T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KANSER TEDAVISI iCIN REKOMBINANT
PROTEIN TEMELLI ADAY iLACLARIN
GELISTIRILMESI

AYBIKE ERDOGAN

TIBBI BIYOLOJi VE GENETIK
YUKSEK LISANS

IZMiR-2017

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2014970188



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KANSER TEDAVISI iCIN REKOMBINANT
PROTEIN TEMELLI ADAY iLACLARIN
GELISTIRILMESI

AYBIKE ERDOGAN

TIBBI BIYOLOJi VE GENETIK
YUKSEK LISANS

IZMiR-2017

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Mehmet OZTURK
TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2014970188



Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dall Yikksek Lisans programi édrencisi Aybike ERDOGAN “Kanser
Tedavisi icin Rekombinant Protein Temelli Aday ilaclarin Gelistirilmesi” konulu
Yiksek Lisans tezini 30 Ocak 2017 tarihinde basarili olarak tamamlamistir.

BASKAN

Prof. Dr. Mehmet OZTURK
Dokuz Eylul Universitesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

: UYE
Yrd. Dog Dr. Ozden YALCIN OZUYSAL Yrd. Dog. Dr. Serif SENTURK
Izmir Yiksek Teknoloji Enstitlisi Dokuz Eylil Universitesi
Molekuler Biyoloji ve Genetik Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal Anabilim Dal
YEDEK UYE YEDEK UYE
Dog. Dr. Devrim PESEN OKVUR Yrd. Dog. Dr. G6khan KARAKULAH
Izmir Yuksek Teknoloji Enstitiisii ~ Dokuz Eylul Universitesi
Molekiler Biyoloji ve Genetik Izmir Uluslararasi Biyotip ve

Anabilim Dali Genom Enstitisi



ICINDEKILER

ICINDEKILER.......oe ottt ettt te st e e e e e s tesaeaesteseenaeseeaeaeas [
TABLOLAR DIZINI.....iiii e, iV
SEKILLER DIZINI ...ttt v
KISALTIMALAR. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e s et eeeeeeaaaaaaaaaeeaeeaeseannaanes Vi
TESEKKUR. ..o e viii
(@ 74 = SO RS 1
AB ST RA CT ..ottt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e a bbbt r—— it rrrra et e aaaaaaaaaaaaaaans 3
1. GIRIS VE AMAGC . . oo 5
2. GENEL BILGILER.......uiiitieei e 7
2.1 Kanser Tedavisinde Monoklonal Antikorlar............c.ooooiiiiiiiiiii s 7
2.2 MEME KANSEII. ...ttt e s 12
2.3 Meme Kanserinde Monoklonal Antikorlar.............c.cooiiii 16
2.3.1 Trastuzumab (Herceptin)........coooeiiiiii e 16
2.3.1.1 Trastzumab ikili tedaviler............cooooiiii e, 17
2.3.2 Pertuzumab (Perjeta).........o.oiiiiii 18
2.3.3 Trastuzumab-Emtansine (Kadycyla)............ccooviiiiiiiiiiii e, 19
2.4 Meme Kanserinde Alternatif ve Var Olan Tedavilerin incelenmesi................ 20
3. GEREC VE YONTEM. ..ottt e 23
3.1 AraStIrmMaANIN TIDI. e 23
3.2 Arastirmanin Yeri V& Zamani.......co.uuieii i 23
3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari...............cccccceeeevnennn... 23
3.4 Calisma Materyali....... ..o 23
3.5 Arastirmanin DegiSenleri.... ... ... 23
3.6 Veri Toplama AraGlari....... ... 24
3.6.1 Malzeme ve CINazlar........ ..o 24
3.6.2 Besi yeri ve SOIUSYONIAr....... ..o 27
3.6.2.1 HUCre KURUIU. . ..o e 27
3.6.2.2 IMMUNOFOrESAN. ... ..., 27
3.6.2.3 RNA izolasyonu ve jel goruntlleme............cooviiiiiiiiiiieen 28
3.6.2.4 AQArOzZ Jel. ... 28
3.6.3 YONtemIer. ... 29
3.6.3.1 HUCre KURUIU. ... .eee e e eee e 29



3.6.3.1.1 Hucrelerin agilmasl.........cooiiii i e 29

3.6.3.1.2 Hucrelerin pasajlanmasl..........ovviiiiiiii e 30
3.6.3.1.2.1 Yapiskan (Adheziv) hucrelerin pasajlanmasl........................ 30
3.6.3.1.2.2 Suspanse hlcrelerin pasajlanmasl..............cccoovviiiiiiiiien.. 30

3.6.3.1.3 Hucrelerin dondurulmasl...........cooeiiiiiiii e 31

3.6.3.1.4 HUCKE SAYIMI. ...t 31

3.6.3.1.5 Hibridoma hucrelerinden pelet ve antikor eldesi........................ 32

3.6.3.2 IMMUNOFIOrESAN. ........ui i 32
3.6.3.3 RNA IZOIaSYONU. ...t e 34
3.6.3.3.1 Macherey-Nagel nucleospin RNA kiti ile izolasyon..................... 34
3.6.3.3.2 Manual RNA izolasSyonu............ccoiiiiiiiiiiiie e 34

3.6.3.4 RNA miktarinin QIGUIMESI........oooiiiii e 35
3.6.3.5 Formaldehit agaroz jei ile RNA'nin goértntilenmesi......................... 35
3.6.3.6 Revers Transkriptaz (RT) polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)............ 36
3.6.3.7 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)..........ccoiiiiiiiiiee, 36
3.6.3.8 Agaroz Jel ile DNA’nin goruntllenmesi..........ooovovieiiiiiiiiiinieee 38
3.6.3.9 Sekanslamal/Analiz........ ..o 39

3.7 Aragtirmanin Plani ve Takvimi........ ..o, 39
3.8 Verilerin Degerlendirilmesi....... ..o 40
3.9 Arastirmanin SINIrhIIKIArT. ... 40
3.0 EtIK KUPUL ONay i, .o e e e e, 41
. BULGULAR . ..o 42
4.1 HER2 Amplifikasyonu Olan Meme Kanseri Hucre Hattinda Antikorlarin
Reaktifliginin Tayini..... ..o 42
4.2 BH Hibridoma Klonlarindan izole Edilen RNA’larin Kararliigina ve Bitinligiine
BaKIIMaASI. ... e 45
4.3 Immiinoglobulin Degisken Bélgelerinin Cogaltilmasl................ccccceveeeenn.... 45
4.4 AQir ve Hafif Zincir Degisken Bdlgelerin Sekanslanmasi............................. 47
4.5 insan immiinoglobulin ifade Vektdri On Tasarimi............ccooeoeevieieieieeinn, 51
D AR T G M A . e 53
6. SONUC VE ONERILER. ......ciitiiciii e, 60
7 KAY N AK LA R . L e 62
8. B L R, .. e e 67



G 700 O N (1 0 = Y/

8.2 Etik Kurul
8.3 Ozgegmis

RaADOIU. .. 68



TABLOLAR DiZziNi

Sayfa No.
Tablo 1. Kanser tedavisinde kullanilan bazi monoklonal antikorlar ve onlarin
o4 =Y {114 =Y o 10
Tablo 1. HER2 karsiti klinik arastirmada olan érnek tedaviler.............................. 20
Tablo 3. Arastirmada kullanilan kimyasal, reaktif ve kitlerin listesi........................ 24
Tablo 4. Arastirmada kullanilan ekipmanlarin listesi................cooi, 26
Tablo 5. PCR igin kullanilan malzeme miktarlari ve optimum ¢alisma kosullari....... 37
Tablo 6. RT-PCR ve PCR’da kullanilan spesifik primerler....................oooooiinnil. 37

Tablo 7. Hibridoma klonlarinin pozitif bant verdigi agir ver hafif zincir primerler...... 46



SEKILLER DiziNi

Sayfa No.
Sekil 1. Monoklonal antikor gesitleri ve yapisal elementleri.................................. 8
Sekil 2. HER2 sinyal iletimi. ..o e 14

Sekil 3. Hicre sayiminda mikroskop altinda hemositometride géziken alanlar...... 32
Sekil 4. Antikorlarin HER2’nin fazla ifade edildigi SK-BR-3 hicre hattinda hedefe

DAGIANMIAST. .. s 44
Sekil 5. Antikorlarin HER2 pozitif MCF-7 hucre hattinda hedefe baglanmasi......... 44
Sekil 6. RNA’nin %1.2 agaroz-formaldehit jel ile géruntilenmesi.................ocoeinee 45

Sekil 7. Hibridoma klonlarinda immuinoglobulin agir zincir degisken bdlgelerinin PCR
ile amplifikasyon %1.2 agaroz jel goruntusU. ...........ovieieiiiiiiiiiii e, 47
Sekil 8. Hibridoma klonlarinda immunoglobulin hafif zincir degisken bdlgelerinin PCR
ile amplifikasyon %1.2 agaroz jel goruntlsl............coovieiiiiiii e, 47

Sekil 9. HER2 6zgin antikorlarin agir zincir degisken bdlgelerinin amino asit dizisi

.............................................................................................................. 49
Sekil 10. HER2 6zgun antikorlarin hafif zincir degisken boélgelerinin amino asit dizisi
.............................................................................................................. 50
Sekil 11. insan immunoglobulin gamma 1 agir ve kappa hafif zincirleri (IgG1/ k)
birlikte ifade edebilen memeli ifade vektord. ... 52



KISALTMALAR

Al: Aromataz inhibitoru

ADCC: Antikor bagimli hucre aracilikh sitotoksisite (antigen-dependent cell-mediated
cytotoxicity)

Akt: Protein kinaz B (protein kinase 3)

CD: Farklilasma kimesi (cluster of differentiation)

CDC: Komplement bagiml sitotoksisite (complement-dependent cytotoxicity)
CDR: Komplementer belirleyici bolge (complementarity determining region)

CH: Antikorun agir zincir dedismez bolgesi (antibody heavy chain constant region)
CL: Antikorun hafif zincir degismez bdlgesi (antibody light chain constant region)
CTLA: Sitotoksik T lenfosit antijen (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen)
D: Docetaxel

EGF: Epidermal bayume faktorl (epidermal growth factor)

EGFR: Epidermal buylime faktoru reseptori (epidermal growth factor receptor)
ER: Ostrojen reseptori (estrogen receptor)

HER: insan epidermal biiyiime faktorii reseptérii (human epidermal growth factor
receptor)

HT: Hormon tedavisi

IF: iImmunfloresans deneyi

IgG: Immunoglobulin G agir zincir

IGF-1R: insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptéri (insulin-like growth factor-1
receptor)

IMGT: immiinogenetik biyoinformatik araci (Immunogenetics bioinformatic tool)
Fab: Immudnoglobulin antijen baglanma bolgesi

Fc: Immunoglobulin degismez bolge

FDA: Amerikan Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Agency)

K: Kappa hafif zincir

KT: Kemoterapi

L: Lapatinib

mAb: Monoklonal antikor (monoclonal antibody)

MAPK: Mitojen aktiflesmis protein kinaz (mitogen activated protein kinase)

OS: Tedaviye baslanildigindan hastanin sag kaldigi toplam streyi (overall survival)

Vi



P: Pertuzumab

Pac: Paclitaxel

PD: Programlanmis 6lum reseptoru (programmed death receptor)

PFS: Hastaligin ilerlemedigi sag kalim (progression free survival)

PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinaz

PR: Progesteron reseptori (progesterone resceptor)

RANKL: Reseptor aktivator nikleer kappa-B ligandi (receptor activator of
nuclearfactor kappa-B ligand)

T: Trastuzumab

TAM: Tamoxifen

T-DM1: Trastuzumab Emtansine monoklonal antikor- ilag birlesimi

TGF-a: Degisiklik yapan alfa buyime faktoru ( transforming growth factor- a),
X: Capecitabine

VEGF: Vaskller endotelyal blytume faktoért (vascular endothelial growth factor)
VH: Antikorun agir zincir degisken bolgesi (antibody heavy chain variable region)
VL: Antikorun hafif zincir degisken bdlgesi (antibody light chain variable region)

vii



TESEKKUR

Tavsiyeleri ile bilimsel dugunebilme yetimi gelistiren ve akademik hayatimi
sekillendirmede bana onemli desteklerini saglayan Prof. Dr. Mehmet Oztiirk’e en
icten minnetlerimi sunarim. Egitici yol gOstermeleri ve anne gevkati ile beni

destekleyen Elife Oztlirk’e en derin sevgi ve tesekkdrlerimi iletirim.

Ik giinden itibaren paylastiklari deneyimleri ve sagladiklari desteklerin yani sira,
Oztiirk grubuna keyifle gelmemde ve eglenerek deney yapmamda blyik katki
saglayan, uyum iginde calistigimiz her giin icin Dr. Evin iscan, Uzm. Umur Keles,
Umut Ekin, Tugce Batur, Dr. Ozden Oz, Dr. idil Karaca Acari ve Dogc. Dr. Cigdem
Ozen’e en 6zel tesekkirlerimi sunarim. Devam ettirdigimiz arastirmamizin, onceki

calismalarini gergeklestiren Dr. Ceyhan Ceran’a katkilari i¢in tesekklr ederim.

iBG-izmirde gerceklestirdigim deneylerde bu ailenin pargasi olarak bana
yardimci olan, uygun arastirma ortamini saglayan tim akademik, destek ve hizmet
personeline tesekkur ederim. Tezimin deney asamasinda, bilimsel katkilari igin Yrd.
Do¢. Dr. Serif Sentlrk’e ayrica tesekkir ederim. Bu c¢ati altinda kapilarini gondil
rahatligi ile calabildigim bilimsel ve manevi desteklerini her zaman hissettigim

Atabey, Erdal ve Ozhan gruplarinin tim Uyelerine igten tesekkirlerimi sunarim.

Yuksek lisans hayatimin ilk gununden itibaren gerek akademik gerekse kigisel
hayatimin iyi ve kétli giinlerinde yanimda olan Ezgi Bagirsakgl, ismail Kiigiikaylak,
Betll Haykir, ilkin Aygiin, irem Artun ve aramiza sonradan katilan Dehan Comez,

Hamdullah Yanik ve Gulsun Bagcr'ya ozellikle tesekkur ederim.

Tum bu destek ve tesekkurlerin Uzerinde, Erdogan, Kalender ve Elgi ailelerinin
her bir Uyesine her zaman yanimda olduklari i¢in en derin tesekkarlerimi sunarim.
Fakat hayatimin iki 6nemli ve gugli kadini annem Neriman Erdogan ve ablam Aybala
Erdogan Elci'ye fedakar destekleri, sabirlari ve bitmeyen kosulsuz sevgileri igin
Oomrumun sonuna kadar minnet borglu olacagimdan buraya yazabilecegim yeterli
tesekkurim yoktur. Bu sebeple bu galismayi ikisine ve maneviyatini hep hissettigim

babama adiyorum.

viii



KANSER TEDAVISI IGIN REKOMBINANT PROTEIN TEMELLI ADAY ILAGLARIN
GELISTIRILMESI

Aybike Erdogan, Saglik Bilimleri Enstitlisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali, Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Yerleskesi Balgova 35340 izmir/Tiirkiye

OZET

Biyoterapétik ilaglarin kanser tedavisinde en cok ilgi goéren alani hedefe
O0zgunlukleri nedeniyle monoklonal antikorlardir (mAb). Projemizin amaci, meme
kanseri tedavisinde kullanilabilecek mAb-temelli ilag adaylari gelistirmektir. Meme
kanseri, dinya ¢apinda yaygin gortlmesi ve gelismekte olan Ulkelerde kadinlarin
o0lum nedenlerinde ikinci sirada yer almasi sebebiyle nemlidir.

Meme kanserinde %20-25 HER2 geninin asiri ifadesi gorulmektedir. Bu gen,
HER2 (ErbB2) tirozin kinaz reseptorinu kodlar. HER/ErbB ailesine ait diger
reseptorler gibi homodimerizasyon veya heterodimerizasyon ile aktive olur. Aktif hale
gelen protein kinazlar ilgili sinyal iletiminin asagi basamaklarinda yer alan araci
molekulleri uyararak zincir reaksiyonlari baslatirlar. Boylece, proliferasyon, sag kalim,
hicre farklilasmasi, anjiyogenez ve apoptoz engellenmesi gibi sonuglar doduran
farkh sinyal yolaklari etkinlesir. Cogalmasi kontrol edilemeyen hicreler zamanla
tumor hucreleri haline gelir.

HER2 hedefli meme kanseri tedavisine alternatif olmasi amaciyla var olan
monoklonal antikorlardan farkli bir HER2 hucre disi bolgesi taniyan bes 6zgun
antikor Ureten fare hibridoma klonlari grubumuz tarafindan énceden gelistirilmistir. Bu
arastirmada Uretilen monoklonal antikorlarin hedefi 6zgun olarak tanimada rol
oynayan amino asit dizilimleri (CDR) belirlenerek, antikorun insanlastiriimasi igin ilk
adimlarin atilmasi hedeflenmigtir.

Hibridoma klonlarindan dérdinin HER2yi 6zglin olarak tanidiklari
immunofloresans deneyi ile gosterilmistir. Bu hiicrelerden RNA izole edildikten sonra
immuanoglobulin agir ve hafif zincirlerinin degisken bdélgeleri RT-PCR ve PCR yontemi
ile cogaltilmistir. Sanger sekanslamasi yontemiyle elde edilen DNA dizilimlerinin
donusturilmesi sonucunda agir ve hafif zincir degisken bdlge amino asit dizilimleri
dort farkl antikor icin elde edilmigtir. Bir klonda sadece flizyon partneri olan myeloma

hicresinden gelen endojen hafif zincir yapisina rastlanmistir. Hedefi 6zgun olarak



tanidigi bilinen bir antikor icin ise hafif zincir dizlimi aciga ¢ikarilamamistir. Hedefi
HER2 hala 0zgun olarak tanidigi gosterilen iki monoklonal antikorun antijeni
taninmasinda rol oynayan CDR alanlari bulunmustur. Geligtirilen fare antikorlari ile
ayni izotipe sahip IgG1/kappa insan immunoglobulini ifade eden vektorin modifiye
edilecek yerleri belirlenmistir. Modifikasyon sonrasi vektor, fare tarafindan Uretilen
antikorlar ile ayni CDR dizilimlerine sahip olacaktir. Boylece memeli hticrelerinde
ifade edilebilecek HERZ2'yi hedef alan insanlastiriimig antikor i¢cin molekuler temeller

atiimistir.

Anahtar Sozciikler: Monoklonal antikor, immiinoglobulin, HER2, meme kanseri



DEVELOPMENT OF RECOMBINANT PROTEIN BASED DRUG CANDIDATES FOR
CANCER THERAPY

Aybike Erdogan, Saglik Bilimleri Enstitusii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali, Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Yerleskesi Balgova 35340 izmir/Tiirkiye

ABSTRACT

Monoclonal antibodies (mAbs) are the most demanded field of biotherapeutic
drugs in cancer therapies because of their specificity to target. Aim of our project is to
develop mAb-based drug candidates for the treatment of breast cancer. Breast
cancer is significant since it is commonly observed worldwide and it takes second
place in the causes of women death in developing countries.

About 20-25% of breast cancer, HER2 gene overexpression was observed.
This gene encodes HER2 (ErbB2) tyrosine kinase receptor. It is activated by
homodimerization or heterodimerization like other receptors in the HER/ErbB family.
Activated tyrosine kinases initialize signaling cascade by inducing downstream
intermediary elements involved in signal transduction. Hence, multiple signaling
pathways leading proliferation, survival, cell differentiation, angiogenesis and
prevention of apoptosis were triggered. Uncontrolled growth of cells eventually
results in tumor formation.

In order to be an alternative to HER2-targeted breast cancer treatment, mouse
hybridoma clones producing five specific antibodies recognizing a different HER2
extracellular domain from existing mAbs have been previously developed by our
group. The aim of this study was to identify the amino acid sequences (CDR) that
specifically recognize the target of monoclonal antibodies and to take the first steps
towards humanization of monoclonal antibody.

Four of hybridoma clones, specifically identify HER2, were shown by
immunofluorescence. After isolation of RNA from these cells, immunoglobulin heavy
and light chain variable regions were amplified through RT-PCR and PCR. Amino
acid sequences of heavy and light chain variable regions were acquired for four
different antibodies in the result of translation of DNA sequence obtained by Sanger
sequencing. Only endogen light chain molecule belongs to fusion partner, myeloma

cells was encountered for one clone. A clear light chain sequence result could not be



exposed for one antibody which was known to specifically recognize the target.
Complementarity determining regions (CDRs) which play a role in the antigen
recognition were found for two monoclonal antibodies specific to HER2. The modified
regions of IgG1 / kappa human immunoglobulin expression vector having the same
isotype as the murine antibodies developed were identified. After modification, the
vector will have the same CDR sequences with the antibodies produced by the
mouse. Thus, the molecular basis for the humanized HER2 targeted antibody that

can be expressed in mammalian cells has been established.

Key Words: Monoclonal antibody, immunoglobulin, HER2, breast cancer



1. GIRIS VE AMAC

Temel bilimlerde 1980’lere kadar ilerlenen yol, 1982'de ilk rekombinant protein

insulinin  Uretimi ve bu donemden itibaren biyoteknolojik gelismelerin hiz
kazanmasiyla kesisince rekombinant protein temelli biyoterapétik ilag tretimi, bilim
diinyasina talep edilen yeni bir alan haline gelmistir. insan blyiime hormonlari,
interferonlarin yani sira monoklonal antikorlar, en ¢ok arastirilan rekombinant

proteinler olmustur *

. Kanser tedavisinde, bu zamana kadar cerrahi mudahaleyi
takiben sitotoksik kimyasal bilesiklerin veya radyasyon terapisinin uygulaniyor olmasi,
monoklonal antikorlarin kanser karsiti ilag olarak hedeflenmesini kacginilmaz hale

getirmistir 2

. Kalin bagirsak kanseri, akciger kanseri, meme kanseri, bag/boyun
kanseri ve kan kanseri FDA (Amerikan Gida ve ilag Dairesi, Food and Drug Agency)
onayli monoklonal antikor gelistirilen baslica kanser tiirleri olmustur . Trastuzumab,
Panitumumab, Alemtuzumab, Ofatumumab gibi monoklonal antikorlar meme, kalin

bagirsak ve kan kanseri icin gelistirilen onaylanmis bu tedavilere drnektir *.

Kadinlarda meme kanseri, dinya ¢apinda en yaygin gorulen kanser olmasiyla
birlikte gelismekte olan ulkelerde kadinlarin 6lium nedenlerinde ikinci siradadir. Meme
kanserinde %20-25 ErbB2 (HERZ2, insan epidermal blyime faktorli reseptoriu 2)
geninin fazlaca ekspresyonu goériilmektedir >°. HER2, tirozin kinaz reseptdriidiir.
ErbB/HER ailesine ait reseptorler homodimerizasyon veya heterodimerizasyon ile
aktive olmaktadir. Dimerizasyon sonrasi aktiflesen tirozin kinazlar asagi yondeki
sinyal iletim molekullerini de aktiflestirirler. Aktif hale gelen sinyal yolaklari sonucunda
¢ogalma sinyali alinirken, oncul apoptotik sinyaller ve hicre déongusunde tutulma
engellendigi icin hlcre hayatta kalarak bolinmeye devam eder. Buylimesi kontrol
edilemeyen bu hiicreler zamanla timér hiicreleri haline gelir *. Kinik olarak, genin
fazlaca ifadesi, metastaz ve agresif kanser fenotipiyle iliskilendirimektedir 8. Bu
Ozellikleri sebebiyle ameliyat sonrasi nuksetme riski yluksek ve tedavi ediimediginde

sag kalimi diisiiktir °.

ErbB2 fazla ifadesinin goruldigu meme kanserinde insanlasgtiriimig monoklonal
antikor (mAb) Trastuzumab, onaylanan ilk tedavi olup hastalarda sag kalim oranini

arttirmistir. Pertuzumab ve Trastuzumab Emtansine (T-DM1) tedavide ilerlenerek



daha sonra onaylanan antikor ve antikor-ilag birlesimi olmustur. Trastuzumab direnci
g6zlenmesi ve en son gelistirilen tedavilerin etkinliginin klinik calismalar ile hala

arastiriliyor olusu HER2 hedeflenen tedavilerin sinirlanmasina neden olmustur >°.

Kanser tedavisinde aday ilaglarin gelistiriimesi hedefiyle yukarida bahsi gegen
tedavi yontemlerine alternatif bir yaklasim amaciyla grubumuz 2012 yilinda meme
kanseri Uzerinde c¢alismalar yapmistir. Grubumuz tarafindan piyasada var olan
antikorlardan farkli bir epitop tercihi olan ve farkli proliferasyon etkinligi gosteren ve
ErbB2 antikorlari gelistirilmigtir ®. Bu arastirmada ise meme kanseri igin gelistirilen
bes antikordan en az bir tane hedef antikorun tedavi igin dne ¢ikmasi hipotezimizdir.
Bu amacla hedefi HERZ2 icin etkin olan antikorlarin agir ve hafif zincirlerinin antijen
taniyan amino asitlerinin dizisi saptanacaktir. Ayrica bu dizilerin insan 1gG1 kodlayan

vektorlere klonlanabilmesi igin on galismalar gergeklestirilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser Tedavisinde Monoklonal Antikorlar

Biyoterapotik ilaglarin en hizli gelisen alani monoklonal antikorlarin kanser
tedavisindeki etkinlikleri her gegen giin artmaktadir. Ozgiin olmalari bunda anahtar
bir etkendir.

Tedavi icin gelistirilen monoklonal antikor dretiminin temelinde hibridoma
hicreleri yer almaktadir. Bagisiklik kazandirilmis deney hayvaninin dalagindan izole
edilen B lenfosit hlcreleri ile myeloma hicrelerinin (kemik iliginde meydana gelen
timor tipi) flizyonu sonucunda hibridoma hucreleri elde edilir. TiUmor hiicresi sonsuz
bolunebilme 6zelligi verirken, B lenfositi antikor Gretebilmesini saglar boylece iki farkl
Ozellik tek bir hucrede bulusturulur. Bu hicreler tekrarlanan klonlamalar sonucunda
tek tip hibridoma hucresinden turedikleri icin monoklonal olarak adlandirilirlar ve yillar
boyunca birbiriyle ayni antikoru Uretebilirler. Bu antikorlar, deney hayvanin basta

bagisiklik kazandirildigr antijeni spesifik olarak taniyabilme ézelligine sahiptirler **°.

Tek bir B lenfositinden Uretilen monoklonal antikorlar, Y-seklinde temel antikor
yapisina sahip olup, gévdede birlesen iki dal bicimindedirler. Sekil 1'de gosterildigi
gibi antikorun dallanan kisimlari hafif ve agir zincirden olusurken, goévdesi sadece
agir zincirden olugsmaktadir. Govdeden dallanan Ust kisim antijen baglanma bdlgesi
(Fab) olarak adlandirilirken, gdvdenin kendisi degismez bodlge (Fc) olarak
adlandirilmaktadir. Degisken bdlgelerin (VH ve VL) u¢ kisimlarinda ise antijen
baglanma bodlgeleri veya komplementer belirleyici bdlgeler denilen CDRs

(complementarity determining regions) mevcuttur **2,

Antijen baglanmasini
belirleyen asil bélge burasidir. immiinoglobulinin, degisken agir zincirinde (¢ tane ve
degisken hafif zincirinde i¢ tane olmak lizere toplamda alti tane CDR’si vardir °. Bu
alanlar sebebiyle, Fab bolgesi antijen baglanmasindan sorumludur. Bu goreviyle
antikorun tum islevinden sorumlu bdlgeymis gibi dursa da immunoglobulinin Fc
bdlgesi de aslinda antikorun goérevine hizmet etmektedir. Hedeflenen timor
hdcresinin direk olumu, Fab bdlgesinin antijene baglanmasi sonucunda, reseptor
islevinin engellenmesi veya apoptozun baglatiimasi gibi yollarla gergeklestirilebilir. Fc

reseptorleri ise degismez bdlgeden taniyarak, direk olmayan, bagisiklik sisteminin



mudahalesi ile yonetilen hucre 6lumune yola acgarlar. Antikor bagimli hucre aracilikh
sitotoksisite (ADCC, antigen-dependent cell-mediated cytotoxicity) ve komplement
bagiml sitotoksisite (CDC, complement-dependent cytotoxicity) bagisiklik sistemi
araciligiyla tumor hucrelerin dldurdlmesinde rol oynayan mekanizmalardir. Dogal
oldurtcl hucreler (natural kiler cells), makrofajlar, hedef timér hicredeki antijene
baglanmis antikoru Fc bdlgesinden taniyarak, timoér hicrelerin  dlduriime

mekanizmasini baslatirlar 2,
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Sekil 1. Monoklonal antikor gesitleri ve yapisal elementleri. Antikorlar, govdede
birlesen iki dal bigimindedirler. Antikorun dallanan kisimlari hafif (H) ve agir (L)
zincirden olusurken, govdesi sadece agir zincirden olusmaktadir. Govdeden dallanan
ust kisim antijen baglanma bdlgesi (Fab) olarak adlandirilirken, gdévdenin kendisi
degismez bolge (Fc) olarak adlandirilmaktadir. Antikorun u¢ bolgelerindeki agir ve
hafif zincirlerinde, farklihk gésteren degisken bolgeler (VH ve VL) yer almaktadir. Geri
kalan alanlar degismez bdlgelerdir (CL, CH1, CH2, CH3). Degisken bdlgelerin(VH,
VL) u¢ kisimlarinda ise antijenin taninmasinda rol oynayan komplementer belirleyici
bdlgeler denilen CDR’ler mevcuttur.



Gunumuzde monoklonal antikorlar, fareye ait (murin), kimerik, insanlastiriimis
ve insan monoklonal antikorlari olarak gruplandiriimaktadir. 1986 yilinda FDA

14 Murin antikorun

onaylyla piyasaya surulen ilk monoklonal antikor fareye aittir
yapisal elementlerinin hepsi (Fab, Fc gibi) tamamiyla fareye ait olup, fare myeloma
hicrelerinin, fare B-lenfosit hlcreleri ile fizyonu sonucu olusan hibridoma hucreleri

tarafindan sentezlenmektedir 2.

Boylece Uretilen ilk jenerasyon tedavi edici
monoklonal antikorlar fare kokenli olmustur. Fakat bu jenerasyonun komple fare
kokenli olmasi antikorun yabanci antijen olarak algilanmasina ve bagisiklik
sisteminde yan etkilere neden olmustur. Ayni zamanda fare antikorunun baglanma
kapasitesinin kisitli olmasi bagisiklik sistemini etkili olarak devreye girememesine
sebebiyet vermigtir. Dolayisiyla efektor fonksiyonunu yerine tam getiremeyen
antikorlarin etkinligi ve yan etkileri sebebiyle guvenilirligi tartisma konusu olmustur.

1517 Murin

Piyasadaki pek c¢ok fareye ait antikor sonrasinda geri c¢ekilmistir
antikorlarin gelistiriimesini takiben on yil sonra rekombinant DNA teknolojisindeki
ilerlemeler sayesinde 1997 yilinda ilk kimerik monoklonal antikor Uretilmistir &. Sekil
1’de gosterildigi gibi, kimerik monoklonal antikorda degisken bolge fareye ait kalirken,
degismez bolgenin yani Fc bolgesinin, kaynagi insan olarak modifiye edilmistir °.
Devaminda antikor tasarim araglarinin gelistiriimesi insanlastirilmis antikorlarin
uretiimesini saglamistir. 1997 yilinda FDA tarafindan onayli insanlastiriimis ilk
monoklonal antikor bagisiklik sistemi hastaligina karsi uretilmistir. Kanser tedavisinde
insanlastiriimig ilk monoklonal antikor, 1998 yilinda meme kanserine kargi piyasaya
surllen Trastuzumab (Herceptin) olmustur. insanlastiriimis monoklonal antikorda
sadece CDR bolgesi fareye ait kalirken geri kalan degisken ve degismez bdlgeler
insan kaynakhdir (Sekil 1). Boylece insan tarafindan, fare kokenli yapilara karsit
gelistirilen antikor cevabi en aza indirilmistir. Antikorun daha etkili bir sekilde
calismasi saglanarak, hedefin yok edilmesi igin efektor etkinligi arttinilmigtir.
Bagisiklik sisteminin ilag igin devreye girerek, ilacin atiiminda rol oynamasi murin ve
kimerik monoklonal antikorlara gore indirgenmigstir. Sonug olarak gelisen teknolojiyle
lacin etkinliginin artmasi saglanmistir *>*"°. Son kusak monoklonal antikorlarda ise
genetik yapisi degistiriimis transgenik hayvanlar veya denek hayvan kullaniimadan
faj “display” teknoloji ile tamamen insan antikorlari Uretilmistir. Tamamen insan ilk

monoklonal antikor, otoimmun hastaliga karsi gelistiriimis ve 2002 yilinda piyasaya



girmistir 2>%*. Kanser tedavisinde insan kaynakli monoklonal antikor kullanilisina,

2006 yilinda kalin bagirsak kanseri tedavisi ile baslanmistir 2°.

Monoklonal antikorlar yukarida bahsi gegen dretim kaynaklarina gore
adlandirilirlar. Antikorlar isimlerinin sonuna kimerik ise “-ximab”, insanlastiriimis ise “-
zumab”, tamamen insan kaynakli ise “-mumab” ekini alirlar 22 Fare kokenli olarak
yola baslayan monoklonal antikorlarin gelisim suregleri insansi  hale
donusturilmeleriyle bitmemistir. GuUnumuzde hala talep géren bir arastirma
konusudur. Dolayisiyla kesifte ve klinikte arastiriimakta olan monoklonal antikorlarin
sayisl her gegcen gun artmaktadir. Tablo 1’de halen onayli olarak piyasada bulunan

kanser tedavisinde kullanilan bazi monoklonal antikorlar listelenmistir 22422,

Tablo 2. Kanser tedavisinde kullanilan bazi monoklonal antikorlar ve onlarin
ozellikleri. CD, farkllasma kumesi; CTLA, sitotoksik T lenfosit antijen; EGFR,
epidermal bldyume faktori reseptérli; HER, insan epidermal blyume faktorl
reseptord; PD, programlanmig olum reseptorld; RANKL, reseptor aktivator nukleer
kappa-B ligandi; VEGF, vaskuler endotelyal biylume faktora.

Jenerik Adi Ticari Adi | Tanim Hedef Kanser Turleri

Alemtuzumab Campath | insanlastirimis, CD52 Kronik lenfositik
lgG1k |6semi

Bevacizumab Avastin insanlastiriimis, VEGF Kalin bagirsak
IgG1 kanseri, kuguk

hdcreli olmayan

akciger kanseri

Brentuximab Adcetris | Kimerik, CD30 Hodking lenfoma

vedotin IgG1-ilag birlegimi

Cetuximab Erbitux Kimerik, EGFR Kalin bagirsak
IgG1k kanseri, bas ve

boyun kanseri

Daratumumab | Darzalex | Insan, CD38 Coklu miyelom
1gG1k

Denosumab Xgeva insanlastiriimis, RANKL | Kemik tUmoru
1gG2
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Ipilimumab Yervoy insanlastiriimis, CTLA-4 | Melanom
IgG1
Nivolumab Opdivo insan, PD-1 Hodking lenfoma,
1gG4 skuamoz hucreli bag
ve boyun kanseri,
melanom, kiguk
hicreli olmayan
akciger kanseri,
Obinutuzumab Gazyva insan, CD20 Kronik lenfositik
lgG1k |6semi
Ofatumumab Arzerra insan, CD20 Kronik lenfositik
IgG1 |[6semi
Panitumumab Vectibix | Insan, EGFR Kalin bagirsak
lgG2k kanseri
Pembrolizumab | Keytruda | insanlastiriimis, PD-1 Skuamoz hucreli bas
IgG4 ve boyun kanseri
Pertuzumab Perjeta insanlastiriimis, HER2 Meme kanseri
1gG1k
Ramucirumab Cyramza insan, VEGFR?2 | Mide kanseri
l9G1
Rituximab Rituxan Kimerik, CD20 Hodking olmayan
IgG1 lenfoma, kronik
lenfositik 16semi
Trastuzumab Herceptin | insanlastiriimis, HER2 Meme kanseri, mide
lgG1k kanseri
Trastuzumab Kadcyla | insanlastiriimis, HER2 Meme kanseri
Emtansine IgG1-ilag birlegimi

Etkin bir antikor tedavisinin zor olmasinin temel nedenlerinden biri etkili bir
hedef bulmaya dayanmaktadir. Antikor tedavisinin etkinligi ve guvenligi hedefin

dogasina blyik olcide baghidir. Ornegin hedef olarak secilecek sitokin, reseptor
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molekll veya blyume faktdri timor hicresinin ylzeyinde fazlaca ifade edilirken
normal hucrelerde Uretimi yuksek oranda olmamalidir. Aksi takdirde antikor saglikli
ve sagliksiz hdcreleri birbirinden ayiramaz ve her ikisine de karsi savunma
mekanizmasi tetiklenir. Ayni zamanda hedef olarak segilecek molekulin yer aldigi
sinyal vyolaklari iyi irdelenmeli, hedefin sinyal iletimi igin Kkilit rol oynadigi
belirlenmelidir. Bunlarin yani sira, tedavinin etkinligini ve guvenilirligini tehlikeye

dusiirecek baska bir yan yolda rol almadig iyi analiz edilmelidir *°2*.

Tablo 1’de 6zetlendigi Uzere HER, EGFR gibi epidermal biylime faktori reseptord,
RANKL gibi ligandlar veya CD gibi kanser hucre yuzeylerinde 6zgun olarak Uretilen
farklilagsma antijenleri kanser tedavisinde hedef alinan molekullere 6rnektir. Bunlar,
piyasada antikorlari olmasi sebebiyle insanda kanser tedavisi icin gecgerli hedef
haline gelmis antijendirler. Dolayisiyla bu molekullere karsit gelistirilen tedavilerin
etkili bir sonu¢ verdigi 6nceden kanitlanmistir. Grubumuz bu hedeflerden HER2
lizerinde daha &nceden galismalar yapmistir °. Monoklonal antikor tedavisinde neden
meme kanserine yonlenildigi ve meme kanseri mekanizmasi devam eden bolumlerde

detayh olarak anlatiimaktadir.

2.2 Meme Kanseri

Amerikan Kanser Derneg@i'nin 2016 yili igin yayinladigi verilere gore, kadinlarda
meme kanseri, kanser kaynakli 6lum nedenlerinde ikinci sirada yer almaktadir. 2016
yil itibari ile yapilan istatistikler dogrultusunda %29 yeni vaka beklenmekte ve
bunlarin %14’iniin 8lim ile sonuglanacagl tahmin ediimektedir °. 2014 yilinda
Kanser Daire Bagkanhgdr'nin yayinladigi faaliyet raporunda, Turkiye’de meme kanseri
kadinlarda en sik gorulen kanser turu olarak vurgulanmis ve yilda yaklasik 15.000

kadinin meme kanserinden etkilendigi belirtilmistir 2.
Yaygin olarak gorilen meme kanserinin molekuler temeline bakildiginda

yaklasik olarak %75’'inde Ostrojen reseptori(ER) ve/veya progesteron reseptdrinin

(PR) varhgi gorulmektedir. Geriye kalan %25’lik oran ise Ostrojen bagimsiz meme
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kanserini olusturmaktadir 232°.

Bu, &strojen bagimli tipine gore daha agresif,
tekrarlama orani daha yuksek, sag kaliminin ise daha dusik oldugu meme kanseri
tipidir. Meme kanserinde ayrica %20-25 oraninda HER2(ErbB2)'nin fazlaca ifade
edildigi gorulmektedir. HER2 pozitif meme kanserlerinin yaklasik %50’sinde ER ve
PR’nin beraber amplifiye oldugu belirlenirken ER ve PR negatif dstrojen bagimsiz

5'6'28'29. Meme

meme kanserinin %6’sinda HERZ2'nin pozitif oldugu belirlenmistir
kanserinin her iki tipinde de rastlanilan HER2 pozitif olan timorler hizh bliyime
edilimi ile agresif fenotipe sahiptir. Erken metastaz ile sik yayilim gosterirler ve

hastali§in seyrinin tahmin edilebilifligi zayiftir .

HER2 tirozin kinaz reseptorudir. Kromozom 17°nin q kolunda bulunan HER2
geni tarafindan kodlanir 3. Kendisinden baska HER1 (EGFR1), HER3 ve HER4
reseptdr kinazlarin yer aldi§i HER (ErbB) ailesinin bir tyesidir *2. Bu reseptér ailesi,
bldyume hormonlarinin, ligandlarin gesitli genlerin transkripsiyonunu etkiledigi sinyal
aktarim yolunda transmembran proteinlerin ve hicre i¢i araci molekullerin
fosforilasyonunda veya fosforlarinin gideriimesinde rol oynarlar®’. Béylece zincir
halinde yolakta bir proteinin digerini etkilemesi saglanarak sinyal iletimi

gerceklestirilir.

HER ailesinin Gyeleri benzer yapisal bilesenlerden olusurlar. Hucre diginda dort
adet ligand baglanma alani, tek bir transmembran alani ve hlcre iginde ise tirozin
kinaz aktivitesinden sorumlu alana sabhiptirler. iclerinden sadece HER3'(in tirozin
kinaz fonksiyonuna sahip alani yoktur ve kendisi ailenin diger uyeleri ile
heterodimerizasyon yapmadigi surece aktif degildir. Hicre membraninda bulunan bu
reseptorler, epidermal blyume faktéri (EGF, epidermal growth factor), degisiklik
yapan alfa blyume faktdéri (TGF-a, transforming growth factor- a), epiregulin,
betasellllin gibi ligandlarin baglanmasi ile U¢ boyutlu yapilarinda degisim gegirerek
tetiklenirler. Tetiklenmis reseptdrler, baglanmaya agik hale gelen diger bir bolgeleriyle
bagska reseptorle etkilesime girer. EQer kendisiyle ayni tip reseptorle etkilesime
girerse bu homodimerizasyon, HER ailesine ait baska bir reseptorle birlesirse buna
heterodimerizasyon denir (Sekil 2). Dimerizasyonu sonucu reseptor aktif hale gelir ve

hicre ici kinaz alanlari fosforiller. Bunun sonuncunda aktif hale gelen protein kinazlar
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sinyal iletiminde asagi elementleri uyaracak zincir reaksiyonuna baslarlar. Baglanan
liganda ve dimerizasyon ortagina bagh olarak, zincir halinde devam eden
reaksiyonlar sonucu proliferasyon, sag kalim, hicre farklilagmasi, anjiyogenez ve
apoptozun engellenmesi gibi farkli sinyal yolaklari etkin hale gelir ***2. Sonuc olarak
anormal buyumeye baslayan hicre, hayatta kalma sinyalleri ile yasamina devam
ederken, anjiyogenez ile ortamina daha fazla blyime faktori, besin ve oksijen

tedarik eder. Zamanla farklilagarak tumor hucresi haline gelir.

ER
. E—

Homodimerizasyon

T
Heterodimerizasyon

— T pBK
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Sekil 2. HER2 sinyal iletimi. HER2, tirozin kinaz reseptortdur. Bilinen bir ligandi
yoktur. Homodimerizasyon veya ErbB/HER ailesine ait HER1, HER3 ve HERA4 ile
heterodimerizasyon yaparak aktive olmaktadir. Dimerizasyon sonrasi tirozin kinaz
bdlgesinden(TK) birbirlerini fosforilleyen reseptorler PI3K-Akt, Ras-MAPK yolaginda
yer alan asagi yondeki sinyal iletim molekullerini de aktiflestirirler. Bu mekanizmalarin
aktif olmasi sonucunda hicre dongusunde tutulma engellendigi igin hucre hayatta
kalarak ¢cogalmaya devam ederken, hlcrenin metastaz ve anjiyogonez kapasitesi
artar.

HER2 reseptor ailesinden iki agidan ayrilmaktadir. Birincisi, bu zamana kadar

bulunmus bir ligandi yoktur. ikincisi ise reseptdriin hiicre disi matriks yapisi diger
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dyelerden farkli olarak ligand ile aktive edilmis acik konformasyonuna daha cok
benzemektedir. Bu sekli sebebiyle de ligand ile aktive olmus diger HER ailesi
reseptorleri ya da kendisi ile dimer yapmaya yatkindir. Hatta bu 6zelligi sebebiyle
HER ailesine ait diger uUyeler tarafindan daha c¢ok tercih edilen dimerizasyon
ortagidir. HER2’nin yer aldigi reseptor birlesimleri daha kararli ve bunun sonucunda

meydana gelen sinyal iletimi daha etkili olmaktadir >3,

Meme kanserinde HER2 geninin amplifikasyonu sonucunda fazlaca ifade edilen
HERZ2 reseptor proteini membran yuzeyinde ¢ok saylya ulasir. Yukarida anlatildigi
gibi zaten acik konformasyonda olmasi sebebiyle ligand ile etkinlestiriimeye gerek
duymadan kendisiyle veya HER ailesinin diger lyeleriyle kolayca dimer olusturur 3.
Dimerizasyon sonucu reseptor kinazlar fosforillenerek aktiflesir ve boylece asagi
yondeki sinyal iletim molekdlleri bu kinazlara fosforillenmis bdlgelerinden baglanarak
onlar da aktif hale gelir. PISK (phosphatidylinositol 3-kinaz)- Akt(protein kinaz B,
protein kinase 3) ve Ras-MAPK (mitojen aktiflesmis protein kinaz, mitogen activated

protein kinase) yolaklar aktive olan sinyal mekanizmalaridir *.

Sekil 2’de gosterildigi gibi PI3K dimerizasyon ile aktif hale gelen HER2
tarafindan aktiflestirilir. Ayni zamanda PI3K’y1 baskilayici olarak gorev yapan
PTEN(fosfotaz ve tensin homologu) de fosforillenir. Fakat bu etkilesim sonrasi ifadesi
azalir ve PI3K aktivasyonunu engelleyemez *. Aktif halde olan PI3K, Akt
mekanizmasi ile oncul apoptotik sinyalleri engeller. Ayrica tumor baskilayici genlerin
ifadesi azaltildigi i¢in hicre dongusunun kontrolu ortadan kalkar ve hucreler hayatta
kalarak bolinmeye devam eder. Ras-MAPK yolaginin dizenlenmesinin sonucunda
ise transkripsiyon faktorleri aktive edilerek gen ifadesi degistirilir. Hliicre ¢godalmaya
tesvik edici sinyalleler aktiflestiginden boélinmeye devam eder. Blyumesi kontrol

edilemeyen bu hiicreler zamanla tiimér hiicreleri haline gelir >,

Fazlaca ifade edilen HER2'nin birden fazla sinyal iletimini aktiflestirerek agresif
metastaz yapabilen bir meme kanseri tipi olugturmasiyla monoklonal antikor Uretimi
icin talep goren bir hedef haline gelmigstir. Sonraki bolumde bu zamana kadar onayli

olarak piyasada bulunan HERZ2 kargiti monoklonal antikorlara deginilmistir.
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2.3 Meme Kanserinde Monoklonal Antikorlar
2.3.1 Trastuzumab (Herceptin)

1998 yilinda, HER2+ meme kanserine kargl onaylanan ilk monoklonal antikor
Trastuzumab, ticari adiyla Herceptin olmustur. Trastuzumab insanlastiriimig
immunoglobulin G1 (IgG1) agir zincirinden ve kappa(k) hafif zincirinden olusmaktadir
12 HER2'nin hiicre disi ligand baglanma alani I\V’ii tanimaktadir. HER2'nin bu hiicre
digi alanina baglanarak HER2+ meme kanserinde gogalmayi engelledigi gorulmustur
®. HER2 homodimerlerini, heterodimerlerine gére daha etkili engelledigi gorilirken,
molekller mekanizmasiyla hucre sinyalini tamamen engellemedigi bilinmektedir.
Bunun baslica sebebi, reseptor kinazin etkin hale gelmesini engellerken baglandigi
alan dolayisiyla 06zellikle reseptorin heterodimerizasyon yapmasinin oniune

gecememesidir ®%°,

Metastatik meme kanserinde ilk basta tekli tedavi olarak kullaniimis ve tedaviye
baslanildigindan hastanin sad kaldigi toplam sureyi (overall survival, OS) yaklagik
%25 oraninda gelistirebildigi bulunmustur. Buna karsin, ilk basta tedaviye cevap
veren hastalarin gogunlugunda bir yil icerisinde hastaligin geligimini tekrar gosterdigi

gozlemlenmistir ®°.

2.3.1.1 Trastuzumab diren¢ mekanizmalari

Trastuzumab’a karsi gelistirilen direng mekanizmasinin blyuk cogunlugunu
HER ailesinin diger Uyelerinin fazlaca ifadesi ve EGF, betasellllin, heregulin gibi
ligandlarinin fazla dretimi olusturmaktadir. Boylece, HER2 etkinligi engellense de
heterodimer olusturdugu partnerinin telafi edici etki yapmasiyla antikor tarafindan

gelistirilen bilylime karsi etki azalmaktadir 333,

MUC4 (Musin protein 4), membran iligkili glikoproteindir. Fazlaca ifade
edildiginde HER2'ye baglanarak Trastuzumab’in baglanmasini engellemektedir.
HER2'ye direk baglandigi icin onu etkin hala getirir. Bdylece, apoptozun
baskilanmasi, kanser hicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasinin
engellenmesi, metastaz gibi sinyal mekanizmalarinin aktif hale gelmesine neden olur.

TUmaor olusumuna katki saglar 3.
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HER aile Gyelerinden bagka proteinlerin de fazlaca ifadesi, Trastuzumab direng
mekanizmasinda rol oynamaktadir. IGF-1R (insulin benzeri blyume faktéri 1
reseptord, insulin-like growth factor-1 receptor) hicre membraninda fazlaca
ifadesinin Trastuzumab’a verilen cevabin zayif olmasiyla iligkilendiriimektedir. IGF-1R
ve HER2 arasinda baglanma olmasi sonucu HER2'nin etkinlesmesiyle PI3K-Akt ve
MAPK gibi sinyal yolaklari aktive olmaktadir **. Ayrica heterodimerizasyon sonucu
IGF-1R’nin faaliyetiyle p27, siklin bagimli kinaz inhibitérinin ifadesi azalir.
Hucrelerin, Trastuzumab kaynakli hiicre dongusunin G1 fazinda tutulmasinin etkisi

zayiflar. Baskilanmanin kalkmasiyla timér hiicresi bilylimeye devam eder 3,

Yukarida anlatilan mekanizmalara ek olarak, HER2 sinyal yolaginda yer alan
proteinlerin herhangi birinde (HER2 PTEN, PI3K vs.) sinyal iletimini aktive edici bir
mutasyonun goérulmesi, Trastuzumab tarafindan yaratilan baskilama mekanizmasina
karsit bir etki gosterecegi icin tedavinin etkinliginin azalmasina ve diren¢ olusumuna

sebebiyet vermektedir °.

2.3.1.1 Trastuzumab ikili tedaviler

Bir onceki bolimde anlatilan direng mekanizmalarinin aciga c¢cikmasiyla daha
lyi, etkin bir tedavi saglanabilmesi icin alternatif tedavi arayiglarina gidilmistir.
Trastuzumab hassasiyetine neden olan, ekstra blyume sinyali saglayan
mekanizmalarda yer alan proteinleri etkileyecek antikorla birlikte uygulanacak ikincil

tedaviler gelistiriimeye baslanmigtir.

Oncli  Klinik galigmalar HER2'nin  amplifiye oldugu fare modellerinde
Trastuzumab ile beraber uygulanan tirozin kinaz inhibitérlerin veya kemoterapi

ajanlarinin timér karsiti daha iyi cevap olusturdugunu gdstermistir 22,

FDA onayli olarak uygulanan lapatinib ile klinik ¢caligmalari hala devam eden
neratinib, afatinib gibi tirozin kinaz inhibitérler, HER aile Uyelerine baglanarak
homodimer ve heterodimer olusumunu engellemekte, boylece HER2+ meme kanseri

tedavisine karsi direnc gelistiriimesini 6nlemektedir >342°.
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Monoklonal antikor tedavisinin tamamlanmasindan sonra hastaligin
nuksetmesini 6nlemek igin antikor tedavisi ayni zamanda DNA hasarina neden olan
doxorubicin, cisplatin gibi kemoterapilerle de birlegtiriimigtir. Hastaligin yeniden
ortaya ¢cikmasinin 4.6 aydan 7.4 aya yukseldigi, hastanin sag kaliminin (OS) ise 20

aydan 25 aya olacak sekilde 6nemli artis gosterdigi gézlemlenmistir *°.

ikincil tedavilerle, Trastuzumaba karsi gelistirilen direng giderilmeye caligilsa da
antikorun etkinliginin sorgulanmasina neden olmustur. Bu sebeple HER2+ meme
kanserine kargi Trastuzumab ile beraber uygulanabilecek bagka veya daha etkin
monoklonal antikor geligtiriimesi icin calismalara devam edilmistir. Pertuzumab
gelistirilen ikinci monoklonal antikor olurken Trastuzumab Emtansine antikor-ilag
birlesimi olarak alternatif antikor tedaviler olarak yerini almistir. Bu antikorlar tek
basina uygulandigi gibi birbirleriyle kombinasyon halinde veya kemoterapi ile birlikte

de uygulanmaktadirlar.

2.3.2 Pertuzumab (Perjeta)

2012 yihinda, HER2 pozitif meme kanserine kargi FDA tarafindan onaylanan
ikinci monoklonal antikor ticari adiyla Perjeta olarak bilinen Pertuzumab olmustur.
Antikor, insanlastiriimis immuanoglobulin G1 (IgG1) agir zincirinden ve kappa(k) hafif

zincirinden olusmaktadir 2

. Hucre igi tirozin kinaz aktivitesi olan transmembran
glikoprotein HERZ2'yi tanimaktadir. Pertuzumab, Trastuzumab’dan farkli olarak
reseptorun hucre disi ligand baglanma alani I'ye baglanmaktadir. Bu bodlgeye
baglanmasi sebebiyle HER2'nin HER1, HER3, HER4 ile yani diger HER ailesi
reseptorlerle heterodimer yapmasini engellemektedir. Boylece diger reseptorlerden

gelen sinyal aktivasyonunu bloke etmektedir °.

Tedaviden sonra hastaligin ilerlemeyerek, hastanin yasadigi zamani
(progression free survival, PFS) Trastuzumab’a oranla 3.9 aydan 6.1 aya cikardigi
godzlemlenmistir 2. HER2'nin hiicre disi alaninda farkli bélgeleri tanimalari beraber
tedavi igin kullaniimalarina gugla gerekge olusturmustur. Yapilan klinik ¢alismalarda

birbirlerinin faaliyetini engellemedigi rapor edilmistir. Pertuzumab’in solid timorler
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Uzerinde kanserli hicrenin gelisimini durdurmada kisith faaliyet gdsterse de
Trastuzumab ile beraber sinerjik etki goOsterdigi gozlemlenmigtir. Tek bagsina
kullanildiginda az bir etki gosterirken Trastuzumab ile kombine edildiginde etkisinin
yaklasik %50 artmasi ikili tedavi yaklasimini dogrulamistir *°. Ayrica Pertuzumab ve
Trastuzumab’in her ikisinin de timoér olusumuna karsit ADCC sinyal iletimini

aktiflestirdigi ve metastatik timor yayilimini engelledigi gdzlemlenmistir 2.

Trastuzumab-Pertuzumab ikili monoklonal antikor tedavisi ile beraber docetaxel,
paclitaxel gibi kemoterapdtik ajanlar da kullaniimistir. Bu ajanlar, mikrotubdllerin
polimerizasyonunu bozdugu igin mitotik inhibitor olarak gobrev yapmaktadirlar.
Hicrelerin mitotik durdurma ile 6limiine neden olmaktadir *°>. Bu mekanizmasiyla
tumor olusumunun engellenmesine katki saglamaktadir. Pertuzumab, Trastuzumab
ve docetaxelin beraber uygulandigi CLEOPATRA faz Il klinik denemelerinde HER2+
meme kanseri olan hastalarda tedavi etkinliginin Oonemli derecede arttigi

gdzlemlenmistir *'.

2.3.3 Trastuzumab-Emtansine (Kadcyla)

TDM-1(Trastuzumab-Emtansine veya Ado-Trastuzumab emtansine), 2013
yihinda FDA tarafindan HER2 pozitif metastatik meme kanserine karsi onaylanmig
antikor ila¢ birlesimidir. Monoklonal antikor Trastuzumab ve kemoterapotik ajan
emtansine’den olugsmaktadir. Emtansine, DM1, maytansine turevi, immun-toksindir.

Tibilin inhibitérii olarak gérev yapar ve mikrotiibiillerin bir araya gelmesini engeller .

Antikora ekli olan kiguk toksik molekul, hlcre icerisine alindiginda hedef
bblgesinde faaliyete baslar. Bu kiigik molekil tek basina ylksek oranda sitotoksik
etki yaratip ciddi sistematik sorunlara yol agabileceginden antikor ile birlikte tedavi
yontemi olmustur. Bu sekilde antikorla beraber dogruca hedef tumoér hcrelerine

giderek tedavinin givenilirliligi arttirimistir *°.

Metastatik meme kanseri olan, docetaxel ile Trastuzumab tedavisi gorurken

hastaligi ilerleyen hastalara uygulanan faz Ill galismalarinda (EMILIA denemesi)
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TDM-1 ile tirozin kinaz inhibitorud lapatinib ve kemoterapodtik ajan capecitabine
karsilastiniimistir. Tedavi sonuncunda sonucunda PFS’nin 6.4 aydan 9.6 aya ciktigi

28,32

OS’de ise 25.1 aydan 30.9 aya 6nemli dlgude artis gorulmustar

2.4 Meme Kanserinde Alternatif ve Var Olan Tedavilerin incelenmesi
Onceki boliimlerde bahsedilen CLEOPATRA ve EMILIA klinik denemelerinin
yani sira, piyasada var olan monoklonal antikorlarla yeni ilag kombinasyonlari

yaparak alternatif tedavi yollari denenmektedir.

Tablo 2’de orneklendirildigi gibi arastirmada deney gruplarinin bir kisminda
monoklonal antikorlarin yani sira docetaxel, paclitaxel, capecitabine, vinorelbine gibi
kemoterapdtik (KT) ilaglar bulunmaktadir. Ostrojen reseptdér modilatérii  olan
tamoxifen (TAM) ve anastrozole, letrozole gibi aromataz (Ostrojen sentez enzimi)
inhibitérleri de devam eden c¢alismalarin hormon tedavisi (HT) grubunu
olusturmaktadir 223°. Béylece HER2 pozitif meme kanseri igin var olan tedavilere ek

yaklagimlar denenmektedir.

Tablo 3. HER2 karsiti klinik aragstirmada olan ornek tedaviler. Al: aromataz
inhibitord; D - docetaxel; HT - hormon tedavisi; KT — kemoterapi; L - lapatinib; P -
pertuzumab; Pac — paclitaxel; T - trastuzumab; TAM - Tamoxifen; X - capecitabine.

Klinik Deneme Faz | Deneysel Gruplar

NeoALTTO [l Pac+L, Pac+T ve Pac+LT

EMILLIA Il | TDM-1ve X+ L

CLEOPATRA [l P+T+DveT+D

NeoSphere Il T+D, T+P+D, T+PveP+T

ADAPT HER2+/HR+ | TDM-1 + TAM/AI, TDM-1 ve Trastuzumab + TAM/AI
PER-ELISA Il T + P+ Letrozole

PERTAIN 1 T+P+AlveT+Al

DETECT V L | T+P+KTvsT+P+HT

Ertumaxomab, var olan U¢ monoklonal antikorun yani sira faz I/ll asamasinda
olan HER2 reseptorini hedef alan yeni monoklonal antikordur. Trastuzumab’dan
fakli bir hiicre digi alan tanimaktadir. Ayrica tg fonksiyonlu bir monoklonal antikordur.

T hdcreleri Uzerindeki CD3’U, tumor hdcresi Uzerindeki HER2 ve makrofaj, NK
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hicreleri Uzerindeki antijenlere baglanabilmektedir. Boylece, T lenfosit aktivasyonu

ile tdmor hucrelerinin fagositoz yapiimasini saglamaktadir 82,38,

HER2, meme kanserinin yaklasik %25’inde fazlaca ifade ediliyor olmasi
sebebiyle kanser tedavisi igin 6n plana ¢ikan, gb6zde bir hedef olmustur. Gegerli
kilinan, aktif bir hedef olmasi sebebiyle tizerinde belirtildigi gibi hala devam eden pek
¢ok galisma bulunmaktadir. Fakat bu ¢alismalarin neredeyse hepsi piyasada var olan
monoklonal antikorlara dayanmaktadir. Hepsi OS ve PFS igin 6nemli sonuglar
verseler de mekanizmalari geregi direng gelisimi, neden olduklari yan etkiler

sebebiyle tedaviyi kisitlayici taraflari da vardir.

Trastuzumab’in kalp ile ilgili karincik igslev bozuklugu gibi meydana gelebilecek
olaylarda riski arttirmasiyla ilgisi oldugu bulunmustur. Bu sebep ile tedavi goéren
hastalarin dizenli olarak kardiyak izlemesi yapilmaktadir. Ciddi yan etkiler
gorulmemesi i¢in tedaviye baslamadan ve tedavi sirasinda da kardiyak durum ile ilgili
kisittamalar uygulanmaktadir *®. Ayni durum TDM-1 tedavisinde de gegerlidir. Ayrica
TDM-T’in ilag birlesimin immun-toksin olmasi sebebiyle verildigi dozlar belli limitlerde
tutulmaktadir. TUmor hdcresine ulastiginda dozun gugluligunun azalabilecek olmasi
dezavantajdir *°. Pertuzumab gerek tekli gerekse Trastuzumab ile ikili tedavide PFS
ve OS’yi 6nemli Olglde arttirsa da hastalikta ilerleme metastatik meme kanseri

hastalarinin cogunda hala gériilmektedir *.

HERZ2’nin hicre disi baska bir alanini taniyan yeni bir ilag, sinyal iletiminin daha
etkin olarak engellenmesini saglayabilir. Bulunan yeni antikor ile de kemoterapi veya
hormon tedavisi ile de birlestirilerek timor hicrelerini taniyan daha hassas bir tedavi

saglanabilir.

2012 yihinda grubumuz tarafindan HER+ meme kanserine yeni alternatif bir
yaklasim amaciyla bes tane monoklonal antikor gelistirilmigtir. Bu antikorlarin SK-BR-
3, BT-474, MDA-MB-361 gibi HER2'nin fazlaca ifade edildigi meme kanseri
hicrelerinde hedefi in-vitro olarak tanidigi ispatlanmigtir. Bu monoklonal antikorlar,

HERZ2yi piyasada bulunan antikorlardan farkli olarak reseptdrin hicre digi
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alanlarinin (I-1V) butininu tanimaktadir. Antikorlarin hepsi kappa (k) hafif zincirli
IlgG1 izotipindedir °. Bu calismada, HER?2yi taniyan IgG agir zincir ve kappa hafif
zincir amino asit sekanslari belirlenerek, antikorun insanlastirilabilmesi

amaclanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirma deneysel bir nitelik tagimaktadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirma, Dokuz Eylil Universitesi, izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom
Enstitlisti(iBG-izmir) laboratuvarlarinda Subat 2015 ve Aralik 2016 tarihleri arasinda

gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari
Arastirmada gondulltler Gzerinde bir ¢alisma yapilmayip, in vitro olarak hucreler

ile calisiimistir.

3.4. Caligma Materyali

Arastirmada kullanilan insan meme kanseri hiicre hatlari MCF-7 ile SK-BR-3 ve
grubumuz tarafindan gelistirilen HER2 monoklonal antikor treten hibridoma hucreleri
grubumuzun iBG-izmirdeki stoklarindan alinmistir (Kasim,2016) °. Hiicre hatlarinin

mikoplazma negatif olduklari luminometrik olarak dogrulanmigtir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmada gen amplifikasyonu nedeniyle HER?2 ifadesinin fazla goéraldigi SK-
BR-3 hucresi ve antikor elde edilmesinde kullanilan hibridoma klonlari bagimsiz
degisken iken bu hucrelerin proliferasyonu, canlihgr bagimh degiskendir. HER2
ekspresyonunun az goruldigu MCF-7 hicresi ise kontrol degiskendir. Hibridoma
klonlarindan elde edilen antikorun hedefi tanimasi badimli degiskendir. Klon
peletlerinde elde edilen RNA'nin kararhligi ve butinlugu bagimli birer degigkendir.
RNA’dan elde edilen cDNA ve onun polimeraz zincir reaksiyon ile cogaltiimis

DNA'sInIn dizi analizinin sonucu ve dogrulugu bagimli degiskendir.
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3.6. Veri Toplama Araglari
3.6.1 Malzeme ve cihazlar

Kullanilan kimyasal ve reaktifler deney asamalarina gore asagida listelenmistir
(Tablo 2). Hucre kultirinde ve laboratuarda kullanilan flask, tlp, tip gibi genel plastik
sarflar Corning, Greiner Bio-one ve Thermo Scientific firmalarina aittir. Arastirma

boyunca, kullanilan cihazlar ise Tablo 3’te listelenmigtir.

Tablo 3. Arastirmada kullanilan kimyasal, reaktif ve kitlerin listesi

Malzeme Adi Firma Katalog
Numarasi

Hucre kulturi

Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM) | Gibco 31885-023

RPMI-1640 Gibco 21875-034

McCoy’s 5A Medium Thermo Scientific SH30200.01

Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrom S0115

Penisilin/Streptomisin (P/S) Biochrom A2212

Non-Essential Amino Acid (NEAA) Biological 01-340-1B
Industries

L-Glutamine Biological 03-020-1B
Industries

%0.25 Tripsin-EDTA(1X) Gibco 25200-056

Phosphate Buffered Saline (PBS) Lonza BE17-516F

Dimetil Sulfoksit (DMSO) Millipore 317275

Trypan Mawvisi Biological 03-102-1B
Industries

MycoAlert Mikoplazma Deteksiyon Kiti Lonza LTO7-703

Aquaguard-1 Biological 01-867-1B
Industries

Aquaguard-2 Biological 01-916-1E
Industries

Immiinofloresan

24



10X-PBS Lonza BE17-517Q
Formaldehit %37 Solusyon Amresco 0493
Triton-X Sigma 9002-9301
4’ 6-Diamidino-2-phenylindole Sigma D5417-10MG
dihydrochloride (DAPI)

Fluorescence Mounting Medium Dako S3023
Anti-ErbB2 (CB11) antikor Abcam Ab8054
Anti-mouse IgG(H+L) Alexa Fluor 568 Invitrogen Al11031
RNA izolasyonu, komplementer DNA sentezi, polimeraz zincir reaksiyonu ve
jel goriintiileme

NucleoSpin RNA Kkiti Macherey Nagel 740955.50
TRIsure Bioline 38033
Kloroform Amresco 0757
izopropil alkol Sigma 24137
Etanol Sigma 32221
Diethyl pyrocarbonate (DEPC) Sigma D5758
RNase Away Sigma 83931
RevertAid First strand cDNa sentez kiti Thermo Scientific K1622
Mouse Ig-Primer Seti Novagen 69831-3
MyTaq 5X Reaksiyon tamponu Bioline 37111
MyTaq DNA Polimeraz Bioline 21105
Tris-baz Amresco 0826
Asetik asit(glacial) Millipore 10063
Agaroz BioShop AGA001
3-(N-morpholino)propanesulfonic acid intergen S4601
(MOPS tamponu, 10X)

GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10,000 | Thermo Scientific SM0331
bp

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 250-10,000 | Thermo Scientific SM0311
bp

SafeView Classic Applied Biological | G108
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Materials

Tablo 4. Arastirmada kullanilan ekipmanlarin listesi

Ekipmanin Adi Firma Katalog Numarasi
Hucre kulturi & Immiunofloresans

Biyoguvenlik seviye 2 kabini Thermo Scientific 51026637
Santriftj(falkon tup) Eppendorf 05-413-327

CO; Inkiibatori Memmert INCO153

Su banyosu Nuve Z10.NB

Aspirator Megasan Medikal 13102
Calkalayici(shaker) Thermo Scientific 88880620
Hemositometri Marienfield Superior | 0630010
Immunofloresan mikroskobu Olympus BX61

jel goriintileme

RNA izolasyonu, komplementer DNA sentezi, polimeraz zincir reaksiyonu ve

NanoDrop Thermo Scientific ND2000
Tarti Sartorious 8221S
Mekanik karistirici Stuart 80001490
Thermal Cycler Applied Biosystems | A24811
Jel Elektroforez sistemi Thermo Scientific D2
PowerPac Gug Kaynag BioRad 1645050
MicroCL 17R(mikro santrifQj) Thermo Scientific 75002455
MYSPING Thermo Scientific 75005061
Vorteks Thermo Scientific 88880018

TransillUminator

Vilber Lourmat
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3.6.2 Besi yeri ve soliisyonlar
3.6.2.1 Hiicre Kdilttirti

Tam Besi yeri
DMEM/RPMI/McCoy’s 5A
FBS*

NEAA

P/S

L-Glutamin

Son Konsantrasyon
1X

%10

%1

%1

%1

*FBS firmadan -20°C’de teslim alindi. ilk kullanimdan énce su banyosunda 37 °C'de

¢Ozdurildi FBS'in serum kaynagi canlidan gelen biyolojik faktorleri 1 saat 56 °C’de

inaktive edildi. Filtrelendikten sonra bolustirilerek -20 °C’de saklandi. Besi yeri

hazirlanmak istenildiginde bu stok kullanildi.

Hucre Sayma Sollsyonu
PBS
Trypan Mavisi

Hucre suspansiyonu

Hicre Dondurma Solisyonu
FBS
DMSO

3.6.2.2 Immdiinofloresan
PBS

10X PBS

ddH,O

Fiksasyon Sollisyonu (%2 Formaldehit)

Son Konsantrasyon
1X
1X
1X

Son Konsantrasyon

PBS
%40 Formaldehit

%90
%10

1L icin
100 mL
900 mL

20 mL icin
19 ml
1 mL
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Membran Gecirgenligi Soliisyonu (%0.1 PBS-T) 500 mL icin

PBS 500 mL
Triton-X 500 uL
Bloke Etme Sollisyonu (%10 FBS) 500 mL icin
PBS 450 mL
FBS 50 uL

3.6.2.3 RNA izolasyonu ve jel gériintiileme

%0.1 DEPC-muamele edilmis su 1L icin

DEPC ImL

dH,O 1L

RNA aqgaroz jel 100mL icin Son Konsantrasyon
Agaroz 12¢g %1.2

10X MOPS 10mL 1X
DEPC-muamele edilmig su 87 mL

%40 Formaldehit* 3mi %1.2

SafeView DNA boyasI* 5uL %5

* Agaroz, 10X MOPS, DEPC-muamele edilmis su karistirilip kaynatildi. Sonra ¢eker
ocak altinda formaldehit ve DNA boyasi belirtilen oranlarda eklendikten sonra jel
tanka dokuldd.

3.6.2.4 Agaroz Jel

50X Tris Asetat EDTA (TAE) 1L icin
Tris baz 242 ¢
Asetik Asit (glacial) 57.1 mL
0.5M EDTA 100mL
ddH,O* 342.9

*Ilk énce 800mL ddH,O’da tris baz ¢ézdiriildi sonrasinda diger icerikler eklendikten

sonra hacim 1L’ye tamamlandi.
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IXTAE 1L igin

50X TAE 20 mL

dH>O 980 mL

DNA agaroz jel 100mL icin Son Konsantrasyon
Agaroz 129 %1.2

IXTAE 100mL

SafeView DNA boyasI* 5uL %5

* Agaroz, TAE ile karistirilip kaynatildi. Beher soguk su altinda biraz sogutulduktan

sonra DNA boyasi belirtilen oranlarda eklendi ve jel tanka dokuldu.

3.6.3 Yéntemler
3.6.3.1 Hiicre kdiltdirt

MCF-7 hucreleri DMEM, SK-BR-3 hicreleri McCoy’s 5A, hibridoma hucreleri
ise RPMI-1640 besi yerinde buyutulmustar. Tum besi yerleri %10 FBS, %1 P/S, %1
NEAA ve %1 L-Glutamin ile desteklendikten sonra kullaniimistir. Tium hucreler 37
°C’de %5 COZ2'li inkubatérde buyutulmustar. Hucreler canliyken Gzerinde cgaligilan

ydntemlerin hepsi biyogiivenlik seviye 2 kabini altinda yapilmistir &

3.6.3.1.1 Hiicrelerin agilmasi

1. Hucrelerin bulundugu krayotup sivi nitrojen tankindan alindi ve hizlica su
banyosunda 37°C’de isitild1.

2. Tupun icerisindeki hucre suspansiyonu ¢ozuldigunde dnceden 9 mL besi yeri
konulmusg 15mL falkon tupun Uzerine yavas yavas eklendi.

3. Hucreler, 1500rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

4. Supernatant uzaklastirildiktan sonra hicre peleti 1 mL besi yerinde ¢6zdUruldu
ve 4mL besi yeri konulmus 25 cm? filtreli flaska aktarildi. Hiicrelerin flask ylizeyine

yayllmasi i¢in nazikge sag-sol ve yukari-asagi yonunde sallanildi *.
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5. Flask inkubatore konuldu. Hucrelerin yuzeye tutunmasina bagl olarak 24-48 saat
sonra hdcrelerin ortami degistirildi. Hucreler %80 doluluk oranina ulastiginda
pasajlandi (bakiniz yapiskan hucrelerin pasajlanmasi).

* Hibridoma hucreleri sispansiyon halinde buylidugu igin santrifigasyon sonrasi
supernatantin uzaklagtirilmasinin ardindan sonra hucre peleti TmL besi yerinde
¢6zUliip 9mL besi yeri iceren 25 cm? filtresiz flaska aktarildi. Flask inkiibatére dik
pozisyonda konuldu ve kapagi hava akisi i¢in hafifce gevsetildi. Hlcre besi yeri
sarlya donmeye basladiginda hicreler pasajlandi (bakiniz stspanse hucrelerin

pasajlanmasi) °.

3.6.3.1.2 Hiicrelerin pasajlanmasi
3.6.1.2.1 Yapigkan(Adheziv) hiicrelerin pasajlanmasi

1. Hucre besi yeri uzaklastirihp hicreler steril 5-10 mL PBS ile yikandi.

2. 9%0.25Tripsin-EDTA hucre yuzeyini kaplayacak sekilde hucrelerin Ustline verildi
(25 cm? flask icin 500uL, 75 cm? flask icin 1mL).

3. Inklbatdrde hiicreler yiizeyden ayrisana kadar tutuldu.

4. Toplamda 10mL hucre suspansiyonu olacak sekilde besi yeri ile hicreler toplandi.
Nazik pipetleme ile hucrelerin birbirinden ayrismasi saglandi.

5. Hucre hattina bagh olarak 1/2 -1/10 hucre suspansiyonu toplam hacmi 10 ml
olacak sekilde yeni besi yeri iceren 75 cm? flaska aktarild.

6. Flask inkubatore konuldu. Hucrelerin yluzeye tutunmasina bagh olarak 24-48
saat sonra hucrelerin ortami degistirildi. Hicreler %80 doluluk oranina ulastiginda

tekrar pasajlandi.

3.6.3.1.2.2 Siispanse hlicrelerin pasajlanmasi
1. Hucreler pipetaj ile homojen hale getirildikten sonra 1/2-1/5 hlicre suspansiyonu
toplam hacmi 25 mL olacak sekilde yeni besi yeri iceren 75 cm? flaska aktarildi
2. Flask inkUbatére dik pozisyonda konuldu ve kapagi hava akisi igin hafifce
gevsetildi.
3. Hiicre besi yeri sartya dénmeye basladiginda hiicreler tekrar pasajlandi °.
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3.6.3.1.3 Huicrelerin dondurulmasi

1.

Yapiskan hucrelerin pasajlanmasi boliminde anlatildigi gibi hicreler PBS ile
yikandiktan sonra  %0.25Tripsin-EDTA ile kaldirilip, toplandi. Suspansiyon
hicreler ise pipetaj ile homojen hale getirildikten sonra falkon tlpune aktarildi.

Bu asamadan sonra yapiskan ve suspansiyon hicreler igin protokol ayni sekilde

uygulandi.

3. Hucreler, 1500rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

Supernatant uzaklastirildiktan sonra hlcre peleti miktarina ve hicre tipine bagl
olarak eklenen hicre dondurma ortaminda (% 90 FBS+% 10 DMSO) ¢ozdurulip
belirlenen krayottplere 1mL dagitildi.

Tupler 2 saat -20°C’de ve bir gece -80°C’de tutulduktan sonra daha uzun

saklama igin sivi nitrojen tankina transfer edildi °.

3.6.3.1.4 Hiicre sayimi

1.

Hucre besi yeri uzaklastirilip hucreler steril 5-10 mL PBS ile yikandi. Sispanse
hicreler ise pipetaj ile homojen hale getirildi.

%0.25Tripsin-EDTA hlicre yuzeyini kaplayacak sekilde yapiskan hicrelerin
iistiine verildi (25 cm? flask icin 500uL, 75 cm? flask igin 1mL).

3. Inklbatdrde yapigkan hiicreler yiizeyden ayrigana kadar tutuldu.

Toplamda 10mL hlcre sUspansiyonu olacak sekilde besi yeri ile hicreler toplandi.
Nazik pipetleme ile hiucrelerin birbirinden ayrismasi saglandi.

Bu asamadan sonra yapigkan ve suspansiyon hucreler i¢in protokol ayni sekilde
uygulandi.

Onceden hazirlanan 100uL trypan mavisi ve 100uL PBS iceren tiipe 100 uL hiicre
suspansiyonu konularak hucre sayma solusyonu hazirlandi.

Hlcre sayma solusyonu pipetaj ile iyice karigtirildiktan sonra 10uL Neubauer
laminin her iki tarafina da konuldu.

Sekil 3'te gosterildigi gibi hemositometrenin ortasinda, Ust ve alt tarafta bulunan
kare alanlara hucre sayma solusyonu konuldu

Sekil 3’teki her iki tarafta beserden toplamda on farkh alanda bulunan canli

parlak  hicreler sayildi. (Toplam sayillan hicre sayisi/sayilan alan
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sayisi)x10*xdillisyon faktérii ile hemositometrik olarak hiicre siispansiyonunun

1mL’sindeki yaklasik hiicre sayisi hesaplandi °.

MR e o

14
B

Tep Vivw -
- 3 B

2

o«

Sekil 3. Hiicre sayiminda mikroskop altinda hemositometride goziken alanlar.
Isaretli bes farkli alanda bulunan hicreler hemositometrinin hem Ustteki hem de
alttaki kare alani igin sayildi.

3.6.3.1.5 Hibridoma hiicrelerinden pelet ve antikor eldesi

1. Huacreler pipetaj ile homojen hale getirildikten sonra falkon tupe aktarilip
1500rpm’de 5-10 dakika santrifuj edildi.

2. Supernatant yeni bir falkona aktarildiktan sonra immunofloresans deneyinde
primer antikor olarak kullaniimak Gzere -20°C’ saklanildi.

3. Hucre peleti steril PBS ile ¢ozdurtlip yikandiktan sonra 1500rpm’de 5 dakika
santrifyj edildi.

4. Supernatant uzaklastirildiktan sonra hticre peleti RNA izolasyonunda kullaniimak

lizere -80°C’ saklanildi veya taze olarak kullanildi °.

3.6.3.2 Immiinofloresan
1. Hucrelerin ekilecegi lamel igeren kuyucuklu plate’i hazirlamak icin lameller
kuyucuklara konulduktan sonra %70 etanol ile yikandi.

2. Sonrasinda etanolu uzaklastirmak igin 2 kere PBS ile yikandi.
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3. Lameller kuruduktan sonra hucreler hicre sayimi boliminde anlatildigi gibi
sayildiktan sonra kuyucuklara dagitildi. Hucrelerin esit olarak dagilmasi igin plate
dikkatli bir sekilde yukari-asagi sag-sol yonunde sallandi.

4. Hucreler plate’e ekildikten 48 saat sonra (%70-80 yogunluga ulasinca) besi yeri

uzaklastirildi.

iki kere PBS ile yikandi.

%2 formaldehit ile oda sicakhginda 15 dk. inkuibe edildi.

Sonrasinda bir kere ddH,O ve bir kere de PBS ile yikandi.

Hlcre membranini gegirgen yapmak icin 5 dakika %0.1 PBS-Triton-X ile

© N o 0

calkalayici Uzerinde inkube edildi.

9. Sonrasinda 3 kere 3 dk. PBS ile ¢alkalayici Gzerinde yikandi.

10. Hucreler, %10 FBS iceren bloke etme sollsyonuyla 1 saat ¢alkalayici Gzerinde
inkUbe edildi.

11.Bloke etme solisyonu aspire edildikten sonra PBS-T ile 5 dakika calkalayici
uzerinde yikandi.

12.Sonrasinda 3.6.3.1.5 bélimunde elde edilen primer antikorlarin 200-250uL ile 2
saat inklibe edildi. Pozitif kontrol i¢in kullanilan ErbB2 antikoru PBS-T igerisinde
1:50 dilusyon yapilarak toplamda 150 uL ilgili kuyucuga konuldu.

13.Sonrasinda 3 kere 5 dk. PBS-T ile ¢alkalayicida yikandi.

14.Sekonder antikor PBS-T ile 1:500 oranda seyreltildikten sonra ve hucreler 1 saat
oda sicakhginda galkalayici Uzerinde karanlikta inkibe edildi.

15. Sonrasinda 3 kere 5 dk. PBS-T ile calkalayicida yikandi.

16.DAPI boyamasi ile DNA boyamasi i¢in hucreler 1dakika, 100-120uL 100 ng/ml
DAPI ile oda sicakliginda bekletildi.

17.ddH,0 ile yikandi.

18.Kuyucuklara tekrar ddH,O koyulduktan sonra floresan birlestirme ortami(mounting
medium) ile hicreler lamlara kapatildi.

19. Floresan mikroskop altinda inceleme yapilip fotograflar cekildi °.
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3.6.3.3 RNA izolasyonu
3.6.3.3.1 Macherey-Nagel nucleoSpin RNA Kkiti ile izolasyon

1. izolasyon sirasinda RNA ile temas eden tiim tiipler énceden %0.1 DEPC ile
muamele edilmis suda bir gece bekletildi ve otoklavlandiktan sonra kullanildi.

2. Calisma alani ve pipet, tip tutucu gibi kullanilacak malzemeler deneye
baglamadan 6nce Rnase Away ile silindi.

3. Hucre peleti taze olarak veya -80°C’den alinip 350uL+ 3.5 uL RA1 tamponu ile
liziz edildi.

4. Siringa ignesi ile homojenize edildikten sonra karisim filtre(mor) Ustliine eklenip
11.000g’de 1 dk. santriflj edildi.

5. Filtreden gegirilmis lizata 350 uL %70 etanol eklenip 5 kere pipetleme yapilarak
homojen hale getirildi.

6. Lizat filtre(mavi ) Ustline konulup 11.000g’de 30 sn’ye santriflj edildi.

7. Filtre membranini tuzdan arindirmak igin 350 MBD tamponu filtre Ustine eklenip
11.000g’de 1 dk. santrifij edilip filtre membrani 1 dk. kurumaya birakildi.

8. Sonrasinda membran Ustine 95uL rDNase ve reaksiyon tamponu karisimindan
(90uL rDNase reaksiyon tamponu ve 10uL rDNase) eklenip 15 dakika oda
sicakliginda inkube edildi.

9. Membran yikama agamalari i¢in ilk 6nce 200 uL RAW2 eklenip 11.000g’de 30 sn.
santrifuj edildi.

10. Sonra 600uL RA3 eklenip 11.000g’de 30 sn. santriflj edildi.

11.Son olarak da 250uL RA3 eklenip 11.000g’de 2 dk. santrifij edildi.

12. RNA'y1 membrandan ayirmak icin 50uL RNase free su konulup 11.000g’de 1dk
santrifyj edildi.

13. Membrandan gegcip nlkleaz free tupln igine biriken solisyondaki RNA

konsantrasyonu NanoDrop ile 6lgiildii. RNA -80°C’de saklanildi *.

3.6.3.3.2 Manual RNA izolasyonu
1. izolasyon sirasinda RNA ile temas eden tim tipler énceden %0.1 DEPC ile
muamele edilmis suda bir gece bekletildi ve otoklavlandiktan sonra kullanildi.
2. Calisma alani ve pipet, tip tutucu gibi kullanilacak malzemeler deneye

baglamadan dnce RNase Away ile silindi.
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3. Hucre peleti taze olarak veya -80°C’den alinip Gzerine 1 mL TRIsure (TRIzol
reaktifi) konularak pipet ile al-ver yapilip homojenize edildikten sonra 5 dk. oda
sicakhginda inkube edildi.

4. Uzerine 200 uL kloroform eklendikten sonra 2-3 dk. inkiibe edildi.

5. inkiibasyon bittikten sonra 12.000g’de +4°C’de 15 dk. santrifiij edildi.

6. Santrifigasyon sonucunda Ustte bulunan sulu faz(aqueous) yeni bir tlipe transfer
edildi.

7. Ahlnan sulu faz hacmiyle ayni miktarda isoprapanol Ustline eklenip karistirildi.

8. Sollsyon bir gece -20°C’de bekletildi.

9. Ertesi gun hafif vortekslendikten sonra 12.000g’de +4°C’de 10dk. santriflj edildi.

10. Supernatant uzaklastirildiktan sonra pelet Ustine 1mL %70 etanol eklenerek tup
yavascga galkalandi.

11.0rnek 7.500g’de +4°C’de 5 dk. santrifiij edildi

12.Basamak 8’deki gibi yikama islemi tekrarlandiktan sonra 7.500g'de +4°C’de 5 dk.
santrifuj edildi.

13.Supernatant uzaklastirildiktan sonra pelet in bulundugu tip 20-25 dk. ters geuvrili
bir sekilde kurumaya birakildi.

14.40-50uL RNase free su konulup pelet ¢dzduruldikten sonra RNA konsantrasyonu
NanoDrop ile dl¢iildii. RNA -80°C’de saklanildi *°.

3.6.3.4 RNA miktarinin élgiilmesi

1. izole edilen RNA'lardan 1uL alinarak NanoDrop’da konsantrasyon ve safliklari
260nm ve 280nm’deki absorbanslarina bakarak spektrofotometrik olarak
saptandi.

2. A260/A280 oranindan faydalanarak RNA saflik degerleri elde edildi. RNA’larin
safliklarinin yaklasik 2.0 olmasina dikkat edildi **.

3.6.3.5 Formaldehit agaroz jel ile RNA’nin gériintilenmesi
1. Jel, son konsantrasyonu %1.2 agaroz, %21.2 formaldehit, 1X MOPS tamponu, %5
SafeView yeterli miktarda %0.1 DEPC-muamele edilmis steril su RNA jel

solusyonu bolumunde belirtildigi gibi hazirlandi.
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Jel tanka dokullip kuyucuk olusumu igin tarak yerlestirildikten sonra kurumaya
birakildi.

Jel kuruyunca 2.5ug RNA, nukleaz-free su ve 6X jel yukleme tamponu ile
karistirilip jele yiklendi. Ornegin NanoDrop’da odlglilen RNA konsantrasyonu
764,9 ng/uL ise 2.5ug RNA igin (2.5ug/0.764ug/uL hesabindan) 3.3 uL RNA, 1.7
uL nikleaz free su ve 1uL 6X jel ylikleme tamponuna ile karistirildiktan sonra jele
yuklendi.

80V'da yaklasik bir saat ydrGtildikten sonra RNA'lar UV saptamasi ile
goruntulendi.

RNA batinlaga ve kararhligi yogun 18S ve 28S rRNA bantlarinin elde edilmesi ile

onaylandi *.

3.6.3.6 Revers Transkriptaz(RT) polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

1.

RNA’'dan komplementer DNA (cDNA) yapmak icin Thermo Scientific “Revertaid
First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanildi.

Nukleaz free su, 1ug RNA ve 10pmol/uL revers primer (2uL) toplamda 12 uL
olacak sekide PCR tiplunin igine konuldu. Ornegin 800ng/uL RNA
konsantrasyonu ol¢iimus bir ornek igin => 8.75uL niukleaz free su,1.25uL RNA,
2uL revers primer kullanildi. TUpe yavasga vurarak igerisindekiler karistirildi ve
tupe kisa bir dondurme yapildi.

Ornekler 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Sonrasinda Uzerine: 4ulL 5X reaksiyon tamponu +1 uL RNase inhibitori(20U/uL)
+ 2 uL 10mM dNTP karnisimi+1 uL Revertaid revers transkriptaz=8 uL toplamda
eklenip nazikge karistirildi ve 6rneklere kisa bir dondurme yapildi.

Ornekler 42°C’de 60 dakika ve bunu takiben 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
cDNA bir hafta icerisinde kullanilacaksa -20°C’de yoksa -80°C’de saklandi **.

3.6.3.7 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

1.

PCR, Bioline MyTaq polimeraz kiti ve Novagen primerleri ile kilavuzlarina uygun

olarak yapildi. Asagida Tablo 5’te PCR igin gereken malzeme ve miktarlari, Tablo
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6'da ise hem RT-PCR'da hem de PCR’da kullanilan primerlerin sekanslari

verilmistir.

2. Tablo 5’te belirtilen miktarda malzemeler buz Uzerinde ¢aligilarak 0.2mL’lik tlplere

konuldu.

3. Tupler, iyice kapatildiktan sonra tlplerin dibine hafif dokunuslar ile vurularak

karigtirildi.

4. Ornekler kisa dondurlldikten sonra (spin) Tablo 5'te optimize edilmis sicaklik ve

sure ile polimeraz zincir reaksiyonunun denaturasyon, baglanma ve uzama

basamaklari uygulandi.

Tablo 5. PCR igin kullanilan malzeme miktarlari ve optimum ¢alisma kosullar

Malzeme Miktar | PCR kosullari

NUkleaz free su 16,2uL | ilk dentariirasyon: 5dk. 98°C

5X MyTaq Tampon 5uL Dentaurasyon: 1dk. 98°C

Polimeraz 0.125 | Baglanma: 1dk. 50/60°C

cDNA 2.5uL | Uzama: 2 dk. 72°C

lleri Forward primer 1.25uL | Son uzama: 6dk. 72°C
Toplam: | 25uL | Déngu sayisi: 35

Tablo 6. RT-PCR ve PCR’da kullanilan spesifik primerler. *AA ve AT, hafif zincir
A primerinin sekasina bakilarak tasarlanmis primerlerdir. B=C veya Gveya T, D = A
veyaGveyaT,H=AveyaCveyaT,|=inozin, K=GveyaT, M=AveyaC, R=A
veyaG, S=CveyaG,V=AveyaCveyaG, W=AveyaT,Y=CveyaT

IgG Agir lleri (Forward) Sekans(5’-3’) Revers

Zincir Sekans (5’-

Primerleri 3)

A GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT CCCAAGCT

B GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT ;%%AAGGG

c ACTAGTCGACATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT
ACTAGTCGACATGGCTGTCYTRGBGCTGYTCYTCTG
ACTAGTCGACATGGVTTGGSTGTGGAMCTTGCYATTCCT

D ACTAGTCGACATGAAATGCAGCTGGRTYATSTTCTT
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ACTAGTCGACATGGRCAGRCTTACWTYYTCATTCCT
ACTAGTCGACATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT

E ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT
ACTAGTCGACATGAAGWTGTGGBTRAACTGGRT
ACTAGTCGACATGGRATGGASCKKIRTCTTTMTCT

F ACTAGTCGACATGAACTTYGGGYTSAGMTTGRTTT
ACTAGTCGACATGTACTTGGGACTGAGCTGTGTAT
ACTAGTCGACATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG

Kappa Forward Sequence(5’-3’) Reverse

Hafif Sequence(5

Zincir ’-3’)

Primerleri

A GGGAATTCATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT CCCAAGCT

AA* GGGAATTCATGGAGACACA TACTGGAT

AT* GGGAATTCATGGAGTCACA GGTG

B GGGAATTCATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT

c ACTAGTCGACATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGG
A

D ACTAGTCGACATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGIWT
CTT
ACTAGTCGACATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYC
WGG

E ACTAGTCGACATGAGTGTGCYCACTCAGGTCCTGGSGTT
ACTAGTCGACATGTGGGGAYCGKTTTYAMMCTTTTCAAT
TG
ACTAGTCGACATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC

F ACTAGTCGACATGAGIMMKTCIMTTCAITTCYTGGG
ACTAGTCGACATGAKGTHCYCIGCTCAGYTYCTIRG
ACTAGTCGACATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG
ACTAGTCGACATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT

G ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

ACTAGTCGACATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGCTT
ACTAGTCGACATGGTYCTYATVTCCTTGCTGTTCTGG
ACTAGTCGACATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG

3.6.3.8 Agaroz jel ile DNA’nin gériintiilenmesi

1. Jel, son konsantrasyonu %1.2 agaroz, %5 SafeView ve yeterli miktarda 1X TAE

DNA jel solusyonu bolumunde belirtildigi gibi hazirlandi.

2. Jel tanka dokulup kuyucuk olugsumu igin tarak yerlestirildikten sonra kurumaya

birakildi.
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3. Jel kuruyunca PCR 6rneginden 5uL alinip, 1uL 6X jel yukleme tamponu ile
karistirilip jele yuklendi.

4. 80V'da yaklasik bir saat yurutuldukten sonra DNA’lar UV deteksiyonu ile
goruntilendi.

5. Pozitif olan érnekler sekanslanmaya gonderildi.

3.6.3.9 Sekanslama/Analiz

1. PCR ornekleri DNA purifikasyon sonrasi Sanger methodu ile dizi analizi igin
firmaya gonderildi.

2. In siliko olarak elde edilen sekans analizinin guvenilirligi okuma egrilerine
bakilarak kontrol edildi.

3. Farkli zamanlarda elde edilen DNA dizilerinin incelenmesi icin CLC, Finch Tv
programlari kullanildi. Dizilerin benzerligine bakilmasi icin Clustal Omega sekans
hizalama araci kullanildi 4,

4. Fareye ait DNA dizileri, NCBI ORF finder veritabani ile amino asit dizisine
cevrildikten sonra NCBI Blast, Immunogenetics (IMGT) biyoinformatik
veritabanlari ve Kabat numaralandirmasi ile dizilerdeki hedef antikora 6zgu olan
komplementer belirleyici bdlgeler (CDR) belirlendi *>2.

5. Analizlerin nasil yapildigl, veri kaynaklari Uzerinden anlatilarak bulgular

bolumunde daha detayli olarak verilmigtir.

3.7 Arastirma Plani ve Takvim

Subat 2015- Ekim 2016
Tez g¢alismasi igin literatir taramasi, malzemelerin elde edilmesi ve optimizasyon
sureci

.y

Kasim 2016
Etik Kurul onayinin alinmasi

1
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Kasim-Aralik 2016
Deneylerin gergeklestiriimesi

1l

Aralik 2016
Verilerin analiz edilmesi ve tez yazim asamasi

g

Ocak 2017
Tez teslimi ve sunumu

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada belirtilen tum deneyler en az iki kere tekrarlandi ve tutarhiliklar
incelendi. Sonuglarin literatir ve drun klavuzlar ile Ortugup ortismedigi
degerlendirildi. DNA dizi analizi i¢cin okumanin kalitesi ve verilerin yorumlanabilmesi
icin Finch TV, CLC programlarnt kullanildi. Dizilerin anlamlandiriimasi ve
kargilagtirimasi icin NCBI Blast, IMGT ve Clustal Omega biyoinformatik veri

tabanlarindan yararlanildi *°%,

3. 9 Arastirmanin Sinirliliklar

Arastirmada RNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu, immunohistokimya
gibi molekuler biyolojik yontemler icin kitlerin klavuzlari ve bilimsel yayinlardan
yararlanildi. Bunu yani sira bu teknikler grubumuzda yillardir basarili bir sekilde

uygulandidi i¢in buylk sorun gikmasi beklenmedi.

DNA dizi analizi i¢in teknolojimizin yetersiz olmasi sebebiyle sekanslama iglemi

yetkinligi kanitlanmig, gegerliligi olan bir firmaya yaptirildi. Analizin dogrulugu farkl
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zamanlarda yapilan okumalarla gecerli kilindi. Basarili bir sonu¢ elde edilememesi
durumunda farkh bir firma veya yontem tercih edilmesi planlandi.

Arastirma, hiacre ile galigsiimasi sebebiyle etkinligi, in vitro olarak sinirlidir.

3.10 Etik Kurul Onay!
Arastirma igin, 03.11.2016 tarihinde Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan onay karari alinmistir (Karar No0:2016/28-29). Belge eklerde

sunulmustur.
Arastirma, Dokuz Eylil Universitesi, izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom

Enstitlisti(iBG-izmir) laboratuarlarinda gerceklestirilmisti. Kurum onayi eklerde

sunulmustur.

41



4. BULGULAR
4.1 HER2 Amplifikasyonu Olan Meme Kanseri Hucre Hattinda Antikorlari

Reaktifliginin Tayini

Grubumuzun daha énce yapmis oldugu ¢alismalar sonucunda, HER2 antijenine
kargi 6zgun antikor ureten BH1, BH2, BH5, BH6 ve BH7 olarak adlandirdigimiz besg
tane hibridoma klonu bulunmaktadir. Bu klonlarin Urettigi antikorlar gogaltildiklari besi
yerinde fazlaca mevcuttur. Bu antikorlarin HER2’yi 6zgun olarak tanidigini géstermek
icin HER2?'yi fazlaca ifade eden SK-BR-3 ve HER2 pozitif fakat amplifikasyonu
olmayan MCF-7 meme kanseri insan hlicre hatlarinda immunofloresan (IF) deneyleri

yapiimigtir.

Antikorlarin  bulundugu ortamdan alinan oOrnekler primer antikor olarak
kullanilirken, 1gG agir ve hafif zincirini taniyan fare antikoru sekonder olarak
kullaniimistir. Kontrol gruplari igin primer antikor olmadan sadece sekonder antikor ile
IF yapilmigtir. Diger bir kontrol grubunda ise piyasada var olan HER2 (ErbB2)

spesifik antikor, primer olarak kullaniimigtir.
Sekil 4’te gosterildigi gibi, SK-BR-3 hlicrelerinde BH1, BH2, BH6 ve BH7 guglu

sinyal verirken BH5 klonu zayif sinyal vermektedir. Sekil 5’te goruldugu gibi BH1 ve

BH2 klonu MCF-7 hlcre hattinda zar zor saptanabilen sinyal vermektedir.
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Sekil 4. Antikorlarin HER2’nin fazla ifade edildigi SK-BR-3 hiicre hattinda
hedefe baglanmasi. Antikorlarin in vitro olarak HER2’ye baglanmalari IF boyamasi
ile analiz edildi. Hibridoma klonlarindan(BH olarak adlandirildi) alinan antikorlar(Ab)
formaldehit ile fikse edilmis hucrelere uygulandi. Primer antikor baglanmasi Alexa
568 birlesik 1gG fare antikoru ile saptandi (ilk sttln, kirmizi). (-): Primer antikor
kullaniimadi. ErbB2: HER2 spesifik ticari monoklonal antikor. Cekirdek DAPI ile karsit
boyandi (orta sitlin, mavi). Antikor ve DAPI birlestiriimis gorintlist (Ab+DAPI
sutina).

DAPI Ab+DAPI

Ersz---

Sekil 5. Antikorlarin HER2 pozitif MCF-7 hucre hattinda hedefe baglanmasi.
Antikorlarin in vitro olarak HER2'ye baglanmalari IF boyamasi ile analiz edildi.
Hibridoma klonlarindan(BH olarak adlandirildi) alinan antikorlar(Ab) formaldehit ile
fikse edilmis hlcrelere uygulandi. Primer antikor baglanmasi Alexa 568 birlesik 1gG
fare antikoru ile saptandi (ilk sutun, kirmizi). (-): Primer antikor kullaniimadi. ErbB2:
HER2 spesifik ticari monoklonal antikor. Cekirdek DAPI ile karsit boyandi (orta suttn,
mavi). Antikor ve DAPI birlestirilmis goruntisu (Ab+DAPI sutinu).
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4.2 BH Hibridoma Klonlarindan izole Edilen RNA’larin Kararhhigina ve
Butunlugline Bakilmasi

Klonlarin  drettikleri antikorlarin  aktifligine bakildiktan sonra, hibridoma
hiicrelerinden total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen RNA'lar spektrofotometrik
olarak olc¢lldikten sonra formaldehit-agaroz jelde kararhliklari ve butinlUkleri tayin
edildi. izole edilen RNA érneklerinde 18S ve 28S rRNA, herhangi bir genomik DNA

kontaminasyonu olmadan temiz bir sekilde saptandi.

BH1 BH2 BH5 BH6 BH7

30000

: n ! - i
S 13SrRNA

1000bp

500bp

100bp

Sekil 6. RNA’nin %1.2 agaroz-formaldehit jel ile géruntiilenmesi.

4.3 immiinoglobulin Degisken Bélgelerinin Cogaltiimasi

Bu asamada elde ettigimiz RNA’lari kullanarak RT-PCR yontemi ile
komplementer DNA (cDNA) devaminda PCR ile cDNA’lar amplifiye edildi. RT-PCR
ve PCR, ticari olarak piyasada bulunan immunoglobulin ultra degisken bdlgeleri
(CDR), cogaltan primerlerle yapildi. Primerlerin, ultra dedisken bodlgelere bitisik
korunmug immunoglobulin alanindan taniyarak reaksiyona baglayip yaklasik olarak

500bp’lik amplikon dretmeleri hedeflendi. Agir zincir igin alti farkli dejenere
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forward(ileri) primer (A-F) ile bir tane revers(geri) primer(A-G) kullanildi. Hafif zincir

icin ise 7 farkh dejenere forward(ileri) primer ile bir tane revers(geri) primer kullanildi.

RT-PCR direk revers primerler kullanilarak yapilirken cDNA forward primerlerin hepsi

ile amplifiye edildi. Sekil 7 ve 8'de amplifikasyon veren bantlarin agaroz jel géruntusu

verilmigtir. Bundan sonra PCR UrUnleri sekanslarinin adlandiriimasinda bu primerler

de kullanilacagi icin Tablo 7°de hibridoma klonlarinin hangi primerler ile pozitif bant

verdigi 6zetlenmistir. Amplifikasyon elde edilen bu dejenere primerlerin dizileri PCR

yontemi bolimunde verilmigtir.

Tablo 7. Hibridoma klonlarinin pozitif bant verdigi agir ver hafif zincir

primerler.
PCR sonucu
Hibridoma | IgG agir zincir | Kappa hafif zincir
Klonu primerleri primerleri
1 C AB,C
2 B B,C,G
5 B B,C
6 C B,C
7 B A,B

46



1GC 2GB GB+

500bpEIIII!I

Sekil 7. Hibridoma klonlarinda immiinoglobulin agir zincir degisken
bodlgelerinin PCR ile amplifikasyon %1.2 agaroz jel gorlintlisii. Sayilar hibridoma
klon numarasini, G IgG agir zinciri, harfler ise agir zincir primerlerini simgelemektedir.
GB+: Agir zincir B primeri i¢in taslak DNA amplifikasyonu, pozitif kontrol.

K1A k1B k1C k2B k2C k2 k5B k5C K6B k6C K7AA K7AT K7B  kB+ kC+

500bp
100bp

Sekil 8. Hibridoma klonlarinda immiunoglobulin hafif zincir degisken
bolgelerinin PCR ile amplifikasyon %1.2 agaroz jel goriintusii. k: Kappa hafif
zincir, sayilar hibridoma klon numarasini, harfler ise hafif zincir primerlerini
simgelemektedir. kB+ ve kC+: Hafif zincir B ve C primeri igin taslak DNA
amplifikasyonu, pozitif kontroller.

4.4 Agir ve Hafif Zincir Degigsken Bolgelerin Sekanslanmasi
Bir oOnceki, immunoglobulin degisken bdlgelerinin ¢ogaltiimasi kisminda

sekillerde gdsterildigi gibi amplifikasyon elde ettigimiz &érnekler c¢ogaltildigi ileri
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(forward) ve geri (revers) primerler ile DNA dizi analizine gonderildi. Farkl

zamanlarda iki kez Sanger sekanslamasi yapilan érneklerin sonuglari yinelendi.

Elde edilen sekans sonuglarin ABI kromatogram formatinda olanlari, Finch TV
programi ile analiz edildi. Okuma edrilerinin duzgln, birbirlerinden rahatlhkla ayirt
edilebilen, belirli bir nukleotid igin tepe olusturup olusturmadigina bakildi. Yaklagik
olarak 30-50 bazdan itibaren temiz, belirgin nukleotid tepeleri vermeye basladigi igin
DNA dizileri bu siradan itibaren secildi. BH7 klonunun agir ve hafif zincirleri i¢in temiz
sekans sonucu elde edilemedi. Diger klonlar icin ise farklh zamanlarda elde edilen
ayni orneklere ait DNA dizileri karsilastirildi. Geri primer ile elde edilen DNA dizisi,
ileri primer ile okunan diziler ile karsilastirilmasi igin QIAGEN Bioinformatics, CLC
programi ile revers komplementer hale cevrildi. Karsilastirilan DNA dizilerin amino
asit sekansini degistirici herhangi bir nukleotid farklihgi icermedigi tespit edildi (veri

gOsterilmedi).

Tutarlihklart dogrulanan DNA dizilerinin, NCBI “ORF(open reading frame)
Finder” veritabani Uzerinde en uzun diziyi olusturan ORF secilerek, amino asit
sekanslari elde edildi *°. Sekil 9'da gésterildigi gibi immiinoglobulin agir zincirleri igin

klonlarin amino asit dizileri Clustal Omega araci ile hizalandirildi.

HERZ2’yi 6zgin olarak tanimasinda énemli olan bdlgeler belirlendi. Bu alanlar
genel bilgiler bolumunde de anlatildigi gibi komplementer belirleyici bolge (CDR,

complementarity determining region) olarak adlandiriimaktadir ***2,

Antijen
baglanmasini belirleyen asil bolgedir ve immunoglobulinin, degisken agir zincirinde
uc tane ve degisken hafif zincirinde U¢ tane olmak Uzere toplamda alti tane CDR’si
vardir °. DNA dizileri girdi olarak kullanilarak antikorun CDR bélgeleri, NCBI IgBlast
ve Immunogenetics biyoinformatik (IMGT) araglari aracihigiyla belirlenmigtir. Sekil 9
Uzerinde immunoglobulin agir zincirlerinde CDR1, CDR2 ve CDR3 dizilerinin
bulundugu alanlar yatay oklar ile gosterilmigtir. Antikora 6zgunliglinu veren
sekanslar oldugu icin CDR ve bu bélgeye komsu diziler, ileride patent basvurusu

yapilacagi igin gizli tutulmus ve sansurlenmistir.
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Sekil 9. HER2 6zgiin antikorlarin agir zincir degisken bolgelerinin amino asit
dizisi. Sekanslar, Clustal Omega Multiple Sequence Alignment ile bir araya getirilip
hizalandi. Dizi adlarindaki sayilar hibridoma klon numarasini, G IgG agir zinciri,
harfler ise agir zincir primerlerini simgelemektedir. Dik ok antikor agir zincir degisken
bolge dizisinin basladigl bolgeyi gostermektedir. Yatay okla gosterilen bolgeler
antikorun agir zincirinin HER2'ye baglanmasindan sorumlu komplementer belirleyici
bdlgelerdir (CDR, complementarity determining region). Kiguk ve hidrofobik amino
asitler (AVFPMILW) kirmizi, asidik amino asitler (DE) mavi, bazik amino asitler (RK)
macenta renginde gosterilmigstir. Hidroksil, sulfhidril, veya amin grubuna sahip amino
asitler (STYHCNGQ) yesil ile kalan diger amino asitler ise gri ile gosterilmistir.
Verilen dizilerde her bir hizadaki amino asitler birbirleriyle ayni ise yildiz isareti(*),
birbirlerine oldukg¢a benzer ise iki nokta(:), birbirlerine az benzer ise nokta isareti (.) ile
gOsterilmigtir.

Tablo 7'de gdsterildigi gibi immunoglobulin hafif zinciri i¢in klonlarin pozitif
sonug verdigi PCR urlnleri, bu primerlerle Sanger DNA dizi analizine gonderildi.
Sonuglar elde edildikten sonra agir zincir igin yukarida anlatilan biyoinformatik
araclar, antikorun hafif zincir amino asit diziliminin ve CDR alanlarinin belirlenmesi
icin de kullanildi. Sekil 10’da immunoglobulin kappa hafif zincir degisken bdlge
sekanslari ve HER2 ile 6zgun olarak etkilesime girerek antikor-antijen baglanmasini
saglayan CDR bolgeleri verilmigtir. Patent basvurusu yapilacadi igin agir zincir

sekasinda oldugu gibi hafifi zincir i¢cin de bu bdlgelerin bazilari sansirlenmistir.
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Sekil 10. HER2 6zgun antikorlarin hafif zincir degisken bodlgelerinin amino asit
dizisi. Sekanslar, Clustal Omega Multiple Sequence Alignment ile bir araya getirilip
hizalandi. Dizi adlarindaki sayilar hibridoma klon numarasini, K Kappa hafif zinciri,
harfler ise agir zincir primerlerini simgelemektedir. Dik ok antikor hafif zincir degigken
bolge dizisinin bagladigi bolgeyi gostermektedir. Yatay okla gosterilen bolgeler
antikorun hafif zincirinin HER2’ye baglanmasindan sorumlu komplementer belirleyici
boélgelerdir (CDR, complementarity determining region). Kuglik ve hidrofobik amino
asitler (AVFPMILW) kirmizi, asidik amino asitler (DE) mavi, bazik amino asitler (RK)
macenta renginde goésterilmistir. Hidroksil, sulfhidril, veya amin grubuna sahip amino
asitler (STYHCNGQ) yesil ile kalan diger amino asitler ise gri ile goOsterilmistir.
Verilen dizilerde her bir hizadaki amino asitler birbirleriyle ayni ise yildiz isareti(*),
birbirlerine oldukg¢a benzer ise iki nokta(:), birbirlerine az benzer ise nokta isareti (.) ile
gOsterilmigtir.
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4.5 insan immiinoglobulin ifade Vektérii On Tasarimi
Genel bilgiler bolimunde anlatildigi gibi immunoglulinin adir ve hafif zincir igin
belirlenen CDR dizileri farede uretilen antikorun izotipi ile ayni insan antikoruna

aktariimasi i¢in 6n galismalar bu bolimde yapiimigtir.

Sekil 11’de gosterilen insan imminoglobulin 1IgG 1 agir zincir ve kappa hafif
zinciri bir arada ifade eden vektor secilmigtir. Sekil Uzerinde agir ve hafif zincir
dizilerinde (VH, VK) simgelenen CDR1-3, BH antikorlarinin antijen tanimada 6zgun
rol oynayan dizilimleri ile degistirildiginde vektérden ifade edilecek protein HER2'yi
spesifik olarak taniyabilecektir. immiinoglobulinin geri kalan taslagi insana ait
kalirken sadece hedefine baglanmasinda rol oynayan CDR bolgeleri fare kokenli

kalacaktir. Bdylece antikorlar insanlastirilacaktir.

Sekilde simgelenen CDR alanlar vektoér Uzerinde alti farkli oligonukleotid
dizilerini olugturmaktadir. Bu diziler bir onceki bolimde anlatildigi gibi vektor DNA
dizisinin girdi olarak kullanildigi NCBI IgBlast ve IMGT araclari ile belirlendi. Sekil 10
ve 11’de gosterilen klon 1 agir zincir C (1GC) ve hafif zincir A (K1A) immunoglobulin
dizilerinin Grtnu olacak antikor incelenmek igin 6rnek olarak segcildi. HER2 6zglin fare
antikorunun ve sekildeki vektorin DNA dizileri Clustal Omega ile bir araya getirildi
(data gosterilmedi). CDR alanlarina denk gelen farkliliklara bakildi. Agir ve hafif
zincirde Ucer olmak Uzere toplamda alti farkli CDR dizileri 9-30 nlkleotid’den
olugsmakta ve fare antikorunun CDR’lerine gbére 4-20 nukleotid uyusmazlik
gOstermektedir. Sekilde noktalar ile simgelendigi gibi vektor Gzerindeki bu diziler,
HERZ2'yi tanimasi i¢in 6zgunligu veren fare dizileri ile “site directed mutagenesis”
yoluyla degistirilecektir. Fare antikorunun insanlastirilmasi i¢cin molekuler teknikler ve

hlcre deneyleri bu projenin devam galismasi olarak gergeklestirilecektir.

51



SV40 enp replikasyon
baslangici

secim
belirteci . ; > promotor

pVITRO1-M80-F2-IgG1/k igili
8574bp gen
L 4
polyA
ekleme
sinyali

‘ plasmid replikasyon
CMV enh  baslangici

Sekil 11. insan immunoglobulin gamma 1 agir ve kappa hafif zincirleri(lgG1/ k)
birlikte ifade edebilen memeli ifade vektoru. Sekil Ustunde gosterildigi gibi SV40
ve CMV replikasyon baslangici; mEF1 prom fare, rEF1 sican uzama faktéri 1 alfa
promotoru; VH immunoglobulin agir zincir degisken bolgesi, VK hafif zincir degigken
bdlgesi; C-Gamma ve C-Kappa agir ve hafif zincir sabit bdlgesi; SV40 ve EF1 pAn
polyA ekleme sinyali; pMB1 Ori plasmid replikasyon baglangici; IRES ribozom igi giris
bdlgesi; hph hygromycin secim belirteci, EM7 promotérii *° (degistirilmistir).
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5. TARTISMA

Bu arastirmada, meme kanserinin yaklasik %Z20-25’'inde goérilen HER2’nin

fazlaca ifadesine kargi alternatif monoklonal antikor geligtiriimesi amaciyla grubumuz

tarafindan baslanan calismalara devam edilmistir >°.

2012 yihinda gelinen noktada
bes farkli monoklonal antikorun hedefi HER2’ye yatkinli§i ve hlcre proliferasyonunu

durdurucu etki gosterdigi bilinmektedir.

Devam niteliginde olan bu arastirmaya baslarken, ilk 6nce geligtirilen fare
hibridoma klonlarinin hala HERZ2'ye 06zgl antikor Urettiklerini gostermek igin
immunofloresan (IF) deneyleri yapildi. HER2 geninin kopya sayisinin artarak
HERZ2'nin fazlaca ifade edildigi SK-BR-3 ve HERZ2'nin amplifiye olmadigi MCF-7
meme kanseri hiicre hatlarinda antikorlarin etkinligine bakildi ®. SK-BR-3 hiicrelerinin
membran yuzeylerinde fazlaca bulunan HER2 reseptorleri, hibridoma antikorlari igin
antijen gorevi goéreceginden etkilesim hedeflendi. Bu basamagin yinelenen bir
calisma olmasi sebebiyle HER2'nin amplifiye oldugu BT-474 gibi baska hucre hatlar
ile de calisiimasi ilk asamada gerekli gorulmedi ve iki hicre hatti ile deneyler yapildi.
Eger beklenildiginin aksine SK-BR-3 hucreleri ile pozitif sinyal alinmazsa diger hicre

hatlarinin denenmesi planlandi.

BH1, BH2, BH5, BH6 ve BH7 hibridoma hucreleri urettikleri antikorlari besi
yerlerine verdikleri icin sUspansiyon hucrelerden uzaklastirildiktan sonra toplanan
supernatantlar IF°’de primer antikor olarak kullanildi. Hibridoma hucreleri elde
edilirken bagisikligi aktiflestiriimis B lenfosit hucreleri kullanildigindan, HER2 antikoru
uretiminin ortamda baskin olmasi beklenildi. Bu nedenle antikorlarin hedefe
baglanmasina bakmak icin toplanan supernatantlarin %10 FBS iceren besi yerinde
olmasinda bir sakinca gorulmedi. Serumun kokeninden gelecek antikor etkilesimleri
minimal olacagi ongoruldu. Ayrica serumsuz ortamin kullaniimasinin hacreler
Uzerinde yaratabilecegi stres ve stresin 6nlenmesi i¢in uygulanacak FBS oraninin

seri azaltiimasinin getirecedi malzeme ve zaman kaybi1 dnlenmek istendi.

Antikor baglanmasinin SK-BR-3 hucresinde guclu iken MCF-7 hucresinde zayif

olmasi beklendi. Sekil 4 ve 5'te gosterildigi gibi beklentilerimizle tutarl sonuglar elde
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edildi. Sekil 4'te goruldigu gibi SK-BR-3 hicrelerinde hibridoma antikorlari BH1,
BH2, BH6 ve BH7 hedefleri HER2'yi taniyarak ticari ErbB2 antikoru kadar gugli
immunofloresans sinyal verdigi goruldu. Diger klonlarinin aksine BH5 antikorundan
¢ok zayif sinyal elde edildi. Es zamanli, ayni kosullarda uygulanan ve tekrarlanan
deneyler ile yonteme dayali bir hata olmadigindan emin olundu. Antikor baglanmasi
icin zayif sinyal elde edilmesi, hibridoma klonlarinin yillar boyunca kararl bir sekilde
antikor Uretebilme yetenekleri sebebiyle ongoériimese de segilen klonun 6nceki
calismalarimizda hucre hattina bagh olarak ErbB2’ye baglanma egilimin olmadigi
veya diger klonlara gére diisiik oldugu gdsterildiginden tutarli bulundu . Sekil 5'te
beklenildigi gibi MCF-7 hicrelerinde HER'2 fazlaca ifade edilmedigi icin BH1 ve BH2
antikorlarinin guglu sinyal vermedigi gosterilmigtir. Diger antikorlar ile de ayni sonug¢
ongoraldugunden bu hicrelerde sadece iki klon igin IF yapilmistir. Bdylece deney igi
kontrollerinin yani sira HER2 amplifiye olmamis bir hlicre hattinda da antikorlarin

denenmesiyle, antikorun hedefi tanimadaki dogrulugu gosterilmistir.

Hibridoma klonlarinin neredeyse hepsinin hedefi hala 6zgln olarak taniyabilen
antikor Urettikleri ispat edildikten sonra immunoglobulinlerin agir ve hafif zincir amino
asit sekansinin ogrenilmesi igcin RNA izolasyonu yapildi. Bu asamadan itibaren
devam eden basamaklarda elde edilen RNA’lar Uzerinde c¢alisilacagr ve
immunoglobulin 6zgl sekasin dnemli olmasi sebebiyle, RNA kararliligi ve butinlagu
jelde tayin edildi (Sekil 6). Ribozomal RNA, total RNA’nin ¢ogunlugunu olusturdugu
icin jelde gdzlenebilmistir. Sekildeki gibi yaklasik 2:1 blyuklik oraninda elde edilen
28S ve 18S rRNA’lar bozulmamis buatin RNA'nin simgesidir.

Bir sonraki asamada immunoglobulin agir ve hafif zincirlerinin degisken
bolgelerine komsu degismez bdlgelere 6zgu dejenere primerler kullanilarak Uretilen
antikorun agir ve hafif zincirlerinin antikordan antikora degigebilen 6zgun bdlgelerinin
amplifiye edilmesi amaglandi. RNA’dan cDNA ve devaminda amplifikasyon ile
immunoglobulin agir ve hafif zincir degisken bdlgelerinin PCR Grind elde edildi.
Tablo 6’da sekanslari gosterilen dejenere primerler agir ve hafif zincir igin dahil
oldugu grupta tum klonlar igin denendi. Her bir klon igin, en az bir tane agir ve bir

tane de hafif zincir olmak Uzere toplamda en az iki amplikon elde edilmesi beklendi.
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Sekil 7 ve 8'de IgG agir ve kappa hafif zincir i¢cin godalma GrinG veren érneklerin jel
sonucu gosterilmis, pozitif olan primerler Tablo 7’de listelenmistir. Genel olarak
klonlarda IgG agir zincirleri birer primer ile amplikon verirken, kappa hafif zincirleri

birden fazla primer ¢esidiyle amplikon vermistir.

Antikorlarin c¢ogaltilan agir ve hafif zincir UrlGnleri, DNA dizi analizine
gonderilmistir. Tablo 6’'da listelendigi gibi dejenere A primerinin daha kisa hali ve
dejenere olmayan sadece A ve T nukleotid farki bulunan AA ve AT primerleri ile
hedeflenen alana 6zgu olmayan amplikonlar vermistir. Bunlarin, 500bp’lik elde
edilmesi esas hedeflenen dizi analizine muidahale edecegi dustnuldigu igin, BH
klonu 7’nin kappa hafif zincirinde pozitif olan 6rneklerden K7AA ve K7AT sekans
analizine gonderilmedi. Spesifik olmayan bantlanmadan kurtulmak igin primer
baglanma sicakligi artirildi, primer konsantrasyonu azaltildi, primer safligindan emin
olmak igin yeni dilisyon kullanildi. Bu degisiklilere ragmen hala ayni bantlanmalar
elde edilmesi sebebiyle BH klon 7’'nin A primeri ile verdigi amplifikasyon analiz

edilemed.i.

DNA dizi analizine gonderilen drnekler PCR ile gogaltilirken yuksek duyarhhgi
ve duzeltme 6zelligi olan polimeraz enzimi kullaniimadi. Bilinmeyen bir DNA dizisinin
analiz ediliyor olmasi sebebiyle basta bu c¢esit bir polimeraz enzimi kullaniimasi
hedeflense de istenilen saflikta ve yogunlukta bantlar elde edilemedigi icin ileri
teknoloji Taq polimeraz enzimi kullanilarak hedeflenen bdlgeler ¢ogaltildi. Elde
edilecek sekanslarda PCR kaynakl dizi degisiminin saptanabilmesi igin farkli
zamanlarda c¢ogaltilan PCR ornekleri, farkli zamanlarda dizi analizine gonderildi.
Bulgular bolumunde agiklandigi gibi ayni ornek igin elde edilen sekans sonuglarinin
tutarhliklari kontrol edildi. Antikor adir ve hafif zincirinin amino asit diziliminde farklilk

yaratacak herhangi bir dizi uyusmazligina rastlanmadi.

Elde edilen DNA dizileri agir zincir ve hafif zincir igin olanlar kendi gruplari
icerisinde kargilastirildi (veri gosterilmedi). Yapilan analiz sonucunda 1gG agir zincir
icin ayni primerlerle gogaltilan farkli klonlara ait dizilerin birebir ortustigu tespit edildi.

Ayni durumun kappa hafif zincir icin de gecerli oldugu gézlendi. Ornegin, Sekil 9 da
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gosterilen BH1 ve BH6 klonunun agir zincir C primeri ile ¢ogaltilan DNA dizileri
dolayisiyla amino asit dizilimi 5GC ve 6GC birbiriyle birebir aynidir. Sekil 10’da
gosterildigi gibi hafif zincir B primeri ile ¢ogaltilan K1B, K2B, K5B, K6B DNA dizileri

de ve sonucunda amino asit sekanslari da birebir aynidir.

Daha once gerceklestirilen BH antikorlarinin baglanma egilimlerine ve hucre
proliferasyonunu engelleme kapasitelerine bakildiginda sekans sonuclarindaki
benzerlik sasirtici bulundu. Cunku 6zellikle BH1 ve onu takiben BH6 antikor klonlari
HERZ2’ye baglanabilme ve bunun sonucunda hulcrenin boélinmesini durdurabilme
etkinligi olarak on plana ¢iksalar da klonlardan elde edilen antikorlarin hepsinin
birbirinden farkli kapasitede etkinlik gosterdikleri bulunmus °. Dolayisiyla amino asit
sekanslarinda kuglik de olsa farkliliklar beklenmekteydi. Fakat sonrasinda bu
sonuglar, antikorun yapisindaki agir ve hafif zincirlerin farkli kombinasyonlarinin bir
araya gelmesi ile iliskilendirildi. Ayni agir zincir dizilimine sahip olsalar da farkli amino
asit diziliminden gelen hafif zincir yapisi proteinin U¢ boyutlu yapisinda farklihga
neden olmaktadir. Ayni durum hafif zincir amino asit diziliminin ayniyken agir zincirin
farkli olmasinda da gecerlidir. Sekil 1’de gosterildigi gibi antikorun hedefe baglanmasi
icin antijen epitopunun taninmasinda hem VH hem de VL rol almaktadir. Bu
bolgelerden herhangi birindeki farkhlik, baglanma egilimini buna bagh olarak
aktiflestirilen sinyal siddetini degistirecegi igin antikorlardan farkh etkinlikler

alinacaktir.

BH1 ve BH6 antikor klonlari GUzerinden orneklemeye devam ettigimizde Sekil
9'da gosterilen agir zincir amino asit dizilimi birebir ayni olsa da S$ekil 10’da
goéruldugu gibi kappa hafif zinciri icin A primeri ile verilen aminoasit dizilimi K1A,
hibridoma klonu BH1'e 6zgudur. Dolaysiyla BH1 ile BH6'nin baglanma ve etkinlik
kapasitelerinin farkli olmasinda K1A hafif zincirinin, immunoglobulin yapisina
katilmasi neden olabilir.  Bunlarin yani sira Tablo 7’de 6zetlendigi ve Sekil 10'da
gosterildigi Uzere K1B, K6B, K2C, K6C gibi B ve C primeri ile ¢ogaltilan hafif zincir
degisken bolgelerinin neredeyse tum hibridoma klonlarinda ortak oldugu bulundu. Bu
durum, bu amino asit dizilerinin endojen sekanslar olabilecegi suphesini dogurdu.

Yani, bu dizilerin B lenfosit hicresinin bagisiklik kazandirldigi hedef proteine 6zgu
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antikor sekansi degil, hibridoma hicresinin kendisinin Urettigi antikorlara 6zgu

sekanslar olabileceg@i dusunuldu.

Literatlrde hibridoma htcrelerinde endojen 6zellikler gorilebilecedi ve bunlarin
antikor agir ve hafif zincirleri icin normal olmayan mRNA'lar ifade edebilecegi
vurgulanmaktadir. MOPC-21 myeloma hicresinden turetilmis Sp2/0, NS-0, OUR-1 ve
P3-X63-Ag8.653 gibi hucrelerin hibridoma Uretiminde B lenfosit hicreleri ile fuzyon
partneri olarak kullanilmasinin, endojen antikor olusumuna neden olabilecegi ifade
edilmektedir °>**. Grubumuz tarafindan daha énce gergeklestirilen hibridoma hiicresi
uretiminde Sp2/0 myeloma hicrelerinin fizyon icin kullaniimasi suphelerimizi
dogrulamistir. MOPC-21’den turemis myeloma hucreleri tarafinda ifade edilen
endojen kappa hafif zincirinin DNA sekansi BH hibridoma klonlarin hafif zincirinin B
ve C ornekleri ile hizalanip karsilastirildi (data verilmedi). Kappa zincir B ve C DNA
dizilerinin myeloma endojen antikor sekansi (Gen Bankasi No. M35669) ile bire bir
ayni oldugu bulundu *°. Dolayisiyla Tablo 7'de dzetlenen kappa hafif zincir B ve C
amplikonlari endojendir. Bunun yani sira, agir zincir igin bilinen endojen diziler (Gen
Bankasi ID: EU121635, X58634 vevAY646832.1) klonlardan de elde ettigimiz agir

%0 Onemli bir

zincir DNA sekanslari ile Clustal Omega araci ile karsilastirildi
benzerlik saptanmadi (data verilmedi). Hibridoma hucrelerinden rekombinant protein
elde edilirken, kararli hucrelerin olusturulmasi sirasinda endojen genlerin
susturulmasi veya yok olmasi sebebiyle endojen antikorlar her zaman ifade
edilmemektedir. Dolayisiyla hedeflenen rekombinant antikor igin her zaman engel

teskil etmez °*.

Bu bilgiler dogrultusunda Sekil 4’e tekrar bakildiginda BH5 antikorunun gugla bir
HERZ2 baglanmasi vermemesinin sebebi endojen kappa zincire sahip olmasi olabilir.
Kappa hafif zincir mRNA’si tam fonksiyonlu bir immunoglobulin proteinine
donusturtlememigtir. Ayni durum BHG6 klonu igin gegerli olsa da Sekil 4 IF sonucunda
goéruldugu gibi hedefe karsi baglanma sinyali oldukga kuvvetlidir. Dolayisiyla BH6
klonu endojen sekanslarin yani sira antikorun HERZ2'ye baglanmasini saglayan
bagka bir hafif zincir sekansini da igeriyor demektir. Fakat Tablo 6’'da listelenen hafif

zincir primerleri ile bu 6zgln dizi saptanamamistir. Farkl dizilime sahip bagka
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primerler denenerek bu klon igin gercek pozitif hafif zincir sekansi ileriki asamalarda

elde edilebilir.

Sekil 9 ve Sekil 10 Uzerinde gosterildigi gibi agir ve hafif zincir degisken
bdlgelerin amino asit dizilimleri elde edildikten sonra bu bdlgeler Ulzerinde hedef
HERZ2’ye baglanmada esas rol oynayan kisimlarin bulunmasi hedeflendi. Bu sekilde
bagisikhg! aktiflestiriimis fare tarafindan insan HERZ2’sine kargi Uretilen antikorlarin
antijen baglanmasinda rol oynayan alanlar bulundu. insan imminoglobulin
sentezinde kullanilan vektor iskeleti Gzerinde dedistirilecek bdlgeler belirlenerek

HERZ2 karsiti insanlastiriimig monoklonal antikor Uretimi icin molekaler temeller atild1.

Antijen baglanmasinda belirleyici rol oynayan bu bdlgeler genel bilgiler
béliminde daha 6nce deginildigi gibi CDR olarak adlandinlir. Bu bdlgelerin
bulunmasi icin immunoglobulin DNA ve amino asit dizileri kullanilarak NCBI IgBlast
ve IMGT veritabanlarindan faydalaniimigtir. Bu araglar 1970 yillinda gelistirilen Kabat
numaralamasina dayanmaktadir “®. CDR bélgeleri degdisken bolge icerisinde yer alan
ultra degisken bdlgeler oldugu igin immunoglobulin veri tabaninda bu bodlgelerin
basladigi siralar belirlenerek UGg¢ farkli CDR boélgesi igin genel bir siralama
olusturulmustur. Degisken agir zincir amino asit diziliminde 31-35B, 50-65 ve 95-102
sirasindaki amino asit dizilimleri CDR1 CDR2 ve CDR3 dizilimleridir. Degigken hafif
zincir amino asit diziliminde ise 24-34, 50-56 ve 89-97 sirasindaki amino asit
dizilimleri CDR1 CDR2 ve CDRS3 olarak ifade edilir **°%.

Sekil 9 ve 10’da yatay cizgiler ile gosterilen alanlar hedefe baglaniimasinda rol
oynayan agir ve hafif zincir CDR dizileridir. Dik ¢izgi ile gosterilen Sekil 9'da QIQ ile
Sekil 10°da DIV ile baslayan amino asit dizilimleri Kabat numaralamasinda hafif zincir
degisken bolgeler igin baslangi¢c kabul edilmektedir. Bu sebeple bundan onceki
amino asit dizilimlerinin degismez bodlgelerden geldigi dusunulmektedir. Bu
calismanin devaminda monoklonal antikor patenti icin basvurulacagindan CDR
alanlar ve antikorun baglanma kapasitesini arttirmak igin modifiye edilecek komsu
alanlar sansurlenmistir. Sekilde kisitlanan CDR bdlgeleri 3 ile 10 arasinda degisen

amino asit dizilimlerinden olugsmaktadir. Beklenildigi gibi farkl primerler ile ¢ogaltilan
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amino asit zincir dizilimlerinin birbirinden en fazla farklihk gdsterdigi yerler bu
kisimlardir. Bu dizilerin proteinin U¢ boyutlu yapisinda yarattigi degisiklik sebebiyle
hibridoma klonlari tarafindan Uretilen monoklonal antikorlar, HER2'ye kargi farkli
baglanma egilimleri ve etkinlikler gdstermistir (Sekil 4 IF sonuglari ve Onceki

calismalar®).

Aragtirmanin amaci olan CDR bdlgelerinin belirlenmesinin ardindan monoklonal
antikorun insanlastiriimasi yolunda insan immunoglobulin Uretiminde kullanilacak
vektor secildi. BH antikorlari ile ayni adir ve hafif zincir izotipi IgG1/K’ya sahip oldugu
ve iki zinciri de ayni anda memeli hicresinde ifade edilmeye uygun olarak
tasarlandigr icin Sekil 11’de gosterilen pVITRO1-M80-F2-19G1/k vektoru segildi.
Vektérun immuanoglobulin genel dizilimini igermesinin haricinde herhangi bir hedefe
kargl 6zgunlugu yoktur. Molekuler olarak onu hedefimiz HER2 reseptor proteine
hassas hale gelmesi icin fare tarafindan gelistirlen HER2 karsiti BH antikorlarinin
antijen tanimada spesifik rol oynayan CDR dizilimlerine sahip olmasi gerekir.
Bulgular béliminde BH1 monoklonal antikoru i¢in anlatildigi gibi farede belirlenen
CDR’ler, vektdor DNA diziliminde bu bdlgeler ile karsilastirildi. Vektor tarafindan ifade
edilecek antikorun BH1’le ayni 6zgunluge sahip olmasi i¢cin amino asit diziliminde
farki ortadan kaldiracak sekilde vektor DNA diziliminin Sekil 11'de simgelenen
kisimlarinin modifiye edilerek degistiriimesi hedeflenmektedir. Boylece CDR alanlari
fare kokenli kalirken immunoglobulinin diger yapilari insan kaynakli olacaktir. Bunu
takip eden molekller calismalar yardimiyla meme kanserinde HER2 karsiti

insanlastiriimig monoklonal antikor Uretimi gergeklestirilecektir.

59



6. SONUC VE ONERILER

BH hibridoma klonlari tarafindan Uretilen antikorlar igerisinde zayif etki gosteren

BHS antikoru hari¢ hepsinin hedefleri HER2'yi in vitro olarak etkili bir sekilde hala
tanimakta olduklar ispatlandi. Calismanin devaminda BH5 hafif zincirinin endojen
kappa hafif zincir yapisi igcerdiginin bulunmasi HER2’ye zayif baglanma egilimiyle

iligkilendirildi.

BH6 antikoru HER2 proteinini guglu bir sekilde tanirken elde edilen hafif zincir
amino asit diziliminde endojen disinda sekanslar saptanamamasi supheli bulundu.
Arastirmada kullanilan hafif zincir primerlerinin taniyamadidi baska bir hafif zincir
immuanoglobilin yapisina sahip oldugu dugunuldid. Bu amagla farkh primer

taramalariyla ileride bu sekansin elde edilmesi hedeflendi.

PCR ile basarili bir sekilde ¢ogaltmamiza ragmen anlamli bir sekans sonucu
elde edemedigimiz BH7 antikoru ile ¢calismalara da devam edilecektir. Pozitif bant
verdigi primerler ile PCR tekrarlanacak ve sekansi elde edilmesi i¢in dizisi bilinen bir
vektore alt klonlama yapilarak vektor taslagindan itibaren okuma yapilip anlamli DNA
dizilimleri elde edilmesi amacglanmaktadir. Bu 6rnek i¢in ayrica immunoglobulin hafif
zincir degisken bolgelerin gogaltiimasi sirasinda elde edilen spesifik olmayan banttan
PCR optimizasyonu ile kurtulmaya c¢aligilacak veya gorulmesi beklenen, hedef bant
jelden izole edilip sekanslanmaya goénderilecektir. Bu sekilde ileride BH6 ve BH7

antikorlari icin de anlamli diziler elde edilmesi hedeflenmektedir.

Calismanin en gug¢li sonucu BH1 ve BH2 antikorlari icin hem agir hem de hafif
zincirde endojen olmadigindan emin oldugumuz ve HER2'yi 6zglin olarak tanimasini
saglayan immiunoglobulin sekanslarinin elde edilmesidir. Grubumuz tarafindan daha
once gergeklestirilen antikorlarin  baglanma etkinliklerinin ve hicre c¢ogaligini
engelleme kapasitelerinin gdsterildigi calismada 6ne ¢ikan BH1 antikoru bdylece bu

¢alismada da olumlu sonug vermisgtir.

60



Antikorlarin DNA ve amino asit dizilimlerinde hedeflenen HER2 proteinine
baglanmasini saglayan CDR alanlari basarili bir sekilde analiz edildi. Boylece memeli
IgG1/kappa immunoglobulinin ifade edilmesinde kullanilacak vektor Uzerinde
degistirilecek alanlar belirlendi. Bu sayede agir ve hafif zincirinde butun olarak insan
immunoglobulin yapisina sahip olan ama sadece CDR bdlgelerinde bagisiklik
kazandirilmig fareye ait yapilar iceren antikorlarin sentezlenmesi saglanacaktir.
HER2 karsiti insanlastirilmig antikor Uretilmesi igin molekuler adimlar atildiktan sonra
hicresel olarak antikorun Uretilmesi igin deneyler yapiimasi gelecek galismalarda

hedeflenmektedir.

Bu arastirmanin devami niteliginde BH1 ve BH2 antikorlarinin CDR dizilimlerini
ve antikorun etkinligini artiracak sekilde modifiye edilmis komsu bdlgelerin
sekanslarini iceren memeli immuanoglobulin ifade vektéri CHO hicre hattina
transfekte edilecektir. insanlastiriimis antikoru lreten klonlar secilecektir. Daha sonra
bu klonlar tarafinda uretilen monoklonal antikorlarin HER2 reseptorine baglanma
kapasiteleri olgulecektir. Saflastirilan antikorlarin meme kanseri hicre hatlarinda
blylume karsiti faaliyetlerinin etkinligi test edilecektir. Olumlu sonug¢ alinmasi halinde

fare modelleri ile in vivo olarak antikorlarin timor karsiti etkinligi gézlemlenecektir.

Planlanan basamaklarin basariyla gergeklesmesi halinde klinik ¢alismalara
gecilmek Uzere HER2 pozitif meme kanseri igin alternatif insanlastiriimis monoklonal
antikor elde edilmis olacaktir. Boylece piyasada bulunan monoklonal antikorlardan
farkh bir HER2 hucre digi alanina 6zgun, konformasyonal olarak epitopunu taniyan

antikor geligtirilmis olacaktir.

BH antikorlarinin ginimuzde meme kanseri tedavisinde kullanilan monoklonal
antikorlardan biri Trastuzumab ile hedefi tanimada rekabete girmedigi grubumuz
tarafindan dnceki calismalarda gosterilmistir. Dolayisiyla gelistirilecek antikor meme
kanseri tedavisinde etkinligine gore tekli tedavilerde kullanilacagi gibi ikili tedavilerde

de kullanilabilir.
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Ankara Ataturk Egitim ve

Aralik
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Diger dergilerde yayinlanan makaleler

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar
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