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OZET

DOKTORA TEZI

VASKULER ENDOTEL BUYUME FAKTORU(VEGF)’NUN REKOMBINANT
OLARAK URETILMESI, SAFLASTIRILMASI VE BIiYOLOJIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

HULYA KUDUG

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI:PROF. DR. iISA GOKCE

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorleri (VEGF) genel olarak endotel hiicre biiyiimesi,
anjiyojenez ve vaskiilojenez gibi fonksiyonlar gostermektedir. VEGF165 proteini VEGF
ailesi igerisinde en yiiksek anjiyojenik etkiye sahip tiirii olup birgok hiicre ve doku
tiriinde bulunmaktadir. VEGF165, 6zellikle VEGF reseptorlerine baglanarak ve bu
reseptorleri aktive ederek endotel hiicreleri i¢cin mitojenik faktor olarak rol almaktadir.
Bu tez calismasinda, insan VEGF165 proteinin (rhVEGFies) rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak maya ekspresyon sisteminde iiretimi gerceklestirilmistir. Bu
caligmanin {i¢ amaci, VEGF165 geninin klonlanmasi; Kluyveromyces lactis sisteminde
rekombinant olarak ekspresyonu ve saflastirilmasi; endotel hiicreleri icin biyolojik
karakterizasyonunun belirlenmesidir. VEGF165 geni K. lactis pKLAC2 vektoriine K.
lactis’e ait a-MF dizisinin alt bolgesine klonlanmistir. VEGF165-pKLAC2 kontsriiktii
lineer hale getirilip K. lactis kompetent hiicrelerine tranforme edilmis ve K. lactis
genomuna entegrasyonu saglanmistir. Transforme hiicrelerin se¢ilimi azot bulunmayan
ve asetamid igeren besiyerinde gergeklestirilmistir. VEGF165 His-etiketi ile eksprese
edilmis ve K. lactis kiiltiir ortamima sekresyonu saglanmistir. Amonyum siilfat ile
coktirme ve nikel temelli afinite kromotografisi teknikleri saflastirma amaci ile
kullanilmistir. Saflastirilmis thVEGF165 SDS-PAGE yontemi ile kalitatif olarak analiz
edilmistir. Bu c¢aligmada iiretilen rekombinant VEGF165’nin biyolojik olarak aktifligi
insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilarak yapilan proliferasyon
analizi ile belirlenmis ve ECsy degeri 3.06 ng/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica in vitro
yara modeli olusturularak yara iyilesmesi iizerine olan etkisi arastirilmistir.

2017, 100 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
rekombinant protein, K. lactis



ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

PRODUCTION of RECOMBINANT VEGF (VASCULAR ENDOTHELIAL
GROWTH FACTOR), PURIFICATION and INVESTIGATION of
BIOLOGICAL PROPORTIES

HULYA KUDUG

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR:PROF. DR. iSA GOKCE

Vascular endothelial growth factors (VEGFs) generally have functions such as
endothelial cell growth, angiogenesis and vasculogenesis. Human VEGF s is the most
efficient angiogenic factor variant in the VEGF family and mainly found in many
different cells and tissues. Especially, VEGFigs plays a role as an endothelial cell
mitogenic factor via binding and activating of VEGF receptors. In this study, the
expression of human protein VEGF165 (rhVEGFis) has been achieved using
recombinant DNA tecnology in yeast expression system. The following three aims of
this project are focusing on cloning of VEGF165 gene, expression and purification of
the protein from the yeast Kluyveromyces lactis recombinantly and its biological
characterization for endothelial cells. The gene VEGF165 was cloned into expression
vector, pKLAC2 downstream of K. lactis a-MF. The VEGF165-pKLAC?2 construct was
linearized and transformed into K. lactis competent cells and integrated in its genome by
electroporation. The selection of transformed strains was carried out using nitrogen-free
medium containinig acetamide. VEGF165 was expressed with His-tag and secreted in
K. lactis culture medium. Ammonium sulfate precipitation and the nickel based affinity
chromotography were used for purification. Purified VEGF165 was qualitatively
analyzed by SDS-PAGE. The recombinant VEGF165 was functionally active as
assessed by human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) proliferation assay with
ECso of 3.06 ng/mL. In addition, in vitro wound model was created and its effect on
wound healing was investigated.

2017, 100 PAGES

KEYWORDS: Vascular endothelial growth factor (VEGF), recombinant protein, K.
lactis
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

be baz gifti

g Gram

mg Miligram

ml Mililitre

uM Mikromolar

M Molar

mM Milimolar

nm Nanometre

rpm dakikadaki devir sayisi (rotatory per minute)
KisaltmalarAciklama

a-MF alfa eslesme faktor

APS Amonyumpersiilfat

BSA sigir (bovine) serum albiimin
DMSO dimetil siilfoksit

DNA Deoksiribontikleikasit

vii



dNTP deoksiriboniikleosit trifosfat

E. coli Escherichia coli

ER endoplazmik retikulum

K. lactis Kluyveromyces lactis

LB Luria-Bertani

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir
PCR polimeraz zincir reaksiyonu

PIPES piperazin-N,N'-bis (2-ctanesiilfonik asit)

PMSF fenil metil siilfonil florit

P. pastoris Pichia pastoris

r'VEGF rekombinant vaskiiler endotel biiyiime faktorii

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS PAGE sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
SP sinyal peptidaz

SOB super optimal broth

TAE tris-asetat-EDTA

TEMED N,N,N’,N’- Tetrametilenetilendiamin

VEGF Vaskiiler endotel biiylime faktorii
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1. GIRIS

Biiytime faktorleri hiicresel aktiviteleri endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin
mekanizmalarla etkileyebilen ve bu etkiyi ¢ok diisik konsantrasyonlarda
gosterebilen protein yapida molekiillerdir. Biiytime faktorleri etkilerini ancak o
faktore ait reseptorlere sahip hiicreler lizerinde gostermektedir. Genellikle tirozin
kinaz yolagmimn uyarilmasi ile hiicre i¢inde sinyalizasyon baslamaktadir. Biiylime
faktoriinlin -~ matriksteki  ¢ozlnirliigi  bliyime  faktoriinin o  bolgedeki

konsantrasyonunu degistirerek hiicrenin verecegi yanit1 etkilemektedir.

Biiytime faktorleri etki gosterdikleri hiicre tiirline gore smiflara ayrilmaktadir.
Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF) ailesi 6zellikle endotel hiicreleri igin
spesifiktir ve Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorleri siiperailesinin bir iiyesidir.
Viicutta birgok hiicre tipinde sentezlenen VEGF, fizyolojik ve patolojik olaylarda
onemli etkilere sahiptir. Endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve
diferensiyasyonuna sebep olmaktadir. Damar olusumu ve gelisiminin iki 6nemli
mekanizmasi olan vaskiilojenez ve anjiyojenez i¢in gerekli ve 6nemlidir. Bunun
yaninda viicutta yara iyilesmesi, embriyogenez ve daha bir¢ok kronik inflamatuar

hastaliklarda etki gostermektedir.

VEGF-A VEGEF ailesinin bir smifi olup alt1 adet izoforma sahiptir. VEGF165 VEGF-
A smifinin en mitojenik Ozellikte izoformu olup vaskiilojenez ve anjiyojenezi
tetiklemektedir. Viicuttaki aktif formu, iki adet 165 amino asittten olusan ve yaklasik
40 kDa biiyiikligiindeki homodimer yapidadir. Amino ucu reseptér baglanma

bolgesi, karboksil ucu ise heparin baglanma bolgesi tasimaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisi iki farkli tiirin DNA’larinin birlestirilmesi esasina

dayanan modern biyoteknolojinin gelismesinde biiyiik katkist olan bir teknolojidir. Bu



teknoloji hedeflenen bir genin konukgu bir organizmaya aktarilarak biiyiik miktarlarda
ifadelenmesini amaglamaktadir. Bakteri, maya ya da bazi Okaryotik canlilarda dogal
olarak bulunan, halkasal ve ¢ift zincirli DNA molekiilleri olan plasmidler, genetik
miithendisligi teknikleri kullanilarak vektor olarak tasarlanmaktadir. Vektorler tiretilmek
istenilen bir proteine ait genin konukgu bir organizmada ifadelenmek iizere kullanildig:
klonlanma araglaridir. Temel olarak vektorler antibiyotik direng geni, replikasyon orijini
bolgesi ve hedeflenen DNA bdolgesinin eklenebilecegi ¢oklu klonlama bdlgesinden
olusmaktadir. Coklu klonlama bélgesinde bulunan restriksiyon enzim bdlgeleri
kullanilarak hedeflenen genin vektor DNA’sina klonlanmasi saglanmaktadir. Bir genin
ifadelenmesi igin vektor tlizerinde promotor bolgesinin alt kismia klonlanmasi
gerekmektedir. Boylece genin ifade edilmesinin baslangici i¢in gerekli olan
transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz gibi enzimlerin baglanmasini
saglanmaktadir. Olusturulan rekombinant DNA konukg¢u hiicreye kimyasal ya da
fiziksel yollarla tranforme edilmektedir. Transforme hiicreler rekombinant plasmidin

tagidig1 genin {riinii olan proteini ancak bu sekilde ifadelemektedir.

Giliniimiizde rekombinant DNA teknolojisi, medikal ve ilag sektoriinde tedavi ve
gelistirme amagl farkli insan proteinlerinin, hormonlarinin, asilarin ve gen terapi
rtinlerinin Uretimi gibi genis bir yelpazede kullanima sahiptir. 1980°1i yillarinin
basinda insiiliin ve hepatit B ylizey antijenin (HBsAg) rekombinant olarak {iretilmesi ile
bu alanda biiyiik bir gelisme katedilmis ve insan serum albiimii gibi tedavi amaglh

bir¢ok proteinin tiretimi ile gelismeler devam etmistir.

Rekombinant protein iiretimi teknolojisinde yiiksek verimlilik saglayan Escherichia coli
bakterisi, rekombinant protein {iretimi i¢in kullanilmis ilk organizma olup kisitli post-
translasyonel modifikasyonlar gibi dezavantajlara sahip olmasina ragmen giliniimiizde
yaygin olarak kullanilmaya devam edilmektedir. Bakteriyal sistemlere karsi maya
ekspresyon sistemleri, sekresyon yolaklarina sahip olmasi ve hedef proteinleri dogal

formda aktif bir sekilde iiretebilmesinden dolay1r 6nemli avantajlara sahiptir.



Kluyveromyces lactis son yillarda rekombinant protein {iretiminde 6nemli avantajlara
sahip olan bir maya ekspresyon sistemidir. K. lactis’in yiiksek kiiltiir yogunluguna hizli
ulasilabilmesi ve yiiksek verimlilikte rekombinant protein iiretimini saglamasindan
dolay1 son yillarda 6zellikle gida ve yem sektoriinde endiistriyel dlgekte protein iiretimi
amaglt kullanilmaktadir. Giliniimiize kadar prokimozin, ksilanaz gibi endiistriyel
proteinlerin yani sira insan serum albiimini gibi insan proteinlerinin sekresyon yolu ile
yiiksek verimde iiretimine olanak saglamistir. Sahip oldugu avantajlarindan dolay1 K.
lactis devam eden c¢alismalar ile gittikge Onem kazanan bir sistem olarak

disiiniilmektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda insan biiyiime faktorlerinden VEGF165’nin K. lactis
organizmasinda rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretimi gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismanin ii¢ temel amaci bulunmaktadir: VEGF 5 geninin K. lactis ekspresyon
vektorii olan pKLAC2 vektoriine klonlanmasi; klonlanan VEGF6s geninin K. lactis
sisteminde rekombinant olarak ekspresyonu, sekresyonu ve saflastirilmasi; elde edilen
saf VEGFi65’nin endotel hiicreleri {izerinde proliferasyona olan etkisinin arastirilarak
biyolojik aktivitesinin tespit edilmesi. pKLAC2 vektdriiniin ¢oklu klonlama bolgesine
bulunan restriksiyon enzimleri kullanilarak VEGF165 geni bu bolgeye klonlanmustir.
Klonlama K. lactis’e ait a-MF dizisinin alt bolgesine gergeklestirilerek bu sinyal peptidi
ile hedef proteinin hiicre disina sekresyonu saglanmistir. EkSpresyon 0Oncesinde
VEGF165-pKLAC2 rekombinant DNA’st Sacll enzimi ile kesilerek lineer hale
getirilmistir. Elektroporasyon teknigi ile lineer DNA’nin kompetent K. lactis
hiicrelerine transformasyonu ve K. lactis genomuna entegrasyonu gergeklestirilmistir.
Transformantlarin  secilimi azot bulunmayan ve asetamid igeren besiyerinde
gerceklestirilmistir. Boylelikle pKLAC2 vektoriinde bulunan asetemidaz geninden
dolay1 azot icermeyen ortamda transforme hiicrelerin asetamidi metabolize edebilme
yeteneginden dolayr hiicrelerin segilimi saglanabilmistir. Genomik DNA izolasyonu
sonrasinda PCR metodu ve DNA dizi analizi ile genoma entegrasyon dogrulanmistir.
Pozitif transformantlar segilerek ekSpresyon caligmalar1 ile devam edilmistir. His-
etiketli VEGFies'nin K. lactis kiiltiir ortamina sekresyonu gergeklestirilmistir.
Rekombinant VEGFg5 besi ortamindan amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve sonrasinda

Nikel temelli afinite kromotografisi ile saflastirilmistir. Saflastirilan protein



spektrofotometrik olarak kantitatif, SDS-PAGE teknigi ile Kkalitatif olarak analiz
edilmistir. 300 mL maya kiiltiiriinden yaklasik 1.7 mg saf protein elde edilmistir. Saf
proteinin biyolojik aktivitesi in vitro hiicre kiiltiirii calismalari ile tespit edilmistir. Insan
umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilarak yapilan proliferasyon
caligmalarinda rekombinant VEGFies'nin en etkili oldugu yar1 konsantrasyon degeri
MTT analizi sonrasinda 3.06 ng/ml olarak tespit edilmistir. In vitro olusturulan yara
modeli tizerinde VEGF65’nin yara iyilesmesine olan etkisi negatif ve pozitif kontrol

sonuclar ile karsilagtirilmistir.

Yapilan c¢alismalarda VEGF45 proteinin  bakteriyel ve Okaryotik sistemlerde
rekombinant olarak tretildigi gosterilmektedir. Pizarro ve arkadaslari (2010) tarafindan
rhVEGFs5 geni E.coli pBR322 vektoriine klonlanmis ve E.coli 64D1 konuk¢u
hiicrelerinde rekombinant olarak iiretilmistir. Inkiiliizyon cisimciklerindeki proteinin
yeniden katlanmasi saglanarak ii¢ basamakli saflastirma prosesi ile protein eldesi

gerceklestirilmistir.

Kang ve arkadaslart (2013), pBAD-HisA-VEGFes rekombinant vektoriinii E.coli
TOPI10 hiicrelerinde iiretmisler ve afinite kromotografisi ile saflastirdiktan sonra CPAE
(calf pulmonary artery endothelial) hiicrelerinde proliferatif etkisini gézlemlemislerdir.

En yiiksek aktivite gosterdigi konsantrasyonu 25 ng/mL olarak belirlemislerdir.

Salimi ve Babashamsi (2016), HeLa hiicrelerinden saflastirdiklari VEGF 15 genini E.
coli pET-32a(+) vektoriine klonlandiktan sonra BL21(DE3) E. coli susunda
ekspresyonunu indiikleme stiresini ve sicakliginin optimizasyonunu

gerceklestirmislerdir.

2013 yilinda Bang ve arkadaglar tarafindan yapilan calismada VEGFie5 geni pET-
32a(+) vektoriine klonlanmig BL21(DE3) E.coli susunda ekspresyonu saglanmistir.
Inkiiliizyon cisimciklerinden saflastirilan proteinin HUVEC iizerinde olan hiicre

cogalmasina olan etkisi ve damarlanmaya olan etkisi arastirilmistir.



VEGF65 biiylime faktérii CHO (Chinese hamster ovary) hiicrelerinde biyoreaktor
kullanilarak rekombinant olarak {iretilmistir. Elde edilen proteinin HUVEC iizerine olan
hiicre ¢ogalmasina olan etkisi in vitro ¢alismalar ile belirlenmistir (Seong-Baek ve ark.,
2007).

Bguyen ve arkadaslari (2016), E. coli Origami2 (DE3) hiicrelerinde VEGFig5
proteininin amino ucuna eklenen farkli fiizyon proteinleri ile ekspresyon seviyelerini
karsilastirmislardir. Calismada maltoz baglanma proteini ile fiizyon halde iiretilen
VEGF6s’nin memeli hiicrelerinde iiretilen ile benzer aktiviteye sahip oldugunu

gostermislerdir.



1. KURAMSAL TEMELLER

2.1.  Rekombinant Protein Uretimi

Enzimleri de igeren protein yapidaki molekiillerin, hiicre sinyal mekanizmasi, bagisiklik
sistem ve hiicre yasam dongiisii gibi fonksiyonel siireglerde dnemli rollere sahip oldugu
bilinmektedir. Bir¢ok insan proteini dnemli etkilere sahip olup farmasdtik agidan biiyiik
potansiyele sahiptir. Bununla birlikte dogal kaynaklardan basit proteinlerin eksrakte
edilmesi yiiksek maliyetli alt akim islemleri, diisiik verimlilik ve ekstraksiyon siiresince
kontaminasyon riskini beraberinde getirmesi gibi bir¢ok nedenden dolay1 olduk¢a sinirl
verim elde edilmesine neden olur (Porro, Sauer ve ark., 2005). Ik rekombinant protein
olan insan insiilinin E. coli’de tiretimi ve sonrasinda klinik kullanimi i¢in onaylanmasi
(1992) ile rekombinant DNA teknolojisini ve protein mithendisligini protein iiretimi igin
olduk¢a verimli ve tercih edilebilir bir teknoloji haline getirmistir. 300 iizerinde
farmasotik protein ve antikor, 100 milyar dolardan fazla satis ve yillik %15-18 biiylime
ile pazarda yerini almaktadir (Langer, 2012; Schroder, 2008). Bunun yaninda, 240 kadar
monoklonal antikor ve 120 rekombinant proteinin klinik denemeleri devam etmektedir
(Walsh, 2010). Buna paralel olarak, endiistriyel enzimlerin toplam pazar biitgesi 2009
yilinda 5.1 milyar dolara ulagmis ve bu rakamin 2013 yilinda 6.5 milyar dolara ulagsmasi

beklenmektedir (Freedonia Group 2009).

2.2.  Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilan Ekspresyon Sistemleri

Biyoteknolojide rekombinant proteinlere olan talebin artis1 gii¢lii konake1 hiicre, verimli
ekspresyon sistemleri ve uygun kiiltiir sartlar1 arayisini beraberinde getirmistir. Pazara
sunmak icin diisiik maliyette en yiikksek miktarda iiretim genellikle sinirlayict
olmaktadir (Werner 2004). Bunun yaninda proteinin kalitesi, stabilitesi ve verimliligi
dikkat edilmesi gereken diger 6nemli etkenlerdir. Simdiye kadar rekombinant proteinler
bakteri, maya, ipliksi mantarlar, bocek hiicreleri ve serbest hiicre sistemleri gibi farkl
hiicre fabrikalarinda tretilmistir. Sekil 2.1°de goriildiigii lizere farmasétik proteinlerin
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neredeyse yarisi mikrobiyal sistemlerde (~%30 E. coli, ~%20 S. cerevisiae) kalan1 ise
cogunlukla memeli hiicrelerinde {iiretilmistir (Martiez, Liu et al. 2012). Endiistriyel
enzimler i¢in bu oran yaridan fazlas1 funguslar, %30°u bakterilerde liretim seklindedir
(Demain ve Vaishnav, 2009). Yukarida bahsedilen her bir organizmanin rekombinant

protein {iretimi acisindan genel ve spesifik Ozellikleri Cizelge 2.1°de verilmektedir

(Demain ve Vaishnav, 2009; Tokmakov ve Kurotani, 2012).

= Ecol "  Bakteri
"  Fungi

® S .cerevisiae = Hayvan

®  Memelihiicreleri = Bitki

Diger sistemler

"  Digersistemler

Sekil 2.1. Rekombinant protein tiretiminde kullanilan konukgu hiicre tipleri

A) Biyofarmasétik proteinler B) Endiistriyel enzimler

Cizelge 2.1. Protein tiretiminde kullanilan farkl hiicre sistemlerinin avantaj ve

dezavantajlar
E.coli S.cerevisiae Memeli hiicreleri
Yiiksek hiicre Yiiksek verimlilik ve Yiiksek kalitede protein
yogunlugu diisiik maliyet iretimi
Avantajlar Yiiksek verimlilik GRAS? nitelik Insan proteinlerinin
iretilebilmesi
Kolay kiiltiir kosullar1 Kolay kiiltiir kosullar1
ve modifikasyon ve modifikasyon
Tiim genom sekansina Yiiksek veriye
ulasabilme ulasabilme
Diisiik maliyet Stabil ekspresyon ve
sekresyon
PTM!
Dezavantajlar PTM%nun Yiiksek seviyede Yavas biiyiime ve diisiik
gerceklesmez glikozillenmis protein verimlilik

Katlanma gerektiren
protein liretimi
Hiicre i¢i liretim

Maliyetli biyokiitle atig1

Insandan farkl salg1
yolizleri

Yiiksek maliyetli kiiltiir
sartlar1

Viriis kontaminasyonu
Fonksiyon ¢aligmalari
icin yetersiz

! Post-translasyonel modifikasyonlar
2 Genel olarak giivenilir-zararsiz kabul edilir (GRAS-Generall recognized as safe)



E. coli rekombinant protein tiretimi i¢in kullanilmis ilk organizmadir ve giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmaya devam edilmektedir. Bu durumun temel sebepleri olarak
yiiksek verimlilikte protein eldesi, kuru hiicre agirliginin %50’sine ulasilabilme (Porro
ve Gasser, 2011) ve litrede 100 gram biyokiitle seklinde yiiksek hiicre yogunluguna
ulagabilme (Tripathi, 2009) olarak bilinmektedir. Bununla birlikte bakteriler plasmid
kararsizligt ve kisith posttranslasyonel modifikasyonlardan dolayr dezavantajlara
sahiptir (Porro ve Gasser, 2011). Ek olarak 60 kDa biiytikliikten fazla molekiil agirligina
sahip ve zengin S-S igerigine sahip proteinlerin E. coli araciligi ile ¢oziiniir formda

tiretiminin uygun olmadigi bilinmektedir (Grauslund ve Nordlund, 2008).

Bakteriyal sistemlere kiyasla maya ekspresyon sistemlerinin sekresyon yolaklarina
sahip olmasi 6nemli avantaj saglamaktadir. Bununla birlikte maya sistemleri proteolitik
sinyal peptid islenmesi, disiilfit bagi olusumu, alt iinitelerin yapilandirilmasi,
glikolizasyon, fosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlari
gerceklestirilebilmekte ve hedef proteinleri dogal formlarda sekrete ederek kolay alt
akim islemleri gerektirmektedir. (Freigassner ve Pichler, 2009). Ayrica maya
ekspresyon sistemleri E. coli ile karsilastirildiginda toksik pirojen kontaminasyonunu
elimine etmektedir ve memeli hiicrelerinde gergeklesebilme olasiligi ¢ok yiiksek olan
mikrobiyal kontaminasyon ve viral inkiilizyonlara sebep vermemektedir (Cregg ve
Vedvick, 1993; Celik ve Calik, 2011). Lifli mantarlar ile karsilastirildiginda maya
sistemleri daha az endojen protein salgilar. Boylece sonraki islemlerin maliyetini ve

proteolitik degredasyon ihtimali azalmaktadir (Mattanovich ve Branduardi, 2012).

Giintimiizde gelistirilmis P. pastoris gibi farkli maya suglar1 disinda mayalar ve ipliksi
mantarlar gercek memeli posttranslasyonel modifikasyonlari
gerceklestirememektedirler (Hamilton ve Davidson, 2006; Jacobs ve Geysens, 2009).
Ileri ¢alismalarda S. cerevisiae ile insan dogal yapisindaki oldugu sekilde glikozillenmis
proteinlerin {iretiminin miimkiin olacag diisiiniilmektedir (Amano ve Chiba, 2008;
Chigira ve Oka, 2008; De Pourcq ve De Schutter, 2010).

Yaklasik 40’1n iizerinde rekombinant proteininin genetik olarak iyi tanimlanmis olan,
fizyolojisi ve fonsiyonel genomik wverileri ile 1ilgili detayli veri birikiminin
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gerceklestirildigi ve uzun siiredir endiistriyel olarak kullanilmakta olan Saccharomyces
cerevisiae sisteminde tretimi gerceklestirilmistir (Hou ve Tyo, 2012; Petronovic ve
Tyo, 2010; Giaver ve Chu, 2002). Bunun yaninda terapétik proteinlerin oral yolla
probiyotik amach kullanimi yakin gelecekte hedeflenmektedir (Blanquet ve Marol-
Bonnin, 2001; Omarave Rash, 2010).

Son zamanlarda P. pastoris ile yapilan c¢alismalarda 6zellikle genetik miihendisligi
caligmalari ile insan tipi N-glikozillenmis protein iiretebilme yeteneginin kazandirilmasi
ile rekombinant protein {iretiminde gittikge daha basarili sonuglar elde edilmektedir
(Choi ve Bobrowicz, 2003). P. pastoris, S. cerevisia ‘a gore yiiksek hiicre
yogunluklarina olanak vererek etanol ve asetat birikimi olmadan biiylime
gostermektedir (Heyland ve ark., 2010). Bunun yaninda metanol igeren ortamda
biliylime gosterebilmesi olasi kontaminasyonlarin olugsmasina engel olmaktadir (Demain
ve Vaishnav, 2009). 2009 yilinda ilk biyofarmasédtik protein olan kallikrein inhibitdr

proteini P. pastoris organizmasi kullanilarak tiretilmis ve FDA tarafindan onaylanmuistir.

Cin Hamsteri Ovaryum (Chinese Hamster Overy-CHO) rekombinant protein tiretiminde
en yaygin kullanilan memeli hiicresidir ve insan hiicrelerine yiiksek oranda
benzerliginden dolay1 pazardaki terapotik proteinlerin yaklasik %50’°sinin iiretimi i¢in
kullanilmaktadir. Biyofarmasotik proteinlerin iiretiminde memeli sistemlerinin yaygin
olarak kullanilmasinin temel sebebi insana ait proteinlerin islenmesinde kesinlikle
gerekli olan modifikasyonlardan biri olan glikolizasyona imkan saglamasidir (Walsh ve
Jefferis, 2006). Memeli hiicrelerinde iiretilen proteinler genellikle dogru bir seklide
katlanmakta ve glikozillenmektedir ve dogal formdaki insan proteinleri ile neredeyse
ayn1 farmasotik 6zelliklere sahiptir (Redwan, 2007). Buna karsin bu sistemler zor kiiltiir
sartlar1 ve olduk¢a kisith iretim ve sekresyon kapasitelerinden dolayr yiiksek
maliyetlidir (Demain ve Vaishav, 2009).

Genel olarak endiistriyel enzim lretimi i¢in yiiksek miktara ve verimlilige ulagmak
temel hedef olarak bilinirken biyofarmasdétik tiretimde yiiksek kalite daha fazla 6nem
arz etmektedir (Porro ve Gasser, 2011). Bakteriyal sistemler genellikle kiigiik ve daha

az disiilfit bagi tasiyan glikolizasyona gerek duymayan proteinlerin {iretiminde
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kullanilirken (Demain ve Vaishav, 2009); mayalar fonksiyon ve aktivite i¢in Ozel
posttranslasyonel modifikasyonlar gerektiren proteinlerin tiretiminde kullanilmaktadir
(Ferrer-Miralles ve Domingo Espin, 2009). Bunun yaninda protein iiretimi mikrobiyal
sistemlerde basarisiz olma durumunda memeli hiicresi, bocek hiicresi ve serbest hiicre
sistemleri gibi daha yiiksek dkaryotik konukgu sistemleri tercih edilmektedir (Freigasser
ve Pichler, 2009).

2.3. Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces bir maya cinsi olup, 6zellikle Kluyveromyces lactis tiirii arastirmalarda
ve endiistriyel alanda ‘Genel olarak giivenilir-zararsiz’ (GRAS-General recognized as
safe) kabul edilmesinden dolay1 protein iiretimi alaninda gittikge 6nemi artmaktadir
(Spohner ve ark., 2015).

Kluyveromyces 1956’da Albert Jan Kluyver (1988-1956) adli Hollandali mikrobiyolog
tarafindan isimlendirilmistir ve 2003 yilinda genomik sekansa gore yapilan parsinomi
analizine gore 6 farkli tiire sahiptir (Robinson, 2014). En ¢ok kullanilan iki tiirii olan K.
lactis ve K. marxianus %15-20 DNA sekansi benzerligi gostermekte olup diger tiirlerin
aksine kat1 ve sivi besi ortaminda ksiloz, ksilitol, sellobiyoz, laktoz ve arabinozdan

yararlanma yetenegine sahiptir (Nonklong ve ark., 2008).

K. lactis’in yerli ve yaban tiiriinden yaban tiirii -galaktosidazi kodlayan LAC4 ve
laktoz permeazi kodlayan LACI12’nin susturulmus olmasindan dolayr laktozu
metabolize etme yetenegini kaybetmistir. Bu yilizden yerli tiir K. lactis biyoteknolojide
daha ¢ok tercih edilmektedir (Naumov ve ark., 2006).

K. lactis kolonileri pulcherrimin pigmentinin sentezine bagli olarak krem ile pembe
tonlar1 arasinda renk gosterir. K. lactis genomu %40.3 GC igerigine sahiptir ve 25-35°C
sicaklik araliginda biiyiime gostermektedir. K. lactis’in tanimlanmis 21 adet tiirii siit,

yag, yogurt, peynir ve diger fermente kuru iiriinlerden izole edilmistir.
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K. lactis biiyime ortamina ¢ok az protein salgilar fakat pGKL1 oldiiriicii toksik
proteininin alt birimi gibi biiylik proteinlerin sekresyonunu gergeklestirebilme
yetenegine sahiptir. Ornegin sekresyon yolu ile rekombinant sigir prokimozin iiretimini
yiiksek konsantrasyon seviyelerinde insan serum albiiminin sekresyonu takip etmektedir
(Fleer ve ark. , 1991). K. lactis hizli bir sekilde yiiksek kiiltiir yogunluguna
ulasilabilmesi ve yiiksek verimlilikte rekombinant protein iiretimini saglamasindan
dolay1 son yillarda gida ve yem sektoriinde endiistriyel 6l¢ekte protein liretimi amacl
kullanilmaktadir. 100’den fazla heterolog protein simdiye kadar K. lactis
organizmasinda basarili bir sekilde tretilmistir. 2010 yil1 sonrasinda yapilmis olan

calismalar Cizelge 2.2°de belirtilmektedir.
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Cizelge 2.2. Kluyveromyces lactis organizmasinda iiretilen rekombinant proteinler

Protein EC no Kaynak organizma Plasmid Promotor igﬁ; Uriin Referans
Erlen Fermentor
Brazzein Pentadiplandra brazzeana LAC4 int. KI LAC4 PBI Sc a-faktor 104 mg/L Jo ve ark., 2013
Cirsin (saposin likedomain) 4.4.23 Cirsium vulgare LAC4 int. KI LAC4 KI a-faktor 4 mg/L Curta ve ark., 2014
C-reaktif protein insan LAC4 int. KI LAC4 PBI Sc a-faktor Dortay ve ark., 2011b
Alfa viriis E2 glikoprotein Sigir viriis Ishal viriisii LAC4 int KILAC4, Krijger ve ark., 2012
v ghkop grv virtst : KI GAL80 19 .
Enterosin A Enterococcus faecium LAC4 int. K1 LAC4 PBI Sc a-faktor 10.5 mg/L Borrero ve ark.,2012
34148 U/ml
0.345
Esteraz 3111 Thermus thermophillus pKD1 Sc PGK KT U/mLO0.29 Rocha ve ark.,2011
U/mL
. N . Tr CBH1/ Madhavan ve
Floresans protein Aequorea victoria e GFP LACA4 int. K1 LACA Tr CBH1 737U Sukumaran, 2015
pKD1 Sc PGK KT 205 Ulg
Glukoz oksidaz 1134 Aspergillus niger pKD1 Km INU1 Km INU1 158 U/g Rocha ve ark.,2010
URA3 Km INU1 Km INU1 170 U/g
Glikoprotein V (GP5) Yiiksek patojenik PRRS viriis LAC4 int. K1 LAC4 PBI KI o-faktdr Zhao ve ark., 2014
Glikolat rediiktaz 1.1.1.79 Arabidopsis thaliana pKD1 2g/L 159g/L Koivistoinen ve ark.,2013
GDP- mannoz 3,5-epimeraz 5.1.3.18 Arabidopsis thaliana LAC4 int. KI LAC4 PBI 30g/L Rose ve ark.,2013
Hemagliitinin Avian influenza Virus H5SN2 LAC4 int. KI LAC4 PBI Tsai ve ark., 2011
Heparan silfat 6-O- 2.8.2.% Domuz LAC4int. | KILAC4PBI | Sca-faktr Zhou ve ark.,2011
stilfotransferaz
Iniilinaz 3217 Kluyveromyces marxianus FL)JKRI,DAl3 Sc a-faktor 391 U/mL Yu ve ark.,2010
. Sc PGK -
B-Lactoglobulin Koyun pKD1 Dogal 50 mg/L Rocha ve ark.,2010
Lipaz 3.1.x.x Serratia sp. pKD1 KI LAC4 Sc a-faktor 1279.4 U/ml Siekstele ve ark.,2015
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Cizelge 2.2. Kluyveromyces lactis organizmasinda iiretilen rekombinant proteinler (devam)

. Uriin
Protein EC no Kaynak organizma Plasmid Promotor Sinyal — Referans
sekans Fermento
Erlen r
Lipaz A 3111 Candida antarctica LAC4 int. KI LAC4 PBI Sc a-faktor 237.5 mg/L Morka ve ark., 2014
Lizozim 3.2.1.17 Insan rDNA int. KI GAL7 KT 280,4 U/ml Ercan ve Demirci, 2015
Noéraminidaz 3.2.1.18 Gefliigelpest viriis HSN2 LAC4 int. KI LAC4 PBI KI o-faktor Tsai ve ark., 2011
Pektin liyaz 42.2.10 Penicillium griseoroseum LAC4 int. KI LAC4 PBI KI a-faktor Colombo ve ark., 2014
Fosfolipaz A2 3114 Lactobacillus casei LAC4 int. KI LAC4 PBI KI o-faktor 2.16 U/ml Wang, 2015
Procardosin-B Cynara cardunculus LAC4 int. KI LAC4 PBI KI a-faktor 5.5 U/ml Alkmeida ve ark., 2015
a-L-Ramnosidaz 3.2.1.40 Aspergillus terreus LAC4 int. KI LAC4 PBI Kl a-faktor 200 mg/mL Spohner ve ark., 2015
Sakazin A Lactobacillus sakei LAC4 int. Kl LAC4 KI o-faktor 23 mg/L Jiménez ve ark., 2013
Tek zincir antikor fragmani . KI LAC4, . .
(scFv-0x) LAC4 int. Kl GALSO Sc a-faktor 4,4 mg/L Krijger ve ark., 2012
Streptawd_m/Pektln liyaz ~ Kimera (St_reptomyces LACA int. KI LACA KI o-faktér 9.2 U/ml Colombo ve ark.
kimera avidinii/Penicillium griseroseum) ,2010
Siiperoksit dismutaz 11511 K. lactis pKD1 KI ADH4 KT 9.6 U/ml Raimondi ve ark., 2010
KI LAC4,
Viriis partikiil VP1 Murin Polyomavirus LAC4 int. KI GAL4, Simon ve ark., 2013
KI GAL80
Bacillus pumilus LAC4 int. Kl LAC4 PBI KI o-faktor 273 U/mL Thomas ve ak., 2015
Ksilanaz 3.2.1.8 Plectosphaerella cucumerina LACA4 int. KI LAC4 PBI Sc a-faktor 115 U/mL Zhang ve ark., 2014
Trichoderma reesei LAC4 int. KI LAC4 PBI KI a-faktor 465U/mL Fuzi ve ark., 2014
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2.3.1. Gida ve yem endiistrisi uygulamalari

K. lactis laktozu fermente edebilme Ozelliginden dolay: siit endiistrisinde dogal (B-
galaktosidaz) ve rekombinant (kimozin) iiretimde yaygin olarak kullanilmaktadir. B-
galaktosidaz  laktozsuz siit ve prebiyotik galakto-oligosakkarit iiretiminde
kullanilmaktadir. K. lactis LAC4 ve LAC12 genleri laktozun fermentesyonunu
kolaylastirildigr i¢in diger maya tiirlerine transferi gergeklestirilmektedir (Domingues
ve ark., 2010). K. lactis ile iiretilen rekombinant sigir kimozini geleneksel rennete gore
yiiksek aktivite gostermektedir ve peynir endiistrisi i¢in 6nemli bir protein haline
gelmistir (Almeida ve ark., 2015). K. lactis kullanilarak elde edilen diger ticari
proteinler iniilinaz, fosfolipaz B, kitinaz ve tatlandiric1 protein brazzeindir (Jo ve ark.,
2013). Ayrica K. lactis bebek gidalarinda, fermente siit igecegi olan kefir {iretiminde ve
laktat, seker asiti D-ksilonik asit gibi proteinlerin iiretiminde kullanilmaktadir

(Magalhaes ve ark., 2011; Toivari ve ark., 2012).

2.3.2. llag endiistrisinde uygulamalar

Siit endiistrisinde basarili uygulamalarin ardindan K. lactis farmasotik endiistrisinde
heterolog proteinlerin biiylik Olgekte tretiminde bir ev sahibi olarak gelisme
gdstermistir. Ornek olarak otoimmun hastaliklarin tedavisinde kullanilan interldkin 1-
B’nin tretimi verilebilir (Fleer ve ark., 1991; Maedler ve ark., 2009). K. lactis
kullanilarak iiretilen rekombinant interferon-a kanser tedavisi, akut ve kronik Hepatit B
ve kronik Hepatit C tedavisinde kullanilmaktadir (Musch ve ark., 2004). K. lactis ayrica
hematopoetik sistem hastaliklarina karsi miicadele etmek i¢in kullanilan makrofaj
koloni stimiile edici faktor (M-CSF-macrophage colony-stimulating factor) iiretiminde
kullanilmigtir (Hua ve ark., 1994). Bunlarin 6tesinde K. lactis HSA, diyabet tedavisinde
insiilin prekiirsorii olan B-laktoglobulin ve gesitli antikorlarin iiretiminde uygulamalara
sahiptir (Feng ve ark., 1997; Robin ve ark., 2003; Saliola ve ark., 1999; Swennen ve
ark., 2002).

K. lactis farkli izoformlarda bulunan insana ait proteinlerin in vivo fonksiyon ve

komplementasyon analizini kolaylastirmaktadir. S.cerevisiae’da oldugu gibi K. lactis
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genom duplikasyonu gecirmemekte ve bundan dolay1 bircok enzim ve diger proteinler
tek bir formda bulunmaktadirlar. Bu nedenlerden dolay1 K. lactis insan hastaliklarinin
ve hiicresel savunma mekanizmalarinin arastirilmasinda uygun bir organizma olarak

goriilmektedir (Bharadwaj ve ark., 2010; Gonzalez Siso ve Cendan, 2012).

2.4. K. lactis Protein Ekspresyon Kiti (New England Biolabs)

K. lactis protein ekspresyon Kiti bir genin K. lactis maya hiicresine klonlanmasi ve
ekspresyonun saglayan bir sistemdir (Sekil 2.1 ve 2.2). Proteinler pKLAC?2 ekspresyon
vektorii kullanilarak hiicre i¢inde ya da hiicre disina salgilanarak eksprese

edilebilmektedir (Sekil 2.3).

K. lactis sisteminde protein sekresyonu igin ilgili genin vektor igerisinde yer alan o-
mating faktorliiniin alt bolgesine klonlanmasi hedef genin o-MF faktori ile fiizyon
olarak ekpresyonunu saglamaktadir (Sekil 2.4). o-MF domaini proteinlerin maya
sekresyon yol izi ile taginmasini yonlendirir. a-MF fiizyon proteini endoplazmik
retikulumdaki sinyal peptidaz ve golgideki Kex proteaz tarafindan ardisik isleme tabi
tutulur ve boylece ilgili proteinin biiylime ortamina dogal formda sekresyonu saglanir

(Sekil 2.1).

K. lactis’te ekspresyon E.coli transkripsiyonel aktivitesi giderilmis LAC4 promotoru
(PLaca-pei) kontroliinde gergeklesmektedir. a-MF domainindeki sinyal peptit flizyon
proteini ER liimenine yonlendirir ve sinyal peptidaz (SP) ile Kkesilerek
uzaklastirilmaktadir. Salg1 vezikiilleri flizyon proteini golgiye tasir ve burada Kex-
endoproteaz a-MF prodomainin keserek istenilen protein islenmis formda
salgilanmaktadir. Ilgili protein daha sonra vezikiiller aracilii ile proteinin hiicreden

salinacagi plasma membranina taginmaktadir.

Ilgili geni tasiyan pKLAC2 vektorii ekspresyon igin &ncelikle Sacll ya da BstXI|
enzimleri kullanilarak lineer ekspresyon kaseti olusturulur. Bu ekspresyon kaseti K.

lactis genomundaki LAC4 lokusuna homolog rekombinasyon ile entegre olur. pKLAC?2
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vektoriindeki fungal asetamidaz geni (amdS) asetamid igeren azotsuz minimal
besiortaminda, entegre halde ekspreyon kaseti tasiyan maya hiicrelerinin segilimini
saglamaktadir. Sadece amdS eksprese eden hiicrelerde asetamidin amonyaga ¢evrimi ile
hiicrelerin azot ihtiyaci karsilanmaktadir. Boylece ekspresyon kasetinin ¢coklu kopyalari
daha fazla rekombinant protein iiretimine olanak saglamaktadir. K. lactis protein
ekspresyon kiti ile saglanan K. lactis GG799 hiicreleri endiistriyel bir izolat olup
okzotrof degildir, hizli biiyiime ile yiiksek hiicre yogunluguna ulasarak heterolog

proteinleri etkin bir sekilde ekspreyonunu saglamaktadir.

K. lactis ekpsreyon Kiti ile Okaryotik ve prokaryotik proteinlerin sekresyonu
gerceklestirilebilmektedir. Hiicrelerden normal sartlar altinda salgilanan proteinler
(sitokinler, serum albuminler, antikor fragmentleri ve glikosidazlar vb.) yiiksek
verimlilikte K. lactis’ te iiretilebilmektedir. Calkalamali flasklar kullanilarak litrede 10-
50 mg verimlilige ulasilabilmektedir. Yiiksek yogunluklu fermentasyon kosullarinda
verim daha da arttirilabilmektedir. SDS-PAGE ve protein boyama, Western Blotlama
teknikleri ile kiiltir ortamindan salinan rekombinant protein analiz edilebilmektedir.
Salgilanan protein hiicre icerisinde posttranslasyonel modifikasyonlara (asparagin bagl

glikolizasyon gibi) ugramaktadir.

K. lactis ekspresyon sisteminin rekombinant protein iiretiminde sagladigi avantajlar

sunlardir:

e Rekombinant proteinlerin yiiksek seviyede ve ol¢iilebilir nitelikte ekspresyonu
e Kisa siirede yiiksek hiicre yogunluguna ulasilabilme

e (Coklu proteinlerin es zamanli ekspresyonu

e Hizli ve kolay transformasyon

e Yiiksek maliyetli antibiyotik gereksinimi olmamasi
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Kluyveromyces lactis

Sekil 2.2. K. lactis’te salg1 proteinin iglenmesi
Sekil 2.2°de goriildiigii tizere gekirdekte ilgili gen (siyah) ve a-MF flizyon olarak maya
genomuna entegre halde bulunmaktadir. Siyah ok ile gosterilmis olan Ppacs-pg

promotoru altinda ekspresyon gergeklesmektedir. (ER: endoplasmik retikulum; SP:
sinyal peptidaz)
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( Tlgili genin pKILAC2 vektoriine klonlanmam)

|

Vektoriin Sacll ile kesimi ve ekspresyon
kasetinin olugturulmas:

l

Lineer ekspresyon kasetinin X lactis
kompetent hiicrelerine transformasyonu

o - Asetamid igeren ortamda genoma entegre halde
p - ckspresyon kaseti tagryan hiicrelerin se¢imi
OPSIYONEL
Entegre duramdaki ekspresyon kasetini
igeren hiicrelerin PCR ile analizi

OPSIYONEL
R analizi ile goklu entegre klonlarin tamimlanmasi

|
\ Y

\
N - - _>C Tlgili proteinin ekspresyon analizi >

Sekil 2.3. K. lactis ekspresyon kiti ile rekombinant protein iiretimi
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Xhol 257
Ndel 200
Neal 207
Notl 303
EcoRY 311
Sall 317
Bamil 223

. EcoRI 320
Hindill 1 b 25

SnaBl 8812 MCS g 354

Bacl 414
iy Xeml 508
‘»\5' r _ CspCl 969
P “ey BseGI 1010
BstXl 7532 G
Sacll 7475 % Belll 1701
BssHIT 1748

pKL'\CZ
9,107 bp

PshAl 2225

sp

Eco01091 - PpuMI 2536
Kasl - Narl - Sfol 2614

&

Alel 3128
BstEIl 2146

FN BspEl 3236
\hdl 5929 Oy Agel 3257

Smal - TspMI - Xmal 3360
P poavsS ' Nrul 3381
Bsu36l 3403
Xbal 3538
Sacll 4648

PIFL - Tthi11l 4266 BngBl 4257
BatX1 4319

Sekil 2.4. pPKLAC?2 ekspresyon vektorii

pKLAC2 9107 bg biiyiikliigiinde bir ekspresyon vektoriidiir. LAC4 promotoru (Paca-
pa1) B-laktamaz (Ap®) ve PMBI1 origin DNA’s1 ile ayrilmistir ve bu DNA’lar E.coli’de
biiylimeyi saglar. a-mating faktor sekresyon sekansi (a-MF), MCS (multiple cloning
site-goklu klonlama bolgesi) ve LAC4 transkripsiyon terminatorii (TT) promotorun 3’
ucunun ardindan gelmektedir. Maya promotoru Papni secgici markdr gen asetamidazin
(amdS) ekspresyonunu saglamaktadir. Sacll ve BstXl K. lactis genomuna LAC4

promotoruna entegre olabilen lineer DNA fragmenti elde etmek i¢in gereklidir.
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9009

9069

23

83

143

203

263

323

383
443

Sekil 2.5’te goriildiigi sekilde pKLAC2 a-mating sekresyon lider sekansi (mavi) ve
PLaca-pei promotorunun ardindan gelen ¢oklu klonlama bdlgesi icermektedir. Coklu
restriksiyon bolgesine ait restriksiyon enzimleri sekil tizerinde gosterilmistir. Yarim ok
ile belirtilen sekanslar NEB tarafindan tedarik edilen vektore spesifik sekanslama

primerlerine aittir. Bu primerler ile ilgili genin genoma ¢oklu ya da tekli entegrasyonu

#1274 LAC4mt
Promoter Sequencing Primer __

GAATTGTGAGCGGATAACAAGCTCAACACTTGAAATTTAGGAAAGAGCAGAATTTGGCAA

HindIII
AAAAAATAAAAAAAAAATAAACACACATACTCATCGAGAAGCTTGAAAAAAATGAAATTC
M- K:F

TCTACTATATTAGCCGCATCTACTGCTTTAATTTCCGTTGTTATGGCTGCTCCAGTTTCT
Sz T E AR A S Tk G TS R M AT N Y S
#51275 a-Mating Factor

Sequencing Primer ____ ~_
ACCGAAACTGACATCGACGATCTTCCAATATCGGTTCCAGAAGAAGCCTTGATTGGATTC

7RI S e M e e N IR S T P S S Y B e

ATTGACTTAACCGGGGATGAAGTTTCCTTGTTGCCTGTTAATAACGGAACCCACACTGGT
1 | ) D I S SR R AR A R 2 R S

Xhol

ATTCTATTCTTAAACACCACCATCGCTGAAGCTGCTTTCGCTGACAAGGATGATCTCGAG
3 2 S ] O R e Y S S W A e e R S SO S

Ndel Ncol  Notl EcoRV  Sall

AAAAGAGAGGCTGAAGCTAGAAGAGCTCATATGTCCATGGGCGGCCGCGATATCGTCGAC
K REAEARRAMHWMSMSGSGERDTIWVD

BamHI EcoRI Sbfl Stul

GGATCCGAATTCCCTGCAGGTAATTAAATAAAGGCCTTGAATCGAGAATTTATACTTAGA
6 S E FE P A G N *

TAAGTATGTACTTACAGGTATATTTCTATGAGATACTGATGTATACATGCATGATAATAT
TTAAACGGTTATTAGTGCCGATTGTCTTGTGCGATAATGACGTTCCTATCAAAGCAATAC

T #51276 pKLACH Ravarse
Sequencing Primar

Sekil 2.5. pKLAC2 vektoriine ait coklu klonlama bolgesi

analiz edilebilmektedir.
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2.5. Biiyiime Faktorleri ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Son yillarda biiylime faktorleri ve onlarin fonksiyonlar1 iizerine 6nemli calismalar
yapilmaktadir. Biiyiime faktorlerinin biyolojik ve fenotipik etkileri onlarca yil
oncesinde yapilan g¢aligmalar ile tanimlanmistir. Fonksiyonlarinin aydinlatilmasi ve
islevlerinin tanimlanmasi ile biiylime faktorlerinin insan hastaliklarina karsi terdpatik
potansiyelinin arastirilmast son yillarda ivme kazanmistir. Temel olarak hiicre
farklilagsmasi, hiicre gogii ve morfogenizinde etkili olan biiyiime faktorlerinin tiimor
olusumundaki farklilasma siirecleri ile iligkili oldugu bilinmektedir. Faklilasma
mekanizmas1 antagonatik etkiden tiimor olusumu ( tiimor baslangici gelisimi, invazyon
ve metaztas) olarak goriinse de biiyiime faktdrlerinin genis spektrumdaki fonksiyonlari
farklilasmanin negatif ve pozitif diizenlenmesi, hiicre poliferasyonu ve kanser gelisimi
olarak birlestirilebilir. Bununla baglantili olarak sinyal iletiminin diizenlenmesi
hiicrenin hiicre dist ¢evreden aldig1 uyarilara bagl olarak gergeklesir. Sonug olarak
biiylime faktorleri tiimor olusumunun yani sira hiicre hareketliligi, kanser hiicrelerinin
yayilimi, birikimi ve metastatik lezyonlarin biiyiimesinde 6nemli etkilere sahiptir

(Sherbet G.V.,2011)

Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF), ilk olarak 34-42 kDa biiyiikliigiine sahip
olan ve deride vaskiiler gecirgenligi arttiran homodimer yapida bir protein olarak
tanimlanmistir. Daha sonra bu protein kobay domuzlarina ait karaciger kanser hiicreleri
kiiltiiriinde kismi olarak saflastirildiktan sonra vaskiiler gegirgenlik faktorii (vascular
permeability factor-VPF) olarak tanimlanmigtir. VPF hiicreler arasi vaskiiler
gecirgenlikten ve kati ve asit tiimorlerde plazma proteinlerince zengin sivinin
birikimden sorumlu faktor olarak bilinmektedir. 1989 yilinda Ferrara ve Henzel sigir
folikiiler hipofiz hiicrelerinden elde ettikleri bir biiylime faktorii tanimlamislardir ve
VEGF olarak isimlendirmiglerdir. Sekanslama sonuclar1 ile VEGF’nin VPF ile ayni
oldugu belirtilmistir. VEGF’ endotel hiicrelerinin biiyiimesi ve farklilasmasi i¢in gerekli
oldugu belirtilmistir (Leung ve ark., 1989).
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2.6. VEGF Ailesi ve izoformlar:

VEGEF ailesi VEGF-A (genel olarak VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
plesental biiyiime faktorlerini (placental growth factor-PLGF) kapsamaktadir. Bu
glikoproteinler platelet kaynakli biiyiime faktoriinii (Platelet derived growth factor-
PDGF) de igeren yapisal biiyiime faktorii siiper ailesine aittir. VEGF, PDGF aileine
yapisal ve fonksiyonel benzerliginden dolay1 tirozin kinaz reseptorlerine karsi yliksek
afiniteye sahiptir. VEGF ve PDGF reseptorleri alt aileleri evrimsel olarak baglantili
reseptorlerdir (Neufeld ve ark., 1999).

insan VEGF-A, 8 farkli ekzon igerebilmektedir ve alternatif ekzon ug birlestirme
mekanizmasi ile en az 5 farkli izoform yapis1 gostermektedir. En yaygin olarak bilinen
izoformlar1 121,145, 165, 189 ve 206 amino asitten olusmaktadir (sirasiyla VEGF2,
VEGF145 VEGFi65, VEGF159 Ve VEGF6) (Tischer ve ark., 1991) (Sekil 2.6). 148, 162
ve 183 amino asitten olusan izoformlar1 da (VEGF 143, VEGF14, Ve VEGF1g3) mevcuttur.
VEGFi65 daha cok VEGFi65b olarak tanimlanmaktadir. Ug birlestirme ile mekanizmasi
sonucu olusan farkli varyantlar heparin ya da heparin siilfata olan baglanma 6zeliklerine
gore farklilik gosterirler. Ekzon 1-5 tarafindan kodlanan amino asitler tiim izoformlarda
korunmus olarak bulunurken ekzon 6 ve 7’de alternatif ug birlestirme mekanizmasi
islev gostermektedir. Bu ekzonlar reseptdre baglanmay1 ve ¢oziiniirliigii etkileyen 2
farkli heparin baglanma domaini kodlamaktadir. Ekzon 6 kodlayan izoformlar
(VEGF145, VEGF159 Ve VEGF,0p) hiicre yiizeyine siki bir baglanma gosterirler. Ekzon 6
tasimayan izoformlar difiizlenebilen yapiya sahiptirler. Ekzon 6 icermeyen VEGFig5
orta derecede, Ekzon 6 ve 7 icermeyen VEGF1y; ise yliksek derecede difiizlenebilme
ozelligi gosterebilmektedir (Hoeben ve ark., 2004).
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N dimerizasyon heparin baglanma

|

VvEGF189 [A] 2 [ 3 [a]5] 6 | 7 8]
VEGF165 [A] 2 | 3 [4]s] 7" |s]
VEGF145 [ 2 [ 3 [ 4]5] 6 |8

VEGF121 [A] 2 | 3 | 4]5]s8|

VEGFR1 VEGFR2 NRP1/2

S SN N

VEGF165 |1 2 | 3 [4]s] 7 8]

Sekil 2.6. Insan VEGF-A izoformlari ve reseptdr bolgeleri (Raimondi ve
Ruhrberg, 2013)

VEGFi5 insanda en yaygmn olarak bulunan ve anjiyojenez iizerinde en etkili
izoformdur. Heparin ve ekstraseliiler matsriksin ikisine de baglanma gosterir. VEGF 1451
daha sik goriilen varyanti olup VEGFies5 ile ayn1 amino asit sayisina sahiptir fakat
karboksil ucunda ekzon 8 tarafindan kodlanan 6 amino asit farklilik gostermektedir.
VEGF65’nin karboksil terminal bélgesi mitojenik sinyal i¢in énemlidir ve bu bolgede
meydana gelen degisiklik fonksiyonel olarak degisime sebep olmaktadir. VEGF’ nin
diger izoformlarnin aksine VEGFgsb bir endojenik inhibitérdiir ve VEGF tarafindan
indiiklenen proliferasyonu ve endotelyal hiicrelerin gogiinii azaltan bir etkiye sahiptir.
VEGFR-2 (FIk-1/KDR) reseptoriine baglanma gosterse de VEGFigs, baglanmasi,
reseptor fosforilasyonu ve sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile sonuglanmamaktadir

(Woolard ve ark., 2004).

VEGF-B; yiiksek heparin baglanma 6zelligi gosteren bir biiylime faktoriidiir ve yapisal
olarak VEGF-A ve PLGF’ye benzemektedir. Kalp, iskelet kas1 ve pankreasta yogun
olarak bulunur ve endotelyal hiicre fonksiyonunu parakrin yol ile diizenlemektedir
(Shintani ve ark., 2004).

VEGF-C; PC3 prostat kanseri hiicrelerinden izole edilmistir ve VEGF reseptor 3
(VEGFR-3)’iin spesifik aktivatorii olarak tanimlanmistir. VEGFR-3’e baglanmaktadir,
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VEGFR-2 ve VEGFR-3 ’iin tirozin fosforilasyonunu indiiklemektedir (Houkov ve ark,
1996). Eriskinde en fazla kalp, plesenta, over ve ince bagirsak dokusunda bulunur.

Hiperplazi ve lenfatik kanallarinin 6n olusumunu tesvik eder (Giizel, 2015).

VEGF-D; VEGFR-2 ve VEGFR-3’¢ ligand olarak baglanmaktadir. VEGF-C ile birlikte
lenfatik endotelyal hiicreleri i¢in mitojenik olmakla birlikte bu hiicrelerin VEGFR-3’e

baglanmasi ile canliligini desteklemektedir (Makinen ve ark., 2001).

VEGF-E; Orf viriis tarafindan kodlanmaktadir ve VEGF-A ile %20-25 homoloji
gostermektedir. VEGFR-2 reseptoriine baglanip aktive ederken VEGFR-1’ e baglanma

gostermez ve anjiyojenez igin potansiyel bir stimiilatordiir (Meyee ve ark., 1999).

2.7.  VEGF Reseptorleri

VEGEF, flt-1 (VEGFR-1), FIk-1/KDR (VEGFR-2) ve flt-4 (VEGFR-3) olmak iizere 3
tane tirozin kinaz reseptoriine baglanmaktadir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 temel olarak
vaskiiler endotelyumda bulunurken, VEGFR-3 lenfatik endotelyumda bulunmaktadir.
Bu reseptorler ekstraseliiler domain, transmembran bdlgesi ve tirozin kinaz sekansi
icermektedir (Shibuya ve ark. 1990, Therman ve ark. , 1991). Son zamanlarda norofilin
(NRP-1) noronal arabulucu molekiiller igin reseptdr olup VEGF 165 igin spesifik reseptor

izoformu olarak etki gosterir (Soker ve ark., 1998) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. VEGF reseptorleri ve spesifik ligandlar1 (Cross ve ark., 2003)

VEGFR-1(flt-1); 180 kDa biyiikligiinde transmembran proteini olup VEGF-A,
VEGF-B ve PIGF’ye yiiksek afinite gostermektedir. Alternatif ug birlestirme ile VEGF
inhibitorii olarak etki gosteren daha kiigiik biiytikliikte ¢oziiniir yapida formu (soluble
flt-1, SVEGFR-1) bulunmaktadir (Tanaka ve ark., 1997). VEGFR-2’ye gore VEGF’e
olan afinitesi 10 kat fazladir fakat tirozin kinaz aktivitesi 10 kat daha diisiiktiir.
VEGF’nin daha mitojenik reseptér olan VEGFR-2’ye baglanmasini Onleyen tuzak
reseptor olarak islev gostermektedir (Park ve ark., 1994). Endotel hiicrelerine ek olarak
monosit, osteoblast, makrofaj, perisit, hematapoetik kok hiicre, vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve son zamanlarda karaciger kanseri hiicrelerinde tespit edilmistir (Barleon ve
ark., 1996; Zachary ve Gliki, 2001; Ishida ve ark., 2001; Fan ve ark.,2005). VEGF
sinyalizasyonun sadece VEGFR-1 ekspresyonunun oldugu hiicrelerde gergeklesmesi
mitojenik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir ve sVEGFR-1 VEGF’ nin VEGFR-

1’e baglanmasini 6nleyerek diizenleyici olarak etki gostermektedir (Wey ve ark, 2005).

VEGFR-2 (KDR/flk-1); ilk olarak insan endotel hiicresi ¢cDNA kiitiiphanesinde
tanimlanmistir (Therman ve ark., 1991). 230 kDa biiyiikligiinde bir glikoprotein olup
VEGF, VEGF-C ve VEGF-D’ye baglanmaktadir ve VEGF’ye VEGFR-1’den daha
diisiik bir afinite ile baglanma gerceklestirmektedir. Endotel hiicresi, hematopoetik kok

hiicre, megakaryositler, retinal 6nciil hiicreler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde eksprese
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edilmektedir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda VEGFR-2, kiiclik hiicreli olmayan
akciger karsinoma hiicresi (NSCLC- non-small cell lung carcinoma), gogiis kanseri,
noroblastoma ve mide kanseri hiicreleri gibi tiimor hiicre hatlarinda gozlenmistir
(Neufeld ve ark., 1999; Ishida ve ark., 2001; Price ve ark., 2001; Meister ve ark., 1999;
Tian ve ark., 2001)

VEGFR-3(flt-4); 170 kDa biiytikliigiinde glikoprotein olup ilk olarak eritro 16semi ve
plasental cDNA kiitiiphanesinden klonlanmistir. VEGF-C’nin tam uzunluktaki olgun
izoformuna baglanmaktadir ve embriyonik endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir
fakat ekpresyonu kan damarlarinin gelisim siirecinde azalirken yetiskin dokularin

lenfatik endotelyumunda kisitlanmaktadir (Kaipainen ve ark., 1995).

Norofilin-1(NRP-1); semaforin/kollapsin ailesinin néronal rehber mediatorii olarak
noronal hiicrelerde reseptor olarak tanimlanmistir. NRP-1 endotel hiicrelerinde VEGF
spesifik reseptér izoformu olarak eksprese edilmektedir. Tirozin kinaz domaini
tasimamaktadir ve diger reseptorlerin VEGF sinyalizasyonuna aracilik etmektedir
(Soker ve ark., 1996). NRP-1 sinyal doniistirmede FIt-1 ve FIk-1/KDR ile
iliskilendirilmistir.  Flk-1/KDR ile reseptor kompleksi olusturarak VEGFig5°e
baglanmay: arttirmaktadir. ilging olarak VEGF, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin eksprese
edilmedigi bazi tiimor hiicrelerinde bulunmaktadir ve bu hiicrelerin daha sonra NRP
eksprese ettigi gosterilmektedir. MDA-MB-231 gogiis kanseri hiicreleri, akciger,
pankreas, mide ve kolon kanseri hiicrelerinde eksprese edildigi bilinmektedir (Bar ve
ark., 2005; Lantuejoul ve ark., 2003; Parikh ve ark., 2003, 2004; Akagi ve ark., 2003).

Norofilin-2(NRP-2); VEGF’e baglanmaktadir ve NRP-1 gibi sitoplazmik domaine
sahip degildir. VEGFig5’e baglanirken, VEGFj2; ve NRP-1’nin aksine VEGFiss5’e
baglanma gdstermemektedir. Plesental biiyiime faktoriiniin heparin baglayan formuna

baglanirken ayrica VEGFR-1 ile etkilesmektedir (Gluzman ve ark., 2000).
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2.8. VEGF Sinyalizasyonu

VEGF’nin temel fonksiyonlar1 canliligi desteklemek, poliferasyonu uyarmak ve
anjiyojeneze katkida bulunan endotel hiicrelerinin migrasyonunu ve invazyonunu
arttirmaktir. VEGF, bu fonksiyonlar1 tirozin kinaz reseptorleri ile etkileserek ve alt

bolge proteinlerine ileterek gergeklestirmektedir (Byrne ve ark., 2005).

2.8.1. Hiicre poliferasyonu ve gen ekspresyonu

VEGF, VEGFR-2 ve eckstraseliiler diizenlenmis kinaz-1/2(ERK-1/2-extracellular-
regulated kinase-1/2) araciligr ile DNA sentezi ve proliferasyonunu stimiile etmektedir.
ERK-1/2 aktivasyonu Ras-Raf-MEK-ERK yol izi ile ger¢eklesmektedir (Sekil 2.8).
Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yol izi VEGF’e cevap olarak hiicre poliferasyonu
ile iliskilidir. Panreatik aortik endotel hiicrelerinde VEGF’nin VEGFR-2 ekspresyonu
ile MAPK yolizini aktive ettigi gosterilirken bu aktivasyonun VEGFR-1 ekspresyonu
ile gergeklesmedigi belirtilmistir (Kroll ve Waltenberger, 1997).

T e——

Sekil 2.8. VEGFR2 reseptorii ile VEGF sinyalizasyonu (Roskoski Jr., 2007).
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2.8.2. Hiicre canhhg

Serum miktarinin azalmasi gibi stres kosullarinda VEGF VEGFR-2 reseptoriine
baglanarak fosfatidil inositol kinaz (PI13-Kinaz) yol izini ve Akt/protein kinaz B (PKB)
fosforilasyonunu aktive etmektedir. Akt antiapoptatik sinyalde bulunan bir serin kinaz
olup serum bakimindan yetersiz HUVEC’nin canli kalmasin1 desteklemektedir. PI3-K
inhibitorii olan wortmannin inhibitorii kullanilmasi ile Akt aktivasyonu engellenmekte
ve VEGF aracili canlihik tamamen bloke edilmektedir. VEGF’nin VEGFR-1’e
baglanmasi bu yolizini aktive etmezken VEGF aracili canliliga etki gostermemektedir

(Gerber ve ark.,1998).

Endotel spesifik adezyon molekiilii avPB3 gibi integrin/hiicre reseptorleri VEGF sinyal
iletiminde rol oynamaktadir. Hiicre adezyon molekiilii VE-Kaderin VEGFR-2 ile
etkileserek B-katenin ile kompleks olusturmaktadir ve PI3-Kinaz hiicre canliligin
desteklemektedir. VE-Cad genindeki bir bozukluk farelerde endotel hiicrelerinin
canlilik sinyallerine cevap vermesine engel olmustur. VEGFR-1’nin VE-Cad kompleksi

ile iliskisi olmadig1 bilinmektedir (Carmeliet ve ark., 1999).

2.8.3. Migrasyon

VEGF, endotel hiicreleri igin kimyasal olarak ¢ekici olup migrasyon ve invazyonda rol
oynamaktadir. Endotel hiicrelerine ek olarak VEGF, vaskiiler diiz kas hiicreleri,
monositler, mononiikleer fagositler ve polimorfoniikleer hiicrelerin ve gogiis, l6semi
gibi bazi timoér hiicrelerin migrasyonunu stimiile etmektedir (Hoeben ve ark.,
2004;Barleon ve ark., 1996). VEGFR-1, VEGF-2 ve NRP reseptorleri VEGF aracili
migrasyon ve invazyon ile iliskilendirmektedir. VEGF hiicre migrasyonunu fokal
adezyon kinaz (FAK) ve Paxillin ve PI3 Kinaz/Akt yol izi araciligi ile hiicre
migrasyonunu uyarmaktadir. FAK aktivasyonu VEGFR-2’nin C terminal bdlgesi ile
gerceklestirilmektedir. P38/MAPK stres yol izi ile VEGF aktivasyonu hiicre
migrasyonu ile iligkilendirilmistir ve p38 inhibitorleri migrasyonu azaltmaktadir. VEGF
mutantlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda VEGFR-1 ile gergeklestirilemeyen p38
fosforilasyonun VEGFR-2 ile gergeklestirilmis olmasi VEGFR-2’nin endotel
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hiicrelerinin (HUVEC) migrasyonununda temel mediatér oldugunu gostermektedir

(Gille ve ark., 2001).

2.8.4. Reseptor etkilesimi

VEGF reseptorleri sinyal iletimini arttirmak amaciyla birbirleri ile etkilesim
gerceklestirirler. Tirozin kinaz domaini icermeyen NRP reseptorii sinyal iletiminin
devamliligr i¢in diger reseptorler ile etkilesmektedir. NEP-1, VEGFR-1 ve VEGFR-2
ile; NRP-2, VEGFR-1 ile etkileserek kompleks olusturmaktadir. NRP-1, diger biiyiime
faktorlerinin ekspresyonun gergeklesmedigi tiimor hiicrelerinde canlilik faktorii olarak

davranmaktadir (Fuh ve ark., 2000).

Noronal hiicrelerde Norofilin reseptorleri fonksiyonel semaforin 3A  (Sema3A)
reseptori olusturmak igin Plexin ailesi ile kompleks olusturarak biyolojik sinyalleri
iletmektedir. Plexin ailesi tirozin kinaz reseptorlerini eksprese edilmedigi timor
hiicrelerinde NRP’leri eksprese ederek VEGF sinyalizasyonunda onem tasimaktadir

(Takahashi ve ark.,1999).

Gray ve arkadaslar1 (2005), NRP-1’in yiiksek seviyede ekspresyonunun pankreatik
timor hiicre hatlarmin (Panc-1) in vivo gelisimini inhibe ettigini ve hiicre gociinii
azalttigin1 gostermistir. VEGF/Sema3a domaini tagimayan NRP-1 ile tam uzunluktaki
NRP-1’yi karsilastirdiklarinda ayni sonuglari elde etmisler ve bu sinyallerin VEGF ve
Sema3A’dan bagimsiz oldugunu belirtmislerdir. Bu hiicreler diger klasik VEGF
reseptorlerini ya da NRP-1 koreseptor Plexin-Al eksprese etmektedir. SiRNA
kullanilarak NRP-1 ekspresyonunun azaltilmasi, hiicre go¢iinii ve in vivo timdjenisiteyi

arttirmaktadir.
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2.9. VEGF ve Embriyogenez

VEGF seviyesi embriyo gelisimi sirasinda vaskiiler agin olusumunda oldukga
onemlidir. Farelerde tekli VEGF allelindeki kayip, embriyonun 11 ve 12. giinlerinde

vaskiilerizasyon bozuklugu sonucu 6liime neden olmaktadir (Ferrara ve ark. 1996).

VEGF reseptorleri erken donemde onemli role sahip olup farelerde VEGFR-1’de
gerceklesen delesyon 8.5 giinliik embriyolarda fonksiyonel kan damarlarindaki
eksiklikten dolayr 6liim ile sonuglandigimi gdstermektedir. flging olarak sadece tirozin
kinaz domainden yoksun ve ekstraseliiler domainin oldugu durumda embriyolarda
normal damar olusumu gerceklesmekte ve canlilik devam etmektedir. VEGFR-1’in
¢ozliniir formu (sVEGFR-1) VEGFR-2 ile kompleks olusturarak VEGF ile baglanmay1
onlemektedir ve daha mitojenik etki gosteren VEGFR-2 sinyalizasyonunu inhibe
etmektedir (Kendall ve ark., 1996).

VEGFR-2 eksprese edildigi embriyonik anjiyoblast, kan adaciklar1 ve anjiyojenik kan
damarlarinda gelisim doneminde kritik rol oynamaktadir. VEGFR-2 eksprese olmayan
fare embriyolarinda, endotel ve hematopoetik hiicrelerdeki gelisimsel bozukluktan

dolay1 8.5-9.5 giinlerde 6liim goriilmektedir (Tammela ve ark.,2005).

VEGF-C/VEGF-D sinyalizasyonun VEGFR-3 araciligt ile gergeklestirilmesi
embriyonik vaskiiler sistem ile aym1 zamanda lenfatik sistemin devamliligi igin
onemlidir. 9.5 embriyonik giiniinden sonra VEGFR-3’teki herhangi bir olumsuzlukta
kardiyovaskiiler bozukluk ve normal olmayan primer vaskiiler pleksus meydana
gelirken vaskiiler gelisim ve ag olusumu normal sekilde gerceklesmektedir. Norofilin-1
eksprese edildigi néronlarin noéronal sisteminin gelisimde rol oynamakta ve siif 3
semaforinler i¢in reseptor gorevi gostermektedir. NRP-1 tagimayan mutant fareler
tizerinde yapilan ¢aligmalarda sinir liflerinin yonlendirilmesinde NRP-1"nin 6nemli bir
rol oynadig1 bilinmektedir. NRP-1 ayrica gelisim siiresince vaskiilojenezde etkilidir.
NRP-1 geninin silindigi fare embriyosunda embriyonik vaskiilarizasyonda meydana
gelen bozukluklar 12-13. giinlerde hiicre 6liimleri ile sonuglanmaktadir. Hem merkezi

sinir sistemi hem de periferik sinir sistemi vaskiilarizasyonu etkilemektedir. Vaskiiler
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gerileme gozlenirken bu durumun tersi NRP-1'i asir1 eksprese eden farelerde asir1 kan

damar1 olusumu meydana gelmektedir (Kawakami ve ark.,1996).

NRP-2’nin yok olmasi embriyonik 6liime ve normal olmayan vaskiiler fenotipe neden
olmaz iken, NRP-1 ve NRP-2’nin birlikte yok edilmesi sadece NRP-1’nin yok
edilmesine gore daha ciddi anormal vaskiiler fenotip olusumu ile fare embriyolarin 8.5
giinde 6liim ile sonu¢lanmaktadir. Tavuk embriyolarinin erken gelisim evresinde, NRP-
1 ekspresyonu arteler ile sinirlandirilmis iken, NRP-2 gelisen vaskiiler sistemde temel
olarak bulunmaktadir, norofilin ise arteriyel/venoz farklilagmasinda rol oynamaktadir.
NRP-2’nin lenfatik damar olusumu ile iliskili oldugu ve lenfatik entodel hiicrelerinde
VEGFR-3 ile birlikte es zamanli eksprese oldugu bilinmektedir. NRP-2’ye sahip
olmayan farelerde lenfatik damar ve dokularda kilcal damar olusumu goriilmemekte ya

da ciddi azalma gostermektedir (Herzog ve ark., 2001).

Ozet olarak VEGF reseptorleri normal embriyonik anjiyojenez ve gelisim igin gerekli
iken, VEGF nin ve reseptorlerinin kontrollii ekspresyonunun normal biiyiime ve gelisim

igin gerekli oldugu bilinmektedir (Byre ve ark., 2005).

2.10. Normal Yetiskin Fizyolojisinde VEGF

Normal saglikli erigkinlerde, VEGF sinyali biiylik oranda yara iyilesmesi ve kadin

tireme dongiisii ile sinirhidir.

2.10.1. Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesinde, aktive trombositler yaralanma tizerine VEGF dahil olmak {izere
cesitli sitokinleri salgilamaktadir. VEGF, dolasimdaki nétrofiller ve monositleri, normal
inflamatuar cevabin bir pargasi olarak yaralanma bolgesine ¢ekmektedir. Ayrica
monosit, keratinosit ve endotel hiicreleri tarafindan kilcal damarlara da etki edebilecegi
yara bolgesinde serbest birakilir (Hoeben ve ark.,2004). VEGF ayrica, endotel hiicre

baglant1 proteinlerini etkileyerek permeabiliteyi arttirir ve bodylece graniilasyon
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dokusunun olusumunu arttirmaktadir. VEGF tarafindan reseptor aktivasyonu,
endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile sonuglanir. VEGF, anjiyojenezin
uyarilmasimin (mevcut damar sisteminden yeni damarlarin olugmasi) yani sira, kemik
iligindeki endotel oncii hiicrelerden endotelyal damar olusumu yani vaskiilojenezde rol
oynar (Dvorak ve ark., 1995). Bunun disinda VEGF damar sisteminin olusmasi ve

stabilize edilmesi igin perisitleri uyarir (Hoeben ve ark.,2004).

2.10.2. Ureme dongiisii

VEGF, folikiil ve luteal vaskiiler gelisimi diizenleyen primer anjiyojenik faktdrlerden
biri olarak kadin {ireme siklusunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Sadece luteal bag
dokusu ve perivaskiiler hiicrelerde bulunur. Patolojik kosullarin aksine, kadin iireme
siklusundaki biiylime ve anjiojenez oldukga i1yi diizenlenmis ve koordine edilmistir.
VEGF ekspresyonu erken luteal fazda en yiiksektir; ¢iinkii korpus luteum igin yeni
damarlarin gelisiminde gereklidir, damar sistemi kuruldugunda orta luteal fazdan sonra

sentezi azalir ve ge¢ korpus luteumda ise mevcut degildir (Otani ve ark., 1999).

2.11. Malin Olmayan Hastaliklarda VEGF

2.11.1. Romatoid artrit (RA)

Romatoid artrit (RA), periferik ve sinovyal eklemleri etkileyen otoimmiin bir hastaliktir.
Bu hastalikta sinovyum zar iltihaplanir ve kiitlece artar. Sinovyum i¢indeki hiicreler,
kemik ve kikirdag: istila eder ve sindirir ki bu durum eklemlerin tahrip olmasina yol
acmaktadir. Anjiyojenezis RA'nin devamliligi ve ilerlemesinde Onemli bir rol
oynamaktadir ve VEGF uyaric1 olarak bu hastalikta 6nemli etkiye sahiptir. VEGF,
vaskiiler geg¢irgenligi ve anjiyojenezi uyararak bu hastalikta nemlidir. RA hastalarinda,
normal kontrollere kiyasla, sinovyal sividaki endotelyal proliferasyon daha yiiksektir
(Walsh ve ark., 1998). Sinovyal s1vi hacmindeki artig, proliferatif hiicreler ile en yakin
kan damar1 arasindaki mesafeyi arttirarak hipoksik bir duruma neden olur. Sinoviyal

hiicrelerin prolifereasyonu ile hiicrelerin oksijen ve besin maddeleri ihtiyaci artar
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boylece anjiyojenezi uyaran hipoksik ortami artmaktadir (Etherington ve ark., 2002).
RA hastalarinda serumdaki VEGF diizeyleri yiikselir, eklemlerdeki lokal hipoksi VEGF
seviyesindeki artis1 tetiklemektedir. Sinovyal sivida VEGF12; ve VEGFy¢s ile birlikte
VEGF reseptorleri Flt-1, KDR ve NRP-1 seviyelerinde kontrol gruplarina gore artis
gozlenmektedir (lkeda ve ark., 2000).

Yapilan calismalar anjiyojenezin RA'da 6nemli bir rol oynadigint ve VEGFnin bu
hastalikta terapotik fayda saglayabilecegini diisiindiirmektedir. RA hayvan modellerinde
yapilan c¢alismalar, VEGF'yi inhibe eden Flt-1 (SFlt-1) ¢Oziiniir formu ile yapilan
tedavinin eklem inflamasyonunu Onemli Olglide azalttigini ve kemik ve kikirdak

hasarini azalttigini gostermektedir (Miotla ve ark., 2000).

2.11.2. Diyabet ve iskemik retinopatiler

Plazma VEGF, diyabetli hastalarda yliksek seviyelere ulasmaktadir. Yiiksek kan sekeri,
endotelyum tizerinde toksik etkilere neden olmaktir ve. hiperglisemik psddo-hipoksik
durumu uyarmakta ve bu durum da VEGF iiretimini indiiklemektedir. Bu durum endotel
hiicreler lizerinde bir etkiye sahiptir ve plazma VEGF diizeylerinin diyabette endotel
hasar1 ve islev bozuklugu ile iligkili oldugu gosterilmistir. VEGF’nin diyabetik
retinopatideki rolii daha kapsamli incelenmistir. Retinada VEGF'nin asir1 salinimi
okiiler neovaskiilarizasyona, kanamalara neden olur ve goérme bozuklugu/gdrme
kaybma yol acan vaskiiler gegirgenligi arttirir. VEGF, ayni zamanda bu hastalikta
okiiler siv1 seviyelerinin artisini tetiklemektedir. Glokom hastaliginda artmis VEGF
seviyeleri, okiiler hastalikli hastalarda patolojide ve intraokiiler neovaskiilarizasyonda

VEGF'nin 6nemli bir faktor olduguna dair yeni kanitlar sunmaktadir (Lim ve ark.,
2009).

VEGF, iskemik retinopatilerde retinal neovaskiilarizasyonun patolojik gelisiminde rol
oynadigindan, VEGF'yi hedefleyen ¢esitli ¢alismalar gerceklestirilmistir. iskemi ile
indiiklenen retinal neovaskiilarizasyonun hayvan modeli VEGF reseptorleri VEGFR-1
ve VEGFR-2 ile tedavi edilmistir. Kimerik proteinin goze tek bir intravitreal
enjeksiyonu, bir kontrol kimerik proteini ile tedavi edilenlere kiyasla retina
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neovaskiilarizasyonunu % 100'e kadar diisiirmiistiir (Aiello ve ark., 1995). Iskemik
retinopati goriilen bir fare modeli ile yapilan bir g¢alismada, VEGF ve PDGF
reseptorlerinin fosforilasyonunu bloke eden bir ilacin (PTK787) gavaj yolu ile
uygulanmasi, retinal neovaskiilarizasyonun tam inhibisyonuna yol actig1 gosterilmistir
(Ozaki ve ark., 2000). Elde edilen sonuglar VEGF sinyalizasyonunun, bu hastaliklarda
VEGF'yi ideal hedef molekiil haline getiren iskemik retinopatilerde 6nemli bir rol

oynadigini gostermektedir (Byrne ve ark., 2005).

2.11.3. Sedef hastahg ve VEGF

Sedef hastalig1 enflamatuar hiicre sizintinin ve kan damarlarinin ¢ogalmasinin neden
oldugu kronik bir deri hastaligidir. Cildin kirmizi goriiniimii, oldukga gecirgen olan ve
0deme yol agan yiikksek derecede anormal dermal kan damarlarindan
kaynaklanmaktadir. Hastaligin diger karakteristik 6zellikleri arasinda dermal kalinlasma
ve keratinosit farklilagmasi bulunmaktadir. Keratinositler VEGF'yi ve reseptorlerini
asir1 eksprese eder ve bu durum neovaskiilarizasyona neden olur. Sedef hastasinda cilt,
dogru uyaranlar mevcutsa anjiyojenezin baglamasina yatkindir. Derideki asirt VEGF,
daha yaygin bir doku inflamasyonuyla sonuglanan bir vaskiiler inflamatuvara neden
olmaktadir. Farelerde VEGF'nin transgenik yolla cilde uygulanmasi iltihabi tetiklemesi
ve sedef hastaliginin tim oOzelliklerinin ortaya g¢ikmasi bu hastaligin olugsmasinda
VEGF'nin 6nemli bir rol oynadigini1 gostermektedir. Giiglii bir VEGF antagonisti olan
VEGF-Trap, bu etkiyi tersine ¢evirmektedir (Xia ve ark., 2003). Bu hastaligin mevcut
tedavisi, toksik etkilere sahip ve her zaman etkili olmayan immiinosupresif ve anti-
inflamatuar ilaglar1 icermektedir. VEGF'yi hedeflenmesi sedef hastaliginin tedavisi i¢in
yeni bir yaklagim olabilir. Sonug olarak, VEGF uyaricilarla tedavi muhtemel yan etki

olarak kronik cilt inflamasyonu ile sonuglanabilir (Byrne ve ark., 2005).
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2.12. Malin Hastaliklar ve VEGF

2.12.1. Tiimor anjiyojenezisi

2-3 mm?iizerinde biiyiikliige sahip timdrlere besin maddeleri ve oksijen saglamak icin
vaskiiler bir besleme gerekmektedir. Bu gereksinim, anjiyojenik biiyiime faktorleri
tarafindan tetiklenen anjiyojenez ile saglanmaktadir. VEGF, timor hiicreleri tarafindan
tarafindan salgilanir ve monosit gibi bagisiklik hiicrelerinden sizmaktadir. VEGF,
endotelyum {izerindeki reseptorlerine baglanarak endotel hiicre proliferasyonunu
uyarmaktadir ve vaskiiler dallanmaya neden olan tiimor dokusuna dogru hiicre go¢iinii
tetiklemektedir. Bu dallanma ile tiimoriin i¢inde yeni kan damarlar1 olugmaktadir.
VEGEF, kemik iliginden endotel progenitdr hiicrelerinin katilimiyla endotelyal damar

olusumunu ve vaskiilojenezde rol oynar (Dvorak ve ark., 1995).

VEGF negatif tiimorler ile karsilagtirildiginda tiimor hiicreleri tarafindan yiiksek
seviyede VEGF iiretiminin, tiimdr vaskiilaritesi, metastaz, kemorezistans ve prognoz ile
iligkili oldugunu goriilmektedir. Dolagim sistemindeki VEGF seviyesi meme, akciger ve

gastrointestinal kanserlerde oldukca yiiksektir (Toi ve ark., 1996).

2.12.2. Anjiyojenik anahtari

Anjiyojenez, endojen pro-anjiyojenik uyaricilarin ve anti-anjiyojenik inhibitorlerin
dengesine baglidir. Tiimor biiytimesi, anjiyojenik anahtar rolii ile anjiyojenez baslatmak
icin gerekli olan pro-anjiyojenik faktorleri salgilayarak bir dengesizlik yaratir (Hanahan
ve Folkman, 1996). Baz1 tiimorlerin uyku formunda kalirken, bazi tiimorlerin neden
anjiyojenez baslatip malin bir fenotipe doniistiigii heniiz anlasilamamistir. Nyberg ve
ark. (2005), endojen inhibitorlerle uyaricilar arasindaki fizyolojik dengenin, bireyler
icin patolojik kosullarda anahtar roliinii {istlendigini onermektedir. Eger bir birey,
inhibitorlerden fazla endojen uyariciya sahip ise, denge anjiyojenezi destekler; buna
karsin bireyin fazla endojen anjiyojenez inhibitre sahipse anjiyojenik fenotipe gegcmek

daha zordur.
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2.12.3. VEGF'nin otokrin etkileri

Baslangicta, tiimor hiicrelerinin, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu uyarmasi ig¢in
parakrin yol ile VEGF salgiladigr disliniilmiistir. VEGF'min endotel hiicreleri,
embriyonik kok hiicreler ve hematopoietik kok hiicreler de dahil olmak iizere birgok
hiicre tipinde koruyuculuk/canlilig: siirdiirme etkisine sahip otokrin bir yol ile etki

edebilecegi gosterilmistir (Gerber ve ark., 2002).

VEGF'nin timor hiicrelerinin kendileri i¢in bir otokrin sagkalim faktorii olarak rol
oynayabilecegi gosterilmistir. Notralize edici antikorlarla VEGFnin bloke edilmesi ile
iki hiicre hattinin (4T1 sican meme adenokarsinoma ve insan MDA-MB-231)

apoptozunun indiiklendigini gosterilmistir (Harmey ve ark., 2002).

Timor hiicrelerinin, serum yoklugu (in vitro), hipoksi, radyasyon ve kemoterapi gibi
stresli kosullar altinda yiiksek VEGF seviyeleri salgiladigi gosterilmistir. Timor
hiicrelerinde yanliglikla, radyoterapi veya kemoterapi gibi stresler altinda artmis
VEGF'ye bagl olarak sagkalimi artmakta iken geleneksel kemoterapi ve radyoterapi
tedavilerine daha az duyarli hale gelmektedir (Gorski ve ark., 1999). Bu kemoprotektan
etki, PI3-Kinaz yolu yoluyla VEGF sinyali vermeyi gerektirir. Apoptoz ailesinin
inhibitoriiniin bir iiyesi olan survivinin VEGF aracili kemo direnci iligkilendirilmistir.
VEGEF ile uyarilan endotel hiicrelerinde survivin seviyeleri 10-20 kat artmaktadir. PI3-
Kinaz inhibisyonu VEGF aracili survivin ekspresyonunu diizenlemektedir. Survivin
inhibisyonu ayni zamanda VEGF aracili endotel hiicrelerinin kemorezistansin1 da
azaltmaktadir. Survivin ekspresyonu tiimor hiicresinde ekspresyonu ve kemo
direnglilige katkida bulunabilen kaspazlari inhibe etme kabiliyetiyle baglantili olmasi

apoptotik fonksiyon ¢alismalarinda gosterilmektedir (Tamm ve ark., 1998).

VEGF'nin hedeflenmesi, survivin inhibisyonu da dahil olmak tizere VEGF'nin hem
proanjiyojenik (parakrin) hem de sagkalim Oncesi (otokrin) etkilerini bloke etmesi ve
boylece tiimor hiicrelerini anjiyojenezini azaltarak ve otokrin sagkalim etkisini bloke
ederek konvansiyonel terapilere duyarli hale getirmesi beklenmektedir (Brusselmans ve
ark., 2005).
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2.12.4. Tumor lenfatikleri

Bir tiimordeki lenfatikler tiimoriin biiyiimesinde ve metastazinda rol oynamaktadir.
Genel olarak timor icerisindeki lenfatikler sikistirilmis haldedir ve islevsel degildir
ancak periferde fazla VEGF C ekspresyonu nedeniyle biiyiimektedir. Bu lenfatikler
dokular arasi1 s1v1 ve metastatik tiimor hiicrelerini toplayarak lenfatik metastazlara neden

olmaktadir (Jeltsch ve ark., 1997).

2.12.5. VEGF ve hipoksi

Tiimor hiicreleri de dahil olmak {izere tiim hiicre tipleri, enerji iiretimi ve doku
fonksiyonu icin oksijene gereksinim duymaktadir. Yeterli bir kan akisinin
saglanamamasi ve mevcut kan damarlar arasindaki artan mesafeler tiimor hiicrelerinin
oksijen bakimindan a¢ kalmasi anlamina gelmektedir. Bu durum, tiimor dokusunda
hipoksinin hatta anoksi alanlarinin olusmasina yol agar. Timorlerde, hipoksi, bu
ortamda canliligin devamui igin tiimor hiicrelerinde adaptasyon igin gerekli degisiklikleri
uyararak malin ilerlemesine neden olmaktadir. Gen ekspresyonunda gergeklesen
degisiklikler arasinda, tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu, onkogenlerin
aktivasyonu, genomik kararsizlik ve klonal seleksiyon yer almaktadir. Tiimor hiicreleri
icin zor olan cevre sartlari, Seckin hiicrelerin hayatta kalma mekanizmasi ile bu hiicreler
tizerinde gli¢lii secici bir baski uygulamaktadir. Hipoksi durumuna adapte olan hiicreler,
olmayan hiicrelere oranla daha hizli cogalarak hayatta kalabilmektedir. Bdylece
timordeki baskin popiilasyon daha agresif bir fenotipe doniismektedir. Hipoksiye yanit
olarak adezyon molekiillerinin asag1 diizenlenmesi tiimor hiicrelerinin ayrilmasini ve

dolayisiyla metastazi arttirmaktadir (Giaccia,1996).

Tiumor hipoksisi ile iligkili diger problemler, kemo direnci {izerinde dogrudan ve dolayl
etkilemektedir. Alkile edici ajanlar gibi bazi kemoterapi ilaglari, hipoksik durumlarda
daha az etkilidir. Hipoksiye tepki olarak tiimor hiicrelerinde hiicre dongiisii yavaslar
veya hiicreler G1'de duraklamaktadir. Bazi kemoterapi ilaglar ise hiicre siklusunun S1
fazinda DNA sentezini inhibe ettiginden, hipoksik bir ortamda daha az etkili olmaktadir
(Shannon ve ark., 2003). Hipoksi, p53 tiimor baskilayici genindeki mutasyonlar icin
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se¢cmektedir. p53 geni mutasyona ugramis hiicreler DNA hasarma bagli apoptoza karsi
direnglidir ve p53 mutant olmayan yabanil tipli hiicrelere gére daha fazla kemoterapiye
direngli olmasi muhtemel olmaktadir. p53 mutasyonu hipoksi aracili apoptozun
azalmasma ve VEGF iiretiminin artmasina neden olmaktadir (Royds ve ark., 1996).
Coklu ilag direngi (Multi-drug resistant-MDR) gen ekspresyonunun indiiksiyonu,
hipoksi kosullarinda gozlenmektedir (Comerford ve ark., 2002).

Radyoterapide hipoksi, hizla ¢ogalan hiicrelere radyoterapi etkisi gosterirken ayni
zamanda oksijen varliginda reaktif oksijen tiirlerini arttirict yonde bir problem teskil
eder. Diisiik oksijen konsantrasyonlarinda tiimor radyasyon duyarliligi azalmaktadir.
Oksijen aslinda, radyoterapiden hemen sonra olusan oksijen tiirevi serbest hidroksil
radikallerinin olusmasiyla DNA hasarimi arttirdigi i¢in radyasyonu arttirmaktadir.
Hipoksik kosullarda tiimor hiicre apoptozu i¢in gerekli olan radyasyon dozu, normal

oksijen sartlarina gore 2-3 kat daha yiiksektir (Harrison ve Blackwell, 2004).

Klinik ortamda tlimor hipoksisi, hipoksi icermeyen tiimorlii hastalara kiyasla daha kisa
sagkalim ile iligkilidir. Rahim servikal kanserinde tiimor hipoksisi ile malin ilerlemenin
iliskili oldugu belirtilmistir ve yumusak doku, bas ve boyun kanserlerinde olumsuz
sonug ve genel olarak canli kalimin bir gostergesi olarak rol oynamaktadir (Wouters ve

ark., 2002).

Hipoksiye yanit olarak olarak tiimorler, damar gelisimini ve oksijen dagitimini uyaran
anjiyojenik biiyiime faktorleri salgilamaktadir. Hipoksi uyarilabilir faktor (HIF-1),
hipoksi uyarilabilir genlerinin ve VEGF gibi anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu
diizenlemede aracilik etmektedir. Hipoksi ile indiiklenen VEGF ekspresyonunda yer
alan bir baska protein de HuR'dir. Bu protein, VEGF mRNA’sima baglanir ve stabilize
ederek sitoplazmaya transferini tesvik etmektedir (Levy ve ark., 1998).

VEGF, yara iyilesmesi, ovulasyon ve ateroskleroz gibi fizyolojik durumlarda hipoksiye
tepki olarak sentezlenmektedir. Bu durum diyabetik retinopatili hastalarda da

gozlenmektedir. Tiimorlerde hipoksi durumu, tedavi basarisizliginin artmasi ve genel
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sagkalimda azalma ile daha kotii bir prognoz ile sonuglanmaktadir (Byrne ve ark.,
2005).

2.13. VEGF’nin Kanser Tedavisi Olarak Hedeflenmesi

VEGF, tiimor ilerlemesi ve metastazda 6nemli bir rol oynamasindan dolayr kanser
tedavisinde cazip bir hedeftir. Tiimorlerdeki damar sistemi gelisigiizel, daginik bir
diizen, sizdiran kan damarlar1 ve asir1 dallanma igermektedir. Yapisal ve islevsel olarak
anormaldir. Bu durum, etkin olmayan ila¢ dagilimina ve tiimor igindeki hipoksik
alanlara yol agmaktadir. Dokular arasi siv1 basinci, yiiksek gecirgenlige sahip damarlar
nedeniyle tiimorde yiikselir ve bu da ilag penetrasyonunu engellemektedir (Netti ve ark.
1999). Timor damar sistemininin hedeflenmesi tiimoriin biiytimesi i¢in gerekli olan
besin maddelerinin ve oksijenin yoksun kalmasina neden olmaktadir. Bu yaklasim
metastazt da inhibe etmektedir. Tiimor spesifik anti-anjiyojenik bilesikler mevcut
olmamasi nedeniyle bugiine kadar tek basina anti-anjiyojeniklerle tedavi tiimdriin
ilerlemesinin engellenebilmesi i¢in yeterli olmamistir. Bu bilesiklerin dozunun
arttirillmasi, normal damar sistemi iizerinde olumsuz bir etkiye neden olurken
kullanimini siirlayabilmektedir. Geleneksel kemoterapi ile kombinasyon halinde, anti-
anjiyojenik stratejiler sinerjik bir etki gostermektedir (Byrne ve ark., 2005).

Bevacizumab (Avastin, Genentech Inc) gibi anti-VEGF antikorlari, VEGF TRAP gibi
¢oziiniir VEGF reseptor analoglari, SU5416, SU11248, PTK787 / ZK222584 gibi kii¢iik
molekiilliit VEGF inhibitorleri ve anjiozim gibi ribozimler dahil bir¢ok anti-anjiyojenik
strateji gelistirilmistir. VEGF reseptoric NRP-1'i peptidlerle hedeflenmesi ile elde edilen

klinik 6ncesi baz1 veriler umut verici olarak goriilmektedir (Barr ve ark., 2005; Soker ve
ark. ,1997).

2.13.1. Normallestirme teorisi

Tiimdr damar gelisimindeki azalis timor biiylimesini ve metastazi engellese de, timor

damar sistemindeki bir azalmanin ila¢ verme etkinligini azaltacagi beklenmektedir.
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Bununla birlikte, anti-anjiyojenik tedavinin aslinda kemoterapinin veya radyoterapinin
etkinligini arttirdigi i¢in bu durum s6z konusu degildir (Gorski ve ark., 1999; Krause ve
ark.,2005). Bu celiskiyi agiklamak i¢in Rakesh Jain, anti-anjiyojenik bir bilesik ile
timor tedavisinin once daha az kararli, sizint1 yapan kan damarlarina etki ettigini 6ne
stirmiistiir. Bu durum, tiimor ¢evresinde oksijen ve besin maddelerini daha verimli bir
sekilde dagiliminm1 gergeklestirebilen daha normal ve kararli damar sistemi olusumunu
saglamaktadir (2005). Bununla birlikte, besin maddelerinin ve oksijen iletiminin
artmasinin timorin gelisimini arttirmasi beklenmektedir. Bu normalizasyon periyodu
sirasinda sitotoksik ilag tedavisi, tiimdr boyunca daha verimli bir sekilde saglanir ¢linkii
kemoterapi uygulamasi, etkin bir damar sistemi eksikligi nedeniyle genellikle
bozulmaktadir. Oksijen artis1 hiicrelerin proliferasyonunu artirabilir ancak kemoterapi
ve radyoterapi aslinda hizla ¢ogalan hiicreler iizerinde daha iyi ¢alismaktadir. Buna ek
olarak, sitotoksik terapiye veya radyoterapiye yanit olarak VEGF iiretimi arttikca,
VEGF'yi bloke eden anti-anjiyojenik tedaviler, VEGF'nin otokrin canli kalma
etkinligini bloke edecek ve hiicreleri kemoterapi ve radyoterapiye kars1 daha duyarl

hale getirecektir (Lee ve ark., 2007).

Hipoksik alanlar1 normalizasyon siireci ile azalmasi, hiicreleri kemoterapiye karst daha
duyarl hale getirmelidir. Anti-anjiyojenik ilaclar, VEGF reseptorlerini eksprese eden ve
VEGF'nin bir hayatta kalma faktorii olarak gorev yaptigi timorii hedeflemektedir (Lee
ve ark., 2007). Bu kombine tedavi, kemo ve radyo dagilimimi arttirdigi, hipoksiyi
azalttig1 ve sagkalim faktorlerinin tiretimini arttirarak timor hiicrelerini hassaslastirdigi
icin timor tedavisini gliglendirmekte, metastazlarin oranmnin da azaltmaktadir.
Kemoterapi ile tedavi ile optimal normalizasyon penceresini elde etmek i¢in dozlar ve
tedavi programlar1 dikkatle secilmelidir. Normallestirme hipotezi ile basarili sonuglar
elde etmek icin, klinik ¢alismalarda anti-anjiyojenikler ve kemoterapinin birlikte

olusturacag sinerjik etkileri {izerinde durulmaktadir (Kabbinavar ve ark., 2005).
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2.13.2. Metronomik tedavi: anti-anjiyojenik tedavi olarak kemoterapi

Timorlerin tedavisine yonelik ilk yaklasim, timor hiicrelerini bir sitotoksik ajanin
maksimum tolere edilen dozlar1 (MTD) ile hedeflemektir. Bu ne yazik ki istenmeyen
baz1 yan etkilere ve kemik iligi progenitorleri, hematopoietik kok hiicreler ve sag
follikiilleri gibi normal hiicrelere zarar verir. Bu toksik etkilerin listesinden gelmek icin
kemoterapi programinda tedavi uygulamasi igermeyen normal hiicrelerin iyilesmesine
firsat taniyacak bir siire gereklidir. Fakat bu periyot boyunca tiimor hiicreleri ve timor
iliskili endotel hiicreleri de 1iyilesebilmekte ve tiimor hiicreleri direngli hale

gelebilmektedir (Kerbel ve Kaman, 2004).

Kerbel ve digerleri (2004) kemoterapi dozunu azaltip uygulama sikligin1 arttirarak
denemeler yapmislardir. Dozlar arasindaki araliklarin azalmasi ile toksik yan etkiler
azalmistir ve buna "metronomik dozlama" denilmistir. Kisa aralik siiresi, endotel ve
timdr hiicrelerinin iyilesmesine izin vermemis ve tiimor hiicrelerinin kemoterapiye
direncliligini azalttig1 goriilmiistir. Bu yontem kullanarak, endotel ve tlimor
hiicrelerinin apoptozunda bir artis gozlemlenmistir ve tiimdr gelisimi, geleneksel MTD

yontemine gore daha etkili sekilde baskilanmistir (Hanahan ve ark., 2000).

Sonu¢ olarak VEGF anjiyojenez ve hiicre sagkalim yolaklarinda o6nemli rol
oynamaktadir. Saglikl erigskinlerde rolii esas olarak yara iyilesmesi ve menstrual dongi
sirasindaki anjiyojenez ile smirlidir. Embriyogenez sirasinda da Onemli bir rol
oynamaktadir. VEGF, 06zellikle kanser gibi insan patolojilerinde dnemlidir. Tiimorler,
ozellikle hipoksiye yanit olarak yeni damar olusumunu uyarmak i¢in VEGF
salgilamaktadir. Yeni yapilanan damarlar tiimore oksijen ve besin saglarken ayni
zamanda tiimor hiicrelerinin metastaz1 kolaylastiran dolasima erismelerine izin
vermektedir. Anjiyojenezin uyarilmasina ilaveten, VEGF'nin, tiimér hiicreleri i¢in bir
hayatta kalma faktorii olarak otokrin yollar ile hipoksi, kemoterapi ve radyoterapi gibi
streslerden korucu etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Ozellikle anjiyojenez ve VEGF,
anti-kanser stratejileri igin ¢ekici hedeflerdir ve VEGF'nin inhibisyonunun hem
anjiyojenezi bloke ettigi hem de kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini gelistirdigi

gosterilmektedir (Byrne ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma-Model

Elektroporator Multiporator/Ependorf Eparotor
Mikrodalga firin Argelik- MDsg

PCR makinesi Biorad- DNA Engine

Gii¢ kaynagi Biorad

(SDS ve agaroz jel elektroforezi i¢in)

Termostatli blok 1s1tic1

Biorad-Bio TDB-100

Spin cihazi

Biosan-Combi Spin FVL 2400N

Calkalayici inkiibator

Biosan-ES 20

Mikro santrifiij

Hettich

-80°C dondurucu

Hettich

Otoklav HMC-Hirayama
UV/VIS Spektrofotometresi Denovix DS-11 FX+
Etiiv Memmert

Ultra santrifiij Vision-V'S 30 000i
Isiticili manyetik karistirici Velp Scientifica ARE
Buzdolab1 Vestel-GTP 455A
Kar makinesi Vision

Calkalayici inkiibator Zhicheng-ZHWY-111C
Inverted mikroskop Olympus CKX41
COy’li inkiibator Esco

Laminar akisli steril kabin Esco

Sirkiilatorlii su banyosu Niive

Sogutmali santrifiij Niive

UV mikroplaka okuyucu

Infinite® 200 PRO NanoQuant
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.2. Kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler

Kimyasal malzeme-Kit Firma
Orange G Alfa Aeasar
Etidyum bromiir ICN

dNTPs Biobasic
Tampon H Takara
Tampon M Takara

Pfu DNA Polimeraz Tamponu Laboratuarimiz tarafinan iiretilen
T, DNA ligaz tamponu Promega
PIPES Alfa Aesar
KOH Sigma

MnCl, Merck

CaCl, Carlo Erba
KCI Sigma
Ampisilin Sigma Aldrich
Tripton BD- Bacto™
Pepton Merk

Maya ekstrakti LabM

NaCl Carlo Erba
MqgCl, Riedel de Haén/ Qiagen
MgSO,.7H,0 Riedel de Haén
LB Broth Base BD

%1 BSA Takara
Dekstroz Difco

DTT Applichem
HEPES Sigma

Agar BD Bacto'™ Agar
Gliserol Euromedex
Tris/HCI Amresco
YCB Medium Power BD Difco
Asetamid Alfa Aeasar
Sorbitol Neosorb 70/70
Triton X-100 Merck

SDS Serva

EDTA Amresco
Etanol Merck
Metanol Merck
Kloroform Merck

Tris Sigma
Galaktoz Carlo Erba
(NH4)2804 Merck
NaH,PO4.H,0 Carlo Erba
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Ni-NTA Agaroz Qiagen
Imidazol Merck
DMSO Merck
Diyaliz Membrani Spectro/Por
Agaroz Bioron
Akrilamid Amresco
APS Biorad
TEMED Biorad

HCI Merck
B-Merkaptoetanol Merck
Bromfenol Blue Pancreac
Glisin Merck
Coomassie Brillant Blue Ambresco
Glasiyel Asetik Asit Merck
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle | Biochrom
Medium)

L-Glutamin Biochrom
FBS (Fetal Bovine Serum) Capricorn
%1 Gentamisin Siilfat Biological Industries
DMSO (hiicre kiiltiirii i¢in) Origen Biomedical
PBS Biochrom
Tripsin-EDTA Biochrom
MTT Alfa Aeasar
Insan VEGF165A Abcam
Jelden DNA saflastirma kiti Geneaid
Plazmid DNA saflastirma kiti Geneaid
PCR {iriinleri temizleme Kiti Bio Basic
3.1.3. Kullanilan Enzimler

Cizelge 3.3. Kullanilan enzimler

Enzim Firma

Pfu DNA Polimeraz Laboratuarimiz tarafinan iiretilen
Xhol Takara
EcoRl Takara
Ncol Takara
Hindlll Takara
Sacll Takara

T, DNA ligaz Takara
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3.1.4. Klonlama ve ekspresyon islemlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Cizelge 3.4. Kullanilan klonlama ve ekspresyon vektorleri

Tiir Sus Kullanim amaci
E. coli DH5a Klonlama
K. lactis GG799 Ekspresyon

3.1.5. Klonlama ve Ekspresyon Islemlerinde Kullamlan Plazmidler

Cizelge 3.5. Klonlamada ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Firma Kullanim amaci

pKLAC?2 NEB Klonlama ve ekspresyon vektorii

3.1.6. Kullanilan Cozeltiler

3.1.6.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamslar

PIPES’li tampon ¢ozeltisi(pH 6, 1 L): 0,5 M 50 mL PIPES ¢ozeltisi hazirlanarak. pH
KOH ile 6,7 olarak ayarlanmistir. 6,92 g MnCl,, 1,66 g CaCl, ve 18,64 g KCI 980 ml
suda coziilmiistiir. Uzerine 20 mL PIPES c¢ozeltisi eklenerek ve hacim 1 L’ye

tamamlanmigstir. 0,45 um’lik filtreden gecirilerek +4°C’de saklanmustir.

Tris Asetat EDTA (50xTAE) tamponu (pH 8.5, 1 L): 242 g Tris, 57,1 mL glasiyel asetik
asit, 100 mL 0,5 M EDTA (pH 8.0) bir miktar suda ¢6ziildiikten sonra pH’s1 glasiyel

asetik asitle 8,5’e ayarlanarak toplam hacim saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmistir ve

+4°C’de saklanmuistir.
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Tris-HCI tamponu (100 mM, pH 8.0, 100 mL): 1,21 g Tris yaklasik 90 mL saf suda

¢ozildiikten sonra pH HCI ile 8.0’°e ayarlanarak toplam hacim saf suyla 100 ml’ye

tamamlanmis +4°C’de saklanmustir.

Tris-HCI ¢ozeltisi (1 M, pH 7.4, 1 L): 121.14 g Tris 800 mL deiyonize suda ¢oziilmiis

konsantre HCI ¢ozeltisi ile pH 7.0 olarak ayarlandiktan sonra toplam hacim deiyonize
su ile 1 L’ye tamamlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanmistir. +4°C’de

saklanmustir.

%20 Galaktoz stok ¢ozeltisi (50 mL): 10 gr galaktoz 50 mL deiyonize suda ¢oziilerek
0.22 pum’lik steril filtreden gecirilmistir. +4°C’de saklanmustir.

Fosfat tamponu (100 mM, pH 7.4, 1 L): 7.8 g NaH,P04.2H,0 bir miktar saf su

igerisinde ¢oziildiikten sonra derisik HCI ile pH 7.4’ ayarlanarak son hacim 1 L’ye

tamamlanmistir. +4°C’de saklanmistir.

HEPES tamponu (20 mM, pH 7.4, 1 L): 9.52 g HEPES bir miktar deiyonize igerisinde

¢Oziindiikten sonra derisik HCl ile pH 7.4 olarak ayarlanmistir. +4°C’de saklanmistir.

10X Elektroporasyon ¢dzeltisi (pH 7.4, 25mM Tris, 10 mM MgCl,, 50 mL): 0.15 g Tris

ve 0.1 g MgCl,; 50 ml deiyonize suda ¢Oziilmiistiir. 5 mL’sine 45 ml deiyonize su
eklenerek 1X kullanim konsantrasyonuna seyreltilmistir. pH 7.4 olarak ayarlandiktan

sonra 0.22 ul’lik steril filtreden gecirilerek steril edilmistir. +4°C’de saklanmistir.

DTT c¢ozeltisi (50 mM, 50 mL): 0.386 g DTT 50 ml deiyonize suda ¢oziildiikten sonra

0.22 pl’lik steril filtreden gegirilerek steril edilmistir. -20°C’de saklanmaistir.

Sorbitol ¢ozeltisi (5M, 10 mL): 9.11 g sorbitol bir miktar deiyonize suda ¢6zldiikten

sonra 10 mL hacime tamamlanmistir. 0.22 pl’lik steril filtreden gegcirilerek steril

edilmistir. +4°C’de saklanmustir.
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Asetamid ¢ozeltisi (500 mM, 50 mL): 1.48 g asetamid 50 mL deiyonize suda

coziildiikten sonra 0.22 ul’lik steril filtreden gecirilerek steril edilmistir. +4°C’de

saklanmustir.

HEPES ¢ozeltisi (pH 8.0, 100 mM, 50 mL): 1.1915 g HEPES 50 ml deiyonize suda

coziildiikten sonra 0.22 ul’lik steril filtreden gecirilerek steril edilmistir. +4°C’de

saklanmistir.

Yikama ¢ozeltisi (pH 8.0, 50 mL): Onceden hazirlanmis ve steril olan 10 mL 50 mM
DTT, 20 mL 100 mM HEPES ve 20 mL YPD kanstirilarak steril sisede +4°C’de

saklanmistir.

Harju Buffer (200 mL): 4 mL Triton X-100, 2 g SDS, 1.17 g NaCl ve 0.0744 g EDTA

bir miktar deiyonize suda ¢oziildiikkten sonra 2 mL 1M Tris-HCI (pH 8.0) eklenmistir.

Son hacim deionize su ile 200 mL ye tamamlanarak +4°C’de saklanmustir.

MTT c¢ozeltisi (Smg/mL): 5 mg MTT, 1 ml divalent katyonlar1 icermeyen (Ca®* ve

Mg®") icermeyen fosfat tamponu (pH 7.0) icerisinde ¢oziilmiistiir. -20°C’de karanlikta

saklanmustir.

PBS ¢ozeltisi (1 L): 8.766 g NaCl, 0.296 g NaH,PO, ve 2.9 g Na,HPO, karistirilarak pH
degeri 0.5 M NaOH ile 7.0 olarak ayarlanmistir. +4°C’de karanlikta saklanmistir.

3.1.6.2. S1v1 ve Kat1 Besiyerleri

LB/LB Agar Besiyeri: 25 g LB (Luria-Bertani) dehidre besiyeri 1 L distile suda

¢oziilmiistiir. 2 adet stok sisesine 400’er mL olacak sekilde ve lizerine 6’sar g agar ilave
edilip otoklavlanarak sterilize edilmistir. Kalan LB ¢ozeltisi yaklasitk 5 mL olacak
sekilde deney tiiplerine konulmus ve agiz kisimlar1 aliiminyum folyo ile kapatilarak

otoklavlanarak sterlize edilmistir.

SOB (Super Optimal Broth): 20 g tripton, 5 g maya 6ziitii, 2 mL 5 M NaCl, 2,5 mL 1 M
KCI, 10 mL 1 M MgCl; ve 10 mL 1 M MgSQO,.7H,0 biiyiik bir behere alinarak iizeri
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deiyonize su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Tamamen ¢oziinme saglandiktan sonra

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

5 mM asetamid iceren YCB besiyeri (100 mL): 3 mL 1 M Tris-HCI pH 7.4 stok
cozeltisi, 1.17 g YCB Medium powder ile otoklav sisesi igerisinde 100 mL deiyonize

suda ¢oziildiikten otoklavlanarak sterilize edilmistir. Yaklastk 60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra Onceden filtreden gegirilmis 1 mL 500 mM asetamid steril
kosullarda ilave edilmistir. Steril deney tiiplerine steril pipet ucu kullanilarak 5’er mL

dagitilmistir.

5 mM asetamid iceren YCB Agar besiyeri (500 mL): 15 mL 1 M Tris-HCI stok
¢ozeltisi, 5.85 g YCB Medium powder ve 10 g agar 500 mL deiyonize suda

¢oziildiikten sonra otoklav sisesi icerisinde otoklavlanarak sterilize edilmistir. 60°C’ye
kadar sogutulduktan sonra filtreden gecirilmis 5 mL 500 mM asetamid steril kosullarda
ilave edilmistir. Steril petri kaplarina dokiilen besiyerinin oda sicakliginda katilagmasi

saglanarak kullanima hazir hale getirilmistir.

% 4 galaktoz iceren YPGal besiyeri (300 mL): 3 g maya ekstrakti ve 6 g peptone 240

mL deiyonize suda ¢oziilerek 1 L hacmindeki erlende otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Oda sicakliginda sogutulduktan sonra dnceden hazirlanmis ve filtreden gecirilmis 60

mL %20’lik stok galaktoz ¢ozeltisi eklenmistir.

** Otoklav kullanilarak gergeklestirilen sterilizasyon islemleri 1 atm basingta 121°C’de

15 dakika siire ile ger¢eklestirilmistir.

3.1.6.3. SDS-PAGE ve giimiis boyamada kullanilan ¢ézeltiler

Ayirma jeli tamponu: 18,2 g Tris ve 0,4 g SDS yaklasik 90 mL saf suda ¢o6ziildiikten
sonra pH’st 1 M HCI ile 8.8’e ayarlanip toplam hacmi saf suyla 100 mL’ye

tamamlanmustir.

Yiikleme jeli tamponu (4xTris-HCI/SDS): 6,05 g Tris 90 mL saf suda ¢oziildiikten sonra

pH’s1 1 M HCl ile 6.8’e ayarlanip toplam hacmi saf suyla 100 mL’ye tamamlanmis. 0,4
g SDS ilave edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Numune tamponu (2x): 25 mL 4x Tris-HCI/SDS (pH6.8), 20 mL gliserol, 4 g SDS, 2

mL pB-merkaptoetanol, 1 mg bromfenol mavisi ve 53 mL suyun Kkaristirilmasiyla

hazirlanmistir. -20°C’de muhafaza edilmistir.

Amonyum persiilfat (APS) ¢6zeltisi (%10 w/v): 0,1 g APS 1 mL saf suda ¢6ziildii.

SDS-PAGE yiiriitme tamponu(5X): 15 g Tris, 72 g glisin ve 5 g SDS yaklagik 900 mL

suda ¢oziildiikten sonra toplam hacmi saf suyla 1 L’ye tamamlanmustir.

Jel boyama ¢dzeltisi: 0,5 g Coomassie brillant blue 250 mL metanol, 50 mL glasiyel

asetik asitte ¢oziildiikten sonra toplam hacim saf suyla 500 mL’ye tamamlanmustir.

Boya uzaklastirma ¢ozeltisi: 250 mL metanol ve 50 mL glasiyel asatik asit karigtirilarak

toplam hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlanmustir.

Sabitleyici ¢ozelti: 100 mL metanol, 24 mL asetik asit ve 100 pl formalin (%35°1ik

formaldehit ¢6zeltisi) 67 mL distile su karigtirilarak hazirlanmistir.

Yikama ¢ozeltisi: 73 mL etanol ve 127 mL distile su karistirilarak hazirlanmustir.

Sodyum tiyosiilfat ¢ozetisi (%0.02 Na,S,03): 0.04 g sodyum tiyosiilfat 200 mL distile

suda ¢Oziilmistiir.

Giimiis nitrat ¢ozeltisi( % 0.2 AgNOs, % 0.076 formalin): 0.4 g AgNO3 200 mL distile

suda ¢oziiliir ve 152 pl formalin(%35°lik formaldehit ¢ozeltisi) eklenmistir.

Karbonat ¢ozeltisi (% 6 Na,COs, %0.05 formalin, % 0.0004 Na,S;03): 24 g Na,COs,
200 pl formalin (%35°1lik formaldehit ¢ozeltisi) ve 8 mL % 0.02 Na;S,03 392 mL distile

suda ¢oziilerek elde edilmistir.

Durdurucu c¢ozelti (%50 metanol, %12 asetik asit): 100 mL metanol, 24 mL asetik asit

ve 76 mL distile su karistirilmistir.
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3.1.6.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Etilendiamin tetra asetik asit (pH 8.0, 0,5 M EDTA): 186,1 g Na,EDTA.2H,0 700 mL

saf suda ¢oziildikkten sonra 1 M NaOH ile pH’s1 8.0’e ayarlanarak toplam hacim saf

suyla 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Tris Asetat EDTA (50xTAE) tamponu: 242 g Tris, 57,1 mL glasiyel asetik asit, 100 mL
0,5 M EDTA (pH 8.0) bir miktar suda ¢6ziildiikten sonra pH’s1 glasiyel asetik asitle

8,5’¢ ayarlanarak toplam hacim saf suyla 1 L’ye tamamlanmustir.

Ornek yiikleme boyasi (6x): 25 mg bromfenol mavisi ve 3 mL gliserol saf su ile iyice

karistirilarak toplam hacmi 10 ml’ye tamamlanmustir.

3.1.6.5. Protein saflastirmada kullanilan ¢ozeltiler

NaH,PO,-Na,HPO, tamponu (100 mM, pH 7.6): 65 mL 0,2 M NaH,PO,ve 0,2 M 435

mL Na;HPO, karistirildiktan sonra toplam hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

Yiikleme tamponu (100 mM NaCl, 100 mM NaH,PO4-Na,HPO,, pH 7,6): 2,92 g NaCl
500 mL NaH;PO4-Na;HPO,4 tamponunda (100 mM pH 7,6) ¢oziilmiistiir.

Yikama tamponu (25 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH,PO4-Na,HPO, pH
7,6): 0,85 g imidazol, 2,92 g NaCl 500 mL NaH,PO4-Na,HPO, tamponunda (100 mM

pH 7,6) ¢oziilmiistiir.

Eliisyon tamponu (300 mM imidazol, 100 mM NaCl, 100 mM NaH,PO,-Na,HPO, pH
7.6): 10,21 g imidazol, 2,92 g NaCl 500 mL NaH,PO4-Na,HPO, tamponunda (100 mM
pH 7,6) ¢oziildii.
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3.2. Yontem
3.2.1. VEGFg5 geninin optimizasyonu ve sentezi
3.2.1.1. VEGF3g5’e ait sekans dizisinin elde edilmesi

Rekombinant olarak iiretimi amaglanan ve GenBank: AF486837.1 erisim numarasina
sahip VEGF s genine ait niikleotit sekansma NCBI (The National Center for
Biotechnology Information) veri tabani kullanilarak ulasilmistir. insana ait Vaskiiler
Endotel Biiyiime Faktorii VEGF,¢;’e ait sekans dizisi 576 baz ¢ifti biiytikliigiindedir ve

191 amino asitlik bir proteinin ekspresyonundan sorumludur. Bu proteinin biiyiikligii

ise 22.3 kDa’dur.

3.2.1.2. Kodon optimizasyonu

Insan VEGF g5 geninin K. lactis organizmasinda yiiksek seviyede ekspresyonu igin
hedef genin dncelikle bu organizmaya gore optimizasyonunun yapilmas: gerekmektedir.
Kodon optimizasyonu igin farkli veri tabanlar1 (Jcat-The CodonAdaptationTool vs)
kullanilmistir. Bu veri tabanlar1 bir proteine ait DNA sekansinin prokaryotik/dkaryotik
konukg¢u hiicrelerde yiiksek verimlilikte iiretimi i¢in uygun sekans dizisinin elde

edilmesinde kolaylik saglamaktadir.

3.2.1.3. pKLAC2 vektor sistemine gore optimizasyonu

Kodon optimizasyonu gergeklestirilen VEGFgs genin K. lactis pKLAC2 vektor
sistemine klonlanmasi1 hedeflenmistir. Bunun ic¢in vektor sistemine ait ¢oklu klonlama
bolgesinde bulunan retriksiyon enzim kesim bolgelerinden uygun olan iki tanesi
secilmistir. Belirlenen restriksiyon enzimlerinin hedef geni i¢ bolgesinden kesmemesine

dikkat edilmistir.

Optimize edilmis dizinin amino ucunda Ncol, Xhol restriksiyon enzim kesim bolgesi ve

Kex proteaz kesim bolgesi eklenmistir. Hedef proteine ait dizi a- mating faktoriiniin alt
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kismina klonlanarak proteinin hiicre disina sekresyonunu saglanir. Hedef protein a-
mating domaini ile fiizyon halinde eksprese edilmektedir. Kex proteaz kesim bolgesi
eklenmesi ile flizyon proteinin golgide Kex proteaz tarafindan kesilerek dogal formunda

biliylime ortamina salinmasi i¢in gereklidir.

Optimize edilmis dizinin karboksil ucuna stop kodonundan dnce 10 adet histidin amino
asitine ait kodon dizisi eklenmistir. Bu histidin etiketi hedef proteinin biiyiime
ortamindan afinite kromotografisi ile saflagtirilmasina olanak saglamaktadir. Stop

kodonun (TGA) ardindan EcoRI enzim kesim bolgesi eklenmistir.

3.2.1.4. Optimize edilmis dizinin yapay olarak sentezi

Optimize edilen dizinin yapay sentezi Biomatik firmasi tarafindan gerceklestirilmistir.
Dizi E.coli pET22b ekspresyon sistemine Ncol ve EcoRI enzimleri ile klonlanmis halde

temin edilmistir.

3.2.2. VEGF¢5 geninin ekspresyon vektoriine klonlanmasi

Rekombinant VEGF45-pKLAC2 vektoriiniin elde edilmesi igin yapiskan uglara sahip
VEGFi65 geninin (insert DNA) ve vektor DNA’sinin elde edilmesi gerekmektedir.
Yapiskan uglu pKLAC2 vektorii vektor DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
ve kesim triinlerinin saflagtirilmasi ile elde edilmistir. Yapiskan uglu VEGF 145 geni ise

iki farkl yol ile elde edilmistir:

e pPET22b-VEGF45 konstriiktiiniin restriksiyon enzimleri ile kesimi ve VEGF 45
geninin agaroz jelden saflastirilmasi
e Tasarlanan primerler ile gergeklestirilen PCR sonucunda VEGFis5 geninin

cogaltilmasi ve restriksiyon enzimleri ile kesimi
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3.2.2.1. VEGFg5 geninin agaroz jelden saflagtirilmasi

Restriksiyon enzim kesimi

VEGFi65 geninin K. lactis pKLAC2 ekspresyon vektoriine klonlanmasi hedeflenmistir.
Klonlama i¢in bu vektor sisteminin ¢oklu klonlama bolgesinde var olan restriksiyon
enzimlerinden uygun olan iki tanesi (Xhol ve EcoRI) restriksiyon kesimi igin
belirlenmistir. Bu enzimler belirlenirken bu enzimlerin hedef geni kesmiyor olmasina
dikkat edilmistir. Rekombinant VEGF165. pKLLAC2 kontriiktiiniin olugsmasit i¢in hedef
genin i¢inde bulundugu pET22b-VEGF;s5 kontriikti ve pKLAC2 vektér DNA’sinin

Xhol ve EcoRI enzimleri ile ayr1 ayr1 kesimi gergeklestirilmistir.

PET22b-VEGFi5 kontriiktiiniin  kesim reaksiyonlart asagida belirtildigi  sekilde
gerceklestirilmistir:

Cizelge 3.6. VEGF5 geninin restriksiyon enzim kesimi

Hacim
Bilesen

(1))

PET22b-VEGF65 vektor DNA’s1 (90 ng/pl) 28
Xhol (Takara- 5000 U) 2

EcoRI (Takara- 10000 U) 2

10X Tampon H (Takara) 4

Distile su 4

Toplam 40

Cizelge 3.6.’da bir reaksiyon i¢in bilesenleri belirtilen restriksiyon kesim reaksiyonu
toplam dort reaksiyon (160 pl) olacak sekilde 37°C’de 4 saat siirede gergeklestirilmistir.
Her bir reaksiyon ayr1 ependorf tiiplinde olacak sekilde bilesenler eklendikten sonra
mikrosantrifiij ile 3-5 saniye hizlica dondiiriilerek 37°C’deki su banyosunda

inkiibasyona birakilmistir. Her saat basi tiipler mikrosantrifiij ile 3-5 saniye hizlica
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dondiiriilerek reaksiyona devam edilmistir. 4. saat sonunda biitiin reaksiyonlar tek bir
tiipte birlestirilmis ve 6rnekler tizere Orange G yiikleme boyasi ile karistirilarak.agaroz

jel elektroforezinde kosulmustur.

Agaroz Jel Elektroforezi

e Yiikleme boyasi / DNA 6rneginin 1/3 oraninda vorteks ile homojen olarak karigimi
saglanmistir.

e 1 g agaroz iizerine 100 mL 1x TAE tamponu eklenmis ve mikrodalga firinda eritilen
jel 50-60 °C’ye kadar sogumaya birakilmistir. Agaroz jel taraklari, bant ile
birlestirilerek yiikleme yapilan kuyucuklarin hacmi arttirilmistir. 1 pl etidyum
bromiir eklenen jel, taraklar yerlestirildikten sonra kasete dokiilmiis ve katilagmasi
i¢in bekletilmistir.

e DNA ornekleri kuyucuklara yiiklenmis ve 100 volt elektrik akiminda yaklagik 1 saat

boyunca elektroforez islemi gergeklestirilmistir.

Agaroz jelden VEGFgs5 geninin saflastirilmasi

Agaroz jelde kesilmis pET22b-VEGFigs konstriiktiiniin iki esit miktarda iki ayri
kuyucukta agaroz jelde yiiriitiilmiis ve istenilen biiylikliiklerde biri biiylik digeri kiigiik
(VEGF65 geni) olmak tizere iki DNA fragmenti olusturdugu goriilmistir. UV 15181
altinda goriintiilenen agaroz jeldeki kiiciik DNA fragmenti bistiiri yardimi ile kesilerek
jelden ayrilmistir. Bu fragmentlerden kiiciik olan (VEGFi5 geni) ‘Geneaid Gel
Extraction Kit (Jel Ekstraksiyon Kiti)’ ile su sekilde saflagtirilmistir:

e 300 mg jel parcacig iizerine 500 pl QG tampon ¢ozeltisi eklenmistir. 55-60 °C
sicakligindaki su banyosunda 10-15 dakika bekletilmis ve 2-3 dakikada bir alt
iist edilerek agaroz jelin tamamen erimesi saglanmustir.

e Toplama tiiplerine DFH kolonlar1 yerlestirilerek DNA &rnekleri kolona transfer
edilmistir.

e 15000 rpm de 30 saniye santrifiij edilmistir. Kolonun altindaki sivi

uzaklastirilarak kolon toplama tiipiine tekrar yerlestirilmistir.
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e 400 ul W1 yikama tamponu kolona eklenmistir.

e 15000 rpm de 30 saniye santrifiij edilerek kolonun altindaki sivi
uzaklastiriimistir.

e 600 ul W yikama tamponu kolona eklenmistir.

e 15000 rpm de 30 saniye santrifiij edilerek kolonun altindaki sivi

uzaklastiriimistir.

15000 rpm de 3 dakika bos olarak santrifiij edilerek yikama tamponu kolondan
tamamen uzaklastirilmasi saglanmaistir.

Kolon 1.5 mL’lik steril santrifiij tiipline aktarilmigtir. 50 ul distile su kolonun
ortasmna aktarilarak kolon tarafindan tamamen absorblanmasi ic¢in oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

15000 rpm de 2 dakika santrifiij edilerek eliie edilen kesilmis VEGFigs5
fragmenti etiketlenerek -20 °C’de ligasyon isleminde kullanilmak iizere

saklanmustir.

3.2.2.2. VEGFg5 geninin PCR ile elde edilmesi

Primer Tasarimi

Yapay olarak sentezlenen DNA dizisinin kalip olarak kullanilarak, uglarinda

klonlamada kullanilacak retriksiyon enzim kesim bolgelerini (Xhol, EcoRl) iceren DNA

fragmanimnin  PCR

ille elde edilebilmesi 1i¢in Oncelikle primer

tasarimi

gerceklestirilmistir. Cizelge 3.7.’de tasarlanan primerlere ait 6zellikler verilmistir.

Cizelge 3.7. Tasarlanan primerler

Primer Primer dizisi Biiyiikliik (b¢) Tm
XNol-VEGF | s rrreTeoAC RARBBRATEAATTT .
: CTTACTTTC 3’ 33be 64°C
(Sense Primer)
ECORI-VEGE | & 1T TGAATTCTCAGTGGTGGTGGT ]
. GGTGGTGGT 33 be [AlS
(Reverse Primer)
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Cizelge 3.7°de dizileri belirtilen primerlerde restriksiyon kesim bolgeleri sari, Kex
proteaz kesim bolgesi pembe, VEGFis5 genin baslangic kodonu ise yesil ile
belirtilmistir.

PCR Optimizasyonu

Primer ¢iftlerinin erime sicakliklarinin farkli olmasi ve yakin olmamasi durumundan
dolay1 PCR’de baglanma sicakliginin optimizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in Gradient PCR teknigi kullanilmistir. Farkli sicaklik araliklarinda yapilan

denemeler ile primer cifti i¢in en uygun baglanma sicakliklar1 belirlenmistir. 64-75 °C

arasinda farkli sicakliklara sahip kuyucuklarda Gradient PCR ger¢eklestirilmistir.

PCR bilesenleri (25 pl reaksiyon igin) :
e 15,5 ul H,O (DNAz & RNAZz igermeyen)

e 2.5 ul PCR Tamponu (Pfu Polimeraz Tamponu 10x)
e 1,5 ul MgCl, (25mM)
1,5 pl ANTP karigimi (10 mM)

1,5 ul primer “sense” (SuM)

1,5 pl primer “reverse” (S5uM)
1 ul kalip DNA (pET28b-VEGF45)
0,5 ul Pfu DNA polimeraz

PCR kosullari:
4°C 10 dk
95°C 2dk
\
94°C 1dk
Gradient (87-63°C arasinda 5 farkli sicaklik) 1 dk > 35 déngil
72°C 1dk
72°C 5dk
/
4°C ©
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Optimum baglanma sicakligi belirlendikten sonra bu sicaklikta 6 adet 50 ul’lik hacimde
PCR gergeklestirilmistir. Yukarida bilesenleri verilen 25 ul’lik reaksiyondaki miktarlar
iki kat arttirilmistir. Toplam 300 pul PCR firiiniine 100 pl Orange G DNA yiikleme
boyast eklenerek %1°lik agaroz jelde kosuldu. Agaroz jeldeki VEGFg5’e ait DNA
fragmenti GENEAID Gel Extraction Kit (Jel Ekstraksiyon Kiti)’ ile 3.2.2.1°de
belirtildigi sekilde saflagtirilmistir.

3.2.2.3. Vektor DNA’simin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Cizelge 3.8. VEGF45 geninin restriksiyon enzim kesimi

Hacim
Bilesen

(ul)

pKLAC2 vektor DNA’s1 (117.40 ng/ul) 15
Xhol (Takara- 5000 U) 2
EcoRI (Takara- 10000 U) 2
10X Tampon H (Takara) 3
Distile su 8

Toplam 30

Cizelge 3.8.’de bir reaksiyon icin bilesenleri belirtilen restriksiyon kesim reaksiyonu
toplam iki reaksiyon (90 ul) olacak sekilde 37°C’de 4 saat siirede gerceklestirilmistir.
Her bir reaksiyon ayri santriflij tiipiinde olacak sekilde bilesenler eklendikten sonra
mikrosantrifiij ile hizlica déndiiriilerek 37°C’deki su banyosunda inkiibasyona
birakilmigtir. Her saat bas1 tiipler mikrosantrifiij hizlica dondiiriilerek reaksiyona devam
edilmistir. 3. saat sonunda daha verimli kesim i¢in restriksiyon enzimlerinden 1’er pl
daha eklenerek 1 saat daha inkiibasyona birakilmistir. 4. saat sonunda iki reaksiyon tek
bir tiipte birlestirilmistir ve agaroz jel elektroforezinde kosulmak {izere drnekler Orange
G yiikleme boyasi ile karigtirilmistir. Agaroz jeldeki kesilmis olan pKLAC2 vektoriine
ait DNA fragmenti GENEAID Jel Ekstraksiyon Kiti (Gel Extraction Kit)’ ile 3.2.2.1°de

belirtilen sekilde saflastiriimastir.
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3.2.2.4. Ligasyon

PET22b-VEGF165 konsriiktiiniin ve VEGF45 PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri
Xhol ve EcoRlI ile kesimi sonrasinda elde edilen yapiskan uglu VEGF165 geni ile ayni
enzimlerle kesilmis yapigkan uclu pKLAC2 vektoriiniin, ‘pKLAC2-VEGFig5°

rekombinant vektoriiniin olusturulmasi amaciyla ligasyon islemi gerceklestirilmistir.

Ligasyon islemi i¢in T4 DNA Ligaz (25000 U/ul Promega) enzimi kullanilmistir ve
pipetlemeler 3 farkl ligasyon reaksiyonu i¢in asagidaki sekilde yapilmistir:

Cizelge 3.9. Ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Ligasyon 1 Ligasyon 2 Ligasyon 3 Kontrol
Bilesen

(ul) (ul) (ul) (ul)

dH,O - - - 14,5
kesilmis VEGF g5 geni 16,5 16 14,5 -

kesilmis pKLAC2 plazmit DNA 0,5 1 2,5 2,5
T, DNA ligaz tamponu(10x) 2 2 2 2
T, DNA ligaz 1 1 1 1

Cizelge 3.9°da verilen miktarlarda yapilan pipetlemenin ardindan, hazirlanan ligasyon
karisimlar1 mikrosantrifiijde hizlica déndiiriilerek ve +16°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan transformasyon islemlerinde kullanilmak {izere

+4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2.5. Rekombinant pKLAC2-VEGF5 vektoriiniin E.coli DH5a hiicresine

transformasyonu

E.coli DH5a hiicrelerinin PIPES’li tampon cozeltisi ile kompetent hale getirilmesi

e B kat1 besiyeri igeren petriye DH5a hiicreleri ekilmistir.

e 37°C’de 16 saatlik inkiibasyonun ardindan petriden bir koloni almarak; i¢inde 25 ml
SOB bulunan 250 m!’lik erlene inokiile edilmis ve 250 rpm ve 37 C’de 6 saat inkiibe
edilmistir.

e Bu kiiltiiriin 2, 4 ve 10 mL’si i¢erisinde 250 mL SOB bulunan 3 tane erlene inokiile
edilmistir. Erlenler 18-22°C arasi 14 saat boyunca 150 rpm’de inkiibe edilmistir.

o Kiiltiirlerin 600 nm’deki absorbans degeri 0.55’e ulastiginda kiiltiir ¢alkalayicidan
alind1. 10 dakika buzlusu banyosunda bekletilmistir.

e Hiicreler +4C 3900 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek besiyeri tamamen
uzaklagtirilmigtir.

e Hiicreler 0'C*deki 80 mL PiPES’li tampon ile siispanse edilmistir.

e Hiicreler, +4 C 3900 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek tampon uzaklastirilmustir.

e Hiicrelere 0'C’de 20 mL PIPES’li tampon ilave edilmis ve hassasca yeniden
slispansiyon hale getirilmistir.

e 1.5mL DMSO eklenerek buz banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir.

e Hiicreler steril ependorf tiiplere hizlica boliinerek ve sivi azotta dondurulmustur.

e Kompetent E.coli DH5a hiicreleri -80°C’de saklanmustir (Inoue ve ark., 1990).

Transformasyon

e Dort adet steril santrifiij tiipine 200 pl E.coli DH5a kompotent hiicreleri ilave
edilmistir. Hiicreler, 3.3 ul Ligasyon 1,2,3 ve kontrol iiriinleri ile buz banyosunda bir
saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan hiicreler 42°C’de 2 dakika 1s1 sokuna maruz birakilmistr.

e Buz banyosunda 5 dakika tekrar inkiibe edilmistir.
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e Hiicrelerin iizerine 330 ul LB eklenmis ve yarim saat 37°C ve 250 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir.
e Hiicreler segici besiyerine (100 mg/mL ampisilin igeren LB agar) yayma ekim ile

ekilerek 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmustir.

3.2.2.6. Plazmid DNA Saflagtirilmasi

Transformasyon sonrasi olusan koloniler ampisilin ihtiva eden 4 mL’lik sivi LB
besiyerine tek koloni olarak inokiile edilerek 37°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
Santrifiijlenerek santrifiij tiiplerinde toplanan hiicrelerden “Geneaid ® Presto™ Mini
Plasmid Kit” kullanilarak plazmid DNA’lar asagida verilen protokole gore

saflastirilmastir.

e Hiicre peleti 200 pl PD1 ¢ozeltisi ile vortekslenerek siispanse hale getirilmistir.

e Hiicre parcalama ¢ozeltisi olarak 200 pl PD2 eklendi, alt iist edilerek karistirilmigtir
Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

e Notralizasyon ¢ozeltisi olarak 350 pl PD3 eklenmistir ve birkag defa alt-iist edilerek
karigtirilmastir.

e Santrifiij tiipleri maksimum hizda 5-6 dakika santrifiijlenmistir.

e Siipernatant pipet yardimiyla toplama tiipiine yerlestirilen mini kolona aktarilmistir.
15000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek kolonun altinda kalan kisim
uzaklastirilmistir.

e 400 pl kolon yikama ¢ozeltisi (W1Buffer) kolona verilmistir ve 15000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenerek kolonun altinda kalan kisim uzaklastirilmistir.

e 600 pl kolon yikama ¢ozeltisi (Wash Buffer) kolona verilmisir ve 15000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenerek kolonun altinda kalan kisim uzaklastirilmistir. 600 pl yikama
¢oOzeltisi ile bu islem tekrarlanmustir.

e Kolon bos olarak 15000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenerek yikama ¢ozeltisi kolondan
tamamen uzaklastirilmistir.

e Kolon steril santrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.50 pl niikleaz icermeyen su kolona
verilmis ve 60°C’de sicakligindaki su banyosunda 2 dakika inkiibe edilmistir.

e 15000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenerek plazmid DNA’lar saf olarak elde edilmistir.
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e Plazmid DNA’lar PCR ve restiriksiyon enzim analizinde kullanilmak iizere -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2.7. Plazmid DNA analizi

Saflagtirilan plasmid DNA’larin istenilen VEGFi65 genini igerip icermedigi PCR ve

restriksiyon enzim kesimi ile analiz edilmistir.

Plazmid DNA’larin PCR ile analizi

Saflastirilan plasmid DNA’lar kalip olarak kullanilarak 25 pl’lik reaksiyonlar halinde
3.2.2°de belirtilen kosullarda PCR gerceklestirilmistir. PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde

analiz edilmistir.

Plazmid DNA ’larin restiriksiyon enzimleri ile analizi

PCR analizi sonucunda pozitif oldugu diisiiniilen o6rneklerin Hindlll ve EcoRI
restriksiyon enzimleri ile kesimi Cizelge 3.10°da belirtildigi sekilde gerceklestirildikten

sonra %1°lik agaroz jeli ile analiz edilmistir.

Cizelge 3.10. Plasmid DNA nin restriksiyon enzim kesimi bilesenleri

Bilesen Hacim

(1))

Plasmid DNA (110.2 ng/ul) 18
Hindlll (Takara- 10000 U) 1
EcoRlI (Takara- 10000 U) 1
10X Tampon M (Takara) 2.5
Distile su 2.5

Toplam 25
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PCR ve restriksiyon enzim kesimi sonrasinda pozitif oldugu diistiniilen plazmit
DNA’lar, kompetent E.coli DHS5a hiicrelerine transforme edilmis ve plazmit DNA
saflagtirma kiti ile sonraki calismalarda kullanilmak iizere amplifiye edilmistir. Bu
plazmit DNA’nin sekans analizi 6ncesinde farkli iki restriksiyon enzimi ile kesilerek
klonlama tekrar analiz edilmistir. Plazmit DNA’lar Kesim 1’de HindllI-EcoRlI ile,
Kesim 2’de Xhol-EcoRI enzimleri ile kesilmistir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Pozitif klonun farkli restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Kesim 1 Kesim 2 Hacim (pl)
Plasmid DNA Plasmid DNA (110.2 ng/ul) 18
Ncol (Takara- 500 .U) Hindlll (Takara- 10000 U) 1
EcoRI (Takara- 10000 U) EcoRI (Takara- 10000 U) 1
10X Tampon M (Takara) 10X Tampon M (Takara) 2.5
Distile su Distile su 2.5
Toplam 25

PCR ve retsriksiyon enzim kesimi ile analiz edilen ve pozitif oldugu diisiiniilen plazmit

DNA’lar, VEGF165 genine ait primerler ile birlikte DNA dizi analizine gonderilmistir.

3.2.3. VEGF55 geninin ekspresyonu

Rekombinant VEGF45-pKLAC2 vektoriinin K. lactis GG799 maya hiicrelerinde
ekprese edilmesi i¢in vektoriin oncelikle K. lactis genomuna LAC4 lokusundan entegre
olmasi gerekmektedir. Entegrasyon ig¢in VEGF65-pKLAC2 konstriiktii  Sacll
restriksiyon enzimi ile kesilerek lineer hale getirilmistir. Lineer vektor DNA’s1
kompetent K. lactis GG799 hiicrelerine elektroporasyon ile transfer edilmistir. Genoma
entegre rekombinant vektdr tasityan maya hiicrelerinde ekspresyon ¢alismalari

gergeklestirilmistir.
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3.2.3.1. Rekombinant vektoriin lineerizasyonu

Rekombinant bir pKLAC2 vektoriiniin K. lactis GG799 maya hiicreleri genomuna
entegre olabilmesi i¢in Sacll ya da BstXI restriksiyon enzimleri ile lineer hale
getirilmesi gerekmektedir. Sacll enzimi rekombinant VEGF15-pKLAC2 vektoriinde
baska bir kesim bdlgesine sahip olmamasindan dolayi lineerizasyon i¢in bu enzim tercih

edilmistir.

Cizelge 3.12. Rekombinant vektér DNA nin lineerizasyonu

Bilesen Hacim (ul)
Rekombinant VEGF;5-pKLAC2 vektorii (640 ng/ pl) 10
10X Tampon T (Takara) 2
% 0.1 BSA (Takara) 2
Sacll (Takara 1000 U) 1
Distile su S
Toplam 20

Cizelge 3.12.°de bir reaksiyon icin bilesenleri belirtilen restriksiyon kesim reaksiyonu
toplam ii¢ reaksiyon (90 pl) olacak sekilde 37°C’de 4 saat siirede gerceklestirilmistir.
Her bir reaksiyon ayr1 santrifiij tiipiinde olacak sekilde bilesenler eklendikten sonra
mikrosantrifiij ile hizlica déndiiriilerek 37°C’deki su banyosunda inkiibasyona
birakilmigtir. Her saat bas1 tiipler mikrosantrifiij hizlica dondiiriilerek reaksiyona devam
edilmigstir. 3. saat sonunda daha verimli kesim ic¢in Sacll enziminden 1 pl daha
eklenerek 1 saat daha inkiibasyona birakilmigtir. 4. saat sonunda ti¢ tiipteki reaksiyonlar
tek bir tiipte birlestirilerek ‘GENEAID Gel Extraction Kit (Jel Ekstraksiyon Kiti)’ ile
3.2.2.1°de belirtildigi sekilde saflastirilmistir.
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3.2.3.2. Rekombinant vektoriin maya hiicrelerine elektroporasyon ile

transformasyonu

Elektrokompetent K. lactis GG799 hiicrelerinin hazirlanmasi

On Kiiltiir:

e -80°C’de stoklanmis halde bulunan K. lactis GG799 hiicrelerinden YPD-Agar
besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekim yapilmis ve 30°C’de inkiibasyona
brrakilmstir.

e 48 saat sonunda olusan koloniler 4 mL YPD sivi besiyeri iceren tiiplere inokiile
edilmistir. 30°C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizinda bir gece inkiibe edilmistir.

o 25 ul gecelik kiiltiir igerisinde 50 ml YPD besiyeri igeren 250 mL’lik erlene inokiile
edildi. 30°C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizinda inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelerin kompetent hale getirilmesi:

e Kiiltiirtin 600 nm’de absorbans degeri 0.6 degerine ulastiginda hiicreler steril falkon
tiiptinde +4°C’de 5000 rpm hizinda 5 dakika santriflij edilmistir ve siipernetant
uzaklastirilmistir.

e 5 mL soguk ‘yikama ¢ozeltisi’ ile hiicreler resiispanse edilmistir ve 5 dakika buz
banyosunda inkiibe edilmistir. +4°C’de 5000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij
edilmistir ve siipernetant uzaklastirilmistir.

e 5 mL soguk ‘elektroporasyon ¢ozeltisi’ ile yikama yapilmistir. +4°C’de 5000 rpm
hizinda 5 dakika santrifiij edilmistir ve siipernetant uzaklastirilmistir. Yikama islemi
bir kez daha tekrarlanmustir.

e Hiicre peleti 250 pul soguk ‘elektroporasyon ¢ozeltisi’ ile reslispanse edilmistir. Bir
saat buz banyosunda inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun sonunda hiicreler elektroporasyonda kullanilmak iizere kompetent hale

gelmistir.
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Elektroporasyon

100 pl K. lactis GG799 kompetent hiicreler ile 5 ul lineer VEGF165-pKLAC2 vektor
DNA s1 steril santrifiij tiipii igerisinde pipet yardimiyla karistirtlmistir. Karigim 6nceden

buz icerisinde sogutulmus steril elektroporasyon kiivetine aktarilmistir.

e ‘Multiporator/Ependorf Eparotor’ cihazina yerlestirilen kiivete 2.1 milisaniye 2500 V
elektrik akim1 uygulanmistir.

e Elektroporasyon sonrasinda hizli bir sekilde hiicreler iizerine soguk 1 M sorbitol
iceren YPD besiyeri (outgrowth medium) ilave edilmis ve 30°C’de bir saat
karistirilmaksizin inkiibe edilmistir.

e Steril santrifiij tlipine aktarilan hiicreler 4000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendikten
sonra slipernetant uzaklastirilmistir ve hiicreler 400 pl steril distile su ile resiispanse
edilmistir.

e Hiicreler 5 mM asetamid i¢eren YCB-Agar besiyerine yayma ekim yapildiktan sonra

30°C’de koloni olusumu goézleninceye kadar (3 giin) inkiibasyona birakilmustir.

3.2.3.3. Genomik DNA izolasyonu

Secici besiyerinde olusan koloniler 5 mM asetamid iceren 5 mL YCB siv1 besiyerine
inokiile edilmistir. 30°C sicaklik ve 250 rpm karigtirma hizinda 2 giin inkiibasyona
birakilmistir. Biiylime gozlemlenen kolonilerin bulundugu kiiltiirlerden genomik DNA

izolasyonu asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir:

e Biiylime goriilen 5 mL’lik kiiltiirler steril santrifiij tiiplerinde 15000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve siipernetant uzaklastirilmistir.

e Hiicre peletinin iizerine 200 ul Harju Buffer eklenmis ve pelet vortekslenerek
resiispanse edilmistir.

e Hiicreler etanollii kuru buzda 2 dakika inkiibe edilmistir.

e Hiicreler 95°C’de 1 dakika sicak su banyosunda inkiibe edilmistir.

e Etanollii kuru buz ve sicak su banyosunda gerceklestirilen basamaklar tekrar
edilmistir. 30 saniye vorteks uygulanmistir.

e 200 pl kloroform eklenerek 2 dakika boyunca vorteks uygulanmaigtir.
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e (Oda sicakliginda 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij ger¢eklestirilmistir.

e Olusan ii¢ fazdan en Tlstteki faz pipet yardimi ile icerisinde 400 pl soguk etanol
bulunan santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Tiipler alt iist edilerek karistirtlmistir.

e Genomik DNA’nin ¢okelti olusturmasi i¢in tiipler -20°C’de 35 dk inkiibe edilmistir.

e Oda sicakliginda 15000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra silipernetant
uzaklastirilmistir.

e (Cokelti seklindeki genomik DNA 500 pl %70’lik soguk etanol ¢ozeltisi ile
yikanmistir.

e Oda sicakliginda 15000 rpm’de 5 dakika santrifiijjlendikten sonra silipernetant
uzaklagtirilmastir.

e FEtanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in santrifiij tiipleri 42°C’deki etiivde 30 dk
inkiibe edilmistir.

e Genomik DNA 20 pl steril distile su ile ¢oziilerek -20°C’de saklanmak {izere

etiketlenmistir.

3.2.3.4. Genomik DNA’nin PCR ile analizi

VEGF165-pKLAC2 vektor DNA’sinin entegrasyonunun analizi i¢in saflastirilan 14 adet
farkl1 genomik DNA kalip olarak kullanilarak PCR gergeklestirilmistir. 3.2.2°de
belirtilen reaksiyon sartlarinda gergeklestirilen 25 ul’lik PCR iirtinleri %]1°lik agaroz

jelde goriintiilenmistir.

3.2.3.5. DNA dizi analizi

Agaroz jel analizi sonucunda klonlamanin basarili oldugu diisiiniilen genomik
DNA’lara ait PCR driinleri ‘GENEAID DNA Saflastirma Kiti’ kullanilarak

saflastirildiktan sonra VEGFig5’e ait ileri ve geri primerler (Tablo 3.7) kullanilarak

DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.
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3.2.3.6. Rekombinant VEGF 5 nin ekspresyonu
PCR ve dizi analizi sonucunda pozitif oldugu diisiiniilen genomik DNA’ya sahip

hiicrelerin  -80°C’deki stoklar1 ekspresyon amaciyla kullanilmistir.  Rekombinant

VEGF¢s iiretimi 300 mL YPGal besiyeri iceren erlenlerde gergeklestirilmistir.

Kat1 besiyerine inokiilasyon:

Rekombinant insan VEGF¢s tireten K. lactis GG799 hiicreleri 5 mM acetamid igeren
YCB agar kat1 besiyerine inokiile edilmistir. YCB agar kati besiyerinin igerigi ve
hazirlanisi 3.1.6.2°de Dbelirtilmistir. K. lactis hiicreleri 30°C’de koloni olusumu

gozleninceye kadar 72 saat inkiibe edilmistir.

On kiiltiir:

Genomunda VEGFigs5 genini tasidigi PCR ve dizi analizi ile tespit edilen K. lactis
hiicreleri steril deney tiiplerinde 5 mM asetamid igeren 5 mL YCB sivi besiyerinde
30°C’de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. YCB siv1 besiyerinin hazirlanig1 3.1.6.2°de
belirtilmistir. Rekombinant K. lactis hiicrelerinin 6n kiltiirii deney tiiplerinde 250 rpm
karistirma hizinda gergeklestirilmistir. K. lactis hiicreleri igin optimum biiylime sartlari
30°C ve 225 rpm’dir. Transforme edilmemis K. lactis GG799 hiicreleri negatif kontrol
olarak YPD besiyerine ayn1 kosullar altinda inkiibe edilmistir. Rekombinant protein
ekspresyonu oncesinde hiicreler 5000 rpm 5 dk santrifiij edilmistir. Besi ortami
uzaklastirilarak hiicre peleti 500 ul YPGal (% 4 galaktoz) ile siispanse edilmistir. YPGal

stv1 besiyerinin hazirlanist 3.1.6.2°de belirtilmistir.
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Rekombinant VEGFg5 iiretimi:

Rekombinant VEGFig5 ekspresyonu igerisinde 300 ml YPGal igeren 2 L ¢alisma
hacmine sahip olan erlenlerde gergeklestirilmistir. K. lactis GG799 hiicreleri igin
protein ekspresyonun en yliksek verimde gerceklestigi bilinen galaktoz igerikli YPGal

besiyerinin hazirlanisi 3.1.6.2°de belirtilmistir.

On kiiltiirde ¢ogaltilan ve YPGal besiyeri ile siispanse edilen hiicreler 300 mL YPGal
iceren erlenlere % 1 olacak sekilde inokiile edilmistir. Hiicreler ekspresyon amaciyla
30°C’de 250 rpm’de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir.8000 rpm’de 20 dakika santrifiij
sonrasinda besiortam1 hiicre peletinden uzaklastirilmistir. Hedef proteinin sekrete

edildigi slipernetant protein saflastirmak tlizere kullanilmastir.

3.2.4. VEGF 45 proteininin saflastirilmasi

3.2.4.1. Protein ¢coktiirme

Santrifiigasyon ile hiicrelerden arindirilmis ve hedef proteini iceren 300 mL
slipernetanttan protein ¢oktiirme yontemi (Salting-out) ile kismi saflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Coktlirme islemi VEGFig5 proteini i¢cin mitojenik aktivitesinin en
yiiksek oldugu bilinen %60 amonyum siilfat doygunlugunda gergeklestirilmistir
(Ferrara ve Henzel, 1989). +4°C’de gergeklestirilecek olan ¢oktiirme sirasinda %0
doygunluktan %60 doygunluga ulasilmasi igin eklenmesi gereken amonyum siilfat
miktar1 300 mL  siipernetant icin 111.96 g olarak  belirlenmistir

(http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.html).

Buz banyosu icerisinde beher i¢inde bulunan siipernetanta, +4 °C sicaklikta
buzdolabinda manyetik karistirici iizerinde manyetik bar ile karigtirilarak belirlenen
miktardaki amonyum siilfat yavas yavas eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. Tamamen

¢oziinme gergeklestikten sonra bir saat boyunca ¢oktiirme islemine devam edilmistir.
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Coktiirme sonrasinda stipernetant +4 °C 12000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiigasyon sonrasinda siipernetant tamamen uzaklastirilmis ve elde edilen protein
¢ozeltisi 3 mL 100 mM pH 7.4 olan fosfat tamponu ile siispanse edilmistir. Boylece
hedef protein ¢ozeltisi ilk hacmine gore 30 kat deristirilmis ve kismi olarak

saflastirilmastir.

3.2.4.2. Afinite kromotografisi

VEGF65 proteinine ait gen dizi optimizasyonu sirasinda proteinin karboksil ucuna
eklenen 10 adet histidin etiketi hedef proteinin afinite kromotografisi ile

saflastirilmasina olanak saglamistir. Saflastirma islemi su sekilde gergeklestirilmistir.

o Saflagtirma yapilacak olan polikarbonat kolon igerisine Ni-NTA Agaroz (nikel baglh
dolgu maddesi) re¢ineden 0.5 mL kadar eklendikten sonra, kolon 50 mL 100 mM
fosfat tamponu (pH 7.4) tamponu ile yitkanmistir.

e (Coktiirme sonrasi elde edilen 10 mL protein ¢ozeltisi kolona tatbik edilmistir ve

kolondan gelen biitiin fraksiyonlar (flow through) toplanmustir.

e Hedef proteinin yiiklenmis oldugu kolon 50 mL pH = 7,4 olan 100 mM fosfat
tamponuyla yikanarak kolonda tutunmus diger proteinlerin yikanarak kolondaki

safsizliklar giderilmistir.

e 300 mM imidazol iceren pH 7.4 100 mM fosfat tamponuyla kolona tutunmus olan
hedef protein 500 ul‘lik fraksiyonlar halinde toplam 3 mL ile eliie edilmistir ve biitiin

fraksiyonlar toplanarak +4 °C‘de saklanmistir.

3.2.4.3. Diyaliz ile tamponun degistirilmesi

Protein ¢oktlirme ve afinite kromotografisi sonrasinda saflagtirilmis olan rekombinant
VEGFi65 protein ¢ozeltisindeki amonyum siilfatin tamamen uzaklastirilmast ve hiicre
kiiltiirii denemeleri i¢in daha uygun olan HEPES tamponu ile degistirilmesi amaciyla

diyaliz islemi gergeklestirilmistir. 3 ml rekombinant VEGF45 protein ¢ozeltisi seliiloz
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asetat yarigecirgen diyaliz membrani (Spectra/Por® 1000 kD MWCO # 131486)
icerisine konulduktan sonra 1 litre 20 mM pH7.4 olan HEPES tamponu igerisine
birakilmistir. Gece boyunca +4°C’de manyetik karistiric iizerinde yavasga karistirilarak

diyaliz ger¢eklestirilmistir.

3.2.5. VEGFg5 proteininin karakterizasyonu

3.2.5.1. Spektrofotometri ile kantitatif analiz

Saflagtirilmis rekombinant VEGF 165’ nin kantitatif analizi i¢in saf protein drneginin 280
nm dalga boyunda spektrofotometride (Denovix DS-11 FX+) absorbans degeri
Olciilmiistlir. Saf protein 6rneginin eliisyon ornekleri birlestirilmistir ve karisimin 100
pl’sine protein 6rneginin i¢inde bulundugu 300 mM imidazol igeren tampon ¢ozeltiden
900 pl ilave edilerek 10 kat seyreltme islemi gerceklestirilmistir. Kor olarak tampon
¢Ozeltisi kullanilmistir. 280 nm’de Ol¢iimler i¢in kuvartz kiivet kullanilmistir.
Rekombinant proteine ait amino asit dizisi ‘Expasy ProtParam Tool kullanilarak teorik
molekiiler agirhg ve 280 nm deki ekstinksiyon katsayisi bilgilerine ulasilmistir.
Seyreltme katsay1 dikkate alinarak saf protein numunesinin 280 nm dalga boyunda
absorbans1 hesaplanmistir. Sonrasinda molar absorbsiyon katsayisi, molekiil agirligi ve
ekstinksiyon katsayisi degerleri dikkate alinarak Lambert-Beer yasasina gore proteinin

konsantrasyonu mg/ml olarak hesaplanmistir.

3.2.5.2. SDS-PAGE ile kalitatif analiz
Rekombinant VEGF g5 proteininin kantitatif olarak analizi amaciyla SDS-PAGE islemi

% 4’liik yiikleme jeli ve % 12’lik ayirma jeli kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge
3.13).
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Cizelge 3.13. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler

Bilesenler % 4’liik %12’lik
Yiikleme Jeli (mL) Ayirma Jeli (mL)

Saf su 2.55 4.0

%40 akrilamid 0.35 2.7

Ayirma jeli tamponu - 2.25

Yiikleme jeli tamponu 1.0 -

%10 Amonyum perstilfat (APS) 0.05 0.05

N,N,N’,N-tetrametiletilendiamin 0.01 0.02

(TEMED)

Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka yerlestirilmistir ve
tank SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Saflastirma asamasinda toplanan
her fraksiyondan (negatif kontrol olarak ¢oktiirme sonrast K. lactis GG799, ¢oktiirme
sonras1 transforme K. lactis GG799 hiicrelerine ait protein karisimi, saflastirilmis K.
lactis GG799, eliisyon ornekleri) aliman 100 pl’lik 6rnekler 100 pl numune tamponuyla
karstirilarak 100°C’de 2 dakika denatiire edilmistir. Orneklerin herbiri SDS-PAGE
jelinin kuyucuklarina 20 pl yiiklenmistir. Proteinler, boya ayirma jelinden uzaklasincaya
kadar 100 mA’de elektroforez gerceklestirilmistir. Yiriitme islemi tamamlaninca
tanktan cikarilan jel lizerine jel boyama ¢ozeltisi ilave edilerek ve 15 dk boyanmasi
saglanmistir. Boyanan jel, protein bantlarin1 goriiniir hale getirmek amaciyla boya
uzaklastirma ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Jel goriintiisii, protein bantlar1 gériiniir

hale geldikten sonra jel bir tarayici ile taranarak dijital ortama alinmistir.

3.2.5.3. Giimiis boyama ile kalitatif analiz

e SDS-PAGE jeline yiiklenerek 100 mA’de elektroforezi gerceklestirilen drneklere ait
jel oda sicakliginda 2 saat sabitleyici ¢ozeltide bekletilmistir.

o Jel yikama ¢ozeltisi ile 20 dakika ¢alkalanarak ii¢ kere yikanmaistir.

o Jel sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile 2 dakika calkalanarak inkiibe edilmistir.

o Jel distile su ile iki kere birer dakika calkalanarak temizlenmistir.

71




e Jel glimiis nitrat ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 20 dakika boyanmuistir.

e Protein bantlarini goriinlir hale getirmek amaciyla jel karbonat ¢ozeltisi ile bant
gorintiisii elde edilinceye kadar ¢calkalanmustir.

e Boyama islemi protein bantlar1 yeteri kadar goriiniir hale gelince durdurucu ¢ozelti

ile sonlandirtlmistir.

3.2.6. VEGFg5 proteininin biyoaktivite ¢calismalar

3.2.6.1. Endotel hiicreleri icin DMEM besi ortaminin hazirlanmasi

Insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC-Human umbilical vein endothelial cells)
rekombinant VEGFies proteininin endotel hiicrelerinin canliligina olan etkisinin
arastirilmasi amaci ile DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besi ortaminda %
5 COyigeren 37°C’lik nemli etiivde steril kosullar géz 6niinde bulundurularak kiiltiire
birakilmistir. Gerekli olan besi ortammin hazirlanis1 asagida belirtildigi sekilde

gergeklestirilmistir:

DMEM besi ortaminin igerigi;
¢ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Biochrom)

¢ %1 L-glutamin (Biochrom)
¢ %15 FBS (Fetal Bovine Serum) (Biochrom)

¢ %0.1 gentamisin siilfat (Biological Industries)

3.2.6.2. Endotel hiicrelerin ¢oziilmesi ve Kiiltiirii

Bu ¢alismada kullanilan HUVEC hiicre hatt1 Bingd] Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii’'nden tedarik edilmistir. Tedarik edildikten sonra kisa stireli olarak
-80°C’de muhafaza edilen hiicre ampuliiniin 3/4’i ¢oziinlinceye kadar 37°C sicakliktaki
su banyosunda bekletilmistir. D1 kismi1 alkolle silinerek steril edilen ampule laminar
akislt kabinde 6nceden 37°C’ye 1sitilmig yaklasik 1 mL besi ortami1 damla damla ilave

edilmistir ve ampul icerigi bir santrifiij tiipiine gecirilerek toplam hacim 10 mL’ye
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ulagincaya kadar besi ortami ilave edilmistir. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen
hiicrelerden besi ortami uzaklastirilmistir. Bdylece besi ortami ile birlikte
kriyoprotektan (DMSO) uzaklastirilmistir. Hiicreler az miktar 37°C sicakliga ulagmis
olan antibiyotikli DMEM besi ortamu ile siispanse edildikten sonra yaklasik 12 mL besi
ortam ile karigtirilarak % 5 COsigeren nemli 37°C’lik etiivde biiylimeye birakilmistir.
Yaklagik 2 saat inkiibasyonun ardindan hiicreleri kiiltiir kabina tutunmalar1 inverted
mikroskop altinda goézlenmistir. 24-48 saat inkiibasyon siirelerinde hiicrelerin

bliylimeleri inverted mikroskop ile takip edilmistir.

3.2.6.3. Endotel hiicrelerin pasajlanmasi ve dondurulmasi

Besi ortamindaki nutrientlerin tiikenmesi, hiicre kiiltiiriniin tireme hizinin diismesine ya
da hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir. Bu sebepten dolay1 ¢ogaldiklari yiizey alanini
%70-80 oraninda kaplayan HUVEC Kkiiltiirlinlin bir kism1 dondurularak saklanirken bir

kisminin aktivite calismalarinda kullanilmak pasajlama islemi gerceklesirilmistir.

Pasajlama islemi sirasinda kullanilacak olan DMEM besi ortami, PBS (Biochrom, Ca*"
Mg?* icermeyen) ve Tripsin-EDTA sicak su banyosunda bekletilerek 37 °C sicakliga
ulagmalar1 saglanmistir. Malzemeler ve inkiibatordeki hiicreleri iceren kiiltiir kabi

laminer flow kabine alinmadan 6nce %70’lik alkol ile steril hale getirilmistir.

o Kiiltiir kabindaki besi ortami atik kabina yavasca dokiilerek uzaklastirilmistir.

o Kiiltiir kabinin yiizeyi PBS ile bir kez yikanmistir. Bunun i¢in kiiltiir kabinin hiicre
bulunmayan yiizeyine dogru PBS ilave edilmistir (5 mL/25 sz) ve hiicreler ilizerinde
PBS yavasca dolastirildiktan sonra PBS atik kabina bosaltilarak uzaklastirilmistir.

e Hiicrelerin kiiltiir kabi yiizeyinden kalkmalari amaci ile 2.5 mL Tripsin-EDTA
¢ozeltisi hiicrelerin lizerine birakilmig ve 37°C’deki inkiibatérde yaklasik 2-3 dakika
inkiibasyona birakilmistir.

e Yiizeyden ayrilmayan hiicreler i¢cin mekanik etki uygulanmistir ve inverted
mikroskopta hiicrelerin yilizeyden ayrildiklart gézlemlenmistir.

e Hiicrelere toksik etki gosteren Tripsin-EDTA c¢ozeltisinin serumlu besi ortami ile

inaktivasyonu gerceklestirilmistir. 8-10 ml besi ortami ilave edilmistir ve pipet
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yardimiyla kopiik olusmamasina 6zen gosterilerek hiicreler besi ortaminda siispanse
edilmistir.
e Santrifiij islemi dncesinde hiicre sayimi i¢in 100 pl hiicre siispansiyonu 100 pl tripan

mavisi ile pipet yardimiyla homojenize edilmistir.

Hiicre saymmi: Neubauer lami {izerine birakilan bir miktar hiicre siispansiyonun 10X
bliyiitme ile inverted mikroskopta sayimi gerceklestirilmistir. 4 biiyiik karede hiicreler
hemositometre ile sayilmistir. Hemositometre ile sayim yapildiginda yaklasik olarak bir
karede 80 canli hiicre oldugu gbézlemlendi ve toplam 4 karede yaklasik 320 canli hiicre

oldugu kabul edilmistir.

Neubauer laminda sayim sonucu toplam hiicre miktarini hesaplayabilmek igin

kullanilan formiil;

Ax10°xSF/ Toplam sayilan kare

A sayilan karelerdeki toplam hiicre sayisi

10* 0.1mm3 deki sayim sonucu 1mL’deki sayiya doniistirmek icin katsay:

SF: seyreltme faktorii

Sonu¢ olarak hiicre konsantrasyonu 320x10.000x2/4=16x10> h/mL olarak
belirlenmistir.

10 ml 6rnek oldugu igin; 16x10°> h/mLx10mL= 16 milyon toplam hiicre sayist olarak
belirlenmistir. 1/4 oraninda pasajlama orani uygun goriilmistiir.

e Hiicre siispansiyonunun yarisi pasajlama diger yarist dondurma i¢in kullanilmistir.
Bu yiizden hiicreler ikiye boliinerek iki ayri steril santrifiij tiiplinde 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmigtir.

o Santrifiij sonrasi iistte kalan besi ortam steril sartlarda uzaklastirildiktan sonra, kalan
az miktar besi ortamu ile hiicre peleti homojenize edilmistir. Siispanse hale getirilen
hiicreler tizerine 6 mL taze besi ortami1 eklenmistir.

e Pasajlama oran1 1/4 oldugu i¢in 3’er ml hiicre silispansiyonu 2 adet steril kiiltiir
kaplarina ilave edilmistir. 9 ml taze besi ortami ilavesi ile kiiltiir hacmi 12 ml olarak
tamamlanmistir. Etiketlenen kiiltiir kaplar1 37°C’deki % 5 CO; igeren inkiibatorde

inkiibe edilmistir.
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e Diger santrifiij tiiptindeki hiicreler dondurularak saklamistir. Bunun i¢in hiicre pelleti
elde edildikten sonra 0.4 mL DMSO ve 3.6 mL serum karistirilarak 4 mL dondurma
ortami1 hazirlanmstir.

e Hiicreler dondurma ortamu ile birlestirildikten sonra 4 ampiile 1’er mL olacak sekilde

hizlica boliinmiistiir. Hazirlanan ampiiller -80°C’de saklanmustir.

3.2.6.4. Rekombinant VEGF¢5’nin endotel hiicre biiyiimesine olan etkisi (MTT
testi)

Rekombinant VEGFes’nin HUVEC Kkiiltiiriiniin canlilig1 tizerine olan etkisi 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiiriin yasayan hiicrelerde formazan tuzu
olusturmasi prensibine dayali kolorimetrik bir yontem olan MTT testi ile belirlenmistir.
Bu denemede pozitif kontrol olarak ticari VEGF;¢5 (Recombinant human VEGF 165A
#ab9571) kullanilmistir. 0.1 mg/mL konsantrasyonundaki ticari VEGFg5’nin Onerilen
kullanim konsantrasyon araligi (1.0-8.0 ng/mL) dikkate alinarak 11 farkli konsantrasyon
(Tablo 3.14) belirlenmistir. Spektrofotometrik analiz ile konsantrasyonu yaklagik 0.1
mg/ml olarak tespit edilen rekombinant VEGFg5’nin ticari VEGF1g5 igin belirlenmis
olan konsantrasyonlar ile ayn1 konsantrasyonlarda etkisi arastirilmistir. Negatif kontrol
olarak VEGFgs'nin iginde bulundugu 20 mM HEPES (pH 7.4) tampon c¢ozelti
kullanilmistir. MTT testi su sekilde gergeklestirilmistir:

1. 100 pl hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalariin
belirlenen kuyucuklarina yaklasik 4x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde tekrarli olarak
ekimi gergeklestirilmistir. Bu denemede ticari ve rekombinant VEGF 5 i¢in belirlenen
her bir konsantrasyon igin 3 tekrar, negatif kontrol igin 2 tekrar gerg¢eklestirilmistir.

2. Hiicreler 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalarinda 37°C’deki % 5 CO; iceren
inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3. 24 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin besi ortami uzaklastirilmistir. Besi
ortam1 (DMEM) ile 20 ng/mL konsantrasyona seyretilen pozitif kontrol, rekombinant
VEGFi65 ve negatif kontroliin belirlenen konsantrasyonlardaki dilusyon ornekleri
kuyucuklara belirlenen plaka diizenine gore (Cizelge 3.14) ilave edilmistir. 2 ve 6.
ginde MTT testi sonuglarini almak iizere hiicreler 37°C’deki % 5 CO; igeren

inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.
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4. Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii plakalarinin besi ortami uzaklastirilmistir ve
hiicrelerin lizerine 0.5 mg/mL konsantrasyonda MTT igeren besi ortami eklenir.

5. Hiicreler karanlikta 37 °C’de, % 5 CO;’li inkiibatorde 3 saat siire ile inkiibe
edildikten sonra her bir kuyucuga 100 pL DMSO eklenip, 5 dakika boyunca hiicreler
karanlikta bekletilmistir. Boylece DMSO eklenmesi ile formazan kristallerinin
¢Oziinmesi saglanmigtir.

6. Mikroplaka okuyucu cihaz ile 570 nm dalga boyunda plakalarin absorbans degerleri
kaydedilmistir.

7. Elde edilen absorbans degerleri ‘Graphpad’ programi kullanilarak 6rneklerin en etkili
oldugu konsantrasyonun yarisi olarak tanimlanan ECsy degerleri ng/mL cinsinden

hesaplanmuistir.

Cizelge 3.14. Pozitif kontrol, rekombinant VEGF5 ve negatif kontroliin uygulama
konsantrasyonlari

Kuyucuk 112 |3] 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Konsantrasyon | 20 | 10 | 5| 2.5 | 1.25 | 0.625 | 0.3125 | 0.156 | 0.078 | 0.039 | 0.019 | 0.009
(ng/ml)

3.2.6.5. In vitro yara iyilesmesi

In vitro yara iyilesmesi i¢in kullanilacak olan ve -80°C’de muhafaza edilen 1929
fibroblast hiicre hattina ait hiicre ampulii 3/4°1i ¢oziinlinceye kadar 37°C su banyosunda
bekletilmistir. Dis kismi alkolle silinerek steril edilen ampule laminar akisli kabinde
onceden 37°C’ye 1sitilmis yaklastk 1 ml DMEM besi ortami damla damla ilave
edilmistir ve ampul igerigi bir santrifiij tiipiine gegirilerek toplam hacim besi ortamu ile
10 mL’ye tamamlanmstir. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen hiicrelerden besi ortami
uzaklastirilmistir. Hiicreler antibiyotikli DMEM besi ortami ile siispanse edildikten
sonra yaklasik 12 mL besi ortami ile karistirilarak %5 CO; iceren nemli 37°C’lik etiivde
inkiibasyona birakilmigtir. Yaklasik 2 saat inkiibasyonun ardindan hiicreleri kiiltiir
kabina tutunmalar1 inverted mikroskop altinda gozlenmistir. 24-48 saat inkiibasyon
stirelerinde hiicrelerin biiylimeleri inverted mikroskop ile incelenmistir. Neubauer lami

ile sayim1 gerceklestirilerek mililitredeki hiicre sayis1 hesaplanmustir.
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Standart yara modeli olusturulmasi icin DMEM besi ortaminda kiiltiire edilmis 1.929
fibroblast hiicreleri her bir goziinde 10* hiicre olacak sekilde 6 gozlii iki adet kiiltiir
kabina (24. ve 48. saatler i¢in) ekimi gergeklestirilmistir ve hiicreler %5 CO>’li etiivde
37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine
tutundugu gozlenmistir. Kiiltliir kabinin %90’ nin1 kaplayan hiicre tabakasinda standart
yara modeli meydana getirmek amaciyla 200 pl’lik steril pipet ucu ile kiiltiir kabinin her
gozii ortadan ikiye boliinecek sekilde cizilerek yara modeli olusturulmustur. Kiiltiir
kabinin inverted mikroskop ile goriintiisii kaydedilmistir. Yara yiizeyi olusturulan kiiltiir
kaplarinin gozleri besi ortamu ile yikanarak kaldirilan hiicreler uzaklastirilmistir. Negatif
kontrol, bu c¢alismada iiretilen saf rekombinant VEGF45 ve pozitif kontrol (ticari
VEGFi65) olmak iizere ii¢ adet test maddesi iki tekrarli olarak besi ortami igerisinde
belirlenen konsantrasyonlarda yara modeli olusturulan 6 gdzlii kiiltiir kabina ilave
edilmistir. Negatif konrol olarak besi ortami kullanilmistir. Rekombinant VEGF 165’ nin
yiiksek aktivite gosterdigi iki konsantrasyon degeri (5 ve 10 ng/ml) 6nceki ¢alismadan
elde edilen degerler ile belirlenmistir. Pozitif kontrol ayni konsantrasyonlarda kiiltiir
kabina eklenmistir. Hiicreler %5 CO;’li etiivde 37°C’de inkiibe edilmistir. 0., 24. ve 48.
saatlerde kiiltiir kabinin mikroskop altinda goriintiisii elde edilerek yara iyilesmesi takip

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kodon Optimizasyonu

NCBI (The National Center for Biotecnology Information) veri tabani kullanilarak elde

edilen VEGF165 genine ait DNA sekansi agagidaki belirtilmistir:

Vascular endothelial growth factor isoform VEGF65 [Homo sapiens]

GenBank: AF486837.1

61
121
181
241
301
361
421
481
541

atgaactttc
gccaagtggt
gtgaagttca
atcttccagg
atgcgatgcg
aacatcacca
agcttcctac
aatccctgtg
tgtaaatgtt
gaacgtactt

tgctgtcttg
cccaggcetgce
tggatgtcta
agtaccctga
ggggctgctyg
tgcagattat
agcacaacaa
ggccttgctc
cctgcaaaaa
gcagatgtga

ggtgcattgg
acccatggca

tcagcgcagce
tgagatcgag
caatgacgag
gcggatcaaa
atgtgaatgce
agagcggaga
cacagactcg
caagccgagg

agccttgcect
gaaggaggag
tactgccatc
tacatcttca
ggcctggagt
cctcaccaag
agaccaaaga
aagcatttgt
cgttgcaagg
cggtga

tgctgctcta
ggcagaatca
caatcgagac
agccatcctg
gtgtgcccac
gccagcacat
aagatagagc
ttgtacaaga
cgaggcagct

cctccaccat
tcacgaagtg
cctggtggac
tgtgcccctg
tgaggagtcc
aggagagatg
aagacaagaa
tccgcagacg
tgagttaaac

Yukarida goriilen insan VEGFi65 genine ait DNA sekansi 576 bg biiyiikliigiinde olup
191 amino asit bilyiikliigiinde bir proteine aittir. Bu biiyiime faktoriine ait amino asit

dizisi agagidaki gibidir:

Insan VEGF g5’ ait amino asit sekansi:

MNFLLSWVHWSLALLLYLHHARKWSQAAPMAEGGGONHHEVVKFMDVYQRSYCHPIETLV
DIFQEYPDETIEYTIFKPSCVPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMOQIMRIKPHQGQHIG
EMSFLOHNKCECRPKKDRARQENPCGPCSERRKHLEVODPOTCKCSCKNTDSRCKARQL
ELNERTCRCDKPRR

Insan VEGFe5’e ait sekansin K. lactis maya sistemine gére optimize edilmis hali:

atgaatttcttactttcatgggttcattggtcattggcgecttcttttgtacttgcatcacgcaaaatggt
ctcaagcggcgccaatggctgagggaggaggtcaaaatcatcatgaagttgtgaagttcatggacgtcta
tcagaggagttactgccatcccatcgagactttggttgatatattccaagagtacccggacgagatcgaa
tatatttttaaaccttcttgtgtaccccttatgagatgecggtggttgttgcaacgacgaaggattagaat
gtgtgccaactgaagaatcaaacattacaatgcaaattatgcgtattaaaccacatcaagggcaacacat
tggcgaaatgtccttcttacagcataacaaatgcgagtgcaggccaaagaaagatcgtgcgagacaagaa
aacccgtgcggcecccatgcagtgagecgtagaaaacacttattcgtccaagatccgcaaacctgcaagtgtt
cttgtaaaaatactgattcaagatgtaaggctagacaattagaattgaacgaaagaacctgccgttgtga
taaaccaagaagatga

78



4.2. Vektor Optimizasyonu

Optimize edilmis insan VEGFgs’e ait sekansin K. lactis pKLAC2 vektor sistemine
klonlanmasi hedeflenmistir.

K. lactis organizmasina gore optimizasyonu yapilan dizinin K. lactis pKLAC2 vektor
sistemine klonlanmasi i¢in uygun restriksiyon enzim kesim bolgeleri (Xhol, EcoRI)
dizinin her iki ucuna teorik olarak eklenmistir. Yapay olarak sentezlenecek olan bu
dizinin sonraki, ¢alismalarda E.coli pET28b vektoriine de Ncol ve EcoRI enzimleri ile
klonlanabilmesi igin gerekli bu enzimlere ait kesim bolgeleri de diziye eklenmistir. K.
lactis vektor dizisinde bulunan o-mating faktor sinyal dizisi proteinin eksprese
edildikten sonra hiicre i¢ine sekresyonunu saglamaktadir. Xhol ile kesim sonrasinda bu
sinyal dizisinin karboksil ucundaki Kex proteaz kesim bolgesinin (dizide pembe ile
gosterilmistir) kaybi, yapay olarak sentezlenecek dizinin amino ucuna eklenmesi ile
telafi edilmistir. Dizinin sonuna eklenen 10 adet Histidin amino asitine ait dizi,
ekspresyon sonrasinda proteinin afinite kromotografi ile saflastirilmasi amaciyla genin
karboksil ucuna eklenmistir. Sonug¢ olarak hem bakteri hem de maya sistemlerinde

klonlamaya imkan saglayacak sekilde optimizasyon gergeklestirilmistir.

4.3. Yapay Gen Sentezi

Yapay olarak sentezlenmis DNA dizisi :

Neol  Xhol

e

T

CCATGGGTCTCGAGHENNEN \ TGAATTTCTTACTTTCATGGGTTCATTGGTCATTGG
CGCTTCTTTTGTACTTGCATCACGCAAAATGGTCTCAAGCGGCGCCAATGGCTGAG
GGAGGAGGTCAAAATCATCATGAAGTTGTGAAGTTCATGGACGTCTATCAGAGGAG
TTACTGCCATCCCATCGAGACTTTGGTTGATATATTCCAAGAGTACCCGGACGAGAT
CGAATATATTTTTAAACCTTCTTGTGTACCCCTTATGAGATGCGGTGGTTGTTGCAA
CGACGAAGGATTAGAATGTGTGCCAACTGAAGAATCAAACATTACAATGCAAATTA
TGCGTATTAAACCACATCAAGGGCAACACATTGGCGAAATGTCCTTCTTACAGCAT
AACAAATGCGAGTGCAGGCCAAAGAAAGATCGTGCGAGACAAGAAAACCCGTGCG
GCCCATGCAGTGAGCGTAGAAAACACTTATTCGTCCAAGATCCGCAAACCTGCAAG
TGTTCTTGTAAAAATACTGATTCAAGATGTAAGGCTAGACAATTAGAATTGAACGA
AAGAACCTGCCGTTGTGATAAACCAAGAAGAGGATCCGGTCACCACCACCACCACC

ACCACCACCACCACTGAGARTIE ‘/
Stop lailon \- 10X His
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Yapay olarak sentezlenmesi istenilen DNA sekansi Ncol ve EcoRI enzimleri ile pet22b
vektor sistemine klonlanmis halde ticari olarak tedarik edilmistir (Sekil 4.1).

T7 terrainator

T7 promoter prime)

pPET22b-VEGF165

Sekil 4.1. pET22b-VEGF 65 konstriiktii

4.4. VEGF65 Geninin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

pet22b 6000 be
~5457 be 5000 bg
800 be
600 bg

Sekil 4.2. Restriksiyon kesimi sonrasinda pET22b-VEGF;45 nin agaroz jel
goriintlisit.  M: markér DNA (1000 kb DNA Ladder)

PET22b-VEGFis5’nin  Xhol ve EcoRI enzimleri ile kesim sonrasinda 5457 bg
biiyiikliigiinde biiyiik fragment, 633 bg biiyiikliigiinde kiiclik fragment olmak tizere iki
fragment olugmas1 beklenmistir. Sekil 2’de goriildiigii izere VEGF165 geni markér DNA
ile karsilastirildiginda istenilen biiytikliikte yaklagik 633 bg oldugu goriilmektedir.
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4.5. PCR Optimizasyonu

PCR’de her iki primer i¢in baglanma sicakliginin optimizasyonu i¢in Gradient PCR

gerceklestirilmistir. 87-63°C arasindaki 5 farkli sicaklikta gergeklestirilen PCR iiriinleri

%1’lik agaroz jel elektroforezinde kosulmustur. 5 farkli sicaklik degeri ve bu

sicakliklarda elde edilen PCR iiriinlerinin yiiklenmis olduklar1 kuyucuk numaralari

Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Gradient PCR baglanma sicakliklar

Primerlerin Kuyucuklara ait baglanma
Kullanilan primer cifti Tm sicakliklar1 (°C)
Degerleri (°C) 1 2 3 4 5
Gradient Xhol-VEGF Sense
PCR 3 EcoRI-VEGF Reverse & o §7.5 1.0 735 765
800 bg
600 bg

Sekil 4.3. Farkli baglanma sicakliklarinda Gradient PCR iirtinleri
M: Mark6ér DNA (1000kb DNA Ladder)

Agaroz jeldeki goriintiisii (Sekil 4.3) incelendiginde 5 farkli sicaklik arasindan en

yiiksek verimde iiriin veren baglanma sicakliginin 1 numarali kuyucuktaki drenege ait

olan 65°C oldugu belirlenmistir.
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4.6. Vektor DNA’sinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

pKLAC2
(~9000bc)

Sekil 4.4. pKLAC2 vektoriiniin restriksiyon kesim sonrasi agaroz jel goriintiisii

M: Markor DNA (1000 kb DNA Ladder)

pPKLAC2 vektor DNA’sinin Xhol ve EcoRI restriksiyon enzimleri kesimi agaroz jel

elektroforezi sonrasinda %]1’lik agaroz jelden GENEAID Jel Ekstraksiyon Kiti ile
saflastirilmistir (Sekil 4.4).

4.7. Plazmid DNA Analizi

Klonlamanin basariyla gergeklesmis oldugu kolonilerden plazmit DNA’lar saflagtirilmis
ve plazmit DNA’lar kalip olarak kullanilarak VEGF 45 genine ait primerler ile optimize
edilmis baglanma sicakliginda PCR gerceklestirilmistir. PCR {irtinlerden elde edilen
agaroz jel gorlintiileri incelendiginde (Sekil 4.5) ¢alisilan 10 numuneden 3 tanesinin (2,3
ve 4 numaralt kuyucuktaki PCR Ornekleri) VEGF1es geninin biiyiikligiinde DNA
fragmenti verdigi goriilmiistiir. 2,3 ve 4 numarali 6rnekler bir de restriksiyon enzim

kesimi ile analiz edilmistir.
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633 be

Sekil 4.5. PCR ile plazmit DNA analizinin jel goriintiisii
K: Kontrol DNA (VEGFi45) M: Markor DNA (1000kb DNA Ladder)

1000 bg
750 b

Sekil 4.6. Restriksiyon enzim kesimi ile plazmit DNA analizinin jel goriintiisii

M: Markér DNA (1000kb DNA Ladder)

PCR analizi sonucunda pozitif oldugu diisiiniilen 2,3 ve 4 numarali 6rneklerin HindllI
ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesimi sonrasinda istenilen biiyiikliikte iki DNA
fragmentlerini (8833 b¢ ve 891 bg) ihtiva edip etmedikleri % 1°lik agaroz jel
elektroforezi ile analiz edilmistir. Jel goriintiisiine gore sadece 2 numarali plazmit

DNA’nin istenilen biiytikliikte iki DNA fragmenti icerdigi goriilmiistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7. Farkli restriksiyon enzimleri ile klonlamanin analizi

M: Markér DNA( 1000kb DNA Ladder)

Sekil 4.7.’de gorildigi tizere 2 numarali plazmit DNA Kesim 1°’de Xhol-EcoRlI ile,
Kesim 2’de Hindlll-EcoRI enzimleri ile kesim gergeklestirilmis ve agaroz jelde analiz
edilmistir. Kesim 1 ve 2 ‘de goriilen kiiclik fragmentlerin istenilen biiyiikliikkte olmasi
(strastyla 633 be ve 891 bg) DNA sekans analizi 6ncesi klonlamanin 2 numarali plazmit

DNA’da basariyla gergeklestirildigini desteklemektedir.

4.8. Genomik DNA Analizi

VEGF65-pKLAC2 rekombinant plasmid DNA’st lineerize edildikten sonra
elektroporasyon yontemi ile K. lactis GG799 hiicrelerine aktarilmis ve asetamid igeren
secici besiyerinde olusan kolonilerin herbirinden genomik DNA saflastiriimasi
gergeklestirilmistir. Saflastirilan genomik DNA’lardan PCR reaksiyonu sonucunda
agaroz jel elektoforezi sonucunda VEGFies genine ait 633 bg biyiikligiinde DNA
fragmenti veren 12 adet 6rnek (Sekil 4.8) (1, 3, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 no’lu

genomik DNA’lar) ile ekspresyon denemeleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli genomik DNA’larin PCR ile analizi
M: Markér DNA (1000kb DNA Ladder) K: Kontrol DNA(VEGFs)

4.9. DNA Dizi Analizi

PCR ile genoma entegresyonun basarili oldugu diisiiniilen genomik DNA’lara sahip K.
lactis GG799 hiicreleri ile kiigiik 6l¢ekte ekspresyon denemeleri gergeklestirilmistir. Bu
denemelerde SDS-PAGE analizi ile ekspresyonun basari ile gergeklestirildigi diisiiniilen
genomlara ait PCR iiriinleri DNA analizi ile degerlendirilmistir. Kromatogramlar Finch

TV programi kullanilarak okunmustur (Sekil 4.9).

a FinchTV - VEGF165.ab1
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AGAAAACACTTATITC

Sekil 4.9. Pozitif genomik DNA’nin dizi analizi kromotogram sonucu

Ileri ve geri olmak iizere 2 primer kullanilarak analiz edilen genomik DNA’larin dizi
analizi sonucu elde edilen sekans dizileri ile VEGFyg5 genine ait DNA dizisi NCBI

BLAST programi kullanilarak iki dizi karsilastirilmis ve benzerlik orani tespit
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edilmistir. Bu genomik DNA’lardan en iyi DNA dizi analizi veren (7 numarali genomik
DNA) 6rneginin sonuglar1 degerlendirildiginde bu genomik DNA’ya VEGF65 genine
ait 584 nikleotitten 580 niikleotitin genome entegre oldugu Sekil 4.10°da
goriilmektedir. Ayni sekilde bu genomik DNA’ya ait amino asit dizisi VEGF5 genine
ait amino asit dizisi CLUSTAL OMEGA programi kullanilarak karsilastirilmistir ve
%99 oraninda benzerlik goriilmiistiir (Sekil 4.11). Bu sonuglar VEGF 165 genine ait DNA

dizisinin K. lactis GG799 hiicrelerine ait genoma basarili bir sekilde entegre edildigini

dogrulamaktadir.
Score Identities Gaps
1055 bits(571) 580/584(99%) 1/584(0%)
VEGF165 18 ATGGGTTC-TTGGTCATTGGCGCTTCTTTTGTACTTGCATCACGCAAAATGGTCTCAAGC 77
(R R R R RN
RekombinantVEGF165 2 ATGGGATCATTGGTCATTGGCGCTTCTTTTGTACTTGCATCACGCAAAATGGTCTCAAGC 60
VEGF165 78 GGCGCCAATGGCTGAGGGAGGAGGTCAARAATCATCATGAAGTTGTGAAGTTCATGGACGT 137
FEEErrrrrrr ettt et e
RekombinantVEGF165 6l GGCGCCAATGGCTGAGGGAGGAGGTCAAAATCATCATGAAGTTGTGAAGTTCATGGACGT 120
VEGF165 138 CTATCAGAGGAGTTACTGCCATCCCATCGAGACTTTGGTTGATATATTCCAAGAGTACCC 197
FEEEEEEET et e e e e e e e e
RekombinantVEGF165 121 CTATCAGAGGAGTTACTGCCATCCCATCGAGACTTTGGTTGATATATTCCAAGAGTACCC 180
VEGF165 198 GGACGAGATCGAATATATTTTTAAACCTTCTTGTGTACCCCTTATGAGATGCGGTGGTTG 257
FEEEErrrrrr ettt e e e
RekombinantVEGF165 181 GGACGAGATCGAATATATTTTTAAACCTTCTTGTGTACCCCTTATGAGATGCGGTGGTTG 240
VEGF165 258 TTGCAACGACGAAGGATTAGAATGTGTGCCAACTGAAGAATCAAACATTACAATGCAAAT 317
FEErrrerrrerrrrrrrre ettt e e e
RekombinantVEGF165 241 TTGGAACGACGAAGGATTAGAATGTGTGCCAACTGAAGAATCAAACATTACAATGCAAAT 300
VEGF165 318 TATGCGTATTAARACCACATCAAGGGCAACACATTGGCGAARATGTCCTTCTTACAGCATAA 377
PEEETrrrrrr ettt et e e e
RekombinantVEGF165 301 TATGCGTATTAAACCACATCAAGGGCAACACATTGGCGAAATGTCCTTCTTACAGCATAA 360
VEGF165 378 CAAATGCGAGTGCAGGCCAAAGAAAGATCGTGCGAGACAGGAAAACCCGTGCGGCCCATG 437
FErrrrrerrrrrrrrrrrrerr e e e e ettt e e
RekombinantVEGF165 361 CAAATGCGAGTGCAGGCCAAAGAAAGATCGTGCGAGACAAGAAAACCCGTGCGGCCCATG 420
VEGF165 438 CAGTGAGCGTAGAAAACACTTATTCGTCCAAGATCCGCAAACCTGCAAGTGTTCTTGTAA 497
FEEErrrerrrerrrrrrrr et e e e
RekombinantVEGF165 421 CAGTGAGCGTAGAAAACACTTATTCGTCCAAGATCCGCAAACCTGCAAGTGTTCTTGTAA 480
VEGF165 498 AAATACTGATTCAAGATGTAAGGCTAGACAATTAGAATTGAACGAAAGAACCTGCCGTTG 557
PEEETErerrr et e et e e e
RekombinantVEGF165 481 AAATACTGATTCAAGATGTAAGGCTAGACAATTAGAATTGAACGAAAGAACCTGCCGTTG 540
VEGF165 558 TGATAAACCAAGAAGAGGATCCGGTCACCACCACCACCACCACC 601
FEETTTEEEEEE e e r e el
RekombinantVEGF165 541 TGATAAACCAAGAAGAGGATCCGGTcaccaccaccaccaccace 584

Sekil 4.10. Pozitif genomik DNA’nin VEGF 45 ile karsilastirilmasi
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VEGF165 MGLEKRMNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGONHHEVVKFMDVYQRSYCHP

RekombinantVEGF165 ~  —------——--- MGSWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQONHHEVVKEMDVYQRSYCHP
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkk
VEGF165 IETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHOG
RekombinantVEGF165 IETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCWNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHOG
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk
VEGF165 QHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRARQENPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKA
RekombinantVEGF165 QHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRARQENPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKA
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkhkkkkhkkkkk
VEGF165 RQLELNERTCRCDKPRRGSGHHHHHHHHHH
RekombinantVEGF165 RQLELNERTCRCDKPRRGSGHHHHHHR-——

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk o

Sekil 4.11. Pozitif genomik DNA’ya ait amino asit dizisinin VEGFgs ile

karsilastirilmast
4.10. Rekombinant VEGF¢5 Proteinin Kalitatif ve Kantitatif Analizi
4.10.1. Spektrofotometrik analiz

Saflagtirilmis rekombinant VEGF 165’ nin kantitatif analizi i¢in saf protein drneginin 280
nm dalga boyunda spektrofotometride (Denovix DS-11 FX+) absorbans degeri
Olciilmistiir. 10 kat seyretilmis protein ¢ozeltisinin seyreltme katsayis1 dikkate alinarak
280 nm’deki absorbans degeri 0.1 olarak elde edilmistir. ‘Expasy ProtParam Tool’
kullanilarak rekombinant proteine ait amino asit dizisi, teorik molekiiler agirligi ve 280
nm’deki ekstinksiyon katsayisi degerlerine ulasilmistir. Optimize edilmis monomer
yapidaki VEGFi5 proteine ait amino asit sekansina gore proteinin molekiil agirlig:
yaklagtk 23.8 kDa, 280 nm’de ekstinksiyon katsayis1 24950 M™ cm™ olarak
belirlenmistir. Spektrofotometri cihazina proteine ait degerler girildiginde protein
¢oOzeltisinin konsantrasyonu 0.1 mg/ml olarak elde edilmistir. Bir litre kiiltiirden

yaklasik 1.7 mg saf protein elde edilmistir.
4.10.2. SDS-PAGE analizi

Numune tamponu ile denatiire edilmis olan 6rneklerin (negatif kontrol olarak ¢oktiirme
sonrast K. lactis GG799, transforme K. lactis GG799 hiicrelerine ¢oktiirme sonrasi
protein karisimi, saflastirilmis K. lactis GG799, eliisyon oOrnekleri) 20°ser ul
SDS-PAGE  jelinin  kuyucuklarina  yiiklenerek 100 mA’de elektroforez
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gerceklestirilmistir. Boyama ¢o6zeltisi ilave edilerek goriiniir hale getirilen protein

bantlarina ait jel bir tarayici ile taranarak dijital ortama alinmistir (Sekil 4.12).

36 kDa

» VEGF¢5
28 kDa

Sekil 4.12. SDS-PAGE jel gbriintiisii

M: Protein Marker
1: K. lactis protein ¢oktiirme
2: Pozitif K. lactis hiicreleri protein ¢oktiirme
3: K. lactis saflagtirma sonrasi1 (negatif kontrol)
4,5: Saf VEGF¢s5 proteini

4.10.3. Giimiis Boyama

Glimiis nitrat ¢ozeltisi ilave edilerek goriiniir hale getirilen protein bantlar1 jel bir
tarayici ile taranarak dijital ortama alinmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. SDS-PAGE giimiis boyama jel goriintiisii

M: Protein Marker
1: K. lactis protein ¢oktiirme
2: Pozitif K. lactis hiicreleri protein ¢oktiirme
3: K. lactis saflastirma sonrasi (negatif kontrol)
4,5: Saf VEGF 65 proteini

Elde edilen SDS-PAGE jelinin Coomassie Brillant Blue ve giimiis nitrat ile boyanmasi
sonucu elde edile jel goriintiileri analiz edildiginde, 1. kuyucukta goriilen protein
bantlar1 yabanil tip (wild-type) K. lactis GG799’¢ ait tiim ekstraseliiler proteinlerin
protein ¢oktiirme islemi sonrasinda elde edilen goriintiileridir. Buna karsilik VEGF 5
geninin K. lactis genomuna entegre oldugu yani klonlamanin basarili bir sekilde
gergeklestirildigi transforme K. lactis hiicrelerine ait proteinlerin protein ¢oktiirme
sonrasinda elde edilen bantlar1 2. kuyucukta yer almaktadir. Bu goriintiiden anlagilacagi
gibi 1. kuyucukta yer almayip 2. kuyucukta gozlenen protein bandi VEGF 65 proteinin
biyiikliigiine karsilik gelmekte olup bu bant transforme K. lactis hiicrelerinde
ekspresyonun basarili bir sekilde gergeklestirildigini gostermektedir. 3. kuyucukta ise
yabanil tip (wild-type) K. lactis’e ait tiim ekstraseliiler proteinlerin protein ¢oktiirme
islemi sonrasinda afinite kromotografi ile saflastirilmasi sonucu elde edilen 6rnek yer
almaktadir. Bu 6rnekte VEGF45 proteinin biiyiikliigiinde herhangi bir protein bandinin
goriilmemis olmas1 bu 6rnegin negatif kontrol olarak tanimlanmasini dogrulamaktadir.

4. ve 5. kuyucuklarda afinite kromotografisi sonucu elde edilen eliisyon fraksiyonlari
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gozlenmektedir. Bu kuyuculardan saf protein bandinin biyiikliigii monomer
VEGFi5'nin molekiil agirligindan (~ 20 kDa) biiyiik olmas1 beklenen bir sonugtur. Bu
blyiikliik farkinin hem proteinin karboksil ucuna eklenmis olan histidin amino
asitlerinden kaynakladigi hem de K. lactis’in gelismis glikolizasyon mekanizmasi

sonucu proteine eklenen gruplardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.11. Rekombinant VEGFig5’nin Endotel Hiicre Canlih@ina Etkisi

Rekombinant VEGFigs’nin  hiicre canliligina olan etkisi insan umbilikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilarak tespit edilmistir. Kontrol olarak kullanilan
ticari VEGFg5'nin Onerilen konsantrasyon degeri (8-10 ng/ml) dikkate alinarak 11
farkl1 konsantrasyon belirlenmistir. Negatif kontrol olarak proteinin icerisinde
bulundugu tampon ¢ozelti kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda rekombinant ve
ticari VEGFg5’nin DMEM besi ortaminda ¢ogaltilmis olan HUVEC kiiltiirii ile
inkiibasyonu 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalarinda gergeklestirilmistir.
Rekombinant ve ticari VEGFis 3 tekrarli, negatif kontrol ise 2 tekrarli olarak
calisgilmistir. Bu amag ile uygulanan MTT analizi ile 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difenil tetrazolyum bromiiriin canli hiicrelerde formazan tuzu olusturmasi saglanmis ve

kolorometrik olarak 570 nm’deki absorbans degerleri Cizelge 4.2°de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. MTT analizine ait 570 nm absorbans degerleri

Konsantrasyo
n (ng/mL) NK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1.1976 | 1.2493 | 1.6918 | 1.3679 | 1.2212 | 1.4374 | 1.4436 | 1.847 | 1.3495 | 1.4919 | 1.4317 | 1.5355
;gﬁ;?;l 1.2577 | 1.7691 | 1.7592 | 1.6732 | 1.5921 | 1.6582 | 1.541 | 1.6785 | 1.5869 | 1.6441 | 1.5851 | 1.5334

1.1255 | 1.6712 | 1.6969 | 1.5344 | 1.5969 | 1.6334 | 1.7023 | 1.6204 | 1.7905 | 1.531 | 1.5153 | 1.3264

11619 | 1.669 | 1.2999 | 1.4668 | 1.6885 | 1.7191 | 1.694 | 1.538 | 1.6907 | 1.7378 | 1.7001 | 1.354

VEGF s 11992 | 1.4901 | 1.4157 | 1.5691 | 1.7374 | 1.3445 | 1.6132 | 1.5428 | 1.5862 | 1.7144 | 1.7501 | 1.3664

14134 | 1.6393 | 1.6776 | 1.6113 | 1.7712 | 1.4443 | 1.4998 | 1.6223 | 1.616 | 1.6039 | 1.6718 | 1.4433

Negatif 1.3053 | 1.6798 | 1.595 | 1.6621 | 1.5964 | 1.2654 | 1.2021 | 1.588 | 1.433 | 1.5379 | 1.2237 | 1.3085

Kontrol 1.3379 | 1.5729 | 1.2894 | 1.3494 | 1.5212 | 1.4896 | 1.5097 | 1.5245 | 1.1955 | 1.5061 | 1.3296 | 1.3309
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Cizelge 4.3. MTT analizine ait 570 nm absorbans degerleri ortalamalari

Kuyucuk 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Konsantrasyon |\ 20 10 5 25 | 1,25 | 0625 | 0312 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019
(ng/mL)

pozitif | Ort- | 1,193 | 1563 | 1,715 | 1525 | 1,47® | 1,576 | 1,562 | 1,715° | 1,575 | 1,555° | 151° | 1,465

Kontrol | g5 | 0066 | 0,276 | 0,038 | 0,153 | 0,216 | 0,121 | 0,31 | 0,118 | 0,221 | 0,079 | 0,077 | 0,120

Ort. | 1,258 | 1599 | 1464 | 1,549 | 1,732° | 1502 | 1,602 | 1,567 | 1,63 | 1,685° | 1,707° | 1,319

VEGF6s
Ss. 0,136 | 0,096 | 0,194 | 0,074 | 0,042 | 0,194 | 0,098 | 0,047 | 0,054 | 0,072 | 0,040 | 0,048

Negatif Ort. | 1,321 | 1,626 | 1,442 | 1505 | 1,558 | 1,377 | 1,355 | 1,556 | 1,314* | 1,522 | 1,276* | 1,319

Kontrol | g5 | 0,016 | 0,053 | 0,153 | 0156 | 0,038 | 0,112 | 0,154 | 0,032 | 0,119 | 0,016 | 0,053 | 0,011

p (sig.) 0,278 | 0,885 | 0,106 | 0,925 | 0,023 | 0,316 | 0,117 | 0,074 | 0,082 0,04 0,001 | 0,151

Absorbans degerleri ortalama (Ort.) ve standart sapma (Ss.) olarak Cizelge 4.3’de
verilmigtir. On iki farkli konsantrasyon da ii¢ test grubunun (pozitif kontrol, VEGF165 ve
negatif kontrol) absorbans degerlerinin ortalamalar1 arasinda anlamli farklilik olup
olmadig1 faktoriyel deney tasarim modeli ile varyans analizi (ANOVA) yapilarak
belirlenmigtir. Faktoriyel deneme planimizda 3x12=36 adet deney numunesinin her
birinden 3 tekrar bulunmaktadir. Faktorlerin ana etkileri ve etkilesimleri incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Grup faktorii icin
p<0,001, konsantrasyon faktorii i¢in p<0,001 ve grup*konsantrasyon etkilesimi icin
p<0,006 olarak elde edilmistir. Bu yiizden tiim gruplar i¢in her konsantrasyonda
ANOVA analizi ile ortalamalar arasinda anlamli farklilik incelenmistir. Varyans
analizinden 6nce deney numunelerinin absorbans degerine gore normalligi ve varyans
homojenligi sirasiyla Shapiro-Wilk ve Levene testleri ile incelenmistir. Duncan ve
Tamhane testi gruplar arasinda anlamli bir farkin bulundugu konsantrasyonlar
karsilagtirmak amaciyla kullanilmigtir. p (Sig.) <0,05 oldugu degerlerde istatistiksel
olarak anlamli farklilik vardir. Ug test grubunun ilgili konsantrasyondaki
ortalamalarinin birbirinden farki a,b,c harfleri ile gosterilmistir. Ayni harfler fark
olmadigini, farkli harfler fark oldugunu ifade etmektedir. Tabloda p>0,05 olan bazi

konsantrasyonlarda Duncan testi ortalamalar arasindaki farki test edebilmistir.
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Sekil 4.14. VEGF5 nin hiicre canliligina olan etkisi

Tablodaki absorbans degerleri kullanilarak ECsg degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.4).
ECso degeri etken maddenin en yiiksek aktivite gosterdigi konsantrasyon degerinin
yarisi olarak tanimlanir. Dolayistyla bu degerin kiiciik olmasi etken maddenin daha aktif
oldugunu gostermektedir. Tablo 4.4’e bakildiginda iiretilen VEGFig5’nin 2. ve 6.
giinlerdeki ECsp degerlerinin daha diisiik olmasi1 bu proteinin ticari VEGFg5’e gore
daha yiiksek biyoaktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. 6. giinde aktivitenin 2. giine
oranla daha yiiksek olmasi kiiltiir ortamindaki kiiltiir sartlarinin (pH, iyonik denge gibi)
hiicrelerin biiyiimesi i¢in 6 giin boyunca daha uygun hale geldigini gostermektedir.

0.95 T

1

0.85 |

H Pozitif kontrol
i VEGF165

0.8 -

Absorbans (570 nm)

0.75 A

0.7 -
2.gln 6.gln

Sekil 4.15. VEGF¢5’nin 2. ve 6. giinlerde hiicre canliligina olan etkisi
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Cizelge 4.4. MTT analizi ile elde edilen ECsy degerleri

ECso
Zaman Pozitif kontrol (ng/ml) VEGF65 (ng/ml)
2. giin 3.07 3.06
6. giin 3.23 3.18

Rekombinant VEGFig5’nin en iyi ECsq degeri farkli sistemlerde rekombinant olarak
tiretilen VEGFigs’lere gore daha yiliksek oldugu dolayisiyla biyoaktivitesinin
literatiirdeki degerler ile yakin ya da daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Seong-Baek
ve arkadaslariin (2008) memeli hiicrelerinde {irettikleri VEGFi65’nin  HUVEC
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda elde ettikleri ECsp degeri 3.8 ng/ml’dir.
Bang ve arkadaslarinin (2013) E.coli’de iirettikleri VEGF145’nin HUVEC hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyon sonrasinda elde ettikleri ECsp degeri yaklasik 3.0 ng/ml oldugu
belirtilmistir.

4.12. Yara lIyilesmesinin Degerlendirilmesi

0., 24. ve 48. saatlerde mikroskop goriintiileri kaydedilen kiiltiir kaplarmin inverted
mikroskop programu kullamilarak yara modelinin yiizey alanindaki bos alanlarm pm?
cinsinden degerleri hesaplanmistir. 24. ve 48. saatlerdeki bos alanlarin 0. saatte
olusturulan yara modelinin toplam alanina olan orami % ylizey alam1 olarak

yorumlanmustir.
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Negatif
Kontrol

Rekombinant VEGF 45

Pozitif Kontrol

5 ng/ml

0 saat

24 saat

48 saat

10 ng/ml

10 ng/mi

Sekil 4.16. Yara iyilesmesi mikroskop goriintiileri

Cizelge 4.5. Yara bolgesi kaplama yiizdeleri

kaplanan yara alani (%)

0. saat 24. saat 48. saat
Negatif kontrol %0 %55 %78
%0 0 0
VEGFi65 5 ng/ml 0054 %81
- %0
Pozitif kontrol %63 %088
%0 0 0
VEGF g5 10 ng/ml %70 %86
. %0
Pozitif kontrol %73 %93
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yara iyilesmesi
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pozitif kontrol %R:%:(HIGS 10ng/m!
pozitif kontrol 10ng/ml

Sekil 4.17. Yara iyilesmesi alan grafigi

Sekil 4.16 ve 4.17°de goriildiigi tizere rekombinant VEGF 165 ‘nin 24. ve 48. saatte yara
alanini iyilestirme performansi negatif kontrole gére daha yiiksek iken pozitif kontrole
gore daha disiiktiir. Bu sonuca hiicrelerin yara alaninin zamanla ensotel hiicreleri
tarafindan kaplanan alanin hesaplanmasi ile ulasilmistir.  VEGF3e5 10 ng/ml
konsantrasyonda yara alaninin yaklasik %86’sin1 48 saatte kaplayarak yara iyilesmesine
olumlu etkisini gostermektedir. 24. ve 48. saatte kapanan yara alam degerleri

karsilagtirildiginda artan VEGF konsantrasyonu ile yara iyilesmesi oraninda da artis

oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

K. lactis, heterolog rekombinant protein tiretiminde kolay genetik manipulasyona imkan
vermesi, integratif ve epizomal ekspresyon vektorlerin kullanimima uygun olmasi ve
tam genom sekansina ulasilabilir olmasi gibi nedenlerden dolay1 diger maya ekspresyon
sistemlerine gore birgok avantajlara sahiptir (Dujon ve ark., 2004). Ozellikle gida
endustrisinde kullanilan bir¢ok enzimin K. lactis’te basarili bir sekilde iiretilmesi bu
alanda yapilan ¢alismalar1 farmasotik endiistride kullanilan terdpatik proteinlerin
(interlokin 1-B, interferon o-A, B-laktoglobiilin, serum albumin gibi) iiretimine

yonlendirmistir (Ooyen ve ark., 2006).

Gergeklestirilen bu doktora tez calismasinda Onemli bir biiylime faktorii olan
VEGFi65’nin K. lactis maya ekspresyon sisteminde rekombinant olarak {iretimi basari

ile gergeklestirilmistir.

Proje ii¢ temel amaci kapsamaktadir. Bu amaclardan ilki VEGF45 geninin K. lactis
pKLAC2 vektoriine klonlanmasidir. Bu amag ekspresyon ¢aligmalarina devam
edilebilmesi i¢in dnemli bir basamaktir. pKLLAC2 bir¢ok avantaja sahip bir ekspresyon
vektoriidiir. Icerdigi asetamidaz geninden dolay1 transforme hiicrelerin se¢ilimine imkan
saglamaktadir. Dolayisiyla bu sistemde ekspresyon sonrasinda bilyiime ortamindan
uzaklagtirllmas:1  gerekebilecek yiiksek maliyetli antibiyotik kullanimina gerek
kalmamaktadir. Azot kaynagi bulunmayan asetamid iceren besi ortaminda asetemidaz
enziminin asetamidi azot kaynagi olarak metabolize etmesi ancak genomunda pKLAC?2
vektor DNA’s1 tagiyan hiicreler tarafindan gergeklestirilebilir. pKLAC?2 integratif bir
vektor olup, elektroporasyon yontemi ile K. lactis genomuna kolayca entegre olabilen
LAC4 lokusuna ait diziler igermektedir. Ayrica hiicre igerisinde ¢ok fazla kopya olarak
bulunmasa da entegre oldugu suslarin genetik stabilitesini arttirmaktadir. (van den Berg
ve ark., 1990). Elektroporasyon sonucunda segici besi yerinde olusan kolonilerin
genomik DNA’lara ait PCR ve DNA dizi analizi sonuglart pKLAC2 vektoriine
klonlanmis hedef genin K. lactis genomuna basarili bir sekilde entegre oldugunu

gostermektedir.
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Projenin diger O6nemli basamagi transforme K. lactis hiicrelerinde hedef proteinin
sekresyonu, ekspresyonu ve ardindan saf bir sekilde elde edilmesidir. pKLAC2 vektor
sistemi gii¢lii ve indiiklenebilir K. lactis LAC4 promotoruna (P.acs) Sahiptir. Bu
promotor igerdigi LAC4 geni ile laktoz ya da galaktozun karbon kaynagi olarak
kullanilmasini saglayan laktoz-galaktoz mekanizmasinda etkili laktaz ([3-galaktosidaz)
enziminin ekspresyonunu saglamaktadir (Colussi ve Taron, 2005). pKLAC?2 vektoriinde
K. lactis’e ait a-MF sekresyon sinyal dizisi hedef proteinin sekresyonunu saglamaktadir.
Sekresyon avantaji, bakteriyel hiicrelere gore daha gii¢lii hiicre parcalama yontemleri
gerektiren maya hiicrelerini pargalamaya gerek kalmaksizin besiyerinden protein
saflastirmaya olanak saglamaktadir. Besi ortaminda seyreltik VEGFg5’nin amonyum
stilfat ile ¢oktiiriilmesi ile kismi saflastirilmasi yapilmistir. Devaminda, 10 adet Histidin
amino asiti tasiyan hedef protein afinite kromotografisi ile saflastirilmistir. Saflastirilan
protein SDS-PAGE sonrasinda jel Coomassie Brillant Blue ve giimiis nitrat ile
boyanarak kalitatif olarak analiz edilmistir. VEGF65 geninin genomuna entegre oldugu
K. lactis GG799 hiicreleri ile transforme olmamis yabani tip (wild-type) hiicrelerin
hiicre dismma salgiladigi  proteinler SDS-PAGE jel goriintiisiine bakilarak
karsilagtiritlmistir. Sonu¢ olarak az miktar safsizlik i¢eren rekombinant proteinin

eksprese edildigi goriilmiistiir.

Monomer VEGF;¢5 yaklasik 20 kDa biiytikliigiinde iken aktif homodimer formu 40 kDa
blytikliglindedir. SDS-PAGE jel goriintiisiine bakildiginda saflastirilmis VEGF 65 nin
20 kDa’dan daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Seong-Baek ve arkadaglart (2008)
tarafindan CHO memeli hiicrelerinde iiretilen rekombinant VEGF 165’ nin bilytikliigliniin
yine ayni1 sekilde 20 kDa’dan biiyiik oldugu goriilmektedir. E.coli’de farkli ¢aligmalarda
rekombinant olarak iiretilen VEGF165 proteinlerin biyiikliiklerinin monomer 20 kDa,
homodimer 40 kDa biiyiikliiklerinde oldugu belirtilmistir (Pizarro ve ark., 2010; Kang
ve ark., 2013; Salimi ve Babashamsi, 2016). Bu durumun farkli organizmalarda farkli
glikolizasyon mekanizmalarinin gelismis oldugundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Glikolizasyon proteinlerin yapi, stabilite ve fonkSiyonlarmi etkileyen onemli bir
posttranslasyonel modifikasyondur. Maya, bocek ya da memeli gibi okaryotik
sistemlerde geligsmis posttranslasyonel modifikasyon sistemi bulunmasina karsilik
bakteriyel sistemlerin ¢ogunda ise bu mekanizmanin olmamasi ya da oldukg¢a sinirli

olmasi hedef proteinin biiylikliigiini etkiledigi gibi aktivitesinde de farkli karbonhidrat
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yapilarindan dolay1 6nemli etkiler gostermektedir (Croset ve ark., 2012). Bu calismada
bir maya sisteminde tretilmis olan VEGFigs’nin SDS-PAGE analizi sonuglarinda
goriildiigii tizere, yukarida bahsedilen ve bakteriyel sistemlerde firetilmis olan

VEGFig5’lere gore daha biiylik molekiil agirligina sahip oldugu goriilmektedir.

Calismanin diger amaci lretilen saf VEGF45 proteininin karakterize edilmesidir. Bu
amacla rekombinant VEGFigs’nin endotel hiicreleri iizerine mitojenik etkisi MTT
analizi ile tespit edilmistir. MTT testi indirekt olarak hiicre biiylimesi ve/veya hiicre
olimiinii degerlendiren bir testtir. Yasayan hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri artar ve
mitokondriyal enzimlerin subsrati olan MTT tetrazolium tuzlar1 kiiltiir ortamina
verildiginde kolorometrik renk reaksiyonu meydana gelir. Tetrozolium halkasi
mitokondride bulunan dehidrogenez enzimleri tarafindan pargalanarak renkli formazan
kristalleri olusturur. Par¢alanma ile sar1 sari renkli MTT koyu mavi-mor formazan
tirtintine donlismektedir. Mavi-mor kiiltiirlin 570 nm’deki absorbans degeri hiicre

canliligi ile iliskilendirilir (Merrloo J. ve ark., 2011).

Bu calismada Bingdl Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’'nde insan
gobek kordonundan izole edilmis olan insan umbilikal ven endotel hiicreleri hiicre
kiiltiiri  ¢aligmalarindan hiicre hatt1 olarak kullanilmistir. Hiicreler DMEM besi
ortaminda cogaltilmigtir. 96 gozli kiiltiir kabina ekilen hiicrelere 11 farkli
konsantrasyonda negatif kontrol (besi ortami), pozitif kontrol (ticari VEGFigs5) ve
rekombinant VEGF¢s ilave edilmistir. Bu konsantrasyonlar pozitif kontroliin 6nerilen
konsantrasyon araligi dikkate alinarak belirlenmistir. 2. ve 6. giinlerde gerceklestirilen
MTT testi sonucunda kiiltiir kabinin 570 nm’de absorbans degerleri mikroplaka
okuyucu ile Olciilmiistiir. Elde edilen bulgular istatiksel degerlendirilmis ve
konsantrasyona karsi elde edilen absorbans degerleri anlamli bulunmustur (p<0.05)
Absorbans degerleri kullanilarak proteinin en yiiksek aktivite gosterdigi konsantrasyon
degerinin yaris1 olarak tanimlanan ECso degerleri elde edilmistir. Bu degerin kiiciik
olmasi proteinin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. 2. ve 6. giinlere
ait ECsp degerlerine gore VEGF 45, ticari VEGF5’e gore daha yiiksek biyoaktiviteye
sahiptir. Ticari VEGF;65’nin bakteriyel (E. coli) sistemde iiretilmis olmasinin aktiviteye

etki edebilecegi tahmin edilmektedir. 6. glinde aktivitenin 2. giine oranla daha yiiksek
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olmasi kiiltlir ortamindaki kiiltiir sartlarinin (pH, iyonik denge gibi) hiicrelerin biiylimesi

i¢in 6 glin boyunca daha uygun hale geldigini géstermektedir.

Bu ¢alismada rekombinant olarak tiretilmis olan VEGF145’nin ECsp degeri MTT analizi
sonucu 3.06 ng/mL olarak elde edilmistir. 2007 yilinda Seong-Baek ve arkadaslar
tarafindan CHO (Chinese hamster ovary) hiicrelerinde rekombinant olarak iiretilen
VEGFi65 i¢in bu deger 3.8 ng/mL’dir. Pichia pastoris maya sisteminde {iretilmis olan
diger ticari VEGF 15’ nin ECsy degeri ise <4 ng/mL olarak belirtilmistir (Anonim, 2016).
ECsp degerinin s6z konusu biiylime faktoriiniin en etkin oldugu konsantrasyon degerinin
yarisini ifade ettigi diisiiniildiigiinde bu degerin biyoaktivite ile ters orantili olarak
degisim gostermesi beklenilmektedir. Bu durumda c¢alismadan elde edilen VEGF 165’ nin
ECso ve etkin oldugu konsantrasyon degerlerine gore aktivitesi degerlendirildiginde
bakteriyel sistemlere ile ¢ok yakin oldugu bazi ticari VEGFigs5 ‘lere gore ise daha

yiiksek aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir

Kang ve arkadaslarimin (2013), pBAD-HisA-VEGFg5 rekombinant vektoriinii E.coli
TOP10 hiicrelerinde rekombinant olarak iirettikleri VEGF 165’ nin CPAE (calf pulmonary
artery endothelial) hiicrelerinde en yiiksek aktivite gosterdigi konsantrasyon degeri 25
ng/mL olarak belirtilmistir. Ticari olarak tedarik edilen ve E. coli’de iiretilmis olarak
rekombinant VEGFies’nin ise Onerilen konsantrasyon araligt 1-8 ng/ mL’dir. Bu
calismada iiretilen VEGF 165 nin farkli konsantrasyon degerlerinin hiicre canliligina olan
etkisi incelendiginde, 2.5 ng/mL konsantrasyonda en yliksek proliferatif etki gosterdigi,
bu ve bundan daha kiiglik konsantrasyon degerlerinde ticari VEGFie5’e gore daha

yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

VEGF anjiyogenez ve hiicre sagkalim yolaklarinda onemli rol oynamaktadir. Saglikli
eriskinlerde rolii esas olarak yara iyilesmesi ve menstrual dongii sirasindaki anjiyogenez
ile sinirlidir. Embriyogenez sirasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. VEGF, 6zellikle
kanser gibi insan patolojilerinde onemlidir. Tiimorler, 6zellikle hipoksiye yanit olarak
yeni damar olusumunu uyarmak icin VEGF salgilamaktadir. Yeni yapilanan damarlar
timore oksijen ve besin saglarken ayni zamanda tiimor hiicrelerinin metastazi

kolaylagtiran dolagima erigmelerine izin vermektedir. Anjiyogenezin uyarilmasina
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ilaveten, VEGF'nin, tiimor hiicreleri i¢in bir hayatta kalma faktorii olarak otokrin yollar
ile hipoksi, kemoterapi ve radyoterapi gibi streslerden korucu etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Ozellikle anjiyogenez ve VEGF, anti-kanser stratejileri icin gekici
hedeflerdir ve VEGF'nin inhibisyonunun hem anjiyogenezi bloke ettigi hem de
kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini gelistirdigi gosterilmektedir (Byrne ve ark.,
2005). Sonug olarak VEGF anjiyojenez, yara iyilesmesi, embriyogenez, kanser gelisimi

gibi 6nemli fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynamaktadir.

Bu caligmada elde edilen bulgular rekombinant VEGFg5 ile daha ileri galigmalar
yapilabilecegini desteklemektedir. VEGF nin kanser yolaklarina olan etkisi, farkli hiicre
tiplerine olan mitojenik etkilerinin arastirilmasi, anti-kanser stratejilerinin belirlenmesi
ve arastirtlmas1 gereken bircok fonksiyonlarmin aydinlatilmast i¢in rekombinant
VEGF’lerin yapilacak olan ¢alismalara 6nemli bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
Elde edilen proteinin biyoreaktérde tiretimi gerceklestirilerek, terdpatik amaglh
kullanimi i¢in daha ileri saflagtirma teknikleri uygulanabilir. Farkli endotel hiicre hatlari
tizerinde mitojenik etkileri arastirilabilir. Protein miihendisligi teknikleri kullanilarak
rekombinant VEGFg5’nin stabilitesini ve aktivitesini arttiran daha ileri ¢alismalar
gerceklestirilebilir. Ayrica in vitro ¢alismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda in

vivo denemeler ile ¢alismalara devam edilebilir.
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