ile birlikte olmamasi

durumunda daha fazla yapiskan olacagi anlamina gelmektedir. Bu aminoasitlerin
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VHH yapisina benzer bir sekilde modifiye edilmesi sonucu ¢dziiniirliigiin artmasi bu
durumu kanitlamaktadir [3]. Diger bir belirgin farklilik ise deve VHH yapisinin
CDR3 bolgesinin insan ve fare CDR3 bdlgelerine kiyasla daha uzun olmasidir. Bu
durum VHH yapilarinin konveks bir antijen tanima bolgesi olusturmasini saglamakla
birlikte esneklik saglar ve konvansiyonel antikorlarin ulasmasinin zor oldugu
bolgelerdeki epitoplarin taninmasini destekler. VHH ve VH yapilarinda antijen
tanima bolgelerinde goriilen bu farkliliklar dolayisiyla VHH ve VH yapilarinin farkl
sekillerdeki antijenleri tanimasini miimkiin olmaktadir [28,30]. Buna ek olarak, VHH
ile insan VH3 immunoglobulin ailesi arasinda %80'in {izerinde benzerlik
goriilmiistiir. Bu durum, VHH'lerin insanda kullaniminin diisiik immiinojenisite riski
gosterebilecegini desteklemektedir [27,28,31]. Bunun yaninda, VHH'leri terapotik
alanda daha giivenilir hale getirmek amaciyla, framework bolgelerinde degisiklikler
yapilarak insanlastirma calismalar1 yapilabilmektedir. Bu amagcla 6zellikle kamelid
ve insan VH yapilarinda farklilik gosteren FR2 bolgesinde degisiklikler yapilarak;
¢cOziiniirliik, stabilite ve afinite Ozellikleri degismeksizin nanobody yapilari
olusturmaya ¢alisilmaktadir [32]. VHH antikorlar1 oldukga kiiciik olmalar1 sebebiyle,
konvansiyonel IgG antikorlarimin niifuz edemedigi bolgelere etki edebilmektedir.
Ayrica, VHH yapilariin etkili antijen baglanma bdlgelerine sahip olmasi ve yiiksek
antijen baglama kapasitesi gostermelerine ek olarak, bu yapilarin daha dayaniklh
molekiiller oldugu bilinmektedir. Yapilan c¢alismalar konvansiyonel antikorlara
kiyasla, bu yapilarin +4°C ve -20°C kosullarinda daha uzun raf Omiine sahip
oldugunu, 60-80°C gibi yiiksek sicakliklara, diistik/yiiksek pH kosullarina, kimyasal
denatiiranlara ve proteazlara daha dayanikli oldugunu, hatta denatiire olmalar
durumunda tekrar orijinal formlarina katlanma yapabildiklerini gdstermistir. Bunlara
ek olarak, VHH'lerin monomerik yapidan olustuklar: i¢in konvansiyonel antikorlara
kiyasla daha stabil oldugu ve igerdikleri hidrofilik amino asitlerden dolay1 suda
¢oOziiniirliiklerinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Ayrica VHH yapilarinin oldukca
kiiciik yapilar olmasi ve post-translasyonel modifikasyon icermemeleri Gretimlerinin
bakteri gibi basit yapilt mikroorganizmalarda diisiik maliyetle yapilabilmesine olanak
vermektedir. Bu amagla laboratuvar ortaminda antikor repertuarlari olusturularak, faj
gosterim gibi tekniklerle hedefe spesifik yapilarin se¢imi yapilmaktadir. Sonrasinda
karakterize edilen nanobody yapilarinin iiretimi mikrobiyal ekspresyon sistemleriyle

gerceklestirilebilmektedir [24,27,28,31].
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3.1. Nanobody'lerin Uygulama Alanlar

VHH Nanobody (Nb) yapilart konvansiyonel monoklonal antikorlarin sahip
olduklar1 problemleri agmalar1 dolayisiyla bilimsel arastirma, teshis, tedavi, endiistri
alanlarinda umut vadetmektedir ve bu yapilarin gelistirilmesi konusundaki ¢caligmalar
hizla devam etmektedir. Bunun yaninda Nanobodylerin etkilerini arttirmak ve
mevcut sikintilarini gidermek amaciyla cesitli yapilarla konjugasyonlari iizerine

yogun bir sekilde ¢alismalar yapilmaktadir.
3.1.1. Nanobodylerin Tedavide Kullanimi

Nanobodyler ¢esitli molekiilleri noétralize edici, reseptor-ligand antogonisti
veya ilag tasiyict molekiiller olarak hedeflenmis tedavide kullanilabilmektedirler
[26]. Konvansiyonel antikorlara kiyasla sahip olduklari istiinliikler dolayisiyla
kanser, oto-immiin, inflamasyon, enfeksiyon ve norolojik hastaliklar gibi cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanimlar1 degerlendirilmektedir [24,27]. Nanobodylerin
ulasilmasi zor olan epitop bolgelerine ulasabilir olmalar1 ve hedef yapiyr bloke
etmede gosterdikleri basari, bu yapilar1 Fc parcalari olmamasina ragmen IgG
antikorlarina kars1 istiinlik kazandirmaktadir. Buna ek olarak Nanobodylerin
konvansiyonel Mab'lara kiyasla sahip olduklari kiigiik boyut, kan-beyin bariyerini
gecmelerine de olanak saglamaktadir. Bu sebeple bu molekillerin ndérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde de avantaj saglayacagi diisiinlilmekte ve bu konuda
caligmalar siirmektedir [24,26]. Bunun yaninda, birgok firma tarafindan gelistirilmis
monomerik, multimerik veya multispesifik formlarda bircok nanobodynin preklinik
veya klinik caligmalart devam etmektedir. Caplacizumab, bir kan hastaligi olan
trombotik trombositopenik purpura tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmis, E.
coli'de iiretilmis ve kullanimi1 2019 yilinda FDA ve EMA tarafindan onaylanmuis ilk
insanlastirilmis bivalent nanobodydir [28,33].

3.1.2. Kanser Tedavisinde Nanobodyler

Monoklonal antikorlarin spesifik olarak kanser hiicrelerini hedefleyebilmeleri

ve bu sayede saglikli hiicrelere zarar vermemeleri kanser tedavisinde biiyiik avantaj
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saglamistir. Bunun yaninda biiylik molekiiller olmalari, kan dolasiminda uzun siire
(4-5 gin) durabilmeleri bazi kisitlamalara sebep olurken, nanobody gibi kiigiik
antikor formatlarmin gelistirilmesi daha etkin ve basarili bir tedavi i¢in umut
vericidir [28].

Kanserde onemli rol oynayan sinyal yolaklarinda gdrevli ligand veya reseptor
gibi yapilara kars1 gelistirilen nanobodyler, bu yapilar1 bloklayarak fonksiyonunu
engeller. Bu sayede kanser tedavisinde basar1 saglayan nanobodylere, Fc par¢asinin
flizyon edilerek efektor fonksiyonlarin tetiklenmesi de miimkiindiir. Bu sayede hem
hedef yapinin bloklanmasi saglanarak hem de efektor fonksiyonlar ile kanser
hiicrelerinin ~ Oldiiriilmesi  saglanabilmektedir [27,28]. Nanobodylerin  kanser
tedavisinde spesifik yapinin hedeflenmesi ve bloklanmasinda oldukca etkili
olmalarina karsin, kan dolasimindan bobrekler yoluyla elimine edilmesi en biiyiik ve
coziulmesi gereken problemlerinden biridir [28].

Nanobodylerin etkilerini arttirmak ve iyilestirmek amaciyla gesitli molekiiller
ile konjugasyonlar1 yapilmaktadir. Nanobodylerin ilag ve ilag yUklu lipozom veya
misel gibi nanopartikiillerle birlestirilmesiyle, ilacin dogrudan hedef bdlgeye gitmesi
saglanabilmektedir. Buna benzer bir sekilde nanobodylerin (pro)enzim, toksin gibi
yapilarla konjugasyonu da yapilabilmektedir. Bdylelikle nanobody yapis1 kanser
hiicrelerinin hedeflenmesini saglarken; tasimis oldugu ilag¢ vb. molekiillerin
etkilerinin sistemik dolasim yerine hedef bolgede gergeklesmesi saglanir ve saglikli
hicrelere zarar verilmeksizin terapotik etki sadece kanser hiicrelerinde meydana gelir
[24,28,34].

Nanobodylerin multimerik formlarda veya multispesifik formlarda Uretilmesi
de tedavideki basarty: arttirabilmektedir. Yapilan bir calismada EGal isimli anti-
EGFR nanobodylerinin EGFR'yi bloklamada etkili oldugu goriilirken, bu yapilarin
lipozom ylizeyine konjuge edilmis multimerik formlarinin monomerik yapiya kiyasla
reseptorii bloklamada daha etkili oldugu ve bunun yaninda EGFR'nin %90'dan
fazlasinin pargalanmasini saglayarak tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu biyik
miktarda engelledigini gostermistir [35]. Daha sonra bu yapilar EGFR'ye ek olarak,
kanser hiicrelerinin biiylimesinde etkili baska bir molekiil olan IGF-1R reseptorine
kars1 hedeflenmeye ¢alisilmigtir. Bu amagla, AG538 IGF-1R inhibitorleri anti-EGFR
nanobody-lipozom yapisina enkapsiile edilmistir. Bu sayede ikili hedefleme ile tek
hedefli yapilara kiyasla kanser hiicrelerinin proliferasyonunda etkinligin arttirilmasi

saglanmistir [36].
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3.1.3. Nanobodylerin Biyo goriintiilemede ve Tanida Kullanimi

Konvansiyonel Mab'lar hastalik tanis1 amaciyla biyo goriintiilleme ajanlar
olarak kullanilabilmelerine karsin 150 kDa boyutlari, saglikli dokularda non-spesifik
olarak birikim yapabilmeleri, kandan uzaklastirilmalarinin yavas olmasi ve Fc
parcalarina sahip olmalar1 gibi bazi 6zellikleri nedeniyle tedavide kisitlara yol
agmaktadir. Ayrica MADb vyapilari kati tiimérlere niifuz etmede zayiflik
gostermektedir [29]. Nanobodyler ise bu sikintilar1 asabilmektedir. Yapilan
calismalar nanobodylerin yiiksek spesifisite ile hedef doku ve hiicrelere ulasirken;
kan dolagiminda tek baslarina diisiik yar1 dmre sahip olduklarini gdstermistir. Bu
sayede konvansiyonel antikorlar ile wulasilmast zor olan bdlgelere ulagim
saglanabilirken, yiiksek spesifisiteleri ve dolagimda yar1 6miirlerinin kisa olmasi in
vivo goriintilemede kullanimlari agisindan avantaj saglamaktadir [28]. Bu sayede
nanobodyler hastalik teshisinde spesifik biyobelirteclerin  tespiti amaciyla
kullanilabilme potansiyeline sahiptirler [37]. Nanobodyler PET gibi molekdler
goriintiileme  uygulamalarinda  kullanmilmast  i¢in  ¢esitli  radyoizotoplarla
isaretlenmeleri gerekmektedir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak, %8Ga-NOTA anti-HER2
nanobody yapilarinin meme kanseri hastalarinda beyin metaztazinin tespiti amaciyla
kullanim potansiyeli degerlendirilmekte, suan fazIl klinik calismalar1 devam
etmektedir [28,38]. Bu yapilarin tan1 ve tedavide kullanimlarin1 kisitlayan bir durum
ise bobreklerde birikim yapmasi ve boyutlarmin kiigiik olmasi dolayisiyla hedef
antijenle karsilasamadan eliminasyonlarinin gergeklesebilmesidir. Buna ek olarak
bobreklerde birikiminin toksisiteye de sebep olabildigi goriilmektedir. Bu durumda
etkili bir kullanim i¢in, nanobody uygulamasinin tekrar1 gerekmektedir. Buna
alternatif olarak ise nanobodyler multimerik formda olusturularak, albumin gibi uzun
omdarli serum proteinleriyle flizyon haline getirilerek veya PEG gibi kimyasallarla
birlestirilerek; renal eliminasyonlari engellenebilmekte veya dolasimdaki yari

Oomdrlerinin arttirllabilmesi saglanabilmektedir [27,28,37].

3.1.4. Nanobodylerin Arastirma Alaninda Kullanim

Nanobodyler oldukg¢a stabil molekiiller olmalar1t ve organik c¢oziiciilere

dayanikli olmalari, bu maddelerin immiinoafinite kromotografisi gibi laboratuvar
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tekniklerinde kullanima dair potansiyel ortaya koymaktadir [31]. Nanobodylerin
floresan proteinlerle flizyon edilmesiyle chromobodyler olusturulabilmekte ve bu
sayede hiicre i¢i yapilarin goriintilenmesi saglanmaktadir [28,31]. Gulnlmizde
bircok firma tarafindan gelistirilen rekombinant VHH yapilar1 molekiiler
gorunttleme, ELISA, Western blot, SPR, immunopresipitasyon ve immdinfloresan

gibi tekniklerde kullanilmak iizere iiretilmektedir.

3.2. Nanobody Formatlari

Nanobody yapilarinin daha kullanighi hale getirilmesi amactyla monomerik

olan nanobodyler, polivalent yani birgok birimden olusan formatlara

dontistiirtilebilirler. Bunun yaninda, tek bir hedefi tanimak yerine birden fazla hedefe
kars1i  gelistirilen  yapilarin  birlestirilmesiyle = multi  spesifik  yapilar
olusturulabilmektedir. Bu yapilarin sematize hali Sekil 3.2'de gosterilmistir. Bu
sayede hem birden fazla molekiil hedeflenerek afinite iyilestirmesi yapilabilmekte
hem de stabilite ve ¢Oziintirlik gibi 6zelliklerin tek birimli VHH'lere kiyasla

iyilestirilmesi saglanabilmektedir [24,39].

X
‘774, { \a
VHH VHH -——— VHH VHH1 —-VHH2 “ﬁ' -
Monovalent Bivalent Bispesifik \\“)‘%‘ >‘77~
Pentavalent
Nanobody-lipozom Bispesifik Nanobody-Fc Nanobody-Fc
konjugat 1uzyonu fizyonu

Sekil 3.2: Farkl1 VHH formatlarinin gosterimi.
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Bunun yaninda VHH'ler i¢in bir diger aragtirma alani ise, VHH yapilarinin
intrabody olarak dretilmesidir. Intrabodyler antikor kodlayan dizinin belirli bir sinyal
peptid ile birlikte olarak vektore klonlanmasi ve hiicreye transfeksiyonu sonrasi
hlcre iginde tiretilen antikorlardir. Yapilan ¢aligmalar in vitro ve in vivo modellerde
intrabodyler ile hiicre i¢i yapilarin hedeflenmesiyle istenen fonksiyonlarin
durdurulabildigini gdstermektedir. Ileride intrabody VHH yapilarinin gen terapi ile in
vivoda kullanilabilir olmas1 VHH yapilari ile birgok hastaliga karsi oldukga etkili
molekiillerin elde edilmesini saglayabilecektir [31,40].
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4. FAJ GOSTERIM TEKNOLOJISI

Faj gosterim teknolojisi, (poli) peptid yapilarmin filament6z bakteriyofaj
ylizeyinde sunulmasini saglayan bir tekniktir. Faj fenotipinin dogrudan enkapsiile
haldeki faj genotipine bagli olmasina dayanan bu teknik ilk olarak 1985 yilinda
George P. Smith'in, yabanct DNA fragmanlarini filament6z bakteriyofajin pIIl kilif
proteinini kodlayan gen Ill bolgesine flizyon etmesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu
sayede enfektif virion olusumu engellenmeksizin, yabanct DNA'min kodladigi (poli)
peptid yapisi filamentdz fajin ylizeyinde sunulmaktadir [41].

Gen 11l bolgesi filamentéz fajin mindr kilif proteini plll'i kodlayan gen
bolgesidir. plll proteininin amino terminal bolgesi enfeksiyon sirasinda bakterilerin
F-pilusuna baglanmay1 saglarken; karboksi terminal bdlgesi virion igerisinde
bulunup morfogenezde goérev almaktadir. G. Smith yaptigi calismada pllI proteininin
amino ve karboksi terminal bdolgeleri arasina yabanci bir DNA klonlamis ve
klonladigt bu DNA pargasinin viriisiin enfektivitesini ve plll proteininin
fonksiyonunu bozmaksizin, faj yiizeyinde immiinolojik olarak aktif halde eksprese
edildigini gostermistir [41]. Faj gosterim teknolojisinin temelini olusturan bu
calisma, faj yiizeyinde peptid veya polipeptid yapilarinin sunulmasi ile
immiunizasyon gerekmeksizin antikor gelistirilmesine olanak saglamistir [42].

Faj gosterim teknolojisiyle, antikor genlerini kodlayan (poli) peptid yapilarinin
kapsid yapisinda sunulmasmin ardindan, spesifik bir hedefe karsi secilimi ve
cogaltilmasiyla, yiiksek afinite ve aviditeye sahip, belirli bir hedef molekiile spesifik
yapilarin secilimi saglanabilmektedir [43].

Diger bir deyisle, immiin sistemin in vitro ortamda taklit edilmesi olarak
diisiiniilebilecek faj gosterim teknolojisi ile immiin sistemin B hiicrelerinin
ylizeyinde sunulan her biri farkli 6zellikteki antikorlarin bakteriyofaj yiizeyinde
sunulmasi ve yine immiin sisteme benzer sekilde belirli bir hedefe baglanan fajlarin
secilimi saglanabilmektedir. Sonrasinda, istenen hedefe spesifik antikorlarin ¢oziiniir
olarak tiretimi gergeklestirilir. Faj gosterim teknolojisiyle antikorlara ek olarak,
peptid dizileri veya protein yapilarmin da faj yilizeyinde sunulmasiyla spefisik
yapilarin secilimi ve tiretimi miimkiin olmaktadir [44].

Faj gosterim teknolojisi, antikor dretimine ek olarak; protein-ligand

etkilesimleri, reseptor baglanma bolgeleri ve proteinlerin ligandlarina baglanma
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afinitelerinin iyilestirme ve modifiye edilmesinde oldukg¢a 6nem arz etmektedir. Bu
yontemle mevcut antikorlarin afinitelerinin iyilestirilmesi de saglanabilmektedir [45].
Cesitli  hastaliklarin  tedavisinde kullanilmak iizere faj gosterim teknigiyle
gelistirilmis onayli bir¢ok antikor piyasada mevcuttur [46,47]. Bunlardan bazilari

Tablo 4.1'de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Faj gosterim teknolojisiyle olusturulmus FDA onayli antikorlardan

bazilart.
Antikor ada Ticari adx Hedefi Formati
Adalimumab Humira TNFa Insan IgG1
Belimumab Benlysta BCAF Insan IgG1
Ramucirumab Cyramza VEGFR2 Insan IgG1
Necitumumab Portrazza EGFR Insan IgG1
Atezolizumab Tecentriq PD-L1 Himanize IgG1
Avelumab Bavencio PD-L1 Insan IgG1
Guselkumab Tremfya IL-23 Insan IgG1
Emapalumab Gamifant IFNy Insan IgG1
Moxetumumab pasudodox | Lumoxiti CD22 Fare 1gG1 dsFv
Ranibizumab Lucentis VEGF-A Himanize IgG1 Fab

4.1. Faj Gosterim Vektorleri

Fajlar, bakterileri enfekte eden ve onlarin replikasyon mekanizmasini
kullanarak kendi replikasyonlarini saglayan virlslerdir. Rekombinant DNA
teknolojisinde kullanilan vektorlerin gogunlugunu olustururlar. Bu yapilar konakgi
organizmay1 enfekte ederek, kendi replikasyonlarini konak¢r organizmanin
replikasyon mekanizmalarini kullanarak gergeklestirirler. Bu sayede vektore
eklenmis yabanci yapilarin faj ylzeyinde ¢ogaltilmasi miimkiin olmaktadir. Genel
vektorlerle kiyaslandiginda faj gosterim teknolojisinde kullanilan ekspresyon
vektorleri yabanci yapinin faj yiizeyinde ¢ogaltilmasina ek olarak, o yapiya karsilik
peptidin/proteinin  ¢ozliniik {retilmesine olanak saglarlar. Klasik ekspresyon
yonteminden farkli olarak, faj gosterim teknolojisinde iiretimi saglanacak yap1

virlisiin bir tip kilif proteinine genetik olarak birlestirilir. Boylece enfektif virion
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olusup hiicre digina ¢iktiginda, yabanci protein ve viriis kilif proteini fiizyon protein
seklinde viriisiin ylizeyinde sunulmus olur. Faj gdsterim teknolojisi bu mantikla, her
biri farkli bir DNA yapisina sahip dolayisiyla ylizeyinde farkli bir (poli) peptid yapisi
sunan bir faj antikor kiitiiphanesi igerisinden spesifik bir hedefe karsi olan
antikor/peptid/protein yapilarinin afiniteye gore secilmesine olanak saglar [48].

Faj gosterim teknolojisinde f1, fd ve M13 E. coli filament0z bakteriyofajlari,
siklikla kullanilmaktadirlar. Bunlara alternatif olarak, T7, T4 ve Lambda faj gosterim
teknolojileri de uygulanabilmektedir. T4 faj gosterim teknolojisi ikili gosterim
saglayan bir sistemdir ve CDNA ekspresyonunda uygulanabilmektedir. Lambda faj
gosterim sistemi ise M13 sistemlerine kiyasla daha biiyiik yapidaki proteinlerin
sunulmasini saglamaktadir [45]. M13 filamentoz fajlarinin avantaji ise konakgi
bakteriyi kendi ¢ogalmalarin1  gergeklestirmek i¢in  kullanirken; lizize

ugratmamalaridir. Buna karsin, T4 ve T7 fajlari litik fajlardir [49,50].

4.2. M13 Bakteriyofaji

M13 bakteriyofaji, Ff fajlar grubuna ait olan, 900 nm uzunluga ve 6.5 nm
genislige sahip, filament6z formda bir bakteriyofajdir. Bu tip bakteriyofajlarin
bakteriye tutunmasi fajin kilif proteininin bakterinin F pilus ucuna baglanmasiyla
saglanmaktadir. Dolayisiyla, Ff fajlar sadece F pilusa sahip olan E. coli suslarimni
enfekte etmektedirler. M13 bakteriyofaji 6407 bazdan olusan tek iplik¢ikli DNA
(ssDNA) yapisina sahiptir ve 11 farkli proteini kodlayan 9 genden olugsmaktadir. Bu
proteinlerden plll, pVI, pVII, pVIII ve pIX isimli 5 tanesi fajin kilif proteinleriyken;
pl, pll, plV, pV, pX ve pXl isimli 6 tanesi fajin replikasyonu, birlestirilmesi ve
ekstriizyonunda gorevlidir [51]. M13 bakteriyofajinin sematize goriintiisti Sekil
4.1'de gosterilmektedir [51].

pVIII
<=2 R

pvil :.’ N A ——

pix 2 AL ooV
=

plil

+ssDNA pVi

Sekil 4.1: M13 bakteriyofajinin sematik gosterimi.
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4.2.1. M13 Enfeksiyon Mekanizmasi

Enfeksiyon sureci temel olarak E. coli erkek bakterisinin F-pilusunun
birlesmesi (assembly) ve ayrilmasi (disassembly) dongiileri sayesinde olmaktadir.
Enfeksiyon, fajin G3P kilif protein N2 biriminin, bakterinin F-pilusuna tutunmasiyla
baglar. Daha sonra F-pilusun ayrilmasi (disassembly) siirecinde faj, bakteri ylizeyine
yakinlasmis olur ve G3P proteininin N1 domaini, bakteri yiizeyindeki TolA
reseptoriine baglanir ve yardimci reseptdr olarak gorev alir. TolA proteini, TolQ ve
TolR proteinleriyle birlikte faj kilifinin depolimerize olmasini baglatmasiyla, faj
ssDNA's1 bakteri icerisine transfer edilir. iceriye alinan DNA, bakterinin DNA sentez
mekanizmasiyla cogaltilarak komplementer DNA'st olusturulur. Bu sayede
olusturulan supercoiled yapilt ¢ift iplik¢ikli (dsDNA) M13 DNA's1 replikatif form
(RF) olarak adlandirilir ve bu yap1 kalip olarak kullanilarak yeni RF yapilarinin, tek
iplik¢ikli faj DNA'larinin sentezi ve faj proteinlerinin transkripsiyonu gerceklestirilir
[51]. Olusturulan ssDNA'lar hiicre membranindan disariya atilir ve faj kilif
proteinlerinin edinilmesiyle virion halinde paketlenirler [48].

4.3. Faj Gosterim Sistemleri

Faj gosterim tekniginde kullanilabilecek vektor sistemleri; tip 3, tip 3+3, tip 33,
tip 8, tip 8+8, tip 88 gibi sekillerde siniflandiriimaktadir. Ornek olarak, tip 3 veya tip
8 gosterimleri tek bir faj genomu i¢ermektedir. Dolayisiyla, klonlanan yabanci diziler
tim p3 veya p8 proteinlerine flizyon olarak dretilir. Yani tek bir virionda birden fazla
yabanci poli (peptid) tiretilir ve bu sayede polivalent gosterim gerceklestirilir [48,52].
Tip 33 veya tip 88 gosterimlerinde ise; genom iki farkli pIIl veya pVIII proteinini
kodlamaktadir. Bunlardan birincisi yabanci DNA'nin fiizyon edilecegi plll/pVIII
iken; digeri yabanil tiptir. Bu sayede olusan virion hem yabanil tip hem de
rekombinant tip plll/pVII icerir [48,53]. Bu sistemlerde faj vektorleri kullanilirken;
tip 3+3 veya tip 8+8 formatlarinda ise klonlama fajmid vektore yapilmakta ve virion
olusumu icin yardimci fajdan yararlanilmaktadir. Bu sistemde, plll veya pVIII
proteinlerini kodlayan genler iki farkli genomda bulunmaktadir. Bunlardan birincisi,
yabanct DNA'nin flizyon edildigi plII/pVIII iceren fajmid vektor, digeri ise yabanil
tip kilif proteinlerinin geldigi yardimci faj genomudur [48]. Fajmid vektorler,
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plazmid replikasyon orijini ve secici antibiyotik direng geni ile birlikte filamentdz
bakteriyofajin replikasyon orijinini ve ssDNA paketleme sinyalini iceren ama virion
olusumu i¢in gerekli diger etmenleri igermeyen yapilardir. Bu sebeple virion
olusumu i¢in viriisiin yapisal proteinlerini igeren ancak deforme bir replikasyon
orijinine sahip olan yardimci faja ihtiya¢ duyarlar. Icerdikleri replikasyon orijini
sayesinde bakterilerde replikasyonlar1 saglanirken; konak hiicrenin yardimci faj ile
enfeksiyonu  sonrasinda, yardimc1  faj  aracihiiyla  virion  formuna
paketlenebilmektedir. Paketleme sirasinda, fajmidden {iretilen yabanci protein-kilif
protein flizyonlar1 ile yardimci fajdan iiretilen kilif proteinlerinin virion yapisina
katilmas: yarigmali olarak gergeklesir. Bu sayede Uretilen fajlarin  biiyilik
¢ogunlugunun yabanci proteini monovalent olarak sunmasi saglanabilmektedir
[48,51-53]. Diger bir deyisle, faj vektorleri polivalent gosterim dolayisiyla diisiik
afiniteli ¢ok fazla sayida yapmin elde edilmesini saglerken; fajmid vektorlerle
saglanan monovalent gosterim yiiksek afiniteli klonlarin segilimine olanak
saglamaktadir [43,51]. Buna ek olarak, fajmid vektorlerinin faj vektorlerine kiyasla
transformasyon verimlerinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir [54]. Fajmid
vektorlerin faj vektorlerinden farkli olarak sagladigi bir diger avantaj ise, in vivo
immiin sistem mekanizmasimin taklit edilmesini saglamasidir. Antikor geni fajmid
vektore klonlanirken, antikor geni ile viriis kilif proteini plIl arasina yerlestirilen bir
stop kodonu sayesinde antikorun faj yilizeyinde sunulmasi veya besiyeri ortamina
salinmasi, fajmidin silipresor veya non-supresor bakteri suslarina transformasyonuyla
saglanmaktadir. Bu sayede de in vivo da oldugu gibi, antikorun B hiicresi ylzeyinde
sunulmasi veya plazma hiicreleri tarafindan salgilanmasi durumu in vitro olarak
taklit edilmis olur [43]. Fajmid vektorlerde klonlamanin yapilacagi bolge olan goklu
klonlama bélgesi (MCS: Multiple cloning site), viriisiin kilif protein geninin oniinde
bulunmaktadir. Bu iki bolge arasinda saflagtirmada kullanilmak iizere bir isaret¢i
bolge ve bunun bitiminde kilif protein geninin hemen 6ncesinde bir TAG amber stop
kodonu bulunmaktadir. Eger fajmid vektor TG1 gibi supE slipresor bakteri
soylarinda biiyiitiiliirse, amber stop kodon durma sinyali olarak algilanmaz ve bunun
yerine glutamin amino asiti kodlanir. Bu sayede sentezin devam etmesiyle (poli)
peptid dizisi fajin kilif proteinine fiizyon olarak iiretilir ve faj ylizeyinde sunulur.
Yani bu sayede poli peptid yapisi, B yiizey antikorlarinda oldugu gibi reseptor gorevi
gorlir. Eger fajmid, HB2151 gibi sup~supresor olmayan bakteri soylarinda

blydtilirse, klonlanan dizi ile kilif proteini arasindaki amber stop kodonu dur sinyali
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olarak algilanir ve klonlanan dizi fajdan ayr sekilde ¢6ziiniir olarak iretilir. Bu
sayede de plazma hiicrelerinden antikor salgilanmasi durumu taklit edilmis olur. Bu
sekilde ¢oziiniir olarak iiretilen yapilarin bakteri kiiltiiriinden saflastirilmasi da fajmid
vektorde bulunan isaretleyiciler (histidin isaretleyiciler ~vb.) sayesinde
yapilabilmektedir [55].

plIl, pVIL, pVII proteinleri (poli) peptid kodlayan gen parcalarinin fiizyonu
icin uygun oldugu belirlenen proteinlerdir. Ancak, c¢ogunlukla plIll ve pVIII
proteinleri kullanilmaktadir. Kilif proteinlerinden kapsid protein pVIII, 2700 kopya
sayisina sahip olan bir major kilif proteinidir ve faj kromozomunun ¢evresinde bir
zarf olusturmaktadir. pllIl ise enfeksiyonda gorev alan bir minor kilif proteinidir ve 3-
5 adet kopya sayisina sahiptir [51]. pVIII proteini yiiksek kopya sayisina sahip
olmasi dolayisiyla biiyiik fragmanlarin sunulmasini saglayamamaktadir. Klonlanacak
olan yapiin biiylik olmasi: durumunda faj kilif yapis1 engellendigi i¢in; faj olusumu
meydana gelememektedir. Bu durum sonucunda virion olusumu saglanamazken;
kiiciik peptid dizilerinin sunulmasi igin kullanilabilmektedir. Buna ragmen g¢ogu
calisma, daha diisiik kopya sayis1 igermesi sebebiyle plll ile gerceklestirilmektedir
[52,53]. Farkli gosterim tipleri Sekil 4.2'de gosterilmektedir [48].

Type  Type
33 343

Type Type
88 84+8

Sekil 4.2: (poli) peptidlerin bakteriyofaj yilizeyinde sunulma cesitleri.

4.4. Faj Gosterim Teknolojisi ile Antikor Uretimi

Faj gosterim teknolojisiyle antikor Gretiminde oncelikle antikor
kiitiiphanelerinin olusturulmasi gerekmektedir. Antikor kutlphaneleri immun, naiv,
sentetik veya semi-sentetik olmak iizere dort farkli sekilde olabilmektedir. iImmiin

kiitiiphaneler belirli bir hedefe karsi olusturulurken; naiv, sentetik ve semi-sentetik
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kiitiiphaneler ¢cok amacl kiitiiphanelerdir ve farkli hedef yapilara karsi antikor
gelistirilmesinde kullanilabilirler [49,56]. Immiin ve naiv kiitiiphaneler dogal
kaynakli antikor dizilerinden olusurlar. Sentetik ve yar1 sentetik kiitiiphaneler ise
bilgisayar ortaminda dizayn edilmis dizileri igerirler. Sentetik kutlphaneler antikor
cesitliligi olusturmak amaciyla tamamen bilgisayar ortaminda olusturulan dizileri
icerirken; yar1 sentetik kiitiiphanelerde ise yapay ortamda olusturulan cesitlilik ile
dogal ¢esitliligi igeren diziler birlestirilmektedir [57,58].

Immiin kiitiiphanelerde antikor genlerinin kaynagi hedef antijen ile immiinize
edilmis fare vb. bir donorden elde edilen B lenfositler; naiv kituphanelerde ise
kaynak imminize edilmemis bir dondrden elde edilen B lenfositleridir. Immiin ve
naiv kiitiiphaneler arasindaki farkliliklara bakildiginda, immiin kiitiiphaneler spesifik
bir hedefe kars1 yiiksek afiniteli antikorlar1 icerirken; immiinizasyonun zahmetli ve
maliyetli olmasi, donor igin risk olusturabilmesi ve farkli hedeflere karsi antikor
tiretmek istenmesinde yeni bir kiitliphane olusturulmasi gerekmesi gibi sorunlara
sahiptir. Ayrica antikor kokeninin hayvansal bir organizma olmasi dolayisiyla
immiin reaksiyon riski vardir [49]. Naiv kiitiiphanelerin en biiyiik avantaji antikor
genlerinin kaynaginin insan B hiicreleri olmasi dolayisiyla immiinojenisite riskinin
cok dusiikk olmasidir. Bunun yaninda naiv kiitiiphaneler teorik olarak kaynakta
mevcut olan tiim antikorlar icerdigi i¢in ¢esitliligi yiiksektir ve bu kiitliphanelerle
birgok farkli antikorun gelistirilmesi miimkiindiir [46,51,56].

Immiin ve naiv kiitiiphanelerin olusturulmas: icin, dondrden elde edilen B
lenfositlerinden mRNA izole edilir. mRNA'nin kaliteli olmasi antikor repertuarinin
olusturulmasi i¢in Onemlidir. Daha sonra RT-PZR yontemiyle cDNA sentezi
gerceklestirilir. Bu sayede elde edilen ¢cDNA, farkli antijenleri taniyan, 10%-10%
farkl1 lenfosit klonundan gelen tiim antikor dizilerini igermektedir [49]. Daha sonra,
antikor genlerine (VH, VL) spesifik primerler ile ¢cDNA kalib1 {lizerinden PZR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmesiyle farkli dizilere sahip antikor repertuari elde edilir.
Olusturulacak antikor formati scFv gibi bir yapiysa VH ve VL genleri baglayici
dizilerle birlestirilir. Vektore klonlama igin gerekli restriksiyon enzim kesimleri
gerceklestirildikten sonra faj veya fajmid vektorlerine klonlanarak antikor
kiitiiphanesi olusturulur. Bu sekilde olusturulan antikor kiitiiphaneleri yaklasik olarak
10 farkl1 antikor varyant: icermektedir. Antikor kiitiiphanesi olusturulduktan sonra
konakg1 bakteriye transforme edilir ve faj liretimi saglandiktan sonra fajlar bakteri

kalturinden elde edilir [49,56,59-61]. Elde edilen faj popiilasyonu yaklasik olarak
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10 farkli yapiy1 igerir. Bu gesitlilik icerisinden bir hedefe kars1 secilim yapilmas:
islemi biyopanning dongiileri gerceklestirilir. Biyopanning i¢in hedef antijen bir
ylzeye immobilize edildikten sonra faj popiilasyonu ile inkiibe edilerek hedef yapiy1
tantyan spesifik fajlarin baglanmasi saglanir. Daha sonra spesifik olmayan fajlarin
uzaklastirllmasi i¢in yikama islemleri gerceklestirilir. Kalan spesifik fajlar elde
edilerek tekrar gogaltilir ve yliksek baglanma afiniteli fajlarin elde edilmesi igin
biyopanning donglerine 3-5 tur kadar devam edilir. Son biyopanning turunda elde
edilen klonlarin antijene baglanmas1i ELISA ile test edilerek, baglanma sinyali
yiiksek olan klonlarin DNA dizilimleri belirlenir. Bu sayede gerekirse antikor dizileri
tizerinde stabiliteyi ve baglanmayr arttirict  modifikasyonlar  yapilabilir.
Karakterizasyonu gergeklestirilen antikor yapilarinin ¢oziiniir tiretimleri mikrobiyal
ekspresyon  sistemlerinde  gergeklestirilebilir  [49,56,57,62]. Faj  gosterim
teknolojisiyle immdinize/naiv bir dondrden antikor gelistirilmesine ait agsamalar Sekil

4.3'te gosterilmektedir.
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Sekil 4.3: Faj gosterim teknolojisiyle antikor gelistirme siireci.

30



5. KANSERDE MONOKLONAL ANTIKORLAR

Geleneksel kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglari, kanser
hiicrelerinin yaninda saglikli hiicrelere de zarar vermekte ve hasta iizerinde birgok
yan etkiye sebep olabilmektedir. Buna karsin monoklonal antikorlar kanser
hiicrelerinde gozlenen farkliliklar1 hedef alarak; saglikli hiicreler yerine sadece
kanser hucrelerine etki etmektedirler. Monoklonal antikorlar, ¢ogunlukla kanser
hlcrelerinde asir1 anlatimi bulunan protein ve reseptor gibi yapilar1 hedef alarak
inaktive eder ve bu sayede kanser hicrelerinin blytmesini engelleyerek anti-kanser
etki gOstermis olurlar. Monoklonal antikorlar, hiicre disindaki molekiilleri hedef
alabilecegi gibi; hiicre i¢indeki molekiillere kars1 da olusturulabilmektedir [63,64].

Dinya genelinde en dnemli 6lum nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan
kanserle micadelede Epidermal Blylme Faktori Reseptorii gibi ¢esitli hedeflere
kars1 gelistirilmis antikorlar tanm1 ve tedavi amagli olarak yaygin sekilde

kullanilmaktadir [65].
5.1. Epidermal Buyume Faktori Reseptor

Epidermal Blylme Faktori Reseptort (Epidermal Growth Factor Receptor:
EGFR, HER1, ErbB1), ErbB tirozin kinaz reseptorleri ailesine ait bir transmembran
glikoproteinidir [66,67]. 170 kDa biiyiikliigiinde olan bu reseptér, EGF ailesine ait
peptid buyume faktorlerinin baglanmasiyla aktive olmaktadir [67,68]. En temel
spesifik ligandi Epidermal Biliyiime Faktorii (EGF: Epidermal Growth Factor)
olmakla birlikte, farkli ligandlarla da aktive olabilmektedir [69].

EGFR, ligandin baglanacagi ekstraselliler ektodomain bdlgesi, hidrofobik
Ozellikte bir transmembran bolgesi, tirozin kinaz aktivitesini gergeklestiren
intraseliiler kisitm ve bu kismin sonunda tirozin igeren karboksi terminal bolgesine
sahiptir [67-69]. Ekstraseliiler bolge hiicre disindan gelen sinyalin alindigi kisimdir
ve dort domainden olusmaktadir. Ekstraseliiler kisimda bulunan domain I ve domain
IIT bolgeleri 16sin aminoasiti bakimindan zengindir ve ligand baglanmasi i¢in dnem
arz etmektedirler; bunun yaninda domain II ve domain IV bdlgeleri ise sistein
aminoasiti agisindan zengin bdlgelerdir [67,68]. Ligandin ektodomaine baglanmasi

reseptorler arasinda etkilesime neden olur ve bunun sonucunda homo/hetero
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dimerizasyon gercekleserek reseptorler aktive olur. Dimerizasyon, hiicre i¢indeki
tirozin kinaz domaininde konformasyonel degisiklige sebep olur ve tirozin kinaz
aktivitesiyle C terminal bdlgesindeki tirozin birimlerinin fosforilasyonu (reseptér
oto-fosforilasyonu) gerceklesir. Fosforillenmis tirozin birimleri hicre ici sinyal
proteinleri i¢in baglanma bdolgesi olusturmaktadir ve bu sinyal molekillerinin aktive
edilmesiyle proliferasyon, canlilik, farklilasma, migrasyon, anjiyogenez, gen
ekspresyonu, apoptoz inhibisyonu, adezyon ve metastazda Onemli olan
RAS/RAF/MEK/MAPK/ERK, PLCy1/PKC, PI(3)kinaz/Akt, Src ve JAK/STAT
yolaklar1 ve bagka birgok transkripsiyon faktorleri, EGFR araciligiyla aktive edilmis
olur [67-70]. EGFR'nin bir diger aktivasyonu ise, ligand baglanmaksizin bagka
tirozin kinazlar tarafindan fosforillenmesiyle ger¢eklesmektedir. Bu durum
transaktivasyon olarak adlandirilmaktadir  [67]. EGFR'nin ligand bagimli

aktivasyonuna ait gosterim Sekil 5.1'de verilmektedir [69].

9
inaktif Ligand bagh Aktif
monomer monomer heterodimer

Sekil 5.1: EGFR'nin ligand ile aktivasyonu.

Yapilan ¢alismalar EGFR'nin bir¢ok kanser tliriinde mutasyona ugradigini veya
normalden fazla eksprese edildigini gostermistir. Bu sebeple, kanser tedavisi ve
tanis1 agisindan biiyilk 6neme sahiptir [70]. Bas-boyun, kolon, meme, pankreas,
mesane, over ve servikal kanserler basta olmak iizere bircok kanser tiriinde
EGFR'nin over ekspresyonunun, prognozu engelledigi bilinmekte ve bas boyun
kanserlerinin %90’mndan fazlasinda EGFR’nin overeksprese edildigi belirtilmektedir
[68].

Ik olarak in vitro ortamda biyutilen kanser hiicrelerinde EGFR'ye spesifik
antikorlarin kullanilmasi ile kanser hiicrelerinin proliferasyonun durdurulabildiginin

gosterilmesi, kanser tedavisi icin EGFR'ye spesifik antikorlarin gelistirilmesine
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baslangi¢ olusturmustur [71]. EGFR’nin overeksprese edildigi gesitli hastaliklarda
tedavi amaciyla gesitli yollarla EGFR hedeflenmeye ¢alisilmaktadir. Bu amagla
EGFR’yi  hedef alan monoklonal antikorlar, tirozin kinaz inhibitorleri,
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) inhibittrleri ve antisens gen terapileri gelistirilmesi
tizerine c¢alisilmaktadir. Cetuximab ve Panitumumab EGFR hedefli kanser
tedavilerinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanmis ve yaygin bir sekilde
kullanilan monoklonal antikorlardir [68,71]. Buna benzer sekilde Nimotuzumab
cesitli tilkelerce onaylanan EGFR hedefli monoklonal antikorlardan biridir [68].

Kanser hicrelerinin anti-EGFR terapilerine karsi direng gelistirmesi de
miimkiindiir. Bu durumda EGFR baskilansa bile, diger ErbB ailesi reseptorleri timdor
proliferasyonunu destekleyebilmektedir. Buna ek olarak tedavi edilecek bireyde
EGFR'nin mutasyonlu formlar1 da bulunabilir ve bu durum kullanilacak ilacin etki
etmemesine neden olabilmektedir [66,72].Bu konuda terapide kullanilacak ilacin
belirlenmesinde giincel genom dizileme yaklasimlari biiyiilk 6neme sahip olmakta ve
bu sayede tiimoriin hangi ilaglara direngli olacagi belirlenerek tedavi surecine
baslanabilmektedir [68]. Tedavi etkinliginin arttirilmasi amaciyla halen fonksiyonlari
iyilestirilmis farkli formatlarda anti-EGFR monoklonal antikorlar1 gelistirilmekte ve
tirozin kinaz gibi ilaglarla kombine edilerek c¢ift yonlu hedeflemeler ile tedavi
basarisi arttirilmaya ¢aligilmaktadir [66,72].

EGFR'min membrana bagimli formuna ek olarak, farkli mekanizmalarla
niikleus ve mitokondri gibi hiicre i¢i organellere tasinmasi ve farkli gérevlerde rol
almasi1 da miimkiindiir. Bu translokasyonun sebebi, ligand baglanmasi olabilecegi
gibi, radyasyon, EGFR hedefli terapiler veya baska uyaranlar da olabilmekte ve
translokasyonun tiimor terapilerindeki cevabi diizenledigi diislintilmektedir. Niikleer
EGFR'nin, tirozin kinaz aktivitesine ek olarak transkripsiyonel regiilator olarak islev
gordiigii bilinirken; mitokondriyel EGFR'nin otofaji ve apoptoz sureglerini
diizenledigi tahmin edilmektedir. Yapilan galismalar, EGFR'nin kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisinin yaninda, radyo terapi etkisiyle nikleer translokasyona
ugrayarak DNA hasarinda gorev aldigim1 gostermistir. Bahsedilen yollarla kanser
hiicrelerinin siirekliliginin saglanmasin1 ve kanser tedavilerine diren¢ gelistirmeyi
saglayan bu reseptor tlizerinde halen ¢aligmalar yapilmakta, bilinmeyen

mekanizmalar aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir [73].
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6. GEREC ve YONTEMLER

6.1. Gerecler

6.1.1. Kullanilan Kitler

Quick-RNA Whole Blood Kiti (Zymo Research, R1201), QIAQuick PCR
Purifikasyon Kiti (Qiagen, 28106), QIAQuick Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen, 28706),
ZymoPURE Miniprep Plazmid izolasyon Kiti (ZymoResearch, D4209), Genome
Lab Quick Start DTCS Kiti (Beckman Coulter)

6.1.2. Kullanilan Enzim, Antikor ve Antijenler

GoTaq DNA Polimeraz (Promega, M300F), Sfil (NEB, R0123S), Notl-HF
(NEB, R3189S), T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific, EL0011), MyTaqg DNA
Polimeraz (Bioline, BIO-21105), Rekombinant insan EGF Reseptérii (Peprotech,
100-15R), Rekombinant Hepatit B Yizey Antijeni (Adw) (Abcam, Ab91276), HRP-
anti M 13 monoklonal konjugati (GE Healthcare, 27-9421-01), BstNI (NEB, R0168S)

6.1.3. Kullanilan Kimyasallar

ABTS (Roche), Bakto Agar (BD), Agaroz (Sigma Aldrich), Bakto Tripton
(BD), Bovin Serum Albimin Fraksiyon V (Merck), EDTA (Merck), Glukoz D(+)
(Sigma Aldrich), Hidrojen peroksit (ORO), Kalsiyum Kklorlr (Sigma Aldrich),
Magnezyum silfat (Sigma Aldrich), Maya 06zuti (BD), Poli etilen glikol 6000
(Fluka), Potasyum klortr (Sigma Aldrich), Sitrik asit (Sigma Aldrich), Sodyum
asetat (Sigma Aldrich), Sodyum bikarbonat (Sigma Aldrich), Sodyum klorur (Sigma
Aldrich), Tris Baz (Sigma Aldrich), Tween-20 (Sigma Aldrich)
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6.1.4. Kullanilan Cozeltiler

e 10X PBS Cozeltisi
80 g NaCl, 2 g KCI, 14.4 g Na;HPO4, 2.4 g KH2PO4 800 mL distile su
igerisinde ¢oziiliir. pH 7.4'e ayarlandiktan sonra hacim distile su ile 1 litreye

tamamlanir. 121°C'de 30 dk otoklavlanarak steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

e 1X TPBS Cozeltisi
1X PBS c¢ozeltisi igerisine %0.1 olacak sekilde Tween-20 eklenerek hazirlanir.

e Bloklama Tamponu
1X PBS c¢ozeltisine %1 olacak sekilde Bovin Serum Albiimini (BSA)

eklenerek hazirlanir.

e %20 Glukoz Cozeltisi
20 g glukoz distile su ile 100 mL'ye tamamlanir. 0.22 um'lik filtreden

gecirildikten sonra 4°C'de saklanir.

e 100 mg/mL Ampisilin Stogu
1 g ampisilin 10 mL otoklavlanmis distile su igerisinde ¢oziiliir, 0.22 pm'lik

filtreden gegirildikten sonra 1 mL'lik alikotlara bélinerek -20°C'de saklanir.

® 50 mg/mL Kanamisin Stogu
0.5 g kanamisin 10 mL otoklavlanmis distile su igerisinde ¢oziiliir, 0.22 um'lik
filtreden gegirildikten sonra 1 mL'lik alikotlara bélinerek -20°C'de saklanir.

e 50 mM CaCl; Cozeltisi

0.55 g CaCl, distile su ile 100 mL'ye tamamlanir. 0.22 pm'lik filtreden

gecirildikten sonra 4°C'de saklanir.
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e 50 mM Sitrik Asit Cozeltisi
0.96 g sitrik asit 80 mL distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH degeri 4'e

ayarlanir. Hacim 100 mL'ye tamamlanir. Cozelti filtre kagidindan gegirildikten sonra

4°C'de saklanir.
e ABTS Substrat1
1 mg ABTS tartilir, 4,5 mL 50 mM sitrik asit tamponunda ¢6zullip, 100 pL

%3’lik H20, eklenerek hazirlanir. Isiktan muhafaza edilerek taze olarak

hazirlanmalidir.

6.1.5. Kullanilan Primer Dizileri Ve Vektor

6.1.5.1. Primer Dizileri

Tablo 6.1: Insan VH antikor genlerine spesifik ileri primerlerin listesi.

Primer ad1 | Primer Dizisi 5°-3’

301 5’- CAGATCACCTTGAAGGAGTCT-3’
309 5’- CAGGTCACCTTGAAGGAGTCT-3’
310 5’- CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCT-3’
311 5’- GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCT-3’
312 5’- GAGGTGCAGCTGGTGGAGACC-3’
313 5’- CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCC-3’
318 5’- CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCG-3’
319 5’- CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCG-3’
320 5’- GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCT-3’
322 5’- GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCT-3’
323 5’- CAGGTACAGCTGCAGCAGTCA-3’
324 5’- CAGATCACCTTGAAGGAGTCT-3’

Tablo 6.2: Insan VH antikor genlerine spesifik geri primerlerin listesi.

Primer ad1 Primer Dizisi 5°-3°

900 5’-TGAGGAGACGGTGACCAGGGT-3’
901 5’-TGAAGAGACGGTGACCATTGT-3”
902 5’-TGAGGAGACGGTGACCAGGGT-3’
903 5’-TGAGGAGACGGTGACCGTGGT-3’
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Tablo 6.3: Restriksiyon enzimi bolgesi eklenmis VH ileri primerlerin listesi.

Primer ad1 Primer Dizisi 5°-3’

5301 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGATGCAGCTGGTGCAATCTGG-3’

5309 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGATCACCTTGAAGGAGTCTGG-3’

5310 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGG-3’

5311 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG-3’

5312 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG-3’

5313 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
GAGGTGCAGCTGGTGGAGACCGG-3’

5318 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCCGG-3’

5319 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG-3’

5320 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGG-3’

5322 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG-3’

5323 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG-3’

5324 5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC
CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGG-3’

Tablo 6.4: Restriksiyon enzimi bolgesi eklenmis VH geri primerlerin listesi.

Primer ad1 Primer Dizisi 5°-3°

6900 5’GAGTCATTCTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCAGG
GTGCC-3’

6901 5’GAGTCATTCTGCGGCCGCTGAAGAGACGGTGACCATT
GTCCC-3’

6902 5’GAGTCATTCTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCAGG
GTTCC-3

6903 5’GAGTCATTCTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCGTG
GTCCC-3’




Tablo 6.5: Vektore spesifik ileri (459) ve geri (458) primerlerin listesi.

Primer adi1 | Primer Dizisi 5°-3°
459 5" TATGACCATGATTACGCCAAGC 3
458 5'TTTTGTCGTCTTTCCAGACGTT 3

6.1.5.2. Kullanilan Vektor

Bu ¢alismada pDUCK1 fajmid vektorii kullanilmistir. Bu vektor filamentoz faj
plll geni, ampsilin diren¢c geni, pelB lider dizisi ve 5X-histidin isaret dizisi

icermektedir.
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6.1.6. Kullanilan Bakteri-Bakteriyofaj Suslari

e E. coli TG1 Susu
[F' traD36 proABlaclqZ AM15] supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5(rK
-mK -)

e M13K07 Yardimc1 Faji
Viriisiin tiim yapisal proteinlerini igeren M13 tiirevli bir bakteriyofajdir. Tek

basina paketlenme 0zelligine sahip degildir. Kanamisin direng geni igerir.

6.1.7. Kullanilan Bakteri-Bakteriyofaj Kultiir Malzemeleri

e | B Besiyeri Ortami
10 g bakteriyel tripton (Bacto-Tryptone), 5 g maya 6ziitl (yeast extract), 10 g
NaCl distile su ile 1 litreye tamamlanir. Otoklavda 121°C'de 30 dk sterilize edildikten

sonra oda sicakliginda saklanir.

e 2xTY Besiyeri Ortami
16 g bakteriyel tripton (Bacto-Tryptone), 10 g maya 0zitl (yeast extract), 5 g
NaCl distile su ile 1 litreye tamamlanir. Otoklavda 121°C'de 30 dk sterilize edildikten

sonra oda sicakliginda saklanir.

e LB Agar Besiyeri
3.75 g Bakto Agar uzerine 250 mL LB besiyeri eklenir. Otoklavda 121°C'de 30

dk sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklanir.

e 2xM9 Besiyeri Ortami
12 g Na2HPO4.2H20, 6 g KH2PO4, 1 g NaCl, 2 g NH4Cl distile su ile 1 litreye
tamamlanir. Otoklavda 121°C'de 30 dk sterilize edildikten sonra oda sicakliginda

saklanir.
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e Kat1 Minimal Besiyeri Ortam1

500 mL 2x M9 ortami, 500 mL %3 agar, 2 mL 1M MgSOs, 0.1 mL 1M KCI
ayr1 halde hazirlanir ve otoklavlanarak sterilize edilir. Sogutulduktan sonra (40°C)
biraraya getirilir, icerisine 20 mL %20 glukoz ve 1 mL 10 mg/mL thiamine

cozeltileri eklenir. Karigtirildiktan sonra steril petri kaplarina dokiiliir.

6.1.8. DNA Belirtecleri, Yiikleme Tamponlar1 ve Goriintilleme
Substratlari

Mass Ruler Low Range DNA Ladder (SM0383, Thermo Scientific), Mass
Ruler High Range DNA Ladder (SM0393, Thermo Scientific), 6X DNA Loading
Dye (R0611, Thermo Scientific), Red Safe Nikleik Asit Boyama Sollisyonu 20X
(21141, Intron Biotechnology)

6.1.9. Kullanilan Cihazlar

Agaroz Jel Elektroforez Diizenegi (BIO-RAD), Avanti J-26 XPI Sogutmali
Ultra Santriftj (Beckman Coulter), BSL2 Biyoguvenlik kabini (ESCO), BSL2
Biyogiivenlik Kabini (Faster), Buzdolabi (Bosch), Buz Makinesi (Scotsman),
CEQ8800 Otomatik Dizi Analiz Sistemi (Beckman Coulter), Calkalayicili inkiibator
(4230, Innova), Derin Dondurucu -20°C (Bosch), Derin dondurucu -80°C(Thermo
Scientific), Jel Goriintileme Sistemi (C600, Azure Biosystem), Isitmali blok
(Techne), Manyetik Karistirict (Stuart), Mikro Plaka Okuyucu (SynergyHT,
BioTek), NanoDrop1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific), pH metre (Hanna
Instruments), Sogutmali Su Banyosu (RE 104, Lauda), Sogutmali mikrosantrifiij
(5415R  Eppendorf), Termal Dongli Cihaz1 (T3000, Biometra), UV/Vis
Spektrofotometre (DU-730, Beckman Coulter), Vakum Pompasi (Vacuubrand),
Vakumlu santrifiij (Christ), Vorteks (Scientific Industries)
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6.2. YOntemler

6.2.1. Kandan Total RNA izolasyonu

Insan periferal kan &rnegi EDTA’l tiipe alindiktan hemen sonra total RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla Zymo Research Quick-RNA Whole Blood
Kiti kullanilmistir. izolasyon kit protokoliine gére gergeklestirilmistir. Elde edilen

RNA’nin konsantrasyonu belirlendikten sonra RNA’lar -80°C’ye kaldirilmustir.
6.2.2. cDNA Sentezi

Kandan elde edilen total RNA’dan geri transkripsiyon ile ¢cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Bu amacla SuperScriptIIl First Strand Sentez Sistemi (Thermo
Scientific)  kullanilmistir. c¢DNA  sentezi asagida  belirtilen  kosullarda
gerceklestirilmistir.

Tablo 6.6: RNA-primer-dNTP miksi.

Bilesen pL
DEPC-treated water 0
RNA 8

50 ng/pL random hexamers 1
10 mM dNTPs mix 1

[lk o6nce Tablo 6.6'da belirtildigi sekilde RNA-primer-dNTP  miksi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 65°C'de 5 dk inkiibe edilip siire bitiminde 1 dk
buzda bekletildikten sonra, Tablo 6.7'deki gibi hazirlanan cDNA sentez miksi ile
birlestirilip, 25°C'de 10 dk ve 50°C'de 50 dk inkiibasyon yapilmistir.
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Tablo 6.7: cDNA sentez miksi.

Bilesen puL
10X RT buffer 2
25 mM MgCI2 4
0,1 mMdTT 2
RNase out 1
Superscript RT enzyme 1

Enzim inaktivasyonu i¢in 85°C'de 5 dk inkiibasyon yapildiktan sonra 1 pL
RNase H eklenip 37°C'de 20 dk RNA degredasyonu saglandiktan sonra DNA
konsantrasyonu belirlenip cDNA'lar -20°C'ye kaldirilmistir.

6.2.3. insan Agir Zincir (VH) Antikor Genlerinin Olusturulmasi

Insan agir zincir degisken bélge antikor kiitiiphanesinin olusturulmasi amactyla
saglikli bir bireyden izole edilen cDNA kalip olarak kullanilmistir. Nano-antikor
yapilarinin  olusturulmast amaciyla TUBITAK MAM DAKINAT-2 projesi
kapsaminda tasarlanmis olan insan VH degisken agir zincir antikor genlerine spesifik
primerler kullanilmistir. Bu amagla 12 farkli ileri primer ve 4 farkli geri primer
kullanilarak tiim ileri primerlerin tiim geri primerler ile kombinasyonlar1 sonucu
yiiksek c¢esitlilige sahip olan antikor kiitliphanesi olusturulmustur. Bu amagla
kullanilan ileri ve geri primer listeleri Tablo 6.1 ve Tablo 6.2'de gosterilmektedir.

PZR'de reaksiyon basina 100 ng cDNA kullanilmis, PZR reaksiyonlar1t GoTaq
polimeraz enzimi (Promega) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ilk once 4 farkli geri
primer i¢in gereken hacimde ayr1 ayr1 reaksiyon miksleri hazirlanmistir. Miks igerigi
Tablo 6.8'de belirtilmektedir. Daha sonra hazirlanan miksler tiiplere paylastirilip, her
sette tiim ileri primerler olacak sekilde 0.5 pL ileri primer (10 pmol/uL) eklenip kisa
bir spin sonrasinda tiipler hemen termal dongii cihazina yerlestirilmistir. Her bir
primer setinin Tm erime sicakliklar1 farkli olmas1 dolayisiyla her set i¢in belirlenen
birlesme sicaklig1 se¢ilmistir. Set 900 i¢in 55°C, Set 901 i¢in 57°C, Set 902 i¢in 57°C
ve Set 903 icin 58°C birlesme sicakliklart uygulanmistir. PZR kosullar1 Tablo 6.9'da
belirtilmistir.
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PZR sonrasinda Ornekler antikor genlerinin varligini tespit etmek amaciyla
%1.2' lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Agaroz jel i¢in 1.2 gram agaroz tartilip 100
mL 0.5X TAE c¢ozeltisi eklendikten sonra mikrodalga firinda ¢oziiliip sogutulmus,
DNA bantlarinin goriiniir hale gelmesi i¢in 4 uLL RedSafe (Intron Biotech.) eklenerek
hazirlanmistir. Jel polimerize olduktan sonra her bir PZR orneginden 5 uL alinip,
final konsantrasyonu 1X olacak sekilde 6X DNA Loading Dye ile karistirilarak jele
yuklenmistir. Marker olarak Thermo Scientific Mass Ruler Low Range DNA Ladder
kullanilmistir. Ornekler 80V'ta 1 saat boyunca yiiriitiildiikten sonra Azure c600

cihazinda goriintiileme yapilmistir.

Tablo 6.8: PZR reaksiyon miksi (1 tdp icin).

Bilesen ML
ddH20 17.375
5X buffer 5
Kalip cDNA (100 ng) 1
Geri Primer (10 pmol/uL) 0.5
dNTP karisimi (10 mM) 0.5
GoTaq polimeraz (5U/uL) 0.125

Tablo 6.9: PZR dongusd.

Asama Sicaklik (°C) Sure (dk)
Baslangic 94 2
denattirasyonu
Denatiirasyon 94 1
. - - 30
Birlesme *kullanilan primer setlerine 2
" dongl
gore
Uzama 72 2
Son uzama 72 10
4 00

Olusturulan antikor gen fragmanlari, spesifik olmayan PZR f{iriinlerinin

uzaklastirilmas1 amaciyla jelden izole edilmistir. Bu amacla Qiagen Quick Gel
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Extraction kit kullanilmis, kit protokoliinde belirtildigi sekilde izolasyon yapilmustir.
Izolasyon sonrasinda PZR iiriinlerinin konsantrasyonlar1 belirlenen &rnekler -20°C'de

saklanmustir.

6.2.4. Antikor genlerine RE kesim bdlgelerinin eklenmesi

Antikor genlerinin fajmid vektore klonlanabilmesi icin vektorin coklu
klonlama bdlgesinde varolan spesifik restriksiyon enzim bdlgelerinin, olusturulan
antikor genlerinin 5' ve 3' uclarina eklenmesi gerekmektedir. Bu amagla her bir
antikor geni kalip olarak kullanilarak, ilk PZR dongiilerinde kullanilan her bir ileri
primerin Sfil restriksiyon enzim dizisi; her bir geri primerin ise Notl restriksiyon
enzim dizisi eklenmis olan versiyonlartyla tekrar PZR dongiileri gergeklestirilmistir.
Bu ileri ve geri primerlerin listesi Tablo 6.3 ve Tablo 6.4'te gosterilmektedir.
Reaksiyon hacimleri Tablo 6.10'da belirtildigi sekilde hazirlanmistir. PZR dongiileri,
birlesme sicakliklar1 64°C olacak sekilde Tablo 6.9'da belirtildigi sekilde
gerceklestirilmisgtir. PZR triinleri %1.2'lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra

-20°C'de muhafaza edilmistir.

Tablo 6.10: RE bolgesi eklemek i¢in PZR miksi (1 tiip bagina).

Bilesen pL
ddH20 21.75
5X buffer 10
Kalip cDNA (100 ng) 1
Geri Primer (10 pmol/pL) 1
dNTP karigimi (10 mM) 1
GoTaq polimeraz (5U/uL) 0.25

6.2.5. PZR Orneklerinin Birlestirilmesi ve Piirifikasyonu

Antikor genlerinin amplifikasyonu teyit edildikten sonra 4 farkli geri primer
setine ait PZR {irlinleri ayr1 setler halinde birlestirilip etanol ¢oktiirmeye alinmigtir.
Bu amacla bir tlipte toplanan PZR 6rnekleri tizerine 2 hacim %2100 etanol eklenerek
3 saat -80°C’de bekletilmistir. Siire sonunda 13000 rpm’de 50 dk 4°C’de santrifiij
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yapilip, siipernatant nazikc¢e uzaklastirilir. Tiiplere 1 mL %70 etanol eklenir ve
hemen 13000 rpm 4°C kosullarinda 20 dk santrifiij yapilir. Stipernatantin tamami
nazikce uzaklastirilir, pellet vakumlu santrifijjde 15 dk kurutmaya alinir. Alkol
tamamen uzaklastirildiktan sonra pellet 50 pL steril su ile ¢oziiliir. 15 dk ¢oziilmesi
icin beklenir. Ornekler %1.2°lik agaroz jelde yiiriitiiliir ve Qiagen QIAQuick Gel
Extraction Kit ile kit protokolline uygun olarak jelden izole edilir. Elde edilen antikor
genleri Nanodrop cihazinda nanogram ve safliklar1 Olgilildiikten sonra -20°C'de

muhafaza edilmistir.

6.2.6. Restriksiyon enzim kesimi

Olusturulan antikor genleri ve pDuck fajmid vektort Sfil ve Notl restriksiyon
enzimleri ile kesime alinmistir. Kesim reaksiyonlarinda antikor geni Orneklerinin
tamam1 kullanilmistir. ik 6nce 30 pL hacimde Sfil kesimi yapilmis, sonra kesim
orneklerinin tamami kullanilarak, 50 pL hacimde Notl kesimi yapilmistir. Iki enzim
kesimi de 2 saat boyunca gergeklestirilmistir. Siire sonunda Orneklerin 2 plL’si
%1.2'lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Sfil ve Notl kesim reaksiyonlari
Tablo 6.11 ve Tablo 6.12'de belirtilmistir. Antikor genleri ve pDuck kesim

orneklerinin tamami jele yiiklenerek istenen bantlarin izolasyonu gergeklestirilmistir.

Tablo 6.11: Sfil kesim reaksiyonu.

Bilesen uL
ddH;0 Hacim 30 pL'ye tamamlanacak sekilde
10X CutSmart Buffer 3
DNA X
Sfil (20 U/uL) 1uL/1pg DNA igin

Tablo 6.12: Notl kesim reaksiyonu.

Bilesen pL
ddH-0 Hacim 50 pL'ye tamamlanacak sekilde
10X CutSmart Buffer 2
Sfil kesim reaksiyonu 30
Notl (20 U/uL) 1pL/1pg DNA igin
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6.2.7. Ligasyon

Bant izolasyonu sonrasinda Ornekler hemen ligasyona tabi tutulmustur.
Ligasyon kosullar1 web sitesi araciligiyla belirlenmistir [74]. Vektor:DNA molar
orant 1:6 olarak belirlenmis, reaksiyon 30 pL hacimde gerceklestirilmistir.
Reaksiyonda 1U ligaz enzimi kullamilmistir. Ligaz enzimi olarak Thermo T4 DNA
ligaz kullanilmistir. Ligasyon kosullar1 Tablo 6.13'de belirtilmektedir. Ligasyon

sonrasi uiriiniin tamami transformasyonda kullanilmistir.

Tablo 6.13: Ligasyon kosullart.

°C Sure (dk)
22 60

65 10

4 0

6.2.8. Bakteri Kiiltiirii ve Biiyiitiilme Kosullar:

Rekombinant faj {iretimi i¢in E. coli TG1 bakterileri kullanilmistir. Bu amagla -
80°C’de muhafaza edile TG1 bakteri stogundan 5 pL alimarak 5 mL LB besiyeri
icerisinde gece boyu 37°C 220 rpm kosullarinda biiyiitiilmiistiir. Kullanilan bakteri

susu yabanil tip oldugu i¢in herhangi bir antibiyotik ilavesi yapilmamaigtir.
6.2.9. Bakteri stoklarimin hazirlanmasi
Buyutllen bakteri kiltirinden -80°C stoklarinin olusturulmasi amaciyla 300

pL steril %60 gliserol ile 300 pL bakteri bir araya getirilmis, tiipler birka¢ kez

karigtirildiktan sonra kapaklari parafilmlenerek hizlica -80°C’ye kaldirilmstir.

6.2.10. Kompetan hiicre hazirlanmasi

Transformasyonda kullanilacak kompetan hiicrelerin hazirlanmasi amaciyla

gece boyu biyiitiillen kiiltiirden 400 pL almip 40 mL LB besiyerine ekim yapilmus,
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bakteriler 37°C 220 rpm kosullarinda OD600 degeri 0.5-0.8 olana kadar
biiylitiilmiistiir. Biyiitiilen kiiltiir 3000 rpm 4°C kosullarinda 10 dk boyunca santrifiij
edildikten sonra elde edilen pellet 20 mL 50 mM CacCl: ile ¢6zilip 30 dk boyunca
buz igerisinde inkiibe edilmistir. Siire sonunda ayni kosullarda tekrar santrifiij
yapilmistir. Pellet 4 mL 50 mM CaCl> ile ¢6zildiikten sonra final konsanstrasyonu
%15 olacak sekilde steril %100 gliserol ile karistirilip, tiip basina 300 pL olacak
sekilde ependorflara dagitilip kapaklar1 paratilmlenerek -80°C’ye kaldirilmistir.

6.2.11. Transformasyon

Ligasyon {iriniiniin tamami final hacim 50 pL olacak sekilde 50 mM Tris-HCI
pH:7.2 soliisyonu ile birlestirilip cam tiiplere alindiktan sonra iizerine 300 pL
kompetan TG1 bakterileri eklenip 1 saat buzda inkiibasyon yapilmistir. 42°C’de 3 dk
inkiibasyon gerceklestirilip 10 dk beklenip tiip oda sicakligina geldikten sonra 1 mL
LB besiyeri eklenerek 37°C’de 220 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Transformasyonun kontrolii amaciyla 100 pL 6rnek alinarak 100 pg/mL ampisilin
iceren LB agar plate’e ekim yapildiktan sonra kalan sivi kiiltiir 100 pg/mL ampisilin
iceren LB igerisinde gece boyu biiylitlilmiistiir. Transforme siv1 kiiltiirlerin -80°C
gliserol stoklar1 yapildiktan sonra her bir setten 100 pL alinip biraraya getirilerek bu
bakteriler 5 mL LB besiyeri igerisinde 100 pg/mL ampisilin varliginda gece boyu
37°C’de 220 rpm’de calkalanarak biiyiitiilmiistiir. Buradan elde edilen naiv insan VH
antikor kutlphanesinin -80°C gliserol stoklar1 da yapildiktan sonra bu bakteri kiiltiirii

coktiiriilerek faj eldesi gergeklestirilmistir.

6.2.12. Koloni PZR

Transformasyon sonrasi olusan kolonilerin antikor genini igerip icermedigini
kontrol etmek amaciyla platelerden rastlantisal olarak secilen koloniler steril kiirdan
yardimiyla alimip 15 pL steril su igeren tiiplere inokiile edilmistir. Ek olarak sivi
kalturin kontrolii amaciyla, 15 L sivi kiiltiir 6rnegi 3000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilip silipernatant1 uzaklastirildiktan sonra 15 pL steril su ile ¢oziilmiistiir. Tiipler
95°C’ye 1sitilmis termal blokta 3 dk bekletildikten sonra tiipler 13000 rpm’de 1 dk
santrifiijlenmis ve siipernatantlar PZR’de kalip DNA olarak kullanilmistir. Koloni
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PZR'de, vektoriin ¢oklu klonlama bdlgesinin ug¢ kisimlaria spesifik olan 459 ve 458
primerleri kullanilmistir. Primer dizileri Tablo 6.5'te gdsterilmistir. Koloni PZR’de
MyTaq polimeraz enzimi kullanilmistir. Reaksiyon hacimleri ve PZR dongi

kosullar1 asagida belirtilmistir.

Tablo 6.14: Koloni PZR reaksiyon miksi.

Bilesen pL

ddH.0O 33

5X Reaction buffer 10

Ileri primer (459°) 2
Geri primer (458”) 2
Kalip DNA 2
Enzim (1 U/uL) 1

Tablo 6.15: Koloni PZR dongdileri.

Asama Sicaklik (°C) Sare (dk)
Denattirasyon 94 1
Birlesme 55 2 30
Uzama 72 2 dongu
Son uzama 72 10
4 o0

6.2.13. Enfektif Faj Eldesi

Transformasyon sonrasi bakteri kiiltiirinden 200 pL alimir ve 100 pg/mL
ampisilin igeren 40 mL 2xTY besiyerine ekim yapilir. Bakteriler 37°C’de 220 rpm’de
calkalanarak OD600 degeri 0.5-0.8 oluncaya kadar buyatilir. OD600 beklenen
degere ulastiginda bu kiiltiirden 10 mL alinir ve %2 glukoz ve 100 pg/mL ampisilin
iceren 40 mL 2xTY igerisine eklenir. Enfektif faj olusumunu saglamak amaciyla
kiltiire 10° pfu yardimei faj M13K07 eklenir. Kiiltiir 6nce ¢alkalanmadan 37°C’de 45
dk, daha sonra calkalanarak 45 dk inkiibe edilir. Stre sonunda bakteriler santrifij

48



tiiplerine toplanir, 4000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilir. Siipernatant atildiktan sonra
pellet 100 pg/mL ampisilin ve 50 pg/mL kanamisin igeren 30 mL 2xTY besiyeri ile
¢ozUlup gece boyu 37°C’de galkalanarak biiyiitiillmeye devam edilir. Olusan fajlarin
coktirilmesi icin kaltir 8000 rpm 4°C’de 10 dk santrifiijlenir. Stipernatant temiz bir
santrifiij tiipiine toplanir, iizerine % hacimde PEG-6000/2.5 M NaCl eklenir. Iyice
karigtirildiktan sonra 2 saat buz igerisinde inkiibasyona birakilir. Bu siire iginde
belirli araliklarla tiip karistirilir. Inkiibasyon bitiminde 8000 rpm 4°C’de 40 dk
santrifiij yapilir. Siipernatant atilir, pellet 20 mL steril su ile ¢oziiliir. 12000 rpm’de
10 dk tekrar santrifiij yapilir. Siipernatant yeni bir santrifiij tiipiine aktarilir ve %
hacimde PEG-6000/2.5 M NaCl eklendikten sonra 45 dk buz icerisinde inkube edilir.
Siire sonunda 12000 rpm’de 30 dk soguk santrifiij yapilir. Siipernatant atilip, pellet
steril 1X PBS ile ¢oziiliir, ependorfa alinarak masaiistii santrifiijjde 13000 rpm’de 2
dk santrifiij edilerek kalintilar uzaklastirildiktan sonra sivi faz temiz bir tiipe alinarak

4°C’de muhafaza edilir.

6.2.14. Faj Titrasyonu

Faj veriminin belirlenmesi amaciyla, elde edilen faj stogundan 102, 10, 10°®,
108 ve 101 olacak sekilde diliisyonlar hazirlanir ve hazirlanan her bir diliisyondan
10 pL alinarak, minimal plate’te biiyiitiilmiis OD600 degeri 0.5 olan 100 pL TG1
bakterisi ile karistirilir. Tiipler 30 dakika 37°C’de inkiibe edilir ve siire sonunda her
bir dilisyon 100 pg/mL ampisilin iceren LB agar plate’e yayma yontemi ile ekilir.
Plateler 37°C’de gece boyu biiyiitiilmeye birakilir. Ertesi giin olusan koloniler
sayilarak faj titrasyonu asagidaki formiile gore belirlenir. Yardimci faj ile

amplifikasyon sonras1 10*°-10'? pfu/mL faj olusumu beklenmektedir.

Faj miktart (pfu/mL)= Koloni sayist x 10° x seyreltme orani
(6.1)

6.2.15. Biyopanning

Konsantrasyonu belirlenen faj stogundan EGFR’ye spesifik olan nano-antikor
yapilarinin segilimi amaciyla biyopanning dongiileri gerceklestirilir. Bu amagla Nunc

Maxisorp imminoplateler 1 pg EGFR iceren 0.1 M NaHCO3 ile hacim 100 pL
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olacak sekilde kaplanir, tiip gece boyu 4°C’de inkiibe edilir. Ertesi giin kaplama
tamponu dokulerek, 3 kere 200 pL PBS ile yikama yapilir. Sonrasinda, tiiplere %1
BSA iceren 1X PBS bloklama tamponundan 200 pL eklenerek 2 saat 37°C’de
bloklama islemi uygulanir. Siire sonunda tiipler 3 kere 200 pL ile yikanir ve
bloklama tamponu ile seyreltilen fajlar 1x10° pfu olacak sekilde tiipe eklenir. 30 dk
boyunca oda sicakliginda calkalanarak, 90 dk c¢alkalamadan inkiibasyon
gerceklestirilir. Tipler 60 kere 200 uL. %0,1 Tween-20 igeren TPBS ile, 60 kere 200
uL PBS ile yikanir ve en son 200 puLL PBS ile doldurulup bakteri enfeksiyonuna
kadar bekletilir. PBS uzaklastirildiktan sonra minimal plate’teki tek bir koloniden
alman ve biiyiitiilen OD600 degeri 0.5-0.8 olan TG1 bakterilerinden 100 pL alinir,
PBS dokdildikten sonra kuyuya eklenir ve 37°C’de 30 dk inkiibasyon gergeklestirilir.
Sure sonunda, biyopanningden elde edilen faj ¢iktisinin belirlenmesi amaciyla
kuyudan 1 pL ve 10 pL 6rnekler alinir, 100 pL besiyeri ile karistirilarak ampisilin
iceren LB agar platelere yayim yapilir, plateler 37°C’de gece boyu biiyiitiliir.
Kuyuda kalan enfekte olmus bakteriler ise 100 pg/mL ampisilin iceren 50 mL 2xTY
besiyerine alinarak gece boyu 37°C’de 220 rpm’de ¢alkalanarak biiyiitiiliir. Ertesi
giin bu sivi kiiltirden biyopanning sonrasi bakteri stoklari olusturulur, kalan
kisimdan yardimci faj ile amplifikasyon yontemi ile onceden belirtildigi sekilde
tekrar faj eldesi yapilir. Elde edilen faj ¢iktilarma gore panning dongiilerine ayni

sekilde 3-5 kere devam edilir.

6.2.16. Faj-ELISA

Panning dongiiler1 sonras1 platelerdeki kolonilerin, EGFR’ye baglanma
afinitelerini belirleyebilmek amaciyla faj-ELISA gerceklestirilmistir. Bu amacla,
incelenecek koloniler ampisilin iceren 5 mL LB besiyerinde gece boyu
biiyiitiildiikten sonra baslangic hacminin 1/100'1 oraninda alinip 100 pg/mL ampisilin
ve %2 glukoz igeren 5 mL 2xTY besiyerine inokiile edilmistir. 30°C'de 220 rpm'de
bliyiitiilen bakteriler, OD600 degeri 0.5'e ulasinca 3000 rpm'de 10 dk santrifiij
edilmigtir. Pelletler tekrar ampisilin ve glukoz igeren taze 2xTY besiyerinde
cozuldikten sonra 2x10° pfu M13K07 yardimei faji eklenerek 37°C'de 220 rpm'de 1
saat biyiitilmeye devam edilmistir. Siire sonunda ayni kosullarda santrifiij

yapildiktan sonra pellet 100 pg/mL ampisilin ve 50 pg/mL kanamisin igeren 2xTY
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besiyerinde ¢oziildiikten sonra 30°C'de 250 rpm'de ¢alkalanarak gece boyu
biyiitiilmiistir. Ertesi glin kiiltiir 8000 rpm'de 10 dk santrifiij edildikten sonra
stpernatant faj-ELISA'da kullanilmustir.

ELISA’da kullanilacak Nunc Maxisorp plate kuyular1 100 pL hacimde 100
ng/kuyu EGFR (Peprotech) iceren 0.1 M NaHCO3 kaplama tamponu ile kaplanarak,
gece boyu 4°C’de bekletilmistir. Rekombinant fajlarin, bloklamada kullanilacak olan
BSA proteinine baglanip baglanmadigini kontrol etmek amaciyla esit miktarda kuyu
%1 BSA igeren kaplama tamponuyla kaplanmistir. Ertesi giin kaplama tamponu
dokiildiikten sonra kuyular 1 kere 200 uL. PBS ile yikanip, 200 pL %1 BSA iceren
bloklama tamponu eklenerek oda sicakliginda 2 saat bloklama yapilmistir. Siire
sonunda kuyular 3 kere %0,1 Tween-20 iceren PBS ile, 3 kere de PBS ile yikama
yapildiktan sonra faj slispansiyonlari; 80 pL faj ve 20 pL bloklama tamponu olacak
sekilde kuyulara eklenerek 2 saat oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Kuyular 5
kere TPBS ile 5 kere PBS ile yikandiktan sonra her bir kuyuya bloklama tamponu
icerisinde 1:5000 oranda seyreltilmis anti-M13 HRP konjugatindan (GE Healthcare,
27-9421-01) 100 pL eklenerek, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon yapilmstir.
Inkiibasyon sonrasinda 3 kere TPBS, 3 kere PBS yikamasi yapilarak, renk
reaksiyonunun olusmasi i¢in her kuyuya 100 uL. ABTS eklenmis ve plate 1 saat
1siktan korunarak bekletildikten sonra ELISA plate okuyucusunda (Biotek) 405
nm’de absorbans Ol¢iimii yapilmistir. ELISA’da negatif kontrol olarak fajlarin
biyiitiildigl besiyeri kullanilmigtir. Tiim 6rnekler 3 tekrarli olarak kontrol edilmistir.
Absorbans degerleri Excel programinda analiz edilmis ve Orneklerin absorbanslari

negatif kontrolden ¢ikarilarak normalize edilmistir.
6.2.17. Plazmid izolasyonu

ELISA sonucu en yiiksek absorbans degerine sahip olan klonlar biiyiitiilmeye
alinip, plazmid izolasyonlar1 yapilmistir. Plazmid izolasyonu ZymoPURE MiniPrep
Kit (Zymo Research) kullanilarak, kit protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir.
Elde edilen DNA’lar %0.8'lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra, konsantrasyon

ve safliklar1 belirlenerek -20°C’de saklanmustir.

51



6.2.18. DNA Dizileme

EGFR’ye spesifik nano-antikor faj yapilarinin DNA dizilerinin belirlenmesinde
Beckman Coulter CEQ8800 cihazi ve DTCS Quick Start Kiti kullanilmistir.
Dizileme i¢in 150 ng plazmid DNA kalip olarak kullanilmistir. Sekans PZR’ye ait

reaksiyon hacimleri ve dongii kosullar1 Tablo 6.16 ve Tablo 6.17'de gosterilmistir.

Tablo 6.16: Sekans PZR reaksiyonu.

Bilesen ML
ddH20 5
DNA 2 (150 ng)
Primer (ileri ya da geri primer) 2 (3.2 pmol)
DTCS 4

Tablo 6.17: Sekans PZR donguleri.

Asama Sicaklik (°C) Sure (sn)
Denattrasyon 96 20
Birlesme 50 20 30
Uzama 60 240 dongu
4 0

PZR sonrasinda sekans reaksiyonunun sonlandirilmasi amaciyla her bir tiipe 2
pL 3M sodyum asetat ¢Ozeltisi, 2 uL 100 mM EDTA ve 1 pL 20 mg/mL glikojen
eklenmistir. Bunun ardindan sekans orneklerinin ¢oktiiriilmesi amaciyla etanol
coktliirme yontemi uygulanmistir. Bu amagla tiiplere 60 pL soguk %100 etanol
eklenip 15 dk boyunca 4°C’de 14000 rpm’de santrifiij yapilmustir. Ust siv1 nazikge
uzaklastirildiktan sonra pellet 2 kere 60 pL %70’lik etanol ile yikanip her yikamadan
sonra ayni kosullarda santrifiij gerceklestirilmistir. Santirfiij sonrasinda etanol
dikkatlice uzaklastirildiktan sonra 15 dk boyunca vakumlu santirfiijjde kurutma
yapilmistir. Etanol tamamen wuzaklastirildiktan sonra pelletler SLS (Beckman
Coulter) ile 30 pL’de ¢oziiliip tamamen ¢oziilmeleri igin 10 dk beklendikten sonra

sekans plate'ine aktarilmistir. Hava kabarcigi kalmadigina dikkat edilerek her bir
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kuyuya 1 damla mineral yag eklenerek 1siktan muhafaza edilmistir. Buffer plate’inin
kuyulart % hacimde Separation Buffer (Beckman Coulter) ile doldurulduktan sonra
plateler cihaza yerlestirilerek LFR-a programinda dizileme gerceklestirilmistir. Dizi

sonuglart Ape, Blast ve VBase2 biyoinformatik araglariyla degerlendirilmistir.

6.2.19. DNA Parmak izi Analizi

Sekanslanan klonlarin DNA parmak izi paternlerini ortaya koymak amactyla
belirli Kklonlara ait PZR &rnekleri Bstnl (NEB) restriskyion enzimi ile kesime

alimmustir. Kesim reaksiyonu igerigi Tablo 6.18'de gosterilmektedir.

Tablo 6.18: BstNI kesim reaksiyonu.

Bilesen ML
ddH.0 Hacim 30 pL'ye tamamlanacak sekilde
10X NEB 3.1 Buffer 3L
PZR 6rnegi 1L (1 pg)
BstNI (10 U/pL) 1pL
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7. SONUCLAR

7.1. Antikor Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

7.1.1. insan Agir Zincir (VH) Antikor Genlerinin Olusturulmasi

Insan agir zincir degisken bolge antikor kiitiiphanesinin olusturulmasi igin
oncelikle saglikli insan periferal kanindan total RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve
geri transkripsiyon ile cDNA sentezi yapilmistir. Sentezlenen ¢cDNA kalip olarak
kullanilarak, insan VH genlerine spesifik olarak tasarlanmis 12 adet ileri ve 4 adet
geri primerin tiim kombinasyonlariyla PZR dongiileri gerceklestirilmistir. Agaroz
jelde kontrol edilen PZR orneklerinde yaklasik olarak 350-400 baz cifti
biiylikliigiinde olan insan VH antikor gen pargalarinin olusturuldugu goriilmiistiir.
Bazi 6rneklerde antikor gen fragmanlarina ek olarak, spesifik olmayan smear benzeri
Kirlilikler gorulmiistiir. Bunun yaninda 322-900 ve 323-900 primer ciftlerine ait
kuyularda, tekrarlanan PZR calismalarina ragmen herhangi bir bant goriilememis
sadece primer dimerleri goriilmistiir. Antikor genlerine ait agaroz jel goriintiileri
Sekil 7.1'de gosterilmektedir. Spesifik olmayan bantlar iceren drnekler agaroz jelden
izole edildikten; saf olan drnekler ise PZR purifikasyon kiti ile temizlendikten sonra

konsantrasyonlar1 belirlenerek sonraki asamalarda kullanilmistir.

a) M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

Sekil 7.1: a) 900, b) 901, ¢) 902 ve d) 903 geri primerleri ile ileri primer
kombinasyonlarinin PZR goriintiileri.
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b) M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

c) M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

d) M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

800 bg—
500
400
300
100 bg—

Sekil 7.1: Devam.

Antikor genlerinin fajmid vektore klonlanabilmesi icgin vektorin coklu
klonlama bdlgesinde varolan spesifik restriksiyon enzim bdlgelerinin, olusturulan
antikor genlerinin 5' ve 3' uclarina eklenmesi gerekmektedir. Bu amagla her bir
antikor geni kalip olarak kullanilarak, ilk PZR dongiilerinde kullanilan her bir ileri
primerin Sfil restriksiyon enzim dizisi; her bir geri primerin ise Notl restriksiyon
enzim dizisi eklenmis olan versiyonlartyla tekrar PZR dongiileri gergeklestirilmistir.
PZR donguleri sonucunda yaklasik olarak 400-500 baz cifti biiyiikligiinde, ilk PZR
setlerinden daha biiyiik olan bantlar gozlenmistir. Bu 6rneklerin bazilarinda da smear
benzeri yapilar goriilmiistiir. PZR {irlinlerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 7.2'de

gosterilmektedir.
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M 5301 5309 5310 5311 5312 5313 5318 5319 5320 5324

M 5301 5309 5310 5311 5312 5313 5318 5319 5320 5322 5323 5324

(=)

M 5301 5309 531053115312 5313 5318 5319 5320 5322 5323 5324

d) M 5301530953105311 5312 5313 5318 5319 5320 5322 5323 5324

Sekil 7.2: a) 6900, b) 6901, ¢) 6902 ve d) 6903 geri primerleri ile ileri primer
kombinasyonlarinin PZR goriintiileri.
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Antikor gen pargalarinin elde edilmesi sonrasinda her bir geri primer setine
(6900, 6901, 6902, 6903) ait olan PZR 6rnekleri kendi aralarinda biraraya getirilerek
etanol c¢oktiirme yoOntemiyle konsantre edilmis ve spesifik olmayan bantlarin

uzaklastirilmasi1 amaciyla antikor genlerine ait bantlar agaroz jelden izole edilmistir.

7.1.2. Antikor Kiitiiphanesinin Vektore Klonlanmas1 ve
Bakterilere Transformasyonu

Bant izolasyonu ile elde edilmis 4 farkli antikor geni seti ve klonlama
yapilacak olan pDuck fajmid vektoriiniin sirasiyla Sfil ve Notl enzimleri ile kesimleri
yapilip, 6rnekler agaroz jelden izole edildikten sonra 1:6 vektor:insert molar oraninda
ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Ligasyon bitiminde tiriiniin tamami E. coli
amber supresOr susu olan TG1 bakterilerine transforme edilmistir. Transformant
kolonilerin sec¢ilimi, pDuck fajmid vektoriiniin ampisilin direng genine sahip olmasi
dolayistyla, ampisilinli ortamda biiyiitiilme ile saglanmistir. Rastlantisal olarak
secilen transformant koloniler vektoriin dis klonlama bolgesine spesifik olan
primerler (459 ve 458 primerleri) kullanilarak koloni PZR ile kontrol edilmistir.
Koloni PZR ile kontrol edilen kolonilerden bazilarinda yaklasik olarak 600-700 baz
cifti biiyiikliiglinde olan antikor gen parcalar1 goriilmustiir. Burada, kullanilan
primerlerin vektore spesifik diziler olmalar1 dolayisiyla PZR iirtinleri u¢ kisimlarinda
vektorden gelen dizileri icermekte, dolayisiyla boyut artmis olmaktadir. Bazi
kolonilerde ise yaklasik olarak 300 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bantlar goriilmiistiir. Bu
bantlar vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinden kaynaklanmakta, dolayisiyla antikor
geni icermeyen Kkolonileri gostermektedir. Transformasyon sonrasi gece boyu
biiyiitiilen siv1 kiiltiirlerin ise bir havuz olmalar1 nedeniyle hem antikor geni igeren
bantlara hem de sadece vektor dizisi igeren bantlara sahip oldugu goriilmustiir.
Bunun yaninda bazi 6rneklerde higbir bant goriilememistir. Agaroz jel gorintiileri
Sekil 7.3’te gosterilmektedir. Transforme siv1 kiiltiirlerden alinan 6rneklerin biraraya
getirilip biiyiitiilmesiyle B.E. VH antikor kiitiiphanesi olarak adlandirdigimiz naiv
insan antikor kiitiiphanesinin olusturulmasi tamamlanmistir. Bu bakterilere ait plate
goruntusii Sekil 7.4'te gosterilmistir. Daha sonra bu bakteri kiltiri faj eldesi
islemlerinde kullanilmstir.

Burada kullanilan TG1 bakterileri amber stop kodonu agisindan supresor

olmasi sebebiyle vektore klonlanan antikor gen yapisi ile bakteriyofaj kilif proteini
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arasindaki amber stop kodon taninmamakta ve bu sayede antikor yapisi ve faj kilif
proteini birbirine bagli olarak iiretilmektedir. Bu sayede bu asamada kullanilan
amber supresOr suslari, rekombinant antikor veya (poli) peptid yapilarimin faj

ylzeyinde olusturulmasina olanak vermekte ve bu sayede spesifik yapilarin

sec¢ilimini miimkiin kilabilmektedir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 sivik. - kntrl

700 bg
500 b¢—

300 bg—

b) M 1 2 3 4 S 6 7 8 swik. -kntrl

700 bg
500 bg—

300 bg—

7 8 9 10 sivik. - kntrl

700 bg
500 bg

300 bg—

Sekil 7.3: a) 6900, b) 6901, ¢) 6902 ve d) 6903 kiitliphanelerinin TG1 bakterilerine

transformasyonu sonrasi koloni PZR goruntleri.
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d) M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 st k. - kntrl

700 bg
500 b
300 bg—

Sekil 7.3: Devam.

Sekil 7.4: B.E. VH TG1 miks kiitiiphanesinin ¢izgi ekim yontemi sonras1 goriintiisii.

7.2. Enfektif Faj Eldesi ve Biyopanning Donguleri

Fajmid vektoriin enfektif faja doniistiirtilmesi i¢in M13K07 yardimci fajindan
yararlanilmistir. Bu sayede enfektif faj iiretimi saglandiktan sonra PEG ¢oktiirme
yontemiyle fajlar bakteri kiiltiir siipernatantindan elde edilmis, seri diliisyon
yontemiyle titrasyonlar1 yapilmistir. EGFR'ye spesifik rekombinant faj yapilarinin
secilimi i¢in biyopanning dongiileri gergeklestirilmistir. VH yapilarinin yaklasik
olarak 15 kDa gibi oldukea kiiclik yapilar olmalar1 ve yapiskan olmalar1 dolayisiyla
spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla, biyopanning dongiilerinde
yikama asamalar1 zorlayici kosullarla gergeklestirilmistir. Bu amagla yikama sayisi
ve deterjan ylizdesi normal prosediirdekine kiyasla 2 kat arttirilmistir. Biyopanning

dongileri 1x10%° pfu faj ile gerceklestirilmistir. Her bir biyopanning déngiisii
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sonrasinda rastlantisal olarak secgilen koloniler PZR ydntemiyle kontrol edilerek,

klonlarin antikor geni igerip icermedigi kontrol edilmistir. Her bir biyopanning

dongiisii sonrasinda faj verimi hesaplanip, biyopanningden elde edilen bakteriler

tekrar M13KO07 ile ¢ogaltilip enfektif faja doniistiiriildiikten sonra faj eldeleri

gerceklestirilmistir. Bu sekilde gerceklestirilen 3 tur biyopanning dongiisii sonrasinda

faj ciktis1 1.35x10° pfu/mL'ye ulasnmustir. Faj veriminin beklenilen diizeyde olmasi

sebebiyle, panning dongileri durdurulmustur. Biyopanning dongiilerine ait faj

verimleri Tablo 7.1'de gosterilmistir. 3. Biyopanning dongiisiine ait plate goriintiileri

Sekil 7.5'te gosterilmistir. 3. biyopanning sonrasinda rastlantisal olarak segilen 60

koloni PZR ile kontrol edilmis, 34 koloninin klonlanan gen pargasini igerdigi tespit

edilmistir. PZR sonuglarina ait agaroz jel goriintiileri Sekil 7.6'da gosterilmektedir.

Tablo 7.1: Biyopanning faj verimleri.

Biyopanning | Faj girdisi (pfu) | Faj ¢iktis1 (pfu) | Amplifikasyon
dongusu sonrasi (pfu)
4x101
1 1x10% 8.9x10° 3x10M
2 1x10%° 1.16x10% 7.5x10%
3 1x10% 1.35x10° 1.18x10*

Sekil 7.5: 3. Biyopanning dongiisii sonrasi a) 1 uL 6rnek ve b) 1/10 seyreltilmis

1/10 seyrelti?mi;,\ — o
Srnek R ———

orneklerin plate goruntileri.
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M 12 3456 7 8 910 1112 13 1415 16 17 18 19 20 -kntrl

700 bg—
500 bg—

300 bg—

M 2122 23 24 25 26 27 282930 31 3233 34 35 36 37 38 39 40 -kntrl

700 bg—
500 bg—

300 bg—

M 41 42 43 44 4546 47 48 49 50 5152 53 5455 56 57 58 59 60 - kntrl

700 b¢—
500 bg—

300 b¢—

Sekil 7.6: 3. Biyopanning dongiisii sonras1 koloni PZR.

7.3. Klonlarin EGFR'ye Baglanmasinin Incelenmesi

Biyopanningden elde edilen ve koloni PZR ile antikor genini tagidig: tespit
edilen 34 klonun EGFR'ye baglanma afiniteleri faj-ELISA  yOntemiyle
degerlendirilmistir. Klonlar biyiitiiliip M13K07 ile enfektif faj olusumu tesvik
edildikten sonra gece boyu biyiitilen kiltiirlerden alinan siipernatantlar
incelenmistir. Degerlendirilen klonlarin bloklama tamponunda kullanulan BSA

proteinine baglanip baglanmadigi da kontrol edilmistir. Bazi klonlarin EGFR ve BSA
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proteinlerine benzer sekilde baglandigi goriliirken K3, K7, K8, K14, K17, K20
klonlarmin BSA'ya kiyasla EGFR'ye baglanma afinitelerinin 2 kattan fazla oldugu;
K2 klonununda ise 1.8 kat oldugu ve EGFR'ye baglanmada en yiiksek absorbansa
sahip oldugu goriilmistiir. Klonlarin EGFR ve BSA'ya baglanma afinitelerine ait
grafik Sekil 7.7'de gosterilmistir.

3. biyopanning sonrasi klonlarin

ELISA degerleri
__0.200
£
€ 0.150 -
o
< 0.100 -
é 0.050 B EGFR
a Y 7
] HBSA
2 0.000 -
<

K2 K3 K7 K8 K11 K12 K14 K17 K18 K20
Klon adlari

Sekil 7.7: 3. Biyopanning sonrasi faj klonlarinin ELISA degerleri.

7.4. DNA Dizileme Analizi

ELISA sonucunda EGFR'ye spesifisitesi yluksek olan K2, K3, K7, K8, K14,
K17, K20 klonlardan plazmid DNA izolasyonu gerceklestirilmis, elde edilen plazmid
DNA!'lar dizileme reaksiyonunda kullanilmistir. Dizileme isleminde vektoriin ¢coklu
klonlama bdlgesinin uglarina spesifik olan 459 veya 458 primerleri kullanilmustir.
Dizileme reaksiyonlari, sonuglarin giivenilirligi agisindan her klon i¢in hem ileri
okuma hem geri okuma olacak sekilde gerceklestirilmistir. Dizileri belirlenen
klonlarin her birinde yaklasik 500-700 bazlik diziler elde edilmistir. Bu diziler,
oncelikle ApE biyoinformatik araciyla kontrol edilmistir. ApE (A plasmid Editor)
programi ile yapilan analiz sonucunda, klonlarin Sfil ve Notl kesim bdlgelerini
igerdigi goriilmistiir. Sfil RE kesim bolgesinin 6ncesinde baslayan, ¢oziiniik olarak
tiretilen antikorun periplazmik alana salgilanmasina aracilik eden pelB lider sekans

dizisi gosterilmistir.

62



Okuma ¢erceveleri analiz edildiginde ise K2, K3, K7, K8, K14, K17
klonlarinda antikor geninin orta kisimlarinda bir TGA opal stop kodonu bulundugu
goriilmiistiir. Bu sebeple antikor geninin baslangicindan yaklasik 20-50 aminoasit
sonrasinda dizinin sonlandig1 goriilmektedir. Bu sekilde olusan okuma cerceveleri

Tablo 7.2'de gosterilmistir.

Tablo 7.2: Klonlara ait olusan okuma cerceveleri.

Klon | Aminoasit dizisi
Adi
K2 MAEVSWCSLGEAWYSLAGP*

K3 MAEVQLVETGETWGTGETSSRAWHGVGGLNGNEAPEGATW*
K7 MAEVQLVETGVTVETGETWGTGETSSRAWHGVGGLNGNEAPE
GATW*

K8 MAEVQLVETGETWGTGETSSRAWHGVGGLNGNEAPEGATW*
K14 MAEVSWCSLGEAWY SLAGP*

K17 MAEVSWCSLGEAWYSLAGP*

Klonlarin immiinoglobulin aileleriyle benzerlikleri, CDR ve FR bdlgeleri
VBase2 ve IgBlast analiz araglariyla incelenmistir [75,76]. VBase2 analiz araci ile
K2, K14, K17 klonlarinin IGHV3 gen ailesine ait oldugu tespit edilmistir. Ancak
VBase2 arac1 K2 dizisinin insersiyon veya delesyon icerdigini; K14 dizisinde ise
stop kodon oldugunu belirtmektedir. K17 klonunda ise VBase?2 ile IGHV3 genleri ile
benzerligi gosterilmistir ve CDR bolgeleri ile FR bolgeleri belirlenebilmistir (Sekil
7.8). Ancak ApE ve Expasy translate araglariyla yapilan incelemede bu geni iiretecek
okuma cergevesinin insersiyon veya delesyon sebebiyle degistigi goriilmiistiir [77].
K17 klonuna ait dizi Sekil 7.8'de gosterilmistir. K17 klonunun insersiyon veya
delesyon olmamasi durumunda olusturacagt muhtemel dizi ise Sekil 7.9'da
gosterilmistir.  Sekil 7.8'deki K17 dizisinden iki bazin bilgisayar ortaminda
silinmesiyle olusturulan bu dizide klonlanan gen igerisinde stop kodonu olmadan bir
okuma cercevesi olusmaktadir. Bu da bizim bu calismada kullandigimiz vektor
sisteminden bekledigimiz sekilde olmaktadir. Burada pelB lider dizi (vektorde) ile
baslayan okuma gergevesi Sfil enzim kesim bolgesi ve sonrasinda klonlanan gen ile

devam etmektedir. Sfil bolgesinden sonra 4. ve 5. Sirada gelen bazlarin silinmesiyle
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teorik olarak olusturudugumuz bu dizinin bitiminde Notl enzim kesim bolgesi ve
histidin isaret dizisi bulunmaktadir. Bundan belirli sayida baz sonrasinda ise TAG
amber stop kodonu bulunmaktadir ve bu stop kodonu, antikor geninin faj yiizeyinde
sunulmasin1 (amber supresér suslarda) veya coziinlik olarak iiretilmesini (amber
supresOr olmayan suslarda) saglamaktadir. Ayrica dizinin bu sekilde olmasi
durumunda, K17 klonuna ait VBase2 ile elde edilen, IGHV3 ailesine ait bir VH

antikoru olusmaktadir.

TCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACCAA

TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA

Sfil kesim bélgesi

GCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTC
FR 1 |

Okuma cergevesi
ACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATIA

CDR1 FR2
GTCGGAATAGTGGTAGCATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCA
CDR2 FR3

AGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGCAAAATCTAT

GGCGTGGGGTGGTACCAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAL aC
CDR3 ER4 Notl kesim bolgesi

ACATCACCATCACCATCACCAGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGCATAG
Histidin igaret dizisi

ACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAA

Sekil 7.8: K17 klonuna ait DNA dizisi.
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TCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTIGTGTGGAATIGTGAGCGGATAACCAA
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA
ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCG (GGCCCAGCCGGCCATGCGAGGTGAGC
| pelB lider dizisi Sfil kesim bolgesi

TGGTGCAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAC

CTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGT

CGGAATAGTGGTAGCATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAG
antikor geni okuma cercevesi
AACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGCAAAATCTATGGC

GTGGGGTGGTACCAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGG TCACCGTCTCCTCABEBGEEEEACAT

Notl kesim bolgesi
CACCATCACCATCACCAGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGCATAGACTG

Histidin isaret dizisi '
TTGAAAGTTIGTTTAGCAA amber stop
kodonu

Sekil 7.9: Mevcut K17 dizisinden baz silinmesiyle olusturulan muhtemel antikor
geni.

K3, K7, K8, K20 klonlar1 ise VBase2 ile analiz edilememistir. Bu diziler
IgBlast programiyla analiz edildiginde ise IGHV3 ailesine ait baz1
immiinogobulinlerle sadece FRI1 bolgesi acisindan benzerlik gosterdikleri
belirlenmigtir. K3, K7 ve K8 klonlarinda aminoasit dizisi klonlanan bdlge
igerisindeki bir TGA stop kodonuyla sonlanirken K20 klonunda diger klonlardan
farkli olarak; Sfil enzim kesim bdlgesinin bitimindeki ATG metiyonin dizisiyle
baglayacak bir okuma ¢ercevesinin vektore klonlanan boélge icerisinde bir stop
kodonu igermedigi goriilmiistiir. Ancak bu durumda da Notl enzim kesim bélgesinin
bitiminde yer alan, ¢oziinlik antikorun saflastirilmasinda kullanilacak olan histidin
isaret dizisinin kaymaya ugradigi ve bu sebeple histidin yerine farkli aminoasitler
olustugu goriilmiistiir. Ayrica burada translasyonun bitmesine sebep olan stop
kodonunun TGA opal stop kodonu oldugu goriilmektedir. Ancak bu c¢alismada
kullandigimiz vektor sisteminde klonlanan antikor geni sonrasinda histidin isaret
dizisinin ilerisinde yer alan bir TAG amber stop kodonuyla, antikor geninin faj
ylzeyinde sunulmasi (amber supresor suglarda) veya ¢Oziiniik olarak iiretilmesi
(amber supresdr olmayan suslarda) saglanmaktadir. Dolayisiyla bu sebeplerle, bu
klon tarafindan ¢oziiniik olarak bir protein iiretilse dahi, bunun histidin isaret dizisine
kars1 bir antikorla belirlenememesi ya da histidin saflastirma yontemiyle saflastirma

yapilamayacagii ortaya c¢ikarmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, muhtemel protein
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yapisinin ¢oziiniik olarak iiretilmesi ve karakterizasyonu miimkiin olamamaktadir.

K20 klonuna ait dizi Sekil 7.10'de gosterilmektedir.

ACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGACCGGG
sfil kesim bolgesi |

GTGACTGCGGAGACCGCGGGAGACGTGGGGGACAGGGGAGACAAGCAGCAGGGCATGGCACGGGGTCGG

GGGCCTCAATGGAAACGAGGCGCCCGAGGGGGCAACTTGGTGACTGGCACACAGCGTTTCAAGGAGGCCCT

GCAGGATCCTTTCACCCTGTGCCTTGCCAATGTGCCTGGCCAGCCAGACCTCCGCCATATTIGTCATTGACGGCA
Antikor geni okuma cergevesi

GCAACGTGGCCATGGTGCATGGCCTCCAGCACTACTTCTCCAGCCGGGGCATTGCCATTGCTGTGCAGTACTTC

ARy S,

TGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCABEOGEEGEACATCACCATCACCATCACCAG GCCCGCAGAACAAAAACT

i o

Notl kesim bolgesi Histidin isaret dizisi

CATCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGCATAGACTGTTGAAAAGTTGTTTAGCAAAACCTCATACAGAAAA

TTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATG

CTACAGGCGT

Sekil 7.10: K20 klonuna ait DNA dizisi.

7.5. DNA Parmak Izi Analizi

DNA dizileri belirlenen anti-EGFR faj klonlarinin benzerlik/farkliliklarini
ortaya koymak ve dizileme sonuglarimi desteklemek amaciyla DNA parmak izi
analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagla kisa bir tanima bélgesine (5'-CCWGG-3')
sahip olan ve parmak izi analizlerinde ¢ogunlukla kullanilan BstNI enzimi
kullanilmistir. K3, K7 ve K8 klonlarinda 350 b¢ ve 200 bg biiyiikliiklerinde 2 farkli
bant profilinin oldugu goriilmiistiir. K2, K14 ve K17 klonlarinda ise yaklasik 200 bg
bliytikliigiinde tek bir bant profiline sahip olduklar1 goriilmiistiir. Digerlerinden farkl
olarak K20 klonunda ise yaklasik 300 bg¢ biiyiikliigiinde tek bir bant goriilmektedir.

DNA parmak izi analizine ait agaroz jel goriintiisti Sekil 7.11'de gosterilmektedir.
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M K2 K3 K7 K8 K14 K17 K20

Sekil 7.11: BstNI ile DNA parmak izi analizi.
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8. TARTISMA

Monoklonal antikorlar kanser basta olmak {izere bir¢ok hastaligin tedavisi ve
tanist icin olduk¢a dnem arz etmektedir [1]. Ancak yaklasik 150 kDa biiytikliigiinde
olmalari, stabilite ve ¢oziiniirliiklerindeki problemler IgG formundaki bu antikorlarin
tan1 ve tedavideki kullamim potansiyellerini kisitlayabilmektedir. Bu sebeple zaman
igcerisinde daha kii¢lik yapili antikor formatlarinin gelistirilmesi {izerinde ¢alisilmistir
[17]. Nanobodyler bu antikor fragmanlarindan biridir. Agir zincir antikorlari
devegillerde dogal olarak iiretilen hafif zincir icermeyen 0zgiin antikorlardir. Bu
yapilardaki antijen tanimadan sorumlu en kii¢iik birim olan VHH nanobody yapilari
hedef antijene karsi yiiksek afinite gosteren ve 15 kDa boyutlarinda olan oldukca
kiiclik yapilart dolayisiyla tani ve tedavi alanlarinda yiiksek potansiyele sahiptir. IgG
yapisindaki antikorlara kiyasla kiiciik boyutlari, yiiksek stabilite ve ¢oziniirlige
sahip olmalar1 IgG antikorlarina kiyasla avantaj saglamaktadir. Yapilan ¢alismalar
nanobodylerin ekstrem kosullara dayanikli oldugunu hatta denatiirasyona ugrasalar
bile tekrardan kolayca katlanabildiklerini gostermistir [24,27,28,31]. Ayrica bu
yapilar iiretim konusunda da IgG antikorlarina karsi avantaj saglamaktadir. IgG
antikorlarinin ~ post-translasyonel ~ modifikasyonlar  igermeleri  Gretimlerini
zorlagtirmaktadir ve bu sebeple {iretimleri gelismis yapili organizmalarda
saglanabilmektedir. Dolayisiyla iiretim siireci oldukca uzun ve maliyetli
olabilmektedir. Buna karsin Nanobody yapilar1 sadece agir zincir degisken
bolgesinden olustuklari i¢in post-translasyonel modifikasyon icermemektedirler ve
mikroorganizmalar kullanilarak kolayca Uretilebilmektedir [27,31]. Bu sebeple,
glinlimiizde bu tip antikorlar iizerinde birgok ¢alisma gergeklestirilmektedir. Buna ek
olarak boyutlarinin ¢ok kiiciik olmasi kan-beyin bariyerini ge¢cmelerine olanak
saglamakta ve bu sebeple birgok norolojik hastaligin tedavisi i¢in de umut
vadetmektedirler. Nanobodylerin etkinliklerini arttirmak amaciyla farkli molekiillerle
konjuge edilmelerine de saglanabilmektedir. Bu amagla ¢esitli konjugasyonlar
yapilarak etkinlikleri arttirilmaya ¢alisilmaktadir. VH antikorlar1 tek baglarina
saglayacaklar1 faydalara ek olarak floresan proteinlerle fiizyon olarak iiretilerek tani
amaciyla kullanilabilmektedirler. Bir diger potansiyel ise Fc pargast ile flizyon
edilmeleridir. Bu yolla nano-antikor yapisinin tek basinayken sahip olmadig efektor

fonksiyonlarin saglanabilmesi miimkiindiir. Dolayisiyla nano-antikor yapilarinin
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hedef yapiy1 bloke etmesine ek olarak hedef hcrelerin oldirilmesini de
saglayabilirler. Fc yapisinin fliizyonuna benzer bir sekilde nano-antikorun, ilag yuklu
lipozom gibi yapilarla fiizyonu da gergeklestirilebilir. Bu sayede nano-antikor ile
hedef hiicrelere baglanma saglanirken, lipozomun tasidigi ilacin hedef bolgeye
taginmastyla terapotik etkinin sadece hedef bolgede gergeklesmesi saglanabilir.
Benzer sekilde, farkli hedefleri taniyan bispesifik yapilar olusturularak da tedavi
potansiyeli arttirilabilir [24,28,34].

Nanobodylerin bu avantajlar1 dolayisiyla bu tez ¢alismasinda naiv insan VH
nano-antikorlarinin  olusturulmast  ve  potansiyellerinin  degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu tez c¢aligmasi kapsaminda insan VH antikor genleri basariyla
cogaltilmis ve fajmid vektore Kklonlanarak naiv insan VH antikor kitiuphanesi
olusturulmustur.

Bu kapsamda oOncelikle antikor genlerinin olusturulmasi icin saglikli bireyden
alman periferal kan Orneginden RNA izole edilmis ve CcDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Burada yiiksek ¢esitlilige sahip cDNA, antikor kitliphanesinin
kaynagi olmustur. VH bolgesine spesifik primerler ile antikor genleri PZR yoluyla
basartyla ¢ogaltilmistir. Sadece 322-900 ve 323-900 primer ciftlerine ait kuyularda,
tekrarlanan PZR calismalarina ragmen herhangi bir bant goriilememis sadece primer
dimerleri goriilmiistiir. Bunun sebebi, reaksiyon kosullarinin bu primer c¢iftleri icin
uygun olmamasindan kaynaklanmaktadir, kosullarin optimize edilmesiyle bu
orneklere ait bantlarin elde edilmesi saglanabilir. Antikor genlerinin vektore
klonlanabilmesi amaciyla PZR reaksiyonlariyla, antikor genlerinin u¢ kisimlarina
restriksiyon enzim kesim bolgeleri eklenmistir. Agaroz jel elektroforeziyle kontrol
edilen orneklerin ilk PZR Orneklerine kiyasla daha biiyiik oldugu goriilmistiir. Bu
durum, antikor genlerine restriksiyon enzim kesim bolgelerinin eklendigini
dogrulamistir. Vektore klonlama amaciyla antikor genlerinin 5' ve 3' uclarina iki
farkl: restriksiyon enzim kesim bolgesi eklenmesi ile genin istenen dogrultuda olacak
sekilde vektore klonlanmasi saglanmistir.

Antikor kiitiiphanesinin TG1 bakterilerine transformasyonu sonrasinda
transformant bakterilerin buyuttlmesi ve secilimi, faymid vektdrde var olan; yaban
TG1 bakterilerinin icermedigi ampisilin diren¢ geni yoluyla saglanmistir. Buna ek
olarak koloniler, antikor geninin varlig1 agisindan PZR ile kontrol edilmistir. Bazi
transformant kolonilerde 300 bg¢ biiyiikliiglinde bantlar goriiliirken; digerlerinde

yaklasik 600-700 bg biiyiikliigiinde bantlar gériilmiistiir. Burada kullanilan primerler
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vektore spesifik primerlerdir dolayisiyla vektore ait bir kisim dizi de ¢ogaltilmakta ve
bu sebeple bantlar antikor genlerinin boyutundan fazla olmaktadir. 300 bg¢ iceren
ornekler ise vektoriin kendi {lizerine katlanmasiyla olugsmus; antikor geni icermeyen
orneklerdir.

Transformant kiiltiirlerden enfektif faj iiretimi M13K07 yardimci faji ile
saglanmigtir. Daha sonra fajlar PEG ¢oktiirme ile bakteri kiiltiiriinden elde edilmistir.
Seri diliisyon yontemiyle miktarlar1 belirlenen faj stogu, EGFR'ye spesifik yapilarin
secilmesi amaciyla biyopanning dongiilerinde kullanilmistir. Zorlayic1 kosullarda
yikamalar ile spesifik olmayan yapilar uzaklastirildiktan sonra fajlar bakteri
enfeksiyonu yoluyla biyopanning kuyularindan ayrilmistir. Her bir biyopanning
dongiisti sonrasinda koloniler PZR ile kontrol edilip antikor geni igerip icermedikleri
acisindan degerlendirilmistir. Biyopanningden elde edilen bakteri kiiltiiriiyle
tekrardan enfektif faj iiretimi saglanarak tekrar biyopanning yapilmistir. Her
biyopanning dongiisiinde baslangictaki faj miktar1 sabit tutulmus; biyopanning
sonucu elde edilen faj miktarlar1 degerlendirilmistir. Bu sekilde 3 tur biyopanning
gerceklestirilmis ve beklenildigi sekilde 10®'ten baslayarak 10° pfu/mL faj miktarina
ulagilmasiyla dongiiler sonlandirilmistir. Son panning dongusinden sonra klonlar
oncelikle PZR ile degerlendirilmistir. Naiv kiitiiphaneler teorik olarak yiiksek sayida
antikor ¢esitliligi iceren kiitiiphanelerdir [46,51,56]. Burada DNA dizilerine ek
olarak PZR ile taranan klonlarin ¢ogunda bant boyutlarinda kiigiik farkliliklar
goriilmektedir. Bu da olusturdugumuz antikor kiitiiphanesinin ¢esitliligini kanitlayici
niteliktedir.

Antikor geni iceren Kklonlar buyutllerek enfektif faj olusumu saglandiktan
sonra EGFR'ye baglanma verimleri ELISA ile kontrol edilmistir. Fajlarin, ELISA'da
bloklamada kullanilan BSA proteinine baglanip baglanmadig1 da kontrol edilmistir.
Incelenen klonlarin bazilarinda EGFR ve BSA proteinlerine baglanma benzer sekilde
iken, 7 klonun (K2, K3, K7, K8, K14, K17, K20) EGFR'ye spesifik olarak baglandigi
goriilmiistiir. Bu sebeple calismalara bu klonlar ile devam edilmistir. DNA dizileri
belirlenen klonlarm IGHV3 gen ailesi ile benzerlik gosterdigi tespit edilirken; okuma
cergeveleri analiz edildiginde K2, K3, K7, K8, K14 ve K17 klonlarinda, klonlanan
bolge igerisinde TGA opal stop kodonu meydana geldigi tespit edilmistir. Bu sebeple
klonlanan genin baslangicindan yaklasitk 20-50 aminoasit sonrasinda dizi
sonlanmaktadir ve fonksiyonel bir VH yapist olusamamaktadir. Bu durumda TGA

stop kodonu sebebiyle, antikor geninin bitimindeki faj kilif proteinine ulagsmadan
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translasyonun durmasi ve enfektif faj olusumunun gerceklesmemesi beklenir. Ancak
bu klonlar vektorde bulunan antibiyotik direng geni dolayisiyla antibiyotikli ortamda
secilimleri yapilan ve ELISA'da hedefe baglandiklar1 anti-M13 antikoru ile tespit
edilen klonlardir. Dolayisiyla TGA kodonuna ragmen bir sekilde translasyon devam
etmis ve faj yapilar1 olusmus olabilir. Ya da bir sekilde translasyon dursa da olusan
peptid yapilari faj olusumuna katilmis ve yilizeyde sunulmus olabilir. K20 klonunda
ise diger klonlardan farkli olarak klonlanan bolge icerisinde stop kodon igermedigi
goriilmiistiir. Biyoinformatik analizler, K20 klonunun klonlanan bdélgeyi iceren bir
okuma cergevesi olusturdugunu gostermistir ancak bu klonda goriilen durum
beklenilenden farklidir ve bu klon VBase2 ile analiz edilemezken; IgBlast
taramasinda sadece IGHV3 genlerinin FR1 bolgeleriyle benzerlik icerdigini
gostermistir. Buna ek olarak bu okuma cercevesi antikor geninin normal sartlarda
sonlanmasin1  bekledigimiz TAG kodonundan o6nce, TGA stop kodonuyla
sonlanmaktadir. Dolayisiyla beklenen antikor dizisi olmadig1 anlasilmaktadir.

Tum klonlar icerisinden K17 klonunun biyoinformatik olarak analizlerine
devam edildiginde, K17 klonunda klonlanan bolge icerisinde insersiyon veya
delesyon oldugu anlasilmistir. Dolayisiyla analiz araglariyla elde edilen okuma
cercevelerindeki aminoasit dizileriyle VVBase2 analizinde elde edilen antikor geni
uyusmamaktadir. Bu durumun kaynag1 olan 2 baz bilgisayar ortaminda silindiginde
ve olusan dizi tekrar analiz edildiginde ise vektor ve klonlama sistemimize uyumlu
sekilde; pelB lider dizi ile baslayan Sfil ve Notl bolgeleri arasina klonlanmis, histidin
isaret dizisini iceren ve klonlanan yapinin faj kilif proteini ile arasinda bulunan TAG
amber stop kodonuyla sonlanacagi goriilmiistiir. Dolayisiyla bu c¢alismada
bekledigimiz dizi bu sekildeyken bir takim sebeplerle beklenen diziler degismistir.
Bu duruma, antikor genlerinin ¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan polimeraz enziminin
yanlis baz eklemesi sebep olmus olabilir. Ya da antikor kiitiiphanesinin
olusturulmasinda kullanilan primerler dolayisiyla antikor genlerinde bu tiir bir
insersiyon veya delesyon olusmus olabilir. Mutasyona sebep olan etkenin primerler
olmasi durumunda; kullanilan primerler igerisinde mutasyon olusmasina sebep
olabilecek diziler bulunsa bile; sorunsuz primer dizilerinin olmas1 da miimkiindiir.
Bu durumda farkli klonlarin DNA dizilimlerinin belirlenmesiyle VH yapisina sahip,
¢oziliniik halde iiretilebilecek yapilarin tiretimi miimkiin olabilir. Dizi analizlerinde
goriilen sikintilar sebebiyle ¢oziiniik protein iiretimi miimkiin olmamistir. ileriki

calismalarda ise klonlarda meydana gelen stop kodonlarinin sebeplerinin

71



arastirilmasi istenmektedir. Buna ek olarak farkli klonlarin DNA dizilimleri
belirlenerek VH antikor geni igeren dizilerin taranmas1 gerceklestirilmelidir.

Birgok arastirma ekibi tarafindan, faj gosterim teknolojisiyle, 6nemli bir anti-
kanser hedefi olan EGFR'ye karsi nanobody yapilar1 olusturulmaktadir. Heniiz
tedavide kullanim i¢in onayli olmasa da bu konuda ¢alismalar devam etmektedir. Bu
yapilarin olusturulmasi i¢in lama vb. kamelid tiirlerinin hedef antijen ile
immiinizasyonu gerekmektedir. Belirli sayida immiinizasyon sonrasinda hayvandan
elde edilen B lenfositleri iizerinden antikor genleri ¢ogaltilmakta ve daha sonra
hedefe spesifik yapilarin segilimi faj gosterim teknolojisi sayesinde yapilmaktadir.
Bu tez caligmasinda ise farkli olarak antikor genleri insan kaynakhidir ve
immiinizasyon gerekmeksizin olusturulmustur. Dolayisiyla bu tez kapsaminda
olusturulan insan VH antikor kutlphanesi ile kamelid VHH nanobody yapilar1 ve VH
nano-antikor yapilarinin karsilastirilmast amaglanmistir. Bu ¢aligma kapsaminda naiv
insan VH antikor kiitliphanesi basariyla olusturulmus ve fajmid vektore
klonlanmigtir. Hedefe spesifik olan yapilarin segiliminin ardindan, analiz edilen
klonlarin IGHV3 gen ailesi ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bir klon
haricinde diger tiim klonlarin klonlanan bdlge icerisinde stop kodonu igerdigi; bir
klonda ise DNA dizisinin beklenen antikor dizisiyle uygunluk gostermedigi
belirlenmistir.  Bu  sebeplerden  dolayr  protein  yapilarmin  iiretimi
gerceklestirilememistir. Gelecek c¢aligmalarda farkli klonlarin analiz edilmesi
planlanmaktadir. Bu calismayla olusturulan kiitiiphane naiv olmasi dolayisiyla
yiiksek cesitlilige sahiptir ve bu kutliphane igerisinden mutasyon igermeyen,
beklenen turde bir VH antikor geninin tespit edilmesi, ayrica farkli hedef yapilara

kars1 secilim yapilarak fonksiyonel VH yapilarinin tespit edilmesi de mimkuindur.
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gelistirilmesi lizerinde calisti.

79



Ek-A: Mass Ruler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific,

SM0383)

EKLER

MassRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use
bp  ng/20pl ng/15pl ng/10pl ng/Spl

200 150 100 50

180 135 90 45
160 120 80 40
140 105 0 35
120 90 60 30
200 150 100 50
— 400 80 60 40 20
— 300 60 15 )
— 200 40 30 20 10
L
=4 —1 ) 15 )
=4 — 8 1€ 12 8 |
10 piiane, 8 cm length gel

1XTBE, 5V/em, 1.5h

Sekil Al.1:

Mass Ruler Low Range DNA Ladder.
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