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ONSOZ

Immiinoterapi seceneklerinden biri olan immiin kontrol noktas1 (PD-1/PD-L1)
inhibitorleri, giiniimiizde bircok ileri evre kanser tiirlerinin tedavisinde etkili ve kalici
sonuglar sagladig1 icin kanser tedavisinde biiylik bir 6neme sahiptir. Ancak bu
tedavilerin her hasta grubunda etkili olamamasi ve immiin iligkili yan etki
potansiyelinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢esitli tan1 ve tedavi alternatifleri lizerinde
yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Bu ¢alismada rekombinant DNA teknolojisi ve faj
gosterim yontemi ile tiretilen anti-PD-L1-scFv antikorunun PD-L1 proteinine spesifik
oldugu ve PD-L1 pozitif fare tiimér modelinde etkili sonuglar sagladig gosterilmistir.
Uretilen bu antikorun kanser hiicrelerindeki PD-L1 ekspresyonunu saptayabilme ve
diger anti-kanser tedavi segenekleri ile kombine edilebilme potansiyeli oldugu i¢in
yeni immiinoterapi tani ve tedavi segeneklerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii niin
21L0230015 proje numarast ve Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu’nun 216S570 proje numarasi ile desteklenmistir.

Yiiksek lisans egitimime bagladigimdan beri bana destegini, anlayisini, sabrinm
ve bilgisini esirgemeyen ve bugiinkii ben olmama biiyiik katkisi olan degerli
danigsmanim ve hocam Prof. Dr. Hakan Akbulut’a en biiyiik minnet ve saygiyla
tesekkiir ederim.

Bu siireci birlikte atlattigimiz, destegini, sevgisini ve iy1 niyetini hep lizerimde
hissettigim Samira Abdi Hakiki’ye yiirekten tesekkiir ederim.

Birlikte c¢alistifimiz, benzer asama ve sikintilardan gectigimiz Tumor
Biyolojisi Laboratuvari ¢calisma arkadaslarima desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

En 6nemlisi de stresli siire¢lerimde beni igtenlikle dinleyip destek olan, arada
mesafe olsa bile hi¢ yokmus gibi hissettiren biricik ailem annem Nazire Babahan,
babam Mehmet Emin Babahan, ablam Derya Ergun, ailemize iyi ki katilan enistem
Mustafa Ergun, bana teyzelik duygusunu tattiran canim Defne’m ve kardesim Ahmet
Babahan’a ayr1 ayr1 hig tiikenmeyecek sevgimle tesekkiir ederim.

Bu tezi bana giiclii bir kadin olmay1 6greten, her daim arkamda olan ve beni

benden ¢ok diisiinen canim annem Nazire Babahan’a ithaf ediyorum...

vii



ADCC
ADCP
APC
BHK
bp
BSA
CAR
CHO
CD
CDC
CDR
cDNA
CFA
CH

CL
CTLA-4
dk
dNTP
DNA
°C
DMSO

dsDNA
DMEM
ELISA
E. coli
FBS
FDA
Fab

Fc

SIMGELER VE KISALTMALAR

Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
Antibody Dependent Cellular Phagocytosis
Antigen Presenting Cell

Baby Hamster Kidney

Base pair

Bovine Serum Albumin

Chimeric Antigen Receptor

Chinese Hamster Ovary

Cluster of Differentiation

Complement Dependent Cytotoxicity
Complementarity Determining Regions
Complementary Deoxyribonucleic Acid
Complete Freund's Adjuvant

Constant region of the heavy chain
Constant region of the light chain
Cytotoxic T lymphocyte antigen 4
Dakika

Deoxynucleoside triphosphates
Deoxyribonucleic Acid

Derece santigrat

Dimetil siilfoksit

Diversity

Double strand DNA

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Escherichia coli

Fetal Bovine Serum

Food and Drug Administration
Fragment antigen binding

Fragment crystallizable

viii



Xg

GC
HF
His
HRP
HEK?293
IMAC
IHC
ITIM
ITSM
IFA
IPTG

mAb

ng
nm

G kuvveti

Guanine Cytosine

High Fidelity

Histidine

Horseradish Peroxidase

Human Embryonic Kidney 293
Immobilized Metal Affinity Chromatography
Immunohistochemistry
Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif
Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif
Incomplete Freund's Adjuvant
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Immiinglobulin

Joining

Kappa

kilodalton

Kiictik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
Lamda

Limit Of Detection

Limit Of Quantification

Luria Bertani

Magnezyum kloriir

Major Histocompatibility Complex
Messenger RNA

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Mililitre

Milimolar

Molar

Monoclonal antibody

Nanogram

Nanometre



Ni-NTA
ORF
oD
PBMC
PBS
PBST
PEG
PCR
pH
PD-1
RACE
rAb
RHK
Rpm
RNA
rRNA
RIN
sn
SHP-2
sdAb
SSDNA
sckv
NaCl
TCR
TMB
TEA
TIL

VH
VL
%

Nickel-charged Nitriloacetic acid
Open Reading Frame

Optical density

Peripheral Blood Mononuclear Cell
Phosphate buffered saline
Phosphate-Buffered Saline/Tween
Polietilen glikol

Polymerase Chain Reaction
Potential hydrogen

Programmed cell death protein 1
Rapid Amplification of cDNA Ends
Recombinant antibody

Renal hiicreli karsinom
Revolutions per minute
Ribonucleic acid

Ribosomal Ribonucleic Acid
RNA Integrity Number

Saniye

SH2 domain-containing protein tyrosine phosphatase-2
Single domain antibody

Single strand DNA

Single-chain fragment variable
Sodyum kloriir

T cell receptor
Tetrametilbenzidin

Triethylamine

Tumor Infiltrating Lymphocytes
Unit

Variable

Variable domain of heavy chain
Variable domain of light chain
Yiizde



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.

Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 1.8.
Sekil 1.9.

Sekil 1.10.

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

SEKILLER

T hiicre aktivasyon ve diizenleme mekanizmalari
Kanser immiinoterapi stratejileri
Bir antikorun yapis1 ve bilesenleri

Antikor repertuvarinin olusmasinda rol alan immiinglobulin genleri
ve gen diizenleme mekanizmalari

Rekombinant antikor format 6rnekleri

Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor iiretim basamaklari
Filament6z M13 fajinin yagsam donglisti

Faj gosterim antikor kiitiiphane tasarim tiirleri

Immiin kiitiiphane kaynakl1 scFv faj antikor kiitiiphanesi olusum
basamaklar1

scFv-goriintiileyen fajin ve faj goriintiileme basamaklarinin sematik
gosterimi

Immiinizasyon takvimi

5’-RACE Yontem Basamaklari

Immiinglobiilin VH ve VL bélgelerini birlestiren Overlap Extension

PCR 6zet semast
pADL20c fajemid vektoriiniin yapisi
Rekombinant DNA teknolojisi agamalari

Anti-PD-L1-scFv antikorunun eksprese ve saflastirilmasi i¢in
dizisine eklenmesi gereken bilesenler

Anti-PD-L1-scFv-His geninin pJET1.2/blunt vektoriine klonlanma
semasi

Anti-PD-L1-scFv-His geninin pFuse2ss-CLIg-ratK ekspresyon
plazmidine klonlanma gsemasi

Izole edilen total RNA 6rneginin agaroz jel elektroforezi

izole edilen total RNA &rneginin Bioanalyzer cihazi ile RIN
degerinin belirlenmesi

5’-RACE PCR ile ¢ogaltilan rat immiinglobulin hafif (VL) ve agir
(VH) domainleri

Linker baglant1 bolgesi eklenen VL ve VH immiinoglobulin
molekiilleri

Linker baglant1 bolgesinden baglanan VH+VL molekiilleri ve bu
asamada uygulanan PCR kosullar

12

14
16
19
22
26

29

32
37
40

42
44
45

57

58

59
66

67

68

68

69

Xi



Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.
Sekil 3.9.

Sekil 3.10.
Sekil 3.11.
Sekil 3.12.
Sekil 3.13.
Sekil 3.14.
Sekil 3.15.

Sekil 3.16.

Sekil 3.17.

Sekil 3.18.

Sekil 3.19.

Sekil 3.20.

Sekil 3.21.

Sekil 3.22.

Sekil 3.23.
Sekil 3.24.

pADL20c vektoriiniin Nhel ve ECORI kesim enzimleri ile

dogrulanmasi 70
Plazmid izolasyonundan sonra Sfil kesimi yapilarak ligasyonu
dogrulanan anti-PD-L1-scFv iiriinii 71
Iyi ayrilmis M 13 helper faj plaklarmin goriintiisii 71
M13 fajinin BamHI ve HindIII ile kesimi 72
M13 Helper faj titrasyon plaklar1 73
Anti-PD-L1-scFv antikor faj kiitiiphane titrasyon sonuglari 74
Birinci afinite se¢im trtinleri 75
Ikinci afinite se¢im iiriinleri 75
Uciincii afinite secim iiriinleri 76
Monoklonal faj ELISA pozitif plazmid 6rneklerinin PCR’1ndan elde
edilen PD-L1-scFv ornekleri 78
Kesim enzim bélgeleri ve 6X Histidin etiketi iceren
anti-PD-L1-scFv-His iiriinii 79
pJET1.2/blunt vektdriine klonlanmis anti-PD-L1-scFv-His {iriiniiniin
Xhol/Xbal enzimleri ile dogrulanmast 79
Anti-PD-L1-scFv-His tasiyan pJET1.2/blunt plazmidi (A) ile
pFUSE2ss-ratK ekspresyon plazmidinin (B) ECORI ve Xhol ile

kesimi 80
pFUSEss vektoriine klonlanmis anti-PD-L1-scFv-His {riiniiniin
ECOR/Xhol enzimleri ile dogrulanmasi 81
pFUSE2ss-scFvPDL1 ifade plazmidi transfekte edilen HEK293
hiicrelerinden master hiicre eldesi i¢in pozitif klon se¢ilmesi 82
Anti-His Tag antikoru ile dogrulanan yaklasik 28 kDa biiyiikliigiindeki
anti-PD-L1-scFv-His antikoru 82
Anti-PD-L1-scFv antikorunun farkli diliisyonlarda PD-L1 antijeni ve
BSA proteinine baglanma absorbanslarinin oranlanmast 83
4T1 tiimor modeline uygulanan tedavi gruplarinin sagkalim egrileri 84
4T1 tiimor modeline uygulanan tedavi gruplarinda izlenen timor
bliytime egrileri 85

Xii



Cizelge 2.1.
Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.
Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.

CIZELGELER

Faj gosterim yonteminde kullanilan soliisyon igerikleri

Dalak hiicrelerinden immiinglobulin VH ve VL domainlerinin
¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan primerler

Immiinglobulin VH ve VL domainlerini birlestirmede kullanilacak
baglant1 bolgesine spesifik tasarlanan primerler

Rat serumlarinda anti-PD-L1 antikor titresinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ELISA sonuglari

Poliklonal faj ELISA absorbans sonuglari
Monoklonal faj ELISA absorbans sonuglari

4T1 tiimor modeline uygulanan tedavi gruplarinin medyan sag
kalim siireleri (*Log Rank Mantel-Cox)

36

39

40

65
76
77

84

Xiii



1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, Tirkiye dahil olmak {izere tiim diinyanin en o6nde gelen oliim
nedenlerinden biri olup, 2020 yilinda kiiresel 6lgekte tahmini 19,3 milyon yeni kanser
vakasi ve yaklasik 10 milyon kansere bagl 6liim meydana gelmistir (Ferlay ve ark.,
2021). Kiiresel kanser yiikiiniin 2040 yilinda, 2020’ye gore %47 artisla 28,4 milyon
vaka olmasi beklendiginden (Sung ve ark., 2021) kanserin erken teshis ve tedavisi

bliyiik 6nem tasimaktadir.

1.2. Kanser ve Immiin Sistem

Insan viicudundaki hayati sistemlerden biri ve ana islevi viicudu bulasict
ajanlardan ve patojenlerden korumak olan immiin sistem, dogal bagisiklik ve adaptif
(kazanilmig) bagisiklik olarak iki ana siifa ayrilmaktadir. Dogal bagisiklik, yabanci
istilasin1 dnleyen fiziksel bir bariyer olarak iglev gormektedir ve yabanct molekiillerin
viicuda giriginin engellenemedigi durumda, ikinci savunma hattt olan adaptif

bagisiklik devreye girmektedir (Angela Chiew Wen ve ark., 2016).

Viicudun adaptif immiin yanitlarindan sorumlu iki temel lenfosit grubundan
biri olan B hiicreleri dolasimdaki antijeni dogal olarak taniyip yanit olarak koruyucu
antikorlarin salgilanmasini saglarken, T hiicreleri antijen sunumu siirecinde rol alarak,
hiicre i¢inde pargalanip hiicre yiizey Major histokompatibilite kompleksi (MHC)
molekiillerine yiiklenen peptit antijenleri tanir (LeBien ve Tedder, 2008). Farkli
efektor mekanizmalara sahip iki ana T hiicre smifi, CD4 veya CDS8 yardimci
reseptoriin ifadesine gore smiflandirilmaktadir. CD4" T hiicreleri, MHC smuf II
molekiilleri araciligiyla antijeni algilar ve kemotaktik, pro-inflamatuvar ve immiin
koruyucu 6zelliklere sahip sitokinler tireterek immiin sistemin adaptif kolunu yonetir.

CD8" T hiicreleri ise, MHC sinif I molekiilleri araciliiyla antijeni algilar ve enfekte



veya neoplastik hiicreleri dogrudan 6ldiiren sitotoksik reaksiyonlar: yiiriitiir (van den

Broek ve ark., 2018).

Kanser, transforme hiicrelerde evrensel epigenetik degisikliklere yol agan
genetik mutasyonlarin birikmesi sonucu meydana gelmektedir. Bu genetik ve
epigenetik degisiklikler, potansiyel olarak tiimoriin ortadan kaldirilabilmesi igin
immiin sistem tarafindan taninabilen neoantijenlerin olusmasina yol agabilir (Kinker

ve ark., 2021).

1.2.1. Antijen Sunumu ve T Hiicre Aktivasyonu

CD8" T hiicrelerinin neoantijenlere karsi aktivasyonu ve proliferasyonu igin,
essiz bir klona spesifik hiicre yiizey protein kompleksi olan ve antijenleri spesifik
olarak tanityan T hiicre reseptoriiniin (TCR) neoantijen uyarimi disinda, erken sinyal
iletiminde gerekli olan fosforilasyon olaylarinin meydana gelebilmesi igin ko-
stimiilasyon ad1 verilen ek bir sinyale ihtiya¢ vardir. Antijen sunan hiicrelerde eksprese
edilen polimorfik olmayan ylizey protein CD28 ve aile tiyeleri, T hiicreleri lizerindeki

en giiclii ko-stimiilator reseptdrlerdir.

Aktivasyondan Once, antijen sunan hiicreler (APC'ler), {lizerinde bir TCR
eksprese eden T hiicresi ile temasa hazirlanmak i¢in antijeni MHC molekiillerine
yiiklerken, ayn1 zamanda gerekli yardimci uyarici ligandlar olan B7-1 ve B7-2'i
saglar. Inhibitor molekiil sitotoksik T lenfosit antijen 4 (CTLA-4), antijenle
karsilagsmamis naif T hiicrelerinde hiicre i¢i vezikiiller igerisinde bulurken, diizenleyici
T (Treg) hiicrelerinin yiizeyinde yapisal olarak eksprese edilir. Yardimci uyarict
reseptor CD28 hem naif T hiicreleri hem de Treg hiicrelerinin ikisinde de eksprese
edilmektedir. Aktivasyondan hemen sonra, genellikle lenfoid dokuda T hiicreleri,
CD28'in B7-1/B7-2'ye ve TCR'lerin APC'ler tarafindan sunulan antijenlere
baglanmasi sonucu aktive olur. Ayrica aktive olan T hiicrelerinin yiizeyinde CTLA-4
eksprese olmaya baglar. Periferik dokulardaki T hiicreleri, programlanmis hiicre

6limii 1 (PD-1)'i mRNA seviyesinde yiikseltir. Aktivasyondan sonra, lenfoid dokuda,



1.2.2. T Hiicre immiin Kontrol Noktalar:

Boliim 1.2.1°de anlatilan T hiicre aktivasyon siirecinde de goriildiigii tizere, T
hiicre aktivasyonunun evrimsel olarak korunan ve immiin yanitlarin dengede tutulmasi
ile hiperaktivasyonun diizenlenmesini saglayan birka¢ negatif diizenleyicisi vardir. Bu
T hiicre immiin kontrol noktas1 molekiillerinin en etkili 6rnekleri CTLA-4 ve PD-
1/PD-L1'dir. Bu molekiiller, fonksiyonel olarak birbirlerini tamamlayici olup biyolojik
etkilerini T hiicre dmrii boyunca viicudun farkli bolgelerinde ve farkli zamanlarda
gosterirler. Bdylece, viicudu patojenlerden ve neoplaziden etkili bir sekilde korurken,
T hiicre yanitlarinin self-tolerans1 korumasini saglayarak otoimmiin hastaliklarin

olusmasini 6nler (He ve Xu, 2020).

1.2.3. Kanser Hiicrelerinin immiin Sistemden Kacis Mekanizmalari

Kanser ve immiin sistem arasinda 'kanser immiin diizenlenmesi' olarak
adlandirilan immiin yanitlarin bir taraftan tiimor hiicrelerini ortadan kaldirabilirken
diger taraftan tlimor gelisimini tesvik edebildigi dinamik ve siirekli gelisen bir

etkilesim s6z konusudur.

Immiin sistem-kanser etkilesim siirecinin genellikle eliminasyon, denge ve
kagis olarak adlandirilan li¢ asamadan olustugu kabul edilir. Eliminasyon asamasinda,
genellikle karsinogenezin ilk asamalarinda, immiin sistem yeni olusan kanser
hiicrelerini agresif bir sekilde yok eder. Tiim kanser hiicrelerinin ortadan
kaldirilamadigr durumda immiin sistemin timor biiyiimesini kontrol ettigi ancak
tamamen ortadan kaldiramadigi bir denge fazinin olusmasina neden olabilir. Bu
asamada tiimdrlerin bir dereceye kadar immiin sistem kagtig1 kabul edilir ve bu siireg
tiimor hiicrelerinin daha az immiinojenik hale gelmesini saglayacak veya lokalize bir
immiinsupresif durumu tetikleyecek mutasyonlarin birikmesine neden olarak kanser
hiicrelerinin immiin gézetimden daha fazla kaginmasini tetikleyebilir (Waldman ve

ark., 2020).



Timor hiicreleri immiin sistemden kagabilmek i¢in ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. Tiimorler, T hiicrelerini tiimor mikro ¢evresine girisini engelleyerek
veya tiimore basarili bir sekilde go¢ eden T hiicrelerini immiinsupresif faktorler ile
etkisiz hale getirerek hiicresel immiin yanitlardan kagmaya ¢aligabilir (Spranger ve
Gajewski, 2018). Tiimor mikro gevresinde, timore spesifik antijenlerin ekspresyon
kayb1 ve/veya immiin sistemin antijeni tanimasi ile ilgili genlerdeki mutasyonlarin
birikmesi ile timor hiicreleri immiinojenitelerini kademeli olarak azalttig1 i¢in immiin
sistemden kacabilir. Ozellikle, MHC 1 ekspresyonun kaybi, T hiicre sitotoksik
yanitlardan kagmaya calisan tiimorler tarafindan olduk¢a yaygin kullamilan bir
mekanizmadir (Mpakali ve Stratikos, 2021). Tiimér hiicreleri, ayrica immiin sistemin
homeostazinda rol oynayan immiin kontrol noktalar1 olan PD-1/PD-L1’in etkilesimini
kullanarak anti-tiimér immiin yanitlardan kagabilir. PD-L1'in melanom, over, akciger,
kolon ve bobrek karsinomlart dahil birgok farkli tiimoérde eksprese oldugu
gosterilmistir. Tiimor hiicrelerinin yani sira, makrofajlar, dendritik hiicreler, aktive T
hiicreleri ve kanser ile iliskili fibroblastlar gibi tiimor mikro ¢evresindeki diger bazi
hiicreler de PD-L1'i eksprese ederek tiimor biiylimesini destekleyen immiinosupresif
bir mikro ¢evrenin olugsmasina katkida bulunabilir. Bu sekilde PD-1/PD-L1'in timor
mikro ¢evresindeki artan etkilesimi, T hiicrelerinin islev bozukluguna, tiikkenmesine,
apoptozuna ve notralizasyonuna neden olmaktadir (Akinleye ve Rasool, 2019). Timér
hiicrelerindeki bu kagis mekanizmasinin anlagilmasiyla, PD-1/PD-L1 sinyalinin inhibe
edilmesi yoluyla diizensiz tiim6r mikro gevresinin normale gevrilme stratejisi tizerinde

calisilmis ve immiin kontrol noktas1 inhibitorleri gelistirilmistir.

1.3. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser gelisimi sirasinda hiicreler genel bir biiyiime kontrolii kaybi ile paralel
cesitli molekiiler ozellikler kazanarak oldukc¢a heterojen ve kompleks bir hiicre
toplulugu olusturur. Bu topluluktaki hiicre gruplarinin anti-tiimdr tedavilere karsi
verdikleri yanitlar farklilik gosterdiginden kanser tedavi siireci zorlagsmakta ve

karmasik hale gelmektedir.



Giiniimiizde kanser tedavisinde, cerrahi, radyasyon tedavisi, kriyoterapi ve 1s1
veya kimyasal ablasyon gibi lokalize tedaviler ve/veya sistemik tedaviler (6rn.
kemoterapi, hormon tedavisi, immiinoterapi ve hedefe yonelik tedavi)
kullanilmaktadir (Debela ve ark., 2021). Ancak tiim bu tedavi yontemlerine ragmen

istenilen basar1 oranina heniiz ulagilamamaistir.

Geleneksel tedavi yontemleri olarak adlandirilan cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi ile erken evrede tan1 konulan hastalarda genellikle %60’larin iizerinde sifa
saglanabilirken, ileri evrelerdeki hastalarda sifa orani %5’in altinda kalmaktadir.
Ayrica kanser tedavisinde en sik kullanilan kemoterapi ajanlari timor hiicrelerine
spesifik olmayip, hizli ¢ogalan diger normal dokular1 (kemik iligi, sa¢ ve sindirim
sistemi mukozasi) da etkilemesinden dolay1 ciddi sitotoksisitenin olusmasina neden

olmaktadir (Akkin ve ark., 2021).

Tiimor hiicrelerinin yiizeyinde asir1 eksprese edilen reseptorlerin varliginin
kesfedilmesi yeni tedavi seceneklerinin kanser hiicrelerine yonlendirilmesine yol
acmis ve boOylece kemoterapi ajanlarinin toksisitesinde bir azalma saglanmistir
(Padma, 2015). Bu kapsamda iiretilen hedefe yonelik tedaviler olan monoklonal
antikorlar ve tirozin kinaz inhibitorleri, timor hiicrelerinin biiyliytip gelisebilmek icin
timor mikro ¢evresini olusturan diger hiicrelerle etkilesime girdigi cesitli sinyal
yolaklarin1 hedef alarak (hiicre dongilisiiniin durdurulmasi, apoptozun indiiklenmesi,
proliferasyonun engellenmesi vb.) kanserin biiylimesini ve yayilmasini engellemeyi
amaglamaktadir. Bu ilaglar, kanser tedavisinde baslangigta biiyiik umutlar dogurmus
olmasina karsin rutin kullanimla birlikte gastrointestinal stromal tiimorlerde ve kronik
myeloid losemide imatinib, bdbrek tiimdrlerinde sunitinib, meme kanserinde
trastuzumab, kolorektal kanserde cetuximab, non-Hodgkin lenfomada rituximab gibi
birka¢ ilacin disinda basar1 Oykiisii olarak goriilebilecek etkinlige sahip ilaglar
gelistirilememistir (Pottier ve ark., 2020; Zahavi ve Weiner, 2020).



1.3.1. Kanser Immiinoterapisi

Kanser immiinoterapisi, tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi i¢in viicudun
immiin sistemini hedef almakta ve monoklonal antikorlar/immiin kontrol noktasi
inhibitorleri, adoptif T hiicre tedavisi, sitokin tedavisi, kanser agilari1 ve onkolitik viriis

tedavisi stratejilerinden olusmaktadir (Sharma ve ark., 2022).

Adoptif T hiicre tedavisinde tiimor dokusuna karsi T hiicre sayisinin,
spesifitesinin ve reaktivitesinin arttirtlmast amaglanir. Bunun i¢in hastadan alinan T
hiicreleri laboratuvar ortaminda ¢ogaltilabilir veya spesifik tiimor antijenlerine yonelik
bir kimerik antijen reseptorii (CAR) ya da TCR eksprese etmesi i¢in genetik olarak
degistirilebilir. Bu amagla, B hiicreli akut lenfoblastik 16semi i¢in Kymriah, diffiiz
biiyiik B hiicreli lenfoma icin Yescarta ve niikseden veya direngli manto hiicreli
lenfoma tedavisi igin Brexucabtagene autoleucel (brexu-cel) gibi CD19-hedefli CAR
T hiicre triinleri FDA tarafindan onaylanmistir (Kirtane ve ark., 2021). Onkolitik
viriisler, normal dokuya herhangi bir zararli etkisi olmadan, segici olarak kanser
hiicrelerini hedef alarak ortadan kaldirabilen genetigi degistirilmis viriislerdir.
Modifiye bir herpes simplex viriisii olan Talimogene laherparepvec (T-VEC)
melanomlu hastalarin alt gruplarinin kullaniminda onay almistir (Santos Apolonio ve
ark., 2021). Dendritik hiicreler veya dendritik hiicreleri aktive eden adjuvanlar ile
timor antijenlerinin kombinasyonu olan kanser asilari, hastanin adaptif immiin
sistemini spesifik timdr antijenlerine karst uyararak tlimorlerin gerilemesini ve giicli
bir anti timdr hafizas1 olusturmay1 amacglar. Metastatik kastrasyona direngli prostat
kanserli hastalarda onaylanan dendritik hiicre bazli bir as1 olan sipuleucel-T disinda
piyasada onayli baska kanser asisi bulunmamaktadir (Saxena ve ark., 2021).
Sitokinler, otokrin ve parakrin sinyaller yoluyla bir haberci gibi davranarak dogal ve
adaptif immiinitenin diizenlenmesinde etkili bir rol oynadiklari i¢in anti tiimor efektor
fonksiyonlarin kazanilmasinda onemlidirler. CD4" T hiicrelerini T yardimci tip 1
efektor hiicrelerine doniistiiren ve MHC sinif I molekiillerinin ekspresyonunu arttiran
IFNa, c¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde onay almistir. T hiicre yanitinin

diizenlenmesinde 6nemli bir roli bulunan IL-2 ise metastatik melanom ve metastatik



atezolizumab, ti¢li negatif meme kanseri ve metastatik KHDAK tedavisinde onay
almistir (Reddy ve ark., 2020). Durvalumab ve avelumab gibi diger anti-PD-L1
antikorlar, ileri KHDAK, iirotelyal kanser ve Merkel hiicreli karsinomun tedavisinde

onay almiglardir (You ve ark., 2020).

Immiin kontrol noktas: inhibitdrleri kanserin gerilemesinde kalici sonuglar
saglasa da hastalarin biiyiik cogunlugu bu tedavilere yanit vermemekte veya ilk yanit
doneminden sonrasinda niiks meydana gelmektedir (Mpakali ve Stratikos, 2021). Bu
nedenle tedavi etkinligini artiracak farkli tasarlanmis tedavi seceneklerine ihtiyag
vardir. Ayrica ilaglarin immiin iligkili yan etkilere sahip olmasi ve yiiksek tedavi
maliyetleri de diisliniildiiglinde immiin kontrol noktasi inhibitorlerinden yarar
saglayacak hastalarin se¢imi i¢in prediktif biyobelirteglerin tanimlanmas: énemlidir.
Klinik ¢aligmalarda tiimoér dokusunda immiinohistokimyasal olarak PD-L1
ekspresyonu oldugu gosterilen hastalarda daha yiiksek oranda tedavi yanmiti elde
edildigi saptanmustir (Reck ve ark., 2016; Taube ve ark., 2014; Topalian ve ark., 2012).
Bu nedenle tiimérlerdeki PD-L1 ekspresyonunun, bu molekiilii hedefleyen tedavilerin
yanitlarinda prediktif bir biyobelirte¢ olabilecegi Ongoriilmektedir. Giiniimiizde
kullanilan PD-L1 immiinohistokimya (IHC) analizinde farkli firmalarin platformlar
kullanilabileceginden farkli antikorlar, farkli analiz sistemleri ve hem ayni1 hastada
primer ve metastatik lezyonlar arasindaki hem de ayni1 tiimor lezyonunun seri kesitleri
arasindaki PD-L1 ekspresyonunun heterojenligi gibi ¢esitli kisithiliklar mevcuttur
(Patel ve Kurzrock, 2015; You ve ark., 2020). Bu nedenle tiimérlerdeki PD-L1
ekspresyon seviyesinin daha dogru oranlarda saptanabilmesi igin alternatif

yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

1.4. Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar 1970'lerin ortalarindan bugiine, biyomedikal,
toksikoloji, biyofarmasotik arastirma ve biyolojik bilimler alanlarinda kesif ve
gelismelere Onciiliik etmistir. Giiniimiizde klinik uygulamalar i¢in 80'den fazla mAb

onaylanmis olup, ¢ok daha fazlasinin klinik oncesi ve klinik ¢aligmalari devam



etmektedir (Kaplon ve ark., 2020). Biyofarmasétik iiriinlerin en 6nemli siniflarindan
biri haline gelen ve diinyada en ¢ok satilan 10 ilagtan altis1 olan bu mAb'larin kiiresel
pazar degeri 2018 yilinda 115 milyar dolar olup, bu miktarin 2025'e kadar yaklasik
300 milyar dolara ulagsmasi1 beklenmektedir (Lu ve ark., 2020).

1.4.1. Antikor Yapisi

Immiinglobulin (Ig) olarak bir antikor, viicudun patojenlerle karsilastiktan
sonra yanit olarak adaptif immiin sistemin humoral bilesenini olusturan ve farklilagsmis
B lenfositleri tarafindan iiretilen bir glikoproteindir (Z. Wang ve ark., 2022). insanlar
IgG, IgM, IgA, IgD ve IgE olarak adlandirilan bes farkli Ig izotipi iiretir. Bunlar
arasinda IgG serumda en yaygin bulunan izotip olup, izotipler arasinda en uzun serum
yar1 dmriine sahiptir (Schroeder ve Cavacini, 2010). En 6nemlisi de IgG, terapotik

uygulamalar konusu ile en iligkili siniftir.

Molekiiler agirlig1 yaklasik 150 kDa olan Y seklindeki bir IgG, tetramerik bir
yap1 olusturmak {iizere birbirlerine kovalent disiilfit baglar1 ile baglanmis iki biiyiik
agir (H) zincir (Igh) ve iki hafif (L) zincirden (Igk veya Igh) meydana gelir. Molekiil
icerisinde her bir hafif zincir genellikle bir N-terminal degisken alan (VL) ile bir sabit
alandan (CLx veya CLA) olusurken, IgG1'in her bir agir zinciri, N-terminal degisken
alandan (VH) ve onu takip eden ii¢ sabit bolgeden (CH1-CH3) olusur.

Fonksiyonel olarak bakildiginda bu izotip, antijene spesifik olarak baglanan
ve antijenin inhibe veya notralize edilmesinden sorumlu agir zincir (VH) ve hafif
zincir (VL) degisken alanlarim1 igeren iki 6zdes fragmente (antijen baglanma
fragmenti, Fab) ve cesitli Fc reseptorlerine ve kompleman proteinlere baglanarak
efektor fonksiyonlara ve uzun serum yar1 dmriine aracilik eden kristalize edilebilen
fragmente (Fc) sahiptir (Lu ve ark., 2018). Fc bdlgesi olarak da isimlendirilen bu sabit
bolge, mAb'in smifin1 ve fonksiyonunu, antikora bagimli hiicre sitotoksisitesi

(ADCC), antikora bagimli hiicresel fagositoz (ADCP) ve komplemana bagimli
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sitotoksisite  (CDC) dahil olmak tizere antikorlarin efektér fonksiyonlarini
belirlemektedir (Stanfield ve Wilson, 2014).

Her bir Fab fragmenti, agir zincirin VH-CH1 bdélgesinden ve tim hafif
zincirden (VL-CLk veya L) olusan bir heterodimerdir. Fab bolgesi igerisinde, VH ve
VL paratop olarak adlandirilan antijen baglanma bolgesi bulunur. Bu paratop, sirasiyla
agir zincir ve hafif zincirin degisken alaninin {li¢ hiper-degisken halkasindan olusur.
Bu hiper-degisken halkalar tamamlayicilik belirleyici bolgeler (CDR’ler) olarak
adlandirilmakta ve halka uzunlugu ve amino asit kompozisyonu agisindan olaganiistii
degiskenlik sunmaktadir. Genel olarak, bu CDR'ler antijen tarafindan gosterilen
spesifik epitopu tespit eder ve mikrobun ya da enfekte olmus hiicrenin immiin sistem

tarafindan taninip notralizasyonunun baglamasi igin etiketler (Ahmad ve ark., 2012).

Antikorlar iki 6zdes Fab kolu igerdiginden, antijen baglanmasi bivalent ve
monospesifiktir. Iki 6zdes hedefin es zamanli olarak bivalent baglanmasi, her iki Fab
kolunu ve Fc kismi birbirine baglayan ve yeterli esneklige aracilik eden mentese
bolgesi tarafindan saglanir (Thouvenin ve ark., 1997) Sekil 1.3’de bir antikorun yapisi

ve bilesenleri gosterilmektedir.
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Antijen reseptor rekombinasyon islemi olan V(D)J rekombinasyonu sirasinda, her gen
grubundaki bir gen, baska bir gruptaki bir gen ile birlestirilir. IgH rekombinasyon
isleminde, bir D geni bir J geni ile birlestirildikten sonra elde edilen DJ geni, agir
zincirin degisken alanini kodlayan fonksiyonel VH ekzonunu olusturmak igin bir V
geni ile birlestirilir. Hafif zincir rekombinasyon isleminde ise, Igk veya Igh gen
bolgelerinde bir J geninin, bir V geni ile birlestirilmesiyle fonksiyonel hafif zincir
degisken alan (VL) olusturulur. Her gen bolgesinde V(D)J rekombinasyonu sirasinda
yaratilan VJ veya VDI elementlerinden olusan degisken bdlge ekzonu daha sonra
RNA ug birlestirme (splicing) yoluyla bir sabit (C) bdlgesine kaynastirilir. Islem
rastgele oldugundan, olas1 VDJ veya VJ genlerinin sayisi sirastyla V, D ve J genlerinin
veya V ve J genlerinin sayisinin ¢arpimidir. Toplam cesitlilik ise, VDIJ-IgA VJ
kombinasyonlari ile VDJ-Igk VJ kombinasyonlarinin toplamidir. Bir antikor, bir agir
zincir molekiiliiniin (IgH) ve bir hafif zincirin Igk veya IgA zincir molekiillerinden biri

ile olusturdugu dimerdir (Little ve ark., 2015).

Tiim B hiicre reseptor zincirlerinin ilk iki CDR boélgesi (CDR1 ve CDR2) germ
hatt1 V genleri tarafindan tamamen kodlanirken hem VH hem de VL’lerdeki
CDR3'lerin kodlama dizileri somatik olarak yaratilir. Immiinglobulinlerin VH alanini
kodlayan VDJ rekombinasyonu sirasinda, agir zincir CDR3 (CDR-H3) boélgesinde
VH/DH ve DH/JH segmentleri arasinda P-niikleotit veya N-niikleotit aracili ekleme
ve ekzoniikleaz aracili niikleotit kaybu ile, her bir B hiicre klonu i¢in spesifik olmasi
saglanarak CDR3 ¢esitliligi onemli dl¢iide arttirtlir (D’ Angelo ve ark., 2018). Biiyiik
cesitlilik potansiyeli nedeniyle CDR-H3, bir antikor molekiiliiniin baglanma aktivitesi
ve Ozgiilliik kazandirmadaki en 6nemli bileseni olarak kabul edilmektedir (Lemke,
2018). Sekil 1.4°de, A’da her bir Ig zincirindeki antijen reseptér gen bolgeleri, bu
genlerin uzunluklar1 (nt), segment sayilar1 (n) ve hangi kromozomda bulundugu, B’de
hafif zincir ve agir zincirdeki V(D)J genlerinin yeniden diizenlenmesi ve agir zincirin
CDR3 bolgesindeki somatik hipermutasyon ile gesitlendirilmis bir antikor molekiilii

gosterilmektedir.
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antikorlar, sentetik genler kullanilarak in vitro tiretilen monoklonal antikorlar olup
geleneksel antikorlara kiyasla spesifite ve diisiik immiinojenite avantajlarina sahiptir.
Ozet olarak, antikorun agir ve hafif zincirlerinin izole edilerek bir ekpresyon vektoriine
dahil edildikten sonra ortaya ¢ikan plazmidlerin bir konakg1 ifade sistemine transfekte
edilmesi ve ifade edilmesi saglanir. Bu teknoloji sayesinde antikor iiretim siiresi
yontemine bagli olarak yaklasik bir-iki aya indirilmektedir. Ortaya ¢ikan rekombinant
antikorlar, geleneksel olarak iiretilen monoklonal antikorlarin uygulandig: alanlarin

¢ogunda kullanilabilmektedir.

Antikorlarda degiskenlik esas olarak antijenlerin baglandig1 V bolgesinden (Y
ucunun iki kolu) kaynaklanmaktadir. Bu nedenle V bdélgesinin baglanma
Ozelliklerinden yararlanmak i¢in rekombinant DNA teknolojisi ile fragment antijen
baglama (Fab), domain antikorlar, tek zincir fragment degiskeni (SCFv), diabody,
tetrabody, minibody ve tek zincir fragment antijen baglama (scFab) gibi ¢esitli antikor
formatlar1 gelistirilmistir (Holliger ve Hudson, 2005). Antikor fragmentleri sitotoksik
proteinler, radyoniiklidler veya ilaglar gibi c¢esitli toksinler ile birlestirilerek
immiintoksinler olarak kullanilabilir. Olusturulan bu immiintoksinler boylece
tagidiklar1 ajanlarini antijen sunan hiicrelere sunarak immiin sistemin tiimore karsi
aktivasyonunu saglayabilir (Ahmad ve ark., 2012). Rekombinat antikorlar, saflastirma
veya immiinopresipitasyon i¢in etiketler (6rn. 6X Histidin), kimyasal alan1 arttirmak
icin konjugasyon boélgeleri veya antijen tanima belirleyicilerini haritalamak igin
mutajenez dahil olmak iizere ek islevselliklere sahip olacak sekilde tasarlanabilir
(Basu ve ark., 2019). Sekil 1.5’te rekombinant antikor formalarina Ornekler

verilmistir.
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arttirtlmas1 amaglanir. scFv'nin hapten, protein, karbohidrat, reseptor, timor antijeni
ve viriisler gibi ¢esitli antijenlere basarili bir sekilde baglandigi gosterilmistir (Ahmad
ve ark., 2012).

scFv antikorlarinin kanser teshis ve tedavisinde tam bir antikor yapisina kiyasla
cesitli avantajlar1 vardir. Molekiil agirliginin diisiik olmasi nedeniyle tam antikorlara
gore tiimorlere ve diger dokulara daha hizli ve esit bir seklide niifuz etmesi, hem tiimoér
tedavisinde hem de goriintiilemede kullanilma potansiyelini arttirir (Drees ve ark.,
2014; Yokota ve ark., 1992). Kandan daha hizli temizlendiginden diger ilaglar ve
radyoniiklidler ile birlestirilebilir, bdylece hem tedavinin ulastirilmasi hem de saglikli
dokularin ilaca maruziyetinin azaltilmasi saglanir (Oriuchi ve ark., 2005). Ayrica scFv
antikorunun bobrekler tarafindan alinmadigi ve tiimorlere etkili bir sekilde lokalize
oldugu gosterilmistir. Fc kismmin bulunmamasi da scFv fragmentlerinin immiin
sistemi uyarma potansiyelini azaltmakta ve bu da otoimmiin yan etkiler agisindan ana
antikorlara gore bir tstiinliik saglamaktadir. Ayrica scFv antikoru haptenler, proteinler
ve patojenler gibi ¢esitli antijenlere baglanabildiginden basta immiinhistokimya ve
ELISA olmak iizere bir¢ok yontemde teshis amagli kullanilabilir. scFv antikorunun bir
floresan proteini ile birlestirilmesi sonucu antijen tayininin floresans Ol¢iimii ile
yapilmasi saglanarak ELISA'dan daha hizli ve basit bir teknikler olusturulabilir
(Ahmad ve ark., 2012).

1.4.2.3. Tek Domain Antikorlar (sdAb)

Domain antikorlar 11-15 kDa agirhiginda olup, sadece VH veya VL
domaininden olustugu i¢in, VH ve VL'den olusan tam bir degisken bolgedeki olasi alt1
CDR'den yalnizca {igiine sahiptir. Domain antikorlar, daha kiigiik boyutlarindan dolay1
tam uzunluktaki IgG'ye kiyasla dokuya verimli bir sekilde niifuz edebilir ve ayrica
boyutu ve katlanmasi nedeniyle konvansiyonel antikorlara gore {iiretimleri daha
kolaydir. Ayrica, herhangi bir kuarterner yapidan yoksun oldugundan iiretimi ve
stabilitesi, zor kosullarda kullanilmasma olanak saglar. lyilestirilmis 1s1 stabilitesi

antikorlarin soguk zincir olmadan kolayca tasinmasina izin vereceginden, ozelikle
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sinirl kaynaklara sahip bolgelerde bulasici hastaliklarin sahada teshisine yonelik

teshis kiti gelistirmeye olanak tanir (Angela Chiew Wen ve ark., 2016).

1.5. Monoklonal Antikor Gelistirme Yontemleri

Monoklonal antikor bazli iiriinlerin belirli bir antijene karsi istiin spesifite
sergilemesi onlar1 hastaliklarin teshis ve tedavisi dahil bircok uygulamada
kullanilmasi i¢in ideal bir arag haline getirir. Teshis uygulamalar1 biyokimyasal analiz
ve goriintiillemeden olusur. Biyokimyasal analizler, hormonal, doku ve hiicre
iriinlerinin tespitini saglayan ELISA gibi bir dizi immiinolojik testleri igcerir.
Goriintiileme ise hastaliklarin teshisi icin radyoaktif olarak isaretlenmis mAb'lar
kullanilarak gergeklestirilir. Terapotik mAb'lar kanser tedavisi, kemik iligi ve organ
nakli, otoimmiin hastaliklar, kalp ve damar hastaliklar1 ve cesitli bulasici hastaliklarin
tedavisi gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilabilir. Tedavide mAb'lar dogrudan terapotik
maddeler olarak kullanilabilecegi gibi hedefleme maddeleri olarak da kullanilabilirler

(Saeed ve ark., 2017).

Monoklonal antikorlar hibridoma teknolojisi veya rekombinant antikor

kiitliphanelerinin afinite se¢imi yoluyla gelistirilmektedir.

1.5.1. Hibridoma Teknolojisi

Kohler ve Milstein tarafindan 1975 yilinda kesfedilen hibridoma teknolojisi,
tiim diinyada spesifik antikorlar iiretmenin klasik bir yoludur. Ozet olarak, deney
hayvanlarinin hedef antijen ile immiinize edilmesinden sonra serum antikor titresi,
ELISA ile belirlenir. Alinan dalaktan izole edilen B hiicreleri hibridoma hiicreleri
tiretmek icin miyeloma hiicreleri ile kaynastirilir. Elde edilen hibridoma hiicrelerinin
yiiksek verimlilikte taranmasi i¢in hipoksantin-aminopterin-timidin (HAT) segim
besiyerini igeren 96 kuyulu plaklarda kiiltiir edilir. ELISA yontemi ile istenen

antikorlar1 iireten hibridoma hiicreleri tarandiktan sonra, spesifik mAb’lar1 en iyi
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1.5.2. Faj Gosterim Teknolojisi

Faj gosterim teknolojisinin 1985°te George P. Smith tarafindan kesfi ve
1990’larin baslarinda John McCafferty ve Sir. Gregory Winter’in bu teknolojiyi
antikor tretiminde kullanmalar1 sayesinde, giiniimiize kadar kanser dahil ¢esitli
hastaliklarin arastirma, tani ve tedavisinde kullanilmak iizere 70’den fazla faj kaynaklh
antikorun {iretimi yapilmis olup, bunlarin 14 tanesi klinik olarak onaylanmistir
(Alfaleh ve ark., 2020). Bir¢ok onaylanmis antikor ilac1 ve klinik deneylere giren
terapdtik antikorlarin biiyiik bir cogunlugu biiyiik faj gosterim kiitiiphanelerinden veya
faj gOsterim yoluyla hiimanizasyondan kaynakli tiiretilen insan antikorlaridir. Bu
teknoloji araciligiyla elde edilen terapdtik antikorlar, en ¢ok satan yirmi biyoteknoloji
ilacinin yaklasik %40'm1 olusturmaktadir (Barderas ve Benito-Pena, 2019). Kimyada
ve biyofarmasoétiklerin gelistirilmesinde devrim yarattiklar i¢in, 2018 Nobel Kimya
Odiilii’niin yaris1 ‘peptitlerin ve antikorlarin faj gdsterimi’ bashig1 ile George P. Smith
ve Sir Gregory Winter’a verilmistir (Barderas ve Benito-Pefia, 2019). Antikor
goriintiileme teknolojilerinde faj, bakteri, maya, memeli ve ribozomal gibi c¢esitli
gosterim teknolojileri mevcuttur ancak, bu platformlar igerisinde en ¢esitli ve en fazla
klon (10) igeren kiitiiphaneler faj gsterim ydntemi ile olusturulmaktadir (Valldorf
ve ark., 2022). Faj gosterimi, Ff filament6z faj kullanarak antikor {iretimine yonelik
daha hizli ve uygun maliyetli bir ¢6ziim saglar. Genel olarak rAb iiretimi, sentetik veya
saf Fab, scFv veya nanokorlarin faj gosterim vektorlerine klonlanmasiyla bir antikor
kiitiiphanesinin olusturulmasi, panning islemi yoluyla spesifik antijenlere karsi faj
gosteren antikorlarin secimi ve zenginlestirilmesi, monospesifik antikorlarin taranmasi
ve antikorlarin ekspresyon sistemleri yoluyla rekombinant antikor tiretimi adimlarini

icerir (Saw ve Song, 2019).

Hibridoma antikor iiretiminin neden oldugu kisithliklarin ¢ogu, rekombinant
antikor kiitiiphanelerinin afinite segimi (biopanning) yoluyla ¢oziilmektedir. insan
antikor faj goriintiileme kiitiiphaneleri gibi teknolojiler sayesinde, tamamen hiimanize
edilmis antikorlarin tiimii insan antikor genleri tarafindan kodlandig1 i¢in fare tiirevli

antikorlarin heterolog protein igerigi azaltilmis olur. Bu teknik sayesinde antikor gibi
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yabanci1 bir protein, plll kaplama protein genine kaynasirken ve yiizeyinde

sergilenirken diizgiin bir sekilde katlanma ve antijenlere baglanma yetenegini korur.

Istenmeyen epitoplara karsi se¢imin olmamasi biopanning yaklasimin 6zellikle
giiclii bir avantajidir. Tiim siire¢ in vitro yapildigindan, sicaklik, tampon kosullari,
antijen ligand konsantrasyonlar1 kolayca kontrol edilebilir. Uygun se¢im kosullariyla,
hayvan immiinizasyonunun hibridoma yaklasimina kiyasla antijenin rekombinant
biopanning yoluyla degistirilme sans1 ¢ok daha disiiktiir. Rekombinant antikor
kiitliphanesi kullanmanin diger bir avantaji, biopanning islemindeki antikorlarin, DNA
dizileme yoluyla kolaylikla karakterize edilebilmesidir. Antikorun dizisi
belirlendikten sonra rekombinant ifade sistemlerinde kolaylikla iiretilebilir (Basu ve
ark., 2019).

1.5.2.1. Bakteriyofaj

Dogada her yerde bulunan ve insanlara zararsiz olan bakteriyofajlar,
replikasyon i¢in konakc¢i bakteri hiicrelerini kullanan olaganiistii saglam ve kararh
viriis par¢aciklaridir. Fajlar, dort ila yiizlerce gen iceren RNA veya DNA genomunu
icerisine alan bir protein kilifindan olusur. Faj kaplama proteinlerinin peptitleri,
proteinleri veya antikorlar1 géstermek i¢in kolayca konjuge edilebilmesi veya genetik
olarak tasarlanabilmesi nedeniyle faj gosteriminde segilim i¢in bakteriyofajlarin dogal

replikasyon dongiisiinden yararlanilmaktadir (Smith ve Petrenko, 1997).

M13 filamentoz (Ff), Fd ve Fl fajlari, iretimlerinin hizli ve ekonomik olmasini
saglayan kiiltiir kolayligi ve hizli amplifikasyonlar1 nedeniyle farkli antikor
formatlarinin  goésteriminde en yaygin kullanilan E. coli fajlaridir. Filamentoz
bakteriyofajlar konakg¢ilarinin yiizeyinde eksprese edilen F pilusu ile bir faj kaplama
proteini arasindaki etkilesim yoluyla yalnizca E.coli suslarini enfekte eder (Jasna
Rakonjac ve ark., 2011). M 13, bes kaplama proteinini (pIII, pVIIIL, pVI, pVII ve pIX)
kodlayan dokuz gen ve alt1 adet montaj ve replikasyon proteininden olusan dairesel

tek sarmalli bir DNA (sSDNA) genomu (6407 baz) igeren esnek, silindirik sekilli bir
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sistemlerinin c¢ogu, plll'iin yapisal esnekligi ve biiyiik proteinleri fonksiyonunu
kaybetmeden gosterme yeteneginden dolay1r plll-antikor flizyon proteinlerine
dayalidir (Barderas ve Benito-Pefia, 2019; Kehoe ve Kay, 2005; J. Rakonjac ve ark.,
2011).

1.5.2.2. Faj Goriintiilemede Kullanilan Antikor Formatlari

Bir teshis platformunda kullanilacak herhangi bir antikor i¢in temel husus, esas
olarak antikorun hedef antijene kars1 6zgilliigii ve afinitesidir. Kompleks yapilari
nedeniyle tam uzunluktaki IgG'leri, prokaryotik goriintiileme sistemleri veya daha
diisiik Okaryotlart kullanan gortintiileme teknolojileri kullanarak goriintiilemek
genellikle zordur (Hust ve Diibel, 2004; Valldorf ve ark., 2022). Bu nedenle,
antikorlarin fajlar tizerinde basarili bir sekilde gosterilmesi i¢in scFv'ler ve Fab'lar gibi
afinite Ozelliklerini koruyan daha kiigiik, tek degerlikli antikor fragmentleri tercih
edilmektedir (Angela Chiew Wen ve ark., 2016). Ayrica bu fragmentler, genel
terapdtik antikor olarak kullanilan IgG formatina kolayca doniistiiriilebilmektedir.
Fab'larin scFv'lere gore ekspresyon verimlerinin daha az olmasi Fab'larin fajlardaki
gosteriminin daha diisiik seviyelerde meydana gelmesine neden olmaktadir. Ayrica,
kiiciik scFv'lerin bir baglayici yardimiyla VH ve VL domainin baglanmasi ile olusan
tek polipeptit bilesimi, E. coli'de iiretimi ve katlanmayi kolaylastirmaya yardimer olur
(Kirsch ve ark., 2005). Bu E. coli'de daha iyi ifade de faj yiizeyinde antikor
repertuvarinin verimli bir sekilde sunulmasini saglamaktadir. Bu nedenle daha saf ve
kararli kiitiiphanelerin olusturulmasinda scFv'ler daha sik tercih edilmektedir

(Ledsgaard ve ark., 2022).

1.5.2.3. Antikor Kiitiiphane Cesitleri

Faj goriintiileme teknolojisi ile antikor izolasyonu i¢in, 6ncelikle bir antikor
kiitiiphanesinin hazirlanmasi gerekir. Bu, bakteriyofajlarin yiizeyinde sunulacak bir

antikor klon kiitiiphanesi olusturmak i¢in ilk basamaktir.
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Genel olarak, saf, sentetik, yari-sentetik ve immiin kiitiiphane olmak tizere dort
ana antikor kiitiiphane tiirii vardir. Her kiitiiphanenin, belirli uygulamalar igin tercih
edilmesini saglayan kendine 6zgii bir 6zelligi vardir. Evrensel kiitiiphaneler olarak da
adlandirilan saf ve sentetik kiitiiphanelerde hemen hemen her antijene 6zgii

antikorlarin izolasyonu yapilabilir (Almagro ve ark., 2019; Willats, 2002).

Saf antikor kiitiiphanelerinde elde edilen V-geni repertuvari, immiinize
edilmemis veya saglikli dondrlerin IgM izotipinden meydana gelir. Saf bir
kiitiiphanenin temel 6zelligi, repertuvarin tarafsiz dogasidir. Yani, saglikli donérlerin
antikor repertuvarinin dondrlerin immiin yanitin1 ¢arpitabilecek herhangi bir
enfeksiyon tiirline onceden maruz kalmadigr veya enfeksiyon kapmadigr anlamina
gelir. Bu tiir kiitiphanelerin ayirt edici 6zelliklerinden biri kombinasyonel dogalarina
dayanarak, kiitiphane yapimi sirasinda agir ve hafif zincirlerin rastgele
birlestirilmesidir. Bu sayede self, immiinojenik olmayan veya toksik maddeler gibi ¢ok
sayida hedefe kars1t monoklonal antikor tanimlamasi i¢in genis repertuvara sahip olur
(Lerner, 2016; Willats, 2002). Bu nedenle, saf kiitiiphaneler, haptenler, yabanci ve
self-antijenlere kars1 se¢imde kullanilabileceginden teshis igin kullaniglidir. Ancak saf
kiitiiphaneler, repertuvarinin ¢ok biiylik olmasi nedeniyle ¢ok sayida dondre ve
dolayistyla ¢ok sayida ligasyon ve transformasyon deney basamagina ihtiyac olmasi,
saf repertuvarin gercek dogasini etkileyebilecek gecmis enfeksiyon hafiza hiicrelerinin
varlig1 gibi bilinmeyen ve kontrol edilemeyen iceriklerin fazla olmasi, hibridomadan
veya immiinize kiitliphanelerden elde edilmis antikorlarin aksine afinite olgunlagsma
siireclerinden gegmeyen repertuvar nedeniyle orta derece afiniteli antikorlarin elde

edilmesi gibi dezavantajlara sahiptir (Angela Chiew Wen ve ark., 2016).

Sentetik stratejiler, kiitliphanelerin islevselligini en iist diizeye c¢ikarmaya

yoneliktir.

Sentetik bir kiitiiphane olusturmak i¢in, diizenlenmemis ve randomize V-geni
segmentleri, PCR ile sentetik olarak ex vivo birlestirilir. Ancak, saf kiitliphanelerden
farkli olarak sentetik kiitiiphaneler icin genetik dizi, lokal degiskenlik ve genel

cesitlilik tizerinde 6zellestirme yapilabilir (Sidhu ve Fellouse, 2006). Yari-sentetik ve
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sentetik kiitiiphaneler arasindaki temel fark, cesitliligin kaynagidir. Yari-sentetik
kiitiiphanelerde, ¢esitlilik biiyiik 6l¢iide CDR'yi kodlayan genlerin izole edildigi dogal
kaynaklardan elde edilir (Nilvebrant ve Sidhu, 2018). Bu CDR genleri daha sonra
antikor omurgasini kodlayan sabit bir ger¢eve dizisine eklenir (Lim ve ark., 2014).
Cesitlilik, antikorlarin in vivo olgunlagma siireclerinden yararlanildig: icin hala

dogaldir.

Immiin kiitiiphane repertuvari, immiinize edilmis veya hastalik bulagmis
donorlerin V-geninden meydana geldiginden bir antijene veya belirli bir hastaliga
spesifik antijenlerin olusturdugu bir koleksiyona 6zgiidiir (Lim ve ark., 2014). Bu, saf
ve sentetik kiitliphaneler ile karsilastirildiginda kiitliphane kullanimini sinirlamaktadir.
Ancak V-genleri, hedef antijene maruz kalan dondrlerden toplandigi i¢in bu tiir
kiitiphaneler kullanilarak daha yiiksek afiniteli hedef antijene spesifik antikorlarin
izolasyonu miimkiin olmaktadir. Bu tiir antikor kiitiiphaneleri esas olarak, afinite
olgunlagmasina katkida bulunan in vivo somatik hipermutasyon sayesinde yiiksek
klonal c¢esitlilige sahip iyi afiniteli antikorlar tretir. Bu tiir kiitliphanelerin oniindeki
en biiyiikk engel, her farkli hastalif1 incelemek i¢in yeni bir kiitliphane olusturma
ihtiyacidir (Hairul Bahara ve ark., 2013; Valldorf ve ark., 2022). Immiin
kiitiiphanelerin - olusturulmasi insanlarla smirli olmayip fare veya sigan gibi
hayvanlarda da gergeklestirilebilmektedir. Hayvanlarin hedef antijen ile immiinize
edilmesi sonucu spesifik hedef proteine karsi bir antikor klon kiitiiphanesi meydana
gelir. Bu, geleneksel hibridoma teknolojisinden ¢ok farkli olmasa da bununla birlikte
bir rekombinant versiyona doniistiirme, iiretim ve ayni zamanda modifikasyon i¢in
kolay 6lgeklendirmeye izin vermektedir. Immiin kiitiiphaneler, tanisal biyobelirteglere

kars1 antikor gelistirmede basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
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Freund's adjuvanlari, immiinojenlerin yag i¢inde su emiilsiyonlarini tiretmek
i¢in kullanilabilmektedir. Yag i¢inde su emiilsiyonlarindaki antijenler, antijenin yavas
salimindan dolay1 yiiksek ve uzun siireli antikor tepkilerini uyarir. Complete Freund's
Adjuvant (CFA), metabolize edilemeyen yaglar igerisinde 1s1 ile inaktive edilmis
Mycobacterium tuberculosis'ten olusur. Bu mikobakteriler, makrofajlart ve diger
hiicreleri enjeksiyon bolgesine ¢ekerek immiin yaniti arttirir. CFA igerisinde antijen
enjeksiyonu, mikobakteriyel bilesenlerden yoksun ve T helper 2 agirlikli bir yanita
neden olan Incomplete Freund's Adjuvant (IFA) i¢erisinde antijen enjeksiyonuna gore,
T helper 1 agirlikli bir yanita neden oldugu i¢in enjeksiyon bolgesinde daha yogun bir
inflamatuvar reaksiyonun olusmasini tetikler. Bu nedenle, ¢ogu uygulamalarda ilk
immiinizasyonda CFA, sonraki immiinizasyonlarda ise IFA tercih edilmektedir

(Apostolico Jde ve ark., 2016).

Immiin kiitiiphanelerden belli bir antijene karsi immiinizasyon sonucu elde
edilen periferik kan monontiikleer hiicrelerin (PBMC’lerin) RNA izolasyonunun
ardindan, oligo (dt) primer veya rastgele (random) primerler kullanilarak ters-
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla cDNA sentezlenir. cDNA
uclarinin hizli amplifikasyonu olan RACE PCR, dizisinin yalnizca bir kisminin
bilindigi mRNA'lar i¢in tam uzunlukta ¢cDNA'lar1 hizli bir sekilde elde etmek ve
tamamen dizilenmis genlerin alternatif 5' veya 3' uclarini belirlemek i¢in kullanish bir
yontemdir (Scotto—Lavino ve ark., 2006). Bu yontem sayesinde, kompleks hiicresel
mRNA karisimlart igerisinden, dizinin bilinen kisimlar1 ile cDNA uglarina eklenen
spesifik olmayan etiketler arasinda kalan bdlgelerin ¢ogaltilmas1 saglanir.
Transkriptlerin 5' uglari, transkripsiyon baslatma bdlgeleri ve lokal cis-etkili
giiclendirici elemanlarin yaklasik konumlar1 hakkinda 6nemli bilgiler sagladigi igin 5'

uclarinin biraz daha kesin olusturulmasi 6nem tagimaktadir.

Tiir konsensus sekansina gore tasarlanmis ve V-gen ailelerinin korunmusg
bolgesine veya sabit alana baglanan tanimlanmig PCR primer setleri, cDNA
havuzlarindan belirli bir immiinglobiilin repertuvarindaki agir zincir ve hafif zincire
karsilik gelen bolge (VH ve VL; sirasiyla VH, CH, VL ve CL) genlerini ¢ogaltmak

icin kullanilir. Béylece belirli bir bireydeki tiim antikor spesifiteleri ortaya ¢ikarilmis
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olur (Hairul Bahara ve ark., 2013). Daha sonra scFv veya Fab, overlap extension PCR
yontemi ile birlestirilerek olusturulur ve ¢ogaltilir (Valldorf ve ark., 2022). Cogaltilmis
scFv veya Fab gen fragmentleri, sirasiyla scFv ve Fab kiitiiphane iiretimi i¢in uygun
bir fajemid igerisine eklenir. VH ve VL PCR irilinlerini eksprese eden fajemid
vektorler, pIll kaplama protein geninin agik okuma ger¢evesi (ORF) bolgesine
baglanir. Buradaki antikor: pllI fliizyonunun ifadesi, faj replikasyonu ve faj protein
tiretiminden bagimsizdir. Tek sarmalli DNA replikasyonu ve bunun faj partikiillerine
paketlenmesi i¢in bir morfojenik sinyal eklenir. Rekombinant fajemidler, antikor
fragmentlerinin rekombinasyonu i¢in uygun bir ortam saglayarak uygun bakterilere
(6rn., XL1-Blue, TG1 ve ER2537) aktarilir (Tohidkia ve ark., 2012). Konsantre
stabilize bakteriyel TG-1 hiicreleri olan Faj kompetan TG-1 hiicreleri, titrelerini
kaybetmeden birden fazla dondurma-¢oziilme dongiisiine girebilmektedir ve
transdiiksiyona hazir biiylik hacimlerde hiicreler olusturmak icin hizlica
genisletilebildigi icin kompleks ve cesitli faj gosterim kiitiiphanelerinin yliksek

verimlilik ile olusturulmasini saglamaktadir.

Fajemid vektor, pIll geni ve orijin replikasyonu disinda bakteriyofajlari
kodlayan diger tiim genlerden yoksundur. Bu nedenle igerisinde bir fajemidi
barindiran E. coli’nin faj replikasyonu igin gerekli tiim kaplama proteinlerinin
sentezini baglatabilmesi ve sonugta plll-antikor fiizyonlarini gdsteren fonksiyonel faj
partikiillerini olusturabilmesi ic¢in ayrica bir yardimci faj ile enfekte edilmesi
gerekmektedir. Fab ve scFv gibi fragmentlerin genini barindiran rekombinant
fajemidin elde edilmesi i¢in, rekombinant fajemidi barindiran bakteriler, M13KO7
veya VCSM13 gibi yardimci fajlar ile enfekte edilir (Hammers ve Stanley, 2014). En
stk kullanilan yardimci faj, bir kanamisin direng geni ile E. coli'de genomun bir
plazmid gibi replike olmasini saglayan P15A replikasyon orijini iceren ve M 13'in bir
tiirevi olan M13KO7'dir. Bu fajlar, bakteriyofajlarin M13 smifina ait olup antikor-
degisken domainlerin sergilenmesi i¢in iyi adapte olmustur. Bu enfeksiyon sonucunda,
her fajin ilgili genotipler olarak icinde spesifik niikleotit dizilerini igeren vektdre
sahipken, bir fenotip olarak ylizeyinde benzersiz bir antikor fragmenti eksprese ettigi
bir faj kiitiiphanesi meydana gelir (Bashir ve Paeshuyse, 2020). Bir antikor faj

kiitliphanesi, antikor degisken gen klonlanmasinin sonucu olarak kaplama
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secimine gecilir. Biopanning olarak adlandirilan bu faj se¢im yontemi, hedefe en

yiiksek afinite ile baglanan molekiilleri izole eden bir afinite se¢im islemidir.

Faj goriintiileme teknolojisi ile basarili bir antikor tasarimu i¢in, ilk kritik asama
en uygun antijen sunum stratejisini belirlemektir. Antijeni kat1 bir yiizey iizerinde
dogrudan veya dolayli olarak sabitlemek, en yaygin kullanilan antijen sunum
stratejisidir. Dogrudan immobilizasyonda, antijenler pasif adsorpsiyon ile nitroseliiloz
membranlar, polistiren tiip veya plakalar, manyetik boncuklar, mikrotitre plakalar
veya kolon matriksleri gibi yiiksek protein baglama kapasitesine sahip kati ylizeyler
tizerine immobilize edilebilirler (Willats, 2002). Dolayli immobilizasyonda ise antijen
ylzeye bir yakalama molekiilii araciligiyla sabitlenir. Bu amagla en ¢ok
streptavidin/neutravidin ve biyotin arasindaki giiclii baglanmadan yararlanilir. Yiizey
streptavidin/neutravidin ile kaplanir, ardindan antijen bir baglayict ve etiket
araciligiyla biyotin ile birlestirilir. Bu sekilde antijenin yiizeye dolayli ancak kararl
bir sekilde tutunmasi saglanir. Se¢imler ayrica, hedefi eksprese eden primer hiicre
hatlar1 veya rekombinant hiicreler kullanilarak da yapilabilmektedir, bu durum faj
goriintiileme  teknolojisinin  olduk¢a esnek oldugunu acikg¢a gostermektedir.
Geleneksel olarak, tercih edilen yontem, antijenleri polistiren immiinotiip ve polistiren
immiinoplaka gibi kat1 destekler {izerinde immobilize etmek veya kaplamaktir. Tiim
afinite se¢im stratejileri arasindaki en biiyiik fark, antijenlerin kaplandig:
immobilizasyon yiizeyidir. Bunun diginda, basarili bir se¢im siireci i¢in yikama,

eliisyon ve zenginlestirme adimlar1 gibi parametreler optimize edilebilir.

[k asama olan hedef antijenin kat1 bir yiizey iizerine immobilize edilmesinden
sonra, sigir serum albiimini (BSA), siit veya kazein gibi bloke edici ajanlar, kati ylizeye
spesifik olmayan faj baglanmalarini engellemek igin kullanilir. ikinci asama antikor
sergileyen faj kiitliphanesinin belirli bir siire immobilize edilen hedef antijen ile inkiibe
edildigi 'hedef yakalama asamasi'dir. Ugiincii asama, baglanmanus veya hedefe
spesifik olmayan fajlarin uzaklastirilmasi i¢in yogun yikama adimlarinin yapildigi
'baglanmamis veya spesifik olmayan fajlarin uzaklagtirilmasi'dir. Daha yiiksek
afiniteli faj klonlarinin izole edilebilmesi i¢in her biopanning turunda yikama

basamaklar1 kademeli olarak arttirilir. Dordiincii asama, diisiik pH tamponu ile veya
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enzimatik olarak kisa bir inkiibasyondan sonra hedefe bagli fajlarin ayrildig: 'eliisyon
asamasi'dir. pH eliisyonu i¢in glisin, sitrik asit gibi asidik tamponlar veya alkalin
trietilamin (TEA) kullanilabilir. Faj degredasyonunu onlemek ve infektiviteyi
korumak i¢in ellisyonu yapilan faj antikorlarmin pH'mmin nétralize edilmesi ¢ok
onemlidir. Son olarak, besinci adim olan 'enfeksiyon' asamasinda, eliisyonu yapilan
antijen baglayan fajlar, E.coli’nin yeniden enfeksiyonu ve amplifikasyonunda
kullanilir. Fajemid barindiran E. coli hiicreleri yalnizca antikor: plll fiizyonunu ifade
ettiginden, fonksiyonel faj partikiillerinin {iretimi igin yine helper faj enfeksiyonuna
thtiyac vardir. Bu tekrarli prosediir, antijen spesifik klonlar1 yiiksek oranda
zenginlestirmek i¢in genelde 2-5 tur tekrarlanir (Bashir ve Paeshuyse, 2020). Her bir
biyopanning turunda, yikama sayisi arttirilarak ve hedef antijen miktar1 azaltilarak

antijene yiiksek afiniteli fajlar giiclendirilerek izole edilir.

Ozetle, 10! say1ya kadar varyant igeren bir kitapligin taranmasina izin veren
yuksek verimli bir antikor kiitiiphanesi tarama stratejisini temsil eder ve ayrica immiin
sistemin afinite olgunlagmasi yoluyla spesifik bir antijene karsi antikorlar1 sectigi
islemin aynisim taklit ederek, 10%/1 kadar diisiik bir frekansla yiiksek afiniteli

baglayicilarin izolasyonunu ve karakterizasyonunu saglar.

Biopanning islemi sonunda hedefe yiiksek afiniteye sahip pozitif fajlarin ayri
ayr1 tanimlanmasi i¢in faj ELISA ve DNA dizileme kullanilir (Saw ve Song, 2019).

Birka¢ biopanning turundan sonra, her turda izole edilen poliklonal havuz
igerisinde spesifik antijene baglanan faj baglayicilarinda bir zenginlesme olup
olmadigini belirlemek i¢in ELISA analizi yapilir. Poliklonal ELISA sirasiyla, antijenin
mikrotitre plakalar {izerine immobilize edilmesini, ardindan her turda elde edilen faj
havuzlarinin gesitli diliisyonlarinin eklenmesini ve en son olarak bir anti-M13 faj
antikoru kullanilarak spesifik antijene baglanan fajin saptanmasini igerir. Poliklonal
ELISA sonrasinda maksimum zenginlesme seviyesi sergileyen bireysel klonlar, ilgili
antijene kars1 yiiksek ozgiilliige sahip bireysel faj izolatlarinin belirlenmesi igin
yeniden ELISA ile analiz edilir. Monoklonal ELISA'da 96 kuyucuklu bir plaka

tizerinde son biopanning turundan elde edilen tek koloni hiicre gliserol stogunun
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Rekombinant antikorlar i¢in, immiinojeniteyi en aza indirmek ve bazi
uygulamalar i¢in immiinolojik efektdr fonksiyonlarin indiiksiyonunu en st diizeye
cikarmak i¢in insandakine miimkiin oldugunca yakin bir glikolizasyon modeline sahip
olunmasi amaglanir. Okaryotik hiicreler, bakterilere kiyasla tam immiinoglobulinler
dahil olmak iizere antikorlarin salgi {iretimini arttiran gelismis bir katlanma, post-

translasyon ve salgilama araci gelistirmistir.

Giliniimiizde memeli hiicre hatlari, rekombinant antikorlarin iiretimi i¢in en
yaygin olarak kullanilan ifade sistemidir. Memelilerde eksprese edilen antikorlarin

glikolizasyon profilleri, in vivo olarak gozlemlenen antikorlarla en tutarli olanlardir.

Tiim rekombinant protein farmasétiklerinin %60-70'1 ve onaylanmis terapotik
antikorlarin %95'1, nispeten yiiksek iiretim maliyetlerine ve kullanim giicliigiine
ragmen memeli hiicre hatlarinda iretilmektedir. Bununla birlikte, memeli hiicre
hatlarinda, gelismis memeli katlanma, sekresyon ve post-translasyonel arag sayesinde
insan viicudundakilerden ayirt edilemeyen antikorlarin liretimi saglanabilmektedir.
Ayrica biiyiik ve karmagik Ig'lerin salgilanmasi i¢in olduk¢a verimli olup, katlanma ve
translasyon sonrasi kontrol ile birlikte yiiksek {iriin kalitesi sagladig1 icin, sonraki

basamaklarda yapilacak adimlarin ¢caba ve maliyetinin azaltilmasina katkida bulunur.

Protein ve antikor iiretimi i¢in tipik olarak, Cin Hamster Ovaryum (CHO),
Bebek Hamster Bobrek (BHK) ve insan Embriyonik Bobrek (HEK293) memeli hiicre
hatlar1 kullanilmakta ve bunlar arasinda gegici ve kararli antikor ifadesi igin en gok
HEK?293 ve CHO hiicreleri tercih edilmektedir. CHO hiicreleri, biyofarmasétiklerin
ticari iiretiminde uygulanan en yaygin hiicreler olup, HEK293 hiicre hatlari, plazmid
DNA's1 ile ¢ok verimli bir sekilde transfekte edilebildikleri i¢cin gegici protein
ekspresyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Frenzel ve ark., 2013).

Bu doktora tezinde, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, PD-L1’¢ kars1
rekombinant tek zincirli degisken bolge fragmenti (scFv) antikor iiretimi yapilmasi
amaclandi. Uretilecek 6zgiin anti-PD-L1-scFv antikoru, tam antikor yapisi ile

kiyaslandiginda molekiil agirliginin diisiik olmas1 sayesinde doku penetrasyonunun
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daha iyi olmasi, kandan daha kolay uzaklastirilmasi, Fc kisminin bulunmamasi
sayesinde oto immiin yan etkilerin az olmasi1 avantajlarina sahip olacaktir. Bu sekilde
kanser tedavisinde tek basina terapdtik olarak kullanilabilecegi gibi, sitotoksik
proteinler, radyoniiklidler ve ilaclar gibi ¢esitli tedavi kombinasyonlari ile
birlestirilerck yeni kanser tani ve tedavi segeneklerinin gelistirilmesine katki
saglayacaktir. Elde edilen anti-PD-L1-scFv antikoru ayrica diagnostik olarak basta

immiinohistokimya ve ELISA olmak tizere bir¢cok yontemde kullanilabilecektir.

Kanser tedavisinde immiinoterapinin énemli bir yeri oldugu diisiiniildiiglinde,
elde edilecek anti-PD-L1-scFv antikoru sayesinde hem kanser tedavisinde hem de
teshisinde kullanilabilecek ¢ok yonlii kullanima miisait bir antikor iiretimi yapilmasi

amagclandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Materyaller

Kimyasal Maddeler: MgCl> (Amresco #0288), IPTG (Novagen #70527), X-
Gal (Sigma #B4252), trietilamin (Sigma #90335), TMB substrat tamponu (Thermo
#N301), Stop soliisyonu (FineTest #E026), blastisidin (Chemcruz sc-204655),

Freund’s Complete Adjuvant (Sigma #F5881), Freund’s Incomlete Adjuvant (Sigma
#F5506), GeneGlide DNA Transfection Reagent (Biovision #M1080), Cibacron Blue
3GA (Sigma #C1535), Bradford soliisyon (Biorad #500-0205)

Antikorlar ve peptidler: Recombinant Mouse PD-L1 (Novoprotein #CJ88),
anti-M13 HRP antikoru (Origene #BM5516HRP), anti-His Tag antikoru (Biolegend
#652504)

Enzimler: 2X Phusion Green Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix
(Thermo #F566), Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB #0491L), Sfil (NEB
#R0123S), alkalen fosfataz (NEB #MO0290S), T4 DNA Ligase (ThermoFisher
#K1422), BamHI (NEB #R0136S), Hindlll (NEB #R0104S), ECORI (NEB
#R3101S), Xhol (NEB #R0146S)

Serolojik malzemeler: 0,45 um filtre (Corning #431220), MaxiSorp Startube
Nunc-Immuno (Thermo #470319), ELISA plagi (Corning #3590)

Vektorler: pADL20c (Antibody Design #PD0109), pFUSE2ss-CLIg-ratK
(Invivogen #pfuse2ss-rtclk)

Kitler: RNEasy Mini Kit (Qiagen #74104), QIAShredder (Qiagen #79654),
SMARTer RACE 5°/3 Kit (Takara #634858), QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen
#28704), GeneJET PCR Purification Kit (Thermo #K0702), GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo #K0502), CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo #K1232),
HisPur Ni-NTA Spin Purification Kit (Thermo #88229)
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Hiicreler: TG-1 hiicre (Antibody Design Lab #PCO001), OneShot TOP10
(Invitrogen #404010), CM13 Interference-Resistant Helper Phage (ADL #PHO020L),

HEK293 (ATCC)

Cizelge 2.1.’de faj gdosterim yonteminde kullanilan soliisyon icerik ayrintilar

verilmistir.

Cizelge 2.1. Faj gosterim yonteminde kullanilan soliisyon igerikleri

Faj Gaésterim Y onteminde Kullanilan Soliisyonlar
M9 Minimal Salts 2X YT Besiyeri
5X M9 minimal salts (Sigma #M6030) 56,4 gr | Tryptone (Amresco #J859) 8gr
Distile su 1It Yeast Extract (Amresco #J850) 59r
M9 Minimal Agar NaCl (Amresco #0241) 25¢gr
M9 minimal salts 50 ml Distile su ile son hacim 500 ml
1M MgSO0,.7H,0 (Amresco #0662) 500 od
Glukoz %20 (w/v) (Amresco #0188) 5ml 2X YT Agar
1M CaCl, (Amresco #0556) 25 2X YT Besiyeri 200 ml
Thiamine hydrochloride (Sigma #T1270) (10 og/ml) 25 od Agar 3gr
Agar (Amresco #J637) 200 ml
Distile su ile son hacim 250 ml 2X YT TOP Agar
2X YT Besiyeri 100 ml
TE Tamponu Agar 0,6 gr
1M Tris-HCI (pH:7,5) 1ml
0,5 M EDTA (pH: 8,0) 200 od 2X YTAG Besiyeri
Distile su ile son hacim 100 ml | 2X YT Besiyeri 100 ml
Ampisilin (0,1 mg/cd) 100 od
Faj ELISA Kaplama Tamponu (0.05 M pH:9,6) Glukoz %20 (w/v) 5ml
NaHCO; (Amresco #0865) 1,44 gr
Na,CO; (Merck #6398) 0,833 gr 2X YTAK Besiyeri
Distile su ile son hacim 500 ml | 2X YT Besiyeri 100 ml
Ampisilin (0,1 mg/ed) 100 od
Kanamisin (250 mg/ml) 20 d
2.2. PD-L1 Antijenine Spesifik scFv  Antikor Kiitiiphanesinin

Olusturulmasi

2.2.1. Fare PD-L1 Antijeni ile Sican Immiinizasyonu

Iki adet 6-8 haftalik disi Wistar sigana, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi, 15 giin

araliklarla intraperitonal olarak, salin i¢erisindeki fare PD-L1 proteini ve esit hacimde
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izolasyonu yapildi. Ozetle, pellet halindeki hiicreler iizerine liziz tamponu ile vorteks
yapildiktan ve QIAShredder kolonundan gegirildikten sonra homojen hale getirildi ve
kit protokoliinde belirtildigi gibi, 6rnekler ilizerine sirasiyla %70 etanol, yikama ve
elisyon tamponlar1 eklenerek total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA 6rneginin
degrede olup olmadiginin kontrolii hem agaroz jelde yiiriitiilerek hem de bioanalyzer

cihazi (Agilent) ile analiz edilerek yapildi.

2.2.3. 5-RACE Yéntemi ile Immiinglobiilin VH ve VL Bélgelerinin

Spesifik Primerlerle Cogaltilmasi

Izole edilen total RNA 6rneginden SMARTer RACE 5°/3’ Kit kullanilarak
oncelikle 5’-RACE Ready cDNA sentezlendi. RACE PCR kismina gegildiginde, ii¢
asamal1 PCR yapilmis olup, ilk PCR reaksiyonunda ticari kitte hazir olarak bulunan
ve immiinglobulin molekiillerinin 5° ucu i¢in spesifik baglanma gosteren universal
primerler kullanildi, ikinci PCR reaksiyonunda laboratuvarda dizayn edilen
immiinglobulin hafif ve agir zincirlerine spesifik dejenere gen primer Setleri
kullanilarak antikorun VH ve VL kisimlar1 sentezlendi. PCR; 50 ng PCR-1 {iriinii, 25
ul 2X Phusion Green Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix, 1.5 ul %100 DMSO,
1 ul (10 uM) forward primer, 1 ul (10 uM) reverse primer, PCR grade su bilesenleri
ile 98°C-30 sn; 30 siklus (98°C-20 sn, 68°C-30 sn, 72°C-30sn); 72°C-5 dk
kosullarinda yapildu.

Primer tasarimi yapilirken, rat immiinglobulin molekiillerinin aminoasit dizisi
ille ilgili  fazla  bilgi  olmadigt  icin  oncelikle  NCBI =~ BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ ve https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/
yazilimlarinda rat VH ve VL kodlayan bdlgeleri arastirildi. Primer dizayni yapilacak
gen bolgeleri IMGT/GENE-DB  veri tabanindan da  kontrol edildi
(http://www.imgt.org). Saptanan VH ve VL domain dizileri baz alinarak bunlari
potansiyel olarak amplifiye edebilecek primerler dizayn edildi, amplifikasyon
verimini arttirmak i¢in stop kodon olusturulmamasina dikkat edilerek baz1 bolgelerde

dejenere niikleotidler kullanilarak en fazla verimin elde edilebilecegi diisiiniilen
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dejenere primer seti olusturuldu. Tasarlanan dejenere primer setleri Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Daha sonra, iiclincii PCR reaksiyonunda kullanilmak {izere, VH ve VL
domainlerinin Overlap PCR yontemi ile birlestirilmesi igin birlestirilmesinde
kullanilacak baglant1 bolgesine spesifik primerler tasarlanmistir. Ayrica bu primerlere,
daha sonraki basamaklarda antikor repertuvarinin fajemid vektére klonlanabilmesi
icin gerekli Sfil restriksiyon kesim bolgesi dizisi de dahil edilmistir. VH ve VL
domainlerinin birlestirilmesinde kullanilacak baglanti bolgesine spesifik primer
dizileri Cizelge 2.2°de verilmistir. PCR reaksiyonu, 50 ng PCR-1 iiriind, 25 pl 2X
Phusion Green Hot Start 1l High-Fidelity PCR Master Mix, 1.5 ul %100 DMSO, 1 pul
(10 uM) forward primer, 1 pl (10 uM) reverse primer, PCR grade su bilesenleri ile
98°C-30sn; 2siklus (98°C-15 saniye (sn), 72°C-30sn); 2 siklus (98°C-15sn, 70°C-
20sn, 72°C-30sn) 2 siklus (98°C-15sn, 68°C-20sn, 72°C-30sn); 2 siklus (98°C -15sn,
66°C-20sn, 72°C-30sn); 2 siklus (98°C-15sn, 64°C-20sn, 72°C-30sn); 2 siklus (98°C-
15sn, 62°C-20sn, 72°C-30sn); 2 siklus (98°C -15sn, 60°C-20sn, 72°C-30sn); 6 siklus
(98°C-15sn, 58°C-20sn, 72°C-30sn); 15 siklus (98°C-15sn, 56°C-20sn, 72°C-30sn);
72°C-5dk kosullarinda yapildi.

Cizelge 2.1. Dalak hiicrelerinden immiinglobulin VH ve VL domainlerinin gogaltilmasi i¢in
tasarlanan primerler

Rat immiinglobiilin hafif zincir (VL)
K1 5'-GCRACCSGCSGCCGYTGAGGCAWAYGACTSAGGCAC -3’

K2 5'-GCWACYTGCRGCCGCTSAGRCASACWACWGASGCAC-3'

UPM_L 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3'

UPM L2 5'-GGCGGTGGCGGTTCTGGTGGAGGTGGATCTCTAATACG ACTCACTATAGGGC-3'
Rat immiinglobiilin agir zincir (VH)

H1 5’'-CAWGYCACWGTGACTRGCTSAG - 3’

H2 5’-CASGTSACSGTYACYGRCWCAG - 3’

UPM_H. 5'-AGCCGGCCATGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGC
UPM_H2 5'-ATCTATGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCTAAT
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Cizelge 2.2. Immiinglobulin VH ve VL domainlerini birlestirmede kullanilacak baglanti
bolgesine spesifik tasarlanan primerler

aa dizisi GGGGEGSGGEGEGGSGEGGEGGGS

Linker GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG
Primerl (Forward) | GGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG-Vstart

Primer2 (Reverse) | Jend-GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCT

Sekil 2.2°de 5°-RACE yontemi 6zetlenmistir.

- MVVWWWWWMWWWWWWMW NBAAAAA -3
Total RNA NVITTTT,
§'-CDS
l Tek zincirli cDNA sentezi
SMM“" WA
g0 e
g - ST AWV MAAAMA-
RT kahp degistirme
A\
5’-RACE Ready § - m—_00X WV, NBAMAA-3
cDNA i ' =
5’RACE PCR
A\
&' m—O00 MMMV NBAAAAA-Y
_Long UP
- , SNVTTTTTy-§
PCR-1
(Universal primerler ile)
\J
§ - T — NBAAMA"— 3
GSPT =y
¥ - — NVTTTT Ty 6
PCR-2
(Gen spesifik primlerler ile)
A\
B~ — 1N8AMAA,”- 3
Short UP
T - — T— -
PCR-3
5’ fragmentin amplifikasyonu
b
§-r J— - ¥
I - — I -

Cift zincirli 5’-RACE fragment

Sekil 2.2. 5°-RACE Yontem Basamaklari (SMARTer RACE 5°/3” Kit Takara #634858)
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2.2.4. Overlap Extension PCR Yéntemi ile immiinglobulin VH ve VL

Bolgelerinin scFv Formatinda Birlestirilmesi

PD-L1-scFv antikor kiitiiphanesinin olusturulma siirecinde, agir ve hafif zincir
degisken bolgelerinin ayni molekiilde birlestirilmesi kritik 6nem tasimaktadir. Bu
amagla yapilan ve iki asamadan olusan Overlap PCR reaksiyonunun ilkinde, fiizyon
i¢cin gerekli olan agir veya hafif zincir geninin tek sarmal formunu liretmek igin DNA
amplifikasyonu, ikincisinde ise, her iki tek sarmal iiriin karisiminin tam bir scFv geni
olusturmasi icin birbiri ile Ortiisen bir baglant1 bolgesi eklenerek tasarlanan primerler
ile birlestirme reaksiyonu yapildi. Yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda, PCR
reaksiyonunda tam uzunluk amplifikasyon Kkalitesini iyilestirmek ig¢in yiiksek-
dogruluk yiiksek-islenebilirlige sahip Q5 DNA polimeraz kullanildi. Ayrica
primerlerin baglanma sicakliklari, Touchdown PCR yontemi ile her bir siklusun
primer baglanma adiminda, primerlerin optimal baglandiklari sicakliklara kadar iki
derece diisiiriilerek daha spesifik baglanmalarin olusturulmasi saglandi. Boylece ilk
sikluslarda uygulanan yiiksek baglanma sicakliklar1 sayesinde primerlerin hedef DNA
dizilerine daha spesifik olarak baglanmasi ile izleyen sikluslarda optimal baglanma
sicakliklarina yaklasan primelerin spesifik hedeflerine daha duyarli bir sekilde

baglanmasi saglandi.

Overlap Extension PCR reaksiyonu, 64 ng VH PCR-2 iiriinii, 50 ng VL PCR-
2 {irling, 0.5 pl Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, 10 mM dNTP, 1X Q5 Reaction
Buffer, 1X High GC Enhancer, PCR-grade su bilesenleri ile yapilan iki asamali PCR
A: 98°C-2dk; 15 siklus (98°C-15sn, 72°C-30sn, 72°C-3dk) PCR B: 98°C-30sn; 15
siklus (98°C-15sn, 72°C-3dk); 15 siklus (98°C-15sn, 70°C-20sn, 72°C-3dk); 5 siklus
(98°C-15sn, 68°C-20sn, 72°C-3dk); 72°C-5dk kosullarinda yapildi.
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2.3. Faj Gosterim Teknolojisi

2.3.1. Fajemid Vektoriin Cogaltilmasi ve Restriksiyon Enzimler ile Kesimi

Faj gosterim teknolojisinde kullanilmak {izere ozellikle segilen pADL20c
fajemid vektorii XL-1 Blue kimyasal kompetent bakteri hiicrelerine transformasyonu
yapilip ampisilinli LB agar petrilerine ekimi yapilip 37°C’de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin iireyen kolonilerden 5 mililitre (ml) ampisilinli YT
besiyerine tek koloni ekim yapilip 37°C 150 Rpm’de gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin lireyen bakteri hiicrelerinden ticari kit ile plazmid izolasyonu
yapildiktan sonra Nhel ve ECORI enzimleri ile kesilerek pADL20c’nin dogrulamasi
yapildi. Dogrulamasi yapilan plazmid 6rnegi biiyliik hacimde cogaltildiktan sonra
saflagtirllmis ve Sfi enzimi ile kesildi. Ligasyon ihtimalini arttirmak ve vektoriin
kesildikten sonra self ligasyonunu 6nlemek i¢in alkalen fosfataz ile 37°C’de 1 saat
inkiibe edilerek defosforilasyon islemi yapildi. Sekil 2.4’te kullanilan fajemid

vektoriin yapisi ile Sfil kesim bolgeleri gosterilmektedir.
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ve buradan 2,5 ul alinarak 50 pl hacimdeki 19 adet elektrokompetent TG-1 tiipiine
transfer edildi. Transformasyon sonrast her bir tiipten 10 pl alinarak ayri bir tiipte
birlestirildi (190 ul) ve bu stok da 10°-107 arahginda diliie edilerek sekiz ayri
ampisilinli 2X YT agara ekildi. Ik basta 19 ayr tiipte bulunan transformasyon iiriinleri
de ayrica 19 adet ampisilinli 2X YT agara ekildi. Sonugta 26 adet petri 37 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, olusturulan ana stok PD-L1-scFv antikor
kiitiiphanesi igerisinde ligasyonun basarili oldugunun gdosterilmesi igin, iireme
gozlenen petrilerin herhangi dort tanesinden 4 ml ampisilinli 2X YT besiyerine tek
koloni ekim yapilarak 37 °C 150 Rpm’de gece boyunca inkiibasyona birakild1 (Ertesi
giin plazmid izolasyonu ve Sfi kesimi ardindan %1’lik agaroz jelde yine gozlenen
yaklagik 1200 bp’lik bantlar bu ana stoktaki ligasyonun basarili oldugunu
gostermistir.). Petrilerde geriye kalan tiim TG-1 kolonileri, iizerlerine 4 ml ampisilinli
2X YT besiyeri eklenerek kazima yoluyla toplandi ve oda sicakliginda 5000xg 10 dk
santriflij edildi. Stipernatan aspire edildikten sonra pellet iizerine %15 gliserol igeren
ampisilinli 2X YT besiyeri eklenerek -80 °C’ye kaldirildi. Boylece scFv antikor faj
kiitiiphanesinin olusturulmasi igin gereken stok rekombinant PD-L1-scFv antikor

kiitiiphanesi olusturuldu.

2.3.4. Helper Faj Stogunun Hazirlanmasi ve Titrasyonu

Ticari olarak satin alinan M13 helper fajinin faj kiitiiphanesi olusturulma
adiminda kullanilabilmesi i¢in Oncelikle bir dizi deney basamagimin yapilmasi
gerekmektedir. Bunun igin, iyi ayrilmis M13 faj plaklarinin elde edilmesi, bu faj
plaklariin tek plak ekimi yoluyla saf helper faj ana stogunun olusturulmasi, ana
stogun helper faj oldugunun dogrulanmasi ve ana stogun konsantrasyonunun

belirlenmesi i¢in titrasyonunun yapilmasi basamaklari sirasiyla yapildi.

fyi ayrilmis M13 faj plaklarmin elde edilmesinde;

(1) kimyasal kompetan TG-1 hiicrelerinden 10 pl alinarak M9 minimal agar

lizerine ¢izgi ekim yapilip 37 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi,
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(2) ertesi giin tireyen kolonilerden 5 ml steril 2X YT besiyerine tek koloni

ekimi yapilip 37 °C 150 Rpm’de yedi saat inkiibasyona birakildi (ODsoo: 0,5),
(3) iireyen bakteri kiiltiiriiniin buz tizerinde 20 dk sogutulup +4 °C’ye kaldirildi,
(4) 5 mM MgClzigeren 2X YT TOP agarin hazirlanip 47 °C’de bekletildi,

(5) 3. basamakta +4 °C’ye kaldirilan bakteri hiicrelerinden sekiz ayr1 bakteri

tiiptine 100 pl eklendi,

(6) Satin alinan M 13 bakteriyofaj stogun steril 2X YT besiyeri igerisinde 107~
1014 araliginda diliie edildi,

(7) her bakteriyofaj diliisyonundan 10 pl alinip 5. basamaktaki 100 pl bakteri

kiilturune eklenerek enfekte edildi,

(8) 4. basamakta hazirlanan 2X YT TOP agar lizerine 266,6 ul IPTG ve 333

ul X-Gal eklenip hemen 7. basamakta enfekte olmus hiicrelerin {izerine 3 ml’ser

eklendi

(9) hemen daha Onceden hazirlanan ve 37 °C’de bekletilmis 5mM MgCl2

iceren 2X YT agar petrilerinin ilizerine dokiildii,

(10) TOP agarin sogumasi ile petrilerin 37 °C’de gece boyunca inkiibasyona
birakild,

(11) ertesi giin iyi ayrilmis faj plaklarmin elde edildi. Bu plaklar ana stogun

hazirlanmasinda tek faj plak ekimi i¢in kullanildi.

M13 faj ana stogun hazirlanmasi igin,

(1) TG-1 tek koloni ekim soliisyonundan 100 pl alinip 5 mM MgCI2 igeren 2X
YT besiyerine eklenip 37 °C 200 Rpm’de 2 saat inkiibe edildi,

(2) inkiibe edilen kiiltiiriin tamaminin 5 mM MgCl2 igceren 45 ml 2X YT

besiyeri igerisinde diliie edilmesi ve bunun 1 ml’sinin bakteri tiipiline alindi,
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(3) daha énceden elde edilmis 10° oraninda diliie edilmis M13 faj plagmin
bulundugu petriden steril 1 ml siringa igne ucu ile bir plak alinarak, daha 6nceden 1
ml 2X YT besiyeri eklenen bakteri tiipiine daldirild1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi,

(4) 3. basamaktaki inkiibe M 13 soliisyonundan 100 pl alinarak, 2. basamakta
hazirlanan TG-1 tiipiine eklendi ve 37 °C 180 Rpm’de 5 saat inkiibe edilerek

enfeksiyonun yapildi,

(5) enfekte soliisyonun 500 ml 50 pg/ml kanamisin igeren 2X YT besiyerine
eklenerek 37 °C 150 Rpm’de gece boyu inkiibasyona birakildi,

(6) ertesi giin lireme gozlenen biiylik hacimli enfekte {iriiniin 10 adet 50 ml’lik

santrifiij tiiplerine boliindii ve tiipler +4 °C’de 10800xg 15 dk santrifiij edildi,

(7) siipernatanin aspire edilmesinden sonra pelletler tizerine 1,5 ml steril TE
tamponunun eklenerek pellet ¢6zdirtildii ve tim tiipler bir tiipe birlestirildi (bu
basamakta M13 fajinin kesim enzimleri ile dogrulanmasi icin ¢ozdiiriilmiis

pelletlerden bir kismi ayrildi.),

(8) M13 tek zincir DNA’larin 0,45 um filtreden gegirilerek steril edildi ve

kiigiik hacimli tiiplere boliinerek -30 °C’de stok olarak saklandi.

M13 fajinin dogrulanmasi i¢in, M 13 ana stogunun hazirlanma basamaklarinda
steril TE tamponu ile ¢ozdiiriilen pelletlerden plazmid izolasyonunun yapildi ve
plazmid 6rneklerinin M 13 faj genomu igerisinde bulunan BamHI ve HindlIII enzimleri
ile kesim (500 ng plazmid 6rnegi, 10U BamHI, 10U HindlIII, 1X NEBuffer 2.1 ve
distile su ile 37 °C 1 saat, 80 °C 20 dk inkiibasyon) yapildi ve %]1’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Dogrulanan ana stok M 13 fajinin deneylerde kullanilmadan

once konsantrasyonu belirlendi.

M13 helper faj ana stogun konsantrasyonunun belirlenmesi igin titrasyon

deneyinde;
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(1) M13 tek zincir DNA stok érneginin 107-10"* araliginda 2X YT besiyeri

icerisinde dilie edildi,

(2) bu diliisyonlardan 10 ul alinarak, daha 6nceden steril bakteri tiiptine 200 pl
eklenmis TG-1 bakteri soliisyonuna (ODsoo: 0,5) eklenerek enfekte edildi,

(3) enfekte soliisyonun {iizerine 47 °C’de 1sitilmig 3 ml 2X YT TOP agar

eklendikten hemen sonra 37°C’de bekletilmis 2X YT agar petrileri tizerine dokiildi,

(4) TOP agar soguduktan sonra petriler 37 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakilds,

(5) ertesi giin petrilerde iireyen faj plaklarimin kontrolii yapilarak ana M13 faj

stogunun konsantrasyonu belirlendi.

2.3.5. Anti-PD-L1-scFv Antikor Faj Kiitiiphanesinin Olusturulmasi ve

Cogaltilmasi

Boliim 2.2.3’te elde edilen rekombinant PD-L1-scFv antikor kiitiiphanesinin
bolim 2.2.4’te hazirlanan helper faj hiicreleri ile enfekte edilmesiyle PD-L1-scFv

antikor faj kiitiiphanesi olusturuldu. Bunun igin;

(1) Boliim 2.2.3’te hazirlanan gliserol ile dondurulmus rekombinant PD-L1-
scFv antikor kiitiiphanesinin (PD-L1-scFv+pADL20c tagiyan TG-1 hiicrelerinin) 1
ml’si 100 ml 2X YTAG besiyerine eklenip ODsoo: 0,5 olana kadar 37 °C 190 Rpm’de
inkiibe edildi,

(2) inkiibe edilen hiicrelerin iizerine 1/20 oraninda (bakteri hiicresi/helper faj
partikiili) M13 helper faj (Bolim 2.2.4’te elde edilen) eklenerek 37 °C’de
calkalamasiz 30 dk enfekte edilmesi sonrasinda 37 °C 180 Rpm’de 30 dk inkiibe
edildi,
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(3) enfekte edilen hiicrelerin 2 adet 50 ml’lik santrifiij tiipiine alind1 ve oda
sicakliginda 3300xg 10 dk santrifiij edildi,

(4) siipernatanin atilarak pelletler 200 ml 2X YTAK besiyeri igerisinde
¢ozdiiriildii ve 37 °C 180 Rpm’de gece boyunca inkiibasyona birakildi,

(5) ertesi giin ¢ogalan faj kiitiiphanesi 4 adet 50 ml’lik santrifiij tiiplerine
aktarilarak +4 °C’de 8000xg 10 dk santrifiij edilerek siipernatanlar 50 ml’lik santrifiij

tiiplerine aktarildi,

(6) siipernatanlarin tizerine 1/5 hacimde PEG/NaCl soliisyonu eklendi ve buz

tizerinde 1 saat inkiibasyonu ile fajlar ¢oktiirtildii,

(7) tiplerin +4 °C’de 10800xg 30 dk santrifiij edilerek siipernatanlar aspire

edildi ve pelletler distile su ile ¢ozdiiriildii,

(8) ¢ozdiiriilen pelletler tizerine 1/5 hacim PEG/NaCl eklendi ve buz iizerinde
20 dk inkiibe edildi,

(9) tipler +4 °C’de 10800xg 10 dk santrifiij edilerek siipernatanlarin aspire

edilmesi ile pelletler bir araya toplanarak 2,5 ml steril PBS ile ¢ozdiirtildi,

(10) ttipler oda sicakliginda 11600xg 10 dk santrifiij edilerek bakteri debrisi

uzaklastirilds,

(11) sadece fajlar igeren siipernatan (bu drnekten 10 pl alinip faj kiitiiphanesi
titrasyon analizi yapildi.) (Input-1) biopanningde kullanilmak {izere giin iginde

kullanildi ve geri kalan1 %15 gliserol eklenerek -80 °C’ye kaldirildu.

Faj kiitiiphanesinin titrasyonun belirlenmesi i¢in;

(1) 10 pl faj kiitiiphane 6rnegi PBS ile 107-101 araliginda diliie edildi,

(2) daha 6nceden tek koloni ekimi yapilmis TG-1 hiicrelerinden 50 ul alinip 5
ml 2X YT besiyerine ekimi yapild1 ve ODsoo: 0,5 olana kadar 37 °C 180 Rpm’de
inkiibe edildi,
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(3) inkiibe bakteriler 8 adet steril bakteri tiiptine 200 ul eklendi,

(4) bakteri hiicrelerinin tizerine 10 pl diliie edilmis faj kiitiiphanesi ornekleri

eklenerek enfeksiyonun yapildi,

(5) hemen 37 °C’de bekletilmis 2X YTAG agar iizerine ekildi ve 37 °C gece
boyu inkiibasyona birakildi,

(6) ertesi giin petrilerde tlireyen kolonilerin kontrolii ile faj kiitliphanesinin

konsantrasyonu belirlendi.

2.3.6. Anti-PD-L1-scFv Antikor Faj Kiitiiphanesinin Afinite Secimi
(Biopanning)

Boliim 2.2.5°te ¢ogaltilan PD-L1-scFv antikor faj kiitliphanesi i¢erisinde PD-
L1 antijenine yiiksek spesifite ve afinite ile baglanan antikorlari tasiyan fajlarin se¢imi

lic dongiide yapildi.

Immiinotiipler icerisinde afinite seleksiyonu igin yapilan birinci segim
dongiisiinde; (1) immiinotiipiin 20 pg/ml konsantrasyonda steril PBS igerisinde
sulandirilan PD-L1 antijeni ile kaplanarak +4°C’de gece boyunca inkiibasyona
birakilds,

(2) ertesi giin antijen soliisyonunun toplandi ve immiinotiip steril PBS ile bir

defa yikandi,

(3) immiinotiip bloklama soliisyonu (%2 siit tozu igeren steril PBS) ile

doldurularak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi,

(4) immiinotiip ti¢ defa steril PBS ile yikandi,
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(5) boliim 2.2.5’te elde edilen silipernatan faj kiitiiphanesinden 100 pl alinarak
4 ml bloklama soliisyonuna eklendi ve bu soliisyon immiinotiipe eklenerek oda

sicakliginda karistirici tizerinde 1,5 saat inkiibe edildi (panning in basamagi),
(6) immiinotiip sekiz defa PBST ile, on defa PBS ile yikandi,

(7) immiinotiip lizerine 1 ml 100 mM trietilamin eklenerek oda sicakliginda

karistirict izerinde 30 dK inkiibe edildi (eliisyon basamagt),

(8) immiinotiipte eliie edilen {iriin, daha énceden 0,5 ml 1M TrisCl (pH: 7,4)

konulmus bakteri tiipiine eklendi (faj notralizasyon basamagi),

(9) nétralize fajlar TG-1 (ODesoo: 0,5) hiicreleri tizerine eklendi ve 37 °C’de
calkalamasiz 30 dk inkiibe edildi,

(10) bu stoktan 100 pl almp 2X YT besiyeri igerisinde 1072-10° araliginda
diliie edilip 2X YTAG agar tizerine ekildi ve 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi

(biopanningden ¢ikan faj konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in),

(11) geriye kalan stogu oda sicakligi 3300xg 10 dk santrifiij edildive
stipernatan aspire edilerek pellet 1 ml 2X YT ile ¢ozdiiriildii ve 4 adet 2X YTAG agar
petrilerine ekilip ve 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakild: (ikinci biopannning

dongiistine sokulacak faj stogu olarak kullanild1.),

(12) ertesi giin titrasyon petrilerinin kontrolil ile faj kiitiiphane konsantrasyonu

kontrol edildi,

(13) ertesi giin yogun iireme goézlenen petrilerdeki ikinci afinite seg¢imine
sokulacak hiicreler %15 gliserol iceren 2X YTAG besiyeri ile agardan hafifce

kazinarak toplandi,

(14) bu stoktan 2 ml’si aliip 100 ml 2X YTAG besiyerine eklenerek 37 °C
230 Rpm’de OD600: 500 olana kadar inkiibe edildi,

(15) geriye kalan gliserollii stok tiiplere béliinerek -80 °C’ye kaldirildi
(Output 1),
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(16) 14. basamakta ¢ogaltilan bakteri soliisyonuna 1/20 oraninda helper faj
eklenerek 37 °C’de galkalamadan 30 dk, 37 °C 180 Rpm’de 30 dk inkiibe edildi,

(17) enfekte hiicreler oda sicakliginda 3300xg 10 dk santrifiij edildi ve pellet
100 ml 2X YTAK besiyerinde ¢ozdiiriilerek 37 °C 160 Rpm’de gece boyunca

inkiibasyona birakildi,

(18) buradan 40 ml’sinin almip +4 °C 10800xg 10 dk santrifiij edilip
slipernatant alinarak yukaridaki protokole benzer seklide PEG/NaCl ile fajlar
¢oktiiriildii ve ikinci afinite segimine girecek fajlar (Input-2) elde edildi.

Ikinci afinite se¢iminde immiinotiipe kaplanan PD-L1 antijen konsantrasyonu
yartya digiiriilerek 10 pg/ml yapildi, bunun nedeni daha diigiik antijen kosullarinda
yiiksek afinite ile baglanan fajlarin elde edilmesini saglamakti. Diger biopanning

basamaklari birinci afinite se¢iminde yapildigi gibi tekrarland.

Ugiincii afinite segiminde yine yar1 yariya azaltmaya gidilerek immiinotiipe
kaplanan PD-L1 antijen konsantrasyonu 10 pg/ml yapildi. Yine yukarda ayrintilt bir
seklide yazilan birinci afinite se¢iminin protokolii uygulanarak elde edildi. Boylece
afinite se¢im dongiisii lic ayr1 defa yapilmis, her defada immiinotiipe kaplanan PD-L1

protein miktar1 yar1 yariya azaltilarak daha giiclii ve spesifik baglanan fajlar elde

edildi.

Daha yiiksek afiniteli baglandig diisiiniilen ikinci ve lgilincii afinite se¢im

fajlar1 poliklonal faj ELISA’da kullanildi.

2.3.7. PD-L1 Antijenine Baglanan Anti-PD-L1-scFv Fajlarimin Poliklonal
ve Monoklonal Faj ELISA ile Tanimlanmasi

Afinite se¢im sonucunda elde edilen fajlardan PD-L1 antijenine en yiiksek

afiniteyle baglananlarin saptanmasi igin poliklonal ve monoklonal faj ELISA yapildi.
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Poliklonal faj ELISA igin;

(1) yiiksek antijen baglama oOzelligine sahip 96-kuyucuklu ELISA plagi
kaplama tamponu igerisinde bir kismmin 10 ug/ml PD-L1 antijeni ile diger bir
kisminin 10 pg/ml BSA (kontrol grubu) ile kaplanip +4°C’de gece boyunca

inkiibasyona birakildi,

(2) ertesi giin protein igeren kaplama tamponlar1 toplandi ve kuyular {i¢ defa

PBS ile yikand,
(3) kuyulara 250 ul %3 BSA igeren PBS eklenip 37 °C’de 1 saat bloklands,
(4) kuyular ti¢ defa PBS ile yikandi,

(5) kuyulara 100 pul eklendikten sonra tizerlerine 50 ul afinite se¢imi yapilmig
fajlar eklendi, bu kuyu ana stok olarak kullanilarak yan tarafindaki iki kuyuya sirasiyla
1:3 diliisyonlar1 yapildi (BSA kaplanan kuyulara da 1:3 oraninda diliisyon yapilmasi)
ve 37 °C’de 1 saat inkibe edildi,

(6) kuyular ti¢ defa PBS, ti¢ defa PBST ile yikandi,

(7) kuyulara 50 ul PBST ile sulandirilmis anti-M13 HRP antikoru eklendi ve
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi,

(8) kuyular ii¢ defa PBST, ii¢ defa PBS ile yikandi, (9) kuyulara 100 ul TMB
substrat tamponu eklendi ve 37 °C karanlikta 30 dk inkiibe edildi, (10) kuyulara 50 pl

Stop soliisyonu eklendi ve hemen 450 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi.

Daha spesifik anti-PD-L1-scFv antikorlarin se¢imi i¢in, PD-L1 proteinine
baglandig1 gosterilen 6rneklerden tek koloni ekim yapilip monoklonal faj ELISA’ya
gecildi.
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Monoklonal faj ELISA ig¢in;

(1) poliklonal faj ELISA ile PD-L1 antijenine baglandigi gosterilen faj
orneklerinin 10 ml 2X YT besiyerine tek koloni ekimi yapilmis TG-1 hiicrelerinin

(ODeoo: 0,5) tizerine eklenmesi ve 37 °C’de ¢alkalamadan 30 dk enfeksiyonu yapildi,

(2) oda sicakliginda 3300xg 10 dk santrifiij sonras1 elde edilen pelletin 2X YT
besiyerinde ¢ozdiiriildiikten sonra 2X YTAG agara ekimi ve 37 °C’de gece boyunca
inkiibasyonu yapildi,

(3) ertesi giin petride iireyen kolonilerden 96 tanesinin alinip her bir kuyucukta
100 pl 2X YTAG besiyeri bulunan yiiksek antijen baglama kapasitesine sahip ELISA
plagina ekimi yapildi ve 30 °C 150 Rpm’de gece boyunca inkiibe edildi,

(4) treme gozlenen kuyulardan 10 ul’ser alinip igerisine 200 ul 2X YTAG
besiyeri eklenen yeni ELISA plagina ekim yapilip 37 °C 150 Rpm’de 1 saat inkiibe
edildi,

(5) her kuyu iizerine 25 ul 10° helper faj igeren 2X YTAG besiyeri eklendi ve
37 °C ¢alkalamadan 30 dk, 37 °C 150 Rpm 1 saat enfekte edildi,

(6) ELISA plag1 1800xg 10 dk santrifiij edilerek pelletlerin 200 pl 2X YTAK
besiyerinde ¢ozdiriildi ve 30 °C 150 Rpm’de gece boyunca inkiibe edildi,

(7) aym giin i¢inde yiiksek antijen baglama 6zelligine sahip 96-kuyucuklu
baska iki adet ELISA plagi kaplama tamponu igerisinde 96 kuyunun 10 ug/ml PD-L1
antijeni ile kalan 96 kuyunun 10 ug/ml BSA (kontrol grubu) ile kaplanip +4°C’de gece

boyunca inkiibasyona birakildi,

(8) ertesi giin protein igeren kaplama tamponlar1 toplandi ve kuyular ii¢ defa

PBS ile yikandi,
(9) kuyulara 250 ul %3 BSA igeren PBS eklenip 37 °C’de 1 saat bloklandi,

(10) kuyular ti¢ defa PBS ile yikandi,
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(11) kuyulara 100 ul PBST eklendikten sonra iizerlerine 6. basamakta inkiibe
edilen ELISA plag1 1800xg 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatanlarindan 100 pl
eklenerek 37 °C 1 saat inkiibe edildi,

(12) kuyular ti¢ defa PBST, ti¢ defa PBS ile yikandi,

(13) kuyulara 50 ul PBST ile sulandirilmis anti-M13 HRP antikoru eklendi ve
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi,

(14) kuyular ti¢ defa PBST, ii¢ defa PBS ile yikandi,

(14) kuyulara 100 ul TMB substrat tamponu eklendi ve 37 °C karanlikta 30 dk
inkiibe edildi,

(15) kuyulara 50 pl Stop soliisyonu eklendi ve hemen 450 nm’de absorbans
6l¢timii yapildi.

Okunan absorbanslara bakildiginda her bir 6rnegin BSA kontrollerine gore 2-
3 kat1 veya daha fazla absorbans gésteren ornekler anti-PD-L1-scFv antikoru pozitif
olarak kabul edildi ve bu 6rneklerin daha ileri analizlerini yapabilmek i¢in 2X YTAG
besiyerine tek koloni ekimleri yapilip 37 °C 160 Rpm’de gece boyunca inkiibasyona
birakildi.

2.3.8. Anti-PD-L1-scFv Antikor Pozitif Orneklerinin Dogrulanmasi

Tek koloni ekimi yapilan anti-PD-L1-scFv antikor pozitif &rneklerin
dogrulanmasi i¢in plazmid izolasyonu yapildiktan sonra VH + VL spesifik primeler
ile PCR yapildi. Bunun ig¢in; tek koloni ekim yapilan Orneklerden plazmid
izolasyonunun yapildiktan sonra plazmidlerden PD-L1-scFv’yi c¢ogaltmak igin
Overlap Extension PCR asamasinda kullanilan VH+VL i¢in spesifik olarak tasarlanan

primerler kullanilarak PCR yapildi %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.
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2.4.2. Anti-PD-L1-scFv-His-pFUSEZ2ss plazmidinin HEK293 Hiicrelerine
Transfeksiyonu

HEK?293 hiicreleri T25 flaska 7x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 37°C %5
CO:z2 igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre yogunlugu ortalama %70
civarinda olan HEK293 hiicreleri ile anti-PD-L1-scFv-His-pFUSE2ss plazmidi
transfeksiyon ajani araciligiyla transfekte edildi. Ozetle, 650 pl serumsuz ve
antibiyotiksiz DMEM igerisine ~3,5 pg plazmid DNA eklenip pipet ucu ile hafifce
karistirildiktan sonra iizerine 14 pl transfeksiyon ajani eklenmis ve oda sicakliginda
30 dk inkiibasyona birakildi. HEK293 hiicrelerinin besiyeri aspire edildikten sonra,
inkiibe edilen transfeksiyon kompleksi flaskin farkli bdlgelerine pipet ucu ile
damlatilip hafifce karigtirildi. Son olarak flask tizerine 5 ml %10 FBS igeren ve
antibiyotik icermeyen DMEM eklenip 37°C %5 CO: iceren ortamda 72 saat

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra hiicrelerin besiyeri toplanip -30°C’ye kaldirild1. Hiicreler
tizerine %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin-amfoterisin iceren DMEM ve 4 pg/ml
blastisidin eklenip, 72 saat 37°C %5 CO:2 ig¢eren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu
sekilde her 72 saatte bir tazelenen blastisidin ile se¢im islemine devam edildi.
Blastisidin ile seg¢ilen anti-PD-L1-scFv-His-plazmid pozitif hiicreler daha sonra ayri
bir hiicre kiiltiir flaskina alinip 4 ug/ml blastisidin %210 FBS %1 penisilin-streptomisin
iceren DMEM besiyerinde ¢ogaltilmaya devam edildi. Bu siirede HEK293 hiicreleri
tarafindan besiyerine eksprese edilen anti-PD-L1-scFv antikorlarinin saflastiritlmasi

toplanan tiim besiyerler -30 °C’ye kaldirild1.

2.5. Immobilize Metal Afinite Kromatografisi IMAC) Yéntemi ile Anti-
PD-L1-scFv-His Antikorunun Saflastirilmasi

Uretilen anti-PD-L1-scFv antikoru polihistidin (6xHis) afinite etiketleri ile

fiizyon seklinde eksprese edildigi i¢in, saflastirilmasinda immobilize metal afinite
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kromatografi (IMAC) yontemi kullanildi. HEKZ293 hiicrelerinin ana besin
kaynaklarindan olan FBS’nin igerisinde bulunan albliminin Ni-NTA re¢inesine 6xHis
ile yarismali olarak baglanarak scFv antikorunun regineye baglanma verimini
diistirecegi bilindiginden, protein saflagtirma verimini arttirmak igin transfeksiyon
asamasinda HEK293 hiicrelerinin FBS oram1 kademeli olarak azaltildi. Ancak
transfeksiyon sonrasi elde edilen ve igerisinde antikor bulundugu tahmin edilen
besiyerlerinde anti-HisTag western blot antikoru ile anti-PD-L1-scFv-His antikorunun
kontrolii yapildiginda, %10 FBS iceren HEK293 hiicrelerinin %5 ve %2,5 FBS iceren
HEK?293 hiicrelerine gore cok daha fazla antikor iirettigi saptandi. Bundan dolayz,
antikor verimini en yiiksek seviyede tutmak icin transfeksiyon deneyi tekrarlanarak

sadece %10 FBS’li besiyeri ile devam edildi.

Ni-NTA saflagtirma kitinin verimini diistiren albiiminin toplanan transfeksiyon
besiyerlerinden uzaklastirilmasi i¢in, albiimine yiiksek afiniteyle baglanarak onun

ayrilmasini ve saflastirllmasini saglayan Cibacron Blue 3GA kullanildi.

Bunun ig¢in;

(1) kolon igerisindeki 3 ml Cibacron Blue 3GA reginesi 30 ml 0,01 M TrisHCI

(pH: 7,6) ile dengelendi,

(2) kolona blastisidin se¢im sonrasi toplanan besiyerlerinden 6 ml eklendi ve

yer ¢ekimi etkisiyle regineye tutunmayan antikorlar uzaklastirildi,

(3) kolona 30 ml 0,01 M TrisHCI (pH: 7,6) eklendi ve regineye baglanmamis
proteinler uzaklastirildi,

(4) kolona 6 ml 0,01 M TrisHCI (pH: 7,6) + 1,5 M NaCl eklenerek regineye
tutunan albiiminin eliisyonu yapildi. Bu deney sonucunda ikinci basamakta kolondan

asag1 gecen antikor i¢eren soliisyon alinip Ni-NTA saflagtirma kiti ile saflagtirilda.
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Saflastirma i¢in;

(1) 3 ml Ni-NTA regine igeren kolondaki saklama tamponu oda sicakliginda
700xg 2 dk santrifiij ile uzaklastirilds,

(2) kolon 6 ml dengeleme tamponu (10 mM imidazol + PBS) eklenerek

dengelendi ve 700xg 2 dk santrifiij ile tampon uzaklastirildi,

(3) kolon iizerine Cibacron Blue 3GA ile albiimini uzaklastirilmis antikor
ornegi 6 ml eklendi, karistiricida 30 dk inkiibe edildi ve 700xg 2 dk santrifiij ile

recinete tutunmayan antikor dis1 proteinler uzaklastirildi,

(4) kolon ti¢ defa 6 ml yikama tamponu (25 mM imidazol + PBS) ile yikandi

ve 700xg 2 dk santrifijj ile regineye baglanmayan proteinler uzaklastirildi,

(5) kolon ii¢ defa eliisyon tamponu (250 mM imidazol + PBS) eklendi ve 700xg
2 dk santrifiij ile re¢ineye tutunan anti-PD-L1-scFv-His antikorlari elde edildi.

Saflastirma sonrasi elde edilen anti-PD-L1-scFv-His antikorlarinin Bradford
tayini yapildi ve farkli eliisyon orneklerindeki konsantrasyon araligi 90-290 ug/ml

olarak hesaplandi.

Antikorun dogrulanmasi i¢in anti-His Tag antikoru ile %12 resolving ve %6

stacking jel hazirlanarak western blot analizi yapildi.

2.6. Anti-PD-L1-scFv-His Antikorunun PD-L1 Ligand Baglama

Ozelliklerinin Test Edilmesi

Saflastirilan anti-PD-L1-scFv antikorunun antijen afinitesi tayini i¢in non-

kompetitif ELISA yapildi. Sirasiyla;

(1) yiiksek antijen baglama o6zelligine sahip 96 kuyucuklu plagi kaplama
tamponu (0,1 M Sodyum karbonat, pH: 9,5) igerisinde 2 pg/ml PD-L1 proteini ve
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kontrol olarak 2 pg/ml BSA ile kaplanip +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona
birakild,

(2) ertesi giin kaplama tamponlar1 toplandi ve kuyular iki defa PBS ile yikandi,

(3) kuyulara saflastirilan anti-PD-L1-scFv antikoru %2 FBS igceren PBS
igerisinde diliie edilerek 2 pg/ml (1:1 diliisyon)- 1 pug/ml (1:2 dilisyon)- 0,5 pg/ml
(1:4 dilisyon)- 0,25 pg/ml (1:8 diliisyon) konsantrasyonlarinda eklendi ve 37 °C’de 2

saat inkiibe edildi,
(4) kuyular iki defa yikama tamponu ile yikandi,

(5) kuyulara PBS ile sulandirilmig 100 ul (0,5 pug) Anti-HisTag HRP antikoru
eklenip 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi,

(6) kuyular iki defa yikandi,

(7) kuyulara 100 ul TMB substrat soliisyonu eklendi ve karanlikta 30 dk inkiibe
edildi,

(8) kuyulara 50 ul stop soliisyonu eklenip hemen 450 nm’de absorbans 6l¢iimii

yapildi.

2.7. Anti-PD-L1-scFv Antikorunun In Vivo Etkinliginin Test Edilmesi

PD-L1 eksprese eden CRL2539 (4T1) fare meme kanseri hiicreleri BALB/c
farelere 1x10° say1da subkutan olarak enjekte edilerek tiimor modeli olusturulduktan
sonra ticari olarak satilan anti-PD-L1 monoklonal antikor (Avelumab) ile saflastirilan
anti-PDL1-scFv antikorunun karsilastirmali olarak tedavi etkinlikleri takip edildi. Bu

amagla 3 ¢alisma grubu olusturuldu.
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Al: CRL2539 Avelumab deney grubu: 400 pg
A2: CRL2539 Anti-PD-L1-scFv deney grubu: 18 pg

A3: CRL2539 Kontrol Grubu: Sadece tiimdr olusturulup herhangi bir tedavi

verilmemis grup.

Uygulanan Avelumab konsantrasyonu (400 ug), insan dozuna esdeger olacak
sekilde hesaplandi. Belirlenen anti-PD-L1-scFv konsantrasyonu (18 ng) ise, bu
doktora tezinin bagli oldugu projede PD-L1-scFv-Ga®® baglanma calismalar
yapilirken 4T1 tiimor modelinde tedavi etkinligi saptanmis olan konsantrasyon
miktartydi. iki tedavi grubunda da tiimér enjeksiyonu yapildiktan sonraki sekizinci
giinden itibaren 72 saatte bir toplamda dort defa tedavi verilmis ve sonrasinda takip
yapildi. Deney hayvanlar ilacin olas1 yan etkileri agisindan giinliik olarak izlenmis ve
tiimor dlglimleri yapildi. Deney protokolii sonunda veya tiimdr hacmi 1500 mm®e

ulasan hayvanlara 6tanazi uygulanda.

2.8. istatisatiksel Yontem

[statistiksel analizler SPSS for Windows 10.0 programi kullanilarak yapildi.
Deney gruplarinda deney siiresince izlenen tiimor hacimleri Ortalama+Standart Hata
olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklar Anova-Repeated Measures test ile test
edildi. Sag kalim analizleri Kaplan-Meier yontemi ile yapildi ve log-rank testi
uygulandi.
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3. BULGULAR

3.1. PD-L1 Antijeni ile Rat immiinizasyonu Sonucu Olusan Serum
Antikor Titre Tayini

Immiinizasyon sonrasinda ratlarin kulaklarindan alinan 1 ml kan 6rneginden
serum kismi ayrildi ve bu serum 6rneklerinden PD-L1 proteinine karsi olusan antikor

varliginin ve antikor titrelerinin belirlenmesi amaciyla ELISA testi yapildu.

Sonuglar Cizelge 3.1°de verilmis olup, ¢izelgenin sol tarafinda antikor

titrasyon oranlari, sag tarafinda absorbans (OD) degerleri gosterilmektedir.

LOD (limit of detection) = 3X blank bufferin standart sapmasi / kalibrasyon
¢izgisinin egimi; LOQ (limit of quantification) = 10X blank bufferin Standart sapmasi
/ kalibrasyon ¢izgisinin egimi formiiliiyle hesaplandi. Bu hesaplamalara gére OD
0,0798’in tizerindeki degerler pozitif olarak kabul edildi.
Elde edilen bu sonuglara gore, PD-L1 ile immiinize edilen ratlarda antikor titrelerinin
1/243000 oldugu goriildii ve boylece ratlarin uygun anti-PD-L1 antikor titresine sahip
oldugu gosterildi.

Cizelge 3.1. Rat serumlarinda anti-PD-L1 antikor titresinin belirlenmesi amaciyla yapilan
ELISA sonuglari

1. rat 2. rat 1. rat 2. rat

Antikor titrasyon oranlari OD (Abs)
A 1/1000 1/1000 A 2,8607 2,9482
B 1/3000 1/3000 B 2,7066 2,7689
C 1/9000 1/9000 C 2,2643 2,0772
D 1/27000 1/27000 D 1,4475 1,2008
E 1/81000 1/81000 E 0,9876 0,5831
F 1/243000 1/243000 F 0,4407 0,2669
G Assay buffer G 0,0318 0,0419
H Negatif fare serumlari H 0,036 0,0438
Negatif ort 0,0399
Cut off 0,0798
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Boost isleminden 3 giin sonra ratlar sakrifiye edilerek alinan dalak hiicrelerinin

total RNA izolasyonu yapildu.

3.2. Dalak Hiicrelerinden izole Edilen Total RNA Orneginin Kalite
Kontrolii

izole edilen RNA &rneginin degrede olup olmadigin kontrolii %2’lik agaroz
yiriitilerek kontrol edildi. Sekil 3.1‘de gosterildigi gibi yiiriitiilen total RNA
orneginde net 28S rRNA (~5000 bp) ve 18S rRNA (~2000 bp) bantlar1 goriildiigiinden
RNA’nin degrede olmadigi ve total RNA izolasyonunun basarili oldugu kabul edildi.

Bases
9,000 —
7,000 —

RNA  Total
Lgdder RNA
’

5,000 — 5000

3000
2000

3,000 —
18S

2,000 —

1,000 —

500 —

Sekil 3.1. izole edilen total RNA 6rneginin agaroz jel elektroforezi

RNA kalitesinin kontrolii ayrica Agilent Bioanalyzer cihazi ile de yapildi.
Sekil 3.2°de goriildiigii gibi, analiz sonucunda 18S ve 28S rRNA pikleri elde edilmis
olup RIN degeri 7,5 olarak saptandi (Ideal RIN aralig: 7-10).
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Sekil 3.3. 5’-RACE PCR ile gogaltilan rat immiinglobulin hafif (VL) ve agir (VH) domainleri

Uriinlerin tamanu %1’lik agaroz jelde yiiriitiiliip bant boyutlar1 dogrulandiktan

sonra jel ekstraksiyon Kkiti ile jelden ekstrakte edilip sonrasinda saflik ve konsantrasyon
Olctimii yapildi.

Ekstrakte edilen VH ve VL PCR ornekleri linker baglanti bolgesi eklenen
primerler ile yeniden PCR yapildi. Sekil 3.4’de gosterildigi gibi iirinlerin tamami
%1°lik agaroz jelde yiiriitiiliip bant boyutlar1 dogrulandiktan sonra jel ekstraksiyon kiti

ile jelden ekstrakte edilip sonrasinda saflik ve konsantrasyon dl¢iimii yapildi.

Sekil 3.4. Linker baglant1 bolgesi eklenen VL ve VH immiinoglobulin molekiilleri
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3.4. Overlap Extension PCR Yontemi ile Baglant1 Bolgesi Eklenen VH ve

VL immiinglobulin Genlerinin Birlestirilmesi ve Cogaltilmasi

Immiinglobulin agir ve hafif zincirlerini birlestirip scFv yapisinda antikor elde
etmek i¢in baglanti bolgeleri eklenen VH ve VL immiinoglobiilin molekiilleri Sekil
3.5’te gosterildigi gibi, iki agsamali overlap extension PCR yontemi ile birlestirildi

(yaklasik 1200bp) ve ¢ogaltildi.
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Sekil 3.5. Linker baglanti bolgesinden baglanan VH+VL molekiilleri ve bu asamada
uygulanan PCR kosullar1

3.5. pADL20c Fajemid Vektoriin Kesim Enzimleri ile Dogrulanmasi

Sekil 3.6’da gosterildigi gibi, Nhel ve ECORI enzimleri ile kesilip %1°lik
agaroz jelde yiritilerek pADL20c vektoriin dogrulamasi yapildi. 3390 bp
uzunlugundaki pADL20c vektoriinde Nhel kesim bolgesi vektoriin 3359., ECORI
kesim bolgesi ise 2004. bolgesinde bulunmaktadir. Bu enzimler ile kesim sonucu

agaroz jelde biri 1355 bp’de digeri 2575 bp’de olmak iizere iki bant saptandi.
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Sekil 3.6. pADL20c vektoriiniin Nhel ve ECORI kesim enzimleri ile dogrulanmasi

3.6. Rekombinant Anti-PD-L1-scFv Antikor Kiitiiphanesinin

Dogrulanmasi

Sekil 3.7°de Sfil ile kesimi yapilan plazmid 6rneklerinin %1°lik agaroz jel
goriintiisii bulunmaktadir. Yaklagik 1200 bp boyutunda goriilen bant ile PD-L1-scFv
antikor kiitliphanesi dogrulanarak ligasyonun basarili oldugu kabul edildi. Jel
goriintiisiinde ayrica goriilen farkli boyutlardaki bantlar (500-900 bp), rekombinant
PD-L1-scFv antikor tasiyan fajemid vektorlere farkli uzunlukta friinlerin de

eklendigini ve antikor kiitiiphanesinin ¢esitli oldugu gostermektedir.
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3.8. M13 Helper Fajimin Kesim Enzimleri ile Dogrulanmasi

M13 faj1 8668 bp uzunlugunda olup, bu dizinin igerisinde bulunan BamHI
kesim bolgesi 2220-2025 bp, Hindlll kesim bolgesi ise 7401-7406 bp araligindadir.
M13’lin BamHI ve HindIII enzimleri ile kesimi sonucu 5176 bp ve 3492 bp olmak
tizere iki ayr1 dizi olusacaktir. Buna uygun sekilde, Sekil 3.9°da gortildugi gibi %1°lik
agaroz jelde yaklasik 5000 bp ve 3500 bp’de bant gézlendi.

Sekil 3.9. M13 fajinin BamHI ve HindllI ile kesimi

3.9. Helper Faj Titrasyon Analizi

Sekil 3.10°da goriildiigii {izere, 107-10" diliisyon araliginda 10*? diliisyona
kadar faj plag: gozlenirken, 1023 ve 10" diliisyon petrilerinde {ireme gdzlenmedi.
Bundan dolay1, M 13 helper faj ana stok konsantrasyonu 1x10*? pfu/ml olarak saptandi.
PD-L1-scFv antikor faj kiitiiphanesinin olusturulma deneylerinde bu konsantrasyona

gore hesaplama yapildi.
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3.14. Monoklonal Faj ELISA Pozitif Plazmid Orneklerinin PCR ile

Kontrolii

Monoklonal faj ELISA’da pozitif olarak degerlendirilen orneklerden izole
edilen plazmidlerin antikorun VH+VL i¢in spesifik olarak tasarlanan primerler ile
PCR’1 sonucu Sekil 3.15’de gorildigi gibi ~1200 bp boyutunda bant elde edildi.

Sekil 3.15. Monoklonal faj ELISA pozitif plazmid &rneklerinin PCR’indan elde edilen PD-
L1-scFv 6rnekleri

3.15. Anti-PD-L1-scFv Genine 6xHis-Tag Eklenerek Tasiyic1 Plazmidine

ve Ekspresyon Plazmidine Klonlanmasi

Anti-PD-L1-scFv antikor geni, ekspresyon vektoriine klonlanip HEK293
hiicrelerinde transfeksiyonun yapilabilmesi gerekli kesim enzim bdlgelerini ve
saflastirilabilmesi i¢in gerekli 6X Histidin etiketini iceren primerler ile PCR yapilarak
cogaltildi. Sekil 3.16°da beyaz kutucuklar icerisinde gosterildigi gibi PCR sonucunda
¢ogalan ~1200 bp boyutundaki antikor iirinii daha sonra jelden ekstrakte edildi.
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Sekil 3.16. Kesim enzim bolgeleri ve 6X Histidin etiketi igeren anti-PD-L1-scFv-His tiriinii

Jelden saflastirilaran anti-PD-L1-scFv-His geni pJET1.2/blunt vektoriine
klonlandiktan sonra antikorun ligasyonunun dogrulanmasi i¢in Xhol ve Xbal
enzimleri ile kesim yapildi. Sekil 3.17°de beyaz kutucuklar igerisinde goriildigi gibi,
anti-PD-L1-scFv-His geni kesim sonras1t ~1200 bp’de goriilmektedir. Sekilde ayrica
goriilen ~3000 bp’deki bantlar pJET1.2/blunt vektoriine aittir.

%00

250

Sekil 3.17. pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmig anti-PD-L1-scFv-His {iriiniiniin Xhol/Xbal
enzimleri ile dogrulanmasi
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Sekil 3.18. A’da igerisinde anti-PD-L1-scFv-His geni oldugu dogrulanan
plazmidin ECORI ve Xhol enzimleri ile kesimi sonucu jelde ~1200 bp’de anti-PDL1-
scFv antikor geni ve 2974 bp boyutundaki pJET1.2/blunt plazmidi, B’de pFUSE2ss-
ratk plazmidinin ECORI ve Xhol enzimleri ile kesimi sonucu boyutu ayni kalip 3845

bp’de plazmidin kendisi goriilmektedir.
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Sekil 3.18. Anti-PD-L1-scFv-His tagityan pJET1.2/blunt plazmidi (A) ile pFUSE2ss-ratk
ekspresyon plazmidinin (B) ECORI ve Xhol ile kesimi

Sekil 3.19°da goriilen ~1200 bp iirilin ile pFUSEss vektoriine klonlanmis anti-
PD-L1-scFv-His iiriiniiniin ECOR/Xhol enzimleri ile dogrulamasi yapild:.
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Sekil 3.19. pFUSEss vektoriine klonlanmis anti-PD-L1-scFv-His {iriiniiniin ECOR/Xhol
enzimleri ile dogrulanmasi

3.16. HEK293 Hiicrelerinde Anti-PD-L1-scFv-His-pFUSE2ss Pozitif
Master Hiicre Elde Edilmesi

HEK293 hiicreleri ile anti-PD-L1-scFv-His-pFUSE2ss  plazmidinin
transfeksiyonu sonrasi dort hafta boyunca blastisidin se¢imi ile anti-PD-L1-scFv-His-
pFUSE2ss pozitif hiicreler elde edilmis ve sonrasinda g¢ogaltildi. Sekil 3.20°de

blastisidin ile pozitif klon secilmesi ile ilgili ¢alismalara ait 6rnekler verilmistir.
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3.18. Anti-PD-L1-scFv Antikorunun PD-L1 Ligand Baglama Analizi

Anti-PD-L1-scFv antikorunun PD-L1 antijenine afinitesi ELISA yontemi ile
tayin edildi. Sekil 3.22’de goriildiigii gibi, saflastirilan anti-PD-L1-scFv antikoru, PD-
L1 antijenine ayni1 konsantrasyondaki BSA’ya gore yaklasik 2,8 kat fazla baglanma
gosterdi. PD-L1 antikor konsantrasyonu 1:8 oraninda diliie edilse bile, anti-PD-L1

antikoru PD-L1 antijenine BSA’ya gore hala iki kat daha fazla baglandig1 gosterildi.
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Diliisyon Oranlari

PD-L1 -scFv/BSA Absorbans Kat Orani

Sekil 3.22. Anti-PD-L1-scFv antikorunun farkli diliisyonlarda PD-L1 antijeni ve BSA
proteinine baglanma absorbanslarinin oranlanmasi

3.19. Anti-PD-L1-scFv Antikorunun In Vivo Etkinlik Analizi

Cizelge 3.4’deki medyan sag kalim siirelerinde ve Sekil 3.23°deki sag kalim
egrilerinde goriildigii gibi, istatistiksel olarak anlamli olmasa da PD-L1 ekspresyonu
yiiksek 4T1 fare tiim6r modelindeki anti-PD-L1 tedavi grubu ile kontrol grubunun
medyan sag kalim stireleri arasinda hemen hemen bir fark gézlenmezken, anti-PD-L1-
scFv grubunun medyan sag kalim siiresi kontrol grubuna gore dikkat ¢ekici bir sekilde

arttigr gosterildi.
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4. TARTISMA

Immiin kontrol noktas: inhibitdrleri, tedavisi zor birgok tiimérde kalici klinik
yanitlar sagladigi i¢in kanser tedavisinde devrim etkisi yaratmistir. Ancak hastalarin
bliyiik bir kisminin tedaviden yanit gérememesi, ilaglarin yan etki potansiyelinin
yiiksek olmas1 nedeniyle farkli tedavi secenekleri ve kombinasyonlari iizerinde yogun
bir sekilde caligilmaktadir. Bir antikorun antijen baglayan en kiigiik fonksiyonel
fragmenti olan scFv antikorunun tam antikor molekiiliine kiyasla arastirma, teshis ve

klinik uygulamalarda kullanim potansiyeli yiiksektir.

Bu doktora tezinde, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak rekombinant
anti-PD-L1-scFv antikoru tiretildi. Bunun igin, fare PD-L1 proteini ile immiinize
edilen rat dalaklarindan elde edilen cDNA’larin antikorun antijeni taniyan degisken
bolgelerine (VH ve VL) spesifik primeler tasarlanarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi
(Sekil 3.3) ardindan, bu iki bdlgenin birlestirilebilmesi i¢in baglayici ve esnek bir
bolgeye spesifik tasarlanan primerler ile cogaltildi (Sekil 3.4). Baglayic1 bolgeler
iceren VH ve VL dizileri Overlap Extension PCR yontemi ile iki asamali olarak
birlestirildi ve ardindan ¢ogaltildi (Sekil 3.5). scFv geninin eksprese olabilmesi i¢in
rekombinant antikor iiretiminde en yaygin olarak kullanilan faj gdsterim yonteminden
yararlanildi. Elde edilen scFv kiitiiphanesinin fajemid vektoriine klonlanmasiyla elde
edilen rekombinant anti-PD-L1-scFv fajemid vektorii faj-kompetan bakteri
hiicrelerine transforme edilerek rekombinant antikor kiitiiphanesinin olusturulmasi
saglandi. Ardindan fajemid igeren antikor kiitiiphanesinin helper faj ile enfeksiyonu
sonrast anti-PD-L1-scFv antikor faj kiitiiphanesi olusturuldu. Bu faj kiitiiphanesi
icerisinde PD-L1 antijenine en yiiksek afinite ile baglanan fajlarin se¢imi, belirli ortam
ve tampon kosullarinda kati bir yiizey iizerine adsorbe edilen PD-L1 antijenine
baglanma aktivitelerine gére yapildi. Afinite se¢imi sonrasi yiiksek afiniteli fajlarin
tanimlanmasi igin poliklonal ve monoklonal faj ELISA deneyi (Cizelge 3.2-3.3)
yapildi. Buradan elde edilen antikor tastyan faj 6rnekleri scFv molekiiliine spesifik
primerler ile ¢ogaltilarak ve DNA dizileme yontemi ile dogrulandi. Yiiksek afinite ile

baglandig1 dogrulanan antikorlar1 tasiyan plazmid rekombinant antikorlarin en ¢ok
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tercih edildigi ekspresyon sistemlerinden biri olan memeli HEK293 hiicrelerinde
eksprese olmasi i¢in pFUSE2ss ekspresyon vektoriine klonlandi (Sekil 3.19). Anti-
PD-L1-scFv tasidigi dogrulanan plazmid HEK293 hiicreleri ile transfekte edildikten
sonra blastidin antibiyotigi ile se¢im yapilarak ortamda sadece antikor tasiyan
ekspresyon vektoriiniin ¢ogalmast saglandi (Sekil 3.20). HEK293 hiicrelerinden
besiyerine eksprese edilen anti-PD-L1-scFv drnekleri toplanarak Immobilize Metal
Afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirildi (Sekil 3.21). Saflastirilan antikor
tirtiniiniin ligand baglanma etkinligi test edildikten sonra (Sekil 3.22) anti-PD-L1
antikoru ile karsilastirmak tizere in vivo etkinligi test edildi. Elde edilen anti-PD-L1-
scFv antikorunun PD-L1 antijenine baglandig1 gosterildi ve istatistiksel olarak anlamli
olmasa da anti-PD-L1 antikoruna kiyasla PD-L1 pozitif fare tiimér modelinde daha
uzun bir sag kalim siiresi (Cizelge 3.4, Sekil 3.23) ve daha yavas tiimor geligimi
sagladigr (Sekil 3.24) gosterildi.

Immiin kontrol noktas1 inhibitdrlerinin anti-tiimér etkinliginin arttirilmast i¢in
genel olarak ¢caligmalar PD-L1-scFv ile diger bir immiinoterapi stratejisi olan onkolitik
viroterapi kombinasyonlarina yonelmektedir. Bu tedavide, kanser hiicrelerini segici
olarak enfekte ederek yok edebilen, tiimor ile iliskili antijenlerin salinmasini
indiikleyerek antitimoral immiin yanitlar olusmasini saglayan replikasyon defektif
viriisler kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada, retroviral vektor ile birlestirilen PD-
L1-scFv irliniiniin (RRV-scFv-PD-L1), fare tiimér modellerinde anti-PD-1 ve anti-
PD-L1 moAb tedavileri ile karsilastirilabilir veya daha {istiin immdiin aracili antitiimor
aktivitesi sagladig1 gosterildigi icin bu iirlinlin, piyasada onaylanmis antikorlara
kiyasla daha gelismis bir glivenlik ve etkinlik profili saglayabilecegi sdylenmektedir
(Mitchell ve ark., 2019). Bagka bir ¢alismada PD-L1-scFv antikorunun onkolitik viriis
tedavisiyle birlestirilerek elde edildigi VSVMI15R-PD-L1 iirliniiniin fare timor
modellerinde giiglii bir terap6tik etkinligi oldugu gosterilmistir (Wu ve ark., 2019). Bir
baska ¢aligmada ise PD-L1-scFv antikoru ile patojenik olmayan replikasyon defektif
rekombinant adeno-iliskili vektor (rAAV) birlestirilerek olusturulan rAAV-PD-L1-
scFv'nin kolorektal ve meme fare tiim6r modellerinde test edilmesi sonucunda, timor
mikrogevresinde PD-1-CD8" T hiicrelerinde artis saptanirken, diizenleyici T

hiicrelerinde, M2 makrofajlarda ve miyeloid kdkenli baskilayici hiicrelerde azalma
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meydana geldigi i¢in {irlinilin, etkili antitiimor sitotoksik T lenfosit aktivitesi nedeniyle
kanser tedavisinde anti-PD-L1 mAb tedavisine alternatif olabilecegi gosterilmistir (H.
Wang ve ark., 2022). Bu nedenle immiin kontrol noktas1 inhibitorlerinin ciddi yan etki
potansiyellerinin inhibe edilmesi ve tedavi etkinliklerinin arttirilmasi i¢in tam antikor
yapilarindan ziyade scFv gibi daha kiiciik formatta ve immiin sistemin aktive olmasini
destekleyecek diger tedavi segenekleriyle kombine edilmesi fikri {izerinde

durulmaktadir.

Rutinde bakilan PD-L1 IHC boyamanin g¢esitli dezavantajlart oldugu
bilindiginden tiimor hiicrelerindeki PD-L1 ekspresyon seviyesinin tespiti i¢in farklh
teshis yontemleri tizerinde c¢alisilmaktadir. Tiimorlerdeki PD-L1 ekspresyonunun
onceden saptanarak immiinoterapiden yarar gorecek hastalarin belirlenmesi igin de
calismalar yapilmaktadir. PD-L1-scFv formatinda olmasa da Zr® ile baglanan PD-L1
antikoru ile yapilan bir ¢alismada %°Zr-DFO-6E11 PET goriintiilemenin timor
cevabim takibinde de yararli olabilecegi gosterilmistir (Christensen ve ark., 2020).
Baska bir ¢calismada Ga-68 isaretli PD-L1 nanobodynin spesifik olarak MC38 insan
PD-L1 timor xenograftinda tiimor dokusunda biriktigi (Qin ve ark., 2021) ve bu
nanobodynin timdr cevabini takibinde de kullanilabilecegi gosterilmistir (Lv ve ark.,
2020). Tam PD-1 ve PD-L1 antikorlar: ile radyoaktif izleyicilerin kombine edildigi
calismalar da yapilmistir. KHDAK'da PD-L1 ve PD-1 ekspresyonunun, sirasiyla 8F-
BMS-986192 ve 8Zr-nivolumab radyoaktif izleyiciler kullamlarak PET-CT
goriintiileme ile non-invaziv olarak Olgiilebilecegi gosterilmistir (Niemeijer ve ark.,
2018). Bensch ve arkadaslari tarafindan, {i¢ tlimor tipinde 22 hastada zirkonyum-89
etiketli atezolizumabin PET aracilig1 ile biyolojik dagilimimi karakterize edilmis ve
atezolizumab ile tedavi edilen kayith hastalarda zirkonyum-89-isaretli atezolizumab
timdr tutulumunun, objektif yanit orani, progresyonsuz sag kalim ve genel sag kalim
ile pozitif korelasyon gosterdigini bulmuslardir (Niemeijer ve ark., 2018). Bu
caligsmalar, PD-L1'in timoérlerdeki anti tiimor immiin aktivitelerin tespit edilmesi ve
izlenmesi i¢in bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Ayrica
gorlintiiye dayali tasarlanan bu biyobelirteclerin invaziv olmamasi nedeniyle,
gelecekte anti-PD-1/PD-L1 immiinoterapisine daha ¢ok katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada hedeflenen amaca ulasilmis olup, PD-L1’e spesifik oldugu
gosterilen anti-PD-L1-scFv antikoru basarili bir sekilde tiretildi. PD-L1 antijenine
spesifik oldugu ve PD-L1 eksprese eden fare tiimor modellerinde tedavi etkinligi
sagladig1 gosterilen anti-PD-L1-scFv antikorunun hem diagnostik hem de terapotik
acidan ticarilesme potansiyeli yiiksektir. Murin ve insan PD-L1 arasindaki protein
sekans 6zdesligi %77 oldugu i¢in elde edilen 6zgiin anti-PD-L1-scFv antikorunun
insan PD-L1’ini de taniyabilme potansiyeli yiiksek olup diger anti tiimér ilaglar1 ve

kimyasallar1 timor hiicrelerine tasimada giiglii bir tasiyici olarak kullanilabilecektir.

Immiin kontrol noktas: inhibitorlerinin biiyiik klinik basarilarina ragmen
hastalarin biiyiik bir kisminin tedaviye yanit vermemesi nedeniyle yarar gormeyecek
hasta grubunun tedaviden 6nce belirlenmesi gerekmektedir. Rutinde bakilan PD-L1
IHC boyamanin cesitli dezavantajlar1 oldugu bilindiginden farkli teshis yontemleri
tizerinde calisilmaktadir. Bu calismada elde edilen PD-L1-scFv antikorunun bir
radyoniiklid ile birlestirilmesi planlanmaktadir ve bu sayede immiinoterapi tedavisi
alacak hastalarin tiimor hiicrelerindeki PD-L1 ekspresyon seviyelerine gore tedaviden

yarar gorilip gérmemesi dngoriilebilecektir.

Elde edilen scFv antikoru rat kdkenli oldugu i¢in, insan ¢alismalarinda yan etki
potansiyelinin  azaltilmast  i¢gin  humanizasyon c¢aligmalarinin  yapilmasi

planlanmaktadir.

Immiin kontrol noktas inhibitdrlerinin yan etki potansiyelinin azaltilmasi ve
tedavi etkinliginin arttirllmasi i¢in, tartigma boliimiinde gosterilen calismalardaki
onkolitik viriis ¢aligmalarina benzer fikirde daha etkili kombinasyonlar {izerinde

calisilmasi planlanmaktadir.

Ayrica kanser arastirmalarinda PD-L1 teshisinde kullanilmak iizere elde edilen

PD-L1-scFv ile kaplanmisg ELISA kiti tasarimi yapilmasi planlanmaktadir.
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OZET

Kanser Tami ve Tedavisinde Kullamlmak Uzere Anti-PD-L1-scFv Antikor
Gelistirilmesi

Kanser ciddi bir saglik sorunu olup, diinyada morbidite ve mortaliteye yol agcan
hastaliklarin baginda gelmektedir.

Kanser hiicreleri ile miicadelede, viicudun en 6nemli silah1 olan T hiicrelerinin
antijen tanimasinda ve aktivasyonunda rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmas: ile
daha spesifik ve etkin tedavi ajanlar1 gelistirilmesi miimkiin hale gelmistir. Aktive T
hiicrelerinde bulunan PD-1, immiinolojik aktivasyonu sinirlandiran ve inhibe eden bir
molekiildiir. T hiicrelerinde bulunan PD-1’e baglanarak bu inhibisyonun
gergeklesmesini saglayan baslica iki ligand (PD-L1 ve PD-L2) bulunmaktadir. Bu
ligandlar antijen sunan hiicrelerin yani sira diger stromal hiicrelerde ve timor
hiicrelerinde de bulunmaktadir. Timor dokusunda PD-L1 ekspresyonunun artisi ile
tiimorler kendilerine kars1 geligsmis olan spesifik T hiicre cevabini baskilayarak immiin
sistemden kacar ve biiylimeye devam eder. Bu noktadan yola ¢ikarak, PD-1 reseptorii
veya PD-L1 ligandinin bloke edilmesiyle tiimdrlere karsti T hiicre cevabinin
arttirilmasi igin tiretilen monoklonal antikor tedavileri son 10 yil igerisinde ileri evre
kanser tedavisinde benzeri goériilmemis bir basar1 sergilediginden onkoloji alaninda
devrim yaratmistir. Klinik c¢alismalarda tiimor dokusunda immunohistokimyasal
olarak PD-L1 ekspresyonu oldugu gosterilen hastalarda daha yiiksek oranda tedavi
yaniti elde edildigi gosterilmistir. Timorlerdeki PD-L1 ekspresyonunun, bu molekiilii
hedefleyen tedaviler igin bir biyobelirte¢ olabilecegi ongoriilmektedir. Hastalarin
Oonemli bir oraninin PD-1/PD-L1 ajanlarindan yarar gorememesi, tedavilerin
hastalarda immiin iligkili toksisiteye neden olmas1 ve tedavi maliyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle, bu tedavilerin rasyonel kullanimini saglayarak, immiinoterapilerden yarar
gorecek hasta gruplarinin belirlenmesinde prediktif biyobelirteglere ihtiyag vardir.

Tam antikorlarin, biiyiik molekiil yapilari nedeniyle dokuya gegislerde sorun
olusturabilmesi ve hastalarda antikorun tasidigi Fc kismi nedeniyle ciddi yan etki
potansiyeli tasimalart nedeniyle rutin kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Antikor
molekiiliinlin scFv fragmenti, bir antikorun antijen baglayan en kiiciik fonksiyonel
halkasini igerir. scFv antikorunun arastirma, teshis ve klinik uygulamalar gibi bir¢ok
alanda kullanim potansiyeli yiiksektir. scFv antikor yapisinin tam antikorlara kiyasla
daha kiiciik olmasi, tiimorlere ve diger dokulara daha hizli ve esit bir sekilde niifuz
etmesine olanak saglar. Bu fragmentlerin kandan daha hizli atilabilmesinden ve
saglikli dokunun bu antikorlara diisiik oranda maruz kalmasindan dolay1 scFv
antikorlar1 anti-kanser ilaglar1 ve radyoniiklitler ile birlestirilerek kanser tedavisinde
ve goriintiillenmesinde kullanilabilir.

Bu ¢alismada rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, PD-L1 antijenine
kars1 immiinizasyon Yyoluyla elde edilen sigan dalak hiicre c¢cDNA’larinin
immiinglobiilin VH ve VL degisken bdlgelerinin spesifik primerler ile ¢ogaltilmasi ve
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sonrasinda bu bolgeleri birlestiren baglayici diziyi iceren primerler ile birlestirilip bir
scFv molekiilii olusturuldu. Elde edilen scFv antikor kiitiiphanesinin faj gosterim
yontemi araciligi ile fajlarin yiizeyinde eksprese ettirilmesi saglandiktan sonra afinite
secimi yapilarak PD-L1 antijenine en yiiksek afinitede baglanan anti-PD-L1-scFv
antikorunun elde edilmesi saglandi. Yiiksek afiniteli anti-PD-L1-scFv antikorunun
HEK293 hiicrelerinde eksprese ettirilmesi ve IMAC yontemi ile saflastiriimasi
sonrasi, antikorun antijen baglama performanslari saptandi ve tam anti-PD-L1
antikoru ile in vivo tedavi etkinligi kiyaslandi.

Elde edilen 6zgiin anti-PD-L1-scFv antikoru dogrudan immiin sistemi aktive
etmek icin kullanilabilecegi gibi diger anti tiimdr ilaglar1 ve kimyasallar1 timor
hiicrelerine tasimada giiclii bir tasiyici olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Ayrica
elde edilen anti-PD-L1-scFv antikorunun bir radyoniiklid ile baglanmasi ile hastalarin
anlik PD-L1 ekspresyon oraninin tespit edilmesi sayesinde dogru PD-L1 ekspresyon
seviyesi analizi yapilarak PD-L1’in immiinohistokimyasal analizindeki kisitliklarin
giderilmesine katki saglayanabilir.

Anahtar Kelimeler: Anti-PD-L1-scFv, Faj gosterim, PD-L1, Rekombinant antikor,
sckv
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SUMMARY

Development of Anti-PD-L1-scFv Antibody for Use in Cancer Diagnosis and
Treatment

Cancer is a serious health problem and one of the leading diseases that cause
morbidity and mortality worldwide.

In the fight against cancer cells, it has become possible to develop more
specific and effective treatment agents by elucidating the mechanisms involved in
antigen recognition and activation of T cells, the body's most important weapon. PD-
1 found in activated T cells is a molecule that limits and inhibits immunological
activation. Two main ligands (PD-L1 and PD-L2) enable this inhibition to occur by
binding to PD-1 in T cells. These ligands are found on antigen-presenting cells, other
stromal cells, and tumor cells. With the increase of PD-L1 expression in tumor tissue,
tumors suppress the specific T-cell response developed against them and escape from
the immune system and continue to grow. From this point of view, monoclonal
antibody therapies produced to increase the T cell response against tumors by blocking
the PD-1 receptor or PD-L1 ligand have revolutionized the field of oncology, as they
have shown unprecedented success in the treatment of advanced cancer in the last 10
years.

In clinical studies, it has been shown that a higher rate of treatment response
was obtained in patients who were shown to have PD-L1 expression in tumor tissue
by immunohistochemistry. PD-L1 expression in tumors is predicted to be a biomarker
for therapies targeting this molecule. Predictive biomarkers are needed to determine
patient groups that will benefit from immunotherapies because a significant proportion
of patients do not benefit from PD-1/PD-L1 agents, the treatments cause immune-
related toxicity in patients, and the high cost of treatment. The routine use of full
antibodies is restricted due to their large molecular structure, causing problems in
tissue penetration and the potential for serious side effects in patients due to the Fc part
they carry. The scFv fragment of the antibody molecule is the smallest functional link
of an antibody that binds antigen. The scFv antibody has a high potential for use in
many fields such as research, diagnostics and clinical applications. The smaller scFv
antibody structure compared to whole antibodies allows it to penetrate tumors and
other tissues more quickly and evenly. Because these fragments can be removed from
the blood faster and healthy tissue is less exposed to these antibodies, scFv antibodies
can be combined with anti-cancer drugs and radionuclides to be used in cancer
treatment and imaging.

In this study, an scFv molecule was formed by obtaining and combining the
immunoglobulin VH and VL variable regions from rat spleen cell cDNAs obtained by
immunization against PD-L1 antigen using recombinant DNA technology. After the
scFv antibody library obtained was expressed on the surface of the phages by means
of the phage display method, affinity selection was made to obtain the anti-PD-L1-
scFv antibody that binds to the PD-L1 antigen with the highest affinity. After
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expression of high-affinity anti-PD-L1-scFv antibody in HEK293 cells and
purification by IMAC method, the antigen binding performances of the antibody were
determined and the in vivo treatment efficacy was compared with the full anti-PD-L1
antibody. The unique anti-PD-L1-scFv antibody obtained can be used to activate the
immune system directly, as well as have the potential to be used as a potent carrier in
delivering other anti-tumor drugs and chemicals to tumor cells. In addition, by binding
the obtained anti-PD-L1-scFv antibody with a radionuclide and detecting the instant
PD-L1 expression rate of the patients, accurate PD-L1 expression level analysis can
contribute to the elimination of the limitations in the immunohistochemical analysis
of PD-L1.

Keywords: Anti-PD-L1-scFv, PD-L1, Phage display, Recombinant antibody, scFv
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