REKOMBINANT ANTIi-VEGF URETIMIi VE
NANOKONJUGATININ GELISTIiRILMESI

Yiiksek Lisans Tezi
Derya KARAARSLAN

Eskisehir 2017



REKOMBINANT ANTI-VEGF URETIiMi VE

NANOKONJUGATININ GELISTIRILMESI

DERYA KARAARSLAN

YUKSEK LiSANS TEZi

Tleri Teknolojiler Anabilim Dah
Biyoteknoloji Boliimii
Damsman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Eskisehir
Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Agustos, 2017



JURI VE ENSTITU ONAYI

Derya Karaarslan’m “Rekombinant Anti-Vegf Uretimi Ve Nanokonjugatinin
Gelistirilmesi” bashikli  tezi 21/08/2017 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan
degerlendirilerek “Anadolu  Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav
Yénetmeligi nin ilgili maddeleri uyarinca, Ileri Teknolojiler Anabilim dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Unvani-Adi Sovadi Imza

Uye (Tez Damismani) : Prof. Dr. Arzu ERSOZ e,
Uye :Yard. Dog. Dr. Cem OZIC e

Uye : Yard. Dog. Dr. Ozlem BICEN UNLUER  .......cccovvvunnn

Enstiti Mudira



OZET

REKOMBINANT ANTI-VEGF URETILMESI VE
NANOKONJUGATININ GELISTIRILMESI

Derya KARAARSLAN

Ileri Teknolojiler Anabilim Dah
) Biyoteknoloji Boliimii
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos, 2017

Damsman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Vaskiiler endotelyal biiylime faktdrii (VEGF)’nin kanser metabolizmasindaki rolii
literatiirde ortaya konulmus olup bu ¢alismada, insan kaninda da bulunan, VEGF’ye baglanan
ve iki zincirden olusan bloklayict Anti-VEGF antikorunun rekombinant olarak {iretilmesi
amacglanmistir. Bu baglamda, insan kanindan total RNA izole edilmis, buradan cDNA
sentezlenmis ve Anti-VEGF antikorunun iki zincirinin gen dizisine spesifik primerler
kullanilarak PCR reaksiyonlari ile anti-VEGF genleri klonlanmistir. Daha sonra klonlanan
genler yine ayn1 teknikle birlestirilip tek zincir haline getirilmis ve uygun klonlama, ekspresyon

plazmit vektorleri ve konakgilar ile birlikte ekspresyonu saglanmaistir.

Calismanin son agsamasinda, konakg¢1 bakteriden, agir ve hafif zincirinin birbirine bagh
oldugu rekombinant Anti-VEGF antikorunun izolasyonu ve saflastirmasi gergeklestirilmistir.
Saflagtirma nikel afinite kromatografisi kullanilarak saglanmis ve Western Blot ile proteinin
karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra; Anti-VEGF antikorunun, dis ortam kosullarina
dayanikliligini arttirmak igin, rutenyum tabanli aminoasit monomerleri ile fotosensitif ¢apraz
baglamayr saglayan ANADOLUCA metodu kullanilarak Nano-Anti-VEGF konjugati
tiretilmistir. Bu VEGF nanobloklayicinin karakterizasyonlar1 Zeta ile boyut analizi, SEM ile
yiizey morfolojisi ve CD spektroskopisi ile sekonder yapis1 incelenerek ortaya konulmustur.
Nano-Anti-VEGF nin ilag sektoriinde, tedavi siirecinin nasil devam ettigini izleyebilmek amaci
ile molekiiler goriintiilleme teknolojisi sayesinde takip edilebilirligini saglamak i¢in akridin,

BODIPY ve FITC gibi farkli floresans 6zellikteki maddeler ile konjugati sentezlenmistir.

Anahtar Kelimeler: VEGF, Anti-VEGF antikoru, rekombinant protein, ANADOLUCA,

nanobiyokonjugat



ABSTRACT

PREPARATION OF RECOMBINANT ANTI-VEGF ANTIBODY
AND DEVELOPMENT OF IT’S NANOCONJUGATE

Derya KARAARSLAN

High Technologies Department
Biotechnology Program
Anadolu University, Graduate School of Science, August, 2017

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

The role of vascular endothelial growth factor (VEGF) in cancer metabolism has been
pointed in literature, within this work, it has been aimed to produce the blocking Anti-VEGF
antibody which is bound to VEGF, consisting of two chains and found in human blood as well,
as recombinant. In this respect, total RNA has been isolated from human blood, cDNA has been
synthesized by that and Anti-VEGF genes have been cloned using specific primers on gene
sequence of two chains of the Anti-VEGF antibody. After that, cloned genes have reformed in
one chain by the same technique and the expression has been made with the relevant cloning

and expression plasmid vectors and hostcells.

In the last phase of the work, the purification and isolation of recombinant Anti-VEGF
antibody of which the heavy and light chains are bound to each other have been achieved from
the host bacterias. Purification and characterization of the protein have been realized by nickel
affinity chromatography and the Western Blot, respectively. Then, in order to increase the
durability of the Anti-VEGF antibody against outer environment circumstances, Nano-Anti-
VEGF conjugate has been produced by ANADOLUCA metot which ensures photosensitive
cross linking with ruthenium-based amino acid monomers. The characterizations of this nano-
blocker have been exposed by investigating dimensional analysis, surface morphology and
seconder structure by Zeta, SEM and CD spectroscopy, respectively. The conjugate of Nano-
Anti-VEGF has been synthesized with different fluorescent substances such as acridine,
BODIPY and FITC in order to observe how the course of treatment proceeds via molecular

imaging technology to ensure it’s traceability in pharmaceutical industry.

Keywords: VEGF, Anti-VEGF Antibody, Recombinant Protein, ANADOLUCA,

nanobioconjugate
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢cin kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢calismanin Anadolu Universitesi
tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1
bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi

oldugumu bildiririm.

Derya KARAARSLAN

Vi
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1. GIRIS

GLOBOCAN 2012 verileri, kanserin diinyada 14,1 milyon kiside gorildiigiinii ve
%58,2’sinin oliimle sonuglandigini gostermektedir. Yine ayni yilda en ¢ok goriilen kanser
tirlerinin; akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (9,7) kanserleri iken (De Martel, ve
digerleri, 2012), en ¢ok Sliime sebep olan kanser tiirlerinin akciger (%19,4), karaciger (%9,1)
ve mide (%38,8) kanseri oldugu goriilmiistiir (Torre, ve digerleri, 2015). Kanser oranlarindaki
artis hizi gegmis yillara oranla devam ederse 2015 yilinda ortalama 19,3 milyona ulastig1 tahmin
edilmektedir. Bu kanser hastaliklarinin %56,8’inin, kanserin sebebiyet verdigi oliimlerin ise

%64,9’nun az gelismis iilkelerde olacagi dngdriilmiistiir (Yeni Diinya Kanser Istatistikleri

Yayinlandi, 2016)

Diinyada 2012 y1l1 verilerine gore 14,1 milyon yeni kanser vakasi, 8,2 milyon kanserden
kaynakl1 6liim vakasi ve 32,6 milyon kanser hastas1 vardir. Az gelismis iilkelerde 8 milyon yeni
kanser vakasi, 5,3 milyon kanserden kaynakli 6liim vakasi ve 15,6 milyon kanser hastasi vardir,

(Bray & Miiller, 2006).

Sekil 1.1°de goriildiigl gibi biitiin yaslar dikkate alindiginda kanser goriilme siklig1 %25
oranla erkeklerde kadinlardan daha fazladir. Bu oran erkeklerde yiiz binde 205 kadinlarda ise
yiiz binde 165°dir. Farkli iilkelerde erkeklerde goriilme orani Afrika’da yiiz binde 79 iken
Avustralya/Yeni Zellanda’da yiiz binde 365’e kadar yiiksek oranla yaklasik olarak bes kat
degisim gostermektedir. Ayni degisim ise kadinlarda ii¢ katlik bir degisimle daha az degiskenlik
gostermektedir (Ferlay, ve digerleri, 2015).

Oliim oran1 acisindan bolgesel farkliliklar daha azdir; az gelismis iilkelerde erkekler
(%15) kadinlara (%8) gore daha fazla bir orana sahiptir. Erkeklerde oranlar Orta ve Dogu
Avrupa’da yiiz binde 173 ile en yiiksek orana sahipken, Bat1 Afrika’da yiiz binde 63 ile en
diisiik orana sahiptir. Kadinlarda ise en yiiksek orana yiiz binde 111 ile Dogu Afrika sahipken
en diisiik orana yliz binde 65 ile Giiney-Orta Asya sahiptir (Fact Sheets by Cancer, 2017).
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Sekil 1.1. 2012'de diinyada tahmini kanser goriilme sikligi, 6liim orant ve yayginligi (Fact
Sheets by Cancer, 2017)

Amerika Birlesik Devletleri’'nde yilda ortalama 500.000’den fazla insan kanserden
yasamini yitirmektedir. Gelistirilen birgok tedavi yontemi olmasina ragmen, bu oliim
oranlarinin yaklasik olarak yarisi solid tiimorden dolayr olmaktadir. Cerrahi miidahalelerle
almamayan ve viicuda yayilmis tiimorlerin bolgesel ve sistemik tedavisindeki yetersizlikler
Oliim oranlarini daha da arttirmaktadir. Tiimor gelisimini saglayan timor kan damarlarini inhibe
etmeyi hedefleyen antianjiyojenik tedavi yontemi, hasta popiilasyonunda diisiise fayda

saglayabilecek yenilikgi bir tedavi yontemidir (Feldman & Libutti, 2000).

Timor biiyiimesi ve metastaz i¢in gerekli olan yeni kapiller kan damarlarinin biiyiimesi
veya anjiyogenez kanserin ilerlemesindeki 6énemli kontrol noktasidir (Folkman & Kalluri,
2000). Bu nedenle son yillarda timdr anjiyogenezi, kapsamli kanser arastirmalariin odagi
haline ve inhibisyonu kanser tedavisi i¢in yenilik¢i ve degerli bir rasyonel yaklasim haline
gelmistir (Folkman, 2001).

Gelistirilmis antianjiogenik terapiler timor anjiyogenezinde rol alan faktorleri hedef alir
ve bu terapilerin tamami kilcal olusumunun ilk basamaginda gergeklesen endotel hiicre

proliferasyonunu inhibe eder ve tiimdr yatagina niifuz ederler. Antianjiyogenik ajanlar, kanser



hiicrelerini dogrudan hedef alan radyasyon, kemoterapi, monoklonal antikor tedavisi gibi
yontemlerin etkinligini arttirdig1 i¢in bu tedavilere kombine olarak tedavinin etkinligini

arttirirlar (Folkman, 2002).

Anjiyogenesis ve metastaz yani damarlasmanin artmasi ile timor biiylimesinin artmasi
yiizy1l 6nce yapilan ¢aligmalar ile ortaya koyulmustur (Ferrara, 2002). Fakat timor biiyiimesine
sebebiyet veren kan damar1 biiyiimesinin uyarict bir faktor oldugunu ilk defa 1939°da Ide ve
calisma arkadaslar1 6ne stirmiistiir (Ide, Baker, & Warren, 1939). Ardindan 1939’da Algire ve
arkadaslar1 timoriin hizli gelisiminin Sekil 1.2°de goriildiigii gibi zengin bir damar olusumunun
gelisimi ile dogru orantili oldugu fikrini ortaya atmislardir (Algire, Chalkley, Legallais, & Park,
1945). 1960’larda Greenblatt ve Shubik (Greenblatt & Shubick, 1968) ile Ehrmann ve Knoth
(Ehrmann & Knoth, 1968) tiimor hiicresi tarafindan iiretilen difiize olabilen faktorlerin araciligi
sayesinde tiimor damarlagmasinin meydana geldigini yaptiklari caligmalar ile ortaya

¢ikarmiglardir.

Sprouting
blood vessels
Early
cancer
Release
of growth

factors

Blood vessel

Sekil 1.2. Tiimor Anjiogenesisi (Saville, 2014)

[k defa 1971°de damarlasmay1 engellemenin, kanseri engellemede etkili bir yontem
olabilecegini Folkman ileri stirmiistiir (Folkman, 1971). Folkman ve laboratuvar arkadaslar
1970’lerin baglarinda, ilk defa insan ve hayvan tiimorlerinin damarlagsma faktorlerini izole

etmeyi amaglamiglardir (Folkman, Merler, Abernathy, & Williams, 1971). 1978’de Guillino,
3



damarlasmay1 bloklamanin kanseri onleyecegini ileri siirmiistiir (Gullino, 1978). Epidermal
biiylime faktorii (EGF), doniistiiriicti biiylime faktorii (TGF), timor nekrozis faktoér (TNF) ve
anjiyogenin gibi faktorlerin anjiyojenik etkileri oldugu tanimlanmistir (Folkman & Klagsbrun,
Angiogenic factors, 1987), fakat yapilan bir¢ok c¢alisma, bu faktorlerin damarlagsmay1
engelledigini goOstermesine ragmen, higbiri fizyolojik fonksiyonlarini gostermemistir

(Klagsbrun & D'Amone, 1991), (Ferrara, Hillan, Gerber, & Novotny, 2004).

Vaskiiler bir destek olmadan, oksijenden ve besinden yoksun bir sekilde bir timor
sadece 1-2 mm kadar biiyiiyebilir. Folkman’a (1971) gére tiimor kan damari, tiimor anjiyojenik
faktore (TAF) bagiml olarak sekillenir ve anjiyogenesis siirecine kadar tiimoriin etrafini
kusatarak savunmasiz oldugu dénemde onu korur. Bu durum tiimor biiylimesini kisitlayabilir.
Ik defa vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii (VEGF), 1989 yilinda Ferrara ve arkadaslari
(Ferrara & Henzel, 1989) tarafindan, TAF molekiillerinin en etkilisi olarak tanimlanmistir
(Carmeliet, 2005).

Timorlerin, endotel hiicrelerinin  diisik mutajenik potansiyeline atfedilebilecek
antianjiyogenik ajanlarin etkilerine karsi diren¢ gelistirmedigine dair bir takim kanitlar
bulunmustur (Holmgren, O'Reilly, & Folkman, 1995). Anjiyogenez inhibitérlerinin ¢ogu,
timor hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu gibi saglikli hiicrelere karsi da sitotoksik 6zellik
gostermesi ve klinikte uzun siire bekletilebilecegine dair herhangi bir klinik bulguya
rastlanilmadigindan dolay1, antiangiogenik tedavinin, kronik bir hastalik i¢in uygulanabilirligi
kesin degildir (Feldman & Libutti, 2000). Buna ek olarak, endostatin gibi ajanlarin in vitro
istikrarsizhi§i ve yiiksek terapotik dozlari, rekombinant formda genis capta klinik
kullanimlarina yonelik imalat ve ekonomik kisitlamalar getirmektedir (O'Reilly, ve digerleri,
1997). Dahasi, rekombinant proteinlerin kapsiil teknigi ile uygulanmasindan kaynaklanan anti-
anjiyojenik ajan seviyelerini koruyan dagitma sistemlerine kiyasla, timor neovaskiilatiirii
tizerindeki antianjiyojenik etki i¢in optimal olmayabilir. (Hahnfeldt, Panigrahy, Folkman, &
Hlatky, 1999)

Tiimorlerin  anjiyojenik fenotipi, proanjiyojenik ve antianjiyojenik faktorlerin
aktivitelerinde lokal denge ile diizenlenir. Neovaskiilarize olmus tiimérler, genellikle VEGF ve
digerleri gibi artmis proanjiyojenik protein seviyelerini ifade eder. Proanjiyojenik proteinlerin
ekspresyonu hipoksi, onkojenlerin aktivasyonu veya timor siipresor genlerin inaktivasyonu da

dahil olmak Tzere cesitli faktorler tarafindan indiiklenebilir. Proanjiyojenik matriks



metalloproteinazlarin aktivitesi vaskiiler timorlerde siklikla artar. Diger tlimorlerde,

anjiyogenez, antianjiogenik faktoriin asagi regiilasyonunun bir sonucudur (Folkman, 2002).

Bu ¢alismada, insana ait kandan mRNA izole edilip cDNA sentezlenlendikten sonra
Anti-VEGF antikorunun geni spesifik primerlerle klonlanarak konak¢i bir organizmada
proteinin ekspresyonu saglanmis, elde edilen antikor proteininden ANADOLUCA metoduna
gore Nano-Anti-VEGF antikoru sentezlenerek ortam kosullarina daha dayanikli nano proteinler
elde edilmistir (U.S. Patent No. 13/203,833, 2009). Elde edilen Nano-Anti-VEGF antikorunun
Zeta spektroskopisi ile molekiil biiylikligi o6l¢iilmiis, SEM ile yapist incelenmis, CD
spektroskopisi ile sekonder yapilart analiz edilmis ve akridin gibi farkli floresans 6zellikteki

molekiiller ile etkilestirilip floresans 6zellik kazandirilmstir.



2. TEORIK BIiLGi

2.1. VEGF ve Kanser Metastazindaki Rolii

Yaklasik olarak 36-46 kDa olan VEGF, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi homodimerik bir
glikoproteindir (Lien & Lowman, 2008). Vaskiiler endotelyal hiicrelerden eksprese edilen iki
VEGEF reseptoriine baglanir. Saglikli bir bireyde, VEGF, embriyonik gelisim sirasinda damar
olusumunu saglar ve yaralarin iyilesmesinde onemli bir faktordiir. Fakat kanser hiicrelerinin
beslenebilmeleri ve oksijen ihtiyaglarini karsilayabilmeleri i¢in gerekli olan kan damarlarinin
olusumunda da gorev alir (Carmeliet, 2005). VEGF, vaskiiler endotelyal hiicrelerin yayilmasini

indiikler ve tiimdr anjiyogenesisinin olusmasina neden olur (Keating, 2014).

Monomer Dimer

Sekil 2.1. VEGF ’'nin yapis: (Elgaddar, 2006)

Insanlarda 8 ekzon tarafindan kontrol edilen VEGF, fizyolojik ve patolojik
anjiyogenesisi baglatan endotelyal hiicre spesifik mitojen olarak tanimlanmis ve izole edilmistir
(Houck, Keith, & et al., 1991). Cesitli kaynaklarda, damar gegirgenliginden sorumlu olan
faktoriin de VEGF ile 6zdes oldugu gosterilmistir. Bu VEGF, VEGFA olarak bilinir ve
VEGFB, VEGFC, VEGFD ve plasental biiyiime faktorii (PLGF) yi de igeren genis biiylime
faktorii ailesinin bir iiyesidir. Bu gesitli biiylime faktorleri (Sekil 2.2) eksprese edilme sekilleri,



reseptor spesifiklikleri ve biyolojik fonksiyonlarina gore degisiklik gosterir (Goel & Mercurio,
2013).

=

NP1 or
NP2 VEGFR2 NP2
l é ans® e l
Vasculogenesis Lymphangiogenesis

Angiogenesis

Sekil 2.2. Reseptorlere baglanmalarina gére VEGF ¢esitleri (Ellis & Hicklin, 2008)

VEGF ve reseptorleri yeni doganda yeni damar olusumlarimin sekillenmesinde,
anjiyogenesiste ve ¢esitli timorlerin ileri derecelerindeki damar olusumlarinda gorevlidir
(Hansen, ve digerleri, 2012). Tiimor hiicreleri ile ¢evrelerindeki endotelyal hiicreler, immiin
hiicreleri, fibroblastlar gibi mezensimal hiicreler arasinda iletisim kurar. TUmor
miyofibroblastlari, kanser hiicresi biiylimesini ve metastasisi ¢esitli mekanizmalarla
etkileyebilir. Timor etrafindaki biiylime faktorii sinyal yolaklari tanimlanmis, uykuda olan
timor hiicrelerini aktif hale geciren miyofibroblastlardaki molekiiler degisimler gozlenmistir

(Yaqoob, ve digerleri, 2012).

VEGF makrofajlar, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar ile birlikte timor veya stroma
hiicrelerinden salinir (Yagoob & et al., 2012). Tiimor mikroortamindaki fibroblastlarin gesitli

hiicre tiplerinden eksprese edilen VEGF’nin bir¢ok gorevi vardir. Esas gorevi damarlasmayi



uyarmaktir. Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gociinii saglayan sinyal yolagini olusturan en
onemli etken VEGF reseptorlerinin uyarilmasidir. Bu siire¢ sonucunda anjiyogenez olusur ve
yeni kan damarlarinin sekillenmeleri saglanir. Ayrica; VEGF desmoplastik stromanin
bigimlenmesini indiikleyen fibrin matriksin birikmesi sonucunda olusan damar gegirgenligini
de arttirir (Sanger, 2010). Tiimdr hiicrelerinden salinan VEGF otokrin yolla goreve katilir ve
dediferansiyasyonu ile timor hiicrelerinin yayilmasini ve hayatta kalabilme kabiliyetini artiran
endotel mezensimal gegis fenotipini diizenler. Anti-tiimor immiin yanit1 inhibe eden
diizenleyici T hiicrelerini kemoatraktant olarak toplama gorevi goriir (Hansen, ve digerleri,
2012). Tumdr fibroblastlart ayni zamanda VEGF’yi salgilama ozelligindedir. Timor
fibroblastlarindan eksprese olan norofilinl, ¢ekirdeklesen fibronektin fibril yapist ile timor
biiyiimesine katkida bulunur fakat bu isleme VEGF’nin dahil olup olmadigi heniiz
bilinmemektedir. Sekil 2.3.’deki oklar timoérdeki VEGF’nin hedeflerini ve kaynagini isaret
etmektedir (Goel & Mercurio, 2013).

Zemin
Membran

Tumor
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Sekil 2.3. VEGF 'nin tiimérler iizerindeki islevi (Goel & Mercurio, 2013)

2.2. Anti-VEGF

Patolojik durumlarda anjiyojenezin temel diizenleyicisi olarak VEGF'in bilinmesi,

VEGF aktivitelerini bloke etmek icin sayisiz ¢abaya neden olmustur. Anti-VEGF reseptor



antikorlari, ¢oziinebilir reseptor yapilari, antisens stratejileri, VEGF'ye karst RNA aptamerleri
ve diisiik molekiil agirlikli VEGF reseptor tirosin kinaz (RTK) inhibitorlerinin hepsinin, VEGF
sinyallemesine miidahale etmek igin kullanilmas1 6nerilmistir (Siemeister, Martiny-Baron, &
Marmé, 1998). Nitekim, Anti-VEGF noétrlestirici antikorlarin, farelerde ¢esitli insan timor
hiicre hatlarinin biiylimesini baskiladigi (Kim, ve digerleri, 1993) (Warren, Yuan, Matli, Gillett,
& Ferrara, 1995) ve iskemik retinal bozukluklarin modellerinde g6z i¢i anjiyojenezini inhibe
ettigi gosterilmistir (Adamis, ve digerleri, 1996). Bu nedenle, Anti-VEGF monoklonal
antikorlar: ve VEGF’nin diger inhibitorleri, solid timorlerin ve gesitli intraokiiler neovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde umut vadeden adaylardir (Washington, DC: U.S. Patent No.
6,884,879., 2005). VEGF molekiilii timor hiicrelerinde, reseptorleri ise timdrin sizdigi
vaskiiler endotel hiicrelerinde ¢ok salgilansa da, anjiyogenez ile iligkili olmayan normal
hiicrelerde VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonu ¢ok daha azdir (Washington, DC: U.S. Patent
No. 8,975,381., 2015).

Kanser tedavisinde anjiyogenesisin engellenmesi ilk defa 1970°de Folkman (Folkman,
1971) tarafindan Onerilmis ve o zamandan beri bunun gelistirilmesi igin gesitli ¢alismalar
yapilmistir. 1989°da sirayla gelen Leung ve Keck’in arkadaglari ile yapmis oldugu ¢alismalarda
antianjiyogenik tedaviler baglamistir (Leung, David, & et al., 1989) (Keck, Pamela, & et al.,
1989). Anti-VEGF olarak tedavi amagli iiretilen ilk ila¢ insanlastirilmis monoklonal antikor
olan Avastin (Bevasizumab) 1997 yilinda, Genentech (Giiney San Francisco, CA) tarafindan
toksisitesi diisiik olarak belirlenmis ve piyasaya siiriilmistiir (Gordon & et al., 2001). Bu ilag
26 Subat 2004°te kolon kanseri tedavilerinde bir kemoterapi ilaci1 olarak FDA (U.S. Food and
Drug Administration) tarafindan kabul edilmistir (Kim, Leo, & Patricia, 2012).

Avastin veya bevasizumab bir Anti-VEGF antikoru ¢esitidir. Avastin patentlerinin
Avrupa’da 2022°de, Amerika’da 2019°da dolacag1 ongoriilmektedir. 15 civarr bevasizumab
biyobenzeri iiriin gelistirilecegi tahmin edilmektedir. Bunlardan bir ka¢i Tablo 2.1°de

sunulmaktadir.



Tablo 2.1. Bevasizumab biyobenzeri tiriinlerin diinyadaki yeri (Home - GaBl Online - Generics
and Biosimilars Initiative, 2017)

Firma Adi Uriin Ad1 Gelisim evresi

Amgen/Allergan, Amerika ABP 215 Faz III denemesi Eyliil 2015°te tamamlanmistir

AstraZeneca/Fujifilm Kyowa
Kirin Biologics,
Amerika/Japonya

FKB238 Agustos 2015°te 1450- 1450 is ortakligt kurulmustur. Faz I
denemesi Kasim 2014 te baglamistir.

Akciger kanserinde faz III denemeleri Kasim 2015°te
. i tamamlanmistir. AMD (Age-related macular degeneration)
Biocad, Rusya BCD-021 Faz III denemelerinin Subat 2017°de bitmesi beklenmektedir.
Rusya tarafindan Aralik 2015°te onaylanmustir.

BioXpress Therapeutics, Isvicre - Biosimilar in pipeline

. . Faz III akciger kanseri denemelerinin Mart 2019°da
Boehringer Ingelheim, Almanya | Bl 695502 tamamlanmast beklenmektedir.

Hetero (Lupin), Hindistan Cizudi Benzer biyojik ola}rak Tem{m"lz 2916 da Hindistan’da
piyasaya suiriilmiis.

6 biyobenzer iiriin i¢in Subat 2016°da is birligi anlagmasi
Oncobiologics/Viropro, ONS- imzalanmustir. Faz I klinik denemeleri Ekim 2015°te

Amerika 1045 tamamlanmistir. Faz II denemelerinin 2016°da baglamasi
beklenmektedir.

. . PF- . . . s
Pfizer, Amerika 06439535 Faz III akciger kanseri denemeleri Subat 2015’te baglamustir.

Insanda klinik denemelerinin 2014’te baslamasi
PlantForm, Kanada - beklenmekteydi. Piyasaya siiriilmesi, bir ilag¢ firmasi ile ortak
olarak 2016°da beklenmektedir

Reliance Life Sciences, . ‘Benzer biyojik’ olarak Temmuz 2016’da Hindistan’da
L Bevacirel . o
Hindistan piyasaya siiriilmiis.

SB8 Faz III akciger kanseri denemeleri Nisan 2016’dan beri

Samsung Bioepis, Giiney Kore devam etmektedir.

2.2.1. Anti-VEGF antikorunun yapisi

Bir antikor olan Anti-VEGF molekiilii immiinoglobiilin G (1gG) yapisindadir (Sekil
2.4). (Tolatanova, ve digerleri, 2009). IgG’ler iki 6zdes hafif (L) zincir ve iki ayn1 agir (H)
zincirden olusan yaklasik 150.000 daltonluk heterotetramerik glikoproteinlerdir (Gerber,
2008).

Her hafif zincir, bir kovalent disiilfiir bag: ile bir agir zincire baglanirken, disiilfiir

baglarinin sayisi, farkli immiinoglobiilin izotiplerinin agir zincirleri arasinda degisir. Her agir
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ve hafif zincirde diizenli araliklarla zincir boyunca disiilfiir kopriileri bulunur. Her agir zincirin
bir ucunda degisken alan (VH) ve bunu takiben birkag sabit alan bulunur. Her hafif zincir bir
ucta (VL) degisken bir alana ve diger ucunda sabit bir alana sahiptir. Hafif zincirin sabit alani,
agir zincirin birinci sabit alani ile hizalanir ve hafif zincirli degisken alan, agir zincirin degisken

alani ile hizalanir (Washington, DC: U.S. Patent No. 7,060,269., 2006).
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\
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Sekil 2.4. Antikorun yapust (Tizard, 2013), (Schroeder & Cavacini, 2010)

2.2.2. Anti-VEGF’nin fonksiyonu ve 6nemi

VEGF’nin reseptorleri ile etkilesimi endotel hiicrelerin ¢ogalmasina ve kan
damarlarinin olusmasina onciiliikk eder. Anti-VEGF, VEGF’ye baglanir ve VEGF’nin endotel

hiicrelerin yiizeyindeki reseptorleri ile etkilesime gegmesini engeller.

Anti-VEGF, VEGF'nin bir veya daha fazla biyolojik aktivitesini, 6rnegin mitojenik veya
anjiyojenik aktivitesini inhibe edebilen Anti-VEGF antagonistik antikorlar1 saglar. VEGF
antagonistleri, Sekil 2.5°de goriildiigii gibi VEGF'nin bir hiicre reseptoriine baglanmasini
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engelledikten sonra VEGF ile aktive olmus hiicreleri etkisiz hale getirerek veya oldiirerek ya
da bir hiicresel reseptore VEGF baglandiktan sonra vaskiiler endotel hiicre aktivasyonuna

miidahale ederek hareket eder (Washington, DC: U.S. Patent No. 7,060,269., 2006).

.
@ VEGF Anti-VEGF

Q Treatment . Q

P R
R
O
lody 2 .
ety .4’.1.,'.,’
-

VEGF
Receptors

Sekil 2.5. Anti-VEGF 'nin fonksiyonu (Treat | Science Of RVO)

2.3. Rekombinant Teknolojisi

Insanlarda, bagigiklik sistemi, binlerce farkli antijene uygun binlerce farkli antikor
olusturabilir. Bilim adamlari, rekombinant yaklasimlar kullanarak immiinoglobiilin tabanli
baglanma bolgeleri olusturmak igin yillarca arastirmalar yapmistir (Winter & Milstein, 1991).
[k buluslardan biri, 1989'da, antikor genlerinin klonlanmasimi saglayan ve bdylece antikor
tireten bir lenfositin bir tiimor hiicresi ile fiizyonuyla elde edilen monoklonal antikorlarin
geleneksel tiretim yontemleri olan hibridomalar1 geri planda birakan yenilik¢i bir teknoloji ile
gelmistir (Orlandi, Giissow, Jones, & Winter, 1989). Yeni yontemde, antikor genleri dogrudan
asilanmis hayvanlarin lenfositlerinden klonlanmis ve antikor agir veya hafif zincirin degisken
bolgelerinin tek bolgeli bir kiitliiphanesi olarak veya bakterideki antijen baglama fragmaninin
(Fab) kisimlarindan olusmus bir kombinatoryal kiitiiphane olusturulmustur (Ward, Giissow,
Griffiths, Jones, & Winter, 1989). Kombinatoryal kiitiiphaneleri goriintiilemek igin, radyo
etiketli antijen ile yavas ve kiilfetli bir koloni kaldirma ve filtre bazli goriintiileme yontemleri
daha sonra milyonlarca klondan gelen kiitiiphanelerde birkag antijenle tepkimeye sokulmus ve

antikorun tanimlanmasi i¢in kullanilmistir (Huse, ve digerleri, 1989).

Tekli klonlarin antijen baglama davranigina dayanarak kiitiiphanelerden gelen

antikorlar1 ¢abucak se¢menin bir yolunu saglayan filamentli fajin ylizeyindeki islevsel antikor
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parcalarinin ekspresyonuna dayanan bir yontem McCafferty ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir. (McCafferty, Griffiths, Winter, & Chiswell, 1990). Birkag yil sonra PCR ile
klonlanmis antikorlarin kombinasyonu ile faj goriintiisii olarak adlandirilan bu teknik, hayvan
veya insan B lenfositleri gibi dogal kaynaklardan yapilan rekombinant antikor
kiitiiphanelerinden fare (Clackson & Hoogenboom, 1991) ve insan (Marks, ve digerleri, 1991)
antikorlarini izole etmek i¢in basarili bir sekilde kullanilmis ve sonunda kiitiiphaneler tamamen

in vitro klonlama teknikleriyle olusturulmustur (Hoogenboom, 2005).

Molekiiler biyolojide klasik deneyler, genlerin dogasi ve ifadesi ile ilgili temel
kavramlarimizi gelistirmede carpict bir sekilde basarilidir. Bu c¢alismalar; oncelikle genetik
analiz temel alindigindan, bagarilar1 biiyiik oranda basit, hizli ¢ogaltan organizmalarin (bakteri
ve virlis gibi) model olarak seg¢ilmesine baglidir. Bunun sebebi, okaryotik hiicrelerin
karmagikliklarinin molekiiler seviyede anlasilmast zor oldugu icin bu temel ilkelerin nasil
genisletilebileceginin agik olmamasidir, ¢iinkii 6karyotik hiicrelerin gogunun genomlari (6rn.,
insan genomu) prokaryotlardan bin kat daha karmasiktir. 1970'lerin basinda molekiiler diizeyde
bu tiir genomlarin E. coli. iizerinden incelenmesi ihtimali géz korkutucu olarak géziitkmektedir.
Ozellikle, bireysel genlerin izole edilemeyecegi ve iizerinde galisilamayacag hicbir sekilde

ongoriilememektedir (Watson, The DNA story: a documentary history of gene cloning. , 1981).

Molekiiler biyolojinin ilerlemesindeki bu engel, bilim adamlarina herhangi bir hiicrenin
tiirevli bireysel genleri izole etme, dizileme ve manipiile etme yetenegi saglayan rekombinant
Deoksiriboniikleik Asit (DNA) teknolojisinin gelistirilmesi ile asilmistir. Rekombinant
DNA'nin uygulanmasi Okaryotik genlerin yapist ve islevi hakkinda ayrintili molekiiler
caligmalara izin vermis ve boylece hiicre biyolojisi konusundaki anlayis, devrim yaratmistir

(Watson, Gilman, Witkowski, & Zoller, 1992).

Rekombinant DNA teknolojisi giiniimiizde oldukga gelismistir. Molekiiler biyologlar
cesitli DNA dizilerini bazi tesislerle bir araya getirerek, transgenik mikroplar ve hiicre
kiiltiirlerinde bol miktarda eksojen protein {riinii {iretebilen yeni DNA {iriinleri
yaratabilmektedirler. Genel anlam ve yontemler, gesitli kiit uglu veya "yapigskan" u¢lu DNA
fragmentlerinin in vitro ligasyonunu kapsamaktadir; bu da belirli organizmalar1 doniistiirmede,
kullanish giiclii ifade vektorleri iiretmekte ve dolayisiyla bunlarin arzu edilen {iriiniiniin etkili
sentezini yonlendirmektedir. Bununla birlikte, tek tek {iriin bazinda {iretim yapmak oldukca

karmasik bir stirectir (Cooper & Sunderland, 2000).
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Sekil 2.6”da goriildiigi gibi, bir replikasyonun orijininin bir veya daha fazla fenotipik

seleksiyon ozellikleri, bir ekspresyon promotorii, heterolog gen inserti ve vektoriin DNA

rekombinasyonu kullanilarak genellikle konakgi hiicre disinda gergeklestirilir. Ortaya ¢ikan

rekombinant kopyalanabilir ifade vektorii veya plazmid, transformasyon yoluyla hiicrelere

sokulur ve transformantin biiyiitiilmesi suretiyle biiyiilk miktarlarda rekombinant hiicre elde

edilir (Ausubel, ve digerleri, 2003). Genin kodlandigi DNA dizisinin, transkripsiyonu ve

translasyonu diizenleyecek olan kisimlarin arasina dogru bir sekilde yerlestirildiginde, ortaya

cikan yapiya ekspresyon vektorii denir. Ekspresyon, insert edilmis gen kodlarinin bulundugu

polipeptit sekansinin tiretilmesi siirecidir. Nihai tiriin, gerektiginde, konukgu hiicrenin liziziyle

ve diger proteinlerden uygun saflastirmalarla {irliniin geri kazanilmasiyla elde edilebilir (Drlica,

1992).

Insert DNA fragments

Insert DNA

Transform F. coli
with recombinant plasmids

Plate bacteria on medium
containing ampicillin

// . \\'\ Culture medium
- A\

Ampicillin-resistant ~ ;[ 5 \'JV containing ampicillin

bacterial colonies It

Isolate colony

E. coli DNA / \
Bacteria containing
© /’ recombinant plasmid

Sekil 2.6. Klonlama ve plasmid vektérleri (Recombinant DNA, 2017)
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Vektor, bir replikasyon orijini (ori), ampisiline diren¢ kazandiran bir gen (Ampr) ve
yabanci DNA'y1 eklemek icin kullanilabilen bir kesim bdlgelerini (6rnegin, EcoRI) igeren
kiiciik, dairesel bir molekiildiir. Insert DNA vektdre baglanir ve rekombinant plazmidler E.
coli'yi transgenik yapmak i¢in kullanilir. Bakterilerin ekimi amfisilin iceren besi yerine yapilir,
boylece ampisiline direngli bakteriler plazmid DNA'lar1 tasidiklart igin koloniler
olusturabilirler. Bundan sonra plazmit igceren bakterilerin bireysel kolonileri izole edilebilir ve
rekombinant plasmidlerin izolasyonu i¢in biiyiik miktarlarda iiretilebilir (Recombinant DNA,
2017).

Uygulamada, rekombinant DNA teknolojisinin kullanilmasi tamamen heterolog
polipeptidleri (direkt ekspresyon olarak adlandirilir) veya alternatif olarak bir homolog
polipeptidin amino asit dizisinin bir boliimiine kaynasmis bir heterolog polipeptidi ifade
edebilir. ikinci durumlarda, amaglanan biyoaktif iiriin, bazen, ekstraseliiler bir ortamda
boliinene kadar kaynasmis, homolog / heterolog polipeptit igerisinde biyoinaktif hale getirilir
(Washington, DC: U.S. Patent No. 5,169,762, 1992).

Benzer sekilde, genetik ve hiicre fizyolojisini incelemek i¢in hiicre veya doku kiiltiirii
sanat1 iyi olusturulmustur. Izole edilmis normal hiicrelerden ardisik seri aktarimlarla hazirlanan
kalict hiicre hatlarinin korunmasi i¢in araglar ve yontemler kullanilir (Pollack, 1981).
Arastirmalarda kullanilmak tizere, bu tiir hiicre hatlar1 sivi ortamda kati bir destek iizerinde veya

destek besinleri igeren siispansiyon iginde biiyiitiiliir (Watt, 1991).

Aym sekilde, protein biyokimyasi, biyoteknolojide yararli, gercekten gerekli olan
yardimer bir unsurdur. Arzulanan proteini lireten hiicreler, bunun yaninda yiizlerce baska
protein ve hiicre metabolizmasinin endojen {irtinleri de tiretirler. Bu kirletici proteinlerin yani
sira diger bilesikler de arzulanan proteinden uzaklastirilmazsa, bir hayvana veya insana o
proteinin terapdtik tedavisi sirasinda toksik etki gosterebilir. Dolayisiyla, protein biyokimyasi
teknikleri goz oniine alindiginda, belirli sistem i¢in uygun ayirma prosediirleri ile amaglanan
kullanim i¢in giivenli homojen bir iirlin ortaya ¢ikmaktadir. Protein biyokimyasi arzulanan
tiriintin kimligini de kanitlar, onu karakterize eder ve hiicrelerin herhangi bir degisiklik veya
mutasyon olmadan sadakatle iiretilmesini saglar. Bu bilim dali, basarili klinik arastirmalar ve
pazarlama yapilmadan 6nce uygulanmasi igin gerekli olan biyoassaylar, kararlilik ¢alismalari

ve diger prosediirlerin tasariminda da yer almaktadir (Marks & Smith, 2004).
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2.4. Nanokonjugat Yapilar

2.4.1. Fotosensitif amino asit monomerleriyle capraz baglama ve ANADOLUCA

yontemi ile biyokonjugasyon

Yasam bilimleri ve biyoteknolojide kullanilmak tizere gelistiren ANADOLUCA
metodu (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer) Decorated and Light Underpining
Conjugation Approach), fotosensitif (is18a duyarli), amino asit monomer ve oligomerleri
kullanilarak protein konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi igin kullanilan bir yontem olup farkli
hiicre tiplerini, dokular1 ve diger hedefleri algilamak i¢in adapte edilebilir. Protokol, monomer
baglayici yapidaki birgok protein temelindeki rutenyum selat [bis(2-20-bipyridyl)bis(MATyr)-
ruthenium(II) fotosensitif monomer] tarafindan giin 1s181yla baslatilan ve protein yapilarda
bulunan aminoasitlere atkilanan ¢apraz baglar liretilmesine dayanir (Sekil 2.7) (U.S. Patent No.
13/203,833, 2009). Bu metotta, fotosensitif monomer, kovalent ve capraz baglayici ile
konjugasyon baz alinarak, hazirlanmis amino asit ve rutenyum selat monomerleri dogru antikor
oryantasyonu i¢in yoOnlendirme saglamakta ve baglandiktan sonra denatiirasyonu

engellemektedir.

Metot, silika materyaller, siiperparamanyetik partikiiller, kuantum dot (QD)’lar, karbon
nanotiip (CNT)’ler, Ag/Au nanopartikiiller ve Au yiizeyleri ve polimerik yapilarin
hazirlanmasinda ve yapiminda uygulanabilir. Fotosensitif (1518a duyarli) amino asit monomer
baglayicilar sayesinde 151k yoluyla elektron aktarimi saglanarak, tek adimli ¢apraz baglama
reaksiyonuyla biyouyumlu, ¢ok sayida farkli mikro ve nano yiizeyli proteinler olusturulabilir
ve biyomolekiillerde bulunan tirozin, sistein ve triptofana kovalent baglanarak konjugasyon

gergeklesebilir (Say, Bicen Unliier, Ersoz, Ozi¢, & Kilig, 2015).

ANADOLUCA, yeniden ayrilabilir kat1 faz sistemleri, teranostikler (ayn1 anda tan1 ve
tedavi=therapi+diagnostik), nanoprotein tasiyicilar, reseptdr hedefli nanokargolar,
biyosensorler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir goriintileme ve algilama teknolojileri
gibi alanlarda kullanilabilecek yeni nesil nanobiyokonjugatlarin gelistirilmesine zemin

olusturan bir yontemdir (Say, ve digerleri, 2014).

Bu yontem ile multifonksiyonel, biyouyumlu, stabil ve spesifik mikro ve nano
biyokonjugatlar olusturulabilir. Yontem, kataliz ve determinasyonda kullanilir, bir¢cok
materyale uygundur, proteinlerin fonksiyonu ve konformasyonundan etkilenmez, pH ve

sicakliktan bagimsizdir (Say, ve digerleri, 2011).
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ANADOLUCA yontemine gore Nano-Anti-VEGF antikoru sentezi, mikroemiilsiyon
yontemi ile yapilmistir. MATyr-Ru(bipyr)2-MATyr ile karistirilan Anti-VEGF antikoru
polivinil alkol (PVA) dispersiyonu igerisinde senteze birakilir ve amonyum persiilfat (APS)

ilavesi ile Nano-Anti-VEGF antikoru sentezi gerceklestirilir (Unliier, Ersoz, Say, Tomsuk, &

Sivas, 2013).

OH

{

OH

Sekil 2.7. bis(2-2 -bipyridyl)(MATYr)2-Ruthenium (Il) 'nin sematik gosterimi (Kose, Say, &
Ersoz, 2016)

2.4.2. Floresans ligandlarin biyokonjugasyonu

Goriintiileme bilimleri, son otuz y1l boyunca katlanarak biiylimiis ve manyetik rezonans
goriintiileme, niikleer tomografi goriintiileme ve X-1s1n1 bilgisayarli tomografisi gibi birgok
teknik, Kklinik kullanimda vazgecilmez bir hale gelmistir. Goriintiileme teknolojilerindeki
ilerlemeler ve insanlar ve kiiciik hayvanlar i¢in goriintiileme problari, ilag kesfi ile geliserek

genigletmekte ve siireci 6nemli 6l¢iide hizlandiracak bir potansiyele sahip olmaktadir (Rudin &

Weissleder, 2003).

Hiicresel molekiiler goriintiileme, karmagsik bir yapr olan biyolojiyi ilag kesfi ile
birlestiren 6nemli bir teknolojidir. Hiicresel goriintiileme genis capta betimleme bilimidir ve

kiiciik o6lcekli deneysel Orneklerin kullanimina uygundur. Tipik olarak bir defada 10-1000
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arasinda hiicresel veri toplayabilme kapasitesindedir. Hiicresel goriintiileme, hedef bulma,
hiicre temelli tahlillerdeki uyusturucu tarama, erken giivenlik degerlendirmesi, mod-of-action
caligmalar1 ve hiicrenin yasamsal siirecini izlemek i¢in yapilan in vivo ¢aligmalar dahil olmak
tizere, hiicrelerin incelenmesini i¢eren hedef bazli ila¢ kesfi bunlarin tim asamalarinda

kullanilabilmektedir (Lang, Yeow, Nichols, & Scheer, 2006).

Bu yaklasimda, bir gériintiilleme probu dogrudan hedeflerle etkilesir. Ornegin, yapilan
bir caligmada tiimor anjiyogenezinde rol oynayan bir vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
reseptoriine (VEGFR) kars1 gelistirilen bir ilag, goriintiileme probu olarak secilen Cu’nun

dogrudan VEGFR'ye baglanmasi ile PET cihazinda goriintiilenmistir. (Leyton & et al., 2005)
2.4.2.1. Akridin

Acridin Orange, yillar 6nce zayif bazik bir boya olarak komiir katranindan izole
edilmistir. Cesitli biyolojik aktiviteleri arasinda, DNA ve RNA icin spesifik olup, pH
indikatorii, fotosensitdr, antitiimor ve antimalarya ilaglarinda kullanilabilmektedir. Ayni
zamanda bakterilerin, parazitlerin, apoptozun ve sperm hareketliliginin incelenmesinde faydali

bir floresans boyadir (Kusuzaki, ve digerleri, 2007).

Floresans goriintiilemelerde kullanilan Acridin Orange, boyanin derisimi, pH, iyon
dengesi, boyama siiresi, fiksasyon vb. gibi faktorlere ve ayrica incelenen dokularin 6zelliklerine
bagl olarak genis bir varyasyon gostermektedir (von Bertalanffy, 1963). Metakromatik bir
ozellik olarak derisime bagli olarak yesil veya kirmizi olarak 1s1ma yapabilir (Strugger, 1949).

Akridin’in kimyasal molekiilii (Sekil 2.8), C13HoN olup molekiil agirligi 179,22 g.mol
L diir. Molekiil agirhigs diisiik oldugu i¢in hiicrelerin sitoplazmasinda hizl1 bir sekilde yayilarak
DNA, RNA, lizozom ve diger asidik vezikiillere baglanir (Kusuzaki, ve digerleri, 1999).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalari (IARC), bu maddenin insanlar i¢in kanserojen olmadigini

belirtmistir (International Agency for Research on Cancer., 1978).
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Sekil 2.8. Akridin’in kimyasal yapisi (Favre & Powell, 2013)
2.4.2.2. BODIPY

4,4-Difloro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene, ilk olarak 1968'de rapor edilen bir
borondifluorid dipirrinato kompleksidir. Birgok BODIPY tiirevi yogun floresans ozelligi
gosterir (Treibs & Kreuzer, 1968). PH ve polarite degisimlerine karsi nispeten duyarsizdirlar
ve bir¢ok biyolojik kosul altinda kararlidirlar (Monsma, ve digerleri, 1989). Bu nedenle Sekil
2.9’da goriilen BODIPY analoglar1 protein ve niikleik asitlerin etiketlenmesinde faydali

uygulamalarda kullanilmiglardir (Yee, Fas, Stohlmeyer, Wandless, & Cimprich, 2005).

8(meso) 7
2 \ 6
N ~ N
3 4,8\ 5

Fo, F

1

—

Sekil 2.9. BODIPY in kimyasal yapist (Tram, Yan, Jenkins, Vassiliev, & Bruce, 2009)
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2423. FITC

Floresein izotiyosiyanat (FITC), akis sitometrisi de dahil olmak iizere genis kapsamli
uygulamalarda kullanilan bir floresein tiirevidir. Sekil 2.10’da goriilen FITC, yapisinin alt
halkasindaki bir hidrojen atomunun yerine, bir izotiyosiyanat reaktif grubu (-N = C = S) ile
islevsellestirilen orijinal floresan molekiiliidiir. Molekiil formiilii C2:H1:NOsS olup molekiil
agirhign 389.38 g.mol™’dir. Bu tiirev, proteinler iizerindeki amin ve siilfhidril gruplarim iceren

niikleofillere kars: reaktiftir.

"NHS-floresein" olusturan floresein c¢ekirdegine eklenen bir siiksinimidil ester
fonksiyonel grubu, diger niikleofiller varliginda primer aminlere karsi ¢ok daha fazla

spesifiklige sahip baska bir amin reaktif tiirevi olusturur.

FITC'nin uyarma ve emisyon spektrumu tepe dalga boylar1 yaklasik 495 nm / 519 nm olup
yesil bir renk verir. Cogu florokrom gibi, fotobloklama egilimi gosterir (fluorophores.org,
2017).

Sekil 2.10. FITC i kimyasal yapis: (Barbero, Barolo, & Viscardi, 2016)
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2.4.3. Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi

Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi, molekiillere ait dairesel spektrumlari belirli
dalga boylarinda 6lgen spektroskopik bir yontemdir. CD, dairesel polarize 1s181n sola dogru

olan absorpsiyonu ile saga dogru olan absorpsiyonu arasindaki farki 6lger.

AAOL) = AO\a)sol yonlii polarize 151k ~ A(X)sag yonlii polarize 151k

(A = Dalga boyu)

CD spektroskopisi, proteinlerin sekonder yapilarinin sicaklik, pH degisimleri, ortam
kosullarina bagli olarak degisimleri ve diger molekiillerle etkilesimini incelemek amaciyla
gelistirilmis olup, makro molekiillerin yapisal, kinetik ve termodinamik 6zellikleri hakkinda
bilgi vermektedir. Spektrofotometrik Ol¢limler, elektronik gecislerin  gdzlemlendigi
elektromanyetik spektrumun gériiniir ve UV bdlgesinde gergeklestirilmektedir. Olgiimler,
proteinlerin ikincil yapilarina ait a-heliks, p-katlanmalar1 ve diizensiz sarmal yapilarinin yani

sira, tersiyer yapilarindaki aromatik gruplarin da varligini gosteren bilgiler vermektedir.

CD spektroskopisinin genellikle biyomolekiillere uygulanmasinin nedeni, molekiillerin
saga ve sola cevirici kiralitelerinden ileri gelmektedir. Proteinlerin konformasyon
degisikliklerinin ifade edilmesinde CD spektroskopisi olduk¢a énem tasimaktadir. Ornegin,
sicaklik, denatiire edici ajanlar ya da bu ajanlarin derisimleriyle proteinlerin ikincil
yapilarindaki degisiklikleri incelemek amaciyla kullanimi yaygindir (Siligardi & Hussain,
2015).

2.5. Amag

Bu ¢alismanin 6ncelikli amaci, daha 6nce ¢esitli isimlerle monoklonal antikor olarak
tiretilmis Anti-VEGF antikorunu rekombinant teknoloji ile iireterek daha kolay, daha yiiksek
saflikta, maliyeti daha diisiik, hayvan deneyleri gerekmeksizin, ekspresyonu kontrol edilebilir
tirtin elde etmektir. Bu amag¢ dogrultusunda; Anti-VEGF antikorunun dizilerinden elde edilen
veriler kullanilarak uygun primerler tasarlanmasi, bu primerlerle klonlanan gen i¢in uygun
klonlama ve ifade konakgilari ile uygun plazmit vektorlerin segilerek transformasyonunun ve
ekspresyonunun saglanmasi, eksprese edilen 6X histidin takilmig proteinin nikel afinite

kromatografisi ile saflastirilmasi ve gerekli karakterizasyonlarin tamamlanmasi hedeflenmistir.
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Calismanin ikinci hedefi olarak; immunoglobulin yapida olan Anti-VEGF antikorunun
sadece VEGEF’ye spesifik olarak baglanan iki zincirinin rekombinant tekniklerle birbirine bagl

olarak tiretilmesi ve bu sayede tek bir molekiil halinde elde edilebilmesi amaglanmistir.

Son olarak; tek bir zincir halinde rekombinant olarak ifadesi saglanan Anti-VEGF
antikorunun dis ortam kosullarina daha dayanikli olmasi ve uzun soluklu kullanilabilirliginin
ve goriintiilenmesinin saglanmasi i¢in ANADOLUCA metodu ile ¢apraz baglanmasi yoluyla
Nano-Anti-VEGF haline getirilmesi ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Nano-Anti-VEGF’nin
ilag sektoriinde, tedavi silirecinin nasil devam ettigini izleyebilmek amaci ile molekiiler
goriintliileme teknolojisi sayesinde takip edilebilirligini saglamak i¢in akridin, BODIPY ve

FITC gibi farkli floresans 6zellikteki maddeler ile konjugatinin yapilmasi amaglanmaistir.
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3. MATERYAL

3.1. Kullanilan Enzimler ve Kitler

Deneysel islemlerde kullanilan enzimler ve kitler Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan enzimler ve kitler

cDNA Sentez Kiti

Invitrogen, Amerika

Hybrid-R Total RNA izolasyon Kiti

GeneAll, Giiney Kore

QIAquick Jelden izolasyon Kiti

Qiagen, Almanya

Taq Polimeraz

Sigma, Amerika

Ticari Anti-VEGF Antikor

Sigma, Amerika

RNaseOUT Rekombinant RNase

Thermo, Amerika

SuperScript 111 Reverse Transcriptase

Invitrogen, Amerika

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Deneysel islemlerde kullanilan kimyasallar Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan Kimyasallar

6X DNA Jel Yiikleme Boyasi (R1151)

Thermo Scientific, Amerika

Agaroz (A5093)

Sigma, Amerika

Akrilamid (A8887)

Sigma, Amerika

Ampisilin (A1593)

Sigma, Amerika

Borik Asit (423485000)

Acros, Amerika

dNTP (10297018)

Fermentas, Amerika

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
(1001345108)

Sigma, Amerika

Ethanol (1310861214)

Panreac, ispanya
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Tablo 3.2. (Devam) Kullanilan Kimyasallar

HCI (H1758) Sigma, Amerika
Isopropanol (563935) Sigma, Amerika
Kloroform (52,873-0) Sigma Aldrich, Amerika
MgClI (S5573033 306) Merck, Amerika
NaCl (141659.1211) Panreac, Ispanya
NaOH (06203) Sigma, Amerika
Polivinil Alkol (PVA) (363170) Sigma, Amerika
SYBER Green (S9430) Sigma-Aldrich, Amerika
Tetramethylethylenediamine (TEMED) (T9281) Sigma, Amerika
Triptofan (T2610000) Sigma, Amerika
Trizma Base(T1503) Sigma, Amerika
Yeast Ekstrakt (7184A) Acumedia, Amerika
MaTyr-Ru(Bipyr)2-MaTyr ANADOLUCA
DNAJ/EcoRI+HindIll Marker (SM0193) Fermentas, Amerika
Asetik Asit (71251) Sigma, Amerika
Tris (K41623287 118/500G) Merck, Amerika

3.3. Biyolojik Materyaller

3.3.1. Kaynak

Bu ¢alismada kullanilan insan kaninda Anti-VEGF antikoru bol miktarda bulunur.

3.3.2. Klonlama ve protein ifade konakgilar:

Calisma kapsaminda; Anti-VEGF geninin klonlanmasi ve rekombinant protein ifadesi
amaciyla iki farkli E. coli irk1 kullanilmistir. Genlerin klonlanmasinda E. coli DH5-a (genotipi:
F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44
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A—thi-1 gyrA96 relAl) irki kullanilacaktir. E. coli DH5-a rutin klonlama calismalarinda
siklikla kullanilan ve yiiksek transformasyon etkinligi saglayan bir irktir. Irka ait
rekombinasyon (recA) ve endoniikleaz (endA) aktivitelerini yerine getirecek enzim sistemleri
baskilanmistir. Bu da plazmite klonlanan par¢anin bozunmadan kararli olarak tasimasini
saglamakta ve plazmit saflastirillmasinda plazmit kalitesini arttirmaktadir. Ayrica E. coli DH5-
a 1rk1 uygun plazmitler ile pozitif kolonilerin se¢ilmesi i¢in mavi/beyaz tarama yapilabilmesine
olanak saglamaktadir. Mavi beyaz se¢ilimde plazmitin ¢oklu klonlama bolgesi kromojenik bir
substrat olan XGal’i parcgalayabilen (parcalanma {iriinii olarak mavi renk olusumu goézlenir)
lacZ geninin igerisine yerlestirilmistir. Eger klonlanmak istenen DNA fragmenti ¢oklu
klonlama bolgesine ligasyon ile aktarilabilirse lacZ geninin biitlinliigli bozuldugundan aktif bir
protein olusturulamayacak ve dolayistyla XGal ortamda pargalanmadan kalacaktir (Par¢alanma
gerceklesmediginde hiicreler beyaz, aksi durumda mavi renkli gozlenirler). Bu sayede klonlama

verimi ve pozitif klon sayisina rahatga ulasilabilmektedir.

Rekombinant enzimlerin heterolog ifadesinde ise E.coli Rosetta (FompT
hsdSg(rs” mg) gal dem (DE3) pRARE (CamR)) irklar1 kullanilacaktir. Belirtilen 1rk protein
ifadesi igin 6zellesmis olup, E. coli’de nadir olarak sentezlenen 6 adet tRNA’y1 (AUA, AGG,
AGA, CUA, CCC ve GGA kodonlar1 i¢in), sahip oldugu pcDNA3.1 plazmiti araciligiyla ifade
ederek rekombinant proteinlerin ifadesini arttiric1 6zellige sahiptir. Boylece irk tiniversal bir

protein ifadesi saglamaktadir. Ayrica irk kloramfenikole direng 6zelligine de sahiptir.

3.3.3. Vektorler

Bu c¢alismada; Anti-VEGF geninin klonlanmasi ve protein ifadesi amaciyla iki farkli
plazmit DNA kullanilmistir. Anti-VEGF geninin klonlanmasi i¢in pGEMT-Easy vektori
(Promega), rekombinant protein ifadesi i¢in ise pcDNA3.1 vektorii (Qiagen) kullanilmastir.
PGEMT-Easy plazmitinin klonlama bolgesine sarkik timin bazlari yerlestirilmis ve plazmit
tizerinde bulunan 3’ uclarin fosfat gruplan g¢ikarilmistir. Bu sayede; plazmitin ligasyon
esnasinda halkasal yap1 olusturmasi engellenerek klonlama etkinligi artirilmistir. Klonlama
bolgesi plazmit iizerinde B-galaktosidaz enzimini iireten lac-Z geni igerisine yerlestirilmistir.
Bu sayede; pozitif klonlarin taranmasi kolonilerdeki renk farkliligina gore yapilabilmektedir.
Rekombinant proteinlerin ifadesi amaciyla kullanilacak olan pcDNA3.1 vektorii, E. coli’de
yiiksek miktarda protein ifadesi i¢in olugturulmus bir vektordiir.

Ayrica calisma kapsaminda rekombinant DNA tekniklerinin uygulanmasi amaciyla

DNA Polimeraz, DNA Ligaz, Restriksyon Endoniikleaz gibi ¢esitli enzimler kullanilmigtir.
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3.4. Tamponlar ve Soliisyonlar

Deneylerde kullanilan tamponlar ve soliisyonlar Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

Soliisyon / Tampon

icerik

Akrilamid-Bis Cozeltisi (A ¢Ozeltisi)

29,2 g Akrilamid
0,8 g Bis
H20 (100 mL’ye tamamlanir.)

%10 Amonyum Persiilfat (E ¢ozeltisi)

0,5 g Amonyum persiilfat
H20 (5 mL’ye tamamlanir)

%10 Sodyumdodesil siilfat (SDS) ¢6zeltisi (D
¢Ozeltisi)

10 g SDS
H20 (100 mL’ye tamamlanir)

4X SDS Ayirma Jeli Tamponu (B ¢ozeltisi)

18,15 g Tris (1,5 M)
3 N HCI (pH 8,8’¢ ayarlanir)
H20 (100 mL’ye tamamlanir.)

4X SDS Yiikleme Jeli Tamponu (C ¢dzeltisi)

39 Tris
5 N HCI (pH 6,8’e ayarlanir)
H20 (50 mL’ye tamamlanir)

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE)

54 g Tris-base
27,5 g Borik Asit
900 mL H20
20 mL 0,5M EDTA

Ampisilin Stok

1 g Sodyum Ampisilin
Otoklavlanmig Distile Su (10 mL’ye tamamlanir.)

LB Besiyeri

10g Triptofan
5¢ Yeast Ekstrakt
10g NaCl
Otoklavlanmig Distile Su (1 1t’ye tamamlanir.)

Aktarim Tamponu (Towbin Tamponu)

6 g Tris-base
28,8 g Glisin
2 g SDS
1,51t H20
400 mL Metanol

2X SDS ornek uygulama tamponu

2,5 mL Tris (C ¢bzeltisi)
4 mL SDS (D ¢ézeltisi)
2 mL Gliserol
1 mL 2-Merkaptoetanol
0,02 g Bromofenol Mavisi
H20 (100 mL’ye tamamlanir)

5X Tank Tamponu

159 Tris
72 g Glisin
59 SDS
H20 (1 It’ye tamamla)

SDS Boyama Cozeltisi

500 mL Metanol
1 g Coomassie Brillant Blue
100 mL Asetik Asit (glasiyel)
H20 (1 1t’ye tamamla)

SDS Yikama Cozeltisi

125 mL Metanol
175 mL Asetik Asit (glasiyel)
2200 mL H20

SDS Fiksatif Cozeltisi

500 mL Metanol
100 mL Asetik Asit
400 mL H20
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3.5. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Sarf Malzemeleri

Deneylerde kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri Tablo 3.4.°de

verilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri

+4 Buzdolab1

Liebherr, Medline, Almanya

-20 Buzdolab1

Liebherr, Medline, Almanya

Agaroz Jel Elektroforezi

Cleaver, Scientific Ltd., ingiltere

Biiyiik Santrifiij

Sigma, Amerika

CD Spektrofotometre

Chirascan plus, Applied Photophysics, Ingiltere

Elektroforez

Thermo Scientific, Amerika

ELISA Reader

BioTek Synergy H1, Amerika

Etiiv

Innovens, Jouan, Amerika

Floresans

Varian, Amerika

Floresans Kiivet

Hellma Analytics, Almanya

Hassas Terazi

Ohaus, Pioneer, Amerika

Jel Goriintiileme

Cleaver, Scientific Ltd., ingiltere

Kiigiik Santrifiij Hettich, Almanya
Liyofilizator Labconco, FreeZone, Amerika
Manyetik Karistirici Jeio Tech, Lab Companion, Amerika

Mikro Santrifiij tiipleri

Isolab, Almanya
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Tablo 3.4. (Devam) Kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri

Mikropipet uglari Isolab, Almanya
Mikrosantrifiij Isolab, Almanya
Mikroskop Leica, Almanya

Plimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bioneer, Kore

PCR tiipleri Isolab, Almanya
pH metre Hanna H1 2211 pH/ORP, Amerika
Pipetor Brand, Transferpette, Almanya

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)

Zeiss Ultra Plus, Almanya

Shaker Thermo, Amerika
Steril Kabin Niikleon, Tiirkiye
Su Banyosu Clifton, Ingiltere

Ultrasonik Su Banyosu

Lab Companion, Amerika

Vortex

Stuart, ingiltere

Western Blot

Biorad, Elektroblotting, Amerika

Zeta

Malvern, ingiltere
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4. YONTEM

4.1. Biyoinformatik Analizler

Caligma kapsaminda klonlanarak rekombinant protein olarak iretilecek Anti-VEGF
geninin insan genomunda belirlenmesi, belirlenen aday genlerin diger organizmalardaki genler
ile benzerliklerinin ortaya konmasi, E. Coli’de heterolog protein ekspresyonunun
gerceklestirilmesi amaciyla yapilacak klonlama calismalarinda kullanilacak primer DNA
dizilerinin belirlenebilmesi i¢in NCBI Genbank gibi veri tabanlar1 ile BLAST, ClustalW,

WebCutter gibi gesitli temel biyoinformatik araglardan yararlanilmigtir.

4.1.1. Aday genlerin tayini:

Calisma kapsaminda Anti-VEGF enziminin rekombinant olarak {iretilebilmesi
amactyla, insan secilmistir. Organizmanin genomunda yer alan Anti-VEGF enzimini kodlayan
protein ve DNA dizilerine NCBI veri tabanlanindan ulasilmistir. Anti-VEGF geni DNA ve
protein dizileri Sekil 4.1°de ve Sekil 4.2°de verilmistir.

4.1.2. Niikleotid ve aminoasit dizisi

Sekil 4.1. Anti-VEGF antikoru agir zincir DNA ve protein dizisi (Hajirezaei, Darbouy, &
Kazemi, 2014)

29



18 8 n
4 GCATCCATEE| ECCTGCCCAC ACCCCARECT

LA ”n LA ”
vV AL CL L GO 1] @ Tl QS P

51 o
E 9 PR PQFPF L ALE L LIP 0 S
TEEECCCTEE CECTECTLCT GITCCTECTE CCORECAGEC TERCCCACAT CCACATGACC Cageaccccoa
GACEA C© L

CCTAEETACE CGCACERETC TEEEETCRCS) ACCCEEECACE CROAC C86 ACCCECTRYA EOYCTACTES GCTCTCGEEEY
a3 S L S0 S U IE D R VTN G 8] SRR E R RS LN YRR KR e K
101 SCAGCCTEAE CGCCACCETE CECCACAGAG) TGACCATCAC CTGCABCGEC A TCAGARGARG CCTGANCTES TACCACCAGA ACCCCCECAR

CGTCEGACTE BCEETCECAC COBCTETETC) ACTRETACTE GACETCECEE TCEGTCCTET AGTCITETIC GCACTTGACE] ATESTCETCT TCGEGCCETY

CACCCTCEAL ACCERCETEC COAGIACA CCEACTTCAC CCTEACCATE

294 SECCECCARE| CTECTEATCT ACACCACEAG
CTCECACETE TCCCCECACE GETCETCTAR CTCECCETEC CORTEGCLET | COCTEAACTE CEACTEETAG

4 AP K ot:}vsus
CCGCECETTE CACSACTAGA TETCCTERTE

i ks s S L

i (SRR | ] irranyl| iyEyaen] NEsrs Dyspl| Ixerren] sENEen| ParvEel| TuKEe
39y PECAGCCTEE AGCCCEACGA CTTCECCACE| TACTACTECE c CTGACCTTEG GCCAGCECAC, CARGCTGEAG ATCAACAGAR
TCETCCEACE TCEEGCTCCT GAAGCEETES| ATEATEACEE TECTCTCETE GTEET CACTECAREE CERTECCETE] GTTCCACCTC TAGTICTETT
drvas Pse|lrrr|prse cat|xse|rasy veour|Lww|FyYyern
agy CCBTEGECEE CCCCAGCETE TTCATCITCE| CCCCCAGCER CEAGCAGCTE  ARGAGT CCOCOAGCRT GETGTGCCTE CTGARCARCT TCTACCECAR
GCCACCEECE GREETCROAC AMGTAGAACS| GEEECTCECT GETCGTCGAC TICTCGLCET CGCEETCCLA CCACACEEAC) GACTTETTEA AGATEEEETC
ot e Ak  vowv xkvown araglsen|saocr vy | ems|xm s v
oy MCACECCARE CTECAGTEGA ACRTEEACAA| CGCCCTGCAG AGCEECANCA © CETGACCOAG CAGCACAGCA AGEA CTACAGECTE
TCTCCGETTE, CACGTCACCY TECACCIGTT| GLEGCACETC TEGCLLGTTET| CCETCLICTIC GLACTGRCTC GYECTGYEGT| TCETGTCETE GATETCERAC
assrleres wao|lvyex|hwoy] acelvriw|jecus servlrxs
ooy PECAGCACCE TGACCCTEAG CARCGCCGAC| TACGAGARGE ACARGCTGTA COCC CIGACCLACE ACGGECTGAS CAGCCCCETC ACCARGAGCT
TCETEGTSGE, ACTEGEACTC GITCCEECTE| ATGLTCTICE TGTICCACAT GLSGACECIC CACTGGRISE ICLCSGACIC| GICSGEGCAC TEBTTCTCGA
“1F NRE ECcE|Fa
7oy TORRCAGAGE CCAGTECCAR TICTAG
ACITETCICE, ECTCACEETT ARGATE , , | ,

Sekil 4.2. Anti-VEGF antikoru hafif zincir DNA ve protein dizisi (Hajirezaei, Darbouy, &
Kazemi, 2014)

4.1.3. Primer dizilerin tasarimi; Belirlenen aday genlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

ile ¢cogaltilmas1 amaciyla kullanilacak primer DNA’lariin tasarimi i¢in;

i) Ik olarak aday gen dizileri ClustalW ile restriksiyon kesim analizine alinmis ve gen

bolgesini kesmeyen restriksiyon enzimleri belirlenmistir,

i) Sonrasinda bu enzimlerden pcDNA3.1 vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesinde
bulunanlarin kesim dizileri, primer dizilere eklenerek primer dizilerin tasarimi

gercgeklestirilmistir,

iii) Tasarlanan primerler BLAST ile analiz edilmislerdir. PCR reaksiyonlarinda

kullanilacak primer DNA dizileri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Anti-Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) geninin PCR amplifikasyonunda
kullanilacak primer DNA dizileri (Hajirezaei, Darbouy, & Kazemi, 2014)

Primer . L Restriksiyon Bg.
Gen Ad Primer DNA dizisi Enzimi Uzunlugu m
Anti- F- 3"
. CGGCCGCCACTGTGCTGGATATGGGCG Sall 40 77°C
Vaskiiler | VEGF
TGCCCAGACCCCA-3’
Endotelyal
Biiylime 5.
Faktorii R- .
GTGTGGTGGAATTCTGCAGATTGCCGG Hindlll 41 74°C
(VEGF) | VEGF :
GGCTCAGGCTCAGG-3
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4.2. Deneysel Yontem

4.2.1. Total RNA izolasyonu

Hybrid-R total RNA izolasyon kitine gére EDTA’l1 tiipe alinan kan 6rnegi 1er mL mini
santrifiij tiiplerine alinmis ve her 1x107 hiicre sayis1 igin 1 mL RiboEx soliisyonu ile muamele
edilerek homojenizasyonu saglanmigtir. 12000 g’de 10 dak 4°C’de santrifiij edilerek hiicre
kalintilar1 uzaklastirilmistir. Kullanilan her 1 mL’lik RiboEx soliisyonu i¢in 200 uL Kloroform
eklenerek karistirilmistir. 15 dak 12000 g’de 4°C’de santrifiijden sonra tistteki siv1 faz temiz bir
tipe almmistir. Tiipteki miktar kadar RBI soliisyonu eklenerek karistirilmigtir. Tiipteki
karigimdan 700 pL alinarak mini spin kolonuna aktarilarak 10000 g’de 30 sn oda sicakliginda
santrifiij edilmistir ve kolondan gecen kisim ortamdan uzaklastirilmistir. Bu islem tiim
karisimlar bitene kadar tekrarlanmistir ve mini spin kolonda RNA’larin tutunmasi beklenmistir.
500 mL SWI tamponu eklenip 10000 g’de ardindan RNW tamponu eklenip tekrar 10000 g’de
30’ar sn oda sicakliginda santrifiij edilmis ve her seferinde kolondan gecen kisim
uzaklastirilmistir. Yikama soliisyonlarini uzaklastirmak igin 1 dak 10000 g’de santrifiij
yapilmis ve kolon temiz bir mikrosantrifiij tiiptine alinmistir. 50-100 pL niikleaz free su
eklenerek kolonda kalan RNA’lar 10000 g’de 1 dak’lik santrifiijle eliie edilmis ve nanodrop ile

miktar1 ve saflig1 olgiilerek daha sonradan kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

4.2.2. cDNA sentez

20 pL’lik her bir reaksiyon i¢in daha dnceden izole edilen total RNA’dan 5 puL, 1 pL
oligo(dT)2ove 1 uL 10 mM dNTP niikleaz free mikrosantrifiij tiiplerine konularak tizeri steril,
distile su ile 13 pL’ye tamamlanmistir. 5 dk 65°C’de inkiibe edilmis ve en az 1 dk buz i¢inde
bekletilmistir. Ardindan 4 uL 5X First-Strand Buffer, 1 uL 0.1 M DTT, 1 uL RNaseOUT
Rekombinant RNase Inhibitor ve 1 pL SuperScript IIl RT eklenerek hafifce pipetleme yapilarak
karistirilmistir. Daha sonra, 50°C’de 60 dk inkiibe edilerek ve reaksiyonun aktivasyonunu
durdurmak i¢in 15 dk 70°C’de 1sitilmustir.

4.2.3. Anti-VEGF proteinine ait genin klonlanmasi

Bu asamada yukarida belirlenmis olan genlerin genomik kopyalarinin PCR ile elde
edilmesi, elde edilen PCR amplikonlarinin tastyici vektorlere ve ardindan E. coli’ye aktarilmasi

hedeflenmistir. Bu islemde kullanilan PCR malzemeleri ve miktarlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. PCR malzemeleri ve miktarlar

PCR malzemeleri Miktari
PCR tamponu [200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM 2.5 4L
KCI]
MgClI 0,75 pL
dNTP 0,5uL
Tleri primer 0,5 uL
Geri primer 0,5 uL
Kalip cDNA 0,2 uL
Tag Polimeraz 1 uL
Su (otoklavlanmig distile su) 19,05 uL
Toplam 25 uL

4.2.3.1. Genin protein kodlayan bélgelerinin pcDNA3.1 vektoriine klonlanmast ve
E.coli’ye transformasyonu

Insan kan serumundan Anti-Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktérii (VEGF) geninin
genomik kopyalarinin iiretilebilmeleri amaciyla genomik DNA izolasyonu yapilmigtir. gDNA
izolasyonu “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” kitab1 temel alinarak olusturulan
protokol kullanilarak gergeklestirilmistir (Sambrook & Russell, 2001). Elde edilen gDNA, kalip
olarak kullanilarak aday genlerin amplifikasyonu tasarlanacak primer DNA’lar yardimiyla
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunda kaynak DNA olarak insan genomik DNA’s1
kullanilmistir. PCR reaksiyonu GSTz spesifik (F ve R) primerlerle kurulmustur; 2.5 pL 10X
tampon, 2.5 uL 25 mM MgClz, 2 uL 2.5 uM dNTP karigimi, 2.5 pL F, 2.5 pL R, 0.5 pL
genomik DNA (1.220 ng/uL), 0.2 uL Tag DNA Polimeraz enzimi (SUpL™?) {izerine son hacmi
25 pL olacak bigimde 12.3uL ddH20 eklenmistir. Sonrasinda PCR reaksiyonu %1°lik agaroz
jelde analiz edilmis ve ilgili genlere ait istenen biiyiikliikteki DNA bantlar1 jelden kesilip

saflastirilmistir.

Elde edilen amplikonlar TA klonlama ile pGEMT-Easy vektoriine ve ardindan E.coli
DH5-a konakgisina 1s1 soku ile aktarilmistir. Pozitif klonlarin belirlenmesi i¢in 6ncelikle
“Klonlama ve Protein Ifade Konakgilar” kisminda anlatildig1 prensiple Mavi-Beyaz segilim
yapilarak, sonrasinda elde edilen beyaz klonlar koloni PCR ile taranmistir. Koloni PCR
isleminden sonra istenen biiylikliige ait klonlardan saflastirilan plazmitlerde yer alan insert
DNA fragmentleri kendilerini i¢ bolgeden taniyarak kesen restriksiyon enzimleri ile muamele

edilmistir. Bu koloni PCR ve restriksiyon kesim analizi, dizi analizi ile kontrol edilmis ve
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rekombinant plazmit sayisint minimuma indirmek i¢in yapilmistir. Koloni PCR ve restriksiyon
analizi sonucunda belirlenen plazmit DNAlar dizi analizi ile kontrol edilmis ve pozitif klonlar
belirlenmistir. Dizi analizi islemi hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir. Belirlenen pozitif
klonlardan saflastirilan plazmit DNAlar Tablo 4.1.’de belirtilen ve primer DNAlar tizerinde
tanima dizileri bulunan uygun restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonuna alinmis ve
saflastirilmistir. Saflastirilan iirlin ayni restririksiyon enzimleri ile kesilmis olan pcDNA3.1
vektoriine aktarilarak 6X-His kuyrugu eklenmistir. Olusturulan rekombinant plazmitler
yukarida belirtildigi sekilde koloni PCR, restriksyon kesim analizi ve DNA dizi analizi ile teyit

edilmis ve sonrasinda E.coli Rosetta irkina 1s1 soku kullanilarak aktarilmistir.

4.2.4. Anti-VEGF enzimine ait proteininin E. coli’de heterolog protein olarak iiretilmesi,

saflagtirilmasi ve karakterizasyonu

Belirtilen deneylerde, elde edilen pozitif klonlarda enzimlerin iiretilmesi,

saflagtirilmalar1 ve enzimatik karakterizasyonlarinin yapilmasi hedeflenmistir.

4.2.4.1. 6X-His takist eklenen enzimlerin E.coli Rosetta irkinda heterolog iiretimi ve Nikel
afinite kromatografisi ile saflastirilmalar:

Molekiiler klonlama islemleri sonucunda elde edilen pozitif klonlardan enzimlerin
saflastirilmast icin klonlar amfisilin (0,1 mgmL™) iceren LB ortaminda 37 °C’de, ODgoo degeri
0,6-0,8 degerine gelinceye kadar inkiibe edilmis ve ardindan IPTG ile indiiklenerek (yaklasik 6
sa) proteinin asir1 sekilde ifade edilmesi saglanmustir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerden
toplam protein izolasyonu ve bunu takiben de Nikel afinitesi ile 6X-His takisina sahip
rekombinant proteinlerin saflastirilmasi gerceklestirilir. Histidin takisina sahip rekombinant
proteinlerin saflastirilmasinda yiiksek miktarda ve yiiksek saflikta iirlin elde edilebildigi i¢in

Nikel afinitesi ile saflastirma tercih edilmistir (Steinert, Artz, Fabis, & Ribbe, 1996).

Saflagtirma sonrasinda elde edilen proteinlerin basarili bir sekilde ifade edilip
edilmedikleri ve saflastirilan proteinin molekiiler agirligi Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile analiz edilmistir. Ayrica Western blot teknigi kullanilarak

saflagtirilan proteinin histidin takisina sahip olup olmadig1 Anti-His antikoru ile teyit edilmistir.

Heterolog ekspresyon sonucu elde edilen proteinlerin dogal formlarinin molekiil
kiitlelerinin belirlenmesi i¢in Jel filtrasyon kromatografisi gergeklestirilmistir. Saflastirilan

protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir.
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4.2.5. Nano-Anti-VEGF sentezlenmesi

Nanoprotein yapilar, R.Say ve arkadaslarinin gelistirdigi “aminoasit monomer dekore
edilmis rutenyum selatlarinin 1s1k etkili konjugasyon” (AmiNoAcid (monomer) Decorated and
Light Underpinning Conjugation Approach-ANADOLUCA) metodu kullanilarak,
monomerlerin mikroemiilsiyon teknigi ile sentezlenip, herhangi bir deformasyona ugramadan
tekrar tekrar kullanilabilirligi saglanmistir. PVA deiyonize suda dispers edilerek olusturulan
mikroemiilsiyon ortamina, nano hale getirilmek istenen protein gibi biyomolekiil ile rutenyum-
selat temelli fotosensitif ¢apraz baglayici etkilestirilerek eklenmistir. Reaksiyon 48 sa, oda
sicakliginda, inert bir ortamda (azot gazi altinda) gerceklestirilmistir. Santrifiijle reaksiyon
ortamindan uzaklastirilan nanoprotein yapilar yikama isleminden sonra +4°C’de saklanmuistir.
Elde edilen iiriiniin gii¢lii asidik ve bazik ortamlara, yiiksek 1s1ya daha dayanikli olup, daha

uzun omiirlii ve tekrar tekrar kullanilabilir oldugu gézlenmistir.
4.2.6. Karakterizasyon calismalari

Rekombinant olarak iiretilen ve kontrol igin kullanilan ticari Anti-VEGF’lerin
nanoprotein yapilarin karakterizasyonlar1 i¢in Zeta ile boyut analizi ve SEM ile yiizey

morfolojileri incelenmistir.

4.2.6.1. Boyut analizi

Ticari Anti-VEGF’den sentezlenen Nano-Anti-VEGF ve rekombinant olarak iiretilen
Anti-VEGF’den sentezlenen Nano-Anti-VEGF c¢ozeltileri liyafilize edildikten sonra 10.000
ppm lik stoklar halinde hazirlanmiglardir. Zeta boyut analizi i¢in 1000 ppm olarak seyreltilmis

ve ultrasonik su banyosunda dispers edildikten hemen sonra analizleri gergeklestirilmistir.

4.2.6.2. Yiizey morfolojisi

Ticari Nano-Anti-VEGF ve Rekombinant Nano-Anti-VEGF ¢ozeltileri lamel iizerine
2ser uL damlatilarak oda sicakliginda kurutulduktan sonra SEM cihazinin 6rnek haznesine
yerlestirilmis ve vakum altinda altin tabakasi ile kaplanmistir. Ardindan SEM ile molekiillerin

yiizey morfolojisine ait goriintiiler alinmistir.

4.2.6.3. Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi

2000 ppm olarak hazirlanan ticari Anti-VEGF ile rekombinant Anti-VEGF’nin CD
spektroskopisine bakilmis daha sonra nanobiyokonjugat olarak sentezlenen Ticari Nano-Anti-
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VEGF ile Rekombinant Nano-Anti-VEGF’nin CD spektroskopileri ile karsilagtirilmistir.

Analiz edilen 6rneklerin sekonder yapilar1 incelenmistir.

4.2.7. Nano-Anti-VEGF’nin farkh floresans molekiillerle etkilestirilmesi

Nano-Anti-VEGF  farkli  floresans maddeler ile etkilestirilip  floresans

spektrofotometresi ile dlgiimleri yapilmistir.

4.2.7.1. Akridin
Akridin ¢ozeltisi 5 ppm olarak DMSO’da hazirlanmis ve Nano-Anti-VEGF ile 9:1

oraninda 10 dak karisitirmigtir. ELISA cihazinin floresans Ol¢iim platformunda 400 nm

emisyon degeri ile floresans tabakada 6l¢iim yapilmustir.

4.2.7.2. BODIPY
1000 ppm BODIPY floresans boyast DMSO ile 5 ppb’ye seyreltilip Nano-Anti-VEGF

ile 4:1 oraninda 5 dak oda sicakliginda karistirilmistir. ELISA cihazinin floresans olgiim

platformunda 400 nm emisyon degeri ile floresans tabakada 6l¢iim yapilmaistir.

4.2.7.3.FITC

Nano-Anti-VEGF proteini, 1 ml aktivasyon tamponu [0,1 M MES (2-
(morphalino)ethanesulfonic acid) + 0,15 M NaCl] icerisinde 10 mg eklenip oda sicakliginda 20
dak kanstirilmistir. Son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde EDC eklenip 15 dak oda
sicakliginda karigtirildiktan sonra son konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde NHS eklenerek oda
sicakliginda 1 saat karigitirilmaya birakilmistir. Protein ile esit miktarda FITC eklenerek 30 dak
daha kanstirllmistir. Daha sonra 10.000 daltonluk por biiyiikliigline sahip ultrafiltrasyon
santrifiij tiiplerine alinarak 4000 rpm’de birka¢ defa yikanarak konjuge olmamis kisimlar

ortamdan uzaklastirilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. RNA izolasyonu
Agaroz jel elektroforezi ile gergeklestirilen analiz sonucunda her numunede, RNA’ nin

yapisal bilesenleri olan 28S, 18S ve 5S bantlar1 Gorsel 5.1°deki gibi gbzlenmistir; bu sayede,

izolasyon sirasinda herhangi bir bozunmanin olmadigi kesinlesmistir.

Marker 1

b2
(V5]

28S

18S

58

Gorsel 5.1. RNA izolasyonu sonucunda agaroz ile kontrolii
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5.2. Anti-VEGF cDNA Klonlanmasi

Kandan sirasiyla total RNA izolasyonu, total RNA’ya DNaz uygulanmasi ve RT deneyleri
belirtilen protokollerde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. TRI reagent kullanilarak elde
edilen total RNA izolasyon fiirlinlerinin spektrofotometrik Ol¢limleri yapildiginda 6rnegin
yogunlugu 1213 ngul? ve safligi 1,9 olarak belirlenmistir. Yapilan RNA izolasyonu
sonucunda, DNA kontaminasyonu olabilecegi diisiiniilerek DNaz uygulanmigtir. Kalite ve
safligin1 belirlemek i¢in spektrofotometrik analizi yapilmistir. cDNA eldesi icin kullanilan
toplam RNA yogunlugunun 5 pg olmasi icin gerekli RNA miktar1 hesaplanmis ve RevertAid
First Strand cDNA synthesis Kit (#1622) kullanilarak cDNA eldesi gergeklestirilmistir. Elde
edilen ¢cDNA’nin klonlanmasi i¢in yogun olmasi gereklidir. Bunun igin; cDNA kalib1
kullanilarak tekrar PCR (Re-PCR) yapilmistir. Gorsel 5.2°de goriildiigii tizere beklenen
biiyiikliikte olan 1300 bg ve 900bg olan agir ve hafif zincir bantlar elde edilmistir.

<1300 bg

1000 bg—> . 900b.

Gorsel 5.2. Anti-VEGF ¢DNA 'nin Re-PCR sonuglarinin agaroz jelden goriintiisii. M Marker
1 ve 2) Anti-VEGF ¢DNA 'nin Re-PCR sonuclarinin agaroz jelden gériintiisii
(%0.8’lik agaroz jele marker ile birlikte yiiklenmis ve 90 V'de 50dk.
Viriitilmiistiir).
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Re-PCR sonucunda elde edilen bantlarin saflastirilmasi islemi yapilmistir. Saflagtirma
sonucunda Gorsel 5.3’de goriildiigii gibi beklenen biiyiikliikte bant elde edilmis ve

saflastirmanin basarili oldugu goriilmiistiir.

M 1 2

1000 b

Gorsel 5.3. Anti-VEGF ¢DNA 'nin Re-PCR saflastirma sonuglarinin agaroz jelden goriintiisii.
M) Marker 1)Anti-VEGF ¢DNA 'nin saflastirilmis Re-PCR sonucu (% 0.8 lik agaroz jel e
marker ile birlikte yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir).

Saflastirilan cDNA’nin A ekleme reaksiyonu yapilmis, cDNA’dan ligasyon i¢in gerekli

olan miktarin 5 uL oldugu belirlenmis ve transformasyonu yapilmistir.

Transformasyon kontrolii i¢in yapilan ekimlerde; inkiibasyon sonrasinda LB
mediumlarda biiyiimenin oldugu gézlenmistir. Biiylime gozlenen LB Mediumlardan ise plazmit
izolasyonu yapilmistir. izolasyonu yapilan pGEMT easy plazmitinin Anti-VEGF cDNA’sin1
tastyip tasimadigini anlamak i¢in, biyoinformatik analizler sonucunda belirtildigi gibi EcoRlIile
kesimi yapilmustir. Gorsel 5.4°den anlasilacagi gibi EcoRI ile kesimi sonucunda beklenen
biiyiikliikler olan 1300 bg ve 900 bg’lik iiriinlerin elde edildigi gériilmiistiir. Boylece Anti-
VEGF ¢cDNA’sinin klonlama islemi basarili bir bi¢imde gerceklestirilmistir
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5600 bg

1300 bg
§ 900 b

Gorsel 5.4. Anti-VEGF ¢DNA ’sini tasidigi sanilan pGEMTeasy plazmidinin restriksiyon
analizinin agaroz jel goriintiisii. M) Marker,1) Anti-VEGF ¢DNA 'sin1 tasidigi
sanilan pGEMT easy plazmidinin kesim driinleri (%0,8 lik agaroz jel ‘e marker ile
birlikte yiiklenmis ve 90 V'de 50dk. yiiriitiilmiistiir)

5.3. Anti-VEGF’nin Rekombinant Proteininin Ekspresyonu

Protein ekspresyonu i¢in pcDNA3.1 kullanilmistir. Anti-VEGF bu  vektore
yerlestirilmis, klonlanmis ve protein izolasyonu yapilmistir. Iki farkli koloniden gelen protein
izolatlar1 His afinitesi gosteren Ni-NTA agaroz ile saflastirilmistir. Ni-NTA ile saflastirilan

proteinlerin SDS jel elektroforezi yontemi ile goriiniir hale getirilmistir.
5.4. SDS-Page Sonucunun Western Blot Analizi ile Dogrulanmasi

Gorsel 5.5’da anti-His antikoru ile yapilan Western Blot analizi sonucunda saflastirilan

proteinin VEGF oldugu teyit edilmistir. Boylece ekspresyonun basarili oldugu goriilmiistiir.

1
150 kDA—> .
150 kDA—— — Ticari Anti-VEGF

Gorsel 5.5. VEGF rekombinant proteininin western blot analizi ile desteklenmesi. A)1.Anti-
histidin ve ikincil antikor kullanilarak yapilan analiz sonucu. 2.Ikincil antikor

kullanilarak yapilan analiz sonucunun goriintiisii
(M:KaleidoscopepretainedStandarts BIO-RAD)

Anti-VEGF
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5.5. Rekombinant Anti-VEGF Proteininin Nanokonjugatinin Sentezlenmesi
5.5.1. Zeta boyut analizi

1000 ppm olarak hazirlanan Ticari Nano-Anti-VEGF (Sekil 5.1) ve Rekombinant Nano-
Anti-VEGF (Sekil 5.2) ultrasonik su banyosunda dispers ediltikten sonra Zeta cihazinda boyut
analizi yapilmistir. Sekil 5.1°de ve Sekil 5.2°de goriildiigii gibi boyutlar sirasi ile ortalama

400,3 nm ve 422,6 nm olarak Ol¢tilmiistiir.

Size Distribution Report by Intensity ,A
Malvern

Sample Details
Sample Name: Nanc-antiVEGF T1.%85lik etanol sinnga filtre. 23,08,17 1

SOP Name: mansettings.nano
General Notes:

File Name: derya. dts Dispersant Nam... Water
Record Number: 62 Dispersant RE: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP). 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: 23 Haziran 2017 Cuma 1..
System
Temperature (*C): 250 Duration Used (s): 100
Count Rate (kcps): 886 Measurement Position (mm): 4,20
Cell Description: Low volume glass cuvette Attenuator: 11
Results
Size (d.n.. % Intensity: StDev (d....
Z-Average (d.nm): 3745 Peak 1: 400.2 1000 1mMa
Pdi: 0,191 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0,892 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result
Size Distrution Dy mensiy
207"
-
=
-
<
> 101"
=
-
=
a1 1 10 100 10000
Size (anm
[
|——— Record 62 Nano-3ntiVEGF T1.%65IK etanol §iringa fitre 23,06.17 1
Record 63 Nano-antiVEGF T1 %651k &tan0l §I11inga ftre. 23,0617 2|
[ __Recorg 64 Nano-aniVEGF T1 %651k etanol $11inga fikre 23.06 17 3|
Ve e e Zemmaw Vor 70 e et
R Serw Numbe  WAIITTE Reco Nurae €2

meInrrnn |

Sekil 5.1. Ticari Nano-Anti-VEGF Zeta boyut analizi
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v2.2

Size Distribution Report by Intensity A

Malvern

Sample Details

Sample Name: Nano-antiVEGF R1.9%85lik etanol kadit filtre. 23,08,17 3
SOP Name: mansettings.nano
General Notes:
File Name: derya dts Dispersant Nam... Water
Record Number: 61 DispersantRE: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: 23 Haziran 2017 Cuma 1...
System
Temperature (*C): 250 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 2227 Measurement Position (mm): 420
Cell Description: Low volume glass cuvette ... Attenuator: 10
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d....
Z-Average (d.nm). 4242 Peak 1: 42286 100.0 109.7
Pdl: 0,154 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,926 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result Good
Size Distrivution by MensRy
25

8

heasiy Peroead
@

1 10 100 10000

Size (anm)

— Recond 55 Nano-antiVEGF R1 %651k etanol kad it fitre. 23.06.17 1
———  Record 60 Nan0-anIVEGF R1 %651k etan0l ka it fikre. 23.06.17 2
[ Record 61 Nano-amIVEGF R1 %65ik etanol kag it fikre 230817 3

Meshem insrurenal e

waw mavem cam

Temme Ver T 0
Sens Numbe MAIIWTI

Fle rwme cew
Recoe Nurae €'
23~z 300T T 2832

Sekil 5.2. Rekombinant Nano-Anti-VEGF Zeta boyut analizi
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5.5.2. SEM goriintiilemesi

Rekombinant ve Ticari Nano-Anti-VEGF molekiillerinin yiizey morfolojisi SEM cihazi
kullanilarak incelenmistir. Gorsel 5.6 ve Gorsel 5.7°de goriilen SEM goriintiilerinde nano

boyuttaki taneciklerin boyutlari sirasi ile ortalama 420 nm ve 400 nm olup Zeta boyut analizini

dogrular bir sekilde gdzlenmektedir.

Gorsel 5.6. Rekombinant Nano-Anti-VEGF 'nin SEM gériintiileri (A, 10,77 K X biiyiitme
orani, B, 31,75 K X biiyiitme orant)

Gorsel 5.7. Ticari Nano-Anti-VEGF 'nin SEM gériintiileri (A, 3,60 K X biiyiitme orani, B,
19,01 K X biiyiitme orant)
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5.5.3. CD spektroskopisi

Ticari ve rekombinant Anti-VEGF nin CD spektroskopileri Sekil 5.3.A ve Sekil
5.3.B’de, nanobiyokonjugat haline getirilen ticari ve rekombinant Nano-Anti-VEGF’nin CD
spektroskopileri ise Sekil 5.4.A ve Sekil 5.4.B’de belirtilmistir.

5.5.3.1. Rekombinant Anti-VEGF

Sekil 5.3.A’da goriildiigii gibi, rekombinant Anti-VEGF yapisi CD analiziyle
gerlendirildiginde, spektrumdaki 190-200 nm de gelen pozitif bant ve 200-205 nm’de gelen
negatif bant, yapidaki a heliks katlanmalarini, 210-220 nm’deki bant B katlanmasini ifade
etmektedir. Ayrica; 230-240 nm arasindaki bolgede rastgelen katlanmalarin oldugu
goriilmektedir. 350 nm’de gelen pozitif bant ise yapidaki aromatik aminoasitlerin varligini
gostermektedir. Anti-VEGF derisiminin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle bantlar ¢ogunlukla negatif
bolgede gelmistir. Ancak; sekonder yapi analizi igin karakteristk piklerin belirli bolgelerde

gelmis olmas1 CD spektrumunun yap1 analizinde kullanilabilirligini gostermektedir.

5.5.3.2. Ticari Anti-VEGF

Sekil 5.3.B’de goriilen ticari Anti-VEGF nin CD spektrumu incelendiginde 190-210 nm
arasindaki pozitif pik ve 210-222 nm arasindaki negatif pikin a-heliks yapisini belirttigi
goriilmektedir. Bunun yaninda, 222-240 nm arasindaki negatif bant p-katlanmasini

gostermektedir. Boylece sekonder yapinin a-heliks ve B-katlanmasindan olustugu s6ylenebilir.

43



Smoaoth (s):0

Circular Dichroism (mdeq)
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Sekil 5.3. A. Rekombiant Anti-VEGF 'nin CD spektroskopisi, B. Ticari Anti-VEGF 'nin CD
spektroskopisi
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5.5.3.3. Rekombinant Nano-Anti-VEGF

Sekil 5.4.A’da goriilen rekombinant Nano-Anti-VEGF yapisinin CD spektrumuna
bakildiginda, 190-210 nm arasindaki pozitif pik ve 210-221 nm arasindaki negatif pik a-heliks
yapisini ve 220-230 nm arasindaki negatif bant B-katlanmasini géstermektedir. Bunun yaninda,
232 nm’deki band yapidaki rastgele katlanmalar1 ifade etmektedir. Nano yapmin CD
spektrumunda goriilen 320-340 nm arasindaki yayvan band protein yapisindaki aromatic
proteinleri isaret etmektedir. Derisimin ¢ok diisiik olmasindan dolayr CD degerleri negatif
yonde ¢ikmis olsa da belirtilen araliklarda karakteristik piklerin gelmesi nano yapida da protein

yapisinin bozunmadigini géstermektedir.
5.5.3.4. Ticari Nano-Anti-VEGF

Sekil 5.4.B’de goriilen, nano yapili ticari Anti-VEGF yapisinin CD spektrumuna
bakildiginda ise, yine 190-200 nm arasindaki pozitif pik ve 205-212 nm arasindaki negatif pikin
a-heliks yapisi gozlenmektedir. 210-219 nm [ katlanmalarini gosterirken, 225 nm’deki negatif
ve genis band rastgele katlanmalari isaret etmektedir. Bunun yaninda 300-350 nm arasinda

gelen yayvan bantlar nano yapidaki aromatik aminoasitlerin varligini gdstermektedir.

Smaooth (s):0

D 15
0
T
£
=D
£
0
£ .25
L
U
O 4
[
B
3
g 35
0
-4
45 f R R S —__—,—,YS,—S,-". A

180 200 220 240 280 280 300 320 340 380 380
Wwavelength (nm)

45



Smooth (s):0
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Sekil 5.4. A. Rekombinant Nano-Anti-VEGF 'nin CD spektroskopisi, B. Ticari Nano-Anti-
VEGF 'nin CD spektroskopisi
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5.5.4. Akridin + Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans spektrofotometresi

RFU

Akridin ile konjuge edilen ticari ve rekombinant Nano-Anti-VEGF’nin floresans
grafikleri Sekil 5.5.A ve Sekil 5.5.B’de verilmistir.

70000
BOOOOY
s0o0n
40000 ;
30000
20000

10000 :

# G3-EM Spectrum

RFU

540

GO0

Wavelenath fnm)

#® G4-EM Spectrum

550l 500
Wavelenath (nm)

Sekil 5.5. A. Acridin + Rekombinant Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans grafigi, B.
Acridin + Ticari Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans grafigi
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5.5.5. BODIPY + Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans spektrofotometresi

BODIPY ile konjuge edilen ticari ve rekombinant Nano-Anti-VEGF nin floresans
grafikleri Sekil 5.6.A ve Sekil 5.6.B’de verilmistir.
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12000

10000
8000+
6000

0O A3EM Spectrum

4000

2000 4o

450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Sekil 5.6. A. BODIPY + Ticari Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans grafigi, B. BODIPY
+ Rekombinant Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans grafigi
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5.5.6. FITC + Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans spektrofotometresi

FITC ile konjuge edilen ticari ve rekombinant Nano-Anti-VEGF nin floresans grafikleri
Sekil 5.7.A ve Sekil 5.7.B’de verilmistir.
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Sekil 5.7. A FITC + Ticari Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans grafigi, B. FITC
+ Rekombinant Nano-Anti-VEGF konjugasyonu floresans grafigi
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6. SONUC VE YORUM

Anti-VEGF, daha VEGF anjiyogenesisi baglatacak olan reseptoriine baglanmadan
VEGF’ye baglanir ve VEGF’yi tutar. Bdylece VEGF reseptoriine baglanamadig ig¢in
anjiyogenesis yolagi aktiflesememis olur ve endotel hiicreleri sinyali alamadigi i¢in ¢ogalip
damar olusumuna katilamaz. Beslenme ve oksijen i¢in damarlara ihtiyaci olan tiimoér, damarin
olugmasi engellendiginde gelisemez ve biiyliyemez. Bu asamadan sonra tedavi, viicuda

yayilamayan tiimore spesifik olan lokal bir alanda daha kolay bir sekilde uygulanabilir.

Bu ¢alismada; Anti-VEGF antikorunun rekombinant iiretimi yapilarak daha kontrolld,
tiretimi kolay, kararli, maliyeti diislik iiriin elde edilmesi saglanmig, daha sonra rekombinant
teknoloji ile elde edilen bu iiriinin ANADOLUCA metodu ile nanobiyokonjugati halinde
sentezlenmis ve Nano-Anti-VEGF’nin uzun siire ve dis ortam kosullarina dayanabilirligi ve

uzun soluklu kullanilabilirligi saglanmistir.

Immiinoglobulin yapida olan antikorun agir ve hafif iki zinciri rekombinant teknikle
birlestirilmis ve tek bir zincir halinde ifade edilerek tek bir protein halinde elde edilmistir.
Calismada; kalip DNA olarak insan kanindan elde edilen mRNA’dan RT-PCR yoéntemi
kullanilarak elde edilen cDNA kullanilmigtir. cDNA’dan spesifik primerlerle tek zincir halinde
klonlanan Anti-VEGF genlerinin klonlanmasi i¢in pGEMT-Easy vektoriine (Promega)
entegrasyonu saglanmistir. Anti-VEGF genlerini tasiyan vektoriin gogaltilmasi igin E. coli
DH5-a konaker hiicreleri kullanilmistir. Cogalan vektorlerden Anti-VEGF geni saflastirilip
6X-His takis1 eklendikten sonra rekombinant protein ifadesi i¢in ise pcDNA3.1 vektorii
(Qiagen) kullanilmistir. Bu vektoriin ¢ogaltilip ifade edilen proteinin miktarini artirmak i¢in
E.coli Rosetta irki ifade konakgist hiicreler kullanilmistir. Pozitif koloniler segilip amfisilin
igeren LB besi yeri ortaminda inkiibe edilerek proteinin ifade edilmesi saglanmstir. Iinkiibasyon
sonucunda hiicrelerden toplam protein izolasyonu yapilarak Nikel afinite kromatografisi ile
histidin takisina sahip olan proteinler saflagtirilmigtir. Saflagtirilan rekombinant proteinlerin
kontrolii i¢in SDS-Page ve Western Blot teknikleri kullanilarak proteinin molekiil agirliginin

beklenildigi gibi 150 kDa oldugu tespit edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda; tek zincirli rekombinant Anti-VEGF, rutenyum-selat
temelli fotosensitif capraz baglayici etkilestirilmis ve deiyonize suda dispers edilen polivinil
alkol ile olusturulan mikroemiilsiyon ortamina eklenmistir. Azot gazi altinda inert ortamda 48

sa siiren reaksiyon sonucunda sentezlenen Nano-Anti-VEGF konjugatlar santrifiijle reaksiyon
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ortamindan izole edilmistir ve karakterizasyonlar1 yapilmigtir. Karakterizasyon islemleri icin

Zeta boyut analizi, SEM kullanilmustir.

Zeta boyut analizinde rekombinant olarak tiretilen Nano-Anti-VEGF’nin boyutunun
422,6 nm oldugu goriilmiistiir. Karsilastirmak igin ticari Anti-VEGF’den sentezlenen Nano-
Anti-VEGF proteinin boyutu ise 400,3 nm olarak belirlenmistir. SEM yiizey analizi
goriintlilerinde heterojen bir sekilde dagilmis olarak gozlenen nano taneciklerin ortalama
boyutlarinin 400 nm oldugu belirlenmis ve bu oran Zeta boyut analizini desteklemistir. Ticari,
rekombinant ve nanobiyokonjugatlar1 olarak dort farkli varyasyonu incelenen Anti—-VEGF’nin
CD spektrumlarina bakildiginda a-heliks yapilar1 ve B katlanmalari ile nano yapiya ait aromatik
yap1 bandlart biitiin versiyonlarinda gozlendiginden dolay: ikincil yapisini korudugu ve aktif

kaldig1 gozlenmstir.

Akridin, BODIPY ve FITC gibi farkl bir floresans madde ile etkilestirilen Nano-Anti-
VEGF nin floresanslari 6l¢iilmiistiir. Buna gére Akridin ile etkilestirilen Nano-Anti-VEGF’nin
480 nm’de floresans verdigi ve nispi floresans tinitesi (RFU) degerlerinin 4800 ve 6800 oldugu,
BODIPY ile etkilestirilen Nano-Anti-VEGF’nin 530 nm’de floresans verdigi ve RFU
degerlerinin 10,000°de oldugu, son olarak FITC ile etkilestirilen Nano-Anti-VEGF’ nin 520
nm’de floresans verdigi ve RFU degerlerinin 28,000 ve 27,000°de oldugu gozlenmistir. Bu
sayede; farkli floresans maddelerle etkilesebildigi kanitlanan Nano-Anti-VEGF molekiiliiniin,
ilag olarak viicuda verildigi takdirde tedavi stirecinin molekiiler goriintiileme teknikleri ile takip

edilebilecegi gosterilmistir.

Bu sonuglara gére rekombinant Anti-VEGF antikoru basarili bir sekilde tretilmistir.
Diger taraftan, tretilen rekombinant Anti-VEGF antikorunun Sekil 6.1°de gosterildigi gibi
ANADOLUCA metodu kullanilarak nanokonjugatlar1 da ilk kez bu ¢aligmada sentezlenmistir.
Bu tez kapsaminda, yeni nanoteranostik olarak gelistirilen Nano-Anti-VEGF; hem kanser
tedavisinde damarlagmanin 6niine gegebilecek hem de floresans, radyolojik ve manyetik gibi
farkli goriintiileme ligandlarin tasiyabilerek multimodal goriintiileme de yapabilecek iiretimi

kolay, kararli, maliyeti diisiik, dis ortam kosullarina dayanikli bir nanobiyokonjugattir.
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ATyr-Ru(bipyr)2-MATyr

Anti-VEGF'nin 3 boyutlu
yapisi

Sekil 6.1. Nano-Anti-VEGF 'nin sematik gosterimi (Unliier, Erséz, Say, Tomsuk, & Sivas,
2013) (Franklin, 2017)
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