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OZET

Vaskiiler endotelyal biyime faktori-A (VEGF-A) anjiyogenez aktivatorlerinin iginde en
onemli olan bliyime faktoridir. Bu calismada VEGF-A'ya karsi yeni gelistirilmis (ic adet
monoklonal antikorun molekiiler ve immiinolojik karakterizasyonu in vitro yontemler
kullanilarak aragtirildi. Antikorlar 5D6.5, 1B4.2 ve 3B2.1 olarak adlandirildi. Calismalarin ilk
basamaginda yeni gelistirilen anti-VEGF-A antikorlari hibridoma kaltir stipernatanlarindan
afinite kromotografisi yontemi kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan antikorlarin ELISA,
akim sitometri, hiicre i¢i boyama ve Western blot yontemlerindeki kullanilabilirlikleri test
edildi. Karakterizasyonu yapilan antikorlardan 5D6.5 adi verilen antikor ELISA ve Western
blot ¢alismalarinda VEGF-A proteinine baglanabilirken, akim sitometri ve immunofloresan
boyamada VEGF-A proteinine baglanamamistir. 3B2.1 antikoru ise ELISA, hiicre igi
boyama ve akim sitometri yonteminde VEGF-A proteinine baglanabilmistir. 1B4.2 adi
verilen antikor ELISA, hiicre ici boyama ve akim sitometri yénteminde VEGF-A proteinine
baglanabilmistir. Elde edilen sonuclara gore bu antikorlarin VEGF-A ile ilgili olarak
arastirma amacli yapilan in-vitro calismalarda kullanilabilecegi anlasiimistir.
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ABSTRACT

Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) is the most important growth factor in
angiogenesis activators. In this study molecular and immunological characterization of
three newly developed monoclonal antibodies against VEGF-A were investigated by in
vitro techniques. Antibodies were named as 5D6.5, 1B4.2 and 3B2.1. During the initial
step of the research, newly developed anti-VEGF-A antibodies were purified from the
hybridoma culture supernatants by using affinity chromatography method. Following the
purification of antibodies their uses in different methods such as ELISA, flow cytometry,
intracellular cell staining, and Western blot were tested. Among the characterized
antibodies 5D6.5 named antibody, could bind VEGF-A protein in ELISA and Western blot
studies but not in flow cytometry and intracellular cell staining techniques. Antibody
3B2.1 could bind VEGF-A protein in ELISA, intracellular cell staining and flow cytometry
technique. Antibody named as 1B4.2 could bind VEGF-A protein in ELISA, intracellular cell
staining and flow cytometry techniques. According to the results these antibodies can be
used in vitro techniques in VEGF-A related research studies.
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1. GIRIS

Monoklonal antikorlar oldukca 0zglil olarak antijenik bir epitopa baglanabilen ve
hibridoma biyoteknolojisi ydntemleriyle gelistirilerek Uretilebilen biyomolekillerdir.
Cesitli kanserler ve otoimmin hastaliklar gibi yaygin hastaliklarin tedavisinde bagisiklik
sisteminin 6nemli bir unsuru olabilmelerinin yani sira, organik ve inorganik bircok
molekilin tanisinda kullanilabilirlikleri bilinmektedir. Tedavi ve molekiler tani amaciyla
kullanilabilmeleri icin, gelistirilerek saflastirilmalarini takiben, mutlaka karakterize
edilmeleri gereklidir. Monoklonal antikorlarin molekiler karakterizasyonu c¢esitli
yontemler kullanilarak yapilmaktadir. Bu karakterizasyon islemleri sonucuna dayanarak,
antijenik 6zgullikleri ve antijene baglanma kapasiteleri hakkinda elde edilecek bilgiler,
monoklonal antikorlarin hangi tedavi ve tani isleminde veya yonteminde daha uygun
olarak kullanilabilecegini ortaya cikarmaktadir. Bu tez konusu kanser tedavisi ve/veya
vaskiler endotelyal biyime faktorinin (VEGF-A) molekiler tanisinda kullaniimasi
tasarlanan anti-VEGF-A monoklonal antikorlarin  molekiiler karakterizasyonunu
kapsamaktadir. VEGF-A damarlanma veya anjiyogenez olusumunda ¢ok o6nemli bir
elemandir. Dolayisiyla timorin vaskilarizasyonu, beslenmesi ve gelisiminde énemli bir

tetikleyicidir.

VEGF, endotel hiicrelerinin gelisimi, farklilasmasi, proliferasyonu ve migrasyonundan
sorumludur. Ayrica vaskiler gecirgenligi de arttirmaktadir. VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, Plasental Bliyiime Faktori (PIGF), viral VEGF (VEGF-E) ve yilan zehiri
VEGF (VEGF-F) olmak Uzere 7 Uyeden meydana gelmektedir [1, 2]. VEGF-A ve PIGF
anjiyogenezi tetiklerken, VEGF-C ve VEGF-D lenfanjiyogenezi uyarir. VEGF-B, endotel
hiicrelerinin, diz kaslarin ve perist hiicrelerinin lizerinde 6nemli etkisi olan bir sagkalim
faktoradiar. VEGF molekdlleri etkilerini hiicreler Uzerinde ifadelenen reseptorlerine
baglanarak gerceklestirmektedir [3-5]. VEGFR’leri protein-tirozin kinaz ailesi
tyelerindendir. Ug tane VEGF reseptérii bulunmaktadir. Bunlar VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3’dlr. Ayrica neuropilin adi verilen yardimci bir reseptor sayesinde, hiicrede

olusan sinyal daha gliclii hale gelmektedir [6, 7].



Tumor gelisiminde anjiyogenezin ¢ok dnemli bir yeri vardir. Timor hiicreleri anjiyogenez
olmadan sadece 1-2 milimetre buyliklige ulasabilir. Bu blyuklige gelene kadar timor
hicreleri igin gerekli olan besin maddesi ve oksijen pasif diflizyon ile ¢evreden saglanir.
Tumor hicrelerinin blyliimesi ve metastazi icin damarlanma sarttir ve bu da “anjiyogenik
donlsim” (angiogenic switch) ile baslar. VEGF-A diger VEGF ailesi Uyelerine oranla
timorin damarlanmasinda daha etkili bir rol oynamaktadir. Damarlanma icin gerekli olan
VEGF-A, hem timor hicreleri hemde timor stromasindaki hicreler tarafindan
Uretilmektedir [8]. Timor cevresindeki VEGF sadece damarlanmada degil ayni zamanda

timor ¢evresinde imminsipresif bir ortamin olusmasinda da etkilidir [9].

Tumor gelisimi icin anjiyogenezin sart olmasi kanser tedavisinde anjiyogenezi 6nemli bir
hedef haline getirmistir. Ginimuzde FDA (US Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanan ve VEGF-A molekilini hedef alan monoklonal antikor tabanli ilaglar, VEGF
dekoy reseptorleri ve hicre igi sinyalizasyonu engelleyen reseptdr tirozin kinaz
inhibitorleri bazi kanser turleri tedavisinde kullanilmaktadir [2, 10, 11].

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji Arastirma Laboratuvarinda daha
onceden VEGF-A’ya karsi gelistirilmis olan Ug¢ farkli anti-VEGF-A monoklonal antikorunun
molekiler ve immiinolojik karakterizasyonu vyapildi. Karakterizasyon islemlerinde
molekiler blyiklik ve protein analizi i¢in SDS-PAGE gibi metotlarin yani sira, antijen-
antikor reaksiyon temeline dayanan ELISA, akim sitometri, hiicre ici boyama ve Western
blot yontemleri kullanildi. Saflastirilan monoklonal antikorlarin fiziki 6zellikleri ve antijen-
antikor reaksiyonu kapasiteleri, her bir molekiler analiz yonteminde ayri ayri arastirilarak,
uygunluk ozellikleri irdelendi. Calisilan g farkli monoklonal antikordan her biri farkl
karakteristik oOzellikler gosterdi. Bu ozelliklere dayanarak, bu tez konusu kapsaminda
karakterizasyonu yapilan monoklonal antikorlarin, VEGF-A'nin molekiiler tanisinda hassas
bir sekilde olgllebilmesi amaciyla kullanilabilirliginin - yani  sira, anjiyogenezin

engellenmesinde birer antianjiyogenik ajan olabilecegi de diistiniimektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antikorlar

2.1.1. Tarihge

Antikorlar ya da diger adlari ile immunoglobilinler multimerik, glikoprotein yapisinda
molekillerdir. Himoral immiin yanitin efektor elemanlari olarak is gorirler. 1890’
yilllarda Emil Behring ve Shibasaburo Kitasota tarafindan difteri toksini ile yapilan bir
calisma sonucu kesfedilmistir. Bu arastirmacilar difteri toksininin atteniye edilmis bir
formu ile immanize ettikleri hayvanlarin serumlarinda, koruyucu bir maddenin meydana
geldigini bulmuslardir. immiinize edilen hayvanlarin serumlari alinip, immiinize olmayan
ve toksin verilen hayvanlara transfer edildiginde, bu hayvanlarin hasta olmadig
gorulmistir. Yapilan bu calisma ile serum icerisinde bulunan bir maddenin difteri
toksinini notralize ettigi anlasiimistir [12]. “Anti serum” igindeki bu aktif ajana ilk olarak
“antitoksin” adi verilmistir. 1900 yilinda Karl Landsteiner tarafindan yapilan calismalar
sonucunda, serumda bulunan ve nétralizan 6zelligi olan bu maddelerin sadece mikrobiyal
toksinlerden dolayi olusmadigi, baska bakterilerin de bu maddelerin olusumuna neden
olabilecegi gdsterilmistir. immiin serumlarin icindeki bu maddelerin bakterilerin
aglutinasyonuna sebep oldugu ve bazi kosullarda bakterileri liziz ettigi de anlasiimistir.
Yani bu maddelerin tek 6zelligi nétralizan etkiye sahip olmalari degildir. Bu ¢calismalardan
sonra bakteriler ile reaksiyona giren bu maddeler “antikérper (antikor)” olarak
adlandirmistir [13]. Deutsch ise 1899 yilinda antikor olusumuna neden olan ya da
antikorlar tarafindan taninan maddelere “antijen” adini vermistir [14]. 1900’lu yillarda
yapilan bu c¢alismalar modern immiinolojinin dogumuna neden olan en 6nemli olaylardir

[15].

1939 yilinda ise Arne Tiselius ve Elvin Kabat kan serum proteinlerini elektroforez yéntemi
ile ayirmis ve proteinlerin elektrik ylklerine gore tabakalara ayrildigini tespit etmislerdir.
Bu tabakalar albimin, alfa globllin, beta globllin ve gamma globilin olarak
isimlendirilmistir. Belirli bir antijene karsi bagisik hale getirilmis olan hayvanlarin

serumlarinda, imminize edilmeyenlere oranla gamma globilin fraksiyonunda artis



gortlmekle birlikte, immin serumlar 6zgil antijen ile karistirildiginda gamma globilin
fraksiyonunda azalma oldugu gorilmistir. Bu calisma neticesinde gamma globiilin
fraksiyonunun major antikor iceren fraksiyon oldugu anlasiimis ve antikorlar gamma
globilinler olarak adlandinimistir. Bu fraksiyondan saflastirilan antikorlar ise

immunoglobulin G olarak isimlendirilmigstir [13, 16].

Himo6ral immin yanitin elemanlari olan antikorlar hem membrana bagh hem de
¢Ozilebilir formda bulunurlar. B lenfositlerinin ylizeylerinde membrana bagh olarak
bulunan antikorlar, B hiicre reseptér kompleksinde antijeni 6zgil olarak taniyan 6ge
olarak is gorir. Naive B hiicrelerinin ylzeyindeki immunoglobilin reseptoérleri 6zgil
antijenleri ile baglandiginda B lenfositler aktive olur ve antijene karsi immin yanit baslar.
Aktive olan B hiicresi, antikor salgilayan plazma hiicrelerine farkllagir. Plazma hiicrelerinin
salgiladigi antikorlar ile membrana bagli immiinoglobiilin ayni antijene 6zgiildiir. Plazma
hiicrelerinden salgilanan antikorlar serumda, mukozada ve dokular arasi sivida yogunlasir.
Bu antikorlar yabanci antijenleri taniyarak onlarin yok edilmesi icin bazi efektor
mekanizmalari aktive eder. Antijenlerin yok edilmesi icin kompleman proteinleri ve
fagositler gibi diger immun sistem elemanlarinin antikorlar ile etkilesimi gereklidir [13,

15].

2.1.2. Antikorun molekiiler yapisi

Antikorlar glikoprotein yapisinda olan molekillerdir. Antikorlarin yapisal 6zellikleri 1950
ve 1960’ yillarda Gerald Edelman ve Rodney Porter tarafindan ortaya gikariimistir. Batln
antikorlarin ortak bir cekirdek yapisi vardir ve “Y”’ harfine benzer bicimdedirler. Antikorlar
iki adet agir (55-77 kDa H chain) ve iki adet hafif polipeptit zincirinden (25 kDa L chain )
(H2L2) meydana gelir. Genetik olarak bir B hiicresi sadece bir gesit agir zincir ve yine
sadece bir gesit hafif zincir Gretebilir. Bu ylizden bir antikor molekilinde bulunan iki agir
zincir birbirinin aynisi oldugu gibi iki hafif zincir de birbirinin aynisidir [12, 17]. Bir antikoru
olusturan agir zincir peptitleri, birbirlerine iki ya da daha fazla kovalent disiilfit baglari ile
baglanirken, hafif zincirler de agir zincirlere disilfit bagi ile baglanir. Molekili olusturan
disdlfit baglarinin sayisi ve pozisyonu antikor izotipleri ve alt tiplerine gore degisiklik
gosterir. Aminoasitler arasindaki hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari gibi kovalent

olmayan baglar da bu dort polipeptit zincirinin birbirlerine tutunarak tek bir molekili



olusturmasina katki saglar [12]. Agir ve hafif zincirlerde, her biri yaklasik 70-110
aminoasitin (~12 kDa) katlanmasi ile olusan ilmik yapisina benzer, tekrarlayan, homolog
birimler bulunur. Bu birimler immiinoglobilin kivrimi (domain) olarak adlandirilir. Her bir
immunoglobdlin kivrimi iki adet B-pileli tabakadan olusur. Her bir tabakada li¢ ya da bes
adet anti-paralel polipeptit zinciri bulunur. iki tabaka birbirine disilfit baglar ile baghdir

[15]. Bu karakteristik kivirim immiinoglobilin stiper ailesinin tiyelerini tanimlar [18].

Batln antikorlar ayni molekiler yapiya sahip olmasina ragmen farkh antikorlar farkli
antijenleri  tanir. Bu farklihgin  sebebi antikorlarin aminoasit sekanslarinin
karsilastirilmasiyla anlasilmistir. Antikorlarin agir ve hafif zincirlerinin amino-terminal
bolgesindeki aminoasit dizilerinde farkliliklar bulunmaktadir. Bu bolgeye degisken
(variable, V) bolge adi verilmistir. Hafif zincirdeki degisken bolge Vi, agir zincirdeki
degisken bolge ise Vu olarak gosterilmektedir. Agir ve hafif zincirlerin degisken
bolgelerinde birer adet immunoglobilin kivrimi bulunur. Bir antikorda Vy ve Vi bolgeleri
birlikte antijenin baglandig bolgeyi olusturur. Bir antikor iki hafif ve iki agir zincirden
(H2L2) olustugu icin bitlin antikorlarda iki tane antijen baglama bdlgesi bulunur. Bazi
antikor izotiplerinde ise bu temel yapinin sayisi birden fazladir. Bu ylzden antijen
baglayan bolge sayisi daha fazla olabilir. Degisken bolge disinda kalan diger bolgelerin
aminoasit dizisindeki farklihk cok azdir. Bu bolgeler sabit bolge (constant, C) olarak
adlandirihr. Hafif zincirin sabit bodlgesinde bir adet immiinoglobilin  kivrimi (Cy)
bulunurken, agir zincirde ise antikor izotipine gore bu sayl (¢ veya dort adet

(CHl,CHz,CHa,CH4) olabilir [14, 19, 20].

2.1.3. Hafif zincirin 6zellikleri

Antikorun molekiler yapisinin anlasiilmasi multiple miyelom denilen ve antikor Ureten
plazma hicrelerinin kanseri olarak tanimlanan hiicrelerin kesfiyle baslamistir. Normal
plazma hicreleri birkag giin antikor salgiladiktan sonra 6len hicrelerdir. Bundan farkl
olarak multipl miyelomda plazma hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalir ve 6limsuzddr.
Pek cok hastada miyelom hiicreleri fazla miktarda hafif zincir ireterek, salgilarlar. Bu hafif
zincirler ilk olarak idrarda saptanmistir. Bu proteinlere Bence-jones proteinleri adi

verilmistir. Bence—jones proteinlerinin yani antikorun hafif zincirinin aminoasit sekanslari



incelenerek hafif zincirin molekiler yapisi hakkinda bilgiler elde edilmistir [21]. Hafif zincir
yaklasik olarak 214-216 aminoasitten olusur ve molekiler agirhigi 22- 25 kDa civarindadir.
Hafif zincirin amino terminal kisminda 100-110 amino asitlik bolge farkli Bence jones
proteinlerinde farkhlik gostermektedir. Bu kisim degisken bodlge (V) olarak adlandirilir.
Hafif zincirin karboksi terminal kismi ise sabit bolge (C) olarak isimlendirilmektedir. Sabit
bolgede iki farkli amino asit sekansi bulunabilir. Bundan dolayi hafif zincirler kappa veya
lambda olarak adlandirilir. insanlarda kappa hafif zincir orani %60 iken lambda hafif zincir
orani %40 civarindadir. Farelerde ise %95 oraninda kappa ve %5 oraninda da lambda hafif
zinciri bulunur. Bir antikorda ya kappa ya da lambda hafif zinciri bulunur. iki zincir ayni
antikorda asla bir arada bulunamaz. Kappa ve lambda zincirlerini iceren antikorlarda
fonksiyonel bir farkhlik bulunmazken neden boéyle bir farkhligin oldugu hala net olarak
bilinmemektedir. Lambda hafif zincirinde minér aminoasit farkhlklari bulunabilir. Bu
farklihklardan dolayi lamda hafif zincirinin insanda dort tane alt tipi, farelerde ise li¢ tane

alt tipi vardir [22, 23].

2.1.4. Agir zincirin ozellikleri

Agir zincir, hafif zincirden daha blyik olmasina ragmen, yapisal olarak hafif zincire
benzer. Bunlarin da amino-terminal kisimlarinda 110 aminoasitten olusan degisken bolge
yapisi bulunur. Sabit bolgesinde ise antikor izotipine gore degisiklik gosteren sayida ¢
veya dort tane immunoglobilin kivrimi bulunur. Hafif zincirde oldugu gibi agir zincirde de
aminoasit dizilimindeki farkhliklar izotip olarak adlandirilan formlarin olusmasina neden
olur [24]. izotiplerdeki bu aminoasit farkliiklari antikorun boyutuna, vyiikiine,
¢Ozlinurligline ve yapisal ozelligine etki ederek, antikorun vicudun hangi bélgesine
gidecegini, ylizey reseptorleri ya da diger molekiller ile nasil etkilesecegini belirler.
Bilinen bes tane major agir zincir izotipi vardir. Bu izotiplerin immin yanitta farkl
fonksiyonlari bulunur. izotipler immiinoglobiilin A (igA), imminoglobilin D (igD),
immiinoglobiilin E (igE), immiinoglobiilin G (igG) ve immiinoglobilin M (igM)’dir [25, 26].
izotipler a, 8, €, y, 1 yunan harfleri ile gdsterilirler. Farkh agir zincir izotiplerinde yaklasik
olarak %30 civarinda sekans benzerligi vardir[13]. a, & ve y izotiplerinde sabit bolgede
yaklasik olarak 330 aminoasit ve 3 adet Cy kivrimi bulunurken p ve € izotiplerinde sabit

bolgede 440 aminoasit vardir ve 4 adet Cy kivrimindan meydana gelir. insanlarda a ve y



izotiplerinde, farelerde y izotiplerinde bulunan aminoasitlerdeki minor farklhliklardan
dolayr alt siniflar bulunmaktadir. Bunlar insanlarda igAl, igA2, igG1l, igG2, igG3 ve
igG4’tur. Farelerde ise igG1, igG2a, igG2b, ve igG3’tiir. a, § ve y agir zincirlerinde Cul ve
Ch2 bolgeleri arasinda bulunan, prolin, serin, threonin aminoasitleri agisindan zengin ve
esnek yapida olan bdlgeye mentese bolgesi (hinge) denilmektedir. Mentese bolgesi
antikorun sabit bolgesindeki diger immiuinoglobilin  kivrimlart  ile  benzerlik
gdstermemektedir. Bu kisim igG, igD ve igA antikorlarina esneklik saglamaktadir. Her
antikor en az iki tane antijen baglama bolgesine (Fab) sahiptir. Mentese bdlgesinden
kaynakli esneklik sayesinde antikorun Fab kisimlari farkli uzaklikta bulunan antijenik

yapilara baglanabilir [22].

Antikorlar hem salgilanmis hem de membrana bagh formda bulabilir. Membran formunda
olan bir imminoglobiilin molekilli hidrofobik bir transmembran segmenti ile plazma
membranina baglanir. Membran immiinoglobiilini (mig) B hicreler yiizeyinde bir
reseptér olarak is gorir ve immiin yanit sirasinda antijen spesifik B hicrelerin
aktivasyonunda ¢ok dnemli bir rol oynar. Antikorun membrana bagli formu ve salgilanan
formu arasindaki aminoasit sekans farklihgi, agir zincirin C-terminal bélgesindedir. Onciil
RNA’da meydana gelen bir alternatif uc birlesmesi sonucu membrana bagli form ya da
salgilanan form meydana gelir. Salgilanan formda agir zincirin C-terminal kismindaki
hidrofilik aminoasitlerin sayisi daha fazladir. Membran formunda ise vyaklasik 26

aminoasitten olusan hidrofobik bir transmembran segmenti bulunmaktadir [13].

Hem agir hem de hafif zincirin degisken (V) bolgelerindeki bazi kisimlar olaganisti
degiskenlik gosterir. Bu bolgeler asiri degisken bolge ( hypervariable region, HV) olarak
isimlendirilir. Asiri degisken dolgeler, degisken bolgenin yaklasik olarak %15-20 kadarini
olusturur. Antijenlerin 06zgiil olarak taninmasi bu boélgedeki bes-yedi aminoasit ile
gerceklesmektedir. Bu bolge tamamlayiciigl belirleyen bolge (complementarity-
determining reagens, CDR) olarak da adlandirilmaktadir. insan ve farelerin agir ve hafif
zincirlerinde Uger adet asiri degisken bolge vardir. Vi ve Vu bolgelerinin geri kalan kismi
daha az farkhlik gostermektedir. Bu parcalara iskelet bolgesi (framework region, FRs)

denilmektedir[12, 14].



Antijen ve antikor arasindaki baglanama kovalent olmayan birkag bagin bir araya gelmesi
ile gerceklesir. Bu baglar hidrojen baglari, elektrostatik baglar, Van der Waals glicleri ve
hidrofobik gliglerdir. Bu baglar tek basina giicli baglar degildir fakat hep birlikte antikor ve
antijen arasinda ¢ok siki bir bag olusur. Yiksek tuz konsantrasyonu, deterjanlar ile

muamele ve fizyolojik olmayan pH araliginda bu bag geri déntisimli olabilir [18].

2.1.5. Epitop ve paratop

Antijenler, antikorun 6zgil tanima bélgesine oranla daha blyik molekullerdir. Bu ylizden
bir antikor biitlin bir antijen molekill yerine antijendeki belirli bolgeleri tanir. Antikorun
antijene baglandigl bu bolgelere antijenik determinant ya da epitop, epitopa baglanan
antikor bolgesine de paratop denir. Antikorlar epitoplarina son derece 6zgil bir sekilde
baglanir. Epitopun seklinde ya da kimyasal yapisinda meydana gelebilecek olan en ufak bir
degisiklik antikorun bu epitopa baglanmasini ortadan kaldirabilir [27, 28]. Karbonhidratlar,
proteinler, lipitler, niikleik asitler antijenik determinant olabilir. Proteinlerdeki epitoplar
genellikle iki gruba ayrilir. Bunlar lineer epitoplar ve konformasyonel epitoplardir.
Proteinlerdeki bazi antijenik determinantlar proteinin molekiiler yapisi primer haldeyken
ortaya cikar. Yan yana dizilmis birkag aminoasitten olusan bu epitoplara lineer epitop
denir. Naive bir proteinde bu lineer epitop, proteinin dis yiizeyinde ise antikor tarafindan
taninabilir. Fakat genellikle naive bir proteinde lineer epitoplar proteinin daha ic
yuzeyinde oldugu icin ancak protein denatliire edilince ortaya c¢ikmaktadir.
Konformasyonel epitoplarda ise aminoasitler bir sira halinde degildir. Antikora baglanan
aminoasitler, proteinin G¢ boyutlu yapisinda yan yana gelmistir. Antijenler denatire
edildigi zaman bu tip epitoplarin yapisi bozulabilecegi icin bu antijenlere, antikorlar

baglanamaz [15, 29].

2.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiler endotelyal biyume faktori (VEGF) , heparine baglanabilen, glikoprotein yapida,
anjiyogenik bir biiyiime faktéridir. Ozellikle endotel hiicreler icin spesifik bir mitojendir.
Vaskiiler endotelyal hicrelerin  sag kalimindan, gelisiminden, farklilasmasindan,

proliferasyonundan ve migrasyonundan sorumludur. Ayrica vaskiler gegirgenligi,



histamine oranla 50 000 kat daha fazla arttirabilmektedir. Bu ylzden vaskuler gegirgenlik
faktoru (VPF) olarak da adlandiriimaktadir [1, 30-33]. Yapilan pek ¢ok calisma VEGF'in hem
fizyolojik hem de patolojik anjiyogenezde c¢ok onemli bir rol oynadigini géstermistir.
Embriyogenez sirasinda VEGF ve reseptorleri kan damarlarinda ifade olmaktadir.
Embriyonik donemde VEGF ve/veya reseptorleri hedeflenerek yapilan gen susturma
calismalarinda dogru ve tam bir vaskilogenez gerceklesemedigi icin erken embriyonik
olimler meydana gelmektedir. Timoér buylmesi, diyabetik retinopati, romatoid artrit gibi
hastaliklarda meydana gelen patolojik anjiogenezde de VEGFin o6nemli bir roli
bulunmaktadir. VEGF fonksiyonunun inhibe edilerek, patolojik anjiyogenezin

engellenebildigini gdsteren calismalar mevcuttur [33, 34].

insan VEGF gen ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve Plasental Biiyiime Faktorii
(PIGF) olmak lzere 5 Uyeden olusur. Ayrica parapoxvirus, Orf viriis genomunda da VEGF
ile hem yapisal hem de aktivite olarak benzerlik gosteren bolge bulunmaktadir. Bu protein
VEGF-E olarak adlandiriimaktadir. Yilan zehrinde de svWEGF olarak adlandirilan benzer bir
protein bulunmaktadir. VEGF ailesi anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve vaskiilogenezde

bitlinleyici bir rol oynamaktadir [1, 5, 30, 35-37].

Cizelge 2.1. VEGF lyelerinin kromozomal lokasyonu, transkript boyutu ve protein agirhgi

[6]

Kromozomal | Major mRNA Major Protein
Lokasyon Transkript Agirhig (kDa)
Boyutu (kb)
VEGF-A 6P23.1 3,7-4,5 21
VEGF-B 11913 1,4 21,30
VEGF-C 4934 2,4 20-21
VEGF-D Xp22.31 2,2 20-21
PIGF 14q24 1,7-1,2 38,30




10

VEGF ailesi ligandlari igin, ¢ adet reseptdr protein-tirozin kinaz (VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3) ve iki tane enzimatik olmayan yardimci reseptér bulunmaktadir. Bunlar
Neuropilin-1 ve Neuropilin-2 yardimci reseptorleridir. Bazi VEGF ailesi ligandlari bu
reseptorlerden farkli olarak, plazma membraninda ve ekstraselliler matrikste bulunan

heparan silfat proteoglikanlara da baglanabilmektedir [38, 39].

2.2.1. VEGF-A

VEGF-A vaskilogenezde, anjiyogenezde ve progenitdr endotel hiicrelerin farklilasmasinda
anahtar rol oynamaktadir. Bu yizden VEGF-A genellikle VEGF olarak tanimlanmaktadir.
VEGF-A pek c¢ok hiicre tarafindan Uretilmektedir. Ortama salinan VEGF-A parakrin olarak
endotel hiicrelere etki ederek bu hiicrelerde bir dizi sinyal olusumunu tetikler ve hiicresel
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica endotel hicreler de VEGF-A

sentezleyerek otokrin etki ile kendi canliliklarinin devamini saglarlar [40].

VEGF-A diger VEGF ailesi Uyeleri icerisinde en spesifik ve 6ne ¢ikan anjiyogenik faktordir.
34-42 kDa agirliginda, homodimerik yapida, disilfit baglariyla birbirine bagli, glikoprotein
yapida bir molekildir. Her bir VEGF peptidi tek basina yaklasik 20 kDa agirligindadir.
Biyolojik olarak aktif formda olabilmesi icin homodimer yapida olmasi gereklidir [41].
Yetiskin bireylerde akciger, bobrek, kalp ve adrenal bezlerinde yiiksek miktarda VEGF-A
mRNA’sI bulunmaktadir. Karaciger, dalak ve gastrik mukozada ise daha az miktarda VEGF-
A mRNA’sI saptanabilmistir. Bununla beraber VEGF-A mRNA ve proteini, meme kanseri,
kolerektal kanser, akciger kanseri ve prostat kanseri gibi cesitli kanser tiirlerinde de timor
hiicresi tarafindan Uretilerek, ortama salgilanmaktadir. Ortamdaki VEGF-A anjiyogenezi
tetikleyerek tlimorin bliyimesi ve metastazina katki saglar. Bu yiizden VEGF-A kanser

tedavisi icin 6nemli bir hedeftir [35, 41, 42].

VEGF-A'nin kesfi 1980’lerin basinda, cesitli gruplar tarafindan yapilan ¢alismalarda benzer
sonuglarin ortaya ¢ikmasiyla gergeklesmistir. 1983 yilinda, Senger ve arkadaslari kobay
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin icinde bulundugu besiyerinden, vaskiler
gecirgenligi arttiran bir proteini izole etmis ve bu proteini kismen saflastirmigtir [43, 44].
1989 yilinda Ferrara ve Henzel sigir hipofiz folikiiler hiicrelerinin bulundugu besi yerinden,

vaskiler endotel hiicrelerini mitozo yonlendiren, heparine baglanabilen yeni bir protein
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izole etmistir. Bu protein sadece vaskiler endotel hiicrelerini aktive ettigi icin, bu proteine
VEGF adi verilmistir. Bu proteinin amino terminal sekansindaki aminoasit dizilimi Ala-Pro-
Met-Ala-Glu olarak belirlenmis ve bu proteinin daha 6nceden bilinen endotel hiicre
mitojenlerinden farkli oldugunu gosterilmistir[44, 45]. Connely ve arkadaslari kobay
hepatoselller karsinom besiyerinden vaskiler gecirgenlik faktort (VPF) olarak
adlandirilan proteini izole edip saflastirmistir. Bu grup, VPF'nin vaskiiler endotel
hiicrelerine yliksek afinite ile baglandigini gostermistir. Bunun nedenini, endotel
hiicrelerinin ylzeyinde bu faktorin baglanabilecegi bir reseptoriin var oldugu seklinde
aciklanmistir[46-48] Ferrara ve Henzel, VEGFi jel elektroforezinde vyiriterek,
indirgenmemis kosullarda proteinin molekiler agirligini 46 kDa, indirgenmis kosullara ise
23 kDa olarak gostermistir. Connelly ve Senger ise bu proteinin molekiler agirhgini
indirgenmemis kosullarda 34-42 kDa araliginda, indirgenmis kosullarda ise 17-24 kDa
arahginda bulmustur. Molekiiler agirliklarin degisiklik gostermesinin sebebi olarak,
proteinin bazi kisimlarinin proteolize olmasi ya da alternatif ug degistirme sonucu farkli
molekiler agirlikta izoformlarin olabilecegi disintlmustiir. Batin farkhliklara ragmen
VEGF'in disulfit baglar ile birbirine baglanmis homodimer yapida, indirgenmis ve
indirgenmemis kosullarda farkli molekiiler agirliga sahip ve tek bir N- terminal amino asit

sekansi olan bir protein oldugu sonucuna varilmistir. [1, 49, 50].

VEGF-A geni, 16,272 baz cifti uzunlugundadir. insanda kromozom 6p12 {izerinde yer alir. 8
adet ekzon ve 7 adet introndan olusur. Hem ekzonlar hem de intronlardaki gen dizisi farkh
turlerde siki bir sekilde korunmustur. Her bir ekzondan kodlanan bdlgeler, proteine belirli
ozellikler katmaktadir. Ornegin ilk dért ekzon sinyal peptidini, dimerizasyon kismini, VEGF
reseptorlerinin  (VEGFR-1, VEGFR-2) taninip baglandigi kismi kodlamaktadir. VEGF
proteininde sinyal peptidinin bulundugu aminoasit dizisinde bazi kesim islemleri
gerceklesir ve protein matir hale gelerek sekrete edilir. Bu kesim islemlerinin yapildigi
kisimlar ise ekzon 1 ve ekzon 2’de kodlanmaktadir. Ekzon 5'de plasmin ve matriks
metalloproteinazlar tarafindan kesim yapilabilecek bolgeler kodlanmaktadir. Ekzon 6, 7
ve 8de ise heparine baglanan bolge ile yardimci bir reseptor olan Neuropiline (NRP)
baglanan bdlge kodlanmaktadir. Ekzon 6, 7 ve 8de olusan alternatif ug birlestirme
(alternative splicing) sonucu, ayni genden farkli proteinler sentezlenerek VEGF-A’nin farkl

izoformlari olusur [51-54]. En ¢ok bilinen 4 adet major izoform bulunmakla birlikte son
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yillarda yapilan g¢alismalar sonucu yeni izoformlar bulunarak izoform sayisi artmistir.
izoformlar icerdikleri aminoasit sayilari ile numaralandirilir. Bu izoformlardan en
bilinenleri VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF1s83, VEGF189, VEGF06’dir [55, 56].
Alternatif uc birlestirme, ekzon 6, ekzon 7 ve ekzon 8’de olustugu icin bitin VEGF
izoformlarinda ekzon 1-5 bulunmaktadir. Ekzon 6a ve 7'de VEGF izoformlarinin heparine
baglanma oOzelliklerini iceren 2 adet bolge ve yardimci reseptor Neuropiline (NRP)
baglanma bolgesi kodlamaktadir. Bu 0Ozellige gére VEGF izoformlari ¢oziinip diflize
olabilen ya da ektraseliler matrikse bagl olarak kalan formlar olarak kategorize
edilebilirler. VEGF 145, 189 ve 206’da ekzon 6 ve ekzon 7’de bulunan iki adet heparin
baglanma bdlgesine sahiptir. Bu ylzden ekstraselliler matriks yapisinda heparin igeren

proteoglikanlara baglanarak hiicre yizeyine siki bir sekilde tutunurlar [7, 56].

VEGF165 sadece ekzon 7’deki heparin baglanma bdlgesini icerir. Bundan dolayi kismen
difize olabilirken, VEGF121’de ekzon 6 ve ekzon 7 deki baglanma bolgeleri yoktur. Bu
yizden VEGF121 vyiksek derecede difiize olabilir. VEGF-A’'nin proteolitik olarak
parcalanmasi bu molekiliin biyoyararlihigini arttirabilmektedir. Ornegin VEGFies ve
VEGF1go’'un COOH-terminal kisminin plasmin tarafindan kesilmesi sonucu olusan ve N-
terminal bolgeden ilk 110 amino asitlik kismi iceren biyoaktif haldeki molekdl, yliksek
derecede difflize olabilen yapidadir.  Ayrica matriks metalloproteinazlarda (MMP)
VEGF165'i COOH-terminal kismindan keserek heparine baglanmayan ve diflize olabilen bir

forma dondstirebilmektedir [33, 57, 58].
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Sekil 2. 1. VEGF-A geni ve alternatif uc birlestirme [59]

Bates ve arkadaslarinin 2002’de VEGFi6sb adi verilen yeni bir izoform bulmalariyla VEGF-A
ailesi yeniden siniflandiriimistir [60]. Bu yeni siniflandirmaya gére VEGF gruplari VEGFyxx
(pro-anjiyogenik) ve VEGFx«b (anti-anjiyogenik) olarak gosterilmekte ve xxx matir
proteindeki aminoasit sayisini belirtmektedir. VEGF«w«b ile VEGF«x« arasinda % 94-98
oraninda homoloji vardir. Bu gruplar arasinda sadece 6 aminoasit farklligi bulunmaktadir.
Bu farklihga bagh olarak gruplardan biri (VEGFx«) anjiyogenezi tetiklerken, digeri
(VEGFx«b) anti-anjiyogenik etki gostermektedir. Bu alt gruplar ekzon 8’deki farkhliktan
dolayr meydana gelmektedir. Ekzon 8 kendi icinde 8a (tgtgacaagccgaggcggtga) ve 8b
(tctctcaccaggaaagactga) olmak tzere iki alt bolgeye ayrilmistir [58, 61]. Ekzon 8a Cys-Asp-
Lys-Pro-Arg-Arg  aminoasitlerini  kodlarken ekzon 8b  Ser-Leu-Thr-Arg-Lys-Asp
aminoasitlerini kodlamaktadir. Bu degisiklik nedeniyle proteinin yapisi nétral hale gelir ve
bir adet disilfit bagl yok olur. Molekiilde meydana gelen bu konformasyonel degisiklik
nedeniyle VEGFiesb, reseptorii olan VEGFR-2 ve yardimci reseptor olan NRP-1'e uygun bir
sekilde baglanamaz. Bunun sonucunda da sinyal iletiminde énemli farkhliklar meydana

gelir [62]. VEGF16s VEGFR-2 ve NRP-1’e baglandigi zaman, dimerize olan reseptorin hiicre
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icinde bulunan kisminda bir rotasyon meydana gelir ve otofosforilasyon olusur. VEGF1esb
VEGFR-2 reseptorine baglandigl zaman ise reseptoriin hiicre icindeki kisminda farkl bir
rotasyon olustugu icin fosforilasyon olan bdlge, VEGFies'in uyarmasina bagl olarak
gerceklesen fosforilasyondan farkli olur. Ayrica VEGF16sb, COOH-terminal kisminda NRP-
1’e baglanmak igin gerekli aminoasitleri bundurmadigindan dolayr NRP-1'e baglanamaz.
VEGF165 ve VEGFigsb’nin fonksiyonel farkhliklarinin nedeni, NRP-1 yardimci sinyalinin
olmamasi ya da NRP-1, VEGFR-2 ve VEGFies Ugli kompleksinin olusturdugu sinyal
kaskatinin, VEGFR-2 ve VEGFigsb ikilisinin olusturdugu sinyal kaskatindan farkli olmasi
seklinde aciklanmaktadir [63, 64].

VEGF1g5b, diger biitiin anti-anjiyogenik VEGF«xb faktorleri icerisinde ilk bulunan ve
hakkinda en ¢ok arastirma yapilan major anti-anjiyogenik izoformdur. Anti anjiyogenik
izoformlar, normal saglkli dokularda total VEGF proteinleri icinde predominant olarak
bulunur fakat plesanta gibi anjiyogenezin normal fizyolojik kosullarda da gerceklestigi bir

dokuda total VEGF proteinlerinden sadece %1,5’i VEGF1gsb’dir [63].

VEGFxwx ve VEGFuxb izoformlarin saglik ve hastalik kosullarinda birbirine gevrilmesi, bu
izoformlari anjiyogenez ile ilgili arastirma yapanlarin ilgi odagi haline getirmistir. Ornegin
kanser gibi anjiyogenezin 6nemli oldugu bir hastalikta VEGF izoformlarinin anti-
anjiyogenetik formdan pro- anjiyogenetik forma cevrilmesi belki de kanserde metaztatik
sirecin baslamasina neden olmaktadir. Prostat, mesane, bobrek ve malanoma gibi
kanserlerde ve diyabetik retinopati, makiler dejenerasyon gibi hastaliklarda VEGFxxx

eksresyonu yukselirken VEGFxxb ekspresyonunun azaldigi gésterilmistir [65-67].

2.2.2 VEGF-B

VEGF-B 1996 vyilinda kesfedilmistir. Miyokart, pankreas, iskelet kasi gibi dokularda
ekspresse olmaktadir. Ayrica fare embriyonal dokusunda kalp gelisimi sirasinda, kaslarda,
embriyonik arterler icerisindeki diiz kaslarda ve spinal kordta ifadelendigi gosterilmistir.
Farelerde embriyonik dénemde 14. giinde kalp ve santral sinir sisteminde VEGF-B mRNA

seviyesi cok ylksektir [1, 68, 69].



15

VEGF-B geni insanda kromozom 11ql3’de kodlanmaktadir. 7 ekzon ve 6 introndan
olusmaktadir. Exon 3 ve ekzon 4’de sabit (invariant) sistein rezidileri vardir. Bunlar
molekilde disilfit baglari olusturmaktadir. Ekzon 6’da meydana gelen alternatif uc
birlesimi sonucu 2 adet izoformu meydana gelir. Bunlar VEGF-Bis7 ve VEGF-Biss'dur.
VEGF-B167 21 kDa, VEGF-B1gs 32 kDa agirhigindadir. Bunlarin aktif formu VEGF-A’da oldugu
gibi homodimer yapidadir. Homodimer yapidaki VEGF-Bis7 42kDa, VEGF-B1sg ise 60 kDa
agirhgindadir. Ayrica VEGF-A ile heterodimer olusturabilirler. VEGF-Bis7’nin  COOH-
terminal ucu hidrofilik yapidadir ve heparin baglayan bolge bulunmaktadir ayrica yardimci
reseptor olan NRP-1‘e baglanabilmektedir. VEGF-Bisg ise hidrofobik yapidadir ve NRP-1'e
baglanmasi diger izoforma goére daha sinirhdir. VEGF-Bigs’da heparin baglayan bolge

olmadigi icin bunlar hiicre ylizeyine baglanamaz ve difiize olurlar [70] .

VEGF-A ve VEGF-B'nin yapisal olarak benzerlik gostermesi ve VEGFR-1 ve NRP-1‘e
baglanmasindan dolayi VEGF-B‘nin de anjiyogenik etkiye sahip oldugu disundlmistir.
Fakat yapilan calismalar sonucu diger VEGF ailesi Uyeleri ile kiyaslayinca anjiyogenik
aktivitesinin farkli oldugu gosterilmistir. VEGF-B geni silinmis farelerde yapilan
¢alismalarda farelerin yasadigi ve normal kosullarda saghkli bir hayat strdukleri
gorulmuistir. Fakat VEGF-A veya VEGF-C geni silinen fareler embriyonik dénemde 6lurler.
VEGF-B transgenik fareler kullanilarak yapilan galismalarda da VEGF-B’nin ne anjiyogenezi
ne de lenfanjiyogenezi tetikledigi gosterilebilmistir. Yine diger VEGF ailesi Uyelerinden

farkh olarak vaskuler gegirgenligi uyarmadigi da gosterilmistir [71, 72].

VEGF-B normal kosullarda anjiyogenezi tetiklememesine ragmen vaskiiler hicreler
Uzerinde 6nemli etkisi vardir. VEGF-B, vaskiiler endotel hiicreler, perisitler ve diiz kas
hiicreleri icin potansiyel bir hayatta kalma faktorudir. Oksidatif strese ve serum
yoksunluguna birakilan endotel hiicreleri ve diiz kas hicrelerinde, VEGF-B eksikliginde
apoptoz artmaktadir. En ¢ok kalpte ekspresse olmaktadir ve kalp kan damarlarinin hayatta
kalmasi igin gereklidir. Normal kosularda kalpte anjiyogenezi tetiklemezken, patolojik bir
kosul olan kardiyak iskemi fare modelinde, VEGF-B’nin kardiyak kan damar yogunlugunu
arttirdig1 gosterilmistir. Ayni sekilde beyin kortikal néronlari, retinal néronlar, spinal kord
motor noronlari gibi néronlarin hayatta kalmasi icin 6nemli bir faktérdir [73]. VEGF-B’nin
yag asitlerinin endotel hiicre bariyerinden gegisinde gorev aldig1 da gosterilmistir. Endotel

hiicreler tzerindeki VEGFR-1 reseptori ile baglanan VEGF-B, yag asit transport protein 3
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(FATP3) ekspresyonunu arttirarak dolasimdaki yag asitlerinin kaslara gegmesine yardimci
olmaktadir. VEGF-B’'nin fazla ekspresyonu ve buna bagli olarak FATP3 protein
ekspresyonunun artmasi kaslarda fazla miktarda yag asidi birikimine neden olabilmekte ve
bu durum insilin direncine yol acabilmektedir [74, 75]. VEGF-B, dejeneratif kosullarda pek
¢ok hiicrenin hayatta kalmasini saglayan énemli bir faktor iken, patolojik kosullarda da
anti-anjiyogenik ve bilylmeyi inhibe eden bir etki gostermektedir. Bu ylizden ileride

hastaliklarin tedavisinde terapdtik bir rol oynayabilir [71].

2.2.3 VEGF-C

VEGF-C embriyonal gelisim sirasinda ve timor metastazi sirasinda gergeklesen
lenfanjiyogenez ve anjiyogenezde onemli rol oynar. 1996 yilinda kesfedilmistir. VEGF-C
insanlarda kromozom 4q34‘de farede ise 8. kromozomda bulunur. VEGF-C geninde 7
ekzon bulunmaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3 igin liganttir. VEGF-C’'nin VEGFR-2 ve VEGFR-3’
e baglanmasiyla birlikte bu reseptorlerin sitoplazmik kisimlarindaki trozinler otofosforile
olur ve sinyal yolag aktiflesir [76-78]. VEGF-C pro-protein olarak sentezlenir. Bu pro-
protein 46.9 kDa agirligindadir. Protein daha sonra proteolitik siirecten gecerek matir
haldeki biylme faktori haline gelir. Matir haldeki protein kovalent olmayan homodimer

yapidadir [79].

insanda kalp, yumurtalik, plesanta, iskelet kasi ve ince barsakta yiiksek oranda VEGF-C
mRNA’si gorilmektedir. Ayrica bébrek, akciger, pankreas, prostat, dalak ve testislerde de
bir miktar VEGF-C mRNA’si bulunmaktadir. Embriyonik dokuda ise lenfatik damarlarin
koken aldigi embriyonik damarlarda bulunmaktadir. Homozigot olarak VEGF-C geni
susturulmus farelerde lenfatik sistem gelismezken, VEGF-C*- farelerde lenfatik sistem
gelisimi blylk olglide bozulmustur. Endotel hiicrelerin yani sira immun sistem hicreleri
ve timor hicrelerinin de VEGF-C salgiladig bilinmektedir. Solid tiimorlerin ¢evresinde ve
kanser hastalarin kanlarinda yiiksek oranda VEGF-C ekspresyonu oldugu gosterilmistir [76,

80-82].

Embriyonik lenfatik sistemin gelisiminde VEGFR-3 lenfatik endotel hicreleri Uzerinde
ifadelenmektedir. VEGF-C, VEGFR-3’e baglandiginda lenf endotelinin proliferasyonu,
hareketliligi ve sag kalimi saglanir. Matir haldeki VEGF-C, VEGFR-3’lUn yani sira VEGFR-
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2’ye de baglanabilir. VEGF-C yardimci reseptorler olan NRP-1 ve NRP-2’ye de baglanir.
NRP-2’ye baglanma afinitesi, NRP-1'e baglanma afinitesinden yilksektir. NRP-2 kigik
lenfatik damarlarin ve kapillerin olusmasi igin gereklidir. NRP-2, VEGF-C VEGFR-3’lin

olusturdugu etkiyi daha da giiclendiren bir yardimci reseptordir [83].

2.2.4. VEGF-D

VEGF-D geni Xp22.31 kromozomunda kodlanmakta ve 7 ekzondan olusmaktadir. VEGF-D
de VEGF-C gibi pro-protein olarak sentezlenmekte daha sonra proteolitik bir slreg
sonunda matliir bliyime faktori haline gelmektedir. VEGF-D vaskiiler ve lenfatik endotel
hiicre uyarimini VEGFR-2 ve VEGFR-3’e baglanarak gerceklestirir. Yetiskinlerde kolonda,
kalpte, iskelet kasinda, ince barsakta yilksek oranda VEGF-D mRNA’si goriliirken,
yumurtalik, pankreas, prostat, dalak ve testiste diisiik miktarda bulunmaktadir. VEGF-
C'nin aksine VEGF-D geni susturulan fareler embriyonik gelisim sirecinde ve yetiskin
hallerinde normal lenfatik gelisim gostermektedir. Kolerektal, meme, gastrik kanserler,
troid kanseri, glioblastoma, melanom gibi kanser tirlerinde yiliksek ekspresyonu oldugu
gosterilmistir. Ekspresyonu lenf nodu metastazi ile dogru orantili olarak artmaktadir [6,

79, 81, 82].

2.2.5. Plesental biiyiime faktorii

PIGF, VEGF ailesinin kesfedilen ikinci tyesidir. 1991 yilinda italyan bilim insani Maria
Graziella Persico tarafindan plesantada bulunmus, saflastiriimis ve VEGFR-1'e baglandigi
gosterilmistir [84]. VEGF ile yaklasik %42 oraninda aminoasit benzerligi olmasina ragmen,
bu molekdllerin tGg¢ boyutlu yapilari buylik benzerlik gostermektedir. Yogun bir sekilde
plesentada bulunmasina ragmen kalp, akciger ve cizgili kaslarda da bulunur. Devinimsiz
haldeki endotel hicreleri cok az miktarda PIGF sentezlerken, uyari almis hiicreler yliksek
miktarda PIGF sentezler ve anjiyogeneze yardimci olurlar [85]. PIGF geni kromozon
14g24’de bulunur ve 7 ekzon vardir. 800 kb uzunlugunda bir DNA’dan kodlanmaktadir.
Alternatif u¢ degisimi sonucu insanda 4 adet izoformu olusur. Bunlar, PIGF-1 (PIGF131),
PIGF-2 (PIGF152), PIGF-3 (PIGF203) ve PIGF-4 (PIGF224). PIGF-2 ve PIGF-4’Uin yapisinda

heparan siilfat proteoglikanlarina baglanabilen aminoasitler vardir. PIGF-1 ve PIGF-3 ise
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difiize olabilir. Farede ise sadece bir adet izoform bulunur. PIGF, endotel hiicrelerin
proliferasyonunu, migrasyonunu, sag kalimini saglar ve damar gecirgenligini arttirir [86].
PIGF homodimerleri VEGFR-1 ve NRP-1 e baglanir. VEGFR-2’ye baglanmazlar. PIGF, VEGF-
A’nin anjiyogenik etkisini arttirmaktadir. Bunu su mekanizma ile gerceklestirmektedir.
VEGF-A hem VEGFR-1 hem de VEGFR-2’ya baglanabilmektedir. Fakat anjiyogenezi
uyarmasi VEGFR-2'ye baglanarak gerceklesir. PIGF ve VEGF-A olan ortamda PIGF VEGR-1’e
baglanir, boylece VEGF-A’'nin baglanabilecegi VEGFR-1 sayisi azalmis olur. Daha g¢ok
VEGFR-2’ye baglanan VEGF-A anjiyogezi daha gliclu bir sekilde uyarmis olur. PIGF, VEGF-A
ile de heterodimer olusturabilir. Olusan bu heterodimer VEGF-A/VEGF-A homodimerinin,

anjiyogenezi uyarabilme kapasitesini azaltmaktadir [87, 88].

Bazi patolojik kosullarda PIGF'in yiksek derecede ekspresse oldugu gorulmistir.
Tumorlerin PIGF ekspresse ettigi ilk kez 1994 yilinda Takahashi A. tarafinda renal karsinom
hiicrelerindeki PIGF mRNA artisi ile gosterilmistir [89]. Kolorektal kanserli hastalarda
serumlarinda bulunan PIGF miktari, hastaligin progresyonu ve sag kalim ile iligkilidir [90].
Eksikliginde ise bozulmus bir anjiyogenezden dolayi, gecikmis vyara iyilesmeleri

gorilmektedir [91].

2.2.6. VEGF-E

insanda bulunmayan bir faktordir. Orf parapoxviriis ve pseudocowpox virlis de
kodlanmaktadir. VEGF-A ile %20-25 oraninda aminoasit benzerligi vardir. VEGF-E bir grup
proteinin ortak adidir. Bu proteinler VEGF-ENZ-2 (Orf virls, NZ-2) VEGF-ENZ-7 (Orf viris,
NZ-7), VEGF-ENZ-10 (Orf virlis, NZ-10), VEGF-ED1701 (Orf virlis, D1701) ve VEGF-EVR634
(Pseudo-cowpox virilis, VR634)'dir. VEGF-E yiiksek afinite ile VEGFR-2'ye baglanir, VEGFR-
1’e baglanamaz. Bu faktor parapoxviris ile infekte lezyonlarda anjiyogenezi tetikler.

Vaskiler gecirgenlik 6zelligi VEGF-A ile benzerlik gosterir [5, 92, 93].

2.2.7 VEGF-F

VEGF-F 1999 vyilinda bir engerek yilani olan Vipera aspis aspis’in zehrinde bulunmustur.

Yapisal olarak VEGF-A ile %50 oraninda benzerlik gosterir. Endotel hiicre
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proliferasyonuna, diisiik tansiyona ve vaskiler gegirgenligin artmasina neden olmaktadir

[3, 94].

2.3. VEGF Reseptorleri

VEGF proteinleri reseptorlerine baglanarak, reseptorlerin ifade edildigi hiicrede bir dizi
sinyal olusumuna neden olurlar. VEGF ailesi Uyelerinin baglandigi 3 farkh reseptor
bulunmaktadir. Bunlar VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR), ve VEGFR-3 (FIt-4) [95]. VEGFR'leri
reseptor trozin kinaz (RTK) ailesinin Uyeleri olup, PDGF (Platelet-derived growth factor) ve
FGF (Fibroblast growth factor) reseptorleri ile ayni alt sinif icerisinde yer almaktadir.
Membrana bagli bu reseptorler benzer molekiiler yapidadirlar. Hiicre disinda kalan ve
ligantin baglandigi N-proksimal bélgede 7 adet immiinoglobiiline (ig) benzer yapi vardir. 1
adet transmembran bolge, transmebran bolgenin hemen altinda juxtamembrane kisim,

hiicre icinde kalan bélgede ise tirozin-kinaz kismi ve karboksi terminal kisim bulunur [96].

VEGFR-1 reseptorii endotel hicre, timor hicreleri ve monositler gibi pek c¢ok hiicre
yuzeyinde ifadelenmektedir. Ligantlari VEGF-A, VEGF-B ve PIGF'dir. VEGFR-3 daha ¢ok
lenfatik endotel hiicreler lizerinde ifade olmakla birlikte makrofaj ve dendritik hiicrelerde
de VEGFR-3 ifadelendigi gosterilmistir. Ligantlarr VEGF-C ve VEGF-D’dir.
Lenfanjiyogenezde 6nemli rol alan bir reseptordiir. VEGFR-2 ise vaskiiler endotel hiicreler,
kemik iligi kokenli hiicreler ve bazi kanser hiicreleri Gzerinde ifade olup, anjiyogenezin
gerceklesmesinde rol alan en énemli reseptérdir. Ligantlart VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D ve
VEGF-E [9, 97, 98].

Dimer halindeki VEGF proteinleri, reseptoriin hicre disinda kalan kismindaki
immiinglobiline benzeyen yapinin ikinci-tiglincii ig ilmegine baglanir. Bu baglanma sonucu
reseptorler homo ya da heterodimer haline gelirler. Reseptérlerin dimer haline gelmesi
sinyal olusumu icin gerekli fakat yeterli degildir. Dimerizasyonun stabil hale gelmesi
dnemlidir. Bu stabilizasyon reseptérlerin yedinci ig ilmekleri arasindaki direk bir kontak ile
olusur. Stabilize hale gelen dimer reseptorde sinyal iletim/doéntsiim yolagini aktive olur.
Sinyal olusumu heparan silfat, neuropilin ve integrinler gibi yardimci bir reseptor ile

modiile edilmektedir [99, 100].
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2.3.1. Yardimci reseptor neuropilin

Soker ve arkadaslari HUVEC hiicrelerinde VEGF proteinine baglanan, VEGFR-1 ve VEGFR-
2’den farkli bir reseptorin oldugunu bulup, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serisinden
bu reseptori saflastirmistir. Bu reseptoriin neuropilin-1 (NRP-1) adi verilen ve noral

gelisimde énemli bir rol alan molekiil ile hemen hemen ayni oldugu ortaya ¢ikmistir [101].

NRP ailesi, NRP-1 ve NRP-2 olarak adlandirilan iki homolog liyeden olusmaktadir. Bu
molekiiller yaklasik 120-140 kDa molekiiler agirlikta ve glikoprotein yapidadir. ilk olarak
adezyon molekilleri olarak tanimlanan bu molekiller, noral gelisim sirasinda 6nemli
islevleri olan semaphorin/collapsins ailesi Uyeleri ve anjiyogenezde 6nemli olan VEGF
reseptorleri, VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 igin hicre yiizeyinde ifadelenen yardimci bir
reseptordir. Hicre ici, transmembran ve hiicre disi kisimlari bulunmaktadir. NRP-2
angiogenezde, NRP-1 ise noral gelisimin yani sira, anjiyogenez, timor blylmesi ve
metastazinda 6nemli rol oynamaktadir. VEGFiss proteininin NRP-1 ile baglanmasiyla
birlikte, VEGFR-2'nin olusturdugu sinyal daha glgli hale gelerek, endotel hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu artmaktadir. NRP-2 ise VEGF-C / VEGFR2-R3 ile olusan ve

lenfanjiyogenezin gerceklesmesini saglayan sinyal icin 6nemlidir [102, 103].

insanda NRP-1 kromozom 10ql12’de kodlanirken, NRP-2 ikinci kromozomda
kodlanmaktadir. Her iki gen de 17 ekzon icermektedir. Embriyonik gelisim sirasinda NRP-1
sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve kas sistemi hicrelerinde ifade olurken,
yetiskinlerde endotel hiicre, timor hiicreleri, kalp, akciger, karaciger, bobrek, pankreas ve

kemik iligi stromal hiicrelerinde ifade olmaktadir [104, 105].

Pek ¢ok timor hiicresinin NRP-1 ekspresse ettigi gosterilmistir. Akut myeloid |6semi,
prostat kanseri, meme kanseri, akciger kanserinde NRP-1 ekspresyonu kotl prognoz
olarak tanimlanabilmektedir. VEGF ve NRP-1 baglanmasinin sonucu hepatosit bliyiime
faktort, platelet bliyime faktord, plesental biylme faktori gibi pek c¢ok sitokin
salgilanmaktadir. VEGFR-2 olmaksizin NRP-1'in tek basina timoér anjiyogenezini ve

migrasyonunu arttirdigi gosterilmistir [106, 107].
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2.3.2. VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase; Fit-1)

insan VEGFR-1 geni kromozom 13q12 de bulunmakta ve 30 ekzondan olusmaktadir. 180
kDa agirligindadir [1]. VEGF-A, VEGF-B, PIGF ve VEGF-F'ye vyuksek afinite ile
baglanmaktadir. Membrana baglh ve c¢ozinebilir form olmak (zere iki sekilde
bulunmaktadir. VEGF-A'nin VEGFR-1'e baglanma afinitesi VEGFR-2’den on kat daha
fazladir. Fakat uyarilmasi sonucu olusan tirozin kinaz fosforilasyonu, VEGFR-2'ye oranla
cok daha zayiftir [108]. Endotel hiicrelerdeki mitotik etkisi, sadece embriyonik dénemde
vaskiiler gelisimin oldugu erken evrede gerceklesir. Embriyonik dénemde ilk Once
angioblastlarda ve endotelyumda ifade olmaktadir. VEGFR-1 geni susturulmus fare
embriyolari uterusta sekiz ve dokuzuncu gilinler arasinda 6lmektedir. Embriyogenezin
ilerleyen evrelerinde VEGFR-1 ifadelenmesi bastirilmistir. VEGFR-1 endotel hiicrelerin yani
sira, osteoblast, monosit, makrofaj, plesental trafoblast ve bazi hematopoietik kok

hiicrelerde ifade olmaktadir [6, 109, 110].

VEGFR-1 vaskiilarizasyonu negatif olarak diizenleyebilen bir reseptordiir. Bu durum soyle
aciklanmaktadir. VEGF-A, VEGFR-2 vyerine afinitesi daha glicli olan VEGFR-1'e
baglanmaktadir. VEGFR-1'inde endotel hiicre proliferasyonunu indiklemedigi
bilinmektedir. Yani VEGFR-1 bir cesit dekoy reseptor olarak is gormektedir. VEGFR-1'in
mebrana bagh formu disinda, gende alternatif u¢ degistirimi sonucu olusan, ¢ozlnr
reseptor olarak adlandirilan bir izoformu (sVEGFR-1) bulunmaktadir. Bu izoformun
yapisinda sadece reseptoriin hiicre disinda bulunan kismi ve ligantin baglanabildigi bolge
vardir. Sinyal peptiti kesilen sVEGFR-1, 661 aminoasitten olusur. Alti veya yedi adet
immunoglobilin benzeri bolgesi vardir. Her iki izoform da dekoy reseptor gibi
davranmaktadir. Cozlinebilir formdaki sVEGFR-1 hamilelik sirasinda plesentada yiksek
miktarda bulunur. Cok fazla bulunmasi hamilelikte hipertansiyona neden olmaktadir [100,

111-113].

VEGFR-1, VEGF-B’ye de baglanmaktadir. Fakat baglanma sonucu olusan sinyal endotel
hiicrelerinde mitojenik bir aktiviteye yol agmaz. Endotel hicrelerdeki VEGFR-1'e VEGF-
B’nin baglanmasi sonucu endotel hiicreler uPA (Urokinaz tipi plazminojen aktivatori) ve
PAI-1( plazminojen aktivator inhibitori-1) Gretmeye baslar. Bu molekiller ekstraseliiler

matriksin pargalanmasinda goérev alan molekillerdir [114].
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2.3.3. VEGFR-2 (flk-1/KDR fetal liver kinase-1/ kinase domain- containing receptor)

Yaklasik olarak 210 kDa agirhiginda bir molekiildiir. Alternatif u¢ birlesimi sonucunda
olusan, hem membrana bagh formu hem de ¢6zlinebilir formu bulunmaktadir. Membrana
bagli formun ifadelenmesi vaskiiler hiicreler ile sinirliyken, ¢6ziinebilir formu plazma, kalp,
dalak, deri ve bdbreklerde bulunmustur. VEGFR-2'nin VEGF-A’ya baglanma afinitesi
VEGFR-1'in VEGF-A’ya baglanma afinitesinden 10 kat daha disuktiir. Proteolitik olarak
islem gormis VEGF-C ve VEGF-D’de VEGFR-2'ye baglanabilir. VEGF-E igin bilinen tek
reseptér VEGFR-2'dir [40, 99]. VEGFR-2, diger VEGFR’leri arasinda hakkinda en c¢ok
arastirma yapilan ve bilgi bulunan reseptordiir. Hem vaskilogenez hem de angiogenezde
onemli roli vardir. VEGFR-2 embriyonik ve yetiskin donemde endotel hicrelerin
ylzeyinde ifadelenen, fizyolojik ve patolojik angiogenez ile ilgili olan esas reseptordiir.
VEGFR-2 ve VEGF-A geni susturulmus fareler embriyonik dénemde 6lmektedir [97].
VEGFR-2'nin endotel hiicrelerinin yani sira hematopoietik kok hicreler, néronal hiicreler,
osteoblast, pankreas hiicreleri, retinal progenitor hiicreler ve megakaryosit hiicrelerde de
ifade oldugu gorulmdistir. VEGF-A'nin VEGFR-2 araciligi ile olusturdugu sinyal, endotel
hiicrelerin proliferasyonunu, migrasyonunu, filizlenmesini, hayatta kalmasini saglayarak
anjiyogenezi tetiklemekte ayrica vaskuler sizinti/gecirgenligini de arttirmaktadir. Bu
ozellikler, uyariya bagh olarak hiicre icinde olusan farkli sinyal yolaklari ile saglanmaktadir

[115, 116].

2.3.4. VEGFR-3 (Fms-like tyrosine kinase 4; Flt-4)

VEGFR-3, 170 kDa molekdiler agirlikta bir reseptordir [1]. VEGFR-3 hem proteolitik olarak
islenmemis hem de islenmis VEGF-C ve VEGF-D’ye baglanmaktadir. Proteolitik olarak
islenmis VEGF-C ve VEGF-D‘ye VEGFR-2 de baglanabildigi icin VEGFR-2 ve VEGFR-3
arasinda bir heterodimer olabilmektedir. Lenfatik endotel hiicrelerde ifade olmakta ve
lenfangiogenezde 6nemli islev gormektedir. Lenfatik endotel hiicreleri yani sira vaskiler
endotel hiicrelerinde, 6ncil néron hiicrelerinde, makrofaj ve osteoblastalarda da ifade
oldugu gosterilmistir. VEGFR-3 geni susturulmus fare embriyolari 10. giinde 6lmektedir
[100, 111]. Vaskdiler timorler ve solid timorler gibi patolojik kosullarda VEGFR-3’{in

vaskiiler endotel hiicrelerdeki ekspresyonlari artmaktadir. Ozellikle vaskiiler tiimérlerdeki
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VEGFR-3’ln artisi, buradaki endotel hiicrelerin patolojik olarak farkhlastigini gésteren bir
belirte¢ olarak gosterilebilir [6]. VEGFR-3 diger VEGF'leri arasinda dogal mutasyonun
goruldugi tek reseptordir. Milroy hastaligl olarak da bilinen kalitsal lenf 6dem hastaligi
VEGFR-3’de sinyal bolgesindeki kinaz kisminda meydana gelen inaktive edici bir mutasyon
sonucu meydana gelmektedir. Bu hastalikta eller ve ayaklarda kronik olarak 6dem

meydana gelmektedir [117].

PIGF VEGF-C
VEGF-B VEGF-F VEGF VEGF-E VEGF-D

S S B ©

Y A \

sVEGFR-1

Fe-010O

N NRP-1 NRP-

VEGFR-1 VEGFR-1/ VEGFR-2 VEGFR-2/ VEGFR-3
VEGFR-2 VEGFR-3

Sekil 2.2. VEGF reseptorleri ve ligantlari [83]

2.4. VEGF Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

2.4.1.Diisiik oksijen konsantrasyonun etkisi (hipoksi)

Oksijenin hiicre icindeki konsantrasyonu pek ¢ok genin ekspresyonunun diizenlemesinde
onemli rol oynamaktadir. Oksijen konsantrasyonu disiik oldugu zaman glikoz transporter
molekilleri, glikolitik yolak enzimleri, eritropoetin (Epo) ve VEGF gibi proteinlerin
ekspresyonu artmaktadir. Oksijen duslkligline bagh olarak dokuda VEGF proteinin
artmas! anjiyogenezin baslamasini uyarmakta, boylece dokuya daha ¢ok kirmizi kan

hicresi ile oksijen ulasmasi gerceklesmektedir [118-121].
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Hipoksiye duyarli pek c¢ok proteinde oldugu gibi, VEGF transkripsiyonu da hipoksi ile
indiiklenen faktér 1 (HiF-1) araciligi ile diizenlenmektedir. HiF-1 40’dan fazla genin
ekspresyonunu kontrol etmektedir. HiF-1 heterodimer yapida bir protein kompleksidir.
HiF-1a ve HiF-1B alt {initelerinden olusmaktadir. Normoksik kosullarda HiF-1a proteinleri
prolin aminoasitlerinden hidroksile olur. Hidroksile olan bu kisim von Hippel-Lindau
proteini (timor baskilayict protein) ile etkilesir ve ubikiitinasyona ugrar. Daha sonra
proteozomlar tarafindan parcalanir. Fakat hipoksik kosullarda HiF-1a stabil halde kalir ve
HiF-1B ile dimer olusturarak VEGF geninin promotér bélgesinde, hipoksi-duyarli element
bolgesine baglanarak bu geni aktif hale getirir. Boylece VEGF-A ekspresyonu artar. VEGF-C
ve VEGF-B’'nin ekspresyonunun da hipoksik akcigerde arttigi gosterilmistir. VEGF-D ve
VEGF-E ekspresyonlarinin hipoksi ile arttigina dair kesin bir bilgi henliz yoktur [81, 122-
125].

A. Normoksik Kosul
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Sekil 2.3. Hipoksinin VEGF gen ifadelenmesi Uizerine etkisi [120]

2.4.2. Biiyiime faktorleri ve hormonlarin etkisi

VEGF ekspresyonunu etkileyen en onemli faktor olarak hipoksik kosullar kabul ediliyor
olsa da blylime faktorleri, hormonlar, sitokinler ve onkogenler de VEGF gen
ekspresyonunu diizenlemektedir. Ornegin Fibroblast Biiyime Faktori 4 (FGF-4), PDGF,
Tumor Nekrozis Faktor a, Transforming Blyime Faktorl B (TGF-B), keratinosit bliyime
faktori (KGF), interlokin 1B (iL-1PB), iL-6 ve IGF-1 VEGF ekspresyonunu arttirmaktadir. iL-
10 ve iL-13 ise VEGF ekspresyonunu azaltmaktadir [31, 126]. Goldman ve arkadaslari

epidermal biylime faktorli (EGF) ile uyarilan insan glioma hiicre serilerinde VEGF
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ekspresyonunun arttigini géstermislerdir [127]. Ostrojen hormonu, meme kanseri hiicre
serisi MCF-7’de VEGF-A gen transkripsiyonunu arttirmaktadir [128]. Progestron
hormonunun da MCF-7 hiicre serisinde VEGF121 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir

[129].

2.4.3. Onkogenlerin etkisi

Proto-onkogenlerin mutasyona ugrayarak onkogenlere dénismesi ile tiimor olusumunun
meydana geldigi bilinmektedir. Onkogenler timor hicrelerinin farklilasmasina ve
proliferasyonuna neden olurlar. Solid timorlerin  bilylimesi ve metastazi igin
damarlanmaya ihtiyaci vardir. Proto-onkolgenlerde olusan mutasyonlar direk ya da dolayli
olarak pro-anjiyogenik sinyalleri arttirirken, anti—anjiyogenik sinyalleri baskilamaktadir.
Ornegin H-ras, K-ras, v-src, v-raf, onkogenlerinde meydana gelen mutasyonun, endotel
hiicrelerinde ve fibroblast hiicrelerinde VEGF-A ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir
[130]. Ras proto-onkogeninde meydana gelen mutasyon, insanda pek cok kanser tiirline
neden olabilmektedir. Ras aktivasyonu sonucu Raf-Mek-Erk- Map kinaz kaskadi aktive
hale gelir. Bu aktivasyon sonucu, aktif hale gelen bazi transkripsiyon faktorleri hiicre
proliferasyonunu tetiklemenin yani sira VEGF-A ekspresyonunu da arttirmaktadir. Ras
aktivasyonu anjiyogeneze direk ya da dolayli olarak etki eden TGF-B ve TGF-a

ekspresyonunu da arttirmaktadir [131, 132].

2.5. Tiimér Anjiyogenezinde VEGF'in Onemi

Maling timorler, genetik olarak anormal hale gelmis hicrelerin, klonal olarak kontrolsiiz
ve durdurulamayan cogalmasi sonucu meydana gelir. Bu hiicreler, homeostazinin
saglanmasi icin olusan sinyallere karsi duyarsiz haldedir. Yakin ¢cevre dokulara invaze

olurken, daha uzak dokulara metastaz gerceklesebilir.

Solid tlimorler olduk¢a kompleks bir yapidan meydana gelmektedir. Bu yapi icinde
neoplastik hicreler, bu hicreleri ¢evreleyen stromal hiicreler ve c¢evre dokular
bulunmaktadir. Stromal hiicrelerden olan, timor ile iliskili fibroblastlar, endotel hicreler,
vaskiler duvar yapinda yer alan perisit hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve immiin sistemin bazi

hiicreleri timor mikro cevresini olusturur. Bu hiicreler timoér olusumu ve progresyonu
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acisindan son derece 6nemli hicrelerdir [133, 134]. Tumor hiicreleri tohum olarak
distnilecek olursa, mikro cevredeki hicreler toprak olarak disinilebilir. Clnkd mikro
cevredeki hicreler timor gelisimi sirasinda, hicreler arasi matriksin yeniden
bicimlendirilmesi, hlicrelerin migrasyonun saglanmasi, anjiyogenezin tetiklenmesi, timor
hiicrelerinin invazyonunun saglanmasi, ilag direncinin gelismesi, ortama salgiladiklari pek
cok buylime faktorl, kemokin ve sitokin sayesinde immiin gbzetimden kagmayi

saglamaktadir [135].

Anjiyogenezin baslamasi, timor dokusunun blylimesi ve metastazin olabilmesi icin
gerekli en 6nemli asamadir. Clink(i normal dokularda oldugu gibi, tiim6r dokularinin da
besin maddesine ihtiyaci vardir. Ayrica olusan metabolik atiklar ortamdan

uzaklastiriimahdir [136].

Tumor dokusunun bliyimesi icin anjiyogenezin gerekliligi hipotezi ilk kez 1971 yilinda
Judah Folkman tarafindan ortaya atilmistir [137]. Bu hipoteze gore, primer solid timoérler
yillarca dormant halde kalabilir. Bu hale denge fazi denilmektedir. Bu fazda, yeni olusan
hiicreler ile 6len hiicre sayisi bir denge halindedir. Timor ¢api sadece 1-2 milimetre kadar
olabilir. Tumor yapisi bu biyuklige kadar, oksijen ve besin ihtiyacini ¢evre dokulardan
pasif diflizyon ile saglayabilir. Timor yapisinin avaskiiler halden vaskiler hale gegmesi
“anjiyogenik donusim” (angiogenic switch) ile baslar [138, 139]. Hem timor hiicreleri
hem de stromal hicreler anjiyogenezi baslatabilmek igin anjiyogenik faktorler
salgilayabilir. Bunlar VEGF, fibroblast biylime faktorld, hepatosit bliyliime faktord,
epidermal blayime faktorl, transforming bliyime faktorid, matriks metalloproteinazlar,
timor nekrozis faktor, anjiyopoietinler ve platelet kaynakh biylime faktérleridir. Bu
anjiyogenik faktorler timor cevresindeki damarlardan yeni damarlarin olusmasini uyarir
ve yeni olusan damarlar sayesinde timorin biylmesi baglamis olur [140]. Bu
faktorlerden en onemlisi VEGF'dir. Timor anjiyogenezi ile ilgili yapilan c¢alisma
sonuglarina gore, yiksek miktarda VEGF'in varligi kotl bir prognozu isaret etmektedir.

Ayrica kanserin yeniden niiksetmesi ile de iliskilidir [138, 141, 142].

Tumor anjiyogenezi, anjiyogenez aktivatorleri ve inhibitorleri arasindaki dengenin
bozulmasi ile meydana gelmektedir [136, 143]. Bu dengenin bozulmasina, bazi

onkogenlerin aktif hale gelmesi ya da timor baskilayici genlerin susturulmasi neden
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olmaktadir. Ornegin anjiyogenezin en énemli inhibitérii p53 timér baskilayici gendir. p53
geni anormal kosullarda meydana gelen hiicre boéliinmesini engelleyen ve hipoksik
kosullarda hicrenin apoptoza gitmesini saglayan bir gendir. p53 gen Urlini olan
thrombospondin, VEGF-A (iretimini engelleyen bir inhibitordir. Kanserlerde %50 oraninda
p53 geni mutasyonunun oldugu bilinmektedir. Timor mikrocevresinde oksijen orani
dustktir yani hipoksik bir ortam mevcuttur. Pek c¢cok kanser tiriinde bu hipoksik
kosuldan dolayr  HiF-1a retilmesi artmaktadir. Normal kosullarda p53, HiF-1a'ya
baglanarak HiF-1a’ yi stabil hale geritir fakat P53 geninin mutasyona ugramasiyla birlikte
HiF-1a’in HiF-1B ile dimerizayonu artar ve bu da timér hiicrelerinde VEGF-A {retimini

arttinir [144-147].

Normal kan damarlari ve timoér kan damarlar arasinda belirgin morfolojik farkliliklar
bulunmaktadir. Ornegin normal damarlarda arter, ven ve kapiller olmak (izere sirali bir
dallanma mevcutken, timor damarlarinda bu hiyerarsik dizen bozulmus durumdadir.
Tumor endotel hiicreleri, dizgiin, tek tabaka halinde siralanmis degildir. Bu yizden etkili
bir bariyer gorevi gorememektedir. Endotel hiicrelerin altindaki basal membran
normalden ¢ok daha kalindir. Endotel hiicreler Uzerinde bulunan perisitler, endotel
hiicrelere ¢ok gevsek olarak baglandiklari gibi, timor dokusuna dogru yonelen sitoplazmik
uzantilar bulundururlar. Bu dulzensizlikler timér damarinin gegirgenliginin artmasina
neden olmaktadir. Diger bir anormallikse, bu damarlari olusturan hiicrelerin anjiyogenezi
tetikleyen ve inhibe eden faktorleri liretme dengesinin bozulmus olmasidir [141, 148].
Bitlin bu dizensizlikler timor yapisinda, yetersiz lenfatik drenaja, diisiik kan basincina ve
dokular arasindaki sivinin yiiksek basincina neden olur. Kan akisinin diisiik olmasi ortamin
hipoksik olmasini saglar. Bu nedenle VEGF {retimi anormal bir sekilde artar ve yeni
diizensiz timor damarlarinin olusmasi devam eder [134, 149]. VEGF, timor endotel
hiicrelerinin mitozunu uyarmasinin yani sira bu hiicrelerin apoptozunu da engellerler. Bu
ozelligini anti apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Al ekspresyonunu uyararak gerceklestirir
[150]. Yeni damarlarin olusabilmesi igin hicreler arasi matriks yapisinin bozulmasi
gereklidir.  VEGF bu enzimlerin (retilmesi icin endotel hicreleri uyarir. Endotel
hiicrelerinden salgilanan plasminojen aktivatorleri ve bunlarin inhibitérleri, matriks
metalloproteinazlar, jelatinaz A gibi proteinler maktriksin bozulmasinda is goren

proteinlerdir. VEGF, kemik iligi kokenli endotel hiicre oncillerinin de timodr gevresine
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yonelmesini saglayarak anjiyogenezi destekler. Timor hicrelerinin ve stromal hiicrelerin
Urettigi VEGF, pozitif bir feedback donglisii meydana getirir. VEGF, timor damarlanmasini
arttinirken, damarlanma sayesinde bilylyen timoér daha fazla VEGF Uretmeye baslar

[151].

Judah Folkman’nin, timoérin biylmesi ve metastazi igin anjiyogenezin gerekli oldugunu
ortaya cikarmasindan sonra kanser tedavisinde “anti- anjiyogenik terapi’’ konsepti ortaya
¢ikmistir. Bu dlstinceye gore anjiyogenez inhibe edilirse timoérin bliyimesi ve metastazi
durdurulabilir. VEGF-A'nin timor hicreleri ile stromal hicrelerden salgilanan ve timor
anjiyogenezinde en o6nemli faktor oldugunun anlasilmasiyla birlikte, VEGF-A'nin
olusturdugu sinyalin inhibe edilmesi lzerine giinimize kadar pek ¢cok ¢alisma yapilmis ve
yapilmaya da devam etmektedir [152]. Bu dogrultuda VEGF'i hedef alan 3 major ajan
gelistirilmistir. Bunlar monoklonal antikorlar, VEGF dekoy reseptorii, kiicliik molekiil
reseptor trozin kinaz inhibitorleridir (RTKIs). Ginimuizde bu ajanlar klinikte kemotrepi ile
birlikte ya da tek basina kanser tedavisinde kullanilmaktadir [153]. Bevacizumab kanser
tedavisinde antianjiyogenik ajan olarak kullanilan, insansilastiriimis, imminglobilin G1
tipinde bir monoklonal antikordur. VEGF'i notralize ederek anjiyogenezi engeller [154].
2004 yilinda FDA (US Food and Drug Administration) tarafindan metastatik kolon kanseri
tedavisinde kemoterepi ile birlikte kullanilmasi onaylanmistir. Bevacizumab, FDA
tarafindan antianjiyogenik tedavide kullanilmasi onaylanan ilk ilactir. Genellikle hastalar
tarafindan iyi tolere edilse de hipertansiyon, proteiniri, kanama, yaralarin iyilesmesinde
sorunlar ve tromboemboli gibi yan etkileri de olabilmektedir [155]. ilk olarak metastatik
kolon kanseri (MCRC) tedavisinde kullaniimistir. Glinlimiizde ise metastatik skuamoz
olmayan kiclik hticreli disi akciger kanseri (NSCLC), metastatik renal hicreli kanser
(mRCC), persistant, niikseden ya da metastatik servikal kanser (CC), peritoneal kanser
(prOC) tedavisinde sitotoksik tedavi veya sitokin terapisi ile birlikte kullanilmaktadir.
Nikseden glioblastoma multiform (rGBM) kanserinde ise palyatif tedavi sirasinda tek
basina kullanilabilmektedir [156]. Anti-anjiyogenez tedavisinde Bevacizumab’in yani sira
monoklonal antikor temelli yeni ilacglar Gizerine pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve yapilmaktadir.
IMC-18F1 VEGFR-1‘e, Ramucirumab VEGFR-2’ye baglanarak VEGFin reseptoriine
baglanmasini engelleyen monoklonal antikorlardir. Ziv-aflibercept ise peptit-antikor

flizyonu ile olusan ve VEGF-A, VEGF-B ve PIGF igin dekoy reseptdr olan FDA tarafindan
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onaylanmisg bir ilagtir [153, 157]. Reseptor Trozin kinaz inhibitorleri ise antianjiyogenik
tedavide kullanilan diger bir grup ilactir. Bunlar VEGF- VEGFR baglanmasi sonucu olusan
sinyal yolagini inhibe ederek anjiyogenezi engellerler. Sunitinib, Sorafenib, Axitinib,
Pazopanib, Vandetanib ve Lenvatinib FDA tarafindan onaylanan ve cesitli kanserlerin

tedavisinde kullanilan tirozin kinaz inhibitorleridir [158].

2.6. VEGF-A’nin Tiimor Mikrogevresindeki immiin Baskilayici Ozelligi

immiin sistem hiicrelerinin, kanser hiicrelerini yok ederek tiimériin biyiimesini
engelledigi ilk olarak 1909 yilinda Paul Erhlich tarafindan ortaya atilmistir. 1957 yilinda Sir
MacFarlane Burnet ve Lewis Thomas’in immin silirveyans hipotezi ile bu goris
desteklenmistir. Hayvan galismalari ile birlikte immun sistem eksikligi olan veya immin
sistemi baskilanmis olan hastalarda yapilan c¢alismalar sonucunda da, immin sistemin
kanser gelisimini kontrol ettigi gosterilmistir [159]. Genetik olarak T ve B lenfosit eksikligi
olan farelerde (RAG27/") veya interferon gamma sinyal yolagl bozuk farelerde, normal
farelere oranla spontan olarak veya kanserojen ile uyarilarak olusturulan tiimérlerin daha
stk oldugu goérilmektedir. immiin sistemi baskilanmis ya da immiin yetmezligi olan
kisilerde de normal saglikli bireylere oranla kanser gorilme olasiligi daha yuksektir. Klinik
olarak timorin gorilebilmesi icin, immin slirveyansin etkisiz hale gelmesi gereklidir.
Bunun icin, kanser hicreleri immiin sistem tarafindan taninan molekillerinin
ekspresyonunu baskilar yada immiin regllator hiicreler timor gevresine gekilebilir [160].
VEGF anjiyogenik bir bliylime faktorlii olmasinin yani sira, ozellikle timor cevresindeki
immin yapilanma lzerinde 6nemli bir etkisi vardir. Hematopoietik hiicreler, dendritik
hiicreler, makrofajlar ve lenfositler, farkli VEGF reseptorlerini ifade etmektedir [9]. TUmor
kaynakli VEGF, immiin sistem hiicreleri tizerindeki reseptorlerine baglanarak bu hiicrelerin
etkili bir sekilde anti timoral etki gostermelerine engel olmaktadir. Ayrica hematopoietik
progenitdr hicrelerin, immun hicrelere farklilasmasini engelleyerek, timor gevresindeki

immunsupresif ortamin ortaya ¢cikmasina katki saglamaktadir [9, 160-162].

Dendritik hicreler, timoér immiunolojisinde énemli yer alirlar. Bu hicreler kemik iligi
kdkenli antijen sunucu hicrelerdir. Timoér tarafindan salgilanan VEGF ve bazi diger

faktorler, immatir dendritik hicrelerin kemik iliginden ve periferal dokulardan timor
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cevresine gelmesini tetikler. Apoptotik timor hiicrelerinden ortama salinan tlimor spesifik
antijenler, immatir dendritik hiicreler tarafindan alinarak islenir ve lenf nodlarinda T
hiicrelerine sunulur. Béylece timodre karsi kazanilmig immiin yanit baslamis olur. TUmor
modeli olusturulan farelerde ve kanser hastalarinda dendritik hiicre matiirasyonu ve
farkhlagsmasi dogru bir sekilde gerceklesememektedir. Bu ylzden immatir dendritik
hiicreler, tumor antijenlerini T hiicrelerine sunamazlar. Bu da immiin tolerensa neden
olmaktadir [39, 163]. VEGF'in dendritik hiicre matlrasyonunu engelledigini gbsteren in
vitro bir calismada CD34+ hemetopoietik dnciil hiicreler insan kord kanindan izole edilmis
ve GM-CSF, iL-4,TNF-a iceren ortamda kiiltiir edilmistir. Ortama kolon ve meme kanseri
hicrelerinin stpernatanlari ilave edilmis ve dendritik hicre matirasyonunun
gerceklesmedigi gorilmistir. Dendritik hiicre gelisimini etkileyen bu molekiliin 30-50
kDa agirliginda oldugu bulunmus ve ortama VEGF’'i notralize eden antikorlarin ilavesi ile
dendritik hiicre matiirasyonunun dogru bir sekilde gerceklestigi gdsterilmistir [164]. in
vivo bir c¢alismalarda ise timorl bulunmayan fareye rekombinant VEGF verilmesi,
dendritik hiicre gelisimi bozulmus ve immatir myeloid kdkenli hiicre miktarinin artmasina
neden olmustur. Timoér modeli olusturulan farelerde ise VEGF'i nbtralize eden
antikorlarin fareye verilmesi ile birlikte lenf nodlari ve dalaktaki dendritik hiicre sayilari
artmis ve dendritik hiicre matiirasyonu gerceklesmistir. Boylece VEGF'in dendritik hiicre
fonksiyonunu negatif yonde ve gligli bir sekilde etkiledigi anlasiimistir [165]. VEGF bu
etkiyi CD34* hematopoietik kok hucrelerdeki reseptorine baglanarak (flt-1/VEGFR-1)
gergeklestirmektedir. VEGFR-1’e baglanan VEGF, CD34* hematopoietik kok hiicrelerdeki
NF-kB transkripsiyon faktoriini inhibe ederek bu hicrelerin dendritik hiicrelere

farklilasmasini engellemektedir [166].
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Sekil 2.4. VEGF’in dendritik hiicre matlirasyonuna etkisi [39]

Myeloid kokenli baskilayici hiicreler (MDSC), myeloid progenitor hiicreleri ve immatir
myeloid hiicreleri iceren immunsupresif 6zelligi olan bir grup hiicredir [167]. Bu hiicreler
hem timor cevresinde hem de dolasimda yogun bir sekilde goriilmektedir. Bu hiicrelerin
ekspansiyonunda ve timor cevresinde yogunlasmasinda VEGF 6nemli bir rol almaktadir
[160]. MDSC’ler timor gevresindeki immiin baskilayici etkisini daha ¢ok T hiicrelerine etki
ederek gergeklestirirler. MDSC'ler, T hiicrelerinin proliferasyonu icin gerekli olan esansiyel
aminoasit L-Arginini,  Arginaz-1 enzimini kullanarak metabolize ederler. Boylece
ekstraselililer ortamdaki L-Arginini tiiketmis olurlar. iNOS enzimi araciligi ile NO (retimine
neden olurlar. Ortamdaki NO miktarinin artmasi T hiicrelerinin proliferasyonunu engeller
ve bu hiicrelerin apoptoza gitmesine neden olur. indoleamin 2,3- deoksijenaz (iDO),
reaktif oksijen radikalleri (ROS), radikal siiperoksit (O2.-) ireterek de T hiicre
baskilanmasina neden olurlar. Olugsan NO ile radikal stiperoksit reaksiyona girerek radikal
peroksinitrit olusturur. Olusan bu peroksinitrit peptit/MHC kompleksinin olusmasini
engelleyerek T hicrelerinin antijeni tanimasini engeller [167, 168]. VEGF araciliyla timor
cevresindeki miktari artan MDSC'ler, IL-10 ve TGF-B salgilayarak Foxp3* Treg hiicrelerinin
olusmasina neden olurlar. Sayica artan Treg hiicreleri de VEGF salgilayarak ortamdaki
VEGF miktarini daha da arttirmaktadir. Metastatik koleraktal kanser hastalarinda da

VEGF'in VEGFR-2 araciligiyla Treg proliferasyonuna neden oldugu gosterilmistir.
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Bevacizumab (VEGF'e karsi Uretilmis, humanize bir monoklonal antikor) kullanan

hastalarda Treg sayisinin azaldigi gortlmustir [161, 169-171].

Kanser hastalarinin serumlarinda VEGF miktari belirlendikten sonra, ayni miktardaki
rekombinant VEGF'in fareye verilmesi ile yapilan bir calismada, farelerde timik atrofi
gerceklesmis ve CD4, CD8 timosit sayisi azalmistir. Bu ¢alisma sonucunda VEGF’in timosit
apoptozuna neden olmadigl, patolojik olabilecek dizeydeki miktarinin hematopoietik
hicrelerden T hiicre farkhlagsmasini engelledigi anlasiimigtir [172]. VEGF- T hiicre iliskisini
arastiran baska bir calismada ise VEGF miktari ile dogru orantili olarak tlimor icerisindeki
CD8 T hiicrelerinde PD-1 ifadelenmesinin arttigi, VEGF- VEGFR blokaji saglandiginda CD8 T

hiicrelerinde PD-1 ifadelenmesinin azaldigi gésterilmistir [173].

Timor ile iligkili makrofajlar (TAM) timor ¢evresinde bulunan diger bir hiicre grubudur.
TAM hiicrelerinin timor ¢evresinde yogun bir sekilde bulunmasi kotl prognaza isarettir.
Bu hiicreler monositlerden kéken almaktadir. Timér mikrogevresinde bulunan VEGF, iL-4
ve iL-10, monositlerin TAM hiicrelerine déniismesine neden olur. TAM hiicreleri
salgiladiklari anjiyogenik faktorler ile timor bliylimesi ve metastazina énemli bir sekilde
katki saglarlar [174, 175]. VEGF-A, TAM hdcrelerinden salgilanan en énemli angiyogenik
faktordir. Bazi kanser tirlerinde TAM yogunlugu ile VEGF-A miktari birbiri ile dogru
orantiidir. Meme kanserlerinde TAM hicreleri, timoérin o6zellikle hipoksik kisminda
bulunmaktadir. Hipoksik ortam bu makrofajlardaki hipoksi ile indiiklenen faktér 1 (HiF-1a
ve HiF-1B) Uretimini arttirir. Bu transkripsiyon faktorii VEGF-A ekspresyonunun majér
dizenleyicisidir. TAM hicreleri sadece VEGF-A (ireterek timor biylmesine katki
saglamazlar. Pek ¢ok hiicre tarafindan salgilanan VEGF-A'nin bazi formlari hiicreler arasi
matrikse bagl durumdadir. Hiicreler arasi matriksin, matriks metalloproteinazlar
tarafindan (MMPs) parcalanmasi ile VEGF-A'nin ¢6zlinebilir formlari dolasima

katilabilmektedir [176-178].
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2.7. Antikor Karakterizasyonu igin Tez Kapsaminda Kullanilan Metotlarin Temel

Prensipleri

Bir monoklonal antikorun karakterizasyonu uzun ve kompleks bir prosedirdir.
Antikorlarin farkli dzelliklerinin tespit edilebilmesi icin karakterizasyon yapilabilir. Ornegin
antikorun molekiiler 6zelliklerinin belirlenebilmesi icin ya da kullanilmak istendigi amaca
uygun olup olmadiginin tespit edilebilmesi icin karakterizasyon yapilabilmektedir. Bu
karakterizasyon islemleri sonucuna dayanarak, antijenik 6zgulliikleri ve antijene baglanma
kapasiteleri hakkinda elde edilecek bilgiler, monoklonal antikorlarin hangi tedavi ve tani
isleminde veya yonteminde daha uygun olarak kullanilabilecegini ortaya cikarmaktadir. Bu
ylzden karakterizasyon icin uygulanacak protokoller ve yontemler bilyik 6lclide degisiklik
gosterebilir. Ornegin  Ghaemimanesh ve arkadaslari insan sortilin proteinine karsi
gelistirdikleri monoklonal antikoru karakterize ederken, Western blot ve flow sitometri
yontemlerini kullanmislardir. Elde ettikleri sonuclar neticesinde bu antikorun, belirtilen
yontemlerde kullaniminin uygunlugu acisindan karakterizasyonu yapilmistir [180]. Baska
bir calismada ise Zheng ve arkadaslari insan nikleer proteini olan FAM76B’ye karsi
gelistirdikleri farkli monoklonal antikorlar karakterize ederken ELISA, Western blot,
immuinoprespitasyon ve immiinohistokimya metotlarini kullanmiglardir. Bu ¢alisma

sonucunda arastirmacilarin gelistirdikleri antikorlarin farkh antijenik epitoplara baglandigi
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tespit edilmis ve ELISA ydénteminde antijene 6zgiil olarak baglandigi goésterilen bir
antikorun Western blot ve imminohistokimya calismalarinda 6zgil antijenine
baglanamadig gibi sonuglar elde edilmistir [181]. Yani antikor karakterizasyonu
calismalari sonucunda antikorlarin, bireysel olarak farkl 6zellikleri tespit edilmis olur ve

bu 6zelikler sayesinde antikorlarin kullanim alanlari belirlenebilir.

2.7.1. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ELISA ydntemi 6zgiil antijen ve antikor baglanmasini géstermek amaciyla kullanilan bir
yontemdir. Hem klinik hem de arastirma laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan
immunolojik bir testtir. Antijene 6zgll antikor veya antikora 6zglil antijen aranabilir. Bu
yontemde kullanilan antikorlara, enzimler kovalent baglar ile bagldir. Bu enzimler ile
reaksiyona giren renksiz olan substrat, renkli hale gelir ve olusan reaksiyon urini
spektrofotometrede okutulur. Testte kullanilan renksiz substrat kromojenik substrat
olarak adlandiriimaktadir. Antikor ile konjuge edilen enzimler genellikle alkalin fosfataz,

horseradish peroksidaz ve B- galaktozidaz enzimidir [182, 183].

Orneklerdeki antijen ya da antikorun kalitatif tespitinin yada kantitatif Slciminin
yapilabildigi farkli ELISA tipleri gelistirilmistir. Bunlar in-direk ELISA, Sandwich ELISA ve
Kompetitif ELISA’dir. Mevcut biitiin ELISA cesitlerinde var olan antijenin yada antikorun
kalitatif tespiti yapilabilir. Alternatif olarak konsantrasyonu bilinen antijen ya da antikor
hazirlanarak, bunlardan elde edilen bir standart egri sayesinde, konsantrasyonu

bilinmeyen 6rnegin konsantrasyonu tespit edilebilir [13, 184].

in-direk ELISA

in-direk ELISA yodnteminde antijene 6zgiil bir antikorun varhigi ve konsantrasyonu
Olgulebilir. Bu teknikte mikroplaklar antijen ile kaplanir. Test edilecek 6rnek, antijenle
kaplanmis plaklardaki kuyucuklara eklenir. Ornekte bulunan ve antijene 6zgiil olan
antikorlar, plaklarin yiizeyindeki antijene baglanir. Ozgiil olarak baglanan antikorlar,
izotipe veya allotipe 6zgiil olarak baglanabilen ikincil antikorlar ile tespit edilir. Kullanilan
ikincil antikorlarin 6zelligi, bu antikorlara enzimlerin kimyasal olarak baglanmis olmasidir.

Birincil antikora baglanmayan ikincil antikor yikama ile ortamdan uzaklastirilir ve ortama



35

ikincil antikora konjuge olan enzimin renksiz substrati ilave edilir. Meydana gelen
renklenme spektrofotometre ile olclilerek orneklerin optik dansite degerleri belirlenir

[185].

Sandwich ELISA

Sandwich ELISA yénteminde drnekteki antijenin varligi ve miktari tespit edilebilmektedir.
Bu teknikte mikroplaklar antijene 06zgil antikorlar ile kaplanir. Antijen iceren 6rnek
kuyucuklara ilave edilir. Baglanmayan antijenin uzaklastiriimasini takiben enzim ile isaretli
ve antijene 6zgil olan ikincil antikor ilave edilir. Bu ikincil antikor, kaplama yapmak icin
kullanilan antikorun baglandigi antijenik epitoptan farkli bir epitopa baglanmalidir.
Ortama renksiz substratin ilave edilmesiyle olusan renk degisimi Olglilerek 6rnekte
bulunan antijen tayin edilebilir. Kullanilan ikincil antikorun enzim ile konjuge olmasi
zorunlu degildir. in direk ELISA’da oldugu gibi enzim ile konjuge ve ikincil antikora

baglanabilen baska bir antikor da kullanilabilir [186].

Kompetitif ELISA

Bu teknikte ilk olarak antikor antijenin bulundugu o6rnek ile inkiibe edilir. Eger ornekte
antijen ¢ok ise antikorlar antijenlere baglanir ve serbest antikor miktari azalir. Ornekte
antijen yok ise serbest antikor miktari fazladir. Olusan antikor antijen kompleksi, antijen
ile kaplanmis plaklara ilave edilir. Birincil antikora 6zglil ve enzim ile isaretli olan ikincil
antikor ile kuyucuklardaki antijene baglanan birincil antikor miktari belirlenir. Kompetitif
ELISA’da ters orantili bir egri elde edilir. Ornek icinde yiiksek oranda antijen varsa daha

disik abzorbans degeri olusmaktadir [21].

2.7.2. immiinofloresan Boyama

immiinofloresan boyama antijen-antikor 6zgiilligiine dayali immiinolojik bir yéntemdir.
immiinofloresan boyamanin ge¢misi 1942 yilina kadar dayanmaktadir. Albert Coons’un
pulmoner dokulardaki antipneumococcal antikorlari, floresan boyalar ile isaretlemesi
sonucu ortaya cikmistir. Bu yontemde kullanilan antikorlarin sabit kisimlari floresan bir

madde ile isaretlenmistir. Antikorlara konjuge edilen floresan maddelerden bazilari
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fluorescein, rhodamine, phycoerythrindir. Floresan molekdillerin 15181 absorbe etigi dalga
boyu (excitation) ile yansittigi dalga boyu (emission) farkhdir. Bu floresan maddeler UV isik
kaynagi olan bir mikroskop ile gorilebilir. Floresan madde ile isaretli antikorlar
kullanilarak yapilan boyamalar direk ya da in-direk olarak ayrilmaktadir. Direk boyamada
antijene baglanan birincil antikor floresan madde ile konjuge iken, in-direk boyamada
birincil antikorda floresan madde yoktur. Birincil antikora baglanan ikincil bir antikor
floresan madde ile isaretlenmistir [187-189]. immiinofloresan teknigi, otoimmiin
hastaliklarda immin kompleksin ya da otoantikorlarin tespitinde, hasta dokularinda
mikrobiyal partikillerin tespitinde, tlimorlerin yilzeyinde bulunan timore o6zgil

antijenlerin tespit edilmesinde kullanilan énemli bir tekniktir [12].

2.7.3. Western Blot

Western blot teknigi, antijen antikor etkilesiminin 6zgulligliine dayanan metotlardan
biridir. Bu teknikte spesifik bir protein, kompleks bir karisimin icinden proteine 6zgiil
olarak gelistirilmis antikorlarin kullanilmasi ile tespit edilebilir. Bu teknigin Western blot
olarak adlandirilmasinin nedeni, DNA fragmentlerinin tespit edildi Southern blot ve RNA
fragmentlerinin tespit edildigi Northern blot tekniklerine benzer bir protokolin
uygulaniyor olmasidir [190, 191]. Western blot tekniginin ilk asamasinda protein karisimi
poliakrilamit jel elektroforezi ile molekiler agirliklarina gore ayrilir. Sodyum dodesil siilfat
jel elektroforezinde (SDS-PAGE) protein karisimi, negatif yikli bir deterjan olan SDS ile
karistirihr. Bu deterjan sayesinde karisimdaki proteinler denatiire olur ve negatif yik ile
yuklenir. Negatif ylkle yiklenen proteinler elektrik akimi ile hareket ederler. Proteinlerin
jeldeki hareketi molekiler agirliklarina gore gergeklesir. Molekiler agirhgi kiglik olan
proteinler daha hizli hareket ederken, blyik agirlikli proteinler pozitif yikli elektroda
yani jelin alt kismina daha yavas hareket eder [192]. Jelde molekiler agirliklarina gore
ayrilan proteinler nitroseliiloz veya poliviniliden diflorid (PVDF) membrana transfer edilir.
Membran hedef proteine 6zgiil olan antikor ve bu antikorlara baglanabilen enzim ile
isaretli ikincil bir antikor ile muamele edilir. Ortama substratin ilave edilmesi ile hedef

proteine ait bantlar tespit edilir [193].
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2.7.4. Flow Sitometri

Flow sitometri cihazi, siispansiyon halindeki hiicrelerin sivi bir sistem icerisinden tek tek
gecerken biydlkllklerine, granilaritelerine ve floresan 6zelliklerine gbre ayrilabildigi ve
elde edilen verilerin kantitatif olarak degerlendirilebildigi bir cihazdir. ilk flow sitometri
cihazinda sadece tek bir parametre olarak hicrenin boyutu Oolcilebilirken, gelisen
teknoloji ile birlikte 14 parametrenin ayni anda bakilabildigi ¢cok komplike olan flow
sitometri cihazlar gelistirilmistir [194]. Siispansiyon haline hazirlanan hicrelerin flow
sitometri cihazinda incelenebilmesi icin hiicreler, arastirilan antijenin epitopuna 6zgul
olan monoklonal antikorlar ile isaretlenmelidir. Kullanilan antikorlarin antijene 6zgul
olmalarinin yani sira florokrom maddeler ile de konjuge olmasi da gereklidir. Direk olarak
antijene baglanan primer antikorlar florokrom madde ile isaretli olabilecegi gibi, primer
antikora baglanabilen ikincil antikorlar da florokrom ile isaretli olabilir. En ¢ok kullanilan
florokromlar fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerytrin (PE/RD1), energy coupled
dye(ECD), Phycoerytrin cyanin 5 (PC5), Allophycocyanin (APC) dir [195]. Flow sitometri
cihazi akis sistemi, optik sistem ve elektronik sistem olmak Uzere li¢ kisimdan olusur.
Floresan ile isaretli antikorlarla boyanan hiicreler, tek sira halince akis kanalindan
gecerken lazer 15181 ile karsilasirlar. Lazer 15181 ile hiicrelerdeki florokrom aktif hale gelir.
Aktiflesme ile ortaya cikan floresan uygun dedektorler ve fitreler tarafindan farkli dalga
boylarina ayrilarak sinyallere doéndsur. Bu sinyaller bilgisayar sistemine aktarilarak

hiicrenin blyuklGgu, grandlaritesi ve floresan yogunlugu hakkinda bilgi elde edilir [196].
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Galismalarimizda kullanilmak Uzere, hiicre kiltlirl kosullarinda gogaltilan hiicre serileri

cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hiicre Serileri

Hiicre Serisi Adi Hiicre Tipi Markasi
Hela Serviks Kanseri / Epitel Hiicre Serisi ATCC CCL-2
MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Serisi ATCC HTB-22
5D6.5 insan VEGF-A Proteinine Karsi -
Antikor Salgilayan Hibridoma Hiicre
Serisi

3B2.1 insan VEGF-A Proteinine Karsi -
Antikor Salgilayan Hibridoma Hiicre
Serisi

1B4.2 insan VEGF-A Proteinine Karsi -
Antikor Salgilayan Hibridoma
Hucre Serisi

Cizelgede bulunan 5D6.5, 3B2.1 ve 1B4.2 olarak isimlendirilen hiicreler, daha onceki

¢alismalarimizda elde ettigimiz ve insan VEGF-A proteinine karsi antikor salgiladigini

bildigimiz hibridoma hicrelerdir. Klonlarin bu sekilde isimlendirilmesi, ¢calismalarimizda

izledigimiz sistematige uygun olarak kendimizce gergeklestirilmistir.
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3.1.2 Kimyasallar

Calismalar sirasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2’de verilmistir.

Gizelge 3.2. Kimyasallar

Kimyasal Adi Katolog Numarasi Markasi
2-Mercaptoethanol 21985-023 GIBCO
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) T0440 SIGMA
Liquid Substrate
4x Laemmli Sample Buffer 161-0747 BIO-RAD
Amonyum Siilfat 7783-20-2 MERCK
Asetik Asit Glasiyal K389661156 MERCK
Blotting-Grade Blocker 170-6404 BIO-RAD
Commasie Brillant Blue 6104-59-2 BiO-RAD
Deoksikolik Asit D-6750 SIGMA
Dimetil Stlfoksit (DMSO) D2650 SIGMA
Disodyum Hidrojen Fosfat 7558-79-4 MILLIPORE
Dulbecco's Modified Eagle Medium 41965062 GIiBCO
Dulbecco's PBS 14190 GIBCO
EGTA E-3889 SIGMA
Etanol 64-17-5 MERCK
Fetal Sigir Serumu 16000-044 GiBCO
Fetal Sigir Serumu Ultra Low IgG 16250078 GiBCO
Folin Ciocalteus Phenol Reagent f-9252 SIGMA
Glisin A3707 APPLICHEM
H2S04 713-2500 MERCK
L-Glutamine 25030 GIBCO
Mem-Neaa 11140 GIBCO
Metanol 67-56-1 MERCK
Mini- Protean Tgx Jel 456-1093 BIO-RAD
NP-40 492015 CALBIOCHEM




Kimyasal Adi Katolog Numarasi Markasi
Paraformaldehit 15712 ELECTRON
MICROSCOPY
SCIENCES
Penisilin-Streptomisin 15140 GiBCO
Permeabilizasyon Tamponu (10x) 00-8333-56 AFFYMETRIX
EBIOSCIENCE
PMSF P7626 SIGMA
Potasyum Dihidrojen Ortofosfat RM1188 HIMEDIA
Potasyum Klorir RM697 HIMEDIA
Precision Plus Protein Western C BiO-RAD
Protein Standards 161-0376
Precision Plus Protein Prestained 161-0377 BiO-RAD
Standards
Proteaz inhibitér Cocktail Tablets 1836153 BOEHRINGER
MANNHEIM
Protein A/G Agaroz 20421 THERMO
Recombinant Human VEGF 165 Protein | 293-VE-001MG/CF R&D SYSTEMS
RPMI 1640 Besiyeri 31870 GIBCO
Sigir Albiimini A-2153 SIGMA
Sodyum Dodesil Siilfat L4390 SIGMA
Sodyum Floriir S-7920 SIGMA
Sodyum Karbonat A931998718 MERCK
Sodyum Klorir 31434 SIGMA
Sodyum Orthovanadate S-6508 SIGMA
Sodyum Piruvat 11360 GiBCO
Tripan Mavisi 0508 GIBCO
Tripsin-EDTA (0.25%) 25200056 GIBCO
Trizma Base T1503 SIGMA
Tween-20 P1379 SIGMA
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3.1.3. Antikorlar

Calismamizda kullanilan antikorlar Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Antikorlar

Antikor adi Katolog Markasi
Numarasi

1B4.2 (Anti—-VEGF-A Antikoru) - -

3B2.1 (Anti—-VEGF-A Antikoru) - -

5D6.5 (Anti-VEGF-A Antikoru) - -

AffiniPure F(ab’), Fragment Goat 115-036-020 Jackson
Anti-Mouse IgM, u Chain Specific immunoResearch
Alexa Fluor® 488 AffiniPure Donkey 715-545-150 Jackson
Anti-Mouse 1gG (H+L) immunoResearch
Fluorescein (FITC) AffiniPure Fab 115-097-020 Jackson
Fragment Goat Anti-Mouse IgM, U immunoResearch

Chain Specific

Peroxidase AffiniPure F(ab’), 115-036-003 Jackson
Fragment Goat Anti-Mouse igG immunoResearch
(H+L)

AffiniPure Donkey Anti-Human IgG 709-005-149 Jackson
(H+L) immunoResearch
Precision Protein StrepTactin- HRP 161-0381 BIiO-RAD
Conjugate

Mouse igM izotip Kontrol 401601 BioLegend

Mouse igG izotip Kontrol 03171D PharMingen
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insan VEGF-A proteinine karsi gelistirilmis ve deneylerde kullanilan antikorlarin izotipleri

Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Anti VEGF-A antikorlarinin izotipleri

AGIR ZINCIR HAFIF ZINCIR
5D6.5 igG1 Kappa
3B2.1 igm Kappa
1B4.2 igG2a Kappa

3.1.4 Kitler

Galismamizda kullanilan kitler Cizelge 3.5’de verilmistir

Cizelge 3.5. Kitler

Kit adi Katolog no Markasi
Novex® ECL WP20005 Thermo Fisher Scientific

Chemiluminescent

Substrate Reagent Kit

3.2. Yontemler

3.2.1. Hibridoma ve Kanser Hiicre Serilerinin Kultirti

Hibridoma hicreleri %10 oranda fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 1 mM
sodyum piruvat, 100U/mL penisilin, streptomisin (Pen-Strep) ve 0,05 mM B-

merkaptoetonol iceren RPMIi 1640 besiyeri icerisinde ¢ogaltild.

Calismalarimizda kullanilan HelLa ve MCF-7 hiicre serileri, %10 FBS, 2 mM L-glutamin, 1
mM sodyum piruvat, 1mM esansiyel olmayan aminoasitler (MEM-NEAA), 100U/mL Pen-
Strep ve 0,05 mM B-merkaptoetonol iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
besiyerinde 37 °C'de, %5 CO;'li etiivde, hicre flasklari icerisinde cogaltildi. Cogalan
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hiicrelerin besiyerleri 3 glin arayla degistirilerek yeni flasklara taze besi yeri icinde pasaj

edildi.

3.2.2. Hiicre pasajlamasi

Pasaj islemi icin flasklardaki besiyeri bosaltildiktan sonra, flasklar 10 ml PBS ile 2 kez
yikandi. Flasklara 3 ml %0.25 tripsin-etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ilave edildi. 37
°C'de, %5 CO;'li etiivde 5 dk inkiibasyon yapildi. Hiicreler, fosfatli tampon c¢ozelti (PBS)
yardimi ile konik tabanh santrifiij tiplinde toplandi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santriflij sonrasi siipernatan atildi. Altta kalan hicreler 1 ml besiyeri ile reslispande

edildi.

3.2.3. Hiicre sayisi ve canlihginin tespit edilmesi (Trypan Blue Exclusion)

Besiyeri ile resispande edilen hicreler ve tripan mavisi (%0,04) soliisyonu, seyreltme
orani 1:20 olacak sekilde karistirildi. Bu karigimdan 10 pl alindi ve neubauer lami
kullanilarak i1sik mikroskobunda hiicrelerin canhligi ve sayisi belirlendi. Hiicrelerin bir kismi
deneylerde kullanilirken bir kismi da %5 dimetil silfoksit (DMSO) iceren FBS icerisinde

dondurularak daha sonra kullaniimak Gzere sivi azotta saklandi.

3.2.4. Hizh performans sivi kromotografisi

Hibridoma slipernatanlari FPLC cihazinda (AKTA prufier, USA), HiTrap Protein G HP kolonu
ve/veya HiTrap IgM Purification HP kolonundan gecirildi. 5D6.5 ve 1B4.2 hibridoma
supernatanlari HiTrap Protein G kolonundan gegirildi. HiTrap Protein G kolonundan gegen
ornekler icin, kolona baglanma sollisyonu olarak 20mM sodyum fosfat (pH7.0), elisyon
sollisyonu olarak da 0.1 M gilisin-HCI (pH 2.7) kullanildi. Eliisyon Grlind Gzerine
notralizasyon sollsyonu (1 M Tris, pH 7.5-9) ilave edilerek pH degeri nétral hale getirildi.
3B2.1 hibridoma siipernatanlari ise HiTrap igM saflastirma kolonundan gegirilerek
saflastinldi. HiTrap igM kolonundan gecen 6érneklerde baglama soliisyonu olarak 20 mM
sodyum fosfat, 0.8 M (NH4),S04 (pH 7.5), ellisyon sollisyonu olarak 20 mM sodyum fosfat
(pH 7.5) kullanildr.
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3.2.5. Antikor konsantrasyonlarinin belirlenmesi (Lowry Metodu)

Bu metoda gore 4 farkl sollisyon hazirlandi. Standart olarak sigir serum albiminin (BSA)
bilinen konsantrasyonlari (0 pg/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL, 20 pg/mL, 25 ug/mL, 35 pug/mL
ug/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mlL) kullanildi. Testi yapabilmek icin asagidaki sollsyonlar

hazirlandi.

A sollisyonu: %2 NaCO3, %0,02 KNaC4H406, 0,1M NaOH, %1 SDS
B sollisyonu: %0,5 CuSO4

Csoliisyonu: 25 mL soliisyon A+ 1 mL soliisyon B

D soliisyonu: 1 N Folin Reagent

islemler temiz cam deney tiiplerinde yapildi. Son hacim 1 mL olacak sekilde standartlar ve
ornekler soliisyon C ile karistirildi. Karisim oda sicakhginda 15 dk bekletildi. Daha sonra
icine sollisyon D ilave edilerek 30 dk karanlkta inkiibe edildi. 96 kuyucuklu plaklara her
standart ve ornekten 100 pl koyularak optik dansiteleri mikroplaka okuyucusunda
(Synergy, Biotek, USA) 650 nm’de okutuldu. Standartlardan elde edilen grafik denklemine,
orneklerin optik dansite degerleri koyularak, 6rneklerin mililitredeki konsantrasyonlari

hesaplandi.

3.2.6. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Gel Elektroforezi)

Poliakrilamit jel olarak Bio-Rad marka mini-protean TGX jel (%4-20) kullanildi. Ornekler
jele yiklenirken indirgenmis (reducing) ve indirgenmemis (non-reducing) sekilde yiklendi.
indirgeme yapilan érneklerin laemmli yiikleme soliisyonuna 2-merkaptoetanol ilave edildi
ve ornekler kuru blok siticisinda 95 °C’de 5 dakika kaynatildi. indirgeme yapilmayan
ornekler sadece laemmli yikleme solisyonu ile karigtirildi. Standart belirteg olarak Bio-
Rad marka Precision Plus Protein belirteci kullanildi. Ornekler 200 voltta 30 dk
ylritildikten sonra jel, boyama solisyonu (%0.1 Coomassie R250, %10 asetik asit ve
%40 metanol) ile 30 dk boyandi. Yikama (destaining) soliisyonu (%20 metanol, %10 asetik

asit) ile birkag kez yikama yapilarak jelden fazla boya uzaklastirildi.
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3.2.7. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Polisitren yapidaki plaklarin kuyucuklari antijen olan rhVEGF-A proteini ile kaplandi. 0.5
ug/mL konsantrasyonda hazirlanan antijen soliisyonundan her kuyucuga 100 pL ilave
edildi. Plak 1 gece 4 °C'de bekletildi. Kuyucuklardaki antijen soliisyonu bosaltilarak her
kuyucuga 300 ul %3 BSA bloklama soliisyonu aktarildi. Plaklar 37 °C'de 3 saat inkiibe
edildi. Sure sonunda kuyucuklar %0.1 Tween-20 iceren PBS yikama sollisyonu ile yikandi.
5D6.5, 3B2.1, 1B4.2 antikorlarinin seri dilisyonlari hazirlanarak antijen ile kaplanmis
kuyucuklara 100’er pL ilave edildi. Her konsantrasyon icin 3 kuyucuk calisildi. Kontrol
olarak ise antijen ile kaplanmis kuyucuklara izotip antikorlar ilave edildi. Plaklar 1.5 saat
37 °C'de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi otomatik yikama cihazi (Tecan, HydroFlex,
Isvigre) kullanilarak, kuyucuklar 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Kuyucuklara ikincil
antikor olarak HRP ile isaretli anti-mouse antikorlari 100 pl olacak sekilde ilave edildi.
Plaklar 1.5 saat 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama islemi yapildi.
Kuyucuklara 100 ul tetrametilbenzidine (TMB) substrat soliisyonundan ilave edildi. Plaklar
oda sicakliginda, karanlikta 15 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklarin icerisine 100 ul
durdurma (stop) soliisyonu (1N H.SO4) ilave dilerek mikroplaka okuyucusunda (Synergy,
Biotek, USA) 450 nm’de okutuldu. Optik dansite degerleri ve antikor konsantrasyonlari

arasindaki iliski dagilim grafigi ile gosterildi.

3.2.8. Hiicre ici boyama ve akim sitometri analizleri

Hela hiicreleri hiicre ici boyama yapmak {izere hazirlandi. Bu islem icin hiicre ici boyama
kiti (Ebioscience, USA) kullanildi. Hicreler (1x10% Hela hiicresi) 1.5ml’lik tuplerde %4
paraformaldehit ile 10 dk fikse edildi. Fikse edilen hiicreler 2 kez santrifigasyon yapilarak
PBS ile yikandi. Hiicreler 100 pl permeabilizasyon solisyonunda 20 dk inkiibe edildi.
Ardindan 2 kez santrifigasyon vyapilarak PBS ile yikama yapildi. %5 BSA iceren
permeabilizasyon sollisyonu ile 30 dk bloklama yapildi. Hiicreler 5D6.5, 3B2.1 ve 1B4.2
antikorlari ile 1 saat inkiibe edidi. Kontrol grubu olarak uygun izotip antikorlari kullanildu.
Siire sonunda 3 kez yikama yapild. ikincil antikor olarak 1/200 oraninda Alexa Fluor 488
ile isaretlenmis Anti-Mouse igG (H+L) antikoru ve/veya Fluorescein (FITC) ile isaretlenmis

Anti-Mouse igM (u zincirine spesifik) antikoru kullanildi. Hiicreler ikincil antikor ile 40 dk
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karanlikta inkiibe edildikten sonra 3 kez yikama islemi yapildi. Ardinda okutma soliisyonu

icine alinan hiicreler akim sitometri cihazinda (FC500, Beckman Coulter, USA) okutuldu.

3.2.9. indirek immiin floresan boyama

Hela hicreleri 8 kuyucugu olan steril 6zel boyama slaytlarinda (chamber slide) bolim
3.2.1’de anlatildigi gibi kiltir edilerek cogaltildi. Slaytin her kuyucuguna 3x103 Hela
hiicresi ekildi. 2 glin sonra besi yeri bosaltilarak PBS ile yikama yapildi. Her kuyucuga %4
paraformaldehitten 100 pl koyuldu ve hiicreler 10 dk fikse edildi. Ardindan 3 kez PBS ile
yikama yapildi. Her yikama isleminde hiicreler 5 dk PBS’de bekletildi. Siire sonunda
kuyucuklardaki PBS bosaltildi. Yikama tamamlandiktan sonra hiicreler permeabilizasyon
solisyonu (Ebioscience, USA) ile 20 dk inkiibe edildi. Ardindan %5 BSA iceren
permeabilizasyon sollisyonu ile 3 saat oda sicakliginda bloking yapildi. Hiicreler 5D6.5,
3B2.1, 1B4.2 ve izotip kontrol antikorlari ile 4 °C’de 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra, %0.1 tween-20 iceren yikama sollisyonu ile 3 kez yikama yapildi. ikincil antikor
olarak Alexa Fluor 488 ile isaretlenmis anti-mouse igG antikoru ve/veya Fluorescein (FiTC)
ile isaretlenmis anti-mouse igM antikoru 1/300 oraninda kullanildi. Hiicreler ikincil antikor
ile karanlkta 30 dk bekletildi. Cekirdek boyamasi igcin %0.5 oraninda Hoechst boyasi ilave
edilerek 30 dk daha inkiibe edildi. Siire sonunda 3 kez yikama yapildi. Floresan boyamalar
icin kullanilan kapatma sollisyonu (Fluorescence mounting medium) hiicrelerin bulundugu
lam Uzerine damlatilarak Uzerine lamel kapatildi. Boyamalar floresan mikroskobunda

(Leica-CM1900) incelendi.

3.2.10. immiinopresipitasyon

Hela ve MCF-7 hiicre serilerinden 3x10° hiicre 1 mL radioimmunoprespitasyon assay liziz
soliisyonu (RIPA) ile buz {zerinde 30 dk boyunca her 10 dk’da bir vortekslenerek liziz
edildi. Sure sonunda lizatlar sogutmal mikrosantriifiijde 4 °C’'de 12 000g’de 15 dk santrifiij
edildi. Proteinlerin bulundugu supernatan kismi alindi. Lizatlarin igine insan VEGF-A
proteinine karsi Uretilmis ve insanlastirilmis bir monoklonal antikor olan Bevacizumab’dan
1 pg/mL olacak sekilde ilave edildi. icinde hiicre lizati bulunmayan, sadece RiPA liziz

soliisyonu ve 1 pg/mL Bevacizumab igeren bir grup daha yapildi. Bu grup ve igerisinde
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hiicre lizatlari olan diger gruplarda bitiin asamalar ayni sekilde uygulandi. Hicre lizati-
Bevacizumab karisimi ve sadece RiPA soliisyonu- Bevacizumab iceren drnekler 4 °C'de 1
gece inkiibe edildi. Orneklerin icine 75 pl protein A/G agaroz ilave edildi ve oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Orneklere 500 pl yikama soliisyonu (25mM Tris, 150mM
NaCl; pH 7.2) ilave edildi ve santifligasyon ile yikama yapildi. Santrifiigasyon sonrasi
Ustteki siipernatan atilarak altta kalan pellete yeniden yikama sollisyonu ilave edildi. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlandi. En son asamada pellet Gzerine 50 ul ellisyon sollisyonu
(0.2M Glisin-HCI, pH 2.5) ilave edildi ve 5 dk inkiibasyon yapildi. Sire sonunda
santrifligasyon yapilarak siipernatan (ellisyon) alindi. Elde edilen eliisyon Uzerine 10 pl

noétralizasyon sollsyonu (1M Tris, pH 7.5-9) ilave edildi.

RIiPA Liziz Soliisyonu icerigi

50mM Tris-HCL (pH:7,4), %1 NP-40, %0,1 SDS, 150Mm NaCl, 2mM EDTA, 50mM NaF,
1mM PMSF, 0.2mM Na3V04, 1ug/ml proteaz inhibitori.

3.2.11. SDS- PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Gel Elektroforezi)

immiinprespitasyon (eliisyon) uriinleri ve rhVEGF-A proteini indirgenmis ve
indirgenmemis formlarda poliakrilamit jelde yiritildi. indirgeme yapilan érneklerin
laemmli yikleme sollisyonuna, 2-mercaptoetanol ilave edildi. Bu yikleme solisyonu ile
karistirilan érnekler kuru isiticida 95 °C’de 5 dk kaynatildi. indirgeme yapilmayan érnekler
sadece laemmli yikleme sollisyonu ile karistirildi. Poliakrilamit jele yliklenen o6rnekler
dikey elektroforez sistemi kullanilarak 200 volt elektrik akimiyla 30 dk yuratildi. Standart

belirteg olarak Bio-Rad Precision Plus Protein Western C Protein belirteci kullanildi.

3.2.12. Western Blot

Jelde vyiritilen proteinler, poliviniliden diflorid (PVDF) membrana transefer edildi.
Transfer islemi yapmak icin transfer cihazi (Trans-Blot Turbo, Bio-Rad, USA) kullanildi.
Transfer kosullari 2,5 amper, 25 volt ve 5 dakika olarak belirlendi. Transferden sonra PVDF
membran %3 sit tozu iceren bloklama sollisyonunda calkalayici Gzerinde 1saat bekletildi.

Bloklamadan sonra membranlar, %3 siit tozu sollisyonu icinde hazirlanan 5D6.5, 3B2.1 ve
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1B4.2 antikorlari ile 4 °C’'de 1 gece calkalayici tizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
membranlar %0,1 tween-20 iceren yikama sollisyonu ile 3 kez yikandi. Her yikamada
membranlar 5 dk yikama soliisyonunda bekletildi. HRP ile konjuge edilmis ikincil antikorlar
1/5000 oraninda %3 siit tozu iceren solilsyon icinde hazirlandi. Membranlar ikincil antikor
sollisyonu ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan membranlar 3 kez yikandi.
Goriintlileme islemi Novex marka ECL (Chemiluminescent Substrate Reagent) Kiti
kullanilarak gergeklestirildi. Membranlar réntgen filmine basilarak protein bantlari

goruntilendi.
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4 BULGULAR

4.1. Hibridoma Klonlarinin Taranmasi ve Cogaltilmasi

Hibridoma klonlari 37 °C ve %5 CO; igeren etlivde, %10 FBS’li RPMI besi yerinde kiltiire
edilmistir. Hibridoma klonlarinin arasindan rhVEGF-A proteinine 6zgiil olarak baglanabilen
klonlarin secimi icin ELISA yontemi kullanilmis ve 278 adet hibridoma klonu taranmustir.
ELISA ydnteminde rhVEGF-A ile reaksiyona girerek yiiksek pozitiflik gdsteren ii¢ adet
hibridoma klonu, materyal metotta ayrintih sekilde anlatilan yontemler kullanilarak
karakterizasyon g¢alismasi igin segilmistir. Segilen klonlar 5D6.5, 1B4.2 ve 3B2.1 olarak
adlandiriimistir. 175 cm?lik hiicre kiilturi flasklarinda cogaltilan hibridoma hiicrelerinin
yogunlugu her gilin inverted mikroskop kullanilarak kontrol edilmistir. Flasklarin tabani
yiksek oranda hibridoma hiicreleri ile kaplandiginda, besiyerleri toplanmistir. Toplanan
hibridoma slipernatanlarinin izotiplendirme analizi yapilmis (Cizelge 3.4) ve
sipernatanlardan anti-VEGF-A antikorlari saflastiriimistir. Resim 4.1’de 278 hibridoma
klonundan 62 tanesinin ELISA yéntemi ile taranmasiyla elde edilen veriler nitel (kalitatif)
olarak gosterilmektedir. Kirmizi daireler ile isaretlenen kuyucuklarda, rhVEGF-A proteini
ile yiksek oranda 0Ozgil olarak baglanan antikorlarin var oldugu gorilmektedir. Bu
orneklerin 450 nm‘deki optik dansite degerleri dortten biiyiik (0.D>4.00 ovrflw) ¢ikarken,
siyah oklar ile gosterilen kontrol kuyucuklarinin optik dansite degeri ortalamasi 0,176%

0,049 olarak bulunmustur.
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Resim 4.1. Hibridoma klonlarinin ELISA y&ntemi ile taranmasi sonucu érneklerden elde
edilen renk degisimi. Kirmizi daireler ile isaretli kuyucuklar yiksek pozitif
klonlari gosterirken, kirmizi ok isaretli kuyucuklar negatif klonlara érnektir.
Siyah oklar kontrol kuyucuklarini gostermektedir

4.2. Antikorlarin Saflagtirilmasi

Hibridoma kultiir slipernatanlarindan antikorlar, hizli performans sivi kromotografisi
yontemi ile saflastirildi. 5D6.5 ve 1B4.2 hibridoma slpernatanlari HiTrap Protein G
kolonundan gecirildi. 3B2.1 hibridoma siipernatanlari ise HiTrap igM saflastirma
kolonundan gegirilerek saflastirildi. Kolonlara baglanamayan proteinler kolondan 6nce
diiserken, kolona baglanan igG ve igM izotipindeki anti-VEGF-A antikorlari ellisyon

sirasinda toplanarak saf antikorlar elde edilmis oldu.

Anti-VEGF-A antikoru iceren slipernatanlar, saflastirilirken elde edilen pikler Sekil 4.1,
Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir. Hlcre kiltlirl stpernatanlari icinde bulunan anti-
VEGF-A antikorlari baglanma sollsyonu ile kolona tutunurken, ellisyon sollisyonu ile
antikorlar kolondan ayrilmistir. Bliylk pikler kolona baglanamayan proteinleri gosterirken,

kiguk pikler antikorlari gostermektedir.
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Sekil 4.2. 1B4.2 antikorunun protein G kolonu ile saflastirma grafigi. Bliyik pik kolona
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Sekil 4.3. 3B2.1 antikorunun HiTrap igM saflastirma kolonu ile saflastirma grafigi. Biiyiik
pik kolono baglanmayan proteinleri gosterirken, kiguk pik 3B2.1 antikor pikini

gostermektedir

4.3. Anti- VEGF-A Antikorlarinin Safliginin Gésterilmesi

Antikor saflastirma kolonundan gecirilerek elde edilen antikorlarin safligini gosterebilmek

icin antikorlar SDS-PAGE jele yiiklenerek 200 voltta 30 dakika yiritildi. Ornekler jele,

indirgenmis (denatiire edilmis) ve indirgenmemis (denatiire edilmemis) halde 2 farkl

sekilde yiiklendi. indirgeme ajani olarak 2-merkaptoetanol kullanildi. Orneklerin SDS-

PAGE’de yuritilmesinden sonra jel coomassie brilliant blue boyasi ile boyandi ve protein

bantlari gosterildi. (Sekil 4.4, Sekil 4.5)



55

Belirteg 1B4.2 5D6.5

o A

Molekiler Agirhik
{(kDa)

250

Sekil 4.4. 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlarinin SDS PAGE jel goriintiisi (1) Belirte¢ (2) 1B4.2
antikoru indirgenmemis (3) 1B4.2 antikoru indirgenmis (4) 5D6.5 antikoru
indirgenmemis (5) 5D6.5 antikoru indirgenmis

2-Merkaptoetanol ile kaynatilarak yapilan indirgenme reaksiyonunda, antikorlarin agir ve
hafif zincirleri arasindaki kovalent disilfit baglari koparak indirgenir. Naif halde 150-180
kDa olan igG molekiilinde bu indirgenme islemi sonrasinda agir ve hafif zincirler
birbirinden ayrildig icin 50 kDa ve 25 kDa olan iki farkli protein olarak gériiliir. igG
izotipinde olan 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlari indirgeme olmayan kosullarda 150 kDa
agirliginda goriinirken, indirgeme yapilan yani antikorun hafif ve agir zincirleri arasindaki

distlfit baglar koparilan 6rnekteki bantlar 25 kDa (hafif zincir), 50 kDa (agir zincir)

civarinda gorintilendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. 3B2.1 antikorunun SDS PAGE jel goriintiisii. A-) 3B2.1 antikoru B-) igM izotipinde

oldugu bilinen antikor (1) Belirteg (2) indirgenmemis kosul (3) indirgenmis kosul
igM izotipindeki 3B2.1 antikorunun SDS PAGE jeldeki gériintiisii ticari olarak satilan ve
igM izotipinde olan bir antikor ile karsilastirildi. igM izotipindeki bir antikor pentamer
yapidadir ve yaklasik olarak 950 kDa agirligindadir. 2-Merkaptoetanol ile kaynatilarak
yapilan indirgenme reaksiyonunda agir ve hafif zincirler arasindaki distlfit baglari kopar.
Antikor 72—-83 kDa agir zincirler, 23-28 kDa hafif zincirler olmak lzere pargalara ayrihr.
Kullandigimiz jel en fazla 400 kDa agirhgindaki bantlari gosterebilen bir jel oldugu igin
indirgenmemis kosullardaki igM antikor banti gésterilemedi. 3B2.1 antikorunda
indirgenmis kosullarda 25 kDa (hafif zincir) ve 75 kDa (agir zincir) agirliginda protein
bantlari goruliirken 50 kDa - 75 kDa arasinda da protein bantlari goraldi (Sekil 4.5/ A).
Ayni agirliktaki protein bantlari ticari olarak satilan igM antikorunda da (PharMingen

Cat#03082C) gozlemlendi (Sekil 4.5 /B).
4.4. Anti- VEGF-A Antikorlarinin Konsantrasyonlari

Anti- VEGF-A antikorlarinin konsantrasyonlari belirlenirken, standart olarak kullanilan sigir
serum albiminin (BSA) bilinen konsantrasyonlari ve anti-VEGF-A antikorlari bélim 3.2.5.
de ayrintili olarak belirtilen soliisyonlar ile inkiibe edildi. Orneklerden elde edilen optik
dansite degerleri 650 nm’de okutuldu (Cizelge 4.1). BSA’nin bilinen konsantrasyonlarindan
elde edilen optik dansite degerleri ile bir standart grafigi hazirlandi (Sekil 4.6).

Standartlardan elde edilen grafik denklemine, &rneklerin optik dansite degerleri
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ortalamasi koyuldu. Elde edilen degerler, drneklerin seyreltilme orani (1/5) ile carpilarak
orneklerin mililitredeki konsantrasyonlari hesaplandi. Yapilan hesaplamalara gére 5D6.5
antikorunun konsantrasyonu 48 ug/ml, 1B4.2 antikorunun konsantrasyonu 64 pg/ml ve

3B2.1 antikorunun konsantrasyonu 70 pg/ml olarak bulundu.

120 -
100 - y = 352,38x - 23,595 &
80 - R?=0,986
60 -
40 -
20 -
0 o : : : : : .
20 0 005 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Optik Dansite (650)

BSA (ug/ mL)

Sekil 4.6. BSA standart egri grafigi

Cizelge 4.1. Anti-VEGF-A antikorlarinin konsantrasyonlari

Optik Dansite Ortalamasi | Antikor Konsantrasyonu (pug/mL)

5D6.5 0,094 48 +5
1B4.2 0,104 64 +3,7
3B2.1 0,107 70+38,7

4.5. Anti-VEGF-A Antikorlarinin ELIiSA i¢in Karakterizasyonu

Anti- VEGF-A antikorlarin ELISA yénteminde kullanilabilirligini arastirabilmek icin in-house
ELISA ydntemi uygulandi. Bunun icin yiiksek miktarda protein baglama kapasitesine sahip,
polistiren yapidaki ELISA plaklari 0,5 pg/mL konsantrasyondaki rhVEGF-A proteini ile
kaplandi ve %3 BSA ile bloklama yapildi. 5D6.5, 1B4.2 ve 3B2.1 antikorlarinin 4ug/mL’den
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baslayarak azalan seri dilisyonlar (4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL,
0.125 pg/mL, 0.062 pg/mL ve 0 pug/mL) kullanildi. 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlari icin ikincil
antikor olarak HRP ile konjuge anti-mouse igG antikoru 1/ 5000 oraninda kullanilirken
3B2.1 antikoru icin ikincil antikor olarak HRP ile konjuge anti- mouse igM antikoru 1/5000
oraninda kullanildi. TMB ile inkiibasyon sonrasinda durdurma (stop) sollisyonu ilave edildi

ve optik dansite degerleri 450 nm’de o6l¢lldi.

5D6.5 antikorunun ELISA icin karakterizasyonu

5D6.5 antikorunun 4 pg/ml’den baslayan ve seri sekilde azalan dilisyonlari kullanilarak
yapilan bu calisma sonucunda, 450 nm’de okutulan 6rneklerden elde edilen optik dansite
degerleri ortalamasi (Cizelge 4.2) ile konsantrasyonlar arasindaki iliski Sekil 4.7‘de
goruldugi gibi grafiklendirildi. 5D6.5 antikorunun konsantrasyon artisina bagh olarak
optik dansite degerleri de dogru orantili olarak artmistir (Sekil 4.7). Bu sonuglara gore

5D6.5 antikorunun ELiSA ydonteminde kullanilmasinin uygun oldugu distnilmektedir.

Antikor 5DE.5 (LE/mL)

0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4

Optik Dansite (450 nm)

Sekil 4.7. 5D6.5’in konsantrasyona gore optik dansite degisimi (Korelasyon Katsayisi,
R2=0,9827)
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Cizelge 4.2. 5D6.5 antikorunun ELISA icin karakterizasyonunda elde edilen optik dansite

degerlerinin ortalamasi ve optik dansite degerlerinin standart sapmasi

Antikor Konsantrasyonu | Optik Dansite Ortalamasi Optik Dansite Standart
(ng/mL) Sapmalari
4 pg/mL 3,504 +0,110
2 pug/mL 1,483 +0,087
1 pg/mL 1,141 +0,070
0.5 pg/mL 0,689 +0,052
0.25 pg/mL 0,403 +0,023
0.125 pg/mL 0,240 +0,014
0.062 pg/mL 0,136 +0,004
0 pg/mL (isotip Antikor) 0,073 +0,005
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1B4.2 antikorunun ELISA icin karakterizasyonu

1B4.1 antikorunun 4 pg/ml’den baslayan ve seri sekilde azalan diltisyonlari kullanilarak
yapilan calisma sonucunda, 450 nm’de okutulan 6rneklerden elde edilen optik dansite
degerleri ortalamasi (Cizelge 4.3) ile konsantrasyonlar arasindaki iliski Sekil 4.8‘de
goruldugi gibi grafiklendirildi. 1B4.2 antikorunun konsantrasyon artisina bagli olarak optik
dansite degerleri de dogru orantili olarak artmistir (Sekil 4.8). Bu sonuglara gore 1B4.2

antikorunun ELISA yénteminde kullaniimasinin uygun oldugu diisiinilmektedir.

Antikor 1B4.2 {lg/mL)

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Optik Dansite (450 nm)

Sekil 4.8. Antikor 1B4.2’in konsantrasyona gore optik dansite degisimi (Korelasyon
Katsayisi R?=0,996)
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Cizelge 4.3. 1B4.2 antikorunun ELISA icin karakterizasyonunda elde edilen optik dansite

degerlerinin ortalamasi ve optik dansite degerlerinin standart sapmasi

Antikor Konsantrasyonu | Optik Dansite Ortalamasi Optik Dansite Standart

(ng/mL) Sapmalari

4 pg/mL 2,130 +0,101

2 pug/mL 1,101 +0,097

1 pg/mL 0,535 +0,015

0.5 pg/mL 0,379 +0,019

0.25 pg/mL 0,284 +0,054

0.125 pug/mL 0,091 +0,008

0.062 pg/mL 0,110 +0,006

0 pg/mL (isotip Antikor) 0,107 +0,008
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3B2.1antikorunun ELISA icin karakterizasyonu

3B2.1 antikorunun 4 pg/ml’den baslayan ve seri sekilde azalan dilisyonlari kullanilarak
yapilan bu calisma sonucunda, 450 nm’de okutulan 6rneklerden elde edilen optik dansite
degerleri ortalamasi (Cizelge 4.4) ile konsantrasyonlar arasindaki iliski Sekil 4.9'da
goruldugi gibi grafiklendirildi. 3B2.1 antikorunun konsantrasyon artisina bagli olarak optik
dansite degerleri de dogru orantili olarak artmistir. Bu sonuglara gore 3B2.1 antikorunun

ELISA yénteminde kullanilmasinin uygun oldugu distiniilmektedir.

Antikor 3B2.1 (ug/mL)
[ 5]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Optik Dansite (450 nm)

Sekil 4.9. Antikor 3B2.1'in konsantrasyona gore optik dansite degisimi (Korelasyon
Katsayisi R?=0,9701)
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Cizelge 4.4. 3B2.1 antikorunun ELISA icin karakterizasyonunda elde edilen optik dansite

degerlerinin ortalamasi ve optik dansite degerlerinin standart sapmasi

Antikor Konsantrasyonu | Optik Dansite Ortalamasi Optik Dansite Standart
(ng/mL) Sapmalari
4 pg/mL 0,817 +0,056
2 pug/mL 0,360 0,022
1 pg/mL 0,177 +0,016
0.5 pg/mL 0,123 +0,017
0.25 pg/mL 0,106 10,011
0.125 pg/mL 0,115 10,013
0.062 pg/mL 0,105 10,016
0 ug/mL (isotip Antikor) 0,096 +0,015

Ayni konsantrasyondaki 5D6.5 antikoru, 1B4.2 antikoru ve 3B2.1 antikorundan elde edilen

optik dansiteler karsilastirildiginda, 5D6.5 antikorundan elde edilen optik dansite

degerleri, diger antikorlardan elde edilen optik dansite degerlerinden daha yliksektir.

1B4.2 antikorundan elde edilen optik dansite degerleri ise 3B2.1 antikorundan elde edilen

degerlerden daha yiiksektir. Bu sonu¢ ELISA ydnteminde 5D6.5 antikorunun diger

antikorlara oranla daha glicli bir sekilde rhVEGF-A proteinine baglandigini gosterirken, en

zayif baglanmanin 3B2.1 antikorunda gergeklestigini gostermektedir.
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4.6. Anti-VEGF-A Antikorlarinin Akim Sitometri igin Karakterizasyonu

1x10°® Hela hiicresi %4 paraformaldehit ile fikse edildikten sonra %0,1 saponin iceren
permeabilizasyon sollisyonu ile hiicrelerin ylzeyinde porlar acildi. %5 BSA iceren
permeabilizasyon sollisyonu ile bloklama yapildi. 5D06.5, 1B4.2 ve 3B2.1 antikorlarinin 1 pg
/1x10° hiicre, 2 ug/1x10° hiicre ve 4 pug/1x10° hiicre olacak sekilde 3 farkl konsantrasyonu
ile uygun izotip antikorlari kullanildi. Primer antikor ile inkiibasyon sonrasinda hiicreler
floresan boya ile konjuge edilmis ikincil antikorlar ile inkiibe edildi. Boyama islemi
tamamlandiktan sonra hiicreler, akim sitometri cihazindan gecirilerek analizler yapildi.
Data analizleri FC500, Beckman Coulter analiz programi kullanilarak yapildi. Analiz islemi
yapilirken izotip antikor ile boyanan 6érnekten elde edilen floresan yogunluguyla, anti-
VEGF-A antikorlari kullanilarak boyanan oOrnekten elde edilen floresan yogunlugu
karsilastirildi. Orneklerden elde edilen histogramlar birbiri tizerine ¢akistirilarak (overlay)

aradaki fark ylizde (%) cinsinden gosterildi.

5D6.5 antikoru icin akim sitometri analizleri

1 pg 5D6.5 antikoru ile boyanan hiicrelerde floresan yogunlugunda izotip kontrole gore
farkhlik gorilmezken, 2 pg ve 4 ug antikor kullanilarak boyanan hiicrelerde floresan
yogunlugunun kontrole gore arttigi gortlmustir. 2 pg antikor kullanilan érnekte izotipe
oranla %3.43 floresan yogunlugu artmistir. 4 pug antikor kullanilan 6rneklerdeki floresan
yogunlugu %9.08 artmistir (Sekil 4.10). Konsantrasyon artisina bagli olarak floresan
yogunlugunda artis olmustur fakat bu artis en yiiksek konsantrasyon olan 4 pg'da bile
%9.08’da kalmistir. Bu sonuglara gore 5D65 antikorunun akim sitometri yonteminde

kullaniimasinin uygun olmadigi diisiintilmektedir.



65

1pg 2ng 4ug

%0.67 | #3.43 " HE.08
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W

Sekil 4.10. 5D6.5 antikorunun Hela hiicresindeki VEGF-A ile reaktivitesinin akim sitometri
ile analizi (izotip: kirmizi, 5D6.5 antikoru: siyah)

1B4.2 antikoru icin akim sitometri analizleri

1B4.2 antikorundan elde edilen floresan yogunlugu, izotip antikoru ile karsilastirildiginda,
1B4.2 antikor konsantrasyonu artisina bagl olarak elde edilen floresan yogunlugunda artis
oldugu gorilmustiir. 1 ug 1B4.2 antikoru kullanildiginda floresan yogunlugu artisi %45.85
olmustur. 2 pg 1B4.2 antikoru kullanildiginda floresan yogunlugu artisi %83.06 olmustur.
4 ug 1B4.2 antikoru kullanildiginda floresan yogunlugu artisi ise  %94.12 olmustur (Sekil
4.11). Bu sonuclara gore 1B4.2 antikorunun akim sitometri yonteminde kullanilmasinin

uygun oldugu distnidlmektedir.
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Sekil 4.11. 1B4.2 Antikorunun Hela hiicresindeki VEGF-A ile reaktivitesinin akim sitometri

ile analizi (izotip: kirmizi, 1B4.2 antikoru: siyah)

3B2.1 antikoru icin akim sitometri analizleri

3B2.1 antikorundan elde edilen floresan yogunlugu izotip antikoru ile karsilastirildiginda
floresan yogunlugunda artis oldugu gorilmustir. 1 pg 3B2.1 antikoru kullanildiginda
floresan artist  %99.17 olmustur. 2 pg 3B2.1 antikoru kullanildiginda floresan artisi
%98.33 ve 4ug 3B2.1 antikoru kullanildigindaki floresan artisi %98.33 olmustur (Sekli

4.12). Bu sonuclara gore 3B2.1 antikorunun akim sitometri yonteminde kullaniimasinin

uygun oldugu distnilmektedir.




67

1ug 2ug dug

%0017 | %08.33 #eE.a3

Hiicre Sayisi

FITC Floresan Yogunlugu (Logaritmik)

Sekil 4.12. 3B2.1 antikorunun Hela hiicresindeki VEGF-A ile reaktivitesinin akim sitometri
ile analizi (izotip: kirmizi, 3B2.1 antikoru: siyah)

4.7. Anti-VEGF-A Antikorlarinin Hiicre i¢i Boyama Teknigi icin Karakterizasyonu

Ozel boyama slaytlari (chamber slide) icinde ¢ogaltilan Hela hiicreleri %4 paraformaldehit
ile 10 dk fikse edildi. %0,1 saponin ile hiicre ylzeylerinde porlar agildi. %5 BSA iceren
permeabilizasyon sollsyonu ile bloking vyapildiktan sonra 2 pg/ml ve 4 pg/ml
konsantrasyondaki 5D6.5, 3B2.1 ve 1B4.2 antikorlari ile 4 °C’de 1 gece inkiibe edildi.
Kontrol gruplari icin uygun izotip antikorlari kullanildi. ikincil antikorlar olarak floresan
boya ile isaretli anti-mouse igG antikoru ve anti-mouse igM antikorlari, 1/300 oraninda
kullanildi. Cekirdek boyamasi yapabilmek icin %0,5 oraninda Hoechst boyasi kullanildi.
Boyanmis hicrelerin bulundugu lam Gzerine lamel kapatilarak hicreler floresan
mikroskobunda, 2 farkli dalga boyunu ayni anda gosterebilen filtre ile incelendi.
Slaytlardaki mavi boyali kisimlar hiicrelerin ¢ekirdegini gosterirken, yesil ile boyali kisimlar
VEGF-A proteinini gostermektedir. Orneklerin fotograflari 20X’lik objektif kullanilarak

cekilmistir.
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5D6.5 antikorunun immiinofloresan boyama icin karakterizasyonu

Kontrol grubu olarak izotip antikorunun kullanildigi 6rnekte sadece mavi renkteki ¢cekirdek
boyamasi gorulmustiir (Resim 4.2/A). 2 ug/ml (Resim 4.2/B) ve 4 ug/ml (Resim 4.2/C)
5D6.5 antikoru kullanilan 6rneklerde de sadece Hoechst boyasi ile cekirdekler mavi renkte
boyanmistir. Bu 6rneklerde preparattin bazi bolgelerinde goérilen yesil boyanmalarin
antijene spesifik olmayan kalinti boya (artefact) oldugu disunilmektedir. 2 pg/ml ve 4
ug/ml 5D6.5 antikoru kullanilarak yapilan boyamalarda, kontrol grubuna gére bir farklilik
gorulmemesi bu antikorun hiicre ici boyamada kullanmak icin uygun bir antikor olmadigini

gostermektedir.

Resim 4.2. 5D6.5 antikoru ile yapilan immiunofloresan boyama goriintileri (A) kontrol
grubu, (B) 2 ug/ml antikor kullanilarak yapilan boyama, (C) 4 pg/ml antikor
kullanilarak yapilan boyama (objektif 20x)
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1B4.2 antikorunun immiinofloresan boyama icin karakterizasyonu

Kontrol grubu olarak izotip antikorunun kullanildigi 6érnekte (Resim 4.3/A) sadece mavi
renkteki cekirdek boyamasi goralmuistiir. 2 pug/ml (Resim 4.3/B) ve 4 ug/ml (Resim 4.3/C)
1B4.2 antikoru kullanilarak boyanan érneklerde ise mavi renkteki ¢ekirdek boyamasinin
yani sira yesil renk boyama oldugu da gorilmistir. Kontrol grubundan farkl olarak 1B4.2
antikoru ile boyanan orneklerde yesil rekli floresan boyamanin olmasi bu antikorun hiicre

ici boyamada kullanilabilecegini gostermektedir.

A

Resim 4.3. 1B4.2 antikoru ile yapilan imminofloresan boyama gorintdileri (A) kontrol
grubu, (B) 2 pug/ml antikor kullanilarak yapilan boyama, (C) 4 pug/ml antikor
kullanilarak yapilan boyama (objektif 20x)
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3B2.1 antikorunun immiunofloresan boyama icin karakterizasyonu

Kontrol grubu olarak izotip antikorunun kullanildigi 6rnekte (Resim 4.4/A) sadece mavi
renkteki ¢cekirdek boyamasi goériilmustir. 2 pg/ml (Resim 4.4/B) ve 4 pug/ml (Resim 4.4/C)
3B2.1 antikoru kullanilarak boyanan orneklerde ise mavi renkteki cekirdek boyamasinin
yani sira yesil renk boyama oldugu da gorilmistir. Kontrol grubundan farkl olarak 3B2.1
antikoru ile boyanan 6rneklerde yesil rekli floresan boyamanin olmasi bu antikorun hiicre

ici boyamada kullanilabilecegini gostermektedir.

A

Resim 4.4. 3B2.1 antikoru ile yapilan immiinofloresan boyama gorintileri (A) kontrol
grubu, (B) 2 pug/ml antikor kullanilarak yapilan boyama, (C) 4 pg/ml antikor
kullanilarak yapilan boyama (objektif 20X)
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4.8. Anti-VEGF-A Antikorlarinin Western Blot i¢in Karakterizasyonu

rhVEGF-A proteinin SDS-PAGE’de gorintilenmesi

Western blot c¢alismalarinda kullanilan rhVEGF-A proteininin safliginin ve molekiler
agirliginin belirlenebilmesi icin rhVEGF-A proteini SDS-PAGE jelde yirutalmastir. rhVEGF-
A indirgenmis ve indirgenmemis kosullarda SDS-PAGE jele yiiklenmis 200 voltta
ylritilmastir. Jel coomassie brilliant blue boyasi ile 20 dk boyanmis ve fazla boya
yitkama sollUsyonu ile uzaklagtiriimistir. Jeldeki her kuyucuga 1 pg rhVEGF-A proteini
yiklenmistir. Jelde indirgenmemis kosullardaki rhVEGF-A proteini 37 kDa civarinda
gorulirken, indirgenmis haldeki protein, iki bant halinde 20 kDa (VEGF-A monomerleri)

civarinda gorilmustur (Sekil 4.13)

Molekiiler Agirhik
(kDa)

250 ——

150 ——

100
75

50

37 -— <——rhVEGF dimer (- 40 kDa)
25

20 B < (hVEGF monomerleri - 20 kDa)

15
10

SR

Sekil 4.13. rhVEGF-A proteinin SDS-PAGE jeldeki goriintlsi (1) belirteg (2) indirgenmemis
rhVEGF-A proteini (3) indirgenmis rhVEGF-A proteini

5D6.5, 3B2.1, 1B4.2 antikorlarinin western blot yonteminde uygunlugunu test etmek

amaciyla SDS-PAGE jel’e 1 pg rhVEGF-A yiklendi ve jelde yirutildi. Jel PVDF membrana

tranfer edildi ve ardindan bloklama islemi yapildi. 5D6.5, 3B2.1 ve 1B4.2 antikorlarinin

konsantrasyonlari 4 pg/ml olacak sekilde %3 st tozu iceren PBS igerisinde hazirlandi.

Membranlar hazirlanan soliisyon icinde 1 gece 4 °C’'de inkiibe edildi. Yikama islemlerinin
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ardindan 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlari ile inkiibe edilen membranlar, 1/5000 oraninda HRP
ile konjuge anti-mouse igG ikincil antikoru, 3B2.1 antikoru ile inkiibe edilen mebran ise
HRP ile konjuge anti- mouse igM ikincil antikoru ile inkiibe edildi. Yikama islemlerinin

ardindan ECL substrat kullanilarak, bantlar rontgen filmlerinde gorintilendi.

5D6.5’in Western blot icin karakterizasyonu

5D6.5 antikoru, rhVEGF-A'nin hem indirgenmeyen hem de indirgenen formlarina
baglanma 6zelligi gdsterdi. indirgenmemis formdaki rhVEGF-A yaklasik 37 kDa civarinda
gorulurken, indirgenmis rhVEGF-A, c¢ift bant halinde yaklasik 20 kDa civarinda (VEGF-A
monomerleri) gorildld. Bu bantlar rhVEGF-A'nin SDS-PAGE jeldeki goriintisi (Sekil 4.14)

ile birebir ayni olarak goraldi (Sekil 4.14).

Molekiiler Agirhik
(kDa)

250 kba ——=
150 kba ——

100kDa ——
75kDa ——>

50kDa ——>

37kba ——> «<—rhVEGF dimer (- 40 kDa)

25kDa —>

X0%0a - «€——rhVEGF monomerleri (.20 kDa)

15kDa ——
10kDba ——>

Sekil 4.14. 5D6.5 antikoru ile vyapilan Western blot gorintist (1) belirtec (2)
indirgenmemis rhVEGF-A (3) indirgenmis rhVEGF-A
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3B2.1'in Western blot icin karakterizasyonu

3B2.1 antikoru ile yapilan western blot ¢calismasinda, 3B2.1 antikoru rhVEGF-A proteininin
indirgenmis kosullardaki yaklasik 20 kDa agirligindaki monomerlerine baglanmistir (Sekil
4.15). 3B2.1 antikorunun rhVEGF-A proteininin indirgenmemis formuna baglanamadigi

goraldi (Sekil 4.14).

Molekiiler Agirhk
(kDa)

250kDa ———>
150k0s ——
100kDa
75kDa —>
50kDa —>

37kDi ———>

25kDa —>
20kpa —>
ssss  <—rhVEGF monomerleri(-20 kDa)
15kDa —> ——

10kDa —

Sekil 4.15. 3B2.1 antikoru ile yapilan Western blot goriintlsi (1) belirte¢ (2)
indirgenmemis rhVEGF-A (3) indirgenmis rhVEGF-A

1B4.2’nin Western blot icin karakterizasyonu

1B4.2 antikoru kullanilarak yapilan western blot g¢alismasinda bu antikorun rhVEGF-A

proteininin hem indirgenmis hem de indirgenmemis formuna baglanamadigi gorildi.
4.9. Hiicre Lizatlarindaki VEGF-A’nin Anti—-VEGF-A Antikorlari ile G6sterilmesi

Anti VEGF-A antikorlarinin hiicrede sentezlenen VEGF-A’ya baglanip baglanamadigini
gorebilmek icin HeLa ve MCF-7 hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler RiPA liziz soliisyonu ile liziz
edildikten sonra immiinopresipitasyon igin Bevacizumab lizatlarin igerisine ilave edildi.

Bevacizumab VEGF-A’ya baglandigli bilinen ve antianjiyogenik bir ajan olarak kanser
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tedavisinde kullanilan igG yapisinda insanlastirilmis bir monoklonal antikordur. Hiicre
lizatlari ve Bevacizumab iceren gruplarin yani sira sadece RiPA liziz soliisyonu ve
Bevacizumab iceren yani icerisinde hiicre lizati olmayan bir grup daha yapildi. Ornekler
Bevacizumab ile inkiibe edildikten sonra protein A/G ile ¢oktiiriildii. inkiibasyon sonrasi
Protein A/G ortamdan uzaklastirildi ve 6rnekler SDS-PAGE jelde yarutuldi. Jel PVDF
membrana transfer edildi. Membran 5D6.5, 3B2.1, 1B4.2 antikorlarinin 4 pg/ml
konsantrasyonu ile inkibe edildi. Yikama islemlerinin ardindan 1/2500 oraninda ikicil
antikor kullanilarak inkiibasyon yapildi. inkiibasyon sonrasi yikanan membranda ECL

substrat kullanilarak gortintileme islemi yapildi.

Bevacizumab’in in-vitro sartlarda rhVEGF-A proteinine baglanabilirliginin gosterilmesi

immiinprespitasyon islemi icin kullanilan Bevacizumab’in VEGF-A’ya 6zgiil olarak
baglandigl bilinmekle birlikte pozitif kontrol amagli olarak Bevacizumab’in in-vitro
kosullarda rhVEGF-A’ya baglandigi gosterildi (Sekil 4.16). Bunun icin rhVEGF-A proteini
SDS-PAGE jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membrana transfer edildi. ilk olarak membran
Bevacizumab ile inkiibe edildi. Ardindan HRP ile konjuge ikincil antikor ile inkiibe edilen
membrandaki bantlar kemiliminesans madde kullanilarak gorintilendi. rhVEGF-A
proteini indirgenememis kosullarda yaklasik 37 kDa agirliginda gorulirken, indirgenmis

kosullarda 20 kDa civarinda gorildi (Sekil 4.16).

1 2 3
Molekiiler Agirhk
{kDa)
250 — a
150 — -—
100 — —
75 — —
| -
50 — —_—
37 —
- rhVEGF dimer (- 40 kDa)
25 — —
20 — o . €—— rhVEGF monomerleri (- 20 kDa)
15 — -
10 —

Sekil 4.16. Bevacizumab kullanilarak yapilan Western blot gorintist (1) belirteg (2)
indirgenmemis rhVEGF-A (3) indirgenmis rhVEGF-A
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5D6.5 antikorunun Western blot icin karakterizasyonu

Hela ve MCF-7 hiicreleri kullanilarak yapilan Western blot calismasinda, sadece RiPA
soliisyonu ve Bevacizumab bulunan érnekte beklenildigi (izere sadece igG antikor bantlari
gorildi (Sekil 4.17. A). Bu grupta indirgenmemis kosullarda 150 kDa’luk bir igG protein
banti goruliirken, indirgenmis kosullarda 50 kDa’luk agir zincir ve 25 kDa’luk hafif zincir
bantlari goruldtu (Sekil 4.17. A). Hela hicreleri kullanilan 6rnekte indirgenmemis
kosullarda yaklasik 40 kDa (dimer VEGF-A) ve 20 kDa civarinda bantlar goéruld.
indirgenmis 6rnekte sacede immiinprespitasyonda kullanilan Bevacizumab’dan kaynakli
50 kDa ve 25 kDa’luk antikor bantlari gorildu (Sekil 4.17. B). MCF-7 hiicreleri kullanilan
ornekte de Hela hiicrelerinde oldugu gibi indirgenmemis kosullarda yaklasik 40 kDa
(dimer VEGF-A) ve 20 kDa bantlar gériildii. indirgenmis kosularda Bevacizumab’dan

kaynakli 50 kDa ve 25 kDa agirliginda protein bantlari gérildu. (Sekil 4.17. C).

1 2
1 2 3 1 2
Molekiiler Agidh Molekiiler Afirik Molekiler Agirhk
(kDa) (kDa) (kDa)

250 —

150 kDa 150 —
100 150 kDa
%5 —
50 =— €—50kDa 50kDa

50 kDa
37 — 37 kD

25 kDa 25 — €—25kDa  25kD
20 =— €—20kDa 20kDa
15 =—
10

A B

C

Sekil 4.17. Hucre lizatlari ile 5D6.5 antikoru kullanilarak yapilan Western blot goriintiisi
(A) Sadece RIiPA soliisyonu ve Bevacizumab iceren 6rnek (B) Hela hiicresi
kullanilarak yapilan western blot gorintisti (C) MCF-7 hicresi kullanilarak
yapilan western blot gorlintlisi. A ve C gorlntilerinde 1 numara
indirgenmemis ornekleri gosterirken 2 numara indirgenmis Ornekleri
gostermektedir. B gorlintiisinde 1 numara belirteci, 2 numara indirgenmemis
ornegi, 3 numara indirgenmis 6rnegi gostermektedir
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1B4.2 antikorunun Western blot icin karakterizasyonu

Sadece RIPA soliisyonu ve Bevacizumab olan 6rnekte indirgenmemis kosullarda
Bevacizumab’dan kaynakli 150 kDa’luk bir igG protein banti gorilirken, indirgenmis
kosullarda Bevacizumab’in par¢alanmasi sonucu meydan gelen 50 kDa’luk agir zincir ve 25
kDa’luk hafif zincir bantlari gorildi (Sekil 4.18. A ). Hela hicreleri kullanilan 6rnekte
indirgenmemis kosullarda yaklasik 20 kDa civarinda protein banti gériildi. indirgenmis
ornekte sacede Bevacizumab’dan kaynakh 50 kDa ve 25 kDa’luk bantlar gorildu (Sekil
4.18. B). MCF-7 hicreleri kullanilan 6rnekte indirgenmemis kosullarda yaklasik 20 kDa
civarinda bant goruliirken, indirgenmis 6érnekte sacede Bevacizumab’dan kaynakli 50 kDa

ve 25 kDa agirhginda bantlar goraldi (Sekil 4.18. C).

Molekiiler Ak Molekitler Apdik
(koa) e Molekiiler Arik

25 — | (kDa)

150 kDa=—— 50—
100 =— i
-

50 kDa — 50 — «—50kDa 50 kpg ——
37—

25 kDa —— " €—25kDa 25 kDa —
0 — «—0ka  20kDa=—
15—
0 —

A B C

Sekil 4.18. Hiicre lizatlarinda 1B4.2 antikoru kullanilarak yapilan Western blot goriintisi
(A) Sadece RIPA soliisyonu ve Bevacizumab iceren érnek (B) Hela hiicresi
kullanilarak yapilan western blot goriintiisii  (C) MCF-7 hiicresi kullanilarak
yapilan western blot goéruntlisi. A ve C gorintilerinde 1 numara
indirgenmemis o6rnekleri gosterirken 2 numara indirgenmis ornekleri
gostermektedir. B goriintisiinde 1 numara belirteci, 2 numara indirgenmemis
ornegi, 3 numara indirgenmis 6rnegi gostermektedir
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3B2.1 antikorunun Western blot icin karakterizasyonu

Sadece RIPA soliisyonu ve Bevacizumab olan &rnekte indirgenmemis kosullarda 150
kDa’luk bir igG protein banti gériliirken, indirgenmis kosullarda 50 kDa agir zincir ve 25
kDa hafif zincir bantlari gorildiu (Sekil 4.19. A). Hela hicreleri kullanilan 06rnekte
indirgenmemis kosullarda yaklasik 40 kDa (dimer VEGF-A) , 20 kDa ve 100 kDa (6zgul
olmayan baglanma) civarinda bantlar gérildii. indirgenmis 6rnekte Bevacizumab’dan
kaynakli 50 kDa ve 25 kDa’luk bantlar ile birlikte 100 kDa (6zgul olmayan baglanma)
agirhginda bantlar gorildu (Sekil 4.19. B). MCF-7 hicreleri kullanilan 6rnekte ise
indirgenmemis kosullarda 6zgul olmayan 100 kDa agirhginda protein banti ve indirgenmis
kosullarda Bevacizumab’dan kaynakli 50 kDa ve 25 kDa agirliginda bantlar ile 100 kDa

agirhginda protein banti (6zgll olmayan baglanma) goraldi ( Sekil 4.19. C)

Molekiiler Agirlik
(kDa)

Molekiiler Agirhk

(kDa) Molekiiler Agirhk

(kpa)
250 —

150 kDa 150 — 150 kD
100 — 100 kD
75 —
50 kDa 50 — €—50kDa 50 kD
37 =
25 kDa 5 — | «—25kDa 25 kD
0 — | «—20kDa
5 —
10—
)
A B C

Sekil 4.19. Hicre lizatlarinda 3B2.1 antikoru kullanilarak yapilan Western blot goriintisi
(A) Sadece RIPA soliisyonu ve Bevacizumab iceren érnek (B) Hela hiicresi
kullanilarak yapilan western blot gorintisi (C) MCF-7 hicresi kullanilarak
yapilan western blot goérintisi. A ve C gorintilerinde 1 numara
indirgenmemis ornekleri gosterirken 2 numara indirgenmis Ornekleri
gostermektedir. B goriintiisiinde 1 numara belirteci, 2 numara indirgenmemis
ornegi, 3 numara indirgenmis 6rnegi gostermektedir
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Cizelge 4.5. Anti-VEGF-A antikorlarinin in vitro yéntemlerde antijene baglanabilirliginin
derecelendirilmesi (+++ 1yi, ++ Orta, +Zayif, - Basarisiz)

5D65 1B4.2 3B2.1
ELISA S ++ -
AKIM SITOMETRI + ++ 4+
iIMMUNOFLORESAN - 44 4+

BOYAMA

WESTERN BLOT +++ + +
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5. TARTISMA

1971 yilinda Folkman ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada timor hiicrelerinden
salgilanan ve “timor anjiyogenik faktor” (TAF) adi verilen bir molekdl bulunmustur. Bu
molekiliin  timor blylumesini anjiyogenez aracihgl ile hizlandirdigi goérilmis ve
anjiyogenezin ihibisyonu saglandigi takdirde timor blylmesinin durdurulabilecegi gorusi
yine bu galisma ile ortaya atilmistir [137]. Ardindan 1989 yilinda Ferrara ve Henzel
tarafindan VEGF-A kesfedilmis ve saflastirilmistir [50, 197]. VEGF-A endotel hicrelere
spesifik, glikoprotein yapisinda bir blylime faktértdir. Endotel hiicrelerin proliferasyonu,
faklilasmasi ve migrasyonunda diger anjiyogenez aktivatorlerinden ¢ok daha énemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica vaskller gegirgenligi de arttirmaktadir. Hem fizyolojik hem de
patolojik anjiyogenezde VEGF-A’'nin basrol oyuncusu olmasi, onu anjiyogenez ile ilgili

yapilan ¢alismalarda hedef molekil haline getirmistir [156].

Antikorlar bilim insanlar igin ¢ok gli¢li bir arastirma alani olmus ve olmaya da devam
edecektir. Gelisen teknoloji ile birlikte artik klinikte de hem diagnostik hem de terapotik
amagh olarak kulaniimaktadir [180]. Hem bilimsel amaglh ¢alismalarda hem de kanser
tedavisinde antianjiyogenik bir ajan olarak kullanilmak tizere, VEGF-A molekiiliine karsi
monoklonal antikorlar gelistirilmistir. VEGF-A’ya karsi ilk monoklonal antikor 1992 yilinda
Ferrara ve arkadaslari tarafindan hibridoma teknigi kullanilarak elde edilmistir [198]. Daha
sonraki suregte bu antikor insanlastiriimis ve faz ¢alismalari tamamlandiktan sonra 2004
yiinda FDA tarafindan metaztatik koleraktal kanser tedavisinde kemoterapi ile birlikte
kullanilmasina onay verilmistir. Glnimiizde Bevacizumab bazi kanser tirlerinde
kemoterapi ile birlikte antianjiyogenik bir ajan olarak kullanilirken, bazilarinda ise palyatif

tedavi amacl olarak kullanilmaya devam edilmektedir [154].

Calismamizda daha o6nceden Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji Arastirma
Laboratuvarinda VEGF-A’ya karsi gelistirilen 3 farkli monoklonal antikorun molekiler ve
immunolojik karakterizasyonu in vitro yontemler kullanilarak yapilmistir. Bu antikorlar
5D6.5, 3B2.1 ve 1B4.2 olarak adlandirildi. Antikorlar afinite kromotografisi yontemi
kullanilarak saflastirlmis  ve saflastinlan antikorlarin, ELISA, akim sitometri,

immunofloresan boyama ve Western blot yontemlerindeki kullanilabilirligi arastiriimistir.
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Galismamizda Anti-VEGF-A antikorlarinin saflastirilmasi asamasinda afinite kromotografisi
yontemi kullaniimistir. Afinite kromotografisi monoklonal antikorlarin saflastiriimasinda
en cok kullanilan yontemlerden biridir [199]. Saflastirma icin dncelikle dogru kolonlarin
secilmesi gereklidir. igG izotipinde olan antikorlarin saflastirilmasinda daha ¢ok protein G
kolonu kullaniimaktadir. Protein G, antikorlarin Fc kisimina baglanir. pH degisimine bagl
olarak protein G ve Fc arasindaki bag koparilarak antikor saf halde elde edilir [12]. Bizim
calismamizda da 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlari, igG izotipinde antikorlar oldugu icin bu
antikorlarin saflastirnlmasinda protein G kolonu kullaniimistir. 3B2.1 antikoru igM
izotipinde oldugu icin saflastirma asamasinda, igM izotipindeki antikorlarin
saflastirilmasinda daha iyi sonug veren thiophilic dolgu maddesi olan bir kolon segilmistir.
Afinite kromotografisi ile elde edilen antikorlarin safliklarina, SDS-PAGE yontemi
kullanilarak bakilmistir. igG izotipindeki antikorlar indirgenmemis kosullarda 150 kDa
molekiiler agirhga sahiptir. indirgeyici bir ajan ile muamele edilip yiiksek sicakliga maruz
birakilan antikorlarin agir zincir ve hafif zincirleri arasindaki distlfiit baglari kopar ve
molekil 52-58 kDa’luk vy agir zincirler ve 23-28 kDa A/k hafif zincirler olmak (izere
parcalara ayrilir. igM izotipindeki antikorlar ise indirgenmemis kosullarda pentamer halde
950 kDa’dur. indirgenmis kosullarda ise 72—83 kDa W agir zinciri, 23-28 kDa A/k hafif
zinciri olmak Gzere parcalara ayrilir [200, 201]. SDS PAGE jelde yiritiilen 5D6.5 ve 1B4.2
antikorlarinda indirgenmemis kosullarda beklendigi gibi 150 kDa agirhginda protein
bantlari, indirgenmis kosullarda 50 kDa ve 25 kDa agirliginda protein bantlari goriilmustir.
3B2.1 antikorunun indirgenmis formunda ise 75 kDa ve 25 kDa’liik bantlar ile 50 kDa -75
kDa arasinda da bantlar goriilmistiir. Bu yiizden baska bir igM antikoru ile karsilastirma
yapabilmek icin ticari olarak satilan igM izotipinde bir antikor, SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis

ve bu antikorda da ekstra protein bantlari oldugu gérilmdistar.

Anti-VEGF-A antikorlarinin ELISA yénteminde kullanilabilirliginin test edilebilmesi igin
yiksek protein baglama kapasitesine sahip olan mikroplaklar rhVEGF-A ile kaplanmistir.
Kaplama yapilirken kullanilan rhVEGF-A’nin konsantrasyonu belirlenmesinde, daha énce
VEGF-A’ya karsi antikor yapan arastirmacilarin yayinlarindan yola ¢ikilmistir. Ornegin
Sullivan ve arkadaslari VEGF-A’ya karsi gelistirdikleri monoklonal antikorlari ELISA
yonteminde test ederken plaklari 0,5 pg/ml konsantrasyondaki rhVEGF-A ile kaplamis,

Yan-Da Lai ve arkadaslarida yine VEGF-A’ya karsi gelistirdikleri antikorlari test ederken
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plaklari 1 pg/ml (100 ul/kuyucuk) konsantrasyondaki rhVEGF-A ile kaplamislardir. VEGF-
A’ya karsi ilk monoklonal antikoru yapan Ferrara ve arkadaslari ise hibridoma klonlarini
tararken 2 pg/ml (50 pl/ kuyucuk) konsantrasyondaki rhVEGF-A ile plaklari kaplamislardir
[198, 202, 203]. Bizim c¢ahsmamizda plaklar 0,5 pg/ml (100 pl/kuyucuk)
konsantrasyondaki rhVEGF-A ile kaplanmistir. 5D6.5, 3B2.1 ve 1B4.2 antikorlarinin en
yuksek konsantrasyonu 4 pg/ml olacak sekilde seri dillisyonlari yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore antikor konsantrasyonu artisi ile dogru orantih olarak optik dansite
degerlerinin de arttig gérilmistir. Optik dansite degeri artisi en ¢ok 5D6.5 antikorunda
meydana gelmistir. Optik dansite artisinda ikinci siray1 1B4.2 antikoru, Ug¢linci sirayi da
3B2.1 antikoru almistir. Bu sonuglara gére ELISA testinde bu {i¢ antikorun, ayni
konsantrasyonda farkli sonuglar vermesinin nedeni olarak iki olasilik oldugu
distnilmastir. Birincisi, Gg antikorunda farkl epitoplara baglanma durumu, ikinci ise ayni

epitopa baglanip farkh afiniteye sahip olma durumudur.

Her antikor ELISA testinde kullanmak icin uygun olmayabilir. Bunun nedenlerinden biri,
antijen ile plaklarin tabanina kaplama yapilirken, antijenin li¢c boyutlu yapisi degisebilir. Bu
yuzden antikor spesifik epitopuna baglanamaz. Diger bir neden ise proteinin (¢ boyutlu
yapisi distindldiginde, antikorun baglandigi spesifik epitop, proteinin daha internal
kissminda kalmis olabilir. Béyle bir durumda antikor epitopuna baglanamayabilir. Bu

ylzden ELISA testi yaparken uygun antikor secimi &nemlidir.

Bu calismada 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlari, 3B2.1 antikoruna oranla daha dusik
konsantrasyonlarda daha yiiksek optik dansite degerlerine ulasmistir. Bu yiizden ELISA
testinde bu antikorlari kullanirken tercih sirasinda 6ncelik 5D6.5 ve 1B4.2 antikorlarina

verilebilir.

Calismamizda Anti-VEGF-A antikorlarinin hiicre ici boyamalarda, akim sitometri ve
immunofloresan boyama yonteminde kullanimini test etmek icin Hela (serviks kanseri)
hiicre serisi kullanilmistir. Bu hiicre serisi VEGF-A tretmekle birlikte pek ¢ok calismada,
servikS kanserinde VEGF-A gen ifadelenmesinin artis ve azalisina neden olan kosullarin
veya molekillerin arastiriimasinda kullanilmaktadir[204-206]. Bizim galismamizda akim
sitometri yonteminde Hela hiicrelerinde hiicre i¢ci boyama yapabilmek icin antikorlarin 1

ug, 2 ug ve 4 pg konsantrasyonu kullanilmistir. Analiz islemi igin izotip kontroliin floresan
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yogunlugu ile karsilagtirma yapilmistir. 5D6.5 antikoru kullanilarak boyanan &rneklerde,
antikor konsantrasyonu artisina bagli olarak floresan yogunlugu artmis olsa da, artis orani
en ylUksek konsantrasyon olan 4 pg’da bile %9.03’de kalmistir. 1B4.2 antikoru ile boyanan
orneklerdeki floresan yogunlugu artisi konsantrasyona bagh olarak artmis, floresan
yogunlugu 4 pg konsantrasyonda %94.12 oraninda gorilmiustir. 3B2.1 antikorunun
kullanilan ¢ konsatrasyonunda da meydana gelen floresan artisi %90'nin {izerinde
olmustur. Bu sonuglar 5D6.5 antikorunun hiicre igindeki VEGF-A’ya baglanma oraninin
diger antikorlara goére cok daha disiik oldugunu gostermektedir. indirek immiinfloresan
boyamada da akim sitometrisindeki ile benzer sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada da
5D6.5 antikoru hiicre iginde bulunan VEGF-A proteinine baglanamazken, diger iki antikor

hiicre icindeki VEGF-A proteinine baglanabildigi gorilmustir.

Chen ve arkadaslari VEGF-A’ya karsi yaptiklari monoklonal antikorlari western blot
yonteminde test ederken rekombinant VEGF-A proteini kullanmis ve antikor
konsantrasyonunu 5 pg/ml olarak belirlemislerdir [207]. Bizim calismamizda da Anti-
VEGF-A antikorlarinin Western blot yonteminde kullanilabilirligini test edilebilmek icin ilk
olarak antikorlarin rhVEGF-A proteinine baglanip baglanmadigi arastiriimistir. Western
blot calismalarinda bazi durumlarda antikorlarin baglandigi epitop proteinin lic boyutlu
yapisi bozularak yani protein denatiire edilerek ortaya ¢ikarilabilir. Bazi durumlarda ise
proteinlerin lic boyutlu yapisi bozuldugunda antikorun baglandigi epitop da bozulabilir. Bu
yuzden Western blot c¢alismalarimizda, 6rneklerimizi denatiire edilmis ve denatiire
edilmemis bir sekilde test ettik. Elde edilen sonuclara gére 5D6.5 antikoru rhVEGF-A
proteinin hem denatiire edilmis, hem de edilmemis yapisina baglanabilirken, 3B2.1
antikoru sadece denattlire formdaki rhVEGF-A proteinine baglanabilmistir. 1B4.2 antikoru
ise rhVEGF-A proteinine baglanamamistir. Rekombinant proteinler ile hiicrede
sentezlenen naif proteinler arasinda bazi yapisal farkliliklar olabilmektedir. Bu ylzden
calismamizda hiicre lizatlari da kullanilarak antikorlarin naif proteinlere baglanabilirligi de
test edilmistir. Bunun igin Hela hicresi ile birlikte, VEGF-A Urettigi bilinen bir meme
kanseri hicre serisi olan MCF-7 hiicre serisi kullaniimistir [208, 209]. Western blot
¢alismasinda hiicre igerisindeki VEGF-A’y1 daha saf bir sekilde gésterebilmek igin ilk olarak
immunprespitasyon yapilmistir. Calismalar sonucunda rhVEGF-A proteini kullanilarak

yapilan Western blot sonuglari ve hiicre lizatlari kullanilarak yapilan Western blot
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sonuglari arasinda farkliliklar oldugu gériilmiistiir. Ornegin 5D6.5 antikoru rekombinant
proteinde hem indirgenmis hem de indirgememis formlardaki VEGF-A’ya baglanirken,
Hela ve MCF-7 hiicre lizatlarinda sadece indirgenmemis formdaki ~40 kDa’luk VEGF-A’ya
baglanmistir. Kullanilan her iki hiicre serisinde de indirgenmemis formda yaklasik ~20 kDa
agirhginda bantlar oldugu da gorilmustir. 1B4.2 antikoru rekombinant proteine
baglanamazken, hiicre lizatlarinin indirgenmemis formunda, 5D6.5 antikorunda da oldugu
gibi ~20 kDa agirliginda protein bantlari gorilmustir. 3B2.1 antikoru rekombinant
proteinin sadece indirgenmis formuna baglanabilirken, Hela hiicre lizatinda
indirgenmemis formda yaklasik ~40 kDa’luk (VEGF-A) banti ile yine diger antikorlarda
oldugu gibi indirgenmemis formda ~20 kDa’luk bir bant gorilmustir. MCF-7 hicrelerinde
her iki kosulda da VEGF-A proteinin molekiiler agirligina uygun bantlar goriilmemistir.
VEGF-A dimerik yapida bir proteindir. 20-22 kDa buyukligliinde iki monemerin disulfit
baglari ile baglanmasi sonucu 37-42 kDa agirhiginda dimerik bir protein meydana gelir.
Aktif formu dimerik halidir [42, 49, 50]. VEGF-A ile yapilan bazi western blot
calismalarinda 20-22 kDa'luk bantlar ile birlikte 37-42 kDa’luk bantlar ayni 6rnekte birlikte
gorilebilmistir. Ornegin Kitaguchi ve arkadaslarinin ratlarin akcigerinde endoplazmik
retikulum stresinin arastirilmasi ile ilgili yapmis olduklari bir calismada, drneklerin SDS-
PAGE jele yukleme kosullari hakkinda bir bilgi verilmemekle birlikte ayni 6rnekte VEGF-A
proteininin hem dimer (42 kDa) hem de monomer (21 kDa) formlari gosterilmistir[210].
Bizim calismamizda ise test ettigimiz i¢c antikorda da indirgenmemis kosullarda yaklasik
~20 kDa’luk bantlar gorildi. Western blot isleminden 6nce VEGF-A proteinine 06zgil
olarak baglanan Bevacuzumab ile immunprespitasyon yapilmasi, VEGF-A’'nin monemer
halinin 20-22 kDa olmasi ve de Ug¢ antikordan da benzer sonuglarin elde elde edilmesi,
hiicre lizatlarinda gorilen ~20 kDa’luk bantlarin hiicreler icindeki VEFG-A monomerleri

oldugunu disindirmektedir.

Calismalar neticesinde, VEGF-A’ya karsi yeni gelistirilmis olan bu U¢ antikorun molekiiler
ve immiuinolojik karakterizasyonu yapilmistir. Bu antikorlarin, antikor antijen reaksiyonuna
dayanan ELiSA, imminofloresan, akim sitometrisi ve Western blot yéntemlerinde hangi

kosullarda kullanilabilecegi anlasiimistir.
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6. SONUC ve ONERILER

VEGF-A anjiyogenezi tetikleyen en dnemli bliyime faktoridir. Patolojik bazi hastaliklarda
anjiyogenezin artiyor olmasi VEGF-A’y1 dnemli bir hedef haline getirmistir. 1989 yilinda
kesfedilmesinden sonra VEGF-A hakkinda binlerce arastirilma yapilmis ve yapilmaya
devam edilmektedir. VEGF-A’ya karsi 0zgll olarak gelistirilen antikorlar, yapilan bu
bilimsel ¢alismalarda kullanilan énemli birer ara¢ olmugstur. Hatta bu antikorlarin bazilari,
gelismis teknolojik yontemler ile modifiye edilerek (insanlastirilarak) anjiyogenezin
inhibisyonunda tedavi amagli olarak glinimuzde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada VEGF-A’ya
karsi gelistirilmis U¢ yeni monoklonal antikorun molekiler ve immiinolojik

karakterizasyonu in vitro yontemler kullanilarak arastirildi.

5D6.5 antikorunun karakterizasyonu sonucu elde edilen bilgiler séyledir.

ELISA ydnteminde diisik konsantrasyonlarda bile yiiksek optik dansite degerleri

vermektedir. Bundan dolayi ELISA yénteminde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

indirek immiinfloresan boyama ydnteminde 5D6.5 antikoru ile boyanan érnekler ve
kontrol grubu arasinda herhangi bir fark goriilmemistir. Bu ylizden indirek imminfloresan

boyama yonteminde kullanimi icin uygun olmadigi diisiniimektedir.

Akim sitometri yonteminde antikor konsantrasyonu artisina bagh olarak floresan
yogunlugunda artis oldugu goriilmisse de bu artis ¢ok disuk diizeyde kalmistir. Akim

sitometri yonteminde kullanimi uygun olmayabilir.

Western blot yonteminde rhVEGF-A proteinine baglanabilmistir. Hela ve MCF-7 hiicre
lizatlarinda ise sadece indirgenmemis 6rneklerde yaklasik 40 kDa ve 20 kDa’luk bantlar

gorulmuistir. Western blot calismalarinda kullaniminin uygun oldugu disinilmektedir.

1B4.2 antikorunun karakterizasyonu sonucu elde edilen bilgiler soyledir.

Antikor konsantrasyonu artisi ile dogru orantili olarak optik dansite degerleri de artmistir.

ELiISA yénteminde kullanilmasinin uygun oldugu disiiniilmektedir.
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indirek imminfloresan boyama yénteminde, 1B4.2 antikorunun 2 pg/ml ve 4 pg/ml
konsantrasyonlari hicre icindeki VEGF-A’ya baglanabilmistir. indirek immiinfloresan

boyama yonteminde kullanilmasinin uygun oldugu dusiintilmektedir.

Akim sitometri yonteminde antikor konsantrasyonu artisina bagh olarak floresan
yogunlugunda da artis oldugu gorilmustir. Bu ylzden 1B4.2 antikorun akim sitometrisi

yonteminde kullaniimasinin uygun oldugu disiiniilmektedir.

Western blot yonteminde rhVEGF-A’ya baglanamamistir. Hela ve MCF-7 hicre
lizatlarinda ise sadece indirgenmemis orneklerde yaklasik 20 kDa’lik monemer VEGF-A
oldugu duslinilen protein bantlari gorlilmistiir. Western blot yonteminde antijene

baglanabilirliginin zayif oldugu dustintlmektedir.

3B2.1 antikorunun karakterizasyonu sonucu elde edilen bilgiler soyledir.

Antikor konsantrasyonu artisi ile dogru orantili olarak optik dansite degerleri de artmistir.

ELISA yénteminde kullanilmasinin uygun oldugu distiniilmektedir.

indirek imminfloresan boyama ydnteminde, 3B2.1 antikorunun 2 pg/ml ve 4 ug/ml
konsantrasyonlari hiicre icindeki VEGF-A’ya baglanabilmistir. indirek immiinfloresan

boyama yonteminde kullanilmasinin uygun oldugu dusiintilmektedir.

Akim sitometrisi yonteminde, 3B2.1 antikoru ile boyanan érneklerdeki floresan yogunluk
artisi, izotip kontrole gore vyiksektir. Bu yizden 3B2.1 antikorun akim sitometrisi

yonteminde kullanilmasinin uygun oldugu distnilmektedir.

Western blot yonteminde rhVEGF-A’nin sadece indirgenmis formuna baglanabilmektedir.
MCF-7 hicrelerinde ise indirgenmis ve indirgenmemis formlarinda protein banti
gorilememistir. Hela hicre lizatlarinda ise indirgenmemis 6rneklerde 40 kDa ve 20
kDa’luk bantlar gorilmustir. Western blot yonteminde antijene baglanabilirliginin zayif

oldugu dislntlmektedir.

Elde edilen sonuglara gore bu lg anti-VEGF-A antikorun, deneysel ¢alismalarda hangi in-
vitro yontemlerde kullanilabilecegi o6grenilmis oldu. Simdiye kadar yaptigimiz bu

¢alismalarin pek ¢ogunda goruldi ki bu antikorlar VEGF-A proteinine 6zgil olarak
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baglanabiliyor. Bu durum, bu antikorlarin potansiyel bir antianjiyogenik ajan olabilecegini
distindirmektedir. Bu distince dogrultusunda bundan sonraki asamalarda bu antikorlarin
in vitro ve in vivo kosullarda antianjiyogenik etkisinin arastiriimasi planlanmaktadir. in
vitro olarak yapilmasi planlanan g¢alismalar arasinda bu antikorlarin noétralizan etkisinin
arastirilmasi bulunmaktadir. Bu dogrultuda VEGF-A reseptorii (VEGFR-2) eksprese eden ve
VEGF-A uyarimina bagh olarak prolifere olan hiicre serileri olan endotel hiicre serileri
kullanilarak, antikorlarin bu hiicrelerin proliferasyonuna etkileri arastirilabilir. in vitro
calismalarda notralizan etkisi oldugu gosterilen antikorlarin, bir sonraki asama olan in vivo
calismalarda, tiimor anjiyogenezi Uzerine etkileri arastirilabilir. in vivo calismalarda
farelerde timor modelleri olusturulabilir ve anti-VEGF-A antikorlari verilen farelerdeki
timorin blylime ve metastaz 6zellikleri incelenebilir. Bu calismalardan elde edilecek
sonuglar dogrultusunda, bu antikorlarin antianjiyogenik 6zellikleri hakkinda bilgiler elde

edilmis olacaktir.
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