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OZET

Programli Oliim Ligandi 1 (Programmed Death-Ligand 1, PD-L1), immin kontrol
noktalari (Immune Checkpoint) molekillerinden biridir. PD-L1, aktif T hiicrelerinde
ifade edilen Programl Hiicre Olimi (PD-1) reseptorii ile etkileserek T hiicre
aktivasyonunu sonlandirmakta gorev alir ve periferdeki immiin yanitlari diizenleyerek
otoimmuliniteyi engeller. Tumor hicrelerinde PD-L1, aktive T hiicrelerindeki PD-1 ile
etkilesime girerek timodre karsi bagisiklik tepkisinin azalmasini saglayan inhibitor
sinyaller olusturur. Bu sebeple, timor hiicrelerindeki PD-L1’in bloke edilmesi cesitli
tiimorlere karsi 6nemli bir terapétik etkiye sahiptir. Bu tez gcalismasinda, PD-L1’i bloke
edici monoklonal antikorlar gelistirmek hedef edinilmistir.

PD-L1’i bloke edici monoklonal antikorlarin gelistirilmesi icin klasik hibridoma
teknolojisinden faydalanildi. Bu baglamda, fareler insan PD-L1 proteini ile bagisikland.
Bagisiklanan farenin B hiicreleri ile fare myelom hicreleri fizyon edildi ve flizyon
sonrasi olusan hicrelerin secilimleri gerceklestirildi. Secilim sonrasi antikor tGretebilen
hibrit hiicre hatlari olusturuldu. Gelistirilen hibrit hiicre hatlarinin trettigi monoklonal
antikorlarin, insan PD-L1 proteinini bloke edici aktivitelerinin belirlenmesine yonelik
arastirmalar gerceklestirildi. Buna ek olarak, gelistirilen monoklonal antikorlarin diger
immian kontrol noktasi proteinleri ile ¢apraz reaksiyonlari ve sigan, fare, kopek,
cynomolgus maymunu gibi farkl tirlerin PD-L1 proteinlerine karsi etkilesimleri de ele
alinmustir.

Bu ¢alisma sonucunda, PD-L1’i bloke edici antikorlar gelistirilmistir. Gelistirilen
monoklonal antikorlarin terapotik deger tasidigi ve ileri arastirmalar sonrasinda ilag

endustrisine devredilebilecegi diisiinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: immiin Kontrol Noktasi, PD-L1, Monoklonal Antikor, Hibridoma

Teknolojisi, Bloke Edici Antikor.



SUMMARY

Programmed Death-Ligand 1 (Programmed Death-Ligand 1, PD-L1) is one of the
immune checkpoint molecules. PD-L1 is involved in terminating T cell activation by
interacting with the Programmed Cell Death (PD-1) receptor expressed on activated T
cells and prevents autoimmunity by regulating peripheral immune responses. In tumor
cells, PD-L1 interacts with PD-1 in activated T cells to generate inhibitory signals that
reduce the immune response against the tumor. Therefore, blocking PD-L1 in tumor
cells has an important therapeutic effect against various tumors. In this thesis study,
the aim was to develop PD-L1 blocking monoclonal antibodies.

In this study, classical hybridoma technology was used to develop monoclonal
antibodies that block PD-L1. In this regard, mice were immunized with the human PD-
L1 protein. Myeloma cells and B cells of the immunized mouse were fused, and the
cells formed after the fusion were selected. Hybrid cell lines capable of producing
antibodies after selection were established. Investigations were carried out to
determine the human PD-L1 protein blocking activities of monoclonal antibodies
produced by the developed hybridomas. In addition, the cross-reactions of the
developed monoclonal antibodies with other immune checkpoint proteins and their
interactions against PD-L1 proteins specific to different species such as rat and dog
were also analyzed.

As a result of this study, PD-L1 blocking antibodies were developed. It is thought
that the developed monoclonal antibodies have therapeutic value and can be

transferred to the pharmaceutical industry after further research.

Keywords: Immune Checkpoint, PD-L1, Monoclonal Antibody, Hybridoma

Technology, Blockade Antibody.
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1. GIRIS

Programli Oliim Ligandi 1 (Programmed Death-Ligand 1, PD-L1), immiin kontrol
noktalari (Immune Checkpoint) molekillerinden ve B7 yardimci uyarici protein
ailesinin yuzey proteinlerinden biridir. PD-L1, immin yanit olusumunda kritik rollere
sahiptir. Aktif T hiicrelerinde ifade edilen Programli Hiicre Oliimii (PD-1) reseptorii ile
etkileserek T hiicre aktivasyonunu sonlandirmakta gorev alir ve periferdeki immin
yanitlari diizenleyerek otoimmuiniteyi engeller. Tumor hicrelerinde PD-L1, aktive T
hicrelerindeki PD-1 ile etkilesime girerek timoére karsi bagisiklik tepkisinin azalmasini
saglayan inhibitor sinyaller olusturur. Bu sebeple, timor hicrelerindeki PD-L1’in

bloke edilmesi cesitli timorlere karsi dGnemli bir terapotik etkiye sahiptir.
1.1 Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Bu tez galismasinda, immin kontrol noktasi proteinlerinden biri olan PD-L1’i
bloke edici fare monoklonal antikorlarinin gelistirilmesi amacglanmistir. Bu kapsamda,
PD-L1’i bloke edici fare monoklonal antikorlarin gelistiriimesi igin hibridoma
teknolojisinden yararlanilmis ve antikor Gretebilen hibrit hiicre hatlari gelistirilmistir.
Geligtirilen hibridoma hatlarinin Urettigi monoklonal antikorlarin, insan PD-L1
proteinini bloke edici aktivitelerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Buna ek olarak,
gelistirilen monoklonal antikorlarin diger immiuin kontrol noktasi proteinleriile capraz
reaksiyonlari ve fare, sican, kdpek ve cynomolgus maymunu gibi farkli tir PD-L1
proteinlerine karsi etkilesimleri de ele alinmistir.

PD-L1i bloke edici antikorlari gelistirmek Uzere yapilan bu ¢alismalar
sonucunda endistriye devredilebilecek terapotik deger tasiyan ilag adalari

gelistirilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Antikor

Antikorlar, B hicreleri tarafindan Uretilirler ve onlari Greten B hicrelerinin
antijen reseptorine 6zgundurler. Antijen ise, adaptif bagisiklik yaniti olusturabilen
maddeler olarak adlandiriimaktadir. Antikorlarin fonksiyonlarina 6rnek olarak,
enfeksiyonun noétralizasyonu, fagositoz, antikora bagh hiicresel sitotoksisite veya
patojenlerin kompleman aracili lizisi gosterilebilir [1].

Antikorlar, imminoglobiilin (Ig) olarak da bilinirler. imminoglobdlinlerin
memelilerde A, D, E, G ve M olmak tzere 5 farkli izotipi mevcuttur. Tim izotipler, IgA
(dimer), 1gD (monomer), IgE (monomer), 1gG (monomer), IgM (pentamer) ayni
birimlerle olusmus farkliliklara sahiptir [2]. immiinoglobiilinler, cogunlukla iki hafif ve
iki agir zincirden olusan Y seklindeki glikoproteinlerdir (Sekil 2.1). Hem hafif hem de
agir zincirler degisken (N-terminal) ve sabit bolgeler (C-terminal) icermektedirler.
Antikorlarin antijenler ile baglanti kurdugu antijen baglayici fragment bolgesi hafif
zincirin tamamina sahiptir fakat agir zincirin bir degisken bdlgesi ve bir sabit bélgesini

icerir [3].

Hafif Zincir Agw Zincir I Disulfit Bagr Blrle§t\rme Zinciri
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Sekil 2.1: immiinoglobiilin izotipleri.




2.1.1. Monoklonal Antikorlar

Literatlrde, Kitasoto ve Behring’in “sihirli mermi (magic bullet)”’ serumunu
Uretmesi, antikorlarin terapoétik olarak kullaniminin ilk 6rnegidir [4]. Ardindan 1975
yilinda, Kohler ve Milstein’in hibridoma teknolojisini icat etmesi ile ilk monoklonal
antikorlar Gretildi [5]. Tanim olarak monoklonal antikorlar, spesifik bir epitopa karsi
baglanma gosteren antikorlardir.

Monoklonal antikorlarin kullanim yelpazesi ¢cok genis bir alana yayilmaktadir.
Ornegin, klinikte tani ve tedavide kullanilabilirken molekiler imminolojik
arastirmalarda ise, epitop haritalamasi ve molekiiler modellemede kullanilmaktadir
[6]. Monoklonal antikorlar, histopatolojide cesitli belirteclere baglanarak dokulari,
timorleri  siniflandirmak icin  kullanilabilmektedir. Ornegin, prostat spesifik
antijenine, o-fetoproteine ya da a-fetoprotein gibi belirli bir organ ile iliskili
antijenlere karsi monoklonal antikorlar patolojik tanida yardimci olmaktadir [6].
Ayrica, mezetelyoma ve adenokarsinom gibi benzer lezyonlar arasinda ayrim yapmayi
kolaylastirdigi ispat edilmistir [7], [8].

1986 yilinda FDA tarafindan Muromonab’in onaylanmasi ile ilk terapotik
monoklonal antikor klinikte kullanilmaya baslanmistir [9]. Enflamatuar hastaliklara,
kansere, viris enfeksiyonlarina karsi monoklonal antikorlar gelistirilmistir ve
kullanilmaktadir. Ornegin infixlimab, Adalimumab, Ustekinumab, Basiliximab,
Daclizumab, Omalizumab enflamatuar hastaliklara karsi kullanilmakta olan
onaylanmis ilaglardir [10] - [15]. Kansere karsi onaylanmis monoklonal antikorlar
arasinda Trastuzumab, Pertuzumab, Cetuximab, Panitumumab, Epidermal Bliyime
Faktori Reseptorlerine (EGFr) karsi gelistirilmistir [16] - [19]. Bavecizumab, Vaskiler
Endotel Blylime Faktorine (VEGF), Rituximab Farklilasma Kimesi 20’ye (CD20),
ipilimumab CTLA-4’e (Sitotoksik T Hiicre Aracili Protein) karsi iiretilen monoklonal

antikorlardir[20] - [22].



2.2. Monoklonal Antikor Gelistirme Stratejileri

Antikorlar, B hiicreleri tarafindan spesifik antijenlere karsi tGretilmektedir [23].
1986 yilinda bir monoklonal antikorun FDA tarafindan onaylanmasinin ardindan
monoklonal antikor gelistirme sirecleri hizli bir sekilde cesitlenmistir [9]. Bu
baglamda, hibridoma teknolojisi, faj gdsterimi, tekil B hlicresi antikor teknolojisi gibi
cesitli monoklonal antikor gelistirme stratejileri gelistirilmistir (Sekil 2.2) [24].

Faj gosterimi, antikor gelistirme stratejileri arasinda énemli bir yere sahiptir.
insan antikor faj gosterimi kiitiiphaneleri araciliglyla tamamen insan antikorlari
Uretmek mimkindir. Faj gosterimi teknigi ilk olarak 1985 vyilinda, klonlanan
antijenleri viral ylizeyde gostermek icin kullanildi. Antikorlar, fajin antijen ifade eden
ylzeyine baglanirlar [25]. Bu teknolojiile klinikte kullanilan Adalimumab, Belimumab,
Ramucirumab, Necitumumab, Atezolizumab, Avelumab gibi monoklonal antikorlar
gelistirilmistir [26]. Ayrica, George Pearson Smith ve Gregory Paul Winter, 2018
yilinda “peptitlerin ve antikorlarin faj gdsterimi”’ calismalariyla Nobel Kimya Odili’ni
almislardir [27]. GUnlUmiuzde, antijen baglanma fragmani (Fab) kitliphaneleri, tek
zincirli degisken parga (scFv) kutiphaneleri, tek boélgeli antikor (sdAb) kitiphaneleri

faj gosteriminde yaygin olarak kullanilan kitliphanelerdir [28] - [32].
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Sekil 2.2: Monoklonal antikor gelistirme stratejileri. A) Hibridoma teknigi B) Faj
goruntileme teknigi C) Transgenik fare ile monoklonal antikor gelistirme teknigi D)
Tekil B hiicresi teknigi.

1977 yilinda, Steinitz ve arkadaslari ilk defa Epistein-Barr virlisiin (EBV) B
hicrelerinin 6limsuzlestirebilecegini tanimladilar [33]. Bu gelisme ile birgok arastirici
EBV ile olimslizlestirilmis B hiicrelerini kullanarak monoklonal antikor gelistirme
¢alismalarinda bulundular [34] - [36]. Fakat EBV’nin B hiicrelerini 6limsizlestirebilme
etkinliginin az oldugu ve (retilebilen antikorlarin konsantrasyonunun da az oldugu
anlasildi [37]. Bu sebeple, su ana dek bu yontem digerlerine kiyasla daha az
kullanilmaktaydi. Fakat, akis sitometrisi teknolojisinin gelistirilmesi ve B hiicresi ylizey
belirteglerinin belirlenmesi ile periferik monontikleer kan hiicreleri igerisinden B
hicreleri ayrilabilmekte ve teknik daha kullanigli hale gelmektedir [38]. Ayrica, tek
hiicre gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve ifade vektori
klonlamasi kullanilarak B hcrelerinin agir ve hafif zincir genlerinin Uretilmesi
mumkindir [39], [40]. TUm bu gelismeler 1s18inda tekil B hiicresi antikorlari liretmek
daha islevsel ve kolay bir hale gelmistir. Cin’de kullanimi onaylanmis Bamlanivimab,
Etesevimab ve Sotrovimab ilaglari, SARS-CoV-2 virlisiine karsi gelistirilmis tekil B

hiicresi antikor teknolojisi 6rnekleri olarak gosterilmektedir [41] - [45].



2.2.1. Hibridoma Teknolojisi

Hibridoma teknolojisi, ilk kez 1975 yilinda Georges Kohler ve Cesar Milstein
tarafindan tanimlanmistir. Temelde, istenilen antijen ile hayvanin bagisiklanmasi
sonrasi antikor Ureten B hiicreleri ile 6limsiiz myelom hiicrelerinin flizyon edilmesi
prensibine dayanmaktadir [5]. Fare, tavsan, sican ve hamster hibridoma
teknolojisinde bagisiklanan hayvanlardir [37]. Flizyon ile gelistirilen hibrit hiicreler,
secilime ugrayarak stabil monoklonal hale getirilmektedir. Secilim sonrasinda
hiicreler, yuksek hacimlerde kiltir edilebilir ve istenilen miktarda antikor tretebilir
[46]. Bu avantajin yaninda cesitli dezavantajlari da bulunmaktadir. Ornegin, yavas
ilerleyen bir hazirlik strecine sahiptir [37]. Ek olarak, elde edilen antikorlarin insana
uygulanmasi durumunda, fare immiinoglobilininin, insan fare karsiti antikor (HAMA)
yaniti gibi konakta bagisiklik sistemi yanitlari yarattigi gortlmustiur [47]. Fare
antikorlari  imminojenik oldugu icin insanlarda ters etkilere sebebiyet
verebilmektedir [48].

Bazi arastiricilar, bagisiklama esnasinda c¢esitli adjuvan birlesimleri ile
hayvanlarda daha yiiksek titrelerde antikor lretimi gézlemlemislerdir. Ornegin,
Dempsey ve arkadaslari tamamlayici bilesen 3 proteininin (C3) son bozunmus Griini
C3d proteinin dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik arasinda bir kdpria kurarak
molekiler bir adjuvan oldugunu ortaya koymuslardir [49]. Ayrica, BALB/c farelerde
yapilan bir galisma ile sentetik oligoniikleotit iceren CpG motiflerinin giigli adjuvanlar

oldugunu gosterilmistir [50].
2.3. immiinoterapi

immiinoterapi, kanser tedavi yontemlerinden biridir. Temelde, timor
hiicrelerinin bagisikhk sistemi elemanlari tarafinca taninmasi ve yok edilmesini
saglayarak kanserin tedavi edilmesini amaclar [51]. Yakin gecmiste, kanserin bagisiklik
sistemini nasil atlattigi konusunda buyik ilerleme kaydedilmistir [52]. Bu baglamda,
kanser hicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmesi lehine yeni yollar

bulunmustur [53].



immiinoterapi, 2013 yilinda Science dergisi tarafindan “yilin atihmi”’ olarak
adlandirilmistir [54]. Bu basarinin ardinda, immiin kontrol noktasi ve CAR (kimerik
antijen reseptorl) T hiicre tedavilerinin klinikteki performansi bulunmaktadir. Bu
basarili tedavilere ek olarak, kanser asilari da imminoterapi catisi altinda

degerlendirilmektedir [53].

2.4. immiin Kontrol Noktalari

immiin kontrol noktalari, otoimmiiniteyi 6nleyen ve dokulari immiin
saldirilardan koruyan negatif diizenleyiciler olarak tanimlanabilir [55]. iki tir immin
kontrol noktasi bulunmaktadir. Bunlar, T hiicreleri ile kostimilator etkilesimde
bulunan ve baskilayici faktor olarak islev géren immiin kontrol noktalari olarak

adlandirilmaktadirlar.

2.4.1. Kostimiilator Etkilesimde Bulunan immiin Kontrol Noktalari

2.4.1.1. CD137 ve CD137L

CD137 (Cluster of Diffrentiation 137), timor nekroz faktér (TNF) stper ailesi
Uyesi ylizey glikoproteinlerinden biridir. Dogal oldirici hicreler, dizenleyici T
hicreleri, Dogal 6ldirici T hiicreleri tarafindan ifade edilen indikleyici kostimulator
islevli molekiillerden biridir [56]. Ayrica monositler, graniilositler, dentritik hlicreler

ve eozinofiller gibi dogal immun hiicrelerinde de ifade edilebilir [57].

2.4.1.2. GITR ve GITRL

Glukokortikoid indliklenmis timor nekroz faktor reseptort iliskili (TNFR)
protein (GITR), ilk olarak 1997 yilinda tanimlanmistir [58]. insan GITR (hGITR), 241
amino asitten olusan bir transmembran proteindir. GITRL, GITR'nin aktive edici

ligandi olan transmembran proteindir [59].



GITR, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde dislik diizeyde ifade edilmektedir fakat
aktive edildiginde hizla ifade seviyesi artmaktadir. Ayrica, dentritik hicrelerde,
makrofajlarda, dogal 6ldiriicl hiicrelerde ve aktif B hiicrelerinde olmak (izere bircok
antijen sunan hiicrelerde (APC) ifade edilmektedir. GITR, kostimilator reseptor olarak
bilinmektedir ve timusta T hiicresi gelisimi sirasinda ifade edilir. Ayrica, dizenleyici T

hiicrelerinin farklilasmasi ve bliyiimesinde gorev almaktadir [60].

2.4.1.3. OX40 ve OX40L

OX40, TNFR silper ailesi Uyesi olan ve aktif T hiicrelerinde ifade edilen
transmembran bir glikoproteindir. OX40’in bilinen tek ligandi olan OX40L ya da CD252
(Cluster of Diffrentiation 252), aktif antijen gosterici hiicrelerde ifade edilmektedir
[61].

T hiicre reseptort (TCR) uyarildiginda, CD4+ ve CD8+ T hicrelerinde gegcici
olarak OX40 ifade edilmeye baslar. Timorlerde OX40 ifadesine bakildiginda, CD4+ T
hiicrelerinde CD8+ T hiicrelerine kiyasla daha fazla OX40 ifadesi oldugu
belirlenmistir [62]. Ayrica, TCR/CD3 (Cluster of Diffrentiation 3) ¢apraz baglanmasi
gerceklestiginde ve IL-1 (interlékin 1), IL-2 ve TNF-a gibi sitokinlerin varligi ile
indliiklenmesi gerceklesir [63]. T hiicrelerinin OX40 ile kostiimiilasyonu sonucunda,
NF-kB (Nuclear Factor kappa B) ve NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) gibi T

hicre sinyalleri ile iligkili yolaklar aktive olur [64].

2.4.2. inhibitor Etkili immiin Kontrol Noktalari

2.4.2.1 VISTA

VISTA (V-domain Ig-containing Suppressor of T cell Activation), negatif kontrol
noktasi dizenleyicileri B7  protein ailesinin bir Gyesidir. VISTA, en ¢ok myeloid

hicrelerde ifade edilmektedir.



VISTA hem ligand hem de reseptor islevli bir proteindir. VISTA, T hicre
aktivasyonunu baskilama, sitokin salinimini diizenleme ve immdiin toleransi saglamak

gibi ¢esitli immunduzenleyici islevleri saglamaktadir [65].

2.4.2.2 LAG-3

LAG-3 (Lymphocyte-activation Gene 3), immiinoglobilin siper ailesi Uyesi
proteinlerinden biridir. Kromozomda, CD4’e (Cluster of Differentiation 4) yakin
konumda bulunmaktadir. Dort ekstraseliler Ig benzeri alan ve bir tip | transmembran
alan icermektedir ve bu nedenle yapisal olarak CD4 koreseptoriine benzerlik gosterir.
CD4 gibi, LAG-3, APClerdeki (Antijen Presenting Cell) MHC-II'ye (Major
Histocompatibility Complex 2) cok daha giicli bir baglanma yetenegine sahiptir ve bu
durum dogrudan immdn yanitta TCR sinyallesmesini engeller [66], [67]. Aktive olan
CD4+ ve CD8+ etkileyici T hiicreleri, B hiicreleri, plazmasitoid 9entritik hiicrelerde
kiimesinde LAG-3 ifade edilmektedir. LAG-3 ve CD3’ln birlestiriimesi, kalsiyum iyon

akislarini engelleyerek T hiicre proliferasyonunu ve sitokin salinimini etkileyebilir [68].

2.4.2.3TIM-3

TIM-3 (T Cell Immunoglobulin Mucin-3), ilk kez 2001 yilinda kesfedilen ve
bagisikhk sisteminde kritik roli olan bir hiicre yiizey proteinidir [69].

ilk olarak, yardimci T hiicresi 1 (Th1) ve sitotoksik T hiicresi 1 (Tc1) hiicreleri igin
0zgil bir isaretleyici olarak tanimlanmistir. TIM-3 ifadesi, Th1 transkripsiyon faktori
T-bet (T-box expressed in T cells) ile baska bir transkripsiyon faktori olan NFIL3
(Nuclear factor, interleukin 3 regulated) tarafindan diizenlenir. Bu, TIM-3’niin Thl
yanitinin bir pargasi oldugunu ve Th1/Tc1 hiicrelerinin aktivasyon ve fonksiyonlarinda

onemli bir rol oynadigini géstermektedir [70].



2.4.24TIGIT

TIGIT (T hiicresi imminglobulin ve ITIM alani) 2008 yilinda tanimlanmis CD28
ailesi Uyesi bir transmembran proteindir. LAG-3 ve TIM-3 ile benzer sekilde, TIGIT
inhibe edici reseptor olarak gorev yapar ve ozellikle diizenleyici, hafiza ve aktif T
hicreleri gibi hiicrelerde yaygin olarak ifade edilir [71].

TIGIT ifade eden dizenleyici T hiicrelerinin, yardimci T hiicresi 1 ve 17 ‘nin hiicre
yanitlarini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibisyon, yardimci T hicresi 1 ve 17’'nin
fonksiyonunu ve aktivasyonunu baskilayarak gerceklesmektedir. Sonug olarak, TIGIT
immidn yanitlarin dengelenmesinde ve otoimmiuinite gibi durumlarin kontroliinde

onemli bir rol oynamaktadir [72].

2.5. Kanser immiinoterapisi ve immiin Kontrol Noktalar

Kanser ciddi bir saglik sorunudur ve diinyada morbidite ve mortaliteye neden
olan hastaliklarin basinda gelmektedir. Kemoterapi ilerlemis kanserli hastalarda su
anda birincil tedavi secenegidir ancak ciddi yan etkiler ve ila¢ direnci nedeniyle
sinirlayici olabilir [73]. Bu nedenle dezavantajlarin Ustesinden gelmek igin yeni
tedaviler gelistirilmesi son derece gereklidir.

Kanser immunoterapisi, bagisiklik sistemi hiicrelerinin kanser ile savagsmasini
tesvik eden bir tedavi yaklasimidir. Ayrica, timor hicrelerine karsi bagisiklik
sisteminin 6zgulliglini ve glicini artiran etkili bir tedavi segcenegidir. Ancak her hasta
farkl oldugundan, tedaviye verilen yanit ve yan etkiler bireysel olarak degisebilir. Bu
sebeple, kanser immiinoterapisi hastalarin durumu goéz o6niinde bulundurularak
kisisellestirilmeli ve degerlendirilmelidir. Bagisikhk sistemi, kanser hicrelerini taniyip
yok etmeye calisan bir dizi hicresel mekanizmaya sahiptir [74]. Fakat, bazi
durumlarda kanser hiicreleri, bagisiklik sisteminden kagmayi basararak bagisiklik
yanitindan etkilenmemeyi basarirlar [75]. Kanser immiinoterapisi ise bu kacis
noktalarinin hedeflenerek kanserli hicrelerin bagisikhk sistemi tarafindan
taninmasini ve 6ldiriilmesini saglamaktadir. immiinoterapi yéntemleri icerisinde

immun kontrol noktasi proteinlerine karsi gelistirilen antikorlar énemli bir yer arz
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etmektedir. Gergeklestirilmis bircok ¢alisma, immin kontrol noktasi inhibitorlerinin
onemli terapotik degere sahip oldugunu gostermistir [76].

1987 yilinda Pierre Goldstein tarafindan Sitotoksik T-lenfosit iliskili protein 4
(CTLA-4) kesfedildi [77]. CTLA-4’Gn hem in vivo hem de nakavt farelerde
gerceklestirilen deneylerinde inhibitor islevli bir reseptor oldugu ortaya konuldu [78],
[79], [80]. Bu kesiflerin ardindan James Allison’un farelerde CTLA-4’U bloke ederek
timorleri yok ettigi calismasi CTLA-4’u hedef alan antikorlarin klinikte kullanimina bir
gerekge saglamis oldu [81]. 2011 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve ilag
idaresi (FDA) kanser immiinoterapisinde bu immiin kontrol noktasini hedef alan
monoklonal antikorun kullanimina onay verdi [10], [53]. Ayrica, PD-1 ve PD-L1
proteinlerine karsi gelistirilen monoklonal antikorlar da klinikte kullanilmaya devam

etmektedir [82].

2.6. PD-1/PD-L1 Etkilesimi

PD-1'in ilk olarak apoptik hiicrelerde ifade edildigi kanitlandi [83]. Ardindan
ilerleyen calismalarla, aslinda T ve B hiicrelerinde antijen tepkilerinin esigini
diizenlemekte olan immiin kontrol noktasi proteini oldugu anlasildi. Hem PD-1 hem
de PD-L1, immiinoglobulin (Ig) siper ailesinin {iyesi zar proteinleridir [84]. PD-1, bir
Ig-V benzeri hiicre digi alan, bir transmembran alan, bir sitoplazmik alan ve iki tirozin
sinyal motifi bulundurur [84]. PD-L1, iki tane hiicre disi alan ve bir kisa sitoplazmik
kuyruk bolgesi bulundur [85], [86].

T hiicre aktivasyonu sirasinda PD-1 yapisini degistirerek PD-L1 ile etkilesime
gecer [87]. PD-1’in sitoplazmik kuyrugu Src ailesi kinazlari tarafindan fosforillenir [88],
[89]. Protein Tirozin Fosfataz Reseptor Olmayan Tip 11 (SHP-2) ve Protein Tirozin
Fosfataz Non-reseptor Tip 6 (SHP-1) proteinleri icin kenetlenme noktalari olarak
gorev alir. SHP-2'nin baglanmasi T Hiicre Reseptoriiniin (TCR) sinyalinde azalmaya
sebep olur [90]. Ayrica, Spesifik Protein-Tirozin Kinaz (LCK) aracili ve Zeta zincir aracili
protein kinaz 70’in (Zap70) fosforillenmesini engelleyerek bir dizi sinyal yoluna etki

eder [91] - [94].
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PTEN-PI3K-Akt (Phosphatase and tensin homolog-Phosphoinositide 3-kinase-
Protein kinase B) ve RAS-MEK-ERK sinyal yolaklari, PD-1/PD-L1 baglanmasindan
etkilenmekte olan iki ana sinyal yolagidir [92], [93]. PI3K aktivasyonu, SHP-2"nin PD-1
ile etkilesime girmesi ile bloke olmaktadir. Fakat PTEN hedeflenirken SHP-2 degil CK2
aracilik etmektedir. PTEN, PI3K’'nin aktivasyonundan sorumlu bir serin-fosfoinositol
fosfatazdir. Ayrica PTEN, PI3K-Akt yolagini baskilar. T hicre aktivasyonu sirasinda,
CK2, PTEN’i fosforiller ve stabilize eder. Bu da PTEN’in fosfotaz aktivitesini baskilar.
PD-1, PTEN’in fosforilasyonunu engeller. Boylelikle PTEN azalmaya baslar ve PTEN
fosfataz aktivitesi artar [95]. MEK-ERK-MAP kinaz yolagl icinse PD-1, PLC-yl
(Phospholipase C Gamma 1) ve Ras aktivasyonunun engellenmesi ile iliskilidir [93].
Ayrica, PD-1 bircok T hiicre islevini cesitli transkripsiyon faktorlerinin ifadesini
artirarak baskilayabilir. Bu tip etkilesimler ile T hiicre ¢cogalmasini, aktivasyonunu, sag
kalimini, sitokin Gretimini ve aktiflesmis T hicrelerinin 6lim{ gibi cesitli etkilere

neden olabilir (Sekil 2.3.) [85], [87], [96] — [100].
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Sekil 2.3: T hiicrelerinde PD-1/PD-L1 aracili inhibisyon mekanizmalari. PD-L1’in PD-1
ile etkilesime girmesiyle ZAP70 fosforilasyonunu zayiflatan ve RAS-MEK-ERK/PI13K-
Akt-mTOR yolunu azaltan fosfataz SHP2 aktive olur. Ek olarak, PD-1 aktivasyonu,
efektor genleri baskilayan BATF nin ifadesini indikler. Toplu olarak, PD-1 sinyali, T
hiicresi ¢ogalmasinin, aktivasyonunun, efektor fonksiyonunun ve hayatta kalmasinin
inhibisyonuna yol agar.
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PD-1'in T hicrelerindeki ifade seviyesi, T hicrelerinin fonksiyonlarini
etkilemektedir [101]. Yiksek seviyede PD-1 ifadesi, makrofaj enflamatuvar protein 1
B (MIP-1B) lretiminin baskilanmasini saglar. Sitotoksiteyi ya da interferon-y (IFN-y)
Uretimini bloke etmek icin diisiik seviyelerde PD-1 ifadesi gerekmektedir. interferon-
a ve interlokin-2 Uretimi icin gok daha asagi PD-1 ifadesi gerekmektedir. Anlasilacagi
Gzere, PD-1'in T hiicre yaniti asamalarinda aktivasyonda degil de efektor olarak rol
Ustlendigi dustnilmektedir. PD-1 fonksiyonlarinin aktivasyon asamasinda neden
kisitlandig1 distintldugiinde, aktiflestirilmis dentritik hiicrelerde cis etkilesim olarak
PD-L1’in CD80 (Cluster of Differentiation 80) ile etkilesimde bulunuyor olabilecegi
aciklama olarak sunulabilir. Bu sebeple, PD-L1’in ve PD-1’in T hicreleri Gzerinde
etkilesimleri zayiflayacaktir [102].

PD-L1’in sinyal verme kapasitesi bir baska arastirma konusu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. PD-L1’in sitoplazmik kuyrugu sinyal motifi icermese de PD-1 ligandlari
yoluyla PD-1 ligandlari ifade eden hiicrelere ters sinyaller gondererek interferonlarin
proapoptotik etkilerine karsi direnclerini artirdiginin kanitlart mevcuttur [103], [104].
Yine de hangi hiicre igi faktorin bu etkilesimi sagladigi belli degildir. PD-L1, PD-1"e ek
olarak farkli etkilesim partnerlerine sahiptir. PD-L1, CD80 ile etkilesime girerek PD-
1/PD-L1 etkilesimine miidahale edebilir [102]. Sonuc olarak, PD-1/PD-L1 sinyal yolagi
hakkindaki bilgilerimiz, aktive edilmis T hicrelerinde elde edilen galismalardan elde
edilmistir [91]. PD-1’in diger T hiicre tiplerinde ne tip fonksiyonlara sahip oldugu daha

az bilinmekte ve arastirilmaya devam etmektedir.

2.7. PD-L1’in Dlizenlenmesi

PD-L1 proteini bir zar proteinidir ve diger immun kontrol noktasi proteinleri gibi
Endoplazmik Retikulumda (ER) Uretilerek hilicre yizeyine gonderilir [105]. Yizeye
iletim sirasinda glikolizasyon gergeklesir. Glikolizasyon, immiin kontrol noktasi
proteinlerinin islevselligini degerlendirmek icin kontrol mekanizmasi islevindedir.
insan PD-L1 molekiilii 4 N-glikolizasyon bélgesi bulundurmaktadir. Bunlar; N35, N192,
N200 ve N199’dur. PD-L1’in protein stabilitesi icin bu modifikasyonlar blyik 6nem
arz etmektedir (Sekil 2.4) [105], [106].
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Sekil 2.4: Glikolize olmayan ve glikolize olan PD-L1 proteinin yapisi. PD-L1, PD-L1’in
IgV benzeri ve IgC benzeri alanlarini kapsayan dort glikozilasyon bolgesine (G;
kahverengi daireler) sahip bir hiicre zari proteinidir. Sayilar, kaginci amino asitten
baglanti kurdugunu temsil eder. PD-L1 polipeptidinin tahmini molekiler agirligi,
glikozile edilmemis bir formda (solda) yaklasik 33 kDa’dir. Glikosile edilmis PD-L1,
Western blotlarda (sagda) yaklasik 50 kDa’da bir bant araliginda yaklagik 17 kDa N-
glikan pargalarindan olusur. MW: molekiler agirlik; IgV: immuinoglobulin degiskeni;
IgC: immunoglobulin sabiti; TM: transmembran; ICD: hiicre igi alan.

Oligosakkaril Transferaz (STT3) ER iliskili N-glikoziltransferaz olup PD-L1’in ilk N-
glikolizasyonunu kataliz eder (Sekil 2.5) [105]. Kanser kok hiicre benzeri hiicrelerinde
STT3’e bagh gerceklesen N-glikolizasyon, PD-L1’in epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)
icin gerekli olan PD-L1 seviyesini stabilize eder ve yukari regiilasyonunu saglar [107].
Tam aksine Adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilen AMP protein kinazin (AMPK)
S$195 fosforilasyonunu gerceklestirmesi, PD-L1’'in anormal glikozilasyonunu indikler
ve PD-L1’in ER’den golgiye tasinmasini bloke ederek Endoplazmik Retikulum iliskili
bozunmaya (ERAD) sebep olur [108].

PD-L1, strekli olarak internalize edilir ve devaminda geri donlisime ya da
bozulmaya ugrar. Bir saperon proteini olan, kemokin benzeri faktor (CKLF) benzeri
MARVEL transmembran etki alani 6 proteini (CMTM®6), PD-L1’in geri déntsiimiinden
sorumludur (Sekil 2.4) [105]. CMTM6 proteini hem PD-L1 ile hiicre zarinda etkilesime
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girerek hem de endozomlarla etkilesime girerek geri dénisimi baglatir. Ayrica,
lizozom ile etkilesime girerek ubikitinasyon ve bozunmayi engeller. CMTM®6 eksikligi
olan timor hiicrelerinde PD-L1 geri donusiimiinde azalma olmaktadir, bu sayede T
hiicre aktivasyonunun daha az baskilandigi gorilmektedir [109]. PD-L1’in lizozomda
bozunmasini diizenleyen birgok protein tanimlanmistir. Huntington etkilesimli
protein 1 ilgili protein (HIP1R), lizozom ayristirici motif tasiyarak PD-L1’e baglanir ve
bu baglanti PD-L1’in lizozom tarafindan hedeflenmesini saglar [16][110]. Ayrica, farkh
arastirici gruplarinin yaptigi ¢alismalara gore, proteazomun PD-L1’in bozunmasinda
yol oynadigi gorilmektedir. SPOP (Speckle Type BTB/POZ Protein) ve HRD1 (B-
Hydroxy B-methylglutaryl koenzim A rediiktaz Bozunmasi 1 proteini), PD-L1'in
proteozomal bozunmasindan sorumludur (Sekil 2.5) [105]. Hiicre dongisu esnasinda
PD-L1 seviyesi, erken G1 ve M fazlarinda en yuksek seviyedeyken ileri G1 ve S
fazlarinda hizla azalmaktadir. Bu azalma siklin D-siklin bagiml kinaz 4 (CDK4)-SPOP-
Fizzy Hiicre Bolinmesi Déngili 20 ilgili 1 (FZR1) sinyal yolu araciligiyla diizenlenir.
CDK4, SPOP’u fosforiller ve stabilize ederek PD-L1’in poliubikitinasyonuna ve
bozunmasina aracilik eder [111]. PD-L1’in glikolizasyonu, HDR1 ve B-transducin tekrar
iceren proteini (B-TrCP) araciligiyla ubikitinasyonunu dogrudan etkileyebilir. PD-L1
glikolize edilmediginde T180 ve S184 bodlgelerinden Glikojen Sentaz Kinaz 3 (GSK3p)
tarafindan fosforile dilerek B-TrCP araciligiyla PD-L1’i ubikitinasyona ve bozunmaya
ugratabilir [112]. Diger taraftan S195 bolgesinin fosforilasyonu, PD-L1’in glikolize
olmasina neden olur ve bu da ERAD’1 tetiklemek igin HRD1’in uzaklastiriimasini saglar
[108]. Bu hiicresel aktiviteler araciligiyla, PD-L1’'in hilicrede diizenlenmesi

saglanmaktadir.
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Sekil 2.5: PD-L1’in hiicre iginde diizenlenmesi. STT3 katalizli N-glikozilasyon, PD-L1
yuzey ifadesini stabilize eder. PD-L1’in P-S195 kaynakli anormal glikozilasyonu
ERAD’ye neden olur. internalize olan PD-L1, HIP1R tarafindan parcalanmak {izere
lizozoma ayrilir veya CMTM6/4 yardimiyla hiicre ylzeyine geri donusturulir. PD-L1,
farkli baglamlar icerisinde cesitli E3 ligazlari (HRD1, Cullin3-SPOP, B-TrCP ve STUB1)
tarafindan Gbikutinlestirilir ve CNS5 tarafindan delibikitinlestirilir. PD-L1’in DHHC3
tarafindan palmitoilasyonu, mono-ubikitinasyonunu ve lizozomal bozulmasini
baskilar.

2.8. Kanser ve PD-1/PD-L1 Yolagi

PD-1, antijen yanitlarini dizenleyen bir “reostat”” olarak islev gortir [113]. PD-1
yolaginin bozulmasi, konagin fizyolojisini etkileyebilir. PD-1 eksikligi olan farelerde
timik T hicresi egitiminde bozulmalar goézlemlenebilir ve otoimmiin hastaliklara
yatkinlik olusturabilir. CTLA-4 eksikligi olan farelerde yikici otoimmin hastaliklar
gozlemlenirken, PD-1 eksikligi olan farelerde daha hafif ve kronik otoimmiin
rahatsizlar gézlemlenmektedir. PD-1 eksikligi olan C57BL/6 farelerinde, artrit ve lupus
benzeri glomerilonefrit gérilmustir [114]. PD-1 eksikligi olan BALB/c farelerde ise
genislemis kardiyomiyopati gelismistir [115], [116]. Bu gozlemler, genislemis

kardiyomiyopatinin otoimmin temeline dair ilk deneysel kanitlar olmustur. NOD ve
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MRL farelerde PD-1 eksikligi, tip 1 diyabet ve miyokardit olusumunu hizlandirmistir
[117]. Bu kanitlar, PD-1 yolaginin immuin dizenlemedeki 6nemini gostermektedir.

PD-1’in timor hicrelerinin immin sagkalimini engellemesine dair ilk kanitlar,
P815 timor hicrelerinde PD-L1 asiri ifadesinin, CD8+ T hicrelerinin sitolitik
aktivitesini 6nemli 6lg¢lide inhibe ettigi ve PD-1 ile etkilesime girerek in vivo ortamda
timorogenez ve invaziviteyi artirdigl gézlemleriyle saglanmistir [118]. Daha sonraki
calismalar, klinik timor 6rneklerinde anormal PD-L1 ifadesi olusumunu ve bunlarin
kotu prognozla sonuglandigini ortaya koymustur [119], [120]. Bu sonuglar, PD-1/PD-
L1 vyolaginin hedeflenmesinin kanser tedavisinde etkili olacagl fikrini ortaya
koymustur.

PD-L1 ifade eden tlimor hiicreleri ve antijen sunan hiicreler, PD-1 ifade eden T
hicreleri ile etkilesime girerek T hiicrelerinin apoptozuna, bitkinlesmesine ve
interlokin-10 ifade etmesine yol acar. PD-L1, adaptif bagisiklik sisteminin CD8+ T
hiicre aracili lizise karsi, PD-L1+ tiimor hiicrelerini korumak icin kritik bir “beni bulma”
sinyali gonderen molekiler bir “kalkan’ gibi islev gorir. T hiicresi islev bozuklugu,
bircok kanserin belirgin 6zelligidir [121]. Ayrica yukarica belirtildigi gibi PD-L1, T
hiicrelerine ve timorlere geri sinyaller iletebilir ve onlarin hayatta kalmasini
etkileyebilir [103], [122]. Bu g6zlemler, PD-1/PD-L1 yolaginin bloke edilmesi amaciyla

ilaglar tasarlamak igin bilimsel temel saglar.

2.9. PD-1/PD-L1’i Bloke Edici Monoklonal Antikorlar

PD-L1 ifade eden cesitli kanser tirlerinin bagisiklik sisteminden kacgabildigine
dair kanitlar bulunmaktadir [123]. Bu fenomen, “adaptif bagisiklik direnci”’ olarak
adlandiriimaktadir [124]. PD-1 ve PD-L1’in yiiksek ifadesi hem organ malignitelerinde
hem de hematolojik olarak gosterilmistir [125]. Bu baglamda hem timoér hem de
timore sizabilen miyeloid hiicrelerde PD-L1’in ifadesinin arttigi bilinmektedir [126].
Bu sebeplerle PD-L1 ifade eden kanser tiplerine karsi, PD-L1’i bloke edici monoklonal
antikorlar gelistirilmistir ve klinikte uygulanmaktadir.

PD-1/PD-L1 bloke edici monoklonal antikorlar, 6nceden immunojenik olarak

kabul edilmeyen tirler de dahil olmak Uzere ¢esitli malignitelerde etki
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gostermektedirler. PD-L1 bloke edilen hiicrelerde, PD-1/PD-L1 etkilesimi
gerceklesmeyeceginden T  hicreleri  baskilanmayacak ve immin kacis
gerceklesemeyecektir [127]. Normal sartlar altinda, PD-1/PD-L1 etkilesimi blyuk
Olclide inaktif durumda oldugundan, timore 6zgi yliksek PD-L1 ifadesinin bloke
edilmesi lokalize ve spesifik bir bagisiklik yanitinin gergeklesecegi anlamina
gelmektedir [128]. Ek olarak, PD-1/PD-L1 etkilesimini bloke eden monoklonal
antikorlar immiunolojik bellegin olusmasini saglayarak kalici yanitlar olusturabilir
[129].

Nivolumab, PD-1’in PD-L1 ve PD-L2 ile baglantisini bloke eden bir monoklonal
antikordur [130]. Uygulamasi onaylanan kanser tipleri arasinda, melanom, kuguk
hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), bas ve boyun skiiamoz hiicre kanseri
(HNSCC), ilerlemis renal hucreli karsinom (RCC), ilerlemis urotelyal karsinom,
Hodgkin’s lenfoma, hepatoseliiler karsinom (HCC) ve kolorektal karsinom
bulunmaktadir. Pembrolizumab PD-1'in PD-L1 ile etkilesimini bloke eden bir diger
monoklonal antikordur fakat arada kiiciik farkliliklar bulunmaktadir [131]. Ornegin,
Pembrolizumab uygulamasi icin PD-L1 ifadesinin seviyesi onemlidir. Melanom,
NSCLC, HNSCC, mide ve gastrodzofageal karsinom, Hodgkin’s lenfoma, Urotelyal
karsinom ve servikal karsinom icin Pembrolizumab uygulamasi onaylanmistir. PD-
L1’in PD-1 ile baglanmasini bloke eden antikorlar arasinda Avelumab, Atezolizumab,
Durvalumab FDA tarafindan onaylanmistir [132]. Atezolizumab, hiimanize antikor,
Avelumab ve Durvalumab ise insan antikorudur [133] - [135].

PD-1/PD-L1 baglanmasini bloke eden monoklonal antikorlar, dozaja bagli olarak
ongorilemeyen anormal ilag reaksiyonlari olusturabilirler [136]. Bu reaksiyonlar,
kolit, dokiinti ve zatlrre gibi hastaliklara sebebiyet verebilir. Bagisiklikla ilgili
gerceklesen bu tip olumsuz olaylarin, bloke edici monoklonal antikorlarin
kullaniminda gerceklesmesi kacinilmaz goriinmektedir [137].

PD-1/PD-L1 blokaji, tiim hastalarda etki gostermemektedir. Ayrica zaman
icerisinde tedaviye karsi direng gelisebilmektedir. Ek olarak, dnemli Gretim maliyeti
ve uygulamada potansiyel toksisite gbze alindiginda dogru molekile yonelik tedavi
gelistirmek onemlidir. PD1/PD-L1 tedavisine karar verilirken, yalnizca hicrelerdeki
PD-L1 ifadesi goz 6nilinde bulundurulmaktadir. [138]. Yani, tedavi kararlastirilirken

yalnizca PD-L1 testi yapilmaktadir. Daha dogru tedavi yonteminin segilebilmesi igin
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baska biyobelirteglerin arastilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Son olarak, tedavide
antikorlarin tek basina mi yoksa cesitli kombinasyonlar ile birlikte mi verilmesi

gerektigi heniiz anlagilamamistir.
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3. GERECLER

3.1. Cihazlar

Karbondioksit inklibatori (Euroclone), su banyosu (Nive), class Il tip laminar
akis kabini (Esco), +4°C buzdolabi (Vestel), -20°C derin dondurucu (Bosch), -80°C derin
dondurucu (Thermo Scientific), buz makinesi (BAR-LINE BF85), sogutmali santrifiij
(Labogene, Scanspeed 1580R), vortex (DragonlLabs, MX-S), ters isik mikroskobu
(Leica), hassas terazi (Sartorius BL210S), sarjli pipetleyici (Thermo Scientific), isiticih
blok (Denville Scientific), isiticil manyetik karistirici (Denville Scientific), sivi azot tanki
(Arpege 140), orbital calkalayici (Denville Scientific), santrifiij (Nive, NF400),
jel/membran gorintileme sistemi (Biorad ChemiDOC XRS), otoklav (Hriyama),

Nanodrop (Thermo Scientific), Varioskan LUX (Thermo Scientific).

3.2. Genel Kimyasallar

Tris (Sigma Aldrich), HClI (Fischer Scientific), DMSO (NeoFroxx),
Acrilamid/Bisacrilamid (NeoFroxx), 2-Propanol (Merck), SDS (Calbiochem), APS
(Fischer Scientific), TEMED (Fisher Scientific), PhosSTOP Fosfataz inhibitdor Kokteyl
Tabletleri (Roche), Polietilen Glikol (Sigma Aldrich). Incomplete Freund’s Adjuvant
(Sigma Aldrich).

3.3. Hiicre Kultiirii Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

Hiicre besiyeri olarak yiiksek-glukoz icerikli DMEM (Gibco), %10 fotal dana
serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco), 1X esansiyel olmayan amino

asitler (NEAA, Gibco), 10X fosfat tamponlu tuz sollisyonu (PBS, Gibco) kullanildi.
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3.4. Hiicre Hatlari

FO fare myeloma hiicre hatti Gebze Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Bollimu hiicre stogundan temin edildi. Hicreler, yliksek glikoz icerikli, %10 FBS, %1

Penisilin-Streptomisin ve

besiyerinde blyutilda.

%1 esansiyel

3.5. Cozelti ve Tamponlar

olmayan aminoasitler

iceren DMEM

Tez c¢alismasi igin kullanilan sollsyonlarin igerikleri ve kullanim amaglari

tablodaki gibidir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Cozelti ve kimyasal listesi.

Cozelti-Kimyasal

icerigi

Kullanim Amaci

10X PBS

NaCl 80 g, KCI 2 g, Na;HPO4.2H,0 17,8
g, KH,PO4 2,4 g, 1 L saf su (pH:7,4).

Hicre kaltira

Dondurma Ortami

%90 FBS, %10 DMSO.

Hicre dondurma

3,15 ml ultra saf su, 1,25 ml 0,5 M Tris

%4’k SDS-PAGE
) (pH:6,8), 50 ul %10 SDS, 0,5 ml %40 | SDS-PAGE jeli
Istifleme Jeli

Ac/Bis, 50 pl %10 APS, 3 pl TEMED.

4,4 ml ultra saf su, 2,5 ml 1,5 M Tris
%12’'lik  SDS-PAGE

(pH:8,8), 100 pl %10 SDS, 3 ml Ac/Bis | SDS-PAGE jeli
Ayirma Jeli

(%40), 100 pul %10 APS, 6 ul TEMED.
Elektroforez 25 mM Tris, 190 mM glisin, 0,1% SDS. | SDS-PAGE
Yurdtme Tamponu
Commasie Brilliant- | Comassie Brilliant-Blue R-250 %0.1, | SDS-PAGE
Blue Boya Sollisyonu | Metanol %40, Glacial asetik asit %10. | boyamasi
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Tablo 3.1: Devami.

Commasie Brilliant-

Metanol 15 mL, Buzlu asetik asit 5 mL, | Jel Yikama
Blue Destain

30 mL distile su. Solilisyonu
Solisyonu
Karbonat-bikarbonat | 0.0125 M Sodyum bikarbonat, 0.0875 | ELISA

Tamponu M Sodyum karbonat.
10X TBS 500 mM Tris-HCl, pH 7,6, 1.5 M NaCl. | Yarismal ELISA
TBS-T 1X TBS, %0,05 Tween-20. Yarismali ELISA

Bloklama Soliisyonu

%5 Yagsiz sut tozu, 1X TBS-T.

Yarismali ELISA

Fosfat Tamponu 0- 0.02M NazHPO4 Antikor

B- 0.02M NaH,PO* Saflastirma

A (39ml) + B (61ml) + dH20 ile 200ml’e

tamamlanir. (pH:7)
Tris Tamponu 1 M Tris/HCI (pH:9) Antikor

Saflastirma

ProteinA Saflastirma | 0.05 M Na3CsHsO7, 0.3 M NaCl (pH:3) | Antikor
Tamponu Saflastirma
ProteinG Saflastirma | 0.1 M glycine-HCI, pH 2.7 Antikor
Tamponu Saflastirma

3.6. Kitler

SMART BCA protein assay kit (Intron Biotechnology, ABD), PD-1/PD-L1 Blokade

Bioassay (Promega, ABD). Rapid ELISA Mouse mAb isotyping Kit (ThermoScientific,

ABD)
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4. YONTEMLER

4.1. Monoklonal Antikor Ureten Hiicrelerin Gelistirilmesi

4.1.1. Farelerin Bagisiklanmasi

6-8 haftalik disi BALB/c fareler 25 ug ticari PD-L1-Fc rekombinant proteini ile
“Complete Freund’s Adjuvant” kullanilarak 1:1 (hacim:hacim) oraninda emdiilsifiye
edilip periton iginden verilerek bagisiklanma saglandi. Her iki haftada bir devam eden
bagisiklanmalarda kullanilan rekombinant proteinler ise “Incomplete Freund’s
Adjuvant” igerisinde hazirlandi. Toplamda her fare i¢in en az 3 bagisiklanma

gerceklestirildi.
4.1.2. Flizyon Partneri Hiicre Hattinin Kiiltiirii

FO hiicre hatti, %20 fétal dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve %1 NEAA
ile yliksek glikoz iceren DMEM besiyerinde biyitiilmeye baslandi ardindan kademeli
olarak fotal dana serumu orani %10’a digurildi. Hucreler kiltir petrilerinde, 37°C’de
%5 CO7’li inkiibatorde kiltire edildi. %80-90 oraninda konfluent olan yari-siispanse
hicreler 1X PBS ile yikandi, hafif darbeler uygulanarak kiltir kaplari zemininden

kaldirilarak yeni kiltiir petrilerine ihtiyaca gore oranlanarak ekildi.
4.1.3. Bagisiklanmis Farelerin Se¢imi

Bagisiklanmis BALB/c farelerden ve bagisiklanmamis kontrol farelerinden 3.
bagisiklama sonrasinda kan ornekleri alindi. Kan érneklerinden serumu ayristirildi.
Serumda indirekt ELISA yontemi uygulanarak olusturulan bagisiklik yanit kontroli
yapildi. Bagisiklama isleminde kullanilan PD-L1-Fc rekombinant proteini ile
gerceklestirilen indirekt ELISA testinde, her kuyuda 100 ng PD-L1-Fc antijeni olacak
sekilde 100 pl karbonat-bikarbonat tamponu (pH:9,6) icerisinde kaplandi. Gece boyu
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+4°C ‘de inklbe edildi. Fare serumlari 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400,
1/12800, 1/25600 olacak sekilde diliie edildi ve kuyucuklara uygulandi. ikincil antikor
olarak alkalin fosfataz konjuge edilmis fare anti-lgG antikoru kullanildi. Ardindan
para-nitrofenil-fostat substrati ile 30 dakika inkibe edildi ve elde edilen kolorimetrik
reaksiyon 405 nm dalga boyunda 6lgildi. Serumlarda bulunan antikor degerleri tayin

edildi.

4.1.4. Fuzyon

Bagisiklanmis BALB/c farelerden elde edilen serumlarin indirekt ELISA
sonuclarina gore en iyi fare secildi ve fizyonda kullanilmasina karar verildi. 25 pug
antijenle son bagisiklama gerceklestirildi. Son bagisiklamanin 3 giin ardindan flizyon
islemine gegcildi. Flizyondan bir giin 6nce ise FO miyeloma hiicrelerinin ertesi glin
logaritmik blyime fazinda olmasi saglanacak sekilde pasajlandi. Saglikh fareden elde
edilen dalak hiicrelerinin 96 kuyulu plaklara besleyici katman olusturmasi icin ekimi
gerceklestirildi.

Flzyon glinl, bagisiklanma seviyesi en ylksek olduguna karar verilen farenin
dalagi, 40um cell strainer icerisinde ezilerek hiicrelerin birbirinden ayristiriimasi
saglandi. Buyime fazinda olan FO hicreleri ve dalak hicreleri igerisinde serum
bulunmayan besiyerinde yikandi ve 1:6 oraninda birlestirildi ardindan tekrar
serumsuz DMEM igerisinde ¢okturildi ve pelet olusturuldu. Dalak-FO hiicre peleti 1
ml polietilenglikol (PEG; MW:1500) ile 1 dakika boyunca pipet ucu yardimiyla
karistirildi, yavasca ¢oziinmesi saglandi. Kademeli olarak serumsuz besiyeri eklenerek
hicrelerin hacmi 45 ml’e cikartildi ve 15 dakika boyunca 37°C’de inkibe edildi.
inkiibasyonun ardindan santrifiijlendi. Elde edilen fiizyon hiicreler 1X HAT
(Hypoxanthine/Aminopterin/Thymidine) iceren besiyerinde ¢6zuldl ve bir giin 6nce

ekilen besleyici katman olusturulmus 96 kuyucuklu plaklara dagitildi.
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4.1.5. Hibridomalarin Gelistirilmesi

Flizyon hicrelerinin takibi saglandi, 7. Giin ve takip eden giinlerde besiyeri
degisimleri gergeklestirildi. Yeterli bliylime saglayan kuyucuklardaki hicrelerin Gst
sivilari alinarak PD-L1'e karsi reaktiviteleri, rekombinant PD-L1 ile kaplanmis
plakalarda indirekt ELISA ile test edildi. Absorbans degeri ylksek olan kuyucuklarda
bulunan hicrelerin, PD-L1’e karsi antikor Urettigi goz oninde bulundurularak

monoklonal hale getirilmesi igin alt-klonlama islemine gegildi.

4.1.6. Alt-klonlama

Saglikh farelerden elde edilen dalak hicreleri besleyici katman olusturmak
Uzere, alt-klonlama isleminden 1 giin 6nce 96 kuyucuklu plaklara ekildi. PD-L1’e karsl
spesifik antikor Urettigi gorilen klonlardaki hiicreler sayildi. Besleyici katman
olusturulan 96 kuyulu plaga, her kuyuya 1 hiicre disecek sekilde ekimleri
gerceklestirildi. Bliylyen klonlar indirekt ELISA yontemiyle test edildi. En az 2 alt-
klonlama isleminin ardindan monoklonal hale getirilen klonlar, biyiik hacimlerde
blyitildid ve donduruldu. PD-L1’e karsi antikor bulunduran Ust sivilari -20°C'de

saklandi.

4.2. Antikorlarin Saflastirilmasi

Antikorlarin saflastiriimasi igcin monoklonal hibridoma klonlari serumsuz DMEM
besiyerinde 5 giin sire ile inkiibe edildi ve hicreler uzaklastirilarak Gst sivilari
toplandi. Ust sivida bulunan antikorlarin saflastirilmasi icin afinite kromotografisi
uygun goruldi. Afinite kromotografisinde kullanilacak boncuklarin  optimum
performansta olmasi i¢in antikorlarin izotiplerinin belirlenmesi kararlastirildi. ELISA
Mouse mAb isotyping Kit, talimatlara uyularak uygulandi ve izotipler belirlendi. izotip
tirlerine gore kullanilacak boncuklarin secimi yapildi. Boncuklar Gst sivi ile
birlestirilmek tizere 1800 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Ust sivi boncuklardan ayrildi ve

fosfat tamponu (pH:7) eklenerek 5 ml’e tamamlandi. Hazirlanan boncuklar 45 ml’lik
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hibridoma ust sivilari ile birlestirildi. Boncuk ve Ust sivilarin karistirilmasi islemi
+4°C’de gece boyu gergeklestirildi.

Ertesi glin fosfat tamponu (pH:7) kolonlardan gegirilerek kolonlar hazirlandi.
Ardindan boncuk ve Ust sivi karisimi kolonlardan gecirilerek kolondan akimi saglanan
karisim flow-through 1 (FT1) olarak adlandirildi ve toplandi. Kolonda kalan
boncuklarin tizerinden fosfat tamponu gecirilerek akisi saglandi ve toplanan sivi FT2
olarak adlandirildi. Saflagtirma adimina gegmeden 6nce 1,5 ml’lik deney tiiplerine
+4°C 50 pl Tris tamponu (pH:9) koyuldu ve buzda bekletildi. Deney tiiplerinin sayisina
saflastirmada kullanilan Ust sivi miktarina gore karar verildi. Saflastirma adiminda
kullanilan boncuk tiiriine gore protein A saflastirma tamponu (pH:3) ya da protein
L/G saflastirma tamponu (pH:2.5) kolonlara uygulandi ve akim gerceklesmesi
saglandi. Deney tiplerinde bulunan 50 ul Tris tamponunun Uzerine 1:10 oran olacak
sekilde 500 pl'ye tamamlandi. Saflastirilan antikorlarin 6zgilltkleri, indirekt ELISA
belirlendi.

Saflastirilan monoklonal antikorlarin, smart BCA protein assay Kkiti ile
konsantrasyonu tayin edildi. Ayrica antikorlar, Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yirituldi ve Coomassie Brilliant-Blue boyamasi

gerceklestirilerek safliklari kontrol edildi.

4.3. Anti-PD-L1 Fare Monoklonal Antikorlarinin Diger immiin
Kontrol Noktasi Proteinlerine Karsi Capraz Reaksiyonlarinin

Belirlenmesi

Geligtirilen anti-PD-L1 monoklonal antikorlarinin diger immiin kontrol noktasi
proteinlerine karsi ¢apraz reaksiyonlarinin belirlenmesi icin belirlenen proteinler
ticari olarak temin edildi. Diger immin kontrol noktasi proteinleri olan PD-L2, B7-1,
B7-2, PD-1, CD28, TIGIT, TIM3 ve VISTA’ya karsi capraz reaksiyonlarinin belirlenmesi
icin indirekt ELISA yapildi. 96 kuyucuklu plaklarda immun kontrol noktasi proteinleri
kuyulara 100’er ng olarak 100 ul kaplama tamponu igerisinde kaplandi +4°C’de gece
boyu inkibe edildi. Antijenlerin kaplandigi kuyucuklara eklenen %5 siit tozu iceren

TBS-T tamponu 1 saat boyunca oda sicakliginda birakilarak bloklanmasi saglandi.
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Bloklanan kuyucuklara birincil antikor olarak monoklonal hibridoma klonlarinin Gst
sivilari verildi ve bir saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan, ikincil
antikor olarak alkalin fosfataz konjuge edilmis olan fare anti-IgG antikoru verilerek
yine oda sicakhginda 1 saat boyunca inkibe edildi. Son olarak para-nitrofenil-fosfat
substrat uygulamasi yapilarak 30 dakika boyunca oda sicakhginda inkiibe edildi ve
elde edilen kolorimetrik reaksiyon 405 nm dalga boyunda Multiscan plaka okuyucuda

slculdi.

4.4. Anti-PD-L1 Fare Monoklonal Antikorlarinin Tiire

Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

Monoklonal antikorlarin tir o6zgulligu belirlenirken 96 kuyulu plaklara
rekombinant insan PD-L1-Fc, fare PD-L1-Fc, sican PD-L1-His, cynomolgus maymunu
PD-L1-His, kopek PD-L1-Fc antijenleri kuyucuklara 100 ng olarak 100 pl karbonat-
bikarbonat tamponu icerisinde eklendi ve +4°C’'de gece boyu kaplanmasi saglandi.
Antijenle kaplanan kuyucuklar yikandi ve birincil antikor olarak monoklonal antikor
Ureten klonlar ilave edildi. Ardindan kuyucuklar tekrar yikanarak ikincil antikorlarin
uygulanmasina gecildi. ikincil antikor olarak alkalin fosfataz konjuge edilmis fare anti-
IgG antikorlar kullanildi (1:1000). Son olarak ikincil antikorlarin da yikanmasinin
ardindan para-nitrofenil-fosfat substrati uygulandi ve elde edilen kolorimetrik

reaksiyon 405 nm dalga boyunda Multiscan plaka okuyucuda 6lguld.

4.5. Anti-PD-L1 Fare Monoklonal Antikorlarinin PD-L1

Reseptoriinii Bloklayici Aktivitesinin Test Edilmesi

4.5.1. Yarismali ELISA Temelli inhibisyon Analizi

Yarismali inhibisyon ELISA testinde 96 kuyulu plaklar 100 ng PD-1 (BPS
Bioscience) ve 250 ng CD80 (BPS Bioscience) antijenleri ile 100 pl karbonat-

bikarbonat tamponu (pH:9,6) icerisinde +4°C’'de gece boyu kaplandi. Kaplamanin
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ardindan yikanarak %5 yagsiz sit tozu iceren 1X TBS-T tamponu ile bloklandi. 200 ng
anti-PD-L1 saf monoklonal antikorlari 50 pl hacim icerisinde kuyucuklara uygulandi. 5
dakikalik inkiibasyon suresinin ardindan 100 ng PD-L1-biotin 50 pl hacim igerisinde
kuyulara nazikce pipetlendi. 2 saat inkiibe edilmek (zere oda sicakliginda birakildi.
Sure sonunda kuyular yikandi ve 1:1000 diliisyon ile streptavidin-HRP konjugati
(Merck) eklenerek 1 saat oda sicakhiginda 30 rpm hizda inkibe edildi. Reaksiyon
sonunda yikama yapildi ve 3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) (Merck) sollisyonu
substrat olarak uygulandi. 20 dakikalik bekleme siresinin ardindan reaksiyon,
durdurma tamponunun eklenmesi ile durduruldu ve olusan kolorimetrik reaksiyon

450 nm’de Olguldi.

4.5.2. Lusiferaz Temelli PD-1/PD-L1 Blokaj Analizi

Lusiferaz temelli PD-1/PD-L1 Blokade Bioassay (Promega) kiti kullanilarak
antikorlarin PD-1/PD-L1 etkilesimine olan bloklayici etkisinin hiicre temelli olarak

incelenmesi hedeflendi. Deney kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

4.6. Istatistiksel Analizler

Klonlara ve referans ilaglara ait deney verileri GraphPad Prism 9 programi

vasitasiyla analiz edildi. IC50 degerleri hesaplandi.
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5. BULGULAR

5.1. Fare Anti-PD-L1 Monoklonal Antikorlarinin Gelistirilmesi

PD-L1 proteinini bloke edici monoklonal antikorlarin gelistiriimesi amaciyla,
fareler ticari rekombinant insan PD-L1 proteiniile bagisiklandi. Yapilan bagisiklamalar
sonucunda en iyi bagisiklanan farenin saptanabilmesiicin kan serumlari indirekt ELISA

ile test edildi (Sekil 5.1).

PD-L1-Fc

2,00 \

0 2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500 20000 22500 25000

ELISA degerleri (Abs405)

=
]
o
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Sekil 5.1: Rekombinant PD-L1-Fc ile bagisiklanmis fare serumlarinin ELISA degerleri.

Elisa sonuclarina gore en yliksek dillisyonda dahi yliksek absorbans degeri veren
F2 faresi flizyona uygun gorildi. Yapilan fiizyon islemi sonrasi gelisen klonlar izlendi
ve indirekt ELISA yontemi ile PD-L1 proteinine karsi aktivitesi olan klonlar saptandi

(Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: Flizyon sonrasi ¢esitli klonlarin indirekt ELISA degerleri. A) PD-L1-Fc
antijeni kullanilarak yapilan ELISA sonuglari, PD-L1-Fc ile bagisiklanmis fare serumu
pozitif kontrol, besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. B) Fc antijeni
kullanilarak yapilan ELISA sonuglari, PD-L1-Fc ile bagisiklanmis fare serumu pozitif
kontrol, besiyeri negatif kontrol olarak kullaniimistir.

Flizyon sonucunda rekombinant PD-L1 proteinin etiketi olan Fc bolgesine karsi
da antikor Uretilebilecegi duslinildiginden bu proteine karsi da indirekt ELISA
yapilarak yanhs pozitif olabilecek sonuclarin 6niine gecilmesi amacg edinildi. Yapilan
indirekt ELISA sonuglari incelendiginde cesitli klonlarin Fc bdlgesine karsi antikor
gelistirdigi gozlemlendi. Bu klonlar elendi ve yalnizca PD-L1’e karsi aktivitesi olan
klonlar ile devam edildi. Elde edilen parental klonlarin alt-klonlama islemleri
tamamlandi ve 25 adet monoklonal hibridoma hiicre hatti gelistirildi. Alt-klonlama
islemlerinin ardindan stabil hale getirilen hibridomalarin PD-L1 proteinine karsi

aktivitesi indirekt ELISA yontemi araciligiyla saptandi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: Alt-klonlamalar sonrasi elde edilen tiim monoklonal hibridoma klonlarinin
ELISA degerleri. PD-L1-Fc ile bagisiklanmis fare serumu pozitif kontrol, besiyeri
negatif kontrol olarak kullaniimistir.

5.2. Monoklonal Antikorlarin Diger immiin Kontrol Noktasi

Proteinlerine Karsi Capraz Reaksiyonlari

Monoklonal hibridoma klonlarinin rettigi antikorlarin diger immiin kontrol
noktasi proteinleri olan PD-L2, B7-1, B7-2, PD-1, CD28, TIGIT, TIM3 ve VISTA’ya karsi
capraz reaksiyonlari belirlenmistir. Yapilan indirekt ELISA sonucuna goére Uretilen
monoklonal antikorlarin diger immin kontrol noktasi proteinlerine karsi ¢apraz
reaksiyon gostermedigi, yalnizca PD-L1’e karsi reaksiyon gosterdigi ortaya konmustur

(Sekil 5.4).
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Sekil 5.4: Monoklonal antikorlarin capraz reaksiyonlari. Pozitif kontrol olarak PD-L1-Fc ile bagisiklanmis fare serumu, negatif kontrol olarak
besiyeri kullaniimistir.




5.3. Monoklonal Antikorlarin Tiire Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

insan PD-L1’e karsi gelistirilen monoklonal antikorlarin diger hayvan tiirlerine
karsi aktivitesinin belirlenmesi igin fare PD-L1-Fc, sigan PD-L1-His, cynomolgus
maymunu PD-L1-His, kopek PD-L1-Fc, insan PD-L1-Fc antijenleri ile indirekt ELISA
yapiimistir. Yapilan indirekt ELISA sonucuna gore sirasiyla en yulksek aktivitenin
cynomolgus maymunu, képek, fare ve sigana tiirlerine karsi oldugu goértlmastir (Sekil

5.5).
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Sekil 5.5: Monoklonal antikorlarin tiir 6zgilliigi. insan, fare, képek antijenleri icin PD-L1-Fc ile bagisiklanmis fare serumu pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Sigan ve cynomolgus maymunu igin PD-L1-His ile bagisiklanmis fare serumu pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Negatif kontrol
olarak besiyeri kullaniimistir.




5.4. Antikorlarin Saflastiriimasi

Monoklonal hibridoma klonlarinin rettigi antikorlarin bloke edici aktivitesinin

belirlenmesi amaciyla antikorlarin saflastiriimasi amaglanmistir. Monoklonal hale

gelmis olan hibridoma klonlarinin st sivilari toplanarak izotipleri belirlendi.

izotiplerinin belirlenmesinin ardindan, afinite kromotografisi kullanilarak saflastirma

protokoliinde hangi protein boncuklarinin kullanilacagina karar verildi (Tablo 5.1).

Ardindan, antikorlar gerekli boncuklar kullanilarak afinite kromotografisi kullanilarak

saflastirildi.

Tablo 5.1: Monoklonal hibridoma klonlarinin izotipleri ve saflastiriimada
kullanilan boncuk tipleri.

Klon Adi Agir Zincir Hafif Zincir Kullanilan Boncuk
6C4 1gG1 Kappa Protein A
7D4 1gG1 Kappa Protein A
14A8 1gG1 Kappa Protein A
14D8 1gG1 Kappa Protein A
15F6 IgG2b Kappa Protein G
17F8 IgG1 Kappa Protein A
22F3 IgG1 Kappa Protein A
10C6 IgG1 Kappa Protein A
9E12 IgG2a Kappa Protein G
2H8 IgG2a Kappa Protein G
12C11 IgG1 Kappa Protein A
21E2 IgG2a Kappa Protein G
13H5 IgG1 Kappa Protein A
16B10 IgG1 Kappa Protein A
23A10 IgG2a Kappa Protein G
3D9 IgG1 Kappa Protein A

7F8 IgG2a Kappa Protein G
24C11 1gG1 Kappa Protein A

3B5 IgG2a Kappa Protein G
13E1 1gG1 Kappa Protein A
10G11 1gG1 Kappa Protein A

2A4 IgG2a Kappa Protein G
20B6 IgG2a Kappa Protein G
24G6 1gG1 Kappa Protein A
16B7 1gG2b Kappa Protein G
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Saflastirma sonrasi antikorlarin aktivitelerinin belirlenmesi igin indirekt ELISA
yapildi ve antikorlarin aktivitelerinde bir degisiklik gozlemlenmedi. Bunun Uzerine
saflastirma etkinliginin tayin edilmesi amaciyla SDS-PAGE ydntemi uygulandi ve
Coommasie Brilliant Blue ile boyanarak antikorlarin safligi belirlendi (Sekil 5.6).
Coomassie Brilliant Blue uygulamasi sonucu tiim antikorlarin yeterli saflikta oldugu
fakat bazi antikorlarda yeterli antikor miktarina ulasilamadigi tespit edildi ve gerekli
antikorlar tekrar saflastirildi. Yeterli antikor miktarina ulasildiginda antikorlar,
yarismal ELISA ve lisiferaz temelli PD-1/PD-L1 deneylerinde kullanilmak Uzere

muhafaza edildi.

Sekil 5.6: Saflagtirilan monoklonal antikorlarin Coomassie Brilliant Blue jel
gorintlsu. Kontrol olarak Avelumab kullaniimigtir.
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5.5. Anti-PD-L1 Fare Monoklonal Antikorlarinin PD-L1

Reseptoriinii Bloklayici Aktivitesi

5.5.1. Yarismali ELISA Temelli inhibisyon

PD-L1’e karsi gelistirilen monoklonal antikorlarin PD-L1 resept6rina bloklayici
aktivitelerinin test edilmesi amaciyla yarismali ELISA temelli inhibisyon deneyleri
gercgeklestirildi. Afinite kromotografisi yontemiyle saflastirilan ve BCA testi ile
konsantrasyonlari belirlenen 25 farkl monoklonal antikorun yarismali ELISA deneyleri
yapildi ve ylzde inhibisyon degerleri asagida belirtilen formile gbére hesaplandi
(Tablo 5.2). Ayrica, inhibisyonlar hesaplanirken klinikte kullanimi onaylanmis PD-L1
bloke edici monoklonal antikor olan Atezolizumab ve Avelumab kontrol grubu olarak

kullanildi.

Ny Ornek Abs
% InhLbLsyon =|1- m 100

(5.1)

Sonug olarak, 17F8D7 ve 24C11C8 klonlarina ait monoklonal antikorlarin PD-1
ve CD-80 proteinlerinin PD-L1 proteini ile olan etkilesimlerini blokladigi goraldi. 17F8
monoklonal antikoru %94,25 ve 24C11 monoklonal antikoru %97,80 oraninda ayrica
20B6 monoklonal antikoru %60,63 oraninda PD-1/PD-L1 etkilesimini bloke ettigi
anlasilmistir. Diger 22 monoklonal antikorun PD1/PD-L1 etkilesiminde yeterli bloke
edici aktivitesi gozlemlenmemistir. CD80/PD-L1 etkilesiminde ise 14A8 monoklonal
antikoru %94,40, 17F8 monoklonal antikoru %48,52, 22F3 monoklonal
antikoru %70,41, 9E12 monoklonal antikoru %52,26, 21E2 %72,16, 13H5 monoklonal
antikoru %94,50, 7F8 monoklonal antikoru %62,10, 24C11 %93,25, 13E1 monoklonal
antikoru %52,12, 10G11 monoklonal antikoru %51,28, 16B7 monoklonal antikoru
ise %88,88 oraninda bloke edici aktivite gostermistir. Tim bu sonuclar dikkate

alindiginda 24C11 ve 17F8 monoklonal antikorlari hem PD-1/PD-L1 hem de CD80/PD-
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L1 etkilesimlerini bloke edici aktivite gostermistir. Bu sebeple, 24C11 ve 17F8

monoklonal antikorlari lisiferaz temelli PD-1/PD-L1 blokaji deneylerinde kullanilmak

Uzere secilmislerdir.

Tablo 5.2: Gelistirilen Anti-PD-L1 monoklonal antikorlarinin PD-1 ve CD80
proteinlerine karsi %inhibisyon degerleri. Pozitif kontrol olarak Avelumab ve

Atezolizumab kullanilmistir.

Klon Adi PD-1 %inhibisyon | CD80 %inhibisyon
6C4 0 0
7D4 0 0
14A8 0 94,40

14D8 0 0
15F6 0 0
17F8 94,25 48,52
22F3 0 70,41
10C6 0 0
9E12 7,18 52,26
2H8 0 0
12C11 0 0
21E2 0 72,16
13H5 0 94,50
16B10 0 24,24
23A10 8,82 0,77
3D9 0 0
7F8 0 62,10
24C11 97,80 93,25
3B5 0 0
13E1 0 52,12
10G11 0 51,28
2A4 0 14,99
20B6 60,63 0
24G6 0 0
16B7 0 88,88
Atezolizumab 97,90 94,43
Avelumab 97,96 93,69
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5.5.2. Liisiferaz Temelli inhibisyon

17F8 ve 24C11 klonlarina ait monoklonal antikorlarin inhibisyon potansiyelleri
degerlendirildikten sonra, lusiferaz temelli PD-1/PD-L1 Blokade Bioassay (Promega)
kullanilarak PD-1/PD-L1 etkilesiminin hicresel temelde incelenmesi amaglandi.
Deney, kit talimatlarina uyularak gergeklestirildi. Klinikte kullaniimakta olan PD-L1
bloke edici monoklonal antikor olan Atezolizumab ve Avelumab referans olarak
kullanilmigtir. 17F8 ve 24C11 klonlarina ait monoklonal antikorlar ve referans grubu
3 tekrarh 9 farkh dozda uygulandi ve kit talimatlarina uygun olarak luminometrik
Olcim gergeklestirilmistir. Kit talimatinda verilen asagidaki formul yardimiyla, PD-

1/PD-L1 etkilesimine olan bloklama potansiyelleri hesaplanmistir.

RLU(Antibody — Background)

Fold Induction =
. RLU(No Antibody Control — Background)

(5.2)

Sonuc¢ olarak, 17F8 ve 24C11 klonlarina ait monoklonal antikorlarin
konsantrasyon artisina bagh olarak luminesans sinyalinde referans ilaclarda goriilen
artisa benzer bir artis goérildi (Tablo 5.3). Ayrica, deney verileri GraphPad Prism 9
programi araciligiyla analiz edildi ve IC50 degerleri belirlendi (Tablo 5.4). 17F8 ve
24C11 klonlarina ait monoklonal antikorlarin referans ilaglara benzer IC50 degerleri
oldugu belirlendi. Klonlar ve referans ilaglarin konsantrasyona bagli luminometrik

Olclimlerinin grafikleri olusturuldu (Sekil 5.7).
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Tablo 5.3: Gelistirilen anti-PDL1 monoklonal antikorlarinin ve referans ilaglarin PD-
1/PD-L1 blokaj potansiyelleri.

Konsantrasyon (pug/ml) Fold Induction

17F8 24C11 Avelumab Atezolizumab

0,016384 1,07 1,33 1,26 1,33

0,04096 1,22 2 1,68 1,92

0,1024 1,56 3,82 2,82 3,62

0,256 2,28 4,29 4,16 4,61

0,64 2,72 4,35 4,72 4,9

1,6 3,25 4,94 5,03 4,91

4 3,47 4,76 4,79 5,15

10 4,2 4,57 4,61 5,32

25 4,15 4,44 4,64 5,2

Tablo 5.4. Gelistirilen anti-PD-L1 monoklonal antikorlarin ve referans ilaglarin IC50

degerleri.
IC50
ng/ml nM
17F8 172,2 1,15
24C11 50,35 0,34
Avelumab 75,94 0,51
Atezolizumab| 57,35 0,38
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Sekil 5.7: Referans ilaglar ve Gelistirilen anti-PD-L1 monoklonal antikorlarin
luminometrik 6l¢iim grafikleri.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kanser ciddi bir saglik sorunudur ve gesitli tedavi yontemleri kullanilarak
Ustesinden gelinmeye calisiimaktadir. Kemoterapi, ilerlemis kanserli hastalarda su
anda birincil tedavi segenegidir ancak ciddi yan etkiler ve ilag direnci nedeniyle
sinirlayici olabilir [1]. Bu nedenle dezavantajlarin Ustesinden gelmek icin yeni
tedaviler gelistiriimesi son derece gereklidir. Bu baglamda, immiinoterapi gibi
yenilikci yaklasimlar gectigimiz yillarda hiz kazanmistir.

PD-L1, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve T hiicre aktivasyonu gibi rolleri
bulunan immin kontrol noktasi proteinlerinden biridir [15]. PD-1/PD-L1 yolagini
hedef alan birgok monoklonal antikor gelistirilmis ve tedavi amagli klinikte kullanimi
onaylanmistir [47]-[50].

Bu calisma kapsaminda immiin kontrol noktasi proteinlerinden biri olan PD-L1’e
karsi monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Toplamda, 25 monoklonal antikor
gelistirilmis olup gelistirilen monoklonal antikorlarin, PD-1/PD-L1 etkilesimini bloke
edici aktivitelerinin belirlenmesi noktasinda in vivo ve in vitro galismalar yapiimistir.

Farkli tirlere ait PD-L1 proteinlerine karsi yapilan ELISA sonucunda, en yiksek
ELISA degerinin cynomolgus maymununa karsi oldugu gérilmustir (Sekil 5.5). insan
PD-L1 proteini en ¢ok sempanze ardindan maymunlar ile benzerlik gostermektedir
[139]. Bu baglamda, PD-L1’in tirler arasindaki homolojileri disunildiugliinde
gelistirilen monoklonal antikorlarin antijen tanima bolgeleri bu korunmus
bolgelerden birini taniyor olabilir. Bu sebeple, cynomolgus maymunu gibi yiksek
homoloji gosteren tirlere karsi ELISA degerlerinin ylikselmesi beklenebilir.

Gelistirilen monoklonal antikorlarin, diger immiin kontrol noktasi proteinleri ile
etkilesimi antikorun 6zgilligl ve terapdtik etkisi agisindan énemlidir. Antikorlarin,
PD-L1 disinda bir immiin kontrol noktasina baglanmasi farkh bir dizi olayi
tetikleyebilir. Bu baglamda, yapilan ELISA sonrasi PD-L2, CD80, CD86, PD-1, CD28,
TIGIT, TIM3 ve VISTA'ya karsi capraz reaksiyonlarinin olmadigi sonucu, bizi
gelistirdigimiz  monoklonal antikorlarin PD-L1’e 6zgll oldugu sonucuna
ulastirmaktadir (Sekil 5.4). Antikorlarin ¢apraz reaksiyon gostermemesi, terapotik

olarak kullanilabilmesi icin 6nemli bir 6lcit olarak diistintlebilir clinkli gelistirilen anti-
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PD-L1 monoklonal antikorlari diger immin kontrol noktalari ile etkilesime
girmemektedir. Dolayisiyla diger immiin kontrol noktasi proteinleri isleyislerine
devam edecektir.

Terapotik anti-PD-L1 monoklonal antikorlari PD1/PD-L1 etkilesimini bloke
etmektedir [107]. Bu sebeple, gelistirilen anti-PD-L1 monoklonal antikorlarinin
PD1/PD-L1 etkilesimini bloke edici aktivitesi, 6nce yarismali ELISA ile bulunmustur
(Tablo 5.2). Sonug olarak, 2 monoklonal antikorun (24C11 ve 17F8) bu etkilesimi
%97,80 ve %94,25 oraninda engelledigi tespit edilmistir. Ote yandan CD80/PD-L1
etkilesimi icin 4 farkh klona ait monoklonal antikor (14A8, 13H5, 24C11 ve 16B7)
benzer bir performans sergilemektedir. CD80 ve PD-L1 etkilesiminin cis etkilesim
oldugu bilinmektedir. Yani, CD80 ve PD-L1 ayni hiicre tarafindan ifade edilerek
birbirleri arasinda etkilesirler [81]. Bu baglamda, PD-1/PD-L1 etkilesiminde gorilen
baglanma afinitesi CD80/PD-L1 arasinda gorilen baglanma afinitesinden daha azdir.
Bu sebeple, CD80’i bloke edip PD-L1’i bloke etmeyen antikorlar elenmistir ve hem
CD80/PD-L1 hem de PD-1/PD-L1 etkilesimini bloke ettigi belirlenen 17F8 ve 24C11
klonlari Gizerine yogunlasiimistir.

Lisiferaz temelli PD-1/PD-L1 blokaj deneylerinde, yarismali ELISA deneylerinde
PD-1/PD-L1 ve CD80/PD-L1 etkilesimini bloke ettigi goriilen 17F8 ve 24C11 klonlarina
ait antikorlar kullaniimistir. Gelistirilen antikorlarin referans ilaglar ile kiyaslandiginda
Ozellikle, 24C11 klonuna ait monoklonal antikorun referans ilaglar ile ¢cok benzer
blokan aktivite sergiledigi belirlenmistir (Sekil 5.7). 17F8 klonu, iyi bir blokan aktivite
sergilemekle birlikte 24C11 klonuna kiyasla geride kaldigi belirlenmistir. Yapilan
deneyler sonucunda, gelistirilen antikorlarin terapétik olarak etkili olabilecegine dair
onemli bulgular elde edilmistir ve ileri arastirmalarinin yapilmasi dnemlidir. Ornegin,
PD-L1 ifade eden kanser hiicre hatlari ile olusturulacak hayvan modellerinde, 24C11
ve 17F8 klonlarina ait antikorlarin denenmesi gerekmektedir. Bu sayede, antikorlarin
terapotik etkilerine dair onemli kanitlar elde edilebilir.  Ayrica, PD-1/PD-L1
etkilesiminin sitokin Gretimi ile iliskisi bulunmaktadir (Sekil 2.3). Gelistirilen
monoklonal antikorlarin sitokin Uretimine nasil etki edecegi ileri bir arastirmada
degerlendirilmelidir.

Gelistirilen monoklonal antikorlar, fare monoklonal antikorlaridir. Terapotik

monoklonal antikorlar, insan ya da hiimanize antikorlar olarak enddstride yerlerini
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almistir. Fare monoklonal antikorlarinin, HAMA yaniti olusturabilecegi bilinmektedir
[77]. Bu baglamda, gelistirilen monoklonal antikorlarin hiimanize edilmesi gerekliligi
ortaya cikmaktadir. Fakat, bunun icin antikorlarin sekanslarinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu ylizden, oOncelikle antikorlarin dizileme calismalari ardindan

himanizasyon islemi gergeklestiriimelidir.
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